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Seznam pouzitych zkratek a symboli

e A —L-alanin

e AK —aminokyselina/y

e APS — persiran amonny

e BLAST — Basic Local Alignment Search Tool

e (CWD — C-termindlni doména vézajici bunécnou sténu
e D-A —D-alanin

¢ ddH20 — deionizovana voda

¢ D-Q— D-glutamin

e DNA — deoxyribonukleova kyselina

e FE. coli— Escherichia coli

e EAD - N-terminalni doména enzymatické aktivity
e G- L-glycin

e His Tag — histidine tag = histidinova znacka

e IPTG — izopropyl-B-D-thiogalaktopyranozid

o K- L-lysin

e kDa - kilo Dalton

e LB médium — lysogeny broth = bujénové médium pro bakterie
e Lst-ABD - lysostafin s albumin-vazajici doménou
e MIC — Minimalni inhibi¢ni koncentrace

e mut— mutant

¢ NAcGlu — N-acetylglukosamin

e NAcM — N-acetylmuramova kyselina

e NIH — National Institutes of Health

e OD - optical density = opticka hustota

e PEG — polyethylenglykol

e PDB - Protein Data Bank

e pH — potential/power of hydrogen

e pl—izoelektricky bod (isoelectric point)

e RMSD - Root mean square distance

e rpm — revolutions per minutes = otacky za minutu

e SDS — dodecylsiran sodny



SDS-PAGE - sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodné¢ho
SP — signalni peptid

SOC Medium — Super Optimal broth with Catabolite repression

S. aureus — Staphylococcus aureus

S. epidermidis — Staphylococcus epidermidis

S. simulans — Staphylococcus simulans

TB — terrific broth = obohacené bujonové médium pro bakterie
TEMED — NNN’N‘-tetramethylethylendiamin

TEV — Tobacco Etch Virus

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

Ubq — Ubikvitin

WHO - Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)

WT — wild type (divoky typ)



Aminokyseliny:

e Ala(A)—alanin

e Arg(R)—arginin

e Asn (N)— asparagin

e Asp (D) —kyselina asparagova
e Cys (C) —cystein

¢ GlIn (Q) — glutamin

¢ Glu (E) — kyselina glutamova
e Gly (G)—glycin

e His (H) — histidin

e Ile (I) — izoleucin

e Leu(L)-leucin

e Lys (K)—lysin

e Met (M) — methionin

e Phe (F) — fenylalanin

e Pro (P)—prolin

e Pyl (O)— pyrolysin

e Sec (U) — selenocystein
e Ser (S)—serin

e Thr (T) — threonin

e Trp (W) — tryptofan

o Tyr(Y) - tyrosin

e Val(V)-valin



1 Uvod

Produkce antibiotik se kazdoro¢né stale zvysuje, pohybuje se v rozmezi 100-200 tisic tun ro¢né
(Serwecinska, 2020). Kvili tomu, Ze dochdzi k nadmérnému pouzivani antibiotik, vznika
antibioticka rezistence. Bakterie jsou schopné obnovit svou strukturu tak, aby je uchranila pred

pusobenim antibiotik (Czekalski et al., 2014; Serwecinska, 2020).

Rezistence vii€i antibiotikiim je hrozbou pro pacienty a prodluzuje jejich pobyt v nemocnicich
(Vacek et al., 2020). Podle organizace WHO jsou antimikrobidlni léCiva ucinna, jejich
systematické zneuzivani a naduzivani v humanni i1 veterinarni mediciné ohrozuje cely svét

(WHO, 2015).

Celosvétovym problémem jsou hlavné stafylokokové infekce. Staphylococcus aureus je
vyznamny lidsky patogen s rezistenci vii¢i antibiotikim (Bastos et al., 2010; Tang & Stratton,
2010; Kashani et al., 2018). V dnesni dob¢ je snaha hledat nové alternativni moznosti 1€cby

bakterialnich infekcei, napt. bakteriociny (Sabala et al., 2014).

Bakteriociny jsou bakteridlni antimikrobidlni peptidy a proteiny, které obecné vykazuji
baktericidni aktivitu vici bakteriim. Produkce bakteriocinli je sebeochranny mechanismus,
ktery poméha tzv. koaguldza-negativnim stafylokoktim (neschopni koagulovat plazmu) ptezit
v jejich ptirozeném prostiedi (Newstead et al., 2020). Jednim z nejvyznamnéjSich zastupcii této

skupiny latek jsou lysostafiny.

Lysostafiny vykazuji vysoky stupeni bakteriolytické aktivity vuac¢i lidskym 1 zvifecim
stafylokoktim, pficemz nejsou aktivni vic¢i bakteriim vSech ostatnich rodi. Vzhledem k této
skutecnosti maji lysostafiny potencial pro biotechnologické vyuziti pii lécbé stafylokokovych
infekci. Studie in vitro a in vivo provedené s lysostafiny ukdzaly, ze mohou byt pouzity
samostatné, nebo v kombinaci s jinymi antibakteridlnimi latkami, k prevenci nebo 1éEbé

stafylokokovych infekci (Bastos et al., 2010).



2 Literdrni prehled

2.1 Staphylococcus aureus — charakteristika, onemocnéni

S. aureus je Casta komenzalni bakterie a jeden z nejvyznamnéjSich bakteridlnich patogent
cloveka, ktery ma celosvétoveé vysokou mortalitu v rozmezi 10 az 30% (Wertheim et al., 2005;

van Hal et al., 2012).

S. aureus muze trvale kolonizovat v nose, v kuzi, hrdle, podpazi, tiislech nebo ve stieve
(Wertheim et al., 2005; Misawa et al., 2015). Pro vytvoteni podminek pro kolonizaci S. aureus
je zapotiebi dalSich komenzali — jiné stafylokoky, korynebakterie nebo propionibakterie
(Costello et al., 2009; Wollenberg et al., 2014; Krismer et al., 2017). Samotny proces kolonizace
je neskodny, ale piedstavuje potencialni riziko pro nasledny vznik a rozvoj infekei, které jsou
Casto zpiisobené kolonizujicim kmenem (Clarridge et al., 2013). Infekce se mohou lisit, mohou
byt ve formé mirnych koznich infekei a infekei mekkych tkani, az po zdvazné invazivni infekce
kosti a kloubtl, bakteriémie, pneumonie a endokarditidy (Kavanagh et al., 2018; Bai & Morris,

2019; Urish & Cassat, 2020; Clark & Hicks, 2023).

2.2 Staphylococcus aureus — rezistence na antibiotika

S. aureus je schopen se vyhybat imunitnimu obrannému systému hostitele diky tomu, ze
funguje jako komenzal i patogen savct. Dalsi jeho vlastnosti je jeho genomicka plasticita.
S. aureus produkuje Sirokou Skalu faktort virulence a faktorti imunitniho Uniku, které brani

vzniku lidské imunitni odpovédi (Thammavongsa et al., 2015; Spaan et al., 2017).

S. aureus se dokadze branit proti imunitnimu systému vyuzivanim neutrofili a makrofaga,
specifickych enzymii a dalSich latek, napt. fenol-rozpustné moduliny, superantigeny, inhibitor
stafylokokové peroxiddzy nebo leukocidiny (Pidwill et al., 2021; Siwczak et al., 2022; Howden
et al., 2023).

Pro ziskani ucelenych poznatkii je tfeba studovat interakce mezi hostitelem a patogenem.
Soucasti vyzkumu je i zkoumani genetické variability S. aureus nebo identifikace lidskych
genetickych znakii spojenych s rizikem onemocnéni S. aureus. Vysledky téchto vyzkumu
budou vyuzivany napf. pii navrhovani strategii prevence a terapeutickych pfistupt

stafylokokovych onemocnéni (Jansen et al., 2013; Howden et al., 2023).



Bunécna sténa S. aureus udrzuje bunécnou integritu a je tvorena peptidoglykany (Obrazek 1).
Na principu inhibice syntézy bunécné stény je zaloZen mechanismus U¢inku nékterych
z vyvinutych antibiotik, jako jsou B-laktamy a vankomycin (Salamaga et al., 2021). Zatim neni
znamo, jak se méni struktura a dynamika peptidoglykanu béhem infekce. Tato znalost by proto
mohla poskytnout podrobnéjsi informace o interakcich S. aureus s imunitnim systémem
hostitele, coz je dilezité pro vyvoj novych 1€ki (Sutton et al., 2021). Lysostafiny prokazaly
ucinnost vuci S. aureus a S. epidermidis v biofilmech in vitro (Wu et al., 2003), znalost jejich

struktury miize mit vyuziti ve farmaceutickém pramyslu.

plazmatickd membréna

peptidoglykan kapsule

XK/ X/ X/ X/ X/ X/

B laktamaza

protein
vazajiei protein A
penicilin

kyselina lipoteichoova

Obrazek 1: Schématické znazornéni stavby bunécné stény S. aureus (upraveno dle Kong et al.,

2016).



2.3 Staphylococcus simulans

Staphylococcus simulans, koaguldza-negativni stafylokok, je patogenem zvirat jako jsou koné,
kozy, kravy, a jind hospodaiska nebo domestikovana zvifata a je Casto spojovan se zanéty

mlécné zlazy neboli mastitidou u skotu (Unal & Cinar, 2012).

Infekce zplisobené S. simulans jsou u lidi vzacné, infekce se tykaji mékkych tkani a kosti, S.
simulans muze zptsobovat i bakteridlni nefritidu (Vallianou et al., 2008; Drobeniuc et al., 2021;
Shishido et al., 2022). Specifickou sebeobrannou funkci je vylucovani specifickych proteint,

lysostafintl, které $tépi bunéénou sténu jinych stafylokokd.

S. simulans, konkrétné biotyp sfaphylolyticus, je diky nahrad¢ jednoho nebo vice glycinovych
zbytkli v pentaglycinovém mustku serinovymi zbytky, chrdnén proti lytickym w¢inkiim
lysostafini. Enzym, ktery se uCastni premény serinu na glycin, se nazyva

serinhydroxymethyltransferaza (Batool et al., 2020).



2.4 Klasifikace studovanych proteint

Lysostafiny patii do skupiny tzv. bakteriocinti, které piedstavuji skupinu mikrobidlnich
proteinil, charakteristickych tzkym spektrem ucinnosti. Produkce bakteriocini zvyhodnuje

bakterie v jejich zivotnim prostiedi (Bastos et al., 2010).

