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1. Uvod

Halogenalkandehalogenasy jsou mikrobidlni enzymy, které hydrolyticky Stépi
vazbu mezi uhlikem a halogenem halogenovanych organickych sloucenin, znichz
mnohé patfi mezi vyznamné primyslové polutanty. Vyslednym produktem této reakce
je alkohol a halogenidovy aniont. Halogenalkandehalogenasa DhaA izolovana
z bakterie Rhodococcus rhodochour NCIMB 13064 spole¢né s jejimi mutantnimi
variantami mlze byt pouzita pro detoxikaci mnoha primyslovych polutantd, mezi né¢z
patfi 1 karcinogenni slou¢enina 1,2,3-trichlorpropan (TCP). Zakladni varianta DhaA
neni schopna uvedenou toxickou latku odbouravat v primyslovém méftitku, proto byly
vytvofeny mutantni varianty pro urychleni detoxikacni reakce TCP. Pro pochopeni
strukturné-funkéni podstaty enzymatické dehalogenacni reakce byly provedeny
krystalografické analyzy nativnich a mutantnich forem enzymi a také enzymu
s vybranymi substraty.

Cilem této prace byly krystalizacni studie mutantni varianty enzymu dehalogendzy
DhaA106. Ze ziskanych difrak¢énich dat bylo nezbytné vytesSit molekularni strukturu
enzymu pomoci nastrojii proteinové krystalografie a molekuldrniho modelovani.
Vysledkem prace je simulace pusobeni enzymu DhaAl106 se substratem 1,2-
dibromethanem a porovnani charakteristik enzymu s mutantni dehalogenasou DhaA31 a

dal$imi mutantnimi variantami.



2. Literarni prehled

2.1. Dehalogenasy - definice, funkce a rozdéleni

Halogenované organické slouceniny tvofi velmi diilezitou a rtiznorodou skupinu
environmentalnich chemikalii (Janssen a kol., 2001). Pro nékteré aerobni organismy
mohou halogenované slouceniny slouzit jako zdroj uhliku a energie (van Hylckama
Vlieg a kol., 2001). Organismy Sté€pici halogenované slouceniny maji pro degradaci
zminénych sloucenin specialni enzymaticky aparat, jimZz jsou schopny degradovat
halogenové slouceniny. Tyto enzymy se nazyvaji dehalogenasy a jsou klicovym
katalyzatorem pii degradaci halogenovanych sloucenin. V budoucnosti mohou byt tyto
enzymy velmi cenéné v biotransformaci nékterych polutanti pud, povrchovych
a podzemnich vod (Janssen a kol., 2005; van Hylckama Vlieg a kol., 2001).

Zminéné enzymy katalyzuji kli€ovou reakci pfi odstranéni halogenu, kdy pfi této
reakci dojde k uvolnéni halogenidu, ktery je vétSinou zodpovédny za toxicitu ptivodni
slouceniny (Janssen a kol., 2001).

Jejich mechanismus a struktura jsou dobie popsany pouze u nékterych nadrodin

(van Hylckama Vlieg a kol., 2001).

2.1.1. Halogenalkandehalogenasy (rodinao/p-HF)

Halogenalkandehalogenasy nalezi do rodiny o/f hydrolas (o/pB-HF) (Janssen a kol.,
2005, Ollis a kol., 1992). Do rodiny o/f hydrolas nalezi také ftada lipas,
acetylcholinsteras, esteras a jinych enzymi, avSak tyto enzymy S$tépi predevSim
nehalogenované slouceniny (Janssen a kol.,, 2005). Halogenalkadehalogenasy
hydrolyticky §tépi vazbu uhlik-halogen, za uvolnéni halogenidu a namisto n¢j se na
substrat navaze hydroxylova skupina z molekuly vody, ¢imZz vznikne alkohol, jako
vysledny produkt (Janssen a kol., 2001). Schéma reakce v katalytickém misté enzymu je

uvedeno na ptikladu enzymu DhIA (Obrazek €.1, 2).
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Obrazek ¢.1: Zahajeni katalytické reakce, vstupujici substrat (2-chlorethan) reaguje s Asp
124 za vzniku esterické vazby, soucasné se odstépi chlorid, ktery se nekovalentné navaze mezi

aminokyseliny Trp 175 a Trp 125 (pfevzato od Janssen a kol., 2005).
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Obrazek ¢.2: Hydrolytické Stépeni esterické vazby s naslednym uvolnénim vzniklého
alkoholu (produktu) z aktivniho mista, chlorid je navazan nekovalentni interakci mezi Trp 175

a Trp 125 az do ptichodu dalsiho substratu (pfevzato od Janssen a kol., 2005).

Halogenalkandehalogenasy se podle zptsobu jejich izolace rozdéluji do dvou tiid
a to na ty, kter¢ byly izolovany z bakterii rodu Rhodoccusa také na ty z rodu

Xanthobacter (Newman a kol., 1999). Na ziklad¢ fylogenetick¢ analyzy byly



halogenalkadehalogenasy rozdéleny do tii podrodin (HLD-I, HLD-II a HLD-III)
(Chovancova a kol., 2007). Halogenalkandehalogenasy sdileji 30 % identické sekvence
aminokyselin (Newman a kol., 1999), zbylych 70 % sekvence nema podobnost, ackoli
maji spolecného piedka a velmi podobnou strukturu (Damborsky a kol., 2010; Janssen
a kol., 2001). Tato homologni sekvence aminokyselin je spojena s téméf identickou
strukturou hlavni domény enzymu. Jista odliSnost je popsana piedev§im u cap domény
a aktivniho mista, které¢ obsahuje u kazdého enzymu rtiznou katalytickou triddu, jinak
feceno tii aminokyseliny, které zajist'uji katalytickou reakci a pfeménu substratu na
produkt (Newman a kol., 1999). Detailn¢ jsou haloalkandehalogenasy popsany
v kapitole 1.2.

2.1.2. Haloaciddehalogenasy (rodina HAD)

Pomémé pocetnd rodina alifatickych dehalogenas (HAD) s rlznorodou
substratovou specifitou jsou haloaciddehalogenasy (Koonin a Tatusov, 1994). Tyto
enzymy jsou rozdeleny do dvou skupin (Hisano a kol., 1996), a to do skupiny I a II
(Janssen a kol., 2001). Strukturou jsou velmi odli$né od halogenalkandehalogenas, ale
jsou velmi podobné fosfatasam (Janssen a kol., 2001; Janssen a kol., 2005). Jejich
funkce je spojena s detoxikaci xenobiotik a jejich vedlejSich metabolickych produktt
(Koonin a Tatusov, 1994). Haloaciddehalogenasy obsahuji stejné¢ jako
halogenalkandehalogenasy nukleofilni aspartat, ktery se podili na formovani
kovalentniho meziproduktu nukleofilni substituci. Na §té€peni substratu se podili pentada
aminokyselin v aktivhim mist¢ enzymu a dvé dalSi aminokyseliny: arginin a lysin.
Arginin slouzi spoleéné¢ s tyrozinem k navdzani halogenidu. Lysin piisobi jako
katalytickd baze potiebnéd ke §tépeni meziproduktu (Janssen a kol., 2005). Ptikladem
haloaciddehalogenas jsou napiiklad 2-haloacidehalogenasy, které S§tépi vazbu uhlik-
halogen u 2-halogenalkanovych kyselin, vysledny produkt je pak 2-hydroxyalkanova
kyselina (Kurihara a kol., 2000). Celé schéma reakce v katalytickém misté¢ enzymu je

uvedeno na obrazku ¢.3 a 4 na ptikladu enzymu DhIB.
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Obrazek ¢.3: Navazani substratu 2-chlorpropanové kyseliny do katalytické mista, substrat

se navazuje druhym uhlikem na Asp 8 za vzniku esteru jako meziproduktu (pfevzato od Janssen

a kol., 2005).
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Obrazek ¢.4: Meziprodukt je §t€pen hydrolyzou za ucasti katalytické baze lysinu, chlorid je
navazan nekovalentné mezi Tyr 10 a Arg 39. Vyslednd 2-hydroxypropanova kyselina opousti

katalytické centrum (pfevzato od Janssen a kol., 2005)
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2.1.3. Haloalkoholdehalogenasy (rodina SDR)

Tteti rodinou alifatickych dehalogenas pfedstavuji haloalkoholdehalogenasy
(de Jong a kol., 2003). Tyto enzymy lze nalézt v nékterych bakteriich vyuZzivajicich
haloalkoholy jako zdroj energie a wuhliku (Janssen a kol., 2006).
Haloalkoholdehalogenasy katalyzuji reakce vytésnéni halogenu z haloalkoholu, za
vzniku epoxidu jako findlniho produktu (van Hylckama Vlieg a kol., 2001), pficemz
nedochdzi k tvorbé meziprodukti (Janssen a kol., 2005). Dehalogenasy této rodiny jsou
strukturné velmi podobné, nicméné jejich substratova specifita je odliSna
(van Hylckama Vlieg a kol., 2001). V aktivnim misté se nachazi tetrdda aminokyselin,
ktera uvoliuje proton a halogenid ze substratu (haloalkoholu) a vylucuje z aktivniho
mista epoxid jako produkt reakce. V haloalkohololdehalogenasach jsou zastoupeny
aminokyseliny v tetradé Ser, Tyr, Arg a Asp a v ostatnich enzymech SDR superrodiny
v tetrdd¢ Ser, Tyr, Lys a Asp (Janssen a kol., 2006). V celém katalytickém cyklu je
nejpomalejsim krokem uvolnéni helogenidu z aktivniho mista (Tang a kol., 2003). Celé
schéma reakce v katalytickém misté enzymu je uvedeno na obrazku ¢€.5 a 6 na ptikladu
enzymu HheC.

Na  zékladé  rentgenové  strukturni  analyzy  bylo  zjisténo, Ze
haloalkoholdehalogenasy nélezi do SDR rodiny (Janssen a kol., 2006). Celd SDR rodina
je charakteristickd kratkym fetézcem (van Hylckama Vlieg a kol., 2001). Né&které
klicové dehalogenasy z této rodiny byly studovany a byla u nich vyfeSena struktura
a popsan mechanismus reakci v aktivnim misté (Copley, 1998). Janssen a kol. (2005)
uvadi jako piiklad enzymy HheA, HheB a HheC. Hlavni slouceniny, které degraduyji,
jsou halopropanoly a 1,2-dibromethan (Castro a Bartnicki, 1968), ale jsou také schopny
katalyzovat i opacné reakce (Assis a kol., 1998). Zajem o haloalkoholdehalogenasy je
vysoky z hlediska produkce opticky Cistych epoxidl a alkoholi (Kasai a kol., 1998).
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Obréazek ¢.5: Navézani 1-chlorpropanolu (substratu) do katalytického centra enzymu

(ptevzato od Janssen a kol., 2005).
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2.1.4. Tautomerasy (rodina 4-OT)

Enzymy této rodinyse vyznacuji prstencovou hexamerni strukturou, kterd je tvotfena
trimery dimerti. Tyto enzymy jsou pfitomny v bakteriich, které degraduji nematocid
1,3-dichlorpropen (Janssen a kol., 2005). Pfi dehalogenaci nedochazi k tvorbé
meziproduktu (de Jong a kol., 2004). Hlavnim zéstupcem je 3-chlorakrylové kyselina
dehalogenasa (CaaD) (Janssen a kol., 2005). Cel¢ schéma reakce v katalytickém misté

enzymu je uvedeno na obrazku ¢€.7, 8 a 9 na ptikladu enzymu CaaD.
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Obrézek ¢.7: Navazani substratu 3-chlorprop-2-enové kyseliny do katalytického mista
enzymu a interakce molekuly vody se substratem s naslednym soucasnym piesunem dvojnych

vazeb substratu (pievzato od Janssen kol., 2005).
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Obrazek ¢.8: Zanik dvojné vazby a vznik nestabilni 3-hydroxy-3-chlorpropanové kyseliny
(ptevzato od Janssen kol., 2005).
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Obrazek ¢€.9: Rozpad nestabilntho meziproduktu dehalogenace 3-hydroxy-3-

trichlorpropanové kyseliny na chlorid a na 3-oxopropanovou kyselinu jako produkt reakce
(ptevzato od Janssen kol., 2005).



