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1 Uvod

Serpiny, nachazejici se ve slinach klistéte, v souasné dobé piedstavuji potencidlni
adepty na vyrobu 1é¢iv. Diky své Siroké Skale ucinkd na imunitni systém ¢lovéka by mohly
predstavovat feSeni pro pacienty trpici napf. problémy se srazlivosti krve, chronickymi
zanéty nebo poruchami komplementového systému. Pro spravné urCeni funkce

jednotlivych serpinti je vSak klicové znat jejich chemickou strukturu.

Tato prace se zabyva hledanim idedlnich podminek pro expresi serpinu Iripin-4
z Ixodes ricinus. V prubéhu prace byly k transformaci pouzity ruzné typy bungk, kultivace
probihala v n¢kolika typech zivného media a pfi rtiznych teplotich, také byla vyzkouSena
riznd koncentrace indukéniho faktoru. Nésledné byl protein purifikovan pomoci
vybranych chromatografickych metod a byly hledany podminky, ve kterych by mohlo dojit
k rustu proteinovych Kkrystali. Tyto podminky byly nasledné optimalizovany s cilem

vypé&stovat dostateéné mnozstvi velkych monokrystalt serpinu v difrakéni kvalité.



2 Klisté Ixodes ricinus

vvvvvv

zptisobem Zivota. Zivi se zcela krvi obratlovel, pficemz se pfichyti a zlstavaji na kuzi

hostitele nékolik dni (Sonenshine & Roe, 2014a).

2.1 Vyvoj klistéte Ixodes ricinus

Ixodes ricinus potiebuje ke svému spravnému vyvoji tfi rizné hostitele, jedna se tedy
o tzv. tithostitelsky cyklus. Druh hostitele se odviji podle vyvojového stadia klistéte. Larvy
parazituji na drobnych hlodavcich, jestérkach a ptacich, podobné jako nymfy, které uz ale
vyhledéavaji 1 vétsi obratlovce. Dospélé samice napadaji hlavné vétsi lesni zvet, dale pak
domaci kopytniky, psy a kocky. Na tomto kone¢ném hostiteli dochazi kromé¢ sati krve také
k oplozeni samice klistécim samcem (Volf & Horak, 2007). Po Gplném nasati znaéné
zvétsené samice odpadnou a ¢ekaji, az se zacnou produkovat vajicka, kterych se vytvari
nékolik tisic. Tato vajicka pak nakladou na zem a umiraji. Mezi Casté hostitele patfi
samoziejmé 1 ¢lovek, ktery mize byt napaden béhem jakéhokoliv vyvojového stupné

klistéte (Votypka et al., 2018).

Za optimalnich podminek délka vyvoje trvd dva roky, ovSem v pfirozenych
podminkach vyvoj trva nejcastéji ti roky. Za nepfiznivych podminek, zejména v piipade
nepiitomnosti hostitele pro jednotlivd stddia, mlize vyvin trvat az Sest let. Na délku
vyvojového cyklu méa také vliv rocni obdobi, ve kterém dochézi k nasati krve larvami,
nymfami ¢i dosp€lymi samicemi. Obdobi nasati krve ovliviiuje, zda se klist¢ metamorfuje
jesté vtom samém roce nebo az v roce nasledujicim. Z epidemiologického hlediska je
dilezité 1 to, zda klisté pfezimuje hladové nebo nasaté. Pravé fyziologicky stav urcuje, zda

........

nenasata klistata (Stanko & Slovak, 2019).

2.1.1 Nalezeni hostitele

Klisté Ixodes ricinus je slepé, tudiz je nuceno své okoli vnimat prostfednictvim
raznych chemickych signali. Tyto chemické signaly jsou zaznamenéavany tzv. Hallerovym
organem, umisténym na konci pfednich koncetin, proto samice ¢ihaji na své hostitele

na vegetaci, kde jsou schopné pfedni koncetiny doSiroka roztahnout. Hallerdv organ je



vysoce citlivy 1 na nepatrné rozdily v koncentraci vydechovaného oxidu uhli¢itého
a dalsich latek, které upozorni samici na pfitomnost potencialniho hostitele. K priniku do
pokozky hostitele, fixaci ve tkéni a naslednému sani slouzi samicim specificky uzptisobeny

chobotek, tzv. hypostom, ktery je vidét na Obr. 1 (Votypka et al., 2018).

Obrazek 1: Hypostom klistéte obecného (Pelanek, 2019)

2.1.2 Kousnuti klistétem a prenos slin

Mechanismus kousnuti je velmi sofistikovany. Po nalezeni vhodného mista na kizi
se klisté pfichyti a pfisaje se pomoci hypostomu. Do vzniklé rany je nasledné sekretovana
latka, tzv. cement, kterd zabrafuje klistéti v predéasném odpadnuti. Uloha slin je stale
studovéana, pfi¢emZ vétSina molekul v nich jiz byla identifikovana. Latky obsaZené ve
slinach maji farmakologické Uc€inky (napf. na srdZeni krve) a zdroven inhibuji imunitni
odpovéd’ hostitele prostiednictvim imunosupresivnich molekul specializovanych na rizné
typy buncék imunitniho systému. Mezi takové imunosupresivni molekuly patii inhibitory

proteaz: serpiny, Kunitzovy inhibitory a cystatiny (Prevot et al., 2007).



3 Nemoci pirenasené klistétem Ixodes ricinus

V Evropé je Ixodes ricinus nejvice rozSifenym druhem klistéte. Tento druh je
prenasecem viru klistové encefalitidy a bakterie Borrelia burgdorferi, ktera je ptivodcem
lymské borelidzy. Z hlediska mediciny se klistéti ptiklada velky vyznam zejména proto, ze

proti lymské borelidze zatim neexistuje vakcina (Madison-Antenucci et al., 2020).

3.1 Klist’ova encefalitida

Priabéh Kklistové encefalitidy ma zpravidla dvé faze. Prvni faze je provazena
prodromalnimi symptomy piipominajicimi chiipku. Ve druhé fazi dochazi k rozvoji
poruch, jako jsou asepticka meningitida, encefalitida nebo meningoencefalitida. Skoro
50 % pacienti ma po nakazeni kliStovou encefalitidou trvalé nasledky (Madison-

Antenucci et al., 2020).

3.2 Lymeska borelioza

Ptiznaky borelidzy jsou rozdéleny do tii stadii: pocatecni, diseminovand a pozdni.
Mezi ptiznaky pocatecni faze patii horecka, zimnice, bolest hlavy, Ginava, bolest svalil
a kloubti. Nejcast€j$im pocateCnim projevem je Cervend skvrna v misté kousnuti klistétem.
Cervena skvrna, nazyvana erythema migrans (EM), se u vétsiny lidi objevuje cca sedmy
den po kousnuti, obvykle pied nastupem horecky. K prenosu bakterii Borrelia burgdorferi
do téla hostitele dochazi béhem 36 az 72 hodin. K druhé fazi, diseminované, muze dojit
po nékolika dnech i1 tydnech od pocatecnich piiznakii. U pacienti mlZe pokraCovat
bolest zad a koncetin, obrna hlavovych nervii a zanét mozkovych blan. Ve vzacnéjsich
piipadech se mlze objevit srdecni zanét projevujici se horeckami, silnym busenim srdce,
bolesti na hrudi a duSnosti. Mezi nejcastéjsi pfiznaky pozdni fdze nemoci patii artritida
v jednom nebo ve vice velkych kloubech. Mén¢ cCastymi piiznaky jsou encefalopatie

a neuropatie (Sonenshine & Roe, 2014b).

3.2.1 Soucasna strategie v boji proti nakaze
Jednim ze zplsobl, jak predejit pfemnoZeni kliStat a tim snizit riziko ndkazy, je
pouziti akaricidi. Akaricidy jsou ovSem z dlouhodobého hlediska nevyhodné, jelikoz si

kliSt'ata mohou na tyto pfipravky vytvofit toleranci a zaroven znecist'uji zivotni prostiedi.
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Zaroven je vyvoj novych akaricidi dlouhy a finan¢né naro¢ny. Klasickym zpisobem
obrany pted klistaty je pouziti repelentu. Idealni repelent by mél poskytovat ochranu
minimalné¢ po dobu osmi hodin, mél by byt nedrazdivy a bez zapachu. Soucasnym
problémem repelentil je obsah toxickych latek. Nejzndméjsi toxickou latkou nachéazejici se
v repelentech je permethrin. Nicméné jsou zde ijiné metody. Napiiklad genetické
modifikace klist’at, jejichz cilem by bylo snizeni poc¢tu kousnuti nebo ttok klist'at na jiné
zivoCichy, u kterych nakaza nehrozi. Prevence lidi pted klist'aty stale do znacné miry zavisi
na akaricidech a repelentech, ale v genovém inzenyrstvi kli§tat nyni dochazi k velkym
pokroktim. V porovnani s témito vSemi zpusoby prevence pied nakazou se vSak jako
nejlepsi feSeni jevi vakcinace. Na slozeni vakciny pracuji védei z celého svéta a bylo
zjisténo, ze samotné klistéci sliny obsahuji dilezité latky, které by pro vyvoj vakciny

mohly byt klicové (Boulanger et al., 2019).

3.2.2 Imunitni systém klist’at

Larvy Kklistéte Ixodes ricinus jsou po vylihnuti z vajicek zdrava, az teprve pii
kontaktu s kuzi a krvi hostitele dochazi k nakaze samotného klistéte. Klistata jsou zaroven
ve svém prostiedi vystavena patogennim mikroorganismium i v dobé, kdy na hostitelich

neparazituji. Proto imunitni systém klist'at musi byt stale aktivni (Fogaga et al., 2021).

U klistat se objevuji obé slozky specifické imunity: bunécnd a humoralni. Hlavnimi
zdroji molekul a bun¢k nutnych pro spravny prubéh imunitni reakce jsou hemolymfa,
slinné zlazy a tukové téleso. Dulezitou soucasti bunéné imunity jsou hemocyty, buiky
volné cirkulujici v hemolymf€. Hemocyty hraji vyznamnou roli pii obrané proti
mikrobialni infekci a jejich pocet se zvySuje v reakci na bakterie ¢i viry. Zralé hemocyty

pak zprostiedkovavaji napt. fagocytozu (Aguilar-Diaz & Cossio-Baytgar, 2018).

Hemocyty také produkuji fadu molekul, které jsou uvoliiovany do hemolymfy,
odkud jsou déle transportovany do dalSich tké&ni, napt. do slinnych Zlaz. Tyto molekuly
jsou soucasti humoralni imunity a patfi mezi né protedzy, inhibitory protedz, koagulacni
faktory a antimikrobialni peptidy. Funkci téchto molekul je pfedev§im ochrana tkani
a zabijeni patogent (Aguilar-Diaz & Cossio-Bayugar, 2018). Klistata béhem sani krve
Z hostitele vylu€uji imunosupresivni latky, mezi které patii pravé serpiny, aby byla

potlac¢ena imunitni odpovéd’ hostitele a nebylo tak ohrozeno zdravi samotného klistéte.



4 Serpiny

Serpiny patfi mezi inhibitory serinovych proteaz. Proteazy jsou vSudypiitomné
enzymy §tépici proteiny na mensi peptidy a aminokyseliny. Cinnost proteaz je kli¢ova pro
fadu fyziologickych procesti, jako je naptf. vyvoj tkdni. Mnohem dulezitéjsi je ovSem
skutecnost, ze ftada proteaz zprostiedkovava obranné a homeostatické procesy jak
U bezobratlych, tak u obratlovci. Takovymi procesy jsou zejména koagulace plazmy,
perforace bakterialni stény komplementem, aktivace cytokint a fagocytdza. Kromé serpinti
se mezi inhibitory serinovych protedz ve slindch kliStéte fadi inhibitory typu Kunitz
a Kazal a trypsinové inhibitory. VSechny tyto skupiny se mezi sebou lisi jak strukturou, tak
1 svymi u¢inky. OvSem zatim nejvice dostupnych informaci mame o serpinech, jelikoz je

velky zajem o pochopeni jejich funkce (Blisnick et al., 2017).

4.1 Serpiny ve slinach kliStéte

Vzhledem ktomu, Ze klistata potfebuji relativné dlouhou dobu na nasati krve,
vyvinuly se u nich mechanismy, které potlacuji obranné reakce hostitele. Mezi takové
mechanismy patii vypuSténi slin do rany, coZ umozni klistéti spéSné nakrmeni. Sliny
klistat totiz obsahuji serpiny, které dokdzou potlacit imunitni odpovéd’ a zabranuji
vytvafeni krevnich srazenin. Prvnim charakterizovanym serpinem v kliStécich slinach je
imunosupresor Iris. Iris zabranuje srazeni krve a brani adhezi krevnich desti¢ek pomoci
neznamého mechanismu. Kromé& pisobeni na hemostazu Iris inhibuje sekreci

prozanétlivych cytokind jako jsou IFN-y a IL-6 (Meekins et al., 2017).

Dalsimi dobte popsanymi serpiny v klistécich slinach jsou IRS-2, Iripin-3, Iripin-5
a Iripin-8. Uginkem Iripinu-2 je zabraiiovani tvorby edému a inhibice prozanétlivych
proteaz jako jsou katepsin G, chymaza zirnych bunék a trombin. Inhibice katepsinu G
pfispiva k inhibici shlukovéni krevnich desti¢ek. Nedavné studie dokonce naznacuji, ze
IRS-2 mize interferovat s mechanismy adaptivni imunity (Meekins et al., 2017). Iripin-3
siln€¢ inhibuje proteolytickou aktivitu serinovych protedz kallikreinu a matriptazy.
Pfi pokusech in vitro bylo zjisténo, ze Iripin-3 je schopny regulovat adaptivni imunitni
odpovéd’ oslabenim proliferace CD4" T lymfocyti. Kromé vlivu na ziskanou imunitu
Iripin-3 inhibuje vné&j$i hemokoagulacni kaskadu a snizuje produkci cytokini IL-6
prostfednictvim makrofagi (Chlastakova et al., 2021). Iripin-5 ptsobi jako regulator

obranyschopnosti hostitele tim, ze zhorSuje migraci neutrofildi, potlacuje produkci oxidu
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dusnatého a méni funkce komplementu (Kas¢akova et al., 2021). Iripin-8 inhibuje serinové
proteazy zapojené do prub&hu koagulace a funkce komplementu. Mezi tyto proteazy patii
trypsin, trombin, faktor Xa, faktor Xla, faktor Vlla, faktor 1Xa, kallikrein a plasmin (Kotal
etal., 2021).

4.2 Struktura serpint
Serpiny jsou tvofeny piiblizn¢ 400 aminokyselinami a zaujimaji metastabilni nativni
konformaci, ktera je klicova pro jejich spravnou funkci. Tato konformace sestava

z konzervované sekundarni struktury slozené z B-skladanych listi A, B, C a nejméné

7 a-helixt (Silverman et al., 2001).

Charakteristickym znakem serpint je reaktivni centralni smycka (tzv. reactive centre
loop — RCL), ktery se nachazi mezi A a C B-skladanymi listy. Jedna se o oblast tvofenou
ptiblizné 20 aminokyselinami, ve které dochazi ke $tépeni vazby mezi pozicemi P1 a P1’
pti reakci s proteazou. Kdyz je vazba rozstépena, RCL se pifesouva spolu s navazanou
protedzou na opacnou stranu serpinu a vytvaii s protedzou komplex prostiednictvim

kovalentni vazby. Tento proces je znazornén na Obr. 2 (van Gent et al., 2003).

