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1. Uvod

Enzymy jsou dulezitou soucasti lidského Zivota. Podili se na dulezitych biochemickych
procesech, které jsou nedilnou soucasti vsech organismu. Nadale jsou vyuzivany i v mnoha
jinych oblastech kazdodenniho Zivota, napfiklad v environmentalnich technologiich nebo
v primyslu (Koonin a Tatusov, 1994; Soda a kol., 1996; Schmidberger a kol., 2007).
Specialnim druhem enzymi jsou lytické enzymy, které patii mezi peptidoglykanické
hydroldzy a jsou velice dilezité diky svému potencidlu degradovat hostitelské bakteridlni
bunky. Diky své funkci rozkladat hostitelské bakteridlni buiiky se ptedpokladé, ze budou
vyuzivana jako antimikrobiotika, ktera bud’ zcela nahradi soucasna antibiotika, nebo dojde

alespon k castecnému nahrazeni pouzivanych antibiotik (Porter a kol., 2007).

K tomu, aby bylo mozné zjistit vyuziti dané¢ho enzymu, je potieba nejprve urcit
tfidimenziondlni strukturu tohoto enzymu. K ureni atomdrni struktury se pouziva
rentgenova krystalografie. Dne 3. 10. 2020 obsahovala PDB databaze 169 436 proteinovych
struktur. 90 % z téchto struktur bylo vyfeseno pravé metodou rentgenové krystalografie
((RCSB PDB, 2020). K tomu, aby byla rentgenova krystalografie Gispé$na je potieba nejprve
vypéstovat kvalitni krystaly, které poskytuji difrak¢éni data pro urCeni struktury studovaného

enzymu.

Teoreticka Cast prace se zabyva zakladnimi daty 0 struktufe proteinového Krystalu.
Nejprve se zabyva elementarni buiikou a asymetrickymi jednotkami, pifes krystalovou
miizku az k prostorovym grupam. DalSi ¢ast obsahuje informace o rentgenové difrakéni
analyze, jsou zde vysvétleny zakladni pojmy. Dale je v praci vysvétlen princip difrakce a
prubéh celého rentgenového difrakéniho experimentu. Zbytek teoretické Casti se zabyva
lytickymi enzymy a studovanymi lytickymi enzymy bakteriofagh LysAm24, LysSi3 a
LysSt11.

Praktickd cast prace popisuje krystalizaci lytickych enzymi bakteriofagi LysAm24,
LysSi3 a LysStll a testovani vzniklych krystalt. Zavére¢ny dil praktické ¢asti se vénuje

modelovani 3D struktury enzymu LysSi3.

V zavérecné fazi jsou zaznamendny vysledky krystalizace a nasledného testovani
ptipravenych krystalll lytickych enzymi. Déle je zde zpracovano srovnani podminek pro
krystalizaci lytickych enzymt bakteriofaghh LysAm24, LysSi3 a LysSt11. Tato ¢ast obsahuje
také difrak¢éni data lytickych enzymi a 3D strukturu lytického enzymu LysSi3.



Cilem prace bylo

nalézt a optimalizovat krystalizacni podminky pro pfipravu proteinovych krystalt
novych lytickych enzymii bakteriofagti LysAm24, LysSi3 a LysSt11

pfipravit krystaly studovanych proteint v difrakéni kvalité

otestovat pfipravené krystaly a ziskat difrak¢ni data

porovnat krystaliza¢ni podminky vzniklych krystali LysAm24, LysSi3 a LysSt11
molekulové modelovani 3D struktur novych Iytickych enzyma bakteriofagh
LysAm24, LysSi3 a LysSt11

ptiprava obrazkia 3D struktur proteinu LysAm24, LysSi3 a LysSt11



2. Literarni prehled
2.1 Struktura krystalu

Podle definice je krystal pravidelné trojrozmérné uspofadani molekul, jednotlivé
molekuly jsou Kk sob& vazany slabymi vazebnymi interakcemi. U krystald proteind je
molekula relativné flexibilni (Rhodes, 2006). K nejsnaz$imu popisu struktury a symetrie
krystalu se velmi Casto pouziva pojem idealni krystal. Ideadlni krystal je definovany jako
nekonecny, ma pravidelnou strukturu a neobsahuje poruchy. Trojrozmérnd translacni
periodicita je zékladnim rysem pravidelnosti idedlniho krystalu. Opakovani zakladniho
motivu, ktery je tvofen jednim nebo vice atomy ve tfech smérech napti¢ celym krystalem, je
pro idealni krystal charakteristické. V ptipadé organickych krystali miize motiv obsahovat i
tisice atomu. Struktura idealnich krystali se vSak jen ptiblizuje struktuie realného krystalu

(Valvoda a kol., 1992).

Zakladni stavebni jednotku krystalu tvofi elementarni bunka. Elementarni buiika je
nejjednodussi a nejmensi objemovy prvek, ktery se pravidelné¢ opakuje ve vSech smérech a
reprezentuje cely krystal. Elementarni bunku udavaji rozméry hran (a, b, ¢) a uhly mezi nimi
(o, B, v). Dals$im pojmem uZivanym kromé elementdrni bunky je asymetrickd jednotka.
Asymetrickd jednotka je nejmensi jednotka struktury, kterd muze utvaret cely krystal,
nejprve v8ak musi dojit k aplikaci operace symetrie (Rhodes, 2006). Asymetricka jednotka,
elementarni jednotka a krystal jsou znazornény na Obr. 1. Pfi operaci symetrie, dochazi ke
geometrické transformaci, kdy jsou zachovany vzdalenosti v télese a po jejim provedeni neni
poznat, jestli stélesem byla nebo nebyla provadéna néjaka transformace. K zakladnim

operacim symetrie patii translace, zrcadleni, rotace a inverze (Vavra a Losos, 2006).
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Obr. 1: Usporadani asymetrické jednotky do elementarni bunky s vyuzitim inverze (stied
symetrie = ¢erny bod), krystal slozeny z elementarnich bun¢k (upraveno podle Rupp, 2010).

Jednotlivé atomy jsou v krystalu uspofddany do krystalové miizky, ktera se sklada
Z identickych elementdrnich bunék. Krystalovou miizku lze definovat jako mnozinu bodi
S totoznym a stejné orientovanym okolim. Jde o miizku, jejiz miizové body se mohou
shodovat se stfedy atomti, av§ak mohou se 1 li§it. Mfizka slouzi k popisu uspofadani atoma
krystalu a k charakterizaci struktury, napiiklad pomoci umisténi atomd v bunice miizky
(Valvoda a kol., 1992). Pouzivame sedm riznych krystalovych mfizek, ¢asto nazyvanych
jako krystalové soustavy. Jednotlivé krystalové soustavy jsou: jednoklonna (monoklinicka),
trojklonna (triklinickd), ¢tvere¢na (tetragonalni), kosoc¢tvere¢na (ortorombickd), Sestere¢na
(hexagonalni), krychlova (kubickd) a klencova (trigonalni). Jednotlivé soustavy jsou
zobrazeny v Tab. I. Krystaly se fadi do krystalovych soustav dle spoleénych prvkl symetrie.
Jako centrosymetrickou oznacujeme mfizku, kterd obsahuje stfed symetrie, krystal

obsahujici tuto miizku nazyvame centrosymetrickym (Vavra a Losos, 2006).



Tab. I: Krystalové struktury (upraveno podle Vavra a Losos, 2006).

Krystalova mrizka Miizkové parametry Schéma
f c
Jednoklonna atzb#c "
(monoklinicka) a=1y, p>90° l
T
b
Trojklonna atzb#c
(triklinick4) a#B#£y#90°
Ctvereéna a=b#c C
(tetragonalni) a=B=y=90°
a
Kosoctverecna azb+#c c
(ortorombicka) a=p=y=90°
b
C
Sestereéna aa::Bb:égf)o
(hexagonalni) v =120°
a
Krychlova a=b=c a
(kubicka) a=B=y=90°
a a
Klencova a=b=c
(trigonalni) a=p=v+#90° a




Pro popsani struktury krystalti neslouzi pouze krystalové mftizky, ale vyuzivaji se i
prostorové grupy. Vyhodou prostorové grupy je, ze jsou v ni obsazeny vSechny udaje o
symetrii krystalu. Obsahuje symetrii makroskopickou i symetrii atomové struktury (Valvoda
a kol., 1992). Mizeme odvodit 230 prostorovych grup. Ty zahrnuji vSechny mozné
kombinace translacnich a beztransla¢nich prvkll symetrie, které jsou pfipustné pro
krystalografické transformace. Prvky symetrie jednotlivych prostorovych grup nabyvaji
Vv prostoru charakteristické polohy a orientace (Vavra a Losos, 2006). Prostorova grupa je
oznacovana Ctyfmi znaky. Prvni pismeno oznaCuje typ miize. Zbylé ti1 znaky slouzi
k oznaceni prvki symetrie, které byly kombinovany s translacemi miizky pfi utvofeni
prostorové grupy (Valvoda a kol., 1992). K definovani polohy vSech atomu v krystalu je
potieba znat elementarni burniku, obsah asymetrické jednotky a prostorovou grupu (Rhodes,

2006).

2.2 Rentgenova difrakéni analyza

Metoda rentgenové difrak¢ni analyzy se vyuziva k uréeni struktury krystalickych latek.
Tato metoda vyuziva interakce rentgenového (elektromagnetického) zafeni s elektrony
atoml krystalli v periodicky uspotddané hmoté. K ohybu zatfeni, tedy k difrakci, dochazi
Vv krystalové mfizce diky podobnym rozmérim krystalové miizky a vlnové délce

rentgenového zateni. Jedna se piiblizné o 0,1 nm (Zidek, 2015).

2.3 Princip difrakce

Pii d&ji nazyvaném difrakce dochdzi v ptipad€, Ze vInéni narazi na Stérbinu nebo
prekazku. Muze se jednat o jakékoli vinéni, naptiklad o vinéni zvukové, elektromagnetickeé,
na vodni hlading, radiové nebo rentgenové. V ptipad¢, ze svétlo narazi na prekazku, dojde
k ohybu vInéni do oblasti nazyvané geometricky stin piekazky. Tento jev popisuje
Huygenstv princip, ktery tika, ze v kazdém okamziku muaze byt kazdy bod Sifici se viny
chéapan jako dalsi novy zdroj vinéni sekunddrnich viln (viz Obr. 2). V piipadé, ze se rozmér
prekazky, Sté€rbiny pfiblizn€é rovna vlnové délce, je ucinek difrakce nejvétsi (Rappaport,
2002).
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Obr. 2: Huyfensuv princip difrakce (pievzato z Nordmann, 2007).

V ptipadé, ze vInéni narazi na vice prekazek, popt. Stérbin, dochdzi bud ke
konstruktivnimu, nebo destruktivnimu slozeni sekundarnich vin. Vlastnosti sekundarnich vin
je, Ze maji stejnou vlnovou délku, ale jsou vici sobé rizné fazoveé posunuté, coz zavisi na
poloze prekazek. K destruktivnimu slozeni sekundarnich vin dochazi v pfipad¢, Ze se viny
navzajem vyrusi, naopak v ptipad€, ze dojde k zesileni intenzity zafeni, jedna se o skladani
konstruktivni. Zda-li se bude jednat o slozeni destruktivni nebo konstruktivni uréuje

fazovani vin, viny mohou byt ve fazi, v protifazi nebo mezi témito fazemi (viz Obr. 3).

Viny ve fazi: Vysledna amplituda:

(2 o

Viny v ifazi:
Iny v protifazi: Vysledna amplituda:

(®)

Obr. 3: Skladani vin. Konstruktivni (a), destruktivni (b) (upraveno podle Haade a Quibik,
2010).