Tabulka I: Klasifikace bakteriocint, jejich vlastnosti a konkrétni ptiklady (upraveno dle Bastos

et al., 2010).
klasifikace |vlastnosti skupiny/podtiidy priklady
nisin
nizka molekulova hmotnost, typ A (linedrni) peps
tiida I tepelné stabilni peptidy cpidermin
(lantibiotika) | (<5 kDa), obsahujici typ B (globuldrni) mersacidin,
modifikované AK typ C (dve slozky) lacticin 3147
typ D (sniZena
antimikrobidlni aktivita) | *PT
nizké molekulova hmotnost, typ Ia (linedrni) pediocin PA-1
tepelnd stabilni peptidy typ IIb (linedrni) lactacin F
tiida II (<10 kDa), neobsahuji Zidné typ Ilc (cyklické peptidy) |enterocin AS-48
modifikované AK typ I1d (linearni) aureocin A53
typ e (linearni) aureocin A70
vysoka molekulova typ Illa (bakteriolyziny) |lysostafin
tHda III hmotnost, tepelné labilni
proteiny typ IIIb (nelyticke) helveticin J

Endolysiny jsou samostatnou skupinou enzymii, které¢ jsou schopny lyzovat mikrobialni buiiky,
stejné jako bakteriociny, autolyziny a lysozymy (Vollmer et al., 2008; Hoj¢kova et al., 2013).
Endolysiny jsou kdédované bakteriofdgy s dvouvladknovou DNA, které jsou aktivné
produkovany ke konci fagového lytického cyklu, aby byla rozlozena bakteridlni bunécna sténa

a uvolnila se dalsi generace fagta (Borysowski et al., 2006; Schmelcher et al., 2012).



2.5 Lysostafiny

Lysostafiny jsou antibakterialni Zn-dependentni metaloenzymy o velikosti 27 kDa, které jsou
schopny $tépit pentaglycinovy mistek mezi tfetim a Ctvrtym glycinem v peptidoglykanu
bunécné stény u S. aureus. Jedinecna struktura bunécné stény Cini lysostafiny vysoce ucinnymi
prostiedky v 1é€bé stafylokokovych infekci rezistentnich viici antibiotikiim (Dixon et al., 1968;

Climo et al., 1998; Kumar, 2008; Chung et al., 2022).

Lysostafiny byly poprvé izolovany Schindlerem a Schuhardtem v roce 1964 z kultury
S. simulans (Schindler & Schuhardt, 1964). Tyto enzymy se skladaji z N-termindlni katalytické
domény (EAD) a C-terminalni domény vazajici bunécnou sténu (CWD), oznaCovana také jako
SH3b, jejichz hlavni funkci je ukotvovani proteinu k peptidoglykanu (Sabala et al., 2012). Ob¢

tyto domény jsou spojeny tzv. linkerem.

EAD L CWD

Obrazek 2: Schéma uspotadani domén lysostafinti (upraveno dle Zha et al., 2022).

EAD — N-terminalni doména enzymatické aktivity, L — linker, CWD — C-termindlni doména

vazajici bunécnou sténu.

Cukerna slozka bunécné stény S. aureus se sklada ze stiidajicich se zbytka p-(1,4) vazaného N-
acetylglukosaminu (NacGlu) a N-acetylmuraminové kyseliny (NacM). Bunécna sténa je
tvofena tetrapeptidovymi fetézci, které jsou navzijem spojené pentaglycinovymi mustky

(Bastos et al., 2010). Konkrétni topologie peptidoglykanu S. aureus je zobrazena na Obrazku 3.
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Obrazek 3: Schématické usporadani peptidoglykanu u S. aureus a misto primarni hydrolyzy

lysostafinti (upraveno dle Bastos et al., 2010).

NAcGlu — N-acetylglukosamin; NAcM — N-acetylmuramova kyselina; A — L-alanin; D-Q — D-

glutamin; K — L-lysin; D-A —D-alanin a G- L-glycin. Sipka oznaCuje misto plisobeni

lysostafinti.

Lysostafiny jsou syntetizovany nejdiive jako tzv. preprolysostafiny, obsahujici signalni peptid.
Po odstépeni signalniho peptidu vznikaji prolysostafiny, které se uvoliuji do extracelularniho
prostiedi. Proteolytickym Stépenim propeptidli, pomoci cysteinové protedzy, vznikaji
lysostafiny, které¢ jsou biologicky aktivni a funguji jako glycil-glycin endopeptidazy proti

citlivym buiikam stafylokokti (Bastos et al., 2010). Schéma aktivace lysostafinll je zobrazeno

na Obrazku 4.
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Obrazek 4: Schéma procesu aktivace lysostafinli (upraveno dle Bastos et al., 2010).
SP — signalni peptid, EAD — N-terminalni doména, CWD — C-terminalni doména vézajici

bunécénou sténu.

Lysostafiny maji fadu vyhodnych vlastnosti, mezi které patii napt. zavislost aktivity enzymu
na iontovém slozeni prostfedi. Nicméné¢ tyto vlastnosti se mohou mezi homology lysostafint
liSit. V praci Sabala et al. pozorovali, ze LytM je patrné¢ vysokou koncentraci soli silné
inhibovan, na rozdil od ptivodni formy lysostafinu, ktery vysoké koncentrace soli potiebuje pro

svou aktivaci (Sabala et al., 2012).

Konkrétni lysostafiny, pouZzité pro experimenty v této praci, jsou nasledujici: lysostafin wild
type (WT), lysostafin mutant 9 a mutant D (zkracené¢ mut 9/mut D), z organismu S. simulans;
zékladni charakteristiky a vzajemné rozdily jsou shrnuty v Tabulce II. Konkrétni AK sekvence

lysostafinti jsou uvedeny v Piiloze 1.

Tabulka II: Zakladni charakteristiky lysostafinu WT, mut 9 a mut D (Expasy, 2022).

lysostafin WT lysostafin mut 9 lysostafin mut D
mutace N39P T178L S83M TI178L K232P
molekularni hmotnost
(kDa] 26,89 26,88 26,91
teoretické pl 9,59 9,59 9,54
extinkéni koeficient 67840 67840 67840




2.6 Endolysiny

Endolysiny jsou hydrolazy produkované fagy, které jsou schopné Stépit peptidoglykan
grampozitivnich bakterii (Schmelcher et al., 2012; Briers et al., 2014). Vykazuji specifickou
baktericidni aktivitu a nezabijeji prospé€Snou mikrofloru ¢lovéka (Nelson et al., 2001). Jejich
vyhodou oproti konvencnim antibiotikim je jejich vysoka specificita a nizké riziko vzniku
rezistence. Jsou povazovany za nadéjnou skupinu antibiotik, kterd jsou odvozena od enzymi
znamych pod ndzvem ,,enzybiotika* (Dams & Briers, 2019). Pomoci molekularniho inzenyrstvi
1ze vytvofit velké mnozstvi ucinnych typti endolysint (Kashani et al., 2018; Choi et al., 2022).
U endolysinil byla popsana synergicka aktivita s riznymi antibakteridlnimi latkami a schopnost

ucinn¢ fungovat v biofilmech a na povrchu sliznic (Letrado et al., 2018; Blasco et al., 2020).

Endolysiny se u grampozitivnich fagt skladaji ze dvou domén — EAD, ktera ptispiva ke Stépeni
raznych vazeb v peptidoglykanu, a CWD, ktera rozpoznava receptor bakteridlnich bunéénych
stén a specificky se na néj vaze (viz Obrazek 5). Obé tyto domény jsou navzajem spojeny

kratkym flexibilnim linkerem (Sao-José, 2018).

EAD L CWD

Obrazek 5: Schéma uspotadani domén endolysinu (upraveno dle Zhou et al., 2020).

EAD — N-terminalni doména enzymatické aktivity, L — linker = spojovaci smycka, CWD — C-

terminalni doména vazajici bunécnou sténu.

V této praci byla pouzita mutovana forma endolysinu oznacovana jako endolysin mutant T1
(zkracen¢ mut T1), z bakteriofaga @ 812. Zakladni informace o tomto studovaném proteinu

jsou uvedeny v Tabulce III. Konkrétni AK sekvence endolysinu mut T1 je uvedena v Ptiloze 1.

Tabulka III: Zékladni charakteristika endolysinu mut T1.

endolysin mut T1
mutace 144V T72P G124P
molekularni hmotnost [kDa] 31,40
teoretické pl 9,32
extink¢ni koeficient 76570




3 Material a metody

V této kapitole jsou popsany pouzité chemikalie, metody a postupy pouzité pro piipravu
endolysinu mut T1 a lysostafinu mut 9 a nasledné krystaliza¢ni postupy. Mutované proteiny
byly navrzeny ve firmé Enantis na zéklad¢ jejich programu, ktery vyuziva energetického a

evolu¢niho pfistupu — databaze FireProt: https://loschmidt.chemi.muni.cz/fireprotweb/.

3.1 Priprava rekombinantnich protein(

3.1.1 Transformace protein(

Pro bakteridlni transformaci bylo pouzito 100 pl bun€k Escherichia coli kmen BL21(DE3)ripL
abylo pfidano 5 pl plazmidové DNA o findlni koncentraci 150 ng/pl. Po nésledném
zvortexovani se mikrozkumavka ulozila na 30 minut na led. Tepelny Sok byl proveden
ponofenim zkumavky na 60 sekund do vodni 14zn€ za teploty 42°C. Poté byla mikrozkumavka
vracena na led a pfidano 500 ul SOC média. Nasledovala inkubace pii 37°C po dobu 1 hodiny
pii 200 rpm, poté centrifugace pii 4°C po dobu 5 minut pti 8 000 rpm. Takto ziskané buiiky
byly rozpustény a naneseny na agarové plotny, které obsahovaly antibiotika chloramfenikol a

kanamycin. Plotny byly vloZeny do inkubatoru (37°C) a kultivovany pies noc.

3.1.2 Ptiprava bunécnych pelet

Pro ptipravu bunécnych pelet bylo vyuzito Cerstvé transformovanych bunék s pozadovanou
plazmidovou DNA. Sterilni klickou bylo setfeno 10-15 kolonii a zaockovano 100 ml TB média
s obsahem 1% glukozy a kanamycinu (50 pg/ml). Na 1 litr TB média bylo pfiddno 900 ml

média a 100 ml fosfatu draselného, konkrétni slozeni je v Ptiloze 2.

Takto pripravené médium s bakterialni kulturou bylo ponechéno ptes noc (14-16 hodin) pfi
37°C za stélého trepani (200 rpm). Buiiky byly stoceny pti 4000 rpm, po dobu 10 minut, pfi
4°C a rozpustény v 10% sterilnim glycerolu. Bunécna suspenze byla rozdélena do sterilnich
mikrozkumavek, které byly nasledné¢ zamrazeny v tekutém dusiku. Takto pfipravené bunécné
pelety byly uchovany pii -80°C. Bakterie E. coli BL21(DE3)ripL, obsahujici rekombinantni
plazmid pUbEx100 s genem pro lysostafin/endolysin, byly piipraveny Mgr. Sarkou Kobzovou

ve Vyzkumném ustavu veterindrniho Iékatstvi, v. v. i., (VUVeL) v Brn¢.
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3.1.3 Exprese protein

Kultivaéni médium s bunkami obsahovalo 400 ml LB média, 400 pl bunécnych pelet, 20 ml
(20%) glukdzy a 400 pl kanamycinu (50 pg/ml). Kultivace probihala v 5 1 Erlenmeyerové barice
v piistroji Incubator Shaker Series Innova® 43/43R. Kultura se nechala nartst v rozmezi
od OD =0,6 do OD = 0,8 pti 37°C, 200 rpm. Po dosazeni adekvatni hodnoty OD byl pfidan
0,4 mM IPTG (160 pul IPTG) jako induktor. Nasledovala kultivace ptes noc (15 hodin) pti 22°C,
200 rpm.

