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1 Uvod

Ptaci reoviry z rodu Orthoreovirus jsou povazovany za velmi vyznamné patogeny
napadajici a poskozujici ptaky, a to vCetné jejich hospodaisky vyznamnych druhti. Dfive byla
sméfovana hlavni pozornost vyzkumu na savCi reoviry, jakoZzto prototyp tohoto rodu.
Predpokladalo se, ze ptaci reoviry jsou jim velmi podobné. Nasledné vyzkumy zamérené

na ptaci reoviry ale odhalily mnohé odlisnosti téchto druhd.

Tato prace se zabyva studiem ptaciho reoviralniho proteinu oNS. Teoreticka ¢ast se
zaméfuje na charakterizaci a strukturni popis ptacich reovird, dale na porovnani ptacich
a savCich reovird, na replikacni cyklus ptacich reovirt, na blizsi popis ptaciho reoviralniho
proteinu oNS a na porovnani funkénich homologti proteinu oNS, a to zejména rotaviralniho
proteinu NSP2. Teoreticka ¢ast se dale vénuje makromolekularni krystalografii. Prakticka ¢ast
se zabyva expresi a purifikaci ptaciho reoviralniho proteinu oNS truncated, ktery ma
odstranénou N-terminalni ¢ast, pomoci standardnich chromatografickych metod. Také se
zabyva testovanim, zda ma protein oNS truncated zachovanou schopnost vazby RNA-funkce
jako RNA chaperon. Dale se zameétuje na krystalizaci tohoto proteinu, konkrétné na nalezeni
vhodnych krystalizacnich podminek a jejich optimalizaci, s cilem vytvoreni krystala

v difrakéni kvalit€ vhodnych pro testovani a ziskani difrakénich dat.



2 Ptaci reoviry

2.1 Charakterizace ptacich reoviru

Ptaci reoviry patii do rodu Orthoreovirus spadajiciho do Celedé Reoviridae (Mertens
2004). Jsou zavaznymi patogeny ptakd. Maji negativni dopad na prumysl zabyvajici se
chovem azpracovanim drubeze, kde dochéazi v dasledku infekci kvelkym ztratam
(Rosenberger et al. 1989). Pivodné byly tyto reoviry objeveny u mladych kutat, kde zptsobuji
tenosynovitidu neboli syndrom virové artritidy. Toto onemocnéni se u dribeze projevuje
otoky hlezennich kloubt a lézemi ve Slachach svalu lytka (Jones 2000). Projev virové artritidy

u drabeze je vidét na Obr. 1.

normalni poskozené

Obrazek 1: Normalni a poSkozené slachy u dribeze (Nicholds, 2020).

Nasledné byl zjistén vSudypfitomny vyskyt ptaich reovirG mezi hejny dribeze.
Infekce zpusobené témito reoviry byvaji sice ¢asto asymptomaticke, ale jedna se o pavodce
vaznych onemocnéni. Krome jiz zminiované tenosynovitidy zpusobuji také stfevni a respiracni
onemocnéni, myokarditidu (zanétlivé onemocnéni srdecni svaloviny) nebo hepatitidu (zanét
jater). Zpusob infikace mize byt rizny. Kromé nakazy fekalné-oralni cestou byl prokazan

prenos vajicky a dychacimi cestami (Jones 2000, Benavente a Martinez-Costas 2007).

2.2 Struktura a morfologie ptaciho reoviru

Genom ptaciho reoviru se sklada z 10 segmenti 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 (malé), M (stfedni) a L (velké).
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
ma ze vSech nejnizsi elektroforetickou mobilitu, zatimco u segmentu S4 je elektroforeticka
mobilita nejvyssi. Segment S1 by se podle tohoto pravidla mél fadit do tfidy M (jednalo by se
o segment M4), av§ak z historickych davodu a s cilem udrZeni podobnosti se savéimi reoviry

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

Doposud bylo zjisténo, Zze genom ptaciho reoviru exprimuje 8 strukturnich proteind
(cA, oB, oC, pA, uB, AA, AB, AC) a 4 nestrukturni proteiny (NS, uNS, p10, p17) (Varela et
al. 1996). Nazev vétsiny proteini se sklada ze dvou Ccasti: z pismene fecké abecedy
(,6° u proteini exprimovanych tfidou gent S, ,u‘ u proteind exprimovanych tiidou geni M
a ,A° u proteini exprimovanych tfidou genti L) a z pismene A, B nebo C u strukturnich
proteinu (tato pismena opét pfimo souvisi s elektroforetickou mobilitou) nebo NS (pfipadné

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

vnitini kapsida
GA
LA

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

oC _
pfichyceni

k burice

AC
trn
UA, AB
transkriptazovy
komplex

uB, cB
vngjsi kapsida

Obrazek 2: Struktura ptaciho reoviru (vytvoreno autorkou podle Benavente

a Martinez-Costas 2007).



V Tab. I je zobrazen zakladni prehled proteint ptaciho reoviru. U kazdého proteinu je
shrnuto, z jakého segmentu genomu je dany protein exprimovan, dale je uvedeno rozdéleni

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

Tabulka I: Prehled proteina ptaciho reoviru (upraveno dle Benavente a Martinez-Costas
2007).

Protein Segment Rozdéleni Funkce
genomu
MA L1 Vnitini kapsida Tvofti vnitini obal jadra
\B L2 Vnitini kapsida Predpokladana transkriptaza
AC L3 Trny Capping enzym
HA Ml Vnitini kapsida Predpokladany kofaktor transkriptazy
WBLUBNBC | M2 | Vg kapsida Penetrsce ptatiho reovir
uNS, uNSC, uNSN | M3 | Nestrukturni Formace virovych inkluzi
a vazanl proteinu
oC Vn¢jsi kapsida Uchyceni k burice
pl0 S1 Nestrukturni Indukuje fuzi hostitelskych bunék
pl7 Nestrukturni Neznama
cA S2 Vnitini kapsida | Vazba dsRNA, anti-interferonova aktivita
oB S3 Vn¢jsi kapsida Neznama
oNS S4 Nestrukturni Vaze ssRNA

2.3 Srovnani ptacich a savéich reoviru

Rod Orthoreovirus zahrnuje celkem Sest druhti: ptaci reovirus, sav¢i reovirus, reovirus

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

Ptaci reoviry byly dlouhou dobu povazovany za velmi podobné sav¢im reovirim, které
jsou nejvice prozkoumanym druhem z rodu Orthoreovirus. Ptaci a savCi reoviry se navzajem
skuteCné¢ podobaji v mnohych morfologickych a fyzikalné-chemickych vlastnostech.
Postupem Casu ale ptaci reoviry pritahly velkou pozornost molekularnich biologt, a tak doslo
k odhaleni mnoha aspektd, ve kterych se tyto druhy odlisuji (Benavente a Martinez-Costas
2007). Jednou z hlavnich odlisnosti ptacich reovira je schopnost indukovat fuzi hostitelskych
bunék. Na rozdil od sav€ich reovird se vyznacuji nedostateCnou hemaglutinacni aktivitou

(Pitcovski a Goyal 2019).

Jelikoz spolu ptaci a savci reoviry sdili vSech 8 strukturnich homolognich proteint, je

jejich struktura velmi podobna. Nazvy jednotlivych strukturnich proteint sav¢ich reovira jsou
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vyjadieny pomoci pismen fecké abecedy (stejné jako u proteina ptacich reovirti), av§ak druha
¢ast nazvu je oznacena Cislicemi 1, 2 nebo 3 (misto pismen A, B a C). V Tab. II jsou uvedeny
savCi reoviralni proteiny odpovidajici svou strukturou i zakladni funkci proteinim ptaciho

reoviru (Zhang et al. 2005).

Tabulka II: Pojmenovani ptacich a sav¢ich reoviralnich proteini (Zhang et al. 2005).

taci
P M | AB MC | WA | uB | A | oB | oC | oNS | uNS
reoviry
savei

A A3 A2 u2 pl c2 c3 ol | oNS | uNS
reoviry

Vyznamna podobnost se vyskytuje i u nestrukturnich proteinti. Proteiny oNS téchto
reoviru se sice vyrazné lisi svou sekvenci, ale i pfes to je jejich funkce téméf totozna. Oba
proteiny tvoii oligomery se schopnosti vazat se na jednofetézcovou RNA (pomoci
konformacnich domén) i DNA, avSak jejich afinita ke dvouretézcové RNA a DNA je velmi
nizkd. Rozdilem je, ze savCi protein oNS se Iépe 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 reoviralni protein NS ma bezesporu velmi dilezitou funkci v prabéhu replikace.
Replikacni cyklus ptaciho reoviru probiha v cytoplazmé infikovanych bunék, a to v nékolika

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

uncoating

endocytoza _ / uvo.lrier,n
vnitrni
' kapsidy

transkripce -

- | —

vazba 1

reovirionu translace mRNA seskupeni

na receptor o
ﬂ% / replikace

B
protein
«—
bunécna morfogeneze

lyza

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



Prvnim krokem je penetrace, kdy viriony pronikaji do hostitelské buiiky pomoci
endocytodzy, jez je zprostiedkovana receptory (Grande a Benavente 2000). Po uspésné
penetraci nasleduje proces nazyvany ,,uncoating™ probihajici v intracelularnich vakuolach.
Béhem ného jsou pusobenim proteolytickych enzymu Castecné nebo zcela odstranény vnéjsi
kapsidové proteiny. V disledku tohoto procesu se uvolfiuji subvirové cCastice, které se
vyznacuji schopnosti prochazet membranou (Benavente a Martinez-Costas 2007). Po uvolnéni
vnittnich kapsid do cytoplazmy nasleduje transkripce virového genomu. Templatem pro
syntézu mRNA jsou negativni vlakna segmenti virového genomu. Transkripce je
katalyzovana virem kdédovanou dsRNA-dependentni RNA polymerazou. Prostfednictvim
transkripce segmenti genomu dvouvlaknové RNA vznika celkem 10 virovych mRNA
(Martinez-Costas et al. 1995). Tyto mRNA maji dvé odlisné funkce — jsou vyuzity k translaci
virovych proteini na ribozomech, nebo se pouzivaji jako templaty pro syntézu virovych
zapornych fetézcl genomu ve virové inkluzi. V pripad¢ translace by se dalo predpokladat, ze
pomér nové vytvorenych polypeptidi bude vyrovnany podobné jako vyskyt virovych
transkriptl. Ve skutecnosti ale mnozstvi nékterych polypeptida vyrazné prevazuje, konkrétné
se jedna o proteiny oNS, oB a uBC. Naopak mnozstvi proteini AB, pA, oC, pl0 apl7 je
pomérné nizsi (Nibert and Schiff 2001). Na konci replika¢niho cyklu je virovou morfogenezi
dokoncena formace zralych reoviriont, tedy tvorba vnéjsi kapsidy. Reoviriony v poslednim
kroku opoustéji infikovanou hostitelskou buiiku, a to pomoci bunécné lyzy. Dilezitym
proteinem k uvolnéni virionu je ziejmé protein pl0 zplsobujici permeabilitu membrany

a indukuje fuzi hostitelskych bunék (Benavente a Martinez-Costas 2007).

Protein oNS se v prabéhu replikace uplatiiuje zejména ve fazi, kdy dochazi k tfidéni
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. Piesny
mechanismus tohoto procesu jesté neni znam, ale predpoklada se, ze protein oGNS v ném hraje
klicovou roli diky jeho schopnosti vazat RNA. Globularni virové inkluze jsou formovany
proteinem pNS, avSak oNS 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 cNS, 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 bunék
a vyznaCuje se schopnosti vazat se na jednofetézcovou RNA (ssRNA) za ucelem baleni
a replikace RNA, pficemz nezalezi na jeji sekvenci. Minimalni velikost RNA, ktera umozni
navazani proteinu oNS, je 10 az 20 nukleotidi (Benavente a Martinez-Costas 2007).
Na zakladé mutagenni analyzy se predpoklada, ze protein oNS, v jehoz celé sekvenci je
rozptyleno pét argininovych bazickych konzervovanych zbytkt dilezitych pro vazbu RNA,
vaze RNA prostiednictvim konformacnich 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 jednofetézcovou RNA vaze jen ve formé hexamer.
Ty se tvofi zdimeri pomoci hydrofobnich interakci, pficemz je postacujici nizka
mikromolarni koncentrace dimert tohoto proteinu. Béhem pozdéjsi faze infekce se protein
vyskytuje ve viroplazmach ve vysokych koncentracich. Pfedpoklada se tedy, ze se hexamery

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

Ptaci reoviralni protein NS vykazuje aktivitu RNA chaperonu. Béhem tfizeni a baleni
segmentt do virovych inkluzi napomaha k tvorbé specifickych interakci mezi mRNA, jakozto
riznymi genomovymi prekurzory (Borodavka et al. 2015). Jak uz bylo zminéno, protein cNS
ma schopnost vazat se ve formé hexamerd na jednoretézcovou RNA. Tato vazba ma
za nasledek lokalni destabilizaci a odvijeni sekundarni struktury RNA. V duasledku rozvinuti
helixu je umoznéné nasedani komplementarnich fetézci. Tvoii se tak stabilngjsi
intermolekularni duplexy. Podstata proteinu oNS jako RNA chaperonu tedy spociva

v urychleni skladani RNA b&hem tvorby virovych inkluzi (Rajkowitsch et al. 2007).

2.6 Porovnani funkénich homologii: ptaci reoviralni protein cNS
a rotaviralni NSP2

Rotaviry patfi do rodu Rotavirus, ktery se spolecné srodem 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 proteind. 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 pfipadé ptacich reovirt, dochazi u rotavira k tvorbé
virovych inkluzi. Objevuji se pfiblizné 2 az 3 hodiny po infekci. Nejdulezitéjsi roli
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 jednotfetézcovou RNA a naruSovat
strukturu helixu, ¢imz se velmi podoba ptacimu reoviralnimu proteinu oNS (viz. 2.4 Replikace
ptaciho reoviru). Mimo to ma rotaviralni protein NSP2 pfidruzenou aktivitu
nukleosidtrifosfatazy (NTPaza). Ta se v piitomnosti Mg?* projevuje jako katalyzator 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 dalezitych metod vyuzivanych za ucelem
urceni struktury riznych biologickych makromolekul. Znalost struktury t€chto makromolekul
je zasadni pro pochopenich jejich funkce. Také umoziuje jejich modifikaci, ¢ehoz se vyuziva
v ruznych odvétich pramyslu, napfiklad ve farmaceutickém nebo zemédélském pramyslu

(Kuta Smatanova 2003).

3.1 Princip krystalogeneze

Tvorba krystali probiha za vhodnych podminek v nékolika na sebe navazujicich
krocich. Cely proces, jehoz hlavni faze jsou nukleace a rast krystalu, je znazornén na Obr. 4.
Pfi idealnim nasyceni roztoku se pfimérené mnozstvi molekul asociuje do neusporadanych
shlukt. V tu chvili zacina probihat nukleace (a), kde se molekuly trojrozmémé orientu;ji
a redistribuyji. Béhem nasledujici faze (b) dochéazi ke vzniku tzv. kritického jadra, které
umoziiuje navazani dalS§ich molekul na svij povrch (c), ¢imz vznikd samotny krystal.
V posledni fazi (d) se dalsi volné molekuly zacleriuji do krystalické mriizky, a tak se krystal
zvétsuje. Rust krystalu je ukoncen ve chvili, kdy je v roztoku prilis nizka koncentrace molekul.
Dal§imi moznymi divody zastaveni rastu krystalu mize byt vyskyt necistot na povrchu

krystalu ¢i napéti destabilizujici krystalickou mfizku (Krauss et al. 2013).
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Obrazek 4: Nukleace a rust krystalu (a — nukleace, b — vznik tzv. kritického jadra,

¢ - vznik krystalu, d — rast krystalu) (Krauss et al. 2013).
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3.2 Podminky pro krystalizaci proteini

K vypéstovani krystali vhodnych pro rentgenovou strukturni analyzu je nutné znat
faktory ovlivniuyjici jejich vznik a rist. Pfesné podminky vSak nelze vSeobecné definovat, a to
z divodu vysoké specifity jednotlivych proteint, které chceme krystalizovat. Konkrétni
podminky musi byt urCeny jednotlivé pro kazdy protein, stejné tak musi byt zvolena vhodna
precipitacni ¢inidla (Kuta Smatanova 2003). Podle vysledku krystalizace daného proteinu by
meély byt podminky nasledné ménény s oCekavanym zlepSenim tvorby krystald a jejich
kvality. Piehled dulezitych podminek ovlivijicich krystalizaci proteini je zobrazen

v Tab. IIL

Tabulka III: Faktory ovliviiyjici krystalizaci (Krauss et al. 2013).

biochemické faktory

fyzikalni faktory

chemické faktory

teplota typ precipitacniho ¢inidla Cistota vzorku
koncentrace precipitaéniho _
tlak o homogenita vzorku
Cinidla
cas pH sekven¢ni modifikace
gravitace typ pufru posttranslacni
viskozita iontova sila modifikace

povrch krystalizacni desticky

koncentrace vzorku

chemické modifikace

dielektrické vlastnosti

zdroj a slozeni reagentu

metodologie kovové ionty agregace
manipulace se vzorky detergenty proteolyza
vibrace a zvuky tézké kovy izoelektricky bod
magneticka a elektricka pole necistoty vzorku
rychlost ekvilibrace crosslinkery ligandy, kofaktory,

inhibitory

Zakladnim principem tvorby krystalii je pomalé pfivedeni roztoku proteinu do mirného
stavu nasyceni. V tom okamziku je umoznén vznik krystalizaCnich jader a rust krystald,
viz. proces krystalizace. Nasyceny roztok je mozné pfipravit zvySenim koncentrace roztoku
nebo snizenim jeho rozpustnosti pomoci Gpravy fyzikalnich nebo chemickych podminek.
Nejjednodussi a nejvyuzivanéjsi zpusob je pouziti precipita¢nich Cinidel (Kuta Smatanova

2003). Existuji razné typy precipitanti, které se rozlisuji na zakladé mechanismu pro podporu
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krystalizace. Jedna se o soli, tékava a netékava organicka rozpoustédla nebo polymerni latky
(McPherson 2004). Pro nalezeni precipitacnich podminek je vhodné vyuzit komercné
dostupné sady krystaliza¢nich roztoka (Kuta Smatanova 2003), které obsahuji Sirokou skalu

raznych precipitantu.
3.3 Metody krystalizace

Mezi nejCastéji vyuzivané metody krystalizace patii difuze a dialyza. V obou
ptfipadech dochazi za vyuziti precipitacniho ¢inidla k regulovanému pfivedeni roztoku
proteinu do bodu nasyceni. Metody krystalizace zalozené na difuzi par, kdy dochazi
k presyceni roztoku proteinu v mikrokapkach, mazeme rozd€lit 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
precipitatnim Cinidlem (a). Na stojanek je napipetovana kapka roztoku proteinu (b). Ke kapce
je pridano malé mnozstvi precipitacniho Cinidla (nejCastéji v poméru 1:1 nebo 1:0,5)
arezervoar je zakryt lepici paskou (c). Na principu difuze pak dochazi k pomalému
odpatrovani vody z kapky do roztoku v rezervoaru (d) (Kuta Smatanova 2003, Dessau a Modis

2010).