2.1.5. Ostatni dehalogenasy

U ostatnich dehalogenasdosud nebyla vyfeSena strukturni data a jejich
mechanismus dehalogenace je odvozen pouze od podobnych enzymii (Leisinger a kol.,
1994). Vétsina téchto dehalogenas S§tépi aromatické halogenové slouceniny.
K dehalogenaci halogenovaného substratu dochazi pred, béhem, nebo po rozstépeni
hlavniho aromatického fetézce (Janssen a kol., 2001). Mezi dalsi dehalogenasy Stépici
aromatické slouceniny patii 4-chlorbenzoyl-CoA dehalogenasa (CbzA) z Pseudomonas
sp., kterd je spolecné s dal§imi dvéma enzymy schopna degradovat 4-chlorbenzoét
(Benning a kol., 1998). Pii reakci nejprve dochazi ke konjugaci s koenzymem A
a nasledné dojde k uvolnéni halogenidu. Uvedena dehalogenasa nélezi do rodiny enoyl
hydratas (ECH) (Janssen a kol., 2005). Dalsi podobnou dehalogenasou Stépici
aromatické halogenové slouceniny je tetrachlorohydrochinondehalogenasa, ktera
katalyzuje reakci substituce chloru vodikem ve slouceniné pentachlorfenolu (Kiefer
a Copley, 2002). Posledni vyznamnégj$i dehalogenasa je AtzA, kterd se podili na
degradaci atrazinu (Seffernick a kol., 2001).

2.2. Halogenalkandehalogenasy

Prvni halogenalkandehalogenasa byla jiz v roce 1985 izolovand z bakterie
Xanthobacter autotrophicus (Keuning a kol., 1985). Do roku 2010 bylo izolovano
a popsano celkem 14 enzymi typu halogenalkandehalogenas (Damborsky a kol., 2010).
Patii mezi né napiiklad DhlA z X. autotrophicus (Franken a kol.,, 1991), DhaA
z Rhodococcus sp. (Newman a kol., 1999), LinB z Sphingobium japonicum (Marek
a kol., 2000), DmbA z Mycobacterium tuberculosis (Mazumdar a kol., 2008), DbjA
z Bradyrhizobium japonicum (Prokop a kol., 2009) a dalsi jejich strukturni udaje jsou

ulozeny v proteinové databance (Damborsky a kol., 2010).

2.2.1. Funkce

Hydrolytické halogenalkandehalogenasyjsou enzymy skupiny hydrolas. Stejné jako
u jinych enzymt jejich funkce spojena piedevSim s biokatalyzou chemickych reaket,

konkrétné halogenalkanti na odpovidajici alkohol, nebo halogenid (Newman a kol.,
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1999; Janssen a kol., 1985). Tyto hydrolytické reakce jsou nevratné (Kulakova a kol.,
1995) a daji se aplikovat naptiklad pfi bioremediaci polutant v Zivotnim prostredi
(Stucki a Thuer, 1995), nebo biosnimani toxickych chemickych latek (Campbell a kol.,
2006).

Halogenalkandehalogenasy jsou stejné¢ jako jiné enzymy substratové specifické,
katalyzuji reakce chlorovanych, brémovanych a jodovanych sloucenin alkant, alkend,
alkoholu, éterti, esterd, acetamidi, acetonitrild a cykloalkanti (Damborsky a kol., 2001).
Vyzkum halogenalkandehalogenas je zaméfen piedev§im na moZnou sanaci lokalit
kontaminovanych halogenidovymi rozpoustédly a jinych halogenidovych sloucenin
vznikajicich jako vedlejSi produkt pfi chemickych procesech (Janssen a kol. 1985;
Schindler a kol., 1999). Jako piiklad uvadi Schindler a kol. (1999) vznik 1,2-
dichlorpropanu, 1,2,3-trichlorpropanu a 1,2-dichlorbutanu pii vyrobé komercnich
epoxidd, nebo nékterych pesticidi. Organismy vyuzivaji tyto
halogenalkandehalogenasy jako zdroj uhliku (Janssen a kol., 2005). Vyznamné jsou
enzymy z rodu Rhodococcus, které maji substratovou specifitu mnohem Sir$i ve
srovnani s enzymy z rodu Xanthobacter, jsou tedy schopny navazat substrat s delSim
linedrnim nebo sekundérnim fetézcem, ale také i cyklické alkylhalogenidy (Schindler
a kol. 1999). Navic, enzymy zrodu Rhodococcus nejsou inhibovany nekompetitivni

inhibici produktem (Kulakova a kol., 1995).

2.2.2. Struktura

Struktura celé tady halogenalkandehalogenas byla podrobné zkouména pomoci
proteinové krystalografie (Liu a kol., 2007), bodovych mutaci (Pries a kol., 1995),
enzymatické kinetiky (Bosma a kol., 2003) i molekuldrniho modelovani (Bohac a kol.,
2002).

Struktura halogenalkandehalogenas se sklada ze tii hlavnich ¢asti: hlavni domény,
vickové tzv. cap domény a aktivniho mista (Damborsky a kol., 2010). Mezi hlavni
doménou a cap doménou je aktivni misto, které spolecné s cap doménou a tunely
spojujicimi povrch a aktivni misto, uruje substratovou specifitu (Pries a kol., 1994;
Klvana a kol., 2009; Damborsky a kol., 2010). Aktivni misto obsahuje katalytické
aminokyseliny, které  jsou  charakteristické  pro  jednotlivé enzymy.

Halogenalkandehalogenasy obsahuji tfi zakladni aminokyseliny (tzv. triddu) a dvé
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aminokyseliny, které stabilizuji halogenid v aktivnim misté enzymu. Soubor téchto péti
aminokyselin se oznacuje jako katalytickd pentada (Damborsky a kol., 2010). Pentada
se lisi v kazdé podrodiné halogenalkandehalogenas:
* u podrodiny HLD-I pentaddu pfedstavuji aminokyseliny: tridda Asp, His,
Asp a dva zbyvajici Trp,
* u HLD-II: triada Asp, His, Glu a zbyvajici Asn, Trp,
* u HLD-II: tridda Asp, His, Asp a zbyvajici Asn, Trp (Chovancova a
kol., 2007).

Celé aktivni misto je bud’ hydrofobni dutina (u enzymu DhlA) nebo hydrofobni
kapsa (u enzymii DhaA, LinB, DmbA a DbjA). Aktivni mista halogenalkadehalogenas
se lisi svym objemem (DhlA < DhaA < DmbA <DbjA) (Damborsky a kol., 2010).

Do aktivniho mista usti tunely, které spojuji aktivni misto s povrchem enzymu
(Klvana a kol., 2009). U DhlA je aktivni misto umisténo hluboko v jadie enzymu, které
je s povrchem spojeno velmi uzkym tunelem s omezenou dostupnosti, zvlast pak pro
molekuly vody (Verschueren a kol., 1993a). U DhaA a LinB je aktivni misto
pfistupnéjsi, substrat do néj vstupuje hlavnim a vedlej$im tunelem (Petrek a kol., 2006).
U DmbA a DbjA je aktivni misto nejptistupnéjsi, hlavni a vedlejsi tunel je zde mnohem
SirSi (Prokop a kol.,, 2008). Tunely jsou velmi dilezitym strukturdlnim rysem
halogenalkandehalogenas (Marek a kol., 2000). Jsou dulezité jak pro substratovou
specifitu, tak i pro cely katalyticky cyklus. Substratovou specifitu urcuje predevsim
velikost, tvar, fyzikalné-chemické vlastnosti a dynamické chovani (Chaloupkova a kol.,
2003; Damborsky a kol., 2010). Pro katalyticky cyklus maji tunely zasadni vyznam
pfedevS§im pro navazani substratu, katalytick¢é molekuly vody, uvolnéni halogenového
iontu a  alkoholu  (produktu) (Damborsky a  kol, 2010). Tunely
halogenalkandehalogenas mohou byt permanentni, nebo indukované (Klvana a kol.,
2009). Permanentni tunely lze lokalizovat v krystalickych strukturdch bez substratu,
oproti tomu indukované tunely Ize lokalizovat pouze ve strukturdch enzymu
s navazanym substratem (Damborsky a kol., 2010).

Cap doména se skladd z né€kolika a-Sroubovic spojenych smyckami (Kmunicek
a kol., 2001). Hlavni doména je tvofena vétSinou osmi paralelnimi B-listy, které¢ lemuji
a-Sroubovice, které slouzi jako opora pro katalytické aminokyseliny (Verschueren

a kol., 1993c).
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2.2.3. Katalyticka reakce

Katalyticka reakce je zahdjena navazanim substratu do aktivniho mista enzymu.
Kyslik z karboxylové skupiny aminokyseliny triddy napada uhlik substratu
(halogenované slouceniny), na kterém je navazan halogen, ktery je nasledné vytésnén
a navazan mezi dvé aminokyseliny stabilizujici halogenid v aktivnim misté (Damborsky
a kol., 2010). Tyto dva kroky jsou velice rychlé a zplisobuji hromadéni meziproduktu.
Nésledné je vznikly meziprodukt (alkyl-enzym) hydrolyzovan molekulou vody, kterou
aktivuje histidin. Molekula vody nuklelofilné napada vazbu meziproduktu za uvolnéni
findlniho produktu (alkoholu) a stabilizaci ndboje (Janssen a kol., 2005; Damborsky
a kol., 2010).

2.2.4. Substratova specifita

Halogenalkandehalogenasy jsou Siroce specifické enzymy (Damborsky a kol.,
2010). Podle Damborského a kol. (2001) jsou halogenalkandehalogenasy schopny $tépit
vice nez sto chlorovanych, bromovanych a jodovanych sloucenin, déale pak
halogenalkany, halogenalkeny, halogenalkoholy, halogenethery, halogenestery,
haloacetamidy, haloacetonitrily a cyklohaloalkany. Primarné je specifita dana cap
doménou, sekundarni specifitu urcuji tunely a aktivni misto (Damborsky a kol., 2010).

