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Anotace

Bakalafska prace je zamétena na studii zatim necharakterizovaného bakteriofagového
lysinu Ap22. Bakteriofagovy lysin Ap22 mize byt vhodnym kandidatem pii hledani
alternativnich antibiotik, ktera mohou slouzit k 1é¢b¢ infek¢nich nemoci. Hlavnim cilem prace
bylo osvojit si metody krystalizace a piipravit vhodny monokrystal lysAp22, a tim ziskat
difrakéni data, ktera budou slouzit k naslednému urcovani struktury lysAp22 v dalich

vyzkumech.

Annotation

This bachelor thesis is focused on the study of the as yet uncharacterized bacteriophage
lysin Ap22. Bacteriophage lysin Ap22 may be a suitable candidate in the search for alternative
antibiotics that can be used to treat infectious diseases. The main goal of this work was to
master the methods of crystallization and prepare a suitable single crystal lysAp22 and thus
obtain diffraction data which will be used for the subsequent determination of the structure of

lysAp22 in further research.
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1 Uvod

Pro pochopeni bunéénych procesii je nezbytna znalost trojrozmérné struktury proteinti
a dalsich makromolekul. Vyznamnou biofyzikdlni metodu, pro stanoveni struktury je
rentgenova difrakéni analyza, ktera stanovuje strukturu na zakladé jejich atomarniho sloZeni.
K tomu, aby se metoda dala vyuzit je nezbytnou a nutnou podminkou vypéstovat kvalitni
V procesu zjistovani struktury makromolekul.

Proteinova krystalografie se zabyva hledanim vhodnych podminek pro rust krystala,
které maji dostate¢nou kvalitu a velikost pro naslednou analyzu.

Teoreticka ¢ast bakalarské prace strucné popisuje proteiny, lysozym a bakteriofagové
lysiny, které mohou slouzit jako alternativni ndhrada antibiotik. Déle se zabyva tim, co je to
krystal a rozdily mezi krystaly proteinti a krystaly soli. Poté stru¢né€ popisuje historicky vyvoj
a proces krystalizace, fazovy diagram a zakladni krystaliza¢ni metody, které jsou nezbytné
k vypéstovani krystali. V neposledni fad¢é pojednava o testovani krystald, a jejich ovéfeni na
proteinovy ptvod. Na zavér je zminéna makromolekularni databaze.

Prakticka C¢ast je zaméfena na osvojeni zdkladnich krystalizacnich metod na
modelovém proteinu lysozymu. Tyto metody pak byly vyuzity pii krystalizaci
bakteriofadgového lysinu Ap22 v Sirokém rozsahu podminek. Vybrané podminky pak byly
nadale optimalizovany. Na zavér jsou uvedeny vysledky z rentgenové difrakéni analyzy

zkoumaného proteinu.



2  Cil prace
Cilem bakalatské prace bylo:

e  Zvladnout zékladni a pokrocilé krystalizacni metody na modelovém proteinu

e Charakterizovat studovany protein a nalézt krystalizatni podminky pro piipravu

proteinovych krystalti

e Optimalizovat krystalizacni podminky a pfipravit krystaly proteinu Ap22 v difrakcni

kvalitné

e Otestovat pfipravené krystaly a pokusit se ziskat difrak¢ni data.



3  Literarni prehled
3.1 Charakteristika proteini

Proteiny jsou nejuniverzalnéjs$i makromolekuly nachazejici se v Zivych systémech a
zastupujici rizné funkce téméf ve vSech biologickych procesech. Funguji jako katalyzatory
metabolickych reakci, replikuji DNA, transportuji a ukladaji dal§i molekuly napft. kyslik,
poskytuji stavbu a podporu bunikam a ve vétSim méfitku generuji pohyb, pienaseji nervové
impulsy a poskytuji imunitni ochranu?.

Zakladnim stavebnim prvkem proteinli jsou aminokyseliny. Konkrétné je protein
tvoren jednim nebo vice linedrnimi fetézci aminokyselin, z nich kazdy se nazyva polypeptid.
Na struktufe proteini se podili 20 zakladnich aminokyselin. Aminokyseliny sdileji zadkladni
strukturu, kterd se sklada z centralniho atomu uhliku, také nazyvany jako alfa (o) uhlik, na
ktery se vaze aminoskupina (-NHz), karboxylova skupina (-COOH) a atom vodiku. Kazda
aminokyselina mé dal$i atom nebo skupinu atomt, znamou jako skupina ,,R*, kterd urcuje
identitu aminokyseliny. Vlastnosti postranniho fetézce aminokyselin urcuji jejich chemické
chovani, tj. zda je aminokyselina povazovana za hydrofobni, hydrofilni, polarni ¢i nepolarni,
pozitivné nebo zaporné nabitd. Naptiklad aminokyseliny jako je valin a leucin jsou nepolarni
a hydrofobni, zatimco serin a glutamin jsou polarni a hydrofilni. Lysin a arginin jsou
povazovany za pozitivné nabité, aspartdt a glutamat jsou naopak povazovany za zaporné
nabité?,

Proteiny jsou biopolymery s velkou relativni molekulovou hmotnostni, slozené
z aminokyselin, které se k sob¢ vazou kovalentni vazbou znama jako peptidova vazba. Béhem
syntézy proteinti se karboxylova skupina navdze na aminoskupinu jiné¢ aminokyseliny za
uvolnéni vody a tvoii peptidovou vazbu (-NH-CO-). Polypeptidovy fetézec ma dva konce,
které jsou od sebe chemicky odliSné. Na jednom konci, kde ma polypeptid volnou
aminoskupinu se nazyva amino-konec (N-konec, N-terminus), na druhém konci fetézce je
volna karboxylova skupina a je znamy pod nazvem karboxy-konec (C-konec, C-terminus)?.

Proteinova struktura ma cCtyfi zakladni stupné: primarni, sekundarni a terciarni a
kvartérni. Primarni strukturu tvoti sekvence aminokyselin v polypeptidovém fetézci. Skladani
polypeptidu v nékterych oblastech vede k sekundarni struktuie, kde nejbéznéjsi struktury jsou
a-helix (a-Sroubovice) a B-sheet (B-skladany list). Interakce mezi ,,R“ skupinami vytvareji
tercialni a trojrozmérnou strukturu proteini. VSechny interakce, jak slabé tak silné, urcuji

tercialni strukturu proteinti, pokud protein ztrati sviij trojrozmérny tvar, nemusi jiz byt nadale



funk¢ni. Nékteré proteiny jsou tvoieny z né€kolika polypeptidd, také zndmy jako podjednotky,

a interakce téchto podjednotek tvoii kvartérni strukturu proteint?.

3.1.1 Lysozym

Lysozym (EC 3.2.1.17) je hydrolaza, antimikrobialni enzym, produkovany zvifaty a je
soucasti pfirozeného imunitniho systému. Enzym funguje tak, Ze Gtoc¢i, hydrolyzuje a rozbiji
glykosidické vazby v peptidoglykanech, které se nachazeji v bunéénych sténach baktérii,
zejména grampozitivnich®4,

Lysozym extrahovany ze slepi¢ich vaje¢nych bilki je tvofen jednim fetézcem
slozeného ze 129 aminokyselin a jeho molekulova velikost ¢ini 14,3 kDa. Lysozym
extrahovany z husich vajecnych bilkl je taktéz tvofen jednim fetézcem, avSak obsahuje 185
aminokyselin a jeho molekulova velikost je 20,3 kDa>.

U lysozymu jsou velmi dobfe znamé jeho krystalizaéni podminky. Zaroven jeho

schopnost tvorit krystaly, ho ¢ini oblibenym modelovym proteinem.

3.1.2 Bakteriofagové lysiny

Bakteriofagové lysiny jsou peptidoglykanové hydrolazy kodované v dsDNA
bakteriofagl (déle jiz jen jako fagl), které jako purifikované rekombinantni proteiny pfi
vnéjSim pouziti na grampozitivni bakterie zptsobuji rychly rozklad bunétnych stén a
naslednou smrt bakterialni buiiky. Rada studii neddvno prokézala slibny potencial téchto
enzymi v humanni a veterindrni medicin€, v bio obran¢ zahrnujici detekci, diagnostiku a
naslednou 1écbu patogenli na sliznicich a v eliminaci patogent v potravinach a kontrolu
fytopatogenti. S rostouci celosvétovou pievahou bakterii, které jsou rezistentni na antibiotika,
piedstavuji fagové lysiny novou, slibnou a alternativni skupinu antibakterialnich latek v boji
proti infekénim chorobam®.

Fagy jsou viry, které specificky infikuji bakterie. BEhem svého Zivotniho cyklu fagové
prenaseji svoji DNA do bunék béhem bakterialni infekce a bunika néasledné vylucuje nové
viriony’. Poprvé byly objeveny v ,,pfed-antibiotické* éfe v roce 1917 d'Herellem, avsak jejich
antibakterialni chovani bylo popsano jiz diive v roce 1896 Hankinem a pozd¢ji v roce 1915
Twortem®.

Bakteriofdgové (n¢kdy taky nazyvané bakteridlni viry) jsou nejhojnéjSim
mikrobialnim zastupcem na Zemi s odhadem 103 &astic, coZ je desetkrat vice nez maji
bakterie. Fagové pro své velké mnozstvi prostupuji celou biosférou, pies ptidu do motského
prostiedi, pres atmosféru az do lidského t&la®. Fagové prostiednictvim svého neustdlého

lytického cyklu udrzuji rovnovahu vSech ekosystému na planeté (i téch v lidském téle) tim, Ze



méni slozeni pivodnich bakterialnich komunit. Z toho divodu a nedostatku predatord, neni
pochyb o tom, ze fagové tidi biosféru, protoze sedi na vrcholu biologického potravniho
fetézcel®.

Podle Fischettiho™ jsou lysiny, diky nékolika jedine¢nym vlastnostem, atraktivngjsi
enzybiotika nez antibiotika s malymi molekulami. Mezi né patfi: 1. jejich specifi¢nost pro
patogeny bez naruseni bézné mikroflory, 2. nizkd Sance na vyvoj bakterialni rezistence, 3.
jejich schopnost ,,zabijet kolonizujici patogeny na povrchu sliznic. Jednim z moznych
problémi lysinu mize byt jejich imunogenicita, tj. schopnost vyvolavat buné¢nou imunitni
odpovéd’, jakozto proteinové molekuly!!. Dosavadni studie vSak dokazuiji, ze lysin-specifické

121314 " c07 znamena, e lysiny Ize pouzit

protilatky nejsou neutralizujici jak in vivo, tak in vitro
opakované pfi 16¢bé infekci zpiisobené adaptujicimi se patogeny™®.

Bakteriofag Ap22 lyticky pro Acinetobacter baumannii byl klasifikovan jako ¢len
rodiny Myoviridae. Fag ma ikosahedrickou hlavu o priméru 64 nm a stazitelny ocas o délce
85 — 90 nm, nadale ma bakteriofag dvouietézovou DNA o velikosti 46kb. Bylo prokazano, ze
bakteriofag specificky infikuje 68 % (89 ze 130) genotypové odlisnych kment A. baumanni,
které jsou rezistentni na antibiotika. Bakteriofdg Ap22 by tedy mohl byt pouzit jako

potencialni kandidét pii 16¢bé infekci spojenych s A. baumanniit®.

3.2 Proteinové krystaly

Krystal nebo krystalicky pevna latka je pevny material, jehoZ slozky (jako jsou atomy,

molekuly nebo ionty) jsou uspotadany v mikroskopické struktuie a tvoii krystalovou miizku,
ktera se rozprostira viemi sméry'’. Podle krystalografického slovniku, dostupného online zni
pfesna definice krystalu takto: “Krystal je jakdkoliv pevna latka, jejiz difrakcni obrazec je
bodovy“18,
Slovo ,.krystal“ pochazi ze slova feckého puvodu ,,krustallos, coz v piekladu znamena
,cisty led®. Krystaly proteind, stejn€ jako led jsou velmi dobife chemicky definovany. Velmi
Casto tvofi pfesné a pravidelné geometrické utvary, které jsou Ciré a lehce lesklé. Ne nadarmo
je proces krystalizace bran jako symbol istoty a dokonalosti'®.

Makromolekularni krystaly jsou slozeny pfiblizné z 50 % rozpoustédla (coz se muze
lisit v rozmezi 25 — 90 % s ohledem na to, o jakou konkrétni makromolekulu se jedna).
Zbyvajici prostor zabira protein nebo nukleova kyselina, tudiz cely krystal je v mnoha
ohledech uspofadanym systémem, ktery je prostoupeny mnoha intersticialnimi prostory, pies
které volné difunduje rozpoustédlo a dalsi malé molekuly?. Pocet vazeb (napt. solné miistky,

vodikové vazby nebo hydrofobni interakce) poskytuji miizkové interakce, které jsou nezbytné



K udrzeni krystali. Makromolekularni krystaly daleko pfevySuji po¢tem téchto vazeb, nez
anorganické krystaly soli a to do zna¢né miry vysvétluje rozdil v jejich vlastnostech?:?,
Krystaly makromolekul a krystaly nizkomolekularnich sloucenin jsou si velmi
podobné ve své morfologii a vzhledu, existuji vSak u nich zna¢né praktické rozdily. Krystaly
nizkomolekularnich sloucenin se vyznacuji pevnymi miizovymi silami, jsou vysoce
uspotadané, obecné jsou fyzicky tvrdé a kiehké, je s nimi snadna manipulace, 1ze je obvykle
mozné vystavit je vzduchu, vykazuji silné optické vlastnosti a intenzivné difraktuji rentgenové
zaieni. Makromolekularni krystaly jsou obvykle mens$i velikosti, jsou pomérné¢ mekké a
snadno se rozpadaji, pokud se nechaji dehydratovat, tak se rozpadaji, vykazuji slabé optické
vlastnosti a pomérn¢ hufe difraktuji rentgenové zafeni. DalSimi rozdily jsou, Ze
makromolekuly mohou tvofit nékolik druht pevnych stavi, jako jsou amorfni srazeniny, gely
nebo oleje, tak i krystaly?°. Dale makromolekularni krystaly nukleuji p¥i vysokych tirovnich
presyceni, ¢asto o dva az tii fady vétsi, nez je nutné k udrzeni jejich ristu a kinetika nukleace

je o dva az tii fady pomalejsi nez u nizkomolekularnich krystalg?,

3.3 Struény vyvoj a iivod do proteinové krystalografie

Krasa krystalizace saha az do starovéku, v té€ dobé¢ §lo vSak o krystaly soli. Krystalizace
proteint je nové&jsi zalezitost. Prvni zminky 0 Krystalech proteinti jsou datovany vice jak 150
let zpatky. Jednalo se o krystaly pozorované v krevnich sérech, coz ve skutecnosti byly
krystaly hemoglobinu pozorované Hiinefeldem roku 1840. Jednalo se 0 krevni sérum ziskané
z zizaly, kdy krev byla zmacknuta mezi dvé sklicka a pomalu se nechala vyschnout. Pozd¢ji
byly takto ziskany krystaly i z krve prasete a muze. Tim vznikla nova myslenka, Ze proteinové
krystaly mohou vznikat pomalou dehydrataci. Pomald dehydratace je metoda, kterou ve
vétsing metod krystalizace pouzivame do dnes?4%>%°,

DalSim dilezitym milnikem byla krystalizace proteini zvané globuliny. Pii
krystalizaci téchto proteinti byly vyvinuty nové metody, které zahrnovaly extrakci proteini v
solnych roztocich, dialyzu solného roztoku extraktu proti destilované vodé a nasledné
zpracovéni vyslednych roztokt s acetonem, alkoholem nebo etherem?®.

Zacatkem 20. stoleti se J. B. Sumnerovi podafilo ziskat krystal enzymu, ureazy. V téze
dobé byl také vykrystalizovan hormon insulin, coZ je prvni zndmy ptipad, kdy byl ziskdn
krystal pfidanim dvojmocného kovu. Roku 1935 se podatilo ziskat krystal viru, konkrétné
virus tabdkové mosaiky. Tento objev je povazovéan za velky milnik ve virologiiZ.

Koncem 30. let 20. stoleti zacaly proteinové krystaly zaujimat novou a dilezitou roli

diky vyuziti rentgenové difrak¢éni analyzy k charakterizaci tfidimenzionalnich krystald



proteint®’. Vylep$ovani v postupech pfi ziskavani krystalti vhodnych pro stanoveni struktury,
propojeni obori jako je biochemie, molekularni biologie, chemie, fyzika a technika vedlo
K utvofeni krystalografie proteinii jako samotného védniho oboru, tak jak ho zname dnes?*.