Centrifugace probihala na pfistroji HERMLE Z383K pii 3250 rpm, po dobu 10 minut, pii 4°C,
nasledovalo odliti supernatantu. Bunécény pelet byl rozpustén v 25 ml desintegracniho pufru
(100 mM Trisu (pH 7,5); 500 mM NaCl; 10 mM imidazol; 0,1% Triton-x-100 a 0,01% pB-
merkaptoethanol). Pro sonikaci lysostafinu mut 9 byl pouzit pfistroj Ultrasonic homogenisers
SONOPULS od BANDELIN. Pouzita byla 30% amplituda, pulz 1 sekunda a pauza 3 sekundy,

roztok byl sonikovan na ledu celkem 3krat po dobu 15 minut.

V ptipad¢ endolysinu mut T1 byly buiiky rozbity pomoci homogenizatoru, Homogenising
systems LTD Stansted, Pressure cell homogeniser SPCH-EP (240 V, 50 Hz) kvali vétsSimu
vyslednému objemu bunék v desintegratnim pufru (75 ml). Experiment probihal pfi teploté
6°C, 3krat po sobé. Roztok s homogenizovanymi buiikami byl ndsledn¢ rovnomérné rozdélen

do zkumavek, které se daly stocit pii 15 000 X g po dobu 40 minut, pfi teploté 4°C.

Roztoky byly poté prefiltrovany pomoci stiikacky (20 ml) s 0,22 um filtrem.

3.1.4 Purifikace

Proteiny byly pfecistény pomoci iontové afinitni chromatografie s imobilizovanym kovem
(IMAC). Purifikace probihala na afinitni koloné HisTrap™ od GE Healthcare a HiPrep 26/10
desalting od GE Heatlhcare.

3.1.4.1 Pufry pro purifikaci
e Ekvilibra¢ni pufr: 100 mM Tris (pH 7,5); 500 mM NaCl; 10 mM imidazol a 0,01% B-
merkaptoethanol
e Eluéni pufr: 100 mM Tris (pH 7,5); 500 mM NaCl a 300 mM imidazol
e (Odsolovaci pufr: 100 mM Tris (pH 7,5); 300 mM NaCl a 0,01% B-merkaptoethanol

11



Pted pouzitim byly vSechny pufry pfefiltrovany a odvzdusnény. Purifikace byla provedena na
piistroji FLPC, AZURA® BIO PURIFICATION. HisTrap™ kolona (5 ml) byla nejprve
promyta 25 ml sterilni vody a nasledné 25 ml ekvilibra¢niho pufru (priitok 5 ml/min). Déle byl
nanesen vzorek (pritok 3 ml/min), poté byla kolona promyta ekvilibraénim pufrem (A = 100%),

dokud absorbance neklesla na zakladni linii (baseline).

Nasledné byla kolona promyvana 25 ml smési pufru o finalni koncentraci imidazolu cca
40 mM, tzv. soft WASH. Cilovy protein byl vymyt elu¢nim pufrem (elu¢ni gradient A = 90,0 %
- ekvilibraéni pufr, B = 10,0 % - elucni pufr), frakce posbirany. Poté byla kolona promyta

ekvilibraénim pufrem (A = 100%), sterilni vodou a uchovana v 20% ethanolu.

Pro odstranéni imidazolu byla pouzita odsolovaci kolona 50 ml HiPrep 26/10 desalting (GE
Heatlhcare). Odsolovaci kolona byla nejprve promyta 50 ml (pratok 5 ml/min) ddH2O, poté
ekvilibrovana 100 ml pufru (A = 100%), poté byl nanesen vzorek 25 ml — lysostafin mut 9 a
75 ml — endolysin mut T1 (pratok 3 ml/min a opét byla kolona promyvana pufrem (priatok

5 ml/min). Frakce s cilovym proteinem byly posbirany.

Poté byl k roztoku proteini pfidan glycerol (20%) a TEV (Tobacco Etch Virus) protedza
v poméru 1:30. Nasledovalo §tépeni (roller mixer) pti pokojové teploté po dobu 2 hodin, poté

v lednici pies noc.

Oddéleni cilového proteinu probihalo na afinitni kolon& HisTrap™, ktera byla nejprve promyta
25 ml vody a nasledné 25 ml ekvilibracniho pufru (A = 100%). Poté byl nanesen vzorek a ihned
sbiran (elu¢ni gradient A = 90.0 %, B = 10.0 %), zatimco ubikvitin (ubq) ziistal zachycen na

kolon¢ a posléze byl vymyt elu¢nim pufrem.

Nasledné¢ byla zmétena koncentrace proteintt BCA metodou. Pomoci SDS-PAGE elektroforézy
byla ovéfena Cistota proteinil. Lysostafin a endolysin byly nésledné lyofilizované v lyofilizatoru

(Labconco, USA).

Pro nasledné krystalizacni experimenty byly poskytnuty vzorky lysostafinu WT a mut D
Mgr. Sarkou Kobzovou (VUVeL, Brno).
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3.1.5 SDS-PAGE elektroforéza

K elektroforéze byl pouzit 12,5% gel, chemikélie pouzité pro pfipravu, stejné jako jejich
konkrétni mnozstvi, je uvedeno v Tabulce IV. Smés byla smichana a nalita do aparatury pro
pfipravu geli. Poté byl povrch skla zalit 100-200 pl ddH>.O a b&hem 20 minut doslo
k polymeraci. Po ztuhnuti separacniho gelu byla odsata vrstva vody. Na separacni gel byl
nanesen koncentracni gel. Do gelu byl vloZzen hiebinek a nastala polymerace. Poté, co
koncentraéni gel zpolymeroval, hiebinek byl vyjmut a gel se skly byl vloZzen do aparatury a

zalit elektrodovym pufrem (25 mM Tris-HCI, 192 mM glycin, 0,1 % SDS, pH §,3).

Tabulka I'V: Piiprava polyakrylamidového gelu.

separacni gel 12,5 % koncentracni gel 5 %
30 % akrylamid 2,1 ml 30 % akrylamid 250 pl
ddH>O 1,6 ml ddH>O 800 ul
separacni pufr 1,25 ml | koncentraéni pufr 400 pl
10 % SDS 50 pul 10 % SDS 16 pl
10 % APS 50 ul 10 % APS 25 ul
TEMED 3ul TEMED I ul

3.1.5.1 Ptiprava a nanaseni vzorkd
Vzorky byly smichany s 4 % koncentrovanym nanasecim pufrem v poméru 3:1. Proteiny byly
zdenaturovany pii 95 °C po dobu 10 minut. Spole¢né se vzorky byl nanesen proteinovy marker
Unstained Protein Molecular Weight Marker (Thermo SCIENTIFIC).

e Nanaseci pufr: 200 mM Tris (pH 6,8), 400 mM DTT, 8% SDS, 0,4% bromfenolova

modf a 35% glycerol.

Pomoci pipety byly naneseny na gel vzorky (findlni koncentrace proteinu mut 9 byla 0,2 mg/ml,
endolysin 0,5 mg/ml) a standard (10 pl). Celd aparatura byla pfikryta vikem a pfipojena ke
zdroji napéti. Elektroforéza probihala pii konstantnim napéti 160 V.
Vzorky byly nanaSeny na gel v nésledujicim potradi: sonikat, FT, WASH, E1, E2, Bez ubq a
endolysin + ubq + TEV protedza, konkrétné popsany na Obrazku 9 a 13.
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Po skonceni elektroforézy byl gel vynat a obarven. Nejprve byl gel zalit roztokem 1 (10%
CH;COOH, 50% etanol, ddH>0O) a ohiivan v mikrovinné troub& po dobu 1 minuty. Poté¢ doslo
k vyméné roztoku 1 za roztok 2 (7,5% CH3COOH, 5% etanol, ddH>O) a byl pfidan 1 ml barviva
Coomassie Brilliant Blue R-250. Vzorek byl opét ohfivan 1 minutu, ndsledné byl ponechan po
dobu 5 minut pii laboratorni teploté, aby doslo k obarveni. Poté byl roztok slit a gel byl uchovéan

v destilované vodé¢ a nasledné¢ naskenovan pomoci skeneru od EPSONU pro nasledné

vyhodnoceni (Obrazek 9 a 13).

3.2 Krystalizace proteinu

3.2.1 Pre-krystaliza¢ni test

Pted vlastni krystalizaci lysostafini byl proveden tzv. pre-krystaliza¢ni test metodou sedici
kapky, aby byla zjisténa vhodnd koncentrace proteinu pro krystalizani experimenty. Pre-
krystaliza¢ni test byl proveden pomoci komeréné¢ dodavané sady PCT Pre-Crystallization Test
od firmy Hampton Research (USA). Slozeni jednotlivych ¢inidel (A1, A2, B1, B2) je uvedeno

v Priloze 3.
Test byl proveden v desticce s 24 jamkami. Do rezervoaru bylo napipetovano 20 pl ¢inidla

podle seznamu od vyrobce. Nad rezervodr s ¢inidlem byl napipetovan vzorek lysostafinu WT s

piislusnym c¢inidlem v poméru 1:1 (v objemu 1 pul proteinu a 1 pl ¢inidla).
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3.2.2 Precipitacni €inidla

Vsechna precipitacni ¢inidla pouzita pro krystalizaci na robotovi i ru¢né byla komeréné dodana

v kitech, které obsahovaly 96 precipitacnich ¢inidel.

Pouzité krystaliza¢ni sady, tzv. screening kits u lysostafinli, experimenty byly provedeny

Skolitelkou-specialistkou:

e INDEX HR (Hampton Research, USA)
e JB SCREEN BASIC (Jena Bioscience)

e JCSG++ (JCSG, USA; European Genomics Consortium)
e LFS (Ligand-Friendly Screen) (Molecular Dimension, USA)

e Mem Gold 2 (Molecular Dimension, USA)

e MIDAS+ (Molecular Dimension, USA)

e Natrix (Hampton Research, USA)

e PACT PREMIER (Molecular Dimension, USA)

e PEG lon (Hampton Research, USA)

e PEGRx (Hampton Research, USA)

e SG1 SCREEN (Molecular Dimension, USA)

e Wizard Classic 1 & 2 (Molecular Dimension, USA)

Ruc¢né pipetované kity:

e Morpheus 2 (Molecular Dimension, USA)
e PEGRx (Hampton Research, USA)

Pouzité krystalizacni sady pouzité u endolysinu mut T1:

e Morpheus 1 & 2 (Molecular Dimension, USA)
e PEG lon (Hampton Research, USA)
e PEGRx (Hampton Research, USA)

Pouzité koncentrace u lysostafint a krystaliza¢ni poméry pii pipetovani pomoci robota i ru¢né

jsou uvedeny v Tabulce V.
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Tabulka V: Pouzité koncentrace lysostafinu WT, mut 9 a mut D.

koncentrace [mg/ml] pomery
lysostafin WT 7;7,5;10; 15
lysostafin mut 9 1,9; 6; 9,5; 10 1:1,1:2,2:1,4:1
lysostafin mut D 1,5;3;5;,6;7;,7,5;10; 15

Pouzité koncentrace a krystaliza¢ni pomér u endolysinu mut T1 jsou uvedeny v Tabulce VI.

