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1.  Uvod

Poznatky o strukturach proteinti pomahaji objasnit fungovani a ptisobeni téchto latek
na molekularni Grovni. Tyto znalosti se dale vyuZivaji v mnoha oborech. Uginnou metodou
pro ziskavani informaci 0 trojrozmérné struktufe je rentgenova difrakcni analyza. Limitujicim
faktorem pro tyto vyzkumy je proteinovy krystal, ktery je k analyze nezbytny. Tvorbou
krystali biologickych latek se zabyva krystalizace a jde o velmi naro¢ny, nepredikovatelny a
zdlouhavy proces. Krystalizace se zabyva hledanim optimalnich podminek pro péstovani

krystald, které by mohly byt pouZity pro strukturni analyzu.

Teoretickd Cast této bakalafské prace popisuje princip krystalizace, krystaliza¢ni
metody, zaméiuje se hlavné na pokrocilé a alternativni. Obsahuje i informace o serpinech a

jejich funkci u parazitickych ¢lenovcd.

Prakticka cast bakalafské prace se zabyva krystalizacnimi experimenty s vybranymi
klistécimi proteiny, které patii do skupiny serpint a byly ziskany z klistéte Ixodes ricinus.

Jedna se o serpin 1 z Ixodes ricinus (Iripin-1) a serpin 3 z Ixodes ricinus (Iripin-3).
Cilem prace bylo:

e Zvladnout zakladni a pokrocilé krystalizacni metody

e Nalézt krystalizacni podminky pro piipravu proteinovych krystali vybranych
kliStécich proteinii

e Optimalizovat krystalizaéni podminky a pfipravit krystaly vybranych klistovych
proteint v difrakéni kvalité

e Otestovat ptipravené krystaly a pokusit se ziskat difrakéni data



2.  Literarni prehled

2.1. Historie krystalizace

Prvni zminky o krystalizaci makromolekul se objevily jiz v roce 1840, kdy byly
nahodné objeveny krystaly hemoglobinu v krevnich vzorcich [1]. Nasledné byly pozorovany
krystaly globulini v extraktech ze semen rostlin. Krystalizaci téchto latek se aktivné zabyval
Tomas B. Osborne, ktery se pomoci ni snazil tyto latky ziskat v ¢isté podobé [2]. V roce 1909
fyziolog Edward T. Reichert a mineralog Amos P. Brown publikovali 600 mikroskopickych
fotografii krystalii hemoglobinu z 200 organismil S popsanymi postupy pro ziskavani téchto
krystal [3]. Krystalizace proteint se az skoro do 2. poloviny 20. stoleti vyuzivala hlavné
k purifikaci. Moznost vyuziti krystalii pro strukturni analyzu ptisla az s vyvojem rentgenovych

metod, a tedy se vznikem krystalografie [4].

Védci si vSimli dilezitosti soli, organickych rozpoustédel, pH a teploty pro
krystalizaci, u¢inky soli se ukazaly jako kritické pro pochopeni krystalizace proteinti. Do 30.
let 20. stoleti byly krystaly ziskavany vysousenim a odpafovanim surovych biologickych
materiald, a to zejména z extraktli upravenych vodou, alkoholem, horkou kyselinou octovou

nebo solemi. Tyto postupy vSak pracovaly s velkymi objemy latek [5].

Postupné byly vyvijeny nové krystalizacni metody, jejichz spolecnou charakteristikou
bylo vyrazné snizeni objemd, a to pfiblizné az stokrat. Z mililitrG se pozadované objemy
vzorkd snizily az na mikrolitry. Tato skute¢nost umoznila rozsahlejsi pruzkum rtznych

krystaliza¢nich podminek [5].

Jako prvni byly v 60. letech 20. stoleti vytvofeny metody zaloZené na difuzi par, ve
verzi sedici kapky a nasledné vytvoteny varianty visici a sendvi¢ové kapky. Na pocatku 70. let
se zaCaly vyuzivat vylepSené dialyza¢ni metody, které pracovaly Snovym uspotradanim,
naptiklad dialyzacni knofliky [6, 7]. Soucasné se také zpopularizovala metoda difiize volného
rozhrani a s tim i jeji varianty [8]. Praktickym zajmem byla také miniaturizace davkové
metody na urovein mikrolitr. Takové experimenty se provadéji v sedicich kapkach pod
olejem, aby se zabranilo odpatfovani [9]. Teoreticky zaklad principu krystalizace vzeSel az

v 80. letech ze spoluprace biologt a fyzika [5].

Krystalizace od poc¢atkl prosla velkymi zménami a teoreticky zéklad, oteviel nové
cesty pro racionalnéjsi a ucinnéjsi postupy, které se pouzivaji az do dnesnich dob. Od 90. let
20. stoleti byly navrzeny nové strategie pro kvalitativni a kvantitativni vyhodnoceni riznych

krokt procesu ristu krystalt a byly objeveny specifické rysy krystalizace. Automatizace, ktera



zacala v 90. letech se postupné stala nezbytnou. V neposledni fadé dostalo pole Krystalizace
biologickych makromolekul podporu vesmirnych agentur, které podporovaly vyzkum

krystalizace v mikrogravitaci [5].

2.2.  Uvod do krystalizace

Krystalizace je proces, pii kterém se hledaji vhodné podminky pro péstovani
proteinovych krystalti. Nalezené¢ podminky se dale optimalizuji, tyto Upravy maji vliv na
rozpustnost. Ugelem tohoto procesu je ziskani kvalitnich proteinovych krystald, které je
mozné pouZzit pro rentgenovou strukturni analyzu. Pfi krystalizaci je snahou ptivést systém do
snizeného stavu rozpustnosti, tedy aby doslo k pfesyceni roztoku, coz je nutnou podminkou
pro vznik proteinovych krystald. Proces krystalizace ovlivituje velké mnozstvi faktor a mezi
nimi i teplotni gradient, ktery ovliviiuje kondenzaci molekul plynu a kapaliny. Pokud je
krystaliza¢ni experiment Gspé$ny ziskame proteinové krystaly ¢i stabilni krystalizacni jadra.
Vétsina krystaliza¢nich experimentll neposkytne proteinové krystaly a povazuji se za
neuspésné. Muze dojit ke vzniku srazeniny proteinu tzv. precipitaci, také nemusi dojit

k Zadnym pozorovanym zménam a k fadé¢ dalsich stavi [10].

Proces krystalizace se sklada ze tii fazi, jimiz jsou nukleace, rist a ukonceni ristu
krystalu. Béhem nukleacni faze dochdzi k molekuldrnim interakcim, které v presyceném
roztoku zacnou tvofit stabilni uspotddané agregéaty. Timto procesem vzniknou krystalicka
jadra ¢i precipitace. Druhou fazi je faze ristu krystalu, pii které se krystal zvétSuje. Principem
této faze je interakce molekul s povrchem krystalického jadra a jejich uspotadani na tomto
povrchu, tim se postupné krystal zvétSuje. Ruist vyrazné ovliviji také faktory jako je pH,
teplota, koncentrace a dalsi. Posledni fazi procesu krystalizace je ukonceni rustu krystalu, kdy
se krystal jiz nadale nemiliZe zvétSovat. Nejidealngjsi je ten krystalizacni experiment, ktery
poskytne mensi mnozstvi vétSich krystald, které jsou dostateéné kvalitni a vhodné pro

rentgenovou strukturni analyzu [10].

Krystalizace je sloZitym procesem také kvili tomu, ze neexistuje Zadny teoreticky
navod, ktery by ptfesné dokazal ptedpovedét podminky pro krystalizaci proteinu. Muzeme tedy
¢erpat pouze informace z predchozich Gspé$nych pokusu [11, 12]. VV minulosti byly snahy o
prekonani tohoto problému, testovaly se rizné kombinace srazecich latek, soli, organickych
rozpoustédel a dalSich. Tyto snahy vedly k tvorbé komeréné dostupnych krystaliza¢nich sad
roztok, které se pouzivaji jako startovaci bod pro hledani vhodnych podminek krystalizace.

Kazda z téchto sad ma jiny pfistup ke krystalizaci proteint [13, 14].



2.3. Podstata krystalizace

Velmi zjednodusené l1ze krystalizaci popsat jako formu uspotfddaného srazeni. Jde o
vztah krystaliza¢niho ¢inidla a proteinu, jenz popisuje fazovy diagram. Krystalizace probiha
Vv piesycené oblasti diagramu, nenasyceny roztok neumoziuje krystalizaci [15]. Rychlost,
proteind. Krystalizace je popsdna fazovym diagramem, ktery je na Obr. 1. Stavu pfesyceni lze
dosahnout okamzité, a to pomoci davkovych metod (proces znazornuje C), kdy se smichanim
proteinu se srazecim Cinidlem rovnou dosédhne pifesyceni roztoku. V roztoku pfi nastaveni
spravnych krystalizacnich podminek dochazi k nukleaci a vznikaji krystalizacni jadra, Z nichz
nasledné rostou proteinové krystaly az do doby dosazeni kiivky rozpustnosti [16]. Piesyceni

1ze také dosahnout progresivné pomoci difuze par, kontinualné difuzi ¢i dialyzou [17].

U metod zaloZenych na difuzi ¢i dialyze postupné dochazi k nasycovani roztoku, coz
se d¢je bud’ diky difuzi par (znazornéni procesu A) ¢i dialyze (proces B). Nasledné se dosahne
stavu, kdy dochazi k nukleaci a tvorb¢ stabilnich krystalizacnich jader. Tato jadra se zvétsuji,
¢imz se sniZzuje obsah proteinu v rozpoustédle, dokud koncentrace proteinu nedosdhne limitu
rozpustnosti. Pii téchto procesech nemusi dochazet pouze ke krystalizaci proteinu, mize dojit

I k jeho precipitaci, ¢i ke krystalizaci ¢asti krystaliza¢niho ¢inidla [15].

Moznym vysledkem krystalizanich experimentt je také stav, kdy kapka ziistava Cira.
K tomu dochazi, kdyZ systém neptekro¢i mez rozpustnosti a nedosdhne se tak piesyceni.
V tomto ptipadé je nemozné ziskat krystaly. Cira kapka mize byt zpisobena i nedostate¢nou

nukleaci [14].



Nasycend oblast Oblast srifeni

Metastabilni oblast
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Koncentrace krystalizaéniho éumdla

Obr. 1: Fazovy diagram procesu krystalizace (Vytvofeno autorkou, inspirovano [18]).

2.4. Kirystaliza¢ni metody
Ke tvorbé krystaltt miize dojit pouze za stavu piesyceni. Stavu piesyceni I1ze dosahnout
riznymi zpisoby, k ¢emuz slouzi rizné krystalizacni metody [15, 16]. V pribéhu let vyvoj

krystaliza¢nich metod spéje pievazné k jejich automatizaci a miniaturizaci [19].

2.5. Metody zaloZené na difuzi par

Metody zalozené na difuzi par presyceni roztoku dosahuji vypafovanim par
rozpoustédla. Pfi téchto metodach dochazi k migraci molekul rozpoustédla z kapky do
rezervoaru ¢i obracené. K transportu molekul dochézi na zakladé rozdilnych koncentraci
proteinu a precipita¢niho ¢inidla. Kapka, ktera obsahuje rozpustény protein s oddélenym
precipitatem je neprodySné uzaviena od okolniho prostfedi. Rezervoar a kapka maji stejné
slozeni az na pfitomnost proteinu v kapce. SloZeni precipita¢niho ¢inidla je v rezervoaru i
kapce stejné, kapka navic obsahuje i proteinovy roztok. Diky rozdilnym koncentracim v kapce
a rezervoaru dochazi k vypafovani tékavych latek a jejich nasledné kondenzaci. Tim dojde k
dosazeni rovnovahy. Metody zaloZené na difuzi par jsou nasledujici: metoda visici, sedici a

sendvi¢ové kapky [10].



2.5.1. Metoda sedici kapky — Sitting-drop vapor diffusion

Metoda sedici kapky, je jedna z nejpouzivanéjSich metod krystalizace proteint [20].
Pro provadéni metody se nejCastéji pouzivaji krystalizacni desticky s 96 jamkami, které
umoznuji prozkoumani velkého mnozstvi krystalizaénich podminek. Desticky obsahuji
rezervoary, které se plni srazecimi ¢inidly a vyvySena mista, kde je usazena kapka. Tato mista
mohou byt na kraji rezervoaru ¢i uprostfed v podobé sloupku, jak je znazornéno na Obr. 2. U
jednoho rezervoaru mize byt vice mist pro usazeni kapky, coz umoziuje vytvoieni kapek

S riznymi poméry vzorku a srazeciho ¢inidla [21].

Kapka je tvofena smési proteinového roztoku a srazeciho ¢inidla v riznych pomérech.
Kapka obsahuje nizsi koncentraci srazeciho ¢inidla nez rezervoar. Systém idealn¢ dosahuje
rovnovahy a vyrovnavd koncentraci srazeciho c¢inidla v kapce a rezervoaru. Dochazi
k pfechodu molekul rozpoustédla z malé kapky do zasobniku, ¢imz dochazi k pfesyceni

roztoku proteinu [20].

Tato metoda je velmi vyhodna diky Casové nenaroc¢nosti, nizkym nakladiim, poloha
kapky vsedé je velmi stabilni [20]. Tato metoda je pln¢€ automatizovana a nejéastéji se pouziva

pro screening pocatecnich krystalizaénich podminek [19].

N

™ Kryci sklicko

'\.F Protein se sraZeéim
cinidlem

——4— Rezervoar se
sraZeéim éimdlem

Obr. 2: Schéma metody sedici kapky (Vytvoieno autorkou, inspirovano [20]).

2.5.2. Metoda visici kapky — Hanging-drop vapor diffusion

Metoda visici kapky je jednou znejpouzivanéjSich a relativné nenarocnych
krystaliza¢nich metod. Metoda je schematicky znazornéna na Obr. 3. Pti této metod¢ je kapka
proteinu a srazeciho €inidla nanesena na vnitini stranu kryciho skli¢ka, které uzavira systém.
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Kryci sklicko je umisténo nad rezervodr se srazecim Cinidlem a utésnéno pomoci silikonového

tuku [10].

Nevyhodou této metody je nestabilnost kapky pfi uzavirani systému, mize dochazet
k poklesnuti ¢i dokonce ke sklouznuti kapky. Negativem této metody jsou také velké rozméry
desti¢ek [22]. Vyhodou naopak je snadné otevirani, coZz umoziuje snadnou manipulaci.
Jednoduse se pfi této metodé odebiraji krystaly ¢i dopliiuje mnozstvi srdzeciho ¢inidla a jamky

se opét snadno uzaviraji stejnym sklickem [23].

Kryci sklicko

Protein se sraze¢im
¢inidlem

—1— Rezervoar se
srazedim ¢inidlem

Obr. 3: Schéma metody visici kapky (vVytvoreno autorkou, inspirovano [20]).

2.5.3. Metoda sendvicové kapky — Sandwich-drop vapor diffusion

Metoda sendvi¢ové kapky, znazornéna na Obr. 4, je zaloZena na sevieni kapky
proteinu se srazecim ¢inidlem mezi dvéma skli¢ky. Jedno z téchto sklicek zaroven uzavira
celou jamku [24]. Pti této metod¢ Casto dochazi k vysychani kapek, tomu se zabratiuje pomoci
vrchniho sendvice ze skla, v pfipad€ pouzivani plastl se systém utésfiuje pomoci tuku ¢i

parafinového filmu [25, 26].