T = =

a b c d

Obrazek 5: Metoda sedici kapky (a — precipitacni Cinidlo v rezervoaru, b — protein
na stojanku, ¢ — pfidani precipitacniho Cinidla k proteinu, d - difuze par) (vytvotreno autorkou

podle Dessau a Modis 2010).
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4 Cile prace

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

2. Ovéfeni, zda ma protein oNS truncated zachovanou schopnost vazat RNA 1 pies
skutec¢nost, ze ma odstranénou N-terminalni Cast.

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

a ziskani difrak¢nich dat.
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S 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
MgCla, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM dGTP, 400 uM dTTP, 100 U/ml Taqg DNA
polymeraza, barvivo, stabilizatory a pfisady), 1 pl F-primeru (sNS_N15-trunc_SUMO-F)
o koncentraci 10 pM, lul R-primeru (sNS_wholeSUMO_R) o koncentraci 10 puM, 1 ul
templatu  DNA (sNS pET SUMO) o koncentraci 36,4 ng/ul a 95 ul PCR vody.
Mikrozkumavky byly umistény do termocykleru prednastaveného 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 cyklu

pocatecni denaturace 98 °C 30 sekund Ix

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

(52,3 °C-64 °C)

polymerizace 72 °C 35 sekund

zavérecna polymerizace 72 °C 3 minuty Ix
finalni teplota 4 °C

Nasledné byly vzorky analyzovany pomoci elektroforézy DNA v agar6zovém gelu.

Na zakladé vysledki byla zvolena teplota, pfi niz je amplifikace templatu DNA nejt¢innéjsi.

5.1.2 Elektroforéza DNA v agar6zovém gelu

Nejprve byl piipraven 1% agardzovy gel. Do Erlenmeyerovy barky byl navazen 1 g
agarozy a poté bylo do bariky nalito 100 ml IxTAE (Tris-Acetate-EDTA) pufru. Obsah bariky
byl krouzenim promichan a za pravidelného michani byl vafen v mikrovlnné troubég, a to do

uplného rozpusténi agardzy. Baika byla nasledné pomoci tekouci vody zchlazena na teplotu

cca 50-60 °C. Do baiky bylo po ochlazeni napipetovano 10 pl barviva SERVA DNA Stain
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Clear G a obsah barnky byl krouzenim promichan. V této fazi byl agar nalit do pfipravené
formy a nasledné byl do gelu ve formeé umistén hiebinek. Agar byl ponechan cca 20 minut
zatuhnout. Po ztuhnuti gelu z n€j byl vyndan hiebinek, gel byl umistén do elektroforetické
vany a byl zalit dostate¢nym objemem 1xTAE pufru, aby byly jamky v pufru ponotené.

Do prvni jamky v gelu bylo napipetovano 10 pl DNA Ladderu (Quick-Load 100 bp
DNA Ladder). Do nasledujicich 6 jamek byly napipetovany jednotlivé vzorky. Pofadi vzorka
bylo zaznamenano. Soustava pro elektroforézu byla nasledné€ uzaviena a pfipojena ke zdroji
elektrického napéti a elektroforéza byla zapnuta pii napéti 100 V po dobu cca 30 minut.
V okamziku dostate¢né separace DNA byla elektroforéza ukoncena. Gel byl premistén

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 reak¢éni komponenty dle Tab. V. Finalni objem byl
v obou ptipadech 50 pl, pficemz zkumavky se mezi sebou lisili pfitomnosti 5x Q5 High GC

Enhanceru, ktery muze zlepSovat prabéeh reakce.

Tabulka V: Reakéni komponenty pro Q5 PCR.

komponenty zkumavka €. 1 zkumavka €. 2
5x Q5 reakéni pufr 10 pl 10 ul
10 mM dNTPs 1ul 1ul
10 uM F-primer (sNS_N15-trunc_SUMO-F)
5 CAC AGA GAA CAG ATT GGT GGA GCT 254l 251
GGT CAG ACA CTC TTT AGA AAC TTC 3’
10 uM R-primer (sNS_wholeSUMO_R)
5" TGT CTC CTG AGT TCT AGA GTA CTT 25 ul 251
TAT TAC GCC ATC CTA GCT GGA 3’
templat DNA
1 ul 1 ul
(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 22,5 ul 32,5 pul
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PCR mikrozkumavky se vzorky byly umistény do termocykleru, ktery byl nastaven
podle Tab. VI, v niz jsou shruty jednotlivé kroky, teplota, Cas a pocet cyklu.

Tabulka VI: Podminky reakce Q5 PCR.

krok teplota cas pocet cyklu
pocatecni denaturace 98 °C 30 sekund Ix
denaturace 98 °C 10 sekund
annealing 56 °C 10 sekund 30x
polymerizace 72 °C 35 sekund
zavérecna polymerizace 72 °C 3 minuty Ix
finalni teplota 4 °C

Byl pfipraven 1% agarozovy gel (viz. 5.1.2 Elektroforéza DNA v agar6zovém gelu).
Po skonceni programu byly zkumavky umistény na led. Do obou zkumavek bylo
napipetovano 10 pl 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). Pofadi vzorkd bylo zaznamenano. Soustava
pro elektroforézu byla uzavtena a piipojena ke zdroji elektrického napéti. Elektroforéza byla
zapnuta pii napéti 100 V po dobu cca 30 minut. V okamziku dostate¢né separace DNA byla

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

5.1.4 Izolace DNA z agaro6zového gelu

Z agar6zového gelu byly vyfiznuty 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 pfidan 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. Prabézné byl obsah zkumavek promichavan

pomoci vortexu.

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

byly vlozeny na centrifugu na 30 sekund pii otackach 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 pii 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
pii otackach 11 000 rpm, ¢imz doslo k vysuSeni membrany. Kolona byla pfendana do nové
1,5ml zkumavky. Na kolonu bylo napipetovano 30 ul PCR vody a spolu se zkumavkou byla
umisténa do centrifugy na 1 minutu pfi otackach 11 000 rpm. Do zkumavky byla eluovana
plazmidova DNA. Jeji koncentrace byla zméfena pomoci piistroje 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
pti teploté -18 °C a byly vyuzity jako insert pii 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 ul vektoru (pET SUMO [11,6 ng/ul]), 2,6 ul insertu (cNS 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 predehratého 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 liga¢niho produktu do kompetentnich bunék DHS5a.
Byly pouzity kompetentni butiky NEB 5-alpha Competent E. Coli od vyrobce New England
Biolabs. Transformace byla provadéna podle transformacniho protokolu vytvoreného
vyrobcem kompetentnich bunék. Nejprve byla zkumavka skompetentnimi buiikami
ponechana 10 minut na ledu pro rozmrazeni. Poté byly k buiikdm napipetovany 2 ul ligacni
smeési. Obsah zkumavky byl lehce promichan. Zkumavka byla ponechana 30 minut na ledu.
Po uplynuti této doby byl proveden tepelny Sok, kdy byla zkumavka umisténa do vodni lazné
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 tfepacky 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 pl smési na jednu plotnu a zbytek objemu smési na druhou plotnu.
Plotny byly nésledné inkubovany pies noc pii teploté 37 °C, druhy den rano byly pfendany
do lednice a byly pfipraveny 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 tspésné, a aby byly vybrany pozitivni klony obsahujici pozadovany usek.
Prace byla provadéna ve flow boxu. Bylo pfipraveno 9 PCR mikrozkumavek. Do kazdé z nich
bylo napipetovano 20 ul PCR vody. Byla také ptipravena plotna s buitkami DH5a z ptedchozi
transformace. Nasledné byla pomoci plastové Spicky odebrana vzdy jedna kolonie z plotny
a Spicka byla vlozena do zkumavky s PCR vodou a obsah ji byl promichan. Timto zpisobem
bylo odebrano 8 kolonii. Devatou Spickou byla provedena negativni kontrola, kdy se $picka
pouze dotkla plotny, ale nebyla odebrana zadna kolonie. Voda ve zkumavkach obsahovala

templat DNA.

V nasledujicim kroku byly na novou predehfatou kanamycinovou plotnu udélany
Spickami z vody s templatem DNA kiizky, které byly ocislovany stejné jako zkumavky.
Plotna byla nasledné inkubovana pies noc pfti teploté 37 °C.

Nasledné byla pfipravena nova sada 9 kusit PCR mikrozkumavek. Do kazdé zkumavky

byly napipetovany jednotlivé reakéni komponenty dle Tab. VII.

Tabulka VII: Reak¢éni komponenty pro Colony PCR.

komponenty objem
reak¢ni pufr PPP Master Mix 12,5 pl
10 uM F-primer (sNS_N15-trunc_SUMO-F)
5’ CAC AGA GAA CAG ATT GGT GGA GCT GGT 254l
CAG ACA CTC TTT AGA AACTTC 3’
10 uM R-primer (sNS_wholeSUMO_R)
5" TGT CTC CTG AGT TCT AGA GTA CTT TAT 25wl
TAC GCC ATC CTA GCT GGA 3’
templat DNA 1 ul
PCR H20 6,5 ul
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Zkumavky byly nasledné vlozeny do termocykleru, ktery byl prednastaven podle
Tab. VL. Mezi tim byl pfipraven 1% agarozovy gel a vysledek PCR reakce byl zanalyzovan
obdobné jako v predchozim kroku (viz. 5.1.3 Amplifikace DNA). Gel byl zdokumentovan

pro nasledné vyhodnoceni.

5.1.7 Priprava a izolace plazmidu

Poslednim krokem pfipravy plazmidu oNS truncated pET SUMO byla jeho izolace.
Na zakladé 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 pl kanamycinu. Plastovou Spickou byla odebrana vzdy jedna vybrana
kolonie, a 1 se $pickou byla vlozena do nadoby. Nadoby byly poté umistény do trepacky
predehraté na 37 °C, kde byly ponechany pies noc pii otackach 220 rpm.

Nasledujici rano byly pfipraveny 4 kusy koénickych zkumavek o objemu 50 ml.
Do kazdé z nich bylo pfidano 50 ml bunééné kultury pfipravené pies 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
bunééné kultury. Tento proces byl opakovan celkem tfikrat. Vysledkem byl bunéény pelet

ve 4 zkumavkach.

Nasledna izolace plazmidu byla provadéna za pouziti komercné 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 dale napipetovano 12 ml lyza¢niho pufru (LYS). Zkumavky byly pétkrat otaCeny dnem
vzhiru, ¢imz byl obsah promichan. Nasledné byly ponechany 5 minut v klidu pfi pokojové
teploté. Mezi tim byly sestaveny filtry vlozenim do kolon a byly pod né postaveny kadinky.
Filtry byly zkalibrovany 25 ml ekvilibracniho pufru (EQU), ktery byl pipetovan po okrajich
filtru kolem dokola. Pufr byl nechan volné protéct do kadinek na odpad. Do zkumavek bylo
napipetovano 12 ml neutraliza¢niho pufru (NEU). Zkumavkami bylo ota¢eno dnem vzhiru,
dokud obsah nezbélal. Roztok ze zkumavek byl postupné nalit na pfipravené filtry. Po uplném
proteCeni roztoka byly filtry promyvany 15 ml ekvilibra¢niho pufru (EQU). Poté byly filtry
vyndany. Do zbylych kolon bylo napipetovano 25 ml promyvaciho pufru (Buffer Wash).
Po proteCeni byly kadinky vymeénény za 15ml konické zkumavky. Do kolon bylo
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napipetovano 10 ml elu¢niho pufru (ELU), ktery byl nechan volné protéct do zkumavek.
Do kazdé zkumavky bylo nésledné napipetovano 5 ml 100% isopropanolu a obsah zkumavek
byl dikladn€ promichan pomoci vortexu. Nasledné byly zkumavky umistény do centrifugy,
kde byly ponechany 60 minut pii teplot¢ 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 piepipetovan do 2ml zkumavky a umistény do centrifugy, a to na 10 minut
pfi 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 ul PCR vody. Po rozpusténi peletli byla zméfena koncentrace plazmidi
pomoci pfistroje NanoDrop One od vyrobce Thermo Fisher Scientific. Poté bylo provedeno
Sangerovo sekvenovani. Takto pfipravené plazmidy oNS truncated pET SUMO byly

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

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

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

Transformace byla provadéna podle transformacnich protokoli vytvorenych vyrobci

kompetentnich bunék.

Nejprve byly zkumavky s kompetentnimi burikami ponechany 10 minut na ledu. Poté
bylo k butikam o objemech 30 pul pfidano po 1 pl plazmidu o jiz zmiflované 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 lazné
o teplote 42 °C, pfi¢emz buriky BL21(DE3) v ni byly ponechany po dobu 10 sekund a buriky
BL21-CodonPlus po dobu 20 sekund. Nasledné byly zkumavky dany na led, a to na 5 minut
v pfipad€ bunék BL21(DE3) a na 2 minuty u bun¢k BL21-CodonPlus. Poté bylo do obou
zkumavek napipetovano 250 pul SOC media o pokojové teploté. Smési v obou zkumavkach
byly umistény do tfepacky predehraté 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 typt bunék vzdy 50 ul smési na jednu plotnu a zbytek objemu
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smési na druhou plotnu. Plotny byly nésledné inkubovany pies noc pii 37 °C. Druhy den rano
byly plotny pfendany do lednice, aby kolonie bunek nepterostly, a byly tak pfipravené

pro nasledné pouziti.

5.3 Pilotni exprese

Pilotni exprese byla provedena za ucelem urCeni podminek vedoucich k co nejvyssi

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

Do 2 kust koénickych zkumavek o objemu 50 ml bylo napipetovano vzdy 10 ml LB
media a antibiotikum kanamycin o vysledné koncentraci 1 mM. Nasledné byla pomoci
plastové §picky odebrana vzdy jedna kolonie z plotny a cela $picka byla vlozena do konické
zkumavky. Tento proces byl =zvlast proveden prokolonie bunék BL21(DE3)
a BL21-CodonPlus. Zkumavky byly nasledné umistény do trepacky predehraté na 37 °C, kde

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

Nasledujici 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 ptidany vzdy 2 ml pfes noc namnozené bunééné kultury (do 4
zkumavek bunécna kultura z bunék BL21(DE3) a do dalSich 4 zkumavek kultura z bunék
BL21-CodonPlus).

Vsech 8 konickych zkumavek bylo umisténo do tifepacky predehraté na 37 °C, kde
byly ponechany 30 minut pfi otackach 220 rpm. Po uplynuti této doby byly odebrany vzorky
a pomoci spektrofotometru byla zmeétena opticka hustota (ODswo), kdy slepym vzorkem bylo
Cisté LB medium. Pozadovana hodnota ODsoo byla 0,4-0,6. Z divodu nizsi hodnoty ODsoo

byly zkumavky ponechany na tfepacce jeste¢ 10 minut, poté byla hodnota ODso jiz dostacujici.

Konické zkumavky byly premistény 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 Cinidlo IPTG
(izopropyl B-D-1-tiogalaktopyranozid) o vysledné koncentraci 1 mM. Druhad polovina
zkumavek meéla funkci negativni kontroly. VSechny konické zkumavky byly umistény
na tfepacky, kde byly ponechany pfi 18 °C nebo 30 °C a pfi otackach 220 rpm. V rdznych
Casech dle teploty byly odebirany 1ml vzorky kultury. Pfehled rdaznych podminek pro expresi

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

typ bunek teplota koncentrace IPTG cas odbéru vzorku
0,001 M
po 3 hod.
oM
0,001 M
18 °C po 6 hod.
oM
0,001 M
pfes noc
oM
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.
oM
0,001 M
18 °C po 6 hod.
oM
0,001 M
pfes 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 pfi otaCkach 14 000 rpm. Doslo tak k oddéleni peletu (burky)
od supernatantu (LB medium). Potfebny bunécny pelet byl uskladnén v mrazaku

pfi teploté -18 °C a pozdéji byl analyzovan.
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5.4 Analyza vzorki
5.4.1 Priprava vzorkua

Mikrozkumavky s bunécnym peletem byly vyndany z mrazaku a byly ponechany
na led¢€, aby se rozmrazily. Do kazdé mikrozkumavky bylo nésledné napipetovano 500 pl
lyzaéniho pufru (50 nm K3PO4, 400 mm NaCl, 100 mM KCI, 10% glycerol, 0,5% Triton X
100; pH 7,8). Pomoci vortexu byly pelety s lyzacnim pufrem dikladné promichany. 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 pfiblizn€ 5-10 minut. Nasledné€ byl tento proces jesté
dvakrat zopakovan. Po poslednim rozpusténi vzork( byly vzorky v mikrozkumavkach
centrifugovany, a to po dobu 5 minut pfi teploté 4 °C a otackach 14 000 rpm. Po ukonceni
centrifugace byl supernatant odpipetovan do novych mikrozkumavek, pficemz pelet byl
ponechan v ptivodnich mikrozkumavkach. K supernatantim bylo pfidano 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 pomeéru 1: 3). Nasledné byly vSechny
vzorky varfeny 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 elektroforézu byly pouzity 12,5% gely. V Tab. IX jsou uvedeny

chemikalie a jejich mnozstvi potfebné pro piipravu jednoho gelu, konkrétné jeho koncentracni

1 separacni casti.