Tabulka VI: Pouzité koncentrace endolysinu T1.

koncentrace [mg/ml] | pomér
endolysin mut T1 5;10; 15; 18; 20; 30 1:1

3.2.3 Screening pomoci krystalizacniho robota

Na zacatku krystalizace lysostafinii byl proveden screening pomoci krystalizacniho robota, se
zminénymi kity. Ke screeningu byl pouzit robot OryxNano 4 od Douglas Instruments (Velka

Britanie) s pouzitim 96 jamkové desticky MRC 2-Drop Plate od Swissci pii 20°C.

Do horni jamky, nad rezervodr s precipitaénim c¢inidlem, byl robotem napipetovan vzorek
lysostafinu s pfisluSnym precipitacnim c¢inidlem v poméru 1:1, tedy 1 pl proteinu a 1 pl
precipitacniho Cinidla a ve spodni jamce s pomérem 1:0,5.

Tabulka VII ukazuje schéma prvni krystalizacni jamky. Kazda desti¢ka byla poté zaizolovana

lepici paskou, a ponechéna pti pokojové teploté nebo dana do lednice pii teploté 4°C.

Tabulka VII: Schéma krystaliza¢ni jamky.

1
50 pul
o 1:1
A | precipitatniho
Cinidla 1:0,5
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3.2.4 Optimalizace krystaliza¢nich podminek ru¢né

Krystaliza¢ni pokusy se sadou Morpheus 2 s lysostafiny byly pipetovany rucné bez pouziti
robota. Byly pouzity destiCky s24 jamkami pro 4 riizné poméry precipitacnich roztokt
a roztokll proteinu. Pouzité poméry byly 1:1, 1:2, 2:1 a 4:1 s koncentraci proteint 11,5 mg/ml.

Podrobné objemy jsou vypsany v Tabulce VIII.

Tabulka VIII: Pouzité objemy proteinti (LSN — lysostafin) a precipitacniho roztoku (PR) ze

sady Morpheus 2.
sloupec 1 rezervoar sloupec 2
A 1 Wl LSN+1 ul PR 50 ul precipitacniho 1 ul LSN + 0,5 ul PR
B 0.5 ul LSN + 1 ul PR roztoku €.1 2 W LSN +0,5 ul PR

V ptipadé endolysinu byla pouZzita sada Morpheus 1 & 2, desticky s 24 jamkami pro 4 rizné
koncentrace proteinu a to 30; 18; 15 a 10 mg/ml. U krystaliza¢nich sad PEG Ion a PEGRx byly
pouzity koncentrace proteinu 30; 20; 15 a 5 mg/ml. VSechny experiment s endolysinem byly v

pom¢éru 1:1.

Desticky se sadou Morpheus u vSech studovanych proteinii byly ptekryty lepici paskou
a ponechany pii 4°C v lednici. U sady PEG Ion a PEGRx (endolysin) byly ponechany pfi
pokojové teploté. Po dobu nékolika tydnt byly desticky pravidelné kontrolovany a byly

zaznamenany zmeény v kapkach.

3.3 AlphaFold

Pro predikci struktur studovanych proteinti byl pouzit program AlphaFold. AlphaFold mé svou
databazi, ve které se nachazi vice nez 200 milionii predikovanych struktur proteinti, pfistupna

na: https://alphafold.ebi.ac.uk/.
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4 Vysledky

V této Casti magisterské prace jsou uvedeny vysledky provedenych experimentd s proteiny:
lysostafin WT, lysostafin mut 9 a mut D a endolysin mut T1. Zaznamenany jsou kroky v
prubéhu piipravy proteina pro krystalizani experimenty a predikované struktury studovanych

proteini.

4.1 Exprese proteind

Kultura se nechala nartist v rozmezi od OD = 0,6-0,8, za 4 hodiny a 45 minut. Celkova

koncentrace lysostafinu mut 9 byla stanovena piiblizné na 0,2 mg/ml a endolysinu na 50 mg/ml.

4.2 Purifikace proteinl a SDS-PAGE elektroforéza

Proteiny byly pfecistény pomoci iontové afinitni chromatografie s imobilizovanym kovem
(IMAC). Purifikace byla provedena na pfistroji FLPC, AZURA® BIO PURIFICATION.
Purifikace probihala na afinitni kolon& HisTrap™ (5 ml) od GE Healthcare, odsolovaci kolong
(50 ml) HiPrep 26/10 desalting od GE Heatlhcare. Oddéleni cilového proteinu probihalo na

afinitni koloné HisTrap™. K uvolnéni proteinu doslo pii 10% pufru B.

HisTrap™ kolona

3000 +
2500 +

2000 +

UV,g0 [MAU]
= [
o (€]
o o
o o

500 +

LTINS

0 : : T T T 1
30 32 34 36 38 40 42

objem [ml]

Obrazek 6: Chromatogram purifikace lysostafinu mut 9 na HisTrap™ kolong&. Vyznaceny

sbirané frakce (1,5 ml) s proteinem (vzorek 4 na gelu — viz Obrazek 9).
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HiPrep odsolovaci kolona
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Obrazek 7: Chromatogram purifikace lysostafinu mut 9 na HiPrep odsolovaci koloné.

Vyznaceny sbirané frakce (1,5 ml) s proteinem (vzorek 5 na gelu — viz Obrazek 9).

HisTrap™ kolona po odstépeni ubqg
600 T

UV,g, [mAu]
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Obrazek 8: Chromatogram pfi oddélovani lysostafinu mut 9 na HisTrap™ kolong. Vyznaceny

sbirané¢ frakce (1,5 ml) s proteinem (vzorek 6 na gelu — viz Obrazek 9).
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SDS-PAGE elektroforéza po IMAC chromatografii prokéazala ptitomnost lysostafinu mut 9. Ve
srovnani s ladderem byla urcena jeho velikost — pfiblizn€ na 25 kDa. FT je tzv. flow through,
coz predstavuje to, co projde a nezachyti se na koloné. Vzorek E1 pfedstavuje protein odmyty
imidazolem (1. HisTrap purifikace). Vzorek E2 je protein po odsoleni a nakonec vzorek

oznacen bez ubq je protein po odstépeni ubq (Cisty protein).

ladder 1 2 3 4 5 6

kDa
260 | S
140
100

50
40

35

15

10

Obrazek 9: Zaznam gelu po IMAC chromatografii u lysostafinu mut 9.
1 —sonikat, 2—FT, 3—WASH, 4—El, 5—E2, 6—lysostafin bez ubq. Sipka oznaluje

lysostafin.
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HisTrap™ kolona
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Obrazek 10: Chromatogram purifikace endolysinu mut T1 na HisTrap™ koloné. Vyznaceny

sbirané¢ frakce (1,5 ml) s proteinem (vzorek 5 na gelu — viz Obrazek 13).
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(€2
o
o
!
T

3,2 3,3

3 3,1 3,4 3,5 3,6
objem [ml]

Obrazek 11: Chromatogram purifikace endolysinu mut T1 na HiPrep odsolovaci koloné.

Vyznaceny sbirané frakce (1,5 ml) s proteinem (vzorek 6 na gelu — viz Obrazek 13).
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HisTrap™ kolona po odstépeni ubg
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Obrazek 12: Chromatogram pfi oddélovani endolysinu mut T1 na HisTrap™ koloné.

Vyznaceny sbiran¢ frakce (1,5 ml) s proteinem (vzorek 8 na gelu — viz Obréazek 13).

SDS-PAGE elektroforéza po IMAC chromatografii prokdzala ptfitomnost endoylsinu mut T1
s molekularni hmotnosti ptiblizné 31 kDa. FT je tzv. flow through, vzorek E1 ptredstavuje
protein odmyty imidazolem (1. HisTrap purifikace). Vzorek E2 je sbér proteinu po odsoleni.
Vzorek oznacen endolysin + ubq je protein po Stépeni s ubq a nakonec vzorek oznacen bez ubq

znazoriuje protein po oddéleni ubq (Cisty protein).
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Obrazek 13: Zaznam gelu po IMAC chromatografii u endolysinu mut T1.
1 —sonikat pted filtraci, 2 — WASH, 3 — sonikét po filtraci, 4 — FT, 5—E1, 6 — E2, 7— endolysin

+ubg, 8 — endolysin bez ubq. Sipka oznaduje endolysin mut T1.

4.3 Krystalizace proteinu

Bylo vyzkouseno 13 krystaliza¢nich sad v riznych pomérech protein a precipitacni ¢inidlo a
také byly pouZity rizné koncentrace studovanych proteint, celkem bylo takto vytvoieno 4690
rtiznych krystaliza¢nich podminek. Nicméné ani v jedné z nich nevyrostl proteinovy krystal a

nepomohla ani nasledna optimalizace podminek.
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4.4  Predikce struktur proteind

Pro predikei struktur studovanych proteinii byl pouzit program AlphaFold (ColabFold v1.5.2:
AlphaFold2 using MMseqs2) dostupny na:
https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb.

Byly pouzity sekvence jednotlivych proteinii (Ptiloha 1).

Pomoci programu PyMOL byly zobrazeny napredikované modely a v pfipadé mutantnich
forem lysostafinti a endolysinu byly zvyraznény ptipadné mutace mezi jednotlivymi proteiny.
Vsechny modely lysostafini obsahuji 2 kratké a-helixy, které se nachazeji v EAD, a z 19 j-

skladanych listl, paralelnich i antiparalelnich, v obou doménéch proteinti.

EAD

Obrazek 14: Predikce struktur proteint: a. lysostafin WT; b. lysostafin mut 9; c. lysostafin
mut D. EAD (1-137), linker (138-154) (modie), CWD (155-245). Vyznacené a-helixy

(Cerveng) a B-skladané listy (zlut¢).
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Phel33

Obréazek 15: Aktivni misto lysostafini (Met131, Prol132, Phel33, Leul34, Lys135) (dle
UniProtKB/Swiss-Prot: P10547).

Obrazek 16: Vyznacené mutace lysostafinu mut 9: a. mutace T178L; b. N39P.

25



Obrazek 17: Vyznacené mutace lysostafinu mut D: a. mutace T178L; b. K232P; c. S§3M.
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Obrazek 18: Vzajemné srovnani predikci struktur proteinti — lysostafinu WT s mut 9 a mut D.

a. CWD lysostafinu WT (Cerven¢) a mut 9 (svétle modie); b. CWD lysostafinu WT (Cerveng)
amut D (zelen€); c. EAD lysostafinu WT (Cerven¢) a mut 9 (svétle modie); d. EAD lysostafinu

WT (Cervené) a mut D (zeleng).