Proteases

Covalent complex

A) (B)

Obrazek 2: Struktura serpinu a mechanismus tvorby komplexu (Mkaouar et al., 2019)



Oznaceni mista Stépeni je dano podle vzdalenosti dvou aminokyselin, mezi kterymi
ke Stépeni dochazi. Od N-konce proteinu jde ¢islovani pozic v potadi P4, P3, P2, P1.
Od C-konce proteinu jde Cislovani pozic stejnym zptisobem, pouze S upravenym znacenim
P1°, P2°, P3’, P4" (Rawlings et al., 2018). Misto S§tépeni mezi pozicemi P1 a P1’ je

znizornéno na Obr. 3.

Cleavage site
P4 — P3 - P2 — P1 §P1'—P2'-P3'

Obrazek 3: Oznaceni pozic aminokyselin, kde doéhézi k rozstépeni proteinu (Rawlings et al.,
2018)

Serpiny mohou zaujmout bud’ bézné, nebo abnormalni konformace. Abnormalnimi
konformacemi jsou polymery serpint a tzv. 6-formy, mezi bézné konformace patii nativni,
castecné vlozena nativni, latentni a rozSt€pend. Do samotné inhibice jsou ovSem zapojené

pouze nativni, latentni a rozst€pena (Dunstone & Whisstock, 2011).

Nativni forma, nebo také S (,,stressed) forma, reaguje s pfislusnou proteazou. RCL
je zde nerozStépeno a vy€nivd smérem ven tak, aby bylo moZné vytvorit komplex
s proteazou (Whisstock et al., 1998). Vytvofeny komplex s aktivnim mistem proteazy Se
nazyva Michaelisiv komplex a protedaza je zde k RCL vazana nekovalentni vazbou

(Dunstone & Whisstock, 2011). Schémata téchto forem serpinu jsou na Obr. 4.



Obrazek 4: A — nativni forma serpinu, B — Michaelistiv komplex (vytvofeno v PyMOL).
Na obrazku jsou A B-sheety znazornény modie, RCL ¢ervené a reagujici protedza je

zelend.

Z nativni formy mohou serpiny piejit do latentni konformace, ktera je vice stabilni a
ktera jiz neni schopna nijak interagovat s proteazou. V tomto typu konformace se RCL
vsouva doprostied B-sheetl A tim, Ze se presune s1C vldkno, na které je RCL vazano.
Tento presun s1C vlakna z B-sheeti C a vimezefeni RCL mezi B-sheety B vytvaii ohyb ze
spodni strany serpinu. Serpiny Vv latentni konformaci mohou byt pfeménény zpét na nativni
formu diky denaturaci (Silverman et al., 2001). Latentni konformace serpinu je zobrazena
na Obr. 5.

Obrazek 5: Latentni konformace serpinu (vytvofeno v PyMOL). Zde jsou A B-sheety

znazornény modie a RCL Cerveng, s1C vldkno je vyznaceno zelen¢.
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Nejvice stabilni formou serpinu je jeho rozstépend forma, tzv. R (,,relaxed®) forma.
K vytvofreni této formy dochézi tim. Ze celé RCL je vsunuto mezi B-sheety A, ale tentokrat
je s1C vlakno od RCL odstipnuto (Silverman et al., 2001). Rozstépena forma serpinu je na
Obr. 6.

Obrazek 6: Rozstépena konformace serpinu (vytvoreno v PyMOL). A B-sheety jsou

znazornény modie a RCL Cervené.

Po navézani protedzy na RCL a vytvoteni Michaelisova komplexu dochézi k pfesunu
RCL na opacnou stranu serpinu. V této poloze je vytvoien komplex serpin-enzym, v némz

jsou tyto dvé molekuly spojeny kovalentni vazbou (Obr. 7) (Silverman et al., 2001).

4.2.1 Mechanismus inhibice proteaz serpiny

Serpiny inhibuji proteazy zvlasStnim ireverzibilnim mechanismem. Tim, ze se
protedzy navdZzou na serpin a vytvoii snim komplex, proteazy podstupuji velkou
konformac¢ni zménu, ktera narusi jejich aktivni misto. Na zacatku je vytvoren nekovalentni
Michaelistiv komplex prostfednictvim vazeb mezi aktivnim mistem proteazy a RCL
serpinu v mistech P1-P17, kde také pozdé&ji dochazi ke §tépeni. Po navazani aktivniho mista
serinové proteazy na RCL dochdzi k vytvofeni kovalentni esterové vazby mezi protedzou
a uhlovodikovym fetézcem RCL v pozici P1, zaroven v pozici P1-P1” dochazi k rozstépeni
vlakna. Je pravdépodobné, ze pravé v tomto stddiu se RCL za¢ind vsouvat mezi vldkna
B-sheetu A a timto zptisobem s sebou pienasi i kovalentné navazanou proteazu (Silverman

et al., 2001). Takto vytvofeny komplex je zobrazen na Obr. 7.
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Obrazek 7: Komplex serpin-enzym spojeny kovalentni esterovou vazbou (vytvofeno
v PyMOL). A B-sheety jsou znazornény modie, RCL Cervené a reagujici proteaza je

zelené.

Po kompletnim piesunu RCL mezi vlakna B-sheett A je proteaza premisténa o vice
nez 70 A a jeji aktivni misto je naruSeno. Aktivni misto je naruSeno tim zpiisobem, Ze
poloha katalytické triady (tfi aminokyselin v aktivnim misté proteazy zodpovédnych
za proteolytickou reakci) je zménéna o 3 A — potvrzeno u trypsinu (Chen et al., 2019).
Zdeformovani proteazy, a tim i jeji inaktivace, je dusledek vlozeni RCL mezi vlakna
B-sheett A a tak zptuisobeného tlaceni proteazy proti zakladné serpinu. Energie potiebna na
mechanismus inhibice pochazi z pfechodu do mnohem stabilngjsi, rozstépené konformace

V porovnani s nativni formou serpinu (Silverman et al., 2001).
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5 Krystalografie

K objasnéni struktury proteinii Se pouzivaji rizné metody jako napf. nuklearni
magneticka rezonance (NMR spektroskopie), kryoelektronova mikroskopie (cryoEM) nebo
makromolekularni krystalografie, ktera je v této praci popisovana. Vlastnosti a funkce
makromolekul jsou dany jejich strukturou, proto je nutné jeji objasnéni (Rupp, 2010). Aby
bylo mozné tyto informace ziskat, je nezbytné nejdiive vykrystalizovat vhodné proteinové
krystaly, které dobte difraktuji paprsky rentgenového zatreni. OvSem Krystalizace proteinti
je naroc¢na, jelikoz existuje velké mnozstvi faktorli, které ovliviiuje jeji vysledek (Kuta

Smatanova, 2006). Faktory ovliviiujici vznik krystald jsou uvedeny v Tab. I.

Tabulka I: Faktory ovlivijici vznik a rast krystalt (Krauss et al., 2013)

Fyzikalni faktory Chemické faktory Biochemické faktory
Koncentrace precipitatniho )
Teplota o Homogenita vzorku
¢inidla
Tlak pH Modifikace v sekvenci
Viskozita Typ pufru Posttransla¢ni modifikace
Vibrace a zvuk Koncentrace vzorku Chemické modifikace
Cas Kovové ionty Agregace
Povrch krystaliza¢ni
i Tézké kovy Proteolyza
desticky
) _ Ligandy, kofaktory
Manipulace se vzorkem Necistoty

a inhibitory

Zakladnim principem krystalizace je snizeni rozpustnosti proteinu tim, ze do roztoku
je pridano precipitacni ¢inidlo. Mezi zékladni precipitacni Cinidla patfi soli (napf. NaCl,
((NH4)2SO4, MgCl2) a organicka rozpoustédla (napt. methanol, ethanol, aceton). Pokud
koncentrace roztoku proteinu piekro¢i limit rozpustnosti, roztok se stava presycenym.
V téchto podminkach nasledné vznikaji krystalizacni jadra, jejichz postupnym ristem

vznikaji krystaly (Kuta Smatanova, 2006).

Nejpouzivangjsi metodou K rustu krystalt je difuze par. Krystalizace zaloZena na
difazi par je nejcastéji aplikovana pro kapky sedici (tzv. ,,Sitting drop*). Mezi dal$i mozné

difuze par patii visici kapka (tzv. ,,hanging drop*) a sendviova kapka (tzv. sandwich
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drop®). U metody sedici kapky je kapka usazena ve stojanku umisténém v rezervoaru.
Kapka je tvofena smési roztoku proteinu a precipitaniho ¢inidla (Rupp, 2010). Pii
pocatecnich pokusech je tento roztok nejbéznéji pfipravovan v poméru 1:1, pozdéji mize
byt tento pomér upravovan podle potieby. Uvniti rezervodru je precipitacni cinidlo.
Tésnéni otvoru rezervoaru v krystalizacni desticce je zabezpecCeno nejcastéji kiistalove
Cistou tésnici paskou. Vzhledem k tomu, ze v kapce je nizsi koncentrace precipitantu nez
Vv samotném precipitacnim c¢inidle, dochazi k vypatovani vody zkapky do rezervoaru.
Spole¢né¢ za pusobeni vhodnych fyzikalné-chemickych faktord pro rast krystall
konkrétniho proteinu se mohou vytvofit krystaly (Kutd Smatanova, 2006). Schéma této

metody je na Obr. 8.

Lepici paska \

Smés proteinu a precipitacniho
¢inidla Voda

hN

g

Precipitacni ¢inidlo

Obrazek 8: Schéma sedici kapky

Pro pocatecni pokusy je vyhodné nejdiive pouzivat komeréné dostupné sady
krystaliza¢nich cinidel, tzv. screening kits. Jednd se o screening velkého mnoZstvi
podminek za pouziti relativné malého mnozstvi proteinu. Na zakladé téchto vysledkd se
mohou déle optimalizovat podminky krystalizace jako jsou fyzikalné-chemické faktory pro

rust 1épe usporadanych krystalti (Kutd Smatanova, 2006).
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6 Cil prace

Serpiny ve slinach klistéte Ixodes ricinus jsou imunologicky aktivni
a farmakologicky vyznamné molekuly. Pro lepsi objasnéni funkce je nutné urcit strukturu

proteinu. Tato prace je zaméfena na dosud strukturné neprozkoumany protein Iripin-4.

Cilem této prace je zvladnuti krystalizaénich metod na modelovém proteinu. Dale
exprese a purifikace proteinu Iripin-4 pomoci standardnich chromatografickych metod
a jeho nasledna krystalizace. Po ur¢eni vhodnych krystalizacnich podminek je zamérem
prace optimalizace krystald v difrakéni kvalité, jejich otestovani apokus o ziskani
difrakénich dat.
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/ Material a metody

7.1 Transformace

K transformaci byly pouzity tfi typy kompetentnich bunék. Jejich nazvy a specifikace

jsou uvedeny Vv nasledujici Tab. II.

Tabulka 11: Kompetentni buniky pouzité k transformaci

Typ bunék Vyrobce
BL21(DE3) Competent Cells New England Biolabs
Rosetta-gami 2(DE3) Competent Cells Sigma-Aldrich
BL21-CodonPlus Competent Cells Agilent Technologies

Protein Iripin-4 byl jiz naklonovan v klonovacim vektoru pET-17b o koncentraci

68 ng/ul a byl poskytnut Katedrou medicinské biologie PiF JU.

Bunky musely byt nejdfive rozmrazeny ponechanim na ledu, dokud nezmizely
posledni ledové krystaly. K bunkam bylo nasledné ptidano po 1 pl plazmidové DNA o jiz
zminéné koncentraci. Vzniklé smési byly lehce promichany a umistény na led na dobu 30
minut. Po 30 minutach byly vSechny tfi mikrozkumavky umistény do vodni 1azné o teploté
42 °C. Bunky BL21(DE3) zde byly ponechany po dobu 10 vtefin, buriky BL21-CodonPlus
20 vtefin a bunky Rosetta-gami 2(DE3) 30 vtefin, vSe bylo provadéno podle protokolu
ur¢enym vyrobcem. Béhem tohoto procesu, tzv. heat shock, dochazi k ptijeti vektoru do
komplementni bunky pifes pory vbun&né sténé. Poté byly mikrozkumavky opét
ponechany na ledu na 5 minut. Nasledné bylo ke kazdé smési napipetovano 200 pl SOC
media 0 pokojové teploté. Ukolem SOC media je obnova a stabilizace kompetentnich
bunék po transformaci. Po ptidani SOC media byly vSechny tii smési umistény do tfepacky
predehraté na 37 °C a byly tam ponechany po dobu 60 minut pii 180 rpm. Mezitim byly
nahfaty na 37 °C Petriho misky sagarem obsahujici bud’ jen samotny ampicilin nebo
ampicilin spole¢né s chloramfenikolem. Po uplynuti 60 minut byly smési rozetieny dle

nasledujiciho schématu na Obr. 9.
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BL21(DE3) Rosetta-gami 2(DE3) BL21-CodonPlus

ampicilin ampicilin ampicilin ampicilin
50 pl 184 pl 50 pl 184 ul

ampicilin
50 pl

BL21-CodonPlus

ampicilin, ampicilin,

chloramfenikol
184 pl

chloramfenikol
50 pl

Obrazek 9: Schéma roztéru bunék na agar

Byly aplikovany riizné objemy, aby mohla byt nasledné¢ ovéfena Gcinnost antibiotik.

Petriho misky s nao¢kovanymi buitkami byly inkubovany pies noc pii teploté 37 °C.

7.2 Pilotni exprese

Pilotni exprese byla provedena ztoho divodu, aby bylo zjiSténo, které podminky

umoziuji proteinu nejvyssi expresi.

Pomoci $picky byla z agaru odebrana kolonie bunék a umisténa do 15 ml Zivného
media, do kterého byl pfidan ampicilin, jehoZz koneéna koncentrace v roztoku ¢inila 0,05
mg/ml. V ptipadé¢ kompetentnich bun¢k BL21-CodonPlus byl do roztoku piidan
chloramfenikol o stejné vysledné koncentraci. Byly pouzity dva typy media — lysogeny
broth a terrific broth medium (déale jen LB a TB medium) pro kazdy typ kompetentnich
bunék. Rozdilem mezi témito zivnymi medii je to, Ze TB medium obsahuje navic glycerol,
ktery predstavuje zdroj energie pro mnozici se kompetentni buniky. Tyto kultury byly

uloZeny na tfepacku a inkubovany pies noc pii 37 °C a 220 rpm.

Nasledujici den bylo do 48 konickych zkumavek napipetovano 15 ml zivného media.
Do zivného media byl ptidan ampicilin, v pfipadé¢ kompetentnich bun¢k BL21-CodonPlus

jesté navic chloramfenikol, o vysledné koncentraci 0,05 mg/ml. Do takto pfipravenych
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zivnych medii byla po 1 ml pfidana pfes noc namnozena bunéc¢na kultura. Nasledné byly
tyto zkumavky uloZeny na tfepacku o teploté¢ 37 °C. Bunécné smesi byly tiepany do té
doby, dokud se jejich opticka hustota (ODeoo) nepohybovala v rozmezi 0,5 — 0,6. Po
dosazeni pozadovanych hodnot byl do bunétnych kultur pfidan lzopropyl B-D-1-
tiogalaktopyranozid (IPTG) tak, aby kone¢na koncentrace IPTG v roztoku byla 1 mM.
Ugelem piidani IPTG je indukce exprese proteinu tim, Ze spousti transkripci lac operonu.
Tyto kultury byly umistény do tfi tfepacek o rozdilné teplote — 18 °C, 25 °C a 37 °C
s ota¢kami 180 rpm. IPTG bylo pfidano pouze k poloviné kultur, a to z davodu, abychom
byli pozdé&ji schopni porovnat expresi proteinu v indukovaném a neindukovaném mediu.

