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Abstrakt

Bioluminiscence, tedy proces produkce a emise tzv. studeného svétla Zivymi organismy, ma
velky aplika¢ni potencidl v nejriznéjSich odvétvich, od zdkladnitho vyzkumu, biologického
zobrazovani aZ po konstrukci ekologicky Setrnych svételnych zdroji. Enzymy, které generuji
svétlo chemickou pfeménou malych organickych molekul, tzv. luciferinli, se oznacuji jako
luciferazy. Vysostné misto mezi luciferdzami ma mald, ovSem vykonna luciferdza NanoLuc,
o které prozatim nevime, jakym zplisobem generuje své modré svétlo. DalSim omezenim je
jeji synteticky luciferin, tzv. furimazin, ktery vykazuje cytotoxické efekty, je malo rozpustny
a velice drahy. V ramci této price se ndm podafilo provést strukturni analyzu komplexii
NanoLuc luciferdzy s oxidovanymi formami luciferinii furimazinu a nativniho koelenterazinu,
které byly lokalizovany navdzané v povrchovém, tzv. alosterickém misté. Predpokladané
katalytické misto se ovSem nachdzi v centru molekuly, proto jsem zkonstruovala luciferazové
varianty se substitucemi v alosterickém mist€, abychom mohli zjistit, jak je toto alosterické
misto funkéné dilezité. Méfeni aktivity variant ukdzalo vyrazné zvyseni luciferazové aktivity
pii reakci s koelenterazinem, zatimco aktivita s furimazinem nebyla vyznamn¢ naruSena. Poté
jsem provedla krystalografickou analyzu komplexu neoxidovatelného luciferinového analogu,
tzv. azakoelenterazinu, s nejvice svitici variantou luciferdzy, oznacenou jako NanoLuc“™.
Molekularni struktura tohoto komplexu potvrdila, Ze katalytické misto luciferdzy se nachazi
uprostfed B-soudku enzymu. Znalost atomdrnich struktur enzym-substratovych komplext
nam umoznila navrhnout Kkatalyticky mechanismus bioluminiscencni reakce a dale
mechanismus homotropni negativni alosterické regulace NanoLuc luciferdzy.
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Abstract

Bioluminescence, the process of production and emission of the so called cold light by living
organisms has a great application potential in variety of fields, from basic research, biological
imaging to construction of enviromentally friendly light sources. Enzymes which generate
light by chemical transformation of small organic molecules, so called luciferins, are named
luciferases. A sovereign place between luciferases has NanoLuc, a small but high-
performence luciferase of which we for now do not know how it produces its blue light.
Another limitation is its synthetic luciferin, so called furimazine, which has shown cytotoxic
effects, is poorly soluble and expensive. As a part of this thesis, the structure analysis of
complexes of NanoLuc luciferase with oxidized forms of luciferins furimazine and native
coelenterazine, bonded in the surface allosteric capsule, was made. However, the
suppositional active site is located in the centre of molecule, therefore I made luciferase
variants with substitutions in allosteric site, so we could establish, how is this allosteric site
functionally important. Measurement of their activity showed significant increasement in
reaction with coelenterazine, while an activity in reaction with furimazine was not
significantly affected. Afterwards, I made the crystallographic analysis of complex of non-
oxidizable luciferin analogue, so called azacoelenterazine, with the brightest luciferase variant

called NanoLuc“™

. The molecular structure confirmed that the catalytic site of this luciferase
is located in the centre of B-barrel. The knowledge of atomic structures enabled to propose the
catalytic mechanism of bioluminiscent reaction and then the mechanism of homotropic

negative allostery of NanoLuc luciferase.
Keywords
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1. Uvop

Bioluminiscence je fenomén, ktery fascinuje clovéka jiz od pravéku. Kromé toho se
vyznacuje také rostoucim vyznamem v biochemickych a biotechnologickych laboratofich.
Tuto emisi svétla Zivymi organismy lze pouZit nejen v biotechnologiich, ale i pro 1écbu
naddortt fotodynamickou terapii a pro praktické cinnosti, jako tfeba kontrola hygieny
v nemocnicich ¢i mapovani znecisténi v ekosystémech[1].

Vroce 1978 profesor Shimomura popsal tento fenomén u hlubokomoiské krevety
Oplophorus  gracilirostris, vcetn¢ luciferdizového enzymu (OLuc), ktery Kkatalyzuje
bioluminiscen¢ni oxidaci motského luciferinu oznacovaného jako koelenterazin (CTZ).
Produktem této biochemické reakce je oxidovany luciferin oznaCovany jako koelenteramid
(CEI), oxid uhlicity a foton viditelného modrého svétla. Tato luciferdza se skldada ze dvou
podjednotek, nazyvanych dle své velikosti OLuc-35 a OLuc-19[2]. Bylo zjisténo,
Ze bioluminiscenci katalyzuje pouze mens$i podjednotka OLuc-19, kterd je ovS§em samostatné
nestabilni a tedy nepouZzitelnd. Proto Mary Hall inZenyrskymi dpravami vytvofila z této
podjednotky vysoce vykonnou a efektivni luciferdzu NanoLuc a kni komplementarni
luciferin furimazin[3]. Tato luciferdza byla jako jedna z nejmenSich luciferdz aplikovédna
v biotechnologiich nejen pro in vitro studie hepatitidy B a zimnicky tropické, ale také se
zvazuje jako zdklad pro reportér viru HIV[4].

Ackoliv luciferdza NanoLuc dokdZe katalyzovat oxidaci i svého ptvodniho luciferinu CTZ,
jeji aktivita s komplementarnim luciferinem FMZ je az 150krat vySsi neZ u jinych komercéné
vyuZzivanych luciferdz, jako napt. RLuc ¢i FLuc[3]. I pfesto je ale luciferin furimazin jednou
z nejvétSich nevyhod pro biotechnologické aplikace, nebot’ je nejen velmi drahy ¢i Spatné
rozpustny, ale také toxicky pro in vitro i in vivo aplikace[5].

Atomarni struktura luciferdzy NanoLuc byla poprvé odhalena v roce 2016 a popsana jako
monomerni enzym tvofeny jedendcti antiparalelnimi B-sklddanymi listy, tvofici B-soudek
obklopeny cCtyfmi o-Sroubovice. Vzhledem ktomu, Ze enzym vykazuje podobnost
k proteintim vazajicim vys$i mastné kyseliny (FABPs)[6] se pfedpokldd4, Ze jeho katalytické
misto se nachdzi uprostied P-soudku. Jednotlivé struktury ukazujici komplex luciferdzy
a luciferinu, které jsou klicové pro popsdni molekuldrni podstaty mechanismu
bioluminiscenc¢nich reakci, pro luciferiny CTZ a FMZ, ale doposud chyb¢ély.

V této praci je tedy popsdna struktura komplexu luciferdzy a luciferinu navdzaného nejen
v jejim katalytickém misté, ale také v nové objeveném povrchovém alosterickém misté,
jezmuze mit velky vyznam pro pochopeni mechanismu bioluminiscence organismu
Oplophorus gracilirostris. Zaroven jsou v praci popsany rozdily v enzym-substratové
specifit¢ mezi luciferiny FMZ a CTZ v kontextu luciferdzy NanoLuc, coZ miZe byt krok
klicovy pro zdokonaleni luciferazy NanoLuc v biotechnologickych aplikacich.



2. CILE PRACE

Luciferdza NanoLuc je celosvétové zndmad jako zatim nejzafivéjsi, a téZ jedna z nejmensich
luciferdz, kterd ma Siroky aplikacni potencial nejen v zdkladnim vyzkumu, ale 1 v praktickych
biotechnologiich[4]. AvSak molekuladrni podstata jejiho katalytického mechanismu je ale stale
zatim nezndmd[3, 6, 7], coZz je ddno hlavn¢ nedostatkem informaci o struktufe komplexu
luciferaza-luciferin v prubéhu katalyzy. Zaroven luciferiza NanoLuc vykazuje vyraznou
specifickou aktivitu se syntetickym luciferinem FMZ, i ptesto, Ze ptvodni luciferdza OLuc
katalyzuje reakci s nativnim luciferinem CTZ. Experimentéalnimi cili této prace tudiz bylo:

* Identifikovat a popsat katalytické misto luciferdzy NanoLuc s navdzanym luciferinem,
pomoci rentgenové krystalografické strukturni analyzy.

e VyfeSit a popsat makromolekuldrni strukturu komplexu luciferizy NanoLuc jak
s navazanym luciferinem FMZ, tak i s navazanym CTZ a popsat molekularni rozdily v
jejich rozpoznavani touto luciferazou.

e Ze ziskanych strukturnich a biochemickych dat navrhnout a zkonstruovat nové,
vylepSené varianty enzymu, které by efektivné katalyzovaly bioluminiscen¢ni reakci
s nativnim luciferinem CTZ, tak aby se nemusel pouZivat synteticky, cytotoxicky
a drahy luciferin FMZ.

Pro splnéni téchto hlavnich cila byly vzdy navrzeny jednotlivé dil¢i cile ¢i tkoly, které vedly
k identifikaci a popisu katalytického mista NanoLuc luciferdzy. Mezi n¢ patfilo napt. nalezeni
optimélnich krystaliza¢nich podminek pro jednotlivé komplexy, vytvoreni luciferdzovych
variant s jednobodovymi ¢i vicebodovymi substitucemi v kliCovych aminokyselindch pomoci
cilené mutageneze, méfeni jejich luciferdzovych aktivit, kinetickych konstant a emisnich
spekter pro popsani vlivu jednotlivych aminokyselin na cely komplex.



3. TEORETICKY UVOD

3.1 Bioluminiscence — produkce a emise svétla Zivymi organismy

Bioluminiscence je vyzafovani svétla pomoci chemické reakce Zivym organismem. Prvni
zminky o ni sahaji aZ do roku 350 pfed nasSim letopoctem[8]. V mladsi historii je poprvé
zminéna v souvislosti s Charlesem Darwinem a jeho ucasti na druhé expedici HMS Beagle[9].
Chemicka podstata vlastni reakce byla objevena a zkoumdna az v 80. letech 19. stoleti
Raphaelem DuBois[10] a jeji kli€ovy okamzik pro v&€du nastal v 40. letech 20. stoleti, kdy Dr.
Green a Dr. McElroy poprvé izolovali luciferdzu svétlusek[11].

V piirodé je bioluminiscence vyhodnou schopnosti pro velkou fadu organismt. Da
se vyuzivat nejen jako obrana, tedy odrazeni preditora ¢i odldkdni jeho pozornosti
(Octopotheutis deletron[12]), ale také prav€ naopak pro dezorientaci kofisti, nebo jako
navnada (Pyrophorus nyctophanus[13]). Dal§$im vyuZzitim je napf. vnitrodruhova komunikace,
kamuflaz ¢i 1dkani organismi, jeZ $ifi bioluminiscencni bakterie jejich pozfenim. Také neni
vyjimkou, Ze bioluminiscence md pro organismus vice funkci, jako je tomu napf. u moiské
bakterie Vibrio harveyi[14].

