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Anotace

Enzymy jsou proteinove biokatalyzatory, které zvysSuji rychlost biochemickych reakci
probihajicich v zivych organismech a jejich role je pro spravny chod organismu naprosto
zasadni. Znalost struktury enzymt a vazby substrati v enzym-substratovém komplexu
umoziuje bliz§i pochopeni jejich funkce a nasledné také jeji racionalni upravy a vylepSeni
pomoci proteinového inZenyrstvi.

Piedmétem studia této prace byly enzymy z rodiny halogenalkandehalogenas, coz jsou
proteinové katalyzatory hydrolyticky $tépici vazbu halogen-uhlik na korespondujici alkohol,
halogenidovy ion a proton v sirokém spektru halogenovanych uhlovodiki. Pro tyto unikétni
katalytické vlastnosti maji halogenalkandehalogenasy potencialni vyuziti v biotechnologiich
a bioremediaci. Nicméné&, kromé nékolika vyjimek, v§ak doposud neni znamy jejich piesny
evolu¢ni piivod a skute¢na biokatalyticka funkce v organismech.

Tato SOC prace se zabyvala studiem halogenalkandehalogenasy DmmA, ktera byla
objevena v genomu moiské cyanobakterie Lyngbya majuscula. Hlavni cile této prace byly:
(i) konstrukce Kkatalyticky neaktivni varianty enzymu DmmA, (ii) zavedeni postupt
pro rekombinantni produkci a purifikaci DmmA, (iii) najit a optimalizovat podminky vhodné
pro krystalizaci a ko-krystalizaci DmmA a (iv) nasbirat krystalograficka data, vyfeSit atomarni
strukturu DmmA v komplexu sméné tradiénimi halogenovanymi substraty (napf.
halogenovany derivat fluorescenéni barvy BODIPY) ¢i se strukturné vzdalenymi domnélymi
substraty ze skupiny laktont a koelenterazint.

V ramci této prace se podafilo zavést a optimalizovat metodiku pro rekombinantni
produkci, purifikaci a krystalizaci halogenalkandehalogenasy DmmA. Difrakéni data
s vysokym rozlisenim byla Gspé$né naméfena na takto ziskanych krystalech a atoméarni
struktury DmmA v komplexu s molekulami ligandd byly vyfeSeny. Vysledky této
experimentalni prace poskytuji jako viibec prvni na svété znalost molekularniho rozpoznani
a vazby relativné velkych halogenovanych substratovych molekul v aktivnim misté enzymu
DmmA. Kromé¢ toho se podafilo vyfesit i komplexni strukturu DmmA, kde je v jeho aktivnim
misté¢ navazana molekula N-heptyl-D/L-homoserin-y-laktonu, coZz je jeden z domnélych
pfirozenych substrati nékterych halogenalkandehalogenas. V neposledni fadé se také podatilo
vyfesit krystalovou strukturu DmmA s navazanym neoxidovatelnym analogem koelenterazinu,
azakolenterazinem, v katalytické kavité enzymu. Tato pozorovani tak pfinaseji nové strukturni
informace o vazb¢ rozli¢nych molekul do aktivniho mista enzymu DmmA a budou tak slouzit
k fundamentalnimu pochopeni molekularnich mechanismt enzymové katalyzy. V neposledni
fad¢é nové strukturni informace budou téz vyuzity i proteinovym inZenyrstvim a vypocetnim
designem, které se snazi racionalné vylepSovat tyto enzymy pro rizné technologické
a primyslové aplikace.
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Annotation

Enzymes are protein catalysts that accelerate the rate of chemical reactions occurring in all
living organisms. The detailed molecular knowledge of their three-dimensional structure and
their specific recognition of cognate substrate molecules in enzyme-substrate complexes
enables us to better understand their catalytic function and to rationally modulate it by protein
engineering methods.

In this thesis, the enzymes from haloalkane dehalogenase (HLD) family which catalyse
hydrolytic cleavage of a hydrogen-carbon bond to corresponding alcohol, halide ion, and proton
in a wide spectrum of halogenated hydrocarbons were studied. Due to these unique catalytic
properties, the HLD enzymes are being used in biotechnological and bioremediation
applications. Nevertheless, despite their vast importance we still know very little about their
evolutionary origin and biological function in living organisms.

More precisely, a haloalkane dehalogenase DmmA, which was previously discovered
in the marine cyanobacteria Lyngbya majuscule genome, was biochemically and structurally
investigated. The specific aims of this thesis were to (i) construct a catalytically-inactive variant
of DmmA, (ii) establish and optimise methods for recombinant production and purification
of DmmA, (iii) search chemical space and optimise conditions for crystallization and
co-crystallization of DmmA, (iv) collect crystallographic data and solve atomic structures
of DmmA complxed with less traditional halogenated substrates such as a halogenated derivate
of fluorescent dye BODIPY or with putative substrate molecules (lactone and coelenterazine
derivatives).

The protocols for recombinant production, purification, and crystallization of DmmA
enzyme, and its catalytically inactive variant DmmA-H315F were successfully optimised.
The high-resolution diffraction data were collected, and the atomic structures of DmmA
enzyme complexed with multiple ligand molecules were solved. The results show for the first
time the molecular binding mode of bulky halogenated fluorescent substrate (BODIPY
derivative) in the active site of DmmA enzyme. Additionally, crystallographic structures
of DmmA complexed with putative substrate molecule N-heptanoyl-DL-homoserine lactone
bound in the enzyme active site were solved. Specifically, the N-heptanoyl-DL-homoserine
lactone bound DmmA structure reveals unprecedented molecular details of how a lactone
moiety is coordinated between halide-stabilizing residues. Finally, the structure of DmmA
complexed with azacoelenterazine, a non-oxidizable analogue of coelenterazine, show why
HLD enzyme are not able to convert coelenterazine into coelenteramide, followed
by the emission of light.

These observations provide new structural information on the nature of enzyme-
substrate recognition in the active site of DmmA and will extend our current fundamental
understanding of the molecular mechanism of HLD catalysis. Moreover, structural
and biochemical results of this thesis will also be used in rational protein engineering in order
to improve HLD enzymes for various technological and industrial applications.
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crystallography; protein structure, fluorescent substrates; lactones; biocatalysis
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1 Uvob

1.1 Enzymy — vysoce specifické proteinové katalyzatory

1.1.1 Klasifikace enzymii

Enzymy jsou proteinové katalyzatory, které zvysuji rychlost chemickych reakci probihajicich
v zivych organismech (Kodicek et al., 2018). Jejich role je naprosto zasadni, téméf vSechny
metabolické procesy probihajici v buice totiz potfebuji enzymovou katalyzu, aby prob&hly
v dostateéné rychlosti pro udrZzeni zivota (Agarwal, 2006). Molekuly, se kterymi enzymy
reaguji, se nazyvaji substraty. Ty se enzymatickou katalyzou konvertuji na produkty (Rodwell
& Bender, 2015).

Enzymy kromé své vysoké ucinnosti katalyzy navic prokazuji vysokou substratovou
i reak¢ni specifitu a vétSinou katalyzuji pouze jeden typ chemické reakce, tedy konverzi jedné
konkrétni molekuly substratu. Nékteré enzymy vykazuji také ale tzv. skupinovou specifitu,
kdy reaguji se skupinou podobnych substratli, ¢asto obsahujicich konkrétni funkéni skupinu
(Agarwal, 2006). Naptiklad alkalicka fosfatasa odstranuje fosfatovou skupinu z mnoha riznych
substrati nebo karboxypeptidasa B, kterd hydrolyzuje rizné peptidy z jejich terminalniho
C-konce. Tyto enzymy mohou mit ale odlisnou afinitu k riznym typtm substratd (Rodwell &
Bender, 2015).

Jakozto biokatalyzatory maji enzymy mnoho vyhod oproti chemickym ¢&i syntetickym
katalyzatorim. Kromé jiz zminéné substratové i reakéni specifity enzymy také na rozdil
od chemickych katalyzatori neovliviiuji sloZzeni rovnovazné smési. Enzymy také vyzaduji
mirngj$i podminky chemické reakce, coz souvisi s jejich pfirozenym vyskytem V Zijicich
organismech. Dalsi vyhodou je, Ze enzymatické reakce se daji snadno regulovat pomoci vazby
jinych molekul nez substratu. Celkové enzymatické reakce vykazuji o 6 az 12 fadu vyssi reakéni
rychlost nez reakce nekatalyzovana a o nékolik fadt vyssi nez reakce se syntetickymi
katalyzatory (Robinson, 2015).

V historii nazev enzymu odpovidal jejich funkci ¢i vyskytu a zpravidla kon¢il koncovkou
-in (trypsin, pepsin atd.). Postupem ¢asu se za¢ala pouzivat jednotna koncovka -asa a nazvy
enzymu byly tvofeny bud’ z nazvu substratu se kterym reagovaly (napt. proteaza), nebo z nazvu
typu chemické reakce, kterou katalyzovaly (napt. oxidasa) (McDonald & Tipton, 2014).

Pozd¢ji, kdyZ zacalo pfibyvat nové objevenych enzymi, bylo potieba vytvotit n&jaky
jednotny a komplexngjsi systém jejich pojmenovani. Proto byla v roce 1961 Mezinarodni unii
biochemie (IUB) zavedena jednotna nomenklatura, kdy nadzev vyjadiuje jméno substratu
a produktu i typ chemické reakce a konc¢i koncovkou -asa (napi. L-alanin:2-oxoglutarat-
aminotransferasa, substrat — L-alanin, produkt — 2-oxoglutarat, aminotrasferasova reakce)
(McDonald & Tipton, 2014).

Enzymy se dle typu katalyzované reakce fadi do sedmi hlavnich t¥id (Tabulka 1), které
se pak d¢li na dalsi tfidy a podtiidy, dale charakterizujici typ reakce. Kazdému enzymu je pak
ptifazeno tzv. EC ¢&islo (Enzyme Commision number) skladajici se z ¢isla hlavni tridy, tiidy,
podtiidy a specifického poradového ¢isla (Robinson, 2015).
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Tabulka 1. Hlavni EC tfidy a podtiidy klasifikace enzymii dle typu katalyzované reakce.

Klasifikace

Typ katalyzované reakce

Priklad podtiid

EC 1 - oxidoreduktasy

EC 2 - transferasy

EC 3 - hydrolasy

EC 4 - lyasy

EC 5 - izomerasy

EC 6 - ligasy

EC 7 - translokasy

Oxidacéné-redukcni reakce
Pienos funkénich skupin
Hydrolytické $tépeni
Eliminace skupin za vzniku
dvojnych vazeb

Izomerace

Tvorba vazeb spojena

s hydrolyzou ATP

Transport latek, nejcastéji

Oxidasy, dehydrogenasy,
oxygenasy

Aminotransferasy, hexokinasy,
transmethylasy

Proteasy, lipasy, esterasy,
glykosidasy

Dekarboxylasy, dehydratasy,
aldolasy

Cis-trans isomerasy, epimerasy,
racemasy

Chelatasy, syntetasy

ATP-syntasa, buné¢né

ptes biologické membrany  transportéry

1.1.2 Struktura enzymu

Enzymy jsou ve vétsing piipadi globularni proteiny. Aminokyseliny enzymu mohou tvofit
jeden nebo vice polypeptidovych fetézctl, které jsou pak sbaleny v prostoru specifickym
zpusobem, aby vytvofily konkrétni enzym. Konkrétni sekvence jednotlivych aminokyselin
tak determinuje strukturu enzymu, ktera pak urcuje také jeho Kkatalytickou aktivitu
(Rodwell & Bender, 2015).

Substrat se pti enzymatické reakci vaze vzdy do jednoho konkrétniho tzv. aktivniho mista
enzymu, které je bézné tvofeno pouze velmi malym poctem aminokyselin (méné nez deset).
Konkrétni prostorové uspotadani a typ aminokyselin (nabité, hydrofobni atd.) zastoupenych
v aktivnim misté umoznuje specifickou vazbu dané molekuly substratu, a tedy i vysokou
specifitu samotné katalytické aktivity. Role zbytku proteinu je pak ve stabilizaci aktivniho mista
a poskytnuti vhodného prostiedi pro reakci se substratem v aktivnim misté. Je tak nemozné
separovat pouze aktivni misto bez ztraty katalytické aktivity (Robinson, 2015).

Enzymy mohou byt jak jednoduché (tvofené pouze polypeptidovym fetézcem),
tak slozené. Slozené enzymy obsahuji také nepeptidovou slozku (molekulu nebo ion), kterou
potiebuji pro svou katalytickou aktivitu. Tato nepeptidova slozka enzymu se nazyva kofaktor.
Kofaktory enzymt pak mizeme rozdé€lit na dvé skupiny (Kodicek et al., 2018). Prvni z nich,
tzv. prostetické skupiny, se na enzym vazou velmi pevné kovalentni vazbou a b&hem
katalytické aktivity neopoustéji aktivni centrum. Mezi prostetické skupiny patii napiiklad
flavinadenindinukleotid (FAD, oxidaéné redukéni déje), pyridoxalfosfat
(PLP, metabolismus aminokyselin), hem (pfenos elektront), biotin, kyselina lipoova (oxida¢ni
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dekarboxylace) ¢i naptiklad kobalamin (izomerace, methyltransferace). Druhou skupinou jsou
pak tzv. koenzymy, které jsou na molekulu enzymu vazany pouze slabé a jsou schopné
ptechazet z jedné na druhou. Proteinova ¢ast enzymu se v tomto piipadé nazyva apoenzym,
ktery spole¢né s koenzymem tvoii kompletni enzym, tzv. holoenzym. Koenzymy vétSinou
regeneruji sprazenymi reakcemi — koenzym po reakci prechazi na jiny apoenzym, aby se
regeneroval do puvodniho stavu. Mezi koenzymy patii napiiklad nikotinamidadenindinukleotid
(NAD, katabolické dehydrogenace), nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP, anabolické
redukce), koenzym A (CoA, HSCoA, aktivace karboxylovych kyselin), thiamindifosfat
(TPP, dekarboxylce 2-oxokyselin) aj. (Kodicek et al, 2018; Richter, 2013).

Enzymy také Casto potfebuji pro reakci nékteré iontové molekuly. Enzymy s pevné
navéazanymi ionty kovi se nazyvaji metaloenzymy. Castymi kovovymi ionty v enzymech jsou
Zn?*, Fe?* a Cu?', které jsou na enzym pevné vazany. Existuji ale i kovové ionty, které
se trvale na molekulu enzymu nevazou, pfesto jsou vSak nezbytné pro spravné prob&hnuti
reakce. Jedna se napiiklad o hofe¢naty ion (Mg?"), ktery tvoii komplex s adenosintrifosfatem
(ATP), jez pak pisobi v mnoha chemickych reakcich vyuzivajici ATP jako zdroj energie
(Rodwell & Bender, 2015).

Nékteré reakce také vyzaduji pfitomnost jinych organickych molekul, jejichz struktura
se pii reakci neméni. Jedna se napiiklad o askorbat (vitamin C), ktery je dtlezity napiiklad pfi
modifikaci prolinu na hydroxyprolin v prokolagenu (Smirnoff, 2018).

1.1.3 Mechanismus enzymaticke reakce

Enzymy svou katalytickou aktivitou urychluji chod chemickych reakci nutnych pro Zivotni
funkce. Pribéh enzymatické katalyzy ma nékolik krokd. Nejprve dochazi k specifické vazbé
substratu do aktivniho mista enzymu a vznikd tzv. enzym-substrat komplex. Nasledné
probéhne chemicka reakce a vytvoii se tak komplex enzym-produkt, ktery obvykle rychle
disociuje na produkt a samotny enzym pfipraveny k dalsimu cyklu katalyzované reakce
(Rodwell & Bender, 2015).

E+S o ES(EP) > E+P

Diivod, pro¢ enzymy zrychluji pribéh chemickych reakci se bézné vysvétluje teorii
tzv. tranzitniho stavu, kterou vypracoval v 50. letech 20. stoleti americky kvantovy chemik
Linus Pauling (Ptacek et al., 2018). Tato teorie stanovuje, ze chemické reakce probihaji skrz
tzv. tranzitni stav, kdy zanikaji staré a formuji se nové chemické vazby. Priibéh reakce
se obvykle vyjadiuje tzv. reakéni koordinatou, kterd reprezentuje zmény Gibbsovy energie
reaktantli v Case jejich pfemény na produkty. Tranzitni stav chemické reakce je stav s nejvyssi
Gibbsovou energii, tedy nejméné stabilni. Enzymy pak urychluji pribéh chemické reakce tak,
7e snizuji aktivadni energii pro tvorbu tranzitniho stavu AG*c, coz zvysuje pravdépodobnost
prekonani energetické bariéry mezi substratem a produktem (Obrazek 1) (Ptacek et al., 2018).
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Gibbs free energy

reaction coordinate

Obrazek 1. Srovnani reakéni koordinaty nekatalyzované reakce (Gerna) a enzymatické reakce (zelend)
(S —substrat, P — produkt, ES — enzym-substrat komplex, EP — enzym-produkt komplex, i - tranzitni stav, AGyncat
— zména Gibbsoby energie nekatalyzované reakce, AG¥ — zména Gibbsovy energie katalyzované reakce).
Prevzato z Lienhard, 1973.

wevr

Jak jiz bylo zminéno, jednou z nejdilezitéjSich vlastnosti enzymu je bezpochyby jejich
substratova specifita. Tato skute¢nost byla znama jiz v 19. stoleti, kdy némecky chemik Emil
Fisher pfiSel s hypotézou zamku a klice, ktera vyjadiuje strukturni komplementaritu enzymu
a substratu (Agarwal, 2006). Dle této teorie pouze substrat musi mit pfesné dany tvar, velikost
a vazebné schopnosti (tvorba vodikovych mistky, elektrostatické interakce aj.) tak, aby pfesné
zapadl do aktivniho mista enzymu jako kli¢ do zamku (Obrazek 2) (Kodicek et al., 2018).
Poté nésledujici analyzy struktury enzymt pomoci proteinové krystalografie prokézaly,
ze enzymy nejsou rigidni molekuly, ale naopak jsou na spousté mistech vysoce flexibilni.
Vroce 1958 proto Daniel Koshland piisel s modernéjsi teorii tzv. indukovaného
prizpusobeni, kdy enzymova molekula méni uréitym zptisobem sviij tvar, aby podpofila vazbu
substratu. Tato teorie se také n€kdy nazyva teorii ruky a rukavice, kdy ruka s rukavici jsou
strukturné komplementérni, ale rukavice se pfi nasazovani tvaru ruky ¢astecné ptizpisobuje
(Obrazek 2) (Kodicek et al., 2018).

a)

C-0o->
b)
C-m-»>Ca - @n

Obrazek 2. Teorie mechanismu enzymatické reakce: a) teorie zdmku a klice, b) teorie indukovaného
ptizplsobeni.
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Enzymaticka aktivita v organismech byva velmi piisné regulovana, a to n€kolika zpisoby.
Prvnim z nich je regulace genové exprese, tedy toho, jestli a kolik molekul enzymu bude
V bunice dostupnych. Druhym zptisobem muze byt kovalentni modifikace napt. fosforylace,
kdy se pfidanim (nebo také odebranim — defosforylace) fosfatové skupiny zméni struktura
enzymu, a tedy i jeho aktivita. Tietim zplisobem je pak vazba regulacni molekuly aktivatoru
nebo inhibitoru — tzv. alosterickd modifikace — do jiného mista, nez je aktivni misto enzymu.
Molekula touto vazbou opét zptsobi zménu konformace enzymu, a opét i jeho aktivitu
(Rodwell & Bender, 2015).

1.1.4 Enzymova kinetika

Cilem enzymové Kinetiky je urcit rychlost a rovnovazné konstanty pro vSechny jednotlivé
kroky katalytické reakce, aby byl ziskan celkovy pohled na jeji reak¢éni mechanismus.
Prvni dilezitou analyzu enzymové kinetiky provedl jiz v roce 1903 Victor Henri, ktery jako
prvni vytvofil spojitost mezi rychlosti reakce a koncentraci substratu (Henri, 1903).
Na jeho praci pak navazali védci Michaelis a Mentenova, ktefi popsali mechanismus tzv. steady
state kinetiky (Kodicek et al., 2018).