Vyhodou této metody je zmenSeni povrchu kapky a tim zpomaleni difuze par. Kvili
této skute¢nosti je prostiedi stabilngjsi pro rist krystald nez u metod sedici i visici kapky [24].
Klasicky pouzivané desticky pro tuto metodu vsak, znesnadiuji piistup ke vzorkim a

manipulaci s krystaly [25].

Tato metoda Casto pii stejnych krystaliza¢nich podminkach poskytuje kvalitné;si

krystaly nez metoda visici kapky [22].



Byla popsana nové¢ vyvinutd metoda sendvicové kapky, ktera umozituje mnohem
snadné&js$i manipulaci a ipravu podminek systému nez klasickd metoda. Pii této metod¢ udrzuji
druhé¢ sklicko na mist¢ takzvané fixni kapilary, diky ¢emuz se da nastavit vyska kapky pouze

zménou prumeéru kapilar [22]. Schéma metody podle Sun et al. (2010) je zobrazeno na Obr. 5.

x ___I=—Kryci sklicka

Protein se sraze¢im
¢inidlem

Rezervoar se
srazedim ¢inidlem

Obr. 4: Schéma metody sendvic¢ové kapky dle Hampton Research (2019) (vytvoieno autorkou,

inspirovano [20]).

- Kryci sklicka

™ Fixni kapilary

Protein se srazecim
¢inidlem

—1— Rezervoar se
staze¢im ¢inidlem

Obr. 5: Schéma metody sendvicové kapky podle Sun et al., (2010) (vytvoieno autorkou

inspirovano [22]).



2.6. Metody zaloZené na dialyze

Pfi metodach zalozenych na dialyze dochazi k difuzi malych molekul a iontl pies
semipermeabilni membranu, ta oddéluje vnitini roztok s rozpusténym proteinem, od vnéjSiho
roztoku s precipitaitem. Na rozhrani polopropustné membrany se tvoii koncentra¢ni gradient,
diky kterému dochazi k difuzi molekul pfes membranu. Proteinovy roztok zlstava uvnitf
vnitiniho roztoku a dochazi k jeho postupnému nasyceni, tvorbé krystalickych jader a
naslednému rustu krystali. Rychlost tvorby jader zalezi na rychlosti ptfesyceni, tedy na

propustnosti membrany, velikosti koncentra¢niho gradientu a na teploté [10].

2.6.1. Mikrodialyza — Microdialysis

Tato metoda je zaloZena na principu dialyzy, ovSem od klasické dialyzy se lisi tim, ze
pracuje s mnohem mensimi objemy. Diky tomu muize byt provadéna i se vzorky, které jsou
k dispozici pouze v omezeném mnozstvi. Proteinovy roztok je uzavien bud’ v kapilarach nebo
ve specialnich mikrodialyzacnich tlacitkach. Ty jsou od okolniho prostfedi oddéleny
polopropustnou membranou. Celé toto uspotadani je poté ponofeno do roztoku srazeciho
Cinila a cely systém je uzavien. Na strandch membrany jsou dva systémy s odliSnymi
vlastnostmi a cely systém dosahuje rovnovahy pohybem molekul pies membranu. K tomuto
pohybu dochazi pouze v piipad¢, Ze srazecim Cinidlem je latka s malymi molekulami, které
mohou proniknout pfes membranu. VétSinou se jedna o soli ¢i alkoholy. Pies membranu
nemuZe proniknout vzorek, a proto nedochazi ke kontaminaci srdzecich ¢inidel, které mohou

byt znovu pouzity [27].

Nejcastéji se pro mikrodialyzu pouziva mikrodialyza¢ni knoflik. Vyhodou je nizka
nakladnost na objemy vzorkll a moznost opakovaného pouziti. Tato metoda umoznuje velmi
snadnou Upravu krystaliza¢nich podminek [27]. Zména krystalizacnich podminek spociva
pouze v ptresunuti knofliku z jednoho srazeciho ¢inidla do druhého a je mozno tento proces
provadét opakované. Diky tomu dochéazi ke kontinudlni recyklaci roztoku vzorku, dokud

nejsou nalezeny spravné podminky pro krystalizaci [24].

Vzorek proteinu se vkladd do malé komory umisténé v horni Casti dialyzacniho
tlacitka, které je nasledné piekryto dialyzacni membranou. Membranu na misté drzi gumovy
krouzek, ktery se ptes knoflik pfetdhne a zapadne do otvoru na dialyzacnim knofliku. Poté je

takto pfipraveny dialyza¢ni knoflik umistén do roztoku srazeciho ¢inidla [7].

U této metody, jejiz schéma je zobrazeno na Obr. 6, 1ze ovliviiovat rychlost dialyzy
zménou rozdilu koncentraci uvnitf a vné membrany. Metodu nelze provadét s piilis

koncentrovanymi srazecimi Cinidly, protoze v takovych ptipadech dochéazi ke spotitebé
9



veskeré vody z roztoku proteinu a dochazi ke vzniku sraZenin. Rychlost dialyzy také zalezi na
velikosti tlacitka, objemu zasobniku, viskozité kapaliny a na dalSich fyzikaln¢ chemickych
parametrech [24]. Jeji rychlost lze snizit, ¢imZz se dosahne vétsi kontroly krystaliza¢niho
procesu pomoci dvojité dialyzy. Ta se provadi umisténim knofliku se vzorkem, prekrytym
dialyzacni membréanou, do srdzeciho c¢inidla. Nasledné je tento zasobnik také piekryt

dialyza¢ni membranou a vlozen do srazeciho ¢inidla s vys$si koncentraci [28].

~ Kryci sklitko

|- Roztole srazectho
Einidla

.- Roztok proteinn

|- Polopropustna
membrana

— Gumovy krouzek

— Mikrodialyzacni
knoflik

Obr. 6: Schéma mikrodialyza¢ni metody pomoci mikrodialyza¢niho knofliku (vytvoteno

autorkou, inspirovano [24]).

2.7. Metody zaloZené na piimém presyceni roztoku

2.7.1. Davkova metoda — Batch metod

Davkova metoda je znazornéna na Obr. 7. Pfi téchto experimentech je pfesyceni
roztoku dosazeno ptimo. Vzorek je smichan se srazecim ¢inidlem, ¢imz se vytvoti piesyceny
roztok, ktery je uzavien a ponechdn bez dalSich zisahl. Tato metoda vétSinou pracuje
s vétsimi objemy [24]. Jedna se o nejjednodussi metodu krystalizace, u které se velmi snadno
nastavuji experimentalni podminky, jsou stabilni a tim umoZznuji prozkoumani vétSiho
mnozstvi proménnych. Prvni experimenty touto metodou se provadély v litrovém meéftitku a
slouzily k ¢isténi vzorku. V modernich laboratofich se vsak tato metoda ke krystalizaci
proteinii nepouziva. Béhem let doslo k jejimu zdokonaleni a miniaturizaci. V této podobé se

pouziva V laboratofich a stala se uc¢innou 1 pro krystalizaci malych objemil biologickych

molekul [29].
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Kryei skdicko

Presyceny roztok
proteinu a srafeciho
¢inidla

Obr. 7: Schéma davkové metody (vytvoreno autorkou, inspirovano [24]).

2.7.2. Mikrokrystalizace pod olejem — Microbatch under oil

Tato metoda, znazornéna na Obr. 8, je pouze miniaturizovanou formou davkové
metody. Na rozdil od této metody pracuje s mnohem mensimi objemy vzorku. Pti této metodé
je smichan proteinovy roztok se srazecim cinidlem pod olejem s nizkou hustotou. Nejéastéji
se pouziva parafinovy, silikonovy olej nebo jejich smés [30-32]. Kapka zlstava na dné jamky
a je kryta vrstvou oleje, ktera zabraniuje odpatrovani kapek a diky tomu je zajiStén konstantni
objem vzorku. Olej také zajist'uje neménnost pH a koncentrace rozpusténé latky [29]. Stejné
jako u davkové metody je piesyceni roztoku dosazeno piimo smichanim proteinového roztoku

a srazeciho ¢inidla [30].

Mikrokrystalizace pod olejem je idealni pro hledani optimalnich krystaliza¢nich
podminek pro proteiny, u ktery je krystalizace obtizna, nebo jsou-li k dispozici v omezeném
mnozstvi. Nevyhodou této metody je obtiznost ziskdvani proteinovych krystali kvuli

pfitomnosti oleje [33].

Pfitomnost oleje ma hlavné zajistit konstantni objem vzorku. Parafinovy olej je
pouZzivany nejvice, protoze béhem primérné doby potfebné pro krystalizacni experiment se
ptes néj odpafi pouze zanedbatelné mnozstvi vody. I ptesto, Ze jsou voda a oleje nemisitelné,
oleje umoziuji vyparovani vody. K vypafovani vSak dochdzi mnohem pomaleji nez pii jeho
nepfitomnosti. Rychlost odpafovani zalezi pfevazné na typu oleje. Parafinové oleje zabranuji
odparovani vody G¢inngji nez ty silikonové [34]. Experimenty odhalily, Ze ptitomnost oleje

také ovliviiuje krystalizacni proces ve fazi nukleace a rustu krystali a zvySuje stabilitu
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vzniklych krystalt [31, 35]. Pouzitim silikonového i parafinového oleje v riznych pomérech
se krystaliza¢ni proces urychli. Stejného efektu Ize dosahnout i zménou tloustky oleje [31,

34].

—+t— Parafinovy olej

V— Protemn ce srafecim
cimdlem

Obr. 8: Schéma metody mikrokrystalizace pod olejem (vytvoteno autorkou, inspirovano [23]).

2.8. Pokrocilé metody zaloZené na difuzi

2.8.1. Metoda volné difuze — Free interface diffusion metod

Tato metoda vyuzivd volnou difuzi mezi koncentrovanym roztokem proteinu a
srazecim Cinidlem. Diky difuzi dochazi k nasyceni roztoku, coZ je nezbytné pro nukleaci a
nasledny rast krystald. Proteinové roztoky a srazeci roztoky jsou vrstveny piimo na sebe do
malé zkumavky ¢i do kapilary. Nadoba je néasledné uzaviena, aby nedochazelo k vysychani
roztokll, nej€astéji pomoci vosku ¢i parafilmu. Na zacatku je znatelné rozhrani mezi roztoky,
poté vSak dochazi k difuzi molekul v misté styku. Vznika pfechodné piesyceni roztoku, coz
vede Kk tvorbé krystaliza¢nich jader. Jak difuze pokracuje, klesaji relativni koncentrace az
dosdhnou rovnovéhy. V rovnovazném stavu je koncentrace celého objemu podstatné nizsi nez
pozvolna a vznikd mensi mnozstvi velkych krystali. Tato metoda je pomémé jednoduchad a

umoziuje velmi snadnou manipulaci [8].

Metoda volné difuze je pouzivana vesmirnou agenturou NASA pro mikrogravitacni
krystaliza¢ni pokusy [36]. Schéma metody volnou difuzi v kapilafe je na Obr. 9 a na Obr. 10

je graficky znazornén proces krystalizace pomoci metody volné difuze.
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Roztok proteinn

Vosk / Parafilm —
_=_\_\_\_\_‘_‘—~—\.

Srazeci cinidlo

Obr. 9: Schéma metody volné difuze v kapilafe (Vytvofeno autorkou, inspirovano [24]).

Eoztok proteinn

Roztok proteinn

Vzniklé proteinove
monolkrystaly

Obr. 10: Proces krystalizace proteinti pomoci metody volné difuze (vytvofeno autorkou,

inspirovano [23]).

Vosk / Parafilm —

_L__‘———_

| |
Oblast veznikon
kerystalizacnich jader Srareci ¢inidlo

— Vosk / Parafilm T

- [ ] o

Nenasyceny roztok proteinu

a srazectho cimdla

2.8.2. Metoda difuze pres prekazku — Counter diffusion

Metoda difuze pies piekazku je modifikaci metody volné difuze, ktera je také
provadéna Vv kapilarach. Pii této technice vSak nedochazi k volné difuzi, ale molekuly
difunduji pies prekazku, kterou tvoii gel [24]. Metoda mize byt provadéna nékolika zpusoby.
Jednim ze zpusobi je vyuziti gelové zatky, ktera oddéluje roztok srazeciho cCinidla a roztok
proteinu. Schéma provedeni metody s gelovou zatkou je zobrazeno na Obr. 11. Také je mozno

jeden z téchto roztoku nechat zgelovatét pred zavedenim do kapilary, schéma této techniky je
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na Obr. 12 [37]. Nejcastéji se vSak vyuziva metoda GAME, krystalizace za piitomnosti gelu
[38].

Wosk

Roztok proteinu Gelova zatka Roztok srazeciho ¢inidla

Obr. 11: Schéma metody difuze pies prekazku. Technika oddéleni roztokd gelovou zatkou

—______

(vytvoteno autorkou, inspirovano [24]).

Wosk

Eoztok proteinu Srazeci ¢imdlo ve formé geln

Obr. 12: Schéma metody difuze pies prekazku. Technika, kdy srazeci ¢inidlo je ve form¢ gelu

(vytvoteno autorkou, inspirovano [24]).

U techniky GAME, ktera je zobrazena na Obr. 13, je krystaliza¢ni nadoba naplnéna
roztokem, ktery se necha zgelovatét. Do tohoto gelu jsou poté vtlaceny konce kapilar, které
jsou naplnény proteinovym roztokem a druhé konce maji utésnény casto pomoci vosku.
Nasledné je gel piekryt roztokem srazeciho ¢inidla. Cely systém je uzavien a udrzovan pfi
konstantni teploté. Postupné dochazi k difuzi srazeciho €inidla ptres gel do roztoku proteinu.
Po prostoupeni sraZeciho €inidla do roztoku proteinu dochazi k pfesyceni roztoku a dochazi
ke vzniku mikrokrystald. Koncentrace nasledné klesé a diky tomu, stejné jako u metody volné
difuze, dochazi ke vzniku nékolika vétSich krystald. Pti této metodé€ je dulezitou proménou

tloustka kapilary, ktera ovliviiuje rychlost difuze [39].
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- Kryei sklitko

Vosk

——Roztok
srazectho cmidla

— Roztok proteinu

—1—Gel

Obr. 13: Schéma metody counter diffusion. Technika GAME (vytvofeno autorkou,

inspirovano [24]).

2.9. Metody zaloZené na indukci nukleace vyuzitim fyzikalnich vlivi
Takovéto metody jsou zalozeny na indukci nukleace vystavenim krystalizaéniho

prostiedi specifickym fyzikdlnim podminkdm. MuZe se jednat o vystaveni kapky

elektrickému, magnetickému poli nebo pusobeni ultrazvuku na krystalizacni prostiedi.

Takovéto fyzikalni vlivy pfiznivé pisobi na nukleaci a na vznik proteinovych krystalt [40].

2.9.1. Krystalizace proteinii pomoci magnetického pole
Tyto metody vyuzivaji piisobeni magnetické pole, k tvorbé proteinovych krystal za
snizeného ¢asu nutného ke krystalizaci. Pro tyto experimenty mohou byt pouzity dva typy

magnetického pole, rovnomérné a gradient magnetického pole [41].

Presné vysvétleni pisobeni rovnomérného magnetického pole na krystalizaci proteind
neni zndmo. NejspiSe ale souvisi se zvySovanim viskozity tekutiny, které vyvolava.
Pisobenim homogenniho magnetického pole dochazi ke zvySeni viskozity tekutiny az o 30 %.
Tato zména pretrvava 1 po vypnuti magnetického pole. ZvySenim viskozity je podpoiena

krystalizace [41].