V piipadé, Ze se odrazené paprsky nachdzi ve fazi, dojde k secteni jejich amplitud a
k tvorbé difrak¢éniho obrazce. Na detektoru dojde k zachyceni uspotfadanych skvrn, tzv.

reflexi. Jev je popsan Braggovym zakonem (Bragg a Bragg, 1913):
2dsinf = ni

d znaci vzdalenost mezi atomovymi vrstvami krystalu, 6 je thel dopadu rentgenového
paprsku, n symbolizuje kladné celé ¢islo a A je vinova délka dopadajiciho rentgenového

paprsku (Rupp, 2010). Braggtiv zakon je zobrazen na Obr. 4.

paprseck 2 paprsek |

Obr. 4: Bragguv zakon (ptevzato z Halliday a kol., 2000).
Reflexe charakterizuje strukturni faktor F(hkl) (Zidek, 2015):

1 1 1
F(hkl) =V J J J p(xyz) e?mihx+ky+12) dx dy dx
x=0y=0z=0

h,k,l jsou Millerovy indexy, které definuji rovinu atomt v krystalu podle prusecikii se
zékladnimi krystalografickymi osami, V zna¢i objem elementarni bufiky zkoumaného
krystalu a p znaéi elektronovou hustotu v bodé x,y, z v elementarni buiice (Zidek, 2015).
Strukturni faktor udava celkovy rozptyl ze vSech atomi elementarni buiiky, dale zahrnuje
relativni fazovy uhel mezi odraZzenymi vlnami a amplitudu strukturniho faktoru. Strukturni
faktor je vyjadfen komplexnim ¢islem (Rupp, 2010). Pti hledani struktury molekuly je
potieba urcit rozloZeni elektronti s vyuzitim elektronové hustoty, proto neni nutnost pocitat

strukturni faktor. O tvaru molekuly rozhoduje rozlozeni elektronti (Zidek, 2015).



2.4 Rentgenovy difrakéni experiment

Rentgenovy difrakéni experiment je provadén na monokrystalu studovaného proteinu.
Rentgenovy difrakéni experiment je schematicky znazornén na Obr. 5. Pro tento experiment
je velmi podstatné ziskat kvalitni monokrystal, coz mize byt mnohdy dlouhy a slozity
proces. Pro ziskani kvalitniho monokrystalu je potifeba nalézt krystalizaéni podminky, pfi
kterych se podafi vykrystalizovat krystal o vSech tfech rozmérech 0,01 mm, navic musi byt

krystal bez defekta a prasklin (Kratochvil a kol., 2008).

Zdroj rentgenového zateni Krystal proteinu /

Detektor
Obr. 5: Schéma rentgenového difrakéniho experimentu (vlastni obrazek).

K provedeni experimentu se pouzivaji rizné typy zafizeni nazyvana difraktometr.
Generatory pro sbér difrakénich dat, ¢tytkruhovy difraktometr a vicekruhové difraktometry.
Difraktometry mohou byt pfipojeny na zdroj synchrotronového zafeni v rentgenové oblasti.
Vyhodou takového spojeni je, Ze dojde k vybuzeni vét§iho mnozstvi métitelnych difrakei a
data jsou kompletnéj$i (Kratochvil a kol., 2008). Zdroji synchrotronového zatreni se nachazi
v Evropé celkem ¢trnact. V Némecku nalezneme DEZY v Hamburku, BESSY v Berling,

dalsi se nachazeji v Italii, Francii, Svycarsku, Spané&lsku, Rusku a Svédsku (BioSync, 2018).

Pii experimentu dojde k vystaveni krystalu paprskim rentgenového zareni a
k zachyceni jednotlivych difrakci na detektoru, je ziskan difrakéni obrazec. Pro zisk vsech
potiebnych dat musi byt krystal otacen o 180°, n&které krystaly s vyS$i symetrii mohou
vyuzivat uhlovy rozsah 45° nebo 90° (McPherson, 2002). Otaceni krystalu zajiStuje
goniometr, diky kterému lze plsobit zafenim na krystal ze vSech smérti (Emmer a kol.,
2007). Slozitost krystalu ovliviiuje pocet potiebnych difrakci pro ur€eni struktury. V piipadé
krystalii kovl se jedna o nékolik desitek difrakci, pokud se urcuje struktura krystala virt, je

potieba i n¢kolika miliont difrakci. S tim souvisi i doba sbéru dat, pfi malém poctu difrakci



se jedna o n¢kolik hodin, v pfipadé velkého poctu difrakci mlize byt tato potiebna doba i

nékolik dni (Kratochvil a kol., 2008).

Vysokoenergetické rentgenové zafeni zpiisobuje poskozeni organické hmoty, tedy 1
proteinovych krystalti (Rupp, 2010). Aby nedoslo k poskozeni krystalu vysokoenergetickym
rentgenovym zafenim, chladi se krystal proudem tekutého dusiku (100 K). Nizké teplota

navic zabranuje nezddoucim teplotné-vibraénim pohybiim atomu (Kratochvil a kol., 2008).

Ziskana difrak¢ni data v podob¢ difrak¢énich obrazct jsou vysledkem experimentu.
Z difrak¢nich obrazcti vSak nelze pfimo urcit vnitini strukturu krystalu, mohou byt ale
pouzity na urceni polohy a intenzity jednotlivych difrakci. Pomoci téchto intenzit Ize odvodit
pozici atomil a teplotné€ vibracni parametry, navic pomoci difrakénich thla Ize urcit rozmér
elementarni bunky. Prostorova grupa se urcuje podle systematicky vyhasinajicich difrakci

(takové difrakce maji nulovou intenzitu) (Kratochvil a kol., 2008).

2.5 Fazovy problém a jeho FeSeni
Strukturni krystalografie nazyva fazovym problémem tvodni neznalost hodnot fazi.
Informace o intenzit¢ difrakci a udaje o fazovych twhlech jsou dilezit¢ k urCeni mapy

distribuce elektronové hustoty. Elektronovou hustotu 1ze vypogitat podle Zidka (2015):

1 . .
p(xyz) = Vzh: Zk: Z F(hkl)e—2m(hx+ky+lz)+wc(hkl)

a V rovnici znadi fazi strukturniho faktoru.

KteSeni fazového problému lze vyuZzit n€kolik metod, které jsou zaloZeny na
skutecnosti, Ze neexistuje formalni vztah mezi fazemi a amplitudami, existuje vztah jen mezi
hustotou elektronti nebo molekularni strukturou a fazemi (Taylor, 2003). Podle Taylora
(2003) se déli tyto metody na 3 skupiny: izomorfni zdména, molekularni nahrazeni a pfimé

metody.

Pro metodu izomorfni zamény je potfeba piiprava derivati studované chemické
slouCeniny, ktera obsahuje alespoil malé mnozstvi atomil ve znamych polohach, které jsou
nahrazeny jinymi atomy. Nejcast&ji se nahrazuji lehké atomy t€ZSimi atomy, napiiklad
atomy kovl, aby nedoslo k naruSeni krystalizace. Jelikoz se derivaty 1isi jen druhem atomu
v né¢kolika polohdch, ale struktura ziistavd stejnd, nazyvaji se tyto derivaty izomorfni
(Valvoda a kol., 1992). U necentrosymetrickych krystali dochazi k dvojznacnému vysledku

fazového thlu jiz pfi pouziti jediného derivatu (Bokhoven a kol., 1951). Proto se vyuziva
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série sloucenin v riznych polohach (Blow a Rossmann, 1961). Ze ziskanych intenzit a fazi
difrakei krystalu, jez obsahuje tézky atom, jsou nasledné odhadnuta data piivodniho proteinu
(Taylor, 2003). U jednodussich struktur se tato metoda Casto nevyuziva, jelikoz ptiprava
vhodného izomorfniho proteinového derivatu je velmi cCasov€ 1 postupové narocna.
V ptipadé urovani struktury slozitych proteinli se tato metoda vyuziva hojné a je velmi

uspésna (Valvoda a kol., 1992).

S metodou izomorfni zamény byva kombinovana metoda anomalniho rozptylu
(Kratochvil a kol., 2008). Pfi této metod¢ se pouziva pouze jeden krystal, na kterém se
provadi méfeni o riznych vinovych délkach. Vinové délky se voli tak, aby byly blizké i
vzdalené od absorp¢ni hrany tézkého atomu, tedy od atomu, ktery je v asymetrické jednotce
krystalu zastoupen pouze v malém mnozstvi (Terwilliger, 1994). Tato metoda je snazsi na
provedeni nez metoda izomorfni zdmény zejména diky tomu, Ze se pouziva jen jeden krystal.
Nevyhodou této metody je vysoky narok na piesnost, jelikoz dochazi k méfeni skoro
nepatrnych rozdild intenzit. Velmi uZitecnym se pifi této metod¢ stdva synchrotronové
zafizeni, u kterého lze libovolné volit vinové délky zafeni. Timto se velmi snadno ziska
anomalni rozptyl ve vyrazné mife na jakémkoli atomu. Pfi riznych vlnovych délkach
rentgenovych paprskli dochdzi ke zméné velikosti strukturniho faktoru, nedochazi vsak ke
zméné faze. Fazovy rozdil mezi anomaln€ a neanomalné rozptylujicimi atomy v elementarni
buiice je nezavisly na vinové délce rentgenového zareni. Zisk primérné amplitudy
strukturniho faktoru a jeji faze pro kazdou reflexi pfi dané vlnové délce je kone¢nym cilem

této metody (Valvoda a kol., 1992).

Dalsi metodou je metoda molekuldrniho nahrazeni, kterd se vyziva zejména v ptipade,
ze dostupny homologni model obsahuje alesponn 25 % sekvenéni identity (Taylor, 2003).
Tato metoda se v dnesni dob¢ vyuziva piiblizné u 80 % vsech proteinovych struktur, je tedy
nejvyuzivangj$i metodou. Pii této metodé dochazi k pfemisténi, nikoli k substituci.
Strukturni model rotuje a poté dojde k translaci do elementarni burnky, aZz do té doby nez
neni ziskano fesSeni s nejvhodnéjs$im vztahem mezi vypocitanymi difrakénimi daty znamého
modelu a zjisténymi daty neznamé struktury (Rossmann, 1972; Rupp, 2010). Pfi metode
molekularniho nahrazeni dochazi ke tfem hlavnim krokum: krok rotace, krok translace a
krok hodnoceni kvality feSeni. Oba dva prvni kroky se provadi podle vypocti Pattersonovy
funkce. Principem je ménéni pozice modelu, dokud neni vypocitand Pattersonova translacni

a rotacni funkce shodna s pozorovanou Pattersonovou funkci, ktera odpovida struktuie
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neznamého modelu (Navaza, 1994). Za pocatecni model je poté povazovan homologni

model, ktery je spravné umistén v neznamé strukture (Rupp, 2010).

Pti pouziti pfimé metody se vyuzivaji matematické techniky, které fesi fazovy problém
pouze pomoci matematickych vztahi, nikoliv s pouzitim strukturné-chemickych informaci
(Allegra, 1980). Pro tuto metodu je nutno znat nékteré faze reflexi, ptipadné se z poc¢ate¢nich
hodnot vybira nejvice pravdépodobné fazovani reflexi. Dale dojde k odvozeni zbylych
reflexi a z nich se vypocitavaji mapy elektronové hustoty a pozice atomi. Tato metoda je
omezena rozliSenim difrakénich dat, ta musi byt niz§i nez 1,2 A. Navic vypodetni ¢as se
zvysuje s tim, jak roste pocet atomi v zékladni buiice, proto se tato metoda vyuzivé jen u

proteinil obsahujicich maximalné 1000 atomt (Taylor, 2003).