V systému, ktery vytvofili se pracuje stim, Ze substrat Sse vaZe reverzibilné
na enzym E a tim vznika tzv. enzym-substrat komplex ES, zatimco po katalyze dochazi
k pfeméné substratu na produkt P a obnoveni ptivodniho stavu enzymu. Enzym ma tak jen dva
mozné stavy — E a ES a K1, k-1 a Keat vyjadiuji rychlostni konstanty dané reakce (Rodwell &
Bender, 2015).
kear

E+S = ES—SE+P
k_y

Michaelis a Mentenova se pak nasledné zabyvali enzymovou katalyzou a méfili po¢ateni
rychlost pfemény substratu na produkt v zavislosti na koncentraci substratu (Obrazek 3). Tuto
zavislost popsali nasledujici rovnici:

Do = Vmax[S]
Ky +1S]
Vmax ___________________________
- C
 Vinax2
Vi o D
o :B
A : * Vinax/2
|
| | | | | | |
K, [S]

Obréazek 3. Efekt koncentrace substratu na po¢ateéni rychlost enzymaticky katalyzované reakce dle Michaelise a
Mentenové. Pievzato z Rodwell & Bender, 2015.
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Maximalni rychlost substratové pfemény Vmax odpovida plnému nasyceni vSech molekul
enzymu substratem. Je tedy umeérnad koncentraci molekul enzymu a rychlostni konstanté
pfemény na produkt kcat (Johnson, 2013).

Vinax = [E] X kcat

Michaelisova konstanta K,,, = (k_1 + k.q:)/k; 0dpovidd koncentraci substréatu,
pii které je rychlost reakce piesné poloviéni oproti rychlosti maximalni (Obréazek 3). Kinetické
konstanty kcat & Km charakterizuji efektivnost enzymu a je mozné je zjistit pocitatovymi
metodami schopnymi numerickeé integrace kinetickych dat (Zimmerle & Frieden, 1989).

Kineticky model popsany ve vyse uvedené rovnici ale neumoziuje analyzovat jednotlivé
kroky v komplikovangjsich katalytickych reakcich. Proto se v dne$ni dobé pouziva Casto
tzv. analyza jednotlivych molekul (single molekule analysis), kdy se po¢ita s reverzibilnimi
reakcemi u mnoha kroki a zaroven s konstantni koncentraci substratu i produkt, coz odpovida
podminkdm v zivych organismech. Pies inovace, ale single molekule analyza potad vychazi
zrovnice Michaelise a Mentenové, pouze reakéni schéma je o néco komplikovangjsi
(Gershenson, 2009).

kq[S] k2 k3
E+S = ES=EP = E+P
k—1 k_z k—3[p]

1.1.5 VyufZiti enzymi v biotechnologiich a priamyslu

Enzymy jsou diky svym katalytickym vlastnostem Casto vyuZivany v primyslu, kde oproti
umélym katalyzatoriim vykazuji vysokou substratovou i ti€inkovou specifitu (a tedy snizeni
podilu vedlejsich produktt), a K jejich funkci jsou také potieba daleko mirnéj$i podminky,
coz snizuje vyznamné naklady na pouziti. Zaroven jsou také daleko SetrnéjSi k zivotnimu
prostiedi, jelikoz enzymy jsou vétSinou ziskavany z bakterii, které za svij zdroj energie
pouzivaji obnovitelné zdroje (Robinson, 2015).

Lidé enzymatickych drah jinych organismt vyuzivaji uz tisicileti, a to naptiklad vyuzitim
kvasinek pii peceni chleba nebo vyrobé¢ fermentovanych napojli. Prvni pouZiti izolovanych
exogennich enzymi se datuje do pocatku 20. stoleti, a to v kozedélném prumyslu, kdy byly
vyuzity proteolytické enzymy k odstranéni srsti z kiizi. V dneSni dobé se enzymy vyuzivaji
v mnoha primyslovych odvétvich, nejvétsi vyznam ale ma jejich vyuZiti v potravinaiském,
zemédelském, textilnim, chemickém a farmaceutickém primyslu a v mediciné (Kodicek et al.,
2018).

V potravinaiském primyslu se vyuZivaji naptiklad amylasy hydrolyzujici Skrob pti vyrobé
sladidel a zahustovadel, chymosin pro §t€peni vazby mlécné bilkoviny kaseinu pii vyrobé syri,
[-galaktosidasa pro ptipravu bezlaktézovych mléénych vyrobkua pro lidi s intoleranci laktozy
nebo papain pro zmékcovani masa. V zemédélstvi se enzymy casto pouZivaji k zvySeni
stravitelnosti krmiv (celulasy, hemicelulasy). V textilnim prumyslu se zase vyuziva riznych
proteas a celulas k upravé vlastnosti tkaniny (Fernandes, 2010) (Kodicek et al., 2018).
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Velky vyznam maji enzymy i pro védecky vyzkum a medicinu. Vyuziti enzymt
pro manipulaci s nukleovymi kyselinami (ligasy, restrikéni endonukleasy, polymerasy
endonukleasy aj.) a proteiny (rizné druhy proteas) umoznily naprostou revoluci a pokrok
ve vyzkumu v mnoha riznych oblastech. V mediciné se enzymy ¢asto vyuZivaji jako analytické
nastroje (stanovovani glukozy v krvi pomovi glukosaoxidasy), ale také se vyuzivaji jako 1é¢iva
(podavani umélych enzymu lidem s nedostate¢nou produkci jejich vlastnich (Rodwell &
Bender, 2015).

Pti komerénim pouziti enzymi se enzymy casto zabudovavaji do rGznych polymera
nebo se imobilizuji vazbou na pevné povrchy, ¢imz se pak po probéhnuté reakcei daji od reakéni
smési jednoduse oddé¢lit (Datta, Christena, & Rajaram, 2013).

V posledni dobé ziskalo velky vyznam ve vyzkumu enzymu také proteinové inZenyrstvi,
kdy dochazi k um¢lé tpravé a vylepseni vlastnosti enzymi pro lepsi moznosti vyuziti v praxi.
Je tak uméle mozné zvysit jejich stabilitu i aktivitu, podle toho, co je v daném piipadé potieba.
V proteinovém inzenyrstvi existuji dva zakladni pfistupy, a to Fizena evoluce a racionalni
design (Goh et al., 2012). Rizena evoluce spo¢iva v probéhnuti mutageneze a vytvoreni mnoha
nahodnych variant proteinu a ndsledné selekci téch nejlepSich mutantd, u kterych doslo
ke zlepSeni podminek nebo jejich zachovani v pivodnim stavu. Nésleduje pokracovani
v mutagenezi a selekci tak dlouho, dokud enzym nedosahne pozadovanych vlastnosti.
Nevyhodou je Casova i materialni naro¢nost (Sinha & Shukla, 2019). Racionalni design
je metoda, kdy se vychazi ze znalosti o struktufe a funkci proteinu a na zakladé strukturni
a pocitacové analyzy se vyberou potencidlné vyhodné mutace, které se poté otestuji.
Nevyhodou je nutnost znalosti struktury proteinu a dalSich jeho vlastnosti, které nebyvaji vzdy
dostupné (Goh et al., 2012). V praxi se oba dva tyto pfistupy ¢asto kombinuji pro dosazeni téch
nejlepSich vysledk.

Proteinové inZenyrstvi se dnes pouziva téméf ve vSech odvétvich pramyslu,
kde se vyuzivaji enzymy. Napiiklad byla pfipravena a-amylasa s Sestkrat vétsi termostabilitou
(Declerck et al., 2000), nebo enzym glyfosat-N-acetyltransferasa, ktery degraduje herbicid
glyfosat s 10 000x vétsi aktivitou (Mena-Benitez et al., 2008) a mnoho dalsich. Tyto ptipady
popisuji situaci, kdy se proteinovym inzenyrstvim vylepsily jiz stavajici katalytické vlastnosti
enzymu nebo jejich stabilita. Dnes uZ je ale moZzné vytvofit pomoci proteinového inzenyrstvi
i enzymy, ktery katalyzuji reakce naprosto odlisné, ticba i takové které se viibec nevyskytuji
v pfirod¢. Piikladem tohoto miZe byt vytvofeni enzymu katalyzujiciho vznik vazby
uhlik-kfemik, coz umoziuje daleko levngjsi a efektivnéjsi vyrobu nékterych 1éki, pocitact
a jinych elektronickych zatizeni (Kan, Lewis, Chen, & Arnold, 2016).

1.2 Halogenalkandehalogenasy

Halogenalkandehalogenasy (HLD, EC 3.8.1.5) patii do velké rodiny o/B-hydrolas,
které preménuji halogenované uhlovodiky na pfislusné alkoholy a halogenidovy ion a proton
(Swanson, 1999). Jedinym kofaktorem, ktery tyto enzymy potiebuji pro svou aktivitu, je voda.
Jsou schopné reagovat S mnoha riznymi chlorovanymi, bromovanymi a jodovanymi

uhlovodiky. Doposud vsak neni znama reakce s zadnymi fluorovanymi substraty (Janssen,
2004).
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Halogenalkandehalogenasy jsou pomérné stabilni enzymy s unikdtnim katalytickym
mechanismem a maji mnoho moznych aplikaci v enviromentalnim a industridlnim odvétvi
pramyslu (Koudelakova et al., 2013). Pravé proto se staly predmétem enzymologického
vyzkumu a nasledné&, kvili velké dostupnosti informaci, také jednou z rodin enzymu, ktera se
vyuziva pro zjistovani zékladnich principii enzymatickych reakcei, jejich vyznamu a funkci
(Klvana et al., 2009).

1.2.1 Struktura a reakéni mechanismus

Jak jiz bylo zminéno, halogenalkandehalogenasy patii do rodiny o/p hydrolas, a sdili proto
evolué¢né pomérné zna¢né konzervovanou Strukturu s ostatnimi enzymy této rodiny, piestoze
zde existuje obrovska variabilita jak v sekvenci, tak v katalytickych vlastnostech a funkci (Ollis
et al., 1992). Protein se sklada ze dvou domén propojenych dvéma smyckami, a to z hlavni
domény (ofoa-sendvié architektura) a tzv. vickové domény (Janssen, 2004) (Obrazek 4).

Vi¢kova doména

Hlavni doména

Obréazek 4. Halogenalkandehalogenasa DmmA (PDB 3UT1) s vyznaéenou hlavni doménou a vickovou doménou.
Pievzato a upraveno z Gehret et al., 2012.

Aktivni misto halogenalkandehalogenas je vnofeno do hydrofobni kavity mezi ob&ma
doménami, coz zabrafiuje proniknuti jinych organickych molekul nez substratu k aktivnimu
mistu (Hasan, 2018). Vickova doména téchto enzymu se sklada pievazné z helixti a je vysoce
strukturng flexibilni, coz ji umoziuje ovliviiovat skrz zmény velikosti a tvaru tunelu interakci
enzymu se substrdtem (a tedy i substratovou specifitu). Vickova doména ovliviiuje také
ale i odchod halogenidového iontu z aktivniho mista po probéhnuti reakce (Krooshof et al.,
2008).

Halogenalkandehalogenasy maji specificky mechanismus reakce. Aktivni misto téchto
enzymu obsahuje tzv. katalytickou triadu, tedy trojici aminokyselin, ktera se podili
na prub¢hu katalyzované reakce. Tyto tfi aminokyseliny jsou v rodin¢ o/B-hydrolas vysoce
evolu¢né konzervované a obsahuji nukleofilni aspartat, histidin (baze) a kyselinu asparagovou
nebo glutamovou (Janssen, 2004). Pro spravné probéhnuti reakce jsou ale potieba jesté
dv¢ dalsi aminokyseliny, které stabilizuji halogenidovy ion, a tvoii tak spole¢né s tfemi vySe
zminénymi Katalytickou pentddu (Klvana et al., 2009). Piesné aminokyselinové slozeni
katalytické pentady se mezi jednotlivymi halogenalkandehalogenasami lisi a rozdé€luje je tak
do tii hlavnich skupin (HLD I-I11). Prvni skupina ma katalytickou pentadu ve slozeni aspartat,
histidin, kyselina asparagova plus dva tryptofany, druha skupina ma aspartat, histidin, kyselina
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glutamova plus tryptofan a asparagin a tfeti skupina ma aspartat, histidin, kyselina asparagova
plus tryptofan a asparagin (Hasan, 2018).

Piesny reakéni mechanismus reakce halogenalkandehalogenas byl poprvé navrzen
na zakladé¢ informaci =ziskanych proteinovou krystalografii pro dehalogenasu DhlA
a 1,2-dichlorethan (Koen et al., 1993) a nasledn¢ potvrzen i pro mnoho jinych dehalogenas.
Ukazalo se, ze reakce ma dva kroky a vznika pfi ni kovalentni esterovy intermediat. Prvnim
krokem reakce je SN2 Utok aspartatu, kdy dojde k substituci halogenu za jeden z jeho
kyslikovych atomu, a tim K pieruseni vazby uhlik-halogen. Vznikly halogenidovy ion je pak
stabilizovan dvojici tryptofan-tryptofan nebo tryptofan-asparagin (Obrazek 5A). Druhym
krokem reakce je adice molekuly vody aktivované histidinem na v piedchozi reakci vznikly
kovalentni esterovy intermediat, ¢imz dochazi k tvorb¢ ptislusného alkoholu (Obrazek 5B).
Po katalyze vSechny produkty opusti aktivni misto (Obrazek 5C) (Janssen, 2004) (Hasan,
2018).
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Obrazek 5. Reak¢ni mechanismus halogenalkandehalogenas. (A) SN2 Gtok aspartatu a stabilizace halogenidového
iontu dvojici tryptofan-asparagin. (B) Vznik kovalentniho ester intermediatu. (C) Hydrolyza kovalentniho ester
intermediatu. Pfevzato a upraveno z Koudelakova et al., 2013.

V posledni dobé se velmi spekuluje o skute¢né biologické  funkci
halogenalkandehalogenas, a zda-li je dehalogenasova reakce, kterou provadé¢ji, opravdu ta
evoluéné pavodni. Ukazalo se totiz, ze nékteré enzymy pattici
do halogenalkandehalogenasové skupiny Il (napt. enzym OleB z Xanthomonas campestris)
by mohly byt ve skute¢nosti beta-lakton dekarboxylasy (Christenson et al., 2017). Beta-lakton
dekarboxylazova aktivita ovSem prozatim nebyla prokazana u enzymui ze skupin HLD-I
a HLD-III.
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1.2.2 Vyuziti v biotechnologiich

Halogenalkandehalogenasy maji velmi siroké praktické vyuziti napfi¢ mnoha riznymi obory.
Pro svou vysokou stereoselektivitu se vyuzivaji k pfipravé opticky ¢istych alkohold a esterd,
hydroxyesterti, halogenovanych amidt a hydroxyamidi, ¢ehoz se vyuziva ve farmaceutickém
prumyslu, kdy je Casto potieba izolovat pouze jeden z enantiomerd (Koudelakova et al., 2013).
Je mozné tak napiiklad pfipravit (S)-2-pentanol, ktery je meziprodukt syntézy potencidlniho
Iéku proti Alzheimerové chorobé (Patel, 2006), nebo etyl-(S)-2-hydroxypropionat, ktery
se pouziva pro pripravu lofexidinu, 1éku pouzivaného na zmirnéni symptomii pfi odvykani
navykovych latek (Szymanski et al., 2011).

Nejvétsi vyuziti maji ale halogenalkandehalogenasy v bioremediaci a degradaci toxickych
halogenovanych latek. Tyto latky, jako napiiklad 1,2-dichloretan, 1-chlorbutan
a hexachlorocyklohexan, se totiz vyskytuji v prostiedi diky pouZivani organickych
rozpoustédel a pesticidu (Koudelakova et al., 2013). V praxi se vyuZziva napiiklad dehalogenasa
DhlA z Xanthobacter autotrophicus GJ10 pro cisténi podzemni vody od 1,2-dichloretanu
v Libecku v Némecku (Stucki & Thuer, 1995).

Halogenalkandehalogenasy se také vyuzivaji pro odfiltrovani toxickych molekul
ze vzduchu, které se tam dostaly kviili uzivani tékavych organickych kapalin jako rozpoustédel
pfi vyrobé barev nebo 1ékii. Naptiklad dehalogenasa DhaA byla pouzita pro detoxifikaci
1-chlorbutanu z odpadniho plynu pravé pomoci takového filtru (Erable et al., 2009).

Kvili dosavadnimu zdkazu vyuziti geneticky modifikovanych bakterii k potfebam
detoxifikace v pfirodé¢, byla v potaz vzata také fytoremediace, kdy do genomu tabaku byl viozen
gen dehalogenasy DhIA a rostlina tak dokazala degradovat 1,2-dichloretan (Mena-Benitez
et al., 2008).

Halogenalkandehalogenasy se také pouzivaji k fluorescenénimu znaceni proteint,
kdy se vyuziva upravena forma enzymu DhaA tzv. systém Halo-tag (England et al., 2015).
Princip metody tkvi vtom, Ze se pouziva Kkatalyticky neaktivni varianta DhaA,
kde je katalyticky histidin vyménén za fenylalanin, a dojde tedy po navazani halogenované
sondy k zastaveni reakce ve fazi kovalentniho intermediatu v aktivnim misté¢ enzymu. Jako
fluorescenéni znacka se zpravidla pouziva substritova molekula kovalentné napojena
na fluorescen¢ni barvu (Ohana et al., 2009).

1.2.3 Halogenalkandehalogenasa DmmA

Halogenalkandehalogenasa DmmA byla pivodné objevena v moiském metagenomickém
projektu a odtud pochazi jeji nazev (Dehalogenase A from a Marine Microbiom) (Buryska et
al., 2017). DmmA patii do skupiny halogenalkandehalogenas HLD-II s katalytickym
mechanismem srovnatelnym s ostatnimi enzymy téze skupiny.

Ttirozmérna struktura tohoto enzymu jiz byla uréena pomoci proteinové krystalografie
(Obrazek 4) a ukazalo se, Ze v porovnani s ostatnimi enzymy ma DmmA kvuli odlisné
konformaci smycky spojujici hlavni a vickovou doménu Siroky vstupni tunel pro substrat a také
velké aktivni misto, coz umoziuje tomuto enzymu reagovat i s velkymi aromatickymi
substraty, s kterymi jiné enzymy této rodiny reagovat nemizou (Obrazek 6) (Gehret et al.,
2012).
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Obréazek 6. Porovnani aktivnich mist dehalogenas DmmA (A), LinB (B), Rv2578 (C), DbjA (D) a DhaA (E). Jak
je patrné, aktivni misto DmmA je nejvétsi (A). Pievzato z Gehret et al., 2012.

DmmA je mezi dehalogenasami jedine¢na vysokym poétem ruznych substrati, které muze
pfeménovat, pii¢emz nejvyssi aktivitu vykazuje s bromovanymi substraty (Buryska et al.,
2017). DmmA také odbourava toxické a tézko degradovatelné latky znecist'ujici prostiedi jako
naptiklad 1,2-dichloretan, 1,2-dichlorpropan, 1,2,3-trichlorpropan a chlorocyklohexan,
coz ji ¢ini jedine¢nou vV tomto ohledu, jelikoz ostatni dehalogenasy stejné skupiny (napi. DhaA
nebo LinB) nevykazuji aktivitu vici vSem témto toxickym latkdm najednou. DmmA tak ma
velké potencialni vyuziti v biotechnologiich zamétujicich se na degradace toxickych latek
Vv zivotnim prostiedi (Buryska et al., 2017).

DmmA je aktivni v teplotnim rozmezi 10 az 50 °C, s teplotnim optimem 40 °C, coZ jsou
podminky podobné ostatnim dehalogenasam. Co se pH optima tyce, tak DmmA vykazuje
alespon 20% aktivitu v rozmezi pH 6,2 az 11,5 s optimem pii pH 8,7 (Buryska et al., 2017).

1.3 Strukturni analyza enzymi

Biologickd funkce vSech proteinii je dana jejich specifickou tfidimenzionalni strukturou.
Dokonala znalost struktury enzymu pak umoziuje pln€ pochopit jejich katalytickou a regulac¢ni
funkci, molekularni mechanismus reakce nebo interakce enzymu s proteinovymi partnery
(Agarwal, 2006). Znalost struktury nese i mnoho praktickych vyuziti, napiiklad je naprosto
zasadni pro racionalni design v proteinovém inzenyrstvi a cilenou mutagenezi (Sinha & Shukla,
2019), piipadné se muze vyuzit k syntéze specifickych inhibitorti nebo aktivatoru (lze pouzit
v mediciné pti 1é¢bé nadorovych i jinych onemocnénich) (Ramsay & Tipton, 2017).