Pii degradaci halogenovanych sloucenin je prvnim a zasadnim krokem
dehalogenace, kterou katalyzuji enzymy halogenalkandehalogenasy. Mezi dvé zakladni
podminky, které rozhoduji o tom, zda bude sloucenina degradovéana, jsou substrat a
hromadéni meziproduktu (Janssen a kol., 2005). Velikost substratu (délka fetézce,
konformace apod.) rozhoduje o tom, zda substrat bude navdzan do aktivniho mista ¢i
nikoli. Hromadénim toxickych meziprodukti se znaéné snizuje rychlost reakce, tento
problém vznika vétSinou u substratii obsahujicich vice nez jeden halogen (Janssen
a kol., 2005; van Hylckama Vlieg a kol., 2000).

Mezi vyznamné substraty patii naptiklad 1,2,3-trichlorpropan, 1,3-dichlorpropylen,
1,2-dibromethan (Janssen a kol., 2001; Janssen a kol., 2005).
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2.2. Halogenalkandehalogenasa DhaA

DhaA je vyznamny enzym z rodiny halogenalkandehalogenas (Stsiapanava a kol.,
2008), ktery byl izolovan z grampozitivni bakterie Rhodococcus rhodochrous
(Kulakova a kol., 1997). Cely enzym se skladd z293 aminokyselin (Koudelakova
a kol., 2013). V aktivnim misté¢ enzymu se nachéazi katalytickd pentdda aminokyselin,
kterou tvofi tridda aminokyselin: kyselina asparagova, histidin, glutamin a dvé
aminokyseliny, které stabilizuji halogenid, asparagin a tryptofan (Pavlova a kol., 2009).

Do aktivniho mista usti nékolik tunelti (Stsiapanava a kol., 2008).

2.2.1. Funkce enzymu DhaA

Enzym DhaA je schopen detoxikace karcinogenu 1,2,3-trichlorpropan (TCP) na
netoxicky alkohol 2,3-dichloropropan-1-ol (Bosma a kol., 1999; Schindler a kol., 1999).
TCP vznikd pfi vyrob¢, zpracovani a pouZiti rozpoustédel a extrakcnich ¢inidel. Tato
sloucenina se vyskytuje v nizkych koncentracich v povrchovych a podpovrchovych
vodach (Damborsky a kol., 2010; Yujing a Mellouki, 2001). Odhadovany polocas
rozpadu jak uvadi Yujing a Mellouki (2001) je vice neZ sto let.

Odbouravani TCP pomoci divoké formy enzymu DhaA je pfili§ pomalé, aby se
mohlo vyuzit v primyslovém méfitku, proto je vétSina védeckych studii zamétena na
mutantni varianty enzymu, které jeho aktivitu n€kolikanasobné zvysuji (Lahoda a kol.,
2011). Neékteré mutantni formy DhaA, jako je napiiklad DhaAl2, mohou rychle
odbouravat i 1,3-dibrompropan (Emmer 2007).

Reakce je zahdjena proniknutim substratu (TCP), do aktivniho mista enzymu
dvéma hlavnimi tunely spojujici aktivni misto s vnéjS§im prostfedim. Po priniku
substratu je zahajena reakce dehalogenace, kterd je katalyzovana dehalogenasou DhaA.
Po nekovalentnim navazani halogenového substratu dochazi nejprve ke vzniku substrat-
enzymového komplexu, ktery je nasledné napadan kyselinou asparagovou (Asp 106), za
vzniku esteru jako meziproduktu. Soucasné¢ se rozstépi vazba mezi uhlikem a
halogenem, ktery se nekovalentné navaze jako halogenid mezi asparagin (Asn 41) a
tryptofan (Trp 107). Uvedeny meziprodukt je nésledné hydrolyticky rozlozen
molekulou vody za vzniku alkoholu jako vysledného produktu (Schindler a kol., 1999;
Pavlova a kol., 2009).
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2.3. Mutantni varianty enzymu DhaA

Cinnost a specifita halogenalkandehalogenas neni efektivni pro primyslové vyuziti
(Swanson, 1999), mnoho studii je proto zaméteno na vylepseni jejich vlastnosti pomoci
riznych metod. Jednou z nich je naptiklad mutageneze struktury enzymu (Chaloupkova
a kol., 2003), ktera je aplikovana na zaklad¢ poznani krystalové struktury a nasledného
pocitacového modelovani (Banas a kol., 2006).

Mutageneze helogenalkandehalogenas se provadi podle Damborského a kol. (2010)
z divodi: (1) rozsifeni selektivity na substraty, ze kterych lze vytvofit hodnotné
produkty, (2) zvySeni odolnosti k organickym rozpoustédlim pfi jejich dekontaminaci,
(3) zrychleni reakce premény nebezpecnych substratli v neSkodny produkt, (4) rozsiteni
rozsahu pH pro optimélni ¢innost enzymu a (5) posileni stability.

TCP je vysoce rezistentni vici pfirozené degradaci za aerobnich podminek, proto se
nabizi moznost vytvofit pomoci genového inzenyrstvi dehalogenasu DhaA s vylepSenou
konverzi a rychlejsi degradaci této Skodlivé latky (Damborsky a kol., 2010). Prvni
mutantni variantu vytvofil Gray a kol. (2001) substituci fenylalaninu na pozici 176.
Tato varianta byla 4 krat 0¢inngj$i vuci konverzi TCP ve srovnani s divokou formou
DhaA (Gray a kol., 2001). Dalsi mutantni variantu vytvofil Bosma a kol. (2002), ktera
méla 3,5 krat vétsi ucinnost vici konverzi TCP nez pivodni divoky typ (Bosma a kol.,
2002). Do roku 2009 bylo vytvoieno v kombinaci pokrocilych pocitaovych metod a
modelovani dalsich 25 enzymovych variant s vyssi aktivitou vaci TCP (Pavlova a kol.,
2009).

DhaA je enzym s vysokym potencidlem pro biokatalyzu (Janssen, 2007). Cely
biokatalyticky proces zavisi na kombinaci reakéni rychlosti biokatalyzatoru, tedy
rychlosti pfemény substratu na produkt, a jeho stabilit¢ (Damborsky a kol., 2010).
Rychlost enzymatické reakce zavisi na teploté, pH, koncentrace substratu, pfitomnost
inhibitorti, nebo aktivatort atd. Na zékladé Arrheniova vztahu se rychlost enzymatické
reakce ptiblizné zdvojnasobi o kazdych 10 °C zvySeni teploty. Pfedmétem mutageneze
enzymu bylo proto zvysit jeho stabilitu a tim posilit jeho odolnost vii¢i vyssim teplotdm
(Damborsky a kol., 2010). Gray a kol. (2001) se jako prvni pokouseli zvysit stabilitu
DhaA enzymu vuci vysSim teplotdm a tim soucasné urychlit cely katalyticky proces
pfemény TCP, k ¢emuz pouzili metodu zvanou ,,Gene Site Saturation Mutagenesis®.
Touto metodou bylo nalezeno osm bodovych mutaci v proteinové sekvenci pro zvysSeni

termostability enzymu DhaA. Kombinaci téchto osmi mutaci byl vytvofen enzym s
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30 000 krat vyssim polo¢asem rozpadu pii 55 °C (Gray a kol., 2001). Termostabilita je
meéfena stanovenim enzymové aktivity pfi zvySenych teplotdch (Damborsky a kol.,
2010).

Na zaklad¢ kinetickych analyz bylo zjiSténo, ze mutantni formy DhaA zlepsily
Stépeni a urcujici krok k tvorbé produktli (Pavlova a kol., 2009), coz vede k urychleni
reakce a zvySeni ucinnosti detoxikace TCP. Nékteré mutantni formy byly podrobeny
difrakéni analyze (Klvana a kol., 2009) a v mnoha ptipadech byly vyfeseny jejich 3D
molekularni struktury. Pozice aminokyselin pro mutagenezi enzymu jsou vybirany
podle vysledkli pocitacovych programi na zaklad¢ struktury celého enzymu (Lahoda
a kol., 2011). Do dnesni doby bylo zkonstruovano mnoho mutaci DhaA s vyse
uvedenym cilem (Banas a kol., 2006).

Mutantni forma DhaA31 je viibec nejlépe zkonstruovand varianta, kterd vykazuje
pfiblizné 32x vyssi katalytickou aktivitu a zaroven 26x vyssi katalytickou G¢innost pro
TCP pfi pH 8,6 a teploté 37 °C nez ptivodni divoky typ tohoto enzymu (Pavlova a kol.,
2009). Rychlost katalytické reakce DhaA je dana rychlostni kinetickou konstantou keat
1,265, zatimco u divoké formy ma rychlost katalytické reakce pouze kea 0,08 s
(Lahoda a kol.,, 2011, 2014).Na rozdil od divoké formy jsou u DhaA31l velké
aromatické aminokyseliny na dvou ze tii pozic a ve dvou modifikovanych polohach v
cileném misté¢ mutageneze. Tyto bodové mutace zvySuji aktivitu vici substratu (TCP)
snizenim pfistupnosti aktivniho mista molekulam vody, ¢imz je podpoifena tvorba
aktivovaného komplexu (Lahoda a kol., 2011).

Dal$i mutantni varianty uvadi Koudeldkova a kol. (2013), pficemz tyto varianty
byly pfipraveny substituci na specifickych mistech polypeptidového fetézce (Tabulka
¢.1). V tabulce jsou tu¢né oznaCeny aminokyseliny, které byly dosazeny substituci.
Aminokyseliny na pozici 148, 171, 172 a 176 jsou soucasti tunelu usticiho do aktivniho
mista enzymu. Prav€ ndhradou téchto aminokyselin vznikla nejrychlej$i mutantni
varianta DhaA80, kterd pfeméni substrat dibromethan za 0,25 sekund na produkt

brémethanol (Koudélakova a kol., 2013).
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Tabulka ¢.1: Pozice mutaci aminokyselin a rychlost reakce pfemény substratu
dibrémethanu u vybranych mutantnich variant DhaA v porovnani s divokym typem (pfevzato

od Koudelakova a kol.2013).

