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1 Uvod

Proteiny jsou makromolekuly nebo také biomolekuly, skladajici se z 22 zakladnich
aminokyselin. Proteiny plni nejen v organismu celou fadu dulezitych funkci a jsou tak pro
Zivot nezbytné.

Jednim z nejlepsich a nejspolehlivéjsich zpusobt, jak ur€it trojrozmérnou strukturu
studovaného proteinu, a ziskat tak o ném dulezité informace, je rentgenova difrak¢ni analyza.
Aby viibec mohla byt tato metoda pouzita, je dalezité vytvorit kvalitni krystal. K vytvoteni
kvalitniho krystalu vede dlouha a naro¢na cesta, ktera je ovlivnéna mnoha faktory. Pokud se
podaii kvalitni krystal vytvofit, mize to vést k objasnéni struktury a také funkce daného
proteinu. Poznani struktury a funkce proteinu ma vyznam v mnoha oborech, zejména
v medicing, primyslu azeméd¢€lstvi, dale nachazi uplatnéni v molekuldrni biologii,
enzymologii, farmakologii a dalsich oborech.

Teoreticka cast bakalarské prace popisuje obecné proteiny a principy a postupy
krystalizace. Dale pojednava o faktorech ovliviiujicich krystalizaci makromolekul, Siroké
Skale krystaliza¢nich metod, o€kovacich technikach a testovani ziskanych krystalt s dirazem
kladenym na rentgenovou difrakéni analyzu. Rentgenova difrakéni analyza poskytuje
informace o strukturach latek. Struktury proteinti jsou ziskavany diky difrakci svétla na jejich
krystalové miizce a vysledkem analyzy je difrakéni zdznam. Prace déle kratce pojednava
0 modelovém proteinu, lysozymu, vhodnému pro osvojeni si krystalizaénich metod. Nakonec
popisuje duleZitost bakteriofagovych lysind jako mozné nahrady antibiotik, v dobé, kdy
dochazi k Sifeni rezistence vici antibiotikiim. Protein ECD7 je nové€ izolovany lysin s témito
vlastnostmi a jeho krystalizace a nasledné feSeni struktury pomoci rentgenové difrakéni
analyzy je dllezité pro dalsi vyzkum, zda je jako nédhrada za antibiotika vhodny. Diky znalosti
jeho struktury je mozné urcit jeho funkci a chovani.

V praktické ¢asti bakalaiské prace je popsan postup krystalizace modelového proteinu
lysozymu, na kterém byly zkouseny rizné metody krystalizace. Dale je popsana krystalizace
lysinu ECD7 v Sirokém rozsahu podminek a nasledné optimalizace vybranych podminek,
nejlepsich pro krystalizaci tohoto proteinu. V posledni fadé jsou zde uvedeny vysledky

rentgenové difrak¢ni analyzy.



2 Cil prace

Cilem préace bylo:
e Zvladnout zékladni a pokrocilé krystaliza¢ni metody na modelovém proteinu
e Charakterizovat studovany protein a nalézt krystalizaéni podminky pro ptipravu
proteinovych krystala
e Optimalizovat krystaliza¢ni podminky a pfipravit krystaly proteinu ECD7 v difrak¢ni

kvalité

¢ Otestovat pripravené krystaly a pokusit se ziskat difrak¢ni data



3 Literarni prehled

3.1 Kirystalizace — obecny uvod

Biomolekularni krystalografie je véda zabyvajici se zjistovanim struktur biologickych
molekul (proteiny, nukleové kyseliny, polysacharidy a lipidy)'2. Biomolekularni
krystalografie zapocala kolem poloviny tficatych let v anglickém Cambridge a Oxfordu.
Vzhledem k praktickym a teoretickym vyzvam, jen malokdo v t¢ dobé mohl piedpovidat
obrovsky dopad biomolekularni krystalografie na oblast strukturalni biologie. V dnesni dobé
je rentgenova krystalografie provadéna rutinné a poskytuje detailni rozliSeni struktury na
téme&t atomové Grovnil,

Ziskani stabilniho monokrystalu je prvni krok nezbytny pro rentgenovou strukturni
analyzu proteinu. Krystalizace proteinu je pfedev§im proces pokus-omyl, ve kterém je protein
pomalu srazen z jeho roztoku. Vyskyt necistot, krystalizacni jadra a dal$i neznamé faktory
hraji vyznamnou roli v tomto procesu. Obecnym pravidlem krystalizace je, ¢im Cistsi protein,
tim v&tsi Sance vzniku a rustu krystald. Pozadavky na ¢istotu proteinu krystalografa jsou
odli$né, a hlavné piisnéjsi nez naptiklad pozadavky biochemika®.

Tvorba krystalti zavisi na mnoha faktorech: termodynamickych, kam fadime napf.
rozpustnost latky a kinetickych, kterymi jsou nukleace a nasledny rist krystald. Rust krystalt
je v podstaté fazova preména, kdy se z kapaliny stava pevna latka. Abychom dosahli ristu
krystali, musime vytvofit pfesyceny roztok, ktery je kli¢em k precipitaci nebo vytvoreni

stabilnich krystalickych jader?.
3.2 Struktura proteini

Prvni modely struktur proteinti ziskané z krystalografickych dat byly odvozeny
Vv padesatych letech dvacatého stoleti prukopniky jako Max Perutz, John Kendrew a dal§imi
krystalografy z vyzkumné laboratofe Cavendish Laboratory v Cambridge a Oxford?.

Proteiny jsou velmi rozmanité, co se jejich struktury a funkce tyce. Proteiny vykonavaji
zakladni a velmi rozdilné funkce v zivé buiice. Reguluji transkripci DNA, udrzuji integritu
genomické informace, zajiStuji enzymatické reakce v metabolickych drahach, syntetizuji
a degraduji dalSi proteiny a metabolizuji xenobiotika. Membranové proteinové receptory
poskytuji mechanismy pro pienos informaci mezi butikami a jejich prosttedim v komplexu

signalnich drah. Dalsi proteiny se aktivné uc¢astni molekularniho transportu a jiné také tvoii



strukturu buiiky. Toto Siroké spektrum funkci je mozné diky strukturdlnimu uspotadani
proteindl v riiznych, funkéné-specifickych, trojrozmérnych strukturach?.

Proteiny jsou slozeny z polypeptidovych fetézcu skladajicich se z 22 raznych
proteinogennich L-a-aminokyselin. Dvacet z téchto aminokyselin jsou béznymi stavebnimi
kameny na rozdil od selenocysteinu a pyrrolysinu, které jsou vzacnél. Aminokyseliny jsou
organické slouceniny obsahujici dvé funkéni skupiny, amin (-NHz) a karboxyl (-COOH)
a postranni fetézec*. Kazda aminokyselina se li§i svym postrannim fetézcem. Pravé odlisnost
postrannich fetézcti vede k mimoiadné rozmanitosti ve funkcich proteinil. Proteinové
struktury maji velikost od desitek do nékolika tisic aminokyselin®.

Sekvence riznych aminokyselin v peptidovém fetézci, zacinajici na N-konci, se nazyva
primarni struktura proteinu. Ve vétsSing piipadii sekvence kompletné urcuje zptisob, jakym
bude protein slozen do trojrozmérné struktury. Béhem procesu sklddani, prvky specifické
sekundarni struktury obecné tvoii bud’ a-helix nebo B-skladany list. Prostorové uspotadani
prvki sekundarni struktury definuje strukturu terciarni neboli trojrozmérnou. Uvnitf
konforma¢niho prostoru trojrozmérné struktury lze rozeznat odlisné strukturni motivy
a domény spolecné mezi strukturami. Nakonec, biologicky aktivni jednotka je v mnoha
piipadech vétsi homo-oligomer stejného proteinu nebo hetero-oligomer, resp. komplex

odli§nych proteintl. Uspoiadani podjednotek definuje kvartérni strukturu?.
3.3 Makromolekularni databaze

Modely proteinovych struktur ziskané experimentalni rentgenovou krystalografii nebo
NMR (nuklearni magnetickou rezonanci) jsou ulozeny ve formé datovych soubort.
Autoritativni vefejné 0lozisté a archiv pro tyto experimentalné ziskané datové soubory se
nazyvd PDB (the Protein Data Bank). Archivy PDB obsahuji atomové soufadnice,
bibliografické citace, informace o primarnich a sekundéarnich strukturach, stejné jako
krystalografické struktury a NMR experimentalni data. Kromé& sbéru dat, poskytuje PDB
ovétovaci sluzby, odkazy na dalsi databaze a také tfadu analytickych nastroji a prohlizect
struktur. Ale PDB neni zodpovédna za spravnost ulozenych dat. Tato zodpovédnost je na
krystalografovi, ktery data vkladal.

PDB byla zaloZena jako prvni digitalni datovy zdroj s otevienym piistupem. Dnes je
pfednim globalnim zdrojem pro experimentalni data, ktera jsou Ustfedni pro védecké objevy.
Prosttednictvim internetového informac¢niho portalu a archivu dat ke stazeni poskytuje PDB

pfistup k 3D strukturnim datim pro velké biologické molekuly (proteiny, DNA a RNA).



Znalost 3D struktury biologickych makromolekul je nezbytna pro pochopeni jejich tlohy

V oblasti zdravi a nemoci lidi a zvitat a jejich funkce v rostlinach®.
3.4 Proces krystalizace

Postup, ktery vede k tvorbé krystalli, je slozen ze tfi fazi, a to z nukleace, rustu
a ukonceni rastu krystali.

Pokud koncentrace proteinu piekro¢i limit rozpustnosti, roztok se piesycuje. V tomto
bod¢ protein zalind agregovat. Agregace probiha ve dvou fazich - nukleace a rist. Béhem
nukleace se proteinové molekuly spoji do stabilniho komplexu jako amorfni srazenina nebo
jako mikrokrystaly. K tomuto spojeni ale dochéazi pouze pii vhodné orientaci molekul.
Amorfni srazeniny maji tendenci pievladat, kdyz je koncentrace proteinu znaéné nad
saturaci®’.

Po fazi nukleace nésleduje rtst krystald. Vhodn¢ orientované molekuly zacinaji
interagovat s povrchem zarodku, tento proces je tedy dynamicky. Rychlost faze ristu krystalt
zavisi na rychlosti uspofadani molekul na povrchu a také jejich pfesunu z objemu roztoku do
z6ny rustu krystalt. Pomaly ptfesun ¢asto nevede ke vzniku krystalii a roztok zlstava Ciry.
Rychly pfesun vede ke vzniku drobnych krystalickych jader, kterd rostou pfiili§ rychle
a vysledkem jsou drobné a poruchové krystaly. K ziskani idealnich krystald potfebujeme, aby
z malého mnozstvi stabilnich krystalickych jader dochazelo k jejich rlstu volnou rychlosti.
Mimo to mohou riist krystalt také ovlivnit zmény fyzikalné-chemickych podminek?.

Nasledujici a posledni fazi je zastaveni ristu krystali. Za neptiznivych podminek mize
dojit k vytvofeni nekrystalického gelu, amorfniho precipitatu nebo roztok zdstane Eiry.
V opacném ptipadé dojde k vytvoreni krystalti, které mohou mit riiznou podobu. Také mtize
dojit ke wvzniku velkého mnoZstvi drobnych krystalki nebo ke wvzniku velkych
multikrystalickych agregati jako jsou napfiklad drobné vétvickové tutvary piipominajici
snéhové vlocky nazyvajici se dendrity nebo tenké jehlickovité utvary zvané sferulity. Malé
krystaly mohou svym pomalym ristem a naslednym zvétSovanim objemu poskytnout
pfijatelné vzorky pro rentgenovou difrakéni analyzu?.

Velikost a kvalita krystalu zavisi na vzniku prvnich jader a nasledné na mechanismu

jejich ristu®.



3.5 Fazovy diagram

Fazovy diagram je graf reprezentujici stav latek, napi. pevné latky a kapaliny,
v zavislosti na podminkach, napf. teploté a koncentraci®.

Pochopeni sledu udalosti jako je nukleace v priubéhu krystalizace je jednodussi, pokud
do termodynamického diagramu rozpustnosti proteinu pfidame informace kinetické. Poruseni
¢isté podstaty termodynamické rovnovahy fazového diagramu ptidanim ponckud orienta¢nich
informaci o nukleaci zvysi nase povédomi o situaci béhem krystalizacniho experimentu.
Abychom rozlisili pfidané modifikace od klasického termodynamického diagramu, nazveme
tento diagram jednoduSe fazovy diagram krystalizace. Tyto diagramy nam pomahaji 1épe
pochopit proces, ke kterému v priibéhu krystalizace dochazi®.

Na Obr. 1, inspirovaném Hampton Research, 2015 a samostatné vytvofeném pomoci
programu malovéani od © 2019 Microsoft Corporation, je znazornén obecny fdzovy diagram
krystalizace. V roztoku proteinu nalezneme nahodné orientované molekuly obklopené
rozpoustédlem (voda a molekuly precipitantu). Interakce mezi proteinem a rozpoustédlem
jsou silngjsi nez mezi molekulami proteinu navzajem. V nenasycené oblasti je roztok
jednofazovy a stabilni. Po ptekroceni kiivky rozpustnosti se roztok stdva pfesycenym a tato
oblast se nazyvd metastabilnil®. V metastabilni fazi nemiZe dochazet k formovéni
krystaliza¢nich jader, ale krystaly mohou rust. Dalsi oblast se nazyva labilni. V této oblasti je
roztok také presyceny, mize dochazek k formovani krystaliza¢nich jader a rdstu krystalu.
Po prekroceni kiivky sraZeni se dostdvame do oblasti precipitace. V této oblasti nedochézi ani

k formovani jader ani riistu krystal@i®,

oblast precipitace

labilni oblast

koncentrace proteinn  —

metastabilni oblast

nenasycend oblast

Obrazek 1: Fazovy diagram krystalizace proteind, (vytvofeno autorkou)

koncentrace precipitantu —>



3.6 Faktory ovliviiujici rast krystali

V Tab. I, inspirované McPherson, 1999 a samostatné vytvoiené pomoci programu
MS Excel, jsou prezentovany fyzikalni, chemické a biochemické faktory, které vice ¢i méné
ovliviluji krystalizaci makromolekul. Kazda makromolekula ma jiné vlastnosti, a to plati,
I kdyz se nelisi o vice nez jen jednu aminokyselinu. Je mnoho ptipadi, kdy identicky protein
ptipraveny odliSnym zptsobem nebo v jiny ¢as vykazoval odlisné vysledky. Faktory se tedy
mohou pro jednotlivé proteiny vyznamné ligit'°.

ProtoZe je kazdy protein unikatni, je skoro nemozné predpovédét konkrétni postup nebo
uréit nejvyhodnéjsi podminky pro jeho krystalizaci. Variace parametrti ovliviujicich
krystalizaci nejsou na sob&é nezavislé a jejich vzajemné vztahy mohou byt slozité a tézko
rozeznatelné. Neni tedy snadné zjistit vhodné podminky pro fyzikalni faktory nebo slozeni
matecného roztoku pro zvySeni pravdépodobnosti vykrystalizovani konkrétniho proteinu.
Specifické slozky a podminky proto musi byt peclivé zjistény a definovany pro kazdy protein

individualng,

Tabulka I: Faktory ovliviujici Krystalizaci®

Fyzikalni Chemické Biochemické
Teplota pH Cistota makromolekul
Postup k rovnovaze Typ rozpoustédla Ligandy, inhibitory
Gravitace Koncentrace rozpoustédla rsr:;’lgigrg;g[(eu%ace
Tlak Iontova sila Posttransla¢ni modifikace
Cas Iontovy charakter Zdroj makromolekul
;/oilralji?];/zvuk/mechanické Stupen piesyceni Proteolyza/hydrolyza
Elektrické/magnetické pole Reduktivni/oxidativni Chemické modifikace

prostredi

Nevodivé vlastnosti média | Koncentrace makromolekul | Genetické modifikace

Viskozita média Necistoty Stabilita makromolekul

Dale jsou popsany vybrané konkrétni faktory, které je snadné kontrolovat a upravovat

dle potieby.



