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ANOTACE

Prace je soucasti vyzkumného projektu zabyvajicim se studiem molekularnich principii stability
proteinil a poznani strukturné-funkénich vztahi umoznujicich raciondlni inzenyrstvi zvySené
stability proteinti pro biotechnologické a biomedicinské aplikace. V teoretické ¢asti se prace
zabyva problematikou struktury a stability proteint a jejiho vlivu na pfirozenou funkci proteind,
déle se vénuje metodam studia a strategiim inzenyrstvi stability proteind. V experimentalni ¢asti
se tato prace vénuje analyze teplotni stability a biochemické charakterizaci Sesti mutantnich variant
modelové rodiny enzymi halogenalkandehalogendz. Vychozim templiatem pro studovanou
mutagenezi slouzila varianta halogenalkandehalogenazy DhaAll5 stabilizovana metodami
proteinového inzenyrstvi. V této préaci je detailné popsana ptiprava cilovych proteini od
konstrukce plazmida kodujicich dané enzymy, pies jejich transformaci do hostitelského organismu
anaslednou expresi a finalni purifikaci cistych enzymut. Cilové enzymy jsou podrobné
charakterizovany stanovenim jejich Cistoty, ovéfenim jejich kvartérni struktury, kontrolou
spravnosti sbaleni méfenim dehalogenazové aktivity jednotlivych enzymi a stanovenim teplotni
stability pomoci spektroskopickych metod. V zavéru této prace jsou poté vysledky shrnuty a
nasledné porovnany s divokym typem proteinu DhaA, izolovaného z bakterialniho kmene

Rhodococcus rhodochrous a jeho stabilizovanou variantou DhaA115.

KLiCOVA SLOVA

protein, enzym, halogenalkandehalogenaza, DhaA, stabilita, struktura, denaturace, cirkularni

dichroismus, fluorescenci spektroskopie

ANNOTATION

This thesis is an integral part of wide-scale project focused on study of molecular principles of
protein stability and understanding of their structure-function relation which enables rational
engineering of stabilized proteins for biotechnological and biomedical applications. In the
theoretical part, the thesis is dealing with problematics of protein structure and stability and its
impact on the biological function of proteins, further it is dedicated to methods of study and
strategies of engineering of the stability of proteins. In the experimental part, the thesis is dealing
with analysis of thermostability and biochemical characterization of six mutant variant of model

protein family haloalkane dehalogenases. As the default template for directed mutagenesis was



used haloalkane dehalogenase DhaA115 stabilized using protein engineering. In this thesis the
process of preparation of target proteins is described, starting with construction of plasmids
encoding protein’s sequence of amino acids, to its transformation, expression and final
purification. All newly produced proteins have undergone a series of tests including analysis of
the purity, determination of the quaternary structure, verifying of proper folding by measuring of
dehalogenation activity and most importantly determining thermostability of tested proteins using
spectroscopical methods. In the end of this work all acquired data were concluded and compared
with wild type of protein DhaA from Rhodococcus rhodochrous and its stabilised variant
DhaAl15.

KEYWORDS

protein, enzyme, haloalkandehalogenase, DhaA, stability, structure, denaturation, circular

dichroism, fluorescence spectroscopy
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1 UvoD

Proteiny jsou biologické makromolekuly slozené z linearnich fetézct tvorenych dvaceti riznymi
proteinogennimi aminokyselinami. V piirod¢ zastavaji Siroké spektrum esencialnich funkci jako
napiiklad funkci stavebni, mechanickou, transportni, katalytickou nebo signalni. Jednou
Z nejvyznamnéjsSich skupin proteinli jsou enzymy plnici nenahraditelnou roli biokatalyzatort
chemickych procesi, které by bez jejich pomoci trvaly mnohdy az stovky let nebo by neprobihaly
viibec [1]. Pro Gspésné plnéni své biologické funkce musi nejdiive linearni fetézec aminokyselin
zaujmout specifické prostorové usporadani, tzv. nativni stav, do kterého se protein dostava
samovolnym procesem zvanym sbalovani [2]. V pfirozenych podminkach ma v tomto
naptiklad zvySeni teploty, zména pH, nebo pfitomnost chemickych denaturanti, mize protein
0 svoji nativni strukturu, a tudiz biologickou funkci, pfijit. [3]. V nékterych ptipadech se protein
mize Spatné sbalit a dostat se tak do nefunk¢ni prostorové konformace, ktera ¢asto vede k tvorbé
agregatt. Akumulace $patn¢ sbalenych proteind je nebezpe¢na pro organismus a je pric¢inou

mnoha zavaznych zdravotnich onemocnéni, jako je naptiklad Alzheimerova choroba [4].

Schopnost proteina setrvat v nativnim stavu a odolavat neptiznivym podminkam je pro zaruceni
jejich fungovani kli¢ova [5]. Tato vlastnost se oznacuje jako stabilita proteint a jeji zvySovani je
jednim z hlavnich cili proteinového inZenyrstvi. Na stabilitu proteinti ma vliv fada chemicko-
fyzikalnich efektl mezi jednotlivymi aminokyselinami, jako naptiklad elektrostatické interakce,
mnozstvi vodikovych mustki, pFitomnost disulfidickych vazeb, efektivni sbaleni hydrofobnich
rezidui uvnitt struktury a dalsi. Tyto interakce jsou zakddovany v pofadi aminokyselin, které
urcuje vyslednou strukturou proteinu. Vlastnosti proteinil véetné jejich stability 1ze tedy ovlivnit

vhodnou zaménou jednotlivych aminokyselin v fetézci [6].

Stabilizace struktury proteinu vkladanim ndhodnych mutaci je velmi neefektivni a naro¢ny proces,
ktery ziidka vede k Gspésnému vysledku [7]. Proto byla vynalezena cela fada vypocetnich
nastroju, které na zakladé kvantové chemickych vypocti nebo fylogenetickou analyzou sekvence
umoziuji identifikaci mutaci, které maji vliv na vyslednou stabilitu a které tak vyrazné zlepsuji
uspésnost cilené mutageneze. Takové raciondlni pfistupy vyuzivaji experimentalni biochemicka
data a strukturné-funkéni poznani k jejich validaci a nasledné i zpfesnéni navrzenych designii

mutageneze.

Prikladem uspés$né strategie je stabilizace halogenalkandehalogendzy DhaAll5 pomoci néstroje

FireProt [36]. Vlivem 11 vloZenych mutaci je tento enzym dosud nejstabilnéjsi z celé proteinové
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rodiny. Analyza biofyzikalnich a strukturnich experimentii v kombinaci s pocitacovou simulaci
rozbalovani DhaA115 umoznila popsat molekularni podstatu stability této varianty [59, 60].
Pocitatova simulace odhalila oblasti proteinu, u kterych dochazi za zvySené teploty k rychlému
rozpadu struktury. Na zaklad¢ téchto vysledki byly navrZzeny mutace, které by meély vést
k stabilizaci této oblasti a tim i celého proteinu. Cilem této prace je piiprava, exprese, purifikace
a charakterizace variant, nesouci tyto mutace a jejich kombinace, a porovnani jejich stability

se stabilitou DhaA115.
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2 CILE PRACE

Tato prace si klade za cil (i) detailn¢ zpracovat literaturu zabyvajici se stabilitou a zplisoby
stabilizace proteind, (ii) zkonstruovat mutované geny kodujici sekvenci navrzenych enzymt, (iii)
navrzené geny transformovat do hostitelskych bun€k pomoci vektorovych plazmidd, (iv) enzymy
ptipravit heterologni expresi a purifikovat s pomoci afinitni chromatografie, (v) purifikované
enzymy detailn¢ charakterizovat stanovenim jejich Cistoty a vytézkd, ovéienim jejich biologické
funkce, popsanim kvartérni struktury jednotlivych enzymovych variant a ur€enim jejich teplotni
stability pomoci spektroskopickych metod a (vi) v zavéru prace shrnout vysledky experimentalni
prace a porovnat s daty ziskanymi divokym typem proteinu DhaA a jeho stabilizovanou variantou
DhaAl15.
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3 TEORIE

3.1 Stabilita proteini

Stabilita proteinii je jednou z kli¢ovych vlastnosti ovliviiujicich jejich biologickou funkci, diky
¢emuz se V biotechnologickém a farmaceutickém primyslu stala pfedmétem intenzivniho
vyzkumu. Stabilita neboli schopnost proteinu setrvat ve své funkéni formé za danych podminek
(teplota, tlak, pH, pfitomnost chemickych rozpoustédel) po urcity ¢as (napt. konverze veskerého
substratu v bioreaktoru), ¢asto omezuje jinak Sirokou a pestrou Skalu jejich vyuziti [5]. Aby mohl
protein spravné plnit svoji biologickou funkci, musi se dostat do specifické prostorové konformace
[2]. Proces, kterym se linearni aminokyselinovy fetézec proteinti dostava do této, tzv. nativni,

konformace, se nazyva sbalovani proteini.

Sbalovani proteinu je samovolny proces vzniku stabilniho, biologicky funkéniho prostorového
uspiadani fetézce aminokyselin syntetizovaného pii translaci mRNA na ribozomech. Vysledna
terciarni struktura je zakodovana v aminokyselinové sekvenci proteinu, ktera zaroven koduje
I pribéh, jakym je této konformace dosazeno. Tato skuteCnost byla popsana Christianem
Afinsenem a je dnes znama jako Afinsenovo dogma [6]. Proces sbalovani v buiice vétSinou
probiha soubézné se syntézou polypeptidového fetézce (tzv. kotranslacni sbalovani) a usnadiuji
ho proteiny zvané chaperony. Ty se vazou na specifické tseky nové syntetizovaného fetézce
a napomahaji sbaleni proteinu do jeho funkéni konformace. VétSinou se jednd o Casti bohaté
na hydrofobni aminokyseliny, které by v opacném piipadé¢ mély tendenci tvofit kontakty mezi
sebou, coz by vedlo k nespravnému sbaleni. V laboratornich podminkach (in vitro) je proces
sbalovani zavisly na vnéj$im prostfedi, nejvice na teplote, pH, koncentraci soli nebo pfitomnosti
rozpoustédel a chaotropnich latek v roztoku. Sbalovani je unikatni pro kazdy protein. U menSich,
globulérnich bilkovin se jedna vétSinou o jednoduchou, jednokrokovou reakci, jez trva fadové
mikrosekundy az sekundy. U vétsich a strukturné slozit&jsich proteintl probiha slozité&ji a pomaleji
(desitky sekund az hodiny). Vicedoménové proteiny zaujimaji nativni konformaci postupnym
sbalovanim, béhem kterého 1ze ¢asto pozorovat ¢astecné sbalené konformace, tzv. intermediaty.
Ty vétSinou existuji velice kratkou dobu, ale byly pozorovany i intermediaty stabilni po nékolik
dni [8]. Tyto transientni konformace jsou kritické pro protein, nebot’ jejich hromadéni muize vést

k agregaci.
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Protein o svoji strukturu muze ¢astecné nebo Uplné pfijit procesem obracenym ke sbalovani,
tzv. denaturaci [3]. Oba déje (sbalovani a denaturace) jsou dynamické a existuje mezi nimi
rovnovaha. Vlivem vnéjsich podminek, jako je vysoka teplota, tlak, zména pH nebo pifitomnost

chemickych latek dochazi k naruSeni této rovnovahy ve prospéch denaturovaného stavu, ¢ehoz

se vyuziva pro studium stability.

Kvantifikace stability proteinii je odvozena z principti chemické termodynamiky a kinetiky
chemickych reakci. Vychazi z predpokladu, Ze vSechny mozné konformace proteinu jsou mezi

sebou v dynamické rovnovaze a pravdépodobnost, s jakou se v nich nachazi, je dana jejich
energetickymi hladinami (Obrazek 1).

[] BN
N
Rggbaleny stav
O O
< : <
[0) ()
- SR =
£ rgﬁq\,ﬁ =
31— :
] Castecné sbaleny w
stav .
2 o i
5
Nativni stav
N |
Amyloidni fibrily
Intramolekularni Intermolekularni

Obrazek 1: Schéma popisujici energetické vztahy mezi moznymi konformacemi proteinu. Leva
cast (Cerné) popisuje zmeény v ramci jednoho fetézce. Prava ¢ast (Cervené) popisuje konformacéni
stavy zahrnujici vice identickych fetézcli. Vlivem podminek dochéazi k energetickym zménach

jednotlivych lokalnich minim (energie konformaci) a maxim (kinetické bariéry). Zdroj: vlastni.
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3.1.1 Termodynamicka stabilita

Rovnice popisujici termodynamickou stabilitu proteinii jsou odvozeny z jednoduchého
denatura¢niho modelu, ktery predpoklada existenci pouze dvou stavli proteinu — nativniho
a denaturovaného. Termodynamicka stabilita se odvozuje z rovnovahy mezi molekulami proteinu
nachazejici se v nativnim (N, z angl. native) a denaturovaném stavu (U, z angl. unfolded),

vyjadiené v podobé¢ rovnovazné konstanty K:

K
(1) NeU
(2) K=[U]/[N],
kde [U] a [N] symbolizuji koncentrace proteinovych molekul v denaturovaném, respektive
nativnim stavu Vv rovnovaze. Z rovnovazné konstanty lze vypocitat Gibbsovu volnou energii

rozbalovani AGy, podle vztahu:

(3) AGy =—RTInK,
kde R je univerzalni plynova konstanta a T termodynamicka teplota vyjadiena v kelvinech. Podle
znaménka pred hodnotou AGu lze urcit, zda se za danych podminek (teplota, pH, ...) bude vétSina

molekul proteinu nachazet v nativnim (AGy>0), nebo denaturovaném (AGy<0) stavu (Obrazek 2).

4 9 e - 1.0

317 K 08%

2 "’ \‘\ i ’ c
- ‘\\ g
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-~ AN S T
2 0 Y E +
“_:'a AN L 0.4 5 o
%'1 - 1Y . - o

iy - @

\ - 0.2 2
3 1 \ E
\\
-4 - ——— ———— e T — 0.0
10 20 30 40 50 60 70 80

Teplota (°C)

Obrazek 2: Energetické schéma zndzornujici frakci molekul v denaturované stavu (Sedd)
a Gibbsovu volnou energii rozbalovani (dGu, ¢ernd) dvou riizné stabilnich proteint. Stabilnéjsi
protein, jehoz AGuje vyssi, je zobrazen prerusovanou ¢arou a pro jeho denaturaci je zapotiebi vice

energie. Zdroj: vlastni.