Krom¢ toho je bioluminiscence jednim z nejvice fascinujicich védeckych fenomént
s ohromnym aplika¢nim potencidlem. Jednim z diivodu je vysokd efektivita produkce svétla
bioluminiscenénimi systémy. To znamend, Ze na vyrobu tepla je spotfebovdno minimalni
mnoZzstvi energie (cca 4 %[15]). Nejen proto se muze bioluminiscence pouZit pro
biotechnologické aplikace (napf. monitoring pH, sledovdni koncentrace kovovych iontl,
reaktivnich forem kysliku, enzymi, molekul 1é¢iv a membrianovych potencidlii i béhem in
celluloa in vivoaplikaci), pro 1é¢bu nddorti fotodynamickou terapii, ale i pro praktické
¢innosti, jako tfeba kontrola hygieny v nemocnicich ¢i mapovani zneciSténi
v ekosystémech[1].

Molekuldrnim principem bioluminiscence je oxidace substritu (tzv. luciferinu) molekuldrnim
kyslikem za piitomnosti enzymu zvaného luciferdza, ktery tuto reakci specificky katalyzuje.
Pfreménou luciferinu vznikd tzv. oxyluciferin v elektronové excitovaném stavu, ktery poté
samovolné pfechdzi do zdkladniho stavu, coZ je doprovazeno emisi fotonu viditelného svétla.
Nékteré organismy vyvinuly recyklacni systémy, které dokdzou produkt recyklovat zpét do
formy luciferinu[16]. Kromé katalyzy samotnym enzymem je Casto také nutné dodat kofaktor
reakce, napt. kovovy iont, ATP ¢i peroxid vodiku[17].

3.2 Luciferazy — enzymy katalyzujici produkci svétla

Proteiny produkujici svétlo miZeme dle molekuldrniho principu jejich reakce rozdélit do ti1
skupin: fluorescencni proteiny, fotoproteiny a luciferdzy. Zatimco luciferdzy jsou enzymy
v pravém slova smyslu, které emituji svétlo za pfitomnosti molekuldrniho kysliku ihned
po pridani substratu (luciferinu), zbylé dvé skupiny vZzdy vyZaduji pfijeti aktivacniho signélu.
Tim je pro fluorescencni proteiny excitani energie, pro fotoproteiny pak napt. vyplaveni



Ca®*. Po obdrZeni tohoto aktiva&niho signdlu nasleduje zména konformace proteinu, kterd
vede k produkci fotonu[18, 19].

,Luciferdza“ je obecné oznaceni velkého mnoZstvi riznych enzymt, jez katalyzuji reakce
produkujici svétlo. Zajimavosti je, Ze tyto enzymy cCasto nemaji podobné sekvence Cci
strukturni vlastnosti[20]. Substrat, ktery je v této reakci katalyzovan, nazyvany luciferin, je
ale na rozdil od luciferaz ¢asto pro rizné skupiny organismu stejny[21].

v v

V moftském prostiedi je nejtypictéjSim substritem tzv. koelenterazin (CTZ), (Obr.1). Ten je
vyuZzivan v bioluminiscen¢nich reakcich rtiznych i taxonomicky vzdalenych druhti. Mezi né
patii  napi.  Renilla  reniformis[22],  Periphylla  periphylla[23], Conchoecia
pseudodicospora[24]nebo Vampyroteuthis infernalis[25]. Ackoliv biosynteticka draha tohoto
luciferinu neni objasnéna, pravdépodobné se jedna o deriviat dvou molekul L-tyrosinu a jedné
molekuly L-fenylalaninu. Syntézu takové molekuly by mohly zajistovat napf. neribozomalni
peptidové syntetdzy, coZ ovSem prozatim nikdo experimentaln¢ neprokdzal [26], (Obr.1). Jak
vyplyva  ze systematického nizvu  koelenterazinu 6-(4-hydroxyfenyl)-2-[(4-
hydroxyfenyl)methyl]-8-(fenylmethyl)-7H-imidazo[1,2-a]pyrazin-3-on, jeho molekula se
sklada z imidazopyrazinonového heterocyklického jadra, které je kliCcové pro oxidaci tohoto
luciferinu, na jehoz 2., 6. a 8. uhliku jsou navazany arylové substituenty, jeZ zajiStuji spravné
umisténi luciferinu v enzym-substratovém komplexu. Molekula koelenterazinu se samovolné
oxiduje na tzv. koelenteramid (CEI), (Obr.1) nebo tzv. koelenteramin. Organismy této oxidaci
zabranuji vazbou koelenterazinu na specidlni koelenterazin-vazebny protein, anebo jeho
chemickou derivatizaci zabranujici samovolné oxidaci[27]. V laboratornim prostiedi byl tento
problém feSen pomoci stabilniho analogu koelenterazinu, tzv. azakoelenterazinu (azaCTZ),
(Obr.1), jehoz uhlik C2, klicovy pro oxidaci, je nahrazen dusikem[28]. Diky této zmén¢ je
analog pfi béZné reakci luciferazy neoxidovatelny, ovSem strukturni vlastnosti klicové pro
vazbu luciferinu do aktivniho mista luciferdzy jsou nezmeénény[28].
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Obr. 1 Struktura (a) molekuly koelenterazinu a (b) schéma jeho pravdépodobné biosyntézy z tripeptidu tyrosin-
tyrosin-fenylalanin[26](ve struktufe je ¢ervenou barvou znizornén pravdépodobny ptivod dané ¢asti molekuly),
(c) molekuly koelenteramidu a (d) molekuly azakoelenterazinu[28].

3.2 Historie vyvoje luciferazy NanoLuc

Pro biotechnologické aplikace je kromé jinych Siroce vyuzivédna luciferdza NanoLuc[3]. Jedna
se o inZenyrsky upravenou luciferdzu bioluminiscen¢niho organismu Ophlophorus
gracilirostris, zvanou OLuc, komer¢n€ doddvany firmou Promega Corporation (USA).

Pocatek vyvoje a vzniku vysoce vykonné luciferdzy NanoLuc sahd k hlubokomotské kreveté
Ophlophorus gracilirostris. Ta dokaZe pti ohroZeni predatorem provést oxidaci substratu CTZ
na CEI, zatimco ob¢ tyto latky vypusti do prostfedi kolem sebe. Zajimavosti je, Ze tato reakce
probihd, kdyZz kreveta ,,vyplivne* do vody okolo sebe sekret, obsahujici jak luciferdzu
(OLuc), tak i jeji substrat CTZ. Sekret emitujici modré svétlo dokdze oslepit predatora na
takovou dobu, aby se ohroZena kreveta stacila vzdalit do bezpeci.
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Obr. 2 Ophlophorus gracilirostris (Prevzato z Wikimedia Commons)

3.2.1 Luciferaza OLuc ma kvarterni strukturu a je Spatné rozpustna

Pravé protein OLuc byl zdkladem pro vytvoieni vysoce vykonné a elegantni luciferdzy
NanoLuc. Pfirozeny protein OLuc je 106 kDa velky protein s vysokou selektivitou
a stabilitou. Nicméné¢ je tohomodimer, kde se kazdy monomer skldda ze dvou riznych domén,
prvni o velikosti ~ 35 kDa a druhou o velikosti ~ 19 kDa. Klicovou ¢asti pro bioluminiscencni
reakci se ale ukdzala byt pouze druhd z té€chto ¢4sti, nékdy nazyvana téZ jako OLuc-19. Vétsi
35kDa podjednotka plni funkci ochrannou. Pravdépodobné zajiStuje spravné sbalovani
katalytické ¢4sti, coZ dokazuje napiiklad 1 podobnost s vnitrobunéénymi proteiny vézajicimi
lipidy (intracellular lipid binding proteins - iLBPs)[6]. TéZ je moZné se domnivat, Ze tato
podjednotka mtze byt zodpoveédna za skladovani molekul luciferinu.

Posléze se ovSem ukdzalo, Ze izolovand podjednotka OLuc-19 neni vhodnd pro dalsi
biotechnologické pouziti, nebot’ je nestabilni, nevykazuje kladné vlastnosti nativniho proteinu
a jeji exprese ma maly vytéZek z diivodu jeji nizké rozpustnosti. Proto firma Promega fizenou
evoluci a mutagenezi vytvofila novy modifikovany protein oznacovany jako NanoLuc (n¢kdy
téz zkracené¢ NLuc), jeZ je optimalizovany pro praktické aplikace v biotechnologiich
a biomediciné[3].

3.2.2 Poéatecni inZenyrstvi luciferazy NanoLuc

Prvnim krokem ke zvySeni stability OLuc-19 bylo nahrazeni asparaginu za arginin v pozici
166 (mutace N166R). Tato mutace byla zvolena na zdklad¢ diive zminéné podobnosti s iLBP
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proteiny. V té€ch je v tomto misté vodikovy mustek mezi krajnimi ¢4stmi proteinu, ktery
prispivd k vyS§i stabilit¢ proteinového leSeni. Tento vodikovy mustek v OLuc-19 chybi,
protoZe namisto argininu (Ci lysinu), ktery patfi mezi aminokyseliny vytvafejici vodikovy
mustek, je zde asparagin N166. Mutaci asparaginu na arginin je tedy zajiSténo zvySeni
stability (aZ o 50%) a intenzity svétla pti bioluminiscenci (az ttikrat).

Dalsi optimalizace OLuc-19 za Gcelem intenzivné€jsi bioluminiscence byla provedena ve tfech
fazich. Prvni faze byla ndhodnd mutageneze a néasledné hledani nejlépe sviticich mutantd.
Relativni hodnotu vétsi nez jedna mély mutace A4E, Q11R, A33K, V441, A54F, P115E,
QI124K, a YI138I. Ty byly zkombinoviany do varianty tzv. C1A4E, kterd produkovala

vV,

Druhd féze se snazila o nalezeni nejvhodnéjSiho substratu, ktery nejen Ze ma zvySovat
intenzitu bioluminiscence, ale téz ziskat co nejvétSi stabilitu a co nejniZ$i spontdnni
chemiluminiscenci. K tomu bylo vyuZito a syntetizovdno jedendct analogii koelenterazinu,
které byly kombinovany s luciferdzou C1A4E. Ke stabilizaci a navySeni intenzity sviceni
prispely mutace Q18L, F54I, F68Y, L72Q, M75K, a 190V. Nalezeny substrét, ktery nejvice
splnoval stanovena kritéria, byl 2- furyl-methyl-deoxy-koelenterazin neboli furimazin (FMZ).

a b
O 0
o, [\ o{@
N
8 AN
N N

Obr. 3 Struktura molekuly (a) furimazin (FMZ) a (b) jeho oxidované formy furimamid (FMA).

Treti faze se tedy soustfedila na zvySeni intenzity bioluminiscence s timto nejefektivnéjSim
substratem — FMZ. Slo o dal$i ndhodné mutace, z nichZ mutace L27V, K33N, K43R, a Y68D
vedly k dalSimu zvySeni intenzity bioluminiscence.