Tabulka IX: Slozeni gelu.

separacni 12,5% gel koncentracni 5% gel
40% akrylamid 1,56 ml 40% akrylamid 250 ul
H>O 2,08 ml H>O 1,46 ml
1,5M Tris (pH 8,8) 1,25 ml IM Tris (pH 6,8) 250 ul
10% SDS 50 pl 10% SDS 20 ul
10% APS 50 ul 10% APS 20 ul
TEMED 5ul TEMED 2 ul
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Prvnim krokem pfipravy gelu bylo sestaveni tzv. sendvicové kazety pro naliti gelu.
Nasledné byl piipraven 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 né& 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 komurky 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 pl ladderu (PageRuler Prestained
Protein Ladder od vyrobce Thermo Fisher Scientific). Do dalSich jamek byly napipetovany
jednotlivé vzorky o objemu 10 pl. Potadi, v jakém byly jednotlivé vzorky naneseny na gely,

bylo zaznamenano.

Poté byla elektroforeticka vana uzaviena a napojena na stejnosmeérny elektricky proud
o napéti 100 V po dobu 30 minut, nasledn€ 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 fixacniho roztoku obsahujiciho 50 % ethanolu a 2 % kyseliny fosforecné. Gely
byly v tomto roztoku ponechany 30 minut. Poté byly gely 2x vymyvany v destilované vode
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 ban¢k 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 ptedchozi transformace. Pomoci plastové $picky byla do jedné z banék vlozena kolonie
bunék BL21(DE3), do druhé bariky kolonie bunék BL.21-CodonPlus. Ob¢ bariky byly poté
umistény do tfepacky predehtaté na 37 °C, kde byly ponechany ptes noc pii otackach 180 rpm.

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

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

Vsechny 4 Erlenmeyerovy bariky byly umistény do tfepacky predehtaté na 37 °C, kde
byly ponechany 60 minut pii otdckéach 220 rpm. Po 60 minutach byla pomoci spektrofotometru
zméfena opticka hustota (ODsoo) odebranych vzorku, pti¢emz slepym vzorkem bylo Cisté LB
medium. Pozadovana hodnota ODgpo byla minimalné 0,6. Zmétrené hustoty ale byly lehce
nizsi, a tak byly bariky ponechany v tfepacce dalSich 10 minut. Poté byla hodnota ODggo

dostate¢né vysoka.

Z roztokt obou typt bunécnych kultur byly odebrany 1ml vzorky v ¢ase 0 hod. slouzici
k pozdéjsi analyze. Do jedné Erlenmeyerovy barky s bunécnou kulturou z bunék BL21(DE3)
a do jedné barnky sbunétnou kulturou zbunék BL21-CodonPlus bylo pfidano IPTG
o vysledné koncentraci 1 mM. VSechny Erlenmeyerovi batiky byly nasledné€ umistény zpét

na tfepacky, kde byly ponechany 4 hodiny pti 30 °C a pfi otackach 220 rpm.

Po uplynuti 4 hodin byly opét odebrany 1ml vzorky ze vSech Erlenmeyerovych ban¢k.
Poté byl obsah Erlenmeyerovych banék prielit 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 bunécny pelet. Zcela resuspendované buriky byly pifepipetovany do konickych
zkumavek o objemu 50 ml. Zkumavky s resuspendovanymi buikami byly opét
centrifugovany, a to po dobu 20 minut pfi teploté 4 °C a pti otaCkach 4 200 rpm. Nasledné
bylo slité veskeré medium. Bunécné pelety usazené v konickych barkach byly uskladnény

v mrazaku pfi teplote -80 °C a byly tak pfipraveny pro naslednou purifikaci.

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

vzorkt). Poradi vzorka na gelu bylo zaznamenano.

5.6 Homogenizace bunék

Zkumavky s bunécnymi pelety z exprese ve velkém meéfitku byly vyndany na led.
Béhem jejich rozmrazovani bylo pfipraveno 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 lyzacniho pufru a také DNaza a RNéaza o vysledné koncentraci 1 mM. Pomoci

vortexu byly buriky dikladn€ rozmichany. Poté byly inkubovany 20 minut na ledu.

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

5.7 Purifikace

5.7.1 Priprava pufra
K ucelim purifikace byly pfipraveny celkem 4 pufry o rozdilném slozeni. Prehled

slozeni jednotlivych pufra je zobrazen v Tab. X.

Tabulka X: Slozeni pufra na purifikaci.

ekvilibracni pufr A1 | ekvilibracni pufr A2 eluéni pufr B1 elucni pufr B2
20 mM Tris 20 mM Tris 20 mM Tris 20 mM Tris
300 mM NaCl 100 mM NacCl 300 mM NaCl 2 M Na(Cl
0,5 mM MgCl, 0,5 mM MgCl, 0,5 mM MgCl, 0,5 mM MgClz
1 M Imidazol

Nejprve byly navazeny chemikélie pro jednotlivé pufry a byly rozpustény pomoci
magnetického michadla v pfiblizné 80 % pozadovaného objemu destilované vody. Nasledné
bylo pH pufri upraveno na pozadovanou hodnotu 7,6. Pufry byly doplnény destilovanou
vodou do finalniho objemu (11 v pfipadé ekvilibra¢niho 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 ekvilibracni pufr A1 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 buné¢k, tedy BL21(DE3) a BL21-CodonPlus.

Kolona se bézn€ 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 A1, 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
ekvilibracni pufr A1. Pratok vzorku byl nastaven na 1 ml/min. Se stoupajicim UV bylo sbirano
do konické zkumavky tzv. flow through a cekalo se, az UV zacne klesat. V tu dobu byl sbér
flow through ukoncen. Nasledné byla kolona promyvana 5% elu¢nim pufrem B1, jeho pratok
byl 1 ml/min. Elouvané proteiny byly opét sbirany do konické zkumavky, jednalo se
o tzv. soft-wash. V dusledku 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 ultracisté degasované vody a poté 5 objemy kolony degasovaného

ethanolu.

Vzorky soft-washe, flow through a frakci byly analyzovany. Ke 30 pul vzorku bylo
do mikrozkumavky napipetovano 10 pl 4x SDS —PAGE pufru. Nasledné byly v§echny vzorky
vafeny na termobloku pii 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 ekvilibraéni pufr A1 a elu¢ni 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 pratok 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 promyvéana elu¢nim pufrem B2 o stoupajici
koncentraci (5 % az 100 %), ¢imz doslo k eluci proteinu. Ten byl automaticky sbiran do frakci,

které byly nasledné 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 Priprava 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 pridavan
a sta¢en na centrifuze pii otackach 4000 rpm. Vzorek byl dolit pufrem A2 a stacen stejnym

zpusobem, pficemz tento krok byl zopakovan tiikrat. Vysledny objem vzorku byl 20 ml.

Do zkumavky ke vzorku bylo nasledné ptidano 500 ul SUMO proteazy ULPI
za ucelem odstépeni SUMA od proteinu oNS truncated. Zkumavka byla ponechana pfi teploté
4 °C dodruhého dne. Nasledné¢ bylo pomoci SDS-PAGE elektroforézy potvrzeno, zda
k odstépeni skutecné 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 nasledné byla ekvilibrovana 2 objemy kolony ekvilibracniho
pufru A2. Poté bylo na kolonu naneseno 500 ul vzorku. Pritok vzorku byl nastaven
na 0,5 ml/min. Se zvysSujicim se UV byl protein eluovan do jednotlivych frakci o objemu
500 pl. Kolona byla po ukonc¢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

pti teploté -80 °C.
5.8 Nativni gelova elektroforéza

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

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 pl 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 pfi 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. Dale byl pouzit protein NS o koncentraci 1,336 mg/ml,
ktery slouzil k porovnani. Oba proteiny byly nafedény na koncentraci 1 uM. Déle byla
nafedéna C15 fluor RNA na koncentraci 100 nM. Bylo piipraveno 8 mikrozkumavek,
do kterych byl napipetovan dany protein a ptipadné C15 fluor RNA, do finalniho objemu 20ul
byly smési nafedény pufrem Hepes (0,1 mM MgCl>, 50 mM NaCl, 25 mM Hepes, pH 7,6).

Prehled slozeni jednotlivych smési je uveden v Tab. XI.

Tabulka XI: Piehled slozeni smési pro nativni gelovou elektroforézu.

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

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

zvySeno na 150 V na dobu dal$ich 30 minut.

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

z komer¢né dostupné sady ProteoSilver™ Silver Stain Kit od vyrobce Sigma-Aldrich. Bylo
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postupovano dle protokolu od vyrobce. Jednotlivé kroky, pouzitd Cinidla a doba jejich
pusobeni jsou shrnuty v Tab. XII. Pred pfidanim nasledujiciho cinidla bylo vzdy predchozi
¢inidlo slité. Jedinou vyjimkou je prechod zkroku €. 8 do kroku ¢. 9, kdy byl roztok
ProteoSilver Stop Solution pfidan piimo k vyvijecimu roztoku. Po provedeni vSech kroku byl

nativni gel zdokumentovan a vyhodnocen.

Tabulka XII: Jednotlivé kroky promyvani a barveni nativniho gelu.

¢islo

¢inidla doba piisobeni
kroku

100 ml fixacniho 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 ultracisté vody 10 minut

100 ml senzibilizacniho roztoku
4 ) o ) 10 minut
(1 ml ProteoSilver Sensitizer, 99 ml ultracisté vody)

5 200 ml ultracisté vody 2x 10 minut

100 ml ekvilibra¢niho 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 oNS truncated

5.9.1 Pre-krystalizacni test

Pred samotnou krystalizaci proteinu NS truncated byl proveden pre-krystalizacni 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
komer¢né dostupné sady PCT Pre-Crystallization Test od vyrobce Hampton Research. Slozeni

jednotlivych Cinidel je uvedeno v Ptiloze €. 1.
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Pre-krystaliza¢ni test byl proveden metodou visici kapky. Do 4 rezervoari bylo
napipetovano vzdy 20 pl riznych PCT reagentt (A1, A2, B1, B2). Na sklicko byl napipetovan
vzdy 1 ul reagentu z rezervoaru a k tomu byl napipetovan 1 ul proteinu. Skli¢ko bylo pfilepeno
kapkou dolti nad rezervoar opatieny vrstvou vazeliny. Po uplynuti 10 minut bylo zhodnoceno,

zda doslo k precipitaci.

5.9.2 Manualni krystalizace

K manualni krystalizaci proteinu oNS truncated byly pouzity krystalizacni 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 Piiloze €. 2.

Do rezervoaru bylo napipetovano vzdy 50 pl precipitacniho Cinidla. Do prvni jamky
byl pokazdé napipetovan 1 ul piislusného precipita¢niho Cinidla z rezervoaru a 1 pl 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 precipitacniho Cinidla a 1 pl proteinu, pomér
proteinu a precipita¢niho Cinidla byl tedy 1:2. Desticka byla nasledné piekryta lepici paskou
a byla umisténa do lednice, kde byla ponechana pii teploté 4 °C. Desticky byly pravidelné
kontrolovany a na zakladé vysledkt bylo vybrano precipitacni ¢inidlo vhodné pro optimalizaci

krystaliza¢nich podminek.

5.9.3 Krystalizace pomoci krystalizacniho robota

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

zobrazen na Obr. 6.

Obrazek 6: Krystalizacni 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 precipita¢ni Cinidla z raznych komercné
dostupnych sad. Prehled pouzitych sad precipitacnich Cinidel a jejich vyrobcu je zobrazen

v Tab. XIII. Seznam jednotlivych precipitacnich ¢inidel je uveden v Ptilohach €. 3-9.

Tabulka XIII: Seznam pouzitych sad precipitac¢nich Cinidel.

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

Pro kazdou desticku byla vzdy pouzita odlisna sada precipitac¢nich Cinidel. Pomoci
multikanalové automatické pipety bylo do kazdého rezervoaru napipetovano 50 pl
precipitatniho cinidla. Nasledné bylo pomoci robota napipetovano do prvni jamky 1 pl
precipitacniho Cinidla z rezervoaru a 1 ul proteinu NS truncated, tedy v poméru 1:1. Do druhé
jamky bylo napipetovano 0,5 pl precipitaéniho Cinidla a 1 pl proteinu, a tak byl vysledny
pomér proteinu a precipitacniho €inidla 1:0,5. Koncentrace pouzitého proteinu se v ramci
raznych krystalizacnich desti¢ek a pouzitych sad precipitacnich Cinidel liSila a je znazornéna

v Tab. XIV.

Tabulka XIV:
Néazev sady Koncentrace pouzitého proteinu [mg/ml]
SG1
11,742
LFS
MemGold 4,663
MemGeold 2
4,991
JCSG-plus
PEG/Ion HT
4,368
JBScreen Basic HTS
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Vsechny pouzité desticky byly nasledné prekryty lepici paskou a byly umistény
do lednice, kde byly ponechany pfi teploté¢ 4 °C. Po dobu nékolika mésicu byly desticky
pravidelné kontrolovany a byly zapisovany zmény. Na zakladé pozitivnich vysledk byla

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

5.9.4 Optimalizace krystalizacnich podminek

ZaucCelem ziskani krystalt v difrakéni kvalit€ byla provedena optimalizace podminek.
Byla vybrana celkem 3 riizna precipitacni Cinidla, ktera se béhem predchozi krystalizace jevila
jako vhodna k ristu krystald. 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 ztéchto Casti byla vyuzita pro jiné precipitacni cinidlo.
Do vSech rezervoari bylo napipetovano 50 pl precipitacniho cinidla. Pomoci robotu
OryxNano byl vytvofen koncentrac¢ni gradient, kdy na zacatku daného useku desticky byla
koncentrace proteinu 80 % a na jeho konci 20 %. K dosazeni koncentracniho gradientu byla
vyuzita ultraista voda. Nasledné byla desticka piekryta lepici paskou a byla umisténa

do lednice. Rust krystalt tak probihal pfi 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. Proteinové 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 zakladé analyzy teplotniho gradientu pomoci elektroforézy DNA v agar6zovém
gelu byla zvolena teplota, béhem které je amplifikace DNA nejvice ucinna. Bylo urceno, ze

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

L 523°C53,8°C 569 °C 60,9 °C 63,1 °C 64 °C

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

pouziti starého markeru.
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6.1.2 Amplifikace DNA

Provedena polymerazova ftetézcova reakce (Q5 PCR) byla analyzovana pomoci

elektroforézy DNA v agar6zovém gelu. Vysledek této PCR reakce je zobrazen na Obr. 8.

bp L o+ o+ " L kb

1517
1 000

500

100

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

po stranach gelu.

Velikost plazmidové DNA oNS je 1152 bp. Velikost DNA oNS truncated je 1055 bp,
jeji amplifikace byla tedy analyzou potvrzena. Z diivodu chybného naneseni vzorku bez
Enhanceru na gel se jevi amplifikace DNA za pouziti Enhanceru jako G€innégjsi, avsak to nelze

s jistotou urcit.

6.1.3 Izolace DNA z agaro6zového gelu

V dalsim kroku byla DNA izolovana z gelu. Poté byla zmétfena koncentrace této
plazmidové DNA pomoci pfistroje 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/pl.
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6.1.4 Colony PCR
Po ligaci a transformaci plazmidu do bunék DHS5a byla provedena Colony PCR. Jejim

ucelem bylo potvrzeni UspésSnosti 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 znaci negativni

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

Na zakladé téchto vysledka byly vybrany celkem 4 rtizné kolonie z plotny s kiizky,

konkrétné 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 ptes noc byl izolovan
za pouziti komercné dostupné sady Plasmid DNA purification — NucleoBond Xtra Maxi
od vyrobce Macherey-Nagel. Nasledn€ byla zméfena koncentrace vyizolovanych plazmida,
ato pomoci piistroje NanoDrop One od vyrobce Thermo Fisher Scientific. Koncentrace

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

¢islo pouzité kolonie koncentrace plazmidu [pg/ml]
2 4694
5 754,1
6 385,8
7 6154

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
bunék — BL21(DE3) Competent E. Coli Cells a BL21-CodonPlus Competent Cells. Kolonie
bunék byly nésledné inkubovany na kanamycinovych plotnach pfes noc. Na Obr. 10 jsou
zobrazeny kolonie bunék BL21(DE3) a BL21-CodonPlus, pficemz bylo v obou pfipadech

rozetfeno 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 Iml vzorky v uréenych
Casech, ato v zavislosti na teploté inkubace. Koncentrace proteinu 6NS truncated v téchto
vzorcich byla analyzovana pomoci SDS-PAGE elektroforézy. Na zakladé vysledkd byly
zvoleny podminky nejvyssi exprese proteinu a byly nasledné pouzity pro expresi proteinu

ve velkém méfitku.

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

Vysledek exprese proteinu v buiikach BL21(DE3) pfi 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 A . I - Aadiie
130
100

70

55 §
40 |
35 §

25 |

15

Obrazek 11: Exprese proteinu oNS truncated v butikach BL21(DE3) pfi inkubaci v 18 °C.
Oznaceni O h, 3 h, 6 h a ON (,,overnight™ - pfes noc) 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.
Protein oNS truncated ma molekulovou hmotnost 56 kDa a jeho poloha na gelu je

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

zobrazen na Obr. 12.