V teplote, pii které AGy = 0, ma konstanta K hodnotu 1 a pravé 50 % molekul proteinu se nachazi

Vv nativnim a 50 % molekul ve stavu denaturovaném. Tato teplota se nazyva teplota tani
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proteinu (Tm). Hodnota teploty tani se vyuziva pro charakterizaci teplotni stability proteint, které

vratné denaturuji [2,9].

Hodnoty AGuy se Vpfirodé pohybuji viadech desitek kJ/mol v zavislosti na délce
aminokyselinového fetézce, coz predstavuje ve srovnani senergii vazeb vyskytujicich
se Vv proteinu pomérné malé kvantum energie. Vysledna rovnovaha je tudiz velmi delikatni a lze ji
narusit i malym zasahem do struktury nebo prostiedi proteinu [1]. Zménu Gibbsovy volné energie
rozbalovani lze rozlozit na piispévky zmén entropie (AS), odrazejici stupen volnosti a solvataci

proteinu a zménu entalpie (AH), reflektujici interakce mezi jednotlivymi residui, podle rovnice.

(4) AG = AH —TAS

3.1.2 Kineticka stabilita

Na zakladé experimentdlnich dikazi bylo zjiSténo, Ze stabilita proteinli neni fizena pouze
termodynamicky, ale zavisi také na kinetice procesti sbalovani a denaturace. Vysoka kineticka
stabilita proteinu znamena, Ze protein zistava v nativnimu stavu po dlouhou dobu diky vysoké

energetické bariéte oddélujici ho od denaturovaného stavu (Obrazek 3).

Gibbsova volna energie

Reakéni koordinata

Obrazek 3: Schéma popisujici sbalovani proteinu z rozbaleného stavu (U) do stavu nativniho (N).
Zluté je znazornéna Gibbsova aktivatni energie sbalovani a rozbalovéani, ervené Gibbsova

energie sbalovani AG. Zdroj: vlastni.

Velikost energetické bariéry, ktera charakterizuje kinetickou stabilitu, je dana rychlostmi procest
sbalovani a rozbalovani. Z hodnot rychlostnich konstant 1ze odvodit velikosti aktiva¢nich energii

procesu sbalovani a denaturace odvozené z teorie aktivovaného komplexu z Eyringovy rovnice:
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(5)k = ST pmacu/kT

kde AGu* je zména Gibbsovy aktivaéni energie rozbalovani, k je koeficient propustnosti, kg je
Boltzmannova konstanta ah je konstanta Planckova. Snizenim aktivacéni energie sbalovani

dochazi ke zrychleni této reakce, bez dopadu na rychlost denaturace a obracené [2,9]
Vyse uvedenou rovnovaznou konstantu lze popsat z hlediska kinetiky jako:

(6) K =Kku/ ks,
kde ky je rychlostni konstanta denaturace proteinu a ks je rychlostni konstanta opacné reakce, tedy
sbalovani proteinu. ZvySeni termodynamické stability, AGu, lze tak v prirodé dosahnout

zpomalenim rychlosti denaturace nebo zrychleni sbalovani (Obrazek 4).
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Obrazek 4: Schéma demonstrujici kineticky fizenou stabilizaci proteint. Pro teplotu tani (Tm)
plati stejn¢ jako u termodynamické stability K=1, coz odpovida teploté, pii které je rychlost
sbalovani i rozbalovani stejna. Kiivky AGu(T) (Cern€) jsou zde stejné jako na obrazku 2. Oba
proteiny maji shodnou rychlost denaturace, ale protein zobrazeny pteruSovanou ¢arou ma vyssi

rychlost sbalovani, tudiz je stabilngjsi. Zdroj: vlastni.
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3.1.3 Agregace a amyloidogeneze

Vyse uvedené kapitoly byly zaméfeny na zmény konformaci proteini v rdmci jednoho fetézce.
Tato kapitola pojednava o procesech souvisejicich s interakcemi mezi vice fetézci, které jsou

ve specifickych podminkach energeticky vyhodnéjsi.

Agregace proteint je proces, béhem kterého mezi sebou interaguji molekuly proteinti nebo jejich
¢asti za vzniku amorfnich celkd, které zpravidla postradaji ptivodni biologickou funkci, ale jsou
stabilni a Casto nerozpustné [10]. Ve vétsin€ ptipadt k agregaci dochazi béhem chybného
sbalovani proteinu, ale v né€kterych piipadech nastava agregace vlivem okolnich podminek
(tradi¢né snizeni pH) pfimo z nativniho stavu. Agregace proteini je pro bunky nezadouci proces,
a proto disponuji fadou nastrojt, jak se agregaci branit. Jednim z nich je pfitomnost chaperond,
které jsou krom¢ napoméhani spravnému sbaleni proteinu schopny Spatné sbalené proteiny
rozbalit a zabranit tak potencialni agregaci. DalSim obrannym néstrojem jsou specifické protedzy

schopné degradovat vzniklé nesbalené, Spatné sbalené proteiny a jejich agregaty.

Vétsina agregatii predstavuje amorfni neuspofadané struktury, které vznikaji zejména nahlymi
zménami elektrostatickych interakci. Specialnim ptipadem agregace je tvorba amyloidnich fibril

s charakteristickou strukturou a vysokou organizovanosti [11].

Amyloidni agregaty jsou dlouhé, vétSinou nerozvétvené fibrilarni struktury slozené piedevsSim
z B skladanych listd. K jejich vzniku dochazi z existujicich B vlaken nebo pfeménou o helixi
na B skladané listy, které jsou mezi sebou stabilizovany pomoci vodikovych mustkl. Praveé vysoka
uspotadanost této struktury ma za nasledek jejich vysokou stabilitu a odolnost vici degrada¢nim
procesim. Amyloidy vznikaji z nuklea¢niho jadra, na které se zacnou z obou stran napojovat
jednotlivé podjednotky. Maturovana fibrila je charakteristickd dlouhym  sklddanym listem, jehoz
vldkna jsou kolmé na osu fibrily. Amyloidni struktura je rozpoznatelnd pomoci cirkuldrniho
dichroismu diky zvySenému obsahu B struktur, fluorescenci pomoci fibril-specifickych sond,
charakteristickou difrakci rentgenového zafeni nebo pomoci elektronového mikroskopu [12]

(Obrazek 5).

17



Obrazek 5: Struktura amyloidu beta. PDB ID: 4MXU.

Akumulace Spatné slozenych proteinli a jejich agregati v bunkach zplsobuje celou fadu
zdravotnich problémii, jako jsou neurodegenerativni nemoci Alzheimerova, Parkinsonova nebo
Huntingova choroba, ale také systémové poruchy jako je diabetes mellitus 2. typu. Pravé pro své
patogenni vlastnosti je dilezit¢ mechanizmim agregace a samotného sbalovani proteina

porozumét, proto je toto téma v dne$ni dobé velmi atraktivni v oblasti védy a vyzkumu [4].
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3.2 Principy stability proteinta

3.2.1 Vodikové miistky

Vodikové mustky patfi mezi primarni elektrostatické interakce, ke kterym dochazi mezi atomem
vodiku molekuly nebo molekulového fragmentu X-H, kde X predstavuje atom s vysokou
elektronegativitou (nejcastéji N, O, F nebo Cl), a volnym -elektronovym parem silné
elektronegativniho atomu stejné nebo jiné molekuly [13]. Vyznam vodikovych mustkt napti¢
biomolekulami je vyznamny, piikladem mutze byt spojeni jednotlivych vlaken DNA pomoci
vodikovych miistki mezi atomy vodiku a kysliku jednotlivych dusikatych bazi. V ptipadé proteint
jsou hlavni pfi¢inou vzniku sekundarnich struktur (a-helix, B-skladany list, smycky), coz z nich
déla jednu z hnacich sil pii sbalovani proteinti [14]. V nativnim stavu maji tyto interakce zna¢ny

vliv na stabilitu proteinu [2].

Vysledky cilené mutageneze stanovily pfispévek jedné vodikové vazby k celkové stabilité
proteinu v rozmezi 0,9 az 1,8 kcal/mol [15]. Ve sbaleném proteinu se nachazi primérné
1,1 vodikového mustku na kazdé reziduum, z ¢ehoz 65 % je mezi atomy tvoricich peptidovou
vazbu, 23 % je mezi atomem peptidové vazby a postrannim fetézcem a 12 % vodikovych mustki

mezi postrannimi fetézci [16].

Vodikové mustky také snizuji vzdalenost mezi interagujicimi atomy, ¢imz umoznuji piisobeni van

der Waalsovych sil, jez také hraji dulezitou roli pii stabilizaci proteinu [17].

3.2.2 Hydrofobni efekt

Hydrofobnim efektem se obecné rozumi nerozpustnost nepolarnich latek ve vodném prostiedi.
U proteint jsou zdrojem tohoto efektu hydrofobni aminokyseliny (alanin, glycin, prolin, leucin,
izoleucin, valin, methionin, fenylalanin a tryptofan). Pii sbalovani aminokyselinového fetézce
se protein snazi své hydrofobni rezidua ukryt v nitru své struktury a zabranit tak jejich kontaktu
svodou. Tento proces je velice rychly, nastava jako prvni krok pifi sbalovani a nazyva
se tzv. hydrofobni kolaps. Energie, ktera se pfi ném uvolni, je ovlivnéna zejména dvéma slozkami:
(i) potencialnim poklesem entropie vody pii kontaktu s hydrofobnimi rezidui [18] a (ii) van der
Waalsovymi silami pasobicimi ve sbaleném proteinu [19,20]. Solvatace nepolarnich rezidui je
entropicky nevyhodny proces, protoze molekuly vody jsou kolem nich pravidelné uspotadany.
Pti transferu do hydrofobniho prostfedi proteinu dochazi k uvolnéni téchto molekul, ¢imZz se zvysi

jejich neusporadanost a dochazi k nariistu entropie celého systému.
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Pro kvantifikaci hydrofobniho efektu byly pfipraveny mutantni varianty proteini, které se
od puvodnich lisily absenci nepolarni skupiny -CH>-. Porovnanim stabilit 148 mutantnich variant
13 proteinti bylo stanoveno, ze kazda -CH»- skupina ptispiva 1,1 £ 0,5 kcal/mol k vysledné stabilité

proteinu [21].

3.2.3 [Elektrostatické interakce

Elektrostatické interakce jsou silova ptisobeni mezi nabitymi nebo polarizovatelnymi skupinami.
Tyto tzv. dipoly mohou ptisobit i na nepolarni skupiny jinych latkach a indukovat dip6ly docasné.

Energie elektrostatickych interakci je charakterizovana Coulombovym zakonem:

(7) E=Q1Q2/Dr,
kde Q jsou naboje latek, D je dielektricka konstanta a r vzdalenost naboju [22].

V molekuldch proteintt mohou diky elektrostatickym interakcim vznikat tzv. solné mistky,
coz jsou nekovalentni vazby mezi aminokyselinami s opaénym néabojem, jejichz vznik je
podminén dostatecnou blizkosti rezidui a vhodnym pH. Tyto vazby vznikaji mezi pozitivné
nabitou imidazolovou skupinou histidinu, aminovou skupinou lysinu nebo guanidinovou skupinou
argininu a negativné nabitymi karboxylovymi skupinami kys. asparagové, glutamové, thiolovou
skupinou cysteinu a hydroxylovou skupinou tyrosinu. Solné mustky hraji dalezitou roli pti vazbé

ligandu, substratu, inhibitoru nebo napiiklad pii katalyze [23].

Elektrostatické interakce maji veliky vliv také na stabilitu proteinu. Historicky se ptfedpokladalo,
ze nejveétsi vliv na stabilitu maji interakce v jadie proteinu, ale pozdéji bylo experimentalné
dokazano, ze spravna sit’ téchto vazeb na povrchu proteinu muze také vést k signifikantnimu
zvyseni stability [24]. Modulace a optimalizace elektrostatickych interakci na povrchu proteint
se tak jevi jako potencialni strategie pro stabilizaci proteini [25]. Dilezitost optimalni
elektrostatické sité potvrzuje i fakt, Ze proteiny izolované z termofilnich organismu, jako je
naptiklad jeden z nejstabilnéjsich objevenych protein CutAl, obsahuji vétsi mnozstvi téchto vazeb

nez V homolognich proteinech z mezofilnich organismi [26,27].

Dalsi elektrostatickou vazbu v proteinech predstavuji tzv. m interakce, coz jsou interakce
mezi zaporné nabitou m-elektronovou hustotou aromatickych rezidui s dal§im n-systémem, kovy
a kladné nebo zaporné nabitymi skupinami. Tyto interakce, stejné jako pfedchozi elektrostaticka
pusobeni, zastavaji v proteinech celou fadu funkci. Pro m-kation interakce je dulezita predevsim
role béhem vazby ligandu do aktivniho mista proteinu, ale spolu s interakcemi n -& maji dle

experimentalnich poznatki vliv také na stabilitu proteinu. Az 60 % aromatickych rezidui
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V proteinu mezi sebou tvofi pary nebo celé sité vzajemné interagujicich aromatickych struktur,
¢imz prispivaji ke stabilité nativni struktury proteinu [28]. Vazby = -kation, nejcastéji w -arginin

stabilizuji protein nejvice ve vysokych teplotach blizicich se teploté tani proteinu [29].

3.2.4 Konformacni entropie

Konformacni entropie u makromolekul reflektuje celkovy pocet vsech moznych konformaci dané
struktury, tzv. stupnll volnosti. Mensi mira volnosti struktury znamena niZsi konformacni entropii.
Cim vét§i podet moznych nesbalenych konformaci ma polypeptidicky fetézec, tim vyssi je ztrata
entropie pii slozeni do konkrétniho nativniho stavu. Redukci poctu moznych konformaci se tedy
zvysuje stabilita nativniho stavu proteinu. Tohoto principu se vyuziva i pfi stabilizaci proteinu,
kde je tendence konformacni entropii aminokyselinového fetézce snizit. Toho muze byt dosazeno
pomoci vhodnych mutaci (substituce prolinem nebo nahrazeni glycinu) nebo vytvofenim

disulfidickych mustkt [30].

Disulfidické mustky jsou vazby mezi atomy siry -SH skupin dvou cysteinti. Dopad disulfidickych

mustk na stabilitu Ize odhadnout podle rovnice:

(8) AS =-2,1-3/2RIn(n),
kde n je pocet aminokyselin ve smycce vytvorené disulfidickym mustkem a R je plynova

konstanta [31].