DhaA Pozice v primarni sekvenci proteinu Keat
78 80 95 148 171 172 176 227 240 291 292 [s'l]
DhaA Asp | Phe | Leu | Thr | Gly | Ala | Cys | Asn | Trp | Pro | Ala | 225+0,13

DhaAS7 Asp | Phe | Val | Thr | Gly | Val | Cys | Asn | Trp | Pro | Ala | 0,50 +0,02

DhaA60 Asp | Phe | Val | Thr | Gly | Ala | Cys | Asn | Trp | Pro | Ala

DhaA61 Asp | Phe | Leu | Thr | Gly | Val | Cys | Asn | Trp | Pro | Ala | 1,01+0,04

DhaA63 Gly | Ser | Leu | Leu | GIln | Val | Phe | Thr | Tyr | Ala | Gly | 0,72 +0,06

DhaAS8( Asp | Phe | Leu | Leu | GIn | Val | Phe | Asn | Trp | Pro | Ala | 0,25+ 0,02

DhaAS82 Gly | Ser | Leu | Thr | Gly | Ala | Cys | Thr | Tyr | Ala | Gly

DhaA85 Asp | Phe | Leu | Leu | Val | Val | Phe | Asn | Trp | Pro | Ala | 0,36 +0,04

DhaAS88 Asp | Phe | Leu | Leu | Leu | Val | Phe | Asn | Trp | Pro | Ala | 0,86+0,44
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3. Metodika

3.1. Krystalizace enzymu DhaA106

Krystalizace enzymu DhaA 106 byla provedend metodou sedici kapky (sitting-drop
vapor diffusion). Pro experimenty byla zvolena krystaliza¢ni desticka CombiClover
crystallization plates (Emerald BioStructures, WA, USA), ktera je urena specialné pro
tuto metodu. Desticka ma 24 otvord, okolo kazdého otvoru jsou Etyfi mensi otvory pro
umisténi kapek. Do hlavniho otvoru se aplikovalo vzdy 300 pl srdZeciho roztoku. Do
prvnich dvou malych otvorti bylo aplikovano 2 krat 2 pl srdzeciho roztoku a 2 pl
roztoku proteinu. Do tietiho otvoru se aplikovaly3 pl roztoku proteinu a 1 pl srdzeciho
roztoku. Do ¢tvrtého otvoru bylaplikovan 1 pl roztoku proteinu a 3 pl sraZeciho roztoku
(Obrazek €.10).

Pro prvotni krystalizacni experimenty byly nejdiive pouzity komercni srdzeci
roztoky z kitu ,,Crystal Screen kit HR2 - 110 od firmy Hampton Research (Aliso Viejo,
USA). Tyto srazeci roztoky byly pouzity pro vyhledani optimalniho srazeciho roztoku
pro krystalizaci proteinu DhaA106. Nasledné byl pfipraven sraZeci roztok slozeny z:
0,IM octanu sodného o pH 4,6; 0,2 M octanu amonného a 35 % PEG (polyetylen
glykolu). Koncentrace roztoku enzymu DhaA106 byla 11,6 mg.1' v 50 mM Tris-HCI
pufru o pH 7.5.

Obréazek ¢€.10: Schéma hlavniho otvoru a postrannich otvorG pfi krystalizaci enzymu

DhaA106 pomoci metody sedici kapky.
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3.2. Sbér dat pro difrak¢ni analyzu

Po krystalizaci byly vybrany nejvhodnéjsi krystaly enzymu DhaA106, které
odpovidaly cilenym vlastnostem. Mezi tyto vlastnosti nalezi predevsim velikost a tvar.
U enzymu DhaA106 byly pouzity ty€inkové krystaly, které jsou pro difrakéni analyzu
vhodné a pro tento protein charakteristické. Velikost pouzitych krystalti pro pozdéjsi
difrakéni analyzu byla 0,08 x 0,38 x 0,018 mm. Tyto krystaly byly zmraZeny v tekutém

dusiku pro uchovani do nasledujici difrakéni analyzy.
3.3. Difrakéni analyza

Difrakéni analyza byla provedena na difrakénim pfistroji s rotujici anodou Nonius
FR591 (Bruker-Nonius) a MAR345 detektorem na Ustavu molekularni genetiky AV
CR v Praze. Bylo pouzito rentgenové zafeni o vinové délce 1,542 A. Krystaly byly
umistény v nylonové smycce od firmy Hampton Research (Hampton Research, Aliso
Viejo, USA). Jako kryoprotektant byl pouzit perfluoropolyetherovy olej od firmy
Hampton Research (Hampton Research, Aliso Viejo, USA), do kterého se krystaly
umistily na par vtefin pted difrakci. Bylo nasbirdno 500 zdznamu s oscila¢nim uhlem

0,5 © se vzdalenosti krystalu od detektoru 107,95 mm a expozici po dobu 1 minuty.
3.4. Zpracovani dat, FeSeni a validacestruktury

3.4.1. Zpracovani dat

Vychozi data pro modelovani mutantniho proteinu DhaA106 bylya ziskana po
zpracovani difrakénich dat v programu xdsapp GUI (Krug a kol., 2012), kde byla
vytvofena mapa elektronové hustoty, do které se nasledné vlozila modelova struktura
proteinu promoci programu MolRep (Vagin a Teplyakov, 1997). Takto vznikly soubory
pdb (struktura proteinu) a mtz (mapa elektronové hustoty). Tyto soubory byly nésledné
vloZzeny do programu WinCoot (Emsley a kol., 2010), kde probihala uprava celé
struktury proteinu podle mapy elektronovéhustoty. Nasledné byla upravena struktura
zpracovana v programu CCP4 (Murshudov a kol., 2011), kdy bylo po rafinaci zjisténo

o kolik se zménila jeji kvalita.
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3.4.2. Uprava struktury

Struktura proteinu byla upravovana v programu WinCoot. V tomto programu se
nejdiive nacetla mapa elektronové hustoty (mtz soubor), do které se nasledné vlozil
polypeptidovy fetézec aminokyselin s molekulami vody (pdb soubor). Mapa
elektronové hustoty zobrazuje tfirozmérny prostor pro umisténi struktury proteinu,.
Zakladni mapa oznacovand jako FWT PHWT je mirou pravdépodobnosti vyskytu
elektronu v ur¢itém misté. Tato mapa byla vygenerovana v programu xdsapp GUI A
v programu WinCoot byvéa nejCastéji zobrazena modrou barvou. Diferenéni mapa
elektronové hustoty oznaCovana jako DELFWT PHDELWT zobrazuje rozdily mezi
puvodni mapou elektronové hustoty métené¢ho krystalu a soucasného modelu. Tato
mapa je zobrazena nejcastéji Cervenou a zelenou barvou. Zelend barva poukazuje na
pozitivni elektronovou hustotu, kde mlize chybét atom, postranni fetézec apod. Treti
posledni barvou elektronové sité je Cervena, kterd oznacuje tzv. negativni elektronovou
hustotu. Zelenou a cervenou mapu elektronové hustoty vypocitava program CCP4.

Uvedené typy map elektronové hustoty jsou znazornény na obrazku ¢.11.

diferencni mapa

(DELFWT PHDELWT

Obrazek ¢.11: Zékladni typy map elektronové hustoty.

Prvnim krokem pifi modelovani struktury byla analyza celého polypeptidového
fetézce, kdy se musela individualn¢ zhodnotit a upravit kazdd aminokyselina. Pro
kazdou aminokyselinu byla pouzita funkce Real Space Refine Zone, ktera upravuje

kazdou aminokyselinu na zdklad¢ péti parametru: Bonds, Angles, Planes, Chirals, Non-
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bonded (Obrazek €.12). Nicméné ne vzdy umisti aminokyselinu spravné, proto je nutné
pfipadné rucni doladéni. Vzniklé rozdily jsou pifedev§Sim v disledcich rozdilnosti
modelil, prvnim vytvofenym programem WinCoot a skute¢nou strukturou. V ptipadé
pfitomnosti diferencni elektronové mapy, kterd poukazuje na nedostacujici
elektronovou hustotu v polypeptidovém fetézci, je n€kolik moznosti alternativniho
feSeni: moznost alternativni konformace aminokyseliny, nedostacujici obsazeni, chyby

nékteré aminokyseliny ve vytvofeném modelu podle sekvence aminokyseliny

V proteinu.
Select Map... - i
P | Accept Refinement? @
€ Real Space Refine Zone
et —————
(&) Regularize Zone
.T. Fix Atoms...
R Rigid Body Fit Zone Accept Refinement?
27 Rotate/Translate Zone |
A | Auto Fit Rotamer B
2 Rotamers... jmm Angles:  0.564
{ Edit Chi Angles l Planes: 2.016
o Torsion General \ TR (O5ER
» : j Chirals: 0.
4 Flip Peptide
B Non-bonded: 0.000, &
" Sidechain 180 Degree Flip o
Edit Backbone Torsions
& ¥ Reject |
Miibnba & Aein F |

Obrazek ¢.12:Refinement fetézce aminokyseliny Trp 48 pomoci funkce Real space refine

zone.

Znaci-li diferencni mapa elektronové hustoty moznost alternativni konformace, je
nutné ji dodélat. Tyto alternativni konformace se vytvaii piedev§im na povrchu
proteinu, kde nejsou aminokyseliny pfili§ fixované a mohou ménit své polohy. Typicky
ptiklad moznosti alternativni konformace je znadzornén u aminokyseliny asparagin Asp
76 na obrazcich¢.13-15, kde se alternativni konformace vytvofi pomoci funkce Add
Alternative Conformation to a Residue. Nasledné program nabidne nékolik moznosti
konformaci podle pravdépodobnosti umisténi. Poté se vétSinou musi konformace ru¢né
umistit do zelené mapy elektronové hustoty a vyslednou konformaci je také nutné
vycentrovat pomoci funkce Real Space Refine Zone. Nésledné je nutné zkontrolovat
obsazeni ve funkci Residue info, kde by méla byt v pfipad¢ jedné konformace obsazeni
pro oba fetézce 0,5 (0,5 pro zékladni fetézec aminokyseliny a 0,5 pro alternativni
konformaci). Obsazeni je zde chdpand jako pravdépodobnost, kdy v ptipadé¢ dvou
alternativnich konformaci bude ve stejném case bud’ prvni, nebo druha moznost a to se

stejnou pravdépodobnosti, jako naptiklad v ptipadé Asp 76.
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Druhou moznosti vyskytu diferenéni mapy elektronové hustoty v fetézci
aminokyselin jsou nespravnd obsazeni nékteré Casti fetézce konkrétni aminokyseliny

(Obrazek €.16). Zde se pouze upravi obsazeni pro celou aminokyselinu na 1.

T Rigid Body Fit Zone

27 Rotate/Translate Zone |

ad Auto Fit Rotamer

D Rotamers...

n)

Edit Chi Angles

._\,
) |3

Torsion General

P Flip Peptide
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4y  Edit Backbone Torsions
*, Mutate & Auto Fit...

=
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- -
+ e

~  Add Terminal Residue...

O 2: t0 21.00% Chi_t =-176.00 =
O 3: p-10 10.00% Chi_1 = 61.00
O 4: p30 9.00% Chi_1 = 65.00

@®'5: t70 6.00% Chi_1 = -179.00;

| [0
New Alt Conf Occupancy
0.5

|

“ok % cancel

Obrézek ¢.14: Pfidani alternativni moZznosti a vybér z nékolika navrhovanych moznosti.
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Obrazek ¢€.15: Vysledna alternativni konformace.

Master Atom

ASPARTIC-ACID

O [Apply Occupancy to all atoms in residue?
O Apply Occupancy to atoms with alt. conf.:

[ Apply Temperature Factor to all atoms in re:

Molecule: 0 C:/Users\Admin\Desktop\DhaA\106_refmaci2a.pdb

Chybné obsazeni

sdue)
Temperature Factor

Chi 1: 65.97 degrees
Chi 2: -32.28 deqrees

Obrézek ¢€.16: Chybné obsazeni u aminokyseliny Asp 31.

