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Anotace

Bioluminiscence, emise svétla s pivodem v zivych organismech, nachdzi mnoho vyuziti ve véde,
pramyslu 1 zdravotnictvi. Bioluminiscen¢ni systém moiského kordlu Renilla reniformis nabizi emisi
svétla s nebyvalou Gc¢innosti, a proto byl v minulosti stabilizovéan pro vytvoreni sondy nesouci jméno
IRrIS vyuzivajici rezonanc¢ni transfer energie bioluminiscence (BRET). IRrIS ma potencial vyhodné
zastoupit jiné formy znaceni, napi. radioaktivni anebo Cisté fluorescencni, ale v soucasnosti je
schopné emise pouze zeleného svétla, které neni vhodné pro vSechny aplikace. Cilem této prace je
rozsiteni vyuzitelnosti sondy IRrIS inZenyrstvim zeleného fluorescencniho proteinu z R. reniformis
(RGFP) pro delsi vinovou délku emise za zachovani jeho biologické kompatibility s luciferazou
(RLuc) ztéhoz organismu. V ramci prace byla na zdkladé vlastni sekvenéné-strukturni analyzy
navrzena a provedena mutageneze RGFP. Ta uspésné poskytnula Zluté emitujici varianty RGFP
(RYFP) schopné interagovat s RLuc. Nejlepsi zkonstruovana varianta RYFP nese oproti pivodnimu
RGFP mutace S66G a H197Y. Pii charakterizaci variant RYFP co do fotofyzikalnich vlastnosti,
stability a schopnosti interagovat s RLuc, byly také identifikovany a diagnostikovany jejich
nedostatky, spocivajici predevsim ve slabé celkové intenzité jejich fluorescence. Jako pricina byla
odhalena nizkd excitabilita anaruSend maturace proteinl, feSitelna nejspiSe stabilizaci
a kompenzaci acidobazickych vlastnosti vnitini struktury proteinu rozruSené vnesenim mutace
H197Y. Ziskané znalosti poskytuji vhled do moznosti inzenyrstvi proteinu RGFP a poslouzi jako
pevny zaklad pro dal$i inzenyrstvi RYFP coby akceptorového fluorescenéniho proteinu pro sondu

IR1IS.

Klicova slova

Bioluminiscence; bioluminiscenéni rezonan¢ni transfer energie (BRET); IRrIS; mutageneze;

proteinové inzenyrstvi; RLuc8; RGFP; RYFP; zobrazovani bioluminiscenci



Annotation

Bioluminescence, the emission of light by living organisms, finds numerous applications in
science, industry, and medicine. The bioluminescent system of the marine coral Renilla reniformis
exhibits exceptionally high emission efficiency, and for this reason, it was previously stabilized to
create a bioluminescent probe, IRrIS, which exploits bioluminescence resonance energy transfer
(BRET). IRrIS has the potential to advantageously replace other labeling strategies, such as
radioactive or purely fluorescent methods; however, it is currently confined to the green spectral
range, which is not fully suitable for all applications. This work aims to expand the applicability of
the IRrIS probe by engineering the fluorescent protein from R. reniformis (RGFP) to emit at longer
wavelengths while preserving its biological compatibility with luciferase from the same organism
(RLuc). Based on an original sequence-structure analysis, targeted mutagenesis of RGFP was
designed and performed. This approach successfully yielded yellow-emitting RGFP variants (RYFP)
that interact with RLuc. The best engineered RYFP variant carries the mutations S66G and H197Y
relative to the parental RGFP. During the characterization of RYFP variants with respect to their
photophysical properties, stability, and ability to interact with RLuc, several shortcomings were
identified and analysed. The main limitation is their overall low fluorescence intensity. The cause
was determined to be low excitability and impaired protein maturation, most likely resulting from
destabilization and disruption of the acid—base properties of the internal protein structure induced by
the H197Y mutation. These issues may be addressed through stabilization and engineering of the
protein interior. The knowledge gained in this work provides insight into the engineering potential of
RGFP and serves as a solid foundation for further development of RYFP as an acceptor fluorescent

protein for the IRrIS probe.