O vysledném efektu vloZzeného disulfidického mustku ale rozhoduji dalsi okolnosti. Jednim z nich
jsou geometrické vlastnosti mustku. Roli hraje vzdalenost cysteinl, torzni thly, ale také misto,
kde jsou umisténé. Bylo dokazano, ze mustky stabilizuji protein efektivnéji, nachazeji-li se

Vv oblastech, které se rozbaluji nejdiive [32].
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3.3 Stabilizace proteinti

Jak jiz bylo zminéno vySe, stabilita je jednou z klicovych vlastnosti proteint, na které je zavisla
jejich biologicka funkce. Prave diky svému vyznamu je zvyseni stability pfedmétem proteinového
inzenyrstvi. Nejuniverzalnéjsi a pravdépodobné nejcastéjsi strategii pro stabilizaci proteind je
cilena mutageneze, tzn. vhodna zaména jedné nebo vice aminokyselin v sekvenci tak, aby se
ve vysledné proteinové struktute co nejvice zesilily strukturni efekty popsané v prechozi kapitole.
Jelikoz Gispésnost nahodné vlozenych mutaci je pouze asi 2 %, predstavuje stabilizace komplexni
a naro¢ny proces. Z téchto diivodu bylo sestrojena cela fada vypocetnich nastroji zaméfenych
na zlepSeni ptesnosti piedpovédi zmény stability dusledkem mutace u navrzenych proteinu [7].
Existujici nastroje Ize volné klasifikovat podle zptsobt, jimiz identifikuji a navrhuji vhodné

mutace. Mezi zékladni typy patii sekvencni a strukturni metody a pfistupy, které je kombinuji.

3.3.1 Sekven¢ni metody

Jak nazev napovida, sekvenéni metody predikuji zménu ve stabilit¢ disledkem mutaci pouze
ze sekvence. Vyuzivaji tedy primarn¢ fyzikalni a chemické vlastnosti jednotlivych aminokyselin

a na jejich zaklad¢ poté vyhodnocuji vyslednou stabilitu proteinu [33].

3.3.1.1 Rekonstrukce proteinovych predkii

Metoda rekonstrukce proteinovych piedki (z angl. ancestral sequence reconstruction) umoziiuje
piredpoveédét pravdépodobné predky soucasnych proteinii na zékladé fylogenetické analyzy.
Ptistup je zaloZen na ptedpokladu, ze v minulosti panovalo na Zemi drsné klima a pro pieziti
jakychkoliv organismt byla nezbytna adaptace jejich (ancestralnich) protein vys$$im teplotam.
Prvnim krokem analyzy je vytvoreni fylogenetického stromu pomoci mnohondsobného
sekvenéniho pfilozeni sekvenci pfibuznych proteinti. Na zékladé fylogenetického stromu lze poté
zkonstruovat sekvence predkd, které se nachazeji na jednotlivych uzlech stromu. Vyhodou této
metody je jeji univerzalnost bez znalosti struktury proteinu [34]. Jednou z limitaci je potieba
vysokého  mnozstvi pfibuznych sekvenci. Na zdkladé porovnani sekvenci piibuznych
ancestralnich proteinli lze wurcit stabilizujici mutace, piikladem muize byt stabilizace
zrekonstruovaného LPBCA thioredoxinu na zakladé mutaci odvozenych od ptibuzného

ancestralniho proteinu [35].

3.3.1.2 Inzenyrstvi na zdkladé konsenzu
Konsenzus je sekvencni metoda stabilizace proteintl, jejimz zakladem je mnohonasobné ptilozeni

homolognich sekvenci proteini a analyza cetnosti jednotlivych aminokyselin v dané pozici.
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Z ptiloZeni je nasledné vytvofena tzv. konsenzudlni sekvence, kterd v kazdé pozici obsahuje
nejcastéji se vyskytujici aminokyselinu. Rezidua, u kterych se napfi¢ sekvencemi nachazi pouze
jedina aminokyselina (nebo jediny typ, napt. elektronovy donor), se oznacuji jako konzervovana
a byvaji nezbytna pro funkci nebo stabilitu. Jednou ze stabilizacnich strategii je tak analyza
konzervovanych pozic v cilové sekvenci a mutace aminokyselin, které se v téchto pozicich lisi

(tzv. back-to-consensus) [34,36].

3.3.1.3 Rizend evoluce

Metoda fizené evoluce funguje na principu urychleni ptirozené evoluce cilového proteinu. Prvnim
krokem je generovani velkého mnozstvi mutantnich variant s cilem zlepsit jejich urcitou vlastnost
napf. termodynamickou stabilitu. Druhym krokem je exprese navrzenych variant a nasledna
selekce téch, které jsou v méfeném parametru (stabilita, aktivita) ¢innéj$i nez divoky typ.
Ptikladem selekce stability mize byt vystaveni kolonii, které exprimuji mutantni varianty cilového
proteinu, teplu a nasledné stanoveni jejich residudlni aktivity. Kolonie snejvyssi aktivitou
pravdépodobné exprimuji protein, ktery dokaze odolat zvySené teplot¢ a udrzet si funkci.
Z vybranych kolonii je poté plazmid vyizolovan a pomoci sekvenace jsou ur¢eny pfitomné mutace.
Plazmid nasledn¢ miiZze byt pouzit jako templat pro dalsi cykly fizené evoluce. Vyhodou fizené
evoluce je jeji univerzalnost. Kritickym bodem je vSak slozitost selekce vhodnych sekvenci

a nepiili$ vysoka efektivita [37].

3.3.2 Strukturni metody

Strukturni metody jsou zaloZené na analyze a optimalizaci prostorového uspotfadani aminokyselin
a strukturnich prvkia proteinu, jako jsou torzni thly, vzdalenosti jednotlivych rezidui, vyskyt
vodikovych mustki a dalSich interakci. Vzhledem k velkému mnozstvi stabilitu ovliviiujicich
faktori byla vytvofena fada néstroji zalozenych na kvantové chemii, jejichz cilem je kvantifikovat

zmény v energetice struktury proteinu vkladanim mutaci [33].

3.3.2.1 Rosetta ddG

Jeden z velmi pokro¢ilych a sofistikovanych nastroji, obsahujici celou fadu funkci a algoritmi
vyuzivanych v proteinovém inzenyrstvi, jako naptiklad ptedpoveéd’ struktury makromolekul ze
sekvence nebo analyza energetickych zmén ve stabilit¢é dasledkem mutaci, se nazyva
Rosettacommons. Protokol vyuzivany k pfedpovédi stability navrhovaného enzymu nese nazev
Rosetta-ddg [38]. Vypocetni operace pracuje se vstupnimi informace z PDB souboru struktury

cilového proteinu a vytvari strukturni model mutantni varianty. Software nasledn¢ vypo¢ita rozdil
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mezi stabilitami obou struktur - AAG. Pokud je tato hodnota vyssi nez stanovena prahova hodnota,
mutace je ohodnocena jako stabilizujici [39]. Rosetta-ddg patii k nejvice vyuzivanym nastrojim
pro evaluaci energetickych zmén disledkem mutaci. Jeji hlavni nevyhodou jsou naroky na

vypocetni vykon, ¢as a naroky na expertizu uzivatele.

3.3.2.2 FoldX

Dalsim nastrojem, ktery k analyze stability vyuziva 3D strukturu proteinu, je software FoldX.
Kromé informaci o stabilit¢ také umoznuje studovat vliv mutaci na dynamiku a sbaleni proteinu
a dalsi vlastnosti souvisejicich se stabilitou proteini [40]. Oba zminéné softwary jsou cCasto
soucasti bioinformatickych platforem, které vyuzivaji kombinaci vice nastrojii pro komplexni

analyzu vlastnosti proteinl.

3.3.2.3 PopMusic

Poslednim ptikladem je webovy server PopMusic, ktery vypocitava termodynamickou stabilitu
ajeji zmény linearni kombinaci statistickych potenciald, jejichz koeficienty jsou odvozeny
na zaklad¢ velikosti plochy kontaktu daného rezidua s okolnim solventem. Vysledky vSech

predikci jsou pro uzivatele volné dostupné [41].

3.3.3 Kombinované metody

Vsechny zminéné nastroje byly uspésné aplikovany pii stabilizaci proteinti, nicmén¢ kazdy z nich
ma své limitace [42]. V praxi je proto dobré nespoléhat se na vysledky analyzy jediného softwaru,
ale rad¢ji jednotlivé pristupy kombinovat mezi sebou. Moderni nastroje predikce stability pracuji

vétsinou prave s kombinovanym piistupem pro dosazeni co nejpiesnéjSich vysledki.
3.3.3.1 FRESCO

FRESCO je jeden z nejvyuzivanéjsich bioinformatickych nastroji pro navrzeni stabilizujicich
mutaci v proteinech. Pro zvySeni pfesnosti, minimalizaci fale$né pozitivnich vysledkl a sniZeni
poctu mutaci, které je nutné experimentalné ocharakterizovat, aplikuje FRESCO pfi analyze
nékolik filtri. V prvnim kroku tento nastroj kombinuje algoritmy Rosetta-ddg, FoldX a Dynamic
Disulfide Discovery pro vygenerovani stovek potencialné stabilizujicich mutaci. V dal§im kroku
jsou na zaklad€ vizudlni kontroly vyfazeny ty mutace, které jsou chemicky nebo strukturné
nesmyslné. Poslednim krokem in silico analyzy je analyza flexibility pomoci simulaci molekularni
dynamiky, béhem které jsou vyfazeny mutace, které ji zvySuji. Mutace, které prosly vSemi filtry

jsou nasledné zkonstruovany a experimentdlné ocharakterizovany. Stabilizujici mutace jsou
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nasledn¢é kombinovany. Nevyhodou tohoto néstroje je nutnost vizudln¢ prochazet velké mnozstvi
mutaci a experimentalni narocnost charakterizace novych variant. Jednim z takto navrzenych
proteind je mutantni varianta proteinu LEH (Limonene-1,2-epoxide hydrolaza), jejiz teplota tani

byla zvysena o 35 °C oproti divokému typu [43].

3.3.3.2PROSS

Jedna se kombinovany bioinformaticky nastroj slouzici k navrhovani stabilnich variant proteinti
pomoci vicebodovych mutaci. PROSS funguje na platformé serveru vyuzivajiciho kombinace
Rosetta-ddG algoritmu s fylogenetickymi informacemi o sekvenci proteinu. V prvnim kroku
dochazi k mnohonasobnému ptilozeni sekvenci, ¢imz dojde k vyhodnoceni aminokyselin, jez jsou
Vv daném regionu ojedin¢lé. Vybrana rezidua jsou poté nahrazena a piispévek jednotlivych mutaci
ke stabilit¢ proteinu je ovéfen pomoci nastroje Rosetta. Navrzené mutace je mozné nasledné

kombinovat pro navrzeni vicebodovych mutaci [44].

3.3.3.3 FireProt

FireProt je volné dostupny kombinovany nastroj proteinového inzenyrstvi slouzici k navrhu
a evaluaci mnohonasobnych stabilizujicich mutaci. FireProt vyuziva jako vstupni informaci
sekvenci, strukturu nebo kombinaci obou. Tento nastroj kombinuje dva pfistupy vychazejici
z fylogenetické analyzy a kvantovych vypoctd. V prvnim pfistupu jsou na zakladé
mnohonasobného piilozeni navrzeny mutace v mistech, které se liSi od konsenzualni sekvence.
Jejich efekt je vypocitan pomoci FoldX a potencialn¢ stabilizujici mutace jsou zkombinované
do vysledného navrhu. V tzv. energetickém piistupu se nejprve provede korela¢ni a konzervacni
analyza, ktera ma za cil vyloucit mutace, které by mély vliv na funkci proteinu. Nésledné se
pomoci nastroji FoldX a Rosetta identifikuji potencialnég stabilizujici mutace, které jsou nasledné
zkombinovany mezi sebou, popiipad¢ s mutacemi identifikované prvnim ptistupem. Vyhodou
tohoto néstroje je predevSim predikovat stabilit né€kolikabodovych mutantii, ptikladem tspésné

navrzeného proteinu je halogenalkandehalogenaza DhaA115 [36,45].
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3.4 Halogenalkandehalogenazy

Halogenalkandehalogenazy (HLDs, z angl. Haloalkane dehalogenases), s ozna¢enim EC 3.8.1.5.,
podle IUBMB (z angl. International Union of Biochemistry and Molecular Biology) jsou enzymy
ze Siroké rodiny o/f hydrolaz, katalyzujici hydrolytické s$tépeni vazby uhlik — halogen
v halogenderivatech uhlovodikti za vzniku pfislusného alkoholu, halogenidového aniontu
a protonu. Katalyza dehalogenace byla pozorovana pfi reakcich s chlorovanymi, bromovanymi
a jodovanymi uhlovodiky. Enzymaticka dehalogenace fluorovanych uhlovodikd dosud nebyla
popsana u zadné haloalkandehalogenazy (diky vysoké energii vazby C-F) a pfedstavuje jeden
z vyznamnych cilti proteinového inzenyrstvi této skupiny enzymui. HLDS jsou vétSinou enzymy
bakterialniho pivodu. Prvni HLD (DhlA) byla objevena a vyizolovana z bakterie Xanthobacter
autothropicus GJ10 [46]. Nasledné¢ byly HLD objeveny i v symbiotickych, mofskych nebo
patogennich bakteriich a v zastupcich domén Archea a dokonce i u Eukaryot. Diky jejich
zajimavym vlastnostem jako je aktivita k toxickym latkam, Sirokd specificita a vysoka selektivita,
predstavuji HLD zajimavé cile pro biotechnologicky primysl, a proto jsou predmétem

intenzivniho vyzkumu [47].

3.4.1 Struktura halogenalkandehalogenaz

Strukturou spadaji HLDs do rodiny o/f — hydrolaz, coz je jedna z nejrozsahlejsich enzymovych
tfid, zahrnujici strukturné velice podobné, ale funk¢né odlisné skupiny enzymu jako jsou lipazy,
thioesterazy, dienlaktonhydrolazy nebo acetylcholinesterazy. Terciarni struktura HLDs se sklada
z dvou domén — hlavni a vi¢kové (anglicky main and cap domains) (Obrazek 6). Zatimco hlavni
doména je konzervovana pro celou rodinu o/f — hydrolaz, struktura vickové domény je velmi
pestra, variabilni a je sloZzena vyhradné z a — helixi a smycek. Rozdil ve struktufe vickovych
domén u jednotlivych HLDs je dany pouze délkou, orientaci a po¢tem alfa helixt. Tato doména
definuje substratovou specifitu jednotlivych HLDs. Aktivni misto HLDs se nachéazi v dutiné mezi
doménami, kterd je s povrchem spojena tunely, slouzici k transportu a vyméné substratu a produkti
katalytické reakce. Dutina je pfevazné¢ hydrofobni a nachazi se zde pétice aminokyselin
(tzv. katalyticka pentada), ktera je zodpovédna za katalytickou schopnost enzymu. Na zakladé
rozdilnych katalytickych pentad se HLD déli do tfi podskupin s oznac¢enim HLD-1, HLD-Il a HLD-
111 [48,49].
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Obrazek 6: Terciérni struktura HLDs. Barevné jsou odliSeny domény, hlavni doména je
znazornéna tmavou a doména vi¢kova svétlou barvou. Cervené jsou zobrazeny rezidua katalyticke

pentady. PDB ID: 1BN7.