Na obrazku 18, 1ze pozorovat urcité posuny predikci struktur viici sobé, které byly vyhodnoceny
pomoci hodnoty RMSD (technika, kterd ndm umoziiuje porovnat podobnosti 3D struktury
proteint). Lysostafin WT a lysostafin mut 9 jsou vii¢i sob€ posunuty, v EAD je RMSD = 0,08,
v CWD je RMSD = 0,118, u mut D je RMSD = 0,057 pro EAD a RMSD = 0,129 pro CWD.
Tyto posuny mohou byt zptisobeny flexibilitou linkeru, ktery AlphaFold nedokéze piesné

predikovat, proto nejsou linkery ve struktuie zobrazeny.

K zobrazeni predikce struktury endolysinu mut T1 byl téZ pouzit program PyMOL. Model se
sklada ze 3 a-helixti a 15 B-skladanych listt.
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Obrazek 19: Predikce struktury endolysinu mut T1.
EAD (1-160), linker (161-190) (modie) a CWD (191-284). Vyznacené a-helixy (Cervené) a 3-
skladané listy (zlut¢).

Obrazek 20: Vyznacené mutace endolysinu mut T1: a. mutace G124P; b. 144V; c. T72P.
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5 Diskuze

Lysostafiny pfi lokalnim a systémovém poddvani u experimentdlnich zvifat maji vyznamny
terapeuticky pfinos proti lékoveé rezistentnim infekcim vyvolanym stafylokokem S. aureus,
jelikoz jeho ticinna koncentrace je velice nizkd (hodnota MICog je v rozmezi 0,001-0,064 pg/ml)
(Wu et al., 2003; Jayakumar et al., 2021). Dokazi zlyzovat S. aureus v biofilmu, ale také
naruSovat extraceluldrni matrix biofilmt S. aureus in vitro na riznych povrsich (Wu et al.,

2003; Jayakumar et al., 2021).

Jednim z nevyhod pouziti lysostafintl je kratky polocas lysostafinu v krevnim ob¢hu, a proto se
provadi fada vyzkumi, které maji snahu polocas zvysit. Moznym feSenim jsou konjugace
lysostafinu, napt. s polymery — PEG, nebo s albumin-vazajici doménou (komplex oznacovan
jako Lst-ABD) (Johnson, et al., 2018; Grishin et al., 2019). Vysledky téchto vyzkumi odhalily
lepsi aktivitu komplexu, kterd byla 8-64krat vyssi nez MIC samotného lysostafinu (Grishin et
al., 2019), nicméné bude potieba provedeni dalSich vyzkumi a testii na zvifecich modelech.
Dle Jayakumar et al., by se mély pro pomalé a trvalé uvoliiovani lysostafinu vyvinout polymerni
zapouzdiené nanokapsle, které¢ by teoreticky mohly piispét k dalSimu prodlouzeni polocasu
lysostafinu v séru a snizeni jeho antigenicity (Jayakumar et al., 2021). Zjisténi struktury
lysostafinti by mohlo byt ndpomocno pii pochopeni jeho pifiznivych vlastnosti, které by poté

mohly byt pouzity k vytvoreni variant lysostafinu s lepSimi vlastnostmi.

V praci Vacek et al. byl pouZit lysostafin - LYSSTAPH-S, ktery se vyznacuje genovou sekvenci
optimalizovanou pro heterologni expresi v E. coli. Pivodni AK sekvence jsou dostupné na NIH,
pod kodem: WP 013012297.1. Sekvence byla zkracena o 209 AK (o tzv. predoménu).
V sekvenci v pozici 237 byl izoleucin nahrazen méné hydrofobnim methioninem dle prace
Farhangnia et al., 2014, pficemz v této praci byl u lysostafinu mut 9 asparagin nahrazen
prolinem v pozici 39 a threonin nahrazen leucinem v pozici 178, u lysostafinu mut D byly
mutace v pozici 83 ze serinu na methionin, v pozici 232 lysin nahrazen prolinem a také mutace
T178L jako u lysostatinu mut 9.

Vysledny konstrukt rekombinantni DNA obsahoval gen pro ubq, 14x histidinovou znacku (His
Tag), gen pro katalytickou doménu a gen pro doménu vazajici bunécénou sténu. Cely fuzni
protein obsahuje 356 AK o celkové molekulové hmotnosti kolem 39 kDa (Vacek et al., 2020).
Lysostafin mut 9 se sklada z 245 AK a m4 pftiblizné 25 kDa.
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Vacek et al., zkoumali novou rekombinantni variantu endolysinu LYSDERM-S
optimalizovanou pro heterologni expresi v E. coli. Sekvence AK pro endolysin vychdzi z
konstruktu LysF1 (Benesik et al., 2018). Kone¢ny konstrukt obsahoval gen pro ubq, 14x His
Tag, doménu CHAP a gen pro vazbu na bunécnou sténu (doména SH3b). Cely fuzni protein
obsahoval 395 AK o celkové molekulové hmotnosti pfiblizné 43 kDa, piicemz endolysin
mut T1 obsahoval 283 AK o velikosti 31 kDa. Postup ptipravy a purifikace proteinli v praci
Vacek et al., byl principidln€ stejny jako v této magisterské praci (Vacek et al., 2020).

Vypurifikované proteiny byly pouzity pro krystalizacni pokusy. Pro nalezeni vhodnych
krystalizacnich podminek byly sekvence studovanych proteinli porovnany se sekvencemi
piistupnych v PDB databazi. Pomoci programu BLAST byla zjiSténa podobnost sekvenci
lysostafinii se sekvenci z prace Sabala et al. (2014). Sekvence se v pfipadé¢ mut 9 a mut D
shodovaly se sekvenci v 98%, a s lysostafinem WT v 99%. Sabala et al. (2014) vypéstoval
krystal katalytick¢é domény lysostafinu smichdnim 11,5 mg/ml roztoku proteinu se zasobnim
pufrem Morpheus 2-46 (Molecular Dimensions, Newmarket, UK) v pomé&ru 1 : 1. Na zdklad¢
této prace byl pro optimalizaci krystaliza¢nich podminek pouzit pravé Morpheus 2, ktery byl
pipetovan ru¢né. Poméria proteinu a precipitacniho Cinidla bylo zvoleno nékolik - 1:1, 1:2, 2:1
a 4:1, pro vSechny varianty lysostafinu v koncentracich 11,5 mg/ml. Desticky byly
kontrolovany 1-2 tydné, jediny krystal v praci Sabala et al (2014) vyrostl béhem jednoho
meésice, nicméné v této magisterské praci ani po uplynuti dvou mésicti nebyly pozorovany

krystaly proteini, patrné€ kviili snaze o zkrystalizovani celého proteinu s obéma doménami.

V praci Sabala et al. se podafil vypéstovat jeden difraktujici krystal s rozliSenim 3,5-4 A na
zdroji synchrotronového zateni z 10 000 vyzkousenych podminek. Krystal vyrostl v podmince,
ktera obsahovala 0,1 M Tris (baze), bicin (pH 8,5), 0,1 M AK (L-Na-glutamat, alanin —
racemicka smés, glycin, lysin-HCI — racemicka sm¢s, serin — racemicka smés) a 30% v/v

PEG 8000. Struktura lysostafinu je zndzornéna na Obrazku 21 (Sabala et al., 2014).
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Obrazek 21: Struktura lysostafinu (Sabala et al., 2014.).
Kuli¢ka oznaduje Zn>" iont. Doména CWT (zeleng), katalyticka doména (Zlut&) se lisi v

orientaci témér o 100°.

Struktury studovanych proteinii byly predikovany pomoci programu AlphaFold a jejich
nasledné zpracovani bylo provedeno v programu PyMOL. Predikované struktury proteinti byly
porovnany s jiz vyfeSenymi strukturami lysostafinti, ID PDB: 4LXC (Sabala et al., 2014) a
SNMY (Tossavainen et al., 2018) z S. simulans.

Nejvétsi sekvenéni podobnost je se strukturou oznacovanou 4LXC (S. simulans), ktera Cini

v ptipadé lysostafinu WT v této praci sekvencni shodu 99% a u mutantnich forem 98%.
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Obrazek 22: Vzajemné srovnani predikci struktur proteint se strukturou lysostafinu 4LXC

(Zlutd).

a. CWD lysostafinu WT (Cerven¢); b. CWD lysostafinu mut 9 (svétle modie); c. CWD
lysostafinu mut D (zelené); d. EAD lysostafinu WT (Cervené); e. EAD lysostafinu mut 9 (svétle
modfe); f. EAD lysostafinu mut D (zelen¢).

Na Obrazku 22 jsou patrné vétsi posuny, v piipadé CWD je RMSD = 0,543 pro lysostafin WT,
RMSD = 0,507 pro lysostafin mut 9 a RMSD = 0,434 pro lysostafin mut D. V ptipadé¢ EAD,
RMSD = 0,051 pro lysostatin WT, RMSD = 0,08 pro lysostafin mut 9 a RMSD = 0,065 pro

lysostafin mut D, jsou patrné dany téz flexibilitou linkeru.

DalSim z moZnych vysvétleni posunt mize byt i pfitomna mutace, kde doslo k vyméné prolinu.
Z n¢kolika praci — Vitagliano et al. a Muralidharan et al., je fe¢eno, ze prolin nemtize tvofit
vodikovou vazbu a tvofi Casto cis-vazby, které nejsou pro AK typické. Vytvorenim tohoto typu
vazby prolin zaujimaji tzv. down puckering (puklinovy tvar) (Vitagliano et al., 2001;
Muralidharan et al., 2020). M4 tendenci rotovat a neudrzuje tak pevnou interakci mezi ostatnimi
AK, jak je tomu u AK s trans-vazbou. V ptipadech mutaci N39P, S83M a T178L, se jedna o
vyménu z polarni na nepolarni AK, vyjimku tvoii mutace K232P, kde se jednd o zménu

z bazické na nepolarni AK.

U druhé struktury lysostafinu SNMY (S. simulans) byla zjisténa téz shoda 99% u lysostafinu
WT a 98% v ptipadé mutantnich forem (mut 9 a mut D) jako v piipad¢ struktury 4L XC.
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Obrazek 23: Vzijemné srovnani predikei struktur proteinii se strukturou lysostafinu SNMY

(3ed).

a. CWD lysostatinu WT (Cerven¢); b. CWD lysostafinu mut 9 (svétle modie); c. CWD
lysostafinu mut D (zelené); d. EAD lysostafinu WT (Cervené); e. EAD lysostafinu mut 9 (svétle
modfe); f. EAD lysostafinu mut D (zeleng).