L 0Oh Oh 2h 2h 2h 2h 4h 4h 4h 4h 6h 6h 6h 6h
P S P- §- P+ S+ P- S§S- P+ S+ P- S- P+ S+

kDa

180

130
100

70

55

40

35

25

15

Obrazek 12: Exprese proteinu oNS truncated v butikach BL21(DE3) pii inkubaci v 30 °C.
OznacCeni O 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 oGNS

truncated ma molekulovou hmotnost 56 kDa a jeho poloha na gelu je znadzornéna Sipkou.
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Exprese proteinu oNS truncated v buiikach BL21-CodonPlus byla ucinnégjsi pfi teploté
30 °C. Pro expresi proteinu ve velkém méfitku byla v zavislosti na vysledcich pilotni exprese

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

Vysledek exprese proteinu v buitkach BL21-CodonPlus pfi 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- S- P+ S+ P- S- P+ S+

70

55
40

35

25 I

15

Obrazek 13: Exprese proteinu oNS truncated v butikach BL21-CodonPlus pfi inkubaci
v 18 °C. Oznaceni 0 h, 3 h, 6 h a ON (pfes noc) znaci ¢as odbéru vzorku. Pelety jsou
oznacCeny 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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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- §- P+ S+ P- S§S- P+ S+ P- S- P+ S+

-
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130 |
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70
55 8
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Obrazek 14: Exprese proteinu oNS truncated v butikach BL21-CodonPlus pfi inkubaci
v 30°C. Oznaceni O 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. Poloha proteinu

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

Béhem exprese ve velkém méfitku probihala inkubace na tfepackach pii 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) 1 BL21-CodonPlus. Pfed indukci
a po 4 hodinach inkubace byly odebrany 1ml vzorky, které byly analyzovany pomoci
SDS-PAGE elektroforézy a byla tak ovéfena dostateCna exprese proteinu cNS truncated.

Na Obr. 15 je zobrazen vysledek exprese proteinu NS truncated v burikach

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 NS truncated v buikach BL21(DE3). Oznaceni 0 ha 4 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 zndzornéna §Sipkou.
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Na Obr. 16 je zobrazen vysledek exprese proteinu oNS truncated v buiikach

BL21-CodonPlus.

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

Obrazek 16: Exprese proteinu oNS truncated v butikach BL21-CodonPlus. Oznaceni O h a 4
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. Poloha proteinu oNS truncated

o 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
prubéh 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 NS truncated.
»SW* znaci soft-wash a Cisly jsou oznaceny jednotlivé frakce. Peaky bez oznaceni (80-95 ml

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

BL21(DE3) BL21-CodonPlus
kDa L ON FT1 FT2 SW 2 3 4 |ON FT SW 9 10 11 12

15
10

Obrazek 18: Vysledek frakci ziskanych histidinovou afinitni chromatografii. ,,ON* je vzorek

naneseny na kolonu, ,FT* znaci flow through, ,,SW* je zna€eni pro soft-wash a jednotlivymi

2 9 2 9

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 pifipadé¢ bunek BL21(DE3) byla nejvyssi koncentrace proteinu oNS truncated
ve frakcich €. 3 a4 a v ptipadé bunék BL21-CodonPlus ve frakcich ¢. 10 a 11. Uvedené frakce
se vylucovali pii koncentraci pufru B pfiblizn€ 60 %. Tyto frakce tedy byly dale purifikovany
pomoci heparinové afinitni chromatografie. Jeji prubéh 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 oNS truncated.
Jednotlivé frakce jsou oznaceny Cisly. Peaky bez oznaceni (80-90 ml a 155-165 ml)

odpovidaji nanaseni vzorku na kolonu.

BL21(DE3) BL21-CodonPlus
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“ znaé¢i flow through a jednotlivymi ¢isly jsou
y

2 9

oznacCeny frakce. Ladder je oznacen jako ,L“, jeho velikost v jednotkach kDa je uvedena

u levého okraje snimku.
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U obou typt bunék, tedy BL21(DE3) i BL21-CodonPlus, byla nejvyssi koncentrace

proteinu 6NS truncated ve flow through, protoze se protein na kolonu nenavazal.

Flow through zbunék BL21(DE3) bylo nasledné purifikovano gelovou
chromatografii. Nejprve byl ale vymeénén pufr vzorku za ekvilibracni pufr A2. Nasledné bylo
pomoci SUMO proteazy ULP1 odstépeno SUMO od proteinu oNS truncated. Na Obr. 21 je

zobrazen vysledek tohoto odStépeni.

oNS

truncated
wa L SUMO
200
100
70 |
50

L 6NS

truncated
30

25

20

Obrazek 21: Vysledek pouziti SUMO proteazy.

Protein byl nasledné zakoncentrovan pomoci Amicon filtru 10K na vysledny objem
I ml a byl tak pripraven k pouziti na gelovou chromatografii. Jeji pribéh je zobrazen
na Obr. 22. Na Obr. 23 je zobrazena jeji analyza pomoci SDS-PAGE. Zmétena koncentrace
vybranych frakci je uvedena v Tab. X VL
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Gelova chromatografie
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Obrazek 22: Chromatogram gelové chromatografie proteinu NS truncated. Nejvyssi peak

znazorfiuje protein oNS truncated, mensi peaky znaci pfitomnost jinych proteind.

kpa L ON A2 A4 A9 Al10 All Al2 B2 B3 B4
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Obrazek 23: Vysledek frakci ziskanych gelovou chromatografii. ,,ON*“ je oznaceni
pro vzorek naneseny na kolonu a ¢isly jsou oznaceny jednotlivé frakce. Poloha proteinu NS

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

frakce koncentrace [mg/ml]
A9 0,852
A10 5,809
All 8,002
Al12 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 pfipadné¢ 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 tispésna, jelikoz na gelu je vidét pouze Ladder, zatimco jednotlivé
vzorky nejsou patrné. Nemohlo tedy byt posouzeno, zda ma protein cNS truncated schopnost
vazby RNA. Chyba pravdépodobné nastala pii vyvijeni obrazu, konkrétné nepiesnym

pipetovanim €inidel.

180

130

100
70

55
40
35

25

Obrazek 24: Vysledek nativni gelové elektroforézy. Cisla 1 az 8 zna¢i jednotlivé vzorky
(viz. Tab. XI). Ladder je oznacen jako ,,.L“, jeho velikost v jednotkach kDa je uvedena
u levého okraje snimku.
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6.7 Krystalizace proteinu oNS truncated

6.7.1 Pre-krystalizacni test

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

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

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

6.7.2 Manualni krystalizace

K manualni krystalizaci proteinu oNS truncated byla vyuzita precipitacni c¢inidla
ze sady Morpheus II. V jamce s pomérem 1:1 proteinu a precipitacniho €inidla €. 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 vytvoreni
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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200 pm

Obrazek 26: Precipitovany protein vytvoren 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 krystalizacniho 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 precipitacniho ¢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.

38
-

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 vytvoreni precipitace, konkrétné¢ v jamce
s pomérem 1:1 proteinu a precipitaéniho 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.

Obrazek 28: Precipitovany protein vytvoren v 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 precipitacniho ¢inidla €. 12, které obsahovalo 0,1 M octan hofecnaty 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 vysledku testu

je jasné, ze se jedna o krystaly soli.

200 m

Obrazek 29: Krystaly soli vytvofené v podmince ¢. 12 (0,1 M octan hotecnaty 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 cinidla €. 45, které obsahovalo 0,2 M chlorid véapenaty dihydrat,

0,1 M MES pH 5, 20 % PEG 350 MME. Krystaly v této podmince byly néasledné otestovany
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pomoci zobrazovaciho systému JANSi UVEX. Pod UV zafenim ale nedoslo k emitaci
viditelného svétla, a tak bylo zji§téno, ze se o krystaly nejedna. 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

pavodu.

Za pouziti sady JCSG-plus, kdy byl v jamce pomér proteinu a precipitacniho Cinidla
G5 1:0,5, které obsahovalo 0,005 M chlorid kobaltnaty hexahydrat, 0,005 M chlorid
kademnaty hemipentahydrat, 0,005 M chlorid hotfecnaty 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 systému JANSi UVEX a je

zobrazena na Obr. 31.

200 ;,u’% 200 pm

Obrazek 31: Skin precipitace vytvorena 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/Ion HT se nachéazely v jamce s pomé&rem
1:0,5 proteinu a precipita¢niho Cinidla €. 53, které obsahovalo 0,1 M malonan disodny pH 6,0,
12 % polyethylenglykol. Krystaly byly nésledné otestovany pomoci zobrazovaciho systému
JANSi UVEX. Tyto krystaly soli jsou zobrazeny na Obr. 32.

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

Za pouziti sady JBScreen Basic HTS doslo k vypéstovani krystalti v jamce s pomérem
1:1 proteinu a precipitacniho ¢inidla F4, které obsahovalo 1 M siran lithny, 100 mM Tris pH
8,5, 10 mM chlorid nikelnaty. Krystaly v této podmince byly néasledné€ 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 pavodu.

Krystaly byly nasledné proskolenym personalem testovany pomoci difrakcni analyzy.
Vysledky rentgenové difrakce ale ukazaly, ze se nejedna o proteinové krystaly. V nékterych

ptipadech $lo o krystaly soli z precipita¢niho €inidla.
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6.7.4 Optimalizace krystaliza¢nich podminek
Neéktera precipitaéni cCinidla poskytujici pozitivni vysledky byla vybrana
pro optimalizaci podminek. Prehled pouzitych podminek a jejich slozeni je uveden

v Tab. XVII.

Tabulka X VII: Precipita¢ni ¢inidla pouzitd pro optimalizaci podminek.

nazev sady Morpheus II 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, 0,1 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 krystalizani desticka s 96 rezervoary, ktera byla svisle
rozdelena na 3 stejné Casti. Kazda z téchto ¢asti byla vyuzita pro jiné precipitacni Cinidlo.
Pomoci robotu OryxNano byl vytvoren koncentracni gradient, kdy na zac¢atku daného tseku
desticky byla koncentrace proteinu 80 % a na jeho konci 20 %. Tim byly tyto podminky

roz$ifeny a byla tak vyssi pravdépodobnost vytvoreni krystald a jejich lepsiho rustu.

Ke vzniku krystali ale v zadné z podminek nedoslo. Na Obr. 34 je znazornéna
precipitace, ktera vznikla v jamce s precipitacnim ¢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 precipitac¢niho ¢inidla 1:1.

U ostatnich ¢inidel o rizné koncentraci doslo také pouze k precipitacim, vzniku a rastu

krystala v zadné z podminek nebylo dosazeno.
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7 Diskuze

Heparinova afinitni chromatografie je vhodna i pro purifikaci proteinl, jejichz
koncentrace v bunééném lyzatu je nizkd. Vyhodou heparinové afinitni chromatografie je, ze
narozdil od dalsich typi afinitnich chromatografii neni zavisla na afinitni znacce (Xiong et al.
2008). Nevyhodou je, ze k dostate¢né 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 bunék k uvolnéni nejvyssi
koncentrace proteinu oNS truncated do flow through. Divodem je, Ze se protein na kolonu
dostateCné nenavazal, a to v dusledku odstranéni Casti proteinu zodpovédného za vazbu
k RNA. Z toho divodu bylo flow through dale pfecisténo pomoci gelové chromatografie, a tak

se podafilo ziskat protein v dostate¢né Cistoté.

Rotaviralni nestrukturni protein NSP2, funkéni homolog ptaciho reoviralniho proteinu
oNS, byl za ucelem lepSiho porozuméni jeho struktury a funkce exprimovan v E.Coli
M15[pREP4] za pouziti TB media. Zvolenym induktorem bylo IPTG, pfi¢emz 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). Nasledné byl protein
NSP2 purifikovan, a to za nativnich podminek na Ni-nitrilotrioctové agar6zové koloné.
Ziskany eluat byl nasledné dialyzovan po dobu 48 hodin pfi teploté 4 °C proti pufru s nizkym
obsahem soli (2 mM Tris-HCL,; pH 7,2, 0,5 mM EDTA, 0,5 mM dithiothreitol). Bylo zji§téno,
ze v purifikovaném stavu neexistoval ve formé& 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 ssSRNA byla pouzita tzv. EMSA neboli test gelového
posunu. Z vysledku tohoto testu vyplynulo, ze rNSP2 ma sekventné nezavislou RNA
vazebnou aktivitu (Taraporewala et al. 1999). Tato prace potvrzuje podobnost uvedenych
funk¢énich homologt 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. Dal§i vyzkum se zabyval krystalizaci tohoto proteinu a stejného proteinu, ktery ale
obsahoval mutaci tohoto zbytku. Vysledky této studie odhalily, ze NTPazova aktivita NSP2

je podobna aktivité pozorované u bunécnych NDPazovych kinaz. Tato aktivita muze byt
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dilezita v ramci homeostaze nukleotidi ve virovych tovarnach, které se uplatiuji v ramci

replikace genomu rotaviru (Kumar et al. 2007).

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

hexamerd. AvSak krystalizace ani jednoho z téchto proteinu nebyla doposud uspésna.
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8 Zavér

V ramci této prace se podafilo amplifikovat plazmid oNS truncated pET SUMO,
nasledné byla uspésné provedena jeho transformace do dvou typu 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 dostate¢nou Cistotu proteinu, ktery mohl byt pouzit ke krystalizacni studii.

Déle 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 nasledné krystalizovan. V ramci této prace nebyly ziskany
proteinové krystaly poskytujici difrakéni obrazce, bylo dosazeno pouze vzniku precipitaci
a tvorby mikrokrystali. Hledani idealnich podminek pro krystalizaci tohoto proteinu a ziskani

krystala vhodnych pro rentgenovou difrakci se nabizi jako téma pro dalsi vyzkum.
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10 Prilohy
Priloha €. 1: Seznam ¢inidel sady PCT Pre-Crystallization Test
Reagent Al - 0.1 M TRIS hydrochloride pH 8.5, 2.0 M Ammonium sulfate
Reagent BI - 0.1 M TRIS hydrochloride pH 8.5, 1.0 M Ammonium sulfate
Reagent A2 - 0.1 M TRIS hydrochloride pH 8.5,
0.2 M Magnesium chloride hexahydrate,
30% w/v Polyethylene glycol 4,000
Reagent B2 - 0.1 M TRIS hydrochloride pH 8.5,

0.2 M Magnesium chloride hexahydrate,
15% w/v Polyethylene glycol 4,000
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Priloha ¢. 2: Seznam krystaliza¢nich podminek pro sadu
Morpheus II

Screen ID Well = Conc. Additives (PDE ligands) Cone. Butfer pH  Conc. Precipitant

1-1 Al S0 mM | LiNak 0.1'M Bulfer System 4 8.5 36 % Wi |Precipitant Mix 5
1-2 AZ 90| mM | LiNakK 0.1'M [ Bufler System 4 6.5 33.5|% v Precipitant Mix &
1-3 A3 S0 mM | LiNak 0.1'M Bulfer System 4 6.5 30 % Wi | Precipitant Mix 7
-4 A S0 mM | LiNak 0.1'M Bulfer System 4 6.5 31 % W | Precipitant Mix B
1-5 AS 20| mM | LiNakK 0.1'M Bufler System 5 7.5 36 % wiv |Precipitant Mix 5
1-& AB 90| mM | LiNakK 0.1/M Bufler System 5 7.5 33.5|% v  Precipitant Mix &
-7 AT S0 mM | LiNak 0.1'M Bulfer System 5 7.5 30 % Wi | Precipitant Mix 7
1-B AB 90| mM | LiNakK 0.1'M Bufler System 5 7.5 31 % W | Precipitant Mix B
-9 AD S0 mM | LiNak 0.1'M Bulfer System & 8.5 36 % Wi |Precipitant Mix S
1-10 A1 S0 mM | LiNak 0.1'M Bulfer System & 8.5 33.5|% wh  Precipitant Mix &
-1 A1 90| mM | LiNak 0.1'M Bufler System & 8.5 30| % wiv | Precipitant Mix 7
1-12 Al2 90| mM | LiNakK 0.1/M Bubler System & 8.5 31 % o | Precipitant Mix B
1-13 Bl 2| mM | Divalents Il 0.1'M Bufler System 4 6.5 36 % v |Precipitant Mix S
1-14 B2 2| mM | Divalents Il 0.1'M [ Bufler System 4 6.5 33.5|% v  Precipitant Mix &
1-15 B3 2 miM | Divalents Il 0.1'M [Bulfer System 4 6.5 30 % Wi | Precipitant Mix 7
1-16 B4 2 mM | Divalents Il 0.1'M Bulfer System 4 6.5 31 % v | Precipitant Mix B
1-17 BS 2| mM | Divalents I monge 36 % wiv |Precipitant Mix 5
1-18 B 2| mM | Divalents Il mone 335 % wiv | Precipitant Mix &
1-1% BY 2| mM | Divalents Il monge 30 % W | Precipitant Mix 7
1-20 B& 2 miM_| Divalents Il mone 31 % W | Precipitant Mix B
1-21 BS 2 miM | Divalents Il 0.1'M Bulfer System & 8.5 36 % Wi |Precipitant Mix S
1-22 Bl 2 mM | Divalents Il 0.1'M [Bulfer System & 8.5 33.5|% wh  Precipitant Mix &
1-23 EM 2| mM | Divalents Il 0.1/M Buller System & 8.5 30 % v | Precipitant Mix 7
1-24 B2 2 mM | Divalents Il 0.1'M Bulfer System & a.5 31 % W | Precipitant Mix B
1-25 (0| 4 mM | Alkalis 0.1'M _Bufler System 4 6.5 36 % v |Precipitant Mix 5
1-26 02 4 mM | Alkalis 0.1'M Bulfer System 4 6.5 33.5|% v  Precipitant Mix &
1-27 3 4 mM | Alkalis 0.1'M [Bulfer System 4 6.5 30 % Wi | Precipitant Mix 7
1-28 c4 4 mM | Alkalis 0.1'M |Bulfer System 4 6.5 31 % v | Precipitant Mix B
1-29 Cs 4 mM | Alkalis 0.1'M Bulfer System 5 7.5 36 % Wi |Precipitant Mix S
1-30 Ca& 4 mM | Alkalis 0.1'M Bulfer System 5 7.5 33.5|% wi | Precipitant Mix &
1-31 () 4 mM | Alkalis 0.1'M [ Bufler Systeim 5 7.5 30 % W | Precipitant Mix 7
1-32 a8 4 mM | Alkalis 0.1'M Bulfer System 5 7.5 31 % W | Precipitant Mix B
1-33 (=] 4 mM | Alkalis 0.1'M Bulfer System & 8.5 36 % Wi |Precipitant Mix S
1-34 [ L] 4 mM | Alkalis 0.1'M Bulfer System & 8.5 33.5|% wh Precipitant Mix &
1-35 cn 4 mM | Alkalis 0.1'M Bulfer System & a.5 30 % Wi | Precipitant Mix 7
1-36 iz 4 mM | Alkalis 0.1'M Bulfer System & a.5 31 % wiv | Precipitant Mix 8
1-37 o 2| mM | Duometalates 0.1/M [Bufler System 4 6.5 36 % Wi |Precipitant Mix 5
1-38 o2 2 mM | Dxometalates 0.1'M [Bulfer System 4 6.5 37.5|% v  Precipitant Mix &
1-39 D3 2 mM | Dxometalates 0.1'M Bulfer System 4 5.5 30 % W | Precipitant Mix 7
1-40 D 2 mM | Dxometalates 0.1'M Bulfer System 4 8.5 31 % W | Precipitant Mix B
1-41 D5 2 mM | Dxometalates 0.1'M Bulfer System 5 7.5 36 % Wi |Precipitant Mix 5
1-42 D& 2 mM | Dxometalates 0.1'M Bulfer System 5 7.5 335 % v  Precipitant Mix &
1-43 o7y 2| mM | Duometalates 0.1'M [ Bufler System 5 7.5 30 % v | Precipitant Mix 7
1-4-4 DE 2 miM | Dxometalates 0.1 M Bulfer System 5 7.5 31 % Wi | Precipitant Mix B