2.6 Lytické enzymy

Lytické enzymy, casto nazyvané jako lysiny, jsou peptidoglykanické hydrolazy, které
jsou produkovany bakteriofagem a slouzi k lyzi hostitelské¢ bakteridlni bunky, ke které
dochazi béhem uvoliiovani potomkd fagi. Jak pise Projan (2003), v poslednich ctyficeti
letech se vyvoj antimikrobidlnich 1€k pro novou generaci antibiotik spoléhal pievazné na
syntetickou modifikaci jiz existujicich sloucenin. BohuZel tento ptistup nemohl udrzet krok
svyvojem 1ékti a Iékovou rezistenci, stejné jako s hrozbami tykajici se vzniku novych
nemoci. Ve svétle této urgentni potieby pro vyvoj novych antimikrobiotik, byla vyvinuta
ttida bakteriofagii kodovanych hydroldz bunééné stény, jako nové terapeutikum a novy

profylakticky nastroj pro 1é¢bu a prevenci infekci zplisobenou gram-pozitivnimi patogeny.

Lysiny jsou aktivni ve virovém infek¢énim cyklu a rychle $tépi vazby nezbytné pro
stabilitu peptidoglykanii, aby se usnadnil rozpad bakterii a soucasné dosSlo k uvolnéni
potomstva fagi (Bernhardt a kol., 2002). Tyto enzymy Casto vykazuji struktury s vice
doménami, pficemz N-koncové katalytické moduly se slucuji s C-koncovymi vazebnymi
doménami bunécné stény (Croux a kol., 1993). Lysiny spadaji do jedné ze étyt rdznych
enzymatickych tfid (endo-B-N-acetylglukoaminidasy, N-acetylmuramidasy — lysozym, N-
acetylmuramoyl-L-alanin amidasy, endopeptidazy) v zavislosti na specifikacich S$tépeni

Vv substratu cilové bunécné stény (Nelson a kol., 2001).

Pribéh lyze dvouvldknovych DNA bakteriofagh lze objasnit tfemi rtznymi
mechanismy. Nejvice demonstrovanym mechanismem je kanonickd lyze. Pii tomto
mechanismu piisobi lysiny na peptidoglykanovou vrstvu pomoci druhého fagu nazyvany

holin. Holiny depolarizuji cytoplazmatickou membranu tim, Ze umozZnuji endolysiniim
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difundovat pory v membrané a zamé&ii se na pepridoglykanovou vrstvu. Druhy mechanismus
je provadén specidlni tfidou holinli, nazyvanou pinholiny. Tyto pinholiy tvofi malé
heptametrické kanaly v membrané, namisto velkych otvorti. SpoleCené s lysiny zajistuji
zastatavu signalu. Déle pinholiny spousti aktivaci enzymu a funguji jako Casovace pro
aktivaci lysinll. Ve tfetim mechanismu se lyzacni proteiny nazyvaji spaniny. Spaninovy
komplex se sklad4d z malého vnéjsitho membranového lipoproteinu (o-spanin) a integralniho
cytoplazmatického membranového proteinu (i-Spanin), ktery puisobi tfemi zptsoby: prvnim
zpusobem je enzymatickd degradace kiizovych vazeb peptidoglykanické vazby. Druhym
zpuisobem je tvorba pora a tietim zpisobem fuze vnitini membrany s vnéj$Si membranou.
Tyto enzymy byly oznaeny za ,.enzybiotika“ a mohou byt vyuzity pro svou schopnost
zabijet rizné patogeny (Matamp, 2019).

Diive bylo prokazéno, ze fagové lysiny jsou slibnou platformou pro vyvoj
terapeutickych profylaktickych nastroji nebo tzv. enzybiotik. Bylo prokazano, ze lysiny lze
vyuzit pro rychlou sterilizaci kultur streptokokt A a B, Streptococcus pneumoniae,
Enterococcus faecsalis, Enterococcus faecium a Bacillus anthracis. Navic byla prokazana
ucinnost lysinli u mysi jako prevence a eliminace faryngeéalni nebo vaginalni kolonizace,
pneumokokové otravy septicémie a peritonealni kolonizace. Piedpoklada se, ze antibiotika
budou vyvinuta bud’ jako alternativa k soucasnym antibiotikiim, nebo jako dopln¢k k nim

(Loeffler a kol., 1993; Schuch a kol., 2002; Cheng a kol., 2005; Enteza a kol., 2005).

2.7 Lyticky enzym bakteriofagi LysAm24, LysSi3 a LysStl11

Tyto fagové lysiny bly ziskany od ¢lenti rodiny Myoviridae. Geny kodujici LysAm24
z faga Acinetobacter AM24, LysECD7 z faga Escherichia phage ECD7 a Lys Si3 z faga
Escherichia phage ECD7 byly klonovany a exprimovany v E. coli. Za ucelem klonovani
byly kodujici sekvence vybranych lysind rozmnoZeny z fagovych lizath a nasledné byly
vloZeny do E. coli. Proteiny byly CiStény afinitni chromatografii a nasledné probéhla gelova
SDS-PAGE analyza. Pouzitim gelové SDS-PAGE analyzy byla zjisténa molekulova
hmotnost jednotlivych lytickych enzymi. Molekulovda hmotnost LysAm24 byla 25,9 kDa,
16,1 kDa pro LysECD7 a molekulova hmotnost LysSi3 byla 18,5 kDa (Walmagh a kol.,
2012).

Vyhodou téchto lysint je, Ze se jednd o malé lysiny, které jsou nakladové efektivni

pro biotechnologickou vyrobu. Vyroba LysAm24, LysECD7 a LysSi3 je efektivni, levnd a
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probiha v E. coli. Navic jsou dostatecné stabilni a maji Sirokou baktericidni aktivitu, tedy

jsou schopné inhibovat rust gramnegativnich zastupct (Antonova a kol., 2019).
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3. Materialy a metody

Cilem diplomové prace bylo nalézt a optimalizovat nalézt a optimalizovat krystaliza¢ni
podminky pro pfipravu proteinovych krystali novych lytickych enzymii bakteriofagi
LysAm24, LysSi3 a LysSt11.

K nalezeni vhodnych krystalizacnich podminek pro krystalizaci téchto lytickych enzymi
byla vybrana metoda sedici kapky. Krystalizaéni podminky byly porovnany a nésledné
vyhodnoceny. Dale byly krystaly lytickych enzymii testovany pomoci krystalizac¢nich testt a
poté zaznamenana difrakéni data. Pomoci difrak¢nich dat byla vymodelovana molekulova
3D struktura. Vsechny ziskané vysledky byly vyfotografovany a zaznamenany ke

kone¢nému vyhodnoceni.

3.1 Krystalizace lytického enzymu bakteriofagu LysAm?24

3.1.1 Priprava krystaliza¢niho roztoku

Na krystalizaci lytického enzymu bakteriofagu LysAm24 byla pouzita sada komercné
dostupnych krystalizacnich ¢inidel PEG/Ion Screen HR2-126 [Hampton Research, Aliso
Viejo, CA, USA]. Slozeni jednotlivych pouzitych ¢inidel se uvadi v Ptilohach.

3.1.2 Naredéni lytického enzymu bakteriofagu LysAm24

Pro nalezeni optimalnich podminek pro krystalizaci byla koncentrace lytického
enzymu 2krat zménéna z diivodu vyskytu srazeniny pii prvni pouzité koncentraci roztoku
lytického enzymu. Roztok lytického enzymu byl fedén roztokem 20 mM Tris-HCI pH 7.5-
8.0.

Lyticky enzym byl nafedén na koncentrace 5 mg/ml. Nasledné byl pouZivan roztok

lytického enzymu o koncentraci 3,5 mg/ml.

Nejprve byla provedena krystalizace lytického enzymu o koncentraci 5 mg/ml
s vyuzitim krystalizaénich ¢inidel PEG/Ion 1 ¢&islo ¢inidla 1-24. Na tuto krystalizaci byla
vyuzita krystaliza¢ni desticka pro krystalizaci metodou sedici kapky. Schéma jedné jamky je
znazornéno na Obr. 6. V dalSich jamkach byl zachovan stejny pomér, jen doslo ke zméné

krystaliza¢niho Cinidla. Reservoar obsahoval 100 pl krystalizacniho ¢inidla.
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cinidlo

2:1 3:2

Obr. 6: Schéma jamky krystaliza¢niho experimentu (vlastni obrazek).

Takto pripravend krystaliza¢ni desticka byla vlozena do chladiciho zatizeni. Po tydnu
vznikla v kapkach srazenina, coz znamenalo, ze roztok enzymu je pfili§ koncentrovany a

proto byl nasledn¢ natfedén na koncentraci 3,5 mg/ml.

3.1.3 Vlastni krystalizace lytického enzymu bakteriofagu LysAm24
Pro krystalizaci lytického enzymu bakteriofagu LysAm24 byla pouzita metoda sedici
kapky. Vlastni krystalizace poté probihala pfi teploté kolem 4°C v chladicim zafizeni.

Metoda sedici kapky

Pii krystalizaci metodou sedici kapky byla koncentrace roztoku lytického enzymu
bakteriofagu LysAm?24 nejprve 5 mg/ml, po vzniku srazeniny byla koncentrace snizena na
3,5 mg/ml. Sada krystaliza¢nich ¢inidel PEG/lon Screen HR2-126 [Hampton Research,
Aliso Viejo, CA, USA] byla pouzita jako ¢inidlo.

Pro nalezeni optimalnich krystalizacnich podminek pro rist krystali byl pomér mnozstvi
roztoku lytického enzymu a roztoku krystaliza¢niho ¢inidla ménén. V tabulkéach je uvadén
vzdy takovyto pomér; mnoZstvi roztoku lytického enzymu : mmnoZstvi krystaliza¢niho

¢inidla.

Pro krystalizaci touto metodou byly pouzity celkem 4 krystaliza¢ni desticky uréené pro

krystalizaci metodou sedici kapky.
V reservoaru bylo vzdy stejné mnoZzstvi krystaliza¢niho ¢inidla a to 100 pl.

Schéma jedné jamky je znazornéno na Obr. 7. V dalSich jamkach byl zachovan stejny

pomer, jen doslo ke zméné krystaliza¢niho ¢inidla.
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cinidlo

2:1 3:2

Obr. 7: Schéma jamky krystaliza¢niho experimentu (vlastni obrazek).

3.2 Krystalizace lytického enzymu bakteriofagu LysSi3

3.2.1 Priprava krystaliza¢niho roztoku

Na krystalizaci lytického enzymu bakteriofagu LysSi3 byla pouzita stejnd sada
komer¢né dostupnych krystaliza¢nich ¢inidel PEG/Ion Screen HR2-126 [Hampton Research,
Aliso Viejo, CA, USA], ktera byla pouzita i v ptipadé krystalizace lytického enzymu
bakteriofagu LysAm24. Slozeni jednotlivych pouzitych ¢inidel se uvadi v Ptilohach.

3.2.2 Naredéni lytického enzymu bakteriofagu LysSi3
Koncentrace roztoku lytického enzymu bakteriofdgu LysSi3 byla 5 mg/ml. Jelikoz

nedoslo ke vzniku srazeniny, nemusela se dale koncentrace roztoku ménit.

3.2.3 Vlastni krystalizace lytického enzymu bakteriofagu LysSi3
Pro krystalizaci lytick¢ého enzymu bakteriofagu LysSi3 byla pouZzita metoda sedici
kapky. Vlastni krystalizace poté probihala pfi teploté¢ kolem 4°C v chladicim zafizeni.