Keywords

Bioluminescence; bioluminescence imaging; bioluminescence resonance energy transfer

(BRET); IRrIS; mutagenesis; protein engineering; RLuc8; RGFP; RYFP
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1 Uvop

Metody vyuzivajici emisi biologického svétla — fluorescenci anebo bioluminiscenci — maji
v dnesni dobé vyznamné postaveni jak v primyslu, tak ve zdravotnictvi a stale skryvaji velky
potencial pro dalsi rozvoj. Fluorescence i bioluminiscence jsou klicovymi hraci pii fluorescencni
mikroskopii, jsou vyuzivany naptiklad pro znaceni rakovinotvornych bunék, pozorovani Cinnosti

neurontl, jako kontrola Cistoty v nemocnicich nebo pro mapovani znecisténi v ekosystémech.[1]

Fluorescen¢ni mikroskopie, vyuzivajici naptiklad fluorescenénich proteinii jako znacek, je
schopna neinvazivné poskytnout vysoce kvalitni informace o pribéhu pozorovaného déje piimo
v zivé bunce.[2] U fluorescencni mikroskopie je ale nutné vyuzivat k excitaci fluoroforu a produkci
fotonu intenzivni externi zafeni, ¢imz ale dochazi k negativnim vliviim jak na zkoumany vzorek, tak
na samotnou fluorescen¢ni znacku. Jedna se naptiklad o fotovybélovani (trvala ztrata schopnosti
fluorescence fluoroforu po pfili§ dlouhému vystaveni silnému zdroji svétla) nebo o poskozeni tkané
okolo zkoumaného vzorku.[3,4] T¢émto nevyhoddm je mozné se vyhnout pouzitim
bioluminiscen¢nich enzymi namisto fluorescence. Bioluminiscen¢ni enzym emituje svétlo pomoci
chemické reakce bez nutnosti externiho excitatniho zateni. Tato metoda ale dlouho nebyla vyznamné

vyuzivana z toho divodu, Ze bioluminiscenéni sondy nebyly schopné poskytnout dostate¢ny jas

a byly ve findle méné¢ efektivni nez sondy fluorescencni, i pies jejich nevyhody.[5, 6]

V Loschmidtovych Laboratotich byl v roce 2022 zkonstruovan prototyp bioluminiscen¢niho
systétmu IR1IS, ktery je stabilizovanym komplexem zeleného fluorescenéniho proteinu (RGFP)
a k nému biologicky kompatibilni luciferazy RLuc se spole¢nym piivodem v moiském Zahavci renile
fialové (Renilla reniformis).[7] IRrIS vyuzivd mechanismu rezonan¢niho transferu bioluminiscenéni
energie (BRET) k emisi zeleného svétla, a diky své unikéatni konstrukci dosahuje bezprecedentni,
témer idealni (>99,5%) ucinnosti transferu energie mezi zacastnénymi molekulami.[8, 10] Toto je
nezanedbatelna vyhoda oproti jinym bioluminiscenénim sondam, které maji efektivitu casto
mnohonasobné nizsi.[6] V souCasné dobé ale IRrIS dovede emitovat pouze zelené svétlo; vytvoreni
jinak barevnych mutantli s podobnou efektivitou energetického ptenosu by ptineslo mnoho benefitil
1 moznosti vyuziti systému. Témi jsou napiiklad znaceni vice struktur v buiice zaroven ¢i jejich
soubézné pozorovani v realném Case (tzn. neni potieba fotit snimky s riznymi strukturami s ¢asovym
odstupem zvIast’ a teprve pozd¢ji je skladat) za vyuziti pouze jednoho substratu. DalSim piinosem
posunu emise smérem k Cervené ¢asti spektra je mensi reabsorpce zafeni tkanémi, coz vede ke snazsi

detekci hloubé&ji ve tkanich a tim 1 k vyssi citlivosti metod.[7, 9, 10]