V soucasné dob¢ je mnoho riiznych metod analyzy struktury enzym, z nichz kazda ma
mnoho vyhod i nevyhod. Mezi ty nejbéznéji pouzivané metody patii proteinova krystalografie,
NMR spektroskopie a elektronova mikroskopie.
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1.3.1 Proteinova krystalografie

Proteinova rentgenova krystalografie je nejstar$i a nejvice pouzivana metoda ur¢eni proteinoveé
struktury, a také jako jedina z metod pouzivanych ve strukturni biologii bézné dosahuje
atomarniho rozliSeni. Prvni publikovanou strukturou uré¢enou touto metodou byl myoglobin
s rozlidenim 6 A (A = Angstrom, 10°2° metru) v 50. letech 20. stoleti (Kendrew et al., 1958).
Od té doby proteinova krystalografie zazila obrovsky pokrok. Rychlost ziskani dat se snizila
z mésicu na par minut ¢i sekund a také byly vynalezeny nové algoritmy a pocitatové programy
jak pro shirdni a zpracovani difrakénich dat, tak pro feSeni struktury, jeji zpfesiovani
a naslednou interpretaci (WIlodawer et al., 2008).

Diky témto modernim postupiim je tak tato metoda vysoce dostupna, coz dokazuje
I exponencialni rast poétu vyfeSenych struktur v proteinové PDB (Protein Data Bank)
databazi, kterd ke konci roku 2019 zahrnuje vice nez 145 tisic vyfeSenych proteinovych
struktur, z nichz vétSina byla ziskana pravé proteinovou krystalografii (PDB, 2019).

Pies vSechny vyhody a soucasné usnadnéni zdstava proteinova krystalografie velmi
naro¢nou metodou. Pro ziskani detailni struktury je totiz tfeba najit a optimalizovat mnoho
jednotlivych kroki piesné tak, aby byly ziskany kvalitni, dobie difraktujici proteinové krystaly,
coz vét§inou neni trivialni ukol.

V prvé fadé je nutné ziskat relativné velké mnozstvi vysoce €istého proteinu o koncentraci
5-30 mg/ml. V dnesni dobé se pro jejich ¢asovou nenaro¢nost pouzivaji pro produkci proteinti
nejcastéji bakterialni produkéni systémy (Georgiou & Segatori, 2005). Nékteré eukaryotické
proteiny ale nemohou byt produkovany v prokaryotickych systémech, a tak se musi produkovat
v kvasinkovém expresnim systému (Jidenko et al., 2005) nebo v hmyzich (Grujic et al., 2008)
¢i savCich bunkach (Bokhove et al., 2016). Nasledné se protein musi opravdu dasledné
purifikovat tak, aby byl chemicky i biologicky naprosto Cisty, neobsahoval zadné jiné latky
a také byl ve svém nativnim stavu. Tento krok je ¢asto velmi naro¢ny a je tézké ziskat velké
mnozstvi takto Cistého proteinu. Obzvlast u membranovych proteini, které jsou nerozpustné
ve vodé, se to nekdy zda az zcela nemozné (Minor, 2007). Castokrat je nutné provést
mutagenezi (i mald zména v sekvenci mize udélat v efektivité purifikace proteinu velkou
zménu) a optimalizovat podminky celého procesu purifikace, coZ zabere spoustu ¢asu. Protein
se nasledn¢ musi zakoncentrovat na vysokou koncentraci, kdy se u nékterych proteinii miizou
vyskytnout problémy se srazenim, které se nasledné musi fesit (Wlodawer et al., 2008).

Ve chvili, kdy je k dispozici velké mnozstvi chemicky i biologicky ¢istého proteinu
o vysoké koncentraci je mozné se pokusit o jeho krystalizaci. Koncentrovany roztok proteinu
se smicha s roztokem tzv. precipitantu (srazedla), ktery podpofii vznik intermolekularnich
interakci dilezitych pro vznik krystali ovlivnénim hydratace, rozpustnosti, elektrostatickych
a hydrofobnich interakci v proteinu (Rupp, 2010). Kazdy precipitant reaguje s proteinem
naprosto odlisné a je potieba najit ten konkrétni, ktery podpofi krystalizaci. Zalezi totiz nejenom
na chemické povaze precipitatniho roztoku, ale i na pH, koncentraci soli, pouzitych
detergentech, teploté, pfitomnosti nizkomolekularnich ligandt a mnoho dalSich faktorech.
Pro nalezeni téch nejlepSich podminek se pouzivaji krystaliza¢ni soupravy (screeny), které se
vetSinou skladaji ze smési raznych polyetylen glykolt, alkoholll a soli, které byly uspésné
pouzité ke krystalizaci proteind v minulosti (Newman et al., 2005). Diky modernim
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krystaliza¢nim robotim je dnes také mozné zkouset stovky ruznych podminek najednou
za minimalni spoteby materialu.

Roztok proteinu se béhem krystalizace smicha s roztokem precipitantu v daném poméru,
a nasledné se hermeticky uzavie do jamky, ve které je ptitomny taky rezervoar precipitacniho
roztoku o vyrazné vétsim objemu. V probihajicim ¢ase se pak z roztoku s proteinem odpaiuje
voda do rezervoaru a tim se protein koncentruje a v idealnim ptipad¢ je tak iniciovana jeho
krystalizace. Pokud k ni dojde, je zpravidla jest¢ nutné dané podminky optimalizovat tak,
aby dochazelo ke vzniku velkych jednoduchych krystald, na kterych se daji namétit kvalitni
difrakéni data (Rupp, 2010).

Proteinové krystaly jsou tvofeny mnoha kopiemi tzv. zakladni buiiky (unit cell), ve které
muze byt pouze jedna molekula proteinu, ale Casto je jich tam vice. Podle charakteru jejich
usporadani v zakladni butice se pak urcuje tzv. Krystalograficka symetrie, kterych se rozlisuje
65 druhu. Déle se rozliSuje tzv. asymetricka jednotka (asymmetric unit), coz je pravé zakladni
opakujici se jednotka v ramci zakladni bunky (Obréazek 7). Je to pravé struktura asymetrické
jednotky, kterd se ur¢uje béhem analyzy proteinovou krystalografii (Minor, 2007).

Aol
Q 0 luystalom aficka
symetrie

asymetricka jednotka

unit cell
uspoiadani
krystalové miizky

proteinovy krystal

Obrazek 7. Uspofadani krystalové mtizky proteinové krystalu, asymetricka jednotka a unit cell. Pfevzato a
upraveno z Minor, 2007

Data o struktufe proteinu v krystalu se ziskaji méfenim difrakce rentgenovych paprskd.
Na krystal zamrazeny v kapalném dusiku se posle rentgenovy paprsek o vinové délce mezi
0.5-1.6 A (délka kovalentni vazby mezi atomy je 1-2 A) a dojde k rozptylu (difrakci)
0 jednotlivé atomy v molekule proteinu (Wlodawer et al., 2013). Diky symetrické a repetitivni
struktufe krystalu pak dojde k pozitivni interferenci elektromagnetickych vin, které jsou
zaznamenané na detektoru v podobé jednotlivych difrakénich zaznamu, ktere obsahuji
informace 0 rozlozeni tzv. strukturnich faktori. To, jestli bude krystal vibec difraktovat
a do jakého rozliseni, se neda pfedem nijak predpokladat a ¢asto se zjisti, ze ziskané proteinové
krystaly se pro analyzu viibec nedaji pouZit.
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Difrak¢ni zdznamy se pak musi matematicky zpracovat tak, aby z nich byla ziskana
informace 0 rozloZeni elektronovych hustot dané struktury — tzv. elektrondenzitni mapa
hustoty elektroni (Obrazek 8). Je zde ale jeden experimentalni problém. Elektromagnetické
viny jsou definované amplitudou a také fazi. Méfena intenzita difrakce ale neposkytuje zadné
informace o fazi viny, proto musi byt tato informace pro sestaveni elektrondenzitni mapy
ziskana odjinud (Wlodawer et al., 2008).

refinement

roteinovy krystal difrakéni data S
p y Ky elektrondenzitni mapa finalni struktura

Obrazek 8. Pribéh determinace krystalové struktury proteind.

Je n¢kolik moznosti, jak tyto informace ziskat. Jednou z nich je modifikace aminokyselin
VvV proteinu tézkymi atomy, a zabudovani napiiklad selenomethioninu, kolem nichz je
elektronova hustota vysoka tak, Ze to umoziiuje presné uréit jejich polohu a z ni pak odhadnout
faze vin, které se nasledné aplikuji na celou strukturu (Taylor, 2010). Druhou variantou
je metoda tzv. molekularniho nahrazeni, ktera se pouziva, pokud je znama struktura blizce
ptibuzného proteinu nebo alespoii jeho mensich podjednotek. Tato struktura se pak pouZzije jako
vyhledavaci model pro vystavbu struktury noveho proteinu (Scapin, 2013).

Po prvotnim sestaveni struktury ale analyza jest¢ zdaleka neni u konce. Nasleduje jesté
mnoho kol tzv. rafinace (refinementu), neboli zptesiiovani a vylepSovani struktury. Ta probiha
jak softwarové, tak manualné, a to do t€¢ doby, nez je dané struktura skutecné nejlepSim odrazem
naméfenych dat (Minor, 2007).

Proteinova krystalografie predstavuje v soucasné dob¢ nejptesnéjsi a nejvice pouzivanou
metodu determinace proteinové struktury. Pifes mnoho modernich postupti a usnadnéni
zUstava priprava kvalitnich krystali vysoce néaro€nou disciplinou. Obzvlasté naptiklad
u membranovych proteind, které nejsou rozpustné ve vodg, je to extrémné naro¢né (Parker &
Newstead, 2016). Také struktury proteint s vysokou flexibilitou se pomoci této metody urcéuji
jen velice té€zko, protoze flexibilni ¢asti proteinu neposkytuji difrakéni data.
Pro tyto pfipady se musi pouzit jiné metody strukturni biologie (Wlodawer et al., 2013).

Nekteré z probléma proteinové krystalografie (nutnost velkych krystal, radiacni
poskozeni) se podafilo vyfeSit pomoci nové metody tzv. ¢asové-rozliSené krystalografie
(time-resolved serial femtosecond crystallography). Tato metoda vyuZiva pro ziskani
rentgenovych paprskt bud’ synchrotronové zatizeni nebo nové vyvinuté lasery na bazi volnych
elektrona (free-electron lasers), které vysilaji koherentni zacilené pulsy rentgenovych paprski
v ultrakratkych intervalech v tadech femtosekund, a strukturni data se ziskavaji souctem
jednotlivych difrakénich snimkli z mnoha nanokrystalti v ndhodné prostorové orientaci, ¢imz
nedochazi k ovlivnéni vysledka radia¢nim poskozenim (Martin-Garcia et al., 2016).
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1.3.2 NMR spektroskopie

Dalsi metodou analyzy struktury proteini je NMR (nukledrni magneticka rezonance)
spektroskopie. Tato metoda se pouziva zejména k determinaci struktury mensich molekul,
se ale pouzit i pro determinaci struktury biomolekul jako jsou nukleové kyseliny nebo prave
proteiny. Tato metoda dokaze ur¢it strukturu latky v roztoku, oproti proteinové krystalizaci tak
odpada nutnost ¢asové naro¢né piipravy proteinovych krystali (McMurry, 2011).

Podstatou této metody je, ze spin atomu reaguje na magnetické pole. Po plisobeni silného
magnetického pole se jednotlivé spiny rozdéli na dvé energetické hladiny, nizsi a vyssi s tim,
ze vetsina z nich bude samoziejmé v nizsi hlading. KdyzZ ale tento spinovy systém ozaiime
radiofrekvencnim zafenim, tak se nékteré spiny z niz$i hladiny excituji do hladiny vyssi.
Po odstranéni zafeni dochazi k deexcitaci, ktera se nasledné méii (Minor, 2007). Pouze néktera
jadra (*H, ¥C, ®N) jsou NMR aktivni. Vysledkem méfeni jsou pak signaly (peaks)
na charakteristické pozici, které se fika chemicky posun. Ten je zavisly na frekvenci magnetu,
Ktery se pouziva, a na rezonan¢ni frekvenci referenéni slou¢eniny. Pozici signalti ovlivituje
okoli atomu, piesnéji vazebné elektrony. Ty se chovaji jako magnety, a tak ovliviiuji rezonanci
jadra. Ve vysledném spektru signaltt ma proto kazdy typ jadra s riznym okolim sviij vlastni
signal a jeho intenzita odpovida poétu jader ve stejném stavu (Marion, 2013). A pravé
na zéklad¢ téchto informaci se z NMR spekter dé vycist informace o struktute molekuly.

Jelikoz protony jsou NMR aktivni a jsou vysoce zastoupené v proteinech, NMR
spektroskopie je pomérné snadnd. Pii pouzité pouze protonové NMR jde ale struktura sestavit
pouze pro proteiny o hmotnosti mensi nez 10 kDa. U vétSich proteinii se musi provést
experimenty s *C a °N jadry (Edwards & Reid, 2000). Jelikoz v piirodé jsou tyto izotopy velmi
malo zastoupené, musi se pouzit expresni systém, ktery tyto izotopy do proteinu umeéle
inkorporuje. Pro proteiny vétsi nez 25 kDa je vyhodné také vodikové atomy vyménit
za deuterium, ¢imZ se snizi hustota protonli, a je tak snazSi informace zpracovat
a nedochéazi k tak velkému Sumu (Sattler & Fesik, 1996).

Ptes vSechny vyhody ale NMR spektroskopie dodnes nedokaze charakterizovat proteiny
vétsi nez 40 kDa (Tugarinov et al., 2004). Kvuli zavislosti na lokalnim prostiedi je ale skvélou
metodou pro zjiStovani interakci mezi proteiny nebo proteiny a malymi molekulami,
¢i pro studium konformacnich stavu proteind (Minor, 2007).

1.3.3 Elektronova mikroskopie

Elektronovd mikroskopie (EM) je dal$i metodou determinace tfirozmérné struktury proteint.
Touto metodou je mozné analyzovat strukturu 2D krystal, helikalnich krystald nebo
tubularnich krystalti proteinu. Nicméné s rozvojem vysoce vykonnych mikroskopt, novych
typt detektorti a metod zpracovani obrazu (sbér dat ve formeé videa a ne jednotlivych obrazki)
je vsoucasné dobé¢ stale vice dostupné pouzivat i tuto metodu pro studium prostorového
usporadani jednotlivych biologickych makromolekul (tzv. single-particle analysis) bez
nutnosti jejich predchozi krystalizace (Rivera-Calzada & Carroni, 2019). Tyto technologické
pokroky v metodologii kryo-EM nastolily v poslednich letech revoluci ve strukturni biologii
(tzv. resolution revolution), kdy je mozné studovat architekturu a strukturni detaily

26



jednotlivych biomakromolelul ¢i jejich komplexti vétsich nez 100 kDa bez nutnosti jejich
krystalizace (Callaway, 2015).

Elektrony ale maji daleko vétsi energii nez rentgenové paprsky pouzivané v proteinové
krystalografii, coz zplsobuje velky problém s radiacnim poskozenim zkoumaného vzorku.
Zaroven jsou proteiny a jejich krystaly z velké Casti tvofeny vodou, kterd neni vhodna
pro méfeni v podminkach vakua v elektronovém mikroskopu, a proteiny jsou také slozeny
prevazné z lehkych atomu (H, C, N, O), které $patné rozptyluji elektrony (Minor, 2007).

Tyto problémy se dnes fesi dvéma zpiisoby. Prvnim z nich je technika tzv. negativniho
barveni (negative stain technique), kdy se voda v okoli proteinu vyméni za vysuSeny roztok
soli tézkého kovu. Tato metoda ale mlze vést k deformaci molekuly a maximalni mozné
rozliseni je 20 A (Jonic & Vénien-Bryan, 2009), coZ je samoziejmé nedostateéné rozlideni pro
studium strukturnich detailt.

Druhou, dnes vysoce zkoumanou variantou, je tzv. kryo-elektronovd mikroskopie.
Pii této metod¢ je zkoumany vzorek velmi rychle zmrazen v dusikem chlazeném ethanu a timto
je uchovavan ve stavu co nejpodobnéj§imu nativnimu stavu. Teplota v mikroskopu je pak
udrzovana chlazenim tekutym dusikem. Data se nasledné sbiraji pti nizkych teplotach a nizkych
expozicich elektroni, aby nedoslo k poSkozeni vzorku, coz ale vede ke vzniku obrazki
s velkym Ssumem a nizkym kontrastem. Pro ziskéani dat s vysokym rozlisenim je tedy nutné
méfit nékolik kopii vzorku (Egelman, 2016) (Nwanochie & Uversky, 2019).

Kryo-elektronova mikroskopie jednotlivych ¢astic poskytuje mnoho vyhod pii uréeni
proteinové struktury, jelikoz neni nutné protein krystalizovat. V idedlnim piipadé jsou
molekuly proteinu pii této metodé nahodné rozmisténé v tenké vrstvé vitrifikované vody
(amorfniho ledu) ve v8ech mozZnych orientacich (Minor, 2007). Problémem byvéa heterogenita
konformaci molekul, ptipadné pfitomnost flexibilnich casti proteinu. V téchto piipadech
je Casto nutné pouzit extrémné velky pocet molekul a pak pfi analyze vybrat pouze ty, co jsou
ve stejné konformaci, ¢imz se vyrazné zlepsi rozliseni metody (Egelman, 2016). Dnes je mozné
dosahnout az rozliseni 1,5-4.5 A° (Bartesaghi et al., 2018)(Campbell et al., 2015) (Jiang et al.,
2015), ¢imz se tato metoda stava kliCovym nastrojem v integrované strukturni biologii, jelikoz
dosahuje obdobnych rozliSeni jako rentgenova krystalografie, ktera ovSem vyzaduje nutnost
¢asoveé narocné a nejisté krystalizace.

1.4 Strukturni analyza enzym-substrat komplexu

Proteinova krystalografie nemusi byt pouZita pouze na determinaci struktury samotného
enzymu. Kvili vysokému rozliSeni metody je mozné analyzovat strukturu komplexu enzymu
S jeho substratem, coz miize poskytnout vysoce cenné informace o mechanismu reakce a funkci
enzymu (Rupp, 2010).

Nicméné pro zachyceni enzym-substratového komplexu je nutné zabranit preméné
substratu na produkt. Toho se mize docilit bud’ pouzitim modifikovaného substratu, u kterého
enzym neni schopny provést pfeménu na produkt, nebo pouzitim enzymu s mutaci v nékteré
aminokyselin¢ dulezité pro pfeménu substratu na produkt, ¢imz dojde k vazbé molekuly

substratu v aktivnim misté enzymu, ale jeho nasledna pfeména je znemoznéna (Hassell et al.,
2006).
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Existuji dva zakladni piistupy, jak zachytit molekularni strukturu ligandu navazaného
do aktivniho mista enzymu. Prvni z nich tzv. krystalovy soaking, ktery spociva v pfeneseni
vyrostlych proteinovych krystali do kapky obsahujici kromé krystaliza¢niho roztoku
i molekuly ligandu. Tato metoda je vhodna, kdyz je napiiklad nutné testovat vétsi pocet
zkoumanych ligandd, jelikoZ je mén€ materidlové naro¢nd. Ligand miize byt bud’ piidan ptfimo
do roztoku, ve kterém byl protein krystalizovan, nebo se krystaly piemisti do nového roztoku
o stejném slozeni jako jejich precipita¢ni roztok, avSak s ptidavkem ligandu (Rupp, 2010).
Délka expozice 1 presnd koncentrace ligandu je vysoce individudlni a musi byt zjiSténa
experimentalné. Riziko této metody je, ze ligand ¢i jeho rozpoustédlo, zména prostfedi nebo
neopatrné zachazeni muze poskodit krystaly (Muller, 2017).

Druhou pouzivanou metodou je ko-krystalizace. Pii této metodé se protein krystalizuje
rovnou Vv pfitomnosti ligandu. Purifikovany protein je s nim smichan, inkubovan po urcitou
dobu, zpravidla 1 hodinu pii 4 °C. Po odstranéni nerozpustnych agregati se pak protein-ligand
komplex krystalizuje obdobnym zptisobem. Pfitomnost ligandu ale ¢asto ovliviiuje krystalizaci
proteinu. Je nutné si uvédomit, ze vazba ligandu na enzym miize ménit jeho konformacni stavy,
vysledny komplex je zpravidla stabilngjsi nez apo-forma enzymu, a proto muze krystalizovat
snadnéji nez bez jeho ptitomnosti. Toho se Casto vyuziva u téZko krystalizovatelnych proteinti
(Hassell et al., 2006).

U obou metod ale nikdy neni pfesna zaruka, ze bude ligand pfitomny v aktivnhim miste.
Mtuize byt zabudovany jinde do struktury krystalu nebo se do néj viibec nedostat, to je vSak
mozné zjistit az po analyze difrak¢nich dat z méteni.