Riizné podminky pro expresi proteinu jsou shrnuty v nasledujici Tab. Il1.
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Tabulka 11I: Podminky pro expresi proteinu Iripin-4

Antibiotikum Koncentrace
Typ bunék Kultivaéni medium Teplota
v kultivacnim mediu IPTG
o 0,001 M
18°C —
LB medium ampicilin 25°C O‘(;O;M
37 °C 0,001 M
BL21(DE3) Oso“l”M
18 °C —
TB medium ampicilin 25°C O'ZO;M
o 0,001 M
37°C —
o 0,001 M
18 °C —
LB medium ampicilin 25°C O'EO;M
o 0,001 M
Rosetta-gami 37°C —
2(DE3) 18 °C 0,001 M
oM
TB medium ampicilin 25°C O'(;O;M
o 0,001 M
37°C o
o 0,001 M
18 °C —
ampicilin 25°C 000 M
(VY]
37 °C 0,001 M
LB medium OSOTM
18°C :
oM
ampicilin, P 000 M
chloramfenikol oM
37 °C 0,001 M
BL21-CodonPlus - SOTM
18°C -
ampicilin 25°C o0 M
oM
37 °C 0,001 M
TB medium OSOTM
18 °C :
oM
ampicilin, o5 oG 000 M
chloramfenikol oM
o 0,001 M
37°C =
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Tésné pied inkubaci byl odebran kontrolni vzorek v ¢ase 0 hodin. Pak z kultur
inkubovanych v teplotach 25 °C a 37 °C byl odebran po 3 hodinach a po 6 hodinach 1 ml
vzorku. Z kultur inkubovanych v 18 °C byl 1 ml odebran ihned po umisténi na tfepacku, po
6 hodinach a dal$i den rano. Takto odebrané vzorky byly umistény do centrifugy na
1 minutu al14 000 rpm, aby se od sebe oddélily bunky a Zivné medium — pelet
a supernatant. Ponechan byl pouze pelet, ktery byl uskladnén do mrazaku o teploté —18 °C.

7.3 Analyza vzorki

K rozmrazenym peletim z pilotni exprese bylo pfidano 500 pl lyza¢niho pufru
(50 mM K3POs, 400 mM NaCl, 100 mM KCI, 10% glycerol, 0,5% Triton X-100, 10 mM
Imidazol; pH 7,8). Pomoci vortexu byly pelety slyzaénim pufrem fadné promichany
a ponofeny na 3 minuty do tekutého dusiku. Po 3 minutach byly vzorky z dusiku vyjmuty
a umistény na plotnu o teploté¢ 42 °C. Po rozpusténi peletii byl tento proces opakovan jesté
trikrat. Poté byly vzorky centrifugovany po dobu 1 minuty pii 15 000 rpm ve 4 °C. Po
centrifugaci byl odebran supernatant do novych mikrozkumavek a pelet byl ponechan
Vv ptivodnich mikrozkumavkach. K 200 ul supernatantu bylo piidano 66 pl 4x SDS - PAGE
vzorkového pufru a k peletu bylo ptidano 250 pl 1x SDS — PAGE vzorkového pufru. Takto
ptipravené vzorky byly vafeny na plotné o teploté 95 °C po dobu 5 minut. Vzorky byly
nasledné analyzovany na zéklad¢ vysledki z SDS — PAGE elektroforézy a byly vybrany

podminky, ve kterych doslo k nejvyssi expresi proteinu.

7.3.1 SDS - PAGE elektroforéza
K SDS — PAGE elektroforéze byly pouzity 12,5 % gely. Chemikalie potiebné pro

piipravu koncentra¢niho a separa¢niho gelu jsou uvedeny v nasledujici Tab. IV.

Tabulka I'V: Chemikalie a jejich objemy potiebné pro piipravu jednoho 12,5 % gelu

Koncentracni gel Separacni gel
40 % akrylamid 250 pl 40 % akrylamid 1,56 ml
H,0 1,46 ml H>O 2,08 ml
1M Tris, pH = 6,8 250 pl 1,5M Tris, pH = 8,8 1,25 ml
10 % SDS 20 pl 10 % SDS 50 pl
10 % APS 20 ul 10 % APS 50 pl
TEMED 2ul TEMED 5 ul
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Do prvni jamky byl napipetovan marker PageRuler Protein Prestained Ladder od
firmy Thermo Fischer Scientific. Do dalSich jamek byly pipetovany jednotlivé frakce dle
poradi odbéru. Po dokonceni SDS — PAGE elektroforézy byl gel promyvéan ve fixacnim
roztoku po dobu 30 minut, nasledné po dobu 30 minut v destilované vodé a nakonec byl

ponechan v roztoku barviva Coomassie Blue do doby, nez byl gel dostate¢né obarven.

7.4 Exprese ve velkém méritku
Podminky, ve kterych doslo k nejvyssi expresi proteinu, byly zopakovany pii expresi

ve velkém méritku.

Pomoci $picky byla z agaru, z pfedchozi transformace do bunék, odebrana kolonie
bun¢k a umisténa do 15 ml zivného media obsahujiciho ampicilin o vysledné koncentraci
0,05 mg/ml. Tyto kultury byly uloZeny na tfepacku a inkubovany pies noc piti 37 °C a 220

rpm.

Nasledujici den bylo do dvoulitrovych Erlenmeyerovych ban¢k nalito 800 ml zivného
media s ptidanym ampicilinem o vysledné koncentraci 0,05 mg/ml. Do takto pfipravené
smési bylo pfiddno 15 ml namnoZené bunécné kultury exprimované pies noc. Nasledné
byly Erlenmeyerovy barnky uloZeny na tiepacku o teploté¢ 37 °C. Bunéné smési byly
tiepany do té doby, dokud se jejich opticka hustota (ODsoo) nepohybovala v rozmezi 0,5 —
0,6. Po dosazeni pozadovanych hodnot bylo do bunéénych kultur pfidano IPTG, jejiz
vysledna koncentrace v bunétné smési byla ptizptisobena vysledkiim z pilotni exprese.
Nasledné¢ byly bunééné kultury umistény do tfepacek s otackami 180 rpm a o teplotach, ve
kterych doslo k nejvyssi expresi proteinu. Z téchto kultur byl odebiran 1 ml vzorku po
uplynuti 6 hodin od zapoceti inkubace pro pozdéjsi analyzu, ktera byla provadéna stejné
jako analyza vzorkl z pilotni exprese. Po 6 hodinach byla také ukoncena inkubace a obsah
Erlenmeyerovych bangk byl pfelit do centrifugacnich lahvi. Centrifugace byla provadéna
pii 4200 rpm po dobu 30 min ve 4 °C. Poté byla vylita vétSina supernatantu tak, aby
v lahvi zbylo pfiblizné 20 ml a pomoci pipety byl v tomto zbytku supernatantu rozpustén
usazeny pelet. Resuspendované bunky byly pfemistény do kénickych zkumavek o objemu
50 ml a byla provedena opétovna centrifugace pii 4200 rpm po dobu 20 min ve 4 °C. Po
centrifugaci byl supernatant odstranén a pelety byly uloZzeny do mrazaku o teploté -80 °C.
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7.5 Homogenizace bunék

Nejdiive bylo pfipraveno 100 ml lyza¢niho pufru (50 mM sodium-fosfat, 500 mM
NaCl; pH 7,5). Poté byla do pufru pfidana 1 tableta protedzového inhibitoru Protease
Inhibitor Cocktail Tablets, EDTA-Free od vyrobce SIGMAFAST. K peletu z exprese ve
velkém méfitku bylo pfidano 15 ml tohoto pufru, DNA-4za 0 vysledné koncentraci

10 pg/ml a RNA-4za o vysledné koncentraci 50 pg/ml.

K fyzikdlnimu rozbijeni bunck byl pouzit French press, ve kterém jsou buniky drceny
vysokym tlakem. Poté byl roztok stocen na centrifuze pii 40 000 rpm a 4 °C po dobu 60

minut. Po sto€eni byl k purifikaci pouzit pouze ziskany supernatant.

7.6 Purifikace

7.6.1 Iontové vyménna chromatografie

Na iontové vyménnou chromatografii byla pouzita kolona HiTrap Q HP od vyrobce

GE Healthcare o objemu 5 ml.

K purifikaci byl pouzit ekvilibra¢ni pufr (50 mM Tris pH 8, 200 mM NaCl, 1 mM
EDTA) a elu¢ni pufr (50 mM Tris pH 8, 1 M NaCl, 1 mM EDTA). Oba pufry byly

zfiltrovany a zdegasovany.

Kolona byla nejdiive promyta 5 objemy kolony ultracisté vody, poté 5 objemy kolony
ekvilibracniho pufru, poté 5 objemy elu¢niho pufru a nakonec opét 5 objemy
ekvilibra¢niho pufru. Po ekvilibraci bylo na kolonu aplikovano 15 ml supernatantu. Proud
vzorku byl nastaven na 1 ml/min. Poté byla kolona opét promyta ekvilibraénim pufrem az
do ustdleni absorbance na 280 nm. Nasledné byl protein eluovan pii koncentra¢nim

gradientu elu¢niho pufru.

7.6.2 Gelova chromatografie

Frakce z iontové vyménné chromatografie, ktera méla nejvyssi koncentraci proteinu,
byla dale purifikovana pomoci gelové chromatografie za pouziti pufru (50 mM Tris pH 8,
200 mM NaCl, 1 mM EDTA). Na gelovou chromatografii byla pouzita kolona Superdex
75 Increase 10/300 GL od vyrobce GE Healthcare o objemu 23,5 ml.
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Kolona byla nejdtive promyta destilovanou vodou a poté byla ekvilibrovana 2 objemy
kolony ekvilibraénim pufrem. Nasledné byl na kolonu aplikovan 1 ml frakce. Proud vzorku
byl nastaven na 0,5 ml/min. Pii zvySujicim se UV byly sbirany jednotlivé frakce
eluovaného proteinu 0 objemu 500 pl. Po ukonceni sbirani frakci byla kolona znovu
promyta 2 objemy kolony ekvilibracnim pufrem, nasledné¢ vodou a nakonec 20 %

etanolem.

7.6.3 Zakoncentrovani
Frakce, které dle vyhodnoceni z SDS-PAGE elektroforézy byly nejcistsi, byly
zakoncentrovany pomoci Amicon Ultra-4 10 K Device. Pocate¢ni objem vzorku byl 2 ml,

po ukonceni zakoncentrovavani byl konecny objem vzorku 1 ml.

7.7 Krystalizace modelového proteinu — lysozymu

Jako modelovy protein pro osvojeni metod proteinové krystalizace byl pouzit enzym
lysozym. Kristu lysozymovych krystali byla pouzita metoda visici a sedici kapky.
V obou ptipadech byla krystalizace provadéna na desticce s 24 rezervoary. V piipadé visici
kapky byly tyto rezervoary po svém okraji opatieny vrstvou silikonu. Do rezervoaru byla
napipetovana rtizna precipitacni ¢inidla, v tomto pfipadé roztoky 50 mM octanu sodného
s riznou koncentraci NaCl, konkrétn¢é: 4 %, 6 %, 8 %, 10 % a 12 %. Nasledné byl
napipetovan vzorek lysozymu v poméru 1:1 k roztoku NaCl v krystaliza¢ni jamce. Vzorky
lysozymu, které byly ke krystalizaci pouzity, mély koncentraci 40 mg/ml, 60 mg/ml,
80 mg/ml a 100 mg/ml. U metody visici kapky byla kapka napipetovana na kryci skli¢ko,
které bylo lehce pfitisknuto na rezervoar se silikonem tak, aby kapka smétovala dolu
a sklicko dobfte tésnilo rezervoar. U metody sedici kapky tato kapka byla napipetovana do
jamky umisténé uprostfed rezervoaru a celd destiCka byla nésledné prelepena kiistalove

Cistou, prithlednou paskou.

7.8 Krystalizace Iripinu-4

Ke krystalizaci Iripinu-4 byly pouzity krystaliza¢ni desticky s 96 rezervoary MRC
2 Lens Crystallisation Plate od vyrobce Swissci. Jako precipita¢ni Cinidla byly pouzity

komercné dostupné sady, jejichz seznam je uveden v nasledujici Tab. V.
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Tabulka V: Seznam pouzitych krystaliza¢nich sad

Krystaliza¢ni ¢inidlo Vyrobce
PEG/lon Hampton Research
Index HT Hampton Research

PEG —Rx HT Hampton Research
JCSG —plus Molecular Dimensions

Do kazdého z 96 rezervoari bylo napipetovano 50 pl z 96 rtznych precipitaénich
¢inidel jednotlivych krystaliza¢nich sad dle seznamu od vyrobce. Nasledné byly do obou
jamek nad rezervoary napipetovany dvé kapky. Jedna kapka byla tvofena proteinem
o koncentraci 1,17 mg/ml a precipitatnim ¢inidlem v poméru 1:1 (1 pl proteinu:l pl
¢inidla), druha kapka byla tvofena proteinem o stejné koncentraci a precipitacnim ¢inidlem
v poméru 1:0,5 (1 ul proteinu:0,5 pl ¢inidla). K tomuto procesu byl pouzit krystalizaéni
robot OryxNano od firmy Douglas Instruments. Rust krystalii probihal v lednici pii 4 °C.

7.9 Optimalizace krystaliza¢nich podminek

K ziskani krystal v dostate¢né difrakéni kvalité bylo potieba optimalizovat podminky
jejich rastu. K optimalizaci byl zvolen pomér proteinu vuci t€ podmince, ve které doslo
k rustu krystald. Pomoci krystalizaéniho robota byl vytvofen koncentraéni gradient
proteinu. Na zacatku desticky byla koncentrace proteinu 80 % a na jejim konci 20 %.
K dosaZeni procentudlniho gradientu byla pouZita ultracista voda. Kone¢ny objem v kazdé
jamce byl 2 upl. Byla pouzita krystalizacni desticka s 96 rezervoary MRC 3 Lens
Crystallisation od vyrobce Swissci. Do rezervoaru bylo napipetovano 50 pl precipitaéniho

¢inidla. Rust krystalti opét probihal v lednici pii 4 °C.

K detekci, zda narostlé krystaly jsou skutecné krystaly proteinu, byl pouzit
zobrazovaci systém JANS1 UVEXm od vyrobce JAN Scientific. V ptipadé€, Ze se jednalo
0 proteinové krystaly, v zobrazovacim systému pod UV zéafenim krystal emitoval viditelné
svétlo. Krystaly budou nasledné analyzovany na synchrotronu BESSY II v Berling, kde

tuto analyzu provadi pouze fadné proSkoleny personal.
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8 Vysledky

8.1 Pilotni exprese Iripinu-4

Utinnost antibiotik byla potvrzena narGistem vétsiho poétu bundénych kolonii na
agaru, na ktery byl aplikovan vy$s$i objem bunééné smési. Pro zji$téni, zda je namnoZeno
jiz dostate¢né mnozstvi bunék, bylo nutné zméfit optickou hustotu dané bunécné kultury.
V nasledujici Tab. VI jsou zaznamenany namétené hodnoty optické hustoty tésné pired

zahajenim indukce.