3.4.2 Vyznam a vyuZziti halogenalkandehalogenaz

Schopnost odstépit halogenu z uhlovodikového fetézce déla z HLDs velice zajimavou skupinu
proteind s Sirokym spektrem vyuziti. HLDs se vyuZzivaji pii detekovani nebo degradaci toxickych,
chemicky odolnych halogenovanych uhlovodika [50]. Piikladem detekovani halogenderivata
mohou byt bioindikatory pro detekci 1,2 — dichloretanu a dibrometanu, které jsou schopny
detekovat i stopové koncentrace od né€kolika ng/l [51]. Dalsi vyuziti nachazeji HLDs diky své
enantioselektivit¢ ve farmacii pii syntéze opticky cistych alkoholt, které jsou prekurzory
pii vyrobé 1éCiv. Nékteré HLDs dokdzi degradovat bojovy plyn yperit, a tudiz je lze uplatnit
i ve vojenském prumyslu [52]. Mezi vyhody pouzivani HLDs patii jejich snadna piiprava
a Setrnost k zivotnimu prostfedi. Nevyhodou je vyrazna zavislost jejich aktivity na teploté a pH,
pomémné nizka stabilita, a tim i Zivotnost, a Gasto nizka efektivita. Ukolem proteinového
inZenyrstvi je proto odstranéni téchto nevyhod a zlepSeni vlastnosti HLDs tak, aby jejich vyuZiti

Vv biotechnologickych aplikacich bylo co nejucinngjsi [48].

3.4.3 Halogenalkandehalogenaza DhaA

Protein DhaA je bakterialni enzym z podrodiny HLD-II. Pivodné byl objeven a nasledné
vyizolovan z gram-pozitivnich bakterii kmene Rhodococcus rhodochrous [53]. Primarni strukturu

proteinu DhaA tvoii fetézec aminokyselin ¢itajici 293 aminokyselin. Vickova doména se sklada
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Z Sesti o — helixt spojenych mezi sebou pomoci smycek. Stejné jako u ostatnich HLD, aktivni
misto DhaA je lokalizovano v duting, ktera je spojena s povrchem dvéma tunely — hlavnim a
vedlejSim. V aktivnim misté se nachazi katalytickd pentada, tvoiena nukleofilem (kyselina
asparagova), katalytickou bazi (histidin), katalytickou kyselinou (kyselina glutamova) a dvé
halogenid-stabilizujici aminokyseliny (tryptofan a asparagin). V piirod¢ je pfirozenym substratem

DhaA 1-chlorbutan, ale enzymovou aktivitu vykazuje i viéi jinym substratim [48].

Diky svym zajimavym katalytickym vlastnostem je tento protein pfedmétem proteinového
inZenyrstvi za UCelem zdokonaleni jeho vlastnosti, jako je stabilita, aktivita nebo substratova
specifita. Pfikladem takto vytvotfeného proteinu je mutantni varianta DhaA31, kter4 byla navrzena
pro degradaci toxického TCP [54]. Dal§im piikladem inZenyrované varianty, tentokrat s cilem
zlepSeni stability, je enzym DhaAll5, ktery byl navrZzen pomoci vySe zminéného softwaru
FireProt. Varianta DhaA115 nese celkem 11 mutaci a jeho teplota tdni (Tm, z angl. melting
temperature) je o 24,6 °C vyssi nez u divokého typu DhaA, coz z ni d€la nejstabiln€jsi popsanou
HLDs. Na rozdil od DhaA tvofi varianta DhaA115 vyssi oligomerni stavy. Pomoci rentgenoveé
krystalografie byla popsana struktura pro monomer a dimer [60]. Analyza elektronové difrakce
ukazala, ze dimerizace probiha zaménou domén dvou podjednotek mechanizmem, ktery dosud

nebyl popsan pro zddnou z HLDs [60].

Pravé nezvykle vysokd stabilita proteinu DhaAll5 vedla k vyzkumu jeho jednotlivych
stabilizujicich mutaci. Mechanizmus rozbalovani tohoto enzymu byl intenzivné studovéan
experimentalnimi metodami 1 pomoci molekulovych dynamik. Na zaklad¢ této analyzy byly
identifikovany regiony, které se béhem denaturace rozbaluji jako prvni, a do kterych byly umisténé
cilené mutace vedouci k dalsi stabilizaci struktury tohoto proteinu. Tato podrobna studie ukazala,
7e na zacatkll rozbalovani dochazi k oddéleni vickové domény od domény hlavni. Podstatou
navrzenych mutaci je posileni interakci drzicich domény u sebe. Nasledné byly vybrany vhodné
mutace, jejichZ vliv na stabilitu byl poté predikovan pomoci nastroje Rosetta. Celkové bylo

navrzeno Sest mutantnich variant (Obrazek 7 a 8), jejichz charakterizace je predmétem této prace.
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Obrizek 7: Struktura navrzenych mutaci proteinu DhaA. Sedé kuli¢ky znazortiuji mutace, které
obsahuje protein DhaA115. Barevné jsou vyobrazeny mutace navrzenych proteinti studovanych
Vv této praci. Svétle modrou barvou je vyznacena mutace K74F, kterou nese protein DhaA184,
zelené E208Y, kterd je obsaZena v proteinu DhaA 185, zlutou dvojice mutaci Q1501 a 1169L
(varianta DhaA186) a razovou barvou jsou oznaCeny mutace H188W a R204W (DhaA188).
Protein DhaA187 nese mutace Q150I, 1169L (zluté) a N207H a M186F (oranzové). Varianta
DhaA189 obsahuje mutace Q1501 + 1169L + M186F+ H188W + R204W + N207H. Zdroj: vlastni.

Obrazek 8: Vybrané oblasti struktury obsahujici navrzené mutace (A) 1169, M186, H188W, (B)
K74F, (C) Q150I, (D) R204W, N207H, E208Y. Zdroj: vlastni.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Material

4.1.1 Pristroje

e Analytické vahy HR-120-EC (A&D, Velka Britanie)

e Autoklav MLS-3780 (Sanyo, Japonsko)

¢ Biologicka tfepacka Innova 44/44R (New Brunswick Scientific, USA)

e Centrifuga 6-16K (Sigma, Némecko)

e Davkovac deionizované vody Neptune Ultimate (Purite, Velka Britanie)

e Elektroforeticka souprava PowerPac (Bio-Rad Inc, USA)

e Flowbox BIOBAN 48 (Angelantoni Life Science s.r.1., Italie)

e Hlubokomrazici box Innova U725 (New Brunswick Scientific, Némecko)

e Magnetickd michacka US 150 (Biby Scientific Limited, Velka Britanie)

e Multifunk¢ni reader mikrotitracnich desticek Synergy H4 (BioTek Instruments Inc., USA)

e pH elektroda Hamilton (Thermo Scientific, USA)

e purifikator BioLogic DuoFlow Maximizer 20 systém (Bio-Rad, USA)

e purifikator FPLC Akta (GE Healthcare Life Sciences, Némecko)

e stolni tiepaci inkubator NB-205 (N-BIOTEK, Jizni Korea)

e Spektrofotometr DS 11 (DeNovix inc, USA)

e Spektrometr Circular Dichroism Spectrometer Chirascan V100 (Applied Photophysics,
Inc., USA)

e Spektrometr UNcle (UNchained labs, USA)

e termoblok AccuBlock Digital Dry Bath (Labnet International Inc., USA)

e termocycler GenePro (Hangzhou Bioer Technology Co. Ltd., Cina)

e Vyultrazvukova vodni ldzenn Ultrasonic Compact Cleaner PS0300 (Notus Powersonic,
Slovensko)

e ultrazvukovy procesor UP200S (Hielscher, Némecko)

e vortex RS-VA10 (Phoenix Instrument, Némecko)
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4.1.2 Software

e BiolLogic DuoFlow 5.30 (Bio-Rad, USA)

e Chirascan (Applied Photophysics. USA)

e (Gen52.09.2 (BioTek Instruments Inc., USA)
e Microsoft Excel (Microsoft, USA)

e Origin (OriginLab corporation, USA)

e Unicorn (GE Healthcare, Némecko)

e PyMOL (Schrddinger, Inc., USA)

4.1.3 Chemikalie

Pro zajisténi nejpresnéjSich vysledkl byly pouzity pouze chemikalie klasifikované jako p.a.

(z lat., pro analysi), které jsou urCeny pro analytické tucely.

e 2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich)

e Agar (Sigma-Aldrich)

e Agarosa (Serva)

e Ampicilin (Serva)

e Bradfordové ¢inidlo (Sigma-Aldrich)

e Bromfenolova modi (Sigma-Aldrich)

e CutSmart pufr (New England Biolabs)

e Coomasie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad)
e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner)
¢ DNA polymerdza (New England Biolabs)
e DNaza (Sigma-Aldrich)

e Dpnl (Biolabs)

e Deoxynukleotidy (New England Biolabs)
e EDTA! (Sigma-Aldrich)

e Ethanol 96% (Penta)

e Kyselina dusi¢na (Sigma-Aldrich)

e Glycerol (Sigma-Aldrich)

! Kyselina ethyldiamintetraoctova
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e Glycin (Sigma-Aldrich)

e Hydrogenfosfore¢nan draselny (Penta)
e Hydroxid sodny (Sigma-Aldrich)

e Chlorid sodny (Penta)

e Imidazol (Sigma-Aldrich)

e IPTG? (Duchefa-Biochemie)

e LB3 (Sigma-Aldrich)

e Methanol (Sigma-Aldrich)

e Peroxodisiran amonny (Sigma-Aldrich)
e Phusion high fidelity pufr (New England Biolabs)
e Polyakrylamid (Sigma-Aldrich)

e Siran nikelnaty (Penta)

e SDS* (Sigma-Aldrich)

e TEMED?®( Sigma-Aldrich)

e Tris® (Sigma-Aldrich)

2 Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside

% lysogeny broth

* Dodecylsiran sodny

® Tetramethylethylenediamin

& 2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol
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4.2 Metody

4.2.1 Rizena mutageneze pomoci dvoukrokové PCR

Metoda dvoukrokové PCR (z angl., polymerase chain reaction) se vyuziva K vytvareni cilenych
mutaci V DNA. Tato metoda je zaloZena na dvou po sob¢ nasledujicich PCR. V prvni reakci se
(tzv. primery), ktery nese kyzenou mutaci (poptipadé vice mutaci). Pfed druhou reakci je tento
usek dsDNA (tzv. megaprimer) obvykle oddélen od zbytku PCR smési elektroforézou

vV agar6zovém gelu a nasledné izolovan pomoci komeréniho kitu. V druhém kole PCR je

.....

Tabulka 1: Tabulka navrZenych proteinti a jejich mutaci.

Protein Mutace

DhaAl184 DhaA115 + K74F

DhaA185 DhaA115 + E208Y

DhaA186 DhaA115 + Q1501 + 1169L

DhaA187 DhaA115 + Q1501 + 1169L + M186F + N207H

DhaA188 DhaA115 + H188W + R204W

DhaA189 DhaA115 Q1501 + 1169L + M186F+ H188W + R204W + N207H
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Varianty nesouci jednu aminokyselinovou zaménu (DhaA184, 185) byly pfipraveny pomoci PCR

navrzenym mutantnim forward primerem a univerzalnim pET reverse primerem. Dvojbodové

mutace (DhaA186, 188) byly vytvofeny pomoci dvou mutagennich primerd, z nichz kazdy nesl

jednu mutaci. Pro plazmid kédujici variantu DhaA 187 byl jako vychozi templat pouzit plazmid

DhaA 186 a kazdy primer obsahoval jednu ze zbyvajicich mutaci. Plazmid DhaA187 byl nasledn¢

pouzit jako templat K vytvoteni varianty DhaA189. Piehled vSech pouzitych primert a vychozich

DNA je uveden v tabulce.

Tabulka 2: Seznam pouzitych primerti a vychozi DNA.

Varianta Fw primer (5’-3') Rv primer (5’-3’) Vychozi
DNA

DhaA184 ATTGGTATGGGTAAAAGCGATTT pET rev DhaAl115
TCCTGATCTGGATTATCGTTTC

DhaAl185 CCGCTGTGGCGCTTTCCGAATTA  pET rev DhaAl115
TCTGCCGATTGCCGGTGAACCT

DhaAl186 GAATTTGCACGTGAACTGTTTAT AAATTTCGGCAGGATGCCTTCCA DhaAlil5
TGCATTTCGTACCCCGGATGTG GAAATGCGTTCTGATCAATAAT

DhaA187 CGTCCGCTGACCGAAGTTGAATT TTCACCGGCAATCGGCAGTTCAT DhaA186
TGATCATTATCGTGAACCGTTT GCGGAAAGCGCCACAGCGGTTC

DhaA188 CTGACCGAAGTTGAAATGGATTG AATCGGCAGTTCATTCGGAAACC DhaAl15
GTATCGTGAACCGTTTCTGAAA ACCACAGCGGTTCACGCCACAC

DhaAl189 CTGACCGAAGTTGAATTTGATTG AATCGGCAGTTCATGCGGAAACC DhaA187

GTATCGTGAACCGTTTCTGAAA

ACCACAGCGGTTCACGCCACAC
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1. Syntéza megaprimeru

Ve sterilnich podminkach byla pfipravena smés podle nasledujici tabulky:

Tabulka 3: Tabulka pouzitych komponent, jejich koncentrace a objem.

Komponenta Koncentrace Objem (ul)

Deionizovana H20 - 33,5
Polymeriza¢ni pufr (5x) 1x 10
Nukleotidy 10 mM kazdy 1
Fw primer 10 uM 2
Rv primer 10 uM 2
DNA Cca 100 ng/ pl 1

DNA Polymeraza 2000 U/ml 0,5

1.1. PCR byla provedena v termocykleru s nasledujicimi parametry:

Tabulka 4: Tabulka popisujici pribéh PCR.