Tato prace se zabyva tvorbou Zluté¢ emitujici varianty fluorescenéniho proteinu RGFP a jeji
naslednou charakterizaci co do chemickych a fyzikalnich vlastnosti a schopnosti interakce

s luciferdzou RLuc8 jako hlavniho faktoru pro efektivni BRET v ramci komplexu RGFP/RLucS.
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2 TEORIE

2.1 Luminiscence a biologické zdroje svétla

Pojem luminiscence oznacuje proces, pii kterém dochézi k netepelné spontanni emisi svétla.
Pivod luminiscence muze byt riizny, jak chemicky, tak biologicky ¢i fyzikalni, nicméné pro tuto

praci i biotechnologicky primysl jsou diilezité zejména fluorescence a bioluminiscence.[11, 12]

Revoluce vtomto odvétvi pfisla vroce 1962, kdy Osamu Shimomura publikoval praci
o bioluminiscencni meduze Aequorea victoria, za kterou v roce 2008 ziskal Nobelovu cenu za
chemii. Pivodné mél Shimomura zkoumat pouze malou molekulu luciferin a souvisejici
bioluminiscen¢ni enzym, které jsou spolu zdrojem bioluminiscence této mediuzy. Béhem prace vSak
objevil také =zeleny fluorescenéni protein (green fluorescent protein; GFP) a princip
bioluminiscen¢niho systému A. victoria, zalozeny na kombinaci bioluminiscence a fluorescence
propojenych mechanismem rezonanc¢niho transferu bioluminiscencni energie (bioluminiscence

resonance energy transfer; BRET).[13, 14]

2.2 Fluorescence

Fluorescence je emise svétla, kde je zdrojem excitani energie absorpce fotonu elektronem
fluorescenéni latky. Excitovany elektron pak pfi ndvratu do zékladniho stavu vyzaii prebyte¢nou
energii v podobé¢ fotonu s o néco nizsi energii. Pti fluorescenci nedochazi ke zméné spinu elektronu

a doba Zivota emise je tedy kratka, pohybujici se v fadu desitek nanosekund.[15, 16]

Fluorescenci miizeme najit u vSech Zivych organismi, byt’ tato schopnost neni vzdy na prvni
pohled viditelna: vlastni fluorescenci vykazuje celd fada pro Zivé organismy b&znych latek, napf.
NADH (nikotinamidadenindinukleotid) a FAD (flavinadenindinukleotid)[17], aminokyseliny tyrosin
¢1 tryptofan[18] anebo chlorofyl[19]. VétSinou je ale fluorescence vedlejsi jev zplisobeny zkratka
vhodnou strukturou dané molekuly. Uéeln& fluorescenéni molekuly se v piirodé vyskytuji spise
zfidka.[14, 20] Vnitini fluorescenci fady latek je mozné vyuZit nejen ve fluorescen¢ni mikroskopii
diferen¢ni skenovaci fluorimetrie (DSF), u které je sledovana fluorescence vnitinich ¢i vnéjSich

fluorescencnich sond reagujici na zmény napi. ve sbaleni a struktufe proteinil ¢i jinych molekul.[21]

2.3 Bioluminiscence — produkce svétla Zivymi organismy

Bioluminiscence je proces emise studeného svétla jako disledek chemické reakce s pivodem
v Zivém organismu. V pfirod€ pro organismy znamenda schopnost bioluminiscence pomérné velkou

konkuren¢ni vyhodu. V pribéhu evoluce si rizné organismy pro bioluminiscenci nasly mnoho