Metoda sedici kapky

Pti krystalizaci metodou sedici kapky byla koncentrace roztoku lytického enzymu
bakteriofagu LysSi3 3,5 mg/ml. Sada krystalizacnich ¢inidel PEG/Ion Screen HR2-126
[Hampton Research, Aliso Viejo, CA, USA] byla pouzita jako ¢inidlo.

Pro nalezeni optimélnich krystaliza¢nich podminek pro rast krystalii byl pomér mnozstvi
roztoku lytického enzymu a roztoku krystaliza¢niho ¢inidla ménén. V tabulkach je uvadén
vzdy takovyto pomeér; mnoZstvi roztoku lytického enzymu : mmnoZstvi krystaliza¢niho
¢inidla.

Pro krystalizaci touto metodou byly pouZzity celkem 4 krystalizacni desti¢ky, které jsou

uréeny pro krystalizaci metodou sedici kapky.
V reservoaru bylo vzdy stejné mnozstvi krystalizacniho ¢inidla a to 100 pl.

Schéma jedné jamky je znazornéno na Obr. 8. V dalSich jamkach byl zachovan stejny
pom¢r, jen doslo ke zméné¢ krystaliza¢niho ¢inidla.
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Obr. 8: Schéma jamky krystaliza¢niho experimentu (vlastni obrazek).

3.3 Kirystalizace lytického enzymu bakteriofagu LysSt11

3.3.1 Piiprava krystaliza¢niho roztoku

Na krystalizaci lytického enzymu bakteriofagu LysStll byla pouzita stejnd sada
komer¢né dostupnych krystaliza¢nich ¢inidel PEG/Ion Screen HR2-126 [Hampton Research,
Aliso Viejo, CA, USA], ktera byla pouzita i v ptipadé krystalizace lytického enzymu
bakteriofagu LysAm24 a lytického enzymu bakteriofagu LysSi3. SloZeni jednotlivych

pouzitych ¢inidel se uvadi v Prilohach.

3.3.2 Naredéni lytického enzymu bakteriofagu LysSt11
Koncentrace roztoku lytického enzymu bakteriofagu LysStl1 byla 5 mg/ml. Jelikoz

nedoslo ke vzniku srazeniny, nemusela se dale koncentrace roztoku meénit.

3.3.3 Vlastni krystalizace lytického enzymu bakteriofagu LysSt11
Pro krystalizaci lytického enzymu bakteriofagu LysStl1 byla pouzita metoda sedici
kapky. Vlastni krystalizace poté probihala pfi teploté kolem 4°C v chladicim zafizeni.

Metoda sedici kapky

Pii krystalizaci metodou sedici kapky byla koncentrace roztoku lytického enzymu
bakteriofagu LysStll 3,5 mg/ml. Sada krystaliza¢nich cinidel PEG/Ion Screen HR2-126
[Hampton Research, Aliso Viejo, CA, USA] byla pouzita jako ¢inidlo.

Pro nalezeni optimalnich krystalizacnich podminek pro rlst krystalii byl pomé&r mnoZstvi
roztoku lytického enzymu a roztoku krystaliza¢niho ¢inidla ménén. V tabulkach je uvadén
vzdy takovyto pomér; mnozstvi roztoku lytického enzymu : mnozstvi krystalizacniho

¢inidla.

Pro krystalizaci touto metodou byly pouzity celkem 4 krystaliza¢ni desticky, které jsou

urceny pro krystalizaci metodou sedici kapky.

V reservoaru bylo vZdy stejné mnozstvi krystalizacniho ¢inidla a to 100 pl.
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Schéma jedné jamky je znazornéno na Obr. 9. V dalSich jamkach byl zachovan stejny

pomgr, jen doslo ke zméné¢ krystaliza¢niho Cinidla.

tinidlo

2:1 3:2

Obr. 9: Schéma jamky krystaliza¢niho experimentu (vlastni obrazek).

3.4 Testovani vzniklych krystala

Pro ovéteni, ze vzniklé krystaly jsou opravdu krystaly pfislusného lytického enzymu a

nejednd se o krystaly soli, byly vyuzity tyto testy: test drcenim a test barvici.

3.4.1 Test drcenim

Pfi tomto testu dochézi k drceni krystalti pod mikroskopem. V ptipadé, ze se jednd o
krystal lytického enzymu, dojde K jeho rozpadu jiz po jemném dotyku. Pokud by se vSak
jednalo o krystal nezadouci soli, krystal by se rozpadl az pti vynalozeni vétsi sily. Vysledek

testu drcenim byl zaznamenan pro dalsi vyhodnoceni.

3.4.2 Barvici test

Na desticku s krystaly byl pfidan 1 pl barviva, které se poté nechalo jednu hodinu
pusobit, aby mohlo dojit k obarveni krystali. Kdyby nastala situace, kdy se krystaly ani po
hodiné¢ neobarvily, vznikly krystal by nebyl krystalem pftislusného lytického enzymu.
Jednalo by se o krystal soli. Vysledek testu byl vyfotografovéan k dal§imu vyhodnoceni.

Pro tento test bylo pouzito barvivo JBS Deep Purple (Hampton Research, USA).

3.5 Difrakéni data
Vzniklé krystaly lytickych enzymt bakteriofagh LysAm24, LysSi3 a LysStll byly
nasledn¢ otestovany rentgenovou difrakéni analyzou na synchrotronu BESSY-II, ktery

provozuje Helmhotz-Zentrum Berlin (Berlin-Adlershof, Némecko).

3.6 Modelovani struktury lytického enzymu LysSi3
Difrak¢ni data byla ziskana a zpracovdna na synchrotronu BESSY-II mou Skolitelkou
Mgr. Tatyanou Prudnikovou, Ph.D., vlastni struktura byla feSena za jeji asistence a nasledné

zanalyzovani a vyobrazeni jiz probéhlo bez jeji spoluprace.
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Samotné 3D modelovani struktury lytickych enzymt bylo provadéno pomoci programu

VMD. Vysledkem modelovani byla 3D struktura studovaného lytického enzymu.
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4. Vysledky

Tato ¢ast diplomové prace zahrnuje vysledky provedenych experimentt, a to konkrétn¢:
krystalizace lytickych enzymt bakteriofagi, testovani vzniklych krystalt, RTG difrakce

lytickych enzym, srovnani podminek krystalizace a modelovani 3D struktury.

Vysledky a prubéh celé diplomové prace byl zaznamenan pomoci fotoaparatu Olympus

(Olympus, Praha), ktery byl upevnény na mikroskopu SZX9 se zvétSenim 450x.

4.1 Vysledky krystalizace lytického enzymu bakteriofagu LysAm24
Ke krystalizaci lytického enzymu bakteriofagu LysAm24 bylo pouzito pét
krystaliza¢nich desti¢ek. Roztok lytického enzymu byl nejprve o koncentraci 5 mg/ml, po

vzniku srazeniny byl roztok nafedén na 3,5 mg/ml, aby se dal$im srazeninam zabranilo.

Pti krystalizaci lytického enzymu LysAm24 vznikly krystaly vhodné pro
rentgenovou difrakéni analyzu za téchto podminek: PEG/Ion 1, krystalizaéni ¢inidlo ¢islo 3
(0,2 M fluorid amonny, 20% w/v PEG 3350), pomér 3:1; PEG/Ion 1, krystaliza¢ni ¢inidlo
¢islo 7 (0,2 M dihydrat chloridu vapenatého, 20% w/v PEG 3350), pomér 3:1 a 3:2; PEG/Ion
1, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 34 (0,2 M siran draselny, 20% w/v PEG 3350), pomér 2:1;
PEG/Ion 1, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 40 (0,2 M dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného,
20% w/v PEG 3350), pomér 1:1 a 2:1. PEG/Ion 2, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 23 (0,1 M DL
kyselina jable¢na pH 7,0, 12% w/v PEG 3350), pomér 3:1 a 3:2; PEG/Ion 2, krystaliza¢ni
¢inidlo ¢islo 29 (0,1 M dvojsytny vinan amonny pH 7,0, 12% w/v PEG 3350), pomér 3:2;
PEG/Ion 2, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 39 (0,04 M kyselina citronova, 0,06 M BIS-TRIS
propan, pH 6,4, 20% w/v PEG 3350), pomér 2:1 a 3:2.
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Za zbylych podminek vznikly krystaly, které nebylo mozné pouzit pro rentgenovou
difrakéni analyzu nebo nedoslo ke vzniku zadného krystalu. Obrazky vhodnych krystal,

které vznikly za podminek uvedenych vyse, jsou znazornény na Obr 10.

Obr. 10: Krystaly Iytického enzymu bakteriofagu LysAm24 (foto autor).

4.2 Vysledky krystalizace lytického enzymu bakteriofagu LysSi3
Ke krystalizaci lytického enzymu bakteriofagu LysSi3 byly pouzity Ctyii krystalizacni
desticky. Roztok lytického enzymu mél koncentraci 5 mg/ml.

Krystalizacni podminky, za kterych vznikly vhodné krystaly lytického enzymu
LysSi3 jsou: PEG/Ion 1, krystalizaéni ¢inidlo ¢islo 8 (0,2 M chlorid draselny, 20% w/v PEG
3350), pomér 3:1 a 2:1; PEG/Ion 1, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 18 (0,2 M dusi¢nan draselny,
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20% w/v PEG 3350), pomér 3:1; PEG/Ion 1, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 24 (0,2 M dihydrat
octanu lithného, 20% w/v PEG 3350), pomér 3:1; PEG/Ion 1, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 38
(0,2 M dvojsytny vinan amonny, 20% w/v PEG 3350), pomér 3:1 a 2:1; PEG/Ion 1,
krystaliza¢ni ¢inidlo Cislo 45 (0,2 M tetrahydrat trilithiumcitratu, 20% w/v PEG 3350),
pomér 3:1. PEG/Ion 2, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 10 (8% v/v Tacsimate pH 4,0, 20% w/v
PEG 3350), pomér 3:1; PEG/Ion 2, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 13 (4% v/v Tacsimate pH 6,0,
12% wiv PEG 3350) pomér 1:1; PEG/Ion 2, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 14 (8% v/v Tacsimate
pH 6,0, 20% w/v PEG 3350), pomér 3:2; PEG/Ion 2, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 24 (0,2 M
DL kyselina jablecna pH 7,0, 20% w/v PEG 3350), pomér 3:1 a 3:2; PEG/Ion 2,
krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 30 (0,2 M dvojsytny vinan amonny pH 7,0, 20% w/v PEG 3350),

pomger 1:1 a 3:1.

Za zbylych podminek vznikly krystaly, které nebylo mozné pouzit pro rentgenovou
difrakéni analyzu nebo nedoslo ke vzniku zadného krystalu. Obrazky vhodnych krystal,

které vznikly za podminek uvedenych vyse, jsou znazornény na Obr 11.
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Obr. 11: Krystaly lytického enzymu bakteriofagu LysSi3 (foto autor).

4.3 Vysledky krystalizace lytického enzymu bakteriofagu LysSt11
Ke krystalizaci lytického enzymu bakteriofagu LysSi3 byly pouzity Ctyfi krystalizacni
desticky. Koncentrace roztoku lytického enzymu byla 5 mg/ml.

