Souhrn provedenych experimentu ITC — koncentrace: BC2L-A = 0.05mM, kovy = 1mM, EDTA = 0.07mM, pufr: 20mM HEPES, pH 7.5

1. purifikace proteinu 11.3.2022, dialyza proti MilliQ do 17.3.2022, zakoncentrovani pomoci Vivaspin 21.3.2022, poté skladovano v MilliQ v 6 °C. Roztoky byly pfipraveny pipetovanim a naredénim, tzn. 2x koncentrovany roztok
proteinu/kovu/EDTA byl smichdn 1:1 s 2x koncentrovanym roztokem pufru. VSechny roztoky prefiltrovany pres 0.22 um filtr. U téhle sady experimenti nebyla mérena kontinuadlni titrace se sacharidem. ITC méreno pomoci Auto-iTC 200.

2. purifikace 19.9.2022, diylyza proti MilliQ do 26.9.2022, zakoncentrovani pomoci Vivaspin 27.9.2022, skladovano v MilliQ v 6 °C, dialyza proti pufru 2x24h proti 11 20mM HEPES, pH 7.5. V tomto pufru poté pripraveny rozpusténim zasobni
roztoky kovll 100mM, z nichZ naredénim stejnym pufrem byly pripraveny vysledné 1mM roztoky kovul. V tomto pufru byla také rozpusténa EDTA a sacharidy. Pri potrebé naredéni byly roztoky dale fedény timto pufrem. Pfed mérenim byly

roztoky zfiltrovany pres 0.22 um filtr. ITC méreno pomoci Auto PEAQ-ITC.
3. purifikace 23.11.2022, dialyza proti MilliQ do 30.11.2022, potom skladovano v MilliQ v 6 °C do 23.1.2023, dialyza proti 20mM HEPES, pH 7.5 2x24h 5 litri. Roztok HEPES byl pripraven z jiné zasobni lahve (nové otevrena). Postup pripravy

roztokU na ITC viz. 2., roztoky poté zfiltrovany pres 0.22 um filtr. ITC méreno pomoci Auto PEAQ-ITC.
Vsechna data byla vyhodnocovana pomoci MicroCal PEAQ-ITC Analysis Software verze 1.1.0.1262.
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BC2L-A + La3* BC2L-A + La3* + D-Man EDTA + La3*
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PA-IIL purifikace 1.11.2022, skladovano v MilliQ v 6 °C do 23.1.2023, poté dialyza proti 20mM HEPES, pH 7.5 20.1. (pred dialyzou proti pufru) probéhlo DSF pro kontrolu stability proteinu, vyslo normalné v porovnani s predchozimi vysledky.
ITC méreno pomoci Auto PEAQ-ITC. Data byla vyhodnocovana pomoci MicroCal PEAQ-ITC Analysis Software verze 1.1.0.1262.
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Kontrolni experimentu u jednotlivych sad experimentu:
e EDTA + kov:
1. HEPES-kov, odecteno metodou , line“ nebo , point-to-point”
2. EDTA-HEPES, , line“
3. HEPES-HEPES, ,line”
* Protein + kov:
1. HEPES-kov, odecteno metodou , line“ nebo , point-to-point”
2. Protein-HEPES, ,line”
3. HEPES-HEPES, ,line”
* (Protein + kov) + cukr:
1. (Protein + HEPES) + cukr, odec¢teno metodou ,,point-to-point”
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Kontrolni experiment BC2L-A v 20mM HEPES pufru s pH: (A) 6,8; (B) 7,5; (C) 8,2. Prvni obrazek: protein o koncentraci 1 mg/ml byl titrovdn roztokem 1mM Ca?* ve stejném pufru jako protein. Druhy obrazek: kontinudlni titrace
komplexu proteinu s Ca?*ionty titrovaného roztokem 0,8mM L-fukosy. Méfeno na pristroji Auto PEAQ-ITC. Data byla vyhodnocovana pomoci MicroCal PEAQ-ITC Analysis Software verze 1.1.0.1262.
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