Tabulka VI: Opticka hustota vzorku z pilotni exprese pied zahajenim indukce

Antibiotikum
Kultivaéni
Typ bunek ] v kultivaénim Opticka hustota
medium )
mediu
LB medium ampicilin 0,511
BL21(DE3) i __
TB medium ampicilin 0,442
) LB medium ampicilin 0,540
Rosetta-gami 2(DE3) i ___
TB medium ampicilin 0,406
ampicilin 0,676
LB medium ampicilin,
0,579
chloramfenikol
BL21-CodonPlus ___
ampicilin, 0,425
TB medium ampicilin,
_ 0,412
chloramfenikol

Po dosazeni zminénych hodnot ODesoo bylo ke kulturam ptidano IPTG pro zahéjeni
indukce atyto kultury byly rozmistény do odlisnych kultivaénich podminek S rtiznou

teplotou a stalym tfepanim 180 rpm.
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Koncentrace proteinu Iripin-4 v jednotlivych expresnich podminkach byla
analyzovdna dle vysledki z SDS-PAGE elektroforézy. K nejvysSi expresi proteinu
v bunkach BL21(DE3) doslo pii kultivaci v LB mediu a pii inkubaci v 37 °C. Protein se
exprimoval primarné V peletu, ale pro pozd¢jsi purifikaci je zaddouci hlavné exprese
v supernatantu, kde doslo k expresi také. Vysledek nejvyssi exprese proteinu v bunkach

BL21(DE3) je na Obr. 10.
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Obrazek 10: Exprese proteinu Iripin-4 v bunkach BL21(DES3). Pelety jsou oznaceny jako
,»p°, supernatanty jsou oznaceny jako ,,s“. Frakce, které byly indukovany IPTG jsou
oznaceny ,,+*, které nebyly indukovany ,,-*“. Oznaceni Oh, 3h, 6h je oznaceni Casu, ve
kterém doslo k odbéru vzorku. ,,M* zna¢i marker a velikost markeru v jednotkach kDa je
uvedena podél levého okraje gelu. Iripin-4 ma molekulovou hmotnost 41,938 kDa, jeho

poloha na gelu je zvyraznéna Cervenou Sipkou.
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Vysledek nejvySsi exprese proteinu v bunikach Rosetta-gami 2(DE3) je uveden na
Obr. 11. K nejvyssi expresi proteinu v buiikach Rosetta-gami 2(DE3) doslo pii kultivaci

v LB mediu a pii inkubaci ve 25 °C. Nejlepsi ¢as pro odbér vzorku je po 6 hodinach.
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Obrazek 11: Vysledek nejvyssi exprese proteinu Iripin-4 v bunkach Rosetta-gami 2(DE3).

Pelety jsou oznaceny jako ,,p®, supernatanty jsou oznaceny jako ,,s“. Frakce, které byly

indukovany IPTG jsou oznaceny ,,+*, které nebyly indukovany ,,-“. Oznaceni Oh, 3h, 6h je
oznaceni Casu, ve kterém doslo k odbéru vzorku. ,,M* zna¢i marker a velikost markeru
Vv jednotkach kDa je uvedena podél levého okraje gelu. Iripin-4 ma molekulovou hmotnost

41,938 kDa, jeho poloha na gelu je zvyraznéna Cervenou Sipkou.
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K nejvyssi expresi proteinu v buitkich BL21-CodonPlus doslo pii kultivaci v TB
mediu V pfitomnosti antibiotik ampicilinu a chloramfenikolu, pfi inkubaci v 18 °C.

Vysledek nejvyssi exprese proteinu v buikach BL21-CodonPlus je uveden na Obr. 12.
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Obrazek 12: Vysledek nejvyssi exprese proteinu Iripin-4 v bunikach BL21-CodonPlus. Pelety
jsou oznaceny jako ,,p“, supernatanty jsou oznaceny jako ,,s“. Frakce, které byly indukovany
IPTG jsou oznaceny ,,+*, které nebyly indukovany ,,-*“. Oznaceni Oh, 6h, ON (overnight) je
oznadeni ¢asu, ve kterém doslo k odbéru vzorku. ,,M* zna¢i marker a velikost markeru
Vv jednotkach kDa je uvedena podél levého okraje gelu. Iripin-4 mé molekulovou hmotnost

41,938 kDa, jeho poloha na gelu je zvyraznéna Cervenou Sipkou.

Vsechny vysledky z SDS-PAGE elektroforézy frakci pilotni exprese jsou uvedeny

v Priloze €. 1, ¢. 2, ¢. 3ac. 4.

8.2 Exprese ve velkém méritku

Na zékladé¢ vysledkt z pilotni exprese byly vybrany podminky, pfi kterych se protein
nejvice exprimoval. K expresi ve velkém meéfitku byly zvoleny pouze ty podminky, které
zahrnovaly kultivaci bunék v LB mediu. Po zah4jeni kultivace bylo opét nutné zméfit

optickou hustotu. Tyto hodnoty jsou uvedeny v Tab. VIII.

Tabulka VI1I: Opticka hustota vzorku z exprese ve velkém méfitku

Typ bunky Zivné medium Antibiotikum Opticka hustota
BL21(DE3) LB ampicilin 0,501
Rosetta-gami 2(DE3) LB ampicilin 0,766
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Kompetentni buniky BL21(DE3) byly po dosazeni pozadované hranice indukovany
ptidanim IPTG tak, aby koncentrace IPTG v mediu byla 1 mM. Tato bunécna kultura byla

umisténa na ttepacku do teploty 37 °C.

Kompetentni buniky Rosetta-gami 2(DE3) byly indukovany pfidanim IPTG o vysledné
koncentraci 0,5 mM. Kultura s bunkami Rosetta-gami 2(DE3) byla po indukci uloZzena na
tiepacku do teploty 25 °C. Vysledky z SDS — PAGE elektroforézy jsou na Obr. 13.

Oh Oh Oh Oh 6h 6h 6h 6h 6h 6h
I\I P S P S P+ st P- S= P+ st

F: N

BL21 BL2] Rostta Rosstta BL21 BL21 BL21 BL21 Rosetta Rosetta

Obrazek 13: Vysledek exprese ve velkém méfitku. Pelety jsou oznaceny jako ,,p*,
supernatanty jsou oznaceny jako ,,s“. Frakce, které byly indukovany IPTG jsou oznaeny
T, které nebyly indukovany ,,-*“. Oznaceni Oh, 3h, 6h je oznaceni Casu, ve kterém doslo

k odbéru vzorku. ,,M* zna¢i marker a velikost markeru v jednotkach kDa je uvedena podél
levého okraje gelu. Iripin-4 ma molekulovou hmotnost 41,938 kDa, jeho poloha na gelu je
zvyraznéna ¢ervenou Sipkou. Kompetentni buiiky, ve kterych byl protein exprimovan, jsou

popséany v dolni ¢asti obrazku.

8.3 Purifikace

Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno purifikaci proteinu, jehoz exprese probéhla

v buitkkach BL21(DE3), které nebyly indukovany IPTG.
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Nejdiive byla provedena iontové vyménnd chromatografie. Pribéh purifikace

a vysledek jednotlivych frakci je zobrazen na Obr. 14.
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Obrazek 14: A — Chromatogram prvni iontové vyménné chromatografie Iripinu-4. Sbér
frakei zacal pti 21 % koncentraci elu¢niho pufru. B — Vysledek frakci ziskanych touto
purifikaci. Na gelu je oznaceni jednotlivych frakci nésledujici: ,,K* je pojmenovani frakce,
ktera byla nanesena na kolonu. ,,FT* pfedstavuje vzorek, ktery nebyl kolonou zachycen
a protekl. Z gelu je patrné, Ze nejvyssi koncentrace proteinu se nachazi ve frakci 20, ktera

je oznacena Sipkou.
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Frakce 20 byla nasledné purifikovana pomoci gelové chromatografie. Pribéh této

purifikace a vysledek jednotlivych frakci je zobrazen na Obr. 15.
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Obrazek 15: A — Chromatogram prvni gelové chromatografie Iripinu-4. Objem vzorku
nanesen¢ho na kolonu ¢inil 1 ml. Z grafu je patrné, Ze absorbance zacala rist ve chvili, kdy
kolonou proteklo 5 ml vzorku. Nejvyssi peak znaéi proteceni proteinu Iripin-4, zatimco
mensi peaky na konci chromatogramu zndzorfiuji prote¢eni mensich proteind,
pravdépodobné se jedna o proteazové inhibitory pouzité v lyza¢nim pufru. B — Vysledek
frakci ziskanych touto purifikaci. ,,K* oznaceni opét plati pro frakci, kterd byla nanesena

na kolonu.
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Frakce, které¢ se dle SDS-PAGE elektroforézy jevily jako ty nejCistsi, byly
zakoncentrovany pomoci Amicon Ultra-4 10 K Device. Dohromady byly filtrovany frakce
G9, G10, G11, G12 tak, aby byl ziskédn 1 ml vzorku. Takto vznikly vzorek opét putoval na
iontov¢é vyménnou chromatografii, jejiz prab¢h a frakce jsou na Obr. 16.
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Obrazek 16: A — Chromatogram druh¢ iontové vyménné chromatografie Iripinu-4. Sbér

frakei zacal pti 60 % koncentraci elu¢niho pufru. B — Vysledek frakci ziskanych touto
purifikaci. Na gelu je oznaceni jednotlivych frakci nésledujici: ,,K* je pojmenovani frakce,
ktera byla nanesena na kolonu. ,,FT* ptedstavuje vzorek, ktery nebyl kolonou zachycen

a protekl. Ve frakcich 4 a 5 se dle gelu nachazi nejvyssi koncentrace Iripinu-4.
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Frakce 5 byla nésledné opét purifikovana pomoci gelové chromatografie. Pribch
gelové chromatografie frakce 5 a jeji vysledek je zobrazen na Obr. 17.
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Obrazek 17: A — Chromatogram druhé gelové chromatografie Iripinu-4. Na kolonu byl
opét nanesen 1 ml vzorku. Absorbance zacala rist po prote¢eni 5 ml vzorku. B —
Jednotlivé frakce ziskané touto purifikaci. ,,K* oznaceni opét plati pro frakei, kterd byla

nanesena na kolonu.
Koncentrace jednotlivych frakei jsou uvedeny v Tab. VIII.

Tabulka VIII: Koncentrace frakci druhé gelové chromatografie

Frakce Koncentrace (mg/ml)

D7 0,066

D8 0,086

D9 0,088
D10 0,118
D11 0,178
D12 0,142

El 0,102

Frakce D10, D11, D12 a E1 byly zakoncentrovany pomoci Amicon Ultra-4
10 K Device na kone¢ny objem 0,5 ml. Vysledna koncentrace takto vzniklého vzorku

¢inila 1,17 mg/ml a tento byl také nasledné pouzit ke krystalizaci.
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8.4 Krystalizace lysozymu

Krystaly, které byly péstovany metodou visici kapky, nejlépe narostly v podminkéch,
ve kterych se lysozym nachazel v koncentraci 40 mg/ml a roztok NaCl byl 4 %. Krystaly
pestovany metodou sedici kapky nejlépe narostly v podmince, kde koncentrace lysozymu

je 40 mg/ml a roztok NaCl je 6 %. Krystaly z obou téchto podminek jsou na Obr. 18.

Obrazek 18: A — Proteinové krystaly lysozymu vzniklé metodou visici kapky

v podmince 4 % NaCl a lysozym v koncentraci 40 mg/ml. B — Krystaly péstovany
metodou sedici kapky v podmince, kde koncentrace lysozymu je 40 mg/ml a roztok NaCl
je 6 %.

Z obrazku je patrné, Ze se krystaly v kazdé podmince lisi mnozstvim tzv. motskych
jezka. V podmince s vys$si koncentraci NaCl se téchto struktur nachazi vice a ve vétSich
velikostech. Kromé& moiskych jezki se pfevazné na obrazku B objevuje veétsi mnozstvi
jehlickovych krystala.

8.5 Krystalizace Iripinu-4

Aby byl protein vhodny ke krystalizaci, musi byt dostate¢n¢ ¢isty a mit dostate¢nou
koncentraci. Ke krystalizatnimu procesu byl pouzit protein Iripin-4, jehoz koncentrace
Cinila 1,17 mg/ml. Seznam podminek pro jednotlivé sady precipitacnich cinidel
a vyznacené podminky, ve kterych doslo k rustu krystalti, je uveden v Piiloze €. 5, €. 6, ¢. 7
ac.8.
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Krystaly, vypéstované za pouziti sady Peg/Ion, se nachazely v jamce s pomérem 1:1
proteinu a podminky D2, ktera obsahovala 0,2 M dibazicky vinan amonny pH 6,6 a 20 %
polyethylenglykol. Krystaly vtéto podmince byly nasledné otestovany pomoci
zobrazovaciho systému JANSi UVEXm. Tyto krystaly jsou na Obr. 19. Vzhledem

k vysoké mife precipitace tato podminka nebyla dale optimalizovana.

200 um

Obrazek 19: Krystaly vypéstované v podmince D2 sady Peg/Ion

Na Obr. 20 jsou zobrazeny otestované krystaly vypéstované za pouziti sady Index HT
Vv jamce s pomérem 1:1 proteinu a podminky F2, ktera obsahuje 0,2 M trimethylamin
N-oxid dihydrat, 0,1 M Tris pH 8,5 a 20 % polyethylenglykol monomethylether. V této

podmince byl riist krystalii nasledné i optimalizovan.

Obrazek 20: Krystaly vypéstované v podmince F2 sady Index HT
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Pii pouziti sady PEGRx HT byl nejlepsi krystal nalezen v jamce s pomérem 1:1
proteinu a podminky F11 obsahujici 4 M mravencan draselny, 0,1 M bis — Tris propan pH
9 a 20 % polyethylenglykol monomethylether. Snimek krystalu vcetné otestovani Vv této

podmince je na Obr. 21. Také tato podminka byla zvolena k nasledné optimalizaci.

Obrazek 21: Krystaly vypéstované v podmince F11 sady PEGRx HT
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Posledni sadou, ktera byla pouzita ke krystalizaci, byla sada JCSG — plus. Zde byly ve
dvou podminkéch nalezeny samostatné krystaly, které byly nasledné i otestovany. Tyto
krystaly jsou vidét na Obr. 22. Krystaly narostly v hornich jamkach v podminkach HS a
H10. Podminka H8 obsahuje 0,2 M NaCl, 0,1 M bis — TrispH 5,5 a 25 % PEG, H10
obsahuje 0,2 M octan amonny, 0,1 M bis — Tris pH 5,5 a 25 % PEG. Rust krystala v téchto

podminkach byl optimalizovan. Krystaly o vétsi velikosti narostly v podmince H10.

200 pm

200 pm

Obrazek 22: Krystaly vypéstované v podminkach H8 a H10 sady JCSG — plus
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8.6 Optimalizace podminek pro rist krystali Iripinu-4
Podminky, ve kterych doslo k rastu krystald, byly pii optimalizaci zopakovany. 50 pl
piislusné podminky bylo napipetovano do rezervoaru desticky a pomoci krystaliza¢niho

robota byl vytvoien koncentra¢ni gradient proteinu dle nasledujiciho schématu na Obr. 23.

m@ GD
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Obrazek 23: Schéma optimalizace podminek

Koncentra¢ni gradient byl vytvofen smérem od 80 % po 20 % proteinu. K ristu
krystalti doSlo v pozicich B11, C11, D11 a E11. Koncentrace proteinu a precipitacniho

¢inidla v téchto pozicich na krystaliza¢ni desti¢ce jsou vypsany v nasledujici Tab. IX.

Tabulka IX: Koncentrace proteinu a precipita¢niho ¢inidla

Pozice Koncentrace proteinu Koncentrace precipitantu
B11 60 % 32 %
Cl1 40 % 32 %
D11 20 % 32 %
Ell 80 % 32 %

Zda skutecné doslo k rstu proteinovych krystal bylo ovéfeno pomoci zobrazovaciho

systému JANSi UVEXm.
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Nalezené a otestované proteinové krystaly Iripinu-4 jsou na Obr. 24.