Gradient magnetického pole plisobici na krystaliza¢ni prostiedi tlumi gravitacni vlivy

a tim zlepSuje podminky pro krystalizaci proteinti [42]. Pusobenim gradientu vertikalniho
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magnetického pole na vzorek se tvoii magneticka sila. Tato sila by méla byt opakem ke
gravitaéni sile, ¢imz dochazi ke snizeni gravitace a vytvari se situace podobna podminkam

mikrogravitace [43]. Timto postupem lze ziskat mensi pocet kvalitngjsich krystalt [41].

2.9.2. Krystalizace proteinii pomoci elektrického pole

Tato metoda vyuziva vlivu vngjsiho elektrického pole na nabité molekuly uvnitf

krystaliza¢niho roztoku [44].

Biologické makromolekuly obsahuji rtizné iontové a polarni skupiny. Diky tomu maji
pomérné znacny naboj, ktery zavisi na pH roztoku [45]. Nabité molekuly uvnité roztoku
interaguji s extrémnim vnéjSim elektrickym polem. Tato interakce miize zménit rozloZeni
molekul uvnitt roztoku a vést k nukleaci. Vnéjsi silné elektrické pole podporuje krystalizaci
proteint @ mirné snizuje pocet vzniklych krystalti v kapce. Pouziti elektrického pole se také

poji s dobrou kvalitou a velikosti vzniklych krystal [44].

Tato metoda se provadi umisténim sedici kapky mezi dvé elektrody, aniz by se jich
dotykala. Nasledné je generovano silné elektrické napéti, které presahuje 1000 V. Toto napéti
zpusobi migraci nabitych molekul uvnitt kapky smérem k elektrodam. Vznikaji krystaly, které
se hromadi u jedné zelektrod v zavislosti na jejich naboji. K tvorbé krystali dochazi i
Vv blizkosti povrchu kapky, protoZe zde je elektrické pole nejsilngjsi. Experimenty vyuzivajici
pro nukleaci proteini elektrické pole, poskytuji mensi pocet proteinovych krystald. Krystaly

vzniklé za plsobeni elektrického pole maji mén¢ defektl a jsou podstatné vetsi [44].

2.9.3. Krystalizace proteini za pouziti ultrazvuku

Ultrazvukové pole je dalsim fyzikalnim faktorem, jenz ovliviiuje a usnadnuje nukleaci.
Tato metoda také slouzi pro studium procesu nukleace. Vystaveni systému vné&jSimu
ultrazvukovému signalu je mozné praktikovat riiznymi zptisoby. Zakladnim ptedpokladem pro
jeho aplikaci je nutnost udrzovani stalé teploty sytému, aby nedochazelo k zah#ivani, a tim
k denaturaci proteinu. K tomuto ucelu se nejcastéji pouziva chladici lazen, ktera zajistuje

stalou teplotu systému [46].

Plisobeni ultrazvuku na krystalizacni prosttedi podporuje nukleaci krystalt.
Nevyhodou této metody je poskozovani jader ultrazvukem, které zalezi na dob¢ a mife ozateni.
Nejidealnéjsi nastaveni je takové, kde je systém ultrazvukovému signalu exponovan pouze

kratce, ¢imz je podpotfena nukleace a zaroven nedojde k poskozeni vzniklych jader [47].
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2.10. Mikrogravitacni krystalizace proteini

Neustala snaha o vyvoj novych a spolehlivych krystalizacnich metod, které by
zefektivnily proces krystalizace, vedla k optimalizaci vSech pfislusnych fyzickych parametra.
Na zakladé¢ studii podporovanych NASA a dalSimi kosmickymi agenturami riznych zemi bylo
jasn¢é prokazano, ze gravitacni efekty musi byt zahrnuty jako klicovy krystalizacni parametr

[48]. Tyto metody pracuji se snizenou hodnotou gravitace béhem procest krystalizace.

Pro zkoumani gravitacnich vlivi jsou experimenty provadény V prostiedi
mikrogravitace. Toto prostfedi je mozné simulovat na Zemi, ale nejidealnéjsi je proces
krystalizace zkoumat ve vesmiru, kde je plsobeni gravita¢nich sil nizsi [48]. Ukazalo se, Ze
krystaly péstované ve vesmiru jsou v mnoha ohledech lepsi nez ekvivalentni krystaly
pestované v laboratofich na Zemi. Krystaly péstované v mikrogravitaci dosahuji primérné

vétsich rozméru a maji lepsi kvalitu. Tyto krystaly jsou méné zatizeny defekty a také obsahuji

mén¢ necistot [49].

Pti vysSSich koncentracich ma vétsina makromolekul sklon k tvorbé agregati, Které
mohou znecistit vznikajici krystaly proteini jejich zaclenénim do krystalické miizky.
V mikrogravitatnim prostfedi je jejich pohyb zna¢né snizen a tim je snizena i

pravdépodobnost interakce s rostoucimi proteinovymi krystaly [49].

2.11. Krystaliza¢ni metody zahrnujici aditiva

Alternativni metody za pouziti aditiv, zaloZzené nikoli na optimalizaci tradi¢nich
promé&nnych, jako je koncentrace sraZeciho cinidla, proteinu a hodnoté pH, ale na myslence
ze nekteré latky s malymi molekulami, mohou ptiznivé ovliviiovat krystalizaci, a to diky jejich
vlivu na rizné procesy béhem krystalizace [50]. Tyto latky, které nejsou srazecim ¢inidlem a
do systému se ptidavaji zamérné, jsou oznaCovany jako aditiva, bez ohledu na jejich
koncentraci [51]. Aditiva se mohou na proteiny vazat, a tim celou strukturu stabilizovat. Tyto
latky téZ ovliviiuji mezimolekularni interakce, ¢imz stabilizuji konformaci proteinli a také
redukuji mezimolekularni interakce mezi molekulami srazeciho ¢inidla a proteinu. Aditiva
vyuzivana pro tyto Ucely jsou rozpustna ve vodé, vétSinou se jedna o kofaktory, inhibitory,
ionty kovi, substratové skupiny ¢i detergenty [50, 52]. Aditiva by méla zvysit GispéSnost
krystaliza¢nich pokust, diky vyuZzivani fyzikalné chemickych vlastnosti krystalizace proteind.
Ptesto UspéSné stanoveni podminek krystalizace pro konkrétni protein zistava vysoce
empirickym procesem. Aditiva jsou vhodna hlavné pro optimalizaci krystalizacnich podminek
[53, 54].
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2.11.1. K¥izova krystalizace — Cross crystallization metod

Kiizova krystalizace je metoda, které pracuje s aditivy [53]. Pti tomto postupu Se
vyuziva standartni metoda difuze par v podobé sedici ¢i visici kapky. Do systému jsou ptidany
aditiva v podob¢ dalsich kapek a mirné méni tlak pary vody, ¢imz ovliviuji ostatni pritomné

kapky, a tedy i vzorek proteinu [54].

Pouzivaji se klasické krystaliza¢ni desticky S jednim centralnim rezervoarem, ktery je
obklopen ¢tyfmi jamkami. Kazda z jamek obsahuje srazeci ¢inidlo a rizna aditiva, do jedné
z jamek je navic pfidan protein. Pii pouziti visici kapky jsou kapky umistény na kryci skli¢ko

systému, jsou vsak blize u sebe [54].

Metoda kiiZové krystalizace je zobrazena na Obr. 14 ve formé sedici kapky a na Obr.

15 ve formé visici kapky.

Kryci sklicko

Aditrum Roztok proteinu

Roztol: srazectho
cinidla

Obr. 14: Schéma metody kiizové krystalizace ve formé sedici kapky (vytvofeno autorkou,

inspirovano [54]).
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Kryci skitko

~Aditiva

~Roztok proteinu

Roztol srazectho
cinidla

Obr. 15: Schéma metody kiizové krystalizace ve formé visici kapky (vytvoieno autorkou,

inspirovano [54]).

2.12. Ockovaci metody

Jednim z paradoxt krystalizace je velky rozdil mezi idedlnimi podminkami pro vznik
proteinovych krystali a pro jejich nasledny rist. Spontanni nukleace je pravdépodobné&jsi,
kdyZ je uroven piesyceni roztoku vysoka, zatimco pro pomaly uspotadany rust velkych
krystali je idealni niz$i hladina pfesyceni. Idealni experiment by mél poskytovat co
nejpfiznivéjsi podminky pro obé tyto faze. Aby bylo dosaZzeno obou pozadavkd, je nutné
oddélit proces nukleace od ristu, coz umoziuje metoda o¢kovani. Princip ockovacich metod
spoc¢iva v pteneseni diive vzniklych krystali nebo krystalickych materiali do novych kapek
s niz§imi Grovnémi presyceni, kde slouzi jako krystaliza¢ni jadra. Tim Se snizuje ¢as potiebny

Kk péstovani krystali [55].

Novy roztok, do kterého jsou jadra zavadéna, ma takovou Uroven nasyceni, Ze
umoznuje rust Krystald proteini z jader, ale neumoznuje nukleaci. Umisténi jader nebo roztoku
jader do kapky sniz§i urovni nasyceni umoziuje pomalejsi rast krystald s nizsi
pravdépodobnosti vzniku defektl. Diky tomu tyto metody poskytuji vétsi a kvalitng;si
proteinové krystaly. Rizenim podtu jader zavedenych do kapky lze upravovat pocet
péstovanych krystald. U pienaSeni malych krystald, kde nejde regulovat, jaké mnozstvi
preneseme, se pocet jader upravuje pomoci série fedéni koncentrovaného ptivodniho materialu

[56].
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Kwvalita krystal, které budou pfi téchto experimentech vznikat je ovlivnéna kvalitou
puvodnich krystald, které byly k o¢kovani pouzity. Celkovou kvalitu 1ze zlepsit opakovanym

ockovanim, ke kterému se vybiraji ty nejkvalitnéjsi dostupné krystaly [57, 58].

2.12.1. Makroockovaci metoda — Macroseeding

Princip této metody spocivéa v zavedeni jediného krystalu do novych podminek, které
neumoznuji nukleaci, ale jsou optimalni pro rust krystalu. Tato metoda pracuje s velkymi
krystaly obvykle o velikostech 5-50 um [55]. Z ptivodniho prostfedi se vyjme krystal za
pouziti kapilary. Vyjmuty Krystal se n¢kolikrat promyje v mirné€ rozpustném roztoku, aby se
zbavil necistot. Krystal je nasledn¢ omyt stabilizacnim roztokem, aby se zabranilo dalSimu

rozpousténi. Ze stabiliza¢niho roztoku se krystal zavadi do nového prostiedi [56].

Vv
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vhodna koncentrace rozpoustéciho roztoku. Tato metoda je vyhodna zejména pokud chceme

dosahnout zvétseni krystalu [55].

Proces makroockovaci metody je zobrazen na Obr. 16.
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Obr. 16: Schéma procesu makroockovaci metody (Vytvoieno autorkou, inspirovano [56]).

2.12.2. Oc¢kovani pomoci laseru — Laser seeding

Oc¢kovani pomoci laseru zjednoduSuje manipulaci s krystaly a usnadiiuje ockovani
novych krystaliza¢nich podminek. Metoda vyuZziva optické sily generované zaostfenym
laserovym paprskem k vybéru a pfenosu jednotlivych mikroskopickych oc¢kovacich krystali

[59]. O¢kovani pomoci laseru je zobrazeno na Obr. 17.

Nad kapku, ktera obsahuje o¢kovaci krystaly se umisti kapka s novym prosttedim, do
které se budou ockovaci krystaly prenaset. Mezi t€émito kapkami se postupné zmensuje
vzdalenost, aZ dojde k jejich spojeni a vznikd jedna sendvicova kapka. Takto pfipravend kapka
je vystavena laserovému paprsku, ktery do ni vstupuje svisle zespodu a je zaostfen na jadro

vybrané pro pienos do nového prostiedi [59].

Vykon laseru se postupné zvysSuje, dokud nedojde k pienosu vybraného ockovaciho
krystalu k vrcholu kapky. Kdyz ¢astice dosahne urovné horniho sklic¢ka, kryci sklicka jsou od
sebe odd¢lena a opét vznikaji dvé kapky, pfiCemz vybrany krystal je zachycen v kapce visici
z horniho kryciho sklicka. Zasobni krystaly nevybrané laserem, ziistavaji v ptivodni kapce.
Naockovana kapka je pouzita jako visici kapka pii metodé difuze par [59].
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Tato metoda vyrazné zjednoduSuje makroockovani a umoziuje pouziti extrémné
malych, ale individualn¢ odliSitelnych jader. P¥enos krystalt je jednoduchy, efektivni a casové

nenarocny [59].

Nowe krystalizacni prostredi
s nizsim stupném presycen

Krystalizacni prostiedi Proteinové krystaly

MNowveé naotkovane
kerystalizacni prostredi

!\ Laserovy paprsek /I

Laser

Obr. 17: Schéma procesu ockovani pomoci laseru (Vytvofeno autorkou, inspirovano [55]).

2.12.3. Mikroockovaci metoda — Microseeding
Mikroockovaci metody pracuji s malymi krystaly, které jsou pied zavedenim do
proteinového roztoku s niz§im stupném piesyceni rozdrceny [55]. Tato metoda ma tii zakladni

kroky, pfipravu ockovaciho materialu, opakované fedéni a samotné ockovani [56].

Pro pfipravu oc¢kovaciho materidlu se tfi nebo Ctyfi malé krystaly promyji v mirné
rozpustném roztoku, aby se odstranily povrchové vady nebo amorfni sraZzenina na povrchu
krystalu. Krystaly se poté stabilizuji v ptisluSném srazecim roztoku a nasledné se rozdrti. Poté
jsou vloZeny do dalsiho stabiliza¢niho roztoku, ktery slouzi k promyti jader z rozdrcenych
krystali. Takto ziskany roztok se oznacuje jako ockovaci material. Ve vétsin¢ ptipada lze
takto pfipravenou smes skladovat pro budouci pouziti. Tento roztok se postupné fedi, ¢imz se
zajistuje, aby do kazdého nového experimentu bylo zavedeno jen malé mnozZstvi krystalickych
jader. Diky tomu v nové kapce po naockovani vznikd maly pocet velkych krystalii. Roztoky
vzniklé fedénim obsahuji rizny pocet krystalickych jader, optimaln¢ se vSak tento pocet
pohybuje mezi 2-10 a 7-10 krystalickymi jadry. Takto pfipravené roztoky jsou zavadény do
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nového prostiedi [56]. Nevyhodou mikroockovacich metod je obtiznost kontroly ptesného

poctu jader, ktera jsou zavadéna do nového prostiedi [55].

2.12.4. Vlasové o¢kovani — Streak seeding

Jedna se o velmi oblibenou metodu oc¢kovani, ktera se nejcastéji provadi formou sedici
kapky. Pii této metodé se pouziva vlakno, pomoci, kterého se pienasi krystalicka jadra do
nového krystalizacniho prostfedi. Toto vldkno je pfipevnéno na tyCince a nejcastéji je
zvifeciho puvodu [56]. Nejpouzivanéjsi jsou chlupy z koniskych ocasti, protoze maji stejnou
Sitku v celé své délce, diky Cemuz je mnozstvi pienesenych krystalickych jader dobte
reprodukovatelné. Oblibené jsou také ko€i¢i vousy pro jejich tvrdost a také moznost je natfezat

na vlakna o riznych Sifkach [55].