Kombinace 16 substituci vytvofenych téméf ndhodné v danych tfech fizich mutageneze tedy
dohromady davaji dohromady vysoce vykonnou luciferdzu, kterd je pojmenovand jako
NanoLuc (¢i NLuc)[3].
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3.2.3 Molekularni vlastnosti luciferazy NanoLuc

NanoLuc je tedy pouze 19 kDa velky protein, cozZ je jedna z jeho nejvyhodnéjSich vlastnosti
pro praktickd vyuziti. Dalsi z téchto vlastnosti je jeho vysoka relativni aktivita. Ta je zhruba
150-krét vyssi nez u jinych vyuZzivanych luciferdz, napt. Renilla luciferdza (RLuc), coZ mize
byt ddno vysSi hodnotou rychlostni konstanty katalyzované reakce (k¢y). Emisni maximum
luciferdzy NanoLuc nastdvd piiblizné pfi 460 nm, stejn¢ tak jako v piipad€é plvodniho
proteinu OLuc. Oproti jinym komeréné vyuZzivanym luciferdzdm je ale jeho emisni spektrum
posunuto do nizSich hodnot (RLuc/CTZ (480 nm), FLuc/D-luciferin (565 nm) a CBR/D-
luciferin (605 nm)).

Dalsi klicovou vlastnosti luciferdzy NanoLuc je stabilita, a to pfi Sirokém spektru podminek.
Napiiklad v piipadé¢ teplotni stability se aktivita enzymu snizuje azZ po 55°C, zatimco u jinych
(FLuc) je to uz kolem 30°C. V piipad¢ pH jsou idedlni podminky pro NanoLuc v rozmezi
od pH=7 az do pH=9, na rozdil od FLuc, jehoz aktivita kles4 jiZ pii pH=8. NanoLuc ma také
delsi ucinnost a zvySenou aktivitu v prostiedi s vysokou koncentraci moc€oviny ¢i chloridu
sodného, kde jeho aktivita klesa az pti c = 10 M[3].

3.2.4 Praktické aplikace luciferazy NanoLuc

Diky vySe zminénym vyhodnym vlastnostem je NanoLuc oblibeny v laboratornich aplikacich.
Pouzit se da napf. pro monitoring interakci protein-protein ¢i protein-ligand, kde se
vyzdvihuje jeho levnd a rychld piiprava, vétsi bezpecnost, delsi Zivotnost a vysSi senzitivita
nez u klasicky pouzivanych monitorovacich metod, zaloZenych tieba na radioaktivité. V této
oblasti byl také NanoLuc vyuzivan pro in vitro studie viru hepatitidy B ¢i parazita zimnicky
tropické (Plasmodium falciparum) a uvazuje se o vyuZziti NanoLuc luciferdzy jako zakladu
pro reportér viru HIV. DalSim vyuZitim je sledovani exprese genil, kde jsou klicovymi
vlastnostmi malé velikost luciferdzy a fakt, Ze nepotrebuje Zadné posttranslaéni modifikace,
sledovani stability jinych proteinii, kde je potencidlni vyuZiti pii vyvoji 1éku
pro Alzheimerovu chorobu, ¢i vyuziti BRET (rezonan¢ni pfenos bioluminiscenéni energie)
senzorech, které s vyuZitim NanoLuc enzymu sleduji interakce biologickych
makromolekul [4].
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4. METODIKA

4.1 Molekularni klonovani a priprava rekombinantnich proteinu

4.1.1 Cilena mutageneze

Prvnim krokem produkce mutovaného proteinu byla mutageneze deoxyribonukleové kyseliny
(DNA) ptvodniho genu kédujiciho luciferdzu NanoLuc. Pro tento tcel byl zvolen protokol
mutageneze DNA na zdkladé¢ tzv. MegaPrimeru. Tato metoda spocivd ve vyuziti

polymerazové fetézové reakce (PCR) pro inkorporaci poZzadovanych mutaci do templdtové
DNA.

PCR je jedna z nejznaméjSich metod molekuldrni biologie. Funguje na zdkladé opakovani tif
zmeén teplot v okoli, kde pii 98 °C dochazi k denaturaci templdtové DNA, nésledné pii 55 °C
nasedd na jednovldknovou DNA primer (v naSem piipadé nositel mutace) a pii 72 °C dochdzi
k syntéze komplementarniho vldkna DNA. SloZeni reakcni smési a teploty PCR protokolu
jsou uvedeny v tabulkdch 4 a 5.

Tab. 1 Slozky 1. PCR.

Komponent reakce Koncentrace Objem
Deionizovana voda - 33,5 pl*
Reakéni pufr Skrat koncentrovany roztok 10 pl
Nukleotidy 10 mM kazdy (A,T,G,C) 1 ul

Fw primer 10 uM 2 ul*
Rv primer 10 uM 2 ul*
templat DNA (gen NLuc) 100 ng/ul I pl*
polymeraza Phusion 2000 U/ml 0,5 pl*
celkovy objem - 50 ul

*Objem téchto komponent se mize vychylit v jednotkdch mikrolitrGi pro vEtsi tspésnost celkové mutageneze,
celkovy objem vSak musi vzdy zustat 50 pl.

Tab. 2 Pribéh PCR

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cyklu
98 30 1

98 10 30

55 20 30
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72 30 30
72 120 1

Takto se syntetizuje MegaPrimer, jeZ je poté smichdn s 10 pl Purple loading dye a 35 minut
separovan od necistot ¢i cdstecn¢ amplifikovanych DNA fragmentll pomoci agar6zové
elektroforézy. To je molekuldrni metoda, v niZ jsou latky separovany na zdklad¢ prostupnosti
elektrickym polem, které je v tomto piipadé tvofeno napétim 120 V a proudem 400 mA.

Poté je prouzek gelu obsahujici syntetizovany MegaPrimer poZzadované délky vyftiznut
skalpelem. MegaPrimer je z gelu extrahovdn pomoci reakéni soupravy NucleoSpin Gel
(Macherey-Nagel, Némecko) dle protokolu vyrobce. Nasledné je méfena koncentrace
MegaPrimeru pomoci spektrofotometru.

Nisledné je obdobnd PCR provadéna podruhé, ovSem s tim rozdilem, Ze misto primert je zde
pouzit 1 pul MegaPrimeru vyrobeného v ptredchozi reakci, s koncentraci ptiblizn¢ 100 ng/ul
(objem se miZe ménit na zdkladé koncentraci). SloZeni reakéni smési je uvedeno v tabulce 6.
Samotnd PCR probihad stejné. Tim ndm vznikd kompletni nové syntetizovand sekvence
plasmidového vektoru nesouci gen s poZadovanou mutaci.

Tab. 3 Slozky 2. PCR.

Komponent reakce Koncentrace Objem
MilliQ voda - 17,75 pl*
Reakeni pufr Skrat koncentrovany roztok Sul
Nukleotidy 10 mM kazdy (A, T,G,C) 0,5ul
MegaPrimer DNA 10 uM 1 pl*
templat DNA (gen NLuc) 100 ng/ul 0,5 pl*
polymerdza Phusion 2000 U/ml 0,25 pl*
celkovy objem - 25ul

*Objem téchto komponentl se mtize vychylit v jednotkdch mikrolitri pro vétsi uspéSnost celkové mutageneze,
celkovy objem vSak musi{ vzdy zustat na 50 pl.

Nasledné jsou Spatn€ zmutované ¢i nezmutované useky DNA odstranény pomoci enzymu
Dpnl, ktery selektivné S$t€pi methylovanou templiatovou DNA, zatimco nové in vitro
syntetizovand DNA S§tépena neni a ziistdvd v roztoku intaktni. Pokud tedy na nas pavodni
primer pifidime methylovou skupinu, vyselektujeme spravnou DNA s nasi konkrétni
substituci.
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Takto zhotoveny plasmid transformujeme pomoci teplotniho Soku do bakteridlnich bunék
Escherichia coli DH5a. Je nutné, aby tento plasmid kromé& naSeho genu nesl také gen
pro resistenci vii¢i antibiotiku ampicilinu. Toto antibiotikum je pfiddno (100 pg/ml) do
LB media zpevnéného agarem v Petriho misce, na které mnoZime bakterie po transformaci.
Po dobu 12 hodin se ve 37 °C vytvareji kolonie pouze téch bakterii, jeZ jsou resistentni vici
antibiotickému prostfedi, a tedy nesou plasmid s naSim genem.

Nésledné jsou jednotlivé kolonie rozmnozeny v 10 ml LB media, nutri¢né bohaté Zivné smési
specidln¢ upravené pro kultivaci bakterii Escherichia coli, oSetfeného ampicilinem
(100 pg/ml). Slozky LB media jsou zapsany v tabulce A. OSetfeni ampicilinem se provadi
pro separaci smichanych zmutovanych kolonii a ndhodné nezmutovanych kolonii.

Po tomto kroku jsou plasmidy izolovdny z buné€k pomoci reakéni soupravy NucleoSpin
plasmid dle protokolu vyrobce, poté je zméfena jejich koncentrace pomoci spektrofotometru
a plasmidy jsou sekvenoviny firmou Eurofins Genomics. Touto kontrolou mutageneze konci.
V nasem piipad¢ bylo touto metodou vytvofeno 19 mutaci, jejichZ seznam je v nasledujici
tabulce. Primery byly vytvofeny synteticky firmou Sigma Aldrich.

Tab. 4 Seznam vytvofenych mutantl luciferazy NanoLuc

Mutant Templat Primer (Fw;Rv)
DO9R wild type DOR; pET
HS57A wild type HS57A; pET
K89R wild type pET; K89R
DO9R+HS57A HS57A DOR; pET
DI9R+K89R DOR pET; K89R
H57A+K89R HS57A pET; K89R
DOR+H57A+K89R DOR+H57A pET; K89R
RI11E wild type R11E; pET
D55A wild type DS55A; pET
R166A wild type pET; R166A
K89E wild type pET; K89E
R43A wild type R43A; pET
H57Y wild type HS57Y; pET
K89A wild type pET; K89A
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YS81A wild type pET; Y81A

R166Q wild type pET; R166Q
del 1167-A169 wild type pET; del 167-A169
ext A170-A171 wild type pET; ext A170-A171
Y9%4A wild type pET; Y94A

4.1.2 Rekombinantni produkce enzymu

Pro rekombinantni produkci proteinu je nutné izolovany DNA plasmid pomoci transformace
teplotnim Sokem pfenést do bakteridlnich expresnich bunék E. coli BL21(DE3). Jejich
jednotlivé kolonie jsou poté kultivovany na LB-agaru s ampicilinem (100 pg/ml)
pro zabranéni ristu jinych netransformovanych bakterii. Jednotlivé vybrané kolonie jsou
nasledné kultivovany v tekutém 2xLB médiu s pfidavkem ampicilinu (100 pg/ml) po dobu
5 hodin ve 37 °C za stalého michani (150 ota¢ek/min).

Néslednd exprese byla navozena ptidavkem induktoru IPTG ve findlni koncentraci 0,5 mM.
Jedna se o analog tzv. allolakt6zy, coz je sacharid, jenz se vaze na represor tzv. lac operonu,
¢imZ umoZiuje jeho translaci. Pravé proto i jeho analog zabranuje tomuto represoru,
aby se vdzal na ndmi chtény usek DNA (lac operon) a indukoval tak translaci a produkci
pozadovaného proteinu.