200 pm

Ell

201 200 um

Obrazek 24: Krystaly vypéstované v optimalizovanych podminkach sady JCSG — plus
a snimky krystalti z téchto podminek pod UV zafenim

Z obrazku je patrné, ze se skutecné jednd o krystaly proteinu. Tyto krystaly jsou
dostatecné velké pro rentgenovou difrakci a budou poslany na méfeni do Berlina na
synchrotron BESSY Il. Hlavni vyhodou tohoto synchrotronu je produkce velmi
intenzivniho rentgenového zateni, které umoziiuje detailni studium biologickych struktur

na zakladé sméru a intenzity difraktovaného zéteni.
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9 Diskuze

Z vysledki SDS-PAGE pilotnich frakci je patrné, ze se serpin Iripin-4 exprimoval
hlavné v peletu, tedy ve formé inkluznich télisek. Purifikace proteinli nachazejicich se ve
formé inkluznich télisek je velmi ¢asové narocnd, jelikoz jesté pred samotnou purifikaci
musi byt proveden tzv. refolding — obnoveni enzymatické aktivity proteinu. Proces
refoldingu je pro kazdy protein specificky, dilezitou roli zde hraji hodnoty pH

pouzivaného pufru, typ a koncentrace soli ¢i teplota (de Bernardez Clark et al., 1998).

V piipadé feseni struktury serpinti IRS-2 a Iripin-3 byl refolding proveden. U obou
zminénych serpinii byla inkluzni téliska nejdfive promyta pufrem, aby byly zbaveny
necistot v podobé proteinii absorbovanych do inkluznich télisek. Poté byly oba serpiny
promyty Vjiném typu pufru, aby byly odstranény zejména nukleové kyseliny a latky
tvofici bunénou membranu. V ptipadé IRS-2 i Iripinu-3 byla nakonec provedena dialyza.
Podminky dialyzy byly u obou serpinii opét rozdilné, co se ty€e pouzitych pufri
a membranovych filtra (Kovafova et al., 2010, Chlastakova et al., 2021). Pro svoji velkou
casovou narocnost v této praci refolding proveden nebyl, ackoliv by jeho realizaci mohlo
dojit k ziskani vétsiho mnozstvi Cistého proteinu, jak je potvrzeno v téchto citovanych
¢lancich dle snimku z SDS-PAGE elektroforézy (Kovarova et al., 2010, Chlastakova et al.,
2021).

Objasnénim struktury Iripinu-4 mohou byt objasnény jeho funkce v obranyschopnosti
lidského organismu. Na zaklad¢ téchto vysledkl neni vylouceno, ze by pravé Iripin-4 mohl
mit potencidlni vyuziti v medicin€. Diky jiz existujicim studiim je zfejmé, Ze serpiny
reguluji zanétlivé procesy tim, Ze inhibuji cilové proteazy. Je zde také mnoho studii, které
dokazuji, ze inhibice proteazy serpinem ma vliv na reakce vedouci k bunééné proliferaci
nebo apoptoze. Naptiklad inhibice katepsinu G serpinem al-antichymotrypsin stimuluje
tvorbu interleukinu 6 a aktivuje NADPH oxidazu (Kurdowska & Travis, 1990; Schuster et
al., 1992). Dale bylo zjisténo, Ze serpin al-antichymotrypsin je také schopny formovat
Tento komplex nésledné reguluje signalni dréhy vedouci ke vzniku zanétu. Tento objev
naznacuje, ze serpin oal-antichymotrypsin by v budoucnu mohl hrat roli pfi zanétlivych

onemocnénich (O’Dwyer et al., 2015).
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Kromé struktury serpinu Iripin-4 je dulezita také samotna aminokyselinova sekvence
jeho reaktivni centralni smycky (reactive centre loop — RCL). Pro vznik komplexu serpin-
proteaza je tato sekvence klicova. Na zakladé této sekvence je urCeno, kterd proteaza,
respektive jeji aktivni misto, rozstépi RCL a tim se serpinem vytvoii komplex. I pouze
mald zména v sekvenci RCL mize vést ke zméné specifity serpinu. Napiiklad serpin
al-antitrypsin je za normalnich okolnosti potencidlnim inhibitorem elastazy neutrofild,
trypsinu, chymotrypsinu, kallikreinu 7 a 14, katepsinu G a proteindzy 3. VSechny tyto
proteazy jsou zapojeny do ochrany organismu pii vznikajicim zdnétu. OvSem mutace RCL
v pozici P1 (M358R) zpusobi, ze al-antitrypsin se pfeménuje na inhibitor trombinu,
aktivovaného proteinu C, plasminu, faktoru Xla, faktoru Xa a faktoru XIIa, ¢ili na inhibitor
protedz zapojenych do procesu koagulace. U pacientd postizenych touto mutaci se
projevuje dozivotni krvaciva porucha (Lewis et al., 1978; Owen et al., 1983). Navzdory
této skutecnosti byla mutace M358R dale zkouména jakozto moznost potencidlni 1é¢by pfi
koagulopatiich a sepsich. Zatimco u mutantnich prasecich modeld byl zaznamenan pokles
koagulopatie a umrti v souvislosti se sepsi (Colman et al., 1988), u modelu primata se tento

vysledek neopakoval (Harper et al., 1998).

V této praci se podafilo ziskat krystaly Iripinu-4 v difrak¢ni kvalité, které byly
otestované na domacim zdroji UV zafeni. Pro budouci krystaliza¢ni experimenty Iripinu-4
je zadouci vymezit postupy, které mohou vést k ziskani vétSich a kvalitngjSich krystald.
K nartstu velkého mnozstvi malych krystalt mohlo dojit kvtli tomu, Ze pouzity roztok

S proteinem obsahoval necistoty, které slouzily jako nezamyslena mista nukleace (Chayen,
2009).

Jednim z faktor stojicim za vznikem velkého mnozstvi malych krystalt Iripinu-4
mohl byt pfili§ rychly proces samotné krystalizace. Zpomaleni pritbéhu krystalizace se
zajistuje nanesenim olejové vrstvy pres jamku, ve které k ristu krystalu dochazi (Chayen,
1997). Tato vrstva oleje zajistuje oddaleni vzniku rovnovahy mezi vytvofenymi krystaly
proteinu a volnymi molekulami proteinu v roztoku. Tato metoda je znama jako tzv.

,,microbatch under oil*.

Kromé krystalizace samotného serpinu je také nutné pfipravit krystaly komplexu

serpin — proteaza, abychom plné porozuméli mechanismu, kterym serpin proteazu inhibuje.
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Tyto krystaly jsou pfipraveny piidanim konkrétni protedzy do roztoku proteinu. Ovsem
inhibi¢ni aktivita serpinti mize byt fizena vazbou specifickych kofaktorti, jako je tomu
napf. u antitrombinu. Antitrombin je relativn€ slaby inhibitor trombinu a faktoru Xa, dokud
jeho funkce neni aktivovana navazanim heparinu (Rezaie, 1998). Nizka aktivita
zhorSenou dostupnost proteazy k mistu stépeni RCL (Carrell et al., 1994, Schreuder et al.,
1997). Ovsem V ptipad¢ interakce antitrombinu s heparinem dochazi ke konformacnimu
pieskupeni serpinu, béhem kterého je RCL vytlaceno z vldken B-sheetu A, tim je jeho
misto Stépeni odhaleno a v této form¢ je RCL pfistupné pro protedzu. Kromé odhaleni
mista Stépeni pro protedzu mize heparin vazat jak serpin, tak navazany enzym a tim

urychlit inhibi¢ni reakci (Jin et al., 1997).
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10 Zavér

V této praci byl ziskan dostateCné Cisty Iripin-4 purifikaci proteinu exprimovaného
vV kompetentnich buiikach BL21(DE3), které byly kultivovany v LB mediu pfi teploté
37 °C abez pouziti indukéniho faktoru IPTG. VEtsi Cistoty proteinu by bylo dosazeno
pouzitim afinitni chromatografie, ktera v této praci ovSem pouzita nebyla, jelikoz protein
nebyl opatfen afinitni znackou. I pfesto se vSak podaiilo Iripin-4 vypurifikovat pomoci
iontové vymeénné a gelové chromatografie tak, aby bylo mozné vypéstovat difraktujici
krystaly. Na zaklad¢ optimalizace krystalizanich experimentii byly urceny nejvhodnéjsi
podminky pro rist serpinovych krystalti. Prace poskytuje navrh metod na zlepSeni
difrakéni kvality krystalt pro budouci experimenty. Tato prace dale obsahuje informace
potiebné k tomu, aby mohla byt struktura Iripinu-4 v budoucnu vyfesena a diky tomu

mohla byt zkoumana jeho biologicka aktivita ze strukturniho hlediska.
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12 Seznam priloh

Ptiloha €. 1: Vysledky pilotni exprese v buiikach BL21(DE3)

Oh Oh 6h 6h 6h 6h ON ON ON ON Oh Oh 6h 6h 6h 6h ON ON ON ON
p s pt sf p; s- pt st op- os- M P s pt st p- s- pt st p- s-

—

15— .
Exprese v LB mediu pi1 18 °C Exprese v TB mediu pi1 18 °C
Oh Oh 3h3h 3h3h 6h 6hGh 6h Oh Oh 3h 3h 3h 3h 6h 6h 6h 6h
Mp s ptst p-s- ptostop- s M, s pr st p s pr st p s
170 - st ‘

170
0-
55—
40 -

15— 1 : ‘i_’

Exprese v LB mediu pi1 25 °C Exprese v TB mediu pi1 25 °C

Oh Oh 3h 3h 3h 3h 6h 6h Gh Gh M %h %h ‘:)ll ‘i!,‘_ i)l_l 3gl_l ?)1_}_651_}_ 6;} 6:}

Mp sp+s+p- s-p+s+p. G-

Exprese v LB mediu pi1 37 °C Exprese v TB mediu pi1 37 °C
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Piiloha ¢. 2: Vysledky pilotni exprese v buiikach Rosetta-gami 2(DE3)

Oh Oh 6h 6h 6h 6h ON ON ON ON
p s pt st p- s- pt st p- s-

Oh Oh 6h 6h 6h 6h ON ON ON ON
M p s pr st po s pt st ope s

e ¢

L . { 1 8y ol ' s 7.
Exprese v LB mediu pi1 18 °C Exprese v TB mediu pi1 18 °C
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- |
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Exprese v LB mediu pi1 37 °C Exprese v TB mediu pi1 37 °C

49



Piiloha €. 3: Vysledky pilotni exprese v buiikach BL21-CodonPlus za

pritomnosti samotného ampicilinu

Oh Oh 6h 6h 6h 6h ON ON ON ON Oh Oh 6h 6h 6h 6h ON ON ON ON
MP5P+S+P‘5'P+S+P' 8= »Mpsp+s+p-s-p+s+
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‘* - A——-
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170
—
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M p° o g p s prosope s =T

10 -
10 -

Exprese v LB mediu pi1 37 °C Exprese v TB mediu pi1 37 °C
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Piiloha €. 4: Vysledky pilotni exprese v buiikach BL21-CodonPlus za

pritomnosti ampicilinu a chloramfenikolu

Oh Oh 6h 6h 6h 6h ON ON ON ON M Oh Oh 6h 6h 6h 6h ONON ON ON
M S + st op- s- ptostopeos- p._sp-"-s+p- s- pt st S-

‘?A—‘ - ‘ " g e & -2 = - - .

Exprese v LB mediu pi1 18 °C Exprese v TB mediu pi1 18 °C
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M p s pt st op-os- ptostop- s M pl sl pil- s-il- p-l s-l p-}- s-fl- p} s-l
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Priloha ¢. 5: Seznam podminek krystalizace pro sadu Peg/Ion

Well Salt Well Polymer Well pHo
# # #

1(A1) 02 M Sodium fluoride 1.(A1)  20% wv Palyathylena giycol 3,350 LAl 73
(A% 02 M Potassium Auaride 2.[A2)  20% wiv Palysthylena giyeol 3,350 202 73
3(A3) 02 M Ammonium fluoride 3.(A3)  20% wiv Palysthylena giycol 3,350 (43 B2
4.(Ad) 0.2 M Lithium chiorida 4.(M)  20% wh Palysthylena giyeol 3,350 4(M) 6a
5.(A5) 0.2 M Magnesium chioride hexahydmis 5.(AS)  20% wiv Palysthylena giycol 3,350 5.[AS) 54
E.(AB) 0.2 M Sodium chiaride 6.(A6)  20% wiv Palysthylena giycol 3,350 6. (45 B4
T.(AT) 02 M Calcium chirida dibydrate T.[AT)  20% wiv Palysthylena giycol 3,350 7047} 51
B.[AB) 0.2 M Potessium chiorida 8.(A8)  20% wiv Palysthylena giycol 3,350 a.(A8) 70
8.(A%) 0.2 M Ammonium chioride 9.(A9)  20% wiv Palysthylens giycol 3,350 9.(49) g3
10.(A10) 0.2 M Sodium iodide 10.(A0) 20% wiv Palyethylens giyeol 3,350 10.(AT0) 70
11.{A11) 0.2 M Potessium iodide 1. (A1) 20% wiv Palyathylens giyeol 3,350 11(AT1) 70
12.(A12) 0.2 M Ammonium iodide 12.(M2) 20% wiv Palyethylens giyeol 3,350 12, (A1) g2
13.(B1) 0.2 M Sodium thiocyanate 13.(B1)  20% wh Palyettylens ghyeol 3350 13.(B1) &4
14.(BY (0.2 M Potzssium thiocyanate 14.(B2) 20%wh Polysthylens giycol 3,350 14.(82) 7.0
15.(BY) 0.2 M Lithium nitrata 15.(B3) 20% wh Polysthylens gycol 3,350 15.B3) 741
16.(B4) (0.2 M Magnasium nitrate hexahydrata 16.(B4) 20% wh Polysthylena giycol 3,350 16.(B4) 59
17.(B5) 0.2 M Sodium nitrate 17.(B5) 20% wi Palyettylens gyeol 3350 17.(B5) &8
18.(BE) (0.2 M Potzssium nitrata 18.(BE) 20% wh Polysthylens giycol 3,350 1B (BE) 63
19.(BT) 0.2 M Ammonium nitrate 19.(B7)  20% wh Palyettylens gyeol 3350 10.(B7) g2
20.(B8) 0.2 M Magnesium formate diydrate 20.(BE) 20%wiv Polyathylens ghyeol 3,350 20.(BB) 70
21.(B¥) 0.2 M Sodium formate 21.(BY) 20%wiv Polyathylens gyeol 3,350 21.(BY) 72
22 [B10) 02 M Potessium formata 20 (B10) 20%wh Polysthylena giycol 3,350 22 B10) 73
23.(B11) 0.2 M Ammonium formate Z3.B11) 20%wiv Polyethylens giycol 3350 23 B11) 65
24.(B12) 02 M Lithium zcatate dhydrate 24.(B12) 20% wiv Polyathylena giycol 3350 24.B12) 79
25.(C1) 0.2 M Magnesium acetate tetrahydmia 25.(C1) 20% wiv Polyethylens ghyeol 3,350 25.(C1) 74
26.(CZ) 0.2 M Finc acetate dibydrate 26.(CZ) 20%whv Polyethylens ghyeol 3,350 26.(C2) 64
27.(C3) 0.2 M Sodium acetate trbydrais 27.C3) 20%wiv Polyathylens ghyeol 3,350 27.(C3) B0
28.(C4) 0.2 M Caldium acatete hydrate 20.(C4) 20% wiv Polyathylens ghyeol 3,350 28.(C4) 75
20.(C5) (0.2 M Polzssium scatats 2.(C5) 20%wh Polyathylens gyeol 3,350 29.(C5) 8.1
30.(CE) 0.2 M Ammonium acetate 30.(CE)  20% whv Polyethylens giycol 3,350 30.(C8) 7.1
31.(CT) 0.2 M Lithium sufste monahydrate 31.(CT) 20%whv Polyathylens ghyeol 3,350 31.(CT) 6O
32 (CE) 0.2 M Magnesium suliate heptahydrats X.(CB) 20%whv Polyethylens giyeol 3,350 32.(CB) 6O
33.(CH) (0.2 M Sodium suliate decshydrate X.(CH) 20%whv Polyathylens ghyeol 3,350 33.(CH) &7
34.(C10) 02 M Polessium sufsi 34.(C10) 20% wiv Polyathylens gycol 3350 34.(C10) 6.8
5. [C11) 0.2 M Ammonium suliate 35.(C11) 20% wh Polyethylens ghyeol 3,350 35.0C11) 60
36.(C12) 02 M Sodium farbmate dibasic diydrate 36.(C12) 20% wh Polyathylena giycol 3,350 36.(C12) 73
37.(0M) 0.2 M Potessium sodium tarbate tetshydrate 37. (0] 0% wiv Po Ena 3,350 7.0 7.4
38.(D2) (0.2 M Ammenium fartrate dibasic 3.(D2) 20%whv Polyathylene giyeol 3,350 38.(02) 6
30.[D3) (0.2 M Sodium phosphale monobasic monchydrale 9. (03] 20% wiv Polysthylena giycol 2,350 9. (03) 47
40.(D4) 0.2 M Sodium phosphate dibasic dhydrte 40.(04)  20% wiv Polyathylens gyeod 3350 40.(D4) &
41.[D5) 0.2 M Potassium phosphate manochasic 41.(D5) 20% wiv Polyathylens giyeol 3,350 41.(D5) 4
42 (DE) 0.2 M Potassium phosphate dibasic 42.(D6) 20% wiv Polyathylens giyeol 3,350 42.(DE) 02
43.(D7) 0.2 M Ammonium phasphate monobasic 43.(07) 20% wiv Polyathylens ghyeol 3,350 43.(D7) 4
#4.(D8) 0.2 M Ammonium phasphate dbasic 44.(D8) 20%wiv Polysthylens ghyeol 3,350 44.(DB) 80
45.(D9) 0.2 M Lithium citrate tribasic teirahydrate 45.(09) 20% wiv Polyethylens ghyeol 3,350 45.(D3) B4
4. [D10) 02 M Sodium citrate ribesic dhydrate 45.(D10) 20% wiv Polyathylens gyeod 2,350 46.(D10) 2.3
47.[D11) 02 M Polessium citrate tribasic monchydrate 47.(D11) 20% wiv Polysthylena giycol 3,350 47.{D11) B3
48, [D12) 0.2 M Ammonium cirete dibasic 49.(012) 20% wiv Palyathylene giycol 3,350 48.(D12) 51
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PEG/lon HT contains minely-six unique reagents. To determine the formulation of each reagent, simply read across the page.
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48.(E1)

