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1 Uvod

Ptaci reoviry z rodu Orthoreovirus jsou povazovany za velmi vyznamné patogeny
napadajici a poskozujici ptaky, a to v¢etné jejich hospodaisky vyznamnych druhti. Diive byla
sméfovana hlavni pozornost vyzkumii na sav¢i reoviry, jakozto prototyp tohoto rodu.
Ptedpokladalo se, Ze ptaci reoviry jsou jim velmi podobné. Nasledné vyzkumy zaméfené

na ptaci reoviry ale odhalily mnohé odliSnosti téchto druht.

Tato prace se zabyva studiem ptaciho reovirdlniho proteinu oNS. Teoreticka cast se
zamé&fuje na charakterizaci a strukturni popis ptacich reovirti, dale na porovnani pta¢ich
a sav¢ich reovir, na replikaéni cyklus ptacich reovirti, na bliz§i popis ptac¢iho reoviralniho
proteinu oNS a na porovnani funkénich homologl proteinu 6NS, a to zejména rotaviralniho
proteinu NSP2. Teoreticka ¢ast se dale vénuje makromolekularni krystalografii. Prakticka ¢ast
se zabyva expresi a purifikaci ptaciho reovirdlniho proteinu oNS truncated, ktery ma
odstranénou N-termindlni ¢ast, pomoci standardnich chromatografickych metod. Také se
zabyva testovanim, zda ma protein oNS truncated zachovanou schopnost vazby RNA-funkce
jako RNA chaperon. Dale se zaméfuje na krystalizaci tohoto proteinu, konkrétné na nalezeni
vhodnych krystalizacnich podminek a jejich optimalizaci, s cilem vytvoreni krystalil

v difrakéni kvalité vhodnych pro testovani a ziskani difrakénich dat.



2 Ptadi reoviry

2.1 Charakterizace ptacich reoviri

Ptaci reoviry patii do rodu Orthoreovirus spadajiciho do ¢eledé Reoviridae (Mertens
2004). Jsou zavaznymi patogeny ptakt. Maji negativni dopad na primysl zabyvajici se
chovem azpracovanim dribeze, kde dochazi v duasledku infekci k velkym ztratam
(Rosenberger et al. 1989). Puvodné byly tyto reoviry objeveny u mladych kufat, kde zptsobuji
tenosynovitidu neboli syndrom virové artritidy. Toto onemocnéni se u dribeze projevuje
otoky hlezennich kloubi a 1ézemi ve Slachach svalu Iytka (Jones 2000). Projev virové artritidy

u driibeze je vidét na Obr. 1.

normalni poskozené

Obrazek 1: Normalni a poskozené $lachy u dribeze (Nicholds, 2020).

Nasledné byl zjistén vSudypiitomny vyskyt ptafich reovirl mezi hejny dribezZe.
Infekce zplisobené témito reoviry byvaji sice ¢asto asymptomatické, ale jedna se o ptivodce
vaznych onemocnéni. Kromé jiz zminiované tenosynovitidy zpasobuji také stfevni a respiracni
onemocnéni, myokarditidu (zdnétlivé onemocnéni srde¢ni svaloviny) nebo hepatitidu (zanét
jater). Zpusob infikace mize byt rizny. Kromé nakazy fekalné-oralni cestou byl prokazan

ptenos vaji¢ky a dychacimi cestami (Jones 2000, Benavente a Martinez-Costas 2007).

2.2 Struktura a morfologie ptaciho reoviru

Genom ptaciho reoviru se sklada z 10 segment dvouvlaknové RNA (dsRNA) a je
obalen dvouvrstvou kapsidou (Yin a Lee 2000). Tyto segmenty se na zaklad¢ jejich
elektroforetické mobility déli do 3 velikostnich tfid: S (mal¢), M (sttedni) a L (velke).
Ttida ,S® zahrnuje celkem 4 segmenty dvouvlaknové RNA (S1, S2, S3, S4), tfida ,M* se déli
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na 3 segmenty (M1, M2, M3) a tfida ,L‘ obsahuje také 3 segmenty (L1, L2, L3). Segment L1
mobilita nejvyssi. Segment S1 by se podle tohoto pravidla mél fadit do tfidy M (jednalo by se
o segment M4), avsak z historickych diivodu a s cilem udrzeni podobnosti se savCimi reoviry

byl zatazen do tfidy S ( Martinez-Costas et al. 1995, Benavente a Martinez-Costas 2007).

Doposud bylo zjisténo, ze genom ptaciho reoviru exprimuje 8 strukturnich proteina
(oA, oB, oC, uA, uB, AA, AB, AC) a 4 nestrukturni proteiny (cNS, uNS, p10, p17) (Varela et
al. 1996). Nazev vétsiny proteinii se sklada ze dvou casti: z pismene fecké abecedy
(,0° U proteinti exprimovanych tfidou gend S, ,u u proteinii exprimovanych ttidou geni M
a ,A‘ U proteinli exprimovanych tfidou genti L) a z pismene A, B nebo C u strukturnich
proteindl (tato pismena opét piimo souvisi s elektroforetickou mobilitou) nebo NS (ptipadné

NSC nebo NSN) u nestrukturnich proteinti. Struktura ptaciho reoviru je schematicky

vnitini kapsida
cA
MA

zobrazena na Obr. 2 (Benavente a Martinez-Costas 2007).

oC _
ptichyceni

k burice

AC
trn \
LA, AB
transkriptazovy
komplex

uB, cB
vngjsi kapsida

Obrazek 2: Struktura ptaciho reoviru (vytvoreno autorkou podle Benavente
a Martinez-Costas 2007).



V Tab. | je zobrazen zakladni piehled proteini ptaciho reoviru. U kazdého proteinu je

shrnuto, z jakého segmentu genomu je dany protein exprimovan, dale je uvedeno rozdé€leni

podle vyskytu daného proteinu v ramci reoviru a jaka je jeho zakladni funkce.

Tabulka I: Pfehled proteini ptaciho reoviru (upraveno dle Benavente a Martinez-Costas

2007).
Protein Segment Rozdéleni Funkce
genomu
LA L1 Vnitini kapsida Tvofi vnitini obal jadra
AB L2 Vnitini kapsida Predpokladana transkriptaza
AC L3 Trny Capping enzym
HA M1 Vnitini kapsida | Pfedpokladany kofaktor transkriptazy
s . Penetrace ptaciho reoviru
uB, uBN, uBC M2 Vnéjsi kapsida do hostitelské buiiky
UNS, uNSC, uNSN | M3 | Nestrukturni Formace virovych inkluzi
a vazani proteind
oC Vnéjsi kapsida Uchyceni k bunce
p10 S1 Nestrukturni Indukuje fizi hostitelskych bunék
pl7 Nestrukturni Neznama
CA S2 Vnitini kapsida | Vazba dsRNA, anti-interferonova aktivita
oB S3 Vnéjsi kapsida Neznama
oNS S4 Nestrukturni Vaze ssSRNA

2.3 Srovnani ptacich a savc€ich reoviriu

Rod Orthoreovirus zahrnuje celkem $est druhii: ptaci reovirus, savei reovirus, reovirus

paviana, reovirus Nelson Bay, rybi reovirus a plazi reovirus (Pitcovski a Goyal 2020).

Ptaci reoviry byly dlouhou dobu povaZovéany za velmi podobné savéim reovirtim, které
jsou nejvice prozkoumanym druhem z rodu Orthoreovirus. Ptaci a savéi reoviry se navzajem
skutecné¢ podobaji v mnohych morfologickych a fyzikdlné-chemickych vlastnostech.
Postupem casu ale ptaci reoviry piitdhly velkou pozornost molekularnich biologii, a tak doslo
k odhaleni mnoha aspektt, ve kterych se tyto druhy odliSuji (Benavente a Martinez-Costas
2007). Jednou z hlavnich odlisnosti ptacich reovirt je schopnost indukovat fuzi hostitelskych

bunék. Na rozdil od sav€ich reoviri se vyznacuji nedostatenou hemaglutinacni aktivitou

(Pitcovski a Goyal 2019).

Jelikoz spolu ptaci a sav¢i reoviry sdili vSech 8 strukturnich homolognich proteintl, je

jejich struktura velmi podobna. Nazvy jednotlivych strukturnich proteint sav¢ich reovirt jsou
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vyjadieny pomoci pismen fecké abecedy (stejné jako u proteinil ptacich reovirtt), avSak druha
¢ast nazvu je oznacena Cislicemi 1, 2 nebo 3 (misto pismen A, B a C). V Tab. Il jsou uvedeny

savCi reoviralni proteiny odpovidajici svou strukturou i zékladni funkci proteinim ptaciho

reoviru (Zhang et al. 2005).

Tabulka I1: Pojmenovani ptacich a savc¢ich reoviralnich proteint (Zhang et al. 2005).

ptaci

) M | AB | AC | pA | uB | A | oB | oC | oNS | uNS
reoviry
savCi

) Al A3 A2 u2 ul c2 o3 ol | oNS | uNS
reoviry

Vyznamna podobnost se vyskytuje i u nestrukturnich proteind. Proteiny oNS téchto
reovirt Se sice vyrazné li§i svou sekvenci, ale i pies to je jejich funkce téméf totozna. Oba
proteiny tvoii oligomery se schopnosti vadzat se na jednofetézcovou RNA (pomoci
konformac¢nich domén) i DNA, avsak jejich afinita ke dvoufetézcové RNA a DNA je velmi
nizkd. Rozdilem je, Ze sav¢i protein oNS se 1épe vaze na ssSRNA nez na ssDNA, zatimco

u ptaciho proteinu oNS je afinita k sSRNA a ssDNA vyrovnana (Borodavka et al. 2015).



2.4 Replikace ptaciho reoviru

Ptaci reovirdlni protein cNS mé bezesporu velmi dilezitou funkci v pribéhu replikace.
Replikacni cyklus ptaciho reoviru probihd v cytoplazmé infikovanych bunék, a to v nékolika

postupnych a na sebe navazujicich krocich. Schéma replika¢niho cyklu je zobrazeno na Obr. 3.

jadro
hostitelské
bunky

uncoating

transkripce /

uvolnéni
vnitni

kapsidy

endocytoza

-
vazba
reovirionu translace seskupeni
ha receptor
., ﬂ% / replikace

protein

-

morfogeneze

bunécéna
lyza

Obrazek 3: Replikacni cyklus ptaciho reoviru (vytvoreno dle Benavente a Martinez-Costas
2007).



Prvnim krokem je penetrace, kdy viriony pronikaji do hostitelské buiikky pomoci
endocytozy, jez je zprostiedkovana receptory (Grande a Benavente 2000). Po tspésné
penetraci nasleduje proces nazyvany ,,uncoating™ probihajici v intracelularnich vakuolach.
Béhem ného jsou piisobenim proteolytickych enzymt ¢astecné nebo zcela odstranény vnéjsi
kapsidové proteiny. V dusledku tohoto procesu se uvoliiuji subvirové castice, které se
vyznacuji schopnosti prochazet membranou (Benavente a Martinez-Costas 2007). Po uvolnéni
vhitinich kapsid do cytoplazmy néasleduje transkripce virového genomu. Templatem pro
syntézu mRNA jsou negativni vldkna segmentli virového genomu. Transkripce je
katalyzovana virem koédovanou dsRNA-dependentni RNA polymerazou. Prostfednictvim
transkripce segmentd genomu dvouvldknové RNA vznikd celkem 10 virovych mRNA
(Martinez-Costas et al. 1995). Tyto mRNA maji dvé odlisné funkce — jsou vyuzity k translaci
virovych proteinli na ribozomech, nebo se pouzivaji jako templaty pro syntézu virovych
zapornych fetézct genomu ve virové inkluzi. V piipad¢ translace by se dalo pfedpokladat, ze
pomér nové vytvorenych polypeptidi bude vyrovnany podobné jako vyskyt virovych
transkript. Ve skutecnosti ale mnoZzstvi nékterych polypeptida vyrazné prevazuje, konkrétné
se jedna o proteiny oNS, oB a uBC. Naopak mnozstvi proteind AB, pA, oC, pl0 apl7 je
pomérné nizsi (Nibert and Schiff 2001). Na konci replikac¢niho cyklu je virovou morfogenezi
dokoncena formace zralych reoviriond, tedy tvorba vnéjsi kapsidy. Reoviriony v poslednim
kroku opoustéji infikovanou hostitelskou buiku, a to pomoci bunééné lyzy. Dilezitym
proteinem Kuvolnéni virionu je ziejmé protein pl0 zplsobujici permeabilitu membrany

a indukuje fazi hostitelskych bun¢k (Benavente a Martinez-Costas 2007).

Protein oNS se v pribéhu replikace uplatiiuje zejména ve fazi, kdy dochazi k tiidéni
a seskupeni vzdy jedné kopie od kazdého z deseti druhti vzniklé virové mRNA a k jejich
naslednému zabaleni do virovych ¢astic nazyvanych virové inkluze neboli viroplazmy. Pfesny
mechanismus tohoto procesu jesté neni znam, ale pifedpoklada se, ze protein cNS v ném hraje
klicovou roli diky jeho schopnosti vazat RNA. Globuldrni virové inkluze jsou formovany
proteinem uNS, avsak NS a AA jsou jedinymi proteiny, které se na inkluze nasledné vazou
(Touris-Otero et al. 2004; Touris-Otero et al. 2005).



2.5 Ptaci reoviralni protein cNS

Nestrukturni protein oNS, ktery je exprimovan genomovym segmentem S4, se sklada
z 367 aminokyselin a jeho molekulova hmotnost je 40 kDa (Huang et al. 2005). Nachazi se
ve velkych ribonukleoproteinovych komplexech v cytoplazmé infikovanych bunck
a vyznacuje se schopnosti vdzat se na jednoietézcovou RNA (ssRNA) za ucelem baleni
a replikace RNA, pfi¢emz nezalezi na jeji sekvenci. Minimalni velikost RNA, ktera umozni
navazani proteinu oNS, je 10 az 20 nukleotidd (Benavente a Martinez-Costas 2007).
Na zékladé¢ mutagenni analyzy se ptredpoklada, Zze protein oNS, V jehoz celé sekvenci je
rozptyleno pét argininovych bazickych konzervovanych zbytki dilezitych pro vazbu RNA,
vaze RNA prostfednictvim konformac¢nich domén. (Touris-Otero et al. 2005). Tyto argininové

zbytky se nachazeji v pozicich 6, 329, 330, 335 a 365 (Borodavka et al. 2015).

Bylo zjisténo, Ze protein oNS se na jednoietézcovou RNA vaze jen ve formé hexamert.
Ty se tvoii zdimeri pomoci hydrofobnich interakei, pfi¢emz je postaCujici nizka
mikromolarni koncentrace dimert tohoto proteinu. Béhem pozd¢jsi faze infekce se protein
vyskytuje ve viroplazmach ve vysokych koncentracich. Piedpoklada se tedy, ze se hexamery

proteinu oNS vytvaii bez problému také in vivo (Borodavka et al. 2015).

Ptaci reoviralni protein 6NS vykazuje aktivitu RNA chaperonu. Béhem tfizeni a baleni
segmentll do virovych inkluzi napomaha k tvorbé specifickych interakci mezi mRNA, jakoZto
riznymi genomovymi prekurzory (Borodavka et al. 2015). Jak uz bylo zminéno, protein GNS
ma schopnost vazat se ve form¢ hexameri na jednofetézcovou RNA. Tato vazba ma
za nasledek lokalni destabilizaci a odvijeni sekundarni struktury RNA. V dasledku rozvinuti
helixu je umoZnéné naseddni komplementdrnich fetézci. Tvoii se tak stabilnéjsi
intermolekularni duplexy. Podstata proteinu oNS jako RNA chaperonu tedy spociva

v urychleni skladani RNA béhem tvorby virovych inkluzi (Rajkowitsch et al. 2007).

2.6 Porovnani funk¢énich homologt: ptaci reoviralni protein NS
a rotaviralni NSP2

Rotaviry patii do rodu Rotavirus, ktery se spoleéné¢ s rodem Orthoreovirus tadi
do celed¢ Reoviridae. Rotaviry jsou celosvétové povazovany za nebezpecné patogeny
zpusobujici gastroenteritidu, jez mize byt zejména u déti zivot ohrozujici. Genom rotaviru
koduje celkem 6 strukturnich a 6 nestrukturnich proteint. Strukturni proteiny se oznacuji jako
,»VPs,, (z angliCtiny viral proteins), nestrukturni proteiny nesou oznaceni ,,NSPs,, (z angli¢tiny

non-structural proteins) (Greenberg a Estes 2009).
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Ukazalo se, ze obdobné jako v piipad¢ ptacich reovirt, dochazi u rotavirti k tvorbé

vvvvvv

v souvislosti s tvorbou virovych inkluzi béhem replika¢niho cyklu maji nestrukturni proteiny

NSP2 a NSP5 (Pesavento et al. 2006).

Protein NSP2 se vyznacuje schopnosti vazat jednoietézcovou RNA a naruSovat
strukturu helixu, ¢imz se velmi podoba pta¢imu reoviralnimu proteinu oNS (viz. 2.4 Replikace
pta¢iho reoviru). Mimo to ma rotaviralni protein NSP2 piidruzenou aktivitu
nukleosidtrifosfatazy (NTPé4za). Ta se v pfitomnosti Mg?* projevuje jako katalyzitor pro
hydrolyzu NTP (nukleosidtrifosfat) na NDP (nukleosiddifosfat), ¢imz dochazi k uvolnéni
energie. Diky ni mize protein NSP2 fungovat jako molekularni motor a fidi tak baleni virové

MRNA (Taraporewala et al. 1999).



3 Makromolekularni krystalografie

Rentgenova krystalografie je jednou z velmi dulezitych metod vyuZivanych za Gcelem
urcéeni struktury riznych biologickych makromolekul. Znalost struktury téchto makromolekul
je zasadni pro pochopenich jejich funkce. Také umoziuje jejich modifikaci, ¢ehoz se vyuziva
Vv riznych odvétich pramyslu, napiiklad ve farmaceutickém nebo zemédélském pramyslu

(Kuta Smatanova 2003).

3.1 Princip krystalogeneze

Tvorba krystalti probiha za vhodnych podminek v nékolika na sebe navazujicich
krocich. Cely proces, jehoz hlavni faze jsou nukleace a rist krystalu, je zndzornén na Obr. 4.
Pti idedlnim nasyceni roztoku se pfiméfené mnozstvi molekul asociuje do neusporadanych
shlukti. V tu chvili zac¢ind probihat nukleace (a), kde se molekuly trojrozmérné orientuji
a redistribuuji. Béhem nasledujici faze (b) dochazi ke vzniku tzv. kritického jadra, které
umoznuje navdzani dal§ich molekul na sviij povrch (c), ¢imZ vznikd samotny krystal.
V posledni fazi (d) se dalsi volné molekuly zaélenuji do krystalické miizky, a tak se krystal
zvétsuje. Rust krystalu je ukonéen ve chvili, kdy je v roztoku pfili§ nizka koncentrace molekul.
Dal$imi moznymi divody zastaveni rlstu krystalu mize byt vyskyt necistot na povrchu

krystalu ¢i napéti destabilizujici krystalickou miizku (Krauss et al. 2013).
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Obrazek 4: Nukleace a rast krystalu (a — nukleace, b — vznik tzv. kritického jadra,
c - vznik krystalu, d — rust krystalu) (Krauss et al. 2013).
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3.2 Podminky pro krystalizaci proteint

K vypéstovani krystali vhodnych pro rentgenovou strukturni analyzu je nutné znat
faktory ovliviujici jejich vznik a rust. Piesné podminky vSak nelze vSeobecné definovat, a to
z divodu vysoké specifity jednotlivych proteind, které chceme krystalizovat. Konkrétni
podminky musi byt ur¢eny jednotlivé pro kazdy protein, stejné tak musi byt zvolena vhodna
precipitacni ¢inidla (Kutd Smatanova 2003). Podle vysledku krystalizace daného proteinu by
mély byt podminky nésledné ménény s ocekdvanym zlepSenim tvorby krystald a jejich
kvality. Pichled dulezitych podminek ovliviiujicich krystalizaci proteinti je zobrazen

v Tab. lII.

Tabulka I11I: Faktory ovlivijici krystalizaci (Krauss et al. 2013).

fyzikalni faktory chemické faktory biochemické faktory
teplota typ precipitacniho ¢inidla Cistota vzorku
ak koncentrace precipita¢niho homogenita vzorku
¢inidla
Cas pH sekven¢ni modifikace
gravitace typ pufru posttransla¢ni
viskozita iontova sila modifikace
povrch krystaliza¢ni desticky koncentrace vzorku chemické modifikace
metodologie kovové ionty agregace
manipulace se vzorky detergenty proteolyza
vibrace a zvuky tézké kovy izoelektricky bod
magnetickd a elektricka pole necistoty vzorku
rychlost ekvilibrace crosslinkery ligandy, kofaktory,
dielektrické vlastnosti zdroj a slozeni reagentu inhibitory

Zakladnim principem tvorby krystalli je pomalé ptivedeni roztoku proteinu do mirného
stavu nasyceni. V tom okamziku je umoZznén vznik krystalizacnich jader a rist krystald,
viz. proces krystalizace. Nasyceny roztok je mozné pfipravit zvySenim koncentrace roztoku
nebo sniZzenim jeho rozpustnosti pomoci tGpravy fyzikalnich nebo chemickych podminek.
Nejjednodussi a nejvyuzivanéjsi zptsob je pouziti precipitacnich ¢inidel (Kuta Smatanova

2003). Existuji rizné typy precipitantt, které se rozliSuji na zakladé mechanismu pro podporu
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krystalizace. Jedna se o soli, t¢kava a netékava organicka rozpoustédla nebo polymerni latky
(McPherson 2004). Pro nalezeni precipitacnich podminek je vhodné vyuzit komeréné
dostupné sady krystaliza¢nich roztok (Kuta Smatanova 2003), které obsahuji Sirokou $kalu

riznych precipitantu.
3.3 Metody krystalizace

Mezi nejcastéji vyuzivané metody Kkrystalizace patii difize a dialyza. V obou
ptfipadech dochazi za vyuziti precipitacniho cinidla k regulovanému pfivedeni roztoku
proteinu do bodu nasyceni. Metody krystalizace zalozené na diftzi par, kdy dochazi
k pfesyceni roztoku proteinu v mikrokapkach, muzeme rozdélit na tzv. metody sedici kapky
(,,sitting drops,,), visici kapky (,,hanging drops,,) nebo sendvi¢ové kapky (,,sandwich drops,,)
(Kuta Smatanova 2003).

Zakladni princip metody sedici kapky je znazornén na Obr. 5. Rezervoar je naplnén
precipita¢nim ¢inidlem (2). Na stojanek je napipetovana kapka roztoku proteinu (b). Ke kapce
je pfidano malé mnozstvi precipitacniho ¢inidla (nejcastéji v poméru 1:1 nebo 1:0,5)
arezervoar je zakryt lepici paskou (c). Na principu difuze pak dochazi k pomalému
odpatovani vody z kapky do roztoku v rezervoaru (d) (Kuta Smatanova 2003, Dessau a Modis
2010).

o | — [ — ]

a b c d

Obrazek 5: Metoda sedici kapky (a — precipitacni ¢inidlo v rezervoaru, b — protein
na stojanku, ¢ — pfidani precipita¢niho ¢inidla k proteinu, d - difaze par) (vytvoteno autorkou
podle Dessau a Modis 2010).