Tfeti moznosti je, kdyz diferencni mapa poukazuje na ¢ast chybéjiciho
polypeptidového fetézce. U mutantniho proteinu halohenalkandahalogenasy DhaA106
byl tento problém piedevSim v iniciatni a terminacni Casti fetézce aminokyselin.
Resenim je piidani aminokyseliny na zakladé zname sekvence aminokyselin proteinu

DhaA pomoci funkce Add terminal residues, kdy se ptidad na C-konec polypeptidového

Occupancy I
Z ——

A/31ASP/N | 1.00 9 ARt-conf:

A/31 ASP/CA | 1.00 /11.31 Alt-conf:

A/31 ASP/ CB 11.02 AR-conf:

A/31 AsP/ G ff 0.50 8.60 AR-conf:

A/31 ASP/ 001§ | 0.50 7.22 Al-conf: |

A31 ASP/ 002Y 0.50 8.24 Aveont:[ ol

< )
Chi Angles

fetézce aminokyselina Ala. Cely postup je zndzornén na obrazku ¢€.17-19.
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Obrazek ¢.17: Diferenéni mapa elektronové hustoty naznacujici misto pro umisténi Ala na

konec polypeptidového fetézce.

Obrazek ¢.18: Pridani Ala 296 k His 295.
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Obrazek ¢.19: Piidany Ala 296.

Dalsi moznosti vyskytu diferencni mapy byly pozorovany hlavné uvnitf
polypeptidového fetézce, kdy postranni fetézec aminokyseliny prochdzel mimo mapu
elektronové hustoty. Po ovéteni sekvence spolu s vyobrazenym fetézcem byla zjisténa
bud’ chybnd aminokyselina, ktera byla nahrazena spravnou, dobfe fitujici mapu
elektronové hustoty (Funkce Simple mutate) (Obrazek ¢.20-22), nebo byla
aminokyselina pouze $patn¢ naorientovana mimo mapu elektronové hustoty (Obrazek
¢.23-24). V druhém pfipadé se pouze spravné naorientovala aminokyselina do mapy

elektronové hustoty funkci Real space refiment zone.

31



Obrazek ¢€.20: Chybna aminokyselina (Ala 171) v polypeptidovém fetézci.

&) Regularize Zone
,T'. Fix Atoms...
T Rigid Body Fit Zone

7 Rotate/Translate Zone

B § Auto Fit Rotamer
2 Rotamers...

Edit Chi Angles

Torsion General

Sidechain 180 Degree Flip

?
& Flip Peptide
&
A

Edit Backbone Torsions

o, Mutate & Auto Fit...

&
sy Simple Mutate... 1.

*.  Add Terminal Residue

ASN (N)

i

ASP (D)

CYs (C)

GLU (E)

GLY (G)

da0]

HIS (H)

\
\
) SV
/

1LE (I)

LEU (L)

_ e |
LYS (K)
_veron |

e

*o P A

Obrazek ¢.21: Zaména Ala 171 za GIn 171.
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Obrézek ¢.22: Namodelovany Gln 171.

Obrazek ¢€.23: Nespravné orientovana aminokyselina Glu 16.
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Obrazek ¢.24: Spravné naorientovana Glu 16.

Po upravé celého polypeptidového fetézce se pomoci funkce Difference maps peaks
vyhledaly dal$i mista s nedostacujici mapou elektronové hustoty. Tato funkce hleda
velké piky v diferencni mapé elektronové hustoty. Tyto mapy mély vétSinou tvar koule,
které jsou charakteristické pro molekuly vody. Molekuly vody se piidavaly pomoci
funkce Place atom at pointer a naslednou volnou vody (water). Cely postup je
znazornén na obrazku ¢.25-27. U molekul vody se méfila vzdalenost pomoci funkce
Distances and Angles, nebo Environment distances. Vodikova nekovalentni vazba mé
vzdalenost 2,5-3 A, a v tomto rozmezi se také modelovaly molekuly vody (Obrazek
¢.28). Jestlize byly ve struktufe proteinu molekuly vody vzdalené pod 2 A, byla jedna
z nich odstranéna, nebo byla pro kazdou z vod pfiddna konformace a obsazeni 0,5.
Druhym kritériem pro ptfidani molekul vody byla sila signdlu mapy elektronové hustoty

(1< sigma).

34



O 45 0.84 (5.14 rmsd) at xyz = (

O 46 0.83 ( 5.07 rmsd) at xyz = (
O 47 0.83( 5.07 rmsd) at xyz = (
O 48 0.83 ( 5.06 rmsd) at xyz = (
O 49 0.83 ( 5.04 rmsd) at
5.03 rmsd) 8t xyz = (
O 51 0.82( 5.01 rmsd) at xyz = (
3

Obrazek ¢.25: Vyhledani chybéjicich ¢asti fetézcli/molekul pomoci funkce difference map

peaks.
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Clear Pending Picks

= Delete... [
Obrazek ¢.26: a) Pfidani molekuly vody (funkce Place atom at pointer). b) Volba
atomu/molekuly. ¢) novy atom/molekula musi byt soucésti struktury celého proteinu (V ptipadé

volby New Molecule je nutné pozdéjsi sjednoceni pomoci funkce Merge Molecule).

Refine/Regularize Control... I

Select Map... [

Real Space Refine Zone

. ———
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L 1 Fix Atoms...

Accept Rigid Body Fit?
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J 7 Rotate/Transiate Zmol
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2 Rotamers...

Edit Chi Angles

Obrazek ¢.27: Ptidand molekula vody a oprava polohy pomoci funkce Real Space Refine

Zone.
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Obrazek ¢.28: Spravnd vzdalenost mezi molekulami vody koordinovanymi nekovalentni

vodikovou vazbou.

Dalsi chyby byly zjiStény pomoci funkce Difference maps peaks uvnitt aktivniho
mista, kde byly chybné umistény molekuly vody, z nichz jedna méla byt halogenid
navazany nekovalentni vazbou mezi dvé aminokyseliny (Asn 41, Trp 107) stabilizujici,
namisto ostatnich molekul by méla byt namodelovana molekula PEG. Na obrazku ¢.29

jsou znazornény chybné molekuly vody.

Obrazek ¢.29: Aktivni misto s chybnymi molekulami vody.

Po odstranéni molekul vody pomoci funkce delete a volby water, se namodelovala
molekula PEG (polyethylenglykol). Pfidani a vycentrovani molekuly PEGu je
znazornéno na obrazku ¢.30-31. Molekula PEGu byla vybrana s odpovidajicim
mnozstvim ethylenu, tak aby dobfe zapadla do mapy elektronové hustoty. V piipade

proteinu DhaA106 byl vybran tetraethylenglykol.
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Aniont chloru se po smazani molekuly vody pfidal pomoci funkce Place atom at
pointer stejné jako molekula vody. Rozdilem je pouze volba chloru, ktery se piida
a nasledn¢ vycentruje pomoci funkce Real space refine zone stejné, jako u vyse

popsanych piikladt (Obrazek ¢.32).

m Edr Coloulste Draw Measures Valdate HID About Extensions
Open Coordinates...
Auto Open MTZ...
Open MTZ, mmCIF, fcf or phs...
Open Map...

< Import CIF dictionary...

2. Search the Monomer Uibrary

| ——
roJrseriens o> 4 seac

[ indude Monomers with Minimal Descriptions

¥ rFetch PO8 & Map using EDS...

3 Save Coordinates...
| 3 Save Symmetry Coordinates...

- Sove State...
¢ Recover Session...

3 Cose molecule/map...

6 ot

Obrazek ¢.30: Pfidani molekuly tetraethylenglykolu pomoci funkceSearch Monomer

Library.

Obrazek ¢.31: Pfidand molekula PEGu a jeji nasledné vycentrovani.
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Pointer Atom Type:

O water

QO Ca (calcium)
O Mg

QO Na

Q Br
QO so4
QO P04

Other... |

Pointer Atom Added to Molecule:
0 ...Desktop\DhaA\106_refmac12a.pdb| 5 |

<Jok | 3 cancel |

Obrazek ¢.32: Pfidani aniontu chloru do aktivniho mista pomoci funkce Pointer Atom

Type.

Posledni upravou byly zbytky kyseliny octové (acetaty), které byly soucasti
srazeciho roztoku pfi krystalizaci. Po nalezeni chybéjicich acetati pomoci funkce
Difference map peaks, se chybéjici acetity namodelovaly obdobné, jako molekula
PEGu. V knihovné monomeru byl zaddn acetate a nasledné se vybral iont kyseliny

(acetate ion). Cely postup ptidani acetdtu je znazornén na obrazku ¢.33-34.

Obrazek ¢.33: Sitovy model mapy elektronové hustoty oznacujici chybéjici acetat.
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< | 0|

3¢ Close

Obrazek ¢.34: Dosazeni molekuly acetatu do mapy elektronové hustoty.
3.4.3. Ovéreni upraveného enzymu DhaA106

Jednotlivé tpravy v programu WinCoot se pravidelné ovéfovaly programem
Refmac5 v CCP4, ktery vyhodnocuje modelovou strukturu s mapou elektronové
hustoty. Do programu se tedy vkladaji jak koordinaty modelu (soubor pdb) tak i mapa
elektronové hustoty (soubor mtz) pomoci funkce refinementa volbou typu rafinaci
(isotropni), kde se do tabulky vyplni patficnd pole. Nasledné se spusti rafinace
jsou veli¢iny: R-factor, R-free, Rms bondlength, Rms bondangle, a mean B value.

R-faktor, neboli zbytkovy faktor nebo R-hodnota udédva miru shody mezi
krystalografickym modelem po rafinaci a opravach v programu WinCoot a difrakénimi
daty z rentgenové analyzy. Hodnota R-free je podobna jako R-faktor s tim rozdilem, Ze
pted rafinaci se odstrani pfiblizné 10 % z experimentalnich dat a nésledné se provede
rafinace se zbyvajicimi 90 %. Hodnota R-free nezahrnuje 100% nasbiranych
difrak¢nich dat a proto je o néco malo vyssi nez R-faktor.

Rms hodnoty ptedstavuji kvadraticky primeér, ktery je definovan statisticky jako
druhd odmocnina stfedni hodnoty druhych mocnin vzorku. Tato hodnota byla sledovéna
u délky vazeb a uhlu vazeb.

B value (také B faktor, hodnota B, neboli teplotni faktor) je hodnota, ktera urcuje

miru rozptylu pro kazdy atom nebo skupinu atomu. Teoreticky B-value urcuje statickou
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nebo dynamickou mobilitu atomu a také miize urcovat, kde jsou chyby v modelu

struktury.
3.4.4.Validace struktury

Validace struktury byla provedena v softwaru COOT a online pomoci hodnoticiho
softwaru Molprobity na strance molprobity.biochem.duke.edu (Chen a kol., 2010). Na
rozdil od softwaru CCP4 je zde hodnocen model struktury enzymu DhaA106 bez mapy
elektronové hustoty. Hodnoceni je provadéno vodikiim modelu s pfidanymi atomy
vodikl, a nasledné je prozkouména geometrie kazdé aminokyseliny, ptipadné kiizeni
vazeb, thly vazeb, torzi apod.