Krystalizace makromolekuldrnich latek, které zahrnuji proteiny, nukleové kyseliny,
polysacharidy a lipidy, stejn¢ jako dal§i makromolekuldrni skupiny (viry a ribozomy) je
zalozena na komplikované sadé principti, zkuSenosti a napadia®®. Jedna se o proces hledani
vhodnych fyzikalné-chemickych podminek pro konkrétni protein®®, Neexistuje zadn4 jednotna
teorie, ktera by davala pfesny navod, jak ziskat stabilni a kvalitni krystal. Z toho hlediska je
proces ziskavani krystali do znacné miry empiricky, vyzaduje trpélivost, zkusSenosti a
intuici?®. V dnesni dobé& vsak predstavuje jeden z nejefektivngjsich zpiisobti pro ziskavani
materiald v oborech jako se strukturni biologie nebo fyzikalni biochemie. Ziskani krystalu je
predpoklad pro objasnéni strukturnich a funkénich vztaht?®,

Krystalizace proteint je metoda pokus-omyl, kdy dochazi ke srazeni proteinu z jeho
roztoku. Plati obecné pravidlo, ¢im Cist§i protein, tim je vétsi pravdépodobnost ziskani
krystald?®. Utvafeni krystall je ovliviiovdno mnoha faktory, jak termodynamickymi, kam
fadime rozpustnost latky, tak kinetickymi jako je nukleace a rist krystala®. Uspésnost
krystalizace zalezi na mnoha podminkéch, av§ak musi byt splnéna jedna zakladni podminka,
stav piesyceni (supersaturace). Pfesyceni je nerovnovazny stav charakterizovany jeho
tendenci tvofit pevné skupenstvi, do té doby ne je ustalena rovnovaha®. Vyhovujici velikost
krystalu pro rentgenovou difrakéni analyzu by neméla byt mensi, nez 10 um3. Obecné plati,

7e &im veétsi krystal, tim lepsi vysledky a tim mensi riziko jeho rozpadu béhem méteni®.

3.4  Proces krystalizace

Dtlezitym krokem pfed samotnym procesem krystalizace je zajiSténi dostatecné
Sistoty proteinu, a charakterizovat jej*2. N&které proteiny se srazi pfi relativné nizké
koncentraci soli, nékteré zase naopak, pti vysoké koncentraci soli. V ojedinélych piipadech se
vytvoii jen pii odebrani soli z roztoku?®.

Krystalizace je proces, ktery zahrnuje tfi zdkladni kroky: nukleace, rist krystalli a
zastaveni rastu krystalti.
3.4.1 Nukleace
Béhem nukleace dochdzi ke vzajemnému kontaktu vhodné orientovanych molekul. Po
dosazeni limitu pfesyceni, kterého miZzeme dosahnout napi. vypafovanim, se za¢nou tvofit

stabilni agregaty, idealné jadra krystali?®. Molekuly musi piekonat energetickou bariéru, aby
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vytvorily dostate¢né velké agregity, které mohou pfezit z termodynamického hlediska®.
Pocet, velikost a kvalita krystal zalezi na vytvofeni prvniho jadra a ndsledném mechanismu
jeho rhstu. Manipulace s chemickymi a fyzikélni aspekty miize vyrazné ovlivnit vytvareni
krystali a jejich nasledny rist®*.

Studie rané¢ho stadia nukleace v riznych systémech odhalily nové rysy, které nelze
vysvétlit pomoci klasické teorie nukleace. MnoZzstvi experimentdlnich vysledkt prokazuje, ze
existuje metastabilni pfechodna faze (metastable intermediate phase — MIP), ktera se vytvofi
jeste pred vytvorenim konecné krystalické struktury. Rozpusténé latky ve formé presyceného
roztoku v prvnim kroku vytvareji malé shluky nebo makroskopicky hustou kapalinou fazi. Ve
druhém kroku pak dochézi k nukleaci v ramci MIP®, Dvoustupiiovy nukleaéni mechanismus
lze povazovat za ptiklad Ostwaldova krokového pravidla, tj. nejméné stabilni modifikace
vznika jako prvni®*. Sauter a kolektiv® ve své praci uvadéji, ze dvoustupiiovou (two-step)
nukleaci od jednostupnové (one-step) lze rozlisit sledovanim celkové kinetiky krystalizace.
Pokud existuje MIP je zapotiebi vénovat zvlastni pozornost rozliSovani paralelnich a
postupnych cest. Postupna drdha odpovida skute¢né dvoustupnové nukleaci, ve které krystaly
nukleuji z MIP. Paralelni drdha se skladd z paralelni tvorby MIP a krystald ve dvou
jednostuphovych udalostech®. Rizné drahy nukleace jsou schematicky znizornény
na Obr. 1.

Klasicka jednostupniova teorie zahrnuje nukleaci jadra z roztoku. Paralelni tvorba neni
tak obvykly proces, ale pfedpoklada se v ném, ze kromé jednostupniového procesu nukleace
vznika navic v roztoku reverzibilni meziprodukt. Ve skute¢né dvoustupnové nukleaci
nasleduje po vytvotreni meziproduktu nukleace krystali uvnitt meziproduktu. Poté co nasledny
rust krystalil spottebuje vSechen meziprodukt, krystaly se objevi ve zbylém roztoku a nasledné

rostou®.
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Obrézek 1: Ilustrace rtiznych cest pro nukleaci a rast krystall. (a) Klasicka jednostupiiova
nukleace. (b) Paralelni tvorba agregatii a nukleace krystalt. (¢) Vicestupniovy proces, kde
prekurzorem je MIP pro nukleaci®® (vytvofeno autorkou podle podkladi v programu MS
Paint).

3.4.2 Riist krystala

Jakmile je zformovano stabilni jadro, zaind proces rustu krystalti do viditelné
velikosti®. Kuta Smatanova?® piiklada ristu krystala dva zakladni stupné: difizni, ktery udava
rychlost difize v okoli rtstu krystalii @ depozi¢ni, ktery popisuje rychlost utvareni pevné faze
z roztoku. Jestlize je depozi¢ni stupeni nizky, nedochazi v oblasti ristu k vytvareni zarodkd,
vzorek tedy zustava Ciry. Pokud je naopak pfili§ vysoky, zdrodky rostou moc rychle a vytvaii
poskozené krystaly, nevhodné pro dalsi zkoumani. Obvykle plati, Ze idealni krystaly, vhodné
pro rentgenovou difrakéni analyzu vznikaji z malého poctu krystalizacnich jader, ktera rostou
volnou rychlosti®.

Jak krystaly rostou, roztok ztraci ptivodni aspekty a troveii piesyceni upada®2. Proces
nukleace vyzaduje vétSiho piesyceni, nez rist a rychlost krystalizace se zvySuje, kdyz se
zvys$uje presyceni®. Rist krystald je ovlivnén mnoha faktory, kdy jeden faktor mize zménit
cely proces rustu krystall. VSechny tyto faktory, které mohou ovlivnit rist krystali, jak

biochemické, chemické i fyzikalni jsou uvedeny v Tab. I.



Tabulka I: Faktory ovliviujici prib&h krystalizace!®?%%6:3¢ (podle podkladi vytvofila autorka
v programu MS Excel).

Biochemické Chemické Fyzikalni
Cistota vzorku typ srazeciho roztoku teplota
homogenita vzorku puvod c¢inidla tlak
post-transla¢ni modifikace koncentrace vzorku gravitace
zdroj makromolekul pH Cas
chemicka modifikace typ pufru magnetické pole
geneticka modifikace iontova sila elektrické pole
agregatni stav makromolekul koncentrace vzorku dielektrické vlastnosti media
isoelektricky bod kovové ionty viskozita media
ligandy, inhibitory detergenty vibrace a zvuk
stabilita makromolekul tézké kovy mira rovnovahy
ptvod vzorku makromolekularni necistoty metodika
hydrolyza redukéni/oxidacéni prostiedi manipulace se vzorky
stupefi denaturace koncentrace srazeciho koncentrace srazeciho
roztoku roztoku

3.4.3 Ukonceni rustu krystali

Ukonceni ristu krystald je finalni faze, kdy dochazi k ustaleni termodynamické
rovnovahy. Rist mize byt ukoncen i jindy, napt. kdyZ nastane vycerpani makromolekul
7 krystalizaéniho roztoku, defekt krystalti nebo nahromadéni necistot na povrchu krystalu®®.

V této fazi jiz nadale nedochézi k ristu krystald nebo k jejich zvétsovani®’.

3.5 Fazovy diagram

Fazovy diagram je graf charakterizujici stav latek (napf. pevny nebo kapalny stav),
v zavislosti na podminkéch, jako je napf. teplota a koncentrace®’.

Nejbeznéji se fazovy diagram zobrazuje ve dvoudimenziondlni formé, znazornujici
zavislost rozpustnosti proteinu na jiném ur¢itém parametru vzorku, nej¢astéji na koncentraci
srazeciho roztoku®’. Na Obr. 2 je znazornén obecny fazovy diagram krystalizace, kde jsou
zéaroven zobrazeny pribehy riznych krystaliza¢nich metod. Rozd€luje se do dvou zakladnich
oblasti, které od sebe rozd¢luje kiivka rozpustnosti. Prvni ¢ast je nenasycena oblast, kde jsou
proteiny rozpustné a nekrystalizuji, druha ¢ast je presycena oblast, kde proteinové krystaly
nukleuji a rostou. Pfesycena oblast je z termodynamického hlediska v nerovnovaze a rozdéluje
se do ti ¢asti, které se rozdéluji z kinetického hlediska®®. Kazdy bod na kiivce rozpustnosti

odpovida koncentraci, pii které je roztok v rovnovaze se srazecim roztokem®.
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Prvni ¢asti je oblast vysokého piesyceni (oblast precipitace), kde se nachazi prebytek
proteinovych molekul, které se oddéluji z roztoku v pevné formé, za vytvaieni amorfnich
srazenin nebo mikrokrystal. Druha Cast je oblast mirného piesyceni (labilni oblast, také zvané
nukleacni oblast), zde probiha nukleace spontanné, molekuly proteint se shlukuji v Krystaly.
Posledni ¢asti je oblast nizkého presyceni (metastabilni oblast), zde jiz neprobihd spontanni
nukleace jader, krystaly jsou stabilni a mohou nadale rist. K rustu krystalt velkych velikosti
je zapotftebi rist idealné jednoho jadra v labilni oblasti, t€sné pied hranici metastabilni oblasti.
Jak krystal roste, roztok se vrati do metastabilni oblasti a nevznikaji zadna dal$i nova jadra,

rist zbyvajicich jader se postupné zpomaluje az do ustaleni rovnovahy*%4142,

oblast precipitace

—

labilni (nukleaéni)oblast

koncentrace proteinu

o———Idivka srazeni

metastabilni oblast

difize par

nenasycena oblast 44— kiivka rozpustnosti

koncentrace srazeciho roztoku ——
Obrazek 2: Fazovy diagram rustu krystalt se zobrazenim priubéhu rtiznych krystalizaénich

metod*® (vytvoteno autorkou podle podkladii v programu MS Paint).

3.6  Pre-krystaliza¢ni test

Pre-krystaliza¢ni test se pouzivd k urCovani vhodné koncentrace vzorku, jelikoz
koncentrace vzorku je podstatnou proménnou. Pfili§ koncentrované vzorky mohou vyustit
v amorfni srazeniny a naopak u malo koncentrovanych roztoki ziistane kapka ve vétSing
piipadi ¢ira. Optimalizovanim koncentrace vzorku se da sniZit pocet sraZenin a ¢irych kapek
v pokusu, i kdyz byvaji velmi ¢asté**.

Test pred krystalizaci se provadi za pomoci PCT sady doddvané napft. spolecnosti

Hampton Research (USA). Tato sada obsahuje ¢tyfi unikatni ¢inidla. Nejprve se vzorek
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proteinu smisi se dvéma ¢inidly (¢inidlo A1 a B1), ta slouzi k urceni citlivosti proteinu na soli
a polymery. Pokud je na n¢ protein piili$ citlivy, provede se test se zbylymi dvéma cinidly
(¢inidlo A2 a B2). Vysledky PCT pak poukazuji, zdali je ptislusny protein vhodny k pokustim
Vv té koncentraci, Ve které byl testovan nebo je zapotiebi dalSich diagnostik, aby se prokazala

homogenita vzorku vhodna pro krystalizaci**.

3.7 Krystaliza¢ni metody

Existuje zna¢né mnozstvi technik, jejichz ucelem je uvedeni roztoku do faze piesyceni,
kdy dochézi ke vzniku krystalt. Obecné k tomu dochézi pomalym snizovanim koncentrace
srazeciho roztoku?®. V priibéhu let bylo vyvinuto mnoho krystalizaénich metod, kde kazda ma

své vyhody a nevyhody zavislé na jejich provedeni®®.

3.7.1 Zakladni krystaliza¢ni metody
Mezi zakladni metody krystalizace fadime davkovou krystalizaci (Batch
Crystallization), mikrokrystalizaci pod olejem (Microbatch Under Qil), dialyzu (Dialysis), a

v neposledni fadé metody zalozené na diftzi par rozpoustédla.

3.7.1.1 Davkova krystalizace (Batch Crystallization)

Davkova krystalizace je jedna z nejstarSich a nejjednodussich metod pouzivana
v krystalografii. Tato metoda nevyzaduje nic jiného nez smichani proteinu a srazeciho roztoku
a ¢as, nez za¢ne spontanni nukleace?. Stavu piesyceni je dosahnuto piimo, nikoliv na zakladé
diftze par. Pokud jsou jiZ znamy krystalizaéni podminky, mize byt davkova krystalizace
provedena pii velkych objemech (vice jak 350 pl az nckolik mililitrl) ve zkumavkach,
popiipadé v jiném druhu rezervoaru®.

Nevyhodou davkové krystalizace je potfeba vétSiho mnoZstvi vzorku, a zaroven se
neda pouzit u proteint, které vyzaduji pomalého dosahnuti ptesyceni, aby mohly optimalné

rist. Vyhodou je jeji jednoduchost a rychlost?6:%,

3.7.1.2 Mikrokrystalizace pod olejem (Microbatch Under Oil)

Mikrokrystalizace pod olejem je forma davkovaci metody, ktera se provadi pod olejem
(nejcastéji se pouziva silikonovy nebo parafinovy). Olej zabranuje rychlému vypatovani
extrémné malych kapek (mens$i nez 2 pl). Stejné jako u davkovaci metody jde o smichani
vzorku a srazeciho roztoku p¥imo do jedné malé kapky®’. Vyhodou je pouziti malého mnozstvi
vzorku, ve vétSing ptipadd poskytuje velmi stabilni krystaly, které jsou odolné viici zméndm
teploty, diky vrstvé oleje. Metoda se da provadét pomoci robotti, coz dosahuje piesnéjsich

vysledki a Setfeni ¢asu®®. Na Obr. 3 je znazornéno schéma mikrokrystalizace pod olejem.
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= 1 olej

roztok proteinu a
srazeciho roztoku

Obrazek 3: Schéma mikrokrystalizace pod olejem** (vytvofeno autorkou podle podkladi

v programu MS Paint).

3.7.1.3 Dialyza (Dialysis)

Dialyza nabizi moznosti, jak manipulovat s iontovou silou, coz neni mozné u metod
zalozenych na difizi par'®. Pfi dialyze je vzorek proteinu oddélen od srazeciho roztoku
polopropustnou (semi-permeabilni) membranou. Tato membrana umoziuje pohyb malych
molekul, jako jsou soli, riznd aditiva a krystalizacni ¢inidla, za to neumoziuje pohyb vétSich
biologickych molekul. Krystalizace proteinu probiha diky diftzi srdZeciho roztoku dovnitt
nebo ven ze vzorku, piicemz vzorek zistava konstantni*.

Dialyza mulzZe byt pfipravena mnoha zplsoby, jako jsou dialyzani sacky,
Zeppezauerovy komirky a dialyzacni knofliky. Dialyza¢ni knofliky jsou komeréné dodavany
o objemech 5 pl az 350 pl. Vzorek proteinu je vloZen dovniti dialyza¢niho knofliku a uzavien
polopropustnou membranou. Schéma dialyzy je znazornéno na Obr. 4. Dialyza je
nejefektivnéj$i metodou krystalizace, kde dochazi ke snizovani iontové sily. Na rozdil od
metod, které jsou zaloZeny na difiizi par, je pii dialyze koncentrace vzorku konstantniC,

Vyhodou dialyzy je ze sraZeci roztok v rezervoaru miize byt vymeénén a tim 1
podminky. Da se toho docilit tak, ze jednoduSe pfesuneme dialyza¢ni knoflik z jednoho
rezervoaru do druhého. To umoznuje kontinudlni pouziti vzorku, dokud nejsou nalezeny
vhodné podminky. Rychlost dosazeni rovnovahy se dd nadale modulovat upravenim rozdilt

koncentraci jak uvnitf membrany, tak vng*34°,
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Obrazek 4: Schéma dialyzy** (vytvoreno autorkou podle podkladii v programu MS Paint).

3.7.1.4 Metody zaloZené na diflzi par

Tato technika je zalozena na vypafovani a difuzi vody (a dalsich tékavych latek) mezi
malou kapkou (0,5 — 10 ul), obsahujici vzorek proteinu spole¢né se srazecim roztokem o nizsi
koncentraci a rezervoarem, ktery je naplnén stejnym sraZecim roztokem o vyssi koncentraci.
Cely systém je uzavien krycim skli¢kem a silikonovym té€snénim, poptipadé¢ lepici paskou.
V kapce dochazi ke zvySovani koncentrace proteinu, systém pak ptechazi do stavu piesyceni

a vznikaji tak podminky vhodné k ristu krystalti*/484°,

Metoda visici kapky (Hanging Drop Vapour Diffusion)

Pti této metodé je kapka proteinu spolené se sraZecim roztokem nanesena na kryci
skli¢ko, které se nasledné prevrati nad rezervoar, ktery obsahuje srazeci roztok. Cely systém
je utésnén pomoci silikonového tésnéni. Vznika tak uzavieny systém, ve kterém dochazi
k difuzi par z visici kapky do rezervoaru az do ustaleni rovnovahy®®. Schéma metody visici
kapky je zndzornéno na Obr. 5.