12



4 Cile prace

1. Exprese a purifikace ptaciho reoviralniho proteinu oNS truncated pomoci standardnich
chromatografickych metod.

2. Ovéreni, zda ma protein oNS truncated zachovanou schopnost vdzat RNA i pies
skute¢nost, Ze ma odstranénou N-terminalni ¢ast.

3. Kirystalizace tohoto proteinu (nalezeni vhodnych krystalizaénich podminek a jejich
optimalizace) s cilem vytvoteni krystali v difrakéni kvalité vhodnych pro testovani

a ziskani difrak¢énich dat.
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5 Materialy a metody

5.1 Klonovani

5.1.1 Teplotni gradient pro amplifikaci plazmidu

Prvnim krokem byl dizajn primeru. Teplota byla stanovena z teplotniho gradientu.
Do 6 PCR mikrozkumavek o objemu 0,2 ml bylo napipetovano vzdy 12,5 ul reakéniho pufru
PPP Master Mix (150 mM Tris-HCI, pH 8,8, 40 mM (NH4)2SO4, 0,02% Tween 20, 5 mM
MgCly, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 pM dGTP, 400 uM dTTP, 100 U/ml Taqg DNA
polymeraza, barvivo, stabilizatory a piisady), 1 pl F-primeru (SNS_N15-trunc_SUMO-F)
o koncentraci 10 uM, 1ul R-primeru (SNS_wholeSUMO_R) o koncentraci 10 uM, 1 ul
templatu  DNA (SNS pET SUMO) o koncentraci 36,4 ng/ul a 9,5 ul PCR vody.
Mikrozkumavky byly umistény do termocykleru pfednastaveného dle Tab. IV. Vybrané
teploty gradientu byly 52,3 °C, 53,8 °C, 56,9 °C, 60,9 °C, 63,1 °C a 64 °C.

Tabulka IV: Podminky PCR reakce pro zjisténi teplotniho gradientu.

krok teplota Cas pocet cykla

pocatecni denaturace 98 °C 30 sekund 1x

denaturace 98 °C 10 sekund
annealing gradent 10 sekund 30x

(52,3 °C-64 °C)

polymerizace 72 °C 35 sekund

zavere€na polymerizace 72 °C 3 minuty 1x
finalni teplota 4°C

Nasledné byly vzorky analyzovany pomoci elektroforézy DNA v agar6zovém gelu.

Na zéklad¢ vysledkl byla zvolena teplota, pti niz je amplifikace templatu DNA nejucinngjsi.

5.1.2 Elektroforéza DNA v agarézovém gelu

Nejprve byl ptipraven 1% agarézovy gel. Do Erlenmeyerovy banky byl navazen 1 g
agarozy a poté bylo do banky nalito 100 ml 1xTAE (Tris-Acetate-EDTA) pufru. Obsah banky
byl krouzenim promichan a za pravidelného michani byl vafen v mikrovinné troubé, a to do
uplného rozpusténi agardzy. Baiika byla nasledné pomoci tekouci vody zchlazena na teplotu
cca 50-60 °C. Do baiiky bylo po ochlazeni napipetovano 10 pl barviva SERVA DNA Stain
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Clear G a obsah banky byl krouzenim promichan. V této fazi byl agar nalit do pfipravené
formy a nasledné byl do gelu ve form¢ umistén hiebinek. Agar byl ponechan cca 20 minut
zatuhnout. Po ztuhnuti gelu z néj byl vyndan hiebinek, gel byl umistén do elektroforetické

vany a byl zalit dostate¢nym objemem 1XTAE pufru, aby byly jamky v pufru ponoiené.

Do prvni jamky v gelu bylo napipetovano 10 ul DNA Ladderu (Quick-Load 100 bp
DNA Ladder). Do nasledujicich 6 jamek byly napipetovany jednotlivé vzorky. Potadi vzorkt
bylo zaznamenano. Soustava pro elektroforézu byla nasledné uzaviena a piipojena ke zdroji
elektrického napéti a elektroforéza byla zapnuta pii napéti 100 V po dobu cca 30 minut.
V okamziku dostatecné separace DNA byla elektroforéza ukoncena. Gel byl pfemistén

do UV transiluminatoru. Gel byl zdokumentovan pro nasledné vyhodnoceni.

5.1.3 Amplifikace DNA

Byla provedena amplifikace DNA, a to pomoci polymerazové fetézcové reakce
(Q5 PCR). Do stojanku na ledu byly ptipraveny 2 kusy PCR mikrozkumavek o objemu 0,2 ml.
Byly do nich napipetovany jednotlivé reakéni komponenty dle Tab. V. Finalni objem byl
Vv obou piipadech 50 pl, pfi¢emz zkumavky se mezi sebou lisili pfitomnosti 5x Q5 High GC

Enhanceru, ktery miize zlepSovat pribéh reakce.

Tabulka V: Reakéni komponenty pro Q5 PCR.

komponenty zkumavka €. 1 zkumavka €. 2
5x QS5 reakéni pufr 10 pl 10 ul
10 mM dNTPs 1 ul 1 ul
10 uM F-primer (SNS_N15-trunc_SUMO-F)
5 CAC AGA GAA CAG ATT GGT GGA GCT 25 ul 25 pl
GGT CAGACACTCTTT AGAAACTTC 3’
10 uM R-primer (SNS_wholeSUMO_R)
5" TGT CTC CTG AGT TCT AGA GTA CTT 25 ul 25 pl
TAT TAC GCC ATC CTA GCT GGA 3’
templat DNA
Il 1l
(sNS pET SUMO [36,4 ng/ ul])
Q5 Hi-Fi DNA polymeraza 0,5 ul 0,5 ul
5x Q5 High GC Enhancer 10 pl -
PCR H.0 22,5l 32,5 pl
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PCR mikrozkumavky se vzorky byly umistény do termocykleru, ktery byl nastaven

podle Tab. VI, v niz jsou shrnuty jednotlivé kroky, teplota, ¢as a pocet cyklu.

Tabulka VI: Podminky reakce Q5 PCR.

krok teplota Cas pocet cykla
pocate¢ni denaturace 98 °C 30 sekund 1x
denaturace 98 °C 10 sekund
annealing 56 °C 10 sekund 30x
polymerizace 72 °C 35 sekund
zaveérecna polymerizace 72 °C 3 minuty 1x
findlni teplota 4°C

Byl pfipraven 1% agardzovy gel (viz. 5.1.2 Elektroforéza DNA v agar6zovém gelu).
Po skonfeni programu byly zkumavky umistény na led. Do obou zkumavek bylo
napipetovano 10 ul barviva (Gel Loading Dye, Purple, 6X). Do prvni jamky v gelu bylo
napipetovano 10 ul DNA Ladderu (Quick-Load 100 bp DNA Ladder). Do nasledujicich jamek
byly napipetovany jednotlivé vzorky. Do posledni jamky bylo napipetovano 10 ul DNA
Ladderu (Quick-Load 1 kb DNA Ladder). Potadi vzorkui bylo zaznamenano. Soustava
pro elektroforézu byla uzaviena a ptipojena ke zdroji elektrického napéti. Elektroforéza byla
zapnuta pti napéti 100 V po dobu cca 30 minut. V okamziku dostatecné separace DNA byla

elektroforéza ukoncena. Gel byl pfemistén do UV transiluminatoru a byla pofizena fotografie.

5.1.4 1zolace DNA z agaro6zového gelu

Z agar6zového gelu byly vytiznuty fragmenty DNA a byly vloZeny do 2ml zkumavky.
Do jedné zkumavky byly vlozeny fragmenty DNA, pro jejichZ amplifikaci byl pouzit 5x Q5
High GC Enhancer, do druhé zkumavky byly vlozeny fragmenty DNA vzniklé bez pouziti
Enhanceru. Izolace probihala v obou pfipadech stejné. Do zkumavek byl piidan 1 ml NTI
vazebniho pufru. Zkumavky byly umistény na termoblok o teploté 50 °C, kde byly ponechany
do naprostého rozpusténi gelu, tedy asi 10 minut. Prubézn¢ byl obsah zkumavek promichavan

pomoci vortexu.

Nasledné byla vlozena kolona (NucleoSpin Gel a PCR Cdistici kolona) do sbérné
zkumavky. Na kolonu bylo napipetovano 700 pl rozpusténého gelu a zkumavka s kolonou

byly vloZzeny na centrifugu na 30 sekund pii otdCkach 11 000 rpm. Vzorek, ktery protekl
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do sbérné zkumavky, byl vylit. Na kolonu byla napipetovana dalsi ¢ast rozpusténého gelu

a cely proces se opakoval. DNA se diky tomu navazala na membranu kolony.

Membrana byla nasledné promyta. Na kolonu bylo napipetovano 700 ul promyvaciho
pufru NT3 a zkumavka s kolonou byly umistény na centrifugu na 30 sekund pfi otackach

11 000 rpm. Obsah sbérné zkumavky byl vylit a celé promyvani bylo zopakovano podruhé.

Kolona s prazdnou sbérnou zkumavkou byly umistény do centrifugy na 2 minuty
pti otackach 11 000 rpm, ¢imz doslo k vysuseni membrany. Kolona byla pfendana do nové
1,5ml zkumavky. Na kolonu bylo napipetovano 30 pul PCR vody a spolu se zkumavkou byla
umisténa do centrifugy na 1 minutu pti otd€kach 11 000 rpm. Do zkumavky byla eluovéana
plazmidova DNA. Jeji koncentrace byla zméfena pomoci pfistroje NanoDrop One od vyrobce
Thermo Fisher Scientific a bylo posouzeno, zda méla pfitomnost Enhanceru b&éhem
amplifikace DNA pozitivni vliv. Zkumavky s plazmidovou DNA byly uskladnény v mrazaku
pfi teploté -18 °C a byly vyuzity jako insert pti nasledné ligaci.

5.1.5 Ligace a transformace do amplifika¢nich bunék

Byla provedena ligace za pouziti komeréné dostupné sady NEBuilder HiFi DNA
Assembly Cloning Kit od vyrobce New England Biolabs. Bylo postupovano dle protokolu
od vyrobce. Byl zvolen molarni pomér DNA vektoru ku insertu 1:2. Do PCR mikrozkumavky
bylo napipetovano 2 pl vektoru (pET SUMO [11,6 ng/ul]), 2,6 ul insertu (oNS truncated
[32,4 ng/ul]), 0,4 ul PCR vody a 5 pl reakéniho pufru (NEBuilder HiFi DNA Assembly
Master Mix). Poté byla umisténa na 15 minut do termocykleru pfedehfatého na 50 °C.
Po uplynuti této doby byla zkumavka vyndana na led, kde byla ponechana 10 minut

do rozmrazeni kompetentnich bunék pouzitych v dal§im kroku.

Dalsim krokem byla transformace ligaéniho produktu do kompetentnich bunék DH5a.
Byly pouzity kompetentni buiiky NEB 5-alpha Competent E. Coli od vyrobce New England
Biolabs. Transformace byla provadéna podle transformacniho protokolu vytvofeného
vyrobcem kompetentnich bunék. Nejprve byla zkumavka skompetentnimi buitkami
ponechana 10 minut na ledu pro rozmrazeni. Poté byly k bunikam napipetovany 2 pl ligacni
smési. Obsah zkumavky byl lehce promichan. Zkumavka byla ponechdna 30 minut na ledu.
Po uplynuti této doby byl proveden tepelny Sok, kdy byla zkumavka umisténa do vodni 1azné
o teploté¢ 42 °C na dobu 30 sekund. Poté byla zkumavka umisténa na 2 minuty na led
a nasledné do ni bylo napipetovano 250 ul SOC media o pokojové teploté. Zkumavka byla

poté vlozena do tiepacky predehiaté na 37 °C, kde byla ponechana 60 minut pfi otackach
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220 rpm. Béhem této doby byly 2 kusy kanamycinovych ploten nahtaty na 37 °C. Po uplynuti
60 minut bylo rozetfeno 50 ul smési na jednu plotnu a zbytek objemu smési na druhou plotnu.
Plotny byly nasledn¢ inkubovany pies noc pii teploté¢ 37 °C, druhy den rano byly pfendany
do lednice a byly piipraveny k dalsimu pouziti, tedy pro Colony PCR.

5.1.6 Colony PCR

Byla provedena Colony PCR za ucelem potvrzeni, Ze transformace plazmidu do bun¢k
DH5a probéhla Gspésné, a aby byly vybrany pozitivni klony obsahujici pozadovany tusek.
Prace byla provadéna ve flow boxu. Bylo piipraveno 9 PCR mikrozkumavek. Do kazdé z nich
bylo napipetovano 20 ul PCR vody. Byla také pfipravena plotna s buitkami DH5a z piedchozi
transformace. Nasledné byla pomoci plastové $picky odebrana vzdy jedna kolonie z plotny
a $picka byla vlozena do zkumavky s PCR vodou a obsah ji byl promichan. Timto zpiisobem
bylo odebrano 8 kolonii. Devatou Spickou byla provedena negativni kontrola, kdy se Spicka
pouze dotkla plotny, ale nebyla odebrdana Z4dné kolonie. Voda ve zkumavkach obsahovala

templat DNA.

V nésledujicim kroku byly na novou pfedehiadtou kanamycinovou plotnu ud€lany
$pickami z vody s templatem DNA kiizky, které byly ocislovany stejné jako zkumavky.

Plotna byla nasledné inkubovana pies noc pii teploté 37 °C.

Nasledné byla piipravena nova sada 9 kustt PCR mikrozkumavek. Do kazdé zkumavky

byly napipetovany jednotlivé reakéni komponenty dle Tab. VII.

Tabulka VII: Reakéni komponenty pro Colony PCR.

komponenty objem
reakéni pufr PPP Master Mix 12,5 ul
10 uM F-primer (SNS_N15-trunc_SUMO-F)
5 CAC AGA GAA CAG ATT GGT GGA GCT GGT 25u
CAG ACACTCTTT AGAAACTTC 3’
10 uM R-primer (SNS_wholeSUMO_R)
5"TGT CTCCTG AGT TCT AGAGTACTT TAT 2,5
TAC GCC ATC CTA GCT GGA 3’
templat DNA 1ul
PCR H20 6,5 ul
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Zkumavky byly nasledné vlozeny do termocykleru, ktery byl piednastaven podle
Tab. VI. Mezi tim byl pfipraven 1% agarézovy gel a vysledek PCR reakce byl zanalyzovan
obdobné¢ jako v pifedchozim kroku (viz. 5.1.3 Amplifikace DNA). Gel byl zdokumentovan

pro nasledné vyhodnoceni.

5.1.7 Priprava a izolace plazmidu

Poslednim krokem ptipravy plazmidu oNS truncated pET SUMO byla jeho izolace.
Na zéklad¢ analyzy pomoci elektroforézy DNA v agar6zovém gelu byly vybrany celkem
4 kolonie bunék z plotny. Do 4 plastovych nadob o objemu 500 ml bylo napipetovano vzdy
150 ml LB media a 150 ul kanamycinu. Plastovou $pickou byla odebrana vzdy jedna vybrana
kolonie, a i se Spickou byla vloZzena do nadoby. Nadoby byly poté umistény do tfepacky
predehiaté na 37 °C, kde byly ponechany ptes noc pti otackach 220 rpm.

Naésledujici rdno byly pfipraveny 4 kusy konickych zkumavek o objemu 50 ml.
Do kazdé z nich bylo ptidano 50 ml bunééné kultury pfipravené ptes noc. Zkumavky byly
umistény do centrifugy, kde byly ponechany 10 minut pfi teploté 4 °C a otackach 4200 rpm.
Po uplynuti této doby bylo slito LB medium a k peletim byla napipetovana dalsi ¢ast piislusné
buné&¢né kultury. Tento proces byl opakovan celkem tiikrat. Vysledkem byl bun&ny pelet

ve 4 zkumavkéch.

Nasledna izolace plazmidu byla provadéna za pouziti komeréné dostupné sady Plasmid
DNA purification — NucleoBond Xtra Maxi od vyrobce Macherey-Nagel. Bylo postupovano

dle protokolu od vyrobce.

Do kazdé ze 4 konickych zkumavek bylo napipetovano 12 ml resuspenzacni pufru
(RES) obsahujiciho RNazu A. Bunky byly v pufru rozpustény pomoci vortexu. Do zkumavek
bylo déle napipetovano 12 ml lyza¢niho pufru (LYS). Zkumavky byly pétkrat ota¢eny dnem
vzhiru, ¢imz byl obsah promichan. Nasledné byly ponechany 5 minut v klidu pfi pokojové
teploté. Mezi tim byly sestaveny filtry vloZzenim do kolon a byly pod né postaveny kadinky.
Filtry byly zkalibrovany 25 ml ekvilibra¢niho pufru (EQU), ktery byl pipetovan po okrajich
filtru kolem dokola. Pufr byl nechan voln¢ protéct do kadinek na odpad. Do zkumavek bylo
napipetovano 12 ml neutraliza¢niho pufru (NEU). Zkumavkami bylo ota¢eno dnem vzhiiru,
dokud obsah nezbélal. Roztok ze zkumavek byl postupné nalit na pfipravené filtry. Po Gplném
proteceni roztokl byly filtry promyvany 15 ml ekvilibraéniho pufru (EQU). Poté byly filtry
vyndany. Do zbylych kolon bylo napipetovano 25 ml promyvaciho pufru (Buffer Wash).
Po proteceni byly kadinky vyménény za 15ml konické zkumavky. Do kolon bylo
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napipetovano 10 ml elu¢niho pufru (ELU), ktery byl nechén voln¢ protéct do zkumavek.
Do kazdé zkumavky bylo nasledné napipetovano 5 ml 100% isopropanolu a obsah zkumavek
byl dikladné promichan pomoci vortexu. Nasledn¢ byly zkumavky umistény do centrifugy,
kde byly ponechany 60 minut pii teploté¢ 4 °C a otackach 4200 rpm. Pomoci pipety byl
ze zkumavek odstranén pufr. K peletim bylo napipetovano 2 ml 70% ethanolu a obsah
zkumavky byl prepipetovan do 2ml zkumavky a umistény do centrifugy, a to na 10 minut
pii teploté¢ 4 °C a otackach 4200 rpm. Ethanol byl pomoci pipety odstranén ze zkumavek
a pelety byly ponechany 10-15 minut schnout pfi pokojové teploté. Poté bylo do zkumavky
napipetovano 100 pl PCR vody. Po rozpusténi peleti byla zméfena koncentrace plazmida
pomoci piistroje NanoDrop One od vyrobce Thermo Fisher Scientific. Poté bylo provedeno
Sangerovo sekvenovani. Takto piipravené plazmidy oNS truncated pET SUMO byly

uskladnén v mrazaku pfi teploté -18 °C.
5.2 Transformace

K transformaci byly pouzity dva typy kompetentnich bunék, konkrétné bunky
BL21(DE3) Competent E. Coli Cells od vyrobce New England Biolabs a BL21-CodonPlus
Competent Cells od firmy Agilent Technologies.

Dale byl pouzit pfedem ptipraveny plazmid oNS truncated pPET SUMO o koncentraci
754,1 ng/ul.

Transformace byla provadéna podle transformaénich protokolii vytvofenych vyrobci

kompetentnich bunék.

Nejprve byly zkumavky s kompetentnimi buitkami ponechany 10 minut na ledu. Poté
bylo k buiikdm o objemech 30 pl ptidano po 1 pl plazmidu o jiz zminované koncentraci. Smési
v obou zkumavkach byly lehce promichany. Zkumavky byly umistény na 30 minut na led.
Po uplynuti této doby byl proveden tepelny Sok — zkumavky byly umistény do vodni 14zné
0 teplote 42 °C, pticemz buniky BL21(DE3) v ni byly ponechany po dobu 10 sekund a buiky
BL21-CodonPlus po dobu 20 sekund. Nésledn¢ byly zkumavky dany na led, a to na 5 minut
Vv piipad€ bun¢k BL21(DE3) a na 2 minuty u buné¢k BL21-CodonPlus. Poté bylo do obou
zkumavek napipetovano 250 ul SOC media 0 pokojové teploté. Smési v obou zkumavkach
byly umistény do tfepacky predehiaté na 37 °C, kde byly ponechany 60 minut pii otackach
220 rpm. Béhem této doby byly 4 kusy kanamycinovych ploten nahtaty na 37 °C. Po uplynuti

60 minut bylo rozetfeno u obou typi bun¢k vzdy 50 ul smési na jednu plotnu a zbytek objemu
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smési na druhou plotnu. Plotny byly nasledn¢ inkubovany ptes noc pii 37 °C. Druhy den rano
byly plotny pfendany do lednice, aby kolonie bunék nepterostly, a byly tak pfipravené

pro nasledné pouziti.

5.3 Pilotni exprese

Pilotni exprese byla provedena za Géelem ur¢eni podminek vedoucich K co nejvyssi

expresi proteinu a aby nasledné mohla byt provedena exprese ve velkém méfitku.

Do 2 kust konickych zkumavek o objemu 50 ml bylo napipetovano vzdy 10 ml LB
media a antibiotikum kanamycin o vysledné koncentraci 1 mM. Nasledn¢ byla pomoci
plastové $pi¢ky odebrana vzdy jedna kolonie z plotny a cela $pi¢ka byla vlozena do konické
zkumavky. Tento proces byl zvlaSt proveden pro kolonie bunék BL21(DE3)
a BL21-CodonPlus. Zkumavky byly nasledné umistény do tiepacky predehiaté na 37 °C, kde

byly ponechany ptes noc pii otackach 220 rpm s cilem namnozeni bunécné kultury.

Naésledujici den bylo pfipraveno 8 kust konickych zkumavek o objemu 50 ml.
Do kazdé¢ z nich bylo napipetovano 15 ml LB media a kanamycin o vysledné koncentraci
1 mM. Nasledné do nich byly pfidany vzdy 2 ml pfes noc namnozené bunécné kultury (do 4
zkumavek bunécna kultura z bunék BL21(DE3) a do dalSich 4 zkumavek kultura z bunck
BL21-CodonPlus).

Vsech 8 konickych zkumavek bylo umisténo do tiepacky predehtaté na 37 °C, kde
byly ponechany 30 minut pti otackach 220 rpm. Po uplynuti této doby byly odebrany vzorky
a pomoci spektrofotometru byla zméfena opticka hustota (ODeoo), kdy slepym vzorkem bylo
¢isté LB medium. PoZadovana hodnota ODeoo byla 0,4-0,6. Z diivodu nizsi hodnoty ODeoo

byly zkumavky ponechany na tfepacce jesté 10 minut, poté byla hodnota ODego jiZ dostacujici.