Teplota Cas Pocet cyklu
Denaturace DNA 98 °C 30s 1
Denaturace DNA 98 °C 10s
Nasedani primera 55°C 20s 30
Dosyntetizovani DNA 72 °C 30s
Finalni dosyntetizovani DNA 72 °C 2 min 1

2. lzolace megaprimeru z PCR smési
2.1. DNA Elektroforéza v agar6zovém gelu
Agarézovy gel (1%) byl piipraven rozpusténim 1 g agarézy ve 100 ml TAE pufru’
(Tris - acetate-EDTA). K roztoku bylo pted ztuhnutim ptidano interkalanéi DNA barvivo
GelRed (6 pl). Gel tuhnul po dobu 30 minut. K 50 pul PCR smési bylo pfidano 10 pl nanaseciho
pufru a cely roztok byl nanesen na gel. Elektroforéza probihala po dobu 35 minut pii 120

V a 400 mA. Separovand a obarvend DNA byla vizualizovana v gelu modrym svétlem (Blue

740 mM Tris, 20 mM kyselina octova, 1 mM EDTA
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light Transilluminator). Frakce odpovidajici megaprimeru byla uréena na zakladé¢ porovnani

S hmotnostnim standardem a vyfiznuta z gelu.

2.2. Extrakce byla provedena komer¢ni soupravou NucleoSpin® podle uvedeného navodu.
a) Rozpusténi gelu s megaprimerem
b) Naneseni smési na kolonku se silika gelem.
c) Precisténi pufrem
d) Eluce megaprimeru
2.3. Koncentrace megaprimeru byla stanovena spektroskopicky z hodnot absorbance svétla

0 vlnové délce 260 nm.

3. Celoplazmidova PCR

Ve sterilnich podminkach byla pfipravena smés podle nasledujici tabulky.

Tabulka 5: Tabulka pouzitych komponent, jejich koncentrace a objem.

Komponenta Koncentrace Objem (ul)
Deionizovana H2O - 17,5
Polymerizac¢ni pufr (5x) 1x 5
Nukleotidy 10 mM kazdy 0,5
MegaPrimer Cca 100 ng/ ul 1
DNA Cca 100 ng/ ul 0,5
DNA Polymeraza 2000 U/ml 0,25

3.1. PCR byla provedena v termocykleru s nasledujicimi parametry:

Tabulka 6: Tabulka popisujici prabéh PCR.

Teplota Cas Pocet cyklu
Denaturace DNA 98 °C 30s 1
Denaturace DNA 98 °C 10s
Nasedéani primert 55°C 20s 30
Syntéza DNA 72 °C 2min30s
Finalni syntéza DNA 72 °C 8 min 1

4. Odstranéni templatové DNA restrikénim Stépenim
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7.

Ke smési PCR bylo ptidano 3 pl 5X CutSmart pufru (NEB) a 2 pl restrikéniho enzymu Dpnl
(20 U/ul). Stépeni probihalo po dobu 2 hodin pii 37 °C. Nasledné byl enzym Dpnl
denaturovan inkubaci pfi teploté 80 °C po dobu 20 minut.

Transformace bunék Escherichia coli DHS5a

Bakterie E. coli DH5a jsou geneticky upravené tak, aby maximalizovaly uspé$nost
transformace. Pro dosazeni cilovych vlastnosti obsahuje nékolik mutaci. Nejvyznaamné;jsi
mutaci je recA, predstavujici substituci glycinu 160 kyselinou asparagovou za ucelem
znemoznéni reakci s bakterialnimi rekombinazami. Dals$i charakteristickou mutaci je endAl,

ktera inaktivuje enzym endonukleazu, ktera ma schopnost degradovat vnaseny plazmid.

Ke 100 pl bakteridlni suspenze bylo ptidano 10 pul PCR smési po §tépeni Dpnl. Transformace

byla provedena teplotnim Sokem, ktery je podrobnéji popsan nize.

Ptiprava inokulaéni kultury
Nekolik bakterialnich kolonii bylo sterilné pteneseno do 10 ml LB roztoku s ampicilinem
(100 pg/ml).

Sm¢és byla inkubovana ptes noc pii 37 °C a pti 200 rpm (z angl., revolutions per minute).

Izolace plazmidu

7.1. Plazmidy byl z bakterialni suspenze izolovany pomoci komer¢ni soupravy NucleoSpin®.
a) Lyza bakterialnich bun¢k
b) Centrifugace smési
€) Naneseni supernatantu na kolonu se silika gelem
d) Piecisténi DNA
e) Eluce plazmidu

7.2. Uspé$nost mutageneze byla ovéfena pomoci sekvenace plazmidu, provedena firmou

Eurofins Genomics.
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4.2.2 Transformace chemokompetentnich bunék Escherichia coli

Transformace je proces, pii kterém buiika pfijiméa cizi genetickou informaci ze svého okoli.

Metoda transformace teplotnim $okem vyuziva p¥itomnosti Ca?* ionttl, které vyvolavaji v buiikach

pocit hladovéni a zaroven usnadnuji piekonani elektrostatické repulze mezi DNA a povrchem

bunky. Pii ndhlém zvySeni teploty na 42 °C se bakteridlni bunky dostavaji do stresového stavu

asnazi se piijmout cizorodou DNA z okoli. Zména teploty ma také vliv na permeabilitu

membrany, coZ usnadiiuje proces pienosu. Po opétovném zchlazeni bunc¢k dochézi k navratu do

klidového rezimu.

Cilovy enzym byl exprimovan v bakterialnich bunkach E. coli BL 21 (DE3), které byly

transformovany plazmidem pET21b nesouci gen kodujici dany protein.

1.
2.

Zmrazené chemokompetentni buriky E. coli a pfislusny plazmid byly rozmrazeny na ledu.
K 20 pl bunééné suspenze bylo piidano 2 pl plazmidu. Smés byla nésledné inkubovana na
ledu po dobu 30 minut.

Buiiky s plazmidem byly vystaveny teplotnimu Soku po dobu 45 sekund v termalnim bloku
zahiatém na 42 °C a nasledn¢ zchlazeny na ledu (5 min).

K bunikam bylo v aseptickych podminkach piidano 100 pl Zivného roztoku — SOC (z angl.
Super optimal broth) média.

Roztok s bunéénou suspenzi byl nasledné inkubovan pii 37 °C a 200 rpm Ve stolni tfepacce
po dobu 1 hodiny.

Bunécna suspenze byla za sterilnich podminek napipetovana na Petriho misku s agarovym
LB médiem obsahujici selekéni ¢inidlo — antibiotikum ampicilin 0 koncentraci 100 pg/ml,
a nasledné pomoci laboratorni hokejky rozetfena po celém povrchu.

Petriho miska byla inkubovana ptes noc pii teploté 37 °C.
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4.2.3 Exprese rekombinantniho proteinu

Exprese rekombinantnich proteinl je biotechnologickd metoda vyuzivana pro pfipravu proteint
ve vhodnych hostitelskych organismech (napt. bakterie, kvasinky, hmyzi nebo sav¢i bunky).
Pravdépodobné nejhojnéji vyuzivana je bakterie E. coli, a to pfedevsim diky snadnym tGpravam

jejiho genomu a jeji rychlé a efektivni kultivaci.

V této praci byl pro expresi cilového proteinu vyuzit kmen E. coli BL21 (DE3), jenz je geneticky
modifikovan pro snadné nacasovani a ovlivnéni exprese rekombinantniho proteinu. Genom kmene
BL21 (DE3) obsahuje gen lacl, jehoz funkeci je tvorba lac represoru, a konstrukt DE3, ktery koduje
T7 RNA polymerazu. Funkci T7 RNA polymerazy je transkripce sekvence plazmidu, ktera koduje
cilovy protein. Za standartnich podminek se na promotor genu DE3 vaze Lac represor, ktery
blokuje transkripci a tvorbu T7 RNA polymerazy. Diky tomu za téchto podminek nedochézi
k transkripci cilového proteinu. Pro zahajeni exprese se k buiikam ptidava IPTGS, které se vaze na
lac represor, ¢imz ho uvolni z promotoru a umozni tak tvorbu T7 RNA polymerazy, ktera zacne

transkribovat gen kodujici rekombinantni protein.

1. Piiprava inokula¢ni kultury
a. Z Petriho misky byla pomoci ockovaci klicky sterilné pfenesena jedna kolonie
do 10 ml roztoku LB média obsahujici ampicilin o koncentraci 100 ug/ml.
b. Nao¢kované médium bylo inkubovano pies noc pii 37 °C za stalého tfepani
200 rpm.
2. Kultivace
a. Inokula¢ni kultura byla pienesena do sterilniho LB (1 ) obsahujici ampicilin
(100 pg/ml)
b. Smés byla inkubovana pti 37 °C a 115 rpm do dosazeni optické hustoty
(ODsoonm) ~0,6.
c. Exprese rekombinantniho proteinu byla indukovana ptidanim IPTG do vysledné
koncentrace 0,5 mM.
d. Exprese probihala po dobu 20 hodin pfi 20 °C a 115 rpm.
3. Sklizeni
a. Bunky byly zcentrifugovany pii 4000 rpm a 4 °C po dobu 15 minut.

8 Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
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b. Supernatant byl odstranén a zbyly bunécny pelet rozsuspendovan v purifikacnim
pufru A°.

c. Ziskana smés byla poté ptelita do uzaviratelnych nadob a zmrazena pfti -70 °C.
4.2.4 Metaloafinitni chromatografie

Metaloafinitni chromatografie proteinu na imobilizovanych kovovych iontech (IMAC, z angl.
Immobilized metal ion affinity chromatography) je jednou z ¢asto vyuzivanych metod pro izolaci
rekombinantniho proteinu z bunék. Principem této metody je vysoka afinita kovovych iontt
(nejéastéji Ni%* nebo Co?*) k aminokyseling histidin, ktera je umisténa na C-konec proteinu v $esti
opakovanich (tzv. hexa-histidinova kotva) jako soucast pfislusného genu na plazmidu pET21b.
Nikelnaté ionty roztoku NiSO4 jsou imobilizovany na kolong, kterd obsahuje matrici z NTA,
Bunéény extrakt je nanesen na kolonu a pii pratoku dochédzi k navazani cilového proteinu
na nikelnaté ionty, zatimco ostatni proteiny bunééného lyzatu kolonou protékaji. Cilovy protein je
nasledné eluovan pufrem s vysokou koncentraci imidazolu, jehoz afinita k Ni*? iontiim je vy

nez u histidinu.

1. Zmrazena bunécna suspenze byla rozmrazena ve vodni lazni. Po jejim rozmrazeni byla do
smesi piidana DNaza (vyslednd koncentrace 2 pg/ml), ktera Stépi molekuly
deoxyribonukleovych kyselin a zvysuje tak efektivitu nasledné purifikace.

2. Buiky ve smési byly nasledné dezintegrovany pomoci sonikace!! s amplitudou 50 um,
ktera probihala ve tfech cyklech po 2 minutach. Po dobu procesu byla smés chlazena
ledem.

3. Bunécny extrakt byl nésledné zcentrifugovan pii 14 000 rpm a teploté¢ 4 °C po dobu
60 minut.

4. Pro nasledujici proces purifikace byly pfipraveny tyto pufry:

a. Purifikacni pufr A (ekvilibracni pufr)
b. Purifika¢ni pufr B (elu¢ni pufr)'?

5. Supernatant byl nasledné pfefiltrovan kvili odstranéni vétSich castic (velikost

poru: 0,44 um) a injektovan do automatizovaného systému pro rychlou kapalinnou

chromatografii proteinu (FLPC, z angl. Fast Protein Liquid Chromatography)

916 mM K;HPOQ4, 4mM KH,PO,4, 500mM NaCl, 10mM imidazol
19 pitriloctova kyselina

1 metoda dezintegrace bunéénych stén pomoci pulsii ultrazvukovych vin
1216mM KzHPO., 4mM KH,PO,4, 500mM NaCl, 500mM imidazol
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6. Purifikace probihala automaticky v péti krocich:

a.
b.
C.
d.
e.

Naneseni vzorku na kolonu a promyti systému ekvilibracnim pufrem.
Vymyti nenavazanych proteinti ekvilibraénim pufrem.

Eluce slabé navazanych proteini 10% gradientem elu¢niho pufru.
Eluce navazanych proteinti 60% gradientem elu¢niho pufru.

Vymyti systému a kolony elu¢nim pufrem.

7. Po skonleni byly zvlast odebrany frakce vymyté 10% gradientem a 60% gradientem

eluéniho pufru. Z kazdé frakce byl odebran vzorek pro analyzu obsazenych proteind

pomoci SDS-PAGE.

8. Kolona byla deaktivovdna odstranénim nikelnatych iontéi pomoci stripovaciho pufru®®

a nasledné uchovana v 20% ethanolu.

9. Frakce byly nadéle uchovany pfi teploté 4 °C.

4.2.5 Gelova permeacni chromatografie

Metoda gelové permeacni chromatografie (GPC, z angl. Gel permeation chromatography) je

separac¢ni metoda, ktera se pouziva pro rozdé€leni castic ze smesi na zakladé jejich velikosti a tvaru.

Béhem analyzy protéka smeés pies kolonu s porovitou matrici. Molekuly stejné velké nebo mensi

jako péry matrice do pért vnikaji, tudiz prochazeji kolonou déle, coz mé za nasledek zvyseni jejich

retencniho Casu. Naopak vétsi molekuly diky své velikosti v porech neziistavaji viibec, nebo jen

velmi kratky Cas. K jejich vymyti tedy dochazi diive.

o~ 0P

Jako mobilni faze byl pouzit 50mM draselno-fosfatovy pufr o pH 7,5.

Systém a kolona byly promyty pufrem.

Smés proteinu byla nanesena na gelovou kolonu Superdex 16/600 200 pg HiLoad
Separace probihala eluci fosfatovym pufrem rychlosti 1 ml/min.

Jednotlivé oddélené frakce, detekované pomoci UV absorbance o vinové délce 280

nm, byly odebirany v 2 ml alikvotech a uchovany pfi teploté 4 °C

4.2.6 SDS gelova elektroforéza

SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE,z angl., sodium dodecylsulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis) je analytickd separa¢ni metoda zalozena na rozdilné rychlosti

13 20mM Tris, 500mM NacCl, 130mM EDTA
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migrace jednotlivych proteinti v elektrické poli. Bézn¢ se vyuziva naptiklad k stanoveni Cistoty
proteinu ve vzorku. Jednd se o elektroforézu v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti
dodecylsiranu sodného (SDS, z angl., sodium dodecylsulfate). SDS ptidané ke vzorku proteinu
zpusobi jeho denaturaci a udéli molekuldm proteinu jednotny zdporny naboj. Smés obsahuje také
2-merkaptoalkohol, ktery plni funkci redukéniho ¢inidla a redukuje sulfidické mustky v proteinu.
Denaturované molekuly proteinu tak migruji gelem rozdilnou rychlosti pouze na zakladé¢ jejich

velikosti.

1. Vzorky byly pfipraveny smichanim 3-10 pl jednotlivych frakei z purifikace s 6 pl
nanasejiciho pufru’* a dofedény sterilni H-O na vysledny objem 26 pl.