Objem kapky by nem¢l presdhnout 15 pl, aby se zabranilo jejimu padu do rezervoaru.
Pokud nejsou Vv kapkach pozorovany zadné krystaly nebo sraZeniny, nebylo tak dosazeno
dostate¢ného presyceni, nebot’ systém dospél pouze do metastabilni faze. V prvnim piipadé to
Ize zménit zvySenim koncentrace srazeciho roztoku v zasobniku. V druhém ptipadé pak

dostate¢na zména teploty o par stupiii by mohla pomoci k zahajeni procesu nukleace®.
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Obrazek 5: Schéma metody visici kapky** (vytvoieno autorkou podle podkladii v programu
MS Paint)

Vyhodou této metody je jednoduchost, nasledna snadna manipulace s krystaly,
upraveni srazeciho roztoku a nésledné vraceni vzorku. Nevyhodou této metody je omezeny
objem kapky, dalsi je mozné sklouznuti kapky po sklicku vlivem povrchového napéti. Tuto

metodu nelze provadét pomoci robot?®#,

Metoda sedici kapky (Sitting Drop Vapour Diffusion)

Metoda sedici kapky se v krystalizaci proteini fadi mezi jednu z nejoblibengjSich.
V této metod¢ je kapka proteinu spolecné se sraZecim roztokem umisténa do vyvySené jamky
uprostied rezervoaru, ktery obsahuje sraZeci roztok. Cely systém je uzavien pomoci lepici
pasky. Schéma metody je znazornéno na Obr. 6. Stejné, jako u visici kapky difuze par probiha
ptimo. Tato metoda se vyuziva u vzorki, kde je zapottebi vétsiho objemu kapky, nebo
v pfitomnosti aditiv napf. detergenty nebo organickd rozpoustédla, kterd snizuji
povrchové napéti®®®,

Vyhodou této metody je, Ze je Casoveé nendrocna, da se pouzit za pomoci robotti, neni
piili§ ndkladova, kompatibilnost s gely, umisténi kapky ve stabilni poloze. UmozZiuje testovat

vvvvvv

s krystaly?%44,
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Obrazek 6: Schéma metody sedici kapky** (vytvofeno autorkou podle podkladii v programu
MS Paint).

Metoda sendvicové kapky (Sandwich Drop Vapour Diffusion)

P#i metod¢ sendvi¢ové kapky se kapka vzorku proteinu a srazeciho roztoku napipetuje
na spodni silikonizované skli¢ko a nad to se umisti druhé silikonizované sklicko. Mezi sklicky
vzniky maly prostor, kde je kapka seviena*. Schéma této metody je zndzorn&no na Obr. 7.

Tato metoda je v dnesni dobé ziidka pouzivana. Ma vsak své vyhody a to, Ze redukuje
mnozstvi povrchu kapky, které je vystaveno vzduchu, tj. rychlost difize par probih4 pomaleji
nez v predchozich dvou metodach®. Dal§i nespornou vyhodou je, Ze méa dobré optické

vlastnosti pro pozorovani krystali?®. Nevyhodou se pak stava jeji ¢asova narocnost.

/ kryci sklicko
silikonové
tésnéni
roztok proteinu
a srazeciho
roztoku
kryci sklicka
srazeci roztok v
rezervoaru

Obrazek 7: Schéma metody sendvicové kapky* (vytvofeno autorkou podle podkladi

v programu MS Paint).
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3.7.2 Pokrocilé krystaliza¢ni metody
Mezi pokrocilé krystalizacni metody fadime metodu volné difuze a krystalizaci

v gelech.

3.7.2.1 Metoda volné difuze (Counter Diffusion)
Tato technika, ktera je vyobrazena na Obr. 8, spociva v peclivém navrstveni srazeciho

roztoku a vzorku proteinu v kapilafe, jejiz konce jsou poté utésnény voskem®!

, Systém
dosahuje rovnovahy piimou difuzi vzorku proteinu do srazeciho roztoku. V misté rozhrani,
kde roztoky dotykaly, dochazi k pifesyceni, které popuzuje tvorbu nukleacnich jader. Po
ustaleni rovnovahy mohou krystaly riist®2,

Nevyhodou této metody je pouziti znacné velkého objemu vzorku k naplnéni
kapilary®3. Jako vyhodu Garcia-Ruiz®? uvadi testovéani riiznych podminek v jednom systému.

roztok protei
roztok proteinu vosk

vosk sraZeci roztok

Obrazek 8: Schéma metody volné diftize** (vytvoreno autorkou podle podkladii v programu
MS Paint).

3.7.2.2 Krystalizace v gelech (Crystallization In Gels)
Tato technika se v dnesni dob& pouziva hlavné ke snizovani defektd u krystalt a
k efektivnéjsi kontrole fize nukleace®. Jadra jsou zachycena v porech gelové matrice, z toho

divodu se krystaly nemohou pohybovat a ani sedimentovat™

. NejcCast&ji se pii téchto
experimentech pouziva agardzovy gel, akrylamidovy nebo silikonovy. Agaroézovy gel je vSak
nejhojnéji pouzivany z toho divodu, ze je stabilni ve vysokém rozmezi pH (3,0 — 9,0), béhem
tuhnuti neuvoliiuje zadné vedlejsi produkty a ma nizkou teplotu gelovaténi (pfiblizné 28°C.

Déle vykazuji vysokou pruznost a odolnost, tato vlastnost pak chrani vzniklé krystaly™®.

3.7.3 Alternativni krystaliza¢ni metody

Za alternativni krystalizacni metody muizeme povazovat ockovani. Ockovani
umoznuje péstovat krystaly v metastabilni oblasti, kde spontanni nukleace jader neprobiha,
aviak zde miZe nastat rist ze zarodki ("seeds") krystald**. V krystalizaci je problémem, Ze

idedlni podminky pro nukleaci krystaliza¢nich jader nejsou naopak idealni pro nasledny rist
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krystalii. Divodem je, ze spontanni nukleace je pravdépodobnéjsi, kdyz je tiroven presyceni
vysoka, zatimco vyzadovany pomaly riist krystali probihd pfi nizi hodnoté ptesyceni. Idealni
experiment proto od sebe musi rozdélovat fazi nukleace a fazi ristu, aby byly splnény tyto dva
odligené pozadavky®.

Princip ockovacich metod spociva v pouziti jiz vzniklych krystalickych jader jako
zarodky krystalil a jejich nasledné vlozeni do nové kapky srazeciho roztoku, ktery ma nizsi
hodnotu piesyceni®®. Ockovaci metody se rozdéluji na dva zékladni typy, dle velikosti

krystalti: mikrooc¢kovani a makroockovani.

3.7.3.1 Mikroo¢kovani (Microseeding)

V této metod¢ jde o prenos malych krystald, nebo jejich zarodkli do nového roztoku
s niz81 hodnotou piesyceni. Pti této metod¢ hrozi, Ze do nového roztoku bude pteneseno pfilis
mnoho jader, z nichZ by sice vyrostlo mnozstvi vétSich krystald, ale nebyly by vhodné pro
difrakéni analyzu. Aby se tomuhle problému dalo piedejit, roztok s mikrokrystaly se nasledné
fedi, do riznych koncentraci v Sirokém rozmezi. Je obvyklé, ze vétSina nafedénych roztoki
obsahuje pouze jeden mikrokrystal na jeden mikrolitr. Kazdy vzorek ze série je pak ptidan
K novému rovnovaznému roztoku proteinu, u kterého se piepokladaji vhodné podminky pro
rust krystali. Tento test idealné identifikuje vhodny vzorek, ktery poskytne jeden monokrystal
vétsich rozmért nebo vice malych monokrystalti. Tento vzorek se pak pouZije pro o¢kovani?,

Roztoky obsahujici pfili§ mnoho zarodkl produkuji dal§i mikrokrystaly, zatimco
roztoky obsahujici velmi malé mnoZstvi zarodkd neposkytuji nic, kapka zistava cird. Po
nalezeni roztoku, ktery obsahuje idealni pocet zarodkd, jej 1ze s relativni jistotou pouzit pii
dalgich procesech o¢kovani?.

Za vyhodu mikroockovani lze povaZzovat moznost automatického rozkapavani za
pouziti robotu?’, jako nevyhodu uvadi Bergfors®® obtiznost kontroly poétu mikrokrystalt,
které jsou pieneseny.

Specialni a oblibenou technikou mikroockovani je vlasové ockovani (String Seeding),
vlas, vous nebo vlakno piejede pies roztok, kde jsou jiz vytvofeny krystaliza¢ni zarodky.
Krystalizacni zarodky se pfichyti na vlakno a jsou pfeneseny do nového rovnovéazného
proteinového roztoku, tak Ze se pies roztok piejede vldknem. Nové krystaly pak vétSinou

rostou ve sméru tazeni vlakna28-6,

3.7.3.2 Makroockovani (Macroseeding)
Makroockovani se provadi u krystal, u kterych se zastavil rist, ale nejsou dostatecné

velké pro rentgenovou difrakci. Tento krystal je z pivodniho roztoku pienesen do nového
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rovnovazného proteinového roztoku. V novém roztoku ma krystal Sanci Cerpat potfebny

material, aby mohl nadéle rist?®. Rupp® uvadi jako nevyhodu makroo¢kovani jeho naroénost.

3.8  Testy proteinovych krystali

Vytvoreni krystalti v kapce, ktera byla smichana s roztokem proteinu a se srazecim
roztokem, jest¢ neznamena, ze se jedna o krystaly proteinu. V krystalizacnich experimentech
se obvykle pouzivaji pufry, které jsou malo koncentrované, nemélo by tedy dochazet k jejich
krystalizaci. Nékteré soli, jako je napi. siran amonny, které se pouzivaji ve vysSich
koncentracich, mohou krystalizovat namisto proteinu. V nejcastéjSich ptipadech dochazi ke
krystalizaci soli, pravé tehdy kdyz jsou soli smichadny spolecné s precipitacnimi iontovymi
pufry (pufry obsahujici vdpenaté ionty) nebo organickymi molekulami, které mohou pozménit
rozpustnost jednotlivych slozek ve srazecim roztoku?®. Existuje nékolik druhii testi, nékteré
jsou vice spolehlivé nez jiné. Vétsinou jde o metody destruktivni. Nejdivéryhodnéjsim testem,
je rentgenova difrakéni analyza. V nasledujici Tabulce — viz Tab. Il — jsou shrnuty

nejpouzivané;jsi krystalizacni testy.
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Tabulka I1: Testy pouzivané k rozliSeni proteinovych krystali vs. krystaly nizkomolekularnich

slou¢enin?®4%" (podle podkladii vytvotila autorka v programu MS Excel).

test

postup

pozorovani

krystaly proteina

krystaly soli

Test drcenim (Crush
Test)

krystal se umisti pod
mikroskop a je
rozdrcen ostrym

snadno se rozpadaji 1
pfi slabém nérazu,

také se rozpadaji, je
vSak zapotiebi vétsi
sily, a jde slyset
"prasknuti®, kvili

(Birefringence)

zktizené polarizatory

dvojlom svétla

predmétem veEtsi hustoté padaji
kousky na do jamky
krystaly se v jamce barvivo se v
Barvici test (Dye obarvi barvivem krystalech barvivem se nezbarvi
Test) IZIT, coz je koncentruje a obarvi
methylenova modft je modie
krystal je pomoci krystaly vysychaji
Dehydratace sklenéné kapilary krystal vysycha a nepatrn¢ a jejich
(Dehydration) vyjmut z jamky a rozpada se vzhled se zpravidla
ponechén na vzduchu neméni
Dvojlom svétla krystal se vlozi pod vykazuji slaby vykazuji silny

dvojlom svétla

analyza (X-ray
diffraction analysis)

synchrotroniho zatfeni

poctem difrakci v
blizkych
vzdalenostech

SDS-PAGE analvza rozousténveh | 18 gelu se objevi
elektroforéza (SDS- ky stall pomoc}i/ prouzek, ktery soli prochazeji celou
PAGE %DS-PI/)AGE odpovida molekulové délkou gelu
electrophoresis) hmotnosti proteinu
e Tox dlfrachn .s’mmk?l ¢ | difrakeni snimky se
Rentgenova difrakéni . .. | vyznacuji velkym . e o
test krystali na zdroji Vvyznacuji mensim

poctem difrakcei ve
vétSich vzdalenostech

3.9 Makromolekularni databaze

Makromolekularni databaze jsou dostupnym online zdrojem informaci o strukturach

makromolekul, zaroveii i1 o krystaliza¢nich podminkach. Jedna z nejvice pouzivanych je The

Protein Data Bank - RCSB PDB. Vsechny ulozené struktury a data jsou voln¢ a zdarma

dostupné pro viechny uZivatele. Udaje mize vkladat kdokoliv, a proto neni zaji§téna

bezchybnost uvedenych zaznami. V roce 2003 byla zalozena organizace Worldwide Protein

Data Bank (wwPDB), ktera zajistuje chod celé online databaze, jeji anotaci a sleduje jeji

vyvoi®®. Data se kazdy tyden aktualizuji a k datu 1. 12. 2020 obsahovala databaze 171 916

struktur biologickych makromolekul®®.
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4  Material a Metody

Cilem bakalafské prace bylo najit vhodné krystalizacni podminky pro bakteriofagovy
lysin Ap22, a ziskat protein v dostate¢né kvalitné pro naslednou rentgenovou difrakéni
analyzu.

Prace dale zahrnuje krystalizaci modelového proteinu lysozymu, u kterého jsou
krystalizacni podminky dobie znamé. Zakladnim cilem prace s lysozymem bylo osvojit si jak
zakladni, tak i pokrocilé krystalizacni metody. Metody byly nadale vyuzity pro zjisténi
podminek zkoumaného proteinu. Protein bakteriofagového lysinu byl posléze podroben
testim na proteinovy puvod. Veskeré vysledky byly zdokumentovdny pro pozdéjsi
vyhodnoceni.

Vsechny tabulky uvedené v této kapitoly byly vytvofeny pomoci programu MS Excel.

4.1 Krystalizace lysozymu

Pro tuto cast prace byly poskytnuty srazeci roztoky chloridu sodného a roztoky
lysozymu. Z krystaliza¢nich metod byly vyuzity metody na zakladé difuze par, konkrétné
metoda visici a sedici kapky a mikrokrystalizace pod olejem. Z pokrocilych metod byla
vyuzita diftize v kapilare.

Srazeci roztoky chloridu sodného byla v péti riznych koncentracich: 6%, 8%, 10%,
12%, 14% (v hmotnostnich procentech). Tyto roztoky byly pfipraveny rozpusténim chloridu
sodného v 0,1 M roztoku octanu sodného o hodnoté pH 4,7 a naslednym pfidanim vhodného
mnozstvi destilované vody.

Roztoky lysozymu byly pouzity v Sesti riznych koncentracich: 20 mgml?,
25 mg'ml?, 40 mg'ml?, 60 mgml?, 80 mg:ml?, 100 mg:ml™?. Tyto roztoky se pfipravuji

nafedénim koncentrovaného roztoku lysozymu (100 mg-ml™) octanovym pufrem o pH 4,7.

4.1.1 Vlastni krystalizace lysozymu

Pro provedeni experimentu byly pouzity nasledujici chemikalie a pomucky: pfipravené
srazeci roztoky chloridu sodného, pfipravené roztoky lysozymu, krystaliza¢ni desticky pro
metodu sedici kapky, visici kapky a mikrokrystalizaci pod olejem, sklenéné kapilary a vosk
na jejich uzavieni, automatické pipety, krystaliza¢ni izolepa pro metodu sedici kapky, kryci

sklicka pro metodu visici kapky.

Metoda sedici kapky
Krystaliza¢ni desti¢ka ,,Cryschem Plate* (Hampton Research, USA) pro metodu sedici

kapky obsahuje 24 jamek s rezervoarem, kde v kazdém z nich je vyvysenina pro kapku. Do
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kazdého rezervoaru bylo napipetovano 100 ul srazeciho roztoku NaCl automatickou pipetou.
Do kazdé jamky pak byly napipetovany 2 ul srazeciho roztoku z rezervoaru a 2 pl lysozymu.
Pro tuto metodu byly vybrany ctyfi riizné koncentrace srazeciho roztoku NaCl: 6%, 8%, 10%,
14%, a Sest koncentraci lysozymu 20 mgml?, 25 mgml? 40 mgml?, 60 mgml?,
80 mg'ml™?, 100 mg-ml™. V Tab. Il je zndzornéno schéma krystaliza¢ni desti¢ky provedené
metodou sedici kapky. Po naplnéni vSech jamek byla krystaliza¢ni desticka zaizolovana

krystaliza¢ni izolepou a vickem, poté ponechana v laboratofi pii 20°C.