L)
B2 HY

BHID
85 H11)

B HIZ)

Salt

0.1 M Sodium malonata pH 4.0

0.2 M Sodium malonata pH 4.0

0.1 M Sodium malonata pH 5.0

0.2 M Sodium malonata pH 5.0

0.1 M Sodium malonata pH 6.0

0.2 M Sodium malonata pH 6.0

0.1 M Sodium malonata pH 7.0

0.2 M Sodium malonata pH 7.0

4% wiv Tacsimate™ pH 4.0

B% wiv Tacsimate™ pH 4.0

4% wiv Tacsimate™ pH 5.0

8% wiv Tacsimate™ pH 5.0

4% wiv Tacsimate™ pH 6.0

B% wiv Tacsimate™ pH 6.0

4% wiv Tacsimate™ pH 7.0

B% wiv Tacsimate™ pH 7.0

4% wiv Tacsimate™ pH £.0

8% wiv Tacsimate™ pH 8.0

0.1 M Buccinic acid pH 7.0

0.2 M Buccinic acid pH 7.0

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

0.2 M DL-Malic acid pH 7.0

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

0.2 M Sodium formate pH 7.0

0.1 M Amemonium tarrats dibasiz pH 7.0
0.2 M Ammonium farirate dibasc pH 7.0
2% wiv Tacsimate™ pH 4.0

2% wiv Tacsimate™ pH 5.0

2% wiv Tacsimate™ pH 6.0

2% wiv Tacsimate™ pH 7.0

2% wiv Tacsimate™ pH 8.0

i3538¢%

0.02 M Calcium chioride difydrate,
0.02 M Cadmium chicride hydrate,
0,02 M Cobahfll) chiaride hexatydrte
0.01 M Magnesium chioride hexahydrate
£.005 M Mickel{ll) chicrida hexshydrats
0.02 M Zinc chioride

0.15 M Cesium chioride

0.2 M Sodium bromids

1% wiv Trypiona,
0,001 M Sadium azida

1% wiv Tryglone,
0001 M Sodium ezide

o147
2 Hg

84, HIY
88, [H11)

% 12

Buffer o

TEIIT9599399999995999959¢69393948¢%

E
]
5

0.0 M Citric acid, 0,03 M BIS-TRIS propane / pH 3.4
(.06 M Citric acid, 0,04 M BIS-TRIS propane / pH 4.1
(.05 M Citric acid, 0,05 M BIS-TRIS propane / pH 5.0
(.04 M Citric acid, 0,06 M BIS-TRIS propane / pH 5.4
(.03 M Citric acid, 0L0T M BIS-TRIS propane / pH 76
0.0 M Citrio acid, 0,08 M BIS TRIS propanc / pH 8.8
Nona

0.1 M HEPES sodium pH 7.0
Nona

Nona

Nona

0.05 M HEPES sodium pH 7.0

0.05 M HEPES sodum pH 7.0

{ Builer pH is that of a 1.0 M stodk prior to dilution
with other roagent componcmts: pH with HC or MaOH.

a.Hn
LH

94 (H10)
85 (H11)

HH

Polymer

129 wiv Polyethylene glycal 3,350
20% wiv Polyethylens glycol 3,350
129 wiv Polyethylene glycal 3,350
20% wiv Polyethylens glycol 3,350
12% wiv Polyefrylene ghycal 3,350
20% wiv Polyethylens glycol 3,350
129 wiv Polyethylene glycal 3,350
20% wiv Polyethylens glycol 3,350
129 wiv Polyethylene glycal 3,350
20% wiv Polyethylens glycol 3,350
129 wiv Polyethylene glycal 3,350
0% wiv Polyetylens glycol 3,350
12 wiv Polyethylens glycal 3,350
0% wiv Polyetylens glycol 3,350
12 wiv Polyethylens glycal 3,350
0% wiv Polyethylens glycol 3,350
12 wiv Polyethylens glycal 3,350
0% wiv Polyetylens glycol 3,350
12 wiv Polyethylens glycal 3,350
0% wiv Polyethylens glycol 3,350
12 wiv Polyethylens glycal 3,350
20% wiv Polyetylens glycal 3,350
129 wiv Polyethylene glycal 3,350
20% wiv Polyethylens glycol 3,350
129 wiv Polyethylene glycal 3,350
20% wiv Polyethylens glycol 3,350
129 wiv Polyethylene glycal 3,350
20% wiv Polyethylens glycol 3,350
129 wiv Poiyethylena ghveal 3,350
0% wiv Polyedylens glycol 3,350
16% wiv Poiyethylens glycal 3,350
16% wiv Polyethylens glycal 3,350
20% wiv Polyethylens glycol 3,350
20% wiv Polyethylens glycol 3,350
16% wiv Polyethylens glycal 3,350
16% wiv Polyethylens glycal 3,350
16% wiv Polyethylens glycal 3,350
16% wiv Polyethylene glyoal 3,350
0% wiv Polyethylens glycol 3,350
0% wiv Polyethylens glycol 3,350
18%. wiv Pobypatylons ghyoal 3,350
20% wiv Polyethylens glycol 3,350

15% wiv Polyethylene ghycal 3,350
20% wiv Polyefnlene ghycal 3,350
15% wiv Polyethylene ghycal 3,350
20% wiv Polyeflene ghycal 3,350
12% wiv Polyethylene ghycal 3,350

20% wiv Polyetylene ghyoal 2,350

PEGflon HT contains minafy-six unique reagents. To defermine the Drmuiation of sach reagent, simply read across the pags.
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Priloha ¢. 6: Seznam podminek krystalizace pro sadu Index HT

Well Salt Well Buffer o Wall Precipitant
# # ¥
1.{A1)  MNone 1.{A1) 0.1 M Citric acid pH 3.5 1.(A1)  2.0M Ammonium sulfate
2.(A%)  Mone 2.(A2) 0.1 M Sodum acetste fribydrate pH 4.5 2 (A% 2.0M Ammonium sulfate
3.0A3)  Mone 3.0A3) 01MBIS-TRISpHSS 3.3 2.0M Ammonium sulfate
4.(A4) Mone 4.(A4) 01MBIS-TRISpHES 4.(8)  2.0M Ammonium sulfate
5.(A5)  Mone 5.(A5) 01MHEPESpHT.S 5.(A5)  2.0M Ammonium sulfate
6.(A5) MNone 6.(AE) 0.1 MTrispHES E.(AG)  2.0M Ammonium sulfate
7.0AT)  Mone 7.AT) 0.1 M Cibric acid pH 3.5 7.(AT) 3.0 M Sodium chioride
8.(A8) MNone 8.(A8) 0.1 M Sodum acetete fribydrate pH 4.5 B.(A8)  3.0M Sodium chioride
9.(A%)  Mone 9.(A%) 01MBIS-TRISpHSS O.(A%)  3.0M Sodium chioride
10.{A10) Mone 10.{A10) 0.1 MBIS-TRISpH 65 10.(A10) 3.0 M Sodivm chiaride
11.{A11) Mone 11.{A11) 0.1 MHEPESpH 7.5 11.(A11) 3.0 M Sodivm chioride
12.{A12) Mone 12.{A12) 01 MTrispHBS 12 (A12) 3.0M Sodium chioride
13.(B1) Mone 13.(B1) 01 MBIS-TRISpHS55 15.(B1) 0.3 M Magnesium formate dihydrate
14, (B2) Mone 14, [B2) 01 MBIS-TRIS pH 6.5 14.(BZ) 0.5 M Magnesium formate diydrass
15. (B3} Mone 15.(B3) 01 MHEPESpHT.S 15.(B3) 0.5 M Megnesium formate dihydrate
16. (B4) MNone 16. (B4} 0.1 MTris pH E5 16.(B4) 0.3 M Magnesium formate dihydrate
17.(B5) Mone 17.(B5) Mone - pH 5.6 17.(B5) 1.2 M Sodium phosphate moncbasic monohydraie,
0.14 M Potassium phosphate dibasic
18. (885) MNone 18. (B&) Mone - pH 6.8 16.(B&) 049 M Sodium phosphate monchasic monchydrate,
0.81 M Potassium phosphate dibasic
19.(B7) Mone 19, ([B7) Mone - pH 8.2 18.(B7T) 0.056 M Sodium phasphats monobasic monohyorate,
1.344 M Potassium phosphate dibasic
20.(88) Mone 20.(B4) 01 MHEPESpHT.S 20.(B&) 1.4 M Sodium citrate tribasic dinydmte
21,89 More 21.(B9) Mane 21.(B%) 1.8 M Ammonium citrate tribasic pH 7.0
22.(B10) Mone 22.(B10} Mane 22 (B10) 0.8 M Succinic scid pH 7.0
23.(B11) Mone 23.(B11} Mane 23.(B11) 2.9 M DL-Malic acidpH 7.0
24.(B12) More 24.(B12) Mane 24.(B12) 2.8 M Sodium acetste tribydrate pH 7.0
25.|C1) MNone 25.|C1) Mane 25.(C1) 3.5 M Sodium farmate pH 7.0
26.(C2) Mone 26.(C2) Mane 26.(C2) 1.1 M Ammonium tarirte dibasic pH 7.0
27.(CH  More 27.|C3) Mane 27.(CH) 2.4 M Sodivm malonate pH 7.0
58.|C4) MNore #8.|C4) Mane 25.(C4)  35% wiv Tacsimate pH 7.0
29.|C5 Mone 29.|C5) Mane 20.(C5)  60% viv Tacsimate pH 7.0
30.(C6 0.1 M Sodium chioride 30.(C8) 01 MBIS-TRISpHES 30.(C&) 1.5 M Ammonium sulfate
31.(CT) 0.8 M Potassium sodium tertrate tetrafydrate 31.(CT) 0.1 MTris pH B5 31L(CT)  0.5% wiv Palyethylane giycol monometiy ether 5,000
32.CH) 1.0 M Ammonium suliste 32.|C8) 01 MBIS-TRISpH 55 32 (CH) 1% wiv Polystindene plycal 3,350
33.0C% 1.1 M Sodium malonate pH 7.0 33.(C9) 01 MHEPESpHT.0 33.(CH)  0.5% viv Jeffamine® ED-2001 pH 7.0
34.{C10) 1.0 M Succinic acid pH 7.0 34.{C10) 0.1 MHEPESpH 7.0 34.(C10) 1% wiv Polyethylene plycal monomethyl ether 2,000
35.4C11) 1.0 M Ammanivm sufiste 35.(C11) 0.1 MHERFESpH 7.0 35.(C11) 0.5% wiv Polyethylane giycol 8,000
36.{C12) 15% wiv Tacsimata pH 7.0 36.{C12) 0.1 MHEPESpH 7.0 36.(C12) 2% wi Polyethylene glyeol 3,350
37.(D1) Mone 37.{D1} Mane 37.(D1)  25% wiv Polyethylene giycol 1,500
38.(02) MNone 3802} 01MHEPESpHT.0 38.(D&) 0% wiv Jeffamine @ M-E00-2 pH 7.0
30.(D3 More %.(DF) 01MHEPESpHT.O 38.{Dd) 30% wiv Jefiaming® ED-2001 pH 7.0
40. (D4} Mone 40. (D4} 0.1 M Citric agid pH 3.5 40.(D4)  25% wiv Polyethylene giyeol 3,350
41.(D5} Mone 41.{D5) 0.1 M Sodium acetste tihydrate pH 4.5 41.(D5)  25% wiv Polyethylene giycol 3,350
42.{D&) Maone 42 (D&} 01 MBIS-TRISpH 55 42 (DE)  25% wiv Polysthylane pycol 3,350
43.(07)  Mone 43.(07) 01 MBIS-TRISpHES 43 (D7) 25% wi Polyethylane giycol 3,380
44.(D8) Mone 44.|0d4) 01 MHEPESpHT.S 44.(DE)  25% wiv Polyethylane giyeol 3,380
45.(08)  Mone 45.(09) 01 MTispHES 45.(D49)  25% wiv Polyethylane giycol 3,350
46.{D10) Mone 46.{D10) 0.1 MBIS-TRISpH 65 46. (D10} 20% wiv Polyethylane piveol monomethyl ether 5,000
47.{011) Mone 47.{D11) 0.1 MBIS-TRISpH 65 47 (D11} 26% wiv Polyethylane piveol monomethyl ether 2,000
4B.{D12) 0.2 M Caloium chioride dirydrate 4B.{0M2) 0.1 MBIS-TRISpH 5.5 48. (D12} 45% wiv (+/-]-2-Methyl-2 4-pentanedicl
& Buller pH is thal of 2 1.0 M slock priod in dilution
with othes 3
pH with HCI or NalH.