Vl1ékno se pouzije k dotyku jiz existujiciho krystalu, ¢imz se uvolni krystalicka jadra a
neni tedy nutné Krystal rozbijet. Néktera jadra zistavaji ptipojena k vlaknu, které je vytazeno
svisle z roztoku. U této metody uhel dotyku vlakna roztoku ovliviiuje mnozstvi zachycenych
krystaliza¢nich jader, proto se povétSinou udrzuje vlakno kolmo k roztoku, aby mnozstvi
ptenesenych jader bylo co nejvice reprodukovatelné. Vldkno je nasledné protaZzeno novou
kapkou, pficemz se zachycena jadra uvolni do nového prostiedi. Krystaly, které¢ v nové kapce

vznikaji, kopiruji drahu protazeni vlakna kapkou [56].

Tato metoda muize byt pouZita také pro oc€kovani novych kapek u metody
mikroockovani. V takovém ptipad¢ nepfichdzi vlakno do kontaktu s krystalem ale

S pripravenym ockovacim roztokem [56].

Metoda vlasového ockovani je na Obr. 18.

Plh-‘nd.tlli . Nové krystalizacni
kerystalizacnd Vlakno k otkovani — 1 prostedi s iz
prostredi

urovni pfesycen

1

\|Pmte:inm-"_=;f kerystal

Obr. 18: Schéma procesu metody vlasového ockovani (Vytvoteno autorkou, inspirovano [56]).
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2.12.5. Microseed matrix screening

Jde o formu mikroockovani pii které jsou krystalicka jadra, vytvoiena za uréitych
krystaliza¢nich podminek, pfenesena do zcela novych krystaliza¢nich podminek. Ty se od
puvodnich nelisi pouze Grovni piesyceni, jak je to u ofkovacich metod bézné, ale i typem
srazeciho Cinidla. Pokusy o produkci krystali v t€chto novych podminkéach bez piitomnosti
jader byvaji neuspésné. Hlavni podminka pro GspéSnou krystalizaci je tedy piitomnost
krystaliza¢nich jader [60]. Provadéni této metody je v podstaté stejné jako u metod zalozenych
na diftizi par. Rozdil je pouze v tom, Ze se do kazdé kapky k proteinu a zasobnimu roztoku
pfidavd navic i1 oCkovaci materidl. Nejprve se tento experiment provadi s nefedénym
ockovacim roztokem, pii dalSich pokusech se roztok muze fedit, ¢imz se ovliviiuje mnozstvi

a velikost krystalti, které budou v novém prostredi vznikat [61].

Pouziti této metody vede Kk nartistu poétu podminek Uspésné krystalizace. Casto

dochazi ke zlepseni kvality krystalti a zkracuje se doba nutna pro vznik krystala [62].

2.12.6. Oc¢kovani pribuznym krystalem — Cross seeding

Pii této metodé se krystaly ¢i jejich fragmenty pouZzivaji jako nukleanty pro usnadnéni
krystalizace piibuznych proteina [55]. Pti heterogenni nukleaci se vyuzivaji materialy, které
interaguji s proteiny a snizuji energetickou bariéru nukleace. Umoziuji tak vznik

krystaliza¢niho jadra pfi niz§im stupni ptesyceni, ktery je idealni pro rast krystalu [63].

U této metody se diive ziskany krystal ¢i jeho fragment vlozi do nového roztoku, ktery
tvofi srazeci ¢inidlo a protein, ktery je ptibuzny k proteinu, jenz tvoti krystal [56]. Krystal
vloZeny do prostiedi piibuzného proteinu slouzi jako nuklea¢ni ¢inidlo a podporuje nukleaci
ptibuzného proteinu [55].

2.12.7. Automatizace krystaliza¢nich metod

Automatizace je proces, pii kterém provadéni pokusil piebiraji uplné ¢i ¢astecné stroje,
v tomto ptipadé s jedna o krystaliza¢ni roboty. Dochazi ke zjednoduseni pokusi, snizuje se
jejich asova narocnost a také Spotieba vzorkt. Protoze se pracuje s mensimi objemy roztokaii,
snizuji se 1 naklady. Rucni provadéni krystalizacnich experimentt je zdlouhavé a vzhledem k

enormnimu poc¢tu moznych experimentalnich podminek také ¢asové neefektivni [19].

Prvni krystalizacni experimenty s danym vzorkem maji za kol prozkoumat co nejvice
krystaliza¢nich podminek. Tento proces se nazyva pocatecni screening a je provadén se
specialné vytvorenymi komer¢nimi krystalizacnimi sadami roztokd, tzv. screening kity [14].
Pro tuto fazi experimentli se krystalizacni roboti vyuZzivaji nejvice, protoZe umoZiuji

provedeni téchto experimenti ve velkém méfitku s velmi malou spotiebou vzorkd.
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Krystaliza¢ni roboti jsou schopni pracovat s objemy 50-1000 nl. Pfi praci s malymi objemy je

vSak nutné pamatovat i na vyssi rychlost vypafovani kapek [19].

Krystaliza¢ni roboti umoznuji rizné stupn¢ automatizace krystaliza¢nich pokusi, lze
je vyuzit i pro optimalizaci specifickych krystalizacnich podminek. Pracuji se specialnimi
krystalizatnimi destiCkami, které jsou uzplsobeny nejc¢asnéji pro metodu sedici kapky ¢i
krystalizaci pod olejem. Krystalizacni desticky maji nejcastéji 72 ¢i 96 jamek pro rtzné
krystaliza¢ni podminky [64]. Krystaliza¢ni roboti se déli podle toho, zda je u nich nutné ru¢né
naplnit rezervoary srazecim ¢inidlem ¢i tento krok zvladnou samostatné. Roboti, u kterych je
nutné rucéni naplnéni rezervoari jsou mnohem flexibilnéjsi v nastaveni poméru michani
proteinu a srazeciho Cinidla. Roboti, ktefi dokazi rezervoary naplnit srazecim ¢inidlem sami,
takovou miru flexibility nemaji, ovSem jsou mnohem samostatnéjsi a nékdy dokazi

krystaliza¢ni desti¢ku i sami uzavtit [19].

2.13. Serpiny

Serpiny jsou velkou, $iroce rozsitenou skupinou proteint. Vyskytuji se u vysSich
zvifat, hlistic, hmyzu, rostlin i viri. Serpiny jsou inhibitory proteaz [65]. Na rozdil od dalsich
skupin inhibitorti protedz dojde u serpini k vyrazné konformacni zméné pfi inhibici cilovych
enzymu [66]. VSechny proteiny patfici do skupiny serpinti, maji velmi podobny strukturni
zéklad [67]. Obsahuji charakteristickou reaktivni sttedovou smycku, ktera umoziuje interakci
s cilovymi enzymy. Tato zékladni oblast je pfitomna ve vSech serpinech, ovSem jeji reaktivita
je rizna. V nekterych ptipadech dochazi k omezeni jeji ptistupnosti, ¢imz se vyrazné snizuje
¢i uplné€ zanika inhibi¢ni aktivita proteinu [68, 69]. Serpiny s inhibi¢ni funkci mohou reagovat
s cilovymi enzymy pouze jednou. Pti interakci enzymu se serpinem dochazi ke §tépeni
specifické peptidové vazby, nazyvané scissilni vazba, uvnitf reaktivni stfedové smycky
proteinu, ¢imz se méni jeho celkova konformace. Dochazi ke vzniku kovalentni vazby a tim

padem je inhibice ireverzibilni [70, 71].

Zajimavé funkce zastavaji serpiny u ¢lenovcil. Piesto Ze vétSina serpinll ¢lenovcel je
produkovana a vylu€ovana do hemolymfy za Ucelem regulace vnitinich fyziologickych
procest, nekolik serpini se nachazi v extracelularnich tekutinach produkovanych specialné
pro ptenos do jinych organismi, vcetn¢ slin a jedu. Tyto serpiny se vyskytuji hlavné u
parazitickych ¢lenovci a slouzi k manipulaci s fyziologii hostitele. Hlavnim ucelem je
zajiSténi priznivého prostfedi pro pfijem Zivin a preziti. Tuto strategii vyuZzivaji hlavné
Clenovci, ktefi se zivi krvi. Ti pouZzivaji své sliny k regulaci hemostatickych a protizanétlivych

procest V Krvi hostitele [72].
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Klistata patfi mezi krev sajici ektoparazity a vytvaii velké mnozstvi serpint, které jim
umoziuji tento zpiisob zivota. Za ucelem ziskani krve vylucuji klistata prostiednictvim slin
stovky ruznych latek do téla hostitele. Tyto molekuly maji antihemostatické, protizanétlive,
antikomplementové a imunomodulacni vlastnosti. Jejich funkei je piekonat ¢i obejit obranné
mechanismy hostitele, a to véetné imunitni odpovédi. Serpiny se v klistécich slinach objevuji
nejhojnéji a jsou odpoveédné za modulaci mnoha riiznych obrannych drah hostitele, nejcastéji

inhibuji prozanétlivé a prokoagulacni proteazy hostitele [73, 74].

2.14. Modulace aktivity serpint

Aktivita nékterych serpinli je modulovana glykosaminoglykany, mezi které patii
heparin a ptibuzny fondaparinux [75]. Tyto latky se navazuji na serpin, S nimz tvoii komplex,
a slouzi k pfemosténi na proteazu. Kviili této vlastnosti zvysuji rychlost vzniku vazby serpin-
protedza. PovétSinou tyto latky maji schopnost zvysit rychlost vzniku vazby v ptipadég, ze
piirozena konformace serpinu ma nizkou aktivitu a pii vazb¢ s glykosaminoglykany vznika
vyhodnéjsi konformace [76]. Tato ziskana stabiln&jsi konformace nejen ze pomaha zlepSovat
funkeci proteinu, ale také ma pozitivni vliv na krystalizaci. Komplex, ktery vznika po navazani
ligandu na reaktivni misto proteinu je stabilnéj$i, coz usnadnuje jeho krystalizaci [52]. Jednou
z béznych metod ziskavani krystaltit komplexu protein-ligand je kokrystalizace, kdy se ligand
pridava k proteinu za vzniku komplexu, ktery se nasledné pouzije pfti krystalizacnich pokusech

[77].
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3. Material a metody

Cilem bakalaiské prace bylo nalézt vhodné krystalizacni podminky pro proteiny ze
skupiny serpint ziskané z klistéte Ixodes ricinus. Konkrétné se jednalo o proteiny Iripin-1 a

Iripin-3.

3.1. Krystalizace serpinu 1 z Ixodes ricinus (Iripin-1)

Serpin 1 z Ixodes ricinus (Iripin-1) byl dodan z laboratote doktora Jindficha Chmelaie
(Katedra medicinské biologie, PfF JU) ve formé roztoku o koncentraci 0,9 mg/ml. Tato
koncentrace byla potvrzena jako vhodna pro krystalizacni experimenty na zaklade
prekrystaliza¢niho testu z pfedchoziho krystalizaéniho experimetnu. Protein Iripin-1 byl pro
krystalizaéni experimenty smichan s fondaparinuxem (Merck KGaA, GE) a se srazecimi

¢inidly z komer¢né dostupnych sad.

3.1.1. Srazeci ¢inidla

Pro krystalizaci tohoto proteinu byly pouzity dvé sady komeréné dostupnych
krystaliza¢nich ¢inidel. Jednalo se 0 MORPHEUS® Il a SG1™,

3.1.2. Vlastni krystalizace Iripin-1

Pro krystaliza¢ni experiment byl pouZit roztok proteinu Iripin-1 o koncentraci 0,9
mg/ml, dvé sady komer¢nich srazecich roztokt, fondaparinux a dvé krystaliza¢ni desticky pro
metodu sedici kapky typu Swissci 2-drop s 96 jamkami. Byly pouzity automatické pipety,

univerzalni opticka tésnici paska a krystaliza¢ni robot OryxNano (Douglas Instruments, UK).

Pied samotnou krystalizaci byl pfipraven roztok fondaparinuxu. Fondaparinux byl
v praskové form¢ a pro krystalizani experimenty byl pfipraven jeho 150 mM roztok. Takto
ptipraveny roztok byl smichan s Iripin-1 v nadbytku, aby bylo zajisténo, ze Iripin-1 a
fondaparinux zreaguji. Bylo smichano 150 pl proteinu a 15 pl fondaparinxu, aby vysledna
koncentrace fondaparinuxu v reakéni smési byla 1 mM. Takto ptipravena smés fondaparinuxu
s proteinem byla uloZena na led a inkubovana 30 minut, nez byla vlozena do krystaliza¢niho

robotu a uvedena do krystaliza¢nich desticek.

Obé krystalizacni desticky s 96 jamkami byly pfipraveny stejnym zptisobem. U
kazdého rezervoaru se nachazi 2 jamky, kam je napipetovan vzorek smichany se srazecim
¢inidlem v konkrétnim poméru. VSech 96 jamek bylo ru¢né¢ pomoci automatické pipety
naplnéno 50 pl srazecich roztoku. Jednotlivé jamky se plnily tak, Ze rezervoar A1 byl naplnén

srazecim roztokem oznacenym v seznamu Cislem 1, do A2 byl napipetovan sraZeci roztok
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oznaceny Cislem 2, timto principem byla naplnéna cela krystaliza¢ni desticka. Celkové je

mozné na jedné desti¢ce otestovat 192 riznych krystalizacnich podminek

Takto pfipravena krystalizacni desticka byla vlozena do krystaliza¢niho robotu. Kazda
jamka byla naplnéna 0,5 pl roztoku proteinu Iripin-1 a fondaparinuxu. Do horni jamky bylo
ptidano 0,5 pl a do spodni 0,25 ul ptislusného srazeciho roztoku. Iripin-1 s fondaparinuxem
byl tedy v horni jamce smichan v poméru 1:1 a v dolni jamce v poméru 2:1. Po ukonceni
experimentu byla krystaliza¢ni desti¢ka dikladné uzaviena pomoci optické tésnici pasky a
umisténa do inkubdtoru o teplot¢ 4°C. Nasledné se krystalizacni desticky pravidelné

kontrolovaly.

3.2. Kirystalizace serpinu 3 z Ixodes ricinus (Iripin-3)

Serpin 3 z Ixodes ricinus (Iripin-3) byl dodén z laboratote doktora Jindficha Chmelate
(Katedra medicinské biologie, PfF JU) ve formé roztoku o koncentraci 3,93 mg/ml. Tato
koncentrace byla potvrzena jako vhodna pro krystalizaéni experimenty na zakladé
ptedchoziho prekrystalizacniho testu. Iripin-3 byl pro krystalizaéni pokus smichan

S heparinem a se srazecimi Cinidly z komer¢né dostupné sady sraZecich ¢inidel.

3.2.1. Srazeci ¢inidla
Pro krystalizaci proteinu Iripin-3 byla vyuzita sada komeréné dostupnych srazecich

¢inidel PGA screen ™,

3.2.2. Vlastni krystalizace Iripin-3

Pro krystaliza¢ni experiment byl pouzit protein Iripin-3 0 koncentraci 3,93 mg/ml, sada
komeréné dostupnych srazecich ¢inidel PGA screen ™, heparin, krystalizacni desti¢ka pro
metodu sedici kapky typu Swissci 2-drop s 96 jamkami. Byla pouzita automaticka pipeta,

krystaliza¢ni robot OryxNano (Douglas Instruments, UK) a univerzalni opticka tésnici paska.