Krystalograficka analyza enzym-substratovych komplexu byla provedena i u nékterych
halogenalkandehalogenas, aby se potvrdil mechanismus jejich reakce (Koen et al., 1993).
Doposud vSak byly publikovany pouze struktury halogenalkandehalogenas v komplexu
s malymi linedrnimi haloalkany jako napiiklad 1,2-dichloroetan nebo 1,2-dichlorpropan
(Oakley et al., 2002, Koen et al., 1993). Nebyly publikovany ani zadné struktury

vvvvvv

ligandy.
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2 CILEPRACE

Tato préce se zabyva vyvojem a optimalizaci experimentalnich postupt pro rekombinantni
produkci, krystalizaci a strukturni analyzu halogenalkandehalogenasy DmmA. Vyvinuté
postupy byly nasledné pouzity pro krystalografické analyzy enzymu DmmA a jeho komplext
s netradi¢nimi halogenovanymi substraty a S domnélymi substraty ze skupin laktonti a
koelenterazinti. Dil¢i experimentalni cile této prace byly:

e Konstrukce katalyticky neaktivniho mutanta DmmA pro tcéely zachyceni enzym-
substratovych komplexa.

e Optimalizace produkce a purifikace enzymu DmmA pro krystaliza¢ni experimenty.

e Nalezeni a optimalizace vhodnych krystalizaénich podminek pro strukturni analyzu
halogenalkandehalogenasy DmmA a jejich komplexti. Studium vlivu pouzitého
srazedla na velikost a kvalitu ziskanych DmmA krystalu.

o Krystalografickd analyza komplexu DmmA s halogenovanym  derivatem
fluorescenéniho substratu BODIPY (4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene): prvni
strukturni analyza komplexu halogenalkandehalogenasy s velkym aromatickym
substratem.

e Strukturni analyza komplexi DmmA s domnélymi substratovymi molekulami ze
skupiny laktoni: odhaleni vazebného mechanismu laktonovych derivata v aktivnim
mist¢ halogenalkandehalogenas

e Strukturni analyza komplexu DmmA s neoxidovatelnym derivatem koelenterazinu (tzv.
azokoelenterazin): ovéfeni vazebného mechanismu luminiscen¢niho substratu do
aktivniho mista halogenalkandehalogenas
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3 METODIKA

3.1 Seznam chemikalii

4-bromobutanenitril (Sigma-Aldrich)

6x Gel Loading Dye — blue (New England BioLabs)
Agar (Sigma-Aldrich)

Akrylamid/bis-akrylamid (Sigma-Aldrich)

Azakoelenterazin (syntetizovano na pracovisti Organické chemie Pasteurova institutu v Pafizi,
Francie)

Beta-butyro lakton (Sigma-Aldrich)

BODIPY-CI (8-chloromethyl-3,5-dimethyl-4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene)
(syntetizovano na pracovisti Organické fotochemie Masarykovy university)

Citronan sodny (Sigma-Aldrich)

Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad)

Dimethylsulfoxid — DMSO (Sigma-Aldrich)

Dodecylsiran sodny — SDS (Sigma-Aldrich)

Ethanol 96% (Penta)

Ethylenediaminetetraacetic acid — EDTA (Sigma-Aldrich)
Formiat sodny (Sigma-Aldrich)

GelRed Nucleic Acid Stain, 10,000 x (Biotium)

Glycerol (Sigma-Aldrich)

Glycin (Fluka)

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)
Hydroxid sodny (Lach-ner)

Chlorid hofec¢naty (Sigma-Aldrich)

Chlorid sodny (Sigma-Aldrich)

Imidazol (Sigma-Aldrich)

InstantBlue Protein Stain (Expedeon)
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside — IPTG (Duchefa Biochemie)
Izopropanol (Penta)

Kanamycin (Sigma-Aldrich)

Kyselina dusi¢cna (UWR Chemicals)
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Kyselina octova (Lach-ner)

Luria-Bertani (LB) broth (Sigma-Aldrich)

Malonét sodny (Sigma-Aldrich)
2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid — MES (Sigma-Aldrich)
N, N, N’, N’-tetramethylethane-1,2-diamine — TEMED (Sigma-Aldrich)
N-heptyl-DL-homoserin lakton (Sigma-Aldrich)

Octan sodny (Sigma-Aldrich)

Peroxodisiran amonny (Sigma-Aldrich)

Polyethylenglykol 3,350 (Hampton Research)

Quick-Load 1 kb DNA Ladder (New England BioLabs)

Siran amonny (Penta)

Siran lithny (Sigma-Aldrich)

Sukcinét sodny (Sigma-Aldrich)

Sulfat amonno-zelezity (Lachner)

Thiokyanatan rtutnaty (Sigma-Aldrich)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethane — TRIS (Sigma-Aldrich)
Undekano-delta-lakton (Aldrich chemistry)
Undekano-gamma-lakton (Aldrich chemistry)

Unstained protein molecular weight marker (Thermo Scientific)
Vinan sodno-draselny (Sigma-Aldrich)

Whiskey lakton (Aldrich chemistry)

3.2 Seznam biologického materialu

Plazmid pET24a:DmmA
Escherichia Coli BL21DE3
Escherichia Coli DH5a

3.3 Seznam pouzivanych roztoki a médii

Glycinovy pufr — 100 mM glycinu rozpusténo ve MQ vodé, pH 8,6

50 mM fosfatovy pufr - 41 mM hydrogenfosfore¢nan draselny, 9 mM dihydrogenfosfore¢nan
draselny, rozpusténo v MQ vod¢, pH 8

1M IPTG -1 M IPTG rozpusténo ve sterilni MQ vodé
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Dialyzaéni pufr — 50 mM formiat sodny, 10 mM TRIS, pH 7
Iwasaki roztok 1 — 0,45 g thiokyanatanu rtutnatého rozpusténo v 150 ml ethanolu

Iwasaki roztok 2 — 18,48 g siranu Zelezitého rozpusténo v 108 ml koncentrované kyseliny
dusi¢né a 192 ml MQ vody

LB agar (1,5%) — 4g LB Broth a 3 g agaru rozpusténo v 200 ml MQ vody
LB médium — 20 g LB Broth rozpusténo v 1 | MQ vody

Purifikacni pufr A — 50 mM formiatu sodného, 10 mM TRIS, 10 mM imidazolu rozpusténo
v MQ vodg¢, pH upraveno na hodnotu 7 kyselinou octovou

Purifika¢ni pufr B — 50 mM formiétu sodné¢ho, 10 mM TRIS, 500 mM imidazolu rozpusténo
v MQ vodg¢, pH upraveno na hodnotu 7 kyselinou octovou

15% SDS gely

A) Separacéni gel — 4,5 ml 30% akrylamidu/bis-akrylamidu rozpusténo v 2 ml destilované
vody a v 2,3 ml pufru (1,5 M Tris, pH 8,8) a pfidano 90 ul 10% SDS a 90 ul 10% ASP
a 4,5 ul TEMED

B) Zaostiujici gel — 540 ul 30% akrylamidu/bis-akrylamidu rozpusténo v 2 ml destilované
vody a v 1 ml pufru (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8) a ptidano 40 ul 10% SDS a 60 ul 10%
ASP a2 ul TEMED

1% agarozovy gel — 40 ml 1IXTAE smichano s 0,4 g agaru

IXTAE pufr —40 mM TRIS, 20 mM kyseliny octové a 1 mM EDTA rozpus$téno MQ vod¢, pH
8,2

TRIS-glycinovy pufr (1xSDS pufr) — 50 mM TRIS, 384 mM glycinu, 0,1% SDS a 2 mM
EDTA rozpusténo v MQ vodé.

TRIS-HCI pufr — 50 mM TRIS rozpusténo v 1 | MQ vody, pH upraveno na 7,5 kyselinou
chlorovodikovou

SDS nanasejici pufr — 2,5 ml 0,5 M Tris-HCI pufru bylo smichano s 7,5 ml glycerolu, 4 ml
10% (w/v) SDS, 1 ml 2-merkaptoethanolu, Coomassie Briliant Blue R a 8 ml MQ vody

3.4 lzolace, Upravy a klonovani DNA

3.4.1 lzolace plazmidové DNA

Jednotlivé kolonie bakterii Escherichia coli nesouci plazmid pET24a:DmmA byly inokulovany
do 10 ml 1xLB média obsahujici piislusné selekéni antibiotikum. Kultura byla inkubovana
v ttepacce NB-205 (N-Biotek, Jizni Korea) pii 37 °C a 200 otackach za minutu po dobu 16-18
hodin. Druhy den byla narostla kultura sklizena centrifugaci (11000 g/1 min), supernatant byl
odstranén. Plazmidova DNA byla izolovana pomoci komeréni soupravy NucleoSpin Plasmid
(Macherey-Nagel, Némecko). Bakterialni pelet se rozpustil v 250 pl pufru Al, poté se ptidalo
250 pl modrého lyza¢niho pufru A2. Zkumavka se nékolikrat pievratila, aby doslo
k dokonalému promichéni lyza¢niho pufru s bakterialnimi bufikami, a nésledné probé&hla
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inkubace pfi pokojové teploté po dobu 5 minut. Poté se k roztoku pfidalo 300 ul neutraliza¢niho
pufru A3 a smés byla promichana az do Uplné neutralizace, kterd byla indikovana zbé&lanim
smési. N&sledné byla smés centrifugovana (13000 g/10 min). Po centrifugaci bylo 750 pl
supernatantu obsahujiciho plazmidovou DNA pteneseno pipetou na afinitni kolonku. Kolonka
byla poté opét centrifugovana (11000 g/ 1 min), aby doslo k vazbé DNA na afinitni membrany
kolonky. Poté byla kolonka promyta 600 ul pufru A4 béhem nasledné centrifugace
(11000 g/ 1 min). Pro zvyseni Cistoty izolovaného plazmidu byl tento krok opakovan dvakrat.
Nasledné probéhla centrifugace kolonky bez jakéhokoliv pufru (11000 g/ 1 min), tak aby doslo
Kk odstranéni zbytkovych kapének promyvacich roztokd. Pro eluci plazmidové DNA z afinitni
kolonky byla pouzita sterilni demineralizovana voda (demiH.0) piedehiata
na 55 °C. Na membréanu bylo naneseno 30 pl této vody a nasledovala finalni centrifugace
(11000 g/ 5 min). Elu¢ni krok byl opakovan dvakrat, takze na zavér bylo ziskano 60 pl
plazmidové DNA. Koncentrace plazmidu a jeho Cistota pak byla méfena na DS-11 Series
Spektrofotomeru (DeNovix).

3.4.2 Sekvenace DNA

Pro zjisténi ptesné nukleotidové sekvence daného genu bylo smichano 5 pl plazmidu (~100
mg/ml) a 5 pl sekvenaéniho oligonukleotidu (10 pM). Sekvenace byla nasledné provedena
Sangerovou metodou firmou Europhins genomics Vv Lucembursku. Veskera prace
se sekvencemi pak probihala v programu BioEdit 7.0.5.3. (Hall, USA).

3.4.3 Restrik¢ni Stépeni plazmidu

Pro stépeni plazmidu byly vzdy vybrany dvé restrikéni endonukleasy, tak aby doslo k vyStepeni
pozadovaného genu. V piipad¢ plazmidu pET21b-DmmA se jednalo o enzymy Ndel a HindlII.
Restrikéni smési obsahovaly 4 pl plazmidovée DNA (~100 ng/ul), 11 pl sterilni demiH20,
2 il CutSmart pufru (New England BioLabs) a 1,5 pl kazdé ze dvou endonukleas (New England
BioLabs, 20 000 U/ml). Smé&s byla zamichana a kratce sto¢ena na centrifuze (11000 g/ 15 s)
a inkubovéana ve 37 °C po dobu 1,5 hod.

3.4.4 DNA elektroforéza

DNA elektroforéza probihala v 1% agarézovém gelu pfipraveném smichanim agarosy s IXTAE
roztokem. Smés se nasledné zahtivala v mikrovlnné troubé az do uplného rozpusténi agarosy
a nechala se vychladnout na pfiiblizn¢ 50-60 °C. Poté se do smési ptidalo 1,5 pl GelRed
(Biotium, USA, fedéno 10 000x ve vod¢) interkalacni barvy a tekuty gel se nalil do formy
na gely a nechal tuhnout 20-30 minut pti laboratorni teploté.

Vzorek DNA byl nasledné smichan s 6x loading buffer (Thermo Fisher Scientific) a byl
nanesen do jamek gelu spolu s 5 pl markeru. Elektroforeticka separace byla provadéna po dobu
35 minut pii 120 V a 400 mA (PowePac Basic Power Supply, Bio-Rads). Separované DNA
molekuly byly vizualizovany pomoci systému Bio-Doc-it 220 Imagining systém (UVP,
Némecko).
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3.4.5 lzolace DNA z gelu

Pro zpétnou izolaci DNA z agarosového gelu se nejprve skalpelem pod modrym svétlem
(UltraBright LED Transilluminator, Maestrogen, vinova délka svétla 470 nm) vyfizla oblast
gelu spozadovanym fragmentem DNA. Fragmenty DNA pak byly izolovany pouzitim
komer¢ni soupravy NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey Nagel). Nejprve bylo
na kazdych 100 mg izolované¢ho gelu pfidano 400 pl pufru NTI a smés byla inkubovana
na 10 minut pii 50 °C. V pribé¢hu inkubace byla smés pribézné vortexovana. Nasledné bylo
700 pl smési naneseno na afinitni kolonku s membranou vlozenou do 2-ml mikrozkumavky
a smés byla centrifugovana (11000 g/30 s). Prefiltrovana kapalina byla odstranéna
a krok byl opakovan, dokud nebyl na kolonku nanesen veskery rozpustény roztok obsahujici
DNA. Poté byla kolonka promyta 700 pl promyvaciho pufru NT3 a opét centrifugovana (11000
9/30 s). Po promyti byla membrana kolonky vysuSena centrifugaci bez jakéhokoliv roztoku
(11000 g/1 min). Na zavér byla kolonka ptenesena do nove sterilni 1,5 ml mikrozkumavky
a bylo do ni pfidano 15-30 ul elu¢niho pufru NE. Nasledovala inkubace 1 min pfi laboratorni
teploté a poté nasledovala kone¢na centrifugace (11000 g/1 min). Koncentrace a Cistota
izolované DNA byla stanovena pomoci DS-11 Series Spektrofotomeru (DeNovix).

3.4.6 Transformace plazmidu do bunék

Pro transformaci plazmidové DNA do bunék byly pouzity buniky E. coli BL21DE3 (pro
rekombinantni produkci proteini) nebo E. coli DH5a (pro preparativni pomnozeni plazmidu).
K 50 ul kompetentnich E. coli DH5a, respektive k 10 pl E. coli BL21DE3 byl ptidan 1 ul
plazmidu (~100 ng/pl) (nebo 10 ul PCR smési), a poté probéhla inkubace smési na ledu
po dobu 10 min. Nasledn¢ byla provedena transmormace metodou teplotniho Soku (heat schock
method) inkubaci smési ve 42 °C po dobu 1 min a vzorek byl opét inkubovan na ledé
po dobu 5 min. Po této inkubaci bylo pfidano 200 ul 1xLB média bez antibiotika a bunky byly
inkubovany ve 37 °C po dobu 60-90 min. Na zavér byly buiiky vysety na Petriho misky
s LB-agar meédiem obsahujicim selek¢ni antibiotikum kanamycin (50 pg/ml) a misky byly
inkubovany pti 37 °C po dobu 16-18 h.

3.4.7 Mutageneze DNA pomoci polymerazové ietézové reakce

Polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction; PCR) byla pouzita pro cilenou
mutagenezi metodou megaprimerové mutageneze a skladala se ze 3 krok:

e Syntéza megaprimeru: Nejprve se vytvoril primer s mutovanym kodonem, ktery byl
sestaven podle ptivodni sekvence tak, Ze se jeho sekvence skladala ze sedmi kodont
pfed mutovanym kodonem, zmutovaného kodonu a ze sedmi kodonu
po mutovaném kodonu. Tento primer mlze byt bud’ forward nebo revers podle toho
na jakém misté v sekvenci je potieba udélat mutaci. Nasledné byla na ledu namichana
PCR sm¢és ve slozeni — 33,5 ul sterilni vody, 10 pl pufru pro Pfu polymerazu, 1 pl
dNTPs (10 mM od kazdého nukleotidu), 2 pl forward primeru (10 uM), 2 pl revers
primeru (10 puM) (jeden z primerd byl mutovany), 1 ul teplatové DNA (~100 ng/ul)
a 0,5 ul Pfu polymerasy (2000 U/ml) PCR probéhla v XP Thermal Cycleru (Bioer, UK)
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S nasledujicim nastavenim cykli: 1. pocate¢ni denataruce DNA pii 98 °C, 30 s;
I1. denaturace DNA 98 °C, 10 s; I1l. nasednuti oligonukleotidu 55 °C, 20 s, V. syntéza
DNA 72 °C, 30 s; V. zavéretné dosyntetizovani DNA fetézcu 72 °C; 2 minuty;
VI. zchlazeni smési na 4 °C. Kroky Il. az IV. byly v rdmci celého programu opakovany
ve 30 cyklech, tak aby doslo k syntéze dostate¢ného mnozstvi pozadovanych DNA
fetézcu. Megaprimerovy DNA fragment byl nasledné separovan pomoci gelové
elektroforézy a izolovan z gelu (postup viz. kapitola 3.2.5).

e PCR s pouzitim megaprimeru: PCR smés byla namichana na ledu v nasledujicim
slozeni — 17,75 pul sterilni vody, 5 pl pufru pro Pfu polymerazu, 0,5 ul dNTPs (10 mM
od kazdého nukleotidu), 1 pl megaprimeru , 0,5 pl teplatové DNA (plazmid ~100 ng/ul)
a 0,25 pl Pfu polymerasy (2000 U/ml). Nasledné byla smés vloZzena do PCR cykléru
s nasledujicim nastavenim cykla: 1. 98 °C, 30 s; Il. 98 °C, 10 s; Ill. 55 °C, 20 s,
V.72 °C, 2,5min; V) 72 °C; 8 min; VI. 4 °C, 1 h; kroky Il. az IV. se opakovaly ve 30
cyklech.

e Odstranéni templatové DNA: Odstranéni puvodni templatové (nemutované) DNA
probéhlo pomoci restrikéniho enzymu Dpnl, ktery rozeznavd methylovanou DNA.
K megaprimerové PCR smési byly pfidany 3 pl CutSmart pufru (New England
BioLabs) a 2 pl Dpnl (20 000 U/ml) a smés byla inkubovana pii 37 °C po dobu 2 h.
Nasledné probé¢hla inaktivace Dpnl enzymu zahtatim smési na 80 °C po dobu 20 min.
Vyslednd plazmidova DNA nesouci pozadovanou mutaci v DmmA genu byla
transformovana a pomnozena v E. coli DH5a burnikach, poté izolovana a spravnost
mutageneze byla ovéfena pomoci DNA sekvenovani.

3.5 Rekombinantni produkce a purifikace enzymu DmmA

3.5.1 Rekombinantni nadprodukce enzymu DmmA

Plazmid pET24a-d-(+):Dmma nesouci gen pro protein DmmA fazovany s histidinovou kotvou
byl transformovan do produk¢nich bunék E. coli BL21DE3 (New England Biolabs), které byly
poté vysety na Petriho misku s LB-agar médiem obsahujicim selekéni antibiotik kanamycin
(50 pg/ml) a inkubovény ve 37 °C po dobu 16-18 h. Druhy den rano byly ve sterilnim boxu
inokulovany 2 narostlé kolonie bunék do dvou Erlenmeyerovych banék s 10 ml 1XLB média
a kanamycinem (50 pg/ml). Takto inokulované bunky byly poté inkubovany na tfepacce
(200 rpm) pii 37 °C po dobu 4-5 h. Nasledné byly ob¢ kultury smichany ve sterilnim boxu
a pieneseny do dvou 2-L sterilnich Erlenmeyerovych banék s 1XLB médiem s kanamycinem
(50 pg/ml). Tyto 2-L Erlenmeyerovy bariky pak byly inkubovany v inkubatoru Innova 44/44R
orbital incubator (New Brunswick Scientific, USA) pii 37 °C po dobu az optické denzita bun¢k
(O.D.s00) doséhla hodnoty 0,2-0,3. Méteni optické denzity bylo provedeno na spektrometru
Biochrom WPA Lightwave (WPA Biochrom, UK). Jakmile O.D.g00 kultury doséhlo hodnot
v rozmezi 0,2-0,3 teplota v inkubatoru byla sniZzena na 20 °C. Po ochlazeni kultury na 20 °C
(po 30 min inkubaci) byla indukovana exprese proteinu piidanim 0,5 ml 1 M roztoku IPTG
do kazdé Erlenmeyerovy baiiky. Buiiky byly poté inkubovéany pii 20°C a 150 rpm po dobu
16 h. Na zavér byly bunky sklizeny centrifugaci (4000 g/4 °C/15 min) v 1-L centrikonech.
Supernatant byl odstranén a bunéény pelet byl resuspendovan v 30 ml piisluSného
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purifika¢niho pufru (viz kapitola 3.5.4). Bunééna suspenze pak byla pipetou prenesena
do 50-ml zkumavek a doplnéna purifika¢nim pufrem do 40 ml. Nasledné byly takto sklizené
buiky zamrazeny a skladovany pfi teploté -70 °C.