Takto pfipravené buinky byly pfes noc kultivovany ve 20 °C za stdlého michéni
(150 otacek/min), nasledné sklizeny pomoci centrifugy (15 minut, 4000 g, 4°C) a zamrazeny
pii -80 °C pro dalsi pouZziti.

Pro purifikaci byl samotny protein pfipraven bezprostiedné pied ni a vSechny kroky byly
provedeny na ledu, aby se zamezilo degradaci samotného proteinu. Nejdiive byl pelet
z predchozi centrifugace rozpustén v pufru s vysokou koncentraci soli (10 mM roztok Tris,
400 mM roztok NaCl, pH = 7,5) s DNazou (20 pg/ml), ktera Stépi bakteridlni DNA, aby nas
produkt zlstal Cisty. Jednotlivé buiiky byly poté rozbity kavitaci ultrazvukem a zbylé Césti
bunék byly odstranény centrifugaci (50 min, 21 000 g, 4°C) a filtraci.

4.1.3 Chromatografické purifikace proteini

Poté, co je protein oddé¢len centrifugaci od zbylych Casti buiiky, je nutné jej separovat
od zbylych proteinli a jinych bunéénych komponent. Tento krok se provadi pomoci dvou
ruznych typl chromatografie: afinitni chromatografie a permeacni gelové chromatografie (Gel
filtration chromatography - GFC).

Konkrétni metodou afinitni chromatografie je pouziti tzv. histidinové kotvy. Jde o Sest
aminokyselin — histidint, které jsou soucdsti produkovaného proteinu. Takto pfipraveny

18



protein je separovan pres afinitni kolonu, kde jsou na staciondrni fizi imobilizovany
dvoumocné kationty niklu, kobaltu apod., na kterych se protein pravé diky histidinové kotvé
zachyti. Timto se protein odd¢€li od necistot a ndsledné je vyvazan z kolony pomoci nadbytku
imidazolu, jenZ kompetuje s histidinovou kotvou o vazbu s dvoumocnymi kationty. Pfi tomto
vyvazovani je také pomoci UV zédfeni sledovdno, ve kterou chvili je protein vyplaven
z kolony a ve kterych frakcich se nachdzi.

Pred afinitni chromatografif je protein uchovavan na ledu v pufru s vysokou koncentraci soli.
V nasem piipad¢ to byl purifika¢ni roztok A se sloZenim: 10 mM roztok Tris a 400 mM
roztok NaCl; pH = 7,5 (5 mM imidazol). Pfi samotné chromatografii je protein promyvan
pufrem s nizsi koncentraci soli (10 mM roztok Tris a 50 mM roztok NaCl; pH = 7,5). Toto
promyti zajisti postupny prechod proteinu do prostiedi s niZSi koncentraci soli a plni tim
funkci dialyzy. Nasledné je protein vymyvan z kobaltové 5Sml afinini kolony pufrem
s vysokym obsahem imidazolu (10 mM roztok Tris, 50 mM roztok NaCl, 250 mM roztok
imidazolu; pH =7.5).

Nésledné jsem proteiny precistila na tzv. permeacni gelové chromatografii (GPC). Jde o krok,
ktery zajistuje, aby se z findlniho produktu dostaly rizné nezddouci pifimési (napt. imidazol)
¢i kontaminujici proteiny, obsahujici vice histidini za sebou, které se spolecné s proteinem
z4jmu, avSak nespecificky navazi na kolonu afinitni chromatografie. SEC je separacni
metoda, kterd déli latky na zdklad¢é velikosti a tvaru molekul. Je tvofena tuhym gelem s
malymi pory, do kterych mohou zapadnout molekuly mensi velikosti. Velké molekuly tedy
projdou kolonou rychle a ty malé, zpomalené prochiazenim jednotlivych pérl, aZ pozdéji,
¢ehoz se velmi efektivné vyuZzivd k separaci makromolekul. Luciferazové varianty byly
purifikovdny na kolon& HiLoad™ 16/600 SuperdexTM 200 pg, a to do pufru s nizkou
koncentraci soli (10 mM Tris a 50 mM NaCl; pH = 7,5). Takto pfipravené proteiny byly po
100 pl zmraZeny pomoci tekutého dusiku a uchovavany v -80°C.

4.2 Analyza vlastnosti luciferazovych variant

Vsechna kinetickd méfeni probihala ve 100 mM draselno-fosfaitovém pufru, sloZzeného
z 82 mM K;HPO, a 18 mM KH,PO,. Jeho pH bylo dorovnano na hodnotu 7,5 pomoci H;POy4
a KOH.Zasobni roztok CTZ byl vytvofen z 1 mg CTZ (M, = 423,46; Carl Roth, Némecko)
rozpusSténim v 3 ml ethanolu. Piiprava probihala na ledu v lahvicce z hnédého skla, ktera byla
nasledné uzaviena vickem se septem a zapeceténa. Vzduch v lahvicce byl vyménén za dusik.
Pted kazdym méfenim byla spektrofotometricky stanovena koncentrace daného roztoku.

4.2.1 Méreni specifické aktivity enzymu

Specifickd aktivita byla méfena pomoci pfistroje FLUOstar Omega. Jedna se o multifunkéni
¢teCku mikrotitracnich desti¢ek, jeZ v piipadé luminiscence prevadi svétlo emitované pfi
oxidaci luciferinu na oxyluciferin na elektricky signdl pomoci fotondsobice (anglicky téz
photomultiplier tube, zkrdcené PMT), ktery vyuZziva linedrni zdvislosti mezi intenzitou svétla
a elektrickym signdlem. Na rozdil od fluorescence se jedna o reakci, pfi niZ se emituje svétlo,
a tak pfi tomto méfeni neni potfeba Zadny svételny zdroj a excitacni filtr, jeZ pii detekci
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fluorescence zajisti excitaci elektront a tedy emisi. Pfi naSem méteni bylo k 25 ul enzymu po
uplynuti 10 s (urenych pro sbér zdkladni linie) injekovano 225 ul substridtu o koncentraci 2,2
uM. Koncentrace substratu byla zvolena tak, aby vzdy byla alesponl 5-krat vySsi nez
koncentrace enzymu. Kone¢nd koncentrace enzymu byla mezi 0,3 — 320 nM, pro kazdy
enzym byla zvolena tak, aby se intenzita luminiscence neliSila béhem méfeni (ihned po
injektdZi a 15 s po injektdZi) vice neZ o 2 %. M¢éfeni probihala v triplikdtu po dobu 15 s pro
vinové délky 240 — 720 nm. Aktivita, naméfend v jednotkdch RLU (relative luminescence
units), byla poté vztaZzena na koncentraci enzymu. Vyslednd aktivita byla stanovena
v jednotkdch RLU.s" . M™.

4.2.2 Stanoveni Kinetickych konstant luciferazové reakce

Pro méfteni kinetickych vlastnosti reakce substratu a enzymu byl vyuzit pristroj FLUOstar
Omega. Ten dokdze detekovat zmény ve vzorku (tedy dany pribéh reakce) pomoci zmén
svétla emitovaného vzorkem. Na rozdil od fluorescence je v naSem piipad¢ toto svétlo
samotny produkt luciferdzové reakce, proto neni nutné pouZiti zdroje svétla. Méteni probihalo
vzdy od zacatku reakce automatickym vstiiknutim 225 pl substrdtu k25 ul enzymu
v jamkach desticky tak dlouho, dokud intenzita luminiscence neklesla pod 0,5 % svého
maxima nebo dosaZeni ¢asu 1000 s. Koncentrace luciferinu byla zvolena tak, aby jeho
hodnoty co nejlépe prolozily kiivku zdvislosti koncentrace substratu na rychlosti reakce,
¢ehoz bylo docileno nejdiive odhadem konstanty K, na zdklad€ jejtho vztahu s limitni
rychlosti reakce. Konkrétni koncentrace pfi jednotlivych métenich jsou uvedeny v tabulce 5.
Dle téchto hodnot byla poté zvolena koncentrace enzymu, tak aby byla alesponl 5-krat mensi

Vv s

neZz nejniz§i hodnota koncentrace substratu, a citlivost piistroje, tak aby byla spolehlivé

Vv

zaznamendna i nejvySsi hodnota luminiscence. Detekce probihala v 1s intervalech pro vlnové
délky 240 nm — 720 nm.

Tab. 5 Koncentrace luciferint FMZ a CTZ pro rovnomérné prolozeni kiivky grafu zavislosti rychlosti reakce na koncentraci
substratu.

Cislo méfeni Koncentrace FMZ (uM) Koncentrace CTZ (uM)
L. - 4.4

2. 2,2 2,2

3. 1,1 1,1

4, 0,55 0,55

5. 0,28 0,28

6. 0,14 0,14

7. 0,07 ]
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Kinetické konstanty luciferdzové reakce jsou popsané schématem (obrazek 4), kde volny
enzym (E) reaguje s volnym substratem (S) za vzniku komplexu enzym-substrat (ES). Tuto
reakci, a tedy i vazbu mezi enzymem a substrdtem, popisuje Michaelisova konstanta Ky, jez
je shodnd s pomérem kinetickych konstant k; a k_;. Nasledn¢ se v rdmci komplexu s enzymem
substrat oxiduje a emituje svétlo, ¢imz tvoifi komplex enzym-produkt (EP). Tento klicovy
proces popisuje kinetickd rychlostni konstanta k.. Komplex enzym-produkt se ndsledné
rozpadd zpét na volny enzym (E) a volny produkt (P). Tento d€j popisuje rovnovizna
konstanta K,. K ziskdni jednotlivych kinetickych konstant byl vyuzit program KinTek
Explorer (KinTek Coprorations, USA). Ten funguje na principu postupného dosazovéni
ruznych hodnot proménnych, ¢imZz hledd nejidedlnéjsi feSeni kinetickych rovnic pro dané
schéma reakce, tak, aby vyslednd rovnice odpovidala redlnym naméfenym hodnotam
s co nejmensi odchylkou. Kontrola byla provedena metodou analyzy kontur spolehlivosti
programem FitSpace Explorer (KinTek Corporations, USA), ktery zkoumd vliv zmény vzdy
jedné ze stanovovanych konstant na odchylku vic¢i redlnym hodnotdm, zatimco ostatni
konstanty jsou zachovany.

S

E # E
_ N '

P Aeat
EP

Obr. 4. Schéma reakce pro kinetické rovnice. E zndzorfiuje volny enzym, P volny produkt a S volny substrat. ES poté

o

znazornuje komplex enzym-substrit a EP komplex enzym-produkt. Konstanta K, popisuje vazbu mezi substritem
aenzymem. Konstanta k. popisuje rychlost pfemény substrdtu na produkt v jejich komplexech. Konstanta K, popisuje
rozpad komplexu enzym-produkt.