3.6.1 Teplota

Rozpustnost proteinu s teplotou klesa nebo stoupa. Statistiky ukazaly, Ze mnoho
proteinti krystalizuje pti pokojové teploté nebo pii 4°C. Divod vybéru specifické teploty je
historicky. V soucasné dobé neni prokazéna zadna celkova vyhoda pro jednu specifickou
teplotu krystalizace. Avsak, individualni proteiny krystalizuji pti urc¢ité teploté a nizsi teplota

je vyhodnéjsi pro pomaly rist krystalal.

3.6.2 pH

vvvvvv

zkoumana pfti hledani krystaliza¢nich podminek je pH. Vliv pH se zvysuje se snizenim iontové
sily. Sledovani podminek by mélo byt provadéno v takovém rozsahu, aby nebyla porusena

integrita nebo aktivita makromolekul, ale také aby bylo rozmezi co ne;jsirsi'°.

3.6.3 Cas

Cas potiebny k vytvoreni velkych monokrystald se miize velice li§it od nékolika hodin
po nékolik mésicti a jsou znamé piipady, kdy byly krystaly pozorovany az po roce i vice.
Pokud krystalizace probihé z koncentrovaného solného roztoku, pozadovany €as pro objeveni

viditelnych krystalt je relativné kratky, nékolik dnd, tydni®®.
3.6.4 Koncentrace

Jednim znejméné pochopenych parametrti, ktery je zvazovan pifi rustu
makromolekularnich krystall, je vhodna koncentrace proteinu. V tomto ohledu existuji dva
dilezité cile pii ziskavani vhodnych krystalt pro rentgenovou difrakéni analyzu. Prvnim je
nejprve identifikovat podminky, které poskytnou krystaly, bez ohledu na jejich kvalitu a za
druhé, ziskani krystali ve vynikajici kvalit¢ vhodné pro sbér dat s vysokym rozli§enim. Pro

tyto dva cile se vybér parametru miize lisit a koncentrace proteinu je jednim z nich?®.
3.6.5 Krystaliza¢ni ¢inidlo

Volba vhodného krystaliza¢niho ¢inidla je dal$im dilezitym parametrem. Krystaliza¢ni
ginidlo narusuje vazby v proteinu aumoziiuje tak vytvofeni uspofadanych krystalttl.
Krystaliza¢ni ¢inidla mohou byt podle zpiisobu plisobeni rozd€leny do 4 skupin. Prvni

skupinou jsou soli (NaCl, MgClz>), druhou organicka rozpoustédla (ethanol, methanol, aceton,



glukosa atd.), dale organicka rozpoustédla tvorici polymery (polyethylenglykol) a posledni

jsou povrchové aktivni latky?2.
3.7 Pre-krystalizacni test

Vyznamnou proménnou krystalizace je koncentrace vzorku proteinu. Vzorek s vysokou
koncentraci miize zpusobit vznik amorfni srazeniny, a naopak pfili§ zfedény vzorek nevede ke
vzniku krystal a kapka ztstava ¢ira. Pro vybér a optimalizaci vhodné koncentrace proteinu
se proto pred samotnou krystalizaci provadi pre-krystaliza¢ni test2,

Pro pre-krystalizacni test je vyuzivana PCT sada poskytovana spole¢nosti Hampton
Research (USA). PCT sada obsahuje 4 unikatni ¢inidla pro uréeni vhodnych podminek pro
dany protein. Protein je nejprve smichan s prvnimi dvéma ¢inidly, ktera ur¢i, zda je protein ve
vhodné koncentraci pro krystalizaéni Ucely. Pokud je protein citlivy na koncentraci soli

a polymeru na zéklad¢ vysledki z prvnich dvou ¢inidel, pouziji se pro vyhodnoceni druha dvé

¢inidla®,
3.8 Krystaliza¢ni metody

Po seznameni s faktory ovlivitujicimi krystalizaci je dulezité prozkoumat praktické
provadéni experimentu a vybrat nejvice efektivni metodu pro krystalizaci. Pfi vSech metodach
je proteinovy roztok kombinovan, nejcastéji vV poméru 1:1, skrystalizacnim srazedlem
a umistén v uzavieném systému. Bylo vyvinuto mnoho riiznych krystaliza¢nich technik, kde

kazda ma své vyhody i nevyhody v zavislosti na konkrétnim provedeni a typu prostiedi’.
3.8.1 Metody zaloZené na difuzi par

Nejbéznéjsi krystalizacni technikou v laboratofi je metoda zaloZena na difuzi par. Jak
nazev napovida, metoda difiize par vyuziva pomalého Sifeni vodni pary, a dalSich t€kavych
slozek, zkapky proteinového roztoku do zéasobniho rezervoaru se srdzedlem o vyssi
koncentraci, ¢imz se roztok dostane do stavu pfesyceni a tim je umoznéna krystalizace. U této
metody se vyuziva napf. format 24 jamkovych desticek Linbro potaZzenych silikonovanymi

krycimi skli¢ky'. Metoda difiize par miize byt provedena nasledujici zpisoby:
e Metoda visici kapky

Pii metodé visici kapky je kapka proteinového roztoku nanesena na kryci skli¢ko

a smichana s pfiblizné stejnym mnozstvim krystalizacniho roztoku z rezervoaru. Kolem



okraje rezervoaru je nanesen silikon. Kryci sklicko s nanesenou kapkou se pievracenim
pfenese nad rezervodr a pomoci silikonu dojde k uté€snéni. Vznikne uzavieny systém, ve
kterém dochazi k vodni difuzi par z visici kapky do rezervoaru. Tato metoda je standartni
v mnoha malych laboratofich a jeji aplikace je jednoducha®. Schéma metody visici kapky,
inspirované Rupp a samostatn¢ vypracované pomoci programu malovani od © 2019 Microsoft

Corporation, je znazornéno na Obr. 2.

kryei sklicko

\_7, roztok proteinu a srazedla

srazedlo v rezervoaru

Obrazek 2: Schéma metody visici kapky, (vytvofeno autorkou)

Jednou z nevyhod této metody je vysoka cena silikonovanych krycich sklicek. Dalsi
nevyhodou je moZnost, Ze se sniZenim povrchového napéti dojde k rozsiteni nebo dokonce
sklouznuti kapky po jejim oto¢eni. Mezi nevyhody také patii nutnost mazani okraji k utésnéni
jamek a velka, nestandardni velikost desti¢ek. K vyhodam patii snadna manipulace s krystaly

nebo po pfidani napi. ligandu do kapky jeji znovu uzavieni nad stejny rezervoar®.
e Metoda sedici kapky

Metoda sedici kapky je zaloZena na stejném principu jako metoda kapky visici s tim
rozdilem, Ze u této metody je kapka usazena do vyvySené jamky umisténé nejcastéji uprostied
rezervoaru s precipitantem. U této metody tedy neni potfeba naneseni silikonu k utésnéni a ani
jednotlivych krycich sklicek k uzavteni jednotlivych soustav®. K izolaci desti¢ky se vyuziva
lepici paska. Schéma metody sedici kapky, inspirované Rupp a samostatné vypracované

pomoci programu malovani od © 2019 Microsoft Corporation, je znazornéno na Obr. 3.
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lepici paska

roztok proteinu a srazedla

srazedlo v rezervoarm

Obrazek 3: Schéma metody sedici kapky, (vytvoieno autorkou)

Technika sedici kapky je populdrni metodou pro krystalizaci makromolekul. Kapka
sloZzend ze smési vzorku a srdZedla je umisténa do rovnovahy s kapalnym zisobnikem
srazedla. Kapka mé zpravidla nizs$i koncentraci nez srdzedlo v rezervoaru. Vodni para se
vypartuje Z kapky do rezervoaru, a jak k tomuto dochazi, vzorek se stava relativné presycenym.
Rovnovéhy je dosazeno v momenté, kdy je koncentrace srazedla v kapce stejna jako

koncentrace srazedla v rezervoaru®. Vyhodou této metody oproti metodé predchozi je, Ze je

vvvvvv

3.8.2 Mikrokrystalizace pod olejem

U mikrokrystalizace pod olejem je mala kapka proteinového roztoku smichana s ¢asti
krystalizacniho koktejlu a pipetovana pod povrch krystaliza¢ni desticky pokryté olejem.
Kapka poté klesa na dno a je tak izolovana od prostiedil. B&zné jsou vyuzivany mineralni
oleje rozvétvenych parafini v rozsahu Cao*, které umoziiuji pouze malou az zadnou diftzi
vody pod olejem. Pii srazecich nebo mikrosrazecich experimentech, vechna ¢inidla podilejici
se na krystalizaci jsou ptitomna ve specifické koncentraci®. Schéma metody mikrokrystalizace
pod olejem, inspirované Rupp a samostatn¢ vypracované pomoci programu malovani od

© 2019 Microsoft Corporation, je znazornéno na Obr. 4.
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] olej

/- —\ roztok proteinu a srazedla

!

Obrazek 4: Schéma mikrokrystalizace pod olejem, (vytvofeno autorkou)
3.8.3 Metody zalozené na dialyze

Jiny zplsob snizeni nebo zvySeni koncentrace Cinidel je zaloZeny na dialyze. Dialyza je
vhodna pro péstovani velkych krystalal. P¥i dialyze je vzorek oddélen od srazedla pomoci
polopropustné membrany. Tato membrana povoluje prichod malym molekuldm (soli, pfisady
a dalsi krystalizacni ¢inidla), ale biologickym makromolekuldm v prichodu brani. Dochéazi
k difuzi srazedla do vzorku, ale ne ze vzorku, a tim se koncentrace vzorku neméni. Pro dialyzu
se vyuziva dialyzacni knoflik. Vzorek proteinu se nandsi do dialyza¢niho knofliku, ten je
umistén do roztoku srazeciho ¢inidla a diky polopropustné membrané dochazi k priniku
krystalizaéniho ¢inidla nebo jinych latek s malou molekulovou hmotnostni dovniti®. Schéma
dialyza¢ni metody, inspirované Rupp a samostatné vypracované pomoci programu malovani

od © 2019 Microsoft Corporation, je znazornéno na Obr. 5.
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v polopropustna membrana
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srazedlo v rezervoaru

krystal 8

]
>

roztok proteinu

Obrazek 5: Schéma metody zalozené na dialyze, (vytvotreno autorkou)
3.8.4 Metoda volné difuze

Zakladem volné difuze je piivést roztok proteinu a srazedla do kontaktu v tzké nadobé
bez predchoziho smichani a ponechat vyrovnani komponent pouze na difuzi. NejveétSim
rozdilem oproti pfedchozim metodam je, Ze se koncentracni profily proteinu a srazedla méni
riznym zplisobem napfic¢ riznymi misty v systému a v rozdilnych ¢asech. V zasadé je pokryti
fazového prostoru u volné difuze komplexn€j$i nez v prostorové homogennim systému.
Naptiklad, pfi prvnim kontaktu roztoku proteinu sroztokem srazedla s vysokymi
koncentracemi vznikne vysoce pfesyceny roztok, coz je vyhodné pro zapoceti nukleace.
Béhem experimentu dochazi k vyrovnani difuznich profilti a ke sniZeni pfesyceni, coz je dobré
pro kontrolovany rist.

K realizaci volné difuze se vyuziva kapilara, kdy se jeden konec kapilary naplni
srazedlem, do druhého se nanese vzorek roztoku proteinu a oba konce se uzaviou voskem, aby
nedochazelo k tniku roztoku a vytvofila se uzaviena soustava. Schéma metody volné difuze,
inspirované Rupp a samostatné vypracované pomoci programu malovani od © 2019 Microsoft

Corporation, je znazornéno na Obr. 6.

p 74

srazedlo

roztok proteinu

Obrazek 6: Schéma metody volné difuze, (vytvoteno autorkou)
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3.8.5 Davkova krystalizace

Davkova krystalizace je jednou z nejstarSich a nejjednodussich metod proteinové
krystalizace?. Pfi davkové krystalizaci jsou roztok proteinu a srazedla v relativné vysoké
koncentraci smichany ptimo, aby vytvofily piesyceny roztok, ten je izolovan a ponechan
v klidu, zatimco pozvolna dochazi k rovnovaze!. S trochou §tésti poté rostou krystaly pfimo

z presyceného roztoku bez dal§ich procest?®.
3.9 Ockovaci techniky

Nejbéznéji pouzivané techniky pouzivané pro optimalizaci a zvySeni kvality krystald
jsou ockovaci techniky. Lze je pouzit v pfipad¢ heterogenni nukleace pti nizkém piesyceni,
kde pomaly riist je optimalni pro formovani difrakénich krystald, ale spontanni nukleace je

nepravdépodobna. Existuji dvé obecné metody oc¢kovéni, mikrooc¢kovani a makroocovanil.

3.9.1 Mikrooc¢kovani

Mikroockovani spociva v tom, ze par malych fragmentd krystalli, ne nutné¢ dobie
zformovanych, ale ¢asto z ptivodné ziskanych anizotropnich jehel, krystalickych klastri nebo
sfeluriti, je zavedeno do krystalického roztoku s niz§im piesycenim, nez je nutné pro
spontanni nukleaci. Pfitomnost heterogennich nukleacnich zarodki v krystalizacnim roztoku
s nizkym presycenim, kde spontdnni nebo homogenni nukleace nenastala, je pfijatelnym
prostiedim pro uspéch ockovacich technik. Dal§im mechanismem muze byt epitaxialni rist na
povrchu jiz existujiciho krystalu, ale také odlisné materialy, jako kousky nebo brousené sklo,
mohou byt pouzity pro ockovani a snizit tak dullezitost epitaxe v mikroockovani.
Denaturovany protein a jiné cizi latky mohou vyvolat nadmérnou nukleaci, a to je divodem
odstied’ovani proteinového roztoku pied zahajenim krystaliza¢nich pokusi.

Pii mikroockovani se zfedéna série rozdrcenych krystalickych fragmentl nebo jinych
¢astic, jako mleté sklo, zavede do nové krystaliza¢ni kapky se snizenym pfesycenim, obsahuje
mén¢ srazedla nebo méné proteinu. Popularni je technika nazyvana vlasové ockovani, kde
tenky vlasek nebo vlakno ptejizdi skrz krystalizacni zarodek nebo zérode¢ny krystalizacni
roztok a poté je pfeneseno do nové kapky. Nové krystaly pak Casto rostou ve sméru vlakna
obsahujiciho jadra. Mikroockovani muze byt také vyuzito pii automatickém rozkopavani na
robotu, kdy se nastavi ¢as pfidani ztedéného roztoku rozdrcenych krystalt do kapek. Vysledky

jsou slibné, ve srovnani s neo¢kovacimi kontrolovanymi technikami se objevilo vice krystali?.
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3.9.2 Makrooc¢kovani

Pti makroockovani se na rozdil od mikroockovani ptenasi pouze jeden, ale uz dobie
tvarovany krystal, ktery je pouze moc maly. Tento krystal je pfenesen do nového
krystaliza¢niho roztoku identického srazedla ve snaze ho "vykrmit" do difrakéni velikosti.
Provadi se to z divodu, kdy se riist krystalu zastavi z nedostatku materialu, umisténi krystalu
do nového cerstvého roztoku pak jeho dalsi rGst umozni. Makroockovani na rozdil od
mikroockovani vyzaduje podstatné vice dovednosti a automatizace nemiize byt tak snadno

provedena®.
3.10 Vysledky krystaliza¢nich experimenti

Krystaly jsou pozorovany pod stereomikroskopem vybavenym digitalnim fotoaparatem.
Dilezité je spravné osvétleni krystalizaénich jamek, nejcastéji byvaji osvétlovany zboku. Pro
frekvenci pozorovani plati obecné pravidlo, Ze ¢im jsou kapky mensi, tim castéji musi byt
kontrolovany'. B&éhem prvniho tydne je vhodné pozorovat kapky kazdy den, po dobu dal3ich
tiech tydni jednou za tyden a poté jednou mési¢né do té doby, nez budou kapky obsahovat
krystaly nebo nevyschnou®.

V desticce miizeme pozorovat nekolik ptipadi, a to ¢irou kapku, amorfni material,
precipitat, , kizi“, separaci faze nebo krystaly®.