3.5.2 Manuélni afinitni preparace proteini

Za ¢elem optimalizace purifikaénich pufri pro produkované proteiny byl proveden screening
metodou afinitni mini-preparace. Buiiky s nadprodukovanym proteinem byly pomalu
rozmrazeny ve vodni 1azni (15-20°C) a nasledné byly ultrazvukové dezintegrovany sonikaci
ve 4 cyklech po dobu 4 min (10 s ultrazvukovy puls, 10 s pauza) na piistroji UP200S Ultrasonic
Processor (Hielscher, Germany). Poté byly bunky rozdéleny do dvou 30 ml centrikon
a centrifugovany pii 14000 g po dobu 1 h (4 °C) tak, aby se oddélily zbytky bunéénych stén
a membran. Nasledné byl supernatant, tzv. bezbunéény extrakt, ptefiltrovan do nové 50-ml
zkumavky. K takto ptipravenému bezbunéénému extraktu bylo ptidano 0,5 ml afinitni resinu
(TALON Metal Affinity Resin, Clontech, USA). Smés byla inkubovana na rolleru (Roller 6
Digital, IKA) 1 h pti 4 °C, aby se DmmA protein prostiednictvim histidinové kotvy navazal na
kobaltové kationty imobilizované na afinitni resinu. Poté nasledovala centrifugace (1000 g/ 4
°C/10 min). Po centrifugaci byl odstranén supernatant a Sedimentovany resin s navazanym
proteinem byl resuspendovan v purifika¢nim pufru A s obsahem 10 mM imidazolu. Tento krok
byl opakovan jest¢ dvakrat tak, aby doslo k dokonalému vymyti nespecificky vézanych
proteinti. Resin byl poté pfenesen do purifikac¢nich kolonek s fritou (Plastic XL Columns,
Agarose Bead Technologies) tak, aby bylo mozné provést eluci proteinu. Na této kolonce byl
resin jest¢ promyt 70 ml purifikaéniho pufru A. Pro finalni eluci proteinu byl pouzit purifikacni
pufr B (s obsahem 500 mM imidazolu). 2 ml pufru B byly naneseny
na resin a smés byla inkubovana 5 min, aby doslo k vyvazani proteinu z resinu. Vyvazany
protein byl eluovan do sterilnich zkumavek, koncentrovan v Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter
Unit (MERCK) na pozadovanou koncentraci a pro zjisténi jeho Cistoty byla provedena
kontrolni elektroforeticka analyza.

3.5.3 Proteinova elektroforéza (SDS-PAGE)

Proteiny byly separovany v polyakrylamidovych gelech v pfitomnosti dodecylsiranu sodného
(SDS) tzv. metodou SDS-PAGE (SDS polyacrylamide gel electrophoresis). Gely na SDS-
PAGE byly slozeny ze dvou ¢asti: horni, mensi ¢ast tvoii tzv. zaosttujici (stacking) gel a spodni,
vetsi Cast gelu tvofi tzv. separa¢ni (resolving) gel. Slozeni gelti upfesnéno Vv seznamu gelt
a médii (kapitola 3.3).

Vzorek na SDS-PAGE byl piipraven smichanim roztoku izolovaného proteinu ziedéného
MQ vodou (23 pl) s 5 pl nanaseciho SDS-pufru. Mnozstvi proteinu pouzitého ve vzorku bylo
stanoveno dle jeho koncentrace, pfi ¢ < 0,5 mg/ml a pifi SDS elektroforéze bezbunécného
extraktu byly pouzity 3 ul proteinu, pfi ¢ 0,5-2 mg/ml byly pouzity 2 pl proteinu, pii koncentraci
2-6 mg/ml byl pouzity 1 pl proteinu a pfi ¢ > 6 bylo pouzito 0,5 pl proteinu.

Elektroforeticka separace probihala v 1x SDS-PAGE pufru pii konstantnim napéti 220 V
a elektrickém proudu 400 mA po dobu 35 min. Nasledné byl gel vynat z aparatury a pfenesen
do lazné barvy InstantBlue (Expedeon), kde byl inkubovan 15 min. Po barveni proteint bylo
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pozadi gelu odbarveno ve tfech cyklech inkubaci Vv destilované vod¢. Pro vizualizaci

separovanych proteintt byl pouzit vizualiza¢ni systém GS-800 Calibrated Densitometer
(BioRad, USA).

3.5.4 Preparativni priprava proteina afinitni FPLC chromatografii

Suspenze bunék s naprodukovanym proteinem (40 ml) byla rozmrazena, bylo k ni ptidano
100 pl DNasy (findlni koncentrace 55 U/ul) a bunky byly sonikovany ve &tyfech cyklech
po dobu 4 min (10 s ultrazvukovy puls, 10 s pauza). Poté byly dezintegrované buiky
centrifugovany (14000 g/4°C/1 h), aby se oddélily zbytky buné¢nych stén a membran. Nasledné
byl bezbuné¢ny supernatant prefiltrovan (Syringe filters Rotilabo PES, 0,22 uM, ROTH)
do nové 50-ml zkumavky. VeSkeré manipula¢ni kroky probihaly na ledu. Rekombinantni
protein s histidinovou kotvou na jeho C-konci byl nasledné purifikovan pomoci 5-ml kolony
Ni-NTA Superflow Cartridge (Qiagen, Germany) piipojené na chromatograficky FPLC (Fast
Protein Liquid Chromatography) system BioLogic DuoFlow (Bio-Rad, USA). Purifikace
probihala v purifikaénim pufru A za konstantniho pritoku (1 ml/min). Eluce navazaného
proteinu z afinitni kolony byla provedena diskontinualnim gradientem imidazolu. Eluce
proteinu DmmA prob¢hla pii 60% gradientu, tedy pfi koncentraci 300 mM imidazolu, frakce
eluovaného proteinu byly sbirany do 15-zkumavek po objemech 3 ml.

3.5.5 Dialyza

Po afinitni purifikaci byl roztok DmmA proteinu ptenesen do dialyzaéniho stfivka (Membra-
Cel(R) Dialysis Tubing, 16 mm, Biotech) a za stalého michani pomoci magnetické michacky
pii 4 °C dialyzovan ve dvou litrech dialyza¢niho pufru po dobu az 16 h.

3.5.6 Purifikace proteinu gelovou filtra¢ni chromatografii

Po dialyze byl protein zakoncentrovan na objem 5 ml a dale purifikovan gelovou filtra¢ni
chromatografii na preparativni kolon& HilLoad Superdex 200 16/600 (GE Healthcare, Svédsko)
pfipojené na FPLC systém AKTA Purifier (Amersham, Svédsko). Purifikace probihala
Vv purifikacnim pufru o stejném sloZeni jako dialyza¢ni pufr za konstantniho pritoku (1 ml/min).
2-ml frakce purifikovaného proteinu byly shirany do 96-jamkovych bloka. Frakce obsahujici
DmmA protein byly na zavér smichany a protein byl skladovan ve 4°C.

3.5.7 Koncentrovani proteinu

Pro koncentrovani proteinu byly pouzity koncentratory Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Unit
(Merck Millipore), které byly s proteinem centrigufovany pii 4000 g (4 °C) az do pozadované
koncentrace. Pribézna koncentrace proteinu byla spektrofotometricky méfena pomoci DS-11
Series Spektrofotomeru (DeNovix).
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3.5.8 Meéreni dehalogenasové aktivity pomoci Iwasaki metody

V digestoii se pomoci Hamiltonovy mikrostiikacky pieneslo 15 pl halogenovaného substratu
(4-bromobutanenitril) do 25 ml uzaviratelné Erlenmeyerovy banky s deseti mililitry
glycinového pufru (100 mM glycine, pH 8,6). Nasledn¢ byl substrat vortexovan
a inkubovan v tiepaci vodni lazni pfi 37 °C 30 minut, aby doslo k jeho pInému rozpusténi.

Po inkubaci se odebral Hamiltonovou stiika¢kou 1 ml smési jako kontrolni vzorek (blank)
do 1.5ml mikrozkumavky se 100 ul 35% kyseliny dusi¢né a nasledné se enzymaticka reakce
zahajila pfidanim 150 pl enzymatického preparatu (DmmA) o koncentraci 5,88 M. V prab&hu
reakce se v danych intervalech (4, 8, 12, 16 a 20 min od poc¢atku reakce) odebral vzdy 1 ml
reakéni smési do mikrozkumavky se 100 pl 35% kyseliny dusi¢né, ¢imz okamzité doslo
k zastaveni probihané reakce.

Poté se ptipravil ,,blank pufr smichanim 100 pl 35% kyseliny dusi¢né s 1 ml glycinového
pufru a ,,blank enzym* smichanim 100 pl 35% kyseliny dusi¢né s 1 ml smési pufru a enzymu
ve stejné koncentraci jako pii experimentu. PO pfipraveni blankl bylo v digestofi ke vSem
mikrozkumavkdm pfidano 100 pl Iwasaki roztoku I a 200 ul Iwasaki roztoku II
a mikrozkumavky byly vortexovany. Nasledné¢ se 100 pl od kazdé smési napipetovalo
do 96-jamkové desticky tak, ze kazdy vzorek byl v 8 jamkach a byla méfena absorbance
pouzitim Eon microplate reader (BioTek) pti vinové délce 460 nm. Vysledky byly analyzovany
pouzitim Gen5 2.06 softwaru.

3.5.9 Meéreni aktivit fluorescenénich substratu

Nejprve se piipravil roztok fluorescen¢niho ligandu BODIPY-CI (8-chloromethyl-3,5-
dimethyl-4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene), ktery se rozpustil do koncentrace
1,86 mM v methanolu a poté byl nafedén tésné pred méfenim na koncentraci 50 uM v DMSO
(dimethylsulfoxid). Enzym DmmA dialyzovany do 50 mM fosfatového pufru byl natedén tak,
aby po pifidani 20 pul roztoku substratu byla jeho koncentrace 0,24 pg/ml
ve fosfatovém pufru a nasledné napipetovan do 96-jamkové desti¢ky v osmi opakovanich
po 180 pl. Kromé¢ enzymu se napipetovala i fada s 180 pl 50 mM fosfatového pufru, ktera
slouzila jako negativni kontrola. Méfeni probihalo pti 30 °C na Snergy H4 Hybrid Plate Reader
(Biotek, USA). Reakce byla iniciovana automatickym p#idanim 20 pl roztoku substratu
a Vv pravidelnych intervalech byla méfena intenzita fluorescence pomoci excitacnich a emisnich
monochromatort nastavenych na 500 nm a 530 nm s $itkou pasma 10 nm.

Zaznamenana zavislost intenzity fluorescence na ¢ase byla konvertovana na zavislost
koncentrace produktu na case na zakladé kalibracni k¥ivky, kterd byla ziskana zmétenim
intenzity fluorescence koncentra¢ni fady produktu — piislusného alkoholu po dehalogenasoveé
reakci BODIPY-Cl s enzymem — BODIPY-OH (20 uM — 156,28 nM). Data byla zpracovavana
v programu Microsoft Excel.
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3.6 Krystalizace DmmA enzymu a jeho komplexi

3.6.1 Kirystalizace enzymu

Protein byl zakoncentrovan na koncentraci mezi 10 az 13 mg/ml. Pro prvotni krystaliza¢ni
screening byly pouzity 96-jamkové krystaliza¢ni desti¢ky, do kterych byl protein i precipita¢ni
roztok z komeréné¢ dodavanych krystaliza¢nich souprav (Wizard 1+I1I, PACT premium,
JSGC-Plus, SG-1, MIDAS, Anions a Cations) napipetovan pomoci krystaliza¢niho robota
Gryphon LCP crystallization robot (Art Robbins Instruments, USA), kdy doslo k smichani
100 nl proteinu se 100 nl precipitacniho roztoku v ptitomnosti 40 pl krystaliza¢niho roztoku.
Krystaliza¢ni experiment probihal metodou difuze vodni péary (tzv. vapour diffusion),
kdy je protein vur¢ittm poméru (napf. 1:1 ¢&i 2:1) smichan s precipitaénim roztokem
a hermeticky uzavien v komirce se zasobnim krystalizaénim roztokem vysokého objemu
a krystalizace je iniciovana odpafovanim vody z roztoku s proteinem do z&sobniho roztoku.

Na zéklad¢ vysledki z prvotnich krystaliza¢nich screeningli byly vybrany nejlepsi
podminky, ve kterych byl pozorovan nartst proteinovych krystalt. Ty byly nasledné
optimalizovany pouzitim ru¢né pipetovanych 15-jamkovych krystaliza¢nich destic¢ek
s EasyXtal 15-Well Tool objemem zasobniho precipitaéniho roztoku 0,5 ml. Zjist'oval se tak
nejvhodn&jsi pomér proteinu a precipitacéniho roztoku (1:2, 1:1, 2:1; v8e v mikrolitrech) a také
byl testovan mirny gradient koncentrace precipita¢niho ¢inidla pro zjisténi jeho optimalni
koncentrace. Timto zptsobem byl pak postupné vytvoien vysoce reprodukovatelny systém
proteinové krystalizace pro néslednou difrakéni analyzu na synchrotronu. Krystaliza¢ni
desticky byly v prubéhu experimentii uchovavany v inkubatoru Bench Top Incubator
(Molecular Dimensions Ltd, UK) pfi teplot¢ 20 °C. Pro vizualizaci stavu krystalizaénich
desticek byl vyuzit mikroskop Olympus SZX16 model SZX2-ILLK (Olympus, Japonsko)
vybaveny Canon EOS 1100D kamerou (Canon, Taiwan). Fotografie z mikroskopu byly
zpracovany v QuickPhoto Camera 3.2. softwaru (Promicras.r.o., CR).

3.6.2 Ko-krystaliza¢ni experimenty

V této praci byly pouzivané ob¢ zakladni metody krystalizace enzym-ligand komplext, tedy
tzv. namaceni (soaking) krystalu i ko-krystalizace.

Pro namaceni krystali byl nejprve v 15-jamkové krystalizaéni destiéce krystalizovan
nativni enzym v apo-formé v diive jiz zjisténych a optimalizovanych krystalizacnich
podminkach. Poté byly vytvofeny roztoky ligandt v krystalizaénim roztoku v koncentraci
10 mM (ligand byl dle potieby rozpustén bud’ piimo v krystalizaénim roztoku nebo v DMSO
nebo v isopropanolu). Nasledné byly krystaly pfeneseny V nylonové smycce do kapicky
s roztokem ligandu a ponechany v ném po dobu 16 hodin. Po této inkubaci byly krystaly
pozorovany pod mikroskopem.

Pii ko-krystalizacnich experimentech byl protein jes$té pted krystalizaci smichan
s rozpusténym ligandem v daném protein:ligand poméru (1:3, 1:5, 1:10), dtikladné vortexovan
a nasledn¢ inkubovan 1 h pti 4 °C. Poté byl roztok centrifugovan (14000 g/10 min/4 °C),
aby se oddélil piebyte¢ny nerozpustény ligand ¢i srazené proteiny. Supernatant obsahujici
solubilni enzym-ligand komplexy byl nasledné odebran a krystalizovan v 96-jamkovych
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krystalizacnich destickach pomoci krystalizaéniho robota i Vv 15-jamkovych destickach
pfipravenych manualné.

3.6.3 Priprava krystali pro proteinovou nanokrystalografii

Oproti klasické rentgenové krystalografii, vyzaduje proteinovd nanokrystalografie velké
mnozstvi proteinovych mikro ¢i nanokrystalt. Principem této metody je krystalizace proteinu
0 vysoké koncentraci (>30 mg/ml) ve velkém objemu (jednotky ml) krystalizaéniho roztoku
za vzniku nanokrystalt, které jsou pak pouzitelné pro nanokrystalografické studie. V této praci
byly nejprve vybrany podminky z pocateénich krystaliza¢nich screeningti, kde byl pozorovan
narust velikostné definovanych mikrokrystalt (jednotky ¢i desitky um). Enzym byl pro tyto
ucely koncentrovan na vysokou koncentraci az 45 mg/ml a nasledné smichan v plastové
mikrozkumavce s krystaliza¢nim roztokem v poméru 1:1 a inkubovan v termostatu pti 20 °C.
Druhou variantou bylo pouziti 3 ml sklenénych uzaviratelnych zkumavek s magnetickym
michatkem, kde byl protein skrystalizaénim roztokem opét smichan v poméru 1:1,
a poté ponechan pii pokojové teploté za neustalého michani (150 otacek/min). Kontrola
prubéhu krystalizace probihala vzdy kazdych 24 h odebranim 2 pl roztoku a pozorovanim pod
mikroskopem.

3.6.4 MraZeni krystala

Proteinové krystaly byly tésné pifed mrazenim v tekutém dusiku nejprve na par sekund
ponofeny do krystaliza¢niho roztoku obsahujici 20% glycerol, ktery poslouzil jako
kryoprotektant. Nasledné byly krystaly vyloveny nylonovou smyckou a bleskové zmrazeny
v tekutém dusiku a uloZeny ve specidlnich Dewarovych kontejnerech, ve kterych byly krystaly
uchovavany a transportovany az na difrak¢ni analyzu na synchrotronu.

3.7 Difraké¢ni analyza a determinace 3D struktur

Difrakéni experimenty byly provedeny na beamline PXIII (vinova délka 0,71 - 2,25 A),
PILATUS 2M-F detektor, multo-axis PRIGo goniometr) v synchrotronovém urychlovaci Swiss
Light Source (SLS) ve Viligenu (Svycarsko) pii teploté 100 K s pouzitim vlnové délky
rentgenovych paprskii 1 A. Difrakéni data byly nasledné zpracovany softwarem XDS (Kabsch,
2010) a Aimless (Evans a Murshudov, 2013). Pocatecni faze byly zjiStény metodou
molekularniho nahrazeni v programu Phaser (McCoy et al., 2007) z bali¢ku krystalografickych
softwari Phenix (Adams et al., 2010), kdy byla jako model pii nahrazeni pouzita
jiz publikovana struktura DmmA s niz$im rozliSenim (PDB ID: 3UT1) (Gehret et al., 2012).
Zpteshovani strukturniho modelu bylo provadéno v nékolika cyklech automatického
refinementu v softwaru phenix.refine (Adams et al., 2010) vzdy nasledovanych manualni
vystavbou a tpravou vytvoreného modelu v programu Coot 0.8.4. (Emsley a Cowtan, 2004).
Vizualizace proteinovych 3D struktur byla provedena pomoci programu PyMol 2.3.3.
(Schrodinger, USA).
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4  VYSLEDKY

4.1 Nadprodukce enzymu DmmA v buiikach E. coli

4.1.1 Priprava a kontrolni ovéieni expresniho vektoru

Expresni plazmid pET24a:DmmA s kanamycinovou rezistenci a vlozenym DmmA genem mezi
restrikénimi misty Ndel a HinDIIl byl pomnozen a izolovan z glycerolového stoku E. coli
DH50 bunék. Pro ovéfeni pritomnosti DmmA genu v plazmidu bylo provedeno jeho kontrolni
Stépeni restrikénimi endonukledzami pro potvrzeni pifitomnosti DmmA genu. Fragmenty
odpovidajici DmmA genu (927bp) a linearizovaného plazmidového vektoru pET24a (5310 bp)
byly potvrzeny pomoci separace v agarosovém gelu (Obrazek 9). Nukleotidova sekvence
DmmA genu byla poté potvrzena metodou DNA sekvenovani. Gen pro DmmA pouzity v této
praci byl zkraceny z N-konce a kddoval aminokyseliny 44-341. Déle byl také fazovany
S histidinovou kotvou, kterd umoznila jeho purifikaci afinitni chromatografii.

marker 2x restrikéni smés
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Obrazek 9. Kontrolni $tépeni (Ndel a Hindlll) plazmidu pETt24a:DmmA a jeho separace pomoci agarosové
gelové elektroforézy. Lajny: M, molekulovy marker; 1, $t€peny plazmid pETt24a:DmmaA.