Prvnim krokem validace bylo nacteni strukturnich dat findlntho modelu
dehalogenazy DhaA106 (po 18 kolech rafinace) ve formatu pdb (Obrazek ¢.35).
Nésledné byly pifidany atomy vodiku pomoci funkce add hydrogens (Obrazek €.36).
Nasledn¢ volbou Analyze all-atom contacts and geometry byly vypocteny jednotlivé
parametry kazdého atomu vSech aminokyselin v celém polypeptidovém fetézci
(Obrazek ¢€.37). Po vypocteni veskerych parametrii byla vytvofena souhrnna vysledna

tabulka, ktera je uvedena v kapitole Vysledky.
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Evaluate NMR PDB/NDB code: type: | PDB coords v Fetch >
Fix up structure —
Work with kins

View. & download files Vybrat soubor | 3oubor nevybran type: | PDB coords v Upload > |

Obrazek ¢€.35: Nacteni struktury proteinu do softwaru MolProbity.
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Obrazek ¢.36: Pridani atomt vodikd do struktury proteinu DhaA106.
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Obrazek ¢.37: Analyza meziatomovych vzdalenosti a geometrickych parametrti v softwaru

MolProbity.

3.4.5. Zobrazeni molekularni struktury v programu VMD

Zobrazeni opravené struktury DhaA bylo provedeno v programu VMD (Humphrey
a kol., 1996), kterym lze zobrazit molekularni strukturu pomoci riznych modeli. Timto
softwarovym nastrojem lze zobrazovat i konkrétni ¢asti molekuly, jako je naptiklad
studovana pentada aktivniho mista enzymu. Pentdda aktivniho mista byla zobrazena
pomoci funkce Graphical represantions. Tato funkce umoziiuje na definované oblasti
molekuly zobrazit rizné¢ molekularni reprezentace, jako je napt. tyCinkovy, kulickovy
stuzkovy ¢i povrchovy model (obrazek ¢.38). Nasledné¢ byl spolecné s pentadou
zobrazen chloridovy aniont, ktery se nekovalentné vaze na aminokyseliny Trp 107 a
Asn 41 nekovalentni vazbou.

Model celého enzymu byl nasledné zobrazen stejnym zbusobem jako pii zobrazeni

pentady.
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Obréazek ¢.38: Zobrazeni aktivniho mista (pentaddy AMK) dehalogenazy se zbytkem

substratu (chloridového aniontu).
3.5. Méreni vzdalenosti v aktivnim misté v programu VMD

Meéieni meziatomovych vzdalenosti bylo provedeno stejné jako zobrazeni proteinu
v programu VMD. Na zobrazené pentddé¢ aminokyselin a chloridového aniontu byla
zmétena vzdalenost chloridu k Trp 107 a Asn 41. Vzdalenost byla métena v jednotce
angstromech (A). 1 A odpovida 0,1 nm. Postup méfeni je znazornén na obrazku &.39

a 40.
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Obrazek ¢.39: Zobrazeni nekovalentnich vazeb mezi chloridovym aniontem a Trp 107

aAsn4l.
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Obrazek €.40: Naméiené vzdalenosti nekovalentnich vazeb fixujicich chloridovy aniont
v aktivnim mist¢ dehalogenazy.

3.6. Simulace interakce proteinu DhaA106 se substratem

Pro simulaci struktury proteinu byl pouzit software PELE (Protein Energy
Landscape Exploration) (PELE, 2014), ktery se standardné pouziva k prizkumu
energetickych stavil proteinu a interakei proteinu se substratem.

Metoda softwaru PELE kombinuje statisticky ptistup Monte-carlo s algoritmy
predikce proteinové struktury. Na rozdil od metody molekularni dynamiky metoda
PELE neni Casové naroc¢nd i v ptipadé studia procesii, které se odehravaji i v delsi
Casové Skale.

Pro zobrazeni vysledkli simulace z PELE byl pouzit software VMD. Jako substrat
byl zvolen 1,2-dibromethan. Celd simulace byla provedena ve 400 krocich se 148

akceptovanymi molekularnimi strukturami. Na obrazku ¢.41 je znazornén snimek

simulace interakce proteinu se substratem.
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Obrazek ¢.41: Model dehalogendazy DhaA 106 se substratem 1,2-dibromethanem.
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4. Vysledky

4.1.Krystalizace proteinu DhaA106

Krystaly DhaA 106 vyrostly béhem jednoho tydne pii pokojové teploté ze srazeciho
roztoku a roztoku proteinu pfipraveného v pomeéru 1:1. Jednalo se predevSim
o ty¢inkové krystaly (Obrazek ¢.42). Tyto krystaly, o velikosti 0,08 x 0,38 x 0,018 mm,
byly pouzity pro difrakéni analyzu.

BN

Obrazek ¢.42 Tyc¢inkovy krystal proteinu DhaA106.

4.2. Difrakéni analyza

V pribéhu difrakéniho méfeni bylo ziskano 500 zdznamt s 0,5° thlem oscilace
a vzdalenosti krystalu od detektoru 120 mm (Obrézek ¢.43). VSechny data z difrakcni

analyzy jsou uvedena v tabulce ¢.2.
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Obrazek ¢€.43: Jeden z pétiset zdznamt z difrakéni analyzy.

Tabulka ¢.2: Difrakéni data.

Difrakéni data DhaA106
Difraktometr homesource X-ray diffractometer
Detektor MAR345 107,95 mm
Vzdalenost krystalu od detektoru 120 mm
MnozZstvi zaznami 500
Uhel oscilace 0,5°
Vinova délka 1,541790 A
Rozliseni 39,42-1,69 (1,733-1,689) A
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4.3. Modelovani proteinu DhaA106

VSechny upravy v modelu molekularni struktury DhaAl06 byly provadény
programem WinCoot. V polypeptidovém fetézci byly vytvofeny alternativni
konformace, déale byly opraveny chybné aminokyseliny a chybnd obsazeni v fetézcich
aminokyselin. K celé struktufe proteinu byly dale pfiddny molekuly vody, zbytek
substratu (aniont chloru), molekuly octanu a molekula polyethylenglykolu. Takto
upravend struktura byla dale hodnocena (validovéna) softwarem WinCoot

a MolProbity.
4.4. Rafinace molekularni struktury enzymu DhaA106

Celkem bylo provedeno 18 cykla rafinace struktury enzymu DhaA106. V tabulce
¢.3 jsou uvedeny hodnoty posledni rafinace pro porovnani i hodnoty prvni rafinace.
U vsech veli¢in plati pravidlo, ze ¢im jsou jejich hodnoty blize k minimu, tim 1épe
model enzymu popisuje mapu elektronové hustoty. Pro R-factor a R-free je viditelné
znacné zlepSeni a lze konstatovat, ze ziskany model téméi dokonale vypliuje mapu

elektronové hustoty.

Tabulka ¢.3: Porovnani hodnot 1. a posledni rafinace.

1. Refinement 18. Refinement
R-factor 0,1627 0,1241
R-free 0,1918 0,1662
Rms-bondlenght 0,0231 0,0186
Rms-bondangle 1,7242 1,8624
B-value 6,859 7,74

4.5. Validace enzymu DhaA106

Validace struktury DhaA106 byla provedena v softwaru MolProbity a WinCoot.
Vysledné hodnoty jsou shrnuty v tabulce ¢.4. Na obrazku ¢.44 je zobrazen tzv.
Ramachandraniv diagram s uvedenim torznich uhlt (thel mezi dvéma rovinami) phi

a psi, které jsou v peptidovém fetézci studovaného modelu dehalogenazy.
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Aminokyseliny v modelovaném fetézci nelezi v zakazanych zoénach s nevhodnymi

kombinacemi vazebnych thll, ¢imz byla potvrzena vérohodnost ziskaného modelu.

Tabulka ¢.4: Vysledné hodnoty validace v softwaru MolProbity.

Clashscore, All atoms 428
Poor rotamers 3 1,14%
Rangachandran 0 0%
ourliers
Ramachandran 299 97.08%
favored
MolProbity Score 1,41
General case
180 \
Psi — //
1+
: %)
0]

180 {(]\‘f\

-180

T T

Phi

Obrazek ¢.44: Ramachandrantiv diagram modelu proteinu DhaA106.
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4.6. Zobrazeni aktivniho mista a celého enzymu DhaA106

Zobrazend struktura celého enzymu je na obrazku ¢.45. Enzym obsahuje pouze
jedno aktivni misto, které je ulozeno v hlavni doméné enzymu. Hlavni doména
predstavuje nejveétsi Cast, kterou tvofi a-Sroubovice (fialova barva) a B-skladané listy
(zlutd barva). Za substratovou specifitu odpovida tzv. cap doména, kterd je slozena
pouze z oa-Sroubovic. Pentdda aminokyselin je zndzornéna ty¢inkovym modelem.
Chloridovy aniont jako zbytek odbourdni substratu je znazornén zelenou kulickou

uvnitf aktivniho mista.

cap doména

hlavni doména

Obrazek ¢.45: Model enzymu DhaA106 se zvyraznénymi doménami a aktivnim mistem.
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Detailni zobrazeni pentddy aminokyselin s chloridovym aniontem jako produktu
dehalogenace je uvedeno na obrazku ¢.46. Chloridovy aniont je fixovan nekovalentni
vazbou s dvéma dusiky aminokyselin Trp 107 a Asn 41, (Obrazek ¢.47). Délka vazby
mezi chloridovym aniontem a Trp 107 je 3,37 A. Délka vazby mezi chloridovym

aniontem a Asn 41 je 3,22 A.

Glu 130

His 272

Obrazek ¢.46: Pentada aminokyselin aktivniho mista dehalogendzy s chloridovym
aniontem zobrazena ty¢inkovym modelem (vytvofeno softwarem VMD), chloridovy aniont je

znazornén zelenou kuli¢kou.

4

N Trp107
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<
C I Nekovalentni vazba
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Ho _H
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Obrézek ¢.47: Navézani zbytku substratu mezi aminokyseliny Trp 107 a Asn 41

nekovalentni vazbou (vytvofeno softwarem Chemsketch).
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4.7. Simulace proteinu DhaA106 se substratem

Pribéh vyvoje energie pii simulaci proteinu se substratem DBM (dibrémethanem)
popisuje graf ¢.1, ve kterém jsou uvedeny 3 paralelné nezavislé simulace interakci
protein-substrat ve 400 krocich. Z grafu jsou patrné poklesy energie, které poukazuji na
blizkost tunelu. Do tunelu a nasledné do aktivniho mista se vSak substrat nedostal. Na
obrazku ¢.48 je substrat v tésné blizkosti vedouciho do aktivniho mista. Béhem
simulace protein ménil konformace, pii nékterych krocich byl viditelny tunel, ktery
spojuje aktivni misto s povrchem (Obrazek ¢.49).