Lyticky enzym LysStll krystalizoval za takovychto podminek: PEG/Ion 1,
krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 17 (0,2 M dusi¢nan sodny, 20% w/v PEG 3350), pomér 2:1;
PEG/Ion 1, krystalizaéni ¢inidlo €islo 31 (0,2 M monohydtat siranu lithného, 20% w/v PEG
3350), pomér 3:1; PEG/Ion 1, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 41 (0,2 M dihydrogenfosfore¢nan
draselny, 20% w/v PEG 3350), pomér 2:1 a 3:2. PEG/Ion 2, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 1 (0,1
M disodna sul kyseliny malonové pH 4,0, 12% w/v PEG 3350), pomér 3:2; PEG/Ion 2,
krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 4 (0,2 M malonat sodny pH 5,0, 20% w/v PEG 3350), pomér 3:2;
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PEG/Ion 2, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 29 (0,1 M dvojsytny vinan amonny pH 7,0, 12% wi/v
PEG 3350), pomér 2:1; PEG/Ion 2, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢&islo 30 (0,2 M dvojsytny vinan
amonny pH 7,0, 20% w/v PEG 3350), pomér 3:1; PEG/Ion 2, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 31
(2% v/v Tacsimate pH 4,0, 0,1 M trihydrat octanu sodného pH 4,6, 16% w/v PEG 3350),
pomér 3:1 a 2:1; PEG/Ion 2, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 32 (2% v/v Tacsimate pH 5,0, 0,1 M
dihydrat citronanu sodného pH 5,6, 16% w/v PEG 3350), pomér 3:1.

Za zbylych podminek vznikly krystaly, které nebylo mozné pouzit pro rentgenovou
difrak¢ni analyzu nebo nedoslo ke vzniku zadného krystalu. Obrazky vhodnych krystald,

které vznikly za podminek uvedenych vyse, jsou znazornény na Obr. 12.

Obr. 12: Krystaly lytického enzymu bakteriofagu LysSt11 (foto autor).

25



4.4 Vysledky testovani krystalu

S vyuzitim testu krystald bylo prokazano, ze se skute¢né jedna o krystaly lytickych
enzymu bakteriofaghh LysAm24, LysSi3 a LysStl1. Pro testovani byl pouzit test drcenim a
test barvici. Pfi testu drcenim doslo k rozpadu krystala a pii testu barvicim doslo o obarveni

krystalil lytickych enzymu bakteriofagi.

Vysledky testi jsou zaznamenany na Obr. 13, 14, 15, 16, 17, 18. Obr. 13, 14
zaznamenava vysledky testovani krystali lytického enzymu bakteriofagu LysAm24, Obr. 15,
16 zaznamenava vysledky testovani krystald lytického enzymu bakteriofagu LysSi3 a Obr.
17, 18 zaznamenava vysledky testovani krystalt lytického enzymu bakteriofagu LysSt11.

A B
Obr. 13: Krystaly lytického enzymu bakteriofagu LysAm24 pfi testu drcenim. Krystaly pied

testem (A), krystaly po testu (B) (foto autor).
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A B

Obr. 14: Krystaly lytického enzymu bakteriofagu LysAm24 pfi testu barvenim. Krystaly
pted testem (A), krystaly po testu (B) (foto autor).

Obr. 15 Krystaly lytického enzymu bakteriofagu LysSi3 pfi testu drcenim. Krystaly pied
testem (A), krystaly po testu (B) (foto autor).
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Obr. 16 Krystaly lytického enzymu bakteriofagu LysSi3 pfi testu barvenim. Krystaly pied
testem (A), krystaly po testu (B) foto autor.
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Obr. 17: Krystaly lytického enzymu bakteriofagu LysStl1 pfi testu drcenim. Krystaly pied
testem (A), krystaly po testu (B) (foto autor).

A B

Obr. 18: Krystaly lytického enzymu bakteriofagu LysSt11 pfi testu barvenim. Krystaly pied
testem (A), krystaly po testu (B) (foto autor).
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4.5 Vysledky difrak¢ni analyzy

Difrakéni snimek Iytickych enzymu bakteriofagh LysAm24, LysSi3 a LysStl1 byl
ziskan rentgenovou difrakéni analyzou. Snimek o rozliseni 1,7A pro lyticky enzym
bakteriofagu LysAm24 je zaznamenidn na Obr. 19, o rozliSeni 1,5A pro lyticky enzym
bakteriofagu LysSi3 jsou znidzornény na Obr. 20 a 2A pro lyticky enzym bakteriofigu

LysSt11 jsou zaznamenany na Obr. 21.

Obr. 19: Difrakéni snimek lytického eﬁzymu l;)akteriofégu LysAm24 (vlastni obrazek).
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Obr. 20: Difrakéni snimek lytického enzymu bakteriofagu LysSi3 (vlastni obrazek).

Obr. 21: Difrakéni snimek lytického enzymu bakteriofagu LysSt11 (vlastni obrazek).
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4.6 Porovnani krystaliza¢nich podminek pri krystalizaci lytickych

enzymu bakteriofagi LysAm24, LysSi3 a LysSt11

Srovnanim vysledkG krystalizace se wukéazalo, Ze krystaly lytickych enzymu
bakteriofagi LysSi3 a LysStll vznikaji za stejné koncentrace roztoku lytického enzymu.
Zatimco lyticky enzym LysSi3 krystalizoval za ptitomnosti ¢inidel PEG/Ion 1 ¢islo 8 (0,2 M
chlorid draselny, 20% w/v PEG 3350), ¢islo 24 (0,2 M dihydrat octanu lithného, 20% w/v
PEG 3350), ¢islo 38 (0,2 M dvojsytny vinan amonny, 20% w/v PEG 3350) a 45 (0,2 M
tetrahydrat trilithiumcitratu, 20% w/v PEG 3350), lyticky enzym LysStl1 krystalizoval
Vv pritomnosti ¢inidel PEG/Ion 1 ¢islo 17 (0,2 M dusi¢nan sodny, 20% w/v PEG 3350), 31
(0,2 M monohydtat siranu lithného, 20% w/v PEG 3350, 41 (0,2 M dihydrogenfosfore¢nan
draselny, 20% w/v PEG 3350). Lze tedy konstatovat, ze se velmi liSilo slozeni
krystaliza¢nich ¢inidel, za kterych vznikaly vhodné krystaly.

Pti pouziti krystaliza¢nich ¢inidel PEG/Ion 2 doslo ke vzniku krystalii enzymu LysSi3
u c¢isla 10 (8% v/v Tacsimate pH 4,0, 20% w/v PEG 3350), ¢isla 13 (4% v/v Tacsimate pH
6,0, 12% w/v PEG 3350), ¢isla 14 (8% v/v Tacsimate pH 6,0, 20% w/v PEG 3350) a ¢isla 24
(0,2 M DL kyselina jable¢na pH 7,0, 20% w/v PEG 3350), na rozdil od podminek vzniku
krystali pro enzym LysStl1, u kterych obsahovalo krystalizacni ¢inidlo PEG/Ion 2 ¢islo 1
(0,1 M disodna sul kyseliny malonové pH 4,0, 12% w/v PEG 3350), ¢isla 4 (0,2 M malonat
sodny pH 5,0, 20% w/v PEG 3350), ¢isla 29 (0,1 M dvojsytny vinan amonny pH 7,0, 12%
w/v PEG 3350), ¢isla 31 (2% v/v Tacsimate pH 4,0, 0,1 M trihydrat octanu sodného pH 4,6,
16% wi/v PEG 3350) a cisla 32 (2% v/v Tacsimate pH 5,0, 0,1 M dihydrat citronanu sodného
pH 5,6, 16% w/v PEG 3350).

U obou lytickych enzymu vznikly vhodné krystaly s pouzitim krystaliza¢niho ¢inidla
PEG/Ion 2 ¢islo 30 (0,2 M dvojsytny vinan amonny pH 7,0, 20% w/v PEG 3350). V tomto
ptipad¢ se tedy shodovala koncentrace roztoku enzymu, slozeni krystalizaéniho ¢inidla a
dokonce se shodoval i jeden z poméri krystaliza¢niho ¢inidla a roztoku enzymu v kapce a to
pomér 3:1 (roztok enzymu : roztok krystalizacniho €inidla). V ptipad€ lytického enzymu
LysSi3 doSlo ke vzniku krystalli 1 pii poméru 1:1, bohuzel u lytického enzym LysStl1

nevznikly pfi tomto poméru zadné krystaly.

U lytického enzymu bakteriofagu LysAm24 se liSi zejména jeho koncentrace.
Z diivodu vysrazeni vzorku pii koncentraci 5 mg/ml byla koncentrace snizena na 3,5 mg/ml.

Krystaly lytického enzymu vznikaly za pouziti krystalizacniho ¢inidla PEG/Ion 1 ¢islo 3 (0,2
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M fluorid amonny, 20% w/v PEG 3350), ¢islo 7 (0,2 M dihydrat chloridu vapenatého, 20%
w/v PEG 3350), ¢islo 34 (0,2 M siran draselny, 20% w/v PEG 3350) a ¢islo 40 (0,2 M
dihydrat hydrogenfosforecnanu sodného, 20% w/v PEG 3350). Lze tedy konstatovat, Ze pfi
pouziti PEG/Ion 1 se slozeni krystalizatniho cCinidla neshoduje ani s jednim lytickym

enzymem.

Ani v piipadé pouziti krystaliza¢niho ¢inidla PEG/Ion 2 se neobjevila shoda ve slozeni
krystaliza¢nich Cinidel se zbylymi dvéma lytickymi enzymy. Lyticky enzym LysAm24
krystalizoval s vyuzitim ¢inidel ¢islo 23 (0,1 M DL kyselina jable¢na pH 7,0, 12% w/v PEG
3350), ¢islo 29 (0,1 M dvojsytny vinan amonny pH 7,0, 12% w/v PEG 3350) a ¢islo 39 (0,04
M kyselina citronova, 0,06 M BIS-TRIS propan, pH 6,4, 20% w/v PEG 3350).

Ackoliv se jedna o podobné lytické enzymy, krystalizacni experiment ukazal, Ze krystalizuji
za jinych podminek, li§i se zejména slozeni krystaliza¢nich ¢inidel. Shodnou vlastnosti je pro
vSechny 3 enzymy pomér Cinidla a lytického enzymu v kapce. Ve vétSiné pripadd vznikly
krystaly v poméru 3:1 a 2:1. Shodnou vlastnosti je tedy to, ze krystaly vznikly v piipadech,
kde bylo vétsi mnozstvi enzymu nez krystaliza¢niho ¢inidla. Dal$i podminkou, ktera spojuje
vSechny tfi enzymy je teplota, za které¢ krystalizovaly (4°C) a mnozstvi krystalizacniho

¢inidla v reservoaru (100 pl).

4.7 Vysledky modelovani 3D struktury lytického enzymu bakteriofagu
LysSi3

3D struktura lytického enzymu LysSi3 byla vyfeSena pomoci molekuldrniho nahrazeni
pomoci homologni struktury 6et6 (Ref.). Pomoci programu MOLREP bylo identifikovano
jednoznaéné feSeni prvni molekuly. Struktura enzymu byla upfesnéna pomoci programu
REFMAC (Murshudov a kol., 1997) a COOT (Emsley, a kol., 2004). Ovéfeni struktury bylo
provedeno pomoci programii COOT (Emsley, a kol., 2004) a PROCHECK (Laskowski a
kol., 1993). Vysledny model byl vytvoten v programu PyMol (DeLano, 2002) a data budou

uloZena do proteinové databaze RCSB v nejblizsi dobé.
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3D struktura lytického enzymu byla zobrazena v programu PyMol (DeLano, 2002) a je
znazornéna na Obr. 22. Vysledky struktury budou pouzity na pfipravu mutantnich forem,

aby se zvysila a rozsitila katalyticka funkce enzymu.