Konické zkumavky byly prfemistény do lednice a tfepacky byly nastaveny na jinou
teplotu (18 °C a 30 °C). Z roztokti obou typu kultur byl odebran 1ml vzorek slouZzici jako
kontrolni vzorek v ¢ase 0 hodin. Do poloviny kultur bylo pfidano indukéni ¢inidlo IPTG
(izopropyl B-D-1-tiogalaktopyranozid) o vysledné koncentraci 1 mM. Druhd polovina
zkumavek meéla funkci negativni kontroly. VSechny konické zkumavky byly umistény
na tiepacky, kde byly ponechany pii 18 °C nebo 30 °C a pfii otackach 220 rpm. V riiznych
Casech dle teploty byly odebirany 1ml vzorky kultury. Pfehled riiznych podminek pro expresi

proteinu a ¢asy odbéru vzorki jsou uvedeny v Tab. VIII.
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Tabulka VI1II: Podminky pro expresi proteinu a ¢asy odbéru vzorkd.

typ bunék teplota koncentrace IPTG ¢as odbéru vzorku
0,001 M
po 3 hod.
oM
0,001 M
18 °C po 6 hod.
oM
0,001 M
pies noc
0M
BL21(DE3)
0,001 M
po 2 hod.
oM
0,001 M
30°C po 4 hod.
oM
0,001 M
po 6 hod.
oM
0,001 M
po 3 hod.
0M
0,001 M
18 °C po 6 hod.
oM
0,001 M
pies noc
oM
BL21-CodonPlus
0,001 M
po 2 hod.
oM
0,001 M
30°C po 4 hod.
oM
0,001 M
po 6 hod.
oM

Vsechny odebrané vzorky (celkem 26) byly v mikrozkumavkach umistény
do centrifugy na 1 minutu pii otackach 14 000 rpm. Doslo tak k odd€leni peletu (bunky)
od supernatantu (LB medium). Potfebny bunécny pelet byl uskladnén v mrazaku

pti teploté -18 °C a pozd¢ji byl analyzovan.
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5.4 Analyza vzorki
5.4.1 Priprava vzorki

Mikrozkumavky s bunécnym peletem byly vyndédny z mrazdku a byly ponechany
na led¢, aby se rozmrazily. Do kazdé mikrozkumavky bylo nésledné napipetovano 500 pl
lyza¢niho pufru (50 nm K3PO4, 400 mm NaCl, 100 mM KClI, 10% glycerol, 0,5% Triton X
100; pH 7,8). Pomoci vortexu byly pelety s lyzacnim pufrem dikladn€ promichény. Poté byly
mikrozkumavky se vzorky vlozeny na 3 minuty do tekutého dusiku. Po uplynuti této doby
byly vyndany z dusiku a byly umistény na termoblok o teploté 42 °C, kde byly ponechany
do aplného rozpusténi vzorku, tedy pfiblizné 5-10 minut. Nasledné byl tento proces jesté
dvakrat zopakovan. Po poslednim rozpusténi vzorkt byly vzorky v mikrozkumavkach
centrifugovény, a to po dobu 5 minut pii teploté 4 °C a otackéach 14 000 rpm. Po ukonceni
centrifugace byl supernatant odpipetovan do novych mikrozkumavek, pti¢emz pelet byl
ponechan v ptivodnich mikrozkumavkach. K supernatantiim bylo ptidano vzdy 166 ul 4x SDS
— PAGE pufru (4x Laemmli pufru a 3 merkaptoethanol v poméru 1: 0,1), do mikrozkumavek
k peletim bylo pfidano vzdy 500 pl 1x SDS — PAGE pufru (4x Laemmli pufr a B
merkaptoethanol v poméru 1: 0,1 nafedény 1x PBS v poméru 1: 3). Nasledné byly vSechny
vzorky vafeny na termobloku pfi teploté 90 °C po dobu 5 minut. Poté byly vzorky pfipraveny
k analyze pomoci SDS — PAGE elektroforézy.

5.4.2 SDS — PAGE elektroforéza
Pro SDS — PAGE clektroforézu byly pouzity 12,5% gely. V Tab. IX jsou uvedeny
chemikalie a jejich mnozstvi potiebné pro ptipravu jednoho gelu, konkrétné jeho koncentracni

1 separacni Casti.

Tabulka IX: SloZeni gelu.

separacni 12,5% gel koncentraéni 5% gel
40% akrylamid 1,56 ml 40% akrylamid 250 pl
H20 2,08 ml H20 1,46 ml
1,5M Tris (pH 8,8) 1,25 ml 1M Tris (pH 6,8) 250 pl
10% SDS 50 ul 10% SDS 20 pl
10% APS 50 ul 10% APS 20 ul
TEMED 5l TEMED 2 ul
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Prvnim krokem pfipravy gelu bylo sestaveni tzv. sendvicové kazety pro naliti gelu.
Nasledné byl ptipraven separacni gel, ktery byl nalit do formy a do nezaplnéné horni ¢asti byl
nalit propanol. Gel byl ponechan tuhnout po dobu 20 minut. Po uplynuti této doby byl propanol
promyty vodou a do formy byl nalit koncentracni gel. Do n¢j byl vlozen hiebinek a gel byl
ponechan 40 minut, aby zcela zatuhl. Poté byl gel se sklicky vyndan ze stojanku, zabalen

do navlh¢eného ubrousku a byl pfipraven pro pouziti.

Byla sestavena elektroforeticka aparatura, do niz byla umisténa skla s gely. Celkem
byly pouzity 4 gely. Do komirky mezi skly v drzaku a do elektroforetické vany byl nalit
elektroforeticky pufr (0,25 M Tris, 1,92 M glycin, 0,03 M SDS).

Do prvnich jamek v gelech bylo napipetovano 5 ul ladderu (PageRuler Prestained
Protein Ladder od vyrobce Thermo Fisher Scientific). Do dalSich jamek byly napipetovany
jednotlivé vzorky 0 objemu 10 ul. Pofadi, v jakém byly jednotlivé vzorky naneseny na gely,

bylo zaznamenano.

Poté byla elektroforeticka vana uzaviena a napojena na stejnosmérny elektricky proud
o napéti 100 V po dobu 30 minut, nasledné bylo napéti zvyseno na 150 V na dobu 60 minut.
Poté byly gely vyndany ze skel a umistény do sklenénych misek. Bylo k nim napipetovano
vzdy 20 ml fixa¢niho roztoku obsahujiciho 50 % ethanolu a 2 % kyseliny fosfore¢né. Gely
byly v tomto roztoku ponechany 30 minut. Poté byly gely 2x vymyvany v destilované vodé
po dobu 10 minut. V poslednim kroku byly gely ponechany ptes noc ve 20 ml roztoku barviva
Coomassie Blue. Druhy den byly gely omyty v destilované vodé a zdokumentovany

pro nasledné vyhodnoceni.

5.5 Exprese ve velkém méritku

Podminky, za kterych doSlo béhem pilotni exprese k nejvyssi expresi proteinu, byly

pouzity pro expresi ve velkém méfitku.

Do dvou Erlenmeyerovych banék o objemu 500 ml bylo napipetovano vzdy 100 ml
LB media a kanamycin o vysledné koncentraci 1 mM. Pro expresi byly vyuzity kolonie bunék
z pfedchozi transformace. Pomoci plastové Spicky byla do jedné z ban€k vloZena kolonie
bunék BL21(DE3), do druhé barky kolonie bunék BL21-CodonPlus. Obé banky byly poté
umistény do ttepacky predehiaté na 37 °C, kde byly ponechany pies noc pii otackach 180 rpm.

Druhy den byly ptipraveny 4 dvoulitrové Erlenmeyerovy baiiky. Do kazdé z nich bylo

odméteno 800 ml LB media, do né¢hoz byl napipetovan kanamycin o koncentraci 1 mM.
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Dale bylo do kazdé nadoby napipetovano 50 ml pfes noc namnozené bunécné kultury (do 2
ban€k bunécna kultura z bunék BL21(DE3) a do dalSich 2 ban¢k bunécnd kultura z bunék
BL21-CodonPlus).

Vsechny 4 Erlenmeyerovy batiky byly umistény do tiepacky predehtaté na 37 °C, kde
byly ponechdny 60 minut pii otackach 220 rpm. Po 60 minutach byla pomoci spektrofotometru
zmé&fena opticka hustota (ODsoo) odebranych vzorku, pfi¢emz slepym vzorkem bylo ¢isté LB
medium. Pozadovand hodnota ODeoo byla minimalné 0,6. Zmétené hustoty ale byly lehce
nizsi, a tak byly banky ponechany v tfepacce dalSich 10 minut. Poté byla hodnota ODsoo

dostate¢né vysoka.

Z roztokl obou typt bunéénych kultur byly odebrany 1ml vzorky v ¢ase 0 hod. slouzici
k pozd¢jsi analyze. Do jedné Erlenmeyerovy baiky s bunéénou kulturou z bunék BL21(DE3)
a do jedné banky sbun&fnou kulturou zbunék BL21-CodonPlus bylo piiddno IPTG
0 vysledné koncentraci 1| mM. VSechny Erlenmeyerovi banky byly nasledné umistény zpét

na tiepacky, kde byly ponechany 4 hodiny pii 30 °C a pii otackach 220 rpm.

Po uplynuti 4 hodin byly opét odebrany 1ml vzorky ze vSech Erlenmeyerovych banék.
Pot¢ byl obsah Erlenmeyerovych banck pfelit do plastovych centrifugacnich lahvi.
Po vyvazeni byly tyto lahve umistény do centrifugy. Centrifugace byla provadéna po dobu
30 minut pii teploté 4 °C a pii otaCkach 4 200 rpm. Nasledné byla vylita vétSina LB media,
v lahvi ho bylo ponechano pouze cca 20 ml. Pomoci pipety byl timto zbytkem media rozpustén
usazeny bunéfny pelet. Zcela resuspendované bunky byly pfepipetovany do koénickych
zkumavek o objemu 50 ml. Zkumavky s resuspendovanymi buikami byly opét
centrifugovany, a to po dobu 20 minut pfii teploté 4 °C a pfi otd€kach 4 200 rpm. Nasledné
bylo slit¢ veskeré medium. Bunééné pelety usazené v konickych bankach byly uskladnény

v mrazaku pii teploté -80 °C a byly tak pfipraveny pro naslednou purifikaci.

Vsechny odebrané vzorky (v ¢ase 0 h. a 4 h.) byly analyzovany (viz 5.4 Analyza

vzorki). Poradi vzorkl na gelu bylo zaznamenano.

5.6 Homogenizace bunék

Zkumavky s bunéénymi pelety z exprese ve velkém méfitku byly vyndany na led.
Béhem jejich rozmrazovani bylo ptipraveno 100 ml lyza¢niho pufru (20 nM Tris, 300 nM
NaCl, 0,5 nM MgCl; a 1 tableta proteazového inhibitoru Protease Inhibitor Cocktail Tablets
EDTA-Free od vyrobce SIGMAFAST). Do kazdé zkumavky bylo k peletu napipetovano
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15 ml tohoto lyza¢niho pufru a také DN4aza a RNdaza o vysledné koncentraci 1 mM. Pomoci

vortexu byly bunky dikladné rozmichany. Poté byly inkubovany 20 minut na ledu.

Nasledné¢ byly bunky resuspendovany, a to pomoci French pressu. Roztoky bunééného
lyzatu byly nasledné prelity do vhodnych zkumavek a byly stoceny na ultracentrifuze po dobu
60 minut pfi teploté¢ 4 °C a pii otackach 40 000 rpm. Po centrifugaci byly oddélené
supernatanty pielity do novych konickych zkumavek a byly dale vyuzity k purifikaci.

5.7 Purifikace

5.7.1 Priprava pufri
K ucéelim purifikace byly pfipraveny celkem 4 pufry o rozdilném slozeni. Piehled

slozeni jednotlivych pufri je zobrazen v Tab. X.

Tabulka X: Slozeni pufrd na purifikaci.

ekvilibra¢ni pufr A1 | ekvilibra¢ni pufr A2 eluéni pufr B1 eluéni pufr B2
20 mM Tris 20 mM Tris 20 mM Tris 20 mM Tris
300 mM NaCl 100 mM NaCl 300 mM NaCl 2 M NaCl
0,5 mM MgCl; 0,5 mM MgCl; 0,5 mM MgCl; 0,5 mM MgCl;
1 M Imidazol

Nejprve byly navazeny chemikélie pro jednotlivé pufry a byly rozpuStény pomoci
magnetického michadla v ptiblizné 80 % pozadovaného objemu destilované vody. Nasledné
bylo pH pufrti upraveno na pozadovanou hodnotu 7,6. Pufry byly doplnény destilovanou
vodou do finalniho objemu (1 1 v ptipadé ekvilibraéniho pufru Al a 0,5 1 u zbyvajicich pufri).

Poté byly pufry prefiltrovany do sklenénych lahvi. V poslednim kroku byly pufry degasovany.

5.7.2 Histidinova afinitni chromatografie

Pro histidinovou afinitni chromatografii byly vyuzity ekvilibra¢ni pufr Al a elu¢ni pufr
B1. Dale byla pouzita HisTrap HP kolona o objemu 5 ml od vyrobce GE Healthcare. Vzorkem
byl supernatant ziskany po homogenizaci bunék a jejich stoCeni, pficemz chromatografie byla

postupné provedena pro oba typy bun¢k, tedy BL21(DE3) a BL21-CodonPlus.

Kolona se bézné uchovava v ethanolu, a tak ji bylo nutné nejprve promyt 5 objemy
kolony ultracisté degasované vody. Poté byla kolona ekvilibrovana, a to 5 objemy kolony

pufru Al, dale 5 objemy kolony pufru B1 a nakonec opét 5 objemy kolony pufru Al.
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Po dokonceni ekvilibrace byl na kolonu nanesen vzorek, zaroven byl nanaSen
ekvilibra¢ni pufr A1. Pritok vzorku byl nastaven na 1 ml/min. Se stoupajicim UV bylo sbirano
do konické zkumavky tzv. flow through a ¢ekalo se, az UV zacne klesat. V tu dobu byl sbér
flow through ukonéen. Nasledn¢ byla kolona promyvana 5% elu¢nim pufrem B1, jeho pritok
byl 1 ml/min. Elouvané proteiny byly opét sbirany do konické zkumavky, jednalo se
0 tzv. soft-wash. V disledku nasledného gradientového zvysovani koncentrace elu¢niho pufru
B1 od 5 % do 100 % za dobu 20 minut dochazelo k eluci proteinu, ktery byl automaticky
sbiran do jednotlivych frakci. Po skonceni eluce proteinu z kolony byla kolona opét promyta,
a to 5 objemy kolony ultradist¢ degasované vody a poté 5 objemy kolony degasovaného

ethanolu.

Vzorky soft-washe, flow through a frakci byly analyzovany. Ke 30 ul vzorku bylo
do mikrozkumavky napipetovano 10 pl 4x SDS — PAGE pufru. Nasledné byly vSechny vzorky
vafeny na termobloku pfi teploté 90 °C po dobu 1 minuty. Poté byly vzorky pfipraveny
k analyze pomoci SDS — PAGE elektroforézy.

5.7.3 Heparinova afinitni chromatografie
Pro heparinovou afinitni chromatografii byly vyuzity ekvilibra¢ni pufr A1l a elucni pufr
B2. Byla pouzita HiTrap Heparin HP kolona o objemu 5 ml od vyrobce GE Healthcare.

Vzorkem byly vybrané frakce ziskané histidinovou afinitni chromatografii.

Kolona byla nejprve promyta 5 objemy kolony ultracisté degasované vody. Poté byla
kolona ekvilibrovana, a to 5 objemy kolony pufru A1, dale 5 objemy kolony pufru B2 a poté
opét 5 objemy kolony pufru Al.

Na kolonu byl nanesen vzorek, pfi¢emz pritok vzorku byl 1 ml/min. UV stoupalo,
a tak bylo flow through sbirano do konické zkumavky a ¢ekalo se na dostatecny pokles UV.
Po ukonceni sbéru flow through byla kolona promyvana eluénim pufrem B2 o stoupajici
koncentraci (5 % az 100 %), ¢cimz doslo k eluci proteinu. Ten byl automaticky sbiran do frakci,

které byly nasledn¢ spolu s flow through analyzovany pomoci SDS-PAGE elektroforézy.

V okamziku skonceni eluce proteinu byla kolona fadné€ promyta, a to 5 objemy kolony

ultracisté degasované vody a nasledné 5 objemy kolony degasovaného ethanolu.

5.7.4 Piiprava vzorku pro gelovou chromatografii

Frakce ziskané z heparinové afinitni chromatografie byly pouzity jako vzorek

pro gelovou chromatografii. Nejprve byl u vzorku vyménén pufr, a to za ekvilibracni pufr A2.
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Byl k tomu pouzit filtr Amicon 10K o objemu 15 ml. Do filtru byl vzorek postupné piidavan
a stacen na centrifuze pii otackach 4000 rpm. Vzorek byl dolit pufrem A2 a stdcen stejnym

zpusobem, pii¢emz tento krok byl zopakovan tiikrat. Vysledny objem vzorku byl 20 ml.

Do zkumavky ke vzorku bylo nasledné pfidano 500 ul SUMO proteazy ULPI
za ucelem odstépeni SUMA od proteinu oNS truncated. Zkumavka byla ponechéana pfi teploté
4 °C do druhého dne. Néasledné bylo pomoci SDS-PAGE elektroforézy potvrzeno, zda
k odstépeni skute¢né doslo. Protein byl nasledné zakoncentrovan pomoci Amicon filtru 10K

na vysledny objem 1 ml.

5.7.5 Gelova chromatografie

Na gelovou chromatografii byla pouzita kolona Superdex 200 Increase 10/300 GL
0 objemu 24 ml od vyrobce GE Healthcare. Kolona byla nejprve promyta 1 objemem kolony
ultracisté degasované vody a nésledné byla ekvilibrovana 2 objemy kolony ekvilibra¢niho
pufru A2. Poté bylo na kolonu naneseno 500 pl vzorku. Pritok vzorku byl nastaven
na 0,5 ml/min. Se zvySujicim se UV byl protein eluovan do jednotlivych frakci o objemu
500 pl. Kolona byla po ukon¢eni sbéru frakci promyta 1 objemem kolony ekvilibra¢niho pufru

A2, poté ultraCistou vodou a ethanolem.

Frakce byly analyzovany pomoci SDS-PAGE elektroforézy. Nasledné byla zmétfena
koncentrace vybranych frakci pomoci pfistroje NanoDrop One od vyrobce Thermo Fisher
Scientific. Tyto frakce byly zamraZeny pomoci tekutého dusiku a byly uskladnény v mrazaku

pfi teploté -80 °C.
5.8 Nativni gelova elektroforéza

Nativni gelové elektroforéza byla provedena za ucelem ovéfeni, zda protein oNS

truncated, u néhoz chybi N-terminalni ¢ast, ma zachovanou schopnost vazat RNA.

V prvnim kroku byl pfipraven nativni 5% gel. Na piipravu 1 gelu byl pouzit 1 ml 30%
akrylamidu, 300 ul 10x TBE, 4,67 ml destilované vody, 22,5 ul 10% APS a 7,5 ul TEMED.
Gel byl nalit do pfedem sestavené sendvicové kazety. Do gelu byl vloZen hiebinek a gel byl
ponechan tuhnout po dobu 40 minut, poté byl pfipraven k pouziti. Bylo dbano na vysokou
Cistotu pii praci, zejména na Cistotu pouzitych skli¢ek, hiebinku a nasledné elektroforetické

vany.
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V dal$im kroku byly pfipraveny vzorky pro naneseni na gel. Byl pouZit protein cNS
truncated o koncentraci 1,079 mg/ml. Déle byl pouzit protein NS o koncentraci 1,336 mg/ml,
ktery slouzil k porovnani. Oba proteiny byly nafedény na koncentraci 1 uM. Dale byla
natedéna C15 fluor RNA na koncentraci 100 nM. Bylo pfipraveno 8 mikrozkumavek,
do kterych byl napipetovan dany protein a piipadné¢ C15 fluor RNA, do finalniho objemu 20ul
byly smési nafedény pufrem Hepes (0,1 mM MgClz, 50 mM NacCl, 25 mM Hepes, pH 7,6).

Pichled sloZeni jednotlivych smési je uveden v Tab. XI.

Tabulka XI: Pfehled sloZzeni smési pro nativni gelovou elektroforézu.

¢islo zkumavky | oNS truncated oNS C15 fluor RNA pufr
1 1 ul - - 19 pul
2 1l - 1 pl 18 ul
3 - 1l - 19 ul
4 - 1 ul 1pul 18 pul
5 1 ul - - 19 pul
6 1l - 1 pl 18 ul
7 - 1 ul - 19 pul
8 - 1 ul 1 ul 18 pul

Zkumavky €. 1-4 byly inkubovany 30 minut pfi pokojové teploté, poté k nim bylo
ptidano vzdy 6,66 ul barviva Native Gel-Loading Buffer. Do zkumavek ¢. 5-8 bylo toto
barvivo pfidano okamzité, tedy bez inkubace. V tu chvili byly vzorky ptipraveny k naneseni
na gel. Byla sestavena elektroforetickd aparatura, pficemz elektroforetickym pufrem byl
roztok 0,5x TBE. Do prvni jamky v gelu byly napipetovany 3 upl ladderu (PageRuler
Prestained Protein Ladder od vyrobce Thermo Fisher Scientific), do nasledujicich jamek bylo
postupné napipetovano 10 pl jednotlivych vzorkli. Pofadi vzorkd bylo zaznamendno.
Elektroforeticka aparatura byla zabalena do silné vrstvy alobalu, aby byla ochranéna pied
svételnym zafenim, coZ je dualezité kvili fluorescenéni RNA. Aparatura byla napojena
na stejnosmérny elektricky proud o napéti 100 V po dobu 30 minut, nasledn¢ bylo napéti

zvySeno na 150 V na dobu dalsich 30 minut.

Poté byl gel vyndan ze skel a umistén do sklenéné misky. Bylo provadéno promyvani
a barveni sestavajici z mnoha postupnych krokii. Tento proces byl provadén za vyuziti ¢inidel

z komercné dostupné sady ProteoSilver™ Silver Stain Kit od vyrobce Sigma-Aldrich. Bylo
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postupovéno dle protokolu od vyrobce. Jednotlivé kroky, pouzitd ¢inidla a doba jejich
pasobeni jsou shrnuty v Tab. XII. Pfed pfidanim nasledujiciho ¢inidla bylo vzdy predchozi
¢inidlo slité. Jedinou vyjimkou je pfechod z kroku €. 8 do kroku ¢. 9, kdy byl roztok
ProteoSilver Stop Solution ptidan pfimo k vyvijecimu roztoku. Po provedeni vSech krokt byl

nativni gel zdokumentovan a vyhodnocen.

Tabulka XII: Jednotlivé kroky promyvani a barveni nativniho gelu.