4.2 Priprava katalyticky neaktivni varianty DmmA-H315F

Pro analyzu enzym-substratového komplexu je potieba zastavit katalytickou funkci pfemény
substratu na katalyticky produkt, aby v enzymu zustal navazany kovalentni intermediat reakce.
V této praci tohoto bylo dosazeno cilenym nahrazenim katalytického histidinu (H315) enzymu
DmmA za aminokyselinu fenylalanin. Vysledny mutant nese oznac¢eni DmmA-H315F.
Mutageneze probihala metodou PCR s pouzitim megaprimeru. Nejprve byl navrzen
a chemicky syntetizovan primer pro PCR o délce 45 bp nesouci danou mutaci, ktery byl pouzity
v prvnim kole PCR, kdy doslo k vytvofeni megaprimeru. Ten byl nasledné separovan pouzitim
gelové elektroforézy (Obrazek 10). Poté byl tento megaprimer pouzit v druhém kole PCR
za vzniku mutovaného plazmidu. Templatovd DNA byla odstranéna St€penim enzymem Dpnl
a ziskany mutovany plazmid byl nasledn¢ transformovan do bun€k E. coli DH5a. Misky

41



s narostlymi koloniemi byly poté podrobeny screeningu za tcelem najit Kolonii nesouci
plazmid s pozadovanou mutaci v DmmA genu, ktera byla ovéfena DNA sekvenovanim.

Marker 2x megaprimer
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Obrazek 10. Separace nasyntetizovaného megaprimeru v agarézovém gelu, ze kterého byl muta¢ni (H315F)
megaprimer nasledné€ izolovan pro mutagenizacni reakci.

Pro ovéfeni Gispésnosti mutageneze byla poté méfena dehalogenasova aktivita DmmA.-
H315F mutanta paralelné s enzymem divokého typu (DmmA) vuci substratu
4-bromobutanenitrilu (Buryska et al., 2017) a vuci fluorescenénimu substratu BODIPY-CI
(8-chloromethyl-3,5-dimethyl-4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene). Katalyticka
aktivita DmmA a DmmA-H315F vuci 4-bromobutanenitrilu byla métena v triplikatu pomoci
Iwasaki metody (Iwasaki, 1952). Zavislost namétené koncentrace produktu reakce na Case
ukazuje Obréazek 11. Enzym DmmA vykazoval specifickou aktivitu vii¢i 4-bromobutanenitril
116,2 nmol.st.mg?, zatimco varianta DmmA-H315F ani pii nejvyssi pouzité koncentraci
enzymu (1 mg/ml) nevykazoval zadnou aktivitu (Tabulka 2).

Srovnani aktivity vuci 4-
bromobutanenitrilu pro DmmA WT a

DmmA H315F
S 06
=05
e
204
803 y = 0,0199x + 0,0266
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S 2 0,9952
Q
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@DmMmAWT @DmmA H315F

Obréazek 11. Srovnani aktivity DmmA WT a DmmA-H3 1 5F vuéi 4-bromobutanenitrilu metodou Iwasaki. Z grafu
vyplyva, Ze mutant DmmA-H315F nevykazuje vici substratu zadnou aktivitu.
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Tabulka 2. Vysledky méteni specifické aktivity enzymu DmmA WT vici 4-bromobutanenitrilu metodou lwasaki.

DmmA WT Koncentrace Pocatecni rychlost Specificka aktivita
enzymu (mg/ml) (UM/min) (umol.st.mg?)

Experiment 1 0,2 20,2 0,10245

Experiment 2 0,2 17,8 0,13489

Experiment 3 0,2 21,9 0,11120

Pramér 20,0 0,11618

Katalyticka aktivita DmmA a DmmA-H315F vic¢i BODIPY-CI byla méfena steady-state
kinetickym experimentem. Kineticka data byly zaznamenavana v pravidelnych intervalech
po smichani enzymu s 5 mM roztokem substratu do vysledné koncentrace enzymu 0,24 pg/ml.
Nameéftena intenzita fluorescence byla konvertovana na koncentraci produktu pomoci kalibra¢ni
ktivky, ktera byla ziskana zmétenim intenzity fluorescence koncentra¢ni fady produktu reakce
BODIPY-OH (Obrazek 12). Veskera Kineticka data byla prolozena linearni funkci
a znameéfenych dat byla dopocitana specifickd aktivita enzymu. Enzym DmmA vici
BODIPY-CI vykazoval specifickou aktivitu 103,8 nmol.s*.mg? (Tabulka 3). Obdobny
experiment s DmMmA-H315F potvrdil, Ze tento mutant nevykazuje zadnou aktivitu vuéi
fluorescenénimu substratu BODIPY-CI (Obréazek 13).

Zavislost intenzity fluorescence na
koncentraci produktu reakce
BODIPY s DmmA WT
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g 2
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0 10 20 30 40 50 60 70

Intenzita fluorescence (RFU)

Obrazek 12. Kalibraéni kiivka zavislosti koncentrace produktu reakce BODIPY-CI s enzymem DmmA na
intenzité fluorescence.
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Srovnani aktivity va¢i BODIPY pro
DmmA WT a DmmA H315F
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Obrazek 13. Srovnani aktivity DmmA a DmmA-H315F vic¢i BODIPY-CI. Z grafu vyplyva, ze mutant DmmA.-
H315F nevykazuje vici BODIPY zadnou aktivitu.

Tabulka 3. Vysledna specificka aktivita a reakéni rychlost DmmA vaéi BODIPY-CI.

Enzym Koncentrace Pocatecni rychlost Specifickd aktivita
enzymu (mg/ml) (UM/s) (umol.st.mg™?)
DmmA WT 0,24 0,0249 0,10375

4.3 Optimalizace produkce a purifikace DmmA

Izolovany plazmid pET24a:DmmA byl nasledné uspésné transformovan do bunék E. coli
BL21DE3 a byla indukovana exprese DmmA genu. Po dezintegraci bunék sonikaci byl
bezbunéény extrakt aplikovan na afinitni Ni-NTA kolonu, kde byl DmmA purifikovan afinitni
chromatografii. Typicky zdznam z afinitni chromatografie proteinu DmmA je ukézan
na Obrazku 14. Nasledn¢é byl vzorek docistén pouzitim filtracni gelové chromatografie
(Obrazek 16). Prubézna Cistota proteinu pii jednotlivych krocich purifikace byla analyzovana

(vys$si nez 95%) po gelové chromatografii byly nasledné pouzity pro krystaliza¢ni experimenty.

Pramérny vytézek vysoce Cisttho DmmA proteinu v krystaliza¢ni kvalité ziskany po dvou
krocich chromatografické purifikace byl ~165 mg proteinu na litr bunééné kultury.
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Obrazek 14. Typicky pribéh afinitni chromatografie. (1) Prvni ¢ast frakce odpovidajici 10% gradientu imidazolu,

(2) Druha ¢ast frakce odpovidajici 10% gradientu imidazolu, (3) 60% gradient imidazolu (déle pouzity pro gelovou
chromatografii).

Marker CFE 10% gradient1a2 60% grad. GFC
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Obréazek 15. Kontrola C¢&istoty proteinu béhem purifikaéniho procesu SDS-PAGE elektroforézou:
CFE — bezbunéény extrakt (cell free extract), 10% gradient 1 — 10% gradient imidazolu 1 (odpovida obrazku 9),
10% gradient 2 — 10% gradient imidazolu 2 (odpovida obrazku 9), 60% grad. — 60% gradient imidazolu (odpovida
obrazku 9), GFC (gelova filtraéni chromatografie)— protein po gelové chromatografii.
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Obréazek 16. Typicky prubéh gelové filtra¢ni chromatografie.

Z pocatku byl protein purifikovan v pufru obsahujicim 50 mM NaCl a 10 mM Tris (pH 8),
ve kterém jsou pfitomné chloridové anionty (CI). V publikaci Gehret et al. (2012) bylo
ukdzano, ze struktura enzymu DmmA ma ve svém aktivnim misté navazany chloridovy aniont,
ktery pochazel z purifika¢niho ¢i krystaliza¢niho pufru. Bylo tudiz nasnadé upravit purifikaéni
protokol tak, aby neobsahoval zaddné halogenidové anionty, které by mohly interferovat
svazbou substrdtovych molekul v aktivnim mist¢ enzymu béhem ko-krystaliza¢nich
experimentt. Pro tyto ucely byly provedeny purifika¢ni experimenty, kde se testovala vhodnost
pouziti 4 alternativnich purifika¢nich pufra: Pufr 1: 50 mM octan sodny, 10 mM Tris (pH 7);
Pufr 2: 50 mM octan sodny, 10 mM Tris, (pH 8); Pufr 3: 50 mM formiat sodny, 10 mM Tris
(pH 8) a Pufr 4: 50 mM formiat sodny, 10 mM Tris (pH 7). Po prob&hlé purifikaci byly
izolované proteiny inkubovany v lednici (6°C) po dobu 18 h, aby byla ovéiena jeho stabilita.
Druhy den byly enzymy koncentrovany na polovinu puvodniho objemu a nasledné byla
stanovena spektrofotometricky jejich koncentrace. Vyslednéd pozorovéani ukazala, ze DmmA
protein je stabilni ve vSech testovanych pufrech, ale vytézek solubilniho proteinu se
u jednotlivych pufra lisi (Tabulka 4). Nasledné byl proveden test Cistoty purifikace pouzitim
SDS elektroforézy (Obrazek 17). Jelikoz vSechny pufry ukazaly shodnou Cistotu, pro dalsi
experimenty byl vybran pufr s nejvyssim vytézkem, tedy Pufr 4.

Tabulka 4. Srovnani vytéznosti proteinu v jednotlivych testovanych roztocich (Pufr 1-4).

Pufr Koncentrace enzymu
Pufr 1 0,337 mg/ml
Pufr 2 0,135 mg/ml
Pufr 3 1,188 mg/ml
Pufr 4 0,384 mg/ml
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Marker  Pufr1 Pufr 2 Pufr 3 Pufr 4
58 kDa
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Obréazek 17. Srovnani ¢istoty proteinu po purifikaci s resinem pii pouziti testovanych pufra.

4.4 Krystaliza¢ni experimenty

4.4.1 Kirystalizace enzymu v nepiitomnosti substratu (apo-DmmA)

Cerstvé izolovany protein DmmA byl pouzit pro po&ateéni screening krystalizaénich podminek.
Krystaly narostly v celkem 13 ruznych podminkach (viz. P¥iloha 1), z nichz bylo vybréno 7
podminek s nejlepsimi krystaly (AmSO4 G1, Anions Al, Anions B3, Anions C1, Anions C6,
Anions C7, PACT C10, ), které byly nasledné zopakovany ve vétsim objemu kapky (3 pl).
Nakonec byly vybrany 3 nejlepsi podminky, které se ndsledné optimalizovaly ve vétSim
objemu kapky pouzitim gradientu koncentrace precipitantu (Tabulka 5). Jelikoz protein
krystalizoval reprodukovatelné¢ ve velké krystaly ve vSech podminkach, desticky s takto
nastavenym gradientem byly pouZzivany k ziskani krystalti pro strukturni analyzu. Co se poméru
protein:precipitant ty¢e, DmmA krystalizoval nejlépe pii poméru 2:1 nebo 1:1
protein:precipitant. Krystaly s takto nastavenymi podminkami (Anions Al, C6 a C7) pfi
difrakéni analyze sdilely stejnou prostorovou grupu P6 a difraktovaly do rozligeni 2,1-1,6 A.
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Tabulka 5. Nejlepsi vybrané podminky krystalizace DmmA a jejich gradienty pouZité pti ziskani krystald pro
strukturni analyzu

Podminka Slozeni Fotografie

Anions 0,1 M octan sodny, pH 4,6

Al 2,5 M octan sodny
Gradient pfi optimalizaci:
2,4 M - 2,6 M octan sodny

Anions 0,1 M octan sodny, pH 4,6

C6 1,2 M malonét sodny
Gradient pfi optimalizaci:
1,15 M - 1,3 M malonat
sodny

Anions 0,1 M MES, pH 6,5

Cc7 3,5 M formiat sodny
Gradient pfi optimalizaci:
3,4 M — 3,6 M formiat sodny

4.4.2 Krystalizace enzym-substratového komplexu

Pro krystalizaci enzym-substratového komplexu DmmA/BODIPY-CI (Obrazek 18) byla
nejprve pouzita metoda namaceni krystalt v roztoku ligandu. Ligand (BODIPY-CI) byl
rozpu$tén ve 100% DMSO na koncentraci 100 mM a nasledné tento roztok ptidan
do krystaliza¢niho roztoku pouzitého krystalu do vysledné koncentrace ligandu 10 mM.
Po piidani roztoku ligandu byla ovS§em pozorovéna jeho agregace, pravdépodobné diky jeho
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hydrofobnimu charakteru. V néslednych optimalizacich byl proto ligand (100 mM
BODIPY-CI) rozpustén v krystaliza¢nim roztoku, do kterého byl pfidino DMSO rozpoustédlo
v poméru rozpoustédlo:voda 1:1. V této smési se ligand rozpustil dobie, bez pozorovatelnych
naznakl agregace, nicméné pii namaceni DmmA krystali v tomto roztoku doslo béhem kratké
doby (10 min) K jejich poskozeni (popraskani) a do 1 h byly biologické krystaly tplné
rozpustény (Obrazek 19). Béhem dalsich optimaliza¢nich kroka se zjistilo, ze DmmA krystaly
rovnéZ postupné degraduji 1 pfi pouziti krystalizaéniho roztoku bez DMSO. Na zakladé¢ téchto
zjisténi bylo proto upusténo od namaceni krystalil a nasledujici experimenty byly soustfedény
na optimalizaci ko-krystalizacnich metod DmmA proteinu v pfitomnosti substratovych
molekul.

Obréazek 18. Struktura BODIPY.

B

Obréazek 19. Degradace DmmA krystald v ptitomnosti ligandu BODIPY-Cl. (A) Mikrofotografie DmmA krystalti
inkubovanych v krystalizaénim roztoku (0,1 M octan sodny pH 4,6, 1,2 M malonét sodny) v neptitomnosti
BODIPY-CI. (B) Mikrofotografie degradovanych DmmA krystalt inkubovanych 10 min v krystaliza¢nim roztoku
obsahujicim ligand BODIPY -Cl a rozpoustédlo DMSO (0,1 M octan sodny pH 4,6, 1,2 M malonat sodny, 10 mM
BODIPY-CL rozpusténého v DMSO).

V ramci ko-krystaliza¢nich experimenti se pracovalo jak senzymem divokého typu
DmmA, tak s jeho katalyticky neaktivni variantou DmmA-H315F. Enzym byl vzdy smichan
sroztokem 100 mM BODIPY-CI findlniho enzym:ligand poméru 1:3 a komplex byl
krystalizovan v optimalizovanych krystaliza¢nich roztocich odvozenych od Anions A1, Anions
C6 a Anions C7, kde se rovnéz testoval vliv riznych poméra protein:precipitant (1:1, 2:1, 1:2).
Z téchto experimentlii se podafilo ziskat proteinové krystaly pouze pii pouziti roztoki
odvozenych od Anions C6 a Anions C7. Narostlé proteinové krystaly mély nacervenalou barvu
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pti pozorovani v mikroskopu, coz indikovalo ze fluorescencni substrat BODIPY-Cl je pfitomen
v krystalu (Obrézek 20).

Obrazek 20. Krystaly DmmA-H275F ziskané v ptitomnosti fluorescenéni substratové molekuly BODIPY-CI.

Pii ko-krystalizaci DmmA ¢ DmmA-H315F s laktonovymi molekulami byly nejprve
ptipraveny krystaliza¢ni screeningy s tfemi vybranymi typy laktond: i) whiskey laktonem, ii)
undekano-gamma-laktonem a iii) beta-butyrolaktonem. Zasobni roztoky laktont (chemicka
Cistota >99,5 %) byly vzdy stokrat nafedény ve vod¢ a poté smichany s proteinovym vzorkem
v enzym-ligand poméru 1:5 a krystalizovany s pouzitim komerén¢ dodavanych krystaliza¢nich
souprav Anions, SG1, Wizard, JCSG+ a PACT-premier. Vysledky ukazaly, ze protein DmmA-
H315F v pritomnosti laktonovych molekul krystalizoval v mnoha rGznych podminkach.
V ptipadé whiskey laktonu bylo identifikovano 69 krystaliza¢nich podminek, u undekano-
gamma-laktonu 71 podminek a u beta-butyrolaktonem celkem 43 riznych krystaliza¢nich
podminek (viz Piiloha 2). Vybrané velké krystaly ztéchto screeningt, které narostly
v odlisnych podminkach nez ptivodné krystalizovany apo-enzym, byly zamraZeny pro difrakéni
analyzu.

Paraleln¢ s krystalizaénimi screeningy Vv 96-jamkovych destickach byla provedena
i ko-krystalizace v 15-jamkovych krystaliza¢nich desti¢kach v optimalizovanych podminkach,
které jiz byly dfive stanoveny pro apo-enzym (Tabulka 5), tedy Anions Al, Anions C6
a Anions C7. V piipadé ko-krystalizace v 15-jamkovych desti¢kach byly kromé undekano-
gamma-laktonu, beta-butyro laktonu a whiskey laktonu pouzity jesté N-heptyl-DL-homoserin
lakton a undekano-delta-lakton (Obrazek 21). Vysledky téchto experimenti souhrnné
zachycuje Tabulka 6. Narostlé krystaly ze vSech testovanych podminek byly zamrazeny pro
difrakéni analyzu.
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Obréazek 21. Struktury v této praci pouzivanych laktont.

Tabulka 6. Krystaliza¢ni hity pro DmmA a DmmA-H315F s laktonovymi molekulami.

DmmA DmmA-H315F
Undekano-gamma-lakton Anions C6 a Anions C7 Anions C6
Undecano-delta-lakton Anions C6 a Anions C7 Anions C6
Whiskey lakton Anions C6 a Anions C7 Anions C6
Beta-butyrolakton Anions Al Komplex

nekrystalizoval

N-heptyl-DL-homoserin lakton Komplex nekrystalizoval Anions C6

Pii méfeni difrak¢nich dat na synchrotronu z krystald izolovanych v jinych podminkéach
nez standardni Anions Al, C6 a C7 byly nalezeny nové krystaliza¢ni podminky (1 M sukcinat
sodny, 0,1 M HEPES pH 7), kdy protein krystalizoval v jiné prostorové grupé P321 nez ostatni
krystaly. Krystaly patiici do prostorové grupy P321 také difraktovaly do podstatné vyssiho
rozligeni 1,2 A. Po zjisténi téchto vysledkl byla provedena krystalizace DmmA WT a DmmA-
H315F bez ligandu v téchto podminkach s pomérem protein:precipitatni roztok 1:1
na 15-jamkové desticce v kontrole s Anions C6 a C7. Kontroly vykrystalizovaly v obou
pfipadech jako obvykle, v novych sukcinatovych podminkach vSak vykrystalizoval pouze
mutantni enzym DmmA-H315F (Obrazek 22).
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Obréazek 22. Morfologie krystalti DmmA-H315F v podminkach 1M sukcinat sodny, 0,1 M HEPES pH 7.

Enzym DmmA byl také ko-krystalizovan z azokoelenterazinem IPPZ145 (Obréazek 23).
Komplex byl krystalizovan ve standartnich podminkach pro DmmA enzym (Anions Al, C6,
a C7) vpoméru protein:precipitaéni roztok 1:1 a v moldrnim poméru enzym:ligand 1:3.
Enzym s timto ligandem vykrystalizoval v podminkach Anions C6 a nasledné byl zamrazen pro
difrakéni analyzu.

o OH

Obrazek 23. Struktura azokoelenterazinu IPPZ145.
4.4.3 Priprava mikrokrystali pro ¢asoveé rozliSenou krystalografii

Z pocatecnich screeningt krystalizace DmmA byly vybrany podminky Anions C1 (3,5 M
formiat sodny a 0,1 M octan sodny pH 4,6). Na zakladé tohoto roztoku byl navrzen gradient
koncentraci srazeci soli (formiat sodny): 3,4 M, 3,45 M, 3,5 M a 3,55 M. Protein byl
zakoncentrovan na koncentraci kolem 45 mg/ml a nasledné smichéan s precipitacnim roztokem
v poméru 1:1 (30 ul + 30 ul) v 1,5-ml mikrozkumavce a ponechan v inkubatoru pii 20 °C.
Viditelné mikrokrystaly se zacaly objevovat uz po 48 h inkubace ve vsech testovanych
podminkach. Nicméné bylo zaznamenano, ze se zvySujici koncentraci srazeci soli roste také
velikost krystali.
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Paraleln¢ byla provedena i krystalizace DmmA proteinu ve sklenénych vialkach
s magnetickym michatkem, rovnéz v poméru enzym:Krystaliza¢ni roztok 1:1 (200 pl + 200 pl).
Vialky byly inkubovéany na magnetické michacce pti otackach 130 rpm pfi laboratorni teploté.
Ve sklenénych vialkach ani po dvou tydnech pfitomnost proteinovych Kkrystali nebyla
pozorovéna a protein byl pouze vysrazeny. Tento experiment se proto dale optimalizoval
pouzitim koncentraci formiatu sodného: 3,45 M, 3,4 M, 3,35 M a 3,3 M a protein byl
krystalizovan jak v polypropylenovych mikrozkumavkach v enzym:krystalizaéni roztoku
v poméru 1:1 (30 pl + 30 pl), které byly ponechany v inkubatoru pti 20 °C, tak i v sklenénych
vialkach bez michani v poméru 1:1 (200 pl + 200 pl), které byly ponechany pii pokojové
teploté. Po 48 h byla pozorovana geneze mikro-krystali ve vSech podminkach jak
v mikrozkumavkach, tak i ve sklenénych vialkéch. Jako nejlepsi koncentrace se ukazal 3,4 M
formiat sodny. Pribéh experimenti je zachycen na Obrazcich 24 a 25.