Obr. 22: Cartoon reprezentace struktury lytického enzymu bakteriofagu LysSi3. Pohled

z riznych stran. Smycky jsou zobrazeny zelené, a- helix Cervené a f-listy Zluté (vlastni
obrazek).

K vyfeSeni struktury je potfeba znat aminokyselinovou sekvenci enzymu.

Aminokyselinova sekvence lytického enzymu LysAm24 je
MDILKFNSRGDLVVHLQKKLASLGYKLNPDGIFGKATQEAVIHFQRQNGLTSDGIV
GKLTWSMLDSKTSSIGKTRTISQNGINFIKSFEGLRLRAYDDGVGVITIGYGTTRYPN
GHKVQLGDTCTEKQAEQYLSNDLVKFEKAVNELVKVPVNQNQYDALVSFTYNVG
VGALSTSKALKLLNAGDYTGCAKAMLSWNKGRVGGKLVEIGGLTRRRNAEKDLFL
KLEHHHHHHHH.

Tato aminokyselinova sekvence lytického enzymu LysSi3 byla pouzita k vyfeSeni struktury

tohoto enzymu.

Aminokyselinova sekvence lytického enzymu LysSi3 je
MQLSRKGLEAIKFFEGLKLEAYEDSAGIPTIGYGTIRIDGKPVKMGMKITAEQAEQY
LLADVEKFVAAVNKSIKVPTSQNEFDALVSETYNIGITAMQDSTFIKRHNAGNKVGC
AEAMQWWNKVTVKGKKVTSNGLKNRRRMEADIYLDSVYPKLEHHHHHHHH.
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Aminokyselinova sekvence lytického enzymu LysStll je
MQLSRKGLEAIKFFEGLKLEAYEDSAGIPTIGYGTIRIGGKPVKMGMKITAEQAEQY
LLADVEKFVAAVNKAIKVPTSQNEFDALVSETYNIGITAMQDSTFIKRHNAGNKVG

CAEAMQWWNKVTVKGKKVTSNGLKNRRRMEADIYLDSVYPKLEHHHHHHHH.
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5. Diskuze

V pribéhu krystalizacni studie se podafilo vykrystalizovat krystaly vSech tii
lytickych enzymu. Krystaly vznikaly pfi téchto podminkach: PEG/Ion 1, krystalizacni
¢inidlo ¢islo 3 (0,2 M fluorid amonny, 20% w/v PEG 3350), pomér 3:1; PEG/Ion 1,
krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 7 (0,2 M dihydrat chloridu vapenatého, 20% w/v PEG 3350),
pomér 3:1 a 3:2; PEG/Ion 1, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 34 (0,2 M siran draselny, 20% w/v
PEG 3350), pomér 2:1; PEG/lon 1, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 40 (0,2 M dihydrat
hydrogenfosfore¢nanu sodného, 20% w/v PEG 3350), pomér 1:1 a 2:1. PEG/Ion 2,
krystaliza¢ni €inidlo ¢islo 23 (0,1 M DL kyselina jable¢na pH 7,0, 12% w/v PEG 3350),
pomér 3:1 a 3:2; PEG/Ion 2, krystalizacni ¢inidlo ¢islo 29 (0,1 M dvojsytny vinan amonny
pH 7,0, 12% wi/v PEG 3350), pomé&r 3:2; PEG/Ion 2, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 39 (0,04 M
kyselina citronova, 0,06 M BIS-TRIS propan, pH 6,4, 20% w/v PEG 3350), pomér 2:1 a
3:2., v ptipadé lytického enzymu LysAm24.

Krystaly lytického enzymu LysSi3 vznikaly za téchto podminek: PEG/lon 1,
krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 8 (0,2 M chlorid draselny, 20% w/v PEG 3350), pomér 3:1 a 2:1;
PEG/Ion 1, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 18 (0,2 M dusi¢nan draselny, 20% w/v PEG 3350),
pomér 3:1; PEG/Ion 1, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 24 (0,2 M dihydrat octanu lithného, 20%
w/v PEG 3350), pomér 3:1; PEG/Ion 1, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 38 (0,2 M dvojsytny vinan
amonny, 20% w/v PEG 3350), pomér 3:1 a 2:1; PEG/Ion 1, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 45
(0,2 M tetrahydrat trilithiumcitratu, 20% w/v PEG 3350), pomér 3:1. PEG/lon 2,
krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 10 (8% v/v Tacsimate pH 4,0, 20% w/v PEG 3350), pomér 3:1;
PEG/Ion 2, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 13 (4% v/v Tacsimate pH 6,0, 12% w/v PEG 3350)
pomér 1:1; PEG/Ion 2, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 14 (8% v/v Tacsimate pH 6,0, 20% w/v
PEG 3350), pomér 3:2; PEG/Ion 2, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 24 (0,2 M DL kyselina
jable¢na pH 7,0, 20% w/v PEG 3350), pomér 3:1 a 3:2; PEG/Ion 2, krystalizacni ¢inidlo
¢islo 30 (0,2 M dvojsytny vinan amonny pH 7,0, 20% w/v PEG 3350), pomér 1:1 a 3:1.

Pfi dodrZzeni téchto podminek: PEG/Ion 1, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 17 (0,2 M
dusi¢nan sodny, 20% w/v PEG 3350), pomér 2:1; PEG/Ion 1, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 31
(0,2 M monohydtat siranu lithného, 20% w/v PEG 3350), pomér 3:1; PEG/Ion 1,
krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 41 (0,2 M dihydrogenfosfore¢nan draselny, 20% w/v PEG 3350),
pomér 2:1 a 3:2. PEG/Ion 2, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 1 (0,1 M disodna stl kyseliny
malonové pH 4,0, 12% w/v PEG 3350), pomér 3:2; PEG/Ion 2, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 4
(0,2 M malonat sodny pH 5,0, 20% w/v PEG 3350), pomér 3:2; PEG/Ion 2, krystaliza¢ni

36



¢inidlo ¢islo 29 (0,1 M dvojsytny vinan amonny pH 7,0, 12% w/v PEG 3350), pomér 2:1;
PEG/Ion 2, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 30 (0,2 M dvojsytny vinan amonny pH 7,0, 20% w/v
PEG 3350), pomér 3:1; PEG/Ion 2, krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 31 (2% v/v Tacsimate pH 4,0,
0,1 M trihydrat octanu sodné¢ho pH 4,6, 16% w/v PEG 3350), pomér 3:1 a 2:1; PEG/Ion 2,
krystaliza¢ni ¢inidlo ¢islo 32 (2% v/v Tacsimate pH 5,0, 0,1 M dihydrat citronanu sodného
pH 5,6, 16% w/v PEG 3350), pomér 3:1 vznikaly krystaly lytického enzymu LysSt11.

Na zavér byla vyfeSena struktury lytického enzymu bakteriofagu LysSi3. U zbylych
enzymi musi dojit nejprve k optimalizaci, jelikoz krystaly téchto enzymii difraktovali pii 2A

(LysAm24) a pii 1,7A, coz neni vhodné pro feseni struktury.

Porter a kol (2006) krystalizovali lyticky enzym bakteriofagu PlyB, ktery ma silny
lyticky uc¢inek na kmen typu B. anthracis, ATCC 4342. Pocate¢ni pokusy o rist kvalitnich
krystalii byly neuspesné. Postupné byly nalezeny vhodné krystaliza¢ni podminky pro vnik
plnohodnotnych krystalii. Plnohodnotné krystaly vznikaly metodou visici kapky, ktera
obsahovala 0,5 pl vzorku bilkovinného roztoku, 0,5 pl zédsobniho roztoku pufru a 0,1 ul 0,1
M CuClz. Zasobni roztok pufru vznikl smichanim 0,1 M CH3COONa, pH 3,6 s 0,2 M
CH3COONH;4 déle s 32% (w/v) PEG 4000 a 0,1 pl 0,1 M CuClz. Reservoar obsahoval 0,5 ml
zasobniho pufru a krystalizace probihala pfi teploté¢ 4°C. Krystaly se zacaly objevovat po
tfech dnech s rozméry 0,3 x 0,1 x 0,1 mm3 Nasledné byly krystaly zmrazeny proudem

dusiku (100K) a byla provedena difrak¢ni analyza.

Difrakéni data byla ziskana o rozliSeni 1,6 A (Matthews, 1968). Struktura byla fesena
metodou molekularniho nahrazeni s vyuzitim programu MOLREP (Vagin a kol., 1997).
Model byl zalozeny na struktuie cellosylu, ktery byl pomoci serveru FFAS identifikovan
jako nejblizsi strukturni homolog katalytické domény PlyB (Jaroszewski a kol., 2005).
SmiSeny model byl sestrojen pomoci serveru SCRWL (Canutescu a kol., 2003). Pomoci
programu MOLREP bylo identifikovdno jednoznacné feSeni prvni molekuly. Struktura
druhé molekuly byla upfesnéna pomoci programu REFMAC (Murshudov a kol., 1997) a
COOQT (Emsley, a kol., 2004). Ovéieni struktury bylo provedeno pomoci programi COOT
(Emsley, a kol., 2004) a PROCHECK (Laskowski a kol., 1993). Vysledny model byl
vytvofen v programu PyMol (DeLano, 2002) a data byla ulozena v proteinové databazi

RCSB s PDB identifikatorem 2NWO.

Struktura lyticky enzym LysSi3 byla feSena podobné jako struktura lytického enzymu
PlyB. Difrakéni data byla ziskana o rozligeni 1,5A. 3D struktura lytického enzymu Si3 byla
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vyfeSena pomoci molekuldrniho nahrazeni pomoci homologni struktury 6et6 (Ref.). Pomoci
programu MOLREP (Vagin a kol., 1997) bylo identifikovano jednoznacné feSeni prvni
molekuly. Struktura enzymu byla upfesnéna pomoci programu REFMAC (Murshudov a
kol., 1997) a COOT (Emsley, a kol., 2004). Ovéfeni struktury bylo provedeno pomoci
programti COOT (Emsley, a kol., 2004) a PROCHECK (Laskowski a kol., 1993). Vysledny
model byl vytvofen v programu PyMol (DeLano, 2002. Data budou uloZena v nejblizsi dobé
V proteinové databazi RCSB.

Antonova a kol. (2019) také zkoumaly lytické enzymy LysAm24, LysSi3 a LysECD?.
Zabyvali se vlivem EDTA a rliznymi hodnotami pH na baktericidni aktivitu téchto enzymd.
Ke zhodnoceni baktericidni aktivity LysSi3 a LysAm24 byl vyuzit kmen A. baumannii Ts
50-16. Oproti exponencialné rostoucim bakteridlnim bunkam byla prokdzana zavislost
koncentrace na baktericidni aktivité LysAm24 a LysSi3. Pti koncentrace vyssi nez 5 pg/ml
pro lyticky enzym bakteriofdgu LysAm24 a vyssi nez 10 pg/ ml doSlo k uplné eliminaci
bakterialniho rastu, coz naznacuje, ze LysAm24 a LysSi3 by mohly mit baktericidni G¢inky
bez permeabilizace membran. Dale byly vyhodnoceny vlivy soli KCl a NaCl na aktivitu
téchto endolysinil. Byl prokdzan inhibi¢ni Ui€inek na aktivity obou lysind. Aktivita LysAm24
byla sniZzena témét dvojnasobné a to v pritomnosti 25mM NaCl, zatimco KCI mél stejny
ucine pti 50 mM. Aktivita LysSi3 byla inhibovana v pfitomnosti 50 mM NaCl i KCI. Oba
lytické proteiny snasely ptitomnost KCI Iépe nez NaCl.