¢islo .
¢inidla doba plisobeni
kroku
100 ml fixa¢niho roztoku (50 ml ethanolu, )
1 40 minut
10 ml kyseliny octové, 40 ml ultracisté vody)
2 100 ml 30% roztoku ethanolu 10 minut
3 200 ml ultraéisté vody 10 minut

100 ml senzibiliza¢niho roztoku )
4 . . . 10 minut
(1 ml ProteoSilver Sensitizer, 99 ml ultracisté vody)

5 200 ml ultraéisté vody 2x 10 minut

100 ml ekvilibraéniho roztoku Silver )
6 . . . 10 minut
(1 ml ProteoSilver Solution, 99 ml ultracisté vody)

7 200 ml ultracisté vody 1 minuta

100 ml vyvijeciho roztoku (5 ml ProteoSilver Developer 1, .
8 3 minuty
0,1 ml ProteoSilver Developer 2, 95 ml ultracisté vody)

9 5 ml roztoku ProteoSilver Stop Solution 5 minut

10 200 ml ultracisté vody 15 minut

5.9 Krystalizace proteinu 6NS truncated

5.9.1 Pre-krystalizacni test

Pied samotnou krystalizaci proteinu oNS truncated byl proveden pre-krystaliza¢ni test.
Jeho cilem bylo zjistit koncentraci proteinu vhodnou pro jeho krystalizaci. Pro tento test byl
pouzit protein oNS truncated o koncentraci 5,443 mg/ul. Test byl proveden za vyuziti
komeréné dostupné sady PCT Pre-Crystallization Test od vyrobce Hampton Research. Slozeni

jednotlivych ¢inidel je uvedeno v Piiloze €. 1.
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Pre-krystaliza¢ni test byl proveden metodou visici kapky. Do 4 rezervoarii bylo
napipetovano vzdy 20 ul riiznych PCT reagenti (A1, A2, B1, B2). Na sklicko byl napipetovan
vzdy 1 pl reagentu z rezervoaru a k tomu byl napipetovan 1 ul proteinu. Sklicko bylo ptilepeno
kapkou doli nad rezervoar opatieny vrstvou vazeliny. Po uplynuti 10 minut bylo zhodnoceno,

zda doslo k precipitaci.

5.9.2 Manualni Kkrystalizace

K manudlni krystalizaci proteinu oNS truncated byly pouzity krystaliza¢ni desticky
s 24 rezervoary. Krystalizace byla provadéna metodou sedici kapky. Byla vyuzita precipitacni
¢inidla z komeréné dostupné sady Morpheus II od vyrobce Molecular Dimensions. Seznam

precipitacnich ¢inidel je uveden v Ptiloze €. 2.

Do rezervoaru bylo napipetovano vzdy 50 pl precipitacniho ¢inidla. Do prvni jamky
byl pokazdé napipetovan 1 pl pfislusného precipitaéniho ¢inidla z rezervoaru a 1 ul proteinu
oNS truncated o koncentraci 5,443 mg/ml, pomér proteinu a precipitacniho ¢inidla byl tedy
1:1. Kapka v druhé jamce byla tvofena 2 ul precipitaéniho Cinidla a 1 pl proteinu, pomér
proteinu a precipita¢niho ¢inidla byl tedy 1:2. Desticka byla nasledné ptekryta lepici paskou
a byla umisténa do lednice, kde byla ponechéana pii teploté 4 °C. Desti¢ky byly pravidelné
kontrolovany a na zakladé vysledkti bylo vybrano precipita¢ni ¢inidlo vhodné pro optimalizaci

krystaliza¢nich podminek.

5.9.3 Krystalizace pomoci krystaliza¢niho robota

Ke krystalizaci byl pouZit robot OryxNano od vyrobce Douglas Instruments, ktery je

zobrazen na Obr. 6.

Obrazek 6: Krystaliza¢ni robot OryxNano (Douglas Instruments, 2023)
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Dale byly pouzity krystalizaéni desticky s 96 rezervoary MRC 2-Drop Plate
od vyrobce Hampton Research. Byla pouzita precipitaéni Cinidla z riznych komercné
dostupnych sad. Piehled pouzitych sad precipita¢nich ¢inidel a jejich vyrobcu je zobrazen

v Tab. XIIl. Seznam jednotlivych precipita¢nich ¢inidel je uveden v Ptilohach ¢. 3-9.

Tabulka XI1II: Seznam pouzitych sad precipitacnich ¢inidel.

Nazev sady Vyrobce
SG1
LFS
MemGold Molecular Dimensions
MemGold 2
JCSG-plus
PEG/lon HT Hampton Research
JBScreen Basic HTS Jena Bioscience

Pro kazdou desticku byla vzdy pouzita odlisna sada precipitacnich ¢inidel. Pomoci
multikanalové automatické pipety bylo do kazdého rezervoaru napipetovano 50 pl
precipitaniho cinidla. Nasledné bylo pomoci robota napipetovano do prvni jamky 1 pl
precipitacniho ¢inidla z rezervoaru a 1 pl proteinu oNS truncated, tedy v poméru 1:1. Do druhé
jamky bylo napipetovano 0,5 pl precipitaniho €inidla a 1 pl proteinu, a tak byl vysledny
pomér proteinu a precipitacniho ¢inidla 1:0,5. Koncentrace pouZitého proteinu se v rdmci
ruznych krystaliza¢nich desticek a pouzitych sad precipitacnich Cinidel liSila a je znazornéna

v Tab. XIV.

Tabulka XIV:
Nézev sady Koncentrace pouzitého proteinu [mg/ml]
SG1
11,742
LFS
MemGold 4,663
MemGold 2
4991
JCSG-plus
PEG/lon HT
4,368
JBScreen Basic HTS
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VSechny pouzité desticky byly nésledné piekryty lepici paskou a byly umistény
do lednice, kde byly ponechany pfi teploté 4 °C. Po dobu nékolika mésicti byly desti¢ky
pravideln¢ kontrolovany a byly zapisovany zmény. Na zaklad¢ pozitivnich vysledkt byla

vybrana precipitacni ¢inidla vhodna pro optimalizaci krystaliza¢nich podminek.

5.9.4 Optimalizace krystaliza¢nich podminek

Zaucelem ziskani krystalti v difrakéni kvalité byla provedena optimalizace podminek.
Byla vybrana celkem 3 riizné precipitacni ¢inidla, ktera se béhem pfedchozi krystalizace jevila
jako vhodna kristu krystalii. Pro krystalizaci byla pouzita krystalizacni desticka s 96
rezervoary MRC 2-Drop Plate od vyrobce Hampton Research. Desticka byla svisle rozdélena
na 3 stejné Casti, pfiCemz kazda z téchto Casti byla vyuzita pro jiné precipitacni ¢inidlo.
Do vSech rezervoari bylo napipetovano 50 pl precipitaéniho ¢inidla. Pomoci robotu
OryxNano byl vytvofen koncentracni gradient, kdy na zacatku daného useku desticky byla
koncentrace proteinu 80 % a na jeho konci 20 %. K dosazeni koncentraéniho gradientu byla
vyuzita ultracistd voda. Nasledn¢ byla desticka prekryta lepici paskou a byla umisténa

do lednice. Rust krystalt tak probihal pii 4 °C a desticka byla pravidelné kontrolovana.

U krystala, které narostly, bylo potieba zjistit, zda se skutecné jedna o krystaly proteinu
nebo pouze krystaly soli. K detekci byl pouzit zobrazovaci systém JANSi UVEX od vyrobce
JAN Scientific. Proteinove krystaly se vyznacuji tim, Ze pod UV zafenim emituji viditelné

svétlo.

Vybrané krystaly byly nasledné testovany pomoci difrakéni analyzy proskolenym

personalem.
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6 Vysledky

6.1 Klonovani

6.1.1 Teplotni gradient
Na zaklad¢ analyzy teplotniho gradientu pomoci elektroforézy DNA v agarézovém
gelu byla zvolena teplota, béhem které je amplifikace DNA nejvice u¢inna. Bylo urceno, Ze

tato teplota je 56 °C. Vysledky teplotniho gradientu jsou zobrazeny na Obr. 7.

L 523°C53,8°C569°C 60,9 °C 63.1 °C 64 °C

Obrazek 7: Vysledek teplotniho gradientu. Na obrazku neni vidét pouzity Ladder z divodu

pouziti starého markeru.
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6.1.2 Amplifikace DNA

Provedend polymerazova fetézcova reakce (Q5PCR) byla analyzovana pomoci

elektroforézy DNA v agardzovém gelu. Vysledek této PCR reakce je zobrazen na Obr. 8.

bp L + + - - L kb

1517
1000 ©

500

100

Obrazek 8: Vysledek amplifikace DNA pomoci Q5 PCR. Znaménkem ,,+* jsou oznaceny
vzorky, kdy byl pti amplifikaci pouzit Enhancer, znaménkem ,,-* jsou oznaceny vzorky bez
pouziti Enhanceru. Tyto vzorky jsou ozna¢eny pomoci ramécki. Neoznacené fragmenty
patii DNA jiného proteinu. ,,L“ zna¢i Laddery a jejich velikost v bp nebo kb je uvedena

po stranéach gelu.

Velikost plazmidové DNA oNS je 1152 bp. Velikost DNA oNS truncated je 1055 bp,
jeji amplifikace byla tedy analyzou potvrzena. Z divodu chybného naneseni vzorku bez
Enhanceru na gel se jevi amplifikace DNA za pouziti Enhanceru jako G¢inngj$i, avSak to nelze

S jistotou urcit.

6.1.3 1zolace DNA z agar6zového gelu

V dalsim kroku byla DNA izolovdna z gelu. Poté byla zméfena koncentrace této
plazmidové DNA pomoci ptistroje NanoDrop One od vyrobce Thermo Fisher Scientific. Bylo
zjisténo, ze koncentrace plazmidové DNA oNS truncated, pfi jejiz amplifikaci byl pouzit
Enhancer, je 32,4 ng/ul. Koncentrace plazmidové DNA oNS truncated amplifikované
bez Enhanceru je 10,6 ng/ul.
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6.1.4 Colony PCR

Po ligaci a transformaci plazmidu do bunék DH5a byla provedena Colony PCR. Jejim
ucelem bylo potvrzeni Uspé$nosti transformace plazmidu do bunék a také urceni kolonii
vhodnych pro pfipravu a izolaci plazmidu. Vzorky z Colony PCR byly analyzovany

elektroforézou DNA v agar6zovém gelu. Vysledek této PCR reakce je zobrazen na Obr. 9.

1 2 3 4 5 6 7 8 NK

Obrazek 9: Vysledek Colony PCR. Fragmenty jsou oznaceny ¢isly 1 aZ 8 a odpovidaji
jednotlivym koloniim bunék, které byly pro Colony PCR pouzity, NK znaéi negativni

kontrolu. Ladder neni na gelu vidét z divodu pouziti starého markeru.

Na zaklad¢ téchto vysledki byly vybrany celkem 4 rizné kolonie z plotny s kiizky,

konkrétn¢ kolonie €. 2, 5, 6 a 7. Tyto kolonie byly pouzité pro namnozeni a izolaci plazmidu.

6.1.5 Priprava a izolace plazmidu

Plazmid ptipraveny inkubaci kolonii v LB mediu s kanamycinem pfes noc byl izolovan
za pouziti komercné dostupné sady Plasmid DNA purification — NucleoBond Xtra Maxi
od vyrobce Macherey-Nagel. Nasledn¢ byla zméfena koncentrace vyizolovanych plazmidu,
ato pomoci pfistroje NanoDrop One od vyrobce Thermo Fisher Scientific. Koncentrace

jednotlivych plazmidii v zavislosti na ¢. pouzité kolonie pro jeho ptipravu je udana v Tab. XV.
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Tabulka XV: Koncentrace izolovanych plazmidi oNS truncated pET SUMO.

¢islo pouzité kolonie koncentrace plazmidu [pg/ml]
2 469,4
5 754,1
6 385,8
7 615,4

Tyto kolonie byly analyzovany pomoci Sangerovy sekvenace a pozitivni klony byly
pouzité k amplifikaci plazmidu. Pro naslednou transformaci do kompetentnich bunék byl
zvolen plazmid oNS truncated pET SUMO o koncentraci 754,1 pg/ml.

6.2 Transformace do kompetentnich bunék

Plazmid oNS truncated pET SUMO byl transformovan do dvou typt kompetentnich
bunek — BL21(DE3) Competent E. Coli Cells a BL21-CodonPlus Competent Cells. Kolonie
bunék byly nasledné inkubovany na kanamycinovych plotnach pfes noc. Na Obr. 10 jsou
zobrazeny kolonie bun¢k BL21(DE3) a BL21-CodonPlus, pficemz bylo v obou piipadech

rozetteno na plotnu 50 pl bunék.

Obrazek 10: Kolonie bunék BL21(DE3) (vlevo) a BL21-CodonPlus (vpravo)

na kanamycinovych plotnach.
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6.3 Pilotni exprese

Béhem pilotni exprese byly v pribéhu inkubace odebirany 1ml vzorky v uréenych
Casech, ato v zavislosti na teploté inkubace. Koncentrace proteinu oNS truncated V téchto
vzorcich byla analyzovdna pomoci SDS-PAGE elektroforézy. Na zakladé vysledki byly
zvoleny podminky nejvyssi exprese proteinu a byly néasledné pouzity pro expresi proteinu

ve velkém meéfitku.

Exprese proteinu oNS truncated v bunkach BL21(DE3) byla tspésna pii obou
pouzitych teplotach, tedy pti 18 °C a 30 °C. Pro expresi proteinu ve velkém méfitku byla
zvolena inkubace pfi teploté 30 °C po dobu 4 hodin.

Vysledek exprese proteinu v bunkach BL21(DE3) pii inkubaci za teploty 18 °C je

zobrazen na Obr. 11.

L Oh Oh 3h 3h 3h 3h 6h 6h 6h 6h ON ON ON ON
kDa P S P- S- P+ S+ P- S§- P+ S+ P- S- P+ S+
180 E = - :

130
100

70

55 §
40 |
35 §

25 §

15

Obrazek 11: Exprese proteinu oNS truncated v bunkach BL21(DE3) pii inkubaci v 18 °C.
Oznaceni 0 h, 3 h, 6 h a ON (,,overnight* - pfes noc) znaéi ¢as odbéru vzorku. Pelety jsou
oznaceny jako ,,P*, supernatanty jsou oznaceny jako ,,S*“. Vzorky, u kterych byla provedena
indukce pomoci IPTG, jsou oznaéeny ,,+*, neindukované vzorky jsou oznaceny ,,-“. Ladder
je oznacen jako ,,L.“, jeho velikost v jednotkach kDa je uvedena u levého okraje snimku.
Protein oNS truncated ma molekulovou hmotnost 56 kDa a jeho poloha na gelu je

znazornéna Sipkou.
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Vysledek exprese proteinu v bunkach BL21(DE3) pii inkubaci za teploty 30 °C je

zobrazen na Obr. 12.

L Oh Oh 2h 2h 2h 2h 4h 4h 4h 4h 6h 6h 6h 6h
P S P- S- P+ S+ P- S- P+ S+ P- S- P+ S+

kDa

180

130
100

70

55

40

35

25

15

Obrazek 12: Exprese proteinu oNS truncated v buitkach BL21(DE3) pti inkubaci v 30 °C.
Oznaceni 0 h, 2 h, 4 h a 6 h znaci ¢as odbéru vzorku. Pelety jsou oznaceny jako ,,P*,
supernatanty jsou oznaceny jako ,,S“. Vzorky, u kterych byla provedena indukce pomoci
IPTG, jsou oznaceny ,,+*, neindukované vzorky jsou oznaceny ,,-““. Ladder je oznacen jako
,»L, jeho velikost v jednotkach kDa je uvedena u levého okraje snimku. Protein oNS

truncated ma molekulovou hmotnost 56 kDa a jeho poloha na gelu je znazornéna Sipkou.
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30 °C. Pro expresi proteinu ve velkém méfitku byla v zavislosti na vysledcich pilotni exprese

zvolena inkubace pfi teploté 30 °C po dobu 4 hodin.

Vysledek exprese proteinu v bunikach BL21-CodonPlus pii inkubaci za teploty 18 °C
je zobrazen na Obr. 13.

L Oh Oh 3h 3h 3h 3h 6h 6h 6h 6h ON ON ON ON
kDa P S P- 8- P+ S+ P- 8- P+ S+ P- S- P+ S+

Obrazek 13: Exprese proteinu oNS truncated v buitkach BL21-CodonPlus pfi inkubaci

v 18 °C. Oznaceni 0 h, 3 h, 6 h a ON (pfes noc) znaci ¢as odbéru vzorku. Pelety jsou
oznaceny jako ,,P“, supernatanty jsou oznaceny jako ,,S*“. Vzorky, u kterych byla provedena
indukce pomoci IPTG, jsou oznaéeny ,,+*, neindukované vzorky jsou oznaceny ,,-“. Ladder

je oznacen jako ,,L.“, jeho velikost v jednotkach kDa je uvedena u levého okraje snimku.
Poloha proteinu oNS truncated o molekulové hmotnosti 56 kDa je na gelu znazornéna

Sipkou.
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Vysledek exprese proteinu v buiikach BL21-CodonPlus pfi inkubaci za teploty 30 °C

je zobrazen na Obr. 14.

L Oh Oh 2h 2h 2h 2h 4h 4h 4h 4h 6h 6h 6h 6h
kDa P S P- S- P+ S+ P- S- P+ S+ P- S- P+ S+
180 , '

130 |
100

70

55 1
40
35

25

15

Obrazek 14: Exprese proteinu oNS truncated v buitkach BL21-CodonPlus pfi inkubaci
v 30°C. Oznaceni 0 h, 2 h, 4 h a 6 h znaci cas odbéru vzorku. Pelety jsou oznaceny jako ,,P*,
supernatanty jsou oznaceny jako ,,S“. Vzorky, u kterych byla provedena indukce pomoci
IPTG, jsou oznaceny ,,+*, neindukované vzorky jsou oznaceny ,,-“. Ladder je oznacen jako
,L*, jeho velikost v jednotkach kDa je uvedena u levého okraje snimku. Poloha proteinu

oNS truncated o molekulové hmotnosti 56 kDa je na gelu znazornéna Sipkou.
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6.4 Exprese ve velkém méritku

Béhem exprese ve velkém méfitku probihala inkubace na tfepackach pfi teploté 30 °C
po dobu 4 hodin od okamziku pfidani induktoru IPTG o vysledné koncentraci 1 mM. Tyto
podminky platily pro oba typy bunék, tedy BL21(DE3) i BL21-CodonPlus. Pied indukci
a po 4 hodindch inkubace byly odebrany Iml vzorky, které byly analyzovany pomoci

SDS-PAGE elektroforézy a byla tak ovétena dostate¢na exprese proteinu cNS truncated.

Na Obr. 15 je zobrazen vysledek exprese proteinu oNS truncated v bunkéch
BL21(DE3).

L Oh Oh 4h 4h 4h 4h
kDa P , S P- S - P+ S+

180
130 |
100
70
55

40
35 §

25

15

Obrazek 15: Exprese proteinu oNS truncated v buitkach BL21(DE3). Oznaceni O ha 4 h
znaci ¢as odbéru vzorku. Pelety jsou oznaceny jako ,,P“, supernatanty jsou oznaceny jako
»3“. Vzorky, u kterych byla provedena indukce pomoci IPTG, jsou oznaceny ,,+,
neindukované vzorky jsou oznaceny ,,-““. Ladder je oznacen jako ,,L*, jeho velikost
Vv jednotkach kDa je uvedena u levého okraje snimku. Poloha proteinu 6NS truncated

0 molekulové hmotnosti 56 kDa je na gelu znazornéna Sipkou.
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Na Obr. 16 je zobrazen vysledek exprese proteinu oNS truncated v bunkach
BL21-CodonPlus.

L Oh 0Oh 4h 4h 4h  4h

Obrazek 16: Exprese proteinu oNS truncated v bunkach BL21-CodonPlus. Oznaceni 0 h a 4
h znaci ¢as odbéru vzorku. Pelety jsou oznaceny jako ,,P*, supernatanty jsou oznaceny jako
»3“. Vzorky, u kterych byla provedena indukce pomoci IPTG, jsou oznaceny ,,+,
neindukované vzorky jsou oznaceny ,,-““. Ladder je oznacen jako ,,L*, jeho velikost
Vv jednotkach kDa je uvedena u levého okraje snimku. Poloha proteinu oNS truncated

0 molekulové hmotnosti 56 kDa je na gelu znazornéna Sipkou.
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6.5 Purifikace

Nejprve byla provedena histidinova afinitni chromatografie. Na Obr. 17 je zobrazen
prabch purifikace pomoci chromatogramu a na Obr. 18 je zobrazen jeji vysledek pomoci

SDS-PAGE.

Histidinova afinitni chromatografie
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Obrazek 17: Chromatogram histidinové afinitni chromatografie proteinu oNS truncated.
»SW* znaci soft-wash a ¢isly jsou oznaceny jednotlivé frakce. Peaky bez oznaceni (80-95 ml

a 150-160 ml) odpovidaji nanaseni vzorku na kolonu.

BL21-CodonPlus
ON FT SW 9 10 11 12

BL21(DE3)
L ON FT1 FT2 SW 2 3 4

15
10

Obrazek 18: Vysledek frakci ziskanych histidinovou afinitni chromatografii. ,,ON* je vzorek
naneseny na kolonu, ,,FT* znaci flow through, ,,SW* je znaceni pro soft-wash a jednotlivymi
Cisly jsou oznaceny frakce. Ladder je oznacen jako ,,L.“, jeho velikost v jednotkach kDa je

uvedena u levého okraje snimku.
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V ptipadé¢ bun¢k BL21(DE3) byla nejvyssi koncentrace proteinu oNS truncated
ve frakcich €. 3 a4 a v ptipad€ bun¢k BL21-CodonPlus ve frakcich ¢. 10 a 11. Uvedené frakce
se vylucovali pfi koncentraci pufru B ptiblizné 60 %. Tyto frakce tedy byly dale purifikovany
pomoci heparinové afinitni chromatografie. Jeji pribéh je pomoci chromatogramu zobrazen

na Obr. 19. Na Obr. 20 je zobrazen jeji vysledek pomoci SDS-PAGE.

Heparinova afinitni chromatografie
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Obrazek 19: Chromatogram heparinové afinitni chromatografie proteinu NS truncated.
Jednotlivé frakce jsou oznaceny Cisly. Peaky bez oznaceni (80-90 ml a 155-165 ml)

odpovidaji nanéseni vzorku na kolonu.

BL21(DE3) BL21-CodonPlus
kDa L ON FT 2 3 | ON FT 6 7 8

-

Obrazek 20: Vysledek frakci ziskanych heparinovou afinitni chromatografii. ,,ON* je
oznaceni pro vzorek naneseny na kolonu, ,,FT* znaci flow through a jednotlivymi ¢isly jsou
oznaceny frakce. Ladder je oznacen jako ,,L*, jeho velikost v jednotkéach kDa je uvedena

u levého okraje snimku.
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U obou typu bun¢k, tedy BL21(DE3) i BL21-CodonPlus, byla nejvyssi koncentrace

proteinu oNS truncated ve flow through, protoze se protein na kolonu nenavazal.

Flow through zbunék BL21(DE3) bylo nasledné¢ purifikovano gelovou
chromatografii. Nejprve byl ale vyménén pufr vzorku za ekvilibracni pufr A2. Nasledn¢ bylo
pomoci SUMO protedzy ULP1 odstépeno SUMO od proteinu 6NS truncated. Na Obr. 21 je

zobrazen vysledek tohoto odstépeni.
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Obrazek 21: Vysledek pouziti SUMO proteazy.