[[1-45 5] 2 mM | Dxomietalates 0.1 M _Buller System & 3.5 36 % Wi |Precipitant Mix 5 I

1-46 oo 2 mM | Dxometalates 0.1'M Bulfer System & 8.5 37.5|% w  Precipitant Mix &
1-47 o11 2 mM | Dxometalates 0.1'M Bulfer System & a.5 30 % Wi | Precipitant Mix 7
1-48 oz 2| mM | Dxometalates 0.1/M Bufler System & 8.5 31 % v | Precipitant Mix B
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Priloha ¢. 3: Seznam krystaliza¢nich podminek pro sadu SG1

E.5 30 % w)v PEG 5000 MME

5.5 0 % wiv pmmmﬂ

4.6 30 % w)v PEG 2000 MME

Tube # Conc Saltl Conc. Buiffer pH Conc. Predpitantl
-1 0.2 M Magnesium chioride hexahydrate 01 b Tris 8.5 30 % w)v PEG2000
-2 20M Ammaniem sulfate
1-3 0.2 M Sodium acetate trilydrate ) % wiv PEG 3350
1-4 208 Ammaniem sulfate 01 M Tris a5
1-5 0.2 M Sodium citrabe tribasic dibydrate M) % wiv PEG 3350
16 01 M Sodium HEPES 15 0 %owiv PEGA000
1-7 208 Ammaniem sulfate 01 M Sodium HEPES 15 I%wiv PEGAD
1-8 1.4 M Sodium dtrate tribesic dibydrate 0.1 M Sodium HEFES 78
1-4 0.2 b Sodium acetate tribydrate 01 M Tris 8.5 30 % wiv PEG 2000
1-10 0.2 WA Lithiom sulfate 01 M Tris 8.5 30 % wiv PEG 2000
1-11 A.0W Sodium formate
1-12 0.2 M Magnesium acetate tetrahydrate 01 M Sodium ccodylate 65 30 %owiv PEG 2000
1-13 01 M Bis-Tris 5.5 25 ®ow/v PEG 3350
1-14 01 M MES B5 12 % wiv PEG 20000
1-15 0.2 M Magnesium chioride hexahydrate 01 b Bis-Tris 5.5 15 % w/v PEG 3350
1-16 0.2 M Ammariem sulfae 01 P RAES
1-17 0.2 M Calcium chioride dibypdrate ) % wiv PEG 3350
1-18 01 M Sodium HEPES 15 0 %wiv PEG 10000
1-1% 0.2 M Sodium formate M) % wiv PEG 3350
1-20 0.2 M Ammaniem sulfate 01 M Bis-Tris 5.5 15 %ow/v PEG 3350
1-1 LE M Sodium dtrate tribesic dibydrate
1-22 0.2 M Calcium chiloride dibydrate 01 M Sodium HEPES TE M %viv PEGAND
1-23 0.2 M Ammariwm chlaride 0 %owiv PEG 3350
1-24 0.2 M Magnesium formate dibydrate M %wiv PEG 3350
1-25 0.2 M Ammaniem sulfate 01 M Sodium acetate A6 2 %wiv PEG 2000
1-26 1.4 M Zodium malonate dibasic monohydrate pH 7.0
1-27 0.2 WA Lithium sulfate 01 Ml Bis-Tris E.E 2% % wiv PEG 3350
1-28 0.2 M Potassivm sodiem tartrate tetrabydrate M %owiv PEG 3350
1-29 0.2 M Ammaniem sulfate 01 M Sodium ccodylate 6.5 30 %owiv PEG 2000
1-30 20M Ammaniem sulfare 01 M Sodium acetate 4.6
1-31 01 hd Sodium HEPES 7.5 15 %owfv PEG 3350
1-32 0.2 M Magnesium chioride hexahydrate 01 M Bis-Tris E5 25 %owiv PEG 3350
1-33 0.2 M Magnesium chioride hexahydrate 01 M Tris 85 25 %wiv PEG 3350
1-34 0.2 M Magnesium chioride hexahydrate 01 M Sodium HEPES 15 15 %owiv PEG 3350
1-35 0.2 M Sodium acetate trifydrate 0.1 M Sodium cacodylate 6.5 30 % w)/v PEG 8000
1-36 0.2 M Sodium acetate trilydrate 01 M Bis-Tris 5.5 15 %ow/v PEG 3350
1-37 L5 M Lithium sulfate 01 M Sodium HEPES kA3
1-38 01 M Sodium dirate 5.5 X0 % w/v PEG 3000
1-35 I % owfv PEG 1500
1-40 0.2 M Potassiem thiocyanate M %owiv PEG 3350
1-41 0.2 M Sodium acetate tribydrate 01 M Sodium cicodylate  E5 18 % owiv PEG 2000
1-42 0.2 M Lithium sulfate 01 M Sodium HEPES T8 25 ®owiv PEG 3350
1-43 0.2 M Ammaniem sulfate a0 % owy PEG 8000
| T 01 A Bis-Tris
1-45 0.2 M Ammariem sulfae 01 M Sodium acetate
1-46 0.2 M Lithium sulfate 01 M Bis-Tris E5 25 % w/v PEG 3350
1-47 0.1 M Sodium acetate 4.6 & %wiv PEG 2000
1-48 208 Ammaniem sulfate 01 M Bis-Tris E5
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Conc.  Predipitant?

10 % w'v 2-Proganal


http://-U.lv
http://Vl.lv
http://Vl.lv
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http://Vt.lv
http://vt.lv
http://Vt.lv
http://20.Kw.ru
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Tube # Conc. Saltl

P2 |

32

3

24

o]

]

27

8

Fo

210
11
212
213
214
215
216
217
218
218
&m
n
1
1
1M
]
.
227
18
]
230
1
232
ok c]
34
235
235
237
238
218
240
241
242
243
244
245
246
247
248

2.0 b Ammomium sulfate

0.2 M Magnesivm chlaride hexabpdrate
2.0 M Ammonium sulfate

1.5 M Sodium farmate

L6 M Magnesivm sulfate he ptabydrate
0.2 b hagnesiwm chloride hexabydirate
0.2 M Ammonium sulfate

0.1 M Patassium thiooyanate

0.2 M Sodium malonate dibasic monohydrate pH7

2.0 M Sodium formate
0.2 M Ammonium sulfate

0.2 M Patassium scdium tartrate tetrahydrate

0.2 M Sodium acetate tribydrate

0.2 M Ammonium sulfate

1.0 M Sodium dirate tribasic dibydrate
0.2 M Ammonium sulfate

0.2 M Ammonium nitrate

0.2 M Sodium thiocyanate

0.2 M Potassium nitrate

0.2 M Magnesiem acetate tetrahydrate

0.2 M Calcium chloride dibwdrate
0.2 M Sodium acetate tribydrate
0.2 M Sodium sulfate
0.0 M Zinc sulfate heptabydrate
0.2 M Sodium tartrate dibasic dibydrate

0.5 M Ammonium sulfate

0.2 M Magnesism chlaride hexabpdirate
0.2 M Ammonium tartrate dibasic

0.2 M Sodium fluaride

0.2 M Sodium chloride

0.1 M Sodium chiloride

0.2 M Ammonium farmate

0.2 M Lithium dirate tribasic tetrabydrate
0.2 M Ammonium icdide

0.2 M Sodium acetate tribydrate

0.2 M Ammonium fluaride

0.1 M Sodium acetate tribydrate
0.2 M Sodium acetate tribydrate
0.2 M Ammonium sulfate

4.3 M Sodium chloride

20 M Ammanium sulfate

L0 M Lithium sulfate

20 M Ammanium sulfate
LE M Ammanium sulfate
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Conc. Buffer
0.1 b Bis-Tris

0.1 M Sodium HEFES
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 cacodylate
0.1 b Bis-Tris

0.1 M Sodium HEPES
0.1 hA Bis-Tris

0.1 b Sodium acetabe
0.1 M MES

0.1 M MES

0.1 M Sodium dirate

0.1 M Tris

0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium HEFES

0.1 hA Bis-Tris
0.1 M Tris

0.1 b Bis-Tris

0.1 b Imidazale

0.1 M Tris

0.1 M CHES

0.1 M Sodium HEPES

pH  Eonc.  Precipitantl
g

2% % wfv PEG 2350
7.5 W%y PEGA00
7.5

ES
M %ow'v PEG33SD
30 %owv PEGAD0D

30 %ow/v PEG 2000 MME

M %ow'v PEG33SD

4.6

15 15 %owv PEG3IISD

L1

1.5 X %ow/v PEGI3SD
10 %wv PEG 3350

E5

E5 X5 % w/v PEGI3SD
M %ow'v PEG33SD
M %ow'v PEG33SD
10 %wv PEG 3350

L5 20 % wv PEGS00D
M) %ow/v PEGI3SD

E5 X5 %w/v PEG33SD

4.6 30 %wfv MPD

G.0 20 % wiv PEGS000
10 %wv PEG33SD

ES X5 %w/v PEGSSDMME

M %ow'v PEG33SD

B0 %wfv T-mate pH 7.0

5.G
0 %w'v PEG 1500
B.5 M %w/v PEGED0D
10 %wv PEG 3350
10 %wv PEG 3350
ES
75
M %ow'v PEG33SD
10 %wv PEG33SD
10 %wv PEG33SD
E5 IS5 %w/v PEG3I3SD
0 % w)'v PEGA000
B.5 15 % w/v PEG 3350
10 %wv PEG33SD
5.5 1T % w/v PEG 10000
B.0 10 % w/v PEGSD0D
B.5 15 % w/v PEG 3350
G.0 20 % wv PEGS000
75


http://1t.ll

Priloha ¢. 4: Seznam krystaliza¢nich podminek pro sadu LFS

Well # Tube# Conc.  Buffer Conc. Salt 3 Precipitant 1 Conc.
Al 1-1 0.1 M |SPGpH & 30 % wyv |PEG 1000
AZ 1-2 0.1 M |SPGpH 7 30 % wyv |PEG 1000
A3 1-3 0.1 M |SPGpH & 30 % wyv |PEG 1000
Ad 1-4 0.1 M |SPGpH & 55 % wjiv  MPD
AS 1-5 0.1 M |SPGpH 7 55 % wiv  MPD
AB 1-6 0.1 M |SPGpH 8 55 % wiv | MPD
AT 1-7 0.2 M Sodium chloride 20 % wyv |PEG 6000 10 % wiv
AB 1-3 0.2M Ammonium chloride 20 % wy'v |PEG 6000 10/ % wiv
Al 1-9 0.2 M | Lithium chloride 20 % wyv |PEG 6000 10 % wiv
ALD 1-10 0.1 M Magnesium chloride hexahydrate 20 % wiv PEG 6000 10 % wiv
All 1-i1 0.1 M Calcium chioride dihydrate 20 % wyv |PEG 6000 10/ % wiv
AlZ 1-12 0.01 M  Zinc chioride 20 % wyv |PEG 6000 10 % wiv
B1 1-13 0.1 M MIEpH 6 30 % wyiv |PEG 1000
B2 1-14 0.1 M MEpHT 30 % wyv |PEG 1000
B3 1-15 0.1 M MIBpHE 30 % wyv |PEG 1000
B4 1-i6 0.1 M MEPHB 55 % wjiv  MPD
BS 1-17 0.1 M MIBpHT 55 % wiv |MPD
B& 1-i8 0.1 M MIBEpHE 55 %% wiv | MPD
B7 1-19 0.1 M MESpHG 0.2 M  Sodium chloride 20 % wyv |PEG 6000 10 % wiv
B& 1-20 0.1 M MESpHG 0.2 M Ammonium chioride 20 % wyv |PEG 6000 10 % wiv
B9 1-H 0.1 M MESpHE 0.2 M Lithium chloride 20 % wv PEG 6000 10 % wiv
B10 1-22 0.1 M MESpHGE 0.1 M Magnesium chioride hexahydrate 20 % wv PEG 6000 10 % wiv
Bi1 1-23 0.1 M MES pHB 0.1 M Calcium chioride dihydrate 0 % wiv | PEG 6000 10/ % wjv
B12 1-24 0.1 M MESpHG 0.01 M  Zinc chloride 20 % wiv PEG 6000 10 % wiv
€1 1-25 0.1 M PCTPpH & 30 % wiv_ PEG 1000

|c2 1-36 0.1/ M [PCTPpH 7 30 B wifv %_1%_34
] 1-27 O.1™ PLIFpHE 0 Ba v T
C4 1-28 0.1 M PCTPpH & 60 % wiv | MPD
cs 1-29 0.1 M PCTRpH T 60 % viv | MPD
ce 1-30 0.1 M PCTPpHE &0 % wjiv | MPD
[ ] 1-31 0.1 M HEPES pH 7 02 M Sodium chioride 20 % wiv | PEG 6000 10 % viv
[w:] 1-32 0.1 M HEPESpH 7 0.2 M Ammonium chioride 20 % wfv | PEG 6000 10 % viv
[s] 1-33 0.1 M HEPES pH 7 0.2 M | Lithium chloride 20 % wiv | PEG 6000 10] % wiv
C10 1-34 0.1 M HEPESpH 7 0.1 M Magnesium chioride hexahydrate 20 % wv | PEG 6000 10/ % viv
Ci1 1-35 0.1 M HEPES pH 7 0.1 M Calcium chloride dihydrate 20 % wiv PEG 6000 10| % wiv
C12 1-36 0.1 M HEPESpH 7 0.01 M Zinc chloride 20 % wv | PEG 6000 10/% viv
b1 1-37 0.1 M MMTpH& 30 % w'v  PEG 1000
bz 1-38 0.1 M MMTpH? 30 % wyv |PEG 1000
b3 1-39 0.1 M |MMT pH 8 30 % wv PEG 1000
b4 1-40 0.1 M |MMT pH 6 60 % wiv  MPD
D5 1-41 0.1 M |MMT pH 7 &0 % wjiv | MPD
D& 1-42 0.1 M MMTpH & &0 % wjiv  MPD
[nrd 1-43 0.1 M trispH 7.5 0.2 M |Sodium chloride 20 % wyv |PEG 6000 10 % wiv
D& 1-44 0.1/M fris pH 7.5 0.2M Ammonium chioride 20 % wyv PEG 6000 10 % wiv
[l 1-45 0.1 M trispH 7.5 0.2 M  Lithium chioride 20 % wyv |PEG 6000 10/ % wjv
(1] 1-46 0.1 M tris pH 7.5 0.1 M Magnesium chioride hexahydrate 20 % wyv |PEG 6000 10 % wiv
D11 1-47 0.1 M trispH 7.5 0.1 M Calcium chioride dihydrate 20 % wifv  PEG 6000 10 % wiv
D12 1-48 0.1 M trispH 7.5 0.01 M Zinc chloride 20 % wiv |PEG 6000 10/ % wiv
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Precipitant 2

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

Etfvylene glycol
Ethylene glycol
Ethwlene glycol
Ethvwlene glycol
Etfvylene glycol
Etfvylene glycol

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

Etfvylene glycol
Ethvwlene glycol
Etfvylene glycol
Etfvylene glycol
Ethylene glycol
Ettwilene glycol



well #
E1
E3
E3
E4
=]
=
E7
E3
E%
E10
Eii
E12

G10
Gi1
G12
H1
H2
H3
H4
H5
HE
H7
H&
HY
Hi0
Hil
H1Z

Pl Pd) Bl Pd
U ON N
&~

A | b
HE

BEEERREE

2-30

0.1
0.1
01
0.1
0.1
0.1
01
0.1
01
0.1
0.1
0.1

01
01
0.1
0.1
0.1
01
0.1
0.1
0.1
0.1
01
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
01

Bis Tris Fropane pH 6.5
Bis Tris Propane pH 6.5
Bis Tris Fropane pH 6.5
Bis Tris Propane pH 6.5
Bis Tris Fropane pH 6.5
Bis Tris Propane pH 6.5
Bis Tris Propane pH 6.5
Bis Tris Propane pH 6.5
Bis Tris Propane pH 6.5
Bis Tris Fropane pH 6.5
Bis Tris Propane pH 6.5
Bis Tris Fropane pH 6.5
Bis Tris Propane pH 7.5
Bis Tris Propane pH 7.5
Bis Tris Fropane pH 7.5
Bis Tris Propane pH 7.5
Bis Tris Fropane pH 7.5
Bis Tris Propane pH 7.5
Bis Tris Fropane pH 7.5
Bis Tris Fropane pH 7.5
Bis Tris Fropane pH 7.5
Bis Tris Propane pH 7.5
Bis Tris Propane pH 7.5
Bis Tris Fropane pH 7.5
Bis Tris Propane pH 8.5
Bis Tris Propane pH 8.5
Bis Tris Propane pH 8.5
Bis Tris Propane pH 8.5
Bis Tris Fropane pH 8.5
Bis Tris Propane pH 8.5
Bis Tris Fropane pH 8.5
Bis Tris Propane pH 8.5
Bis Tris Fropane pH 8.5
Bis Tris Fropane pH 8.5
Bis Tris Propane pH 8.5
Bis Tris Fropane pH 8.5