Tabulka I11: Schéma metody sedici i visici kapky pro lysozym.

kapka - 2 ul roztoku NaCl + 2 pl proteinového roztoku lysozymu
Al A2 A3 Ad A5 A6
6% NaCl+ | 6% NaCl+ | 6% NaCl+ | 6% NaCl+ | 6% NaCl+ | 6% NaCl +
100 mg'ml? | 60 mg:ml™ 40 mg'ml* 25 mg'ml? 80 mg-ml? 20 mg'ml?
lysozym lysozym lysozym lysozym lysozym lysozym
Bl B2 B3 B4 B5 B6
10% NaCl + | 10% NaCl + | 10% NaCl + | 10% NaCl + | 10% NaCl + | 10% NaCl +
100 mg:ml? | 60 mg:ml? 40 mg-ml™ 25 mg-ml™ 80 mg'ml? 20 mg-ml™?
lysozym lysozym lysozym lysozym lysozym lysozym
C1 C2 C3 C4 C5 C6
14% NaCl + | 14% NaCl + | 14% NaCl + | 14% NaCl + | 14% NaCl + | 14% NaCl +
100 mg'ml? | 60 mgml? 40 mg'ml* 25 mg'ml? 80 mg-ml? 20 mg'ml?
lysozym lysozym lysozym lysozym lysozym lysozym
D1 D2 D3 D4 D5 D6
8% NaCl+ | 8% NaCl+ | 8% NaCl+ | 8% NaCl+ | 8% NaCl+ | 8% NaCl +
100 mg:ml? | 60 mgml? 40 mg-ml™? 25 mg-ml™? 80 mg'ml? 20 mg-ml™?
lysozym lysozym lysozym lysozym lysozym lysozymu
Metoda visici kapky

Krystaliza¢ni desticka ,,VDX Plate with sealant“ (Hampton Research, USA) pro
metodu sedici kapky obsahuje 24 jamek a stejny pocet krycich sklicek, na které je nanesena
kapka vzorku spolecné se srazecim roztokem. Sklicko s kapkou se pak pteklopi nad rezervoar
a je ptipevnéno silikonovym tukem. V tomto experimentu byly vybrany Ctyii srazeci roztoky
NaCl: 6%, 8%, 10%, 14%, a Sest koncentraci lysozymu 20 mg-ml?, 25 mg-ml™?, 40 mg'ml?,
60 mg-ml?, 80 mg'ml?, 100 mg'ml™. Rezervoar byl naplnén 200 pl srazeciho roztoku NaCl
automatickou pipetou, kapka byla tvotena 2 ul srazeciho roztoku z rezervoaru a 2 pl lysozymu.
Schéma rozkapani je identické s metodou sedici kapky—viz Tab. Ill. Po dokonceni

experimentu byla desti¢ka zakryta vickem a ponechana v laboratofi pti 20°C.
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Mikrokrystalizace pod olejem

Pro mikrokrystalizaci pod olejem byla pouzita desti¢ka ,,Douglas Vapor Batch Plate*
(Douglas Instruments, Velka Britanie) s 96 jamkami. Pied nanesenim vzorku byla celé cela
desticka zalita silikonovym olejem (silicon oil MD2-04). Naplnény byly pouze jamky
Vv prvnich tfech sloupcich. Pod vrstvu silikonového oleje byly naneseny dvé rizné koncentrace
srazeciho roztoku NaCl: 12% a 14%, a tii koncentrace roztoku lysozymu: 25 mg:ml?,
60 mg-ml™, 100 mg-ml™?. kapku tvofily 2 ul, 3 ul, 4 ul nebo 5 pl srazeciho roztoku NaCl a
2 ul, 3 ul, 4 ul nebo 5 ul roztoku lysozymu. Vsechny objemy byly ddvkované automatickymi
pipetami. Schéma vybrané ¢asti krystaliza¢ni desticky je znazornéno v Tab. IV. Po dokonéeni

experimentu byla desticka zakryta vickem, a ponechana v laboratofi pti 20°C.

Tabulka IV: Schéma mikrokrystalizace pod olejem pro lysozym.

zaklad: silicon oil MD2 - 04
Al A2 A3 El E2 E3
2 ul 14% S5ul12% 2 ul 14% 2 ul 12% 2 ul 12% 2 ul 14%
NaCl+2pul | NaCl+5pul | NaCl+2pul | NaCl+3 pul [ NaCl+2pul | NaCl+3 ul
100 mg'ml? | 60 mg:ml? 25 mg-ml™? 60 mg-ml* 25 mg-ml™? 25 mg-ml*
lysozym lysozym lysozym lysozym lysozym lysozym
Bl B2 B3 F1 F2 F3
3 ul 14% 4l 12% 3 ul 14% 30l 12% 3ul 12% 3 ul 14%
NaCl+3ul | NaCl+4pul | NaCl+3 pul | NaCl+4pul [ NaCl+3 ul | NaCl+4 ul
100 mg'ml? | 60 mg'ml? 25 mg-ml™? 60 mg-ml*! 25 mg-ml™? 25 mg-ml*
lysozym lysozym lysozym lysozym lysozym lysozym
Cl C2 C3 Gl G2 G3
4 ul 14% 3l 12% 4 ul 14% 4l 12% 4l 12% 4 ul 14%
NaCl+4pul | NaCl+3pul | NaCl+4pul | NaCl+5pul [ NaCl+4 ul | NaCl+5 ul
100 mg'ml™? | 60 mg'ml? 25 mg-ml™? 60 mg-ml*! 25 mg-ml™? 25 mg-ml*
lysozym lysozym lysozym lysozym lysozym lysozym
D1 D2 D3 H1 H2 H3
5 ul 14% 2 ul 12% 5 ul 14% 5ul 12% 5ul 12% 5 ul 14%
NaCl+5ul | NaCl+2pul | NaCl+5pul | NaCl+4 ul | NaCl+5pul [ NaCl+4 ul
100 mg'ml? | 60 mg'ml? 25 mg-ml™? 60 mg-ml*? 25 mg-ml™? 25 mg-ml*
lysozym lysozym lysozym lysozym lysozym lysozym

Volna difize v kapilarach

Jedina pokrocila metoda, ktera byla vyuzita pro krystalizaci lysozymu. V nasem
ptipadé byly vyuzity ¢tyti kapilary o tfech raznych praimérech: 0,2 mm, 0,3 mm (pouzita 2x),
0,8 mm. Pro tuto metodu byly vybrany dvé rizné koncentrace srazeciho roztoku NaCl: 8% a
12%, a dvé rtizné koncentrace lysozymu: 40 mg-ml™ a 100 mg-ml™. UZsi konec kapilary byl

pomoci samovolného vzlinani naplnén vzorkem lysozymu a poté zataven voskem. SirSi ¢ast
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kapilary byla zaplnéna 30 pl srazeciho roztoku NaCl a také utésnéna voskem. Kombinace
riznych koncentraci vzorku a srazeciho roztoku jsou uvedeny v Tab. V. Kapilary poté byly

ponechany v laboratofi pti 20°C.

Tabulka V: Metoda volné difuze v kapilarach pro lysozym.

pramér kapilary [mm)]
0,2 0,3 0,3 0,8
30 ul 12% NaCl | 30 ul 12% NaCl | 30 ul 8% NaCl | 30 ul 12% NacCl
+100 mg'ml? | + 100 mg'ml? + 40 mg'ml? + 100 mg'ml*
lysozym lysozym lysozym lysozym

4.2 Krystalizace lysAp22
4.2.1 ZiskanilysAp22

LysAp22 pouzity pro experimenty této bakalaiské prace byl ptipraven v laboratofi
N. F. Gamaleya Federal Research Centre for Epidemiology and Microbiology, Ministry of
Health of the Russian Federation (Moskva, Rusko) ve spolupraci S Lomonosov Moscow State
Univerzity (Moskva, Rusko) a Center for Strategic Planning of the Ministry of Health of the
Russian Federation (Moskva, Rusko).

Koédujici sekvence pro vybrany lysin byla rozmnoZena pomoci PCR z inaktivovanych
fagovych lyzath, poskytnuté Dr. Eugenie O. Rubalski, nasledné pak klonovan do expresniho
vektoru pET42b (+) (kontrola rezistence na kanamycin) a byly zkontrolovany na chyby
pomoci Sangerova sekvenovani. Protein obsahoval C-terminalni 8-His znacku pro afinitni
¢isténi. Expresni vektory byly zavedeny do kompetentnich bun¢k E. coli, kmen BL21 (DE3)
pLysS (kontrola rezistence na chloramfenikol) pomoci protokolu transformace tepelnym
Sokem.

Bunky E. coli byly péstovany v LB médiu pii 37°C a 240 otackach za minutu na ODeoo
hodnotu 0,55 — 0,65 a poté indukovany -D-1 thiogalaktopyranosidem (1 mM IPTG) pii 37°C
po dobu tii hodin. Bunky byly sklizeny centrifugaci (6000x g po dobu 10 minut pii 4°C) a
resuspendovany v lyza¢nim pufru o slozeni 20 mM Tris HCI, 250 mM NaCl a 0,1 mM EDTA
0 hodnoté pH 8,0. nasledné inkubovany s lysozymem o koncentraci 100 pg-ml? pii pokojové
teploté po dobu 30 minut a nésledné pferuseno ultrazvukem. Buné¢éné zbytky byly odstranény
centrifugaci pii 10 000x g po dobu 30 minut pi1 4°C a supernatan byl prefiltrovan pies 0,2 pm
filtr.

Protein byl pro¢istén na systému NGC Discovery™ 10 FPLC (Bio-Rad Hercules, CA,
USA) s 5 ml HisTrap FF kolonou (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) s piedem nabitymi Ni%*

24



ionty. Filtrovany lyzat byl smichan s 30 mM imidazolem a 1 mM MgClI: a nanesen na kolonu,
ktera byla pfedem stabilizovana pufrem o slozeni (20 mM Tris HCI, 250 mM NaCl a 30 mM
imidazol o hodnoté¢ pH 8,0. Frakce poté byly vymyvany za pouziti linearniho gradientu do
100 % eluéniho pufru o slozeni 20 mM Tris HCI, 250 mM NaCl a 500 mM imidazol o hodnoté
pH 8,0. Shromazdéné proteinové frakce byly dialyzovéany proti 20 mM Tris HC1 o pH 7,5.
Cistota proteinu byla stanovena pomoci 16% SDS-PAGE elektroforézy. Koncentrace proteinu
byla zméfena pomoci spektrofotometru (Implen NanoPhotometer, IMPLEN, Mnichov,
Némecko) pfi 280 nm a vypocitana pomoci molarniho extinkéniho koeficientu E®'%,g0nm
Zdrojem enzymu lysAp22 byl acinetobacter fag Ap22 a fagovym hostitelem bylo

Acinetobacter baumannii 1053.

4.2.2 Vzorek lysAp22
Vzorek lysAp22 byl dodan v lyofilizované formé. Vzorek byl nasledné rozpustén v 50
mM Tris 0 pH 7,5 na koncentraci 3,5 mg'ml™ a nasledné ovéfena pomoci NanoPhotometru a

piesna koncentrace byla 3,588 mg-ml™.

4.2.3 Srazeci roztoky
Pro krystalizaci byly zvoleny tfi sady komeréné dostupnych srazecich roztok:

e PGA Screen — sada 96 sraZecich roztokl vyrabéna spolecnosti Molecular Dimension
(USA). Sada zaloZena na polymeru kyseliny poly-y-glutamové (PGA).

e MORPHEUS® Il HT-96 — sada 96 sraZecich roztokii vyrdbéna spole¢nosti Molecular
Dimension (USA), zahrnuje fadu nizkomolekularnich ligandt.

e PEG/lon HT™ — sada 96 srazecich roztokii vyrab&na spolecnosti Hampton Research
(USA). V prvni polovin¢ sady je 48 soli, které pokryvaji kompletni fadu aniontl a
kationtt, dulezité proménné jako iontovy typ, iontova sila, PEG (3,350) a pH (4,5 — 9,2).
Druhd polovina sady obsahuje organické kyseliny v rozmezi pH 3,7 — 8,8 také
Vv ptitomnosti PEGu 3,350.

Seznamy vSech tii srdZecich sad a jejich roztoki jsou uvedeny v kapitole Ptilohy.

4.2.4 Vlastni krystalizace lysAp22

Pro provedeni experimentu byl pouzit roztok lysAp22 o koncentraci 3,588 mg-ml™?, ti
sady srazecich roztokll uvedenych vyse, tfi krystalizacni desticky stejného typu ,,Swissci®
(MRC 2-Drop Plate) o 96 jamkach (Hampton Research, USA). Pro optimalizaci podminek
pak byla pouzita krystaliza¢ni desticka o 24 jamkach CombiClover (Molecular Dimension
USA). Dale byly vyuzity automatické pipety, krystaliza¢ni izolepa a pro automatické rozka-

pavani byl pouzit robot Douglas Instrument OryxNano (Douglas Instruments, Velka Britanie).
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Pre-krystaliza¢ni test

Jelikoz nebylo jisté, jestli dand koncentrace lysAp22 nebude tvotit precipitaty, nebo
naopak neni malo koncentrovany, byl proveden pre-krystaliza¢ni test PCT sadou dodavanou
Hampton Research (USA). Test dopadl tak, Ze se dand koncentrace ukazala byt v pofadku a
vzorek jiz nemusel byt nadale fedén.

Slozeni vSech ¢tyt ¢inidel PCT sady jsou uvedeny v kapitole Ptilohy.

Metoda sedici kapky, 96 jamek

Pro vSechny tfi krystaliza¢ni sady byl proveden stejny postup. Desticka s 96 byla ru¢né
pomoci automatické pipety naplnéna srazecimi roztoky tak, ze jamka Al byla naplnéna
roztokem oznacenym c¢islem 1 v seznamu, jamka A2 srazecim roztokem ¢islo 2, jamka A3
pak sraZzecim roztokem ¢islo 3 atd. Roztoky Sly vzestupné zleva doprava a odshora dold, s tim
ze v posledni jamce H12 se nachdzel sraZeci roztok s Cislem 96 v seznamu. U kazdého
rezervoaru se nachdzeji 2 jamky, na jedné krystalizacni desti¢ce Ize tedy otestovat az 192
ruznych podminek.

Rezervoary byly naplnény 50 pl srazecich roztoki, coz bylo nastaveno i na robotovi.
Do horni jamky pak byl vzdy napipetovan 1 pl ptisluSeného srdzeciho roztoku z rezervoaru
plus 1 pl vzorku lysAp22, do dolni jamky byl napipetovano 0,5 pl ptislusného srazeciho
roztoku z rezervoaru plus 1 pl vzorku lysAp22. Pro piehlednost je v Tab. VI uvedeno schéma
prvni krystalizani jamky s pouzitim prvniho krystalizacniho c¢inidla, tytéZ poméry se
opakovaly u vSech nasledujicich jamek i vSech tfech desticek. Po dokonceni rozkapani na
robotovi, které probihalo pti 20°C byly vSechny desticky zaizolovany krystalizacni izolepou

a ponechany v lednici pii 4°C.

Tabulka VI: Schéma krystaliza¢ni jamky pii krystalizaci lysAp22, metodou sedici kapky.
1

lulsrdz. 01
SOl 41wl Ap22
A srazeci
01 0,5ulsraz.01
+ 1l Ap22

Piiblizn¢ po ¢étyfech tydnech, co byly desticky pravidelné kontrolovany, se zacaly
objevovat prvni krystaly, které byly nésledné vyfoceny a zméfeny. Z téchto podminek byly
vybrany celkem tfi podminky z krystaliza¢ni sady roztokti PEG/Ion HT™, ve kterych lysAp22
nejlépe krystalizoval. Upraven byl predev§im pomér koncentraci srazeci roztok:lysAp22,

taktéz provedeny metodou sedici kapky, v krystalizacni desti¢ce obsahujici 24 jamek.
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Metoda sedici kapky, 24 jamek — optimalizace podminek

Ze sady PEG/Ion byly vybrany tii nésledujici podminky:
e Do prvniho fadku byla napipetovana podminka z jamky C4 v celkovém poradi 28. Srazeci

roztok ¢. 28 ma nasledujici slozeni: 0,2 M hydrat octanu vapenatého, 20% w/v PEG 3,350,

pH 7,5.

e Do druhého tadku byla napipetovana podminka z jamky G10 v celkovém 82 (34 box II).
Srazeci roztok ¢. 82 ma nasledujici slozeni: 2% v/v Tascimate™ pH 7,0; 0,1 M HEPES

pH 7,5; 20% w/v PEG 3,350.

e Do tfetiho fadku byla napipetovana podminka z jamky A7 v celkovém potadi 7. Srazeci

roztok ¢. 7 ma nasledujici slozeni: 0,2 M dihydrat chloridu vapenatého, 20% w/v

PEG 3,350, pH 5,1.