Byly také zkoumany rtizné pufrovaci systémy, konkrétné pufry na bazi fosforecnanu
sodného a draselného pfi riznych koncentracich a pii pH 7,5. Vysledky testii hodnoticich
ucinky fosfatovych pufri v koncentracich 5, 10 a 50 mM na aktivitu enzymu ukdzaly, Ze
nejvhodnéjsi koncentrace byla 5 mM, pfi¢emz pufr, obsahujici fosfore¢nan draselny (pH 7,5)
je optimalni pro lyticky enzym bakteriofagu LysAm24 a pufr obsahujici fosfore¢nan sodny
(pH 7.5) je optimalni pro LysSi3.

Nejvyssi baktericidni aktivitu LysAm24 a LysSi3 v Tris HCI pufru bylo zpozorovano za
stfedné kyselych podminek (pH 5,0 — 6,0). Jakmile doslo ke zvySeni pH na 6,5 — 7, aktivita
enzymdu se sniZila. U enzymu LysAm?24 se snizila na 45 %, u enzymu LysSi3 na 30 % své
pocatecni aktivity.

Navic byl hodnocen ucinek EDTA, ktera se pouZiva jako membranovy permeabilizér ke
zvySeni bakteriolytické aktivity lysini. Synergie mezi EDTA a témito enzymy byla
pozorovatelna za neutralnich a alkalickych podminek (pH 6,5 — 8,5). U lysinii LysAm 24 a
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LysSi3 byl pozorovan velmi vyrazny ucinek, doslo k téméf uplnému obnoveni aktivity a to

pti hodnotach pH 6,5 — 7,0.

McGowan a kol. (2012) se zabyvaly rentgenovou difrakéni analyzou lytického enzymu
bakteriofagu PlyC, ktery patfi k nejucingjSim lytickym enzymGm. Navic byl ziskan
z grampozitivnich bakterii a je prozatim jediny, ktery byl z téchto bakterii ziskan. Lysiny
LysAm?24, LysSi3 a LysStl1 patii na rozdil od PlyC ke gramnegativnim bakteriim. Krystaly

vhodné¢ pro rentgenovou difrak¢éni analyzu vznikaly metodou visici kapky s pomérem 1:1.

Jelikoz dochazi k rostouci antimikrobialni rezistanci, dochazi ke zkoumani vice lytickych
enzymu. Lytické enzymy, které by byly u¢inné proti kmeni A. baumannii zkoumali Ghose a
kol. (2020). Jedna se o gramnegativni lytické enzymy LysAB2 a PlyF307, které maji proti

kmentim A. baumannii velmi vyznamnou in vitro baktericidni aktivitu.

Po srovnani podminek pro krystalizaci lytickych enzym bakteriofagh LysAm24, LysSi3
a LysSt11 a vySe uvedeného lytického enzymu PlyB lze fici, ze lytické enzymy bakteriofagt
LysAm24, LysSi3 a LysStl1 byly krystalizovany metodou sedici kapky, zatimco lyticky
enzym PlyB byl krystalizovan metodou visici kapky.

Odlisné je i slozeni krystalizacniho roztoku, ktery také obsahoval 0,1 M CH3COONa, pH
3,6 s 0,2 M CH3COONH4 dale s 32% (w/v) PEG 4000 a 0,1 ul 0,1 M CuClz Vv pfipadé
lytického enzymu PlyB, zatimco u lytickych enzymii LysAm24, LysSi3 a LysStll byl
pouzit PEG 3350 o rliznych koncentracich.
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6. Zavér

Teoreticka ¢ast diplomové prace se vénuje popisu struktury krystalu. Dale se zabyva
rentgenovou difrakéni analyzou a popisem principu difrakce. Dalsi dil této Casti se zabyva
rentgenovym difrak¢nim experimentem a fazovym problémem. Dale popisuje, jak 1ze fazovy
problém vyftesit. Posledni dil teoretické casti se zamétuje na popis a vyznam lytickych
enzyml a poté konkrétné¢ na informace o lytickych enzymech bakteriofagh LysAm24,
LysSi3 a LysSt11.

Prakticka Cast prace popisuje postup pii krystalizovani lytickych enzymt bakteriofaga
LysAm24, LysSi3 a LysStll. Pfi krystalizaci byla pouzita komeré¢né dostupna sada
krystaliza¢nich ¢inidel PEG/Ion 1 a PEG/Ion 2, jejichz slozeni je uvedeno v Pfilohéch.
Celkem bylo pouZito 96 rlUznych krystalizacnich cinidel a testovano 386 riiznych
krystaliza¢nich podminek. Krystalizace probihala pii 4°C v chladicim zafizeni metodou
sedici kapky. V piipad¢ krystalizace lytického enzymu LysAm24 vznikly krystaly vhodné
k rentgenové difrakéni analyze ve 2,86 % kapek. U lytického enzymu LysSi3 doslo ke
vzniku vhodnych krystalti ve 3,65 % kapek. U tretiho lytického enzymu LysStl1 vznikly
vhodné krystaly ve 2,86 % kapek.

Dalsim krokem bylo testovani vzniklych krystal a ovéfeni, ze se skute¢né jednd o
krystaly proteinu, coz bylo i jednim z cila této prace. K otestovani krystald byl pouzit barvici
test a test drcenim. Oba dva testy prokazaly, Ze se ve vSech piipadech jednd o krystaly
proteinu, a Ze pii krystalizaci nedoSlo ke vzniku krystalli neZadoucich soli. Zavér praktické
¢asti se vénuje poslednimu testovani krystald. Tyto krystaly byly testovany rentgenovou
difrakéni analyzou, diky které byla ziskana i1 difrakéni data potfebna pro dal§i urceni
struktury. Difrakéni obrazec byl naméfen s rozlisenim 2A v ptipadé lytického enzymu
bakteriofagu LysAm24, 2A pro lyticky enzym bakteriofagu LysSi3 a o rozliseni 1,5A pro
lyticky enzym bakteriofagu LysSt11.

V zavéru prace jsou srovnany podminky krystalizace lytickych enzymt bakteriofagl
LysAm24, LysSi3 a LysStll a zaznamenany 3D snimky struktury lytického enzymu.
Struktura byla uréena z difrakénich dat o rozligeni 1,5A metodou molekularniho nahrazeni
pomoci homologni struktury 6et6 (Ref.). Néasledné bylo identifikovano jednoznacné feseni
prvni molekuly a poté upiesnéna struktura proteinu. Poslednim krokem bylo ovéfeni

struktury a vysledné modelovani struktury.
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8. Prilohy
8.1 Slozeni krystaliza¢nich ¢inidel pouzitych pro krystalizaci lytickych

enzymu

PEG/lon Screen™ - HR2-126 Scoring Sheet

0.2 M Sodium fluoride, 20% wi/v Polyethylene glycol 3,350
0.2 M Potassium fluoride, 20% wi/v Polyethylene glycol 3,350

0.2 M Ammonium fluoride, 20% w/v Polyethylene glycol 8,350
0.2 M Lithium chloride, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
0.2 M Magnesium chloride hexahydrate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
0.2 M Sodium chloride, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
0.2 M Calcium chloride dihydrate, 20% wi/v Polyethylene glycol 3,350
0.2 M Potassium chloride, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
0.2 M Ammonium chloride, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
. 0.2 M Sodium iodide, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
. 0.2 M Potassium iodide, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
. 0.2 M Ammonium iodide, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
. 0.2 M Sodium thiocyanate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
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. 0.2 M Potassium thiocyanate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
. 0.2 M Lithium nitrate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
. 0.2 M Magnesium nitrate hexahydrate, 20% wi/v Polyethylene glycol 3,350
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. 0.2 M Sodium nitrate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
. 0.2 M Potassium nitrate, 20% wi/v Polyethylene glycol 3,350
. 0.2 M Ammonium nitrate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
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. 0.2 M Magnesium formate dihydrate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
. 0.2 M Sodium formate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 0.2 M Potassium formate, 20% wi/v Polyethylene glycol 3,350

. 0.2 M Ammonium formate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
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. 0.2 M Lithium acetate dihydrate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
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. 0.2 M Magnesium acetate tetrahydrate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
. 0.2 M Zinc acetate dihydrate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 0.2 M Sodium acetate trihydrate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 0.2 M Calcium acetate hydrate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
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. 0.2 M Potassium acetate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
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. 0.2 M Ammonium acetate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 0.2 M Lithium sulfate monohydrate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 0.2 M Magnesium sulfate heptahydrate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 0.2 M Sodium sulfate decahydrate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 0.2 M Potassium sulfate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 0.2 M Ammonium sulfate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 0.2 M Sodium tartrate dibasic dihydrate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 0.2 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate, 20% wi/v Polyethylene glycol 3,350

(]
Pt

[~
N

[
@

w
g

w
o,

8

w
3

W
@

. 0.2 M Ammonium tartrate dibasic, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
. 0.2 M Sodium phosphate monobasic monohydrate, 20% wi/v Polyethylene glycol 3,350
. 0.2 M Sodium phosphate dibasic dihydrate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
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. 0.2 M Potassium phosphate monobasic, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
. 0.2 M Potassium phosphate dibasic, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

R

S
W

. 0.2 M Ammonium phosphate monobasic, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
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. 0.2 M Ammonium phosphate dibasic, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
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. 0.2 M Lithium citrate tribasic tetrahydrate, 20% wi/v Polyethylene glycol 3,350
. 0.2 M Sodium citrate tribasic dihydrate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
. 0.2 M Potassium citrate tribasic monohydrate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
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. 0.2 M Ammonium citrate dibasic, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350
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PEG/lon 2 Screen™ - HR2-098 Scoring Sheet

1

0.1 M Sodium malonate pH 4.0, 12% w/v Polyethylene glycol 3,350

0.2 M Sodium malonate pH 4.0, 20% wi/v Polyethylene glycol 3,350

0.1 M Sodium malonate pH 5.0, 12% w/v Polyethylene glycol 3,350

0.2 M Sodium malonate pH 5.0, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

0.1 M Sodium malonate pH 6.0, 12% w/v Polyethylene glycol 3,350

0.2 M Sodium malonate pH 6.0, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

0.1 M Sodium malonate pH 7.0, 12% w/v Polyethylene glycol 3,350

0.2 M Sodium malonate pH 7.0, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

4% viv Tacsimate™ pH 4.0, 12% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 8% v/v Tacsimate™ pH 4.0, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 4% viv Tacsimate™ pH 5.0, 12% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 8% v/v Tacsimate™ pH 5.0, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 4% v/v Tacsimate™ pH 6.0, 12% w/v Polyethyiene glycol 3,350

. 8% v/v Tacsimate™ pH 6.0, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 4% viv Tacsimate™ pH 7.0, 12% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 8% viv Tacsimate™ pH 7.0, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 4% v/v Tacsimate™ pH 8.0, 12% wi/v Polyethylene glycol 3,350

. 8% v/v Tacsimate™ pH 8.0, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 0.1 M Succinic acid pH 7.0, 12% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 0.2 M Succinic acid pH 7.0, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 0.1 M Ammonium citrate tribasic pH 7.0, 12% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 0.2 M Ammonium citrate tribasic pH 7.0, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 0.1 M DL-Malic acid pH 7.0, 12% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 0.2 M DL-Malic acid pH 7.0, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 7.0, 12% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 0.2 M Sodium acetate trihydrate pH 7.0, 20% wi/v Polyethylene glycol 8,350

. 0.1 M Sodium formate pH 7.0, 12% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 0.2 M Sodium formate pH 7.0, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