zpusobl vyuziti, protoZe pribéh bioluminiscence mize organismus ¢asto pomérn¢ dobie regulovat.
Prvnim znich je obrana, kdy organismus vyuziva bioluminiscenci k odstraSeni predatora nebo
vyuzije moment piekvapeni k rychlému utéku. Takovym organismem muze byt naptiklad jiz
zminovana meduza A. victoria, kterd svym svétlem vylekd nebo oslepi predatora, ktery by ji chtél
napadnout. Druhym vyuzitim je naopak lov. Toho vyuzivaji Casto ryby zijici ve velkych hloubkach,
kam se uz slune¢ni svétlo ptes sloupec vody nedostane. Pfikladem mtize byt d’as rodu Melanocostus,
kdy samice ma na vyristku nad Gstnim otvorem zavéSeny vacek s bioluminiscen¢nimi bakteriemi.
Tato svitici ,,Jampicka* laka mensi ryby piimo k tlamé d’ase, ktery bez vétsi ndmahy svou potravu
pozie. Svétlusky (naptiklad rodu Pteroptyx v jizni Asii) nasly zase jiné vyuziti bioluminiscence, a to
pro komunikaci. Tisice svétluSek jsou schopné synchronizovat zablesky svétla s piesnosti az na

20 milisekund mezi vzdalenymi stromy.[14, 22]

Na svéte existuje mnoho riznych bioluminiscenénich systémil, které jsou rozprostfeny napiic
celym fylogenetickym stromem.[22] V jedné z teorii evoluce bioluminiscence védci dosli az do doby
pred vyskytem kysliku v atmosféte, kdy kyslik a jeho slouceniny byly pro organismy toxické. Tato
teorie tvrdi, ze tehdy Zzijici organismy, jako naptiklad bakterie, si musely vyvinout systém pro
zbavovani se kysliku, k ¢emuz se hodi i mechanismus bioluminiscence, kde v prvni fazi dochézi
k oxidaci luciferinu. Znamenalo by to tedy, ze svétlo z reakce mohlo byt plivodné odpadni latka, a ne

jev, ze kterého by organismus t¢zil.[14]

2.3.1 Molekularni principy bioluminiscence

Princip vétSiny bioluminiscencnich systémti je zalozen na podobném molekuldrnim
mechanismu. Za katalyzy enzymem, tzv. luciferazou, dochdzi k oxidaci energeticky bohaté molekuly,
tzv. luciferinu, do podoby tzv. oxyluciferinu. Oxyluciferin pii takové reakci vznika v elektronové
excitovaném stavu a jeho spontdnni navrat do zdkladniho stavu je pfi¢inou emise fotonu. Jednotlivé
luciferazy a luciferiny specifické pro riizné skupiny organismu ¢i dokonce konkrétni organismy se ale
1 pfes podobny reakéni mechanismus li§i, astim pfichazi irozdily v detailech konkrétnich
mechanismi bioluminiscence.[23] Kromé ptitomnosti kysliku, bez kterého by reakce neprobéhla, je
u nékterych systémil nutnd ptitomnost dalSich latek, tzv. kofaktori, jako napiiklad molekuly ATP

(adenosintrifosfat) a ionti Mg?* u svétlusek anebo iontti Ca?" u fady motskych Zivocichii.[14, 24]

Informaci o G€¢innosti bioluminiscen¢ni reakce popisuje bezrozmérna veli¢ina kvantovy vytézek
@, definovana jako pomér po¢tu emitovanych fotonii a poctu molekul substratu spotfebovanych
enzymem pro jejich emisi.[15, 25]. Analogicky lze vyjadfit kvantovy vytézek fluorescence jako
pomér poctu fotona fluoroforem emitovanych a fotonii fluoroforem absorbovanych pii jeho excitaci.
Kvantovy vytézek za Ucasti energetického transferu (napf. pfi mechanismu BRET popsaném

v kapitole 2.4) je definovany jako pomeér poctu fotonti emitovanych akceptorovym fluorescen¢nim
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proteinem a poc¢tu molekul substratu spotiebovanych donorovym bioluminiscenénim enzymem pro

jejich emisi.[26]
2.4 Principy energetického transferu mezi proteiny

Soucasti kompletnich bioluminiscen¢nich mechanismi byva casto nejen samotna luciferazova
reakce, ale také nasledny transfer excitacni energie z excitovan¢ho, donorového oxyluciferinu na
fluorofor funkéniho, akceptorového fluorescencniho proteinu. Prikladem ptirodnich fluorescen¢nich
proteini fungujicich jako ,,zesilovace™ bioluminiscence mohou byt naptfiklad zminovany RGFP
z R. reniformis anebo AvGFP z A. victoria.[15] Kromé fluorescencnich proteinli tyto systémy
obsahuji 1idalsi komponenty, které zasadné ovliviluji princip komplexniho mechanismu
bioluminiscence — naptiklad substrat-vazebné proteiny reagujici na pfitomnost signdlnich

ionti[27], anebo systémy pro fizeni dodavky kysliku pro reakce[28].