Posledni tadek zistal prazdny. V tomto experimentu byla pouzita desticka
,CombiClover (Molecular Dimension, USA), ktera obsahuje 24 rezervoari. Rezervoary byly
naplnény v Sesti riznych pomérech: 50 pl, 100 pl, 150 pl, 200 pl, 250 ul a 300 pl, vzestupné
zleva doprava. Kolem kazdého rezervoaru se nachazeji ¢tyfi jamky pro metodu sedici kapky,
roztok srazeciho proteinu z rezervoaru:lysAp22 byly pipetovany ruéné automatickymi
pipetami ve Cétyfech riznych pomérech (1:1, 1:2, 1:3, 2:3), kdy jeden dil znamena 1 pl
srazeciho roztoku nebo vzorku lysAp22. Popsand krystaliza¢ni destiCka je schematicky

Znazornéna v Tab. VIl a Tab. VIII.

Tabulka VII: Schéma krystaliza¢ni desticky pro optimalizaci podminek lysAp22, metodou

sedici kapky (1/2).
1 | 2 3 | 4 5 | 6
PEG/Ion roztok €. 28
A 11 | 12 11 | 12 11 | 12
50 pl 100 pl 150 ul
\ B 13 2:3 1:3 2:3 13 2:3
PEG/Ion roztok ¢. 82
| cC 11 | 12 11 | 12 11 | 12
50 pl 100 ul 150 pl
| D 1:3 2:3 1:3 2:3 1:3 2:3
PEG/Ion roztok €. 7
| E 11 | 12 11 | 12 11 | 12
50 pl 100 ul 150 pl
| F 1:3 2:3 1:3 2:3 1:3 2:3
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Tabulka VIII: Schéma krystaliza¢ni desticky pro optimalizaci podminek lysAp22, metodou
sedici kapky (2/2).

7 | 8 | 9 | 10 | 1 | 1
PEG/Ion roztok ¢. 28
A 1 | 12 11 | 12 11 | 12
200 ul 250 ul 300 pl
I 13 | 23 13 | 23 13 | 23
PEG/Ion roztok ¢. 82
| 11 ] 12 11 [ 12 11 | 12
200 pl 250 ul 300 pl
\ D 1.3 2:3 1:3 2:3 1:3 2:3
PEG/Ion roztok ¢. 7
| E 11 | 12 11 | 12 11 | 12
200 ul 250 ul 300 pl
| F 1:3 2:3 1:3 2:3 1:3 2:3

Po dokonceni experimentu, kterd probihal pfi 20°C byly desticky zaizolovany

krystaliza¢ni izolepou a ponechany v lednicce pii 4°C. Poté byly prubézné kontrolovany.

4.2.5 Testy krystala

S desticky s optimalizovanymi podminkami byla vybrana pouze jedna jamka na
provedent testl, z diivodu malého poctu Gspésnych krystalizaci. Obarveny byly mikrokrystaly
Vv jamce E12 pomoci komeréné dostupného barviva Izit Crystal Dye HR4-710 poskytované
firmou Hampton Research (USA). K mikrokrystalim byl pfidan automatickou pipetou 0,5 pl
barviva, pokud doslo Kk jejich zbarveni, dokazuje to jejich proteinovy ptivod a Ze se nejedna o

krystaly soli.

4.2.6 Ziskani difrakénich dat

Vypéstované krystaly lysAp22 byly otestovany pomoci rentgenoveé difrakéni analyzy
na synchrotronu BESSY — II provozovaném The Joint Berlin MX-Laboratory (Berlin-
Adlershof, Némecko). Z divodu, Ze testovani na synchrotronu muze provadét pouze

proskoleny pracovnik, jsem se méteni nemohla osobné z¢astnit.
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5  Vysledky

Tato kapitola praktické Casti bakalafské prace obsahuje vysledky krystalizacnich
experimentl a to jak lysozymu, tak i lysAp22. Taktéz zahrnuje vysledky testovani krystala a
vysledek rentgenové difrakéni analyzy lysAp22.

5.1 Vysledky vlastni krystalizace lysozymu
Vysledky krystalizace lysozymu vSech metod byly zaznamenany dva tydny po
provedeni experimentil. Desticky byly sledovany pomoci mikroskopu SZX9 pii zvétSeni 450x.

Tabulky byly vytvoieny pomoci programu MS Excel.

5.1.1 Vysledky metody sedici kapky

Krystalizace lysozymu metodou sedici kapky byla ve vétSiné pripadi Uspés$na.
Vyjimkou byly jamky C1 a C5, kde vznikla sraZenina, divodem muze byt jak vysoka
koncentrace srazeciho ¢inidla, tak i lysozymu, coz tedy indikuje vysoké ptesyceni. Roli v tom
muze hrat i lidsky faktor, at’ uz pii pipetovani nebo nasledny zptisob manipulace. V jamce A6
zustala kapka ¢ira, divodem mutze byt pravy opak, nez byl v pfedchozich jamkach, tj. nizka
koncentrace srdzeciho roztoku i lysozymu. Velikost krystalii nebo jejich pocet zavisel na
pouzité koncentraci lysozymu. Nejvétsi krystaly, v mensim poctu vznikaly v jamkach, které
obsahovaly niz§i koncentraci lysozymu (20 — 40 mg-ml™?), s rostouci koncentraci lysozymu se
velikost krystalii zmenSovala, ale jejich pocet rostl.

Vysledky jsou znazornény v Tab. 1X, kde jamky s velkymi krystaly v malém poctu
jsou oznaceny ¢ervenou barvou, modra barva pak znaci malé krystaly ve velkém mnoZzstvi,

zelena barva znaci pfitomnost srazeniny a bila barva znaci Cirou kapku.
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Tabulka IX: Vysledky krystalizace metodou sedici kapky pro lysozym.

5.1.2 Vysledky metody visici kapky

kapka - 2 pl roztoku NaCl + 2 pl roztoku lysozymu
Al A2 A5 A6
6% NaCl + | 6% NaCl + 6% NaCl + | 6% NaCl +
100 mg'ml? | 60 mg'ml? 80 mg'ml* 20 mg-ml™
lysozym lysozym lysozym lysozym
Bl B2 B5 B6
10% NaCl + 10% NaCl +
100 mg-ml* 80 mg'ml*
lysozym lysozym
C1 C2 C5
14% NaCl + | 14% NaCl + | 14% NaCl + 14% NaCl +
100 mg'ml? | 60 mgml? | 40 mgml? 80 mg-ml?
lysozym lysozym lysozym lysozym
D1 D2 D3 D5 . D6 |
8% NaCl + | 8% NaCl + 8% NaCl +
100 mg'ml? | 60 mg-ml? 80 mg-ml?
lysozym lysozym lysozym

Krystalizace lysozymu metodou visici kapky pfinesla podobné vysledky jako metoda
sedici kapka az na par vyjimek. V jamkach BS, C1, C2 a C5, kde doslo ke vzniku srazeniny,
jejimz divodem je vysoké presyceni roztoku. V jamce A6 zistala kapka ¢ira stejné jako u
ptedchozi metody, diivod bude pravdépodobné stejny. Tendence velikosti krystald a jejich
poctu v zavislosti na koncentraci lysozymu byly velmi podobné, jako v pfedchozi metode.

Vysledky jsou znazornény v Tab. X, kde jamky s velkymi krystaly v malém poctu
znaci ¢ervena barva, modra barva znaci malé krystaly ve vétSim mnozstvi, zelena barva znaci

sraZzeninu a bila barva znaci, Ze kapka ziistala ¢ira.
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Tabulka X: Vysledky krystalizace metodou visici kapky pro lysozym.

kapka - 2 ul roztoku NaCl + 2 ul roztoku lysozymu

Al A2 A3 A5 A6
6% NaCl + | 6% NaCl+ | 6% NaCl + 6% NaCl + | 6% NaCl +
100 mg'ml? | 60 mgml? | 40 mgml? 80 mg'ml? | 20 mgml?
lysozym lysozym lysozym lysozym lysozym
Bl B2 B3 B5 B6
10% NaCl + | 10% NaCl + 10% NaCl +
100 mg'ml? | 60 mg:ml™? 80 mg-ml?
lysozym lysozym lysozym
C1 C2 C5
14% NaCl + | 14% NaCl + 14% NaCl +
100 mg'ml? | 60 mgml? 80 mg-ml?
lysozym lysozym lysozym
D1 D2 D3 D5 . D6 |
8% NaCl+ | 8% NaCl+ | 8% NaCl + 8% NaCl +
100 mg'ml? | 60 mgml? | 40 mgml? 80 mg-ml*
lysozym lysozym lysozym lysozym

5.1.3 Vysledky metody mikrokrystalizace pod olejem

P11 mikrokrystalizaci pod olejem neziistala Zadna kapka Cird. SraZzenina se objevila ve

ttech jamkach A2, D1 u kterych je to pravdépodobné zpusobené vysokou koncentraci

srazeciho roztoku i lysozymu a v jamce G1 u které je vet$si mnozstvi lysozymu nez srazeciho

¢inidla, zaroven ma vzorek jednu z vy$Sich koncentraci a u vSech jamek tedy doSlo

k vysokému presyceni.

Vysledky experimentu jsou uvedeny v Tab. Xl, kde Cervena barva znaci vyskyt

velkych krystalli v malém poctu, modra barva znaci vyskyt malych krystalii za to v hojném

poctu a zelend barva znaci srazeninu.
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Tabulka XI: Vysledky mikrokrystalizace pod olejem pro lysozym.
zéklad: silicon oil MD2 - 04

Al A2 A3 El
2 ul 14% 5ul 12% 2ul 12%
NaCl+2ul | NaCl+ 5 ul NaCl+3 pl
100 mg'ml? | 60 mg:ml™? 60 mg-ml*
lysozym lysozym lysozym
Bl B2 F1
3 ul 14% 4 ul 12% 3 ul 12%
NaCl+3 ul | NaCl+4 ul NaCl + 4 ul
100 mg'ml? | 60 mg-ml? 60 mg-ml*?
lysozym lysozym lysozym
Cl C2 Gl
4 ul 14% 3ul 12% 4ul 12%
NaCl+4 ul | NaCl+ 3 ul NaCl + 5 ul
100 mg'ml? | 60 mg-ml? 60 mg-ml?
lysozym lysozym lysozym
D1 D2 H1
5 ul 14% 2 ul 12% 5l 12%
NaCl+5ul | NaCl+2 ul NaCl + 4 ul
100 mg'ml? | 60 mg:ml™ 60 mg-ml*
lysozym lysozym lysozym

5.1.4 Vysledky volné difuze v kapilarach

Metoda volné diftze probihala ve Ctyfech kapilarach o tfech riiznych rozmérech.
Krystalizace byla uspésna ve vsech ¢tyfech. Jaké krystaly vznikly v kapilarach, je znazornéno
v Tab. XII, kde ¢ervena barva znaci velké krystaly v malém poctu (coz se stalo jen v jedné

kapilafe), modra barva pak znac¢i mensi krystaly ve velkém poctu.

Tabulka X11I: Vysledky metody volné diftze v kapilarach pro lysozym.

primér kapilary [mm]
0,2 0,3 0,3 0,8
30 ul 12% NaCl | 30 pl 12% NaCl 30 ul 12% NaCl
+ 100 mg/ml + 100 mg/ml + 100 mg/ml
lysozym lysozym lysozym

5.2  Vysledky vlastni krystalizace lysAp22
V této ¢asti jsou uvedeny vysledky krystalizace lysAp22. Vysledky byly sledovany
pomoci mikroskopu SZX9 pii zvétSeni 450x. Dale byly potizeny fotografie vybranych
krystalt, které byly potizeny fotoaparatem Olympus, pfipevnény ke zminénému mikroskopu.
Pii krystalizaci Ap22 byly pouzity tii desticky o 96 jamkach, se tfemi sadami srazecich
roztokt (PGA Screen, MORPHEUS® Il HT-96 a PEG/lon HT™), celkem bylo otestovano
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tedy 288 podminek. U kazdé rezervoaru se nachazely dvé jamky, kam byly davkovany rizné
objemy, kdyz zapocitame i to, tvofi to celkoveé 576 podminek. Ve vétsin€ jamek vznikla ¢ird
kapka, v par kapkach sraZenina a ve velmi malém mnozstvi se podafilo ziskat krystaly. Tyto
podminky se pokusilo nadale optimalizovat. Vysledky jsou zaznamenany pomoci tabulek,

které byly vytvofeny pomoci programu MS Excel.

5.2.1 Vysledky metody sedici kapky, 96 jamek
PGA Screen

Krystalizace za pomoci této sady byla nejméné uspésnd, z celkovych 192 podminek,
u 187 ptipadd ziistala kapka cird, ve 3 kapkach se objevila srazenina a ve 2 piipadech
obsahovala velmi malé mikrokrystaly ve velmi malém poc¢tu. Mikrokrystaly by se vSak nadale
mohly vyuzit v ockovaci metod¢.

V Tab. X1l jsou zobrazeny vysledky, kde doslo ke zméné. Zluta barva a K2 oznaduje
jamky, kde se objevily mikrokrystaly, velké pismeno P a zelend barva oznacuje srazeninu a
velké pismeno X a bila barva zna¢i Cirou kapku. Pismeno oznacujici fddek na desticce
S dolnim indexem 1 napf. A1 znaci horni jamku, kde byl pomér srazeci roztok:lysAp22 —
1 pl:1 pl. Pismeno s dolnim indexem 2 napt. Az znaci dolni jamku, kde byl pomér srazeci

roztok:lysAp22 — 0,5 ul:1 pl.

Tabulka XII1: Vysledky krystalizace lysAp22 se sadou PGA Screen, metodou sedici kapky.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Ar| X X X X X X X X X X X X
A | X X X X X X P X X X X X
Bi| X X X X X X X X X X X X
B| X X X X X X X X X X X X
Ci| X X P X X X X X X X X X
C| X X X X X X X X X X X X
Di1| X X X X X X X X X X X X
D,| X X X X X X X X X X X X
E:| X X X X X X X X X X X X
E2| X X X X X X X X X X X X
Fr | X X X X X X X K3 X X X X
Fo | X X X X X X X X X X X X
G| X X X X X X X X X X X X
G| P X X X X X X X X X X X
Hi | X X X X X X X X X X X X
H, | X X X X X X X X X X X K3
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MORPHEUS® Il HT-96
Nachéazelo se zde vice uspéSnych kapek, ale ne na tolik uspesné, aby krystaly byly vhodné pro
rentgenovou difrakcni analyzu. Z celkovych 192 podminek ziistala Cira kapka u 179 piipadi,
vV 5 jamkéch se objevila srazenina a v 8 piipadech se objevily znamky mikrokrystald, které
stejné jako v predchozim pfipad¢, by se daly vyuzit v ockovaci technice.

V Tab. X1V jsou uvedeny vysledky s touto sadou. Velké K2 a Zluta barva znaci jamky,
kde se objevil naznak mikrokrystall, zelend barva a velké pismeno P pak oznacuji srazeninu,
¢irou kapku oznacuje velké pismeno X a bild barva. Dolni indexy u pismen oznacujici fadky

na desti¢ce znaci stejné pomery jako v predchozim ptipadé.

Tabulka XIV: Vysledky krystalizace lysAp22 se sadou MORPHEUS® Il HT-96, metodou

sedici kapky.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Ar| X X X P X X X K3 | K3 X X X
A | X X X X X X K3 | K3 X X X X
B:1 | K3 X K3 X X X X X X X X X
B| X X K3 X X X X X X X X X
Ci| X X X X X X X X X X X X
C| X X X X X X K3 X X X X X
D:| X X X X X X X X X X X X
D2 | X X X X X X X X X X X X
Ei | X X X X X X X X X X X X
E2| X X X X X X X X X P X X
Fi| X X X X X X X X X X X X
Fo ] X X X X X X X X X X X X
G| X X X P X X X X X X X X
G| X X X X X X X X X X X X
Hi | X X X X X X P X X X X X
H2 | X X X X X X P X X X X X

PEG/lon HT™
objevily krystaly, nebylo moc, za to se podatilo ziskat prvni vétsi krystaly. Z celkovych 192
podminek kapka zistala ¢ira u 185, ve 4 jamkach se objevila precipitace, v1 jamce
mikrokrystaly a ve 2 jamach se objevily krystaly.

Tab. XV ukazuje, v jakych podminkach se podafilo ziskat krystaly. Cervena barva a

K1 znaci krystaly, K2 a Zluta barva oznacuji mikrokrystaly, velké pismeno P a zelena barva
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znadi srazeninu a Cirou kapku znaci velké pismeno X a bila barva. Dolni indexy u pismen

oznacujici fadky na desticce jsou stejné jako v predchozich ptipadech.

Tabulka XV: Vysledky krystalizace lysAp22 se sadou PEG/Ion HT™, metodou sedici kapky.

7 11

(o]
oo

A1
Az
B1
B2
Ci
C
D
D2
E1
E>
F1
F2
G1
G2
Hi
Ho

XXX XXX X X | XXX | X | X[ X[ X |-
XXX XXX XXX X[ X | X | XX [ X | X o
XXX XXX XXX XXX X | > [ X X | X |
><><><><><><><><><><><I><><><><4>
XX BB X | X[ X[ X X[ X[ X]X|X|X|X|X|on
XXX XXX XXX | X[ X X | X [ X[ X | %
XXX XXX XXX | XX [ X X | > | | %
XXX XXX XXX | X[ X X | X [ X[ X | %
XXX XXX XXX XX | X | X [ XX | X |
XXX || X[ X | X[ X[ X[ X[ X[ X[ X|X|X|5
XXX XX X[ X[ XX | X[ X | X[/ X|X|Xx
XX XX XXX X[ XX | XX | | X | X X [

Krystaly vjamkach Ai7 a Ci4 byly vyfotografovany a nasledné zméfeny.
Mikrokrystaly v jamce G110 byly také vyfoceny. Foceni vysledki probihalo ¢tyfi tydny od
provedeni experimentu.