4.2.3 Fluorimetricka analyza stability proteint

Termostabilita neboli teplota, pfi které protein denaturuje, byla méfena pomoci pfistroje
Prometheus NT.48 (NanoTemper Technologies, Némecko) metodou nanoDSF (nano-
diferen¢ni skenovaci fluorimetrie). Ta spoc¢ivd ve zméné fluorescence postrannich fetézct
tryptofanu a tyrosinu pifitomnych ve zkoumaném proteinu v zdvislosti na zméné jejich
prostiedi (tedy agregaci proteint). To znamend, Ze zatimco se v okoli proteinu méni teplota
o1 °C za minutu v rozmezi od 25 °C do 95 °C, zaznamendvd se fluorescence zminénych
dvou aminokyselin, kterd je vyvoldna excitaci zafenim o vlnové délce 280 nm, a zkouma se
pomér emise pii 330 a 350 nm, jeZ se vyrazné¢ méni pii denaturaci jednotlivych vodikovych
mustkli. Zmény fluorescence jsou pomoci polovodiCového detektoru zaznamendvany do
grafu, z jehoz prvni derivace lze urcit charakteristickou teplotu tini proteinu (Ty), cozZ je
teplota, pfi niZ je agregovdna pravé polovina mnoZzstvi méfeného proteinu.

4.2.4 Spektroluminometricka analyza proteint

Luminiscencni emisni spektrum bylo stanoveno pomoci spektrofluorimetru FluoroMax Plus
(HORIBA, Japonsko). Ten stanovuje intenzitu svétla v zdvislosti na vinové délce tak, Ze

21



jednotlivé vlnové délky odd€luje monochrométorem. Tim dokaZe ptiradit vlnovou délku
k signdlu, zaznamenaném na detektoru. Reakce probihala na okné mikrokyvety(Hellma
Traycell, d = 1 mm, Hellma Analytics), kde 10 pl enzymu reagovalo s 1 ul luciferinu
(~500 uM, v roztoku ethanolu). Méfeni probihalo v intervalu po 0,5 nm v rozmezi od 350 nm
do 600 nm. Sitka detekovaného piasma emise byla 5 nm a &as integrace 0,1 s. Kone¢nd
koncentrace enzymu byla zvolena bud’ 3 uM, nebo 0,3 uM dle ¢asového rozpéti reakce a tak,
aby bylo celé emisni spektrum zaznamenano rovnocenng.

4.2.5 Krystalograficka analyza luciferazovych variant

Pro vytvofeni krystali jednotlivych komplexi protein-substrit byl pouzit enzym
v koncentraci 400 uM (10 mg/ml). Té se dosdhlo centrifugaci pomoci Centrifugal Filter Units
Amicon R Ultra-15 Ultracel R-3K (Merck Millipore Ltd., Ireland), specidlnich nadob
s membrdnami obsahujici pory, jez do druhé oddé€lené casti nddoby postupné propousti pouze
pufr pro skladovani a jiné molekuly mensi nez cca 3 kDa, ¢imZ koncentruji makromolekuly.
Takto pfipraveny enzym byl smichédn se substratem (azaCTZ, azaFMZ, CTZ a FMZ; 2,0M),
inkubovdn po dobu 60 minut a ndsledn¢ centrifugovan (10 min, 12 000 g, 4°C). Idedlni
podminky pro krystalizaci byly zji§t€ény pomoci 96-jamkovych desticek, kde v kazdé jamce
bylo smichdno vzdy 1 nl pfipraveného enzymu a 1 ¢i 2 nl roztoku uddvajictho prostiedi, pro
kaZdou jamku unikétni. V nasem ptipad¢ byly pouZzity podminky PACT, Midas, Index, SG1,
Wizard, JSCG+, Morpheus a MemGold 2 (Molecular Dimensions, UK). Samotna krystalizace
byla provaddéna se stejn¢ upravenym enzymem v Easy-Xtal 15 jamkovych destickach, kde byl
smichdanim roztoku enzymu se zadsobnim roztokem. Takto pfipravend smés se “povési”, tak,
aby vytvofil kapku nad jamku, ve které je stejny zdsobni roztok jako v kapce. Tim, Ze je ale
roztok v kapce smichany s roztokem enzymu, je méné koncentrovany. Diky tomu, se z kapky
vypaiuje voda (aby se koncentrace zdsobniho roztoku v kapce a jamce vyrovnaly). Tim se ale
pomalu zvysSuje i koncentrace enzymu v kapce a tvoii se krystal. V naSem piipad¢ byl zvolen
zasobni roztok nasledujiciho sloZeni: 100 mM octan amonny, 0,1 M Bis-Tris, pH 5,5 a 17%
(w/v) PEG 10000. Pomér s roztokem enzymu byl 1:1 a zasobni roztok v jamce mél objem 500
pl. Krystalizace probihala v 18 °C po dobu 5-7 dni. Poté byly krystaly zmrazeny v zdsobnim
roztoku s 20% glycerolu pomoci tekutého dusiku a uchovany pro zkoumani krystald.

Pro ur¢eni samotné struktury daného enzymu byla pouZita rentgenova krystalografie,
konkrétn¢ Swiss Light Source (SLS) synchrotron. To je metoda zaloZzend na faktu, Ze
pfi dopadu RTG zéfeni jedné dané vlnové délky (coZ je zafizeno monochromdtorem —
v naSem pripadé cca 1 A) na dany krystal se toto zafeni rozptyli dle struktury daného enzymu.
Krystal se postupné otd¢i a zaznamendvaji se data ze vSech stran miizky. Intenzita a dhel
odrazeného paprsku se zaznamendvaji pomoci detektoru, ktery z danych dat tvori
dvoudimenziondlni obrazky. Ty jsou poté pomoci pocitacového programu spojeny
dohromady tak, aby vytvofily trojdimenziondlni model (v naSem piipadé byly pouZity
pro zpracovani a kompresi dat programy XDS a program Aimless) nejdiive mapy
elektronovych hustot a poté modelu samotného proteinu. Pro vytvofeni dané mapy
elektronovych hustot je nutné znat tzv. poc¢atecni fazi (G). Tu ovSem béhem experimentu
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nemizZeme méfit (tzv. fdzovy problém). Ten byl v nasem piipad¢ vytfeSen molekularni
nahradou (tedy pouZitim podobné molekuly pro ucel ziskani potfebnych dat a dopocitani dané
mapy elektronové hustoty). Mcfeni a feSeni makromolekuldrnich struktur probihalo
pod odbornym dozorem Skolitele této préce.

23



5. VYSLEDKY

5.1 Kirystalograficka analyza proteinu NanoLuc

Znalost struktury NanoLuc luciferdzy je kliCova pro pochopeni katalyzy a produkce svétla
timto enzymem. NanoLuc je tvofen ze 169 aminokyselin, uspofadanych do Ctyt a-Sroubovic
a jedendcti antiparalelnich B-sklddanych listi[6]. Tyto listy spolu tvofi tzv. B-soudek. Aktivni
misto pro katalyzu by se mélo nachédzet ve stiedu molekuly. Jde o kapsu mezi a-Sroubovicemi
2, 3, a4 a jednou stranou B-soudku.

Krystalografické studie v nasi laboratofi ovSem ukazaly, Ze luciferdza mulze tvofit velmi
kompaktni homotetramer, tvofeny dvéma symetrickymi dimery a vyznacujici se vnitinim
pérem se vSemi C-konci v jejim stfedu. Tato homotetramerni struktura ovSem tvoii nové
mezimolekuldrni dutiny, které by tézZ mohly slouZit pro vazbu luciferinu (Obr.4). Tento
pfedpoklad se ovéfil pii naSich experimentech, ve kterych jsme krystaly NanoLuc luciferdzy
namaceli v krystalizacnim pufru, ktery t€Z obsahoval luciferin FMZ. Nasledna
krystalografickd analyza ukdzala, Ze v tetrameru enzymu je pfitomen oxidovany produkt
luciferinu, tzv. furimamid (FMA). Podrobnd analyza tohoto enzym-luciferin komplexu
ukdzala, Ze vazba luciferinu lokdlné naruSuje symetrii homotetramerniho uspotfddani.
Konkrétn¢ jde o helix H4, smycku L7 a B-sklddany list S4, které méni svoji konformaci
po navazani luciferinu do mezimolekuldrni kavity. Tyto zmény délaji pravé onu kavitu
na povrsich molekul enzymi, kam se vdaZe molekula luciferinu.
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Obr. 5 Homotetramerni struktura luciferdzy NanoLuc. (a) Grafické zobrazeni homotetramerni struktury
luciferazy se vSemi ¢tyfmi C-konci v jejim stfedu, obklopujici chloridovy iont CI'. (b) PribliZzeny pohled na
interakci mezi C-konci jednotlivych protomerd s chloridovym iontem a rozpoustédlem (Eervené body). (c)
Znazornéni plochy homotetrameru luciferdzy NanoLuc a chloridového iontu v jejim stfedu (zeleny bod). (d)
Prifez znazornénim plochy homotetrameru, ktery ukazuje (zelen€) intramolekuldrni kavity uvnité protomeri
a (Cervené) mezimolekularni kavity na povrchu jednotlivych protomerti.

Samotn4 kavita je tvofena ¢tyfmi listy jednoho NanoLuc protomeru. Listy S3 a S4 pfedstavuji
dno, zatimco listy S1 a S5 plni funkci stén tohoto luciferin-vazebného mista. Horni strana
kavity je tvorena N-koncem druhého monomeru, hlavné aminokyselinami E4, V7, G8 a D9.
Zadni strana kavity je pak ddna C-konci obou Nanoluc molekul, které tvofi homodimer.

Luciferin FMA se do tohoto mista vadZe tfemi substituenty. Prvni z nich, 2-(furan-2-yl) diky
hydrofobnimu charakteru reaguje s Y94 a téz tvoii tzv. aromatickou stacking interakci s Y81.
Tyto dvé skutecnosti zptisobuje umisténi interakce dvou tyrosinl v bezprostiedni blizkosti.
Tento substituent se také interaguje s kationtem v K89. Druhy substituent, 6-fenyl, md téz
nepoldrni charakter, diky némuZ interaguje s D9, 141 a 1167, a je umistén uvnitf kavity.
Posledni substituent, 8-benzyl, stejnym typem interaguje s V7 druhého monomeru a V83
prvniho monomeru.
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Obr. 6 Vazba luciferinu FMA v povrchové kavité luciferdzy NanoLuc. (a) Mapa 2Fo-Fc povrchové kavity
s navdzanym luciferinem FMA. (b) Grafické zobrazeni navazani luciferinu FMA (Zlut€) v povrchové kavité
tvofené asymetrickym dimerem (kde protomer A je zndzornén azurové a protomer B je zndzornén modie).
(c) Priblizeny pohled na interakce mezi luciferinem FMA a postrannich fetézcti aminokyselin v aktivnim misté.
(d) Prifez zobrazenim povrchu a pfibliZzeni na aktivni povrchovou kavitu s navazanym luciferinem FMA.