Ik HT contains ninely-six unique reagents. To dederming the formuation of sach reagent, simply read across the page.
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. HLE

Salt Well Bluffer ¢ Wedl Precipitant
# ¥

0.2 M Caleium chioeide dibydrate HEY  01MEBIS-TRIS pHES dOE1)  45% v {+-}-2-Methyl-2 4-pantanadial

0.2 M Ammonium acetate S0ES  01MBIS-TRISpHSS SOER  45% wiv (+-}-2-Methyl-2 4-pantanadial

0.2 M Ammonium acetate 5LEJ  0.1MBIS-TRIS pHES SLIES  45% wiv {+-}-2-Methyl-2 4-pantanadial

0.2 M Ammonium acetate S Ed 01MHEPESpHTS E3EM)  45% v {+1}-2-Methyl-2 4-pantanadial

0.2 M Ammonium acelate S3ES 0 MTispHES SEES  45% wiv [+--2-Metiyl-2 4-pantenadial

005 M Calcium chioride dinyorate 5UEE  0.1MBIS-TRIS pHES SA0E6)  30% v Polystiviens glycol monomethyl ather 550

£.05 M Magnesium chiceide hexahydmie S.ET 0MHEPESpHTS S5(ET)  30% wiv Polysthyiena glycol monomethyl ather 550

012 M Fotassium chizrida Si(EH 0.05MHEPES pH 75 SE(EE)  35% wiv Polysthyiena glyeol 400

B.05 M Ammaonium suliste ST.ED) 005 MBISTRIS pH 6.5 STES 0% wiv Polyetlene ghycol 600

Mane SAEID 0.1 MBIS-TRIS pHES SEEI0}  45% wiv Polypropylena ghyeol P 400

0.02 M Magnesium chioride hexahydmte SEN) 0.1 MHEPES pH 7.5 S0.ENT} 2% wiv Polyjacrylic acid sodium satt) 5,100

0.01 M Cobaltill) chioride hexahydmte BLEIZ) 0iMTispHES aL{E mwmrnrmmmms

0.2 M L-Praline ELIF1 0.1 MHEPES pHTS m{Pu 10% wiiv

0.2 M Trimethylamine N-neide ditydrate B 0AMTispHEs mmwmgwmmmzm|

%z wiv Tacsmale pH 7.0 mmgmmwmsm

0L005 M Cobelt{]l) chilorite hexahydrate, GLfF4)  01MHEPESpHTS 6474 12% wiv Polyethylene ghyool 3,350

BL00KS M Mickel(1) chiorida hexahydrate,

0.005 M Cadmium chiorida hydrata,

0005 M Magnesium chioride hexshydmte

0.1 M Ammonium acstate BifFS) 0.1 MBIS-TRISpHSS E.(F5)  17% wiv Potyetylene ghyeol 10,000

0.2 M Ammonium sulfate G660 MBIS-TRIS pHSS R 25% wiv Polyethylene ghool 3,350

0.2 M Ammonium sulfate BT 0.4 MBIS-TRIS pHES 6L.FT)  25% wiv Polyetylene gheol 3,350

0.2 M Amemonium sulfat BA{FE) 01MHEPESpHTS E(FB  25% wiv Polyetiylene ghyool 3,350

0.2 M Amemonium sulfat ELFS M TispHES R 25% wiv Polyetiylene ghyool 3,350

0.2 M Sodium chioride TO.FI0) 0.1 MBIS-TRIS pH 5.5 TOFM)  25% wiv Polyethylene ghycol 3350

0.2 M Sodium chioride TLFI) 0.1 MBIS-TRIS pHES TLFN)  25% wiv Polyethylene giycol 3350

0.2 M Sodium chioride TF12) 01 MHERES pH 7S ToFiZ)  25% wiv Polyethylene glycol 5,350

0.2 M Sodium chiaride TAE) 0AMTispHES TAME)  25% wiv Polyethylene ghyool 3,350

0.2 M Lithium sulfabs moncirydrate TG 0AMBISTRISpHSS TAMEH  25% wiv Polyethylene ghyool 3,350

0.2 M Lithium suifabs moncitydrate TG 01MEBISTRIS pHES TEEY  25% wiv Polyetylene ghool 3,350

0.2 M Lithium suifabs moncirydrate TE(G) 0.1 MHEPES pHTS T 25% wiv Polyethylene ghyool 3,350

0.2 M Lithium suifabs moncirydrate TLIE 0AMTispHES TGS 25% wiv Polyethylene giycol 5,350

0.2 M Ammonium acetate TE(GE 0.1 MBIS-TRISpHSS TG 25% wiv Polyethylene ghyol 3,350

0.2 M Ammonium acetate TG 0.1 MEBIS-TRIS pHES TAMET)  25% wiv Polyethylene ghool 3,350

0.2 M Ammonium acetate #L(G 0.1MHEPES pHTS BLGH  25% wiv Polyetylene ghycol 5,350

0.2 M Ammonium acstate BLIGH 0AMTispHES B30 25% wiv Polyetylene ghycol 5,350

0.2 M Magnesium chioride hesxshydrate 2 (G100 0.1 MBIS-TRIS pH 55 BZ(GI0  25% wiv Polyethylene glycol 5,350

0.2 M Magnesium chioride hexshydrate HL(E1) 0.1 MBIS-TRIS pHES BLIG1)  25% wiv Polyethylene glycol 5,350

0.2 M Magnesium chloride hexshydrate BUG1Z) 0.1 MHEPES pH TS BAIGIZ)  25% wiv Polyethylene ghycol 5,350

0.2 M Magnesium chloride hexshydrate BEH) 01MTispHES BG(HY)  25% wiv Polyetiylene ghycol 5,350

0.2 M Potassium sodium fartrate ebabydrate BEHY)  Nane BE(HY  20% wiv Polyesylene ghyool 5,350

0.2 M Sodium malonate pH 7.0 H.HY  None EF(HY 0% wiv Polyethylene ghyool 3,350

0.2 M Ammonium citrate tribasic pH 7.0 BH4)  Nome BA(H4) 0% wiv Polyethylene ghyool 3,350

0.4 M Succinic acid pH 7.0 BLHS  None BLOHE) 5% wiv Polyethylene ghyool 3,350

0.2 M Sodium fomate HLHE)  None BLOHE 0% wiv Polyethylene ghyool 3,350

015 M DL-Malic acid pH 7.0 0.7} Nane BLHT)  20% wiv Polyethylene ghyeol 3,350

0.1 M Magnesium formate difydrets B HE)  None B2 (HE 5% wiv Polyethylene ghyool 3,350

0.05 M Zine acetats dityrmte BEHY  None BAMHE)  20% wiv Polyethylene ghyool 3,350

0.2 M Sodium citrate wibasic diydmte (HI)  Mone G (H10}  20% wiv Polyethylene ghycol 3,350

0.1 M Potassium thincyanata W (HIT)  Mone 86011} 30% wiv Potyethylene glyeol monomethyd ethar 2,000

0.15 M Potessium bromida % HIE  None 86,012} 30% wiv Polyethylene glycol monomethyl edher 2,000

& Buifer pH s Tt of & 10 M !'mpﬂl:l'hﬂl.ﬂm

with ather reanent
gH with HCI or NaOH,

Tk HT comtaing ninely-six unique reagants. To detarming the farmulation of aach reagent, simply read across the page.
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Priloha ¢. 7: Seznam podminek krystalizace pro sadu PEGRx HT

Well Buffer - Well Polymer
# #

1.{A1)  0.1M Citric acd pH 3.5 1.(A1)  34% wiv Poiyetiylene giycol 200

2.{A%)  0.1M Sodium citrate tribesic dibydmate pH 5.5 2 (AZ)  38% wiv Polyethylene giycol 200

3.(A3) OIMHEPESpHTS 3.(A3)  42% wiv Polyethylene giycol 200

4.(Ad)  0.1M Sodium acetate tibydrate pH 4.5 4.[Ad)  30% wviv Polyethylene giycol 300

5.(A5)] ODIMBISTRISpH&S 5.(AS)  25% wiv Polyethylene giycol 300

6.(AE)  0.1MBICINE pHAS 6.(AB)  20% wiv Polyethylene giycol 300

TAT) 01 M Sodium acetste tibydreta pH 4.0 T.(AT] 155 wiv Polyetiylene ghycol 400

8.(AB]  0.1M MES monohydrate pH 6.0 8.(AB)  20% wiv Polyethylene giycol 400

9.(AS) O01MThspH B0 9.(A8)  30% wiv Polyethylene giycol 400

10.(A10) 0.1 M Sodium citrate tribasic diydrmate pH 5.0 10.(A10) 30% wiv Polyethyiene giycol monomethyl ethar 550
11.(A11) 0.1 M Imidezole pH 7.0 11.(A11) 25% wiv Polysthyiene giycol monomethyl ethar 550
12_(A12) 0.1 M BIS-TRIS propana pH 8.0 12_(A12) 20% wiv Polystiyiene giycol monomathyl ethar 550
13.{B1) 0.1 M Sodium acetate tribydrate pH 4.0 13.(B1)  10% wiv Jaffamine® M-500° pH 7.0

14.{BZ) 0.1 M MES monohydrate pH 6.0 14.(B2)  20% wiv Jaffamine® M-500° pH 7.0

15.(B3) 01 M Tris pH B0 15.(B3)  30% wiv Jaffaming® M-600" pH 7.0

16.(B4) 0.1 M Ciiric acd pH 3.5 16.(B4)  14% wiv Polyettwlena giycol 1,000

17.{B5) 0.1 M Sodium citrate tribasic dibydata pH 5.5 17.{B5)  22% wiv Polysttylena giyool 1,000

18.(BE) O.IMHEPESpHTS 18.{B&)  30% wiv Polyettwlena giycol 1,000

19.(B7) 0.1 M Sodium acetate tribydrate pH 4.5 10.(B7)  30% wiv Polyettylena giycol 1,500

20.(B&) 0.1MBIS-TRISpHES 20.(B&)  20% wiv Polyettylena giyool 1,500

21.(B8) 0.1MBICINE pHAS 21.(B&)  15% wiv Polyettylena giycol 1,500

22 (B10} 0.1 M Sodium acetate tribydrate pH 4.0 22 (B0}  10% wiv Polyethylena giycol manomedyd ather 2,000
23_(B11) 0.1 M MES menahydrate pH 6.0 23_(B11) 20% wiv Polyethylana giyeol manomedhyl ather 2,000
24.(B12) 0.1MTrispH 80 24_(B12) 30% wiv Polyethylena giycol manomedhyl ather 2,000
E5.(C1) 01 M Sodium citrte tribesic diydrata pH 5.0 B5.(C1)  30% wiv Jeffaming® ED-2001 pHT.0

26.(C2) 0.1 M Imidazole pH 7.0 26.(C2) 20% wiv Jaftaming® ED-2001 pH 7.0

27.(C3) 0.1 M BIS-TRIS propane pH 9.0 27.(C3)  10% wviv Jaftaming® ED-2001 pH 7.0

28 (C4) 0.1 M Citic acd pH 3.5 28_(C4) 25% wiv Polyettylena giyool 3,350

20.(C5) 0.1 M Sodium citrate tribasic dibydrata pH 5.5 20.(C5)  18% wiv Polyettylena giycol 3,350

30.(C6) CIMHEPESpHTS 30.(C8)  12% wiv Polyettylena giyool 3,350

31.(CT) 0.1 M Sodium acetate ribydrata pH 4.0 31.(CT)  10% wiv Polyettylena giycol 4,000

X2 (C8) 0.1 M MES monohydrate pH 6.0 32_(CH)  14% wiv Polyettylena giycol 4,000

H(CH) Q1M TrispH B 33.(CA)  28% wiv Polyettylena giyool 4,000

34.(C10) 0.1 M Sodium acetate trbydrate pH 4.5 34.(C10)  30% wiv Polyettylena giycol manomedhyl ather 5,000
35.(C11) 0.1MBIS-TRISpHES 35 (C11)  20% wiv Polyettylena giycol monometiy ether 5,000
35.(C12) D.IMBICINEpHAS 35.(C12) &% wiv Palyathylene glycol monomethyl ether 5,000
37.(D1) 0.1 M Sodium citrate tribasic dibydrata pH 5.0 37.(D1)  10% wiv Polyettylena giycol 000

38.(D2) 0.1 M Imidazole pH 7.0 38.(D2) 20% wiv Polyettylena giycol 6,000

33.(D3)  0.1M BIS-TRIS propane pH 9.0 30.(D3)  30% wiv Polyettylena giycol 6,000

40.(D4) 0.1 M Citric acid pH 3.5 40.(D4)  28% wiv Polyettylena giycol 8,000

41.(D5) 0.1 M Sodium citrate tribasic dibydrata pH 5.5 41.(D5)  16% wiv Polyettylena giycol 8,000

42.(D8) C1MHEPESpHTS 42_(D&) &% wiv Polyaihylene ghycol 8,000

43.(D7) 0.1 M Sodium acetate tribydrata pH 4.5 43.(D7)  10% wiv Polyettylena giycol 10,000

44.(D8) 01MBIS-TRISpHES 44.(D8)  16% wiv Polyettwlena giycol 10,000

45.(D3) 0.1MBICINE pH A5 45.(D9)  20% wiv Polyettylena giycol 10,000

45.(D10) 0.1 M Sodium citrate tribasic dtdmte pH 5.0 45.(D10)  1B% wiv Polyethylena giycol 20,000

47.(011) 0.1 M Imidezole pH 7.0 47.(D11)  12% wiv Polyethylena giycol 20,000

48.(D12) 0.1 M BIS-TRIS propana pH 8.0 48.(D12) &% wiv Palyatiylane giycal 20,000

0 BuMer pH i that of a 1.0 M siock prior io diuSion
wilh offer resenl comperents: pH with HCI or MaDH.

PEGRx™ 1 (Dean Wall Block] contains forf-aiaht uaitie macents boalnmning af posiion A 1.
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Well Additive | Salt / Well Buffer ¢ Well Polymer

# Volatile Organic  Polyal # ]
48.(E1) 0.8 M Lithiuen subiste monohydraie 40L(ET) 0.1 M Sodium acetate triydrmte pH 4.0 40(E1) 4% iy Potyetyiens glycol 200

SOE2 0.2 M Lithium sulizte monchydrate S0L(EY 0.1 M Sodium ciirete tribesic didrate pH 5.0 S0E2) 26% wiv Polyethyiene fycal 200

SL{EX 0.05 M Calcium chiorids difydrets S1LE¥ 0.1 MMES monchydrate pH 6.0 SL{EX 45% viv Polyziiyiene gycal 200

52 E4) 28% viv 2-Propenal 52 (E4) 0.1 MEBISTRIS pH 6.5 52(E4) 3% wiv Polyetyiena giveol 200

SL(ES) 20% viv Tacsimate pH 7.0 S3(E5) 0.1 MHEPESpH 7.5 S3(ES) 2% wiv Polyetyiena giveol 200

SAEE) 10% viv 2-Propenal S4.(E5) 0.1 M Sodium ciirete tribesic divdrate pH 5.0 54.E5) 26% wiv Polyethyiene gfycal 400

SS(ET) 0.2 M Ammonium ecetzia SS.(E7) 0.1 M Sodium ciirate tribesic diydrate pH 5.5 S5.ET) 24% wiv Potyethyiene glycal 400

SE(EE 0.2 M Ammorium suffste S5(E5 0.1 MEISTRIS pH 6.5 SEEE) 18% viv Polyetyiene gycal 400

57.E9) S7.(E% 0.1 MHEPESpH 7.5 ST.ES) 40% viv Polyeiiyiene gycal 400
S8(ET0) 6% wv 2-Prapanal S8.(E10) 0.1 M Sodium acetale rintrate pH 4.5 S8.(E10) 25% w Poiyethyiene plycal monomethyl ether S50
S8{E11) 1.8 M Ammorium sulite 5 (E11) 0.1 M BIS-TAIS pH 6.5 SOET1) 2% wiv Polyeshylena glycol manomethyl sther 550
BILEIZ (.15 M DL-Malicasd pH 7.0 GLIEL2) 0.1 M Imidazole pH 7.0 B0LE12) 2% viv Polyetiene pycal monomethyl ether S50
B1.{F1) 0.1 M Succinicacd pH 7.0 BLIFI) 0.1 MEICINEpH 85 B1.[F1) 30% viv Polyzinyiene gycal monomethyl ether 550
B2F2) 0.1 M Lithium sulizte monchydrate 62(F2) 0.1 M Sodium citete tibesic dihydrete pHS S B2F2 20% wiv Polyeftyiena giyeol 1,000