Cira kapka neobsahuje krystaly, sraZeniny, separaci faze ani jiny nerozpustny vysledek.
Ciré kapky svédéi o tom, Ze piesyceni nedosidhlo bodu piesyceni a nemohlo tedy dojit
k nukleaci a naslednému riistu krystalt®,

Amorfni material zahrnuje vlakna, sklo, prach a kousky, které byly ptitomny v desticce,
vzorku nebo srazedle pii pfipravé experimentu a pied jeho utésnénim. To by mélo byt
zaznamenano ihned po dokonceni experimentu, aby pozd¢ji nedoslo k zdméné se srazeninou
nebo mikrokrystaly?®.

Precipitace se objevuje v mnoha formach a odstinech barev, ale nikdy nema okraj. Zluta
nebo hnéda srazenina, Casto husta a shluknuta zna¢i denaturovany protein, ktery nebude
krystalizovat. Bild srazenina, ktera je Casto amorfni, jemna a spiSe slaba miize svédcit
0 srazedle nebo rozlozeném proteinu, ktery stale mize vykrystalizovat®.

,,Kuze*“ v kapce muze svédcit o oxidovaném nebo denaturovaném proteinu vytvoieném
na rozhrani vzduch/olej/kapka a krystaly se v takovych kapkach casto neobjevuji. Kizi je

mozné odstranit sondou a experiment mize pokracovat®.
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Separace faze se jevi jako nékolik velkych nebo mnoho malych kapicek. Pokud je tato
faze zalozena na proteinu, krystaly se mohou objevit uvnitf nebo na okraji kapicek. Pokud
separace faze neni zalozena na proteinu, mize se jednat o polymer, polyol nebo netékavou
organickou latku. P¥itomnost nebo zmizeni separace faze mize byt zavislé na teplote®.

Krystaly se mohou objevit jako mikrokrystaly nebo mikrokrystalické srazeniny, jako
jednodimenziondlni jehly, dvourozmérmné desky, trojrozmérné objekty nebo klastry, jehly,
sferulity nebo rizné geometrické tvary. Krystaly maji vzdy hrany na rozdil od srazeniny. VéEtsi

kapky mohou produkovat vétsi krystaly nez mensi kapky?.
3.11 Testovani krystala

Ke krystalizaci proteinu jsou vyuzivany rizna srazedla vétSinou s niz$i koncentraci, aby
nedochazelo k jejich krystalizaci namisto proteinu. I pfes to jsou znamé soli, které se pouzivaji
ve vysSich koncentracich a mohou tedy vykrystalizovat misto poZadovaného proteinu, jsou to
napft. siran amonny nebo fosfore¢nan draselny. K jejich krystalizaci dochazi predevsim, pokud
jsou tyto soli smichany s precipita¢nimi iontovymi pufry, tedy pufry s Ca?* nebo
s organickymi molekulami, jelikoz mohou zménit rozpustnost jednotlivych komponent
roztoku, ktery je urCen ke krystalizaci. Na rozdil od krystalli proteinil, krystaly soli vznikaji
arostou rychleji. Pro rozeznani krystali proteind od krystald soli existuje nékolik metod.
Neékteré z téchto metod jsou spolehlivéjsi nez jiné a nekteré z nich lze pouzit pouze jednou,

protoze jsou destruktivni. Dale jsou prezentovany konkrétni metody, a to v pofadi podle jejich

vzristajici spolehlivosti?.
3.11.1 Test drcenim

Tento test je provadén pod stereomikroskopem nasledujicim zptisobem. Kryci sklicko
S krystalem je umisténo pod stereomikroskop a poté je krystal rozbit pomoci sklenéné

kapilary. Pokud se jedna o krystal proteinu, uz pti slabém narazu se rozpadne na mnoho

vvvvv

3.11.2 Dehydratacni test

Pfi tomto testu je krystal vyjmut z kapky pomoci kapildry a ponechan na vzduchu.
Krystaly proteinu se po kratké dobé na vzduchu rozpadnou. Naproti tomu krystaly soli

zGstavaji neporusené?,
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3.11.3 Barvici test

Barvici test je provadén pomoci barviva zvaného lzit. 1zit Ize koupit od spolecnosti
Hampton Research (USA) a je pfidavan piimo do kapky. Po pfidani barviva se Krystaly

proteinu zbarvi modfe a krystaly soli ne?.
3.11.4 Gelova elektroforéza

Zde musi nejprve dojit k rozpusSténi krystalii a poté se provadi jejich analyza pomoci
SDS-PAGE clektroforézy. V piipadé, Ze se jedna o krystaly proteinu, na gelu se objevi
prouzek a je mozné pozorovat i kvalitu proteinu. U krystalt soli k zachyceni nedojde a roztok

celym gelem pouze projde®®.
3.11.5 Rentgenova difrakéni analyza

Hlavnimi slozkami potfebnymi pro sbér rentgenovych difrakénich dat jsou zdroj
rentgenového zafeni a rentgenovy detektor. Rentgenové paprsky jsou elektromagnetické
zateni o vlnovych délkach 107 — 10 m (1000 — 0,1 A). Rentgenové zafeni bylo objeveno
8. listopadu 1895 Wilhelmem Conradem Roentgenem v némeckém Wiirzburgu. Povaha
zafeni, ale nebyla plné pochopena a Roentgen ho nazval rentgenové paprsky. Kolem roku
1910 Max von Laue vyvinul teorii rentgenové difrakce, trojrozmérna miiz. Laueova difrakéni
teorie inspirovala jeho pomocniky, Friedricha a Knippinga k pouziti krystalu jako difrakéni
miizky. Své vysledky publikovaly v roce 1912 a byly pfimym diikazem existence miizky
v krystalu a vinové povahy rentgenovych paprski®.

Rentgenova difrakéni analyza poskytuje data pro fadu riznych analyz, které umozZiuji
kvantifikaci relativni kvality vypéstovanych krystali za riznych podminek. Nejvétsi
pozornost, pokud jde o stanoveni struktury, je kladena na limit rozliSeni a rozsah difrakéniho
obrazu. Vysledek mize také zaviset na kvalité a Cistoté vzorku pouzitého pro péstovani
krystalg?.

Pristroj pouzivany ke sbéru rentgenovych dat se nazyva difraktometr. Difraktometr méfi
pozici (Uhlové rozdéleni) a intenzitu difrakénich rentgenovych paprskl. Zékladnimi
komponentami difraktometru jsou: Intenzivni zdroj silnych rentgenovych paprski v rozsahu
5 —25 keV, optika pro vybér monochromatickych rentgenovych paprskl a pro zaostieni nebo
kolimaci rentgenovych paprskii, mechanické zatizeni, nazyvané goniostat, slouzici k orientaci
krystalu v primarnim rentgenovém zafeni a detektor difrakénich rentgenovych paprski.

Dal$imi komponentami, které podporuji a zlepSuji funkci difraktometru vhodného pro
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proteinovou krystalografii, jsou: krzogenni zafizeni, které udrzuje krystaly nepfetrzité
Vv proudu studené¢ho plynného dusiku pro snizeni radiacniho poskozeni, zvétSovaci jednotka
zaméfena na stfed difraktometru pro vyrovnani krystalu v rentgenovém paprsku, dale
fluorescenc¢ni detektor pro zaznamendavani rentgenového excitatniho spektra pro optimalni
vybér vinovych délek (tato komponenta je vyuzivana pouze u anomalnich experimentt)
a software pro sbér dat, ktery fidi goniostat a provadi primarni zpracovani prvotnich dat
z detektoru?.

Nejbéznéjsi metodou sbéru dat v makromolekularni krystalografii je rotacni metoda.
Jedné se o jednoduchou rotaci krystalu kolem jedné osy o malé ptirtstky, obvykle 0,1° az
priblizné 1,5°, zatimco je krystal vystaven rentgenovym paprskim a odrazy jsou
zaznamenavany detektorem. Dobra difrakce znamena jednotlivé, dobte identifikované a silné
skvrny rozprostirajici se daleko v difrakénim uwhlu s vysokym rozliSenim. Prvni snimek
difrakce odhali, do jaké miry krystal difraktuje, a to vede k rozhodnuti, zda krystal na
difraktometru ponechat nebo ne. Obecné pravidlo, data s nizkym rozlisenim, tedy > 4,0 A,
mohou byt stale uzite¢nd pro experimenty, ale ¢asto jsou nedostate¢na k uptesnéni kvalitniho
modelu. Pokud by se jednalo o krystal soli, bude detekovano jen nékolik, ale ostrych bodu

V rozli$eni véts§im nez asi 10 A z diivodu jejich mnohem mensich bungk?®.
3.12 Modelovy protein

Lysozym je antimikrobidlni enzym, ktery produkuji zvifata a je soucasti jejich
pfirozeného imunitniho systému®*. Lysozym se hojné& vyskytuje v sekretech, veetné slz, slin,
mateiském mléce a hlenu. Velké mnozstvi lysozymu Ize také nalézt ve vajeéném bilku®®.

Nejvhodnégjsim proteinem pro prvni krystalizani experiment je lysozym ze slepiciho
vajecného bilku. Lze jej ziskat komer¢né v Cisté formé, je levny a je moZné ho okamzité pouZit

pro krystalizaéni experiment. Krystaly lysozymu mohou vyriist uz za jeden den®.
3.13 Bakteriofagové lysiny

Bakteriofagové lysiny jsou nové mureinové (peptidoglykanové) hydrolazy kdédované
dsDNA fagy v pozdni fazi infekéniho cyklu pro uvolnéni virionii. Tyto enzymy jsou obvykle
druhové specifické a vysoce aktivni proti bakteridlnim peptidoglykantim a jsou schopné
naruSovat bunécéné stény citlivych bakterii véetné Gram-pozitivnich patogenii rezistentnich

vidi vice 1ékam?®,
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Srostoucim celosvétovym rozSifenim bakterii rezistentnich vi¢i antibiotikim
pfedstavuji  bakteriofagové endolysiny (lysiny) velmi slibnou alternativni tfidu
antibakterialnich latek v boji proti infekénim chorobam. Rada studii prokazala silny potenciél
téchto enzymi v lidské a veterinarni medicin€ pro kontrolu a 1é¢bu patogent na sliznicich a pii
infekcich. Také maji potencial v diagnostice a detekci, bio-obrang, eliminaci potravinovych
patogenii a kontrole fytopatogenti'’.

Bakteriofagy (fagy) jsou povazovany za vSudypiitomné a odhaduje se, Ze jsou
nejhojnéjSimi biologickymi entitami na Zemi. Fagy jsou viry, které specificky infikuji
bakterie. Byly jako prvni objeveny v pre-antibiotické éte d'Herellem roku 1917, avsak jejich
antibakterialni chovani bylo popsanu jiz roku 1896 Hankinem a roku 1915 Twortem?’.

Lysiny jsou figové enzymy, které hydrolyzuji bakterialni peptidoglykany'®. Pokud maji
tyto rekombinantni enzymy naplnit svilj potencidl jako antibakteridlni latky, je dilezité
prozkoumat mnoho faktord jako je jejich toxicita, imunogenita, G¢innost, rezistence
a synergie. Dosud bylo provedeno nékolik pokusti in vitro a in vivo S pouzitim raznych lysint
a byly vyhodnoceny uvedené parametry. Toxicita: Bakteriofagy jsou nejhojnéjsi formy Zivota
na planeté a vyvinuly se spolené s bakteriemi pfed milionem let. JelikoZ neinfikuji savci
buniky, lysiny by nemély pfedstavovat potencialni toxickou hrozbu pro lidi a zvifata.
Imunogenita: Jelikoz jsou lysiny proteiny, jsou schopné stimulace imunitni reakce pii podani.
Rezistence: Vyskyt bakterii rezistentnich vic¢i lysinim je nepravdépodobny, protoze fagy
a bakterie se vyvinuli spole¢né. Synergie: Studie prokazaly, ze né¢které lysiny mohou pracovat
v synergii s ostatnimi nebo s uréitymi antibiotiky?’.

Bakteriofagové lysiny ve srovnani s antibiotiky vykazuji n€kolik vysoce Zadoucich
vlastnosti, které zahrnuji nové antimikrobialni mechanismy, vysokou specificnost a aktivitu
vuci viceslozkovym rezistentnim patogenim, stejné jako nizkou moznost vzniku rezistence.
Modularni struktura lysin poskytuje vysokou Sanci pro vytvofeni umélych lysint
S pozadovanymi vlastnostmi, které mohou obsahovat rozSitené ,,zabijeni”, vylepSenou
,.zabijeci* aktivitu a zlepsenou rozpustnost'3. Bakteriofagové lysiny a pfibuzné bakteriolytické
enzymy jsou nyni povazovany za kvalitni antibiotické alternativy pifi feSeni problému
rezistence na ATB,

V dobg, kdy se resistence vii¢i antibiotikiim extrémné rychle rozsifuje, se bakteriofagové
lysiny stavaji dilezitou alternativou k ATB. Avsak je o nich zatim znamo jen malo. Léky
zalozené na bakteriofagovych enzymech, jako jsou lysiny, spiSe nezZ samotné viry, mohou mit
predvidatelnéjsi vysledky. Bakteriofagové lysiny jsou enzymy kodované bakteriofagy, které

Stépi  peptidoglykany v bunéénych sténach bakterii. Béhem svého zivotniho cyklu
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bakteriofagy vylucuji lysiny, aby dodavaly fagovou DNA do bun¢k béhem bakterialni infekce
a uvolnovaly nové viriony z bun¢k. Mezi vyhody lysint patii jejich vysokd mira lytického
pusobeni, schopnost ptisobit na bakterialni kmeny rezistentni vic¢i antibiotikim a degradace
bakterialnich biofilmii a nizka pravdépodobnost vyvoje bakterialni rezistence vuci lysinim.
Siroké spektrum aktivit endolysinil v porovnani s modernimi antibiotiky by mohlo vyiesit
jeden z primarnich problémi spojenych s uzivanim bakteriofagli. Mohlo by to umoznit
kompatibilitu terapii se stavem pacienta s akutnimi infekcemi a vysledek by byl predvidatelny
1 za podminek, kdy neni dostatek ¢asu na predbézné testovani in vitro na rozdil od 1é¢iv na
bazi bakteriofagu, kdy je jejich ucinek neptedvidatelny a je nutné provedeni testu in vitro pred
1é¢bou.

Pro studii aktivity lysini proti Sirokému spektru gramnegativnich bakterii prob¢hlo
klonovani tiech endolysini z rodiny bakteriofagii Myoviridae, LysAm24, LysECD7 a LysSi3.
Vybrané enzymy predstavuji lysiny s riznou organizaci domén, jedna doména vs. dvé domény

a riiznym predpokladanym mechanismy pitisobeni’.
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4 Material a metody

Cilem této bakalarské prace bylo osvojit si krystalizacni metody na modelovém proteinu
lysozymu. Po zvladnuti zékladnich i pokrocilych krystalizaénich metod bylo mym tkolem
nalézt a optimalizovat krystaliza¢ni podminky pro vykrystalizovani bakteriofagového lysinu
ECD?7 a ptipravit krystaly v difrakéni kvalité, aby bylo mozné tento protein otestovat pomoci

rentgenové difrak¢ni analyzy a ziskat difrak¢ni data.
4.1 Krystalizace lysozymu

Pro krystalizaci lysozymu mi byly poskytnuty srazeci ¢inidla chloridu sodného a roztoky
lysozymu. Pro krystalizace lysozymu byly pouzity ¢tyfi rizné metody, a to metoda sedici
kapky, metoda visici kapky, mikrokrystalizace pod olejem a metoda volné difuze.

Srazeci ¢inidla chloridu sodného byla ve ¢tyfech riznych koncentracich, 6 %, 8 %, 10 %,
12 % a 14 %. Priprava roztoku chloridu sodné¢ho probiha rozpusténim chloridu sodného
v 0,1M roztoku octanu sodného o pH 4,7 a naslednym fedénim destilovanou vodou podle
potieby.