V nasi krystalografické analyze se ndm téz podatilo vyfeSit strukturu NanoLuc enzymu
s navazanym luciferinem CEI. Tento luciferin se vaze t€Z do stejné kavity, ovSem s tim
rozdilem, Ze je oproti FMA otoceny o cca 120°. Jeho prvni substituent, 2-(p-hydroxyfenyl),
tvoii vodikovy mistek s E165 tfettho monomeru. Ziroven karbonyl a dusiky v blizkosti
tohoto substituentu tvoii vodikovy mustek s D9, K89 a R166. Druhy substituent, 2-(p-
hydroxyfenyl), interaguje s Y81 a D5. Otdzkou zustava, pro¢ se molekuly luciferinu vdZou do
tohoto povrchového mista a jakou funkci toto povrchové luciferin-vazebné misto sehrava
v biologii tohoto enzymu.
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Obr. 7 Vazba luciferinu CEI v povrchové kavité tvofené homotetrametrni strukturou luciferdzy NanoLuc.
(a)Mapa 2Fo-Fc povrchové kavity snavdzanym luciferinem CEIL(b) Grafické zobrazeni homotetramerni
struktury s povrchovou kavitou s navdzanym luciferinem CEI zboku a zeptedu.(c) Prifez znidzornénim povrchu
zboku a zepiedu a pfibliZzeni na povrchovou kavitu s navdzanym luciferinem CEI (zelen€).(d) Grafické zobrazeni
interakce luciferinu CEI s postranimi fetézci aminokyselin piitomnych v povrchové kavité.
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Obr. 8 Superpozice vazby luciferini FMA a CEI v povrchové kavité vytvofené homotetramerni strukturou
luciferdzy NanoLuc. Luciferiny CEI a FMA a jsou vzdjemn¢ oto¢ené o cca 120°.

Nésledné po krystalografické analyze probéhlo srovndni vyfeSenych struktur s navdzanym
luciferinem CEI nebo FMA a se strukturami bez navdzaného luciferinu vyfeSenymi
Dr. Tomabechi[6] a Dr. Inouye[7]. Toto srovndni ukdzalo kli€¢ové rozdily mezi tzv. otevienou
a zavienou strukturou B-soudku. Jednim z téchto rozdildi je otoceni sklddaného listu S5. To
znamend, Ze v oteviené struktufe luciferdzy NanoLuc bez navdzaného luciferinu je postranni
fetézec H93 na povrchu protomeru a postranni fetézec Y94 smétuje do vnitiku B-soudek,
¢imZ jej Cini objemnéjSim, zatimco zaviend struktura luciferizy s navdzanym luciferinem
v povrchové kapse smétuje postranni fetézec H93 do vnitiku B-soudku a postranni fetézec
Y94 na povrch. Diky témto konformacnim zméndm muze probihat tzv. homotropicky
negativni alostericky mechanismus, coZ znamend, Ze luciferin se mize vdzat bud na
povrchové alosterické misto, popsané v predchozim textu, pii zaviené konformaci, nebo
piimo v katalytickém misté uvnitt B-soudku pii oteviené konformaci, nikdy vSak nemohou
byt navdzané dva zdroven v obou zminénych mistech. Pfitomnost dvou riiznych struktur a
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role aminokyseliny Y94 v jejich zmé&né mulze byt kliCovym objevem pro charakteristiku
alosterické regulace luciferdzy NanoLuc. Na to ukazuje i skuteCnost, Ze pfizaviené
konformaci se dovnitf B-soudku mohou navdzat dva chloridové ionty, ¢imZ zabrani
katalytické Cinnosti luciferazy.
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Obr. 9 Zobrazeni rozdilu mezi otevienou a zavienou strukturou B-soudku.(a)Grafické zobrazeni struktury (i)
otevieného B-soudku a tedy piistupnou vnitini kavitou a nepiistupnou povrchovou kavitou, (iii) zavieného
B-soudku s nepfistupnou vnitini kavitou a piistupnou povrchovou kavitou s navazanym luciferinem FMA a (ii)
jejich superpozice. (b) Priblizeny pohled na povrchovou kavitu pfi (i) otevieném B-soudku, (iii) zavieném
B-soudku a (ii) jejich superpozice.
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5.2 Mapovani luciferin-vazebného povrchového mista

Ackoliv ma NanoLuc tolik potencidlnich vyuZiti, ma i n€které nevyhody. Jednou z nich je

samotny luciferin FMZ, ktery nejen Ze je vyrazné draZsi, ale je i cytotoxicky jak pro in vitro,
tak in vivo kultivované buiiky[5], coZ miiZe byt ptekdzkou pro $irsi vyuZiti této luciferazy.

Jednim z hlavnich cili mého projektu bylo zmapovat luciferin-vazebné misto pomoci cilené
mutageneze, a zjistit tak jaké aminokyseliny jsou kliCové pro navdzini luciferinu
a charakterizovat jejich bioluminiscencni chovani s FMZ a CTZ luciferiny. Zkoumané
jednobodové substituce, ale téZ prodlouzeni C-konce o dva alaniny (NanoLuc ext A170-
A171) ¢i jeho zkraceni o tfi aminokyseliny (NanoLuc del 1167-A169), které jsme vytvofili,
jsou vypsané v Tab. 1 a Obr. 9. Pomoci rekombinantni exprese a afinitni purifikace jsme
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vSechny vytvorené mutantni enzymy pfipravili v dostatecném mnoZstvi a Cistoté pro jejich
biochemickou charakterizaci. VSechny varianty luciferdzy byly purifikovany jako velmi
solubilni proteiny. Co se tyce luciferdzové aktivity, tak vSechny mutace v luciferin-vazebném
mist¢ vedly ke sniZeni aktivity s FMZ jako luciferinem. S CTZ byla ovSem situace jin4,
zde nékteré mutace téZ vedly ke sniZeni aktivity, av§ak nékteré mutace naopak luciferdzovou
aktivitu zvySovaly. Nejvétsi relativni aktivitu s CTZ vykazovaly mutace DOR, H57A a K89R.
Na zdklad¢ tohoto zjisténi byly tyto mutace postupné kombinatoricky spojeny do piisluSnych
dvou- a tfibodovych mutanti. Nasledn¢ byla zkoumdna jejich aktivita, kinetika, stabilita
a struktura.

Tab. 6. Relativni luminiscen¢ni aktivity variant NanoLuc luciferazy méfenych s CTZ a FMZ luciferiny. Data
uvadeéji pramér relativnich luciferdzovych aktivit (piivodni NanoLuc = 100 %), chyba méfeni je oSetfena
hodnotami smérodatnych odchylek. Méteni probéhlo v triplikatu.

CTZ-luminiscence FMZ-luminiscence
NanoLuc varianta

Relativni aktivita (%) SD (%) Relativni aktivita (%) SD (%)

wild-type 100 27.6 100 29
DI9R/K89R 1100.1 189.2 86.8 13.1
DI9R/H57A/K89R 859.8 210.1 87.3 16.3
H57A/K89R 524.6 124.1 135.3 28.9
H57A 478.5 262.4 113.5 455
K89R 419.3 143.4 109.7 29.4
DO9R/H57A 346.0 493 28.1 53
D9R 2721 112.5 52.5 24.5
RI11E 138.5 1.9 97.1 29
D55A 109.3 26.1 56.4 2.1
R166A 104.5 50.0 91.3 33.1
K89E 97.9 6.8 44.1 3.1
R43A 76.1 26.3 59.6 15.5
H57Y 65.9 13.3 63.5 7.1
K89A 36.3 13.8 61.2 5.0
Y8IA 35.7 7.2 73.5 4.7
R166Q 229 9.6 73.5 0.1
del 1167-A169 20.6 4.6 70.1 4.4
ext A170-A171 220 1.8 43.2 25
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Obr. 10 (a) Teplotni mapa relativnich aktivit jednotlivych luciferdzovych variant. (b) Grafické zobrazeni
16 substituci udélanych v inZenyrstvi paivodni luciferdzy NanoLuc v kontextu asymetrického dimeru. Cervené
zvyraznéné jsou mutace, které jsou rozmisténé v okoli zkoumané povrchové kavity.

5.3 Kineticka analyza luciferazovych variant

Ackoliv jednobodové substituce v mist¢ povrchového alosterického mista luciferdzovych
variant mé¢ly na aktivitu enzymaticky katalyzované oxidace CTZ Casto negativni vliv, nékteré
z nich, konkrétné substituce DIR, H57A a K89R, tuto aktivitu zvysily, a to az 4,5-krat. Nové
syntetizované luciferdzové varianty s dvoubodovymi ¢i tiibodovymi substitucemi tuto aktivitu
dokazaly zvySit az 11-krat (Tab. 1).

Zaroven byla témto luciferdzovym variantdm pomoci metody nanoDSF zméfena teplota tan{
(Tw), a tedy srovndna stabilita jednotlivych variant, coz je klicova vlastnost pro laboratorni
vyuziti. Zde lze pozorovat klesajici trend zavislosti stability na rostoucim mnoZstvi substituci.
Rozdil mezi plGvodni luciferizou NanoLuc a NanoLuc DIR/K89R/H57A je az o 15°C.
Nejmensi stabilitu vykazuji enzymy s alesponl jednou mutaci D9R. Naopak nejvétsi stabilitu
Vykazujl’ luciferézy se substituci H57A coi zajl’mavé doplﬁuje fakt ze tito mutanti maji

cvv s

Tab. 7 Teploty tani a teploty, pfi kterych je zagregovan veskery protein, klicovych variant NanoLuc luciferazy.
Data uvadéji prumér jednotlivych namétenych teplot tan{ (T, a Ty,;). Méfeni probéhlo v triplikatu.

Varianta luciferazy Tm (°C) SD (Tw) Tm — agregovan  SD (Tp1)
NanoLuc vSechen protein

O
puvodni 59,0 0,2 63,5 0,1
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DO9R 49,9 0,2 53,7 0,0

HS57A 58,0 0,2 62,8 0,0
K89R 56,7 0,2 61,6 0,0
DO9R/K8&9R 45,8 0,2 50,9 0,0
H57A/K89R 52,2 0,1 56,6 0,0
DOR/H57A 48,6 0,5 53,9 0,1
DOR/H57A/K89R 44,0 0,1 49,0 0,0

Pro dvé luciferdzové varianty s nejvetsi aktivitou bioluminiscence byly t€Z zméfeny kinetické
konstanty a emisni spektra pro lep$i porozuméni divodu vzristu jejich aktivity pouze
s luciferinem CTZ. Tato méfeni ukdzala, Ze dvoubodova substituce DIR/K89R zvySuje
katalytickou ucinnost reakce s luciferinem CTZ (k../Kn) cca 10-krét, a tiibodova substituce
DI9R/K89R/HS57A katalytickou dcinnost zvysuje dokonce cca 15,9-krat. Dlivod této zmény je
rychlostni konstanta reakce k., kterd se u luciferdzy s mutacemi DOIR/K89R/HS57A, pozdéji
pojmenované jako NanoLuc“'%, zvysila cca 16,1-krdt, zatimco konstanta popisujici vazbu
mezi enzymem a luciferinem (K,) a konstanta popisujici rozpad komplexu enzym-produkt
(Kp) byly témér stejné jako konstanty plvodni luciferdzy. Zaroven katalytickd dcinnost
luciferazy NanoLuc®" s luciferinem CTZ (kea/Km = 70 + 7 s'l.pM'l)je podobnd katalytické
ucinnosti pitivodni luciferdzy NanoLuc s luciferinem FMZ (kea/Kny, = 64 £ 2 s'l.pM'l).
Hodnoty katalytickych tcinnosti jednotlivych luciferdzovych variant s luciferinem FMZ byly
cca 2-krat nizsi neZ u pavodni luciferdzy NanoLuc.
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Obr. 11 (a) Teplotni mapa relativnich luminiscen¢nich aktivit kliCovych variant luciferdzy NanoLuc. (b) Graf
relativnich hodnot katalytické ucinnosti reakce (k../K.), rychlostni konstanty reakce (k.,) a Michaelisovy
konstanty (K,,) pro varianty DIR/K89R a DIR/K89IR/HS57A luciferdzy NanoLuc.