Na Obr. 9 se nachazeji krystaly z jamky A17. Nasledné byly zméfeny rozméry dvou
krystalt. Krystal oznaceny na obrazku v ¢erném krouZzku mél rozméry 151 pm na 100 pm,
krystal oznaceny na obrazku v ¢erveném kruhu mél rozméry 133 pm na 53 pm. Jedna se tedy

0 nejvetsi vypéstované krystaly.
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Obrazek 9: Krystaly lysAp22 z Ai7, slozeni srazeciho roztoku: 0,2 M dihydrat chloridu
vapenatého, 20% w/v PEG 3,350, pH 5,1 (foto autorka).

Obr. 10 Ukazuje nejlépe uspoiadané krystaly. Nejvétsi krystal byl zméfen a jeho
rozméry byly 70 um na 32 um.

Obrazek 10: Krystaly lysAp22 z Ci4, slozeni srazeciho roztoku: 0,2 M hydrat octanu
vapenatého, 20% w/v PEG 3,350, pH 7,5 (foto autorka).

Posledni uspés$na krystalizace je na Obr. 11, zde se nachazeji mikrokrystaly. Nejveétsi
krystal z nich byl zméfen na 26 pm na 22 um.
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Obréazek 11. Mikrokrystaly lysAp22 z G110, slozeni srazeciho roztoku: 2% v/v Tascimate™
pH 7,0; 0,1 M HEPES pH 7,5; 20% w/v PEG 3,350 (foto autorka).

Celkove¢ bylo otestovano 576 podminek. V 551 ptipadech zistala kapka ¢ira (95,7 %),
ve 12 piipadech se objevila srazenina (2 %), v 11 pfipadech se nachdzely mikrokrystaly
(1,9 %), nejvhodngjsi krystaly pro rentgenovou difrakéni analyzu poskytly jen 2 podminky
(0,4 %).

5.2.2 Vysledky metody sedici kapky, 24 jamek — optimalizace podminek

Podminky se podafilo zopakovat jen v malém mnozZstvi pfipadi, vSechny tfi podminky
byly podobné uspésné. Ze 72 podminek se krystal podafilo ziskat jen v jedné a to jesté
s pravdépodobné¢ se srazeninou. Ve dvou podminkach byly ziskany mikrokrystaly, a ve dvou
se objevila srazenina. Cira kapka ziistala v 72 podminkach. Vse je shrnuto v Tab. XVI,
znaCeni: K1 a Cervena barva — krystaly, K2 a zluta barva — mikrokrystaly, P a zelena barva —
srazenina, X a bild barva — Cird kapka. Poméry srazeci roztok:lysAp22 vzhledem sestaveni
jamek okolo rezervoaru jsou nasledujici: leva horni jamka 1:1, prava horni jamka 1:2, leva

dolni jamka 1:3 a prava dolni jamka 2:3.
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Tabulka XVI: Vysledky optimalizace podminek pro lysAp22, metodou sedici kapky.

1| 2] 3] 4|5 |6 7|89 1011w
PEG/Ion roztok ¢. 28

AlX T X x PR X [ X [ X[ x][x][x][Xx]X

50 pl 100 pl 150 pl 200 pl 250 300 pl

B | X [ X [ X | X | X | X ]| P | X | X | X|X]X
PEG/Ion roztok ¢. 82

Cl X | X | X | X | X | X ]| X | X | X ] X | X |K3

50 ul 100 pl 150 pl 200 pl 250 ul 300 pl

D[ X | X | X | X | X | X | X | X | X ] X]|X]| X
PEG/Ion roztok ¢. 7

E| X | X[ x| x| x| x| x][x] x| x| x| K3

50 pl 100 pl 150 pl 200 ul 250 ul 300 ul

Fl X P | X | X[ X | X[ X ]| X]|X]|X]|X|X

Krystal v jamce A4 — viz Obr. 12 — byl vyfotografovan stejné jako mikrokrystaly
v jamkach C12 — viz Obr. 13 —a E12 — viz Obr. 14. Foceni vysledkl probihalo pét tydnt od

provedeni experimentu.

Obrazek 12: Krystal lysAp22 v jamce A4 spole¢né se srazeninou a pravdépodobné i krystalem

soli. Pomér srazeci roztok:lysAp22 — 1:2. Slozeni srazeciho roztoku: 0,2 M hydrat octanu
vapenatého, 20% w/v PEG 3,350, pH 7,5 (foto autorka).



Obrazek 13: Mikrokrystaly lysAp22 v jamce C12. Pomér srazeci roztok:lysAp22 — 1:2.
Slozeni srazeciho roztoku: : 2% v/v Tascimate™ pH 7,0; 0,1 M HEPES pH 7,5; 20% w/v PEG
3,350 (foto autorka).

Obrazek 14: Mikrokrystaly lysAp22 v jamce E12. Pomér srazeci roztok:lysAp22 — 1:2.
SloZeni srazeciho roztoku: 0,2 M dihydrat chloridu vapenatého, 20% w/v PEG 3,350 (foto
autorka).
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Mikrokrystaly z jamky E12 a krystal z jamky A4 a podminky, pfi kterych rostly, se
budou nadale optimalizovat.
5.2.3 Vysledky krystalizacnich testi

Z diivodu velmi malého mnozstvi vypéstovanych krystalt, které by se daly otestovat,
byl vybran jen jeden test a jedna jamka. Z desticky o 24 podminkach byly vybrany
mikrokrystaly z jamky E12, k nim bylo pfidano 0,5 ul barviva Izit Crystal Dye HR4-710
(Hampton Research, USA). Po uplynuti jedné hodiny mikrokrystaly absorbovaly barvivo a
tim byl prokézan jejich proteinovy ptivod, jak jde vidét na Obr. 15.

Obrazek 15: Krystaly lysAp22v jamce E12 (z optimalizovanych podminek), po obarveni
Izitem.
Veétsi krystaly z destiCky o 96 jamkach a se sadou PEG/Ion byly ponechiany na

otestovani pomoci rentgenové difrakéni analyzy.

5.2.4 Difrakéni ziznam

Za pomoci rentgenové difrakéni analyzy byly ziskany snimky zkoumaného lysAp22.
potizené snimky dosahly rozlisené pouze 3,5 A. Difrakce je anizotropni, difrakéni snimky
obsahuji malo reflexe a jejich rozlozeni je nerovnomérné — viz Obr. 16.

Tyto snimky nelze pouZit pro vyhodnoceni struktury lysAp22, 1 z toho diivodu, Ze jich
je maly pocet, krystal se béhem méfeni rozpad. Je zapotiebi optimalizovat podminky a ziskat

krystaly v lepsi kvalite.
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6 Diskuze

Krystalizace proteinli je i v dneSni dob& proces, o kterém vime malo poznatkd.
Navzdory tomu, jak je proteinova krystalografie dulezita pfi urCovani struktury proteini,
neexistuji zadné systematické metody, které by zarucily ziskani trojrozmérnych krystali.
Tento problém vsak podnitil snahu védeckych pracovniki ke zlepSovani experimenti vedouci

K rstu krystala®®.

6.1 Lysozym

Modelovy protein lysozym byl pouzit za Gcelem osvojeni zakladnich a pokrocilych
metod krystalizace. Pti experimentech se potvrdilo obecné pravidlo pfi krystalizaci lysozymu,
ze ¢im mensi koncentrace lysozymu, tim se ziskaji vétsi krystaly o mens$im poctu a ¢im vyssi
koncentrace, tim se ziskaji mensi krystaly v hojné&jsim poctu. Experimenty byly uspé$né ve
vSech metodach, v kazdé z nich se podaftilo ziskat dostate¢né mnozstvi krystald, které by byly
vhodné k dal§i analyze. Hekmat®® ve svém pokusu s lysozymem pouzil podobné koncentrace
lysozymu (10 — 50 mg-ml™?, nafedény octanovym pufrem o pH 4) a podobné koncentrace NaCl
(4 — 12 hm. % roztok, NaCl bylo rozpusténo v S0mM roztoku octanového pufru o pH 4).
Stejné jako Vv nasem piipadé i Hekmat®® pozoroval pii pouziti vysich koncentraci NaCl
vytvafeni srazeniny. Na druhou stranu Hekmat® pozoroval v nékterych piipadech vytvaieni
srazeniny 1 pii pouziti niz§ich koncentraci NaCl, coz v nasem piipad€ nebylo pozorovano.

The Biological Macromolecule Crystallization Database (BMCD) uvadi tii nejcastéji
pouzivané srazeci roztoky pro Gspésnou krystalizaci lysozymu: 1. 0,7 - 1,5 M chlorid sodny,
100 mM octan sodny, pH 4,0 - 4,8; 2. 10 % w / v chlorid sodny, 5 % v / v propanol; 3. 0,44 M
dusi¢nan sodny, 100 mM octan sodny, pH 4,6°".

6.2 LysAp22

Masivni uzivani antibiotik za poslednich 50 let vedlo k nartistu bakterii, které jsou tzv.
multirezistentni, coz znamena, Ze jsou rezistentni na vSechny dosud znamé druhy antibiotik.
Tento jev je obzvlasté alarmujici u gramnegativnich bakterii jako Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa a Acinetobacter baumannii, které jsou zodpovédné za
Siroké spektrum infekci, které by se v budoucnu mohly stat nevylécitelnymi. Vzestup téchto
bakterii a nedostatek novych antibiotik vede k hleddni a vyvoji novych alternativnich
antibiotik®2,

LysAp22 byl pro bakalaiskou praci vybran jako mozny kandidat pii hledani novych

alternativnich antibiotik. K pochopeni bunéénych procest je nezbytné znat trojrozmérnou
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strukturu makromolekul. Tomuto kroku pfedchéazi uspésné ziskani kvalitniho monokrystalu.
Jelikoz lysAp22 nebyl zatim charakterizovan, byly pro tento experiment pouzity tfi komercné
dostupné sady PGA Screen, MORPHEUS® 11 HT-96 a PEG/lon HT™. Z celkového poétu 576
podminek, se vybraly tfi ze sady PEG/Ion HT™, konkrétné srazeci roztoky ¢. 7 (sloZeni: 0,2
M dihydrat chloridu véapenatého, 20% w/v PEG 3,350, pH 5,1), ¢. 28 (slozeni: 0,2 M hydrat
octanu vapenatého, 20% w/v PEG 3,350, pH 7,5) a &. 82 (slozeni. 2% v/v Tascimate™ pH
7,0; 0,1 M HEPES pH 7,5; 20% w/v PEG 3,350), se kterymi byly podminky pro krystalizaci
nadale optimalizovany. Optimalizace podminek nebyla tak uspésna, jak by se mohlo ocekévat.
Byl ziskan pouze jeden vétsi krystal zaroven se srazeninou v jedné kapce. Divodem ne tak
uspésné optimalizace mtize byt lidsky faktor, jelikoz optimalizace se provadéla rucné, zatim
co puvodni rozkapani bylo provadéno robotem. Dale to miiZze byt 1 stafim vzorku, protoze
optimalizace probéhla vice jak tii mésice po rozpusténi vzorku. Ziskané krystaly z prvni
desticky se sadou PEG/Ion HT™ pak byly otestovany pomoci rentgenové difrakéni analyzy.
Vysledky difrakéniho zdznamu, ktery ma rozliSeni pouze 3,5 A neni dostate¢né pro dalsi
uréeni struktury, coz vypovida o tom, ze vypéstované krystaly nebyly dostatecné kvalitni.
Bé&hem méfeni zaroven doslo k poskozeni krystalu (nebyl ziskan ani nutny pocet snimku) tj.
krystal nebyl dostate¢né stabilni. Pro feseni struktury je zapotiebi ziskat difrakéni zdznam
v rozliSeni < 2,5 A. Do budoucna je tedy zapotiebi jiz zndmé podminky optimalizovat napt.
zkusit jiné krystalizacni metody, jiné poméry v kapkach, jiné typy desticek. Poptipadé pii
ziskani mikrokrystalll je optimalizovat pomoci ockovacich technik.

K datu 1. 12. 2020 obsahovala PDB databaze 144 struktur pod nazvem ,,endolysin® a
2 struktury pod nazvem ,,phage lysin“>°.

Prvnim proteinem ze skupiny fagovych lysinu, u které¢ho byla vytfeSena struktura je
PlyC. McGowan a kolektiv® se zabyvaly fesenim struktury streptokokového fagu PlyC, ten
ke dni 22. 6. 2012 patii k jednomu z nejucinnéjsich fagovych lysint. Jedna se o enzym, ktery
se sklada ze dvou ¢asti PlyCA a PlyCB. Za pomoci metody visici kapky (v poméru srazeciho
roztoku a roztoku proteinu 1:1) a srazeciho roztoku o slozeni: 0,1 M HEPES, 12 % PEG 4000,
10 % isopropanol s hodnotou roztoku pH 7,4 a pfi teploté 25°C se jim podafilo ziskat kvalitni
krystaly a vyfesit tak strukturu PlyC za pomoci rentgenové difrakéni analyzy®®. V nasem
pfipadé se podatilo ziskat mikrokrystaly za pomoci sraZeciho roztoku ¢. 82 (34 boxu II) o
podobném slozeni: 2% v/v Tascimate™ pH 7,0; 0,1 M HEPES pH 7,5; 20% w/v PEG 3,350.
Dalsi srazeci roztoky, ve kterych byla Uspé$nd naSe krystalizace, taktéz obsahovaly

polyethylenglykol.
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Sykilinda a kolektiv® tsp&sné krystalizovali AcLys , piirozené kédovaného
v profagové oblasti genomu Acinetobacter baumannii AB 5075. Krystaly se podafilo ziskat
za pomoci metod zalozenych na difuzi par a sraZeciho roztoku o slozeni: 0,2 M Li,SO4, 0,1 M
MES pH 6,5; 25% PEG 3350 pfi teploté 20°C®. V tomto piipadé stejné tak jako u PlyC a
Vv uspésnych piipadech nasi krystalizace byly krystaly ziskdny za pfitomnosti polyethylen
glykolu.

PlyC je struktura ziskand z grampozitivnich bakterii, zatimco AcLys je struktura

ziskana z gramnegativnich bakterii, ze kterych je i lysAp22.
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[ Zavér

Prakticka cast bakalaiské prace se vénuje strucné charakteristice proteinti a jejich
zakladnich vlastnostech. Soucasti této kapitoly je stru¢ny popis modelového proteinu
lysozymu a zarovenl zminuje skupinu bakteriofagovych lysinu, ze které pochazi zkoumany
protein. S rostoucim celosvétovym rozSifenim bakterii, které jsou rezistentni vuci
antibiotikim, pfestavuji bakteriofagové lysiny skupinu latek, kterd miZze slouzit jako
alternativni nahrada antibiotik. Déle se zabyva rozdily mezi krystaly makromolekularnich
latek a nizkomolekularnich latek. Poté se vénuje stru¢nému vyvoji krystalizace proteini do
podoby, tak jak ji zname dnes, zaroven se zabyva procesem krystalizace a stru¢né popisuje
fazovy diagram. Popisuje pre-krystalizacni test, jako prvni dulezity krok pied samotnou krys-
talizaci, nadale popisuje zékladni, pokrocilé i alternativni metody pouzivané v dneSni dobg.
V nésledujici fad¢ se strucné vénuje testovani ziskanych krystalli na proteinovy plvod.
Nakonec jsou uvedeny informace o RCSB PDB databazi, kde jsou online uloZeny informace
o dosud znamych strukturach proteinti, ziskanych pomoci rentgenové difrakcni analyzy nebo
nukledrni magnetické rezonance.

Prvni polovina praktické casti bakalaiské prace se vénuje krystalizaci lysozymu,
proteinu, u kterého jsou velmi dobfe znamy podminky pro ziskani krystald. Soucasti této prace
bylo seznamit se a osvojit si zakladni a pokro¢ilé metody krystalizace a to zejména metodu
sedici a visici kapky, mikrokrystalizaci pod olejem a metodu volné difaze. Krystalizace byla
usp&sna témet ve vSech podminkéch.