Protein byl nasledné zakoncentrovan pomoci Amicon filtru 10K na vysledny objem
1ml a byl tak pfipraven k pouziti na gelovou chromatografii. Jeji pribéh je zobrazen
na Obr. 22. Na Obr. 23 je zobrazena jeji analyza pomoci SDS-PAGE. Zméfena koncentrace

vybranych frakei je uvedena v Tab. XVI.
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Gelova chromatografie
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Obrazek 22: Chromatogram gelové chromatografie proteinu oNS truncated. Nejvyssi peak

znazorhuje protein oNS truncated, mensi peaky znaci pfitomnost jinych proteind.
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Obrazek 23: Vysledek frakci ziskanych gelovou chromatografii. ,,ON* je oznaceni
pro vzorek naneseny na kolonu a ¢isly jsou ozna¢eny jednotlivé frakce. Poloha proteinu oNS

truncated je na gelu znazornéna Sipkou.
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Tabulka XVI: Koncentrace frakei ziskanych gelovou chromatografii.

frakce koncentrace [mg/ml]
A9 0,852
A10 5,809
All 8,002
Al2 5,200
B2 0,895
B3 0,549
B4 0,390

6.6 Nativni gelova elektroforéza

Pomoci nativni gelové elektroforézu byly analyzovany jednotlivé vzorky obsahujici
protein (NS nebo oNS truncated), pufr Hepes a piipadné¢ C15 fluor RNA. Nasledovalo
promyvani a barveni pouzitého nativniho gelu, ktery byl poté zdokumentovan a vyhodnocen.
Cilem bylo posoudit, zda ma protein NS truncated zachovanou schopnost vazat RNA, jako
je tomu u proteinu oNS. Na Obr. 24 je zobrazen vysledek nativni gelové elektroforézy. Nativni
gelova elektroforéza nebyla tspésna, jelikoz na gelu je vidét pouze Ladder, zatimco jednotlivé
vzorky nejsou patrné. Nemohlo tedy byt posouzeno, zda ma protein oNS truncated schopnost
vazby RNA. Chyba pravdépodobné nastala pti vyvijeni obrazu, konkrétné nepiesnym

pipetovanim ¢inidel.
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Obrazek 24: Vysledek nativni gelové elektroforézy. Cisla 1 aZ 8 znaéi jednotlivé vzorky
(viz. Tab. XI). Ladder je oznacen jako ,,L*, jeho velikost v jednotkach kDa je uvedena
u levého okraje snimKku.
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6.7 Krystalizace proteinu oNS truncated

6.7.1 Pre-krystaliza¢ni test

Pred krystalizaci byl proveden pre-krystaliza¢ni test s cilem urcit idealni koncentraci
proteinu pro krystalizaci. Byly pouzity 4 PCT reagenty (A1, A2, B1, B2) z komeréné dostupné
sady PCT Pre-Crystallization Test. Za pouziti reagentu Al doSlo k vytvofeni mirné
precipitace. Reagent A2 zpusobil silnou precipitaci. Reakce proteinu s reagenty Bl a B2
poskytla ¢iré kapky. Bylo vyhodnoceno, ze pouzita koncentrace proteinu je pro krystalizaci

vhodna. Vysledky pouziti jednotlivych reagentti jsou zobrazeny na Obr. 25.

Obrazek 25: Precipitace za pouziti reagentii Al, A2, Bl a B2.

6.7.2 Manualni krystalizace

K manualni krystalizaci proteinu oNS truncated byla vyuzita precipitacni ¢inidla
ze sady Morpheus Il. V jamce s pomérem 1:1 proteinu a precipitacniho Cinidla ¢. 45, které
obsahovalo 0,005 M chroman sodny tetrahydrat, 0,005 M molybdenan sodny dihydrat, 0,005
M wolframan sodny dihydrat, 0,005 M orthovanadi¢nan sodny, 0,1 M Gly-Gly, AMPD pH
8,5, 15 % PEG 3000, 20% 1, 2, 4- butantriol, 1% NDSB 256, doslo pouze k vytvofeni
precipitace. Precipitace v této podmince byla poté otestovana pomoci zobrazovaciho systému

JANSI UVEX a je zobrazena na Obr. 26. Tato podminka byla dale optimalizovana.
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Obrazek 26: Precipitovany protein vytvofen v podmince ¢. 45 (0,005 M chroman sodny

tetrahydrat, 0,005 M molybdenan sodny dihydrat, 0,005 M wolframan sodny dihydrat,
0,005 M orthovanadi¢nan sodny, 0,1 M Gly-Gly, AMPD pH 8,5, 15 % PEG 3000,
20% 1,2, 4- butantriol, 1% NDSB 256) sady Morpheus II.

6.7.3 Krystalizace pomoci krystaliza¢niho robota

Ke krystalizaci pomoci krystalizacniho robota OryxNano byla pouzita precipitacni

¢inidla ze 7 riznych komeréné dostupnych sad.

Mikrokrystaly vypéstované za pouziti sady SG1 se nachazely v jamce s pomérem 1:1
proteinu a precipita¢niho ¢inidla ¢. 44, které obsahovalo 0.1 M Bis-Tris pH 6.5, 20 % PEG
5000 MME. Tyto krystaly byly nasledné otestovany pomoci zobrazovaciho systému JANSi
UVEX. Mikrokrystaly jsou zobrazeny na Obr. 27. Tato podminka byla dale optimalizovana.

200 pm

Obrazek 27: Mikrokrystaly vypéstované v podmince ¢. 44 (0.1 M Bis-Tris pH 6.5, 20 %
PEG 5000 MME) sady SG1.
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Za pouziti sady LFS doslo pouze k vytvofeni precipitace, konkrétn¢ Vv jamce
s pomérem 1:1 proteinu a precipita¢niho Cinidla €. 26, které obsahovalo 0,1 M PCTP pH 7,
30 % PEG 1000. Precipitace v této podmince byla poté otestovana pomoci zobrazovaciho

systému JANSi UVEX. Tato podminka je zobrazena na Obr. 28 a byla dale optimalizovana.

r"o

Obrazek 28: Precipitovany protein vytvoren vV podmince ¢. 26 (0,1 M PCTP pH 7, 30 % PEG
1000) sady LFS.

Krystaly vypéstované za pouziti sady MemGold se nachazely v jamce s pomérem 1:0,5
proteinu a precipita¢niho ¢inidla €. 12, které obsahovalo 0,1 M octan hofe¢naty tetrahydrat,
0,1 M citrat sodny pH 5,8, 14 % PEG 5000 MME. Tyto krystaly byly nasledné otestovany
pomoci zobrazovaciho systému JANSi UVEX a jsou zobrazeny na Obr. 29. Z vysledki testu

je jasné, ze se jedna o krystaly soli.

200 m

Obrazek 29: Krystaly soli vytvofené v podmince ¢. 12 (0,1 M octan hofe¢naty tetrahydrat,
0,1 M citrat sodny pH 5,8, 14 % PEG 5000 MME) sady MemGold.

Za pouziti sady MemGold 2 byly zaznamenany krystaly v jamce s pomérem 1:0,5
proteinu a precipitacniho ¢inidla ¢. 45, které obsahovalo 0,2 M chlorid vapenaty dihydrat,
0,1 M MES pH 5, 20 % PEG 350 MME. Krystaly v této podmince byly nésledné otestovany
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pomoci zobrazovaciho systému JANSi UVEX. Pod UV zafenim ale nedoslo k emitaci
viditelného svétla, a tak bylo zjisténo, Ze se o krystaly nejednd. Vysledek je zobrazen

na Obr. 30.

Obrazek 30: Vysledek pouziti podminky ¢. 45 (0,2 M chlorid vapenaty dihydrat, 0,1 M MES
pH 5, 20 % PEG 350 MME) sady MemGold 2.Vypéstované krystaly jsou anorganického

puvodu.

Za pouziti sady JCSG-plus, kdy byl v jamce pomér proteinu a precipitaéniho ¢inidla
G5 1:0,5, které obsahovalo 0,005 M chlorid kobaltnaty hexahydrat, 0,005 M chlorid
kademnaty hemipentahydrat, 0,005 M chlorid hofe¢naty hexahydrat, 0,005 M chlorid
nikelnaty hexahydrat, 0,1 M Hepes pH 7,5, 12 % PEG 3350, doslo ke vzniku tzv. skin
precipitace. Ta byla nasledné otestovana pomoci zobrazovaciho syst¢ému JANSi UVEX a je

zobrazena na Obr. 31.

200 p@\

Obrazek 31: Skin precipitace vytvoiena v podmince G5 (0,005 M chlorid kobaltnaty
hexahydrat, 0,005 M chlorid kademnaty hemipentahydrat, 0,005 M chlorid hofecnaty
hexahydrat, 0,005 M chlorid nikelnaty hexahydrat, 0,1 M Hepes pH 7,5, 12 % PEG 3350)
sady JCSG-plus.
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Krystaly vypéstované za pouziti sady PEG/lon HT se nachazely v jamce s pomérem
1:0,5 proteinu a precipitac¢niho ¢inidla ¢. 53, které obsahovalo 0,1 M malonan disodny pH 6,0,
12 % polyethylenglykol. Krystaly byly nasledné otestovany pomoci zobrazovaciho systému
JANSI UVEX. Tyto krystaly soli jsou zobrazeny na Obr. 32.

Obrazek 32: Krystaly soli vytvofené v podmince ¢. 53 (0,1 M malonan disodny pH 6,0,
12 % polyethylenglykol) sady PEG/lon HT.

Za pouziti sady JBScreen Basic HTS doslo k vypéstovani krystalti v jamce S pomérem
1:1 proteinu a precipita¢niho ¢inidla F4, které obsahovalo 1 M siran lithny, 100 mM Tris pH
8,5, 10 mM chlorid nikelnaty. Krystaly v této podmince byly nasledné otestovany pomoci
zobrazovaciho systému JANSi UVEX. Krystaly soli jsou zobrazeny na Obr. 33.

Obrazek 33: Krystaly vypéstované v podmince F4 (1 M siran lithny, 100 mM Tris pH 8,5,

10 mM chlorid nikelnaty) sady JBScreen Basic HTS. Vypéstované krystaly jsou

anorganického ptivodu.

Krystaly byly nasledné proskolenym persondlem testovany pomoci difrak¢ni analyzy.
Vysledky rentgenové difrakce ale ukazaly, Ze se nejednd o proteinové krystaly. V nékterych

pripadech §lo o krystaly soli z precipita¢niho ¢inidla.
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6.7.4 Optimalizace krystaliza¢nich podminek
Nektera precipitaéni  Cinidla poskytujici  pozitivni  vysledky byla vybrana
pro optimalizaci podminek. Ptehled pouzitych podminek a jejich slozeni je uveden

v Tab. XVII.

Tabulka XVII: Precipitac¢ni ¢inidla pouzita pro optimalizaci podminek.

nazev sady Morpheus 11 SG1 LFS
¢islo podminky 5 44 26
30 mM siran lithny,
30 mM siran sodny, 0.1 M Bis-Tris
30 mM siran draselny, pH 6.5, 0,2 M PCTP
slozeni
0,1 M BES/TEA pH 7,5, 20 % PEG 5000 pH 7,
podminky
15 % PEG 3K, MME 30 % PEG 1000
20 % 1,2,4-butantriol,
1 % NDSB 256

Pro krystalizaci byla pouzita krystaliza¢ni desticka s 96 rezervoary, ktera byla svisle
rozdélena na 3 stejné Casti. Kazda z téchto ¢asti byla vyuzita pro jiné precipita¢ni ¢inidlo.
Pomoci robotu OryxNano byl vytvofen koncentra¢ni gradient, kdy na zacatku daného useku
desticky byla koncentrace proteinu 80 % a na jeho konci 20 %. Tim byly tyto podminky

roz$ifeny a byla tak vyssi pravdépodobnost vytvoreni krystala a jejich lepsiho ristu.

Ke vzniku krystali ale v zadné z podminek nedoSlo. Na Obr. 34 je znazornéna
precipitace, ktera vznikla v jamce s precipita¢nim ¢inidlem ¢. 26 ze sady LFS. Precipitace byla

nasledné otestovana pomoci zobrazovaciho systému JANSi UVEX, ¢imz byla potvrzena.
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Obrazek 34: Precipitace vznikla v podmince €. 26 (0,1 M PCTP pH 7, 30 % PEG 1000) sady

LFS, pfi poméru proteinu a precipitacniho ¢inidla 1:1.

U ostatnich ¢inidel o rizné koncentraci doslo také pouze K precipitacim, vzniku a ristu

krystalii v zadné z podminek nebylo dosazeno.
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7 Diskuze

Heparinova afinitni chromatografie je vhodna i1 pro purifikaci proteinli, jejichz
koncentrace v bunééném lyzatu je nizka. Vyhodou heparinové afinitni chromatografie je, ze
narozdil od dal$ich typa afinitnich chromatografii neni zavisla na afinitni znac¢ce (Xiong et al.
2008). Nevyhodou je, ze k dostateéné purifikaci samotna heparinova chromatografie neni
postacujici (Farooqui 1980), je tedy potiebné pouzit dals$i vhodnou chromatografickou
metodu. U heparinové afinitni chromatografie doslo u obou typt bun¢k k uvolnéni nejvyssi
koncentrace proteinu oNS truncated do flow through. Diivodem je, Ze se protein na kolonu
dostate¢n¢ nenavazal, a to v disledku odstranéni Casti proteinu zodpovédného za vazbu
k RNA. Z toho divodu bylo flow through dale piecisténo pomoci gelové chromatografie, a tak

se podatilo ziskat protein v dostate¢né Cistot¢.

Rotaviralni nestrukturni protein NSP2, funkéni homolog ptaciho reovirdlniho proteinu
oNS, byl za ucelem lepsiho porozumeéni jeho struktury a funkce exprimovan v E.Coli
M15[pREP4] za pouziti TB media. Zvolenym induktorem bylo IPTG, pficemz stejny induktor
byl pouzit i v této praci pii expresi proteinu NS truncated. Doba inkubace (4 hodiny) se také
shodovala, teplota se mirné lisila (37 °C u NSP2, 30 °C u oNS truncated). Nasledn¢ byl protein
NSP2 purifikovan, a to za nativnich podminek na Ni-nitrilotrioctové agardézové koloné.
Ziskany eluat byl nasledné dialyzovan po dobu 48 hodin pfi teploté 4 °C proti pufru s nizkym
obsahem soli (2 MM Tris-HCI,; pH 7,2, 0,5 mM EDTA, 0,5 mM dithiothreitol). Bylo zjisténo,
ze v purifikovaném stavu neexistoval ve form¢ monomeru, ale pouze jako homomultimer
skladajici se ze 4 az 8 jednotek rekombinantniho proteinu NSP2 (dale rNSP2). Ke zjisténi, zda
jsou zachovany interakce rNSP2 se ssRNA byla pouzita tzv. EMSA neboli test gelového
posunu. Z vysledku tohoto testu vyplynulo, Ze rNSP2 ma sekvencné nezavislou RNA
vazebnou aktivitu (Taraporewala et al. 1999). Tato prace potvrzuje podobnost uvedenych
funkénich homologti a nabizi jiny pohled na purifikaci proteinu oNS truncated a na testovani

jeho interakce s RNA.

Rotaviralni protein NSP2 se navic vyznacuje aktivitou nukleosidtrifosfatazy. Pro tuto
enzymatickou aktivitu je podstatny konzervovany histidin (H225) fungujici jako katalyticky
zbytek. Dalsi vyzkum se zabyval krystalizaci tohoto proteinu a stejného proteinu, ktery ale
obsahoval mutaci tohoto zbytku. Vysledky této studie odhalily, Ze NTPazova aktivita NSP2

je podobnd aktivité¢ pozorované u bunéénych NDPazovych kindz. Tato aktivita mize byt
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dilezita v ramci homeostdze nukleotidli ve virovych tovarnach, které¢ se uplatiiuji v ramci

replikace genomu rotaviru (Kumar et al. 2007).

Dosud nebyly dostupné Zadné vysledky krystaliza¢nich studii proteinu oNS truncated.
Jelikoz se jevi byt ,,truncated” protein jako dimer, v roztoku lze pfedpokladat, Zze bude pribeh
krystalizace tohoto proteinu jednodusi nez Vv pfipadé proteinu oNS, ktery je ve formé

hexamert. Avsak krystalizace ani jednoho z téchto proteinu nebyla doposud tspésna.
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8 Zavér

V ramci této prace se podarilo amplifikovat plazmid oNS truncated pET SUMO,
nasledné byla uspésné provedena jeho transformace do dvou typi kompetentnich bunék —
BL21(DE3) Competent E. Coli Cells a BL21-CodonPlus Competent Cells. Nasledna exprese
proteinu oNS truncated poskytla vyssi vytézek v bunkach BL21(DE3) Competent E. Coli
Cells. Po expresi proteinu nasledovala jeho purifikace, a to pomoci histidinové afinitni
chromatografie, heparinové afinitni chromatografie, a nakonec gelové chromatografie.

Ta zajistila dostatecnou Cistotu proteinu, ktery mohl byt pouzit ke krystaliza¢ni studii.

Dale bylo zkoumano, zda ma protein oNS truncated zachovanou schopnost vazby
RNA, avsak nebylo dosazeno zamysleného cile. V praci jsou zminény mozné chyby, kvili
kterym nebyly ziskdny pozitivni vysledky. Je tak mozné tento proces opakovat a témto

chybam se vyvarovat.

Protein oNS truncated byl nasledn¢ krystalizovan. V ramci této prace nebyly ziskany
proteinové krystaly poskytujici difrakéni obrazce, bylo dosazeno pouze vzniku precipitaci
a tvorby mikrokrystalii. Hledani idealnich podminek pro krystalizaci tohoto proteinu a ziskani

krystalti vhodnych pro rentgenovou difrakci se nabizi jako téma pro dalsi vyzkum.
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10 P¥ilohy
Piiloha ¢. 1: Seznam cinidel sady PCT Pre-Crystallization Test
Reagent Al - 0.1 M TRIS hydrochloride pH 8.5, 2.0 M Ammonium sulfate
Reagent B1 - 0.1 M TRIS hydrochloride pH 8.5, 1.0 M Ammonium sulfate
Reagent A2 - (.1 M TRIS hydrochloride pH 8.5,
(.2 M Magnesium chloride hexahydrate,
30% w/v Polyethylene glycol 4,000
Reagent B2 - (.1 M TRIS hydrochloride pH 8.5,

0.2 M Magnesium chloride hexahydrate,
15% w/v Polyethylene glycol 4,000

63



Piiloha ¢. 2: Seznam krystaliza¢nich podminek pro sadu
Morpheus I

Sereen ID Well 2 Cone. Additives (PDB ligands) Cofe. Bt pH  Cone. Pregipitant

1-1 Al 90 mM | LiNak 0.1'M |Bulfer System 4 5.5 36| % wiv | Precipitant Mix 5
-2 AZ 90 mM | LiNak 0.1'M |Bulfer System 4 6.5| 335 % v Precipitant Mix &
1-3 A3 S0 mM | LilNak 0.1'M |Bulfer System 4 5.5 30 % v | Precipitant Mix 7
-4 Add 90 mM | Likak 0.1'M |Buffer Sysbem 4 6.5 31 % W | Precipitant Mix B
1-5 AS D0 mM | LikNak 0.1|M |Buffer System 5 7.5 36 W Wi | Precipitant Mix 5
1-& Ab 90 | mM | LiNak 0.1'M |Bulfer System 5 7.5| 335 % v Precipitant Mix &
-7 AT S0 mM | LilNak 0.1'M |Bulfer System 5 7.5 30 % wiv | Precipitant Mix 7
1-B AB S0 mM | LiNak 0.1'M |Bulfer System 5 7.5 31 % wiv | Precipitant Mix B
1-9 A S0 mM | LilNak 0.1'M |Buffer System & 8.5 36| % Wi | Precipitant Mix 5
1-10 AlD 90 | mM | Likak 0.1|M |Buffer System & 8.5 375 % v Precipitant Mix &
-1 All D0 | mM | LikNak 0.1|M |Buffer System & a.5 30 % wiv | Precipitant Mix 7
1-12 A2 90 mM | LiNak 0.1'M |Bulfer System & 8.5 31 % wiv | Precipitant Mix &
1-13 Bl 2 |mM | Divalents Il 0.1'M |Bulfer System 4 6.5 36 % Wi | Precipitant Mix 5
1-14 B2 2 | mM | Divalents Il 0.1'M |Bulfer System 4 6.5 335 % w'v  Precipitant Mix &
1-15 B3 2 |mM | Divabents Il 0.1|M |Buffer System 4 6.5 30 % Wi | Precipitant Mix 7
1-1& B4 2 |mM | Divalents Il 0.1|M |Buffer System 4 6.5 31 % Wi | Precipitant Mix B
1-17 BS 2 mM | Divalents Il none 36| % wiv | Precipitant Mix 5
1-18 B 2 | mM | Divalents Il none 3.5 % wiv Precipitant Mix &
1-13 BY 2 mM | Divalents Il none 30 % v | Precipitant Mix 7
1-20 Ba 2 | mM | Divalents Il none 31 % wiv | Precipitant Mix B
1-21 B9 2 |mM | Divabents Il 0.1|M |Buffer System & 8.5 36 W Wi | Precipitant Mix 5
1-22 B10 2 |mM | Divalents Il 0.1 M |Bulfer System & 8.5 335 % v Precipitant Mix &
1-23 Bl 2 | mM | Divalents Il 0.1'M |Bulfer System & 8.5 30 % wiv | Precipitant Mix 7
1-24 B12 2 |mM | Divalents Il 0.1'M |Buller System & a.5 31 % Wi | Precipitant Mix B
1-25 c1 4 mM | Allkalis 0.1'M |Bulfer System 4 5.5 36| % Wi | Precipitant Mix 5
1-26 2 4 | mM | Alkalis 0.1|M |Buffer System 4 6.5 32.5 % v Precipitant Mix &
1-27 3 4 |mM | Alkalis 0.1|M |Buffer System 4 6.5 A0 % Wi | Precipitant Mix 7
1-28 c4 4 mM | Alkalis 0.1'M |Bulfer System 4 6.5 31) % wiv | Precipitant Mix &
1-29 (] 4 mM | Alkalis 0.1'M |Bulfer System 5 7.5 36 % Wi | Precipitant Mix 5
1-30 C& 4 mM | Allkalis 0.1'M |Bulfer System 5 7.5 32.5 % w'v | Precipitant Mix &
1-31 cy 4 mM | Alkalis 0.1'M |Buffer System 5 7.5 30 % v | Precipitant Mix 7
1-32 ca 4 | mM | Alkalis 0.1|M |Buffer System 5 7.5 31 % W | Precipitant Mix B
1-33 (=] 4 mM | Alkalis 0.1 M |Bulfer System & a.5 36 % wiv | Precipitant Mix 5
1-34 (o L] 4 mM | Allkalis 0.1'M |Bulfer System & 8.5 32.5 % v Precipitant Mix &
1-35 cn 4 mM | Alkalis 0.1'M |Bulfer System & 8.5 30 % v | Precipitant Mix 7
1-36 ci12 4 mM | Allkalis 0.1'M |Bulfer System & 8.5 1) % wiv | Precipitant Mix B
1-37 o1 2 |mM | Dxometalates 0.1|M |Buffer System 4 6.5 36 W Wi | Precipitant Mix 5
1-38 o2 2| mM | Dxometalates 0.1|M |Buffer System 4 6.5 335 % v Precipitant Mix &
1-39 o3 2 mM | Oxometalates 0.1'M |Bulfer System 4 6.5 30 % wiv | Precipitant Mix 7
1-40 D 2 | mM | Dxometalates 0.1'M |Bulfer System 4 6.5 31 % Wi | Precipitant Mix B
1-41 o5 2 mM | Oxometalates 0.1'M |Bulfer System 5 7.5 36| % Wi | Precipitant Mix 5
1-42 D& 2 mM | Oxometalates 0.1'M |Buffer System 5 7.5 335 % whv | Precipitant Mix &
1-43 o7y 2 |mM | Dxometalabes 0.1|M |Buffer System 5 7.5 A0 % W | Precipitant Mix 7
1-44 D& 2 |mM | Dxometalates 0.1 M |Bulfer System 5 7.5 31 % wiv | Precipitant Mix B

|1-45 ] 2 mM | Dxoimetalates 0.1 M Buffer System & 85 36| W Wi | Precipitant Mix 5 |