Roztok lysozymu byl pouzit v Sesti riznych koncentracich, 20 mg/ml, 25 mg/mli,
40 mg/ml, 60 mg/ml, 80 mg/ml a 100 mg/ml. Redéni koncentrovangjsiho roztoku lysozymu

na pozadované hodnoty se provadi octanovym pufrem o pH 4,7.
4.1.1 Vlastni krystalizace

Pro provedeni experimentu bylo pouzito: sraZeci €inidlo NaCl, nafedéné roztoky
lysozymu, krystaliza¢ni desticky pro metody sedici a visici kapky a mikrokrystalizaci pod
olejem a kapilary s voskem pro metodu volné difuize, automatické pipety, kryci sklicka pro

metodu visici kapky a krystaliza¢ni izolepu pro metodu sedici kapky.
e Metoda sedici kapky

Pro metodu sedici kapky byla pouzita krystalizani desticka obsahujici 24 jamek
s rezervoarem, kde je v kazdém rezervoaru vyvySenina pro usazeni kapky. Rezervoary byly
naplnény 200 pl srdZeciho roztoku NaCl pomoci automatické pipety a do jamek byly
napipetovany 2 pl lysozymu, ke kterym byly ptfidany 2 ul srazeciho roztoku NaCl
z rezervoaru. Pro tuto krystalizaci byly pouzity ¢tyfi vybrané koncentrace srazeciho ¢inidla

NaCl, ato 6 %, 8 %, 10 % a 14 % a Ctyfi vybrané koncentrace roztoku lysozymu, 20 mg/ml,
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40 mg/ml, 80 mg/ml a 100 mg/ml. Schéma krystaliza¢ni desticky je znazornéno v Tab. II.
Po naplnéni vSech jamek byla krystaliza¢ni desticka zakryta krystaliza¢ni izolepou a vickem
pro zamezeni piistupu vzduchu. Krystalizaéni desticka byla ponechéna v laboratofi

a experiment tedy probihal pii 20°C.

Tabulka II: Krystaliza¢ni desticka metody sedici kapky pro lysozym

Srazeci |Lysozym

roztok NaCl | [mg/ml] ! 2 3 4 > 6

2 uINaCl |2 uINaCl |2 ul NaCl |2 I NaCl |2 pINaCl |2 plNacl

9 4 A
6% 0 +2pulLys. [+2plLys. |+2 ulLys. |+ 2 ulLys. |+ 2 pl Lys. | + 2 pl Lys.

2 pINaCl |2 ulNaCl |2 pINaCl |2 ul NaCl |2 plNaCl |2 ul Nacl

o)
14 % 80 B +2ulLys. [+2plLys. |+ 2 plLys. [+ 2 plLys. |+ 2 pl Lys. |+ 2 pl Lys.
10 % 20 C 2 ulNaCl |2 uINaCl |2 uINaCl |2 pINaCl |2 ulNaCl |2 pl Nacl
j +2plLys. [+2plLys. |[+2plLys. |+2 plLys. [+2plLys. | +2 pl Lys.
2 ulNaCl |2 plNaCl |2 pINaCl |2 plNaCl |2 plNaCl |2 plNacCl
8% 100 | p [2WNaCl |2 uiNaCl 12 uiNaCl |2 uiNaCl |2 uiNaCl |2 ulNaC

+2ulLys. |[+2pulLys. |+ 2 ulLys. |+ 2 ulLys. |+ 2 plLys. |+ 2 plLys.

e Metoda visici kapky

Krystaliza¢ni desticka pro metodu visici kapky obsahuje 24 jamek s rezervoarem. Do
kazdého rezervoaru bylo napipetovano 200 pl sraZeciho roztoku NaCl. Ke kazdé jamce je
pfitazeno jedno kryci sklicko. Na kazdé sklicko byly naneseny 2 pl roztoku lysozymu
apridany 2 pl sraZeciho roztoku NaCl zrezervoaru. Kryci sklicko bylo umisténo nad
rezervoar a upevnéno pomoci silikonového tuku. Pro tento experiment byly vybrany ctyii
koncentrace srazeciho roztoku NaCl, a to 6 %, 8 %, 12 % a 14 % a Sest koncentraci roztoku
lysozymu, 20 mg/ml, 25 mg/ml, 40 mg/ml, 60 mg/ml, 80 mg/ml a 100 mg/ml. Schéma
krystaliza¢ni desticky je znazornéno v Tab. III. Po dokonceni piipravy krystaliza¢ni desticky

byla zakryta vickem a ponechéana v laboratofi. Vlastni krystalizace probihala pfi teploté 20°C.
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Tabulka III: Krystalizacni desticka metody visici kapky pro lysozym

Lysozym [mg/ml]

100 80 60 40 20 25

SrdZeci roztok NaCl 1 2 3 4 5 6
14 A 2 pI NaCl | 2 I NaCl | 2 uI NaCl | 2 pI NaCl | 2 pl NaCl | 2 pl Nacl
+2ulLys. |+2plLys. |+2ulLys. |+ 2 ulLys. |+ 2 plLys. |+ 2 pl Lys.
6 B 2 ulNaCl | 2 ulNaCl | 2 I NaCl | 2 ul NaCl | 2 ul NaCl | 2 ul NacCl
+2ulLys. |+2plLys. |+2pulLys. |[+2pulLys. [+2plLys. |+2 plLys.
1 c 2 pI NaCl | 2 I NaCl | 2 uI NaCl | 2 pI NaCl | 2 pl NaCl | 2 pl Nacl
+2ulLys. |+2plLys. |+2ulLys. |+ 2 ulLys. |+ 2 plLys. |+ 2 pl Lys.
3 b 2 ulNaCl | 2 ulNaCl | 2 I NaCl | 2 ul NaCl | 2 ul NaCl | 2 ul NacCl
+2ulLys. |+2plLys. |[+2plLys. |[+2pulLys. [+2plLys. |+2 plLys.

e Mikrokrystalizace pod olejem

Pro mikrokrystalizaci pod olejem byla pouzita desti¢ka s 96 jamkami. Pfed nanesenim
roztoku lysozymu do jednotlivych jamek byla desticka zalita parafinovym olejem. Naplnény
byly pouze jamky v prvnich tfech sloupcich. Do jamek A - D byly napipetovany 3 ul roztoku
lysozymu a 3 pl srazeciho roztoku NaCl. Do jamek E - H byly napipetovany 2 pl roztoku
lysozymu a 2 ul srazeciho roztoku NaCl. Pro tuto metodu byly pouzity koncentrace srazeciho
roztoku NaCl, 12 % a 10 % a koncentrace roztoku lysozymu, 100 mg/ml, 60 mg/ml
a 40 mg/ml. Schéma vybrané ¢asti krystaliza¢ni desticky je znazornéno v Tab. IV. Po naplnéni
vybranych jamek byla desticka zakryta vickem a pro vlastni krystalizaci ponechéna

Vv laboratofi pii 20°C.
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Tabulka IV: Krystaliza¢ni desticka mikrokrystalizace pod olejem pro lysozym

Lysozym [mg/ml]
SrdZeci roztok
NaCl 100 60 40
1 2 3
A 3ulNaCl+3 ulLys. | 3 ulNaCl+ 3 plLys. | 3 ulNaCl+ 3 ulLys.
B 3ulNaCl+3 ulLys. | 3 ulNaCl+ 3 plLys. | 3 ulNaCl+ 3 ulLys.
12 %
C 3ulNaCl+3 plLys. | 3uINaCl+3 plLys. | 3 ulNaCl+3 plLys.
D 3ulNaCl+3 plLys. | 3uINaCl+3 plLys. | 3 plNaCl+3 plLys.
E 2l NaCl+2plLys. | 2ulNaCl+2 plLys. | 2 ul NaCl + 2 pl Lys.
F 2l NaCl+2plLys. | 2ulNaCl+2 plLys. | 2 ul NaCl + 2 pl Lys.
10%
G 2ulNaCl+2pulLys. | 2l NaCl+2 plLys. | 2 ul NaCl + 2 pl Lys.
H 2ulNaCl+2pulLys. | 2ulNaCl+2 plLys. | 2 ul NaCl + 2 pl Lys.

e Volna diftze

U volné diftize byly pouzity tii kapilary s riznymi praméry, 0,2 mm, 0,3 mm a 0,8 mm.
Do kapilar o praméru 0,2 mm a 0,8 mm bylo napipetovano 30 pl roztoku lysozymu
0 koncentraci 100 pg/mla 30 ul 12 % srazeciho roztoku NaCl. Do kapilary o priméru 0,3 mm
bylo napipetovano 30 pul roztoku lysozymu o koncentraci 60 ug/mm a 30 pl 8 % srazeciho
roztoku NaCl, jak je znazornéno v Tab. V. Pied naplnénim byl voskem uzavien tenci konec
kapilary a po naplnéni byl voskem uzavien i druhy konec, aby se zamezilo pfistupu vzduchu.
Kapilary byly poté vlozeny do Petriho misky a ponechany v laboratofi. Vlastni krystalizace
probihala pti 20°C.

Tabulka V: Metoda volné difuze v kapilarach pro lysozym

Prameér kapilary [mm)]

0,2 0,3 0,8

30 pl 100 pg/ml |30 pl 60 pg/ml |30 pl 100 pug/ml
lysozym +12 % |lysozym +8 % lysozym + 12 %
NaCl NaCl NaCl
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4.2 Krystalizace ECD7
4.2.1 Ziskani ECD7

Protein ECD7 vyuzity v experimentech této bakalaiské prace byl ptipraven v laboratofi
N.F Gamaleya Federal Center for Epidemiology and Microbiology, Ministry of Health of the
Russian Federation ve spolupraci s Lomonosov Moscow State University a Center for
Strategic Planning of the Ministry of Health of the Russian Federation. Protein ECD7 byl
transportovan do Laboratofe strukturni chemie PiF JU spole¢né s lysiny Am24 a Si3. Zadny
Z téchto endolysinii nebyl dfive klonovan nebo charakterizovan. Koédujici sekvence pro
vybrané endolysiny byly PCR rozvinuty z inaktivovanych fagovych lyzatd, poskytnutych
Dr. Eugenie O. Rubalskii, a nasledn¢ byly klonovany do expresniho vektoru pET42b(+)
a zkontrolovany na chyby pomoci Sangerova sekvenovani. VSechny proteiny obsahovaly
C-termindlni 8-His znacku pro afinitni ciSténi. Expresni vektory byly zavedeny do
kompetentnich bunék E. coli, kmen BL21(DE3) pLysS pomoci protokolu transformace
tepelného Soku.

Bunky E. coli byly kultivovany v LB médiu pti 37°C a 240 rpm na ODeoo hodnotu
0,55-0,65 a poté indukovany B-D-1-thiogalactopyranoside (1 mM IPTG) pii 37°C po dobu
3 hodin. Bunky byly oddéleny v centrifuze, 6000X g po dobu 10 minut pii 4°C,
resuspendovany v lytickém pufru o sloZzeni 20 mM Tris HCL, 250 mM NaCl, 0,1 mM EDTA,
pH 8,0, inkubovany s 100 ug/mL lysozymem pii pokojové teploté po dobu 30 minut
a preruseno sonikaci. Bunéény odpad byl odstranén odstied’ovanim, 10 000x g po dobu
30 minut pfi teploté 4°C, a supernatant byl filtrovan ptes 0,2 pm filtr. Proteiny byly pfecistény
na NGC Discovery™ 10 FPLC systém (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) s5mL HisTrap
FF kolonou (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) s nabitymi Ni?* ionty, Zfiltrovany lyzat byl
smichan s 30 mM imidazolem a 1 mM MgCl. a nanesen na kolonu, ktera byla pfedem
ekvilibrovana pufrem o slozeni 20 mM Tris HCI, 250 mM NaCl a 30 mM imidazol, pH 8,0.
Frakce byly eluovany za pouziti linearniho gradientu do 100 % elu¢niho pufru o slozeni
20 mM Tris HCI, 250 mM NaCl a 500 mM imidazol pH 8,0. Shromézdéné proteinové frakce
byly dialyzovany proti 20 mM Tris HCI (pH 7,5). Cistota proteinii byla stanovena pomoci
16 % SDS-PAGE celektroforézy. Koncentrace proteinti byly méfeny na spektrofotometru
(Implen NanoPhotometer, IMPLEN, Munich, Germany) pii 280 nm a vypocteny pomoci

molarniho extinké&niho koeficientu E%%2g0 nm

25



Zdrojem enzymu LysECD7 byl Escherichia fag ECD7 a fagovym hostitelem byla
E.coli®,

4.2.2 VVzorek ECD7

Protein ECD7 mi byl poskytnut v pevné formé. ECD7 byl rozpustén v 50 mM Tris
0 pH 7.5. Piesné koncentrace proteinu ECD7 po rozpusténi byla 4,998 mg/ml.

4.2.3 Vlastni krystalizace

Pro krystalizaci bakteriofagového proteinu ECD7 byla pouzita pouze metoda sedici
kapky. Metoda sedici kapky byla aplikovana ve dvou riznych typech desticek. Jako prvni byly
pouzity desti¢ky s 96 jamkami a pro optimalizovani podminek byla dale pouzita desticka s 24
jamkami.

Pro krystalizaci proteinu ECD7 byl pouZit roztok ECD7 o koncentraci 4,998 mg/ml,
sady tfech komer¢né dostupnych sraZecich ¢inidel, PEG/Ion, poskytovany firmou Hampton
Research (USA) a PGA a MORPHEUS Il HT-96, poskytované firmou Molecular Dimensions
(USA). Seznamy pouzitych srazecich ¢inidel jsou uvedeny v pfiloze. Dale byly k piipravé
experimentu vyuzity automatické pipety a pro automatické rozkapavani byl pouzit robot
Douglas Instrument OryxNano.

Vsechny desticky byly skladovany v lednici pii teploté 4°C.
e Metoda sedici kapky, 96 jamek

Jako prvni byla pouzita sada srazeciho cCinidla PEG/Ion a desti¢ka s 96 jamkami.
Desticka 1 roztok proteinu ECD7 spolu se srazecimi Cinidly byly pfipraveny a samotné
rozkapavani prob&hlo na automatickém robotu. U kazdého rezervoaru se nachazeji dvé jamky
pro kapku proteinu se sraZecim €inidlem, celkem tedy bylo vyzkouSeno 192 krystalizacnich
podminek. Pro naplnéni rezervoaru bylo na robotu nastaveno 50 ul sraZeciho ¢inidla, do horni
jamky bylo napipetovano vzdy po 1 ul roztoku proteinu ECD7 plus 1 pl srazeciho ¢inidla
z rezervoaru a do spodni jamky bylo napipetovano po 1 pl roztoku proteinu ECD7 spolu
s 0,5 ul srazeciho €inidla z rezervoaru. Schéma prvni poloviny desti¢ky (1 — 6) je zndzornéno

v Tab. VI, druhé polovina desticky (7 — 12) pokracovala identicky jako prvni.
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Tabulka VI: Metoda sedici kapky se srazecim ¢inidlem PEG/Ion pro ECD7

1 2 3 4 5 6
A 50pl | 1:1 | 50pl | 1:1 | 50upl | 1:1 | 50upl | 1:1 | 50upl | 1:1 |50ul | 11
PEG |1:0,5| PEG | 1:0,5| PEG |1:0,5| PEG |1:0,5| PEG | 1:0,5| PEG | 1:0,5
B 50pl | 1:1 | 50pl | 1:1 | 50upl | 1:1 | 50upl | 1:1 | 50upl | 1:1 |50ul | 1:1
PEG | 1:0,5| PEG |1:0,5| PEG | 1:0,5| PEG |1:0,5| PEG |1:0,5| PEG | 1:0,5
c 50pl | 1:1 | 50pl | 1:1 | 50upl | 1:1 | 50upl | 1:1 |50upl | 1:1 |50ul | 11
PEG | 1:0,5| PEG |1:0,5| PEG | 1:0,5| PEG |1:0,5| PEG |1:0,5| PEG | 1:0,5
b 50pul | 1:1 | 50upl | 1:1 | 50upl | 1:1 | 50upl | 1:1 |50upl | 1:1 |50ul | 11
PEG |1:0,5| PEG |1:0,5| PEG |1:0,5| PEG |1:0,5| PEG |1:0,5| PEG |1:0,5
E 50pl | 1:1 | 50pl | 1:1 | 50upl | 1:1 | 50upl | 1:1 |50upl | 1:1 |50ul| 11
PEG |1:0,5| PEG |1:0,5| PEG |1:0,5| PEG |1:0,5| PEG | 1:0,5| PEG | 1:0,5
F 50ul | 1:1 | 50ul | 1:1 | 50ul | 1:1 |50pl| 1:1 |50u | 1:1 |50ul| 1:1
PEG |1:0,5| PEG |1:0,5| PEG |1:0,5| PEG |1:0,5| PEG |1:0,5| PEG | 1:0,5
G 50pl | 1:1 | 50pl | 1:1 | 50upl | 1:1 | 50upl | 1:1 | 50upl | 1:1 |50ul | 1:1
PEG |1:0,5| PEG |1:0,5| PEG |1:0,5| PEG |1:0,5| PEG |1:0,5| PEG |1:0,5
H 50pl | 1:1 | 50pl | 1:1 | 50upl | 1:1 | 50upl | 1:1 | 50upl | 1:1 |50upl | 1:1
PEG |1:0,5| PEG | 1:0,5| PEG |1:0,5| PEG |1:0,5| PEG | 1:0,5| PEG | 1:0,5

Stejnym zpisobem jako Vv prvnim piipadé probéhla piiprava krystalizace proteinu ECD7
se sadou srazecich ¢inidel PGA. Do rezervoaru bylo opét naneseno 50 pl srazeciho €inidla
PGA, do horni jamky 1 pl roztoku proteinu ECD7 spolu s 1 ul srazeciho ¢inidla z rezervoaru
a do spodni jamky 1 ul roztoku proteinu ECD7 plus 0,5 ul srazeciho ¢inidla z rezervoaru.