2. Ptfedem piipraveny polyakrylamidovy gel (11%) byl ulozen do elektroforetické aparatury
a nasledné zalit Tris-glycinovym pufrem®®.

3. Do prvni jamky bylo napipetovano 5 ul hmotnostniho standardu (=smés denaturovanych
proteini se znamou molekulovou hmotnosti obarvenych bromfenolovou modii)
a do dalsich jednotlivych jamek bylo poté naneseno 10 pl jednotlivych vzorkd.

4. Elektroforéza probihala ptiblizn¢ 40 minut pii konstantnim napéti 200 V.

5. Po skonceni byly proteiny v gelu gel 30 minut detekovany inkubaci s barvivem InstantBlue
Protein Stain.

6. Pro odstranéni piebyte¢ného barviva byl gel vlozen na 30 minut do destilované vody.

7. Analyza gelu byla provedena pomoci densitometrie.
4.2.7 Nativni gelova elektroforéza

Nativni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu je elektroforetickd metoda slouzici k analyze
kvartérni struktury proteinu, tzn. rozliSeni jednotlivych oligomernich stavii. Narozdil od SDS-
PAGE pfi analyze nedochézi k denaturaci vzorku (absence SDS), a proto je rychlost migrace
proteinu ovlivnéna kromé velikosti také tvarem a nabojem proteinu. Vzhledem k tomu neni tato
metoda vhodnd k urcovani hmotnosti proteinu, ale spiSe k urceni jeho kvarterni struktury.
K migraci dochazi, protoZe vétSina proteinil v zasaditém pufru nese zaporny naboj. Vzorky byly

pripraveny smichanim 20 pl roztoku proteinu a 20 ul nanaejiciho pufru®®.

14 10% glycerol, 6% 2-merkaptoethanol, 2% SDS, 0,2% bromfenolova modt a 0,05M Tris
15 50mM Tris, 0,1 % SDS, 384mM glycin a 2mM EDTA
16 62.5 mM Tris, 10% glycerol, 0.01 % Bromophenol blue

42



Ptedem pfipraveny polyakrylamidovy gel (11%) byl uloZen do elektroforetické aparatury
a nasledné zalit pufrem?’.

Do jamek bylo napipetovano 15 pl vzorku.

Elektroforéza probihala ptiblizné 180 minut pii konstantnim napéti 150 V.

Detekce a analyza gelu byla provedena stejnym zpuisobem jako u SDS elektroforézy

popsané vyse.

4.2.8 Stanoveni dehalogenazové aktivity Iwasakiho metodou

Halogenalkandehalogenazy jsou enzymy schopné hydrolyticky Stépit vazbu mezi uhlikem

a halogenem v halogenovanych uhlovodicich za vzniku pftislusného alkoholu, halogenidového

anionu a protonu [55]. V této praci byla dehalogenazova aktivita jednotlivych enzymovych variant

stanovena pomoci detekce volnych halogenidovych aniontd metodou dle Iwasakiho [56].

Principem této metody je vytésnéni thiokyanatového aniontu (SCN°) z Iwasakiho ¢inidla I

(thiokyanat rtutnaty - HQ(SCN)2) enzymaticky vznikajicim halogenidem X°. Vytésnény

thiokyanatovy aniont tvofi po pridani Iwasakiho ¢inidla II (Siran zelezito-amonny - NHsFe(SO4)2)

komplex s Zelezitym iontem (FESCN?*), ktery je ¢ervené zbarveny a Ize ho detekovat pomoci

absorbance svétla o vinové délce 460 nm.

1.
2.

Rozpousténi substratu a méfeni enzymovych aktivit probihalo pfi teploté 37°C.
Roztok se substratem byl pfipraven smichanim 10 ml glycinového pufru® s 10 ul 1,2-
dibromoetanem a nasledné byl inkubovan pii po dobu 30 minut.
Pro stanoveni aktivity byly do mikrozkumavek ptipraveny nasledujici roztoky:

a. Slepy vzorek pufru (1 ml glycinového pufru, 100 pl 35% HNO3)

b. Slepy vzorek enzymu (1 ml roztoku enzymu v glycinovém pufru, 100 pl 35%

HNO3)

. Slepy vzorek substratu (1 ml roztoku substratu po inkubaci, 100 ul 35% HNO3)

d. Mikrozkumavky pro jednotlivé odbéry (100 pl 35% HNOs)
Reakce byla zahajena pfidanim 200 pl enzymu o koncentraci 1 mg/ml do reakéni smési.
V jednotlivych casovych intervalech bylo z reakéni smési odebirdno 1 ml do ptipravenych
mikrozkumavek s kyselinou dusi¢nou, ¢imz doslo k denaturaci enzymu a zastaveni reakce.
Po odebrani vSech vzorkli bylo do kazdé¢ mikrozkumavky ptidano 100 pl Iwasakiho

roztoku I a 200 pl Iwasakiho roztoku II.

17 25mM Tris, 192mM Glycine, pH 8,3
18 100mM glycin, pH 8.6
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7. Po promichani byl kazdy vzorek rozpipetovan po 100 pl na mikrodesticku v osmi
opakovanich.

8. Vzorkim byla méfena absorbance pti 460 nm.

9. Aktivity jednotlivych enzymt byly vypocitany z hodnot absorbance pomoci smérnice
kalibra¢ni kiivky zévislosti absorbance pii 460 nm na zndmé koncentraci bromidu

draselného (s pfidanymi Iwasakiho ¢inidly).
4.2.9 Spektroskopie cirkularniho dichroismu

Cirkularni dichroismus (CD) je velmi citliva metoda vyuzivana pro pozorovani strukturnich zmén
biomolekul, jako jsou proteiny, nebo nukleové kyseliny. Princip metody je zalozen na rozdilné
absorpci levotoCivé a pravotoCivé polarizovaného svétla zkoumanou latkou. P#i pruchodu
moduldtorem je roviné€ polarizované svétlo Stépeno na dveé kruhove polarizované slozky. Vysledné
zateni se po pruchodu latkou 1isi od pivodniho diky odlisné absorpci téchto slozek. Tento rozdil
je métfen v jednotkach elipticity a nazyva se cirkularni dichroismus. Podminkou pro analyzu
pomoci CD je chiralita zkoumané latky. CD lIze vyuzit pro monitorovani konformacnich zmén
proteind, jako je denaturace, pii které dochdzi k rozbaleni struktury proteinu. Tyto zmény miizeme
sledovat zejména z divodu absorpce peptidickych vazeb v oblasti 180-240 nm, které se vyskytuji
v sekundarnich elementech proteinu, jako jsou alfa helixy a beta skladané listy. DalSimi
absorbujicimi latkami jsou poté disulfidické mustky (260 nm) a aromaticka rezidua (250-290 nm).

Vysledna CD spektra vznikaji jako soucet vSech spekter jednotlivych absorbujicich elementi [57].
Meéreni spektra

1. CD spektra proteini byla naméfena spektrometrem Circular Dichroism Spectrometer
Chirascan V100.
2. Do spektrofotometrické kyvety bylo napipetovano 0,3 ml roztoku proteinu (koncentrace
ptiblizné 0,2 mg/ml).
3.V programu Chirascan byly nastaveny nasledujici parametry:
- Teplota 25° C.
- Rozmezi vlnovych délek 190-260 nm.
- Sitka jednotlivého vlnového pasma 1 nm.
- Integracni ¢as 0,5 s.

- 5 opakovani.
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4. Vysledné spektrum bylo ziskdno zprimérovanim 5 méteni a odecCtenim spektra pufru,
naméteného za stejnych podminek.
5. Hodnoty elipticity byly nasledné normalizovany pomoci koncentrace a poctu residui

proteinu na pramérnou elipticitu jednoho rezidua (MRE, z angl. mean residual elipticity).

Meéreni profilu teplotni denaturace

1. Do spektrofotometrické kyvety bylo napipetovano 0,3 ml roztoku proteinu (koncentrace
piiblizné 0,2 mg/ml).
2. V programu Chirascan byly nastaveny nasledujici parametry:
- Rozmezi teplot: 25-93 °C.
- Vlnova délka svétla: 227 nm.
- Rychlost zmény teploty:1 °C/1 min.
3. Pro porovnani stability jednotlivych variant byla zvolena teplota odpovidajici inflexnimu
bodu teplotni kiivky (tzv. zdanliva teplota tani). Tento bod byl stanoven aproximaci kiivky

sigmoidni funkci pomoci nelinedrni regrese.
4.2.10 Fluorescencni spektroskopie

Fluorescencni spektroskopie je univerzalné¢ pouzivana technika v pfirodnich védach, hojné
vyuzivana i pro sledovani zmén ve struktufe proteint. Pfi osviceni vzorku proteinu svétlem
0 vhodné vlnové délce (260-290 nm) dochazi k excitaci elektrontt v aromatickych
aminokyselinach (tryptofan, tyrosin a fenylalanin). Pfi jejich pfechodu zpét na ptivodni
energetickou hladinu se energie uvoliiuje ve formé fotonu o vyssi vinové délce. Fluorescenéni
spektrum proteinil je nejvice ovlivnéno spektrem tryptofanu, a to zejména proto, Ze ze zminénych
aminokyselin ma nejvyssi kvantovy vytézek (tzn. pomér emitovanych a absorbovanych fotont).
Fluorescence tryptofanu je vyznamné ovlivnéna prostfedim a jeho spektrum se méni v zavislosti
na jeho okoli. Pfi procesu denaturace dochazi k rozbalovani proteinu a tryptofan, ktery je
hydrofobni, a proto se ¢asto nachazi sbaleny uvnitf, se dostava do kontaktu s vodou. Pfi tomto
procesu se emisni maximum posouva do vyssich vinovych délek (tzv. ¢erveny posun, angl. red

shift), ¢ehoz lze vyuzit pfi monitorovani tohoto procesu [58].

1. Fluorescenc¢ni spektra vzorki byla méfena na piistroji UNcle (UNchained labs)
2. Excitace proteinovych fluoroforti byla provedena svétlem o vinové délce 266 nm a emisni

spektra méfena v rozmezi 300-400 nm.
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3. Spektra byla monitorovana v rozmezi 25-95 °C rychlosti 1 °C/min.
Pro vyhodnoceni byla vyuzita zavislost primérné emisni vinové délky (AEW, z angl. average
emission wavelength) v rozmezi 300-400 nm na teploté. Pro vypocet AEW plati nasledujici

rovnice:

_ 2lqa
(9) AEW =X,

kde a znadi vinovou délku a la fluorescencni intenzitu ve vinové délce a.

4.2.11 Globalni analyza denaturacnich krivek

Energetika rozbalovani jednotlivych variant byla kvantifikovana globalni analyzou namétenych
denatura¢nich k¥ivek v programu Calfitter [61]. Experimentalné bylo zjisténo, Ze mechanismus
rozbalovani proteinu DhaAwt a DhaA 115 je Castecné reversibilni a skladd se minimalné ze dvou
kroku. Jelikoz studované varianty obsahuji maly pocet mutaci, 1ze u nich o¢ekavat podobny
mechanismus. V této praci jsou analyzovany pouze dvé kiivky pro kazdou variantu, a proto je
nutné pro kvantifikaci Gibbsovy aktivaéni energie rozbalovani zapotiebi aproximovat
mechanismus rozbalovani jednoduchymi modely. Z toho dtivodu byla data analyzovana pomoci

nasledujicich tfi modelu.

Prvnim modelem je jednokrokovy ireversibilni mechanismus (N-> D), popisujici kineticky fizenou
denaturaci (D) nativniho stavu (N). Model umoziuje robustni odhad kinetické bariéry rozbalovani
s vysokou piesnosti, protoze je nejjednodussi a ma nejméné parametrd, ale neni piesny pfi

prolozeni dat.

Druhy model — dvoukrokovy, ¢asteéné reversibilni model (N=1->D) popisuje univerzalni
mechanismus rozbalovani proteint, u kterého je nativni stav (N) v rovnovéze s intermediatem (I),
ktery ireversibiln¢ denaturuje (D). Tento model nejlépe vystihuje skuteény mechanismus
rozbalovani testovanych variant, ale kvili malému experimentalnimu datasetu kvantifikuje druhy

krok rozbalovani proteinu s vysokou odchylkou.

Poslednim testovanym modelem je dvoukrokovy ireversibilni mechanismus (N-=>1->D), ktery
popisuje krajni ptipad ptedchoziho modelu, ve kterém je rychlost zpétné reakce sbalovani (I->N)
zanedbatelna v porovnani s rychlosti rozbalovani (N->1). Model poskytuje nejpiesnéjsi prolozeni
dat, ale kvuli malé velikosti analyzovaného datasetu ma vysokou nepiesnost v odhadu druhého

kroku, podobné jako v ptipadé predchoziho modelu.
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Vysledna hodnota Gibbsovy aktiva¢ni energie rozbalovani byla stanovena jako vazeny prameér
hodnot parametrQ, ziskanych na zakladé proloZeni dat tfemi vySe zminénymi modely, podle
nasledujici rovnice:
-
R
kde wi odpovida vaze hodnoty parametru x; (konkrétné AG* z jednotlivych prolozeni k¥ivek) a je
rovna obracené hodnoté standartni odchylky (SD) hodnot ziskanych danym modelem (w; = 1/SD;).

Vazena odchylka hodnot spocitanych vazenym primérem byla vypocitana podle rovnice:

ay  ye [P

(M-1) '
S ZiL Wi

kde wi je vaha hodnoty Xi, Xje vazeny pramér a M je pocet hodnot Xi. (tzn. 3).
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5 VYSLEDKY

5.1 Priprava proteint

5.1.1 Mutageneze
Plazmidy nesouci genetickou informaci pfipravovanych enzymi byly vytvofeny metodou
fizené mutageneze pomoci dvoukrokové PCR.

Plazmidy pro varianty DhaA184, 185, 186, 187, 188 a 189 byly Gispé$né navrzeny a ptipraveny.

Spravna sekvence geni byla ovéfena pomoci sekvenace (Obrazek 9).