B3L(F3) 0.1 M Sodium malanate pH 8.0 BLFY 0.1 MTrspH B B3.(F3 30% wiv Polyethylena ghyool 1,000

BALIF} 4% wiv (+-)-2-Methyh2 4-pentanedial B4 0.1 MCiricacd pH 35 B4.F4)  20% wiv Polyefriens ghyool 1,500

E5.F5) 022 M L-Praline 6575 0.1 MHEPESpH 75 B5.(F5) 24% wiv Folyethylena giycol 1,500

B6.(FE) 10% viv 2-Propenal BE(FE) 0.1 MEICINEpH &5 B6.(FE) 0% wiv Folyethylena giycol 1,500

E7.0F7) 0.1 M Sodium chioride E7FT) 0.1 MEIS-TRIS propane pH 8.0 B7.(FT} 25% wiv Folyetylena giycol 1,500

E8.(FB) 0.02 M Mickel{ll) chioride hexahydrate, SA.(FB) 0.1 M Sodium acetate tridrmte pH 4.5 £8.[FE) 24% wiv Polyetniens phycol mancmethyl ather 2,000

£.02 M Magnesium chioridz hexahydrate,
£.02 M Cadmium chioride hydraie
BOLFY 20% viv 2-Propenal BRFY 0.1 MMES monchydraie pH 6.0 8. [P mmmmmmmmmam
(F10}_0.2 M Ammerium cirate WibesicpH 7.0 0.F10 0.1 M imidaraie pH 7.0 TiL [Pl eiher 2,000
T [Fm mmwmgw rruumﬂrgllaharﬂil:ﬂ

L) mums-mtsmpamﬂ-ls.u

TZIFE] 0.1 M Sodiom ecemie iy 2 iy
Ta[E) mwmmuqu-pnqmm T4 [G1) |11u5u-:|mrsmmmmpuss mm] mmmgmwaﬂsam
T4(G2) 2% wiv Tecsimate pH 7.0, T4.G2) 0.1 M Imidazale pH 7.0 TAIG2 &% wiv Polyetylene ghycol 3,350
&% wiv 2-Propanal
TE(G3) 2% wiv 1,4-Dicwzna TEIGY) 01 MTrs pH B0 TEIGY 15% wiv Polyedyiena glycol 3,350
TE.(G4] 18% wiv 2Propanal TE.(G4] 0.1 M Sodium citrte tribasic diydrate pH55 T (G4) 20% wiv Folyefryiens ghycol 4,000
TI(G5) 6% v Tacsimate pH 6.0 T7.GE5) 0.1 MMES monchydrata pH 6.0 TTIG5) 25% wiv Polyedyiena glycol 4,000
R[G5 0.2 M Magnasium formate dinydmte TE.(G5) 0.1 M Sodium acetate triydmte pH 4.0 TAIGE 18% wiv Polyefyiena glycol manomethyl ather 5,000
TOIGT) 2% wiv Polyedylena ghycod 400 TOGT) 0.1 M imidazale pH 7.0 TLIGT) 24% wiv Polyefyiena glycol manomethyl ather 5,000
(58 02 M Sodium formate B0L(58) 0.1 MBICINEpHAS 80158 20% wiv Polyefyiena glycol manomethyl ather 5,000
81.(58) 4% v 2-Prapand E1.0G5) 0.1 MEBISTRIS propane pH 910 81.1G8) 20% wiv Polyefyiena glycol manomethyl ather 5,000
£ (G10) 6% wiv Ethyleane ghyeol £ (G101 M Citic acd pH 1.5 22 (G10) 10% wiv Polyetylena plycol 5,000
£3(G11) .15 M Lithium sutiate monchydrate &3 (G11) 0.1 M Citic acid pH 1.5 H1(G11) 18% wv Polyetrylena plycol 5,000
B(G12) 10% viv 2-Propenal B.[G15 0.1 M Sodium acetale ritydmte pH 4.0 BAL(G12) 20% wiv Polyetyiena ghycol 6,000
85 H1) 0.2 M Sodium chioride 85H1) 0.1 M Sodium acetate tritydmte pH 4.0 BS.(H1) 22% wiv Polyedyiena glycol 8,000
B6HY 20% wiv 2Propanal B6HY 0.1 MTrispH 80 BEHE) 5% wiv Palyetiylene ghycol 8,000
87.H3) 10% viv Polyetiyiena giyoal 200 &7.H3) 0.1 MEIS-TRIS propane pH 9.0 B7.(HY) 18% wiv Polyefyiena glycol B.000
83H4 15% wiv 2Propanal 84H4) 0.1 M Sodium citrte tribesic diydrate pH S0 B3.jH4)  10% wiv Polyethylena ghyeol 10,000
#LHS) 0.4 M Sodium malonate pH 6.0 HLHE) 01 MMES monchydrats pH 6.0 B1L{HS) Q5% wiv Polystylena glyeol 10,000
9LHE 0.2 M Potessium sodim terirate teishydrate 90HE) 0.1 MBISTRIS pH 6.5 B0.{HE) 10% wiv Polyesyiena glycol 10,000
QLHT) 5% wiv (42 Methyh-2 d-pentanedia 91.HT) 0.1 MHEPES pH 7.5 B1.(H7) 10% wiv Polyefyiena glycol 10,000
2 HE 02 M Ammonium acetse HE 01 MTris pH B0 B2(HE) 16% wiv Polyetyiens glycol 10,000
@MY 5% v 2-Propand @1 0.1 M Citric acid pH A5 HL{HE) 5% wiv Palyetylene ghycol 20,000
BHI 1.0 M Sodium malonate pH 5.0 S4HI0) 0.1 M Sodium acetate triydmte pH 4.5 S4HIG 2% wiv Palyetiylene ghycol 20,000
85 H11) 0.2 M Magnasium chioride hexahydrate 95 {H11) 0.1 M Sodium citrete tribasic ditydrate pH 5.0 85.(H11) 10% wiv Polyefylena plycol 20,000
86.H12) % wiv Dextran sulfate sodium sah 96 H1Z) 01 MBICINEpHAS BE.(H12) 15% wiv Polyetylena plycol 20,000

0 Bulier pH s thal of & 1.0 M glock prior b silufion
wilh eier rescenl comperents: H with HEI ef NaOH,

PEGRx™ 2 [Deap Wal Block) conlains forly-aigh! unigue reagants beginning al pasition E1.
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Piiloha ¢. 8: Seznam podminek krystalizace pro sadu JCSG — plus

Wellf Conc. Salt
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02 M

0z M
0.02 M
02 M
02 M

0z M
02 M
02 M
02 M
0.2 M
08 M
02 M

02 M

02 M
LM
0z M
02 M
10M
02 M

08 M
0EM

0.2 M

20M

02 M
02 M
02 M

0z M
02 M

01T M

02 M
014 M

0.0 M

Lithiwir sulfate

MNang

Aarimani urm citrate dibasic
Calcium chioride ditydrate
Magnesium lormate dibydrate
Lithiuwm sulfate

Mang

Ammmoniurm fermate
Ammoniurm chloride
Potassium formate
Ammaniurn phosphate monobasic
Potassium nitrate

Aarimaniurm sulfate

Sodiuwm thiocyanate

MNang

MNang

Mang
Mane

MNang

Magnesium chioride hexahydrate
MNang

Bagnesium chloride hexahydrate
Sodiuwm citrate tribasic dilydrate pH 6.5
Potassium citrate tribasic monohydrate
Sodiuwm chloride

Lithiur chlaride

Ammimaniurm nitrate

MNang

Sodium phosphate monobasic ranabydrate

Potassium phasphate monobasic
Mane

Zinc scetate dihydrate

MNang

Mang

Mane

Aumimoniurn sulfate
Mang

Mane

Magnesium chloride hexalydrate
Sodium ehloride

Lithiusr Sullate

MNane

Magnesium chiloride hexalydrate
Lithiuwm sulfate

MNane

Arimaniur dullate

Calcium acetate ydrate
Calgium chioride ditydrate

Potassium phadphate manobasic

Conc.  Buffer
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium dtrate
Mang
0.1 M Sodium acetate
Mane
0.1 M Phosphate)/ditrate
0.1 M CHES
Mang
Mang
Mane
0.1 M Tris
Mang
0.1 M Citrate
Mang
0.1 M BIOME
0.1 M HEPES

0.1 M Sodiuwm catodylate
0.1 M Phosphate)/ditrate

0.1 M Sodium acetate
0.1 M Tris
0.1 M Citrate
0.1 M Sodium cacodylate
Mang
Mang
0.1 M Phosphate,ditrate
01 M Citrate
Mane
0.1 M HEPES
0.1 M Sodium HEPES
Mang
0.1 M Phosphate)/ditrate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Tris
0.1 M Sodium/patassium phosphate

0.1 M BIONE

0.1 M Sodium apetate
None

Hane

0.1 M Sodium HEPES
0.1 M Sodium/patasium phosphate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M HEPES
0.1 M Tris
0.1 M Tris
0.1 M Tris
Mane

0.1 M Sodium catodylate
0.07 M Sodium scetate

None
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Cone  Prepitant

S0 Wy
20 %owfy
20 5% wy
E T
20 % wiy
20 %oy
20 % wy
20 5% wy
20 % wiy
20 % wiy
50 % vl
20 % wy

20 % wiy
20 % owfv
10 % owy
2%l
A0 % v
5 % owy
AD % v
5% owy
B %owy
0 % wy
20 % wiy
50 % vl

20 % wy
20 % wiy
20 % owfv
20 %owfy
0 % w'y

AD % v
0 % ow'y
%
5 %Wy
0 'y
10 % owy
2%l

0 % wy
0 % wy
24 %owfy
20 % v
E T
50 % vy
0 % wy
0 % v
20 % wy
A0 % v
A0 % vy
55 %oy
15 % wiv
A0 % v
11 % v
E AT
16 % wifv
0 % wiv

PEG 400
PEG 3000
PEG 3350
MPD
PEG 3350
PEG 1000
PEG 8000
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PO
PEG 3350
Mone
PEG 3350
PEG 6000
PEG 8000
Ethylene ghyeol
MPD

PEG B000
Etharal
PEG 1000
PEG 000
PEG 8000
PEG 6000
PEG 200
Mone
PEG 3350
PEG 8000
PEG 6000
PEG 3350
PEG 6000
Mo

PEG 300
PEG 3000
Ethanal
1,2-Propandiol
Glyearal
PEG 20,000
1L4-Dioxans
More

PEG 1000
PEG 8000
PEG 1500
Glyeeiol
PEG 400
PEG 200
PEG 8000
MPD

PEG 5000
PEG 400
(]

PEG 4000
Glyeeiol
PEG 300
2-Prapanol
Glyearal
PEG 8000
Glveeral



wellg Comc Salt Conc. Buffer pH  Conc.  FPrecpitant
El 14 M Sodium oitrate tribasic dibydrate 0.1 M Sadium cacodylate 13 Nane
E2 20 M Ammoniwm sulfate 0.1 M Sodium carodylate BS Mans
0.2 M Sodium chlonde
E3 0.2 M Zodium chlonde 01 M HEPES 75 W %wv 2-Propanol
B4 126 M Ammonium sulfate 0.1 M Tris a5 Mane
0.2 M Lithium sulfake
ES Mone 01 M CAPS 0E A Ewv MPD
k& 0.2 M finc acetate ditydrabe 01 M Imedazale B0 20% wiv PEG 3000
ET 0.2 M finc acetate ditydrabe 0.1 M Sodium carodylate 65 1 %wv 2-Propanol
ER 1.0 M Ammonivm phosphate dibasic 0.1 M Sodium acetate 45 Nane
=] 1E M Magneisum sulfate heptabydrate 01 M MES ES Nane
ELD Mone 0.1 M BICINE 80 10%wv PEGEIOD
Ell 0.6 M Caldum acetate hydrate O M Sodium carodylate BS5 1d4%wiv PEGBOOD
20 % wiv Glyoenal
El2 Hone 01 M Iimedazale B0 1% wiv PEGBOOD
F1 0.05 M Cesivm chioride CLL M BAES B5  30%w'v leffamine® M-E00
F2 3.2 M Ammoniwm sulfate 0.1 M Citrate 50 Mane
F3 Hone 01 M Tris 20 W%wv MPD
F4 Hone 0.1 M HEPES 75 0% wiv Jeffamine® M-E00
F5 0.2 M Magnesium chlonde hexabydrate 0.1 M Tris 8% 50%wiv Ethylene glycol
F& Hone 0.1 M BICINE 80 W% MPD
FT 0.8 M Summinicacdd pH 7.0 Mone Mane
F& 2.1 M DL-Malic acid pH 7.0 Hone Mane
Fa 24 M Sodium malonate dibasic monohydrate pH 7.0 Hone Mane
F1i 1.1 M Zodium malonate dibasic manahydrate 0.1 M HEPES 70 05%wv leffamine® ED-20E
F11 10 M Succinic acid 0.1 M HEPES 70 1% wfv PEG2000MME
F12 Mone 01 M HEPES T0O  30%wiv Jeffamine® M-800
&l Hone 01 M HEPES TO  30%w'v Jeffamine® ED-HB
3 L2 M Magnesium chlonde hexabydrate 0.1 W HEPES 7.5 2% wjv Polylacrylic aod sodium sait] 5100
G2 0Ol M Cobaltil) chloride hexahydrate 0.1 M Tris 2% 20%w/v Polyvinglpyrrolidone
=] 0.2 M D 01 M Tris 25 20%w/v PEG 2000MME
G5 0.005 M Cobaltil) chloride hexahydrate 0.1 M HEPES 75 12%w/v PEG 3350
0.005 M Cadmium chlonide hemiipentabydrate)
0.005 M Magnesium chlonde hesabydrabe
0,005 M Mickel{ll] chilorde hexahydrate
(=3 0.2 M Sodium malonate dibasic manahydrate Hone 20 % wiv PEG 3350
&y 01 M Swcoinic acid Hone 15 % wiv PEG 3350
GE 015 M DL-Malicacid Hone 20 % wiv PEG 3350
=) 0.1 M Potassium thioopanate Hone 0 % wv PEG 2000 MME
&10 0.15 M Potassium bromide Hone 30 % wiv PEG 2000 MME
G11 20 M Ammoniwm sulfate 0.1 W BIE-Tris 55 Mane
Gl 3.0 M Sodium chlonde 0.1 W BIETris 55 Nane
H1 0.3 M Magnesium fonmate dihydrate 0.1 M1 BIE-Tris 55 Nane
H2 14 M Ammonium sulfate 01 M BIS-Tris 55 1% wfv PEG 3350
H2 Hone 0.1 M BIE-Tris 55 25%w/v PEGIISH
Hd 0.2 M Caldum chloride dibydrate 01 M BI%Tris 55 45%wiv MPD
HS 0.2 M Ammonivm acetate 01 M BI%Tris 55 45%wiv MPD
HE 0.1 M Ammonium acetate 01 M BIS-Tris 55 17 % wiv PEG 10,000
HT 0.2 M Ammonium sulfate 01 M BIS-Tris 55 25 %wiv PEG 350
= 0.2 M Sodium chionide 0.1 M BIE-Tris 55 25 %wiv PEG 335D |
HE 0.2 M Lithium sulfate 0.1 M BIE-Tris 55 25%w/v PEG 3350
[H10 0.2 M Ammonium acetate 0.1 M BIE-Tris 55 25%wiv PEG3S0 |
H11 0.2 M Magnesium chlonde hexabydrate 0.1 M BIE-Tris 55 25 % w/v PEG 35D
H1E 0.2 M A&mmonivm ooctete 01 W HOMES 75 A5uwivy MMD
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