0.1 M Ammonium tartrate dibasic pH 7.0, 12% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 0.2 M Ammonium tartrate dibasic pH 7.0, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 2% vlv Tacsimate™ pH 4.0, 0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6, 16% wiv Polyethylene glycol 3,350

. 2% viv Tacsimate™ pH 5.0, 0.1 M Sodium citrate tribasic dihydrate pH 5.6, 16% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 2% viv Tacsimate™ pH 6.0, 0.1 M BIS-TRIS pH 6.5, 20% wi/v Polyethylene glycol 3,350

. 2% v/v Tacsimate™ pH 7.0, 0.1 M HEPES pH 7.5, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 2% viv Tacsimate™ pH 8.0, 0.1 M Tris pH 8.5, 16% w/v Polyethylene glycol 3,350

. (0.07 M Citric acid, 0.03 M BIS-TRIS propane / pH 3.4), 16% w/v Polyethylene glycol 3,350

. (0.06 M Citric acid, 0.04 M BIS-TRIS propane / pH 4.1), 16% w/v Polyethylene glycol 3,350

. (0.05 M Citric acid, 0.05 M BIS-TRIS propane / pH 5.0), 16% w/v Polyethylene glycol 3,350

. (0.04 M Citric acid, 0.06 M BIS-TRIS propane / pH 6.4), 20% w/v Polyethylene giycol 3,350

. (0.03 M Citric acid, 0.07 M BIS-TRIS propane / pH 7.6), 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

. (0.02 M Citric acid, 0.08 M BIS-TRIS propane / pH 8.8}, 16% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 0.02 M Calcium chloride dihydrate, 0.02 M Cadmium chloride hydrate,

0.02 M Cobalt(lf) chloride hexahydrate, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 0.01 M Magnesium chloride hexahydrate, 0.005 M Nickel(ll) chloride hexahydrate

0.1 M HEPES sodium pH 7.0, 15% w/v Polyethylene glycol 3,350

44,

0.02 M Zinc chloride, 20% wiv Polyethylene glycol 3,350

. 0.15 M Cesium chloride, 15% w/v Polyethylene glycol 3,350

46.

0.2 M Sodium bromide, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350

47.

1% wiv Tryptone, 0.001 M Sodium azide, 0.05 M HEPES sodium pH 7.0, 12% w/v Polyethylene glycol 3,350

. 1% w/v Tryptone, 0.001 M Sodium azide, 0.05 M HEPES sodium pH 7.0, 20% w/v Polyethylene glycol 3,350 ]
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8.2 Schéma krystalizace lytickych enzymi bakteriofagi LysAm24, LysSi3
a LysStll

Na nasledujicich tabulkach je schematicky znazornéna krystalizace lytickych enzymi
metodou sedici kapky. Tab. Il, 111, IV, V zndzornuji krystalizaci enzymu LysAm24, Tab VI,
VII, VI, IX znazornuji krystalizaci LysSi3 a Tab. X, XI, XII, Xl znazoriuji krystalizaci

enzymu LysStl1. Reservoar obsahoval vzdy 100 ul krystaliza¢niho ¢inidla.
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Tab. Il: Schéma krystaliza¢ni destiCky pro lyticky enzym bakteriofagu LysAm24 s
krystaliza¢nim ¢inidlem PEG/Ion 1, ¢inidlo ¢islo 1 az 24.

LysAm24
PEG/lon 1
100 pl

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢ 1 &2 ¢ 3 [

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
&5 &6 &7 [}

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢.9 ¢. 10 ¢ 11 ¢ 12

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢ 13 ¢ 14 ¢ 15 ¢ 16

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo Cinidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢ 17 ¢. 18 ¢ 19 ¢. 20

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢ 21 €. 22 ¢. 23 & 24
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Tab. II: Schéma krystalizaéni destiCky pro lyticky enzym bakteriofagu LysAm24 s
krystaliza¢nim ¢inidlem PEG/Ion 1, ¢inidlo ¢islo 25 az 48.

LysAm24
PEG/lon 1
100 pul

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
&. 25 ¢. 26 &. 27 ¢. 28

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢. 29 & 30 ¢ 31 & 32

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢. 33 ¢. 34 ¢ 35 ¢. 36

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
& 37 ¢ 38 & 39 &. 40

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢ 41 ¢. 42 ¢. 43 ¢. 44

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
&. 45 & 46 & 47 ¢. 48
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Tab. IV Schéma krystalizaéni desticky pro lyticky enzym bakteriofagu LysAm24 s

krystalizaénim ¢inidlem PEG/lon 2, ¢inidlo ¢islo 1 az 24.

LysAm24
PEG/lon 2
100 pl

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢ 1 () ¢ 3 ¢. 4

¢inidlo ¢inidlo Cinidlo ¢inidlo
¢ 5 ¢. 6 ¢ 7 ¢. 8

Cinidlo ¢inidlo Cinidlo ¢inidlo
&9 & 10 ¢ 11 & 12

&inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢. 13 ¢ 14 ¢. 15 ¢ 16

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢ 17 ¢. 18 ¢. 19 ¢. 20

dinidlo ¢inidlo Cinidlo ¢inidlo
¢ 21 &. 22 ¢. 23 & 24
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Tab. V: Schéma krystalizaéni desticky pro Iyticky enzym bakteriofagu LysAm24 s
krystaliza¢nim ¢inidlem PEG/Ion 2, ¢inidlo ¢islo 25 az 48.

LysAm24
PEG/lon 2
100 ul

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢. 25 ¢. 26 ¢. 27 ¢. 28

Cinidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢. 29 ¢. 30 ¢. 31 ¢. 32

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
€. 33 & 34 & 35 & 36

¢inidlo Cinidlo Cinidlo ¢inidlo
& 37 & 38 & 39 & 40

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢. 41 ¢. 42 ¢. 43 ¢. 44

Cinidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢. 45 ¢. 46 ¢. 47 ¢. 48
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Tab. VI Schéma krystalizacni desticky pro Iyticky enzym bakteriofagu LysSi3 s
krystaliza¢nim ¢inidlem PEG/Ion 1, Cinidlo ¢islo 1 az 24.

LysSi3
PEG/lon 1
100 pl

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo Cinidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢ 1 &2 ¢ 3 ¢. 4

¢inidlo ¢inidlo Cinidlo ¢inidlo
[ &6 [ ¢. 8

¢inidlo ¢inidlo Cinidlo ¢inidlo
¢.9 ¢ 10 ¢ 11 ¢ 12

Cinidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢. 13 ¢. 14 ¢. 15 é. 16

Cinidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢. 17 ¢. 18 ¢. 19 ¢. 20

Cinidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢. 21 ¢. 22 ¢. 23 ¢. 24
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Tab. VII: Schéma krystaliza¢ni desticky pro lyticky enzym bakteriofagu LysSi3 s krystalizacnim
¢inidlem PEG/Ion 1, ¢inidlo ¢islo 25 az 48.
LysSi3
PEG/lon 1
100 ul

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢. 25 & 26 & 27 ¢. 28

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢. 29 & 30 ¢ 31 ¢ 32

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢. 33 ¢. 34 &. 35 ¢. 36

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢. 37 ¢. 38 ¢. 39 ¢. 40

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢ 41 & 42 ¢. 43 ¢. 44

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢. 45 & 46 & 47 ¢. 48
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Tab. VIII: Schéma krystalizacni desticky pro lyticky enzym bakteriofagu LysSi3 s
krystaliza¢nim ¢inidlem PEG/Ion 2, Cinidlo ¢islo 1 az 24.

LysSi3
PEG/lon 2
100 pl

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo Cinidlo ¢inidlo Cinidlo
¢ 1 [ ) ¢ 3 ¢. 4

¢inidlo Cinidlo ¢inidlo Cinidlo
&5 .6 [ ¢. 8

¢inidlo Cinidlo ¢inidlo Cinidlo
&9 ¢ 10 ¢ 11 ¢. 12

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢. 13 ¢. 14 ¢. 15 ¢. 16

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢ 17 ¢. 18 ¢. 19 ¢. 20

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢. 21 &. 22 ¢. 23 ¢. 24
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Tab. IX: Schéma krystalizacni desticky pro lyticky enzym bakteriofagu LysSi3 s
krystaliza¢nim ¢inidlem PEG/Ion 2, ¢inidlo ¢islo 25 az 48.

LysSi3
PEG/lon 2
100 pl

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
& 25 ¢. 26 ¢. 27 ¢. 28

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢. 29 ¢. 30 ¢ 31 ¢. 32

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢. 33 ¢ 34 ¢. 35 ¢. 36

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
& 37 ¢ 38 ¢. 39 ¢. 40

Cinidlo ¢inidlo ¢inidlo dinidlo
¢. 41 ¢. 42 ¢. 43 ¢. 44

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
&. 45 ¢. 46 ¢. 47 ¢. 48
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Tab. X: Schéma krystaliza¢ni desticky pro lyticky enzym bakteriofagu LysStll s
krystaliza¢nim ¢inidlem PEG/Ion 1, Cinidlo ¢islo 1 az 24.
LysStl11l
PEG/lon 1
100 pl

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢ 1 [ &3 & 4

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢ 5 é. 6 &7 ¢. 8

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢.9 ¢. 10 ¢ 11 ¢ 12

Cinidlo Cinidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢ 13 & 14 & 15 & 16

Cinidlo Cinidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢ 17 ¢. 18 ¢. 19 &. 20

&inidlo Cinidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢. 21 ¢. 22 ¢. 23 &. 24
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Tab. XlI: Schéma krystaliza¢ni desticky pro lyticky enzym bakteriofagu LysStll s
krystaliza¢nim ¢inidlem PEG/Ion 1, ¢inidlo ¢islo 25 az 48.

LysSt11l
PEG/lon 1
100 pl

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo ¢&. ¢inidlo ¢&. ¢inidlo ¢&. ¢inidlo ¢&.
25 26 27 28

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo €. ¢inidlo €. ¢inidlo €. ¢inidlo €.
37 38 39 40

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo ¢&. ¢inidlo ¢&. ¢inidlo ¢&. &inidlo ¢&.
41 42 43 44

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo €. ¢inidlo €. ¢inidlo €. ¢inidlo €.
45 46 47 48
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Tab. XII: Schéma krystalizacni desticky pro lyticky enzym bakteriofagu LysStll s
krystaliza¢nim ¢inidlem PEG/Ion 2, Cinidlo ¢islo 1 az 24.
LysStl1l
PEG/lon 2
100 pl

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
&1 ¢ 2 ¢ 3 ¢ 4

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
[ ¢. 6 [ [ ]

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
&9 ¢ 10 ¢ 11 ¢ 12

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢. 13 ¢ 14 & 15 ¢. 16

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢ 17 ¢. 18 ¢ 19 ¢. 20

¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo ¢inidlo
¢. 21 & 22 ¢ 23 ¢. 24
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Tab. XIIl: Schéma krystaliza¢ni desticky pro lyticky enzym bakteriofagu LysStll s
krystaliza¢nim ¢inidlem PEG/Ion 2, ¢inidlo ¢islo 25 az 48.

LysSt11
PEG/lon 2
100 pl

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo ¢&. ¢inidlo ¢&. ¢inidlo &. ¢inidlo &.
25 26 27 28

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

¢inidlo ¢&. ¢inidlo ¢. ¢inidlo ¢. ¢inidlo ¢.
29 30 &L 32

1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1 1:1 3:1

Cinidlo ¢&. ¢inidlo &. ¢inidlo &. ¢inidlo &.
33 34 35 36

1:1 1:3 1:1 1:3 1:1 1:3 1:1 1:3

¢inidlo ¢. ¢inidlo ¢&. ¢inidlo ¢. ¢inidlo ¢.
41 42 43 44
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