V piirodé existuje vicero mechanismd, jakymi miZze energeticky transfer mezi komponenty
bioluminiscen¢nich systémt probihat. Nejjednodussim je trividlni transfer energie zafenim:
oxidovany luciferin emituje foton, ktery je ndhodné reabsorbovan fluoroforem fluorescenc¢niho
proteinu a zapficini tak jeho excitaci. Trivialni transfer je nejméné efektivni zpisob energetického
prenosu z toho diivodu, Ze tento mechanismus zahrnuje dva rtizné procesy excitace-emise a také

pravdépodobnost, ze foton se dostane ke fluoroforu je pomérné mala.[9]

Efektivnéjsi neZ trivialni transfer jsou mechanismy nezatfivého transferu energie. Ptikladem
muze byt Dexteriiv transfer energie zalozeny na piimé vymeéné excitovaného elektronu donoru za
elektron v zakladnim stavu akceptoru pfi jejich pfimém kontaktu. Ponévadz v ptipadé
bioluminiscence jsou ale donor iakceptor uloZzeny uvniti proteinovych struktur, pfenos energie

prostfednictvim Dexterova transferu je velmi nepravdépodobny.[29]

Mechanismus, ktery umoziiuje vysoce UCinny transfer energie v rdmci bioluminiscenénich
systémd, je zalozeny na principu Forsterova rezonanéniho pienosu energie (Forster resonance energy
transfer, FRET; Obr. 1). Pfi transferu energie pomoci FRET dochézi k soucasné deexcitaci donoru
a excitaci akceptoru skrze sit’ coulombickych interakci zprostfedkovanou naptf. usporadanymi
molekulami rozpoustédla. Nedochazi k fyzické vyméné elektronu, pouze k ptedani excitacni energie.
Aby ke FRET mohlo t¢inné dojit, musi byt splnény urcité podminky: molekuly si musi byt dostatecné
blizko, béhem pfenosu musi byt spravné orientované a musi byt energeticky kompatibilni — emisni
spektrum donoru a excitacni spektrum akceptoru se musi piekryvat, resp. pienaSena energie musi byt

vhodna a dostatena pro excitaci akceptoru.[15, 30, 31]
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Akceptor Donor Akceptor

Obr. 1: Znazornéni ptikladu systému vyuzivajictho FRET. Modré a zelené struktury znazoriiuji fluorescencni proteiny,
vinité Sipky znéazorniuji fotony. Vlevo donor a akceptor nespliuji podminky pro Gspesny FRET (pfilisnd vzdalenost,
nevhodnd orientace) a FRET tedy neprobihd. Vpravo donor a akceptor podminky FRET splituji a dochazi k pienosu

energie.

Zminovany mechanismus zodpovédny za pfenos energie vramci komplexnich
bioluminiscen¢nich systémi je tzv. rezonan¢ni pienos bioluminiscenéni energie (bioluminesce
resonance energy transfer, BRET; Obr. 2). BRET je specidlni pfipad FRET, kdy je zdrojem excitacni
energie biochemicka reakce (napft. takova, kterou katalyzuji luciferazy); donorem energie je tedy
excitovany oxyluciferin a akceptorem fluorofor fluorescen¢niho proteinu, ktery je teprve zdrojem
emise BRET systému. BRET musi pro sviij spravny pritbéh splnit stejné vySe uvedené podminky,

jako jakykoliv FRET proces.[8, 26]