Conc.
0.2 M
0.2 M
0.2M
0.2 M
0.2M
0.2M
0.2M
0.2M
0.2 M

002 M
0.2M
0.2 M
0z M
0.z M
0z M
0.2 M
0.z M
0.2M
0.2 M
0.2M
0.2 M

0.0z ™
0.2 M
0zM
0.2 M
[ ]
0z M
0.2 M
0.2 M
0.2
0.2 M
0.2 M
0.z M

002 M
0.2 M
0z M
0.2 M
0.2 M
0.2M
0.2 M
0zM
0.2 M
0zM
0.2 M
0z M

0.0z ™M
0.2M
0xM

salt

Sodium fluoride

Sodium bromide

Sodium iodide

Potassium thiocyanate

Sodium nitrate

Sodium formate

Sodium acetate trihydrate

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 acetate wihydate

Sodium sulfate

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

Sodium bromide

Sodium icdide

Potassium thiocyanate

Sodium nitrate

Sodium formate

Sodium acetate trihydrate

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 acetate trihydrate

Sodium sulfate

Potassium sodium tartrate tetrahydrate
Sodium potassium phosphate pH 8.5
Potassium citrate tribasic monohydrate
Sodium malonate dibasic monohydrate

68

Conc.
20 % wfv
20 % wiv
20 % wfv
20 % wfv
20 % wv
20 % wfv
20 % wv
20 % w)fv
20 % wfv
20 % wv
20 % wfv
20 % wv
20 % wifv
20 % wifv
20 % wiv
20 % wiv
20 % wifv
20 % wifv
20 % wifv
20 % wifv
20 %% wifv
20 % wifw
20 % wifv
20 % wi'v
20 % wifv
20 % wiv
20 % wifv
20 % wi'v
20 % wifv
20 % wiv
20 % w'v
20 % wifv
20 % wifv
20 % wifv
20 % wifv
20 % wifv
20 % wifv
20 % wifv
20 % wifv
20 %% wifv
20 % wifv
20 % wifv
20 % wi'v
20 % wifv
20 % wi'v
20 % wifv
20 % wifw
20 % wifv

Frecipitant
PEG 3350

PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 2350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 2350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 2350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 2350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 2350

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
1 % wiv

Frecipitant 2
Ethylene glycol
Ethylene glycol
Ethylene glycol
Ethylene glycol
Ethylene glycol
Ethylene glycol
Ethylene glycol
Ethylene glycol
Ethylene glycol
Ethylene glycol
Ethylene glycol
Ethylene glycol
Ethylene glycol
Ethylene glycol
Ethwylene glycol
Ethwiene glycaol
Ethwilene glycol
Ethwiene glycaol
Ethwiene glycol
Ethwiene glycol
Ethwlene glycaol
Ettwlene glycol
Ethwlene glycol
Ettwlene glycol
Ethylene glycol
Ethwiene glycol
Ettwlene glycol
Ethwlene glycol
Ethwilene glycol
Ethylene glycol
Ethylene glycol
Ethylene glycol
Ethylene glycol
Ethylene glycol
Ethwlene glycaol
Ethwlene glycol
Ethwiene glycaol
Ethwiene glycol
Ethwiene glycol
Ethwiene glycol
Ettwlene glycol
Ethwiene glycaol
Ettwlene glycol
Ethwlene glycol
Ethwlene glycol
Ettwlene glycol
Ethwlene glycol
Ethwlene glycol



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

Tubs ¥ Cose. Salt

-1
1.2
1.3
1-4

22 M AT O R Sl Da
L2 P S i CilFaDe Irilasic thibvpaiate

036 M Sefium chilofida

Cose.  Bodlar

D0E M Sodius diats
00d M Tris

00as M Tricing

O0AE M Sodiums phes ph s

52
Bl
as
pai]

pH  Ces. Prespitan

1 %owy PEG A000
00 Wowiy FEG A000
01 Wowf'y Sofiem asds
27.5 Wowify PEG 4000
b6 % wi'v PEG G000

12 Wowv PEG 4000

2 %ufy Glyoinol
1.7 %wi'v PEG 2500

1.5 03 P Sexfiiiin chiloridie 0od M Tris 2l
1.8 D235 M MESBiEE-Tris 13
1.7 O Pl A oo o sl o ol M HEFES 15
1.8 00 M Magresium sullane hepl sy O0F M BES 13
0T M Sesiiiin chiloridie
003 M Caldum chloridie ditrpd i
1.9 35 P AT O R sl D 005 M HEFES 15
b h 1] 18 Pl Semfiiiini cilFabe tribathe dibvptiati QUDGES M HEFES 15
.11 33 A A O R sl 045 M Potasives phagphate 65
1-12 [ENT] i< L et Ll Dy v vl 2.1 b Sodiuss dirae 53
113 Of P Semfiiiim chiloidi 00F M Sodivs dtrate 5&
1.14 Od P Semfiiiin chiloidie 00F M Sodivs dtrate 5&
115 005 M Caldum chloride ditrpd i ol M Tris gl
D05 M Bl s o o o Pyl Gl
1.1& D05 M Sediiiim chiloridie Gl M Sodius ples phate 6l
117 08 M Maggredsi uin chiofidi Do oy i3t 003 M Tris-HCl gl
1.13 03 Pl Sexfiiiin chiloridie QO35 M HEFES 15
1-1% ol M HEFES 15
. i ] Od P Semfiiiin chiloidie 00T M EMES a7
1.3 0d M Potassium chilonde 00k M Tris 0
122 005 M Magresium chiofidi i oSt G M Sodiuss ooyl st a7
1.13 03 M Potassium chilonde Ol M Sodiues daras 55
134 ol M Tris 2l
135 Od P Semfiiiin chiloidie 00k M Tris 0
1306 08 M Maggredsi uin chiofidi Do oy i3t ol M Tris 15
1.77 D0 M Senfiiiin chiloridie sk M Tris 2l
1.33 D05 M Sediiiim chiloridie Ol M Sodiues daras el
002 M Magreisiumn chiofidie i oSt
1. 35F Ol M S aoEEte 55
130 O A AT i st Ll 2l
131 00F M Bis-Tris 0
1.32 Od P Semfiiiin chiloidie 00k M Tris 15
08 M Maggredsi uin chiofidi Do oy i3t
133 Od P Semfiiiin chiloidie ol M HEFES 2l
08 M Maggredsi uin chiofidi Do oy i3t
1.34 O Pl Somalt Y ol L "L i ol M HEFES 0
03 M Potassium chilonde
1.35 0T A Aok 1) Sl ae o iyl e 00d M HEFES 0
1.36 D15 M Sediiiim chiloridie ol M Tris 2l
1.37 03 M Calduim chiofide difrpdrane ol M HEFES 15
138 D05 M Magresium acatals tairalyd rate D05 b Sodlius st 5
1-3F 005 M HEFES 15
2.0 03 M Calduim chiofide difrpdrane 1 M Tris-Hdl 2l
1-41 D05 B Plaagredsi i acatale tatralyd rate D05 b Sodlius st 54
1.42 03 M Calduim chiofide difrpdrane ol M OMES 13
1.43 0d M Potassium chilonde ol M Tris a5
1.4 005 M Magresium chiofidi i oSt Ol M Glydne ao
145 O Pl A oo o sl o Ol M Glydne 33
1485 D15 P S i i1 Pievviails ol M HEFES 71
1.47 OLF M Sl aoiate a3
1.43 03 M Potassium chilonde ol M OMES 13
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11 ®owi'v PEG 3350
55 % wiv PEG 3350
2 Nufy PEG 400

16 %owi'v FEG 4000
19 %owitv PEG 4000
13 ®ow'v PEG A000
11 ®owi'v PEG 3350
66 % wi'v PEG 4000

M %owity PEG 4000
b6 % wi'v PEG 3350
01 Wowf'y Sofiem asds
I Noufy Panlaerytheilol progosylas |54 POADEH|
55 % wiv PEG 4000
L7 %wi'v PEG 4000
2 %ufy PEG 400

7 %oufy PEG 350 MME
2 %ufy PEG 400

E8 % wiv PEG 2000 MME
13 ®ow'v PEG 2000 MME
15 ®owi'v PEG 2000
11 ®owi'v PEG 1500

11 ®owi'v PEG 1500
12 %owiv FEG 3000

B Ry JelTamine® A-E00
13 ®owi'v PEG G000

53 Woufy PEG 400

H %ufy PEG 400

12 %owiy PEG 4000
o'y PEG 4

M %ufy PEG 400

B %ufy PEG 350 MME

3 Nufy PEG 400

2 %ufy PEG 400

' w'y Triaksdana ghpoal [TEG)
18 ®owi'v PEG 3350

E8 % wiv PEG SI0D

18 ®owi'v PEG G000
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sebkbbas

248

022 W Sodium diate iribnic & hpdrse
L0 W Lihivm wallste
005 M Sodiom chizride

0.2 W Magnmium chionde heestydrsts

0.2 W Fagnmiom chion de hecahydoaebs

0.1 W Sodium chioride

0.1 W Cadmiurms chionde barmi| pertabeyd raba

O0% W Sodiom wifsbs

D% W Lighiom wilsts
O0.L M Sodiom chionde

0.4 M Magnmiom nitraie ety
012 W Lifhiom wifabs

0.1 W Sodium chioride
02 W SodSium chioride
0.1 W Sodium chioride
LES M Iodiom sorbate Enhydmbe

D12 M Sodiumn direie trbeic S hpdrate
D02 W Poban ues nitrats

0.1 W Soadiom chiorde
OOF W Miagnmmiom chionde hessbydosis
0.2 M Cakium chioride dibrpdrnibe
0.1 M Cakium chioride dibrpdrnibe
0.2 W Ao um il fafe
002 W Sodiuom thioride
Q.07 M Sodiom chiorids
0.2 W Arrreeniues ulfate

0.1 W Magnmium chionde heesbydostes
0.1 M Yoadiom chioride

0% WA Cifrac acid

0L W Lighiwm wifabe

I M IodSium phophsts dibesc dibydabe

0.2 W Magnmium chionde heestydrsts
0.1 W Potamurs chicride

QO W Jincacrate &by drate

0.4 W Magnmium nitrate besabydats
0.l W1 Sodiun cthioride

Core.  Buler
OL1 & Tri
01 M Sodaam acwiats
OLOF M Trin
OLOE B Trin
OLOE M Gycire
OL1 M Triw
01 M Sodium cxodyleie
OB M Sodum scwisie
01 M Wrin-FiCl

01 M HORNE
LIS A Wrin

L M Ghcine
018 Bria

DO M i

01 M Socdiumdbnase
01 M Tria

L1 B HEPES

018 Tria

DK M Sodum phosphaie
OO & Potawmium cmie

01 B Briu

01 B HEFES
01 B Brin
OOE B Socdeum aorisbs

OLIE B Sodeam dbrate
01 M Socdmam sceists
DL e Gibpcive

01 B Tris

0TS M Sodiarm o brafe

OLOE M WES
01 M Triw
01 M WES

L M SosSium chionds 01 B Sodeam dbrafe
0.1 M Lifhiom walisbe 01 M hypcire
OIS W Polensium cirsie fribasc monchydrits
D0 M LEhiom ofrete tri bl ctebralrypdrite
0.1 M Jodium phmphsis menchini cmon bydosis
O.O0OL W1 fire sulfate heplahysraie OLOE B HEPES
0.1 W Yodium chioride 01 M Sodmm phosphate
0.1 W Yodium chioride OLIE & EONE
Q0% W Sire Eetate Sivpdrate 01 M Sesdmam codylate
0.2 M Lhiom waiisbs 01 M Seodearn d brigae
0.1 W Yodium chioride OL1 M Triw
Q0% W Lithiomn wailsts 01 B Tricine
02 W Cakium chilonde difepdesis 01 M WES
L0 W Iodiumn chioride 01 M Seodearn d brigae
L1 M HEFES
0002 W Jire swlfate heptahydraie OLON B HEFES
OO0L W Casrmiur chlomde baemi| peniated rats b 01 B REL

Q.01 M Magnmiom chionde hesatydoats
10 W Sasium thioride

01 M B s-Brin propane
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LEEEE
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Bl
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2%
'8 ]

1Y
%
T4
BE%

%
T
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FH  Com.  Peecigitant

15 %Nowfy  PEG 400
1T %owfy  PEG 400
LE % wy's PEG B
12 %owfy  PEG 500 RAWE
13 % wy'e PEG 300
1% % wi'e PG 4000
11 % wyle PEG 300
1E % wy'e PBG 3350
13 Nowfy  PEG 400

11 % wyle PEG 300
15 %owfy PG 400

13 Nowfy PEG 300
13 % wy'e PEG 300
0 % vy PBG 300

10 %owfv  PEG 400
13 Nowfv  PEG S00 MNE
11 %owfy  PEG 400

1E % wi's PEG 3000
T %owy's PEG 400
30 % ente PG 23000 RAMWE

13 Nowfy PEG 400
13 %owy'e PEG 3000 FAWE
13 %owfy PBG 300

13 %owfv  PEG 400
1K %owfv  PEG 500 MNE
55 %owfy  PIEG 400

13 %owfv PEG 400

19 % wyie PR 3000

13wy PG 400

11 % wn'e PG DO
13 % wy'e PEG BDO
13 Nowfy PEG 400
4 X wiy Ethyene ghycol
I8 %owfy  PEG 800
30 %owfy  PEG 400
13 % wile PRGSO

1K % iy PBGS00
13 Nowfy PEG 300
13 Nowfy PEG 300
BE % an's PR BDOO
E% vy Ethpene glyeol
1K %owfv PEG 400
11 %owy'e PG 4000
T % wils PEG 3000
13 %ol PBG 400
1K % wi'e PEG 4000
11 %owy'e PG 4000

1% %owfy effamine™® ED-XN09

30 % iy PBG 400



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

Tube# Conc Salt Comc.  Salt2 Conc.  Buffer pH Conc.  Precpitant
-1 0.2 M Magnesium chlonde hexabrpdrate 005 M Cadmium chiaride hemi|pentabydrate ) Q.1 8 Tris 75 14 %wfv  PEG 500 MME
1-2 0.1 M Potassium acetate Q.01 M Potassium chlonde wi2 M Tris 70 44 %owfy PEG 3000

1-3 O.OE M Magnesium sulfate heptahydrate Q.02 M Sodium chioride 02 M MES BOD 10 %wfv PEG 1450

14 004 M Kagnesium sulfate heptahydrate Q.02 M Sodium chioride 02 M MES BS & %wfy PEG 1450

15 005 M Sodium sulfate Q.05 M Uthium chiloride wis M Tris as 12 Nwlv PEGAN0

& 0.1 M Sodium phosphate monobasic mona 0.1 M Potassium phosphate dibasic Q.1 M Bis-Tris propane 75  10%wfv PEG 3350

1-7 0.1 M Sodium chlande Q.1 M Uthium sulfate QL1 M AL BS 1015 %wfv PEGA00D

1-8 0.1 M Lithium chlande 0.1 M Cadmium chlaride hemi|pentabydrate ) 0.1 M Sodium acetate 45 0Ky PESAN0

1-9 0.2 M Ammoniem sulfate 0.1 M Sodium chioride 0.1 M Sodium dirate 2] 20 % w v PEG 2000
110 0.2 M Lithium sulfate 0.1 M Sodium chioride 0.1 k1 HEPES 7.0 3 Nwiv PEGAND

1-11 0.2 M Ammonium phosphate monobasic Q.1 M Ammanium sulfate 0.1 M Sodium dirate 45 12 Nwlv PEGAN0

1-12 008 M Sodium citrate tribasic dibydate Q.12 M Patassium chlonde 08 M Bus-Trs 2] 14 % v PEG 000
1-13 0.1 M Sodium chlande Q.15 M Ammanium sulfate 01 M MES BS 1% % wfv PEG 1000
1-14 001 M Micksl( 1] sulfate hexabydrate 0.1 ¥ Sodium dirate [211] 15 %owv PEG 2000 MME
115 .02 M Magnesium chionde hexabydrate 02 M MES BD 15 %wfv PEGIIS0
1-16 002 M Sodium chiande 05 M MES 55 14 v PEG 350 MME
117 QLS M Magnesium chlonde hexabrpdrate 02 M MOPS 7O 35 %Nwlv PEGS00 MME
118 003 M Magnesium chionde hexabydrate 0.1 M MES BS MuNwv PEGA00

118 004 M Sodium chiarde uia A Tris 20 25 %wlv PEG 350 MME
1-: 004 M Magnesium acetate tetrabypdrate Q.1 M MES 2] W Hw MPD

1-n 008 M Dinc acetate dibypdrate 0s M ADE B3 11 % wfv PEG BOOD
1.5 008 M Magnesium acetate tetrabydrate 0.1 kA MES BS 6 %Nwiv PEGADD

11 005 M Magnesium acetate tetrabypdrate 0.1 M Glycine 55 12 Nwlv PEGAN0

1-24 OL0EE M Sodium chlonde wi2 M Tris 75 3% owfy PEGA000
3% OOTS M Magnesium chlonde hexabrpdrate 0.1 M Sodium @codylate BS 30 %wfv PEG 2000 MME
13 G028 M Magnesium acetate tetrabydrate .1 M Sodium dirate B0 14 %Nwfv PEG S000MME
S 001 M Zinc acetate dibypdrate 1.5 M Ammanium sulfate 0.1 M MES [=11]

1-2 OUEET M Ammonium sulfate wis M Tris 70 22 %wlv PEG 250 DMVE
o} 0.1 M Magnesium chlonde hexabrpdrate Q.1 8 Tris 75 13 %Nwfv PEGB000
130 1 M Magnesium formate dibydrate @1 M MOPS TO 17 Nwfv PEGIISH