Q150I 1169L
115 A ACTIGITITNIG A BEIc A TnTcET AcccclE A TETEEET BT e A ACTE AT ARTBATC ABA ACHIC AT ATCE A ABBIC AMCCTBCCEA A AR
184 AACTGTTTCAGGCATTTCGTACCCCGGATGTGGGTCGTGAACTGATTATTGATCAGAACGCATTTATCGAAGGCATCCTGCCGAAAT
185 AACTGTTTCAGGCATTTCGTACCCCGGATGTGGGTCGTGAACTGATTATTGATCAGAACGCATTTATCGAAGGCATCCTGCCGAAAT
igg AACTGTTTATTGCATTTCGTACCCCGGATGTGGGTCGTGAACTGATTATTGATCAGAACGCATTTETCGAAGGCATCCTGCCGAAAT
187 AACTGTTTATTGCATTTCGTACCCCGGATGTGGGTCGTGAACTGATTATTGATCAGAACGCATTTETCGAAGGCATCCTGCCGAAAT
188 AACTGTTTCAGGCATTTCGTACCCCGGATGTGGGTCGTGAACTGATTATTGATCAGAACGCATTTATCGAAGGCATCCTGCCGAAAT
189 AACTGTTTAFRTGCATTTCGTACCCCGGATGTGGGTCGTGAACTGATTATTGATCAGAACGCATTTETCGAAGGCATCCTGCCGAAAT
K74F
iéi TAAACCTRIATCTEIBAT TATCEBIT T TCHATBATCATRITBICEIT T ATCTRBIBIATBIC AT TTATTBA ABICACTOIBIBITCTOIBA ABIA ABIT TRITIBIC T]
185 I TCCTGATCTGGATTATCGTTTCGATGATCATGTGCGTTATCTGGATGCATTTATTGAAGCACTGGGTCTGGAAGAAGTTGTGCT
186 AAACCTGATCTGGATTATCGTTTCGATGATCATGTGCGTTATCTGGATGCATTTATTGAAGCACTGGGTCTGGAAGAAGTTGTGCT
186 AAACCTGATCTGGATTATCGTTTCGATGATCATGTGCGTTATCTGGATGCATTTATTGAAGCACTGGGTCTGGAAGAAGTTGTGCT
187 "AAACCTGATCTGGATTATCGTTTCGATGATCATGTGCGTTATCTGGATGCATTTATTGAAGCACTGGGTCTGGAAGAAGTTGTGCT
188 " AAACCTGATCTGGATTATCGTTTCGATGATCATGTGCGTTATCTGGATGCATTTATTGAAGCACTGGGTCTGGAAGAAGTTGTGCT
189 "AAACCTGATCTGGATTATCGTTTCGATGATCATGTGCGTTATCTGGATGCATTTATTGAAGCACTGGGTCTGGAAGAAGTTGTGCT

M186F H188W R204W N207H E208Y

115 BICTBIACCHIA ABITTBA A ATBIBIATCAT T AT CHITIBIA ACCBITTTCTBIA A ACCBIBITEITEIBICEBITE A ACCBIcTEITBBICBICTTTCCllA ATBIA AC
188 :GCTGACCGAAGTTGAAATGGATCATTATCGTGAACCGTTTCTGAAACCGGTGTGGCGTGAACCGCTGTGGCGCTTTCCGAATGAAC
185ZGCTGACCGAAGTTGAAATGGATCATTATCGTGAACCGTTTCTGAAACCGGTGTGGCGTGAACCGCTGTGGCGCTTTCCGAATTATC
122ZGCTGACCGAAGTTGAAATGGATCATTATCGTGAACCGTTTCTGAAACCGGTGTGGCGTGAACCGCTGTGGCGCYTTCCGAATGAAC
187 -GCTGACCGAAGTTGAATRTHGATCATTATCGTGAACCGTTTCTGAAACCGGTGTGGCGTGAACCGCTGTGGCGCTTTCCGEATGAAC
188 :GCTGACCGAAGTTGAAATGGATT TATCGTGAACCGTTTCTGAAACCGGTGTGGCGTGAACCGCTGTGGTG TTTCCGAATGAAC
189:GCYGACCGAAGTTGAATTTGATT.YATCGTGAACCGTTTCTGAAACCGGTGTGGCGTGAACCGCTGYGGTGITTTCCGCATGAAC

Obrazek 9: Zaznam sekvenacniho ovéfeni ptipravenych plasmida.
5.1.2 Transformace, exprese a purifikace

Cilové enzymy byly exprimovany v chemokompetentnich buiikach bakterie E. coli BL21

(DE3), jez byly transformovany vektorem nesoucim DNA daného proteinu.
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Purifikace proteinti byla provedena pomoci metaloafinitni chromatografie (Obrazek 10).
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Obrazek 10: Zaznam purifikace proteinu DhaA184 (A), DhaAl185 (B), DhaA186 (C),
DhaA187 (D), DhaA188 (E) a DhaA189 (F) zachyceny absorpénim detektorem. Plné kiivka

reprezentuje absorbanci pii vinové délce 280 nm v zavislosti na retenénim objemu. PferuSovana

ktivka znézoriiuje koncentraci elu¢niho pufru v prubéhu procesu (0 %, 10 %, 60 % a 100 %).

Barevné jsou zndzornény sebrané frakce (modra odpovidé frakcim vymytym 10% gradientem

eluéniho pufru, ¢ervena 60% gradientem).
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Cilové proteiny byly eluovany ve dvou frakcich, odpovidajici 10% a 60% gradientu elu¢niho

pufru. Frakce byly néasledné¢ odd€lené uchovavany pii teploté 4 °C.

Cistota cilového proteinu v jednotlivych frakcich byla poté ovéfena pomoci SDS elektroforézy

V polyakrylamidovém gelu (Obrazek 11).

DhaA184 DhaA185 DhaA188 DhaA186 DhaA187 DhaA189
kba M 10 60 1060 10 60 | |kba M 10 60 10 60 10 60
66 75 .:””TE
45 66
45 |
35 - 35 .
A <y, M -
25 25
20 =
18 + 18
14 S - 14

Obrazek 11: SDS-PAGE analyza frakci proteinu DhaA 184, 185, 186, 187, 188 a 189. VSechny
vzorky putovaly gelem jako péas odpovidajici proteinu o molekulové hmotnosti pfiblizné 35

kDa.

Analyzou intenzit vzorkl v gelu pomoci denzitometru byla vysledna ¢istota proteind u vzorkt
DhaA184, 185, 186, 187 a 188 stanovena na vice nez 90 %. Frakce proteinu DhaA189
obsahovaly vice nez 10 % necistot, jak je patrné z gelu na obrazku. U vSech proteint byla istota
60 % gradientu vyssi nez 10 %. Vizualni rozdily mezi gely na obrazku jsou dusledkem riiznych

koncentraci proteinovych vzorkt pfi analyze.
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Koncentrace vsech frakci byla stanovena spektrofotometricky a pouzita pro vypocet celkového

vytézku proteinu na litr bakterialni kultury (Tabulka 7).

Tabulka 7: Tabulka popisujici vytézky jednotlivych proteint.

10% gradient ~ 60% gradient Celkovy vytéZek

DhaA184 46,2 mg 29,7 mg 75,9 mg
DhaA185 41,4 mg 20,7 mg 62,1 mg
DhaA186 46,8 mg 27,9 mg 74,7 mg
DhaA187 26,4 mg 21,6 mg 48 mg

DhaA188 11,7 mg 12,6 mg 24,3 mg
DhaA189 3,4 mg 9mg 12,4 mg

Primérny vytézek variant byl pfiblizné 50 mg, coz je méné, nez Cini vytézek DhaAll5
(cca 110 mg/l bakterialni kultury). Nejvyssi vytézky byly zaznamenany u variant DhaA184

a 186. Naopak vyrazné nizsi vytézek méla varianta DhaA189.
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5.2 Charakterizace proteinua

5.2.1 Urceni kvarterni struktury

Kvarterni struktura vsech studovanych enzymi byla urena pomoci gelové permeacni

chromatografie (Obrazek 12).
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Obrazek 12: Zaznam analyzy frakci 10% (A) a 60% (B) gradientu pomoci gelové permeacéni

chromatografie.

Frakce vymyté 10% gradientem elu¢niho pufru u vSech variant obsahovaly ptevazné Cisty
monomer (pik v retenénim objemu ~ 17 ml). Frakce 60% gradientu obsahovaly kromé
monomeru ve vSech ptipadech (s vyjimkou DhaA187) také malé mnozstvi dimeru a v piipadé
variant DhaA184 a 185 i stopové mnozstvi tetrameru. U varianty DhaA189 je patrny drobny
pik v reten¢nim objemu ~ 50 ml, ktery odpovida agregovanému proteinu. Pomoci integralniho

vypoctu bylo stanoveno procentualni zastoupeni jednotlivych konformaci (Tabulka 8).

52



Tabulka 8: Tabulka procentualniho zastoupeni jednotlivych konformaci studovanych enzymi.

Protein s nejvyssim zastoupenim monomeru (M) byla varianta DhaAl187, ktera jako jedina

neobsahovala zadné jiné oligomerni stavy. Naopak nejvice oligomernich stavli (zejména

dimeru (D) obsahovala varianta DhaA186. U varianty DhaA189 byla pozorovana vyrazna

agregace (A).

Gradient M(%) D (%) A(%)

10% 99 1 -
DhaA184

60% 90 7 -

10% 98 1,5 -
DhaA185

60% 90 9 -

10% 93 2 -
DhaA186

60% 85 14 -

10% 93 - -
DhaA187

60% 99 - -

10% 98,5 0,5 -
DhaA188

60% 95 4 -

10% 70 5 20
DhaA189

60% 83 4 13
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Pro vyssi rozliSeni jednotlivych oligomernich stavli byly vzorky 60% gradientu analyzovéany

metodou NATIVE-PAGE (Obrazek 13).
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Obrazek 13: NATIVE-PAGE analyza proteinti DhaA184 (A), 185 (B), 186 (C), 187 (D), 188
(E) a 189 (F).

Vysledky analyzy jsou v souladu s vysledky ziskanymi z GPC. Varianty DhaA184 a 185
obsahuji kromé monomeru jeSté¢ dimer a tetramer, varianty DhaA186, 188 a 189 kromé
monomeru pouze dimer. Na gelu se vzorkem DhaA189 jsou patrné agregaty, viditelné jako
nejasny pas cilového proteinu. Podobny jev lIze pozorovat i u varianty DhaA187, coz je

ale v rozporu s GPC a je pravdépodobné zptisoben stafim vzorku v dob¢ analyzy.
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5.2.2 Stanoveni dehalogenazové aktivity

Pro ovéfeni spravnosti sbaleni studovanych proteinti byla testovana jejich biologické funkce.

Dehalogenazova aktivita enzymu byla stanovena pomoci Iwsakiho metody (Tabulka 9).

Tabulka 9: Tabulka enzymovych aktivit testovanych variant se substratem 1,2 dibromethan
pfi teploté 37 °C.

Aktivita
(umol s*/mg enzymu)

DhaA184 0,033 +0,0014
DhaA185 0,014 +0,0008
DhaA186 0,010 +0,0007
DhaA187 0,057 +0,0022
DhaA188 0,009 +0,0004
DhaA189 0,064 +0,0056

Hodnoty aktivit se vyznamné lisi, coz je dusledkem posunu teplotniho optima kazdého proteinu
do jinych teplot. VSechny studované enzymy vykazovaly enzymovou aktivitu, z ¢ehoz lze
usoudit, Ze proteiny byly spravné sbaleny a vlozené mutace nemély negativni dopad na jejich

biologickou funkci.
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5.2.3 Méreni CD spektra

Spravnost sbaleni byla kromé stanoveni dehalogenazové aktivity ovéfena také pomoci spekter

cirkularniho dichroismu (Obrazek 14).
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Obrazek 14: Normalizovana CD spektra studovanych proteinti.

Spektra vSech testovanych proteinit vypadaji velmi podobné jako spektrum nativniho stavu
proteinu DhaA115, coz potvrzuje vysledky o spravnosti sbaleni proteini stanovené pomoci
dehalogenazové aktivity. Nejnizsi hodnoty elipticity byly naméfeny ve vinovych délkach 224
a 227 nm, coz je pro spektra halogenalkandehalogenaz charakteristické. Spektrum proteinu
DhaA 188 ma nizsi hodnoty minima, coz je pravdépodobné zplisobeno drobnymi zménami v

sekundarni struktufe proteinu vlozenim dvou tryptofant.
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5.2.4 Teplotni denaturace

Teplotni denaturace byla studovana pomoci dvou spektroskopickych metod, fluorescenéni

spektroskopii (Obrazek 16) a spektroskopii cirkularniho dichroismu (Obrazek 15).
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Obrazek 15: CD denaturacni kiivky studovanych proteinti sestrojeny jako zavislost elipticity

ve vinové délce 227 nm na rostouci teplot¢.

Pro vSechny kiivky je charakteristicka zména signalu v teplotnim rozmezi ptiblizné 50-70 °C,
coz odpovida postupnému rozpadu sekundarnich struktur béhem rozbalovani proteinu. Ktivky

se lisi posunutim sigmoidniho piechodu vici teploté, ve které dochazi k jejich denaturaci.
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Obrazek 16: Fluorescencni denaturacni kiivky studovanych proteini sestrojenych jako

zéavislost primérné emisni vinové délky na rostouci teploté.

Pro kiivky vSech variant krom¢ DhaA 189 je spolecny rast hodnot AEW v teplotnim rozmezi
55-75 °C, ktery je zpisoben zmé&nami v terciarni struktufe béhem rozbalovani proteinu. Kiivky
se lisi posunutim sigmoidniho pfechodu vuci teploté, ve které dochazi k jejich denaturaci.
Ktivka varianty DhaA189 ma odlisny tvar a zminény pfechod neobsahuje, coz je zplisobeno

nejspiSe vysokou mirou agregace tohoto proteinu.

Pro porovnani stabilit jednotlivych variant byla pro ucely této prace zvolena teplota,
odpovidajici inflexnimu bodu jednotlivych sigmoidnich kiivek (Tm) (Tabulka 10). Tato teplota
je oznacena jako teplota tani (Tm), nicméné diky nevratnosti denatura¢niho procesu se nejedna

o “pravou’ teplotu tani zminénou v teoretickém uvodu.
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Tabulka 10: Tabulka stanovenych teplot tani Tm. Poml¢kou jsou znazornény piipady, které
nebylo mozné analyzovat.

Fluorescence Cirkularni dichroismus
Tm (°C) ATm (°C) Tm (°C) ATm (°C)

DhaAl184 64,0 £0,0 -10,2 60,4 +£0,1 -10,4
DhaA185 68,3+0,3 -5,9 65,4 +0,1 -5,4
DhaA186 72,0+£0,0 -2,2 67,2+0,1 -3,6
DhaA187 62,1 +0,2 -12,1 58,1+0,1 -12,7
DhaA188 72,0+0,1 -2,2 68,2 +0,1 -2,6
DhaA189 - - 51,2+0,1 -19,4
DhaAl115 74,2 +£0,1 0 70,8 £0,2 0

DhaAwt 50,7+0,4 -23,5 48,5+0,2 -22,3

v

Na zakladé¢ prvotni analyzy bylo zjisténo, Ze nejstabilnéjsi jsou proteiny DhaA188 a DhaA186.
Naopak nejméné stabilni jsou varianty DhaA 184, DhaA187 a DhaA189. Zadna z variant neni

dle analyzy stabiln¢j$i nez varianta DhaA115.
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5.2.5 Globalni analyza denaturacnich krivek

Denaturacni ktivky ziskané pomoci fluorescencni spektroskopie a spektroskopie cirkularniho
dichroismu byly pro kazdou variantu analyzovany globaln¢ v programu Calfitter (Obrazek 17).