Tab. 8 Kinetické parametry — Michaelisova konstanta, popisujici vazbu mezi enzymem a substratem (K,),
rychlostni konstanta reakce (kc.), konstanta, popisujici rozpad komplexu enzym-substrit (K;) a katalytickd
ucinnost reakce (k../ Ki,) — klicovych variant luciferazy NanoLuc.

Varianta enzymu

NanoLuc

NanoLuc-Y9%4A
NanoLuc-DI9R/K89R
NanoLuc-D9R/H57A/K89R

NanoLuc

NanoLuc-Y9%4A
NanoLuc-D9R/K89R
NanoLuc-D9R/H57A/K89R

K/ pM keat /8T K,/ pM kead Ko ! s pM?
CTZ-luminiscence
0.57 £0.02 2.48 £0.05 0.256 +0.005 44+02
3.74 £0.09 0.225 £ 0.004 0.79 £0.04 0.060 + 0.001
0.46 £0.01 16.8 £0.6 0.163 +0.006 37+1
0.77 £0.07 40+4 0.23 £0.02 707
FMZ-luminiscence
0.123 +£0.004 7.88 £0.03 0.56 £0.01 64£2
1.29 £0.02 0.519 +0.007 0.85+0.02 0.402 + 0.006
0.157 £0.009 52+0.1 0.39 +£0.03 33+£2
0.098 + 0.005 2.74 £0.03 0.34 £0.02 28+ 1

Emisni spektrum luciferdzy NanoLuc®"“ bylo pfi reakei s luciferinem CTZ posunuto o ~2 nm
smérem k Cervené barvé€, zatimco pii reakci s luciferinem FMZ zGstalo nezménéné.
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Obr. 12 Emisn{ spektrum a emisni maxima reakce kliCovych variant luciferdzy NanoLuc s luciferinem (a) FMZ
a (b) CTZ. Hodnoty emisnich maxim jsou primérem tii nezdvislych méfeni. Chyba je oSetfena smérodatnou
odchylkou (SD).

5.4 Krystalograficka analyza luciferinu v katalytickém misté

Pro lepSi porozuméni katalyzy luciferdzy NanoLuc®™ byla provedena krystalografickd
analyza jejiho komplexu s luciferinem CTZ a jeho neoxidovatelnou formou azaCTZ[28]
(Obr. 1). Ackoliv kokrystalizace komplexu s luciferinem CTZ nebyla uspéSnd, podatilo
sendm vytvofit kvalitni krystaly s pfihodnymi difrakénimi vlastnostmi pro komplex
s analogem CTZ, azaCTZ.
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Obr. 13 Krystal komplexu luciferdzy NanoLuc“™* a neoxidovatelné formy luciferinu azakoelenterazin.

Mapy elektronovych hustot vypoctené na zdklad¢ dat, ziskanych rentgenovou krystalografii
danych komplext, ukazaly luciferazu ve své oteviené formé s luciferinem navdzanym uvnitt
B-soudku luciferazy.

Jadro azaCTZ tvofené triazolopyrazinem je umisténo uvnitf p-soudku, a obklopené je
nejcastéji hydrofobnimi a aromatickymi postrannimi fetézci sousednich aminokyselin. Dusik
N1 tohoto jadra azaCTZ se nachdzi velmi blizko postranniho fetézce aminokyseliny R162,
kterd by z tohoto dlivodu mohla mit daleZitou roli v protonaci vzniklého aniontu CEI N1°.
Zaroven R162 je situovdn v blizkosti postranniho fetézce aminokyseliny Q12, kde je téz
situovdna molekula vody, nachézejici se nad triazolopyrazinovym jaddrem azaCTZ. Tato
molekula vody by mohla nahrazovat molekulu kysliku O,, kterd oxiduje luciferin CTZ
najeho uhliku C2, coZ by znamenalo, Ze aminokyselina R162 ma klicové funkce
jak v prostorové koordinaci molekul luciferinu a kysliku O,, aby vzdjemné interagovaly,
tak i v protonaci produktu CEI, zabezpecujici vysSi intenzitu luminiscence. Zaroven neni
v okoli jadra pfitomna Zadnd skupina, jeZ by zprostfedkovala deprotonaci luciferinu CTZ na
dusiku N7, poptipad¢ jeho tautomeru O10H. Tuto skupinu téZ nemaji luciferdzy typu

Renilla[28].

Podobnost s ostatnimi strukturné nepiibuznymi luciferdzami vykazuje luciferiza NanoLuc
i v podpofe tvorby fenoldtového aniontu emitujictho modré svétlo a ve vyladéni nédboji
v CEI, a to konkrétné¢ pomoci vodikového mustku mezi postrannimi fetézci aminokyselin
D139, Y114 a Y94 s hydroxylovou funkéni skupinou substituentu R* 6-(para-hydroxyfenyl)
luciferinu, ktery je ukotven uvnité B-soudku. Zbylé substituenty,R' 6-(para-hydroxyfenyl)
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aR’ 8-benzyl, jsou v kontaktu prevazné s hydrofobnimi a aromatickym skupinami uvnitf
barelu. Vyjimkou je vodikovy miistek mezi hydroxylovou skupinou substituentu R 6-(para-
hydroxyfenyl) a karbonylu na hlavnim retézci aminokyseliny F31.

a b Povrchové c

alosterické misto
bez navazaného
luciferinu

Centralni
katalytické misto
s navazanym
luciferinem

Obr. 14 Vazba azaCTZ v katalytickém mist¢ luciferdzy NanoLuc. (a) 2Fo-Fc mapa katalytického mista
luciferdzy NanoLuc®™ s navdzanym analogem luciferinu azaCTZ. (b) Grafické zndzornéni vazby analogu
luciferinu azaCTZ v centrdlnim katalytickém misté za otevieného stavu B-soudku. (c) Pfiblizené znazornéni
jednotlivych interakci analogu luciferinu azaCTZ s postrannimi fetézci aminokyselin pfitomnych v centrdlni
kavité luciferazy NanoLuc“™ a s molekulou vody (Eerveny bod).

5.5 Navrh katalytického mechanismu luciferazy NanoLuc

Vyse uvedend krystalograficka analyza, kterd ukazuje analog luciferinu azaCTZ navazany
v katalyticky pfithodném misté luciferazy NanoLuc®'“, ndm umoZnila ndvrh katalytického
mechanismu oxidace luciferinu CTZ luciferdzami typu NanoLuc. Znalost této struktury nidm
umoznila vytvofit model vazebnych reZzimii nativniho luciferinu CTZ, dvou reakénich
meziproduktii 2-peroxy-CTZ a dioxethan-CTZ a produktu CEI. Zacitkem mechanismu je
vstup luciferinu CTZ do B-soudku luciferdazy. Imidazopyrazinonové jadro luciferinu CTZ je
deprotonovano jiz ve vodném prosttedi, nebot jeho pK, ma hodnotu podobnou
fyziologickému pH[28]. Po navdzani luciferinu do katalytického mista, aspartit v pozici 139
deprotonuje funkéni hydroxylovou skupinu substituentu R* 6-(para-hydroxyfenyl) luciferinu
CTZza vzniku dianiontového O10-CTZ. Tato deprotonace ovliviiuje emisni maximum
emitovaného svétla. Zaroven po navézani luciferinu CTZ vznikd terndrni komplex enzym-
kofaktor-substrit, kde postranni fetézec aminokyseliny R162 pomédha umistit molekulu
kysliku O,, tak aby mohla reagovat s uhlikem C2 dianiontového CTZ. N4§ ndvrh mechanismu
je analogicky k reakci luciferdzy RLuc, kde k pocate¢ni interakci dochdzi prostfednictvim
presunu nédboje, pricemz vznikaji radikdlové meziprodukty. Parovanim téchto radikalti vznika
aniont 2-peroxy-CTZ. Ten poté vytvoii cyklus pomoci nukleofilni adi¢né-eliminacni reakce.
Timto krokem vznikd nestabilni dioxethanonova struktura s deprotonovanou amidovou
skupinou, kterd ma vysokou energetickou bilanci. Po vytvofeni tohoto CTZ-dioxethanonu
aminokyselina R162 protonuje danou amidovou skupinu pro zajiSténi vysSi intenzity
luminiscence. Nasledn¢ se nestabilni dioxethanonovy cyklus rozpada za uvolnéni energie, jez
excituje uhlik C2 CEI. Ten energii uvolni, kdyz se vraci do zdkladniho stavu v podobé fotonu,
a tedy emituje svétlo. Aminokyselina R162 je ndsledné reprotonovana z molekuly vody.
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Soucasti navrhu je také teorie, Ze konformacni prechod mezi otevienou a zavienou strukturou
luciferdzy mize napomdhat vyvazani CEI a regeneraci luciferdzy pro dalsi katalyticky cyklus.
Né4vrh mechanismu je graficky zndzornén v obrazku 13.
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Obr. 15 Névrh mechanismu katalyzy luciferazy NanoLuc®™

. (a) Priblizeny pohled na interakce v aktivnim misté
s modely klicovych molekul pravdépodobného mechanismu - (i) CTZ, (ii) 2-peroxy-CTZ, (iii) CTZ-
dioxethanonu a (iv) CEI. Postranni fetézce jednotlivych aminokyselin pfitomnych v aktivhim misté jsou
znazornény zeleng, oxidujici molekula kysliku O, ¢ervenym bodem a vodikové mustky ¢arkovanou pifmkou.(b)
Schéma ndvrhu mechanismu oxidace CTZ katalyzovaného luciferdzami typu NanoLuc. CTZ vstupuje do
aktivniho katalytického mista (jiz v deprotonované formé, diky jeho pK, bliZici se hodnoté fyziologického
pH[28]) a jeho funkéni skupina OH C6-(p-hydroxyfenyl) substituentu tvoii vodikovy mistek s tyrosiny Y94
a Y114. Zarovei je deprotonovana aspartitem D139 za vzniku dianiontu O10-CTZ. V Michaelisové komplexu
enzym-substrat-kofaktor postranni fetézec aminokyseliny R162 umisti molekulu kysliku O, tak, aby mohla byt
atakovéana uhlikem C2 O10-CTZ. Tento krok by mohl byt uskutecnén pomoci pfenosu naboje. Nésledné dojde
ke sparovani radikald za vzniku 2-peroxy-CTZ. Ten nasledné vytvoii cyklus za vzniku CTZ-dioxethanonu
pomoci nukleofilntho adi¢né-elimina¢nitho mechanismu. Nasledné je zatim deprotonovany CTZ-dioxethanon
protonovan aminokyselinou R162. Po protonaci dochdzi krozpadu dioxethanového cyklu za vzniku
excitovaného produktu CEI. Ten se navraci do zdkladniho stavu vyzafenim fotonu, zatimco aminokyselina R162
se reprotonuje z ptitomné molekuly vody.
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6. DISKUZE

Ackoliv ma vysoce vykonnd a elegantni luciferdza NanoLuc v biotechnologiich Siroky vybér
vyuziti[4], molekuldrni podstata, na které stoji jeji katalyza, zlstdva zdhadou [3, 6, 7, 29].
Dtivodem proto je nedostatek informaci o katalyticky d¢inném komplexu luciferdza-luciferin.
Proto jsme se pokusili tyto informace doplnit krystalografickou analyzou. Diky strukturni
podobnosti luciferdzy NanoLuc s proteiny vazajicimi vySsi mastné kyseliny (anglicky fatty
acids binding proteins, zkracenéné¢ FABPs)[6] se pfedpoklddalo, Ze se luciferin bude vazat do
centrdlni kavity[3, 6, 7], kam se vpfipadé FABPs typicky vazi vys§i mastné
kyseliny[30, 31, 32]. Navzdory tomuto ocekdvani se ale luciferin Casto vaze do kavity,
nachdzejici se na povrchu luciferdzy NanoLuc.