Krystalizaéni desticka byla nejprve ru¢né naplnéna pomoci automatické pipety
srazecimi Cinidly. Jako prvni byl naplnén rezervoar oznaceny Al roztokem, z komer¢né
dostupné sady PGA screen ™, s pofadovym ¢&islem 1. Rezervoar nesouci oznadeni A2 byl
naplnén srazeCim roztokem 2 a timto principem byla naplnéna cela krystaliza¢ni desticka.
Objem srazeciho ¢inidla v rezervoaru €inil 50 pl. Takto pfipravend krystaliza¢ni desticka byla
upevnéna do krystalizacniho robota, ktery byl nastaven pro davkovani proteinu a heparinu a
smichani této smési s pfisluSnym srazecim €inidlem. Do horni jamky byl vkladan protein,
heparin a srazeci ¢inidlo v poméru 1:1:1 0 objemech 0,5 ul a dolni kapka byla pInéna v poméru

2:1:1. Aby bylo dosahnuto poméru proteinu a heparinu 1:1 vklada se 5 jednotek heparinu na
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1 pl. Takto napInéna krystaliza¢ni desticka byla uzaviena univerzalni optickou tésnici paskou
a vlozena do inkubatoru kde byla uchovavana pfi teploté 4°C. Nasledné byla desticka

pravidelné kontrolovana.

3.3. Testy krystali

Testovani vzniklych krystalti probihalo pomoci pfistroje Jans Uvex (JAN Scientific
inc, USA), ktery slouzi k urceni, zda pozorované krystaly jsou tvofeny proteinem ¢i nikoli.
Piistroj Jans Uvex (JAN Scientific inc, USA) vyuziva k odhaleni proteinovych krystald UV
fluorescenci. Po ozafeni v oblasti 300-400 nm dochazi u proteinovych krystaltu k fluorescenci,
coz je pristroj schopen odhalit. Fluorescenci proteind pfevazné zpusobuji zbytky aminokyselin

tryptofanu a tyrosinu, diky tomu Ize detekovat vétsinu molekul proteinu.
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4,  Vysledky

Tato kapitola praktické ¢asti této bakalarské prace shrnuje vysledky krystaliza¢nich
experimentt s klistécimi proteiny Iripin-1 a Iripin-3. Také zahrnuje fotky vzniklych krystala
ve vhodnych krystaliza¢nich podminkach a fotky z testovani krystali pomoci pfistroje Jans
Uvex (JAN Scientific inc, USA).

4.1. Vysledky krystalizace serpinu 1 z Ixodes ricinus (Iripin-1)

Krystaliza¢ni desticky obsahujici protein Iripin-1 smichany s fondaparinuxem ve
form¢ sedici kapky byly prabézné pozorovany po dobu tfech mésici pomoci mikroskopu
Olympus SZX9 (Olympus, CR) pii zvétseni 570x. Krystalizaéni experimenty, ve kterych
doslo k vyraznym zméndm ¢i ke vzniku krystalti byly nafoceny pomoci mobilniho telefonu
Xiaomi Mi A1, pomoci mikroskopu Olympus SZX9 (Olympus, CR) pii zvétieni 570x, &i

pomoci piistroje Jansi Uvex (JAN Scientific inc, USA) slouZici k testovani krystald.

Pii krystalizaci proteinu Iripin-1 smichanym s fondaparinuxem, byly pouzity dvé
krystaliza¢ni desticky s 96 jamkami a dvé sady komercné dostupnych srazecich cinidel,
konkrétng se jednalo o MORPHEUS® Il a SG1™. Celkem tedy bylo prozkoumano 192
krystaliza¢nich podminek s riznymi sraZecimi ¢inidly. Celkova variabilita krystalizacnich
podminek vSak byla vyssi, protoze u kazdého z 96 rezervoart s konkrétnim srazecim ¢inidlem
se nachazely dvé jamky, kam byl davkovan protein Iripin-1 a fondaparinuxem se srazecim
¢inidlem v riznych pomérech. Tim se prozkoumané mnoZstvi krystalizatnich podminek
zvySuje na 384. Ve vétSin€ jamek ziistala kapka cird, v nékterych z nich doSlo ke vzniku
srazeniny tzv. precipitaci, k vyschnuti kapky a fazové separaci, jen v minimalnim mnozstvi
krystaliza¢nich podminek doslo ke vzniku proteinovych krystald, které byly testovany pomoci
pfistroje Jansi Uvex (JAN Scientific inc, USA). V jediném piipadé doslo ke vzniku
proteinového krystalu. Konkrétni vysledky jsou déle uvedeny v podobé tabulek vytvotrenych
v MS Word.

4.1.1. Krystalizace Iripin-1 s fondaparinuxem pomoci screenu MORPHEUS® 11

Krystalizace proteinu Iripin-1 ve smési s fondaparinuxem pomoci MORPHEUS® I

vvvvvv

krystal jinak kapky zistaly ¢iré a pouze v n¢kolika znich doSlo k precipitaci. Vysledky
z krystalizacni desticky, ve které byl smichan protein Iripin-1 a fondaparinux se sadou
krystaliza¢nich ¢inidel MORPHEUS® 11 jsou shrnuty v Tab. 1. Pismeno O a bild barva

Vv tabulce oznacuje jamky v krystalizacni desticce, kde kapka ztlistala ¢ird. V jamkach, které
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jsou oznaceny pomoci pismene P a modrou barvou doslo k precipitaci proteinu a pismeno K a

zluta barva znaci jamky, kde doslo ke vzniku proteinovych krystald.

Tab. I: Vysledky krystalizace proteinu Iripin-1 a fondaparinuxu se sadou srazecich ¢inidel
MORPHEUS® II metodou sedici kapky.
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Jamka C'12 obsahujici krystaly byla vyfotografovana a nasledné byly krystaly vzniklé
Vv této kapce testovany pomoci piistroje Jansi Uvex (JAN Scientific inc, USA), zaznamenana
fluorescence patrna na potizené fotografii potvrzuje Ze se jedna o proteinové krystaly. Fotka
Jamky C*12, je na Obr. 19 vlevo je fotografie potizend piistrojem Jansi Uvex (JAN Scientific
inc, USA) a vpravo je fotografie pofizena mobilnim telefonem Xiaomi Mi A1, ptes mikroskop
Olympus SZX9 (Olympus, CR) pii 570x zvétieni. Fotka z testovani krystali je na Obr. 20.

ob¢ tyto fotografie byly potizeny piistrojem Jansi Uvex pii1 50x zvétSend.
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Obr. 19: Fotografie jamky C*12 pofizena pomoci pfistroje Jansi Uvex (Olympus, CR) (vlevo),
fotografie potizena telefonem Xiaomi Mi A1, ptes mikroskopu Olympus SZX9 (Olympus,
CR) (vpravo) (Vytvoieno autorkou).

Obr. 20: Fotografie z testovani jamky C'12 na p¥itomnost proteinovych krystall. Pofizena

pomoci piistroje Jansi Uvex (Olympus, CR) (Vytvoteno autorkou).

4.1.2. Krystalizace Iripin-1 s fondaparinuxem pomoci screenu SG1™

Krystalizace proteinu Iripin-1 ve smési s fondaparinuxem pomoci screenu SG1™ byla
proteinové krystaly, pouze v jedné jamce doSlo ovSem také ke vzniku fazové separace
v né¢kolika jamkach. V jedné jamce této krystalizacni desticky také byly pozorovany jehlovita
uskupeni proteinu tzv. Whiskers, needle clusters. Déle byly pozorovany ¢iré kapky, v nékolika

jamkach doslo k precipitaci a objevilo se nékolik vyschlych jamek.
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Vysledky z krystaliza¢ni desticky, ve které byl smichan protein Iripin-1 a fondaparinux
se sadou krystaliza¢nich ¢inidel SG1™ jsou shrnuty v Tab. II. Pismeno O a bil4 barva oznacuje
jamky v krystaliza¢ni desti¢ce, kde kapka zistala ¢ira. V jamkach, které jsou ozna¢eny pomoci
pismene P a modré barvy doslo k precipitaci proteinu a pismeno K a zluta barva znaci jamky,
kde doslo ke vzniku proteinovych krystalti. NC a zelend barva oznacuje vznik Whiskers,
needle clusters, FS spolu s oranzovou barvou znaéi fazovou separaci a fialova barva a pismeno

V znaci vyschnuti jamky.

Tab. II: Vysledky krystalizace proteinu Iripin-1 a fondaparinuxu se sadou srazecich ¢inidel
SG1™ metodou sedici kapky.
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Jamka A'10 ve které byly objeveny krystaly byla vyfotografovdna a nasledné
testovana pomoci piistroje Jansi Uvex (Olympus, CR). Zaznamenana fluorescence na pofizené
fotografii potvrzuje ze jamka A'10 obsahuje proteinové krystaly. Fotka Jamky A'10, je na
Obr. 21 vlevo je fotografie pofizena piistrojem Jansi Uvex (Olympus, CR) a vpravo je
fotografie pofizena mobilnim telefonem Xiaomi Mi Al, pfes mikroskopu SZX9 pii 570x
zvétSeni. Fotka z testovani krystalti je na Obr. 21 a byla pofizena pfistrojem Jansi Uvex

(Olympus, CR) pii 50x zvétsent.
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Obr. 21: Fotografie jamky A10 potizena pomoci piistroje Jansi Uvex (Olympus, CR) (vlevo),
fotografie potizena telefonem Xiaomi Mi Al, pfes mikroskopu Olympus SZX9 (Olympus,

CR) (vpravo) (vytvoieno autorkou).

Obr. 22: Fotografie z testovani jamky A'10 na piitomnost proteinovych krystald. Pofizena

pomoci pfistroje Jansi Uvex (Olympus, CR) (Vytvoteno autorkou).

4.2. Vysledky Kkrystalizace serpinu 3 z Ixodes ricinus (Iripin-3)

Krystaliza¢ni desticka obsahujici protein Iripin-3 smichany s heparinem a srazecimi
ginidly ze sady PGA screen ™ ve formé sedici kapky byla pribézné pozorovana pomoci
mikroskopu Olympus SZX9 (Olympus, CR) pii zvétseni 570x. Kapky, ve kterych doslo
K vyraznym zménam ¢i ke vzniku krystalti, pozorovanych po 6ti tydnech od provedeni
experimentu, byly nafoceny pomoci mobilniho telefonu Xiaomi Mi Al, pfes mikroskop

Olympus SZX9 (Olympus, CR) pfi zvétseni 570x, &i pomoci piistroje Jansi Uvex (JAN
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Scientific inc, USA) slouzici k testovani krystalid. Vzniklé krystaly byly testovany pfistrojem
Jansi Uvex (JAN Scientific inc, USA).

Pii krystalizaci proteinu Iripin-3 smichanym s heparinem byla pouzita krystaliza¢ni
desticka s 96 jamkami a sada komeréné dostupnych srazecich ¢inidel PGA screen™. Celkem
tedy bylo prozkoumano 96 krystalizacnich podminek s riiznymi sraZecimi ¢inidly, a to vzdy
ve dvou ruznych pomérech proteinu, heparinu a sraZeciho c¢inidla celkovéa variabilita
krystaliza¢nich podminek byla tedy 192. Vétsina kapek v krystaliza¢ni desticek zlstala ¢ira,
v né¢kterych doslo k precipitaci ¢i fazové separaci a ve tfech jamkach doslo ke vzniku
proteinovych krystald, které byly nasledné testovany pomoci pfistroje Jansi Uvex (JAN
Scientific inc, USA). Konkrétni vysledky jsou dale uvedeny v podob¢ tabulek vytvofenych
v MS Word.

4.2.1. Krystalizace Iripin-3 s heparinem pomoci PGA screen™

Krystalizace proteinu Iripin-3 ve smési s heparinem pomoci sady srazecich Cinidel
vzniku proteinovych krystalli ve tfech krystalizacnich podminkéach a bylo objeveno i velké
mnozstvi fazovych separaci. Konkrétni vysledky z téchto krystalizacnich experimentl jsou
shrnuty v Tab. I1l. V této tabulce pismeno O a bila barva oznacuje ¢irou kapku, P a modra
barva znaci precipitaci a PS spolu s oranzovou barvou oznacuje jamku ve které doslo k fazové

separaci.
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Tab. Ill: Vysledky krystalizace proteinu Iripin-3 a heparinu se sadou srazecich ¢inidel PGA

screen™ metodou sedici kapky.
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Jamky A?2, B21, C%2 obsahujici krystaly byly vyfotografovany a nasledné testovany
pomoci piistroje Jansi Uvex (JAN Scientific inc, USA). Zaznamenana fluorescence krystala
Vv téchto jamkach potvrzuje Ze se jedné o krystaly proteinu. Fotka jamky je vZdy sloZzena ze
dvou ¢asti, vlevo je fotografie pofizena pomoci pfistroje Jansi Uvex (JAN Scientific inc, USA)
a vpravo je barevna fotografie potizena mobilnim telefonem Xiaomi Mi A1, pfes mikroskopu
Olympus SZX9 (Olympus, CR) pfi 570x zvétseni. Fotka jamky A?2, je na Obr. 23. Fotka
Z testovani krystaldi je na Obr. 24. Fotka jamky B21 s krystaly na Obr. 25. Fotka z testovani
t&chto krystall je na Obr. 26. Jamka C?2 je vyfotografovana na Obr. 27 a test pfistrojem Jansi
Uvex (JAN Scientific inc, USA) je na Obr. 28. Vsechny fotografie z testd krystalt byly

porfizeny pfistrojem Jansi Uvex (JAN Scientific inc, USA) pii 50x zvétSeni.

36



Obr. 23: Fotografie jamky A?2 potizena pomoci piistroje Jansi Uvex (Olympus, CR) (vlevo),
fotografie potizena telefonem Xiaomi Mi Al, pfes mikroskopu Olympus SZX9 (Olympus,

CR) (vpravo) (vytvoieno autorkou).

Obr. 24: Fotografie z testovani jamky A22 na pfitomnost proteinovych krystalfi. Pofizena

pomoci piistroje Jansi Uvex (JAN Scientific inc, USA) (vytvoieno autorkou).
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Obr. 25: Fotografie jamky B?1 pofizena pomoci piistroje Jansi Uvex (Olympus, CR) (vlevo),
fotografie potizena telefonem Xiaomi Mi Al, pies mikroskopu Olympus SZX9 (Olympus,

CR) (vpravo) (vytvoieno autorkou).

Obr. 26: Fotografie z testovani jamky B21 na piitomnost proteinovych krystali. Pofizena

pomoci piistroje Jansi Uvex (JAN Scientific inc, USA) (vytvoieno autorkou).
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Obr. 27: Fotografie jamky C?2 pofizena pomoci piistroje Jansi Uvex (Olympus, CR) (vlevo),
fotografie potizena telefonem Xiaomi Mi Al, pies mikroskopu Olympus SZX9 (Olympus,
CR) (vpravo) (vytvoieno autorkou).

Obr. 28: Fotografie z testovani jamky A?2 na pfitomnost proteinovych krystali. Pofizena
pomoci pfistroje Jansi Uvex (JAN Scientific inc, USA) (vytvofeno autorkou).
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5. Diskuze

V ramci praktické ¢asti bakalarské prace byly krystalizovany klistéci proteiny Iripin-1
a Iripin-3. Byly provedeny krystaliza¢ni experimenty K nalezeni vhodnych krystaliza¢nich
podminek pro vznik a rist krystali téchto dvou vybranych klistécich proteint ze skupiny

serpini. Testované proteiny byly izolované z klistéte Ixodes ricinus Vv laboratoti doktora
Jindficha Chmelate (PiF JU).