Energy
-1.018e+04

—Energy =1
—Energy 2

-1.022e+04

——Energy 23

-1.026e+04+

-1.03e+04

-1.034e+04-

-1.038e+04+

-1.042e+04+

T

-1.046e+04-

T T T T T
0 100 200 300 400
Steps

Graf ¢.1: Pribeh vyvoje energie pii simulaci proteinu se substratem (dibromethanem).
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Substrat
(dibromethan)

Obrazek ¢.49: Pohled do tunelu, ktery spojuje aktivni misto s povrchem proteinu (32. krok

simulace).
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5. Diskuze

5.1. Krystalizace

Mutantni varianta DhaA106 byla vykrystalizovana metodou sedici kapky. Stejnou
metodu pouzili také Stsiapanava a kol. (2008) u mutantnich variant DhaA04, DhaA14
a DhaAl5. Pomoci uvedené metody byly také vykrystalizovany mutantni varianty
DhaA31 (Lahoda a kol., 2011; 2014; Malcher, 2013). Metodu sedici kapky dale uvadi
Stsiapanava a kol. (2011) u divoké varianty DhaA a u mutantni varianty DhaA13.
Stejnou metodu pro krystalizaci DhaAl12 uvadi i Emmer (2007). Pro krystalizaci
proteinu DhaA lze pouzit i jiné krystalizacni metody (zadkladni i pokrocilé), které jsou
detailné popsany autory Kutd Smatanova (2008), Chayen (1997); Gilliland (1998) nebo
v katalogu HamptonResearch (2001) (AlisoViejo, USA).

Predbézné krystalizacni podminky pro studovany protein DhaA106 byly nalezeny
za pouziti komer¢nich srazecich roztokdi CrystalScreenkit HR2-110 (Hampton
Research, AlisoViejo, USA). Srazeci roztok byl ptipraven z 0,1 M octanu sodné¢ho o pH
4,6; 0,2 M octanu amonného a 35 % PEG 4000. Stejny srazeci roztok pouzila i Tratsiak
a kol. (2013) u halogenalkandehalogenasy DpcA. Pro krystalizaci mutantni varianty
DhaA31 uvadi Lahoda a kol. (2014) srazeci roztok o slozeni 29 % PEG 4000 a 100 mM
MES-NaOH pH 6,4. Stejny roztok aplikoval také Malcher (2013) pro krystalizaci
DhaA31. U divokého typu DhaA byl pouzity srazeci roztok sloZzeny z 39 % PEG 4000,
8 % TCP (trichlorpropanu) a 100 mM octanu sodného o pH 8,8; celkové pH roztoku
bylo 7,8 (Lahoda a kol.,, 2014). U mutantni varianty DhaAl2 byl aplikovan jiny
krystaliza¢ni roztok o slozeni: 20-25 % PEG 1500; 0,2 M octan sodny; 0,1 M MES pH
5,5 (Emmer, 2007).Stsiapanava a kol. (2008) uvad¢ji slozeni srazecich roztokl pro
mutantni variantu DhaA04: 80 mM Bicine o pH 9; 8 % PEG 8000 a 80 mM MgCl, a
pro varianty DhaA14 a DhaA15: 25 % PEG 4000, 8 % 2-propanol a 100 mM octan
sodny. Pro divoky typ DhaA udava Stsiapanava a kol. (2011) slozeni krystalizacniho
roztoku: 25 % PEG 4000, 6% 2-propanol a 100 mM octan sodny a pro mutantni
variantu DhaA13: 29 % PEG 8000; 200 mM octan sodny. V uvedenych srazecich
roztocich narostly monokrystaly vhodné pro difrakéni analyzu, které byly métfeny na
zdrojich synchrotronového zareni. Citovani autofi také uvadéji srazeci roztoky, pfi
kterych vznikly pouze mikrokrystaly. Slozeni téchto roztokd muselo byt nasledné

optimalizovano tak, aby jejich pouziti vedlo ke vzniku monokrystalli. Z uvedenych
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ptikladi krystalizacnich experimentl riznych mutantnich variant stejného proteinu
DhaA je patrné velka variabilita sraZecich roztoki a je ziejmé, Ze pro krystalizaci kazdé
nové mutantni formy je nutné najit optimalni specifické podminky, tedy neexistuje
jeden srazeci roztok, ktery by byl vhodny provSechny mutantni varianty proteinu DhaA.

Dutlezitou podminkou pro krystaliza¢ni experimenty je také Cistota proteinu. Ta se
posuzuje pomoci SDS-PAGE gelové elektroforézy (Malcher, 2013). Obecné plati: ¢im
Cistgj$i protein tim veEtsi Sance na uspésnou krystalizaci (KutaSmatanova, 2008). Dalsi
kritérium, na kterém zavisi GspéSnost krystalizace, jeslozeni proteinového roztoku,
ktery neni nikdy 100 %. V diplomové praci byl pouzit protein DhaA106 o koncentraci
11,6 mg.ml" v 50 mMTris-HCI pufru o pH 7,5. U divokého typu DhaAwt a mutantni
varianty DhaA13 uvadgji Stsiapanava a kol. (2011) koncentraci proteinu 10 mg.ml™
v 50 mM Tris-HCI pufru o pH 7,5. U krystalizace mutantnich variant DhaA(04, DhaA14
a DhaA 15 mél protein v roztoku koncentraci 7-18 mg.ml™'a byl p¥ipraven v 50 mMTris-
HCI pufru o pH 7,5 (Stsiapanava a kol. 2008). Stejné koncentrace proteinovych roztokl
se pouzivaji i u jinych halogenalkandehalogenas, napt. Tratsiak a kol. (2013) uvadi
koncentraci proteinu DpcA10 mg.ml™ v 50 mM Tris-HCI pufru o pH 7,5. Koncentrace
proteinu a predevsim jeho Cistota jsou nutné pozadavky pfi realizaci krystalizacnich
experimentd.

Nejlepsi trojrozmérné krystaly DhaA106 mély velikost 0,08 x 0,38 x 0,018 mm
a tyCinkovity tvar. Lahoda a kol. (2014) uvadi krystaly DhaA31 o velikosti 0,28 x 0,19
x 0,13 mm. Krystaly divokého typu DhaAwt o velikosti 0,19 x 0,03 x 0,03 mm uvadi
Stsiapanava a kol. (2011). U mutantni varianty DhaA13 mély nejvétsi krystaly rozméry
0,24 x 0,12 x 0,07 mm (Stsiapanava a kol. 2011). Rozméry monokrystalii u mutantni
varianty DhaA04 byly 0,20 x 0,15 x 0,06 mm. U varianty DhaAl5 byly rozméry
krystald 0,17 x 0,07 x 0,02 mm a 0,16 x 0,06 x 0,02 mm u varianty DhaAl4
(Stsiapanava a kol. 2008). Tycinkovité krystaly uvadi i Malcher (2013) u varianty
DhaA31 a Emmer (2007) u varianty DhaA12.

Krystaly DhaA106 rostly po dobu jednoho tydne, podobné jako krystaly ostatnich
mutantnich variant a také krystaly divokého typu (Stsiapanava a kol. 2008; 2011).
Hlavnim parametrem je tedy spravna volba srdZeciho roztoku a Cistota a koncentrace
proteinového roztoku. Kromé téchto faktortt miize mit na rist krystali vliv také svétlo
a okolni podminky (KutdSmatanova, 2008), proto by méla byt krystalizacni desticka

pecliveé uzaviena proti pfistupu svétla a umisténa na stinném misté.
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5.2. Difrakéni analyza

Difrakénim méfenim krystalt DhaA106 bylo zaznamenano celkem 500 obrazk pfi
nastaveni oscilaéniho thlu 0,5° a vzdalenosti krystalu od detektoru 120 mm.
Rentgenové zateni mélo vinovou délku 1,542 A. Lahoda a kol. (2011; 2014) uvadi
u sbéru difrakénich dat z mutantni varianty DhaA31vInovou délku rentgenové zateni
1,033 A. Pfi tomto méfeni bylo ziskano 120 difrakénich zdznamu pii nizkém rozliSeni
(50-2,89 A) a uhlu oscilace 3° a vzdalenosti detektoru od krystalu 300 mm. Dale bylo
ziskano 400 difrak¢nich zaznamu pii vysokém rozliSeni (50-1,26 A), Ghlu oscilace 0,5°
a vzdalenosti krystalu od detektoru 100 mm. Stejné nastaveni vinové délky rentgenové
zafeni, jako bylo aplikované na krystaly DhaA106, uvadi i Stsiapanava a kol. (2011)
a Emmer (2007) u krystald DhaA divokého typu a mutantni varianty DhaA12, v obou
ptipadech se jednalo o stejny typ difraktometru a detektoru. U divokého typu DhaAwt
bylo zaznamenano 360 difrakénich zaznamii s thlem oscilace 1° a vzdalenosti krystal-
detektor 60 mm (Lahoda a kol., 2014). U mutantni varianty DhaA04 probihalo difrakéni
meéfeni ve dvou krocich, kdy v prvnim bylo zaznamenano 152 difrak¢nich obrazkt
s uhlem oscilace 1° a vzdalenosti 200 mm od detektoru pfi nizkém rozliSeni (30-2,30
A). Ve druhém kroku bylo ziskano 318 difrakénich obrazku pti vysokém rozliseni 30-
1,20 A, s thlem oscilace 0,5° a vzdalenosti detektoru od krystalu 85 mm. Celkem bylo
ziskano 470 difrak¢énich zdznaml. U mutantni varianty DhaA14 probéhla rentgenova
analyza dokonce ve tfech krocich, kdy v prvnim bylo ziskano 360 difrakénich obrazka
pfi nizkém rozliSeni 30-2,20 A s Ghlem oscilace 1° a vzdalenosti krystalu od detektoru
210 mm. Ve druhém kroku bylo celkem naméteno 720 difrakénich obrazki pii stfednim
rozliSeni 30-1,25 A s thlem oscilace 1° a vzdalenosti krystalu od detektoru 100 mm. Ve
tietim kroku bylo zaznamenano 720 obrazku pii vysokém rozliSeni 30-0,95 A s thlem
oscilace 0,5° a vzdalenosti krystalu od detektoru 50 mm. U mutantni varianty DhaA15
byly veskeré obrazky vytvofeny pfi stejném rozliSeni 1,15 A s Ghlem oscilace 0,5°
a vzdalenosti krystalu od detektoru 171 mm (Stsiapanava a kol. 2008; 2010).
U mutantni varianty DhaA13 bylo vytvofeno 400 difrakénich zdznami pfi nastavené
vinové délce 1,033A; zde se jednalo o krystaly proteinu i se substratem (Stsiapanava
a kol. 2011). Pro krystaly halogenalkandehalogenasy DpcA byla pouzita vinova délka
0,978 A a uhel oscilace 1° pti vzdalenosti krystalu od detektoru 90 mm (Tratsiak a kol.
2013). Pro sbér difrakcnich dat neexistuje pouze jeden typ difraktometru a detektoru.

Pro kazdy typ detektoru a difraktometru je mozné nastaveni rizné vlnové délky,
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vzdalenosti krystalu od detektoru a thlu oscilace, proto je nutné tyto proménné brat

v potaz pro uspésné ziskani difrak¢nich dat.
5.3. Rafinace, validace a uprava struktury DhaA106

Rafinacestruktury DhaA106 byla provedena manualné v softwaru WinCoot
(Emsley a kol., 2010). Stejn¢ postupovali i ostatni autofi pfi feSeni struktury dalSich
mutantnich variant DhaA (napf. Lahoda a kol., 2014). Pravideln¢ byla kontrolovana
rafinace struktur v programu CCP4. Vysledky rafinace porovnané s jinymi mutantnimi

variantami proteinu DhaA jsou uvedeny v tabulce €.5.