Na Obrazku 23 jsou téz patrné posuny v piipadé obou ptitomnych domén, velikost posunu se
1i$1 od daného studovaného proteinu, kdy u EAD jsou hodnoty RMSD = 0,051 pro lysostafin
WT; 0,066 pro lysostafin mut 9; 0,063 pro lysostatin mut D. V ptipadé¢ CWD u lysostafinu WT
je hodnota RMSD rovna 0, ale u mutantnich forem jsou hodnoty, oproti EAD vyssi - 0,118 a
0,129 (lysostafin mut 9 a lysostafin mut D), jsou patrn€ dany téz flexibilitou linkeru.
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V piipadé endolysinu byly nalezeny nasledujici shodné struktury: CHAPx doména endolysinu
— LysK (PDB: 4CSH) a CHAPk — LysK (CH3HgCl) (PDB: 4CT3) z Staphylococcus phage K,
oba se shodou 98% (Sanz-Gaitero et al., 2014), CHAP doména — LysGH15 (PDB: 40LK) se
shodou 97%, SH3 — LysGH15 (PDB: 2MKY5) z Staphylococcus phage G15 se shodou 92% (Gu
et al., 2014) a CWD — LysF1 (PDB: 501Q) z Staphylococccus Phage 812F 1 se shodou 100%
(Benesik et al., 2018). Dle znac¢eni domén, 1ze CHAP doménu pojmenovat jako EAD a SH3 se

téz nazyva CWD doména.

Obrazek 24: Vzajemné porovnani struktur endolysinu mut T1 s proteiny:

a. LysK 4CSH (oranzov¢); b. LysK 4CT3 (Cervené); c. LysGH15 40LK (svétle fialové);
d. LysGH15 2MKS5 (svétle modre); e. LysF1 501Q (razove).

Na Obrazku 24 Ize pozorovat posun CWD, vyssi u struktury LysGH15 2MKS5 (RMSD = 1,397)
nezu struktury LysF1 501Q (RMSD = 0,656). Ostatni struktury se skladaji pouze z EAD: LysK
4CSH (RMSD = 0,392), LysK 4CT3 (RMSD = 0,371) a LysGH15 40LK (RMSD = 0,406),

rozdily ve strukturdch v porovnani s predikei struktury endolysinu mut T1 jsou mensi.
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6 Zavér

Teoreticka cast magisterské prace byla zaméfena na studium bakteridlnich proteind a to
divokého typu lysostafinu WT, mutantnich variant lysostafinu mut 9/mut D, z bakterie
S. simulans a déle endolysinu z bakteriofaga ¢ 812. V praci byly popsany zakladni

charakteristiky proteind, jejich vyznam a davod, pro¢ by mély fungovat jako nédhrada antibiotik.

V praktické ¢asti byl popsan postup piipravy proteinil a jejich nasledna krystalizace. Proteiny
byly nejdiive zaklonovany v laboratoti VUVeL (Brno) a poté transformovany v laboratofi
pomoci protokolu BL21. Proteiny byly néasledné exprimovany a purifikovany pomoci IMAC
chromatografie. Byla provedena analyza Cistoty proteinii pomoci SDS-PAGE elektroforézy,

ktera prokazala jejich dostatecnou cistotu k pouziti ke krystaliza¢nim experimentim.

Jako prvni byl proveden tzv. pre-krystaliza¢ni test pomoci PCT testu. Nasledné krystalizacni

experimenty byly provadény s riznymi komeréné doddvanymi sadami precipitacnich ¢inidel.

Krystaly v difrakéni kvalit¢ se nepodaiilo pfipravit a nebylo mozné provést difrakéni
experiment a strukturni analyzu na zéklad¢ dat zrentgenové krystalografie. Divodem je
s nejveétsi pravdépodobnosti fakt, Ze struktura studovanych proteinii je tvofena dvéma
doménami slozenymi z a-helixi a B-skladanych listl spojenych dlouhou smyckou, ktera
zpusobuje jejich flexibilitu a nestabilitu. To byl diivod pouziti programu AlphaFold k predikci
struktur studovanych proteini a jejich nasledného porovnani pomoci programu PyMOL. Bylo
prokézano, ze struktury obsahuji a-helixy a B-skladané listy uspofddané do domén spojenych

dlouhou smyckou.

Pro vyteseni struktury pomoci rentgenové difrakce bude nutné piipravit a krystalizovat zvlast

jednotlivé domény lysostafinti i endolysinu.
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10 Prilohy
Ptiloha 1: Sekvence jednotlivych proteind. Mutace jsou oznaéeny Zluté.
1. Sekvence endolysinu mut T1 (z bakteriofaga ¢ 812, mutace: 144V_ T72P_G124P):

MAKTQAEINKRLDAYAKGTVDSPYRVKKATSYDPSFGVMEAGAVDADGYYHAQC
QDLITDY VLWLTDNKVRPWGNAKDQIKQSYGTGFKIHENKPSTVPKKGWIAVFTSGS
YEQWGHIGIVYDPGNTSTFTILEQNWNGY ANKKPTKRVDNYYGLTHFIEIPVKAGTT
VKKETAKKSASTPATRPVTGSWKKNQYGTWYKPENATFVNGNQPIVTRIGSPFLNAP
VGGNLPAGATIVYDEVCIQAGHIWIGYNAYNGNRVYCPVRTCQGVPPNQIPGVAWG
VFK

2. Sekvence lysostatnu WT (z bakterie S. simulans):

MAHEHSAQWLNNYKKGYGYGPYPLGINGGMHYGVDFFMNIGTPVKAISSGKIVEAG
WSNYGGGNQIGLIENDGVHRQWYMHLSKYNVKVGDY VKAGQIIGWSGSTGYSTAP

HLHFQRMVNSFSNSTAQDPMPFLKSAGYGKAGGSVTPTPNTGWKTNKYGTLYKSES

ASFTPNTDIITRTTGPFRSMPQSGVLKAGQTIHYDEVMKQDGHVWVGYTGNSGQRIY
LPVRTWNKSTNTLGVLWGTIK

3. Sekvence lysostafinu mut 9 (z bakterie S. simulans, mutace: N39P T178L):

MAHEHSAQWLNNYKKGYGYGPYPLGINGGMHYGVDFFMPIGTPVKAISSGKIVEAG
WSNYGGGNQIGLIENDGVHRQWYMHLSKYNVKVGDY VKAGQIIGWSGSTGYSTAP
HLHFQRMVNSFSNSTAQDPMPFLKSAGYGKAGGSVTPTPNTGWKTNKYGTLYKSES
ASFTPNTDIILRTTGPFRSMPQSGVLKAGQTIHYDEVMKQDGHVWVGYTGNSGQRIY
LPVRTWNKSTNTLGVLWGTIK

4. Sekvence lysostafinu mut D (z bakterie S. simulans, mutace: S83M_T178L_K232P):

MAHEHSAQWLNNYKKGYGYGPYPLGINGGMHYGVDFFMNIGTPVKAISSGKIVEAG
WSNYGGGNQIGLIENDGVHRQWYMHLMKYNVKVGDY VKAGQIIGWSGSTGYSTAP
HLHFQRMVNSFSNSTAQDPMPFLKSAGYGKAGGSVTPTPNTGWKTNKYGTLYKSES

ASFTPNTDIILRTTGPFRSMPQSGVLKAGQTIHYDEVMKQDGHVWVGYTGNSGQRIY

LPVRTWNPSTNTLGVLWGTIK
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Pfiloha 2: SloZzeni médii — pfiprava bunécnych pelet

TB médium

roztok fosfatu draselného

12 g trypton 23,1 g KH2PO4
24 g kvasinek 125,4 g KoHPOg4
4 ml glycerolu ddH>O

ddH,O

Pfiloha 3: SloZeni Cinidel sady PCT (Hampton Research).

PCT Formulation

e Reagent A1 — 0,1 M Tris hydrochloride (pH 8,5), 2,0 M Ammonium sulfate
e Reagent B1 — 0,1 M Tris hydrochloride (pH 8,5), 1,0 M Ammonium sulfate

e Reagent A2 — 0,1 M Tris hydrochloride (pH 8,5); 0,2M Magnesium chloride

hexahydrate; 30% w/v Polyethylene glycol 4,000

e 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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Pfiloha 4: Srovnani rlznych konstruktl lysostafinu.

Srovnani lysostafinu WT, mut 9 a mut D s konstruktem ze ¢lanku Sabala et al., 2014, struktura

41L.XC, a ze ¢lanku Tossavainen et al., 2018, struktura SNMY.

CLUSTAL 0(1.2.4)

wt

mut9

mutD
pdb | 4LXC|A
pdb5NMY

wt

mut9

mutD

pdb |4LXC|A
pdb5NMY

wt

mut9

mutD
pdb | 4LXC|A
pdb5NMY

wt

mut9

mutD

pdb |4LXC|A
pdb5NMY

wt

mut9

mutD

pdb |4LXC|A
pdb5NMY

multiple sequence alignment

—--MAHEHSAQWLNNYKKGYGYGPYPLGINGGMHYGVDFEFMNIGTPVKAISSGKIVEAGWS
—-MAHEHSAQWLNNYKKGYGYGPYPLGINGGMHYGVDFEFMPIGTPVKAISSGKIVEAGWS
—--MAHEHSAQWLNNYKKGYGYGPYPLGINGGMHYGVDFEFMNIGTPVKAISSGKIVEAGWS
MAATHEHSAQWLNNYKKGYGYGPYPLGINGGMHYGVDFFMNIGTPVKAISSGKIVEAGWS
——GSHEHSAQWLNNYKKGYGYGPYPLGINGGMHYGVDFEFMNIGTPVKAISSGKIVEAGWS

ek kA kA A A A A A A kA A A A h A h Ak A h A hA A A h Ak d kA h Ak kh hhdhkhkhhrkkhhkhkhrkhhkxkhhxk

NYGGGNQIGLIENDGVHROQWYMHLSKYNVKVGDYVKAGQIIGWSGSTGYSTAPHLHFQRM
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NYGGGNQIGLIENDGVHROWYMHLSKYNVKVGDYVKAGQIIGWSGSTGYSTAPHLHFQRM
NYGGGNQIGLIENDGVHROQWYMHLSKYNVKVGDYVKAGQIIGWSGSTGYSTAPHLHFQRM

R R R R R R R b R b I b I b I b I b I b I R R R R b I b b I b b b R b b I b b b b b b b b b b O

VNSEFSNSTAQDPMPFLKSAGYGKAGGSVTPTPNTGWKTNKYGTLYKSESASFTPNTDIIT
VNSEFSNSTAQDPMPFLKSAGYGKAGGSVTPTPNTGWKTNKYGTLYKSESASFTPNTDIIL
VNSEFSNSTAQDPMPFLKSAGYGKAGGSVTPTPNTGWKTNKYGTLYKSESASFTPNTDIIL
VNSEFSNSTAQDPMPFLKSAGYGKAGGTVTPTPNTGWKTNKYGTLYKSESASFTPNTDIIT
VNSEFSNSTAQDPMPFLKSAGYGKAGGTVTPTPNTGWKTNKYGTLYKSESASFTPNTDIIT

R R I b i b b I 2E S b I S b S b S S S b S S b S 2b b Sh b b S b S Sh S b I 2b b S db S db b 2h b S Ib S S 23

RTTGPFRSMPQSGVLKAGQTIHYDEVMKQDGHVWVGYTGNSGQRIYLPVRTWNKSTNTLG
RTTGPFRSMPQSGVLKAGQTIHYDEVMKQDGHVWVGYTGNSGQRIYLPVRTWNKSTNTLG
RTTGPFRSMPQSGVLKAGQTIHYDEVMKQDGHVWVGYTGNSGQRIYLPVRTWNPSTNTLG
RTTGPFRSMPQSGVLKAGQTIHYDEVMKQDGHVWVGYTGNSGQRIYLPVRTWNKSTN—-——
RTTGPFRSMPQSGVLKAGQTIHYDEVMKQDGHVWVGYTGNSGQRIYLPVRTWNKSTN--—

R R R R R R I R R R R b I R I R R I R R R R R R R R b I b b b b b b b b b b b b b b b I O 3 S

VLWGTIK 245
VLWGTIK 245
VLWGTIK 245
——————— 237
——————— 235

58
58
58
60
58

118
118
118
120
118

178
178
178
180
178

238
238
238
237
235

Srovnani sekvenci provedeno na serveru: Clustal Omega < Multiple Sequence Alignment <

EMBL-EBI. Mutace jsou oznaceny zlut¢.
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Pfiloha 5: Srovnani riznych konstruktli endolysinu.