Druhé polovina praktické ¢asti je zamétena na krystalizaci nového bakteriofagového
lysinu Ap22, coz bylo hlavnim cilem této bakalarské prace. Nejprve se musely urcit vhodné
podminky, ve kterych bude protein rist. Pro tento ukoly byly vybrany tfi komeréné dostupné
krystaliza¢ni sady, PGA Screen, MORPHEUS® Il HT-96 a PEG/lon HT ™. Za pouziti metody
sedici kapky, bylo celkové otestovano 576 podminek. Z divodu malého poctu Uspésnych
podminek, bylo nutné vybrané podminky nadéle optimalizovat. Pro optimalizaci byly vybrany
tfi podminky ze sady PEG/lon HT™
vapenatého, 20% w/v PEG 3,350, pH 5,1), ¢. 28 (sloZeni: 0,2 M hydrat octanu vapenatého,
20% w/v PEG 3,350, pH 7,5) a &. 82 (slozeni. 2% v/v Tascimate™ pH 7,0; 0,1 M HEPES pH

, srazeci roztok €. 7 (sloZeni: 0,2 M dihydrat chloridu

7,5; 20% w/v PEG 3,350). Optimalizace byla provedena metodou sedici kapky, v riznych
pomérech za ucelem zjisténi vhodného poméru. Krystalizace byla uspesnd ve vSech tiech

roztocich velmi podobné. Celkové se podafilo ziskat dvé vhodné podminky, které poskytly
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dostatecné velké krystaly. Vybrané krystaly pak byly otestovany pomoci barviciho testu,
s cilem prokazat jejich proteinovy piivod.

Findlnim krokem bylo otestovat ziskané krystaly pomoci rentgenové difrakéni
analyzy, ktera poskytla difrakéni snimky v kvalité pouze 3,5 A. Tyto data nejsou dostateéna
k naslednému urceni trojrozmérné struktury lysAp22. Je tedy nutné zjisténé podminky nadale
optimalizovat a vykrystalizovat kvalitn€j$i monokrystaly. Ziskané krystaly pak budou
op¢tovné métfeny na zdroji synchrotronového zareni s cilem ziskat kvalitn€jsi difrak¢ni data,

ktera jiz budou vhodna k uréeni trojrozmérné struktury lysAp22.
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9  Prilohy
Slozeni PCT sady dodavané od Hampton Research, USA.

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

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

* Reagent A2 - 0.1 M TRIS hydrochloride pH 8.5,
0.2 M Magnesium chloride hexahydrate,
30% w/v Polyethylene glycol 4,000

* Reagent B2 - 0.1 M TRIS hydrochloride pH 8.5,
0.2 M Magnesium chloride hexahydrate,
15% w/v Polyethylene glycol 4,000

Seznam krystaliza¢nich ¢inidel ze sady PGA Screen (Molecular Dimension, USA).

wel| Tube # Conc. Saltl Conc.  Salt2 Conc. Buffer

Al 11 0.3 M Potassium bromide 0.1 M Sodium acetate
A2 12 0.2 M Magnesium chloride 0.1 M Sodium acetate
A3 13 0.3 M Sodium malonate dibasic monchydrate 0.1 M Sodium acetate
a4 14 0.6 M Sodium formate 0.1 M Sodium acetate
As 15 1M Ammonium formate 0.1 M Sodium acetate
A 16 0.2 M Potassium thiocyanate 0.1 M Sodium acetate
a7 17 0.2 M L-Proline 0.1 M Sodium acetate
ag 18 0.2 M L-Arginine 0.1 M Sodium acetate
A9 19 0.1 M Sodium acetate
Al0 110 0.1 M Sodium acetate
A1l 11 0.1 M Sodium acetate
A1z 112 0.1 M Sodium acetate

g1 113 0.1 M Sodium acetate

g2 114 0.1 M Sodium acetate

g3 115 0.1 M Sodium acetate
ga 116 0.1 M Sodium acetate

gs 117 0.2 M Potassium bromide 0.2 M Potassium thiocyanate 0.1 M Sodium acetate

gs 1-18 0.2 M Potassium bromide 0.2 M Potassium thiocyanate 0.1 M Sodium acetate

g7 119 0.2 M Potassium bromide 0.2 M Potassium thiocyanate 0.1 M Sodium acetate

gg 1-20 0.2 M Potassium bromide 0.2 M Potassium thioeyanate 0.1 M Sodium acetate

gg 1-21 0.2 M Potassium bromide 0.2 M Potassium thiocyanate 0.1 M Sodium acetate
sl 122 0.2 M Potassium bromide 0.2 M Potassium thiocyanate 0.1 M Sodium acetate
g11 1-22 0.2 M Potassium bromide 0.2 M Potassium thiocyanate 0.1 M Sodium acetate
g1z 1-24 0.2 M Potassium bromide 0.2 M Potassium thiocyanate 0.1 M Sodium acetate
c1 125 01 M Ammonium sulfate 0.3 M Sodium formate 0.1 M Sodium acetate

c2 1-26 0.1 M Ammonium sulfate 0.3 M Sodium formate 0.1 M Sodium acetate

ca 127 01 M Ammonium sulfate 0.3 M Sodium formate 0.1 M Sodium acetate
c4 1-28 01 M Ammonium sulfate 0.3 M Sodium formate 0.1 M Sodium acetate

c5 129 0.1 M Ammonium sulfate 0.3 M Sodium formate 0.1 M Sodium acetate

cg 130 0.1M Ammenium sulfate 0.3 M Sodium formate 0.1 M Sodium acetate

c7 131 01M Ammonium sulfate 0.3 M Sodium formate 0.1 M Sodium acetate

cg 1-32 01 M Ammonium sulfate 0.3 M Sodium formate 0.1 M Sodium acetate

cg 133 0.3 M Potassium Bromide 0.1 M Sodium cacodylate
c10 13 0.2 M Magnesium chloride 0.1 M Sodium cacodylate
cn1 135 0.3 M Sodium malonate dibasic monohydrate 0.1 M Sodium cacodylate
c12 136 0.6 M Sodium formate 0.1 M Sodium cacodylate
p1 137 1M Ammenium formate 0.1 M Sodium cacodylate
p2 138 0.2 M Potassium thiocyanate 0.1 M Sodium cacodylate
p3 139 02M L-Proline 0.1 M Sodium cacodylate
pg 140 0.2 M L-Arginine 0.1 M Sodium cacodylate
ps 141 0.1 M Sodium cacodylate
pg 142 0.1 M Sodium cacodylate
p7 1-43 0.1 M Sodium cacodylate
pg 144 0.1 M Sodium cacodylate
pg 1-45 0.1 M Sodium cacodylate
pg 146 0.1 M Sodium cacodylate
p11 147 0.1 M Sodium cacodylate
p1z 148 0.1 M Sodium cacodylate
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pH Conc. Precipitant

5.0 8 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 8 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 8 % wj/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 8 % wj/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 8 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 8 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 8 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 8 % wj/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 5 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 5 % wj/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 5 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 5 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 5 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 5 % wj/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 5 % wj/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 5 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 3 % wj/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 3 % wj/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 3 % wj/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 3 % wj/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
5.0 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 8 % wj/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 8 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 8 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 8 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 8 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 8 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 8 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 8 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 5 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 5 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 5% wj/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 5 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 5 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 5 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 5% w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 5 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)

Conc.

30 % vfv
30 % v/iv
30 % vfv
20 % wifv
20 % wiv
15 % w/v
12 % wiv
8 % wiv
30 % viv
20 % vfv
20 % vfv
10 % wifv
5 % wiv
5 % wfv
5 % wifv
3 % wifv
30 % viv
20 % vfv
20 % vfv
10 % wifv
5 % wfv
5 % wiv
5 % wifv
3 % wifv

30 % viv
30 % vfv
30 % vfv
20 % wifv
20 % w/iv
15 % wifv
12 % wifv
8 % wiv

Precipitant2

PEG 400

PEG 500 MME
MPD

PEG 2000 MME
PEG 3350

PEG 4000

PEG 8000

PEG 20000
PEG 400

PEG 500 MME
MPD

PEG 2000 MME
PEG 3350

PEG 4000

PEG 8000

PEG 20000
PEG 400

PEG 500 MME
MPD

PEG 2000 MME
PEG 3350

PEG 4000

PEG 8000

PEG 20000

PEG 400

PEG 500 MME
MPD

PEG 2000 MME
PEG 3350

PEG 4000

PEG 8000

PEG 20000



Well Tube # Conc. Salt1

E1l
E2
E3
E4
E5
E6
E7
E8
ES
E10
E1l
E12
F1
F2
F3
F4
F5
F&
F7
F&
F3
F10
F11
F12
Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10
G11
G12
H1
H2
H3
Ha
H5
HB
H7
H&
H9
H10

H11
H12

21
2:2

23

24

25

26

27

2-8

2-9

210
211
212
213
214
215
216
2-17
218
219
2-20
21
222
223
2-24
2-25
2-26
2-27
2-28
229
2-30
231
2-32
233
234
2-35
2-36
237
238
2-39
2-40
2-41
2-42
243
2-44
2-45
2-46
2-47
248

0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.1 M Ammonium sulfate
0.1 M Ammonium sulfate
0.1 M Ammonium sulfate
0.1 M Ammonium sulfate
0.1 M Ammonium sulfate
0.1 M Ammonium sulfate
0.1 M Ammonium sulfate
0.1 M Ammonium sulfate
0.3 M Potassium bromide
0.2 M Magnesium chloride

0.3 M Sodium malonate dibasic monohydrate

0.6 M Sodium formate

1M Ammonium formate
0.2 M Potassium thiocyanate
0.2 M L-Proline
0.2 M L-Arginine

0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.1 M Ammonium sulfate
0.1 M Ammonium sulfate
0.1 M Ammonium sulfate
0.1 M Ammonium sulfate
0.1 M Ammonium sulfate
0.1 M Ammonium sulfate
0.1 M Ammonium sulfate
0.1 M Ammonium sulfate

Conc. Salt2
0.2 M Potassium thiocyanate
0.2 M Potassium thiocyanate
0.2 M Potassium thiocyanate
0.2 M Potassium thiocyanate
0.2 M Potassium thiocyanate
0.2 M Potassium thiocyanate
0.2 M Potassium thiocyanate
0.2 M Potassium thiocyanate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate

0.2 M Paotassium thiocyanate
0.2 M Patassium thiocyanate
0.2 M Potassium thiocyanate
0.2 M Potassium thiocyanate
0.2 M Potassium thiocyanate
0.2 M Patassium thiocyanate
0.2 M Potassium thiocyanate
0.2 M Potassium thiocyanate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate

Cone. Buffer

0.1 M Sedium cacodylate
0.1 M Sedium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sedium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sedium cacodylate
0.1 M Sedium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sedium cacodylate
0.1 M Sedium cacodylate
0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris

0.1 M Tris
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pH Conc. Precipitant

6.5 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
6.5 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 8 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 8 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 8 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 8 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 8 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 8 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 8 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 8 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 5 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 5 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 5 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 5 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 5 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 5 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 5 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 5 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 3 % w/fv y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 3 % w/fv y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 3 % w/fv y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 3 % w/fv y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 3 % w/fv y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 3 % wfv y-PGA (Na+ form, LM)
7.8 3 % w/v y-PGA (Na+ form, LM)

30 % /v
20 % /v
20 %v/v
10 % w/fv
5 % w/v
5 % w/v
5 %w/v
3% w/v
30 % /v
20 % v/v
20 % /v
10 % w/fv
5 % w/v
5 % w/v
5 % w/v
3 % w/v

30 % /v
30 % /v
30 % /v
20 % w/fv
20 % w/fv
15 % w/v
12 % w/fv
8 %w/v
30 % v/v
20 % /v
20 % v/v
10 % w/v
5 % w/v
5 % w/v
5 % w/v
3 % w/v
30 % /v
20 % /v
20 % /v
10 % w/fv
5 % w/v
5 % w/v
5 %w/v
3 %w/v

Precipitant2
PEG 400

PEG 500 MME
MPD

PEG 2000 MME
PEG 3350

PEG 4000

PEG 8000

PEG 20000
PEG 400

PEG 500 MME
MPD

PEG 2000 MME
PEG 3350

PEG 4000

PEG 8000

PEG 20000

PEG 400

PEG 500 MME
MPD

PEG 2000 MME
PEG 3350

PEG 4000

PEG 8000

PEG 20000
PEG 400

PEG 500 MME
MPD

PEG 2000 MME
PEG 3350

PEG 4000

PEG 8000

PEG 20000
PEG 400

PEG 500 MME
MPD

PEG 2000 MME
PEG 3350

PEG 4000

PEG 8000

PEG 20000



Krystaliza¢ni ¢inidla ze sady MORPHEUS® Il HT-96 (Molecular Dimension, USA).

Screen ID Well # Conc.
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1-25
1-26
1-27
1-28
1-29
1-30
1-31

1-32
1-33
1-34
1-35
1-36
1-37
1-38
1-39
1-40
1-41

1-42
1-43
1-44
1-45
1-46
1-47
1-48

Al
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9
A10
A1l
A12
B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
Cc1
c2
c3
Cc4
c5
Cc6
c7
@:]
@]
c10
Cc1
C12
D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12

90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
S0

%]

[T SR R S RS T N S R N e E - YE - - Y I O - N - N - S T S R SR ST S S S S S S

mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
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mM
mM
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mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM

Additives (PDB ligands) Conc.

LiNaK

LiNaK

LiNaK

LiNaK

LiNaK

LiNaK

LiNaK

LiNaK

LiNakK

LiNaK

LiNaK

LiNaK
Divalents Il
Divalents Il
Divalents Il
Divalents Il
Divalents Il
Divalents Il
Divalents Il
Divalents I
Divalents Il
Divalents Il
Divalents Il
Divalents Il
Alkalis
Alkalis
Alkalis
Alkalis
Alkalis
Alkalis
Alkalis
Alkalis
Alkalis
Alkalis
Alkalis
Alkalis
Oxometalates
Oxometalates
Oxometalates
Oxometalates
Oxometalates
Oxometalates
Oxometalates
Oxometalates
Oxometalates
Oxometalates
Oxometalates
Oxometalates
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Buffer

Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 6
Buffer System 6
Buffer System 6
Buffer System 6
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 4
none

none

none

none

Buffer System 6
Buffer System 6
Buffer System 6
Buffer System 6
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 6
Buffer System 6
Buffer System 6
Buffer System 6
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 6
Buffer System 6
Buffer System &
Buffer System 6
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pH Conc.
6.5 36
6.5 325
6.5 30
6.5 31
7.5 36
7.5 325
7.5 30
7.5 31
8.5 36
8.5 325
8.5 30
8.5 31
6.5 36
6.5 325
6.5 30
6.5 31
36

325

30

31

8.5 36
8.5 325
8.5 30
8.5 31
6.5 36
6.5 325
6.5 30
6.5 31
7.5 36
7.5 325
7.5 30
7.5 31
8.5 36
85 325
8.5 30
8.5 31
6.5 36
6.5 325
6.5 30
6.5 31
7.5 36
7.5 325
7.5 30
7.5 31
8.5 36
85 325
8.5 30
8.5 31

%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%

v/v
v/v
v/v
v/iv
v/iv
v/iv
v/v
v/v
v/
v/v
v/v
v/v
v/iv
v/iv
v/iv
v/v
v/v
v/v
v/iv
v/iv
v/iv
v/v
v/v
v/v
v/iv
v/iv
v/iv
v/v
v/iv
v/iv
v/iv
v/v
v/v
v/iv
/v
/v
v/iv
v/v
v/v
/v
v/iv
v/iv
v/v
v/iv
/v
/v
v/iv
v/v

Precipitant

Precipitant Mix
Precipitant Mix
Precipitant Mix
Precipitant Mix
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix 6
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix 8
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix 6
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix 8
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix 6
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix 8
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix 6
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix 8
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix 6
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix 8
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix 6
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix 8
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix 6
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix 8
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix
Precipitant Mix
Precipitant Mix
Precipitant Mix
Precipitant Mix
Precipitant Mix
Precipitant Mix
Precipitant Mix
Precipitant Mix
Precipitant Mix
Precipitant Mix
Precipitant Mix
Precipitant Mix
Precipitant Mix
Precipitant Mix 8
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El
E2
E3
E4
E5
E6
E7
E8
E9
E10
Ell
E12
F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
Gl
G2
G3
G4
G5
G6

G8
G9
G10
G11
G12
H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10
H11
H12
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[2%]

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40

mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM

Additives (PDB ligands) Conc.