Varianta DhaA189 nebyla z divodu agregace analyzovana.
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Obrazek 17: Normalizované denaturacni kiivky zavislosti cirkularniho dichroismu (oteviené
symboly) a fluorescence (plné symboly) na teploté jednotlivych variant. (A) DhaA184, (B)
DhaA185, (C) DhaA186, (D) DhaA187, (E) DhaA188, (F) DhaAwt (Seda) a DhaAll5 (Cerna).
ProloZeni dat dvoukrokovym ireversibilnim modelem rozbalovani je znazornéno ¢ernou ¢arou
(bilou v ptipadé fitu fluorescencni kiivky DhaAllS5), kfivka proloZzend daty DhaAwt

predstavuje fit do dvoukrokového, ¢astecné reversibilniho modelu. Nad grafy denaturacnich
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kiivek je zobrazen graf znazoriiujici odchylky jednotlivych bodi od prolozené kiivky,

popisujici jeho presnost (tzv. residualy).

Globalni analyza dat pomoci tii riznych modelti umoznila robustni kvantifikaci mechanismu
rozbalovani jednotlivych variant a odhalila, ze vloZené mutace maji nejvétsi efekt na Gibbsovu
aktivacni energii rozbalovani (Tabulka 11). Pro vzajemné porovnani jejich hodnot byla zvolena
teplota 64 °C, odpovidajici aritmetickému priméru inflexnich boda vSech analyzovanych
kiivek testovanych proteind (hodnoty z tabulky 10), jelikoz piesnost proloZzeni dat modelem je

Vv tomto bod¢ nejvyssi.

Tabulka 11: Tabulka hodnot Gibbsovy aktivacni energie testovanych proteinti ziskanych
pomoci proloZeni dat ttemi riznymi modely denaturace. ProloZzeni dat DhaAwt dvoukrokovym
ireversibilnim modelem poskytovalo parametry s vysokou odchylkou, a proto nejsou v tabulce

uvedeny. Zkratky N, D a I ptedstavuji nativni, rozbaleny a intermediatni stav.

Jednokrokovy Dvoukrokovy e N
Model ) . . R Dvoukrokovy ¢astecné reversibilni
ireversibilni ireversibilni

Krok N->D N->| N=| I->D

AG' g4 [kI/mol]  AGy gaec [kI/mol]

Parametr  AG' g [ki/mol]

AG* 4o [kJ/mol]

DhaA184 9,5+ 0,4 96,6 £ 0,5 -4,4 + 2,4 96,2 + 2,4
DhaA185 100,6 + 0,5 101,4 + 0,6 3,0+1,7 103,4 + 4,8
DhaA186 102,6 + 0,5 101,7 + 0,8 56+11 107,1 + 2,4
DhaA187 95,0 + 0,5 879+ 14 -11,2 + 2,1 95,1+ 2,1
DhaA188 103,3 £ 0,4 102,5 £ 0,7 61+ 10 107,7 £ 2,7
DhaA115 105,8 + 0,4 106,7 + 2,1 11,2 + 3,6 105,7 + 7,4
DhaAwt 86,0 + 0,7 n.d. -11,5 £ 6,2 84,9 + 3,7

Vysledny odhad hodnoty Gibbsovy aktivacni energie rozbalovani byl stanoven jako vazeny

pramér hodnot ziskanych tfemi pouzitymi modely (Obrazek 18).
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Obrazek 18: Graf srovnavajici velikost Gibbsovy aktivacni energie rozbalovani u testovanych

proteintl.

Velikosti energetickych bariér ziskanych globalni analyzou dat koreluji s Tm naméfenymi
pomoci spektroskopickych metod. Gibbsovy aktiva¢ni energie rozbalovani variant DhaA186 a
188 jsou nejvyssi ze vSech testovanych proteint a blizi se hodnoté originalni varianty DhaAl15.
Naopak nejnizsi hodnoty energetické bariéry maji varianty DhaA184 a DhaA187, které jsou

nejméng stabilni. Protein DhaA 189 nebyl kviili vysoké tendenci agregovat analyzovan.
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6 DISKUZE

Vsechny vytycené cile této prace byly uspésné splnény. Plazmidy kodujici sekvenci navrzenych
proteinii byly usp&$né pfipraveny fizenou mutagenezi pomoci dvoukrokové PCR. Uspé&snost

mutageneze byla poté oveéfena pomoci sekvenace.

Ptipravenymi plazmidy byly poté transformovany bunky bakterialniho kmene E. coli BL21
(DE3), ve kterych uspésné probéhla exprese cilovych enzymi. Proteiny byly purifikovany
metodou metaloafinitni chromatografie. Cistota enzymt DhaA184, DhaA185, DhaA186,
DhaAl187 a DhaA188 byla vyssi nez 90 %. Varianta DhaA189 této Cistoty nedosahovala.
Vytézky proteinit se pohybovaly kolem 50 mg na 1 litr bunécné kultury, nejvyssi hladiny

cvwr

dosahoval protein DhaA189 (12,4 mg/l).

U proteinit byla néasledné pomoci gelové permeacni chromatografie a nativni elektroforézy
urcena jejich kvartetni struktura. VSechny studované varianty tvoii dominantné monomery,
a kromé varianty DhaA187 i ¢ast dimerd. Proteiny DhaA184 a DhaA185 tvofi navic i malé
mnozstvi tetrameru. U nékterych variant je patrna agregace (nejvice u DhaA189). Dalsi
charakterizace spocivala v ovéfeni spravnosti sbaleni stanovenim dehalogendzové aktivity
pomoci Iwasakiho metody. U vSech testovanych proteinii byla prokazana enzymova aktivita,
vSechny varianty byly tedy spravné sbaleny a vlozené mutace nemély destruktivni dopad na

jejich biologickou funkci.

Hlavnim studovanym atributem navrzenych variant byla jejich teplotni stabilita, jez byla
monitorovana pomoci fluorescencni spektroskopie a spektroskopie cirkularniho dichroismu. Na
zakladé obou metod byly uréeny a porovnany teploty tani jednotlivych proteind. Ziskané
teploty tani se mirné lisi, hodnoty z fluorescen¢ni spektroskopie dosahovaly piiblizné o 3 °C
vyssich hodnot nez u cirkularniho dichroismu, na zakladé ¢ehoz lze fici, ze proces rozbalovani
za¢ind zménami v sekundarni struktufe, které lze zachytit pomoci CD a az poté dochazi
k expozici aromatickych rezidui vodnému prostiedi, coz je pozorované pomoci fluorescence.
Nejvyssi stability byly naméfeny u proteinit DhaA 188 a DhaA185 (72,6 °C; 70,2 °C), naopak
nejméné stabilni byly proteiny DhaA189 a DhaA187 (51,2 °C, 62,1 °C).

Na zaklad¢ ziskanych dat lze fici, ze vSechny navrZené proteiny se podafilo UspéSné pfipravit
a charakterizovat, pficemz mira exprese a Cistota vzorkli dosahovala relativn€ vysokych hodnot.

Vyjimkou je protein DhaA189, u kterého bylo pozorovatelné vysoké mnoZstvi necistot
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a agregace a zaroven nizka mira exprese, coz spolu s piihlédnutim k jednoznacné nejnizsi
namétené stabilité¢ ukazuje, Zze vloZzené mutace naruSily dulezité intramolekuldrni interakce
puvodni struktury. V porovnani s variantou DhaA115 (pfiblizné 100 mg/1) jsou vSak vytézky u

vsech variant mirn€ snizeny.

Stejny trend je patrny i pii porovnani namétenych stabilit, které u zddné z testovanych variant
nedosahovaly hodnoty naméfené u varianty DhaA115. Na zaklad¢ globalni analyzy dat bylo
zjisténo, ze vloZzené mutace maji nejvetsi efekt na energetickou bariéru rozbalovani nativniho
stavu, coz je v souladu se stabiliza¢ni strategii, ktera mutace navrhla s cilem tuto bariéru zvysit.
Bohuzel experimentalni vysledky ukazaly, ze efekt téchto mutaci je opany a ma za nésledek
sniZeni kinetické bariéry u vSech studovanych variant a tudiz sniZeni jejich stability. Kombinace
mutaci Q1501 + 1169L a H188W + R204W narusila stabilitu nejméné, coz je patrné z hodnot
AG* variant DhaA186 a 188, které jsou pouze nepatrné nizs$i nez u piivodni varianty DhaA115.
Naopak mutace K74F a kombinace mutaci M186F + N207H maji vyrazny destabilizacni efekt,
coZ je patrné z vyslednych stabilit proteinti DhaA 184, respektive DhaA187 a 189.

Tento valida¢ni set mutantti poskytl velmi dilezité informace pro dalsi vyvoj kombinovaného
predikéniho nastroje FireProt. Ziskana data naznacuji nepfesnosti v predikci stability jedné
komponenty vypoctu zalozené na nastroji Rosetta ddG. Vyznamnou roli mize hrat také
naruseni elektrostatickych interakci vloZzenim navrzenych mutaci (Obrazek 19) a to zejména
mezi aminokyselinami a solventem, jelikoz pouzité predik¢ni nastroje nedokazi tyto interakce
zahrnout do svych vypoctd. Dal§im divodem sniZeni stability navrzenymi mutacemi mutize byt
Spatné modelovani rozbalovani proteinu pomoci poc¢itacové simulace, na zakladé ¢ehoz doslo
k nespravnému uréeni oblasti proteinu, které se rozbaluji prvni. Zminéné hypotézy bude mozné
dale testovat pomoci ptesnéjsi molekulové dynamiky v kombinaci s experimentalni studii

zamétenou na detailngj$i mechanismus rozbalovani.
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Obrazek 19: Vlozené mutace, které vedly ke ztraté elektrostatickych interakci ve struktute
proteinu DhaA115. Vlozeni mutaci (A) N207H, R204W, E208Y a (B) K74F zputsobilo zanik
nékterych elektrostatickych interakci (zlutd pferuSovanad ¢éara), coZz mohlo mit za nasledek

destabilizaci struktury. Modfe jsou vyobrazeny atomy dusiku, ¢ervené kysliku. Zdroj: vlastni.

Nameétena data navic mohou poskytnout zajimavé vysledky presahujici ramec tohoto projektu:
(i) navrzené mutace maji efekt na agregaci proteinu a poskytuji zajimavé vysledky, které 1ze
vyuzit pro studium a moznost ovlivnéni tohoto procesu pomoci proteinového inzenyrstvi, (ii)
mutace maji vliv na tvorbu oligomernich stavli, ¢ehoz lze vyuzit pii studiu oligomerizace
proteinu DhaA115 a (iii) zjistény destabiliza¢ni efekt mutaci K74F a M186F + N207H lze
vyuzit pro kalibraci pouzitych vypocetnich nastroji. Mutace Q150I, 1169L, H188W, R204W,
E208Y, které mély relativné nizky destabilizacni efekt, 1ze studovat dale individualné nebo
Vv jinych kombinacich, poptipadé 1ze v téchto pozicich provést mutace jiné. Mutace v pozici 74
(K74F) vede k vyraznému poklesu stability, coz muze indikovat dilezitost této oblasti na
celkovou stabilitu proteinu DhaA115. Toho lze vyuzit pfi dalSich pokusech stabilizace tohoto

proteinu naptiklad vlozenim jiné aminokyseliny do této pozice.
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1 ZAVER

Vsechny cile této prace byly uspésné splnény. Vektory kodujici navrzené enzymy byly Gispésné
pfipraveny fizenou mutagenezi pomoci dvoukrokové PCR, jejiz tispéSnost byla ovéfena pomoci
sekvenace. Cilové proteiny byly poté uspé$né exprimovany v chemokompetentnich burikach
bakterie E. coli. Proteiny byly nasledn¢ izolovany pomoci metaloafinitni chromatografie.

Cistota vzorki byla prokazana pomoci SDS elektroforézy v polyakryamidovém gelu.

U vsech proteini byla pomoci kombinace gelové permeaéni chromatografie a nativni
elektroforézy urcena jejich kvarterni struktura. VSechny studované proteiny se vyskytovaly
piredev§im ve form&é monomeru, a krom¢ varianty DhaA 187 tvofily proteiny malé mnozZstvi
dimeru. U variant DhaA184 a DhaA185 bylo pozorovano i stopové mnozstvi tetrameru. U
proteinu DhaA189 bylo vyrazné zastoupeni agregovanych struktur. Spravnost sbaleni vSech
enzymil byla prokazdna pomoci stanoveni dehalogenizové aktivity Iwsakiho metodou.
Teplotni stabilita proteint byla poté ur¢ena dvéma spektroskopickymi metodami (fluorescence

a CD).

Nejstabiln€ji se chovaly varianty DhaA188 a DhaAl85 snaméfenym Tm pfiblizné 72,
respektive 70 °C. NejniZsi stabilita byla zjisténa proteinu DhaA 189, coz spolu vzhledem k jeho
nizké expresi a nizké Cistot¢ svéd¢i o destabilizatnim vlivu vlozenych mutaci na ptvodni
strukturu proteinu. S t€émito vysledky koreluje nasledna globalni analyza dat, na zakladé, které
byl zjistén destabilizacni efekt mutaci na energetické bariéry rozbalovani proteinu. Nejmensi
efekt byl zjistén u mutaci Q1501 + 1169L a H188W + R204W u proteini DhaA 186, respektive
DhaA188, jejichz stabilita byla jen nepatrn¢ mensi nez stabilita proteinu DhaA115. Naopak
nejveétsi vliv na destabilizaci mély mutace variant DhaA184, DhaA187 a 189, tedy mutace
K74F, respektive kombinaci mutaci M186F + N207H.

Celkove vysledky ukazuji, Ze vysoka stabilita proteinu DhaAll5 je disledkem velkého
mnozstvi efektd a jeji modulace lokalnimi zdsahy do struktury neni vhodnou strategii pro dalsi
stabilizaci, pro niZ bude nutné zvolit komplexnéjsi pfistup. Pfipravené varianty lze nicméné

dale vyuzit pro studium molekularni podstaty agregace a tvorby vysSich oligomernich stavi
proteinu DhaA115.
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