Schéma prvni ¢asti krystaliza¢ni desti¢ky (1 — 6) je uvedeno v Tab. VII, druha ¢ast desticky

(7 — 12) byla pfipravena totozné.
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Tabulka VI1I: Metoda sedici kapky se srazecim ¢inidlem PGA pro ECD7

1 2 3 4 5 6
A 50pl | 1:1 | 50pl | 1:1 | 50upl | 1:1 | 50upl | 1:1 | 50upl | 1:1 |50ul | 11
PGA |1:.0,5| PGA |1:0,5| PGA |1:0,5| PGA | 1:0,5| PGA | 1:0,5 | PGA |1:0,5
8 50pl | 1:1 | 50pl | 1:1 | 50upl | 1:1 | 50upl | 1:1 | 50upl | 1:1 |50ul | 1:1
PGA | 1.0,5| PGA |1:0,5| PGA |1:0,5| PGA | 1:.0,5| PGA | 1:0,5 | PGA |1:0,5
C 50pl | 1:1 | 50pl | 1:1 | 50upl | 1:1 | 50upl | 1:1 |50upl | 1:1 |50ul | 11
PGA | 1.0,5| PGA |1:0,5| PGA |1:0,5| PGA | 1:.0,5| PGA | 1:0,5 | PGA |1:0,5
b 50pul | 1:1 | 50upl | 1:1 | 50upl | 1:1 | 50upl | 1:1 |50upl | 1:1 |50ul | 11
PGA | 1:0,5| PGA | 1:0,5| PGA | 1:0,5| PGA | 1:0,5| PGA | 1:0,5| PGA | 1:0,5
£ 50pl | 1:1 | 50pl | 1:1 | 50upl | 1:1 | 50upl | 1:1 |50upl | 1:1 |50ul| 11
PGA | 1:.0,5| PGA |1:0,5| PGA |1:0,5| PGA | 1:0,5| PGA | 1:0,5 | PGA |1:0,5
F 50ul | 1:1 | 50ul | 1:1 | 50ul | 1:1 |50pl| 1:1 |50u | 1:1 |50ul| 1:1
PGA |1:.0,5| PGA |1:0,5| PGA |1:0,5| PGA | 1:0,5| PGA | 1:0,5 | PGA |1:0,5
G 50pl | 1:1 | 50pl | 1:1 | 50upl | 1:1 | 50upl| 1:1 | 50upl | 1:1 |50ul | 1:1
PGA | 1:0,5| PGA |1:0,5| PGA |1:0,5| PGA |1:0,5| PGA |1:0,5| PGA |1:0,5
H 50pl | 1:1 | 50pl | 1:1 | 50upl | 1:1 | 50upl | 1:1 | 50upl | 1:1 |50upl | 1:1
PGA |1:0,5| PGA |1:0,5| PGA | 1:0,5 | PGA | 1:0,5 | PGA | 1:0,5| PGA | 1:0,5

Ptiprava treti desticky probihala identicky jako v pfedchozich ptipadech, s rozdilem
srazeciho ¢inidla, kde byla pouzita sada MORPHEUS II HT-96. Schéma prvni poloviny
(1 —6) krystaliza¢ni desti¢ky je vyobrazeno v Tab. VIII, druha ¢ast (7 — 12) byla pfipravena
identicky. Do kazdého z rezervoara bylo napipetovano 50 ul srazeciho ¢inidla, do horni jamky
bylo naneseno 1 pl roztoku proteinu ECD7 s 1 pl srazeciho ¢inidla z rezervoaru a do dolni

jamky bylo naneseno 1 pl roztoku proteinu ECD7 plus 0,5 pl sraZeciho ¢inidla z rezervoaru.
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Tabulka VI1II: Metoda sedici kapky se srazecim ¢inidlem MORPHEUS II pro ECD7

1 2 3 4 5 6
50ul 1:1 50ul 1:1 | soul 1:1 | 50ul 11 50ul 11 50pl 1:1
MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5
50ul 1:1 50ul 1:1 | soul 1:1 | 50ul 11 50ul 11 50pl 1:1
MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5
50pl | 1:1 | 50l | 1:1 | 50ul | 1:1 | 50ul | 1:1 | sSO0ul | 1:1 | s0upl | 1:1
MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5
50ul 1:1 | 50ul 1:1 | soul 1:1 | 50ul 1:1 | 50ul 1:1 | s0ul 1:1
MORP. |1:0,5| MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5
50ul 1:1 | 50ul 1:1 | soul 1:1 | 50ul 1:1 | 50ul 1:1 | s0ul 1:1
MORP. |1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5
50ul 1:1 50ul 1:1 | soul 1:1 | 50ul 1.1 50ul 1.1 50ul 1:1
MORP. |1:0,5| MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5
50ul 1:1 50ul 1:1 | soul 1:1 | 50ul 1.1 50ul 1.1 50pl 1:1
MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5
50ul 1:1 50ul 1:1 | soul 1:1 | 50ul 1.1 50ul 1.1 50pl 1:1
MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5 | MORP. | 1:0,5

Po vykrystalizovani nékterych podminek z vyse uvedenych desticek byly vybrany Ctyfi
podminky ze sady PEG/lon ve kterych protein ECD7 nejlépe krystalizoval a ty byly

zopakovany opét metodou sedici kapky, ale v jiném typu desticky.
e Metoda sedici kapky, 24 jamek

Pro dalsi desticku s 24 jamkami byly vybrany nejlepsi podminky ze sady PEG/Ion. Do
prvniho fadku byla vybrana podminka z jamky C7, v pofadi 31, tedy precipita¢ni ¢inidlo
oslozeni 0,2 M Lithium sulfate monohydrate, 20 % w/v Polyethylene glycol 3,350.
Precipitacni ¢inidlo pro druhou fadu bylo z jamky G12, v potadi 84, o slozeni (0,07 M Citric
acid, 0,03 M BIS-TRIS propane) / pH 3,4, 16 % wi/v Polyethylene glycol 3,350. Tteti fada
byla naplnéna precipitacnim ¢inidlem z jamky H8, v potadi 92, o sloZeni 0,02 M Zinc chloride,
20 % w/v Polyethylene glycol 3,350. Do posledniho fadku bylo napipetovano srazeci ¢inidlo
z jamky H9, v poradi 93, o slozeni 0,15 M Cesium chloride, 15 % w/v Polyethylene glycol
3,350. VSechna ¢inidla byla pipetovana do rezervoaru v Sesti riznych objemech, 50 ul, 100 pl,
150 ul, 200 pul, 250 ul a 300 pul, ve vzestupném poradi. Kolem kazdého rezervoaru se nachazeji
Ctyfi jamky pro sedici kapku, roztok proteinu ECD7:srazecimu ¢inidlu z rezervoaru byly do
téchto jamek pipetovany ve ¢tyfech riznych pomérech, 1:1, 3:2, 2:1 a 3:1. S vyjimkou jamky
A2, kde doslo k chybé a pomér je zde 3:3. Popsana krystaliza¢ni desti¢ka je schematicky

znazornéna v Tab. IX.
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Tabulka IX: Metoda sedici kapky se srazecim ¢inidlem PEG/Ion pro ECD7

PEG/lon [ul]
50 100 150 200 250 300

1 [ 2[3]4a]5s5 | 6| 7] 8] 9 10]11]1
PEG/lon 31

1.1 | 33| 12 | 3:2 | 1:1 ) 3:2 | 1:1 ) 32| 1.1 3:2 | 1:1 | 3:2

B 21 |1 31|21 |31} 21| 31| 21 31| 21| 3:1 | 21| 3:1
PEG/lon 84

C 1:1 | 3:2 | 1:1 | 3:2 | 1:1 | 3:2 | 1:1 | 3:2 | 1:1 | 3:2 | 1:1 | 3:2

D 21 (3121|3121 |31} 21|31 ] 21| 31| 21| 3:1
PEG/lon 92

1:1 | 3:2 | 1:1 | 3:2 | 1:1 | 3:2 | 1:1 | 3:2 | 1:1 | 3:2 | 1:1 | 3:2

21 (31 21|31 (21|31} 21| 31| 21| 31| 2:1 ]| 3:1
PEG/lon 93

G 11 | 3:2 | 12 | 3:2 | 1:1 ) 32 1:1 ) 32| 1.1 3:2 | 1:1 | 3:2

H 221|131 )21 |31 |21 31| 21| 31| 2:1 | 3:1 | 21| 3:1

V Tab. X je obecné a blize popsana jedna jamka z vySe pouzité krystaliza¢ni desticky

pro lepsi predstavu.

Tabulka X: Schéma jedné jamky metody sedici kapky pro ECD7

1ul ECD7
+ 1ul PEG

3ul ECD7
+2ul PEG

PEG/lon

2ul ECD7
+ 1ul PEG

3ul ECD7
+ 1ul PEG

4.2.4 Testovani krystali

Z destiCky s optimalizovanymi podminkami byly po vykrystalovani vybrany dvé
podminky pro barvici test. Otestovany byly krystaly zjamky A8 a D7 pomoci komeréné
dostupného modrého barviva Izit Crystal Dye HR4-710 poskytovaného firmou Hampton
Research (USA). Do jamky A8 byl automatickou pipetou piidan 1 pl tohoto barviva a do
jamky D7 bylo ptidano 0,5 ul barviva.

4.2.5 Difrakeni data
Vybrané krystaly zdesticky s optimalizovanymi podminkami byly testovany na

synchrotronu BESSY — |1 provozovaném The Joint Berlin MX-Laboratory (Berlin-Adlershof,
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Némecko) pomoci rentgenové difrakéni analyzy. Testovani na synchrotronu miize byt
provedeno pouze kvalifikovanym pracovnikem a z tohoto divodu jsem testovani nemohla
provést osobng.

The Joint Berlin MX-Laboratory byla zaloZena péti partnery, aby podpofila vyzkum

strukturalni biologie a byla slavnostné oteviena 1. bfezna 20107,
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5 Vysledky

V této kapitole praktické casti bakalarské prace jsou uvedeny vysledky vSech
provedenych experimentl, a to jak z krystalizace modelového proteinu, lysozymu, tak
z krystalizace zkoumaného proteinu ECD7. Vysledky pokustli jsou znazornény pomoci tabulek

a vybrané krystaly jsou zdokumentovany.
5.1 Vysledky krystalizace lysozymu

Vysledky krystalizace modelového proteinu lysozymu pro kazdou z provedenych metod
jsou uvedeny pomoci tabulek vytvofenych v programu MS Excel. VSechny desti¢ky byly

pozorovany pod mikroskopem SZXO9 pfi zvétseni 450x.
5.1.1 Vysledky metody sedici kapky

Krystalizace metodou sedici kapky modelového proteinu, lysozymu byla uspé$nd, téméf
ve v§ech jamkach se objevily krystaly. Vyjimkou byla kombinace 14 % srazeciho ¢inidla NaCl
s koncentraci 80 mg/ml roztoku lysozymu, kde se ve Ctyfech ze Sesti jamek objevily pouze
srazeniny. Tyto sraZzeniny mohou byt disledkem pfesyceného roztoku. Ve dvou ze Sesti jamek
se ale objevily krystaly, coz je pravdépodobné dopad lidského faktoru. I u ostatnich
kombinaci, kde se krystaly objevily ve vSech jamkach, nemély vSechny stejnou velikost a tvar.
Da se zde tedy pozorovat, jak moc muze lidsky faktor ovlivnit experiment. Za nejvétsi chybu

by se dalo povazovat samotné pipetovani.

Vysledky jsou znazornény v Tab. XI, kde jamky s krystaly jsou oznaceny zluté a velkym

pismenem K a jamky se srazeninami jsou oznaceny modie a velkym pismenem P.

Tabulka XI: Vysledky krystalizace metodou sedici kapky pro lysozym

Srazeci Lysozym
roztok NaCl | [mg/ml]

6 % 40 A K K K K K K
10 % 20 C K K K K K K
8% 100 D K K K K K K
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5.1.2 Vysledky metody visici kapky

U metody visici kapky ke krystalizaci nevedly ¢tyii kombinace. U kombinaci 14 %
srazeciho roztoku NaCl s koncentraci 100 mg/ml roztoku lysozymu a s koncentraci 80 mg/ml
roztoku lysozymu se objevily srazeniny. SraZeniny svédc¢i o presyceném roztoku. V jamkach
s kombinaci 6 % srazeciho roztoku s koncentraci 20 mg/ml a s koncentraci 25 mg/ml roztoku
lysozymu zlstala pouze ¢ira kapka. Z toho Ize vyvodit, ze pouziti nejkoncentrovanéjsich
roztoktli spole¢né vede ke srazenin€ a musi byt tedy pouzity zvlast' s méné koncentrovanéjSimi
roztoky. Naopak u ¢irych kapek se jednalo o nejméné koncentrované roztoky a ke krystalizaci
vede pouze jejich pouziti spole¢né s vice koncentrovanymi roztoky.

Vysledky metody visici kapky jsou uvedeny v Tab. XIllI, kde jamky s krystaly jsou
oznaceny zluté a velkym pismenem K, jamky se sraZzeninami jsou oznaceny modie a velkym

pismenem P a ¢ird kapka je oznacena bile a velkym pismenem X.

Tabulka XII: Vysledky krystalizace metodou visici kapky pro lysozym

Lysozym [mg/ml]
100 80 60 40 20 25
Sréie|\lc;£c|)ztok 1 ) 3 4 5 6
14 % A P P K K K K
6 % B K K K K X X
12% C K K K K K K
8% D K K K K K K

5.1.3 Vysledky mikrokrystalizace pod olejem

Mikrokrystalizace pod olejem byla ispé$na pro vSechny vybrané kombinace. Vétsi
krystaly a jejich mens$i mnozstvi bylo pozorovdno u koncentrovangjSich kombinaci
a U kombinaci méné koncentrovanych roztok byly vidény menSi krystaly a ve vétSim
mnoZzstvi.

Vysledky mikrokrystalizace pod olejem jsou vyznaceny v Tab. XIII, jamky s krystaly

jsou oznaceny Zluté a velkym pismenem K.
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Tabulka XIII: Vysledky krystalizace mikrokrystalizace pod olejem pro lysozym

Srébecl roztok Lysozym [mg/ml]
razeci rozto
NaCl 100 60 40
1 2 3
A K K K
B K K K
12 %
C K K K
D K K K
E K K K
F K K K
10%
G K K K
H K K K

5.1.4 Vysledky volné difuze v kapiléie

Experiment volné diftize vedl ke krystalizaci ve vsSech tfech kapilarach. V kapilaie
0 praméru 0,8 mm bylo mozné spattit krystaly pouhym okem, tyto krystaly byly nejvétsi.
Nejmensi krystaly byly pozorovany v kapilafe o priméru 0,2 mm a musely byt pozorovany
pod mikroskopem.