Pro protein Iripin-1 smichany s fondaparnuxem byly krystalizaéni experimenty
provadény s dvéma sadami komeréné dostupnych sad srazecich ¢inidel MORPHEUS® Il a
SG1™. Celkem bylo pro tento protein otestovano 384 krystaliza¢nich podminek z &ehoz dvé
poskytly proteinové krystaly. Usp&snost krystaliza¢nich experimentii pro protein Iripin-1 ve
smési s fondaparinuxem byla 0,52 %. Proteinové krystaly vznikly ve smési se srazecim
Cinidlem sc¢islem 36 (slozeni: 5% (w/v) PEG 2000, 1% (w/v) 1,1,1-
tris(hydroxymethyl)propan, 25% (w/v) NDSB 195, soucasti jsou aditiva 1 mM octan barnaty,
octan cesny, octan strontnaty a chlorid rubidny, jako pufr slouzi 0.1 M GlyGly/AMPD, srazeci
¢inidlo ma pH 8.5) ze sady MORPHEUS® II. Protein Iripin-1 smichany s fondaparinuxem byl
se srazecim cCinidlem s ¢islem 36 smichan v poméru 1:1. Dalsi uspéSnou krystalizac¢ni
podminkou se stal roztok ¢islo 10 (slozeni: 30% (w/v) PEG 40 000, 0,2 M siran lithny, jako
pufr slouzi 0,1 M Tris, srazeci ¢inidlo ma pH 8,5) smichan s proteinem Iripin-1 a

fondaparinuxem v poméru 1:1. Toto sraZeci ¢inidlo pochazi ze sady SG1™.

Protein Iripin-3 smichany s heparinem, byl krystalizovan pomoci krystaliza¢ni sady
komeréng dostupnych srazecich ¢&inidel PGA screen™. Celkem bylo otestovano 192
krystalizaénich podminek z &eho? tfi poskytly proteinové krystaly. Uspé&snost této krystalizace
byla 1,56 %. Proteinové krystaly s navazanym heparinem vznikly ve smési se srazecim
¢inidlem ¢islo 2 (slozeni: 0.2 M chlorid hofe¢naty, 8% (w/v) y-PGA (Na+ form, LM), jako
pufr slouzi 0.1 M octan sodny, srazeci ¢inidlo ma pH 5.0) ¢islo 13 (5% (w/v) y-PGA (Na+
form, LM), 20% (w/v) PEG 3350, jako pufr slouzi 0.1 M octan sodny, srazeci ¢inidlo ma pH
5.0) a ¢islo 26 (0.1 M siran amonny, 0.3 M mravencan sodny, 3% (w/v) y-PGA (Na+ form,
LM), 20% (w/v) PEG 500 MME, jako pufr slouzi 0.1 M octan sodny, srazeci ¢inidlo ma pH
5.0). Ve vsech téchto uspésnych krystalizacnich podminkach byl pomér jednotlivych slozek
2:1:1.

Doposud bylo na turovni sekvence u klistat rodu Ixodes identifikovano vice nez 60 serpint,

ale funkéné byly dale charakterizovany pouze dva serpiny z Ixodes ricinus [78-80]. Jednim

z nich je protein Ixodes ricinus imunosupresor (Iris), ktery se vyskytuje ve slinach klistéte
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Ixodes ricinus. Tento protein moduluje imunitni odpovéd’ hostitele, a to jak vrozenou, tak
ziskanou. Bylo zkoumano pusobeni tohoto proteinu, nebyl vSak krystalizovan [81]. Druhym
charakterizovanym proteinem z klistéte Ixodes ricinus je protein Ixodes ricinus serpin 2 (IRS-
2), u n¢hoz jsou znama i krystaliza¢ni data [82]. Protein IRS-2 byl také objeven ve slinach

klistéte Ixodes ricinus a potlacuje protizanétlivé reakce [74].

Protein IRS-2 byl pted krystalizaénimi experimenty kontaminovan proteazami pochazejicimi
Z bakteridlniho expresniho systému. Protein IRS-2 byl tedy pted krystalizaci Castecné
proteolyzovan. Tento proces napodobuje specifické $tépeni proteinu cilovou protedzou a
zpusobuje konformaéni piechod serpinové molekuly do stabilngjsi formy. Tato forma béhem
této krystalizaéni studie poskytla krystaly vhodné pro difrakéni analyzu. Krystalizace
probihala pomoci difuze par za pouziti metody visici kapky. Krystaly proteolyzovaného
proteinu IRS-2 vznikly z pocate¢niho screeningu za pét dni ve srazecim Cinidle se slozenim
12% (w/v) PEG 20 000, 0.1 M MES pH 6.5. Z optimalizace podminek byly krystaly ziskany
ze smési se srazecim ¢inidlem se slozenim 9% (w/v) PEG 20 000, 75 mM MES pH 6.5 [82].

Caste¢na proteolyza je dileZitou udélosti, ktera je nutna pro usp&nou krystalizaci mnoha
proteinovych vzorkd. Bylo zaznamenano mnoho uspé&$nych Kkrystalizaci proteinti po
proteolyze proteinu nahodnou kontaminaci vzorku [83]. Také se dnes stava béznou praktikou
zamérné zahrnuti proteazy do krystalizacniho experimentu [84]. U vétsiny proteint vychazi

pozitivni uc¢inek omezené proteolyzy na krystalizaci vznikem stabilnéjsi struktury [82].

Stabilizujici a tim i1 pozitivni u¢inek na proces krystalizace maji i dalsi ligandy, které se mohu
navazat na protein. Pfi tomto procesu vznika stabilnéj$i konformace proteinu, coZ ma pozitivni
ucinek na krystalizaci. Nejcastéji se ligand ptidava k proteinu za vzniku komplexu, ktery se

nasledné pouzije pti krystalizacnich pokusech [77].

Stejné jako u krystalizace IRS-2 bylo vyuzito u krystalizace proteina Iripin-1 a Iripin-3
pozitivniho U¢inku navazanych ligandd na stabilizaci proteinu. Kdyz vSak srovname vhodné
krystaliza¢ni podminky pro protein IRS-2 a proteiny Iripin-1 a Iripin-3 nenalezneme v nich
podobnost. Pro krystalizaci Iripin-1 je vhodné pH srazeciho ¢inidla rovno 8,5 a pomér proteinu
se srazecim ¢inidlem je 1:1. SloZeni vhodnych srazecich ¢inidel a jejich pH se vSak u proteinu
Iripin-1 a proteinu IRS-2 vyrazné lisi. U vhodnych krystaliza¢nich podminek pro IRS-2 a
Iripin-3 je mozné najit paralelu v ramci hodnoty pH srazeciho Cinidla, které se pohybuje
Vv kyselych hodnotach a to od 5-6,5. Piesto by bylo vhodné pro proteiny ziskat vice krystald,

a to hlavné z optimaliza¢niho procesu.
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6. Zavér

Teoreticka Cast bakalatské prace se zaméfuje na objasnéni principu krystalizace a popisuje
typy krystalizacnich metod a zaméiuje se predevSim na pokrocilé a alternativni. Tato ¢ast
bakalaiské prace také zahrnuje stru¢né seznameni s velkou skupinou proteind, serpint, mezi
které patfi i proteiny Iripin-1 a Iripin-3, které byly v praktické ¢asti krystalizovany. Popis
serpinil se zamé&iuje hlavné na jejich inhibi¢ni funkci u parazitickych organismd, jako je druh

klistéte Ixodes ricinus, ze kterého proteiny pro krystaliza¢ni experimenty byly ziskany.

Prakticka cast bakalaiské prace se zabyva krystalizaci klistécich proteint Iripin-1 a Iripin-3
snavazanymi ligandy ve formé sedici kapky. V piipadé proteinu Iripin-1 se jednalo o

fondaparinux a u protein Iripin-3 o heparin.

Prvotnim cilem bakalaiské prace bylo osvojit si zdkladni a pokrocilé krystaliza¢ni metody,
coz bylo nutnym piedpokladem k provadéni dalSich krystaliza¢nich experimentt.. Hlavnim
cilem bakalafské prace bylo urcit vhodné podminky pro ziskani proteinovych krystalt
vybranych klistécich proteind. Pro krystaliza¢ni experimenty byly vybrany proteiny Iripin-1,
ktery byl smichan s fondaparinuxem a Iripin-3 smichan s heparinem. Pro ur¢eni vhodnych
krystaliza¢nich podminek pro protein Iripin-1 smichany s fondaparinuxem byly vybrany dvé
sady komeréné dostupnych srazecich ¢inidel, a to konkrétné MORPHEUS® Il a SG1™. Za
pouziti metody sedici kapky bylo takto otestovano celkem 384 krystaliza¢nich podminek
z ¢ehoz dvé poskytly krystaly. Vznikl¢ krystaly byly testovany pomoci UV fluorescen¢niho
ptistroje Jansi Uvex (JAN Scientific inc, USA), k prokazani jejich proteinového charakteru.
Pro zjisténi vhodnych krystaliza¢nich podminek pro protein Iripin-3 smichany s heparinem
byla vybrana sada komeréné dostupnych srazecich ¢inidel PGA screen™. Formou metody
sedici kapky bylo otestovano 192 krystalizacnich podminek z nichzZ tfi poskytly krystaly, které

byly testovany pomoci pfistroje Jansi Uvex (JAN Scientific inc, USA) K urceni jejich ptivodu.

Dalsim cilem bakalaiské prace bylo pokusit s ziskat difrakéni data. Téchto cilti nebylo

dosaZeno, kvilili nemoznosti méfeni na zdroji synchrotronového zatreni z diivodu pandemie.
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8. Seznam obrazku

Obr. 1: Fazovy diagram procesu krystalizace (vytvoteno autorkou, inspirovano [18]).
Obr. 2: Schéma metody sedici kapky (vytvoteno autorkou, inspirovano [20]).
Obr. 3: Schéma metody visici kapky (vytvofeno autorkou, inspirovano [20]).

Obr. 4: Schéma metody sendvicové kapky dle Hampton Research (2019) (vytvoteno autorkou,

inspirovano [20]).

Obr. 5: Schéma metody sendvicové kapky podle Sun et al., (2010) (vytvofeno autorkou

inspirovano [22]).

Obr. 6: Schéma mikrodialyzacni metody pomoci mikrodialyza¢niho knofliku (vytvotfeno

autorkou, inspirovano [24]).

Obr. 7: Schéma davkové metody (vytvotfeno autorkou, inspirovano [24]).

Obr. 8: Schéma metody mikrokrystalizace pod olejem (vytvoteno autorkou, inspirovano [23]).
Obr. 9: Schéma metody volné difuze v kapilafe (vytvoieno autorkou, inspirovano [24]).

Obr. 10: Proces krystalizace proteini pomoci metody volné difuze (vytvotreno autorkou,

inspirovano [23]).

Obr. 11: Schéma metody difuze ptes pifekdzku. Technika oddé€leni roztoka gelovou zatkou

(vytvoteno autorkou, inspirovano [24]).

Obr. 12: Schéma metody difuze pies prekazku. Technika, kdy srazeci ¢inidlo je ve formé gelu

(vytvoteno autorkou, inspirovano [24]).

Obr. 13: Schéma metody counter diffusion. Technika GAME (vytvofeno autorkou,

inspirovano [24]).

Obr. 14: Schéma metody kiizové krystalizace ve formé sedici kapky (vytvoteno autorkou,

inspirovano [54]).

Obr. 15: Schéma metody kiizové krystalizace ve formé visici kapky (vytvofeno autorkou,

inspirovano [54]).
Obr. 16: Schéma procesu makroockovaci metody (vytvoreno autorkou, inspirovéano [56]).
Obr. 17: Schéma procesu ockovani pomoci laseru (vytvofeno autorkou, inspirovano [55]).

Obr. 18: Schéma procesu metody vlasového ockovani (vytvoreno autorkou, inspirovano [56]).
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Obr. 19: Fotografie jamky C'12 pofizena pomoci piistroje Jansi Uvex (Olympus, CR) (vlevo),
fotografie pofizena telefonem Xiaomi Mi Al, pfes mikroskopu Olympus SZX9 (Olympus,

CR) (vpravo) (vytvoieno autorkou).

Obr. 20: Fotografie z testovani jamky C'12 na p¥itomnost proteinovych krystaltl. Pofizena

pomoci piistroje Jansi Uvex (Olympus, CR) (vytvofeno autorkou).

Obr. 21: Fotografie jamky A'10 potizena pomoci piistroje Jansi Uvex (Olympus, CR) (vlevo),
fotografie pofizena telefonem Xiaomi Mi Al, pfes mikroskopu Olympus SZX9 (Olympus,

CR) (vpravo) (vytvofeno autorkou).

Obr. 22: Fotografie z testovani jamky A®10 na pfitomnost proteinovych krystall. Pofizena

pomoci pfistroje Jansi Uvex (Olympus, CR) (vytvofeno autorkou).

Obr. 23: Fotografie jamky A?2 potizena pomoci piistroje Jansi Uvex (Olympus, CR) (vlevo),
fotografie potizena telefonem Xiaomi Mi Al, ptes mikroskopu Olympus SZX9 (Olympus,

CR) (vpravo) (vytvoieno autorkou).

Obr. 24: Fotografie z testovani jamky A?2 na pfitomnost proteinovych krystali. Pofizena

pomoci ptistroje Jansi Uvex (JAN Scientific inc, USA) (vytvoieno autorkou).

Obr. 25: Fotografie jamky B?1 pofizena pomoci piistroje Jansi Uvex (Olympus, CR) (vlevo),
fotografie potizena telefonem Xiaomi Mi Al, ptes mikroskopu Olympus SZX9 (Olympus,

CR) (vpravo) (vytvoieno autorkou).

Obr. 26: Fotografie z testovani jamky B21 na piitomnost proteinovych krystali. Pofizena

pomoci piistroje Jansi Uvex (JAN Scientific inc, USA) (vytvoreno autorkou).

Obr. 27: Fotografie jamky C?2 pofizena pomoci piistroje Jansi Uvex (Olympus, CR) (vlevo),
fotografie potizena telefonem Xiaomi Mi Al, ptfes mikroskopu Olympus SZX9 (Olympus,

CR) (vpravo) (vytvoieno autorkou).

Obr. 28: Fotografie z testovani jamky A22 na piitomnost proteinovych krystali. Pofizena

pomoci piistroje Jansi Uvex (JAN Scientific inc, USA) (vytvoreno autorkou).
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9. Seznam tabulek

Tab. I: Vysledky krystalizace proteinu Iripin-1 a fondaparinuxu se sadou srazecich ¢inidel

MORPHEUS® II metodou sedici kapky.

Tab. II: Vysledky krystalizace proteinu Iripin-1 a fondaparinuxu se sadou srazecich ¢inidel
SG1™ metodou sedici kapky.