Srovnani endolysinu mut T1 s konstruktem ze ¢lanku Sanz-Gaitero et al., 2014, struktury 4CSH
a 4CT3, ze ¢clanku Gu et al., 2014, struktury 40LK a 2MKS5, a ze ¢lanku Benesik et al., 2018,
struktura 501Q.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

ENDOT1 ---MAKTQAE INKRLDAYAKGTVDS PYRVKKATSYDPSFGVMEAGAVDADGYYHAQCODL, 57
4CSH 1 —-—--MAKTQAEINKRLDAYAKGTVDSPYRVKKATSYDPSFGVMEAGAIDADGYYHAQCQDL 57
4cT3 1 ---MAKTQAE INKRLDAYAKGTVDS PYRVKKATSYDPSFGVMEAGATDADGYYHAQCODL, 57
40LK 1 SNAMAKTQAEINKRLDAYAKGTVDSPYRIKKATSYDPSFGVMEAGAIDADGYYHAQCQDL 60
2MKS 1 s e 0
5010 1 e 0
ENDOT1 ITDYVLWLTDNKVRPWGNAKDQTKQSYGTGFKIHENKPSTVPKKGWIAVFTSGSYEQWGH 117
4CSH 1 ITDYVLWLTDNKVRTWGNAKDQIKQSYGTGFKIHENKPSTVPKKGWIAVEFTSGSYEQWGH 117
4CT371 ITDYVLWLTDNKVRTWGNAKDQIKQSYGTGFKIHENKPSTVPKKGWIAVEFTSGSYEQWGH 117
40TK 1 ITDYVLWLTDNKVRTWGNAKDQTKQSYGTGFKIHENKPSTVPKKGWIAVFTSGSYQQWGH 120
OMR5 1 e 0
501Q 1 mmmmm e 0
ENDOT1 IGIVYDPGNTSTFTILEQNWNGYANKKPTKRVDNYYGLTHFIEIPVKAGTTVKKETAKKS 177
4CSH 1 IGIVYDGGNTSTFTILEQNWNGYANKKPTKRVDNYYGLTHF TET PVKA-———=—==--~~ 165
4CT371 IGIVYDGGNTSTFTILEQNWNGYANKKPTKRVDNYYGLTHFIEIPVKA-—-=-=-—==————— 165
40TK 1 IGIVYDGGNTSTFTILEQNWNGYANKKPTKRVDNYYGLTHF TET PVKA-——=———=-—~~ 168
OMK5 1 mmmmmmmmmmmmm e SNAKN-----~- YMDKG-TSSSTVVKDGKTSS 24
501Q 1 mmmmm e 0
ENDOT1 ASTPATRPVTGSWKKNQYGTWYKPENATFVNGNQPIVTRIGSPFLNAPVGGNLPAGATIV 237
ACSH 1 mmmmmmmm e 165
ACT3 1 mmmmmmmm e e 165
AOLK 1 mmmmmmmmm e 168
2MK571 ASTPATRPVTGSWKKNQYGTWYKPENATFVNGNQPIVTRIGSPFLNAPVGGNLPAGATIV 84
501Q 1 -ETPATRPVTGSWKKNQYGTWYKPENATFVNGNQPIVTRIGSPFLNAPVGGNLPAGATIV — 59
ENDOT1 YDEVCIQAGHIWIGYNAYNGNRVYCPVRTCQGVPPNQIPGVAWGVEK 284
4CSH 1 mmmmmmmmmm e 165
ACT3 1 mmmmmmmm e 165
A0LK 1 = mmmmmmmmm e 168
2MK5_1 YDEVCIQAGHTWIGYNAYNGNRVYCPVRTCQGVPPNHI PGVAWGVFK 131
501Q 1 YDEVCIQAGHIWIGYNAYNGNRVYCPVRTCQGVPPNQIPGVAWGVEK 106

Srovnani sekvenci provedeno na serveru: Clustal Omega < Multiple Sequence Alignment <

EMBL-EBI. Mutace jsou oznaceny zlut¢.
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Pfiloha 6: Run protocol — lysostafin.

Time Table
Column Function Parameter
.00 Composition Major Pump A=1000% B=00%, 6 C=00%, D=00%
0.00 Composition Minor Pump A=1000%, B=0D%, C=00%, D=00%
0.00 Flowrate Major Pump 5020 ml!min Constant Flow
0.00 Flowrate Minor Pump 0,00 mlimin Constant Flow
0.00 Valve Position Buffer Selection = MIlliQ water
0.00 Yalve Position Pump Head A = A1
0,00 Valve Position Fump Head B = Elution buffer
0,00 Valve Position Ingction valve = Load
0.00 Valve Position Fraction Ccllector valve = Waste
0.0 uv Lamp UV Lamp = 0N
0.00 Threshold Length = 57 98 | Value = 500 Bar
Data Soumca = Pressure
Over Event = PurityChrom Hold current run
0.00 Thrashold Length = 57 96 | Value = ON/ OFF
Data Sourca = Airsensor Pumphead A
Cwver Event = PurityChrom Hald current run
Owver Evant = PurityChrom Acoustic Signal
0.00 Threshold Lenath = 657 98 | Value = ON/ OFF
Data Sourca = Airsensor Pumphead B
Ower Event = PurityChrom Hald current run
Cwar Evant = PurityChrom Acousfic Signal
0,00 L Wavelength Wavelength1 = 2800 nm
0.00 Fraction Limiter Lmit=1.50ml
0.00 Collector Step to Mozition 1
5,00 Valve Position Buffer Selection = Loading buffer
8.00 Threshold Length = 7.89 |, Value = OM /OFF
Datla Suues = Alrsensol Sampke puimnp
Owver Event = PuriyChromJump to next Line
2.00 N Autezero -
9.00 start Chrematogram Channel 1,P,F { 500 ms SliceWidth )
890 Flowrate Major Pump 3,00 mlimin Constant Flow
8,85 Valve Position Inection valve = Inpd
10.00 Flowrate Minor Pump 3.00 mlimin Constant Flow
17.00 Walve Position In@ction valve = Load
17.02 Flowrate Major Pump 500 mlimin Constant Flow
17.20 Flowrate Minor Pump 0.00 mlfmin Constant Flow
26.00 Composition Major Pump A=1000%, B=0D0%,6 C=00% , K D=00"%
26.00 Fraction Limiter Limit Wariatle Valua (Frac [mili = 1.50 ml
26.01 Compaosition Major Pump A=900%, B=100%, C=00%, D=00%
33.00 Composition Major Pump A=S900%, B=100%, C=00%, D=00%
33.01 Composition Major Pump A=0D% , B=100D0%, C=00%, D=00%
3302 Valve Position Fraction Ccllector valve = Fraction
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Time Table

Column Function Parameter
41,00 Composition Major Pump A=00%, B=1000%, C=00%, D=0.0%
41.M Composition Major Pump A=1000%, B=0.0%, C=00%, D=0.0%
42 00 LW L amp LN Lamp = OFF
42.00 Valve Position Fraction Ccllector valve = Waste
42,00 Stop Chromatogram All started Channels
4202 Collector Home
440,00 “alve Position Buffer Selection = MiliQ water
51.00 Walve Position Buffer Selection = 200 EtOH
53.97 Stop all -
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Time Table

Column Function Paremater
0.0 Compostion Msor Pump A=1000%, B=00% , C=00%, D=00%
000 Compoation Msor Pump A=1000%, B=00%, C=00%., D=00%
.00 Flowrate Major Pump 1,00 mbmin Conslan Fiow
0,00 Flowrate Minor Pemp 0.00 mknen Sonstand Flow
Crlvy] Threes hardird langth = Q08  Vahs =0h 1 ORF
Diata Source = Airsenaor Punphesd A
Onoi Evind = Pusr ity Cheoim Hodd cunnen rum
Onier Evand = Purity Chaom Acoustc Signal
0.00 Threa bl Langth = 805 | Vahss = 0 FOIT
Nata Sawree = Srcanan Pumphasd B
Oveir Evend = PurityChaom Hold cusnent nun
Over Evend » PurigyChaom Acousic Signal
0.on T e haThidl Length = 205 |, Vaiue = 1.80 Har
Data Gource = Preasurs Maor Pump
Oruee Evard = FoordyChacam Hold casnesnd man
Over Evard = PurityCleom Acous$c Signal
0.00 Thiresshdd Langth = 805 | \alue = 1.80 Bar
Data =ouroe = Fresiurs Menor Fump
Ol Evard = Mk ety Clhosen Hold Suanend fan
Over Everd = PurityChaom Acouwa$s Signal
0,00 ‘Yalve Posion Bufler Salection = Wil water
0.Co ‘Vaihve Posidon Purp HeadA = A1
Q.00 Vaive Fosigon Pump FeadB = Ebsios buier
0,00 Yabve Papitan Fredan Cobeciar vadve = Waale
0,00 ‘Yahe Posifon indacson valhe = Load
0,00 Colbacior Ster o Posidon 1
0.00 Fracion Lmder Lirret Variable Vabue (Fragm]l =1 50 mi
0,00 R Chiomeogar Cinameed 1, 2P F { 300 wm Shoewidih §
0.5 Compostion Major Pump A=1000 %, B=00% , O=00% 6 D=030%
0,05 Flowrate Maior Pump &.00 miimin Constand Fiow
1.00 ‘Valve Posidon Bufler Sehection = Lodding buller
1.00 Fherats Meor Pump .00 mimen Constant Fiow
2,00 UV Ranye 280
2.00 W Lamp U Lairp = Ok
2.85 W Autceo .
2.95 Flcrerate Major Pump 3.00 mimin Constant Fiow
2.5 Vaihe Fasiton Ingacon valre = g
3,00 Miowrate Misor Pump 300 mbmin Conatant Ciow
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Time Table