Tabulka ¢€.5: Vysledky rafinaci u jednotlivych variant proteinu DhaA vcetné divokého
typu, od kterého jsou mutantni varianty odvozeny, DhaA04, DhaA14 a DhaAlS5 (Stsiapanava
akol., 2010), DhaA31 a DhaAwt (Lahoda a kol., 2014).

DhaA106 | DhaA04 DhaA14 DhaA15 DhaA31 DhaA
R-faktor (%) 12,41 13,7 11,5 13,2 12,8 21,6
R-free (%) 16,62 16,7 13,7 16,2 16 27,3
B-value 7,74 13,4 13,2 13,1 11,23 19,87

Z uvedené tabulky je patrné, ze hodnoty rafinace jednotlivych struktur jsou
1 podobné, zna¢né rozdily jsou patrné pouze mezi mutantnimi variantami a divokym
typem proteinu DhaAwt.

Validace struktury DhaA106 byla provedena pomoci softwaru MolProbity (Chen
a kol., 2010). Celkem 97,3 % residui bylo lokalizovano v nejvyhodné;jsi oblasti a 100%
v povolené oblasti mapy elektronové hustoty. Podobné vysledky zaznamenala také
Lahoda a kol. (2014) u divoké typu DhaAwt, kdy jedinym rozdilem bylo o 0,6 % mén¢
residui ve zvyhodnéné oblasti mapy elektronové hustoty. Témér stejné vysledky uvadi
i Stsiapanava a kol. (2010) u mutantnich variant DhaA04, DhaA14 a DhaAlSs.
U mutantni varianty DhaA31 bez substratu bylo zaznamenéno 90 % residui a u stejné

varianty se substratem 89,6 % uvniti Ramachradanova diagramu (Lahoda a kol., 2014).
5.4. Charakteristika aktivniho mista proteinu DhaA106

Aktivni misto je slozeno zpentddy aminokyselin, konkrétné¢ zaminokyselin:

asparagin 41, kyselina asparagova 106, tryptofan 107, glutamin 130 a histidin 272.
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V aktivnim misté je také zbytek substratu (iont chloru), ktery je poutdnmezi tryptofan
a asparaginem nekovalentni vazbou. Tyto dvé aminokyseliny stabilizuji aniont chloru
do pfichodu dalsiho substratu, ktery aniont chloru vytésni a nahradi jej dalSim iontem.
Pii vstupu halogenovaného substratu dochdzi k jeho navazani na kyselinu asparagovou
106, ktera navéaze substrat esterovou vazbou. Soucasné dojde k uvolnéni halogenu, ktery
se navaze jako halogenid mezi dvé€ stabilizujici aminokyseliny (Trp 107 a Asn 41).
Nasledn¢ histidin 272 odebere jeden vodik z molekuly vody, ktera takto ucinné
hydrolyzuje esterickou vazbu za vzniku alkoholu jako findlniho produktu reakce
(Lahoda a kol., 2014).

Ve struktute DhaAl06 byla nalezena katalytickd pentdda vcetné chloridového
aniontu. Chybéla pouze molekula vody v dostateéné vzdalenosti (do 4A) od histidinu
272. Vzdalenost chloridu od asparaginu 41 byla 3,22 A a 3,37 A od tryptofanu 107.
U mutantni varianty DhaA31 byla vzdélenost iontu od asparaginu 41 3,34 A a 3,27 A
od tryptofanu 107. Zde byla molekula vody vzdalena od histidinu 272 3,17 A (Lahoda
a kol., 2014). U mutantnich variant DhaA04, DhaAl14 a DhaAl5 byla primérna
vzdélenost chloridového iontu od asparaginu 41 3,38 A a 3,21 A od tryptofanu 107
(Stsiapanava a kol. 2010). Ne&ktefi autofi uvadéji i vzdalenosti mezi ostatnimi
aminokyselinami, jako napfiklad Lahoda a kol. (2014), ktera uvadi vzdalenost mezi

kyselinou asparagovou 106 a histidinem 272.

5.5. Simulace interakce proteinu DhaA106 se substratem

Simulace interakce proteinu se substratem byla provedena pomoci softwaru PELE.
Tento software byl uspé$né aplikovan v mnoha studiich popisujicich interakci proteinu
se substratem (Borrelli a kol., 2010), konformacni zmény na povrchu proteinu (Cossins
a kol., 2012) apod. Uvedena metoda byla naptiklad aplikovana ve studii proteinu aryl-
alkohol oxidazy (Hernandez-Ortega a kol., 2011), sav¢iho proteinu rapamycinu
(Espona-Fiedler a kol., 2012) a v neposledni fadé migracnich procesti v hemoglobinu
(Lucas a Guallar, 2012), nicmén¢ je potieba zminit skute¢nost, Ze doposud nebyla zZadna
dehalogenaza studovana metodou PELE.

V pribéhu simulace se substrat (1,2-dibromethan) vyskytoval v pfedev§im v okoli
tunelu, ktery spojuje aktivni misto s povrchem, nicméné piimo do aktivniho mista

substrat neproniknul. Jednou z moznych pfi€in ¢astecné tispé$né simulace jsou rozméry
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studovaného substratu, bromovany substrat je objémnéjsi ve srovnani s chlorovanym
analogem. Dal$i moznou pfi¢inou jsou konformacni zmény povrchu proteinu, pfi
kterych dochdzi také k uzavirani a otevirani tunelu. V tésné blizkosti substratu mohl byt
tunel uzavieny a substrat tak nemohl proniknout do aktivniho mista. Dal§i moZnou
pti¢inou mohla byt absence vodného prostiedi.

Pro komplexni pohled na proniknuti substratu do aktivniho mista enzymu je
nezbytna i studie, ve které bude prozkoumano vice halogenovanych substrati,
s navySenim poctut simulac¢nich krokl a se zahrnutim vhodného vodného prostiedi

solvatujiciho komplex proteinu se substratem.
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6. Zavér

Cilem diplomové prace bylo vyfeSeni a prozkoumani molekularni struktury
dehalogenasy DhaAl06 a porovnat ji s ostatnimi mutantnimi variantami DhaA.
K vyfeSeni molekuldrni struktury bylo nejprve nutné pfipravit vhodné krystaly.
Tycinkovité krystaly byly vypéstovany za pouziti srdZzeciho roztoku s nésledujicim
slozenim: 0,1 M octanu sodného o pH 4,6; 0,2 M octanu amonného a 35 % PEG 4000.
Pii difrakéni analyze bylo ziskdno celkem 500 difrakénich zaznamt, ze kterych byla
vytvofena mapa elektronové hustoty a zni prostorovy model molekularni struktury
dehalogenasy. Model byl nasledné postupné upravovan v softwaru WinCoot, ve kterém
probéhla rafinace kazdé aminokyseliny v polypeptidovém fetézci, dale byly opraveny
pozice v fetézci aminokyselin, pfidany alternativni konformace a chlorid do aktivniho
mista spolecné se zbytky srazedla a molekulami vody. Vysledny model byl rafinovan
v softwaru CCP4 a validovan v softwaru MolProbity. Vysledné hodnoty rafinace
a validace struktury byly porovnany nejen s ostatnimi mutantnimi mutantnimi
variantami, ale také s divokym typem dehalogenasy DhaAwt. Molekularni struktura
dehalogenasyDhaA106 byla nasledné¢ zndzornéna v softwaru VMD, kde bylo také
detailn¢ znazornéno aktivni misto, ve kterém byly zméteny vzdalenosti mezi chloridem
a dvéma blizkymi aminokyselinami, které jej vdZou nekovalentné. Tyto vzdalenosti
byly porovnany s mutantni variantou DhaA31. Poté byla provedena (pomoci softwaru
PELE) simulace interakce proteinu s vybranym substratem 1,2-dibromethanem. Béhem
simulace se substrat dostal do blizkosti tunelu, ktery spojuje aktivni misto s povrchem

enzymu.
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Obrazek ¢.51: Difraktometr Nonius FR591 (Bruker-Nonius).
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9. Abstrakt (Cesky)

Cilem diplomové prace bylo porovnani halogenalkandehalogenasy DhaA106
s jinymistudovanymi mutantnimivariantami téhoz proteinu. Pro difrakéni analyzu bylo
nejprve nutno vypéstovat vhodné krystaly uvedeného proteinu. Pro krystalizaci byla
pouzita zékladni metoda sedici kapky. Vypéstované ty€inkovité krystaly byly pouzity
pro difrakéni analyzu. Pfi difrakéni analyze bylo ziskdno celkem 500 difrakénich
zaznami, ze kterych byla vytvofena mapa elektronové hustoty a z niprostorovy model
molekularni struktury dehalogenasy.V modelu struktury byly nasledné pfidany
alternativni konformace aminokyselin, molekuly vody, zbytky srdzeciho roztoku
a chlorid do aktivniho mista. Po uvedené softwarové tipravé modelu byla provedena
rafinacea validace findlni struktury molekuly. Nasledn¢ byla analyzovéna pentada
aminokyselin aktivniho mista a cely protein. Hodnoty wvalidace, rafinace
a meziatomovych vzdalenosti v aktivnim misté byly porovnany s n¢kolika mutantnimi
variantami dehalogenasy, dale byly porovnany sraZeci roztoky pro krystalizaci a sbér
difrak¢nich dat. V poslednim kroku prace byla studovana interakce zvoleného substratu
na povrchu proteinu v blizkosti tunelu spojujici aktivni misto s povrchem. Uvedena
studie interakci byla provedena na principu kombinace Monte-carlo metody s algoritmy

predikce proteinové struktury.

Kli¢ova slova: krystalizace, DhaAwt, DhaA106, halogenalkandehalogenasa,

struktura, modelovaci studie
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10. Abstrakt (anglicky)

The aim of the thesis was to compare the haloalkane dehalogenase DhaA106 with
other studied protein mutant variants. For diffraction analysis, it was necessary to grow
appropriate crystals of DhaA106 protein. Crystallization experiments were performed
by standard sitting drop method. Obtained rod crystals were used for diffraction
analysis. During diffraction measurement completeset of 500 diffraction images were
obtained, from which the electron density map was formed and the spatial model of the
molecular structure of DhaA 106 dehalogenase was created. Alternative conformation of
amino acids, water molecules, parts of precipitating solution and chloride ion inthe
active sitewere subsequently added into the model structure. The final structure of the
moleculewas refined and validated. Subsequently, the amino acids pentade in the active
site and whole protein structure were analyzed . Values of validation and refining and
interatomic distances in the active site were compared with several variants mutant
dehalogenase DhaA, as well as the precipitating solutions used for crystallization and
diffraction data collection. In the last step of the work interactions of the selected
substrate with the protein surface in the vicinity of the tunnel connecting the active site
of the surfacewere studied. Mentioned interaction study was based on the principle of

combination of the Monte-Carlo methods with protein structure prediction algorithms.

Key words: crystallization,DhaAwt, DhaA 106, haloalkane dehalogenasa, structure,

modeling study
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