Tab. I1l: Vysledky krystalizace proteinu Iripin-3 a heparinu se sadou srazecich ¢inidel PGA

screen™ metodou sedici kapky.
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10. Prilohy
Seznam krystalizaénich ¢inidel ze sady MORPHEUS® Il (Molecular Dimension, USA).
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7.5
7.5
7.5
8.5
85
85
85
6.5
6.5
6.5
6.5
7.5
7.5
7.5
7.5
8.5
a5
a5
a5

Canc
30 % wiv
30 % wiv
30 % wiv

37.5

% wiv

30 % viv
30 % viv
30 % viv

37.5

% vy

30 % wiv
30 % wiv
30 % wiv

37.5
30
30
30

37.5
30
30
30

375
30
30
30

37.5
30
30
30

37.5
30
30
30

37.5
30

% wiv
% wiv
% v
% wiv
% vy
% v
% vy
% viv
% wiv
% v
% vy
% wiv
% wiv
% i
% v
% v
% v
% v
% i
% v
% i
B i

30 % wiv
30 % viv
37.5 % viv
30 % viv
30 % wiv
30 % wiv

37.5

% vy

30 % wiv
30 % wiv
30 % wiv

37.5

% viv

30 % wiv

30
30
i7.5

% wiv
% wiv
% v

Precipitant

Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4



Tube

2-2
2-3
-4
2-5
-6
2-7
2-8
-9
2-10
2-1
2-12
2-13
2-14
2-15
2-16
2-17
2-18
2-19
2-20
2-11
2-322
2-23
2-324
2-325
2-26
2-27
2-28
2-39
2-30
2-31
2-32
2-33
2-34
2-35
2-36
2-37
2-38
2-39
2-40
2-41
2-42
2-43
2-44
2-45
2-46
2-47
2-48

Well

E1
E2
E3
E4
ES
E6
E7
E8
E9
E10
EN
E12
F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
G1
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10
G11
G12
H1
H2
H3
H4
HS
HE
H7
HE
H9
H10
H11
H12

Conc

0.12
0.12
0.12
0.12
0.12
012
0.2
012
0.12
012
012
012
0.12
0.12
012
0.12
0.2
0.12
0.12
0.12
0.12
0.2
012
012
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1

IZEEEZEZEEZEEZZEZZEZEZEZEZZZZEZEZZZEXZZZFEFZEZ2EZZEZEZZZXZEZxzEXEEXZEZEZxZx2=2=x=2xX

Ligands
Ethylene glycols
Ethylene glycols
Ethylene glycols
Ethylene glycols
Ethylene glycols
Ethylene glycols
Ethylene glycols
Ethylene glycols
Ethylene glycols
Ethylene glycols
Ethylene glycols
Ethylene glycols
Monosaccharides
Monosaccharides
Monosaccharides
Monosaccharides
Monosaccharides
Monosaccharides
Monosaccharides
Monosaccharides
Monosaccharides
Monosaccharides
Monosaccharides
Monosaccharides
Carboxylic acids
Carboxylic acids
Carboxylic acids
Carboxylic acids
Carboxylic acids
Carboxylic acids
Carboxylic acids
Carboxylic acids
Carboxylic acids
Carboxylic acids
Carboxylic acids
Carboxylic acids
Amino acids
Amino acids
Amino acids
Amino acids
Amino acids
Amino acids
Amino acids
Amino acids
Amino acids
Amino acids
Amino acids
Amino acids

Conc

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

ITZZFEZZTEZZTEZEZZTZTEZETZZZTEZZEZEZXZZZTEZZZFZZEZTZZTZZZZXZZEZTZXZZT=z2xZZXZXE
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Buffer
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 3
Buffer System 2
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 1
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 2
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 3
Buffer System 3
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Conc
30 % wiv
30 % viv
30 % wiv

37.5 % wiv
30 % viv
30 % viv
30 % viv

37.5 % wiv
30 % viv
30 % wiv
30 % wiv

37.5 % wviv
30 % wiv
30 % wiv
30 % wiv

37.5 % wiv
30 % viv
30 % viv
30 % viv

175 % wiv
30 % wiv
30 % viv
30 % wiv

37.5 % wiv
30 % wiv
30 % wiv
30 % wiv

37.5 % wiv
30 % wiv
30 % wiv
30 % wiv

37.5 % vfv
30 % wiv
30 % wiv
30 % viv

37.5 % wiv
30 % viv
30 % viv
30 % viv

37.5 % viv
30 % wiv
30 % wiv
30 % wiv

37.5 % wiv
30 % wiv
30 % wiv
30 % viv

37.5 % wiv

Precipitant

Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4
Precipitant Mix 1
Precipitant Mix 2
Precipitant Mix 3
Precipitant Mix 4



Seznam PDB ligandt (aditiv) v sadé krystalizaénich ¢inidel MORPHEUS® Il (Molecular
Dimension, USA).

;- I
PDB ligand name Class PDB ID (main) | No. of structures*
Lithium sulfate Common salt LI 51
Sodium chloride Common salt P& 4726
Potassium sulfate Common salt K 1638
Manganese chloride tetrahydrate Divalent cation MM 1938
Cobalt chloride hexahydrate Divalent cation co 474
Mickel chloride hexahydrate Divalent cation gl 699
Zinc acetate dihydrate Divalent cation ZN 8413
Barium acetate Alkali Ba 91
Cesium acetate Alkali Cs 75
Rubidium chloride Alkali RB 34
Strontivm acetate Alkali SR 101
Sodivm chromate tetrahydrate Oxometalate CR 7
Sodivm molybdate dihydrate Oxometalate MO0 20
Sodium orthovanadate Oxometalate VD4 73
Sodium tungstate dihydrate Oxometalate Wo4 47
Erbium () chloride hexahydrate Lanthanide ER3 i
Terbium (1) chloride hexahydrate Lanthanide TB 1
Ytterbium (NI} chloride hexahydrate | Lanthanide YB 57
Yttrivm () chloride hexahydrate Lanthanide Y73 a3
Xylitol Monosaccharide XYL 25
D-(-)-fructose Monosaccharide FRU; FUD 36 4
D-sorbitol Monosaccharide S0R 12
Myo-inositol Monosaccharide INS 16
L-rhamnaose monohydrate Monosaccharide RAM 43
DL-threonine Amino-acid OTH; THR 23:n/a
DL-histidine, HCl, H20 Amino-acid DHI; HIS 24. nfa
DL-5-hydroxylysine, HCI Amino-acid nfa; LYZ 0:7
Trans-4-hydroxy-L-proline Amino-acid HYP 149
Spermine, 4HCI Polyamine 5PM 103
Spermidine, 3HCI Polyamine SPD 3z
1.4-diaminobutane, 2HCI Polyamine PUT id
DL-ornithine, HCI Polyamine ORD; ORN 3, 56
MDSB 256 Surfactant DMX 4
MDSB 195 Surfactant MND5 7

\Bis-tris Buffer BETB 114/

Seznam pufit v sadé krystaliza¢nich ¢inidel MORPHEUS® 11 (Molecular Dimension, USA).
e ™

Catalogue Mumber | Catalogue Number
(100 mL) (250 mL)

Mix name Conc. | pH @ 20°C Composition

Imidazole; MES

Buffer System 1 1.0M 6.5 . MD2-100-100 MD2-250-100
monohydrate {acid)
Buffer System 2 1.0M 7.5 Sodium HEPES; MOPS (acid) | MD2-100-101 MD2-250-101
kBLIffEF System 3 1.0M 8.5 Tris (base); BICINE MD2-100-102 MD2-250-102 Y,
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Catalogue Mumber

Catalogue Mumber

. . a -
Mix name Conc.  pH @ 20°C Composition (100 mi) (250 mi)

Buffer System 4 | 1.0M 6.5 MOP50, Bis-Tris MDZ-100-243 MD2-250-243
Buffer System 5 | 1.0M 7.5 BES, Triethanolamine (TEA) MD2-100-244 MDZ-250-244
Buffer System 6 | 1.0M 8.5 Gly-Gly, AMPD MD2-100-245 MD2-250-245

Seznam precipitaénich mixa v sadé krystalizaénich ¢inidel MORPHEUS®™ 1l (Molecular

Dimension, USA).

-~

Mix name

0Old Mix Name Composition

Catalogue Mumber
{100 mL)

~\
Catalogue Number
(250 mL})

60% Precipitant Mix 1
60% Precipitant Mix 2

60% Precipitant Mix 3

k?E% Precipitant Mix 4

40% wv/v PEG 500" MME; 20
% wyv PEG 20000

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

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

25% v/v MPD; 25% PEG
1000; 25% w/v PEG 3350

P500OMME_P20K

EDO_PBK

GOL_P4K

MPD_P1K_P3350

MD2-100-81

MD2-100-82

MD2Z-100-83

MD2-100-B4

MD2-250-81

MD2-250-82

MD2-250-83

MD2-250-84
/

'/"

Mix name”

Composition

Catalogue Number
(100 mi)

~

Catalogue Number
(250 m1)

72% Precipitant Mix 5
65% Precipitant Mix 6

60%Precipitant Mix 7

\52% Precipitant Mix 8

30% wyv PEG 3000, 40% w/v 1, 2, 4- | MD2-100-239
Butanetriol, 2% w/v ND5B 256

25% w/v PEG 4000, 40% w/v 1,2.6- MD2-100-240
Hexanetriol

20% w/v PEG 8000, 40% w/v 1,5- MD2-100-241
Pentanediol

10% w/v PEG 20000, 50% w/v MD2-100-242

Trimethylpropane, 2% w/'v MDSE 195

MD2-250-240

MD2-250-241

MD2-250-242

MD2-250-239
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Seznam krystalizaénich &inidel ze sady SG1™ (Molecular Dimension, USA).

Well# Conc. Saltl Conc. Salt2 Conc. Buffer pH  Conc. Precipitantl Conc.  Precipitant2
Al 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate 0.1 M Tris 8.5 30 % wiv PEG 4000

A2 2.0 M Ammonium sulfate

A3 0.2 M Sodium acetate trihydrate 20 % wv PEG 3350

Ad 2.0 M Ammonium sulfate 0.1 Tris 8.5

AS 0.2 M Sodium citrate tribasic dihydrate 20 % wiv PEG 3350

AB 0.1 M Sodium HEPES 7.5 20 % wiv PEG 4000 10 % v/v 2-Propancl
A7 2.0 M Ammonium sulfate 0.1 M Sodium HEPES 7.5 2%vfv PEGA400

AR 1.4 M Sodium citrate tribasic dihydrate 0.1 M Sodium HEPES 75

A 0.2 M Sodium acetate trihydrate 0.1 M Tris 8.5 30 % wv PEG 4000

AlD 0.2 M Lithium sulfate 0.1 M Tris 8.5 30 % w/v PEG 4000

All 4.0 M Sodium formate

Al2 0.2 M Magnesium acetate tetrahydrate 0.1 M Sodium cacodylate 6.5 20 % wjv PEG 800D

Bl 0.1 M Bis-Tris 5.5 25 % w/v PEG 3350

B2 0.1 M MES 6.5 12 % w/v PEG 20000

B3 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate 0.1 M Bis-Tris 5.5 25 % wiv PEG 3350

B4 0.2 M Ammonium sulfate 0.1 M MES 6.5 30 % wv PEG 5000 MME
B5 0.2 M Calcium chloride dihydrate 20 % wfv PEG 3350

B6 0.1 M Sodium HEPES 7.5 20 % w/v PEG 10000

B7 0.2 M Sodium formate 20 % wiv PEG 3350

BE 0.2 M Ammonium sulfate 0.1 M Bis-Tris 5.5 25 % w)v PEG3350

B3 1.6 M Sodium citrate tribasic dihydrate

B10 0.2 M Calcium chloride dihydrate 0.1 M Sodium HEPES 7.5 28 %vfv PEGA00

B11 0.2 M Ammeonium chloride 20 % wiv PEG 3350

B12 0.2 M Magnesium formate dihydrate 20 % wfv PEG 3350

c1 0.2 M Ammonium sulfate 0.1 M Sodium acetate 4.6 25 % wiv PEG 4000

c2 1.4 M Sodium malonate dibasic monohydrate pH 7.0

c3 0.2 M Uthium sulfate 0.1 M Bis-Tris 5.5 25 % w)v PEG3350

ca 0.2 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate 20 % wiv PEG 3350

s 0.2 M Ammonium sulfate 0.1 M Sodium cacodylate 6.5 30 % w,/v PEG 8000

e 2.0 M Ammonium sulfate 0.1 M Sodium acetate 4.6

c7 0.1 M Sodium HEPES 7.5 25 % w/v PEG 3350

c8 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate 0.1 M Bis-Tris 6.5 25 % wiv PEG 3350

o] 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate 0.1 M Tris 8.5 25 % wiv PEG 3350

cio 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate 0.1 M Sodium HEPES 7.5 25 % w/v PEG 3350

C11 0.2 M Sodium acetate trihydrate 0.1 M Sodium cacodylate 6.5 30 % wv PEG 8000

€12 0.2 M Sodium acetate trihydrate 0.1 M Bis-Tris 5.5 25 % w/v PEG 3350

D1 1.5 M Lithium sulfate 0.1 M Sodium HEPES 7.5

D2 0.1 M Sodium citrate 5.5 20 % w/v PEG 3000

o3 25 % wv PEG 1500

D4 0.2 M Potassium thiocyanate 20 % wiv PEG 3350

D5 0.2 M Sodium acetate trihydrate 0.1 M Sodium cacodylate 6.5 18 % w/v PEG 800D

b6 0.2 M Lthium sulfate 0.1 M Sodium HEPES 7.5 25 % w/v PEG3350

D7 0.2 M Ammonium sulfate 30 % wyv PEG 800D

D8 0.1 M Bis-Tris 6.5 20 % w/v PEG 5000 MME
(0] 0.2 M Ammonium sulfate 0.1 M Sodium acetate 4.6 30 % w/v PEG 2000 MME
D10 0.2 M Lithium sulfate 0.1 M Bis-Tris 6.5 25 % w/v PEG 3350

D11 0.1 M Sedium acetate 4.6 8% wiv PEG 4000

D1z 2.0 M Ammonium sulfate 0.1 M Bis-Tris 6.5
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Well # Conc. Saltl

E1
E2
]
E4
£5
£6
E7
E8
E9
E10
E11
F12
Fi
F2
F3
F4
F5
F&
F7
F&
Fa
F10
F11
F12
G1
G2
G3
G4
G5
G6

G7
GB
GO
G10
Gl11
G12
H1
H2
H3

H4
H5

HB
H7
HE
HS
H10

H11
H12

2.0 M Ammonium sulfate

0.2 M Magnesium chloride hexahydrate

2.0 M Ammonium sulfate

3.5 M Sodium formate

1.6 M Magnesium sulfate heptahydrate

0.2 M Magnesium chloride hexahydrate

0.2 M Ammonium sulfate

0.1 M Potassium thiocyanate

0.2 M Sodium malenate dibasic menchydrate pH7
2.0 M Sodium formate

0.2 M Ammonium sulfate

0.2 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate
0.2 M Sodium acetate trihydrate

0.2 M Ammonium sulfate

1.0 M Sodium citrate tribasic dihydrate

0.2 M Ammonium sulfate

0.2 M Ammonium nitrate

0.2 M Sodium thiocyanate

0.2 M Potassium nitrate

0.2 M Magnesium acetate tetrahydrate

0.02 M Calcium chloride dihydrate
0.2 M Sodium acetate trihydrate
0.2 M Sodium sulfate
0.01 M Zinc sulfate heptahydrate
0.2 M Sodium tartrate dibasic dihydrate

0.5 M Ammonium sulfate

0.2 M Magnesium chloride hexahydrate
0.2 M Ammonium tartrate dibasic

0.2 M Sodium fluoride

0.2 M Sodium chloride

0.1 M Sodium chloride

0.2 M Ammonium formate

0.2 M Lithium citrate tribasic tetrahydrate
0.2 M Ammonium iodide

0.2 M Sodium acetate trihydrate

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

4.3 M Sodium chloride

2.0 M Ammenium sulfate

1.0 M Lithium sulfate

2.0 M Ammaonium sulfate
1.6 M Ammenium sulfate
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Conc. Buffer

0.1 M Bis-Tris

0.1 M Sodium HEPES
0.1 M Sodium HEPES

0.1 M MES

0.1 M Sodium acetate
0.1 M Sodium HEPES
0.1 M Sodium citrate
0.1 M Sodium HEPES

0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Bis-Tris

0.1 M Sodium HEPES
0.1 M Bis-Tris
0.1 M Sodium acetate

01 M MES

0.1 M MES

0.1 M Sodium citrate

01 M Tris

0.1 M Sodium cacodylate
0.1 M Sodium HEPES

01 M Bis-Tris

0.1 M Tris

0.1 M Bis-Tris

0.1 M Imidazole

0.1 M Tris

0.1 M CHES

0.1 M Sodium HEPES

pH  Conc

5.5

25 %wiv
7.5 30 % v
15

6.5
20 % wiv
30 % wiv
30 % wiv
20 % wiv
4.6
7.5 25 %w/iv
5.6
7.5 25 %w/iv
20 % wiv
B.5
6.5 25 % w/v
20 % wiv
20 % wiv
20 % wiv
7.5 20 %owiv
20 % wiv
6.5 25 % w/iv
4.6 30 % v
6.0 20 % w/iv
20 % wiv
6.5 25 %viv
20 % wiv
60 % /v
5.6
30 % wiv
85 20 %wiv
20 % wiv
20 % wiv
B.5
715
20 % wiv
20 % wiv
20 % wiv
6.5 25 %wiv
30 % wiv
85 25 % w/v
20 % wiv
5.5 17 % w/v
8.0 10 % w/v
85 25 %wiv
9.0 20 % w/iv
715