1-46 oo 2 mM | Oxometalates 0.1'M |Bulfer System & 8.5 32.5 % w'v Precipitant Mix &
1-47 O11 2 mM | Oxometalates 0.1'M |Buffer System & 8.5 30 % v | Precipitant Mix 7
1-48 o1z 2 |mM | Dxometalates 0.1|M |Buffer System & 8.5 31 % Wi | Precipitant Mix B
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Piiloha ¢&. 3: Seznam krystaliza¢nich podminek pro sadu SG1

6.5 30 % w/v PEG 5000 MMME

E.5 M0 % wiv F'EG.'-D'.'!'.'IMI

4.6 30 % w/fv PEG 2000 MME

Tube # Conc. %altl Conc. Buffer pH Conc. Precipitantl
1-1 0.2 M Magnesium chioride hexahydrate 01 b Triz 85 30 % w/v PEG 2000
1-2 208 Ammaniem sulfate

1-3 0.2 M Lodium acetate tribydrate M % owfv PEG 3350
1-4 20M Ammeariem sulfate 0.1 A Tris as

1-5 0.2 M Lodium citrate tribasic dibydrate I % owfv PEG 3350
16 0.1 M Sodium HEPES TE 0 %owfv PEG 2000
1-7 208 Ammaniem sulfate 0.1 M Sodium HEFES 75 X%y PEGAND
1-8 1.4 M Sodium ctrate tribasic dibpdrate 01 M Sodium HEFES 78

19 0.2 M Sodium acetate trifydrate 0.1 pd Tris 8.5 30 %w/v PEG 2000
1-10 0.2 8 Lithium sulfane 0.1 pd Tris 8.5 30 %w/v PEG 2000
1-11 4.0M Sodium formate

1-12 0.2 M Magnesium acetate tetrahydrate 01 M Sodium cacodylate  B.5 20 % w/v PEG 8000
1-13 0.1 M Bis-Tris 5.5 15 %ow/v PEG 3350
1-14 01 M MES E5 12 %w/v PEG 20000
1-15 0.2 M Magnesium chicride hexahydrate 0.1 M Bis-Tris 5.5 15 %ow/v PEG 3350
1-16 0.2 M Ammaniem sulfate 01 M MES

1-17 0.2 M Calcium chioride dibydrate ) % wfv PEG 3350
1-18 0.1 M Sodium HEFES 15 0 %w/v PEG 10000
1-19 0.2 M Sodium formate ) % wfv PEG 3350
1-20 0.2 M Ammaniem sulfate 0.1 M Bis-Tris 5.5 15 %ow/v PEG 3350
1-31 16 M Sodium ctrate tribasic dibnpdrates

1-23 0.2 M Calcium chioride dibydrate 01 M Sodium HEPFES TE M %ule PEGASND
1-23 0.2 M Ammaniem chlaride M %wv PEG 3350
1-24 0.2 M Magnesium formate dihydrate M % w/fv PEG 3350
1-28 0.2 M Ammaniwm sulfate 01 M Sodium acetate A6 2% %owlv PEG 2000
1-26 14 M Sodium malonate dibasic monohydrate pH 7.0

1-27 0.2 8 Lithium sulfate 01 M Bis-Tris 5.5 25 ®w/v PEG 3350
1-28 0.2 M Potassivm sodivm tartrate betrabydrate M %owlv PEG 3350
1-29 0.2 M Ammaniwm sulfate 01 M Sodium cacodylate 6.5 30 % w/v PEG 8000
1-30 20 M Ammaniem sulfate 0.1 M Sodium acetate 4.6

1-31 0.1 M Sodium HEFES 7.5 15 ®ow/v PEG 3350
1-32 0.2 M Magnesium chioride hexahydrate 0.1 M Bis-Tris E.5 15 %w/v PEG 3350
1-33 0.2 M Magnesium chioride hexahydrate 0.1 M Tris B.5 15 % w/v PEG 3350
1-34 0.2 M Magnesium chicride hexahydrate 0.1 M Sodium HEFES 75 15 %ow/v PEG 3350
1-35 0.2 M Zodium acetate trilydrate 01 M Sodium cacodylate 6.5 30 % w/v PEG 8000
1-36 0.2 M Sodium acetate trilydrate 0.1 M Bis-Tris 5.5 15 %ow/v PEG 3350
1-37 15 M Lithium sulfate 0.1 M Sodium HEFES FA-3

1-38 0.1 M Sodium dirate 5.5 0 %w/v PEG 3000
1-39 X %w/v PEG 1500
1-40 0.2 M Potassivm thiccyanate M % wifv PEG 3350
1-41 0.2 M Sodium acetate tribydrate 0.1 M Sodium cacodylate 6.5 18 % w/v PEG 8000
1-43 0.2 8 Lithiom ol fate 01 M Sodium HEPFES T 25 %owfv PEG 3350
1-43 0.2 M Ammaniem sulfate a0 % owv PEG B000
[1-aa 01 A Bis-Tris

1-45 0.2 M Ammeariem sulfate 0.1 M Sodium acetate

1-46 0.2 8 Lithium sulfate 01 M Bis-Tris E.5 25 ®ow/v PEG 3350
1-47 01 M Sodium acetate 46 & %wlv PEG 000
1-48 20 M Ammaniem sulfate 0.1 M Bis-Tris E.5
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Conc.  Precipitant?

1 % wfvw 2-Propanal



Tube# Conc. Salti
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2.0 M Ammonium sulfate

0.2 M Magnesivm chloride hexabydrate
2.0 M Ammonium sulfate

1.5 M Sodium formate

1.6 M Magnesivm sulfate heptahydrate
0.2 M Magnesivm chlaride hexabydrate
0.2 M Ammonium sulfate

0.1 M Potassium thioopanate

0.2 M Sodium malonate dibasic monohydrate ph7?

2.0 b Sodium farmate
0.2 M Ammonium sulfate

0.2 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate

0.2 M Sodium acetate trihydrate

0.2 M Ammenium sulfate

1.0 M Sodium dirate tribasic dibypdrate
0.2 M Ammonium sulfate

0.2 M Ammonium nitrate

0.2 M Sodium thiocyanate

0.F M Potassium nitrate

0.2 M Magnesiem acetate tetrshydrate

002 ¢ Caloiumn chloride dibydrate
0.2 M Sodium acetate trihydrate
0.2 M Sodium sulfate
0.01 A Zinc sulfate heptabydrate
0.2 M Sodium tartrate dibasic dibydrate

0.5 M Ammenium sulfate

0.2 M Magnesivm chloride hexabydrate
0.2 M Ammonium tartrate dibasic

0.2 M Sodium fluoride

0.2 M Sodium chloride

0.1 ¢ Sodium chioride

0.2 M Ammonium formate

0.2 M Lithium dtrate tribasic tetrabpdrate
0.2 M Ammenium icdide

0.2 M Sodium acetate trihpdrate

0.2 M Ammonium fluoride

0.1 M Sodium acetate trihydrate
0.2 M Sodium acetate trihydrate
0.2 M Ammonium sulfate

4.3 M Sodium chioride

20 M Ammanium sulfate

10 M Lithium sulfate

20 M Ammanium sulfate
16 M Ammanium sulfate
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Conc. Buffer
0.1 M Bis-Tris

0.1 M Sodium HEPES
0.1 M Sodium HEFES

0.1 M MES

0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium HEPES
0.1 M Sodium dtrate
0.1 M Sodium HEPES

0.1 M Sodium cacedylate
0.1 M Bis-Tris

0.1 M Sodium HEPES
0.1 b Bis-Tris

0.1 M Sodium acetate
0.1 M MES

0.1 M MES

0.1 M Sodium dirate

0.1 M Tris

0.1 M Sodium cacedylate
0.1 M Sodium HEFES

0.1 M Bis-Tris
0.1 M Tris

0.1 M Bis-Tris

0.1 M Imidazale

01 M Tris

0.1 M CHES

0.1 M Sodium HEFES

pH  Conc.  Precipitanti
55

¥ % wiv PEG 3350
7.5 W%y PEGAO0
75

E5
10 %wiv PEG33IS0
0 % wy'v PEGAD00

0 %owy'v PEG 2000 MME

10 %wv PEG33I50

4.6

1.5 X %ow/v PEGAISD

5.6

1.5 IS5 %ow/v PEG33SD
10 %wiv PEG33IS0

E5

E.5 X5 %ow/v PEGA3SD
M %ow'v PEG33SD
10 %wv PEG33I50
10 %wv PEG33I50

1.5 M %w/v PEGEDOO
M %ow'v PEGAISD

E.5 X5 %w/v PEG33SD

4.6 30 %wiv MPD

G0 20 % wiv PEG 3000
10 %wiv PEG33IS0

E5 X5 %wfv PEGS50MME

M %ow'v PEG33SD

B0 ®wfv T-mate pH 7.0

5.6
0 %w'v PEG 1500
B.5 M %w/v PEGEDO0
0 % w)'v PEGI3SD
10 %wv PEG33I50
E5
15
M %ow'v PEG33SD
10 %wv PEG33I50
10 %wv PEG33IS0
E5 X5 %ow/v PEGA3SD
0 % wy'v PEGADO0
B.5 IS5 %w/v PEGA3SD
10 %wv PEG33I50
5.5 1T % w/v PEG 10000
B.O0 10 % wv PEG 3000
B.5 IS5 %w/v PEGA3SD
8.0 X0 %w/v PEGRDOO
75



Piiloha ¢&. 4: Seznam krystaliza¢nich podminek pro sadu LFS

Well# Tube# Conc.  Buffer Cone. Salt Cone. Precipitant 1 Conc.
Al 1-1 0.1 M |SPGpH & 30 % wyv |PEG 1000
A2 1-2 0.1 M |SPGpH 7 30 % wyv | PEG 1000
A3 13 0.1 M SPGpH 8 30 % wyv | PEG 1000
Ad 1-4 0.1 M |SPGpH & 55 % wiv | MPD
A5 i5 0.1 M SPGpH 7 55 %hwiv  MPD
AB 16 0.1 M |SPGpH 8 55 % wiv  MPD
A7 i-7 0.2 M Sodium chioride 20 % wiv | PEG 6000 10 % wjv
AB 18 0.2 M  Ammonium chloride 20 % w/v  PEG 6000 10 % wiv
AQ i9 0.2 M  Lithium chioride 20 % wiv | PEG 6000 10 % wfv
A10 1-10 0.1 M Magnesium chioride hexahydrate 30 % wiv | PEG 6000 10 % wiv
A1l 1-11 0.1 M  Calcium chioride dihydrate 20 % wiv | PEG 6000 10 % wfv
Al2 i-12 0.01 M Zinc chloride 20 % wiv | PEG 6000 10 % wiv
Bl 1-13 0.1'M MIBpH & 30 % wyv |PEG 1000
B2 1-14 0.1 M MIBpH 7 30 % wiv | PEG 1000
B3 1-15 0.1/M |MIB pH & 30 % wyv |PEG 1000
B4 i-i6 0.1 M MIBpH & 55 % wiv | MPD
BS 1-17 0.1 M MIBpH 7 55 G wiv | MPD
B& 1-18 0.1 M MIBpH & 550G wiv | MPD
BT 1-19 0.1 M MES pH 6 0.2 M Sodium chioride 20 % wiv  PEG 6000 10 % wfv
B8 1-20 0.1 M MESpH& 0.2 M Ammonium chioride 20 % wiv  PEG 6000 10 % wfv
BY i-21 0.1 M MESpH & 0.2 M Lithium chloride 20 % wiv |PEG 6000 10 % wiv
B10 122 0.1 M MESpH& 0.1 M Magnesium chioride hexahydrate 20 % wjv | PEG 6000 10 % wiv
Bi1 123 0.1 M MES pH 6 0.1 M Calcium chioride dihydrate 20 % wiv | PEG 6000 10 % wfv
B12 1-24 0.1 M MES pH & 0.01 M Zinc chioride 20 % wjv | PEG 6000 10 % wiv
[wil 125 0.1 M PCTPpH E 30 % wiv_|PEG 1000

| 1-26 0.1 M PCTP pH 7 30 B wiv %%J
] 127 T1 M PLIFpHE 30 T vy T
c4 1-28 0.1 M PCTPpH 6 60 % wiv | MPD
s 129 0.1M PCTPpH 7 &0 % wiv  MPD
ce 1-30 0.1 M PCTPpH S8 60 % wiv | MPD
7 i-31 0.1 M HEPES pH 7 0.2 M Sodium chioride 20 % wiv |PEG 6000 10 % v
Ch 1-32 0.1 M HEPESpH 7 0.2 M Ammonium chiloride 20 %owiv  PEG 6000 10 % viv
[u] 133 0.1 M HEPES pH 7 0.2 M  Lithium chioride 20 % wiv  PEG 6000 10 % wiv
(w5 11] 1-34 0.1 M HEPES pH 7 0.1 M  Magnesium chioride hexahydrate 20 % wjv | PEG 6000 10 % wiv
Cil 1-35 0.1 M HEPES pH 7 0.1 M Calcium chioride dihydrate 20 % wjv | PEG 6000 10 % wfv
[5¥] 1-36 0.1 M HEPES pH 7 0.01 M Zinc chloride 20 % wjv | PEG 6000 10 % v
D1 1-37 0.1 M MMTpH & 30 % wyv |PEG 1000
b2 i-38 0.1 M MMT pH 7 30 % wiv | PEG 1000
D3 1-39 0.1 M MMT pH 8 30 % w/v |PEG 1000
b4 1-40 0.1 M MMT pH & 60 % wiv  MPD
DS 1-41 0.1 M MMTpH 7 &0 % wiv  MPD
D& 1-42 0.1 M MMT pH & 60 % wiv  MPD
o7 1-43 0.1 M fris pH 7.5 0.2 M Sodium chioride 20 % wiv | PEG 6000 10 % viv
Da 1-44 0.1 M tris pH 7.5 0.2M Ammonium chiloride 20 % wiv PEG 6000 10 % viv
o] 1-45 0.1 M tris pH 7.5 0.2 M Lithium chloride 20 % wiv | PEG 6000 10 % wiv
D10 1-46 0.1/ M |tris pH 7.5 0.1 M  Magnesium chioride hexahydrate 20 % w/v  PEG 6000 10 % wiv
D1l 1-47 0.1 M tris pH 7.5 0.1 M Calcium chioride dihydrate 20 % wiv | PEG 6000 10 % wfv
D12 1-48 0.1 M ris pH 7.5 0.01 M | Zinc chioride 20 % w/v |PEG 6000 10 % wiv
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Precipitant 2

Ethylene glycol
Ethylene glycol
Ethylene glycol
Ethylene glycol
Ethylene glycol
Etfvylene glycol

Etfvylene glycaol
Ethylene glycol
Ethvylene glycol
Ethvwlene glycol
Etfvylene glycaol
Etfvylene glycol

Etfvylene glycol
Ethylene glycol
Etfvylene ghycol
Ethylene ghyool
Ethylene ghyool
Ethwlene ghyool

Ethvwlene glycol
Ethylene glycol
Etfvylene glycol
Ethvwlene glycol
Etfvylene glycaol
Ethrylene glycol



well &

G10
Gi1
G12
Hi
H2
H3
H4
H5
Hi&
H?
Ha8
H3
H1d
Hil
H1Z

2-22

B b B RS RO B B R

EREYRERE

B B Rl B B R R
bl R R
wuwguww

2-38
2-39
2-40
2-41
2-42
2-43
2-44
2-45
2-46
2-47
2-48

Cond. Burner
0.1 M |Bis Tris Propane pH 6.5
0.1 M Bis Tris Propane pH 6.5
0.1 M Bis Tris Propane pH 6.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 6.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 6.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 6.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 6.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 6.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 6.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 6.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 6.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 6.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 7.5
0.1 ™ |Bis Tris Propane pH 7.5
0.1 M Bis Tris Propane pH 7.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 7.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 7.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 7.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 7.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 7.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 7.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 7.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 7.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 7.5
0.1 M Bis Tris Propane pH 8.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 8.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 8.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 8.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 8.5
0.1 M Bis Tris Propane pH 8.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 8.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 8.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 8.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 8.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 8.5
0.1 M |Bis Tris Propane pH 8.5

Salt

Sodium fluoride

Sodium bromide

Sodium iodide

Potassium thiocyanate

Sadium nitrate

Sodium formate

Sodium acetate tribydrate

Sodium sulfate

Potassium sodium tartrate tetrahydrate
sodium potassium phosphate pH 7.5
Potassium citrate tribasic monohydrate
Sodium malonate dibasic monohydrate
Sodium fluoride

Sodium bromide

Sodium iodide

Potassium thiocyanate

Sodium nitrate

Sodium formate

Sodium acetabe mihydate

Sodium sulfate

Potassium sodium tartrate tebrabydrate
Sodium potassium phosphate pH 7.5
Potassium oitrate tribasic monohydrate
Sodium malonate dibasic monohydrate
Sodium fluoride

Sodium bromide

Sodium iodide

Potassium thincyanate

Sodium nitrate

Sodium formate

Sodium acetate trihydrate

Sodium sulfate

Potassium sodium tartrate tetrahydrate
Sodium potassium phosphate pH 7.5
Potassium oitrate tribasic monohydrate
Sodium malonate dibasic monohydrate
Sodium fluoride

Sodium bromide

Sodium iodide

Potassium thincyanate

Sodium nitrate

Sodium formate

Sodium acetabe rihydate

Sodium sulfate

Potassium sodium tartrate tetrahydrate
Sodium potassium phosphate pH 8.5
Potassium oitrate tribasic monohydrate
Sodium malonate dibasic monohydrate
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‘Conc.
20 % wv
20 % owy'v
20 % wv
20 % wv
20 % wv
20 % wiv
20 % wfv
20 % wv
20 % wv
20 % wiv
20 % wv
20 % wfv
20 % wifw
20 % wiw
20 % wifw
20 % wiw
20 % wifw
20 % wifw
20 % wifw
20 % wiv
20 % wifv
20 % wifv
20 %% wify
20 % wifw
20 % wifw
20 % wifw
20 % wifw
20 % wifv
20 % wifv
20 % wiv
20 % wv
20 % wifw
20 % wifw
20 % wifw
20 % wiv
20 % wifw
20 % wifw
20 % wifv
20 % wifw
20 %% wify
20 % wifw
20 % wifw
20 % wiw
20 % wifw
20 % wifw
20 % wifw
20 % wifw
20 % wifv

Frecipitant
PEG 3350

PEG 3350
PEG 3350
PEG 2350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 2350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 2350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 2350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 2350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 2350
PEG 3350
PEG 2350
PEG 23350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 2350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 2350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 2350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 2350
PEG 2350
PEG 3350
PEG 2350
PEG 2350
PEG 3350

10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % wiv
10 % v

Precipitant 2
Ethylene glycaol
Ethylene glycaol
Ethylene glycaol
Ethylene glycal
Ethylene glycaol
Ethylene glycal
Ethylene glycal
Ethylene glycal
Ethylene glycal
Ethylene glycal
Ethylene glycal
Ethylene glycaol
Ethylene glycal
Ethylene glycaol
Ethylene glycal
Ethwilene glycal
Ettwlene glycaol
Ethwlene glycal
Ethwilene glycal
Ethwilene glycal
Ethwlene glycal
Ethwiene glycal
Ethwlene glycal
Ethwilene glycal
Ethwlene glycal
Ethwlene glycal
Ethylene glycal
Ethwlene glycal
Ettwlene glycaol
Ethwlene glycal
Ethylene glycal
Ethylene glycaol
Ethylene glycal
Ethylene glycal
Ethwlene glycal
Ethwlene glycal
Ethwilene glycal
Ethwlene glycal
Ethwilene glycal
Ethwlene glycal
Ettwlene glycaol
Ethwlene glycal
Ethwilene glycal
Ethylene glycal
Ethwilene glyoal
Ethwlene glycal
Ethwlene glycal
Ethwlene glycal



Piiloha ¢. 5: Seznam krystaliza¢nich podminek pro sadu
MemGold

Tubs ¥ Cose. Salt Cose.  Bodlar pH Cese.  Priezipitan
i1 22 P AT O b il D9 D0E M Sodius diats 52
1-2 L2 P S i CilFaDe Irilasic thibvpaiate 00d M Tris Bl
1-3 00as M Tricing 85 14 Wwiv FEG 000
14 036 M Sefium chilofida O0AE M Sodiums phes ph s 0 0 Ww'y PEG A000
01 Wowf'y Sofiem asds
1.5 03 P Sexefiuimi chilofidie 00d M Tris B0 275 %Wwiv PEG A000
1-6 QLIS M MESBiE-Trth BE  E6 %Wy PEG SO0
1-7 O3 Pl AT e il L ol M HEPES 15 13 Wow's PEG A000
2 %ufy Glyoinol
18 00 M Magresium sullane hepl sy 00F M MES 65 77 Wowiv FEG 1500
002 M SeSium chilofida
002 M Caldum chionide difpdrate
1.9 L5 Pl AT O b il D9 005 M HEPES 5
110 L8 P S i i CilFRDR Trilasic hibvpaiate QUDBEE M HEFES 5
1-11 33 M AT O e alla 035 M Petassios phasphats  B5
1-12 01 il L Y e L M1, Fali 01 M Sodius diraa 53 14 % wi'v FEG 5000 MME
1-13 08 P Sanefuiimi chiloidi 00F M Sodius diets 5& 11 %Wwi'v PBEG 3350
1-14 03 P Sanefiuimi chilofidi 00F M Sodius diets 56 55%wiv PBEG 3350
1-15 0O0s M Caldum chionide difpdrate ol M Tiis a2 2 Nufy PEG 400
005 M Barfius duorids SRyIrais
1-1& 005 M Sefium chilofida 01 A Sl piad phata 6.2 16 %owi'v FEG 4000
1-17 08 M Maggredsi uin chiofidi Do oy i3t 005 M Tiis-HC a2 19 %owitv PEG 4000
113 0.2 P Saxefiuimi chiloidi QOIS M HEPES 15 13 Wow'v PEG A000
1-1F ol M HEPES 15 1 Wow's PBEG 3350
1.0 03 P Sanefiuimi chilofidi 00F M KMIES BT  E6Wwiy FEG 000
1-21 03 M Potakzium oilonde 00F M Tris M M Wow'y PEG A000
1-2 005 M Magresium chiofidi i oSt 01 M Sl v caotdiyl e BT &6 %Wwiv FBEG 3350
01 Wowf'y Sofiem asds
1-23 0.2 M Potakzium oilonde 01 M Sodius dirada 55 I Wy Penaedyrhiilol pregasylats |55 POAOH]
-4 ol M Tiis B0 55 %Wwiv PEG 000
1-25 03 P Sanefiuimi chilofidi 00F M Tris M RY Wowi'y PEG 4000
1.2 08 M Maggredsi uin chiofidi Do oy i3t ol M Tiis 15 W' FEGAD0
1.7 O M Sefium chilofida D0 M Tris B0 17 W'y PEG 350 MME
1.2 005 M Sefium chilofida 01 M Sodius dirada B0 12 W'y PEG A0
002 M Magreisiumn chiofidie i oSt
1-2F 01 M S S EtE 55 EB%wis FBG 2000 MME
1-30 (R T ST T B0 13 Wowi's PEG 2000 MME
1-31 00F M Bis-Tris 0 15 Wow's PEG 2000
1-32 03 P Sanefiuimi chilofidi 00F M Tris 15 1 Wow's PBEG 21500
08 M Maggredsi uin chiofidi Do oy i3t
1-33 03 P Sanefiuimi chilofidi ol M HEPES B0 11 Wwi's PEG 2500
08 M Maggredsi uin chiofidi Do oy i3t
1-34 D2 Pl S 7 o Ll D T ol M HEPES M I3 Wow'y PEG 3000
0.2 M Potakzium oilonde
1-35 OLO2 M Micha 1) ol ate P aleydn 30 00 M HEPES M B[Ry JelTamise® A-E00
1-36 015 M SeSium chilofida ol M Tiis B0 13 Wowi's PEG G000
1-37 0.2 M Caldium chloride ditpdnne ol M HEPES 15 E%ayy FBEGaAD
1-38 005 M Magresiuim aoatala laralydrate 005 M Sodius oelate 50 ey FBEGaD
1-3F 005 M HEPES 15 I3 Wowi'v PEG 4000
1-a0 0.2 M Caldium chloride ditpdnne 01 M Tiis-HOl B0 4Ny FEG A
1-41 005 M Magresiuim aoatala laralydrate 005 M Sodius oelate 54 M¥Ewy FBEGAD
1-42 0.2 M Caldium chloride ditpdnne 0l M MES 65 W'y PEG 150 MME
1-43 03 M Potakzium oilonde ol M Tiis 25 WEw'x FEGA
184 005 M Magresium chiofidi i oSt 1 M Ghyding a0 W'y FEG a0
1-35 O3 Pl AT e il L 1 M Ghyding 33 Huwy Trietesdana ghool (TEG)
18 015 M Sefiuiin Peeriale ol M HEPES 2 18 ®owi'v PEG 3350
1-47 [l TR TP L B3 BB %Wwi'v PG00
1-33 0.2 M Potakzium oilonde 0l M MES 65 18 ®Wowi'v FEG G000
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2-1
21
23
24
24
24
ar
FE
FE ]

210
2-11

2-11
213
M

1%
218
217

2-15
2
2-30

2-11
2-13
2-13

M
rar -
2
a7

2-1k

rr .