1-3 0.1 M Potassium chloride Q.1 M Bus-Tris 2] 18 % wfv PEG 000
1-3 0.1 M Potassium chloride 0.1 M Potassium phosphate 7.5 18 % wfv PEG 200

133 0.1 M Magnesium acetate tetrabydrate Q.1 M MES 2] 22 %owfy PEGA000
1-34 0.1 M Calowum acetate hydrate Q.1 M MES 2] 22 %owfy PEGBOOD
13 0.1 M Ammonium sulfate 0.1 M HEPES as 3 %owfy PEG 3350
135 0.1 M Potassium chloride Q.1 M MES 2] 12 Nwlv PEGAN0

1-37 0.1 M Sodium chiande Q.1 M MES BS 36 %N wv PEG 300

13 0.1 M Sodium chiande 0.1 M BICINE S0 45 %owlv  PEG 500 MME
13 0,15 M Calokum chiaride dibydrate 0.1 M Glycine S0 35 %Nwv PEGA0D

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

1-41 0.2 M Chaline chiloride Q.1 8 Tris 75 14 % v PEG 2000 MME
1-42 0.2 M Sodium chiande 0S8 MOPS 70 1% % wfv PEG GDOD
1-43 005 M Sodium chiande 0S8 MOPS 70 1% % wfv PEG GDOD
1-44 0.2 M Magnesium fomate dibydrate Lis M Tris 20 19 % wfv PEG 3350
|1--|5 0.2 M Calowm chiaride difydrate 0.1 M MES 50 20 %wiv PEG 350 MME |
1-45 0.2 M Ammoniwm nitrate 05 M HEPES 70 20 % w v PEG 3350
1-47 002 M Lithium chiande Q.05 M Magnesium chioride hexahydrate 02 M Glycine 100 33 %owfy PEG 1000
1-48 0.2 M Calcum acetate hydrage 0.1 M HEPES 70 M %Nwlv PEGAD0

71



Tube# Conc Salt

2-1
2-2
2-3
2-a
25
26
27
-8
29
2-10
2-11
2-12
2-13
2-14
215
216
17
218
219
220
2

0.2 M Sodium acetate tribydrate
0.2 M Scdium chicride
0.2 M Sodium chioride
0.2 M Ammonium formate
0.2 M Ammonium sulfate
0.2 M Caldum acetate hydrate
0.2 M Sodium chioride
20 M Ammonium sulfate
0.225 M Ammonium sulfate
0.23 M Scdium chicride
0.25 M Magnesiwm formate dibydrate
0.25 M Magnesism chlaride hexshydrate
0.3 M Lithium sulfate
0.3 M Ammonium farmate
0.3 M Barium chloride dibydrate
0.32 M Lithium chloride
0.34 M Ammonium sulfate
0.35 M Lithium sulfate
0.37 M Potassium nitrate
0.4 M Ammonium sulfate
004 M M chloride hexahyd,
04 M Potassium chioride
0.4 M Ammonium thiocyanate
0.4 M Sodium thiocyanate
0.5 M Potassium chloride
0.5 M Magnesism chloride hexahydrate
08 M Potassium formate

275 M Ammonium chioride
28 M Ammonium chloride
30 M Ammonium sulfate

0.2 M Sodium chioride

005 M Sodium chlonde

Conc  Buffer
0.1 M MES
0.05 M Calcium acetate
0.1 M MEPES
0.1 M Tris
0.1 M Tris
0.1 M Sodium acetate
0.1 M MOPS
0.1 M Sodium cacodylate
005 M Sodiem acetate
0.05 M Sodium acetate
0.1 M Sodivm cacodylate
0.1 M Tris
01 M MES
0.05 M Tris
01M MES
0.1 M Sodism dtrate
0.1 M Sodium dtrate
0.1 M Sodism acetate
01 M MES
01M MES
0.1 M HEPES
005 M MEPES
0.1 M Sodium acetate
01 M Sodism acetate
005 M HEPES
005 M Tris
01 M Sodium acetate
01 M MOFS
01 M MES
01 M MES
018 ADA
005 M Tris
007 M Sodium citrate
005 M ADA
0.1 M ZLadiem cacodylate
0.1 M HEPES
005 M Tris
0.1 M BITNE
0.1 M ADA
0.1 Tris
0.1 M HEPES
018 M Sodium ditrate
0.1 M Tris
0.1 M Tris
DO M Bis-Tris
DLO07S M HEPES
01 M MES
Q.01 M HEPES
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pH
[

RERREERREARERLREREREE

EERERE

15

15

B %vlv
B Kulv
29 %y
n Ky
15 Bwjiv
I8 Kl
I8 %y

12 %owv
13 %l
B %owiv
40 % wiv
5 Ry
B %viv
M Ry
14 %wiv
12 %owfv
11 %wjv
2 Rl
10 % wiv
R Ewlv
12 %wfiv
15 %owfy
16 %Bwiv
M %l
21 %wiv
11 % wfy
9% v
11 % owfw
13 %wiv
14 % owfv
17 %wfv
p R AN
M4 %
M Kwiv
28 %uwfv
W\ uwi
0 Ky
n %Kiy
2 Kvfv
13 %viv
M Kowfv
44 %wlv
[ A

1M

Conc.  Precipitant

PEG 200
PEG 400

PEG 400

Pentaerythritole ethaxylate {15/4 £0/OH)
PEG 3350

PEG 400

PEG 00

PEGS000
PEGA00

PEG 3000
PEG 1000
PEGa00

PEG S00MME
PEGa00
PEGA000
PEGa000
PEG BOO

PEG 400

PEG 3350
PEG 400

PEG A00

PEG 4000
PEGA000
PEG A00

PEG 350 MME
PEG 4000
PEG BOOO
PEG 20,000
PEGA00

PEG G000
PEG 350 MME
PEG 300
PEGa00

PEG 1500
PEG 600/

PEG a00

PEG 200

PEG 800

PEG 500 MNE
PEG 200

PEG 3350
PEG 200

MPD

1,6 Hexanedial
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JCSG-plus

11
1-2
13
14
1-5
1
1-7
13
149
130
111
11X
113
114
118
136

147

1-1E

1-19
1-20
111
1-22
1-23
1-24

136
127
128
129

130
13
132
133

1-35
1-36

1-3E
138
140
141
141
143
144
145

146
147

148

Canc.

0l M

02 M

02 M
1EM

02 M
10 M
02 M

0 M

ol M

10M

0l M
0l M

0T M

0l M
014 M

004 M

Saln

Lithaartt sullate

Hiriia

Afifenium cilrale dibasic
Caleharm chioride & rpdrati
Magnisium fermate dikydrate
Lith et ullane

Fissrie

Amirenium fofmale
Amrenium chlonide
Patast e farmati
Amsnium shokeh abe MmonoSaie
Potaskiem nitrate

Anienium sl late

Sodism thiocyanati

Wi

Haria

Hidriia

R

i

W chieride hinabyd
i

W chieride hinabydr

Sodism crata i basic d Bydeate pH &5
Potasiram cilrale i basit fesn olrpdrals

Sodiem phinphals monoSei c monshyd i

P otasi i phinghals mon obeic
Fiszriia

Bing et dibydeate
R

chisride hin sy
Sodim chiorida

Lithiarm sullate

hisria

Magniciium chierida hanabwdrati
Lithierm sullate

Hieri

Ampnium sllate

Caleham atatata hydrate
Calgiam chiorids dihydrate

Patasiiam phinghals monoseic

o1m
o1m

01w
oam

oam
oam
oam
oam

01w
0am

Lam
L1m

o1m
o1m
o1m
o1m

oM
0am
01
01
01
01
01

oL1m
amm

73

Sodiarm et
Sodham cirae

Sodham ailati

Pk plati, 'l Lra e
CHES

Tris

Gerate

BCINE

Sodum cicodylae
P plati, i e

Sodiom atalae
Tris

Carate

Sodhem cacodylate

Pk i S Irala
Cinrate

HEPES
Sodum HEMES

P bt el e

Sodiam i

Tris

Soehurn g Liidl uin plaspiale

ECINE

Sodiuom aelae

Sodhum HEMES.
Lol A Mum 'y Bale
Sodiem el

Tris
Tris
Tris

Sodem cacodylae
Sodhum atalate

pH

55
45

42
a5

40

p 1]
75

42
45

50

42
40

>
75

41
45

P

45

75

45
15

Cone.  Pracipitant
50 %owfr PEG 400
20 %owfr PEG 3000
20 %owfv PEG 3350
30 "mwv MDD
20 %wfv PEG 3350
20 %owfy PEG 1000
20 %owfv PEG BOO0
30 Wowfv PEG 3350
30 Kowfr PEG 3350
20 Kowfr PEG 3350
S Rwiv MPD
20 %wfv PEG 3350
Mo
20 %owfv PEG 3350
20 %wfr PEG BO00
80 Sowfr PEG BOO0

E%wfv Etrglars ghool

40 "wfv MDY
£ %ow v PEG BO00
A wwfv Ethang
L %owy PEG 1000
E%wfy PEG A0
30 %owfr PEG 8000
20 %owfv PEG G000
S0 %wfv PEG D
Mo
20 %ow s PEG 3350
20 %ow s PEG BO00
20 %ow s PEG 6000
20 %owfv PEG 3350
20 Rowfv PEG 6000
Mo

40 %y PEG 300
30 Wowfr PEG 3000
20 %wv Ethanal

25 Rwfv  L1-Propandel

iR Ghptiral
20 %ow )y PEG D000
I %V 14-Dicaars
Mone
20 %w v FEG 1000
20 %wfr FEG G000
24 Bwfr PEG 1500
20 Kwfv Ghpoirnl
30 Hwlv FEGA0D
50 Wwfv FEG 20D
30 Rwfv PEG BO00
MRy MDD
20 %owfr PEG BO0O
40 ®%wfv PEG 00
A ey MPD

B.5 Rwfv PEG 000

15 Kwfv Glyptiral
40 ®%wfv PEG 300
3 %wfv 2-Propandl
30 %wfv Ghptirad
36 %w v PEG 8000
20 "wfv Ghpoirol



Tubed  Conc  Sait Conc.  Buller = Conc. Precpitant
1 M Sodium citrate tribasic dihpdrate o1 M Sodium cacodylate ES L
3 0 mM Ao aEm sulfate 1M Sodium cacodylata BS L
Oz M Sadium chiordes:
3 armM Sodium chilorce o1 M HEPES 15 10 Wwfv  Propanol
4 136 M Armimond wem sulfabe 1M Tiis BS L
armM Lithium sulfabe
5 et 1M CAPS s 0wy MPD
-] Oz M Tince e tate dihydte 1M Imidazode BO 0 %oy FEG 3000
=7 armM Tincace tate Shydrate o1 M Sodium cacodylate ES 10 Wwfv  Propanol
I8 10mM Amimoniam phosphats dibasic 1M Sodium acetate a5 L
5 16 M Magnei sulfate hiptahy 1M KES bS5 L
40 et 1M BICIRE a0 10 %wyfy PEG EI00
1 s M ] s St My ooe M Sodium cacodylata 65 144 %Ww'v PEGBID
0 Wewfv  Glypoend
s ] o o1 M Imidazoda EOD 10 % v PEG BODO
13 O0E M Casiam oo da 1M MES BS 0%l leMaming® M-c00
T4 1M Armimond wem sulfabe 1M Ctrate 50 L
A5 o o1 M Tris EOD 0 Wawfv MPD
46 Nowrer 1M HEFES 15 0 Wl Jefamineg™ M-600
17 armM Magnesium daride b ¥ o1 M Tris ES S0 Wufv Etfrglona ghycol
18 et 1M BICIRE a0 10 %Wy MPD
L] 0B M Succinicadd pH 7.0 Hoess L
1] 1M IDL-MAal ic acid pH 7.0 N L
1 T4 M i dhoeia b dliltsasi Iy pHI.O Hodst L
v 11w il dhowria b dlilbasi iy 1M HEFES 0 05%wfv Jefamineg® ED-2008
13 M i i i o1 M HEPES flls] 1 %'y PEG 2000 MNVE
] Nowrer 1M HEFES 10 30 %Wl Jefamineg™ M-c00
15 o o1 M HEPES flls] 0 Wyfv JeMamine® ED-2008
v 00z M Magnesium Shlonide b T 1M HEFES 15 2 Wow'y Polylaoryiec 20d sodiam salt) 5100
317 ol M Codalt]i] dhloer de hexahydrts 1M Tiis BS 0 %y Polywinyl pynrolidone
118 Oz M ThAAD 0.1 M Tris BES 0 % v PEG 2000 MNVE
v VD0E M Codal|I] drikoer de hiahsydrts 1M HEFES 15 12 %owyfv PEGI3ED
s M Cadmium chloride hamil pentakpdrabe |
VD0E M Magnesium Shlonide b T
005 F el 1} chil oride ha irali
30 armM i o i b hrych Nioesr 0 %wv PEGIE0
=3 almM i i i N 15 Wwfv PEG33S0
32 15 M IDL-bal i whd Hodst 0 %owyfy PEGIG0
33 alm Potassium thiocoyanaibe Homs 30 Wowfy FEG M MWE
T34 LIS M Potasium beromide N 30 %y PEG 2000 MNVE
235 0 mM Ao aEm sulfate 1M Bi5-Tris 55 L
36 EL Sodium chilorce o1 M BiS-Tris 5% L
37 o3 mM Magnesium fommate Sifvydrats 1M Bi5-Tris 55 L
138 10 Armimond wem sulfabe 1M Bi5-Tris 55 1 %Wy PEGIIE0
38 o o1 M BiS-Tris 5% IS Wy PEG IS0
40 oz M Calclum chilo me: dihvgdrate: 1M Bi5-Tris 55 £ wylv MPD
T4l Oz M Ao e St 1M Bi5-Tris 55 &5 Wy MPD
43 almM STHTMON L STt o1 M BiS-Tris 5% 17 %y PEG 10,000
43 Oz M Armimond wem sulfabe 1M Bi5-Tris 55 5 Wowv PEG IR0
T44 armM Sodium chilorce o1 M BiS-Tris 5% IS Wy PEG IS0
45 oz M [ithiuim sulfate 1M Bi5-Tris 55 5 Wowyy PEGI3E0
46 Oz M Ao e St 1M Bi5-Tris 55 5 Wowv PEG IR0
47 armM Magnesium daride b ¥ o1 M BiS-Tris 5% IS Wy PEG IS0
148 oz M AITHTMO i S b 1M HEFES 15 £ wylv MPD
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Well Salt Wl Palymer Wel  pH:
¥ ¥ ¥
1L4A1) 02 M Sodum Suoride LAY 2ewirPolyetyleneghycol 3350 1JAT) 72
2.AZ) 02 M Potassim fuoride 2.AZ 2w Pohetyleneghod 3380 2 (A3 T3
4 A%) 02 M Ammonium fucride 3.(AY 20 wirPolyetylene ghool 3380 3 A 62
4.Ad) 02 M Lithium chioride 4.0M] 200 wiv Polyethylene ghyool 3380 4.0M) 68
5.JAS) (12 M Magnesium chioride hexahydmie B.(A5] a0m wiv Poethylene ghyool 3380 R AH 585
E.(AE) 012 M Sodium chioride B.(AE]  20r.wiv Polyebiwlene gheol 3380 B (ME 6%
TAAT) (12 M Calcum chioride ditydete T.UAT] 0% wiv Polyethylene gyl 3380 TUAT) B2
B.(AH) (12 M Potassium chioride (A% 20mwir Poletylene ghyool 3380 (M 70
g.(Af) (L2 M Ammonium chiride (A3 3% wiv Polyetiwlens ghycol 3380 G A% 63
10. (10} 02 M Sodum indide 18, (AR 207 wiv Polyetiwlene ghyool 3380 10, (A 70
TLA1T) 02 M Potassium icdide 10, (A1) 20r wiv Polyetiwlene ghycol 3380 10.(A11) 70
12.(012) 02 M Ammonium iodide 12 (ALZ) 20r wiv Polyetiwiens ghycol 3380 12 (A1) g2
1381} 12 M Sodum hiocymate 19.0B1)  20r wiv Polyetiylene ghycol 3380 13.0B1) g5
14 (B) (12 M Potassium thincyanaie 14.0B2)  20r wiv Polyethwlene gheol 3380 14.0B2) 70
15 (B3] 02 M Lithum nirae 16.(B3)  20r. wiv Polyetiwlene ghycol 3,380 15.0B3) 7
16.{B4) 0.2 MMagresim nivale hexahydraie 16.(BS) 207 wiv Polyetiwlene ghyeol 3380 16.(BS) 83
17.(B5) 0.2 M Sodum nirae 17.(B5) 20r% wiv Polyetiwlene ghycol 3380 17.(BS) 68
TEL(BE) 0.2 M Potassium nitrate T8.(BE)  20% wiv Polyetiwlens ghyeol 3380 18.(BE) 68
T84BT 0.2 M Ammonium nitaie 19.0BT) 2% wiv Polyethylene ghycol 3380 19.(BT) G2
20 (B8) (.2 M Magnesium formale diydoam .(BH)  20rwiv Polyetwlene gyl 3350 20.(BE) 70
2185 02 M Sodum formae Z1.(BE)  20m wiv Polyethyiens gheol 3380 21.0B4) 72
2818 (.2 M Potassium formain 22 (B 20ruwiv Polyethylene ghycol 3380 22 (B0 73
Z3.(B11) (.2 M Ammonium formalz 23 (B11) 20% wiv Pohethylene ghycol 3350 23 (B11) 68
24.{B12) 0.2 M Lithium acetale dibydratn 24 (BLZ) 30% wivPohyetylens ghycol 3350 4. (B13) 78
25051) 0.2 M Magnesium acetais ffrahydrain 26.C1) 20% wiv Polyetiwlene gheol 3380 28.(C1) 78
26002 (1.2 M Tinc aoetrie dhydrale 26.C2)  20rawiv Polyetiwlene ghyeol 3380 26002 64
ZFCH 02 M Sodium anetals inydraie 27.(C3) 0% wiv Polyethylens ghyool 3,380 270CH g0
28 (T4 (12 M Calcum acelaie hydmie 20iCH)  20rawir Polyetiylene ghyool 3380 281C4) 78
25.(CH) 02 M Potassium acetrie 29 (C8) 0% wiv Polyethylens ghool 3380 29008 4
30(CE) 02 M Ammonium acete 30{CE) 30 wiv Polyetiwlene ghyedl 3380 30.4CH 7
31{ET) 0.2 M Lithium sulixie monohydrale IIET) 200 wiv Polyeiwlene gheol 3380 31ICT) 60
22 {CH) 02 M Magnesism sullale hepbydrain 32 jCH) 20% wiv Polyethylene ghool 3380 22 (CH) 60
33(CH) 012 M Sodium sultvie decahydraie 33(C8) 200 wiv Polyethylene ool 3380 33(CH) 67
34C10) (2 M Potassium sulisin 3.(CH0) 20m wiv Polyethylene ghyool 2380 34.(C10 68
38 (C11) 0.2 M Ammonium sufaie H.(C11) 20% wiv Polyethylens ghycol 3,280 3G 5o
36.iC12) 012 M Sodium tartrate dbasic dibydratn 36.(C18) 20% wiv Pohetiylens ghycdl 3250 36.(C13) 72
7)) 0.2 M Potassium scdium Griie wrahydate 37.{01) v wiv Polethylene ghycl 3350 37(D0) 74
38 0¥ 0.2 M Ammonium tarrale diasic a8 (08) 20rwir Polyetwlene ghyool 3380 38 (D) 65
28.(04) 0.2 M Sodium phosphate monobasic monchydrate 39 (DH]  20% wiv Polyethylene ghyool 3380 20|03y 47
40004 0.2 M Sodum phosphaie dbasic diydmie 40.(D8) 0% wiv Pokyetiylene ghyel 3350 40.(Dd) 40
41.{0%) (2 M Potassium phosphate monobasic 41.{D8) 20m% wiv Polyethylene gheol 3380 41.1D5) 48
42 (D) 0.2 M Potassium phosphate dibasic 42 (D6) 0% wiv Polyethylene ghyool 3380 42.(DE) o2
4307) 0.2 M Ammonium phosphate monohasic 41 (DF) 2% wiv Polpethylene ghyool 3380 430D7) 48
44,08 (12 M Ammonium phosphae dibasic 44.iD8)  20r wiv Polyetiylene gheol 3350 44008 ap
45 (04) 0.2 M Lithium citrate fritasic ietrabydeain 46.(0d) 20 wiv Polyethylena ghycol 3280 45D A4
4E.{D6) 0.2 M Sodium cirain fribasic dibydrate 48 (D) 20%% wiv Polyetiwlene ghycol 3380 48.(Dn0) B3
47.{011) L2 M Potassium ditrale trbasic monchydrate 47.(DN1) 20% wiv Polyetiwlene ghyeol 3380 47.(D01) B2
48.(02) 0.2 M Ammonium citrale dibasic 48.(D012) 20% wiv Polyethylens ghyool 3,380 48.(002) 8
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wel Salt wel Butfer o Vel Polymer