Predipitantl

PEG 2350
PEG 400

PEG 2350
PEG 4000
PEG 2000 MME
PEG 3350

PEG 3350

PEG 2350
PEG 2350

PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 8000
PEG 3350
PEG 3350
MPD

PEG 8000
PEG 3350
PEG 550 MME
PEG 3350
T-mate pH 7.0

PEG 1500
PEG 8000
PEG 3350
PEG 3350

PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 4000
PEG 3350
PEG 3350
PEG 10000
PEG 8000
PEG 3350
PEG 8000



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

Well# Cone. Salt1

AL
AZ
A3
Ad
AS
AR
AT
AR

EEEREEREEEEE

ngegs

D11
D1z

0.3 M Potassium bromide
0.2 M Magnesium chloride

0.3 M Sodiurm malonate dibasic monokydrate

06 M Sodiurm formate

1 M Ammoniurm forriate
0.2 M Potassium thiocyanate
0.2 M L-Praline
0.2 M L-Arginine

0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.1 M Armamoniuem sulfate
01 M Armmoniurm sulfste
0.1 M Ammoniurm sulfate
0.1 M Ammonium sulfate
0.1 M Armmoniuem sulfate
0.1 M Armmoniuem sulfate
0.1 M Armamoniuem sulfate
01 M Armmoniurm sulfste
0.3 M Potassium Bromide
0.2 M Magnesium chlorde

0.3 M Sodiurn malonate dibasic monohydrate

06 M Sodiurm formate

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

Conc.  Salt2

0.2 M Polassium thiocyanate
0.2 M Potassium thiocyanate
0.2 M Polassium thiocyanate
0.2 M Polassium thiocyanate
0.2 M Potassium thiocyanate
0.2 M Potassium thiocyanate
0.2 M Polassium thiocyanate
0.2 M Polassium thiocyanate
0.3 M Sodium farmate
0.3 M Sodium forrmate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium forrmate
0.3 M Sodium farmate
0.3 M Sodium farmate
0.3 M Sodium farmate
0.3 M Sodium forrmate

Cone.
o1 s
o1 s
ol
ol
ol
ol
ol
ol
o1 s
o1 s
ol
ol
ol
ol
o1 s
o1 s
ol
ol
o1 s
ol
ol
ol
o1 s
o1 s
o1 s
ol
ol
ol
o1 s
o1 s
o1 s
ol
ol
ol
ol
ol
ol
o1 s
o1 s
ol
ol
ol
ol
o1 s
o1 s
ol
ol
o1 s
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Buffer

Sadiufm aoatate
Sodiurm aoatate
Sodium acetate
Sodium acetate
Sodium acetate
Sodium acetate
Sodium acetate
Sodium acetate
Sadiufm aoatate
Sodiurm aoatate
Sodium acetate
Sodium acetate
Sodium acetate
Sodium acetate
Sadiufm aoatate
Sodiurm aoatate
Sodium acetate
Sodium acetate
Sodiurm aoatate
Sodium acetate
Sodium acetate
Sodium acetate
Sadiufm aoatate
Sadiufm aoatate
Sodiurm aoatate
Sodium acetate
Sodium acetate
Sodium acetate
Sadiufm aoatate
Sadiufm aoatate
Sodiurm aoatate
Sodium acetate
Sodiurm cacodylate
Sodiurm cacadylate
Sodiurm cacodylate
Sodiurm cacodylate
Sodium cacodylate
Sodiurm cacodylate
Sodiurm catndylate
Sodiurm cacadylate
Sodiurm cacadylate
Sodiurm cacodylate
Sodium cacodylate
Sodiurm cacodylate
Sodiurm catndylate
Sodiurm cacadylate
Sodiurm cacadylate
Sodiurm catndylate

BH
50

50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
ES
ES
ES
ES
ES
ES
BS
ES
ES
ES
ES
ES
BS
ES
ES
BS

Cone.  Precipitant

B % wyv y-PGA (Na+ form, LM)
B % wiv y-PGA [Ma+ form, LIM)
B % wiv p-PGA [Ma+ form, LIM)
8 % wfv y-PGA (Na+ form, LM)
B % owyiv p-PGEA (Na+ form, LM)
8 % wfv y-PGA (Na+ form, LM)
8 % wfv y-PGA (Na+ form, LM)
8wy y-PGA [Na+ foem, LM)
5 % wyv y-PGA (Na+ form, LM)
5 % wiv y-PGA [Ma+ form, LIM)
5 % owiv p-PGA [Ma+ form, LIM)
5 % wiv p-PGA [Ma+ form, LM)
5 % wfv y-PGA (Na+ form, LM)
S Howfv y-PGA [Na+ foem, LM)
5 % wyv y-PGA (Na+ form, LM)
5 % wiv y-PGA [Ma+ form, LIM)
3 % owiv p-PGA [Ma+ form, LM)
I % wiv p-PGEA [Ma+ form, LIM)
3 % wiv p-PGA [Ma+ form, LIM)
3 % owiv p-PGA [Ma+ form, LM)
3 % wfv p-PGA (Na+ form, LM)
3 Howlv y-PGA [Na+ foem, LM)
3 %owyv p-PGA [Na+ form, LM)
3 %owyv p-PGA [Na+ form, LM)
3 % wiv p-PGA [Ma+ form, LIM)
3 % owiv p-PGA [Ma+ form, LM)
3 % wfv p-PGA (Na+ form, LM)
3 Howlv y-PGA [Na+ foem, LM)
3 %owyv p-PGA [Na+ form, LM)
3 %owyv p-PGA [Na+ form, LM)
3 % wiv p-PGA [Ma+ form, LIM)
3 % owiv p-PGA [Ma+ form, LM)
8 % wfv y-PGA (Na+ form, LM)
B % wiv p-PGA [Ma+ form, LIM)
B % wiv p-PGA [Ma+ form, LM)
8 % wfv y-PGA (Na+ form, LM)
8wy y-PGA [Na+ foem, LM)
B % wyv y-PGA (Na+ form, LM)
B % wiv y-PGA [Ma+ form, LIM)
B % wiv p-PGA [Ma+ form, LIM)
5 % owiv p-PGA [Ma+ form, LIM)
5 % wfv y-PGA (Na+ form, LM)
S Howfv y-PGA [Na+ foem, LM)
5 % wyv y-PGA (Na+ form, LM)
5 % wiv y-PGA [Ma+ form, LIM)
5 % owiv p-PGA [Ma+ form, LIM)
5 % owiv p-PGA [Ma+ form, LIM)
5 % wiv y-PGA [Ma+ form, L)

Cone.

X
3D %
3D Wiy
20 %wv
20 %y
15 swv
12 % wiiv
B %mwv
3D Wiy
20 By
20 % v
10 % wify
5 swv
5 swv
5 %y
3 %wfv
3D %
20 Wiy
20 %l
10 %wfv
5 %y
5 %y
5 %oy
3 Ewfv

3D Wiy
0 Bl
30 X wiv
20 % wv
20 % wv
15 % wifv
12 Bwiv
B % wv

Precipitant2

PEG 400

PEG 500 MME
MPD

PEG 2000 MME
PEG 3350

PEG 4000

PEG 8000

PEG 20000
PEG 400

PEG 500 MME
MPD

PEG 2000 MME
PEG 3350

PEG 4000

PEG 8000

PEG 20000
PEG 400

PEG 500 MME
KPD

PEG 2000 MME
PEG 3350

PEG 2000

PEG 3000

PEG 20000

PEG 400

PEG 500 MME
MPD

PEG 2000 MNE
PEG 3350

PEG 4000

PEG 2000

PEG 20000



Well # Conc. Saltl

E1l
E2
E3
Ed
ES
EE
E7
EE
ED
E10
E11
E1Z2
Fi
F2
F2
F4
F&
F&
F7
FE

2EBRIBBEBRRZEEE

Gi12
HL
H2
H3

HE

EEESH

Hi1
HiZ

0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
02 M Patassium bromide
02 M Patassium bromide
02 M Patassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
01 M Armoniuem sulfate
01 M Armoniuem sulfate
01 M Armoniuem sulfate
01 M Armoniuem sulfate
01 M Armoniuem sullate
01 M Armoniuem sullate
01 M Armoniuem sullate
01 M Armmonium sulfate
03 M Potassium bromide
0.2 M Magnesium chloride

03 M Sodium malenate dibasic monohydrate

s M Sodium fermate

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

0.2 M Potassium bromide
02 M Patassium bromide
02 M Potassium bromide
02 M Potassium bromide
02 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
0.2 M Potassium bromide
01 M Armmonium sulfate
01 M Armmonium sulfate
01 M Ammonium sulfate
01 M Ammonium sulfate
01 M Ammonium sulfate
01 M Ammoniuem sulfate
01 M Armoniuem sulfate
01 M Armoniuem sulfate

Conc.  Salt2

0.2 M Potassium thiocyanate
0.2 M Potassium thiocyanate
02 M Potassium thiocyanate
02 M Potassium thiocyanate
02 M Potassium thiocyanate
0.2 M Potassium thiocyanate
0.2 M Potassium thiocyanate
0.2 M Potassium thiocyanate
03 M Sodium formate
03 M Sodium formate
03 M Sodium lormate
03 M Sodium lormate
03 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate

0.2 M Potassium thiocyanate
02 M Potassium thiocyanate
02 M Potassium thiocyanate
02 M Potassium thiocyanate
02 M Potassium thiocyanate
0.2 M Potassium thiocyanate
0.2 M Potassium thiocyanate
0.2 M Potassium thiocyanate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
0.3 M Sodium formate
03 M Sodium formate
03 M Sodium formate

Cone. Bulfer

01 M Sodium cacodylate
01 M Sodium cacodylate
01 M Sodium cacodylate
01 M Sodium cacodylate
01 M Sodium cacodylate
01 M Sodium cacodylate
01 M Sodium cacodylate
01 M Sodium cacodylate
01 M Sodium cacodylate
01 M Sodium cacodylate
01 M Sodium cacodylate
01 M Sodium cacodylate
01 M Sodium cacodylate
01 M Sodium cacadylate
01 M Sodium cacadylate
01 M Sodium cacodylate
01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris

01 M Tris
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Cone.  Precipitant
3 HKowfv p-PGA [Na+ form, LM)
3 HKowfv p-PGA [Na+ form, LM)
3% wiv y-PGA (Na+ form, LM)
3% wiv y-PGA (Na+ form, LM)
3% wiv y-PGA (Na+ form, LM)
3 HKowfv p-PGA [Na+ form, LM)
3 HKowfv p-PGA [Na+ form, LM)
3 %owfv p-PGA (Na+ form, LM)
3% wiv y-PGA (Na+ form, LM)
3% wiv y-PGA (Na+ form, LM)
3% wiv y-PGA [Na+ form, LM)
3 %owfv y-PGA [Na+ form, LM)
3 omfv y-PGA [Na+ form, LM)
3 %owfv y-PGA [Na+ form, LM)
3 %owfv y-PGA [Na+ form, LM)
3 %owfv y-PGA [Na+ form, LM)
B % wiv y-PGA (Na+ form, LM)
B % wiv y-PGA (Na+ form, LM)
8 %owfv y-PGA [Na+ form, LM)
B % owfv y-PGA [Na+ form, LM)
B % owfv y-PGA [Na+ form, LM)
B % wiv y-PGA (Na+ form, LM)
B % wiv y-PGA (Na+ form, LM)
B %owfv p-PGA (Nas form, LM)
5 %owfv p-PGA [Na+ form, LM)
5 %owfv p-PGA [Na+ form, LM)
5 %owfv y-PGA (Na+ form, LM)
5% wiv y-PGA (Na+ form, LM)
5% wiv y-PGA (Na+ form, LM)
5 % wiv y-PGA [Na+ form, LM)
5 % wfv y-PGA [Na+ form, LM)
5 % owfv y-PGA [Na+ form, LM)
3 %owfv y-PGA [Na+ form, LM)
3% wiv y-PGA (Na+ form, LM)
3% wiv y-PGA [Na+ form, LM)
3 %owfv y-PGA [Na+ form, LM)
3 %owfv y-PGA [Na+ form, LM)
3 %owfv y-PGA [Na+ form, LM)
3 %owfv y-PGA [Na+ form, LM)
3 %owfv y-PGA [Na+ form, LM)
3% wiv y-PGA (Na+ form, LM)
3% wiv y-PGA (Na+ form, LM)
I Howfv p-PGA (Nas form, LM)
3 HKowfv p-PGA [Na+ form, LM)
3 HKowfv p-PGA [Na+ form, LM)
3 %owfv p-PGA (Na+ form, LM)
3% wiv y-PGA (Na+ form, LM)
3% wiv y-PGA (Na+ form, LM)

Cone
LT
20 %viv
20 % wiv
10 % wiv
5 % wiv
5 % wiv
5 % wiv
3% wiv
30 % v
20 % wiv
20 % v
10 % wiy
5 % owiy
5 % owiy
5 % owiy
3 % wiy

LT
LT
LT
20 % wiv
20 % wiv
15 % wiv
12 % wiv
E % wiv
30 % v
20 % wiv
20 % v
10 % wiy
5 % Wiy
5 % owiy
5 % owiy
3% wiy
30 % wiv
20 % wiv
20 %y
10 5% wiy's
5 % wiv
5 % wiv
5 % wiv
3 % wiv

Precipitant2
PEG 400

PEG 500 MME
NP

PEG 2000 MME
PEG 3350

PEG 4000

PEG 8000

PEG 20000
PEG 400

PEG 500 BAME
NP

PEG 2000 MME
PEG 3350

PEG 4000

PEG 8000

PEG 20000

PEG 400
PEG 500 BME
NPD

PEG 2000 MNE
PEG 3350

PEG 4000

PEG 8000

PEG 20000
PEG 400

PEG 500 MME
NPD

PEG 2000 MNVE
PEG 3350

PEG 4000

PEG 8000

PEG 20000
PEG 400
PEG 500 BMME
NPD

PEG 2000 MWE
PEG 3350

PEG 4000

PEG 8000

PEG 20000



11. Seznam zkratek
AMPD - 2-amino-2-methyl-1,3-propandiol

GAME — metoda gelové akupunktury

GlyGly — dipeptid glycylglycerin

LM — nizkomolekularni polymer

MME — monomer ether

MES — 2-(N-morfolino)-ethansulfonova kyselina
NASA — Narodni uiad pro letectvi a vesmir

NDSB — skupina sloucenin, které mohou snizovat agregaci a poméhat pfi skladani proteind,

¢islo nésledujici za zkratkou udava priimérnou molarni hmotnost

PEG — polyethylenglykol, ¢islo nasledujici za zkratkou udava primérnou molarni hmotnost v

g/mol
PGA — polymer kyseliny poly-y-glutamové

Tris — tris(hydroxymethyl)aminomethan
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