2%
-1
2-1

213
=M
2-1%

2.8
2.4y
2.8
2

240
241
243
241
244
2-4%
e
24T

248

022 M Iodium ofraie tnbnic Sihpdrate

LD

18]
o2
o2

ol
ol

18]
18]
ol
o3
o

ol
o2
ol
(1 r]
oo
oo
ol
(181 1]
o2
ol
o2
oo
ooe
o2

ol
ol
18]
ol
18]
o2
ol

18]
o3
o1

18]
ol
[ ]
18]
ol
(18111
ol

ol
18]

oz
ol
18]
[1 18]
10

18117
OO

10

B Lithiom wilsbs

M Iodium dhilonds

W Fagnimium thiorde heeabydrats
& Fagnmium thicride hesatwdrats

M Iodium dhilonds

b Cafmiur chinrdw bari| penbabeyd raks |

W Sodium wifes
W Lifhiom wifabe
M Sodium chionde

M Fagnwmiom nitrals hecabrydrais

B Lithiom wilsbs

M Iodium dhilonds
M Iodium dhilonds
M Iodium dhilonds

M Yodium sortate Enhydmabe
M Sodiom ofrate inbnic Sihpdrate

M Pobanu urs nebrats
W Sodium chionde

M FMagnwmiom thioride hezabydrais
M Calkkiom chionde dibydeals

M Calkkiom chionde dibydeals

B Armmeniues sulfite

M Iodium dhilonds
M Iodium dhilonds

W Arremeniues il Fife

& Fagnmium thicride hesatydrats

M Sodiumn chioride
M D acid
B Lithiom wilsbs

M iodiom phmphsis dibee dibydrabe
M Magnmiom chioride hezsabydoals
M Potens um chi cride

M fre wtaie Silrpdrate

M Magnmiom rilrate tecabrpdoate

M lodiom chilonde

M Sodiumn chioride
B Lithiom wilsbs

& Poben um cdirsts Tikasc monchpdrats
B LEhiom ofraie i bini clebslrpdrate

01M
01
OLOE
OLOE

Hrin
rodium srisie
Brin
Brin

LOE M Cbpcine

01M
01M
DLES B
01M

01M
LI A

Brin

Sodium and ylaie
Sodum acwiale
BrisFiC]

HONE
Brin

LR B Gilycines

01M
OLOE
01
O1Z M
01M
01M

LI B
OLOE
01

01M
01M
OLOE A

LI A
01M

Brin

Brin

Soadium  brate
Brin

HEFES

Brin

Sodium phoiphaie
Fotaiium cfmie

Brin

HEFES
Brin
Sodium il

Sodium o brafe
Sodum acwiale

(LIRS Bl Gibpcinen

01M

LI A
01M
0l1M

01M

Brin

Sodeam o brafe

WY
Brin
MES

Sodeam o brafe

01 B Ghycine

M Iodiom phmphsis monchni ceonobyd rebs

W Zirc sdfate heplahpsrate

M Yodiom chionde
M Iodium dhilonds

W Tirc setate ditpdrate

W Lifhiom wifabs
M Sodium chionide
W Lighiom wifabs

M Calcioum chionde difvpdrale

M Yndiom chionde

M Tire sulfate heplshydnatie
1 Cadmium chiord e bemi| pentebeyd rsbs §
103 B Magnwmivm thilonde hezabydrats

M Iodium dhilonds

LI A
01M

LI A
01M

01
01M
01M
0l1M
01
01M
LI B
01

01M
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HEFES
Seddum phoaphaie
HONE
Sodium and ylaie

Soadiurm o brafe
Brin

Triane

NES
Soadiurm o brafe
HEFES

HEFES

WES

B w-Tris propane

| L]
L&
| &]
%

B3

BEE

| 4]
| &)

-]

LEEE

[
B
| &]

IO
B

EERE

-]

%3

2%
'8 ]

1%
%
T4
B

%
IO
B

IO

pH  Com.  Precigitent

15 %owfy  PEG400
17 %owfy  PIBG 400
LE %wy's PEG B

11Ny PG SOOMME

13 % wy'e PEG 300
1% %oante PG 4000
11 % wy'e PEG 300
1E % wi's PEG 1350
13 Nowfy PEG 400

11 % wyfe PR 3000
15 oy PG 400

13 Kl PEG 300
13 % wyie PR 2000
M Ny PEG 300

M Ny PG 400

11Ny PG SOOMME

11 Ny PG 400

1K % wiie PR 3000
.7 % wrf PEG 4000

30 % en'e PG 23000 RAME

13 Kol PG 400

13 %owi'e PG 3000 FAWE

13 X vy PBE 300

13 Ny PEG 400

1E N wiy  PEGSO0MME

15 %ol PBG 400
13 Nowfy PEG 400

19 %owy'e PEG 3000

13 Kol PG 400

11 %owy'e PEG BDO
13 % wy'e PEG EDOO
13 %wfy  PBG 400

4% vy Ethplene glycol

1B %owfv PEG 400
30 %owfy  PEG 400
13 %wn'e PBG SO0

1K %owfv PEG &0
13 % vy PBE 300

13 Koy PRG300
BE % wils PEG B

B %wiv Ethylare ghycol

1E % iy PBG 400
11 %owy'e PG 4000
T %owy's PG 3000
13 %wfy  PBG 400
1E % e PBG 4000
11 %owy'e PG 4000

1% % wiy JeHamine™ FO-003

30 %owfy  PEG 400



Piiloha ¢&. 6: Seznam krystaliza¢nich podminek pro sadu
MemGold 2

Tube # Conc  Salt Comc.  Salt2 Conc.  Buffer pH Conc.  Precipitant
1-1 0.2 M Magnesium chlonde hexabpdrate  (L0O5 M Cadmaum chlaride hemi|pentabydrate) Q.1 A Tris 75 14 % wfv PEG 500 MME
1-2 0.1 M Potassivm acetate Q.01 M Potassium chlonde wi2 M Tris 70 44 % wfy PEG 3000

b ] O.02 M Kagnesium sulfate heptahydrate Q.02 M Sodium chioride 02 M MES BOD 10 % wfv PEG 1450

1-4 004 M hagnesium sulfate heptahydrate .02 M Sodium chioride 02 M MES BS 2% wfv PEG 1450

1-5 005 M Sodium sulfate Q.05 M Uthiuwm chloride s M Tris as A Kwilv PEGADD

1-& 0.1 M Sodium phosphate monabasicmana QL1 M Patassium phosphate dibasic 0.1 M Bis-Tris propane 75 10 % wfv PEGIIS0

1-7 0.1 M Sodium chlande 0.1 8 Uthiwm sulfate QL1 M AL BS 1015 % wfv PEGADDD

1-8 0.1 M Lithium chlande 0.1 M Cadmium chlaride hemi|pentabydrate) 0.1 M Sodium acetake 45 0% wv PEGADD

1-9 0.2 M Ammonium sulfate 0.1 8 Sodiwm chloride 0.1 M Sodium dirate 2] 20 % wfy PEG 2000

1-10 G.2 M Lithium sulfate 0.1 8 Sodiwm chloride 0.1 M HEPES 70 1 %Ny PEGADD

11 0.2 M Ammonium phosphate monobasic 0.1 M Ammmanium sulfate 0.1 ¥ Sodium dirate 45 12 Wowfv  PEGA0D

1-12 0.0% M Sodium citrate tribesic dihydrate 0.12 8 Potassium chlonde 08 M Bas-Tris 2] 14 % wfv PEG 000
1-13 0.1 M Sodium chlande Q.15 K Ammanium sulfate 01 M MES BS 19 % wfv PEG 1000
1-14 OO0 M Mickel{11] sulfate hexabydrate 0.1 M Sodium dirate 2] 18 % w)fv PEG 2000MME
115 002 M Magnesium chionde hexabydrate 02 M MES B0 15%wfv PEGIIS0
1-16 002 M Sodium chlarde 05 M MES 55 14 % wfv PEG 350 MME
117 QS M Magnesium chionde hexabydrate 02 M MOPS 7O 35 %Nwiv PEGS00MME
118 0.0 M Magnesium chionide hexabydrate 0.1 M MES BS 1B WNwlv PEGAD0

1-15 004 M Sodium chiande uia A Tris 20 25 % wlv  PEG 350 MME
1- 4 O.04 M Magnesium acetate tetrabpdrate Q.1 M MES 2] W R MPD

11 005 M Dinc acetate dibydrate 0s M ADE B3 11 % w)fv PEG BOOO
1 OLOS M Magnesium acetate tetrabydrate 0.1 kA MES BS 26 Wowiv  PEGA0D

15 005 M Magnesium acetate tetrabpdrate 0.1 M Glycine 55 A Kwilv PEGADD

1-24 0SS M Sodium chlonde wi2 M Tris 75 3% wfv PEGA000
5 0O M Magnesium chionde hexabydrate 0.1 M Sodium @codylate BS 30 % wiv PEG 2000 MME
1% OLOE M Magnesium acetate tetrabydrate 0.1 ¥ Sodium dirate [213] 14 % wfv PEG 5000 MME
L7 000 M Dunc acetate dibypdrate 1.5 M Ammanium sulfate 0.1 M MES [=11]

12 OUEET M Ammonivm sulfate s M Tris 70 22 % wlv PEG 250 DMVE
o] 0.1 M Magnesium chlonde hexabrydrate .1 M Tris 75 13 %Nwfv PEGB0O0
1-3 0.1 M Magnesium formate difydrate 0.1 M MOPS 70 17 % wfv PEG 3350

13 0.1 M Potassivm chloride Q.1 M Bas-Tris 2] 15 % w)fv PEG 000
1-3 0.1 M Potassivm chloride 0.1 M Paotassium phosphate 7.5 15 % wifv PEG 200

13 0.1 M Magnesium acetate tetrabydrabe 0.1 kA MES [211] 22 % wfv PEGAD0D
1-34 0.1 M Caloum acetate hydrate Q.1 M MES 2] 22 % wfy PEGBO0D
13 0.1 M Ammonivm sulfate 0.1 M HEPES as 23 % wfv PEG 3350
1-35 0.1 M Potassivm chloride Q.1 M MES 2] A Kwilv PEGADD

1-37 01 M Sodium chiande 0.1 kA MES BS 38 Wowlv  PEG 300

13 0.1 M Sodium chlande 0.1 M BICINE S0 45 % wiv  PEG 500 MME
2k ) 0,15 M Calckum chiaride dibydrate 0.1 M Glycine S0 35 %Nwiv PEGA00

1-40 0.2 M Ammonivm sulfate 0s M ADE BS 13 % wfv PEG 000

1-d1 0.2 M Chaline chioride Q.1 A Tris 75 14 % wfv PEG 2000 MME
1-2 0.2 M Sodium chlande LOs M MOPS 70 1% % w)fv PEG GO0
1-43 005 M Sodium chlande LOs M MOPS 70 1% % w)fv PEG GO0
1-44 0.2 M Magnesium fomate dibydrate 05 M Tris 4] 19 % wv PEG 3350
|1--|5 0.2 M Caloum chlaride difydrate 0.1 M MES 50 30 % w'v FEG 350 MME |
1-46 0.2 M Ammonivm nitrate 05 M HEPES 70 20 % wfv PEG 3350

147 0.0 M Lithium chiande Q.05 M Magnesium chioride hexahydrate 02 M Glycine 100 33 %wv PEG 1000
148 0.2 M Caloum acetate hydrate 0.1 M HEPES TH  M%Nwiv PEGAND
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Tube # Conc.  Salv

-1
-2
-3
-4
-5
-6
-7
k2

2-47

0.2 M Sedium acetate trihydrate
0.2 M Sodium chioride
0.2 M Sedium chioride
0.2 M Ammonium formate
0.2 M Ammonium sulfate
0.2 M Caldum acetate hydrate
0.2 M Sedium chioride
20 M Ammonium sulfate
0225 M Ammonium sulfate
0.23 M Sedium chloride
0.25 M Magnesism formate dihydrate
0.25 M Magnesivm chloride hexahydrate
0.3 M Lithium sulfate
0.3 M Ammenium farmate
0.3 M Barium chloride dibydrate
Q.32 M Lithium chloride
0.34 M Ammonium sulfate
Q.35 M Lithium sulfate
0.37 M Patassium nitrate
0.4 M Ammenium sulfate
0.04 M Magnesivm chloride hexahydrate
0.4 M Patassium chioride
4 M Ammonium thiocyanate
0.4 M Sodium thiocyanate
0.5 M Potassium chioride
05 M Magnesivm chloride hexshydrate
&M Potassium formate

0.2 M Sodium chlonide

0.0E M Sodium chloride

275 M Ammonium chioride
28 M Ammeonium chicride
A0 M Ammonium sulfate

Conc.  Buffer

1 M MES
D05 M Caloivm acetate
01 M HEPES
0.1 B Tris
01 M Tris
01 M Sodivm acetate
01 M MIOPE
0.1 M Sodivm cacodylate
D05 M Sodium acetate
005 M Sodivm acetate
0.1 M Sodiem cacodylate
01 M Tris
01 M RAES
005 M Tris
01 M RAES
01 M Sodivm dtrate
0.1 A Sodiem citrate
01 M Sodivm acstate
01 R MES
01 RA MES
01 nd HEPES
0.05 M HEPES
01 M Sodivm acetate
01 M Sodism acetate
05 M HEPES
005 M Tris
01 M Sodivm acetate
01 M KORS
01 M MES
01 M MES
01 M ADA
05 M Tris
007 M Sadivm citrate
005 b ADA
01 M Sodivm cacodylate
01 M HEPES
005 8 Tris
01 M BICINE
0.1 M ADA
01 M Tris
0.1 M HEPES
18 M Sodium citrate
0.1 A Tris
01 M Tris
QLIS M Bis-Tris
O.OTE M HEPES
0.1 P MES
000 R HEPES

72

pH  Conc.

65 MR
20 BERvv
0 B
70 I Rwiv
B85 1B %wiv
20 R
75 BRulv
&5

4.0 1 Bowlv
45 13 %wlv
(%9 2 %wiv
Bn A0 %owiv
S X %ulv
90 BRvv
B0 M %yl
g 14 Bowiv
55 1T Howiv
40 11 %wvlv
65 X %wlv
[ 10 %owiv
1.5 A wwlv
15 1%l
45 15%wiv
40 16 %wiv
65 %
15 M%wv
50 11 owfv
7.0 9 %oau
60 11l %wiv
65  13%wv
L 14 % owfw
15 1T ®wiv
45 R %wv
65  Muwv
a5 24 Kwfv
1.5 B uwv
85 HM¥wh
80 W0 %wiv
70 AW Rviv
B85 R Rwviv
75 WRuw
40 M Rwiv
BS 4 %yl
B0 EE%wiv
70

75

5

75 1EM

Precipitant

BEG 400
PBEG 400

PEG 400

Pentaerythritcle etharylate |15/4 E0/OH)
PEG 350

BEG 400

PEG 00

PEGA000
PEGA00

PEG 3000
PEG 1000
PEG 00

PEG 500 MME
PEG 00
PEGA000
PEGA000
PEG B0
PEGA00

PEG 3350
PEGA00

PEG 00
PEGA000
PEGA000
PEGA00

PEG 350 MME
PEGA000
PEG 8000
PEG 20,000
PEGA00

PEG G000
PEG 350 MME
PEG 300
PEGA00

PEG 1500
PEG GO0

PEG A00

PEG 200

PEG 600

PEG 500 MNE
PEGS00

PEG 3350
PEG 200

MPD

16 Hexanedial



Piiloha €. 7: Seznam krystaliza¢énich podminek pro sadu
JCSG-plus
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ki ¢ bkik BEESRBEEERES

2

1-46
147

1-4E

(== T+
02 M Lith e sulfani
hisria
0 M Amfeniom diraie dibasic
0ol M Caleherm chioride & npdrate
03 M Wagnicium hormate dhydrat
03 M Lithartt suilati
hisria
0 M Ao foele
02 M Ammenium chlonda
02 M Potas am fermate
B Anrrnium Sh okgh el iisn ol
0l M Patasihaiti fiilrats
0 M S ez o el Tatie
B Sod pam Theocyaniate
HiiSria
hisria
hisria
hisria
hisria
[ " Magnicium chionide hesabydraie
it
B Magnicium chisnide byt
15 M Sodaem o braba 1 bagic d Bydeate pH &5
B Potasi nam Cilrale 0ribasie resnokepde dla
0 M Sodim chiorids
10 M Lithiarri chilrici
O M Ao A D
hisria
0 M Sod i phinghite monoll c motshydiati
DBl M Potaskhem phighats monoBic
hisria
03 M Tine etilate dipedeits
hisria
it
HisEria
10 M S fruse o dasl Tatie
hisria
hisria
03 M Wagnicium chisride b by
03 M Sodim chilorids
03 M Lith et sul Tt
hisria
[ " Magnicium chionide hesabydraie
02 M Lithram suifane
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0 M Caleharm st hydrate
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D04 Potaskhem phighats monoBic
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Sodium HEMES
Sk fEaLaiaium phagpiale
ol atulali

Tris
Tris
Tris

Sodieim cacoshyl e
Sohum i

pH fone.  Pracpitant
45 50 Wwfr PEG 00
55 20 %wfv PEG 3000
20 %owfr PEG 3350
48  WEwv MDD
20 %owfr PEG 3350
43 20 %wfy PEG 1000
B35 20 %wfy PEG 8000
20 %owfr PEG 3350
20 Wwfr PEG 3350
20 Wwfr PEG 3350
25 Shwwv MO
30 Wowmfr PEG 31350
4.3 Mo
30 Wowmfr PEG 1350
G 30 Wowfy PEG GOD0
75 80 Wowfe FEG BOIO
E%wfv  Ethglan ghyool
&5 Al wRwv MPD
5 %wfr PEG BO00
43 A wwfv Ethanal
5 %wfr PEG 1000
45 E %wfr PEG 2000
T 20 Nwfy PEG BO00
S0 20 %wfy PEG G000
&5 50 %wfv PEG 0D
Mo
30 Wowmfr PEG 1350
41 20 %wfv PEG 8000
40 20 %wfv PEG 6000
20 %owfr PEG 3350
T 0 %wfy PEG 6000
75 LT

43  Adwwfv PEG SO0
45 B0 wfr PEG 3000
25 20 %W Ethanal
B3 35 Wwfv L2-Propandiel
5 e Ghpiral
G 30 Kowfy PEG MO0
IRy 1 4-Disears
a5 Mo
80 Wowfe FEG 1000
80 Wowfe FEG BOIO
24 wowfr PEG 1500
20 %wfv Ghptiral
75 wwv FEG D
Ed 5D wwfv PEG MO
45 30 %wfy PEG 8000
75 MEwv MDD

45 A0 %Rwfv FEG 0D
a3 A Rwv MPD
2L Wowfr FEG 000
25 Ky Ghptieal
E5 &0 Wwfv PEG 300
48 MR« 1-Popanal
30 %wfv Ghptival
36 Wow v PEG BO00
20 %wfv Ghytival