Obrazek 24. Priibéh krystalizaéniho experimentu v mensim objemu v propylenovych mikrozkumavkéch
v inkubatoru pti 20 °C. A) Koncentrace precipitantu 3,45 M; B) Koncentrace precipitantu 3,4 M; C)
Koncentrace precipitantu 3,35 M; D) Koncentrace precipitantu 3,3 M.
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Obrazek 25. Pribéh krystalizaéniho experimentu ve vétsim objemu v sklenénych vialkach na magnetické
michacce pfi pokojové teploté. A) Koncentrace precipitantu 3,45 M; B) Koncentrace precipitantu 3,4 M;
C) Koncentrace precipitantu 3,35 M; D) Koncentrace precipitantu 3,3 M.

4.5 Strukturni analyza enzymu DmmA

Struktura DmmA bez ligandu byla vyfeSena s rozlisenim 1,85 A ve skupinové grupé P62
molekularnim nahrazenim dvéma kopiemi enzymatické asymetrické jednotky. Difrak¢ni data
a statistiky strukturniho modelu jsou shrnuty v Tabulce 7.

Tabulka 7. Difrakéni data a statistiky strukturniho modelu DmmA.

Sbér dat DmmA
1
Vinova délka (A)
P62

Prostorovéa grupa
Rozméry zakladni buriky
a, b, c(A)
a, By ()
Rozligeni (A)
Pocet namérenych reflexi
Pocet unikatnich reflex
Rmerge
I/ol
Kompletnost (%)
Multiplicita
CC(1/2)
Wilsonudv B-faktor
Rafinace
Rozligeni (A)

101,85; 101,85; 121,32
90, 90, 120

41,45 — 1,853 (1,919 — 1,853)
1226 420 (119 911)

60 283 (5 918)
0,078 (2,997)
22,66 (1,42)
99,16 (96,87)
20,3 (20,3)
1(0,833)
37,98

41,45 -1.853 (1.919 — 1.853)
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Pocet reflexi 59 973 (5 847)

Rwork / Rfree 0.195/0.231

Pocet atomu

Protein 4647

Ligand 2

Voda 204
B-faktor

Protein 48,91

Ligand 51,41

Voda 52,87
R.m.s odchylka od idealnosti

Délka vazby (A) 0,007

Vazebné dhly (°) 0,86
Ramachandran preferované (%) 96,8
Ramachandran povolené (%) 3,20
Ramachandran odlehlé (%) 0

Jako model pro determinaci struktury byla pouzita jiz publikovana struktura DmmA
s niz8§im rozlisenim (PDB 3UT1) (Gehret et al., 2012). Protein se v krystalu vyskytoval jako
dimer, coZ souhlasi i s elu¢nimi objemy pii gelové chromatografii. Jednotlivé monomery
spojuji ptevazné nekovalentni polarni a hydrofobni vazby s ptevahou téch polarnich. Finalni
model obsahuje aminokyseliny 43-341 v monomeru A i v monomeru B.

Monomer DmmA se skladal z o/f hydrolazové domény a vickové domény. Hlavni
a/p-hydroldzova doména se skladala z osmi B-skladanych listd, z nichz B2 je v antiparalelni
pozici vuci ostatnim, a z Sesti o-helixt. Vickova doména byla tvofena 5 a-helixy spojenymi
Sesti smyCkami (Obréazek 26).
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cap doména

o/p hydrolazova doména

Obrazek 26. Krystalova struktura apo-formy DmmA. (A) DmmA dimer. (B) DmmA monomer s vyzna¢enymi
doménami.

Aktivni misto enzymu se nachazi mezi obéma doménami v hydrofobni kavité, které je
pfistupna  skrze intramolekularni  tunely. DmmA ma podobné jako ostatni
halogenalkandehalogenasy v aktivnim mist¢ 5 katalytickych aminokyselin tvoficich
tzv. katalytickou pentadu. Jedné se o nukleofilni aspartat (Asp144), bazi (His315), katalytickou
kyselinu (Glu168) a dvé halogenid-stabilizujici aminokyseliny (Asn78 a Trp145).

V aktivnim misté byl nalezen chloridovy ion (z pufru obsahujici 50 mM chlorid sodny),
ktery byl na misté stabilizovany halogenid-stabilizujicimi aminokyselinami (Obrazek 27).
Pii mutaci histidinu H315 za fenylalanin u DmmA-H315F nebyly kromé zmény katalytické
aminokyseliny zaznamenany zadné zmény ve struktuie enzymu.
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Obrazek 27. Aktivni misto enzymu DmmA s vyzna&enou katalytickou pentadou a chloridovym aniontem.

4.6 Strukturni analyza komplexu DmmA/BODIPY-CI

Struktura komplexu DmmA sBODIPY-Cl byla feSena jak senzymem DmmA,
tak skatalyticky neaktivnim mutantem DmmA-H315F, protoze obé varianty enzymy
s BODIPY-CI vykrystalizovaly v jasné ¢ervené krystaly (Obrazek 20). Struktura s enzymem
DmmA byla vyfeSena s rozlisenim 1,7 A v prostorové grupé P62 molekularnim nahrazenim
modelem DmmA bez ligandu analyzovanym diive. Findlni model obsahuje aminokyseliny
43-341 v monomeru A i v monomeru B. Difrakéni data a statistiky rafinace jsou shrnuty
v Tabulce 8.

Tabulka 8. Difrakéni data a statistiky rafinace pfi determinaci struktury enzymu DmmA s produktem
dehalogenac¢ni reakce BODIPY-OH.

Sbér dat DmmA BODIPY-OH
1
Vinova délka (A)
P62

Prostorovéa grupa
Rozméry zakladni buriky
a, b, c(d)
a, By ()
Rozligeni (A)
Pocet naméfenych reflexi
Pocet unikatnich reflex
Rmerge
/ol
Kompletnost (%)
Multiplicita
CC(1/2)
Wilsonudv B-faktor
Rafinace
Rozligeni (A)
Pocet reflexi

101,89; 101,89; 121,03
90, 90, 120

39,97 — 1,727 (1,798 — 1,727)
1 522 946 (149 065)

74 432 (7 394)
0,064 (1,816)
30,76 (2,00)
99,86 (99,61)
20,5 (20,2)
1(0,757)
28,67

39,97 — 1,727 (1,798 — 1,727)
74 412 (7 389)
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Rwork / Rfree 0.192/0.22

Pocet atomu

Protein 4690

Ligand 66

Voda 373
B-faktor

Protein 34,24

Ligand 42,20

Voda 38,18
R.m.s odchylka od idealnosti

Délka vazby (A) 0,007

Vazebné ahly (°) 0,95
Ramachandran preferované (%) 96,63
Ramachandran povolené (%) 3,37
Ramachandran odlehlé (%) 0

Cervena barva krystalli naznacovala pfitomnost BODIPY-Cl ve struktufe. Difrakéni
analyza pak potvrdila vazbu ligandu v aktivnim misté monomeru A enzymu (Obrazek 29),
kdy BODIPY-ClI ptesné vyplinoval prohluben v enzymu. Jelikoz byl enzym aktivni, jednalo se
jiz o produkt dehalogenasové reakce BODIPY-OH (Obrazek 28). V aktivnim misté byl
BODIPY-OH navéazan v misté typickém pro produkt reakce dehalogenas a je stabilizovan
vodikovym mustkem s Aspl44. BODIPY-CI se v aktivnim misté vyskytoval pravdépodobné
ve dvou konformacich, jak je vidét na Obrazku 30.

H;C F F CH,

Obrazek 28. Struktura produktu dehalogenasove reakce DmmA s BODIPY-Cl: BODIPY-OH.

V druhém aktivnim misté v monomeru B byla elektronova denzita nejasna, a tak nebyla
dale interpretovana.

| krystaly DmmA-315F byly difrakéné analyzovany a difraktovaly s rozlienim 1,8 A.
I zde ovSem ani v jednom aktivnim misté nebyla denzita jednoznaéna, a tak vysledky nebyly
dale interpretovany.
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Obrazek 30. Aktivni misto DmmA s navazanym produktem dehalogena¢ni reakce BODIPY-OH.

4.7 Strukturni analyza komplexu DmmA s molekulami laktont

4.7.1 DmmA/undekano-gamma-lakton komplex

Struktura komplexu DmmA s undekano-gamma-laktonem byla feSena pro varianty DmmA WT
i DmmA-H315F, jelikoz ob¢ tyto varianty vykrystalizovaly v krystaly vhodné pro difrakéni
analyzu. Struktura DmmA-H315F kokrystalizovana s undekano-gamma-laktonem ve screenu
novych podminek (precipitant — sukcinat sodny) byla vyfesena s rozlisenim 1,2 A metodou
molekularniho nahrazeni (model — monomer DmmA bez ligandu) v jiné prostorové grupé
(P3221) nez ostatni krystaly. Finalni model obsahuje aminokyseliny 43-341. Difrak¢ni data
a statistiky rafinace jsou shrnuty v Tabulce 9.
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Tabulka 9. Difrakéni data a statistiky rafinace pfi determinaci struktury enzymu DmmA-H315F s produktem
dekarboxylaéni reakce undekano-gamma-laktonu 2-oktenem.

Sbér dat DmmA-H315F 2-okten
1
Vinova délka (A)
P3221

Prostorovéa grupa
Rozméry zékladni buriky
a, b, c(d)
a, B v()
Rozligeni (A)
Pocet namérenych reflexi
Pocet unikatnich reflex
Rmerge
/ol
Kompletnost (%)
Multiplicita
CC(1/2)
Wilsonudv B-faktor
Rafinace
Rozligeni (A)
Pocet reflexi
Rwork / Rfree
Pocet atomU
Protein
Ligand
Voda
B-faktor
Protein
Ligand
Voda
R.m.s odchylka od idealnosti
Délka vazby (A)
Vazebné uhly (°)
Ramachandran preferované (%)
Ramachandran povolené (%)
Ramachandran odlehlé (%)

75,46, 75,46, 120,57
90, 90, 120

36,01 — 1,227 (1,323 - 1,227)
1981517 (176 792)

103 409 (10 231)
0,060 (1,358)
28,74 (1,89)
99,88 (99,58)
19,2 (17,3)
1(0,85)
14,67

36,01 — 1,227 (1,323 — 1,227)
103 333 (10 221)

0.170/0.183

2322
10
338

17,59
28,90
28,17

0,005
0,86
96,97
3,03

0

Na rozdil od krystali DmmA V prostorové grupé P62, kde byl asymetrickou jednotkou
dimer, u krystalti skupiny P3221 se jako asymetrickd jednotka ukézal monomer enzymu.
Po blizs§im prozkoumani ale bylo zjisténo, ze enzym se nevyskytuje v krystalu jako monomer,
ale jako dokonale prostorové soumérny dimer, ¢imz je mozné jako asymetrickou jednotku
pouzit monomer. Krystaly analyzované v sukcinatovych podminkach, a tedy v prostorovée

vV

grup¢ P3221, mimo jiné diky této ptidatné symetrii, také dosahovaly daleko vysSiho rozliSeni
(kolem 1,2 A) nez krystaly prostorové grupy P62.

Difrakéni analyza krystald DmmA-H315F ukézala v aktivnim misté enzymu elektronovou
denzitu. Ta ovSem neodpovidala samotnému undekeano-gamma-laktonu, ale produktu



po dekarboxylaci laktonu 2-oktenu. 2-okten podobné jako BODIPY-OH vyplnil prohluben
aktivniho mista enzymu a pevné se do néj navazal (Obrazek 31).

V aktivnim misté se 2-okten nachadzel ponékud dile od katalytické pentady (6 A
od nejbliz§i aminokyseliny Aspl44), a proto s ni nevytvaiel zadné nekovalentni vazby
(Obrazek 32).

Struktura byla analyzovana i pro krystaly DmmA WT kokrystalizované s undekano-
gamma-laktonem, které difraktovaly srozlisenim 1,9 A. Po vyfeSeni struktury byla
ale v aktivnim misté nalezena daleko méné jasna elektronova denzita, a proto vysledky nebyly
déle interpretovany.

- l ” ‘,\”?/

2-okten

Obréazek 32. Aktivni misto DmmA-H315F s navdzanym produktem po dekarboxylaci undekano-gamma-laktonu
2-oktenem.

4.7.2 DmmA/N-heptyl-DL-homoserin lakton komplex

Struktura komplexu DmmA s N-heptyl-DL-homoserin laktonem byla feSena pouze pro
variantu DmmA-H315F, protoze komplex DmmA WT a N-heptyl-DL-homoserin laktonu
nevykrystalizoval v zadnych pouzitych podminkach. Struktura byla vyfeSena s rozliSenim
1,5 A v prostorové grupé P62 metodou molekularniho nahrazeni (model — DmmA bez ligandu).
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Finalni model obsahuje aminokyseliny 43-341 v monomeru A i v monomeru B. Difrakéni data

a statistiky rafinace jsou shrnuty v Tabulce 10.

Tabulka 10. Difrak¢ni data a statistiky rafinace pii determinaci struktury enzymu DmmA -H315F s N-heptyl-DL-

homoserin laktonem.

Sbér dat

DmmA-H315F N-heptyl-DL-
homoserin lakton

Vinova délka (A)

Prostorovéa grupa
Rozméry zakladni burky
a, b, c(A)
a, B,y (%)
Rozligeni (A)
Pocet namérenych reflexi
Pocet unikatnich reflex
Rmerge
/ol
Kompletnost (%)
Multiplicita
CC(1/2)
Wilsonudv B-faktor
Rafinace
Rozligeni (A)
Pocet reflexi
Rwork / Rfree
Pocet atom0
Protein
Ligand
Voda
B-faktor
Protein
Ligand
Voda
R.m.s odchylka od idealnosti
Délka vazby (A)
Vazebné uhly (°)
Ramachandran preferované (%)
Ramachandran povolené (%)
Ramachandran odlehlé (%)

1

P62

101,58; 101,58; 121,55
90, 90, 120

48,86 — 1,54 (1,595 — 1,54)
2 068 269 (136 195)

101 272 (10 231)
0,048 (1,814)
30,95 (1,59)
96,50 (78,52)
20,4 (16,6)
1(0,77)
28,59

48,86 — 1,54 (1,595 — 1,54)
101 130 (8 185)

0.177/0.197

4658
44
410

35,61
37,38
42,12

0,006
0,87
96,28
3,72

0

Difrak¢ni analyza krystaldi DmmA-H315F ukézala v aktivnim mist¢ monomeru A i B
enzymu elektronovou denzitu odpovidajici navdzanému N-heptyl-DL-homoserin laktonu.
Ten opét vyplnil prohlubent a pevné se tak navazal do aktivniho mista enzymu, jak ukazuje
Obréazek 33. V aktivnim misté enzymu se N-heptyl-DL-homoserin nachéazel pomérné blizko
katalytické pentadé a byl na misté stabilizovan tfemi vodikovymi mistky, s Aspl44 a s halid-
stabilizujicimi aminokyselinami Asn78 a Trp145 (Obrazek 34).



Obrazek 33. Vazba molekuly N-heptyl-DL-homoserin laktonu do aktivniho mista monomeru A enzymu

DmmA-H315F.
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Obrazek 34. Aktivni misto enzymu DmmA-H315F s navdzanym N-heptyl-DL-homoserin laktonem.
4.7.3 Ostatni laktony

Krystaly vhodné pro difrakéni analyzu byly ziskany také z kokrystalizace DmmA WT a
DmmA-H315F s whiskey laktonem, undekano-delta laktonem a beta-butyrolaktonem. VSechny
Z téchto krystald difraktovaly v rozliSeni mezi 1,7 a 2 A, ale v 74dné z téchto struktur nebyl
lakton ¢i produkt po jeho dekarboxylaci jednoznaéné navazan. V aktivnich mistech se zpravidla
objevila elektronova denzita, znacici pfitomnost navazaného ligandu, ale nebylo mozné piesné
stanovit, o jaky ligand se jednalo. Proto tyto struktury nebyly dale analyzovany.

4.8 Strukturni analyza komplexu DmmA s azokoelenterazinem

Struktura komplexu DmmA s azokoelenterazinem byla feSena pro variantu DmmA WT a byla
vyfesena s rozlisenim 1,65 A v prostorové grupé P62 metodou molekularniho nahrazeni (model
— DmmA bez ligandu). Finalni model obsahuje aminokyseliny 43-341 v monomeru A
i v monomeru B. Difrakéni data a statistiky rafinace jsou shrnuty v Tabulce 11.
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Tabulka 11. Difrak¢ni data a statistiky rafinace pii determinaci struktury enzymu DmmA s azakoelenterazinem.

Sbér dat DmmA azokoelenterazin
1
Vinova délka (A)
P62

Prostorovéa grupa
Rozmeéry zakladni buriky
a, b, c(A)
a, B v()
Rozlieni (A)
Pocet namérenych reflexi

Pocet unikatnich reflex

100,2; 100,2; 121,83
90, 90, 120

38,7 -1,65 (1,71 - 1,65)
1 696 129 (168 656)

82 791 (8 212)

Rumerge 0,064 (2,062)
I/al 30,60 (1,85)
Kompletnost (%) 99,82 (99,06)
Multiplicita 20,5 (20,05)
CC(1/2) 1(0,83)
WilsonGv B-faktor 26,34
Rafinace
Rozligeni (A) 38,7 - 1,65 (1,71 — 1,65)
Pocet reflexi 82 791 (8 201)
Rwork / Rfree 0.189/0.213
Pocet atomU

Protein 4663

Ligand 46

Voda 328
B-faktor

Protein 35,56

Ligand 38,65

Voda 37,08
R.m.s odchylka od idealnosti

Délka vazby (A) 0,007

Vazebné ahly (°) 0,88
Ramachandran preferované (%) 96,79
Ramachandran povolené (%) 321
Ramachandran odlehlé (%) 0

Difrakéni data krystalu DmmA-H315F ukézala v aktivnim misté monomeru A enzymu
elektronovou denzitu odpovidajici navazanému azakoelenterazinu. Zpusob jeho navazani
do prohlubné¢ a aktivniho mista ukazuje Obrazek 35. V aktivnim misté enzymu
se azakoelenterazin nachazel v blizkosti katalytickych aminokyselin Asp144 a His315 a byl
stabilizovan vodikovou vazbou s His315, jak ukazuje Obrazek 36. V monomeru B enzymu
byla nalezena elektronova denzita, ktera se sice podobala denzit¢ v monomeru A, ale nebyla
tak jasn¢ determinovatelnd, proto vysledky nebyly déle analyzovany.
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Obrazek 36. Aktivni misto DmmA s navdzanou molekulou azakoelenterazinu.
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5 Diskuze

Cilem této prace bylo vytvofit robustni a vysoce reprodukovatelny systém pro rekombinantni
produkci a krystalizaci halogenalkandehalogenasy DmmA za tcelem jeji strukturni analyzy
véetn¢ studia vazby netradi¢nich ¢i domnélych substratovych molekul v aktivnim misté
enzymu.

V ramci této prace se podaiilo zavést expresni a purifika¢ni protokol enzymu DmmA,
ktery dosahoval vysokych vytézka. Enzym byl ze zaatku purifikovan v pufru s obsahem
50 mM NaCl. Nicméné¢, po prvotni difrakéni analyze enzymu ko-krystalizovaného
se substratem 4-bromobutanenitrilu bylo zjisténo, ze aktivni misto enzymu je okupovano
chloridovym aniontem, ktery pravdépodobné interferuje s vazbou substratové molekuly. Proto
byl navrzen a optimalizovdn novy systém purifikace v podminkach bez ptitomnosti
halogenidovych aniontt, pfi kterém se tento problém jiz neprojevoval. Pfi testovani riznych
druht pufri bylo zjisténo, ze DmmA se u¢inngji uvolnuje z afinitni kolony pti pH 7 nez pii pH
8, coz je v souladu s hypotézou, ze pH eluéniho pufru ovliviiuje stabilitu proteinu a vytézek
jeho purifikace (Bornhorst & Falke, 2000). Metodou cilené mutageneze se uspésné podatilo
pfipravit i katalyticky neaktivniho mutanta, ktery mél vyménény histidin katalytické triady za
fenylalanin (H315F), coz zptisobilo zamezeni pribéhu dehalogenasové reakce a jeji zastaveni
v kroku navazaného kovalentniho intermediatu (Hynkova et al., 1999). Pro potvrzeni
katalytické nefunkénosti byla porovnana aktivita DmmA a DmmA-H315F vuéi
4-bromobutanenitrilu (Buryska et al., 2017) a rovnéZ i fluorescen¢nimu substratu BODIPY-CI.
Enzymova aktivita u varianty DmmA-H315F nebyla pozorovana ani pii pouZiti vysoké
koncentrace enzymu (Obrazky 11 a 13) .