Lanthanides*
Lanthanides*
Lanthanides”
Lanthanides*
Lanthanides*
Lanthanides*
Lanthanides”
Lanthanides*
Lanthanides*
Lanthanides”
Lanthanides”
Lanthanides*
Monosaccharides |l
Monosaccharides Il
Monosaccharides Il
Monosaccharides |l
Monosaccharides Il
Monosaccharides Il
Monosaccharides Il
Monosaccharides |l
Monosaccharides Il
Monosaccharides Il
Monosaccharides Il
Monosaccharides |l
Amino acids Il
Amino acids Il
Amino acids Il
Amino acids Il
Amino acids Il
Amino acids Il
Amino acids Il
Amino acids Il
Amino acids Il
Amino acids Il
Amino acids Il
Amino acids Il
Polyaminest
Polyamines}
Polyamines}
Polyaminest
Polyaminest
Polyamines}
Polyaminest
Polyaminest
Polyaminest
Polyamines}
Polyamines}
Polyaminest

0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
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Buffer

Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer Systemn 4
Buffer System 4
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 6
Buffer System 6
Buffer System 6
Buffer System &
Buffer System 4
Buffer Systemn 4
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 6
Buffer System 6
Buffer System &
Buffer System 6
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 6
Buffer System 6
Buffer System 6
Buffer System 6
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer Systemn 4
Buffer System 4
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 6
Buffer System 6
Buffer System 6
Buffer System &
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pH Conc.
6.5 36
6.5 325
6.5 30
6.5 31
7.5 36
7.5 325
7.5 30
7.5 31
8.5 36
8.5 32.5
8.5 30
8.5 31
6.5 36
6.5 32.5
6.5 30
6.5 31
7.5 36
7.5 325
7.5 30
7.5 31
8.5 36
8.5 325
8.5 30
8.5 31
6.5 36
6.5 32.5
6.5 30
6.5 31
7.5 36
7.5 325
7.5 30
7.5 31
8.5 36
85 325
8.5 30
8.5 31
6.5 36
6.5 325
6.5 30
6.5 31
7.5 36
75 325
7.5 30
7.5 31
8.5 36
8.5 325
8.5 30
8.5 31

% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% vfv
% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% viv
% v/v
% v/v
% v/v
% vfv
% vV
% v/v
% v/fv
% v/v
% v/v
% v/v
% vy
% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% v/v
% w/v

Precipitant

Precipitant Mix 5
Precipitant Mix 6
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix 8
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix 6
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix 8
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix 6
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix 8
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix 6
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix 8
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix 6
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix 8
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix 6
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix 8
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix 6
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix 8
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix 6
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix 8
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix 6
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix 8
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix 6
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix 8
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix 6
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix 8
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix 6
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix 8



Seznam aditiv a jejich slozeni vyuzitych v sadé MORPHEUS® Il HT-96.

Mix name

Composition

0.9 M LiNaK

0.02M Divalents Il

0.04 M Alkalis

0.02 M Oxometalates

0.02M Lanthanides

1M Monosaccharides I

™M Amino acids Il

0.4 M Polyamines (provided
as powder for 10mL kits)*
o

0.3 M Lithium sulfate, 0.3 M Sodium sulfate, 0.3
M Potassium sulfate

0.005M Manganese(ll) chloride tetrahydrate,
0.005M Cobalt(ll) chloride hexahydrate , 0.005M
Nickel(ll) chloride hexahydrate, 0.005M Zinc
acetate dihydrate

0.01M Rubidium chloride, 0.01M Strontium
acetate, 0.01M Cesium acetate, 0.01M Barium
acetate

0.005M Sodium chromate tetrahydrate, 0.005SM
Sodium molybdate dihydrate, 0.005M Sodium
tungstate dihydrate, 0.005M Sodium
orthovanadate

0.005M Yttrium(lll) chloride hexahydrate, 0.005M
Erbium(lll) chloride hexahydrate, 0.005M
Terbium(Ill) chloride hexahydrate, 0.005M
Ytterbium(lll) chloride hexahydrate

0.2M Xylitol, 0.2M Myo-Inositol, 0.2M D-(-)-
Fructose, 0.2M L-Rhamnose monohydrate, 0.2M
D-Sorbitol

0.2M DL-Arginine hydrochloride, 0.2M DL-
Threonine, 0.2M DL-Histidine monohydrochloride
monohydrate, 0.2M DL-5-Hydroxylysine
hydrochloride, 0.2M trans-4-hydroxy-L-proline
0.1M Spermine tetrahydrochloride, 0.1M
Spermidine trihydrochloride, 0.1M 1,4-
Diaminobutane dihydrochloride, 0.1M DL-
Ornithine monohydrochloride

Pufry a jejich slozeni vyuzité v sadé MORPHEUS® Il HT-96.

Mix name Conc.  pH @ 20°C Composition
Imidazole; MES

Buffer System1 1.0M 6.5 monohydrate (acid)

Buffer System 2 1.0M 7.5 Sodium HEPES; MOPS (acid)
_Buffer System 3 ' 1.0M | 8.5 Tris (base); BICINE

Mix name”* Conc. pH @ 20°C Composition

Buffer System 4 1.0M 6.5 MOPSQ, Bis-Tris

Buffer System 5 1.0M 7.5 BES, Triethanolamine (TEA)
Buffer System 6 1.0M 8.5 Gly-Gly, AMPD
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Precipiténi mixy a jejich slozeni v sadé MORPHEUS® Il HT-96.

Mix name Old Mix Name Composition

40% v/v PEG 500" MME; 20
% w/v PEG 20000

40% v/v Ethylene glycol; 20
% w/v PEG 8000

40% v/v Glyceraol; 20% w/v
PEG 4000

) . 25% v/v MPD; 25% PEG
. 75% Precipitant Mix 4 MPD_P1K_P3350 1000: 25% w/v PEG 3350

60% Precipitant Mix 1 P500MME_P20K
60% Precipitant Mix 2 EDO_P8K

60% Precipitant Mix 3 GOL_P4K

Mix name* Composition

30% w/v PEG 3000, 40% v/v 1, 2, 4-
Butanetriol, 2% w/v NDSB 256

25% w/v PEG 4000, 40% w/v 1,2,6-
Hexanetriol

20% w/v PEG 8000, 40% v/v 1,5-
Pentanediol

10% w/v PEG 20000, 50% w/v
Trimethylpropane, 2% w/v NDSB 195

72% Precipitant Mix 5
65% Precipitant Mix 6
60%Precipitant Mix 7

62% Precipitant Mix 8
-
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Krystaliza¢ni ¢inidla ze sady PEG/lon HT™ (Hampton Research, USA).

Well
#

1. (A1)
2.(A2)
3.(A3)
4.(A4)
5. (A5)
6. (A6)
7.(A7)
8. (A8)
9. (A9)

10. (A10)

11. (A1)

12.(A12)
13. (B1)
14. (B2)
15. (B3)
16. (B4)
17.(B5)
18. (B6)
19. (B7)

20.(B8)

21.(89)

22, (B10)

23.(B11)

24.(B12)
25.(C1)
26.(C2)
27.(C3)
28.(C4)
29.(C5)
30.(C6)
31.(C7)
32.(C8)
33.(C9)

Salt

0.2 M Sodium fluoride

0.2 M Potassium fluoride

0.2 M Ammonium fluoride

0.2 M Lithium chloride

0.2 M Magnesium chloride hexahydrate
0.2 M Sodium chloride

0.2 M Calcium chloride dinydrate

0.2 M Potassium chloride

0.2 M Ammonium chloride

0.2 M Sodium iodide

0.2 M Potassium iodide

0.2 M Ammonium iodide

0.2 M Sodium thiocyanate

0.2 M Potassium thiocyanate

0.2 M Lithium nitrate

0.2 M Magnesium nitrate hexahydrate
0.2 M Sodium nitrate

0.2 M Potassium nitrate

0.2 M Ammonium nitrate

0.2 M Magnesium formate dihydrate
0.2 M Sodium formate

0.2 M Potassium formate

0.2 M Ammonium formate

0.2 M Lithium acetate dihydrate

0.2 M Magnesium acetate tetrahydrate
0.2 M Zinc acetate dihydrate

0.2 M Sodium acetate trinydrate

0.2 M Calcium acetate hydrate

0.2 M Potassium acetate

0.2 M Ammonium acetate

0.2 M Lithium sulfate monohydrate
0.2 M Magnesium sulfate heptahydrate
0.2 M Sodium sulfate decahydrate

34.(C10) 0.2 M Potassium sulfate
35.(C11) 0.2 M Ammonium sulfate
36.(C12) 0.2 M Sodium tartrate dibasic dihydrate

37.(D1)
38.(D2)
39.(D3)
40.(D4)
41.(D5)
42.(D6)
43.(D7)
44.(D8)
45.(D9)

0.2 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate

0.2 M Ammonium tartrate dibasic

0.2 M Sedium phosphate monobasic monohydrate
0.2 M Sodium phosphate dibasic dihydrate

0.2 M Potassium phosphate monobasic
0.2 M Potassium phosphate dibasic

0.2 M Ammonium phosphate monobasic
0.2 M Ammonium phosphate dibasic

0.2 M Lithium citrate tribasic tetrahydrate

46.(D10) 0.2 M Sodium citrate tribasic dihydrate

47.(D11) 0.2 M Potassium citrate tribasic monohydrate

48.(D12) 0.2 M Ammonium citrate dibasic

Well
#

1.(A1)
2.(A2)
3.(A3)
4. (A4)
5. (A5)
6. (A6)
7.(A7)
8. (A8)
9. (A9)
10. (A10)
11. (A11)
12.(A12)
13.(B1)
14. (B2)
15. (B3)
16. (B4)
17.(B5)
18. (B6)
19. (B7)
20.(B8)
21.(B9)
22.(B10)
23.(B11)
24.(B12)
25.(C1)
26.(C2)
27.(C3)
28.(C4)
29.(C5)
30.(C6)
31.(C7)
32.(C8)
33.(C9)
34.(C10)
35.(C11)
36.(C12)
37.(D1)
38.(D2)
39.(D3)
40.(D4)
41.(D5)
42.(D6)
43.(D7)
44.(D8)
45.(D9)
46.(D10)
47.(D11)
48.(D12)

Polymer

20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350

| 0 MeasuredpHat25°C
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Well
#

1.(A1)
2.(A2)
3.(A3)
4. (Ad)
5. (A5)
6. (A6)
7.(A7)
8. (A8)
9. (A9)
10.(A10)
11.(A11)
12.(A12)
13.(B1)
14.(B2)
15. (B3)
16. (B4)
17.(B5)
18. (B6)
19. (B7)
20.(B8)
21.(B9)
22.(B10)
23.(B11)
24.(B12)
25.(C1)
26.(C2)
27.(C3)
28.(C4)
29.(C5)
30. (C6)
31.(C7)
32.(C8)
33.(C9)
34.(C10)
35.(C11)
36.(C12)
37.(D1)
38.(D2)
39.(D3)
40.(D4)
41.(D5)
42.(D6)
43.(07)
44.(D8)
45.(D9)
46.(D10)
47.(D11)
48.(D12)

pHo

7.3
7.3
6.2
6.8
59
6.9
5.1
7.0
6.3
7.0
7.0
6.2
6.9
7.0
7.1
59
6.8
6.8
6.2
7.0
7.2
7.3
6.6
79
79
6.4
8.0
7.5
8.1
7.1
6.0
6.0
6.7
6.8
6.0
7.3
74
6.6
4.7
9.1
48
9.2
4.6
8.0
8.4
8.3
8.3
5.1



91.(H7)

92.(Hg)

93.(H9)
94.(H10)
95.(H11)

%.(H12)

Salt

0.1 M Sodium malonate pH 4.0

0.2 M Sodium malonate pH 4.0

0.1 M Sodium malonate pH 5.0

0.2 M Sodium malonate pH 5.0

0.1 M Sodium malonate pH 6.0

0.2 M Sedium malonate pH 6.0

0.1 M Sedium malonate pH 7.0

0.2 M Sodium malonate pH 7.0

4% vfv Tacsimate™ pH 4.0

8% viv Tacsimate™ pH 4.0

4% viv Tacsimate™ pH 5.0

8% viv Tacsimate™ pH 5.0

4% viv Tacsimate™ pH 6.0

8% viv Tacsimate™ pH 6.0

4% vfv Tacsimate™ pH 7.0

8% v/v Tacsimate™ pH 7.0

4% vjv Tacsimate™ pH 8.0

8% viv Tacsimate™ pH 8.0

0.1 M Succinic acid pH 7.0

0.2 M Succinic acid pH 7.0

0.1 M Ammonium citrate tribasic pH 7.0
0.2 M Ammonium citrate tribasic pH 7.0
0.1 M DL-Malic acid pH 7.0

0.2 M DL-Malic acid pH 7.0

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 7.0
0.2 M Sodium acetate trihydrate pH 7.0
0.1 M Sodium formate pH 7.0

0.2 M Sodium formate pH 7.0

0.1 M Ammonium tartrate dibasic pH 7.0
0.2 M Ammonium tartrate dibasic pH 7.0
2% viv Tacsimate™ pH 4.0

2% vfv Tacsimate™ pH 5.0

2% v/jv Tacsimate™ pH 6.0

2% v/iv Tacsimate™ pH 7.0

2% viv Tacsimate™ pH 8.0

None

None

None

None

None

None

0.02 M Calcium chloride dihydrate,
0.02 M Cadmium chloride hydrate,
0.02 M Cobalt(ll) chloride hexahydrate
0.01 M Magnesium chloride hexahydrate
0.005 M Nickel(I1) chloride hexahydrate
0.02 M Zinc chloride

0.15 M Cesium chloride

0.2 M Sodium bromide

1% wiv Tryptone,

0.001 M Sodium azide

1% wiv Tryptone,

0.001 M Sodium azide

Well

49.(E1)
50.(E2)
51.(E3)
52.(E4)
53.(E5)
54.(E6)
55.(E7)
56.(E8)
57.(E9)
58, (E10)
59.(E11)
80.(E12)
B1.(F1)
62.(F2)
63.(F3)
64.(F4)
65.(F5)
86.(F8)
67.(F7)
68.(F8)
69.(F9)
70.(F10)
71(Fi1)
72.(F12)
73.G1)
74.G2)
75.(G3)
76.(G4)
77.(35)
78.(G6)
79.(G7)
80.(G8)
81.(c9)
82.(G10)
83.(G11)
81.(G12)
85.(H1)
86.(H2)
87.(H3)
88.(H4)
89.(H5)
90.(H6)

91.(H7)
% (H8)
93.(H9)
94.(H10)
95 (H11)

96.(H12)

Buffer o

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6

0.1 M Sodium citrate tribasic dihydrate pH 5.6

0.1 M BIS-TRIS pH 6.5

0.1 MHEPESpH 7.5

0.1 M Tris pH 8.5

0.07 M Citric acid, 0.03 M BIS-TRIS propane / pH 3.4
0.06 M Citric acid, 0.04 M BIS-TRIS propane / pH 4.1
0.05 M Citric acid, 0.05 M BIS-TRIS propane / pH 5.0
0.04 M Citric acid, 0.06 M BIS-TRIS propane / pH 6.4
0.03 M Citric acid, 0.07 M BIS-TRIS propane / pH 7.6
0.02 M Citric acid, 0.08 M BIS-TRIS propane / pH 8.8
None

0.1 M HEPES sodium pH 7.0
None
None
None

0.05 M HEPES sodium pH 7.0

0.05 M HEPES sodium pH 7.0

& Buffer pH is that of a 1.0 M stock prior to dilution
with other reagent components: pH with HCI or NaOH.
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Well
#
49.(E1)
50.(E2)
51.(E3)
52.(E4)
53.(E5)
54.(E6)
55.(E7)
56.(E8)
57.(E9)
58.(E10)
50.(E11)
60.(E12)
B1.(F1)
62(F2)
63.(F3)
B4.(F4)
85.(F5)
66.(F6)
67.(F7)
68.(F8)
69.(F9)
70.(F10)
71.(F11)
72.(F12)
73.(G1)
74.G2)
7.(G3)
76.(G4)
77.(G5)
78.(G6)
79.(G7)
80.(G8)
81.(G9)
82.(G10)
83.(G11)
84.(G12)
85.(H1)
86.(H2)
87.(H3)
83.(H4)
89.(H5)
90.(H6)

91.(H7)
%.(H)
%.(H9)
94.(H10)
9. (H11)

96.(H12)

Polymer

12% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
12% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
12% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
12% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
12% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
12% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
12% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
12% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
12% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
12% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
12% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
12% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
12% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
12% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
12% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
16% wiv Polyethylene glycol 3,350
16% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
16% wiv Polyethylene glycol 3,350
16% wiv Polyethylene glycol 3,350
16% wiv Polyethylene glycol 3,350
16% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
16% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350

15% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
15% wiv Polyethylene glycol 3,350
20% wiv Polyethylene glycol 3,350
12% wiv Polyethylene glycol 3,350

20% wiv Polyethylene glycol 3,350



10 Seznam zkratek

BMCD —,,Biological Macromolecule Crystallization Databe*
DNA — deoxyribonukleotidova kyselina
dsDNA — dvouvlaknova DNA (double-stranded DNA)

EC — (Enzyme Commision number) je numerické klasifika¢ni schéma pro enzymy zalozené

na chemickych reakcich, které katalyzuji

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

HEPES — 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonova kyselina

IPTG — isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

MES — 2-(N-morfolino)-ethansulfonova kyselina

MIP — metastabilni pfechodna faze (metastable intermediate phase)

PCR — polymerazova fetézova reakce, metoda slouzici k namnoZeni urc¢itého useku DNA

PEG — polyethylenglykol, ¢islo nésledujici za zkratkou PEG udava primérnou molarni

hmotnost v g/mol

PGA — polymer kyseliny poly-y-glutamové

RCSB PDB — ,,Protein Data Bank*

SDS-PAGE — elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného

TASCIMATE — smés soli organickych kyseliny: 1,8305 M kyselina malonova, 0,25 M
triammonium citrat, 0,12 M kyselina jantarova, 0,3 M kyselina D-a-jablec¢na, 0,4 M trihydrat

octanu sodného, 0,5 M mravencan sodny a 0,16 M diamonny vinan

Tris — tris(hydroxymethyl)aminomethan
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