Dilezitou otdzkou je tedy funkce povrchové kavity, do které se luciferin vaze.
Krystalografickou analyzou komplexu azaCTZ a luciferdzy NanoLuc®™ v této prici je
potvrzeno, Ze katalytické misto pro luciferin koelenterazin se nachazi uvnitt B-soudku. Tak
tomu ovSem muze byt, pouze pokud se luciferdza nachdzi v tzv. oteviené konformaci, kterad se

s

vyznacuje tyrosinem 94 mitficim do vnitf B-soudku. Zména mezi touto a tzv. zavienou
konformaci, kde Y94 miii na povrch luciferdzy, by mohla hrat dilezitou roli ve vazani a
vyvazovani luciferinu, coz odpovida chovani skupiny nespecifikované lipidy ptrendsejicich
proteini (anglicky non-specified lipid transfer proteins, zkrdcené¢ nsLTP)[33, 34]. Tato
skupina je luciferaze NanoLuc podobna nejen v piitomnosti centralni hydrofobni kavity pro
navazani lipidu, ale i pfitomnosti povrchové kavity[33]. Proteiny nsLTP vyuzivaji rtizné
konformacéni zmény pro efektivni navazani a vyvdazani lipidu do centrdlni kavity[33, 34].
Podobny mechanismus by tedy mohl probihat i v komplexu luciferdzy NanoLuc a luciferinu.
V takovém piipad¢ by se jednalo o tzv. homotropni alosterickou inhibici, kde by navédzani
luciferinu do povrchové kavity aktivné brénilo navdzdni dalS§i molekule luciferinu do

katalytického mista.

Ackoliv je luciferaza NanoLuc monomerni enzym|[3, 29], vétSina jejich krystalickych analyz
ji ukazuje jako tésny homotetramer, sloZzeny ze Ctyf stejnych protomertt v uzaviené
konformaci, jeZ umoznuje navazani luciferinu do povrchové kavity. Tato povrchova kavita
mezi homodimery tvoficimi homotetramer luciferdzy ma vlastnosti tzv. molekulového lepidla
(anglicky molecular glue, zkrdcené¢ MG)[35, 36]. Tento jev se vyznacuje zvySenim puvodné
zanedbatelné vzdjemné afinity dvou proteind,pomoci ligandu[35], v nasSem piipadé
samotného luciferinu.Strukturni analyza zaroven ukdzala mista urend pro navazani
chloridovych iontl jak na povrchu luciferdzy, tak uvniti B-soudku, coZ muize poukazovat
na vliv koncentrace chloridovych iontli na konformaci luciferdzy a tedy jeji aktivitu, ktery
potvrzuji studie Tausifa Altamasch[37]. Podle této teorie by se v momenté, kdy kreveta
vyplivne sekret do vody okolo sebe, aby zastraSila predatora, sniZila koncentrace ionti CI°
a proteinovy a katalyticky inaktivni homotetramer, vyuZzity krevetou pro uSetfeni mista
pfi skladovani enzymu, by se rozpadl na jednotlivé monomerni a katalyticky aktivni
luciferdzy. Ty zméni svoji konformaci ze zavieného [-soudek na otevieny, coz vede
k ptevazani luciferinu z povrchové kavity do katalytického mista. Tento mechanismus by
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se dal vyuzit jako indikdtor koncentrace iontiit NaCl, ¢ehoz by se dalo vyuZit v potravinafstvi,
primyslu, ale i v medicin€ pfi vysetieni funkce ledvin.

Abychom vyloucili, Ze vazba luciferinu do povrchového alosterického mista je pouze
experimentdlni artefakt, vzniknuvsi béhem krystaliza¢nich pokust, byla provedena komplexni
mutageneze této povrchové kavity. Tyto experimenty prokdzaly komunikacni cestu mezi
alosterickym a katalytickym mistem, kdy komplexni mutageneze alosterického mista
dokdazala az 11-krat zvysit aktivitu enzymu. Zajimavé je také to, Ze varianty, které jsme délali
my, jsou od pfedchozich mutaci firmy Promega naprosto odlisSné, a presto navraci vysokou
aktivitu s luciferinem koelenterazinem. Naproti tomu profesor Inouye aktivitu s luciferinem
CTZ navraci pomoci reverznich mutaci aminokyselin, zminénych v ¢lanku Hall et al.[7].

Struktura komplexu luciferazy NanoLuc“™ s navidzanym luciferinovym analogem azaCTZ
pomohla odhalit vlastnosti katalytického mista, coZ umoznilo navrhnout mechanismus
bioluminiscen¢ni reakce. Ten odhaluje podobnost sneddvno objevenym mechanismem
luciferazy RLuc[28], kde je modrd barva luminiscence zajiSténa fenoldtovym
aniontem [28, 38, 39, 40, 41], ziskanym pomoci deprotonace aspartitovym residuem [28].
Stejné tak je tomu u luciferdzy NanoLuc, kde aspartat D139 s podporou tyrosinit 94 a 114
pomdha vyladit elektronovy stav produktu, coZ vede pravdépodobné k vytvoreni fenoldtového
aniontu, ktery emituje modré svétlo. Tato podobnost tedy ukazuje, Ze aspartitem
zprostiedkovana deprotonace je typickd pro moiské bioluminiscencni organismy pouzivajici
luciferin CTZ[28].

Dalsi otazkou je, pro€¢, pokud luciferiza NanoLuc takto efektivné funguje i samostatné
s luciferinem CTZ, se v kreveté nachdzi kromé katalyticky aktivni ¢asti luciferdzy OLuc-19
i zbyla ¢ast OLuc-35. Jednd se o velky proteinovy komplex. Jak je zminéno v teoretickém
uvodu, podjednotka OLuc-35 je podobna iLBP, které, jak fikd jejich nazev, na sebe vaZzou
nepoléarni slouceniny. Tuto charakteristiku spliuje i substrat CTZ, coZ by mohlo naznacovat,
Ze tato jednotka zajiStuje spradvny ptechod luciferinu v motské vod¢ z povrchové kavity do
katalytického mista a zabranuje zbytecnému unikani koelenterazinu do okoli.
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7. ZAVER

Hlavnim nedostatkem pro odhaleni mechanismu katalyzy luciferdzy NanoLuc byla neznalost
¢i omezené informace o jeji struktufe v komplexu s jednotlivymi luciferiny a rozdily mezi
luciferiny FMZ a CTZ v jejich vazbé na enzym. V této prici jsme krystalografickou analyzou
zjistili, Ze oba luciferiny se dokdZou véazat do kavity, umisténé na povrchu jednotlivych
protomert v tetramernim uspofadani enzymu. Vzhledem k tomu, Ze se oc¢ekdvala pfitomnost
luciferinu v centrdlni kavité, tvofené [-soudkem, byla povrchovd kavita zkoumdna
vytvofenim luciferdzovych variant. Méfeni aktivity a kinetickych konstant téchto variant
ukazalo, krom¢ ocCekdvaného snizeni i prudky nartist v ptipad¢ bioluminiscencni oxidace
CTZ. Z toho diavodu byla provedena krystalografickd analyza struktury nejzativejsi varianty,

CTZ
tzv. NanoLuc

. Ta odhalila, ze katalytické misto luciferdzy se nachazi skutecné v centralni
kavité¢ tvotfené B-soudkem a umoZnila tak navrhnout katalyticky mechanismus luciferdazy
NanoLuc“™a ndvrh homotropni alosterické inhibice, spocivajici v konformacni zméné

luciferazy.

Nase strukturni analyzy téZ poskytly pohled na to, jak motské luciferdzy zajiStuji produkci
fenoldtového aniontu luciferinu CTZ, ktery je emituje modré svétlo. Ve struktufe luciferazy
NanoLuc“" s navdzanym luciferinovym analogem azaCTZ jsem ukézala, 7¢ aspartit 139
spole€né¢ s tyrosiny 94 a 114 fixuji molekulu luciferinu v katalytickém mist¢,
a pravdépodobné zajistuji deprotonaci termindlni hydroxylové skupiny luciferinu. Nase
vyzkumnd skupina neddvno ukdzala, Ze podobné interakce jsou tézZ i u strukturné nepodobné
motiské luciferdzy z Renilla reniformis. Tato pozorovani doklddaji konvergentni evoluci
motskych luciferdz. Zajimavé bude v budoucnu sledovat, zda podobné principy jsou
uplatiiovény i jinymi mofskymi luciferdzami, jako napt. luciferdza z Gaussia princeps.

Diky témto zjiSténim se mi podafilo zkonstruovat nové varianty NanoLuc luciferdzy, které
vykazuji vyrazné lepsi katalyzu a produkci svétla s ptivodnim nativnim luciferinem CTZ, anizZ
by se ovSem dramaticky sniZila jejich katalyza se syntetickym luciferinem FMZ. V rdamci
prace se mi tak podafilo zjistit principy, jak lze preprogramovat substratovou specificitu
NanoLuc luciferdzy. Tyto vysledky maji velky dopad pro vyuzivani této luciferdzy, nebot’
mnou vytvofené NanoLuc varianty jsou velmi efektivni s pfirozenym luciferinem CTZ.
Odpada tedy nutnost kupovat extrémné drahy synteticky luciferin FMZ, ktery kromé jiného je
téZ malo rozpustny a vykazuje cytotoxické efekty.

Vysledky mé prace jsou soucdsti védecké publikace: ,Illuminating the mechanism and
allosteric behavior of NanoLuc luciferase®, kterd byla uvetfejnéna jako preprint na BiorXiv
(https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2022.12.05.519101v1) a nyni je v recenznim fizeni
v Casopise Nature Communications.
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