Vramci této prace byl také uspé$né vytvofen vysoce reprodukovatelny protokol
krystalizace enzymu DmmA. Enzym byl po purifikaci koncentrovan a krystalizovan metodou
difuze pary v riznych podminkach komeréné dodavanych krystalizanich souprav. Podatilo
se vykrystalizovat DmmA enzym v celkem 13 rtuznych chemickych podminkach, ze kterych
byly vybrany 3 podminky, ve kterych krystaly vypadaly nejlépe z hlediska velikosti
a morfologie. Jednalo se o krystaliza¢ni roztoky ze soupravy Anions (Al, C6 a C7). Tyto
podminky byly nadale systematicky optimalizovany az do vytvofeni vysoce stabilniho
areprodukovatelného krystaliza¢niho systému, pti kterém vznikaly velké monokrystaly vhodné
pro difrakéni analyzu. Enzym krystalizoval nejlépe v podminkach nizkého az neutralniho pH
(4,6-6,5) a vysoké koncentraci soli malych organickych kyselin jako srazedla (napf. formiat
sodny, octan sodny ¢i malonat sodny). Krystaly DmmA ziskané z téchto podminek difraktovaly
az do rozlideni 1,6-2,2 A v prostorové grupé P62, coz souhlasi s difve publikovanou strukturou
toho enzymu dle Gehret et al., 2012, ktera byla determinovana v rozliseni 2,2 A.

V ramci vyvoje krystaliza¢niho systému bylo také cilem vytvofeni systému pro produkci
velkého mnozstvi mikro ¢i nanokrystali pro ¢asove rozliSené strukturni studie. Po vyzkousSeni
nékolika podminek, které v pocatecnich screeningach daly vzniknout mikro a nanokrystalim
byly vybrany nejlepsi podminky (Anions C1). V tomto krystalizacnim roztoku, kdy byl protein
inkubovan s roztokem srazedla v polypropylénovych mikrozkumavkach, reprodukovatelné
dochézelo k produkci velkého mnozstvi pozadovanych mikro-krystala (sloZeni roztoku: 3,45
M formiét sodny, 0,1 M octan sodny pH 4,6). Tento experiment byl souc¢asné provadén i ve
sklenénych vialkadch v objemu (200 pl enzymu + 200 pl precipitacniho roztoku), kde se ale
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nikdy nepodafilo vyprodukovat vétsi mnozstvi pozadovanych mikro-krystali. Proto bude
v budoucnu potieba tuto krystalizaci dale optimalizovat, aby bylo mozné mikro-krystaly ziskat
ve velkém mnozstvi.

V rdmci ko-krystaliza¢nich experimentt byly objeveny také nové chemické podminky
(1 M sukcinat sodny, 100 mM Hepes pH 7), pii kterych DmmA protein krystalizoval
v prostorové grupé P3121 a difrakéni data dosahovala vyrazné vyssiho rozliseni (az 1,2 A).
Toto zlepSeni bylo pravdépodobné zptisobeno tésnéjsi vystavbou proteinovych krystalt, jejich
vy$$i symetrii, a také podstatné niz§imi B-faktory. Tyto podminky pak byly opakovany
I v nepfitomnosti ligandu v 15-jamkové krystaliza¢ni desticce, jak S DmmA, tak i s mutantem
DmmA-H315F. Vykrystalizoval ale pouze mutant, coz souhlasi s tim, Ze v prvotnich screenech
swild typem enzymu nebyly tyto podminky zaznamenany. Tato skutecnost ukazuje,
Ze 1 bodova mutace proteinu mize ovlivnit jeho krystalizaci, jak bylo dokazano uz diive (Guo
et al., 2006).

Zajimava je otazka oligomerie DmmA. Dle struktury Gehret et al., 2012 je totiz DmmA
monomer, kdezto vtéto praci enzym eluoval pii gelové chromatografii a nasledné
i krystalizoval pouze jako dimer. V krystalech prostorove grupy P3121 byla sice asymetricka
jednotka pouze monomer, po bliz§im prozkouméni ale bylo zjiSténo, Ze se jednd o dokonale
symetricky dimer. Enzym v struktufe dle Gehret et al., 2012 byl ale purifikovan v pufru
o desetkrat vétSim obsahu soli nez v této praci, a pravé zvysSend polarita prostfedi mohla
zpisobit rozpad dimeru na monomery. Zavislost oligomerie na koncentraci soli byla prokazana
jiz u mnoha enzymu (Shima et al., 1998, Ibrahim et al., 2018). DmmA tak muze existovat
vV podob& monomer/dimer v zavislosti na koncentraci soli. Pfesna oligomerie DmmA ale stale
zustava nedofeSenou a bude potieba dalSich experimentil pro jeji vyjasnéni.

Nasledné byl enzym DmmA WT a DmmA-H315F analyzovan v komplexu s ligandy.
Nejprve byla pouzita metoda namaceni krystaldt DmmA WT v roztoku ligandu (BODIPY-CI),
ale ukazalo se, ze jak rozpoustédlo ligandu DMSO, tak samotné BODIPY-Cl béhem pul hodiny
rozpusti krystaly, a proto byla pro nasledujici experimenty pouzita metoda kokrystalizace
a vysledné krystaly byly méfeny na synchrotronu Swiss Light Source ve Svycarském Villigenu
a dale analyzovany.

DmmA WT i DmmA-H315F byly kokrystalizovany s fluorescenénim substratem
BODIPY-CI v podminkach vytvofeného krystalizaéniho systému, ktery byl pro BODIPY-CI
déale zoptimalizovan. Ziskané krystaly mély jasné Cervenou barvu, coZ znacilo piitomnost
BODIPY-CI v krystalu. Po difrakéni analyze enzymu DmmA WT bylo potvrzeno, ze byl
produkt reakce BODIPY-CI s dehalogenasou (BODIPY-OH) navazdn v aktivnim misté
monomeru A enzymu Vpozici bézné pro produkty po dehalogenasové reakci.
V monomeru B byla elektronova denzita nejasna, coZ miize byt zptisobeno niz§im rozliSenim
monomeru B nebo faktem, ze BODIPY-OH druhé aktivni misto obsazuje pouze nekdy.

Reakce enzym s fluorescenénimi substraty jsou velmi cenné pro kinetické analyzy a fakt,
ze DmmA s témito substraty reaguje mize velmi usnadnit préci S celou skupinou téchto
enzymu v budoucnu. Tato struktura je zaroven prvni struktura halogenalkandehalogenasy
DmmA s velkou aromatickou molekulou. Skute¢nost, Ze enzym DmmA je schopny reagovat
i stakovymi molekulami, ma vysoké potencialni vyuziti v biotechnologiich.
Halogenalkandehalogenasy DmmA se pouzivaji k detoxifikaci toxickych halogenovanych
molekul, doposud byly ale vhodné pouze pro pouziti s malymi linearnimi molekulami
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(Koudelakova et al., 2013). Enzym DmmA tak kvuli svému velkému aktivnimu mistu
schopnému navazat i substraty velikosti BODIPY ukazuje potencialni vyuziti pti detoxifikaci
velkych aromatickych halogenovanych toxickych molekul.

S BODIPY byl kokrystalizovan také mutant enzymu DmmA-H315F. V aktivnim misté
byla urcita elektronova denzita. Nebylo ale mozné piesné urcit, 0 co konkrétné se jedna, a tak
tato struktura nebyla interpretovana. U mutantniho enzymu je piedpokladén kovalentné
navazany intermediat. Jeho nepfitomnost mize byt vysvétlena nizSim rozliSenim struktury,
zvySenou flexibilitou nebo nizkou okupaci aktivniho mista.

Déle byly enzymy DmmA WT i DmmA-H315F kokrystalizovany s molekulami lakton.
Na zacatku byly provedeny screeny DmmA-H315F s laktony (undekano-gamma-lakton,
whiskey lakton, betabutyro lakton) na nové krystaliza¢ni podminky. Ukazalo se, Ze mutantni
enzym s ligandem krystalizuje mnohem vice (az 70 podminkach), coz opét ukazuje na to,
jak pouha bodova mutace mize zménit proteinovou krystalizaci (Guo et al., 2006). Diky témto
screenim byly objeveny podminky se sukcinatem jako precipitantem, které vedly
ke krystalizaci v jiné prostorové grupé s daleko vys$sim rozlisenim (viz vyse).

Ob¢ varianty enzymu DmmA WT a DmmA-H315F pak byly kokrystalizovany ve vétSim
objemu ve standartné pouzivanych podminkach s molekulami vybranych laktond
(betabutyrolakton, undekano-gamma-lakton, undekano-delta-lakton, whiskey lakton
a N-heptanyl-DL-homoserin lakton). Krystaly pouzitelné pro difrakéni analyzu byly zamrazeny
a dale analyzovany.

Analyzou kokrystalizace DmmA-H315F v sukcinatovych podminké&ch s undekano-
gamma laktonem byla ziskana struktura velmi vysokého rozligeni (1,2 A). V aktivnim misté
byla nalezena denzita odpovidajici laktonu po jeho dekarboxylaci (2-oktenu). Ve struktuie
DmmA WT kokrystalizovaného s timto laktonem se objevila urcita elektronova denzita, nebyla
ale jasn¢ determinovatelnd, coZ mohlo byt zplisobeno vyrazné niz§im rozliSenim této struktury
nebo nizsi okupanci aktivniho mista.

Déle byl analyzovan enzym DmmA-H315F s N-heptyl-DL-homoserin laktonem.
Po difrak¢ni analyze byla ziskana struktura, ve které byl cely lakton navazany pevné v aktivnim
misté enzymu v obou monomerech. Enzym DmmA WT s timto laktonem nevykrystalizoval,
a tak nebylo moZzné provést analyzu této struktury.

Tyto nalezy podporuji hypotézu, Ze enzym DmmA je schopny dekarboxylace laktond.
V praci Christenson et al., 2017 bylo naznaceno, Ze halogenalkandehalogenasy skupiny IlI,
které obecné vykazuji velmi nizkou dehalogenasovou aktivitu, jsou schopné dekarboxylovat
beta-laktony a pravdépodobné mizou hrat roli v syntéze olefini nebo v mechanismu
bakteridlniho quorum sensing. Ve struktufe DmmA-H315F kokrystalizovany s undekano-
gamma-laktonem je navazany jiz produkt po dekarboxylaci laktonu, je tedy mozné, ze i DmmA
ma urcitou dekarboxylacni aktivitu (obrazek 39), jejiz mechanismus je pravdépodobné odlisny
od dehalogenasové aktivity (ve struktuie je s produktem po dekarboxylaci enzym s mutovanym
katalytickym  histidinem). Vtéto fazi ale neni mozné vylou¢it, Zze doslo
k spontanni dekarboxylaci laktonu uz pted krystalizaci enzymu a do aktivniho mista se navazal
uz rovnou produkt, a budou potieba dalsi experimenty pro potvrzeni.
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Obrazek 37. Hypotéza dekarboxyla¢ni aktivity enzymu DmmA s undekano-gamma-laktonem na oxid uhli¢ity
a 2-okten, ktery byl navdzany v aktivnim misté enzymu po kokrystalizaci s laktonem.

Ve struktuie DmmA-H315F s N-heptyl-DL-homoserin laktonem doslo k navazani celého
laktonu bez dekarboxylace. Navazani do aktivniho mista je ale velice pevné a doslo k nému
v obou monomerech enzymu. To, Ze nedoslo k dekarboxylaci, mize znacit, Ze enzym je bud’
specificky jen pro nékteré laktony, nebo Ze v piipad¢ undekano-gamma-laktonu skute¢né doslo
k dekarboxylaci spontanné. Ale jiz fakt, ze doSlo k takto pevné vazbé laktonu do aktivniho
mista naznacuje, ze skupina enzymu halogenalkandehalogenas muize obsahovat i enzymy, které
jsou primarné lakton-dekarboxylasy, a jejich dehalogenasova aktivita je az sekundarni. Je také
mozné, ze jednotlivé skupiny halogenalkandehalogenas maji rizny pomér aktivity a afinity vaci
halogenovanym substratim a laktonim. Pravé serinové laktony jako je N-heptyl-DL-
homoserin jsou Vv ptirodé¢ vyuzivané bakteriemi v quorum sensing (Schuster et al., 2013).
To, ze halogenalkandehalogenasy by mohly svou dekarboxyla¢ni aktivitou regulovat tento
extrémné dualezity mechanismus, by vysvétlovalo jejich vysoké zastoupeni napfi¢ riznymi
druhy bakterii, které se viibec nevyskytuji v prostiedi s toxickymi halogenovanymi latkami.
N-heptyl-DL homoserin by diky své pevné vazbé mohl také potencialné slouzit jako
kompetitivni inhibitor halogenalkandehalogenasy DmmA, a tim ziskat komeréni vyuziti
v regulaci dehalogenéasové reakce enzymu. Celkové bude ale pro potvrzeni této hypotézy tieba
jesteé mnoho dalSich experimentt.

Krystaly DmmA WT a DmmA-H315F byly ziské&ny i kokrystalizaci s whiskey laktonem,
undekano-gamma-laktonem, undekano-delta laktonem a beta-butyrolaktonem. Vsechny tyto
krystaly difraktovaly v rozlideni mezi 1,7 a 2 A, ale pfi analyze struktur nebylo mozné ¥ici,
zda byl v aktivnim misté enzymu lakton nebo produkt po dekarboxylaci navazan. Ve vsech
ptipadech byla experimentaln¢ objevena elektronova denzita Vv aktivnim misté,
ktera naznacovala pfitomnost ligandu, ale nebylo mozné ptesné stanovit, o jaky ligand se jedna.
Tyto problémy mohly byt zplisobeny niz$im rozliSenim nez u struktury DmmA/undekano-
gamma-lakton komplexu, kde byla struktura interpretovana, vyssi flexibilitou laktonu
v aktivnim misté, malou velikosti laktonu (v pfipadé beta-butyrolaktonu) nebo tim, Ze enzym
by mohl byt selektivni a vaZe pouze nékteré typy molekul laktond.

Poslednim zkoumanym substratem byl azakoelenterazin, modifikovany substrat enzymu
luciferasy, ktera je halogenalkandehalogenasam velmi podobna (Woo et al., 2008) a existuje
hypotéza, ze by tyto skupiny enzymi mohly mit stejnou evolu¢ni historii. Azakoelenterazin byl
kokrystalizovan s enzymem DmmA a po difrakéni analyze byla ziskana struktura obsahujici
tento ligand v obou monomerech enzymu. Tato skute¢nost podporuje piibuznost obou enzyma.
Z charakteru vazby azakoelenterazinu je patrné, ze substrat se do aktivniho mista enzymu
navazal v neproduktivni konformaci a slab&ji nez do aktivniho mista luciferasy, a proto
nemohlo dojit k dekarboxylazové oxygenaci a emisi svétla jak v luciferaze. Znalost vazby
azakoelenterazinu v aktivnim mist¢ DmmA by mohla byt potencidlné vyuzita v metodé
raciondlniho designu. Mohla by se tak vytvofit haloalkandehalogenasa, ktera bude vykazovat
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luciferdzovou i dehalogenasovou aktivitou, a byla by vyuzitelnd v biosenzorickych aplikacich
monitoringu vyskytu toxickych latek (Satpathy et al., 2015)
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo vytvorit stabilni expresni, purifikacni a krystalizacni systém
halogenalkandehalogenasy DmmA, a nasledné¢ analyzovat jeji strukturu v komplexu
s netradi¢nimi substraty: fluorescenénim aromatickym substratem BODIPY, s molekulami
laktonii a azakoelenterazinem. Vysledky prace ukazaly strukturu DmmA s produktem
BODIPY-OH navazanym v aktivnim mist¢ enzymu, coz naznaCuje, ze tato
halogenalkandehalogenasa muze byt diky fluorescenci substratu vyuzita Vv kinetickych
analyzach enzymi a také diky svému velkému aktivnimu mistu pro degradaci velkych
aromatickych halogenovanych toxickych substrati v prostfedi. Daéle byly analyzovany
struktury katalyticky neaktivniho mutanta DmmA-H315F s molekulami undekano-gamma-
lakton a N-heptyl-DL-homoserin lakton. Ve struktufe s undekano-gamma-laktonem se
v aktivnim misté nachazel produkt po dekarboxylaci laktonu a ve struktuie s N-heptyl-DL-
homoserinem byl v aktivnim misté navazany cely lakton. Kvuli témto skute¢nostem vyvstava
hypotéza, Ze halogenalkandehalogenasy nebo néktera jejich skupina jsou ve skute¢nosti lakton-
dekarboxylasy vyuzivané bakteriemi pro regulaci syntézy olefini nebo quorum sensing, ktera
ale bude potiebovat jesté dalsiho provérovani. Posledni analyzovanou strukturou byl komplex
DmmA s azakoelenterazinem, substratem enzymu luciferasy. Azakoelenterazin se do aktivniho
mista navazal, ¢imz podporuje hypotézu piibuznosti téchto enzymi. Jeho vazba je ale
katalyticky neproduktivni, ale jeji strukturni detaily mohou byt vyuzitelné pro racionalni design
enzymu, ktery bude vykazovat dehalogenasovou i luciferasovou aktivitu.
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7 PERSPEKTIVY DO BUDOUCNA

Z vysledkl této prace vyplynulo mnoho novych hypotéz, které vyzaduji provedeni dalSich
experimentt pro jejich ovéfeni. Zde jsou prilozeny plany budoucich experimentt, které by
mohly potvrdit nebo vyvrétit hypotézy stanovené v této praci.

e Pokusit se optimalizovat sukcindtové podminky krystalizace tak, aby se podatilo
vykrystalizovat DmmA enzym divokého typu pro rentgenovou strukturni analyzu
s vysokym rozlisenim nebo pro ¢asoveé rozlisenou strukturni analyzu.

e Udélat nativni elektroforézu proteinu DmmA dialyzovaného do gradientu koncentraci
NaCl a ovéfit hypotézu, Ze oligomerizace tohoto enzymu zavisi pravé na koncentraci
soli. P¥ipadné tyto hypotézu otestovat pouzitim metody malothlového rozptylu svétla.

e Optimalizovat podminky krystalizace DmmA pro aplikace Vv oblasti ¢asové-rozlisené
krystalografie, a nasledné pomoci této metody strukturné analyzovat katalytickou reakci
enzymu DmmA.

e Analyzovat strukturu DmmA-H315F s BODIPY-CI v sukcinatovych podminkéch tak,
aby bylo dosazeno vyssiho rozliSeni, kde by bylo mozné vidét navazanou strukturu
kovalentniho intermediatu reakce.

e Analyzovat strukturu DmmA i DmmA-H315F s vice molekulami laktond, které jsou
vyuzivané v bakterialnich chemické komunikaci tzv. quorum sensing.

e Ude¢lat biochemickou analyzu vsech tii podskupin halogenalkadehalogenas a zjistit, zda
opravdu vykazuji lakton-dekarboxyla¢ni aktivitu a odvodit tak skute¢nou biologickou
funkci této téidy enzyma v organismech. Experimenty s DmmA uz byly zahajeny (inor
2020), a to metodou NMR, kde se porovnava abioticka a bioticka reakce, aby se zjistilo,
jestli laktony samovolné dekarboxyluji nebo je zde opravdu néjakd enzymaticka
aktivita. V pfipad¢é nefunk¢nosti metody se uvazuje jeSt€ o pouziti vysokoucinné
kapalinné chromatografie.

e Zjistit, zda by N-heptyl-DL-homoserin lakton diky své pevné vazbé mohl ptisobit jako
kompetitivni inhibitor halogenalkandehalogenasove aktivity.

e Vyuzit znalosti ze struktury DmmA s azokoelenterazinem pro racionélni design
haloalkandehalogenas, které budou provadét dehalogenasovou i luciferazovou aktivitu.

Vybrané vysledky prezentovane v této praci budou v nasledujicich mésicich publikovany
Vv odborném casopise.
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