Column Function Farameter

3.00 Threshold Length = 024 |, YValue =0N /OFF
Data Souroe = Arsensor Sample pump
Over Evant = Purity Chinom umg 10 nesi Lins

3.25 Flowrate Manor Fump 0.00 minn Congtan Fiow

325 Wahwe Posison Ingacqon wahwe = Losd

.27 Vaha Posifon Frac@on Collecion valve = Fracion

330 Fliowra e Magor Pump 500 mifnin Conslant Flow

3,70 Yahe Posilon Fracton Colleciorn vaive = Wasle

405 efve Posifon Bufier Sebaction = MIBC water

4,105 U Lamp UV Lamp = 0OFF

§.05 Yahwe Positon Bufier Sebpction = 200 EI0H

&, 10 Flowra e Majpor Pump 3.00 mifrrin Constant Fliow

T.45 Stop Chromalogram All stared Channals

7.55 Stop all -
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Pfiloha 7: Run protocol — endolysin.

Run Protocol
Time Event
11:51:09 Time Control Start (Manual Control)
11:51:13 Composition Major Pump = 100.0, 0.0, 0.0, 0.0
11:51: 13 Comp osition Minor Pump = 100.0, 0.0, 00, 0.0
115143 Flowrate Major Pump = 5.00 mlimin Constant Flow
11:51:13 Flowrate Minor Pump = 0.00 ml'min Constant Flow
11:51:13 Buffer Selection = Millicl water (Timetable Function)
115113 Pump Head A = A1 (Timetable Fumction)
11:51:13 Pump Head B = Elution buffer (Timetable F unction)
115113 Injection vale = Load (Timetable Function)
et 13 Fraction Collector valve = YWaste (Timetable Function)
11:51:13 LN Lamp= ON
11:51: 13 Wavelength 1 = 280 nm
11:51:13 Limiter Value = 1.50 ml
11:51:13 Collector Position 1
11.56; 12 Buffer Selection = Loading buffer (Timetablke Function)
12:00:12 Autozero
12:00:12 Start Chromatogram Channel UV, Pressure Channel Flowrate Channel , 500 ms
12:01:08 Flowrate Mgjor Pump = 3.00 mlmin Constant Flow
1201:11 Injedion valve = Injgct (Timatable Function)
12:01:16 Flowrate Minor Pump = 3.00 mlmin Constant Flow
12:19:36 Injection valve = Load (Timetable Function)
12:19:38 Flowrate Major Pump = 5,00 mlmin Constant Flow
12,1949 Flowrate Minor Pump = 0.00 mimin Gonstant Flow
12:28:37 Composition Major Pump = 100.0, 0.0, 00,00
12:28:37 Limiter Value = 1.50ml
12:28:38 Composition Major Pump=80.0,410.0,00,00
12:36:37 Gomposition Major Pump=90.0,10.0,00,00
12,35:38 Comp osition Major Pump =0.0, 100.0, 00, 0.0
12:35:38 Fraction Collector valve = Fraction (Timetable Function)
12:38:36 Fraction Collector valve = Waste (Manual Control)
12:41:29 Run Stop (Manual Control)
Time Table
Column Function Param ater
0.00 Composition Major Pump A=1000%, B=0.0%, C=00%, D=00%
0.00 Composition Minor Pump A=1000%, B=00%, C=00% 6 D=00%
0.00 Flowrate Major Pump 500 mlimin Constant Flow
0.00 Flawrate Minar Pump 0.00 mlimin Constant Flow
0.00 Valve Position Buffer Selection = MG water
0.00 Valwe Position Pump Head A = A1
0.00 Valve Position Pump Head B = Elution buffer
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Time Table

Column Function Parameter
0.00 Valve Position Injection valve = Load
0400 alve Position Fraction Collector valwe = Waste
0.00 LV Lamp W Lamp = ON
0.00 Threshold Length = 6198 , Value = 5.00 Bar
Data Source = Pressure
Owver Event = PurityChrom Hold eurrént run
0.00 Threshold Length = 6195 | Value = ON/ OFF
Data Soume = Airsensor Pumphead A
Over Event = PurityC hrom Hold current run
COver Event = PurityC hrom Acoustic: Signal
0.00 Threshold Length = 61 98 | Value = ON/ OFF
Data Source =Airsensor Pumphead B
Over Event = PurityChrom Hold current run
Over Event = PurityC hrom Acoustic Signal
.00 U Wavelength Wavelerngtht = 2B0.0 nm
0.00 Fraction Limiter Limit= 1,50 ml
0.00 Colector Step to Position 1
500 Vilve Position Buffer Selection = Loading buffer
900 Threshold Length = 11.99 |, Value = ON/ QFF
Data Source =Airsensor Sample pump
Ower Event = PurityC hromJump to next Line
9.00 LNV Autozero .
8100 Start Chromatogram Channel 1,P,F { 500 ms SliceWidth )
9.80 Flowrate Major Pump 3.00 ml/min Constant Flow
9.95 Vil Position Injection valve = Inject
10,00 Flowrate Minor Pump 3.00 ml/min Constant Flow
21,00 \Valve Position Inje ction valve = Load
21.02 Flowrate Major Pump 5.00 ml/min Constant Flow
21.20 Flowrate Minor Pump Q.00 ml/min Constant Flow
30,00 Composition Major Pump A=1000%, B=00%, C=00%, D=00%
30,00 Fraction Limiter Limit Variable Value (Frac [ml]) = 1.50 ml
30,01 Composition Major Pump A=800%, B=100%, C=00%, D=00%
ar.oo Composition Maior Pump A=000% B=100% C=00% D=00%
37.01 Composition Major Pump A=00%, 6 B=1000%, C=00%, D=00%
3r.oz Valve Position Fraction Collector valve = Fraction
45,00 Composition Major Fump A=00% K B=1000%, C=00%, D=00%
4501 Composition Major Pump A=1000%, B=00%, C=00%, D=00%
45,00 L Lamp UV Lamp = OFF
4600 Walve Position Fraction Collector valwe = Waste
46,00 Stop Chromatogram All started Channels
46,102 Collector Home
50,00 Valve Position Buffer Selection = MilliQ water
56,00 Valve Pasition Buffer Selection = 20% EtOH
57.97 Stop all =-
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Run Protocol

Time Event
155944 Time Contrmol Continue (Manual Contral)
15:51:50 Fradiion Col ledor valve = Fradtion { Timetabie Funcion)
155208 Flowrate Major Fump = 5 00 mifmin Constant Row
15:56:24 Fraction Col ledor vaive = YWasle (Temetable Fuendon)
15:86: 18 Time Condrod Hodd
15:58:28 Time Control Continue (Manual Control)
15:58:67 Run Stop (Manual Control}
Time Table
Column Function Farameter
0,00 Composton Meor Pump A1000% BwD0% Ce00%, Dm0D%
0.00 Composition Munor Pump As1000%, B=00%, C=00%., D=00%
0,00 Flowrate Maor Pump 300 mimin Constant Flow
0,00 Fhowrate Minor Pump 0,00 mifmin Constam Flow
0.0 Threshaodd Lemgih = 505 | Vahes = 08 [ OFF
Diata Source = Arsensor Fumphead A
Oniar Event = PurityChrom Hoid curment run
Oniier Event = Purily Chiom ACOusSC Signa |
0,00 Tihresahold Lemgih = 505 | Valus = 00 [ OFF
Diata Sowon = Arsensor Fumphasd B
Ower Event = PurityChrom Hold current nan
O Evenl = Purity Chinom AcousSc Signa |
0,00 Theeahobd Lemgh = 205 , Vahse = 1,80 Bar
Diata Souroe = Fressure Majpor Pump
Owear Event = PurifyChrom Hoid ournent rum
Ower Evend = PurityChiom AcousSc Signal
0,00 Thireahoid Lemngth = 905 , Yalue = 1,80 Bar
Data Source = Prassume Monor Pump
Ower Event = PurityChrom Hobd owrrent nsn
Ower Event = PurityChrom Acousiic Signal
0,00 ave Positon Bufler Salaction = MO water
0,00 ‘Wahe Paosifion Pump Headl A = A%
0,00 Yalve Posifon Pump Head B = Elution bufiesr
0.00 Vatve Posifion Fracfon Collecion valve = Wase
0,00 Vahe Paosifion Inpesc o valve = Load
0,00 Coflecicr Sep to Posifon 1
0,00 Fraciion Limier Limit Varable Value (Fragmi]) =1.50 m
0,00 Stan Chiomalogram Chmnned 1,2 P F | 500 ms ShoeWksth }
1.00 iahve FPaogiton Bufer Sedecton = Losding buffer
1.060 Flowrate Magor Pump E.00 mifmin Conslant Flow
102 Compostion Major Pump A=1000%, B=00%, C=00%, D=00%
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Time Table

Column Function Parmmeter
1.02 Flowrate Major Pump 7.00 mimim Constant Flow
2.00 U Range 280
2.00 L Lamp UV Lamp = ON
285 LW Automeno -
285 Flowrate Maor Pump 3.00 mbfmim Conslant Flow
268 ‘Valwe Positon Injecion vaive = Injed
3.00 Flerwrate Mnor Pump 3.00 mifmim Conslani Flow
300 There hid Lengh =024 , Value = ON / OFF
Diata Source = Alrsensor Sample pump
Cwver Event = PuriyChromJdumg bo nexd Line
.02 Compoasison Mnor Pump A=1000%, B=00%, C=00%, 0=00"%
302 Fhowrate Minor Pump 200 mifmim Conatant Flow
.02 Composton Magor Pump A=1000%, B=00%, C=00%, D=00%
.02 Fhzwrate Major Pump 200 mimim Constant Flow
3.06 Composton Mnor Pump A=1000%, B=00%, C=00% . D=00%
3.06 Fhowrate bMnor Pump 1,50 mimim Conatant Flow
3.08 Compostson Major Fump A=1000%, B=00%, C=00%, D=00%
3.06 Flowrate Major Pump 1.50 mbmin Constant Flow
3.25 Fhzwrate Meinor Pump 0.00 mifmim Conslani Flow
3.25 Walhve Positon Ingecion vaive = Load
3.25 Compostion Major Pump A=1000%, B=00%, C=00%, D=00%
325 Flowrate bMagor Pump E.00 miimim Constant Flow
327 Valwe Posifon Fracton Caollecior walve = Fracion
3.30 Florarate Maor Pump 5,00 miimim Conslant Flow
.70 ‘Valve Posidon Fracfon Collecior valve = \Waste
405 ‘Walve Positon Bufier Selection = MiliQ waier
4.05 L Lamp UV Lamp = OFF
6,05 Walve Positon Bufer Ssleciion = 20% E1OH
610 Flowrate Maior Pump 300 milmim Constand Flow
7.85 Stop Chromatogram All sigried Channels
T8 Hop of .
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