V Tab. XIV jsou uvedeny vysledky experimentu volné difize, kde Zluté¢ a velkym

pismenem K jsou vyznaceny krystaly.

Tabulka XIV: Vysledky krystalizace volné diftize v kapilarach pro lysozym

Primér kapilary [mm]

0,2 0,3 0,8
K K K

5.2 Vysledky krystalizace ECD7

Vsechny desticky byly prohlizeny pod mikroskopem SZX9 piti zvétSeni 450x a vybrané
jamky skrystaly byly vyfoceny pomoci fotoaparatu Olympus pfipevnénému k tomuto
mikroskopu.

Krystalizace proteinu ECD7 probihala metodou sedici kapky. Byly pouzity tii desticky,

kde kazd4 obsahovala 96 jamek. Pro kazdou desticku byla vyuzita jina sada krystaliza¢nich
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¢inidel, PEG/Ion, PGA a MORPHEUS II HT-96. Bylo tedy otestovano 288 podminek, kde
jesté u jednotlivych jamek byly zvoleny dva rizné poméry proteinu ke srazecimu roztoku.
V ¢asti podminek vznikly krystaly, v jinych jamkach byla objevena precipitace a ve vEtsi ¢asti
jamek ziistala kapka ¢ird. Vysledky vSech desti¢ek jsou zdokumentovany pomoci tabulek
vytvofenych v programu MS Excel, kde Zlutd barva s velkym pismenem K znaci krystaly,

modré barva s velkym pismenem P a ¢ird kapka je oznacena bile a velkym pismenem X.
5.2.1 Vysledky metody sedici kapky, 96 jamek

V desticce se srazecim Cinidlem PEG/Ion zlstalo 73 jamek cCistych, v 5 jamkach se
objevila precipitace a podminky v 18 jamkach vedly kuspésnému experimentu, jak je

vyznaeno v Tab. XV.

Tabulka XV: Vysledky krystalizace se srazecim ¢inidlem PEG/lon pro ECD7

pomér [ul] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
1 | P I P Px Px [x [ [x [ ox [ox [ x
1:0,5 X x | x I x [ x [ x [ x| x| x[x]x
1 [ fx [k [ x x| x P x ] x x| x|x]|x]|x
1:0,5 x [k [ x I x [ x [ x [ x| x| x[x]x]x
1:1 x [ x [Ix Ix [x [ x [ x I x[x[x]x]x
C
1:0,5 x PPl x [k [ x [ x|k [ x| x[x]|x]x
v |k x [ x [ x [ x el x| x k] x]|x]|x
1:0,5 x [ x Ix Ix [x [ x [ x| x[ k[ x| x]x
1 o x I Pxe b x Px [x [ Pl x [ x| ox
1:0,5 x [ x [x I x [ x [ x [ x | x|« ][ k]x]x
1 | px [x x I x x P x x frl x| x| x]|x
1:0,5 x [ x Ix Ix [x [ x [ x I x [ x[x]x]x
1 |l x Ix Px b x [x [x [x [ x| x [ x [«
1:0,5 X | x x | x | x [ x [ x[ x| x| x|k
1 | fx D x [x Px [ x [x Ix [k x| x| x
1:0,5 x | ox o x [ x TR ke ox [ x ] x

Krystaly v jamkach Al, C7, E9, E10, G12, H8 a H9 byly vyfotografovany a nasledn¢

zmé&feny. Jamka A1 je vidét na Obr. 7 a nejvétsi krystal ma rozmér 28 pm.

35



Obrazek 7: Krystaly ECD7, horni jamka Al

Na Obr. 8 je vidét srazenina spolecné se dvéma krystaly, velikost krystalu nize je 61 pm

na 52 um

Obrazek 8: Srazenina s krystaly ECD7, dolni jamka C7

Z jamky E10 byly zméteny dva mikrokrystaly a jejich velikost je 49 um na 37 pm
a 32 um; jsou na Obr 9.
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[
Obrazek 9: Krystaly ECD7, dolni jamka E10

V jamce G12 byl zméfen jeden z krystald a jeho velikost je 54 um na 34 pum. Jamka G12
je na Obr. 10.

Obrazek 10: Krystaly ECD7, dolni jamka G12

Obr. 10 ukazuje srazeninu spolu s krystalem o rozmérech 159 um na 191 pum, jedna se

tedy o nejvétsi vznikly krystal v této desti¢ce z jamky H8.

37



Obrazek 11: Srazenina s krystalem ECD7, dolni jamka H8

V jamce H9 vykrystalizoval jediny krystal s tvarem trojuhelniku s délkami 24 um na 25

um na 27 um a je zdokumentovan na Obr. 12.

¥ 4

Obrazek 12: Krystal ECD7, horni jamka H9

Pro sadu PGA bylo v desticce objeveno 26 jamek obsahujicich krystaly, zadna jamka

s precipitaci a 70 jamek s ¢irou kapkou, jak je uvedeno v Tab. XVI.
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Tabulka XVI: Vysledky krystalizace se srazecim ¢inidlem PGA pro ECD7

12

11

10

2

1

pomér [pl]

1:1
1:0,5
1.1
1:0,5
1:1
1:0,5
1.1
1:0,5
1:1
1:0,5
1:1
1:.0,5
1:1
1:0,5
1:1
1:.0,5

Sada srazecich ¢inidel Morpheus II pfinesla 35 jamek s krystaly a 61 jamek obsahujicich

kapku. Vysledky posledni desti¢ky jsou uvedeny v Tab. XVII.

W

pouze ¢irou

Tabulka XVII: Vysledky krystalizace se srazecim ¢inidlem Morpheus Il. pro ECD7

12

11

10

2

1

pomér [ul]

1:1
1:0,5

1:1
1:0,5

1:1
1:0,5

1:1
1:0,5

1:1
1:0,5

1:1
1:0,5

1:1
1:0,5

1:1
1:0,5
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Po vyhodnoceni vSech tii desticek byly vybrany jamky s nejkvalitn€j§imi krystaly
a probéhlo zopakovani jejich podminek. Jednalo se pouze o podminky ze sady PEG/lon,
konkrétné o jamky C7, G12, H8 a H9, tedy podminky 31, 84, 92 a 93.

5.2.2 Vysledky metody sedici kapky, 24 jamek

vvvvvv

vice jak poloviny jamek. Podminka 92 vedla k tvorb¢ precipitaci a bylo by tedy nutné zménit
pouzité poméry. Celkové se krystaly objevily v 17 jamkach, precipitace v 9 jamkach a zbylé
jamky zustaly ¢iré, jak je uvedeno v Tab. XVIII.

Tabulka X VIII: Vysledky krystalizace optimalizovanych podminek srazeciho ¢inidla PEG/lon
pro ECD7

50 100 ul 150ul | 200u | 250w | 300

1] 2)3]als|e6]l7]8|o] 10]11]1
Al x [ x| x| x| x[ x| x|k /[x] x [ x]x
B | X | X | x | x| x| x| x| x/[x] x [ x]x
cl x [k x [ x| x [ x| x[«x|x| k | x] x
p | x [ k| k[ k[ k [ k| k][« [kl k | k]«
E | X X . X . X | x | x| x | x
F ‘ X X x | x [x P x | x
G | x | x| x| x [ x| x| x| x/[x] x [ x]x
H x [ x [ x [ x| x| x| x[x x| x | x] x

Z jamek A8 a D7 byly potizeny fotografie a jsou vidét na Obr. 13 a Obr. 14.

Obrazek 13: Krystal ECD7, jamka A8
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Obrazek 14: Krystaly ECD7, jamka D7
5.2.3 Vysledky testovani krystalt

Z desticky s 96 jamkami se srazecim ¢inidlem PEG/Ion byly vybrany krystaly z jamky
E9 pro otestovani pomoci modrého barviva Izit. Po uplynuti hodiny do sebe krystaly nasaly
modrou barvu a potvrdilo se tak, Ze se opravdu jedna o krystaly proteinu ECD7, a ne pouze

0 krystaly sraZzedla. Modré krystaly jsou zdokumentovéany na Obr. 15.

Obrazek 15: Krystaly ECD7 obarvené Izitem, dolni jamka E9

Z desticky s 24 jamkami pak byly vybrany dvé jamky, A8 a D7, s krystaly pro otestovani
pomoci barviva Izit. V obou jamkach bylo potvrzeno, ze se jedna o krystaly proteinu ECD7.
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5.2.4 Vysledky rentgenové difrakéni analyzy

Ziskané difrakéni snimky proteinu ECD7 potfizené pomoci rentgenové difrakéni analyzy
dosahly rozliseni pouze 3,5 A. Difrakce je anizotropni, difrakéni snimek obsahuje malo tecek
a jejich rozloZzeni neni ve vSech smérech snimku rovnomérné, jak je vidét na Obr. 16.
Obdrzené difrakéni obrazky tedy neni mozné pouzit pro ziskani struktury proteinu ECD7 a je
nutné podminky opakovat pro ziskadni kvalitn€jSich krystali a poté difrakénich snimkt

Vv lepSim rozliSeni.

Dy e
Obrazek 16: Difrakéni snimek proteinu ECD7
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6 Diskuse

Vhodny zpisob feSeni trojrozmérné struktury zac¢ina provedenim sbéru difrak¢nich dat
pomoci rentgenové difrakéni analyzy. Aby mohlo ke sbéru dat dojit, je nutné ptipravit kvalitni
monokrystaly. Ptiprava kvalitniho monokrystalu zavisi na ¢istoté proteinu, na molekulové
hmotnosti proteinu, typu proteinu a v neposledni fadé na zpisobu ristu krystalu??.

Protein ECD7 patii mezi bakteriofagové lysiny. Bakteriofagové lysiny se v dob¢, kdy se
blizime do takzvané post-antibiotikové éry stavaji slibnou nahradou antibiotik?°. Lysiny, jak
uz ptirodné se vyskytujici nebo uméle vytvorené, maji potencial se vyvinout v rychle plisobici,
specifické, antimikrobidlni latky naruSujici bunécné stény, které pusobi synergicky se
standardnimi antibiotiky?®.

Proteinu ECD7 byl vybran prot tuto praci jako jeden z potencialnich kandidati jako
mozna ndhrada za antibiotika. Jako prvni bylo nutné stanovit podminky, v kterych bude tento
protein ochotné krystalizovat. Byla testovana Siroka skala podminek, celkem 288, k ¢emuz
byly pouzity tii komeréné dostupné krystaliza¢ni sady, PEG/lon, PGA a Morpheus I, které se
lisi ve sloZeni soli a pufri o rizném pH. Také byly zvoleny dva rizné poméry proteinu ke
srazecimu roztoku, a tim bylo mnozstvi podminek zdvojnasobeno. Pro vSechny experimenty
byla zvolena metoda sedici kapky. Z diivodu tGspory ¢asu doslo k rozkapavani trech desticek,
vzdy s jednou sadou, na automatickém robotu OryxNano. Ke krystalizaci proteinu ECD7
doslo v kazdé desticce, ale nejvhodnéjsi krystaly byly nalezeny pouze u sady PEG/lon, kde
byly vybrany Ctytfi podminky pro zopakovani experimentu za u€elem ziskani kvalitngjSich
krystalii. Nové rozkapavani prob&hlo ru¢né pomoci automatickych pipet a kazda vybrana
podminka byla zopakovdna ve 24 kombinacich, 6 riznych objemil srdZeciho cinidla
V rezervoaru a 4 rizné pomery proteinu ke sraZecimu ¢inidlu.

Z optimalizovanych podminek byl vybran krystal pro méfeni pomoci rentgenové
difrakéni analyzy. Vysledny snimek byl ale ziskdn v nizké kvalité s rozlisenim pouze 3,5 A.
Pro fedeni struktury je nutné ziskat difrakéni zaznam v kvalité < 3,0 A.

Antonova a kolektiv?® zkoumaly baktericidni aktivitu, vliv EDTA na baktericidni
aktivitu pfi riznych hodnotach pH pro tfi enzymy, LysAm24, LysECD7 a LysSi3.
Baktericidni aktivita endolysini se vyrazné 1iSi v zdvislosti na pozadovaném proteinu
a pouzitém bakteridlnim druhu a kmenu. Pro zhodnoceni baktericidni aktivity LysECD7 byl
pouzit kmen E. coli M15. Baktericidni aktivita LysECD7 proti exponencialn¢ rostoucim
bakterialnim bunkam ukazala zavislost na koncentraci. Koncentrace lysinu ECD7 vétsi nez

5 pg/mL zcela eliminovala bakteridlni riist, coz naznacuje, Ze rekombinantni LysECD7 muze
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mit baktericidni ucinek bez dalsi permeabilizace membran. Zhodnoceny byly také ucinky
pfitomnosti soli, NaCl a KCl na aktivitu endolysinid. Obé soli mély inhibi¢ni u€inek na aktivitu
lysinti. U LysECD7 100 mM kazdé soli baktericidni aktivitu vyznamné snizilo?°.

Nejvyssi baktericidni aktivita LysECD7 v Tris HCI pufru byla pozorovana za mirné
kyselych podminek, pH = 5,0 — 6,0. Pti zvyseni pH na 6,5 az 7,0 se aktivita LysECD?7 snizila
a pii vyssich hodnotach pH, 7,5 — 8,0 byla aktivita enzymu regenerovana. Synergie mezi
EDTA a LysECD7 byla pozorovéna za neutralnich a alkalickych podminek, pH 6,5 — 8,5%.

McGowan a kolektiv** se zabyvaly rentgenovou krystalovou strukturou
streptokokového specifického fagového lysinu PlyC. PlyC je ke dni 22. 6. 2012 nejucinnéj$im
lysinem. Jedna se o enzym sestaveny ze dvou ¢asti, PlyCA a PlyCB, které jsou specifické pro
streptokokové druhy. Podafilo se jim vypéstovat vhodny krystal PlyC pro rentgenovou
difrakéni analyzu a struktura PlyC byla ur€ena a zaevidovana v PDB. Ve v§ech ptipadech byly
krystaly péstovany metodou visici kapky v poméru proteinu ke precipitantu 1:1%%. Jedna se
0 jedinou strukturu lysinu, kterd byla prozatim ziskéna, ale z grampozitivnich bakterii na
rozdil od lysinu ECD7, ktery je z gramnegativnich bakterii.

S rostouci antimikrobialni rezistenci je zkoumano &im dél vice lysinti. Ghose a Euler?®
zkoumaly lysiny G¢inné proti kmeni A. baumannii, naptiklad LysAB2 z gramnegativnich
lysini nebo PlyF307, ktery ma vyznamnou in vitro baktericidni aktivitu proti Klinicky

relevantnim kmenam A. baumannii®.
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7 Zavér

Teoreticka ¢ast bakalaiské prace je zaméfena na biomolekularni krystalografii. Nejprve
jsou zde uvedeny zakladni informace o proteinech a jejich struktute spole¢né s informacemi
0 RCSB PDB databaze, kde jsou vkladany v§echny zname struktury proteinti, zjisténé pomoci
rentgenové Krystalografie nebo NMR. Dale prace pojednava o procesu krystalizace, fazovém
diagramu, faktorech ovliviiujicich rist krystalt, pre-krystalizacnim testu, krystaliza¢nich
metodach a nésledujicich oCkovacich technikach, 0 moznych vysledcich krystaliza¢nich
experimentll a testovani vzniklych krystalii, zda se opravdu jedna o krystaly proteint.
Nejspolehlivéjsim testem, ktery také dokaze urc€it strukturu proteinu, pokud mame k dispozici
kvalitni monokrystal, je rentgenova difrakéni analyza. V zavéru je zminka o modelovém
proteinu, lysozymu. Nakonec je popsana skupina bakteriofagovych lysintl, tedy skupina latek
dulezita jako alternativni nahrada za antibiotika.

Prvni cast praktické casti se zabyva zvladnutim vybranych metod na modelovém
proteinu lysozymu. Lysozym byl vybran pro svou snadnou krystalizaci. Jeho krystalizace
probéhla metodou sedici a visici kapky, mikrokrystalizaci pod olejem a volnou difuzi
v kapilare. Krystalizace byla ispé$na témét ve vSech podminkach.