Tubed  Conc  Sait Conc.  Bufler oH Conc  Precpitast
1 10mM Sodium citrate wibahs dihyd e 1M Sodium cacodylate BS L
fror 20M  Amimoni e sulfabe 1M Sodiumcaoodylate BS L
0z m Sodium chiorice
3 oz mM Sodium chionids 1M HEFEE 15 0%y 2-Propanal
T4 136 M Armmaoni wen sulfate o1 M Triz BES L]
oz mM Lithium sultace
5 L ol M CAPS M5 & %wv MPD
& 0z m Zince aetate Ehydaie o1 M Imidazole ED 0 oy PEG 3000
T oz mM Zincacetate divydrane 1M Sodium cacodylate BS 0%y 2-Propanal
& 10 M Ammaoni wm phosphate dibasic ol M Sodium acetane 45 L
9 16M Wagnei ulfaie heptahy o1 M NEL 65 L]
40 L ol M BICHME a0 10 % iy PEG G000
1 036 M ‘Calcium soetane hydaie CLOE M Sodium cacodylate 65 144 Wowv PEGBI00
W0 %y Glyoenol
242 L ol M Imidazole BO 10 % wfy FEG BO00
13 00s M i il e o1 M NEL 65 W Wufv Jefamine® -0
s 1M AT e sl fabe 1M Citrate 50 L
245 L ol M Tris BO W % WPD
218 L 1M HEFEE 15 W0 %y leMaming® M-
247 0z M Itagmesium chdarnide b ¥ ol M Tris BS 50 %wfv  Ettrglena ghyool
1B L] o1 M BICHNE ao 10 %wfve MPD
18 OB M Succinic atd pH 7.0 Hows L
2w 1] 1M DL-balic acid pH 7.0 Moes L]
1 14 M di dorate dibasic tiyh pHT.O Mo L
12 11 di dorate dibasic trych ol M HEFES 70 05 %wv lefamine® E0-2008
13 10mM Succinic atd o1 M HEFES ] 1 %owyfy PEG 2000 MME
o L ol M HEFES a0 0 %wfv lefamine® M-600
15 L] o1 M HEFES ] W Wufv lefaming® ED-2008
228 0o M Wagmesium drbanida b v 1M HEFEE 15 I vy Polylaorylic a0d sodium salt) 5100
213 oo M Colbalt|ll] choride hexahydraie ol M Tris BS 0 %y Polywinyl pynrol idone
118 0z M TR0 01 M Triz BS I0 vy PEG 200 MKVE
P} Dos M Colbalt|ll] daride henahiydnats 1M HEFEE 15 12 %wfvy PEGIIB0
0005 M Cadmium chlorde hamil pentaydraie|
Dos M Wagmesium drbanida b v
005 M Hickelill] chlomde ha drace
30 0z m di dorate dibatic hiyck Moes 0 Wowyfy PEG 3350
-} a1m Sucinic ad Mo 15 %wyfy PEGI3B0
12 015 M DL-balic achd Hows 0 %oy PEGI3E0
33 a1m [Potassium thiooyanate Moes 30 Wowyfy PEG 2000 MMVE
3 OIS M PotaEsium Eanomdde Mo 30 %wfy PEG 2000 MME
235 20 M Amimaoni wen sulfabe ol M Bi5-Trisz 5% L
235 I0M  Sodiumchlonss AWM BISTris (13 s
237 03 M bagnesium lonmabe difydrate ol M Bi5-Trisz 5% L
138 10mM Armmaoni wen sulfate o1 M BIS:Tri 5% 1 %owyy PEGIIS0
33 L 1M BIS-Triz 5% 5 %wv PEGIIB0
240 0z M Calcium chloride dihvydrabe ol M Bi5-Trisz 55 &%y MWD
41 0z m Ammoni um actate o1 M BIS:Tri 55 Sl MPD
14z a1m AT L 308 tate 1M BIS-Triz 5% 17 vy PEG 10,000
43 0z m Armmaoni wen sulfate o1 M BIS:Tri 5% 5 Wowyv PEG IS0
244 0IM  Sodiumchlonss AWM BISTris 5SS Wwv PEGIED
245 0z M Lithium: sullabe ol M Bi5-Trisz 5% 5 Wowfv PEGIIE0
145 0z m Ammoni um actate o1 M BIS:Tri 5% 5 Wowyv PEG IS0
47 oz mM Wagmesium drbanida b v 1M BIS-Triz 5% 5 %wv PEGIIB0
248 0z M Amimaoni wm aotate ol M HEFES 75 SE%Nviv MWD
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Piiloha €. 8: Seznam krystaliza¢nich podminek pro sadu
PEG/lon HT

Wiell Salt Well [Palymer Well pHo
¥ P P
A1) 02 M Sodum Suoride LOAT] 2% wiv Polethylens ghycdl 3380 1.(AT) 723
20AZ) 0.2 M Potassium fuorde L(AZ)  20%wir Polyewlene ghyeol 3280 ZA 73
4.JA%) 02 M Ammonium fucrde 3.0A%  B0n wiv Poletwlene ghyeol 3380 &Y 62
4.JA4) 0.2 M Lithium chicride 4.(M) 0% wiv Polyetwlens ghyeol 3280 40 68
EJAB) (.3 M Magresiss chicre hexzhydmie B(AS) 0% wir Polyewlene ghyeol 3380 5.0A8) 53
B.JAE) 12 M Sodum chioride E.OME)  Bir. wiv Poletwlene ghycol 3380 B (M 63
TJAT) 0.2 M Calcum chiorde diydi T.OAT  20% wiv Pohewlene gy 3380 TUATL 81
B.JAH 02 M Potassium chioride B.OAH)  aim.wiv Poletiwlene ghcol 3380 B (A8 70
8.jA8) 02 M Ammonium chioride BUAS)  B0% wiv Poletwlene ghyool 3380 G jAS B2
10.JA16) 0.2 M Scolum indide 10, (ABY) 20% wiv Polyetiwlens ghyeol 3380 10, (AN 70
LRI (L2 M Potassium iodide TL(ATT) 3ir% wiv Polyetwlens ghycol 3380 10 (A1) 7
12.JA12) (.2 M Ammonium icdide 12 (ARZ) 20% wiv Polyetiwlene ghycol 1380 12 A3 62
12(B1) (.2 M Scdum feccymnais LB 3% wiv Polyetinlene el 3280 130B1) g5
14{E2) 12 M Potassium tiocyanain 14088 2ivwiv Polyetiwlene ghycd 3380 1482 7
16.(B) (.2 M Lithium nirate 15.0B3)  20% wiv Polyethwlens gyl 3380 15.B3) 7
16 (B4] 02 M Magresiss niale hexahydrale 16.(BE) 2% wiv Polethylene ghyool 33280 6. (B BS
17 (BS) 02 M Sodum nitrale 17.(B5) 2% wiv Polpethwiens ghyool 3,350 17.(B5] 6B
18(BE) 0.2 M Potassium nilrate 18.JBE)  30% wiv Polyethwlena ghycol 3380 18.JBE) 68
18.(BT) (.2 M Ammonium nisaie 10087 0% wiv Polyetiwlene ghyeol 3380 19.BT) g2
2 (BE) 02 M Magresiss formate diydon B0.B8)  r wiv Poletiwlene ghycd 3380 20.B8) 7
210850 0.9 M Scdum fomaie 21.0BY)  30% wiv Polyetwlene gyl 3380 21.0BO) 72
2B 12 M Potassium kemain 2B 0% wiv Poletiylens ghyool 3,280 22 (B00) 73
Z.[B11) (.2 M Ammonium formate 23 (B11) 0% wiv Polyewlene ghycol 3380 23 B01) 66
24.(B12) (.2 M Lithium acertaie dibydrae M. (B2 20% wiv Polyewlens ghyeol 1380 4. (BR2) 79
250010 0.2 M Magresism acetzin imtrahydain S5(C1) 20%wivPoletwlene gyl 3380 25.0CN) 18
2602 (1.2 M Tinc acetrie dhytraie 26.C2) 0% wirPoletwleneghycdl 3380 26 (CR) g4
ZLCH 0.2 M Scdum acetale bivydraie 240 20% wiv Polewlene gy 3280 2003w
28.0C4) 02 M Caloum acetatn hydraie S.{04] ruwivPoebylene ghycd 3380 SAUCH) 78
2.CH 0.2 M Potassium acetie 20.(CH) 20% wiv Polyethwlena gyl 3380 26.(CH) a1
30.(CE 0.2 M Ammonium acette 30{CE) 20% wiv Polyetiwlene ghycol 3380 30008 73
3_(CT) 02 M Lithum sulbrie monoirydrale 3_(CT) 0% wiv Polyethwlene ghyool 3,350 b Iy
22 CH) 0.2 M Magresie sulale heapmbydrate 32 §CH) 20% wiv Polyetwlens ghycol 1380 22 4CH) 60
CH 1.2 M Sccdum sullrle decanydaie 34CH) 20% wiv Polyetnlene ghyeol 3280 33403 g7
34400 02 M Potassium sulam B.(CI0 20m wiv Poletiylene ghyed 3380 34 (C10) g8
35.(C11) 0.2 M Ammonium sfaie H.(CT1) 20% wiv Polyetwlens gyl 3280 38.(C11) 60
36012 0.2 M Scdum tarmie dbasic diwdsain B.(C2 0% wiv Polyeiwlene ghyeol 3380 36.(C13) 73
37.001) 0.2 M Potassium sodium tariats irahydam 3740N)  20% wiv Polyetwlene ghycol 3380 37.0DN) 74
2802 0.2 M Ammonium tarkale diasic 3802 0% wir Polyetwlena ghyeol 3380 28D 66
23604 0.2 M Scdum phosphate morotass monchydrzie. 38008 20% wiv Polyetwkene gycdl 3380 280409 &7
400 02 M Sodium phosphate ditasic divdrate 40 (D] 20r wiv Poletiylene ghycol 3380 40.JDd) 62
41.00%) 1.2 M Potassium phosphate monchasic 41.(D8) 20% wiv Polyetwlene gyl 3380 41.0D8) 48
42 DE) 1.2 M Potassium phosphate dibasic 42(D6) 0% wiv Polyetwlene ghycol 3380 420D 42
4307) 0.2 M Ammonium phosphat monchasic 43(DT) 20% wiv Polyetwlene gyl 3280 43007 48
448 1.2 M Ammonium phoschaie dbesc 44.(D8)  20% wiv Polyetiwlene ghyeol 3280 44008 g
45 (D8] 0.2 M Lithium citate iitasic ietrabydiin 45.(D9) 20r wiv Polyetwiene ghycol 33580 45 (DF a4
46.(D10) 0.2 M Sodum cirate tribasic diydre 46.(D00) 20% wir Polyetwlens ghycol 3350 46.(D00) B3
47.(D11) 0.2 M Potassium citraie trbasc monchydraie 47.(D01) 2% wiv Polyetwlens ghyeol 3380 47.(D01) A3
48.{DNE 02 M Ammonium diale dibasic 48,(018) 2im wiv Polyetiylene ghycol 3,380 48,008 B
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0.1 M Sodium malonate pH &0
0.2 M Sodium malonate pH &0
01 M Sodium malonate pH .0

o ., B O ¥

H 60

7if

§= 7

5 onale pH B.(
0.1 M Sodium malonate pH 7.0
0.2 M Sodium malonate pH 7.0
4% whv Tacsmale™ pH &0
% whv Tacsmale™ pH 4.0
4% whv Taosmale ™ pH 5.0
e whn Taosmale™ pH 5.0
4% whv Tacsmale™ pH 6.0
% iy Tacsmale™ pH 6.0
4% whw Taosmale ™ pH 7.0
e whw Tacsmale™ pH 7.0
4% whv Taosmale™ pH B0
% whv Taosmale™ pH B0
01 M Suncinic acid pHl 7.0
102 M Suncinic acid pHl 7.0
01 M Ammonium oitaie trbesic pH 7.0
0.2 M Ammonium oiae trbesic pH 7.0
01 M DL-Madic acd pH 7.0
0.2 M DL-Malic acd pH 7.0
01 M Sodum aceiale riydmaie pH 7.0
0.2 M Sodum aceiale tridmaie pH 7.0
01 M Sodum formate pH 7.0
0.2 M Sodum formate pH 7.0
01 M Amemonium teriale dibsic pH 7.8
0.2 M Amemonium teriale dibsic pH 7.0
Fe wiw Tacsmale ™ pH 4.0
% wiw Tacsmale™ pH 5.0
Zoww Tacsmale™pH 60
Z%whw Tacsmale™ pH 7.0
% wh Tacsmale ™ pH 8.0

AR

1015 Wl Caziumn chionde
0.2 M Sodum bromede

9.4

52
53 (Y
S4HIy
M

HHY

ikttt i1 i1

01 M Sodum acetaie trivydraie pH 4.6
@1 M Sodium citrate fribasic diydrne pH 5.6

007 Wl Citn acid, 0.04 M BEE-TRIS propans | pH 3.4
006 bl Cring 3o, 0.04 M BIS-TRIS propane / pH 4.1
008 b Ciin acd, 0.08 M BIE-TRIS propane | g4 &0
004 bl Ciin acd, 0.06 M BES-TRIS propans | pH &.4
G036 Ciing acd, 0.57 M BEE-TRIS propane | pH 7.6
002 el Citn acid, 0.08 M BES-TRIS propane | pH 8.8
e

0.1 M HEPES sodumpH 7.0
e

e

sz

0.05 6l HEPES sodium pH 7.0

005 W HEPES sodium pH 7.0
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0% whr Polyetrylane ghyool 2,350
1% whr Polyetirylene gyool 3,350
3% whr Poipetrylane gheool 2,350
12% wiv Polpetrylens ghyool 3,350
A% whv Polpetrylene ghyool 3,350
12% whr Polyetrylana gheool 3,350
20% whr Polyetrylana gheool 3,350
12% whr Polyetirylene ghyool 3,380
A% wiv Polpefrylens ghyool 3,550
12% whr Polyetrylane ghyool 2,380
0% whr Polyetrylane ghyool 2,350
1% whr Polyetirylene gyool 3,350
3% whr Poipetrylane gheool 2,350
16% whr Polyetirylene ghyool 2,350
16% whr Polyetrylane gheool 2,350
20% whr Polyetrylana gheool 3,350
20% whr Polyetrylana gheool 3,350
16% whr Polyetrylane gheool 3,350
16% whr Polyetrylane ghyool 2,350
16% whr Polyetrylane ghyool 2,350
18% whr Polyetrylana ghyool 3,350
2% whr Polyetirylens gyool 3,350
0% whr Polyetirylene ghyool 3,380
16% whr Polyetirylene ghyool 2,350
0% whr Polyetrylane ghyool 2,380

18% whr Probyetrylens ghyool 3,350
0% whr Priyetrylens ghyood 3,350
18% whr Proiyetrylens ghyool 3,350
0% whr Proiyetrylens ghyool 3,350
12% whr Proiyetrylens ghyool 3,350

0% whr Proiyetrylense ghyond 3,350



Piiloha ¢. 9: Seznam krystaliza¢nich podminek pro sadu

JBScreen Basic HTS

M

ik}

D5

o7

D9

Do

om

PPrecipitant

25 % wiv Ethylene glycol

12 % w/'v Glyceral

1 M 1,6-Hexanediol

2.5 M 1,6-Hexanediol

3.4 M 1,6-Hexanediol

30 % viv 2-Methyl-2 4-pentanediol
30 % viv 2-Methyl-2,4-pentanediol
30 % viv 2-Methyl-2 4-pentanediol
30 % viv 2-Methyl-2,4-pentanediol
30 % viv 2-Methyl-2 4-pentanediol
50 % vfv 2-Mathyl-2 4-pentanediol
70 % wiv 2-Methyl-2,4-pentanediol
2 % wv Ethylene imine palymer

2 % vfv Polyethylene glycol 400
2B % wjv Polyethylene glycol 400
30 % viv Polyethylene glycol 400
30 % viv Polyethylene giycol 400

30 % viv Polyethylene glycol 400

20 % viv Polyethylene glycol monomethyl ether 550

25 % wiv Polyethylene glycol monomethyl ether 550

10 % w/v Folyethylene ghycol 1,000

30 % wiv Polyethylene glycol 1,500

20 % wi v Polyethylene glycol monomethyl ether 2,000

30 % wv Polyethylene glycol monemethyl ether 2,000

Precipitant

8 % wiv Polyethylene glycol 4,000
20 % wi'v Polyethylene glycol 4,000
20 % wiv Polyethylene glycol 4,000
25 % wiv Polyethylene glycol 4,000
30 % wiv Polyethylene glycol 4,000
30 % wi'v Polyethylene glycol 4,000
30 % wi'v Polyethylene glycol 4,000
30 % wi'v Polyethylene glycol 4,000
30 % wi'v Polyethylene glycol 4,000
30 % wiv Polyethylene glycol 4,000

30 % wiv Polyethylene glycol manemethyl ether 5000

10 % w/iv Polyethylene glycol 6,000
10 % wiv Palyethylene glycol 6,000
2 % wiv Polyethylene glycol B,000

8 % wiv Polyethylene glycol 8,000

10 % wiv Polyethylene glycol 8,000
15 % w/'v Polyethylene glycol B,000
18 % wiv Polyethylene glycol 8,000
18 % wiv Polyethylene glycol 8,000
20 % wi'v Polyethylene glycol 6,000
20 % wi'v Polyethylene glycol 6,000
30 % wiv Polyethylene glycol 6,000
30 % wiv Polyethylene glycol 6,000

30 % wiv Polyethylene glycol 6,000

Precipitant 2
none

1.5 M Ammonium sulfate

20 % /v 2-Propanol

10 % v/v 2-Propanol

nane

2 M Sodium chloride

5 % v /v 2-Methyl-2 4-pentanediol
1 M Lithium sulfate

nane

E % v/v Ethylene glycol

500 mM Lithium sulfate
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Buifer

none

100 mM TRIS; pH 8.5

100 mM Sodium acetate; pH 4.6
100 mM tri-Sodium citrate; pH 5.6
100 mM TRI5; pH 85

100 mM Sodium acetate; pH 4.6
100 mM tri-Sodium citrate; pH 5.6
100 mM Sodium acetate; pH 4.6
100 mM HEPES; pH 7.5

100 mM HEPES; pH 75

100 mM TRIS; pH 8.5

100 mM HEPES; pH 75

100 mM tri-Sodium citrate; pH 5.6
100 mM HEPES; pH 75

100 mM HEPES; pH 75

100 mM TRIS; pH 8.5

100 mM HEPES; pH 7.5

100 mM Sodium acetate; pH 4.6
100 mM BICINE; pH 5.5

100 mM MES; pH 6.5

none

none

100 mM TRIS; pH 8.5

100 mM Sodium acetate; pH 4.6

Buifier

W00 mM Sodium acetate; pH 4.6
W0 mM tri-Sodium citrate; pH 5.6
100 mM HEPES; pH 7.5

W00 mM Sodium acetate; pH 4.6
none

100 mM Sodium acetate; pH 4.6
100 mM tri-Sodium citrate; pH 5.6
100 mM TRIS: pH 85

100 mM TRIS; pH 85

100 mM TRIS; pH 85

100 mM MES; pH 6.5

nong

100 mM HEPES; pH 7.5

nong

100 mM TRIS; pH 85

100 mM HEPES; pH 7.5

none

100 mM MES; pH 6.5

100 mM MES; pH G5

none

100 mM MES; pH G5

100 mM MES; pH 6.5

none

100 MM MES; pH 6.5

10 mM Cobalt (1) chloride
none

200 mM Magnesium chloride
200 mM Sodium chioride
200 MM AmMRium acetate
20 mM Calcium chloride
none

200 MM tri-Sodium citrate

200 mM Ammenium di-hydrogen phosphate

none
500 mM Sodium chloride
none

200 mM Calcium chloride
200 mM tri-Sodium citrate
200 mM Magnesium chloride
100 mM Calcium chloride
100 mM Sodium chloride

10 mM Zinc sulfate

none

none

10 mM Mickel (1) chioride

200 mM Ammenium sulfate

200 mM Ammonium sukfate
200 mM Ammonium subfate
200 mM Ammonium acetate
200 mM Ammonium acetate
200 mM Sodium acetate

200 mM Lithium sulfate

200 mM Magnesium chioride

200 mM Ammenium sulfate

200 mM Calcium acetate

200 mM Zinc acetate

50 mM Potassium di-hydrogen phosphate

200 mM Magnesium acetate
200 mM Sodium acetate
200 mM Ammonium subfate

200 mM Ammonium sukfate



No.  Precipitant Precipitant 2 Buffer Additive
E1 10 % w/v Polyethylene glycol 10,000 2% w/v 1,4-Dioxane 100 mM BICINE; pH 9.5 none
E2 20 % wi/v Polyethylene glycol 10,000 none W MM HEPES; pH 75 none
E3 12 % wiv Polyethylene glycol 20,000 none W00 mM MES; pH 6.5 none
Eis 5 % v 2-Propanol 2 M Ammonium sulfate none none
ES 20 % v/'v 2-Propanol none W0 MM HEPES; pH 75 200 mM tri-Sodium citrate
E6 20 % wfv 2-Propanol none 100 mM Sodium acetate; pH 46 200 mM Calcium chloride
ET 30 % vfw 2-Propanol none 100 mM HEPES; pH 75 200 mM Magnesium chloride
Ed 30 % vfv 2-Propanol none W00 mM TRIS; pH 8.5 200 mM Ammonium acetate
E9 10 % w/v 1,4-Dioxane 1.6 M Ammonium sulfate 100 mM MES; pH 6.5 none
E10 35 % /v 14-Dicxane none nonge mone
ENl 10% v/v Ethanol 1.5 M Sedium chloride nong none
E12 20 % vfv Ethanol none 100 mM TRIS; pH BS5 none
25 % v /v 2-Methyl-2-propanol none W MM TRIS; pH 85 none
F2 35 % v /v 2-Methyl-2-propanol none W00 mM tri-Sodium citrate; pH 5.6 none
F3 1 M Imidazole; pH 7.0 none none none
Fiy 1 M Lithium sulfate none W MM TRIS; pH 8.5 10 miM Mickel (1) chioride
3 15 M Lithium sulfate nome 100 MM HEPES; pH 75 none
F& 400 mM Potassium Sodium tartrate none none none
F7 800 mM Potassium Sodium tarirate none 100 mM HEPES; pH 75 none
1% M tri-Sodium citrate none 100 mM HEPES; pH 75 none
Fg 1.6 M tri-Godium citrate; pH 6.5 none none mone
FI0 10 % w/v Jeffamine® M-600 none W00 mM tri-Sodium citrate; pH 5.6 10 mM Iron {IN) chloride
FI1 20 % vfv Jeffamine® M-600 none 100 mM HEPES; pH 75 none
F12 30 % ww Jeffamine® M-600 none W MM MES; pH 6.5 50 mM Cesium chloride
No.  Precipitant Precipitant 2 Buffer Additive
Gl 800 mM Potassium di-hydrogen phosphate BOD mM Sadium di-hydrogen phosphate 100 mM HEPES; pH 75 none
G2 400 mM Ammonium di-hydrogen phosphate nane none none
G3  1MAmmonism di-hydrogen phasphate nane 100 mM tri-Sodium citrate; pH 5.5 none
G4 2 M Ammonium di-hydrogen phosphate none 100 mM TRIS; pH 85 none
G5 2 M Ammonium formate nane 100 mM Sodium acetate; pH 4.5 none
GE 4 M Ammonium formate none 100 mM HEPES; pH 75 none
&7 2M Ammonium formate nane none none
GB  SDD mM Ammonium sulfate 1 M Lithium sulfate 00 mM tri-Sodium citrate; pH 5.5 none
a9 1.6 M Ammonium sulfate none 100 MM HEPES; pH 75 100 mM Sodium chlaride
G0 18M Ammonium sulfate none 00 mM MES; pH 6.5 10 mM Cobalt (1) chloride
G 2 M Ammonium sulfate none 100 mM TRIS; pH 85 none
G122 M Ammonium sulfate none none none
H1 2 M Ammonium sulfate none 100 mM Sodium acetate; pH 4.5 none
H2 2 M ammaonium sulfate none 100 mM tri-Sodium citrate; pH 5.5 200 mM Petassium Sodium tartrate
H3 200 mM Magnesium formate nane none none
H& 1.6 M Magnesium sulfate none 100 mM MES; pH 65 none
HS 2 M Magnesium chioride nane 100 mM BICINE; pH 95 none
HE 1M Sodium acetate none 100 mM Imidazole; pH 6.5 none
H7 1M Sodium acstate nane 100 mM HEPES; pH 7.5 50 mM Cadmium sulfate
HE  14M Sodium acetate none 00 mM MES; pH 6.5 none
HY 500 mM Sodium chloride 10 mM Magnesium chioride none 10 mM Cetyttrimethylammonium bromide
H10 2 M Sadium chloride none 00 mM Sodium acetate; pH 4.5 none
HM 2 M Sodium chloride none 100 mM MES; pH 6.5 100 mM Sodium di-hydrogen phosphate, 100 mM Potassium di-hydrogen phosphate
H1Z  4.3M Sodium chioride none 100 mM HEPES; pH 7.5 none
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