48(ET| @1 M Sodium maknate pH 410 SE) Nore 480ET)  12% whv Poiyetrylene ghyool 3,350
WEH 0.2 M Sodum makonate pH 410 WEN None H1ES 0% whv Polyetylens gycol 3,580

SLES 01 M Sodum makonaiz pHED SLES More SLEY  12% whr Polyetylens giycol 3,580

% (E5 02 M Sodum malonaie pH 7.0 %(EH  Hone 5 (EE)  20% wir Polyetylens giyool 3,350
SER 4% v Tacsmaie™pH 40 SLEA  None ETIES)  12% whv Polyefrylene gyool 3,350
BUEID &% wh Tacsmale™ pH 410 B EIn SUEM|  20% wh Polyetylene giyool 3,350
HEN 4% Tacsmale™ pH 80 B Em SEN]  12% wh Polyethylense ghyool 3,550
BLEID &% v Tacsmale™ pH 5.0 BLEIS BLER  20% whr Polyeiglens ghyool 3,350
BLIFY 4% wi Tocsmale™ pH 6.0 E1.iF1) BLIFT  12% whr Polyetrylens ghyeol 3,350
&2 (F2) &% Tacsmaie™ pH 60 & F2) 2 FA  20% whr Polyetrylens ghyool 3,350
BFY 4% Tacsmale™ pH 70 aiF 12% whv Polyetrylens ghpool 3,550
B4R v Tacsmaie™ pH T B BARY 0% whr Polyetylens gyool 3,350
P 4% v Tacsmale™ pH B0 i BEFR  12% whr Polyetylens gyool 3,350
PR whr Tacsimale™ pH .0 5 (FE| BifF  20% whr Polyetylens ghyool 3,360
S1FT) 0.1 M Sucdinic acid pH 7.0 &1 ELFT  12% whr Polpetrylens ghyool 3,350
GLFE) 0.2 M Succinic acid pH 7.0 HLFR 2% whr Pyetrylans gyool 1,350

B a1 M Anmonum draietbesic g 70 L
TFI 02 MAnmonum drmetbasic pH 7O RFID

TUFI) 01 M DL-Malic acid pH 70 TLFI) TLIFIT)  12% whr Priyetrylens gyeod 3,350
TRF12 02 M DL-Maic aced pH 70 nFY TLFIZ  20% whr Poiyetrylens gyool 3,350
TG 61 M Sodum acetaie bipsratepH 70 TG TAIGEN  12% whr Polyethylens ghyool 3,580
TGN 02 M Sodum acoiaie binralepH 7.0 KGN TAMEN  20% whr Polyetylens ghyool 3,380
TS 01 M Sodum formate pH 7.0 By THIGED  12% whv Poiyetylens gyool 3,350
WIGY 02 M Sodum formate pH 70 %G8 (G4 0% whv Poiyetylens ghyool 3,350

TS 41 M Ammonum erraie dbasic pH T TGS
TMGH 02 MAnmonum ekl dbasic pHT0 RS

FIFTETEqaaaaaaaauunns

TSN % wi Tacsmaie™ pH 4.0 TGN 01 M Sodium aoetale iriydeaie pH 4.6 TRET  18% whv Polyetrylens ghyoo! 3,550
BLGH  F% v Tacsmale™ pH 50 B 01 M Sodium cirn tritasic ditdrate pH 2.6 BOGE  16% whr Polyetylens ghyool 3,350
BLIGH 2% v Tacsmale™ pH ED BLIGH 01 M BIS-TRIS p 64 BLIES  20% wh Polyetylens gyool 3,360
G 2% v Tacsmale™ pH 7.0 &G0 O MHEPESpH 7S G0 20% whr Polyetrylene ghycol 3,350
G % wir Tocsmale™ pH B0 BG o1 MTispH a5 B (G11)  16% whr Poipetrylens gyool 3,550
BLIGIA hone BLEIA 007 M Citrc acd, 003 M BS-TRIS propane / p 34 BA0E13  16% whv Polyetrylene giyool 3,350
BEHI)  None BEH1) 006 M Citric acd, 0.04 M BES-TRIS propane | gl 4.1 E5H10 16% wiv Polyethylene giyool 2,350
BEHE  Wone BE (MY 005 M Citric acd, 0.08 M BIS-TRIS propane | pH &0 BE[HE  16% whv Polyetrylene ghycol 3,380
BN Hone BTIME .04 M Citric acid, 0.06 M BES-TRIS propane / p 64 STH0 20% whv Polyerylens ghyool 3,350
BRI Mone BEM 0036 Citric aod, 0.07 M BS-TRIS propane | pH 76 S48 20% whr Polyetrylene gyool 3,380
B3(HE)  None B5HE) 002 M Citric acd, 0.08 M BIS-TRIS propare ' p 88 SELHE)  16% wiv Polyetrylens ghyool 3,350
50046 0.02 W Cakium chioride dilydrate, 904  None SR 20% whr Polyeiylene ghyool 3,350
.02 W Cadmium dhioride hydrale,
.02 W Cobal]l] chioride heatrydrm
§1.047 601 M Magnesium chioride heahydmle 1040 0.1 M HEPES sodium pH 7.0 H1IHT  15% whr Polpetylene giyool 3,550
L0 M Nickell] chioride hexatydrate
82 M8 002 M Zinc chionde G2 M hone ML 20% whr Polyetrylans ghyool 3,350
S3(H)  0.15M Cesium chiorde SAME  Nore MY  18% wh Polyetrylens ghyool 3,350
S4HW G2 M Sodium bromide SHI Mone 8400 20% whr Polpeiylene ghyool 3,350
FHI 1% wi Trypone, SEHI 005 M HEPES sodium pH 7.0 9 1) 12% whr Polyetylene gyool 3,360
Q001 M Sodium azide
BEHE 1% wiv Trypione, SEHE .05 M HEPES sodium pH 1.0 LMD 20% whv Polyeirylens ghycol 3,350
4051 M Sodium azide
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JBScreen Basic HTS

A

an

a2

o

D3

Ds

o7

D9

D0

on

Precipitant

25 % v[v Ethylene glycol

12 % v/v Glycerol

1 M 1,6-Hexanediol

2.5 M 1,6-Hexanediol

3.4 M 1,6-Hexanediol

30 % v 2-Methyl-2,6-pentanediol
30 % wiv 2-Methyl-2,4-pentanediol
30 % wfv 2-Methyl-2,6-pentanediol
30 % vfv 2-Methyl-2,4-pentanediol
30 % v/fv 2-Methyl-2.4-pentanediol
50 % v/'v 2-Methyl-2,4-pentanediol
70 % v/v 2-Methyl-2 4-pentanediol
2 % wiv Ethylene imine polymer

2 % vfv Polyethylene glycol 400
2B % w/'v Polyethylene glycol 400
30 % wfv Polyethylene glycol 400
30 % v/v Polyethylene glycol 400

30 % v/v Polyethylene glycol 400

20 % v/v Polyethylene glycol monomethyl ether 550

25 % v/v Polyethylene glycol monamethyl ether 550

10 % w/v Polyethylene glycol 1,000
30 % wiv Polyethylene glycol 1,500

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

30 % wv Polyethylene glycol monemethyl ether 2,000

Precipitant

8 % w/v Polyethylene glycol 4,000
20 % w/v Polyethylene glycol 4,000
20 % w/'v Polyethylene glycol 4,000
25 % w/v Polyethylene glycol 4,000
30 % wv Polyethylene glycol 4,000
30 % wiv Polyethylene ghycol 4,000
30 % wifv Polyethylene ghycol 4,000
30 % w'v Polyethylene glycol 4,000
30 % wifv Polyethylene glycol 4,000

30 % wifv Polyethylene glycol 4,000

30 % wv Polyethytene glycol manomethyl ether 5,000

10 % w/v Polyethylene glycol 6,000
10 % w/v Polyethylene glycol 6,000
2 % wv Polyethylene glycol 8,000

8 % w/v Polyethylene glycol 8,000

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

30 % wiv Polyethylene ghycol B,000

Precipitant 2
none

1.5 M Ammonium sulfate

10 % w /v Polyethylene glycol 8,000

20 % v/v 2-Propanal
10 % viv 2-Propanol

2 M Sodium chloride

5% wfv 2-Methyl-2 4-pentanediol
1 M Lithium sulfate

none

B % v/v Ethylene glycol

500 mM Lithium sulfate

77

Buffer

none

100 mM TRIS; pH 85

100 mM Sodium acetate; pH 4.6
100 mM tri-Sedium citrate; pH 5.6
100 mM TRIS; pH 8.5

00 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 75

100 MM HEPES; pH 75

100 mM TRIS; pH 85

100 mM HEPES; pH 75

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

100 mM HEPES; pH 7.5

100 mM TRIS; pH 8.5

100 mM HEPES; pH 75

100 mM Sodium acetate; pH 4.5
100 mM BICINE; pH 95

100 mM MES; pH 6.5

none

none

100 mM TRIS; pH 8.5

00 mM Sodium acetate; pH 4.6

Buffer

100 mM Sodium acetate; pH 4.6
100 mM tri-Sodium citrate; pH 5.6
100 mM HEPES; pH 75

100 mM Sodium acetate; pH 4.6
nong

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 65

nong

100 mM HEPES; pH 75

none

100 mM TRIS; pH 85

100 mM HEPES; pH 75

none

100 mM MES; pH 6.5

100 mM MES; pH &3

none

100 mM MES; pH 6.5

100 mM MES; pH 6.5

nong

100 MM MES; pH 6.5

10 mM Cobalt (1) chloride
none

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

200 mM tri-Sodium citrate

200 mM ium di-hyd

none

500 mM Sedium chloride
none

200 mM Cabcium 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 Nickel (1) chloride

200 mM Ammenium sulfate

Additive

none

none

none

200 mM Ammaonium sulfate
200 mM Ammonium sulfate
200 MM Ammanium acetate
200 MM Ammenium acetate
200 mM Sodium acetate
200 mM Lithium sulfate

200 mM Magnesium chloride

200 mM Ammonium sulfate

200 mM Calcium acetate
200 mM Zinc acetate

50 mM ium di-hyd

200 mM Magnesium acetate
200 mM Sodium acetate
200 mM Ammenium sulfate

200 mM Ammenium sulfate



No.  Precipitant Precipitant 2 Buffer Additive
E1 10 3% wiv Polyethylene glycol 10,000 2% vfv 14-Dioxane 00 mM BICINE; pH 9.5 none
E2 20 % wiv Polyethylene glycol 10,000 none 100 mM HEPES; pH 75 nene
E3 12 % w /v Polyethylene glycol 20,000 none 100 mM MES; pH 6.5 none
Eb 5% v 2-Propanol 2 M Ammonium sulfate none none
ES 20 % v/v 2-Propanol none 100 mM HEPES; pH 75 200 mM tri-Sodium citrate
E6 20 % v/v 2-Propanol none 100 mM Sodium acetate; pH 4.6 200 mM Calcium chloride
E7 30 % v/v 2-Propanol none 100 mM HEPES; pH 75 200 mM Magnesium chloride
E8 30 % v/v 2-Propanol none 100 mM TRIS; pH B5 200 mM Ammonium acetate
E9 10 % /v 1,4-Dioxane 1.6 M Ammonium sulfate 00 mM MES; pH 6.5 none
E10 35 % w/v 14-Dicxane none none none
EN 10% w/v Ethanal 1.5 M Sodium chloride nong none
E12 20 % v/v Ethanol none 00 mM TRIS; pH 85 none
F 25 % w/v 2-Methyl-2-propanol none 00 mM TRIS; pH 85 none
F2 35 % w/v 2-Methyl-2-propanol none 100 mM tri-Sadium citrate; pH 5.6 none
F3 1 M Imidazole; pH 7.0 none none none
I F4 1M Lithium sulfate none 00 mM TRIS; pH 8.5 10 mM Nickel (I1) chloride
F5 1.5 M Lithium sulfate none 100 mM HEPES; pH 75 none
F& 400 mM Potassium Sodium tartrate none none nong
F7 B00 mM Potassium Sodium tartrate none W00 mM HEPES; pH 75 none
1.4 M tri-Sadium citrate none 00 mM HEPES; pH 75 mone
Fa ‘1.6 M tri-Sodium citrate; pH 6.5 none nong none
F10 10 % w/v Jeffamine® M-600 none 00 mM tri-Sodium citrate; pH 5.6 10 mM Iron (1) chloride
F1I1 20 % v/v Jeffamine® M-600 none 100 mM HEPES; pH 75 none
F12 30 % v/v Jeffamine® M-600 none 100 mM MES; pH 6.5 50 mM Cesium chloride
No.  Precipitant Precipitant 2 Buffer Additive
61 800 mM Potassium di-hydregen phosphate 80D mM Sadium di-hydrogen phosphate 100 mM HEPES; pH 75 none
G2 400 mM Ammonium di-hydrogen phosphate none none none
G3 1 MAmmonium di-hydrogen phosphate none 100 mM tri-Sadium citrate; pH 5.6 none
Gé 2 M Ammonium di-hydrogen phosphate none 100 mM TRIS; pH 8.5 none
Gs 2 M Ammonium formate none 00 mM Sodium acetate; pH 4.6 none
GE &M Ammonium formate none W mM HEPES; pH 75 none
a7 2 M Ammonium formate none none none
G& 500 mM Ammenium sulfate 1 M Lithium sulfate 100 mM tri-Sedium citrate; pH 5.6 nene
Gy 1.6 M Ammonium sulfate naone 100 mM HEPES; pH 7.5 100 mM Sodium chloride
G0 1.8 M Ammonium sulfate none 00 mM MES; pH 6.5 10 mM Cobalt (1) chloride
Gn 2 M Ammonium sulfate none 100 mM TRIS; pH 85 none
G2 2 M Ammonium sulfate none none none
H1 2 M Ammonium sulfate none 100 mM Sodium acetats; pH 4.6 none
H2 2 M Ammonium sulfate none 100 mM tri-Sedium citrate; pH 5.6 200 mM Potassium Sodium tartrate
H3 200 mM Magnesium formate none none none
H4 16 M Magnesium sulfate none 00 mM MES; pH 6.5 none
H5 2 M Magnesium chloride none 00 mM BICINE; pH 9.5 none
HE 1 M Sodium acetate nane W00 mM Imidazole; pH 6.5 none
HT 1M Sodium acetate none 100 mM HEPES; pH 75 50 mM Cadmium sulfate
HE 14 M Sodium acetate none 100 mM MES; pH 6.5 nene
H9 500 mM Sodium chloride 10 mM Magnesium chloride none 10 mM Cetyltrimethylammonium bromide
HI0 2 M Sodium chloride none 100 mM Sodium acetats; pH 4.6 none
H11 2 M Sodium chloride none 100 mM MES; pH 6.5 100 mM Sodium di-hydrogen phosphate, 100 mM Potassium di-hydrogen phosphate
H12Z 43 M Sodium chloride none 100 mM HEPES; pH 75 none
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