Druha c¢ast je zaméfena na krystalizaci nového bakteriofagového lysinu ECD7. Jako
prvni bylo potieba stanovit podminky, ve kterych bude tento protein krystalizovat. Za timto
ucelem byly vybrany tfi komeréné dostupné sady, PEG/Ion, PGA a Morpheus II. Celkem bylo
otestovano 288 podminek za pouziti metody sedici kapky. Z toho byly vybrany 4 podminky
ze sady PEG/Ion, ato 31, 84, 92 a 93 pro opétovnou krystalizaci pomoci metody sedici kapky.
krystal proteinu ECD7 otestovan pomoci rentgenové difrakéni analyzy na synchotronu
BESSY-II v Berling. Rozlieni difrakéniho snimku bylo 3,5 A. Tato data nejsou dostate¢na
k urceni struktury ECD7. Je tedy nutné pokracovat v optimalizovani podminek s cilem ziskani
kvalitnéjStho monokrystalu, ktery bude op&tovné méten na zdrojich synchrotronového zareni

za ucelem ziskani kvalitnich difrak¢énich dat.
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9 Pfilohy

Seznam krystaliza¢nich ¢inidel ze sady The PGA Screen

Tube# Conc. Saltl

1-1

12

13

14

15

14

17

14

14

1-10
1-11
1-12
1-13
1-14
1-1%
1-16
1-17
1-18
1-19
1-x
111
11
1-13
1-24
1-25
1-2%
-1
1-28
-5
1-30
1-31
1-32
1-33
1-34
1-35
1-3%
1-37
1-38
1-3
1-40
141
1-42
1-43
144
1-45
146
1-47
1-48

.3 M Potassium bramide

0.2 M Magnesium chicride
0.3 M Sodium malanate dibasic monohydrate

L& M Sodium formate

1 M Ammonium foemate
.2 M Potassium thiocyanate

0.2 M L-Proline
0.2 M L-Arginine

0.2 M Potazsium bramide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.1 M Ammonium sulfate
0.1 M Ammonium sulfate
0.1 M Ammonium sulfate
0.1 M Ammonium sulfate
0.1 M Ammonium sulfate
0.1 M Ammonium sulfate
0.1 M Ammonium sulfate
0.1 M Ammonium sulfate
.3 M Potassium Bromide

0.2 M Magnesium chicride
0.3 M Sodium malanate dibasic monohydrate

@& M Sodium formate

1M Ammonium foemate
.2 M Potassium thiocyanate

0.2 M L-Profine
0.2 M L-Arginine

Conmc.  Salt2

0.2 M Patassium thiooyanate
0.2 M Patassium thiooyanate
0.2 M Patassium thiooyanate
0.2 M Patassium thiooyanate
0.2 M Patassium thiooyanate
0.2 M Patassium thiooyanate
0.2 M Patassium thiooyanate
0.2 M Patassium thiooyanate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate

Conc. Buffer

0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
01 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium caxcodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
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pH  Eanc.  Precipitant
50 8 %w/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
50 8 %wjv y-PGA [Na+ Farm, LM)
50 8 %wjv y-PGA [Na+ Farm, LM)
50 8 %w/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
50 8 %wjv y-PGA [Ma+ Farm, LM)
50 8 %wjv y-PGA [Na+ Farm, LM)
50 8 %wjv y-PGA [Na+ Farm, LM)
50 8 %wjv y-PGA [Na+ Farm, LM)
505 %w/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
505 %w/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
505 %w/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
505 %w/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
505 %w/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
505 %w/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
505 %w/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
505 %w/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
£0 3 % wjv y-PGA [Ma+ farm, LM)
50 3 %wjv y-PGA [Na+ Farm, LM)
50 3 %wjv y-PGA [Na+ Farm, LM)
50 3 %wjv y-PGA [Na+ Farm, LM)
50 3 %w/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
50 3 %wjv y-PGA [Na+ Farm, LM)
50 3 %wjv y-PGA [Na+ Farm, LM)
50 3 %wjv y-PGA [Na+ Farm, LM)
50 3 %wjv y-PGA [Na+ Farm, LM)
50 3 %w/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
50 3 %wjv y-PGA [Na+ Farm, LM)
50 3 %wjv y-PGA [Na+ Farm, LM)
50 3 %wjv y-PGA [Na+ Farm, LM)
503 % w/v y-PGA [Na+ farm, LM)
50 3 %wjv y-PGA [Na+ Farm, LM)
50 3 %w/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
65 8 %w/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
65 8 %w/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
65 8 %w/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
65 8 % wjv y-PGA [Ma+ form, LM)
65 8 Bw/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
65 8 %w/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
65 8 %w/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
65 8 %w/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
£5 & Bw/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
£5 & Bw/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
£5 & Bw/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
£5 & Bw/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
£5 & Bw/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
£5 & Bw/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
£5 & Bw/v y-PGA [Na+ Farm, LM)
£5 & Bw/v y-PGA [Na+ Farm, LM)

Conc.  Fredpitant2

0% vl PEGAD0

30 % vl PEG 500 MMVE
W Ewiv MPD

20 % wiv PEG 2000 MMVE
20 % w iy PEG 3350

15 %wfy PEG 4000

12 %wfy PEG 8000

B % wv PEG X000
0wl PEGAOD

20 % vl PEG 500 MMVE
W Ewiv MPD

0% wfy PEG 2000 MMVE
5 %wv PEG IS0

5 %owv PEGADO0

5 %wv PEGEO0

3 %wv PEG X000
0% vl PEGAD0

20 % vl PEG 500 MMVE
%y MPD

10 % wfy PEG 2000 MMVE
5 %wv PEG IS0

5 %owv PEG 4000

5 %wv PEG 00

3 %wv PEG X000

0 %wiv PEGAD0

30 %W PEG S00 MMVE
0wy MPD

20 % wiy PEG 2000 MMVE
20 % wfv PEG 3350

15 % wfy PEG 4000

12 %wfv PEG 8000

B % wv PEG X000



2-11
12
213
214
18
-1
217
18

v
ax
a-x2
-3
x4
.

2.7
2-x8
P

2-31
212
233
2-34
2-35
2-35
237

P ]
2-40
2-41
2-42
243
244
2-45
-85
247
2-48

0.2 M Potassium bramide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
02 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
01 M Ammonium sulfate
1 M Ammonium sulfate
@1 M Ammonium sulfate
01 M Ammonium sulfate
01 M Ammonium sulfate
01 M Ammonium sulfate
01 M Ammonium sulfate
1 M Ammonium sulfate
03 M Potassium bromide
0.2 M Magnesium chioride
0.3 M Sodium malonate dibasic monohydrate
Ik M Sodium formate
1M Ammonium formate
0.2 M Potassium thicocyanate
02 M L-Proline
0.2 M L-Arginine

0.2 M Potassium bromide
02 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
02 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
02 M Potassium bromide
01 M Ammonium sulfate
01 M Ammonium sulfate
01 M Ammonium sulfate
01 M Ammonium sulfate
1 M Ammeonium sulfate
1 M Ammonium sulfate
01 M Ammonium sulfate
01 M Ammonium sul fate

0.2 M Fotassium thioopanate
0.2 M Potassium thioojanate
0.2 M Potassium thioojanate
0.2 M Potassium thioopanate
0.2 M Potassium thiooanate
0.2 M Potassium thiooyanate
0.2 M Potassium thioopanate
0.2 M Potassium thioojanate

0.2 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium fomate
0.3 M Sodium fomate
0.2 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate

0.2 M Potassium thioopanate
0.2 M Paotassium thioopanate
0.2 M Potassium thiooyanate
0.2 M Potassium thiooyanate
0.2 M Paotassium thioojanate
0.2 M Potassium thioopanate
0.2 M Potassium thioopanate
0.2 M Potassium thiooanate

0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium fomate

0.1 M Sodium cacodylate
0.1 & Sodium cscodylate
0.1 & Sodium cscodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 & Sodium cscodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium cacodylate
01 M Tris
01 M Tris
01 A Tris
01 A Tris
0.1 M Tris
01 M Tris
01 M Tris
01 M Tris
01 A Tris
01 A Tris
0.1 M Tris
01 M Tris
01 M Tris
01 M Tris
01 M Tris
01 M Tris
0.1 M Tris
01 M Tris
01 M Tris
01 M Tris
01 M Tris
0.1 M Tris
0.1 M Tris
01 M Tris
01 M Tris
01 M Tris
01 M Tris
0.1 M Tris
01 M Tris
01 M Tris
01 M Tris
01 A Tris

50

65 3 Wow/v P [ Ma+ Torm, L)
65 3%y y-PGA [Ma+ form, LM]
65 3%y y-PGA [Ma+ form, LM]
65 3%y y-PGA [Ma+ form, LM]
65 3 %w/v y-PGA [Na+ form, LM]
65 3 %w/v y-PGA [Na+ form, LM]
65 3 %w/v y-PGA [Na+ form, LM|
65 3%y y-PGA [Ma+ form, LM]
65 3%y y-PGA [Ma+ form, LM]
65 3 %w/v y-PGA [Na+ form, LM]
65 3 %w/v y-PGA [Na+ form, LM]
65 3 %w/v y-PGA [Na+ form, LM]
65 3%y y-PGA [Na+ form, LM)
65 3%y y-PGA [Na+ form, L)
65 3 %uefy y-PGA [Ma+ Form, LM]
65 3 %w/v y-PGA [Na+ form, LM]
7.8 8 %w/v y-PGA [Ma+ form, LM]
7.8 & %w/v y-PGA [Na+ form, L]
78 8% vy y-PGA [Na+ form, LM)
78 8% vy y-PEA [Na+ form, LM)
7.8 8% vy y-PGA [Ma+ form, LM]
7.8 8 % w/v y-PGA [Ma+ form, LM]
7.8 8 %w/v y-PGA [Ma+ form, LM]
7.8 & %w/v y-PGA [Na+ form, L]
T8 5 %y y-PGA [Na+ form, LM)
T8 5 %y y-PEA [Na+ form, L]
7.8 5 %y y-PGA [Ma+ form, LM]
7.8 5 %w/v y-PGA [Ma+ form, LM]
7.8 5 %w/v y-PGA [Ma+ form, LM]
7.8 5 %w/v y-PGA [Na+ form, L]
7.8 5 %w/v y-PGA [Na+ form, L]
T8 5 %y y-PEA [Ma+ form, LM]
78 3%y y-PGA [Ma+ form, LM]
7.8 3 %w/v y-PGA [Ma+ form, LM]
7.8 3 %w/v y-PGA [Na+ form, LM]
7.8 3 %w/v y-PGA [Na+ form, L]
T8 3%y y-PEA [Ma+ form, LM]
78 3%y y-PGA [Ma+ form, LM]
78 3% wjy y-PGA [Ma+ form, LM]
78 3 %w/v y-PGA [Ma+ form, LM]
78 3 %w/v y-PGA [Ma+ form, LM]
7.8 3 %w/v y-PGA [Na+ form, L]
T8 3%y y-PGA [Ma+ form, LM]
78 3%y y-PGA [Ma+ form, LM]
7.8 3% w/v y-PGA [Ma+ form, LM]
78 3 %w/v y-PGA [Ma+ form, LM]
78 3 %w/v y-PGA [Ma+ form, LM]
T8 3%y y-PGA [Na+ form, L)

I % wiv PEGAND

0 %wiv PEG SO0 MMVE
M %wiv MPD

10 % wfv PEG 2000 MME
& %owfv PEG33S0

g %wfv PEG4000
5% wfv PEGES000
1% wfv PEG 000
0 %wilv PEGADD

20 %y PEG 500 MMVE
20 %'y MPD

10 %wfy PEG 2000 MME
5 %afv PEGIIS0

5 %owfv PEGA0O0

B %owfv PEG 2000

3 %wfv PEG 20000

0 %w'v PEGADD
30 % w'v PEG 500 MMVE
WKl MPD

20 %owfv PEG 2000 MME
20 %owfw PEG3350

15 %wfv PEG 4000

12 %wfv PEGE00

8 %y PEG 000
WKl PEGADD

20 Hwiv  PEG 500 MME
0%l MPD

10 %wfy PEG 2000 MME
5 %wfy PEG 3380

B %owfv PEG 4000

B %owfv PEG 2000

3 Mowfv PEG 20000
0 %wiv PEGAND

20 %wi'v PEG 500 MMVE
2 %Nwlv MPD

1 %owfv PEG 2000 MME
B %owfv PEG 3380

& %owfv PEG 4000

g %wfv PEGEN0

3 %wfv PEG 20000



Seznam krystalizacnich ¢inidel ze sady PEG/lon HT ™

1. [A1)
2 (A
3 [AZ
LR
5 [AZ)
B[
T.(AT)
B AE
LR

10 (104

1. (A1)

12 [A12)
13 (B1)
B
15 B3
16 [B4)
17.[BS)
18, [B&)
19 BT}
20 [BE)
21 (B3

22 (B0

23 (Bi1)

24 [B12)
. iC1)
2008
27.1CH)
204
20005
0. (CE)
31.{CT)
it
3

34 [C10)

35 [C11)

3 (G123
37, {01}
3.0
B (0
40.{D4)
41.{08)
420D
£.(07)
4. (D)
4500

46 (D10

47 (D11} 02 M Potassiom citrale tribasic monahydnie

48 D12

Sait

0.2 M Sedium Rusride
0.2 M Patsszsiom Ruoride

0.2 M Amercriam Rucride

0.2 M Lithiumn chicride

0.2 M Magresium chiaride haxsirydrste
0.2 M Sedum chioride

0.2 M Caleium chioride diydrale

1.2 M Patssssiom chibride

0.2 M Amemeniam chioride

0.2 M Sedium iodide

1.2 M Patsscsim iodide

0.2 M Amemcriam indide

0.2 M Sedum thiccyanale

0.2 M Potassium thiscyanale

0.2 M Lithium nitvaie

0.2 M Magnissium ritate hasahydrsse
0.2 M Sediurm pil:se

0.2 M Potascsiom ritrate

0.2 M Amenoriam pilrste

0.2 M Magresium frmate dhydrate
0.2 M Sedium formate

0.2 M Potaszsim formate

0.2 M Amemcniam formate

0.2 M Lithium acstie disydrale

1.2 M Magrissium anetide lelrbydrate
0.2 M Zirc acetale diydrale

0.2 M Scdium aoelate titryd:s

0.2 M Calcium acetals hydeal

1.2 M Potsssium acetje

0.2 M Amenoriam acesals

0.2 M Littium suifate sonshydrale
0.2 M Magrisium sullats heptshydrale
0.2 M Sedium sulfae decabydrate
0.2 M Potassiurn sufse

0.2 M Amencrim sullsbe

0.2 M Sodum tartate dhesic ditydrate

0.2 M Potassiom sodium tarinde erabydnaie

012 M Ameroniem tariabe diesc

0.2 M Sedum phesphate moncbasic mondbydrale
0.2 M Sedum phesphale diasic dihydrale

0.2 M Potassim phosphate monobasic
1.2 M Potassium phosphate dhase
1.2 M Ammonium phosphate monbasic
0.2 M Ammonium phosphate dhesc
0.2 M Lithiun crae ibssic betrafydrale
1.2 M Sedum cirale whasic diyda

0.2 M Amroniuam ciirale difac

Well
'
1. (A1)
2. [AZ)
1. [A3)
4. (A4
5. [A5)
B. [AE)
7. [AT)
. [AB)
9. [Ag)
10, A1
1. jA11)
12, jA12y
12.(B1)
14.(B2)
15.(B3)
18.[B4)
17.{BS)
18.BE)
19.(E7)
210, [BE)
21.[BE)
22, [B10)
2. [B11)
4. [B12)
25 [C1)
26 [C2)
27.C5)
28 [C4)
20 [C5)
30 [CE)
M_[C7)
a2 [CE)
34 (CH)
3 [C10)
35.(C11)
36.(C12)
7.{D1)
38 [02)
38 [D%)
80 {D4)
41.{D8)
&2 [DE)
43, {07)
a4 [DE)

45 [Dg)
8. (D10

&7.[011)
48, [D12)

51

Polymer

20% wiv Pelyethylens ghyeal 3350
20% wiv Pelyethylens ghyeal 3350
0% wiv Polyetilens giveal 1,350
0% wiv Polyetilens giveal 1,350
20% wiv Polywiiylene giveal 3350
20% wiv Polywiiylene giveal 3,350
20% wiv Polywitylane gheal 1,350
20% wiv Polywitylane gheal 1,350
20% wiv Polyetiylens giveal 3,350
20% wiv Polyetinlens giveal 3,350
20% wiv Polyethylene gheal 3,350
20% wiv Polyeiiylene giveal 3,350
0% wiv Polyetinlens giveal 1,350
0% wiv Polyetilens giveal 1,350
20% wiv Pelyethylens ghyeol 3350
20% wiv Pelyethylens ghyeal 3350
0% wiv Polyetinlens giveal 1,350
0% wiv Polyetilens giveal 1,350
20% wiv Pelyethylens ghyeol 3350
0% wiv Polyetilens giveal 1,350
0% wiv Polyetilens giveal 1,350
20% wiv Polywiiylene giveal 3350
20% wiv Polyetinlens giveal 3,350
20% wiv Polyethylene gheal 3,350
20% wiv Polythylene gheal 3,350
20% w'v Polytiylens giveal 3,350
20% wv Polyetilens giveal 3,350
20% wiv Polyeiiylene giveal 3,350
20% wiv Polyeiiylene giveal 3,350
0% wiv Polyetinlens giveal 1,350
0% wiv Polyetilens giveal 1,350
20% wiv Pelyethylens ghyeol 3350
20% wiv Pelyethylens ghyeal 3350
0% wiv Polyetilens giveal 1,350
0% wiv Polyetilens giveal 1,350
20% wiv Polywiiylene giveal 3350
20% wiv Polywiiylene giveal 3,350
20% wiv Polywitylane gheal 1,350
20% wiv Polywitylane gheal 1,350
20% wiv Polyetiylens giveal 3,350
20% wiv Polyetinlens giveal 3,350
20% wiv Polyethylene gheal 3,350
20% wiv Polythylene gheal 3,350
20% w'v Polytiylens giveal 3,350
0% wiv Polyetilens giveal 1,350
20% wiv Pelyethylens ghyeol 3350
20% wiv Pelyethylens ghyeal 3350
0% wiv Polyetinlens giveal 1,350

1.[A1)
2.(A2)
3. [A%)
4.0M
5. [A5)
6. [A8)
7.[AT)
B(AF)
9. [Ag)
10. (A0
11.(A11)
12,2
13 [B1)
(B
15 (B}
16 (B4}
17. (B}
18, (B8
10 (E7)
20 (B&)
2. (B3
22 (B
24, [B11)
24.[B13
2.4C1)
202
iy
2
205
3008
_{CT)
=
IicE
3 [C10y
35 [C11)
36 (C12)
37.401)
302
¥ ({0
40.{Dd)
#1.{05)
2.0
£3.407)
&40
£
86 (D10}
47.[D11)
48012

pH 2

|
|
6.2
6.4
64
6.4
6.1
ik
.3
14
it
B2
6.4
14
FA
64
6.4
6.4
B2
14
12
|
g6
74
74
f.4
8.4
15
B.1
i1
8.0
g.4
g.7
6.4
8.0
|
T4
6.6
a7
81
48
a2
4.6
8.4
B4
B
B
6.1



#1.47)
a2 g

5 iy
R )

i

Sailt

0.1 M Sedirn malonste pH 4.0
0.2 M Sediurn malonste pH 4.0
011 M Sedium malonste pH 5.1
0.2 M Sedium malonste pH 5.1
011 M Sedium malonste pH 8.1
0.2 M Sedium malenste pH &1
011 M Sedium malenste pH 7.1
0.2 M Sedium malenste pH 7.1
4% v Tatsimain™ pH 40
B wiv Tatsimain™ pH 40
4% v Tarsimain™ pH 50
Bo vy Tazsimale™ pH 5.0
4% vy Tatsimala™ pH 6.0
8% wiv Tatsimala™ pH 6.0
4% vy Tatsimala™ pH 7.0
B wiv Tatsimain™ pH 7.0
4% v Tarsimain™ pH 80
h\\h'ﬁﬂbﬁﬂﬂ“ﬂdﬁﬂ
01 M Sursinic scid pH 7.0
0.2 M Sursinic scid pH 7.0

01 M Ammonium citrale Irbasic pH 7.0
0.2 M Ammonium citrale Irbasic pH 7.0

01 M DL-Wakic acid pH 7.0
0.2 M DL-Wakic arid pH 7.0

0.1 M Sedirn acetale riydrate pH 7.0
0.2 M Sediurn acetale riydrate pH 7.0

0.1 M Sodiam formale pH 7.0
0.2 M Sodiam formale pH 7.0

01 M Ammonium tarimle dbasic pH 7.0
0.2 M Ammonium tarimle dbasic pH 7.0

2% wiv Tatsimals™ pH 40
2% wiv Tatsimala™ pH 50
2% wiv Tatsimala™ pH 6.0
2% whv Tatsimala™ pH 7.0
2% wiv Tatsimais™ pH 8.0

§EEELE

(0,02 M Calgium chioride difydrale,
(0.02 M Cadmium chioride hydrale,

002 M Cobal{)) chisrile haxatykats
0101 M Maggresiu ehiorid heashyck s
0L005 M Mickeshll) chinride haxahydrste

0L02 M Fine chiloride
0015 M Cesium chioride
0.2 M Soduarm beomide

Buffer

diiiiiiiiiiiiiiitiiiiiiiitinl

0104 WA it ariel, 0006 M BIS-TRIS preepane | pH 6.4
0100 WA it arie, 0007 M BIS-TRIS preepane | pH 7.6
0100 WA it arie, 0008 M BIS-TRIS preepane | pH &0
Mere

LK)

L Mo
HFE Mo
BLHI jope
BEH1) 006 M HEPES sodium pH 7.0

L1 MHEPES sedium pH 7.0

BEHIY 006 M HEPES sodium pH 7.0

52

#1.p0)
2 48

5 [y
6 [HiT)

i HiZ

Polymer

12% s Palyitinlines ghyesd 1,950
20% ws Polyetinlines ghes 1,950
12% wr Polysthylane ghyend 1,950
0% wr Polysthylsne ghyenl 1,550
12% ws Polysthyline phyend 1,950
0% wr Polysthylsne ghyenl 1,550
12% ws Polysthyline phyend 1,950
0% wr Polysthylsne ghyenl 1,550
12% ws Polysthyline phyend 1,950
0% wr Polysthylsne ghyenl 1,550
12% ws Polysthyline phyend 1,950
20% whr Plyetinlens gheeol 3,950
12% s Palyitindines gheesd 1,950
20% ws Polyetinlines ghes 1,950
12% s Palyetindines gheesd 1,950
0% wr Polysthylane ghyenl 1,950
12% ws Polysthyline phyend 1,950
P15 wbs Prdyitnrnes, el 250
12% s Polyetindines gheesd 1,950
20% ws Plyetinlins ghyesd 1,950
12% s Polyitindines ghyesd 1,950
20% ws Plyetinlins ghyesd 1,950
12% s Polyitindines gheesd 1,950
0% wr Polysthylane ghyend 1,950
12% s Palyetindines gheesd 1,950
20% ws Plyetinlins ghyesd 1,950
12% s Polyitindines ghyesd 1,950
20% ws Plyetinlins ghyesd 1,950
12% s Polyitindines ghyesd 1,950
20% ws Plyetinlins ghyesd 1,950
16% s Polyetindines gheesd 1,950
168% s Polyetindines gheesd 1,950
20% ws Plyetinlins ghes 1,950
20% ws Plyetinlines ghesl 1,950
165% wr Polysthylane ghyenl 1,950
165% wr Polysthylane phyend 1,950
168% s Polyetindines gheed 1,950
168% s Polyetindines gheesd 1,950
20% ws Plyetinlins ghes 1,950
20% ws Plyetinlines ghesl 1,950
16% s Polyetindines gheesd 1,950
20% ws Plyetinlins ghes 1,950

15% s Palyitindines ghyesd 1,950
0% wr Polysthylane ghyenl 1,950
16% wr Polysthyliane phyend 1,950
20% ws Plyetinlins ghesl 1,950
12% s Polyitindines gheesd 1,950

20% ws Plyetinlines ghyesd 1,950



Seznam krystaliza¢nich ¢inidel ze sady Morpheus® 11 HT-96

Well Mo, Cont. Units Additives (PDE ligands] Cone. Units Bulfer

CEEEIEGEERE

2
" RE

EETIFEEREER

CREE®
BB

CRRAGRERAR

RRERERQQ

EEERE

90 ki
90 ki
a0 ki
90 m
90 m
90 m
90 ki
90 ki
a0 ki
90 m
90 m
90 m
2 mh
2 i
2 i
2 mh
2 mh
2 mh
2 mh
2 i
2 i
2 mh
2 mh
2 mh
4 mih
4 i
4 i
4 mih
4 mih
4 mih
4 mih
4 i
4 i
4 b
4 mih
4 mih
2 mh
2 i
2 i
2 mhd
2 mh
2 mh
2 mh
2 i
2 i
2 i
2 mh
2 mh

LinaK

Litak

LiMak

LiMak

LiMak

LiMak

LinaK

Litak

LiMNak

LiMak

LiMak

LiMak
Divalents 11
Divalents 11
Divalents 1
Divalents 11
Divalents 11
Divalents 11
Divalents 11
Divalents 1
Divalents 1
Divalents 11
Divalents 11
Divalents 11

Al kalis

Al kalis

A kalis

Al kalis

Al kalis

Al kalis

Al kalis
Alkalis

A kalis
Alkalis

Al kalis

Al kalis
Oxometalates
Dxormetalates
Oxometalates
Oxormetalates
Oxometalates
Oxometalates
Oxometalates
Dxormetalates
Oxometalates
Oxormetalates
Oxometalates
Oxometalates

0LlmM
oLimM
0l M
0LimM
0LimM
0LimM
0LlmM
oLimM
0L1mM
0LimM
0LimM
0LimM
0LimM
oLimM
0L1mM
0LimM

oL1mM
oLLm
oLlm
oLlm
oLlm
oL1m
oLim
oLLm
oLlm
oLlm
oLlm
oL1m
oLim
o1mM
oLlm
oLlm
oLlm
oL1m
oLim
o1mM
oLlm
oLlm
oLlm
oL1m
oLim
oL1mM
oLlm
0Llm
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Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System S
Buffer System 5
Buffer System &
Buffer System &
Buffer System &
Buffer System &
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 4
MWafiE

MWafiE

MWafiE

MHariE

Buffer System &
Buffer System &
Buffer System &
Buffer System &
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System S
Buffer System &
Buffer System &6
Buffer System &
Buffer System &
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System S
Buffer System &6
Buffer System &
Buffer System &
Buffer System &

B5
b5
BS
B5
7.5
7.5
75
7.5
ES
ES
ES
ES
B5
b5
BS
B5

ES
ES
ES
ES
BS
BS
ES
B
.5
.5
.5
.5
ES
ES
ES
ES
BS
B
BS
B5
7.5
7.5
7.5
7.5
E.S
ES
E.S
E.%

pH Conc Units

50 % wfv
50 % wfv
50 % wfv
50 % vy
50 % vy
50 % vy
50 % wfv
50 % wfv
50 % wfv
50 % vy
50 % vy
50 % vy
50 % wfv
50 % wfv
50 % wfv
50 % vy
50 % vy
50 % vy
50 % wfv
50 % wfv
50 % wfv
50 % vy
50 % vy
50 % vy
50 % vy
50 % wfv
50 % wfv
50 % vy
50 % vy
50 % vy
50 % vy
50 % wfv
50 % wfv
50 % wfv
50 % vy
50 % vy
50 % vy
50 % wfv
50 % wfv
50 % wfv
50 % vy
50 % vy
50 % vy
50 % wfv
50 % wfv
50 % wfv
50 % vy
50 % vy

Precipitant
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix &
Pracipitant Mix 7
Precipitant Mix B
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix 8
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix B
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix B
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix 8
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix B
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix B
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix 8
Precipitant Mix 5
Pracipitant Mix &
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix B
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix 6
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix 8
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix 8
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix B



Well No. Conc. Units Additives [PDB ligands) Cone. Units Buffer

E1
E2
E3
E4
ES
E6
E7
EE
ED
E10
E1l
E12
F1
F2
F3
F4
F5
FE
F7

BRARAREREZEEESE

&

10
G11

H1
H2
H3

HS
HE
H7
H&
H9
HAD
H11
H12

2 mM
2 mh
2 mh
2 mh
2 mh
2 mh
2 mh
2 mM
2 mM
2 mh
2 mh
2 mh
100 mh
100 mh
100 mh
100 mh
100 mh
100 mh
100 mh
100 mh
100 mh
100 mh
100 mh
100 mh
100 mh
100 mh
100 mh
100 mh
100 mh
100 mh
100 mh
100 mh
100 mh
100 mh
100 mh
100 mh
40 mkA
40 mkA
40 mm
40 mm
40 mi
40 mi
40 mkA
40 mkA
40 mkA
40 mkA
40 mm
40 mm

Lanthanides
Lanthanides
Lanthanides
Lanthanides
Lanthanides
Lanthanides
Lanthanides
Lanthanides
Lanthanides
Lanthanides
Lanthanides
Lanthanides
Monosatcharides 11
Monosatcharides 11
Monosatocharides 11
Manosatcharides 11
Manosatcharides 1
Manosatcharides 1
Manosatcharides 1
Monosatcharides 11
Monosatcharides 11
Monosatcharides 11
Maonosatcharides 11
Maonosatcharides 11
Armin acids I
Arming acids Il
Armind acids Il
Arrind acids Il
Arrind acids Il
Arrind acids Il
Armind acids Il
Armind acids Il
Armind acids Il
Arming acids Il
Arrind acids Il
Arrind acids Il
Polyamines
Polyamines
Paolyarmines
Palyarmines
Polyamines
Polyamines
Polyamines
Polyamines
Polyamines
Polyamines
Palyarmines
Palyarmines

oim
oim
oim
01 M
01 M
01 M
01 M
01 m
oim
oim
01 m
01 m
01 M
01 M
01 M
oim
oim
oim
01 m
01 M
01 M
01 M
01 m
01 m
oim
oim
01 m
01 M
01 M
01 M
01 M
oim
oim
oim
01 M
01 M
01 M
01 M
01 M
oim
oim
oim
01 M
01 M
01 M
01 M
oim
oim
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Buffer Systerm 4
Buffer System 4
Buffer Systerm 4
Bulfer System 4
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 5
Bufier System &
Buffer System &
Buffer System &
Buffer System &
Buffer System 4
Bufier System 4
Bufier System 4
Buffer System 4
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System &
Bufier System &
Bufier System &
Bufier System &
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 4
Buffer System 5
Bufier System 5
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System &
Buffer System &
Buffer System &
Buffer System &
Buffer System 4
Bufier System 4
Buffer Systerm 4
Buffer Systerm 4
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 5
Buffer System 5
Bufier System &
Bufier System &
Bufier System &
Bufier System &

6.5
6.5
6.5
6.5
7.5
7.5
7.5
7.5
B85
B85
B85
B85
6.5
6.5
6.5
6.5
7.5
7.5
7.5
7.5
a5
a5
BS
BS
6.5
6.5
6.5
6.5
7.5
7.5
7.5
7.5
B85
B.5
a5
a5
6.5
6.5
6.5
6.5
7.5
7.5
7.5
7.5
a5
a5
BS
BS

pH Conc. Units

50 %oy
50 %ol
50 %oy
50 %wfv
50 % v
50 % v
50 % wiv
50 %y
50 %oy
50 %oy
50 %oy
50 %oy
50 % v
50 % v
50 % wiv
50 %oy
50 %oy
50 %oy
50 %oy
50 %Kowifv
50 % v
50 % v
50 %y
50 %y
50 %oy
50 %oy
50 %oy
50 % v
50 % v
50 % v
50 % wiv
50 %oy
50 %oy
50 %oy
50 %Kowifv
50 % v
50 % v
50 % wiv
50 %
50 %oy
50 %ol
50 %ol
50 %oy
50 % v
50 % v
50 % wiv
50 %oy
50 %oy

Precipitant
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 5
Precipitant Mix &
Precipitant Mix 7
Precipitant Mix &