BRET
. . /_\
Substrat .~ Substrat
Donor Akceptor Donor Akceptor

Obr. 2: Znazornéni ptikladu systému vyuzivajiciho BRET. Modra vétsi struktura znazoriiuje luciferazu, modra mensi
struktura znazoriuje luciferin (substrat) a zelena struktura znazoriuje fluorescencni protein., vinité Sipky znazoruji
fotony. Vlevo donor a akceptor nesplituji podminky pro tispésny BRET (prilisna vzdalenost, nevhodna orientace) a BRET

tedy neprobiha. Vpravo donor a akceptor podminky BRET spliiuji a dochazi k pfenosu energie.
2.5 Bioluminiscenc¢ni systém koralu Renilla reniformis

Renilla reniformis neboli renila fialovd je primérné 2-4 centimetry velky moisky koral
vyskytujici se predev§im v severnim Atlantiku od Severni Karoliny po Floridu.[14, 32] Tento koral
je nékterymi zdroji kolokvialn€ oznacovan také jako ,,sea pansy* = ,,moiska maceska®, nicmén¢ tento
nazev neni pro R. reniformis vyhradni a pouziva se pro vice riznych druht zahavcii.[33] R. reniformis
disponuje vlastnim bioluminiscenénim systémem; jeho luciferinem je koelenterazin (CTZ) a jadro

jeho bioluminiscenéniho systému zahrnuje CZT-dependentni luciferazu (RLuc), zeleny fluorescencni
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protein (RGFP) a CTZ-vazny protein (Renilla coelenterazin-binding protein, RCBP), ktery luciferin
stabilizuje a znepfistupfiuje pro volnou spotiebu, ¢imZz kontroluje aovlivitluje prabch
bioluminiscence.[27, 34] RCBP uvolni vazany CTZ pouze za pfitomnosti vapenatych ionti, ¢imz
Renilla dokaze velmi presné a efektivné regulovat reakci luciferinu s kyslikem. Koral emituje svétlo
z bodovych zdroju (tzv. fotocytl), které se nachazeji na povrchu téla. Bioluminiscenci vyuziva

primarné k zastraSeni predatora.[14]

CTZ se v aktivnim misté¢ luciferazy RLuc katalyticky oxiduje za vzniku koelenteramidu
v excitovaném stavu. Za pritomnosti RGFP dochéazi k formaci komplexu RGFP/RLuc, pienosu
excitacni energie na fluorofor RGFP mechanismem BRET a vysoce u¢inné emisi fotonu o vinové
délce zeleného viditelného svétla s emisnim maximem 508,5 nm. Za absence RGFP je luciferaza
taktéz schopnd emise, nicméné jeji kvantovy vytézek je dramaticky snizen, samotna luciferazova
reakce probihd mnohem pomaleji a emitované svétlo ma barvu modrou (cca 480 nm v zavislosti na

konkrétnich podminkach reakce).[10, 14]

2.5.1 Luciferin koelenterazin

Koelenterazin (CTZ) je jednim z nejbéznéjsich luciferini v motském prostredi, kde se vyskytuje
v bioluminiscencnich, ale i nebioluminiscen¢nich organismech. VétSina organismu vyuzivajici CTZ
k emisi svétla neni schopna si jej syntetizovat sama, takze ho musi ziskdvat prostfednictvim potravy;
proces biosyntézy ani hlavni zdroj CTZ v potravnim fetézci nebyl dosud identifikovan.[35] CTZ je
chemicky nestabilni, je citlivy na pfitomnost oxidovadel a také na teplotu a svétlo; diky své povaze
se jednoduse oxiduje, coz naznacuje, ze v organismech, kter¢ CTZ nevyuZzivaji k bioluminiscenci,
muze plnit roli antioxidantu.[36, 37] Aby ale u organism, které CTZ vyuZzivaji k bioluminiscenci,
nedochéazelo ke ztraté energie uloZzené v CTZ touto neproduktivni cestou, je CTZ casto in vivo
stabilizovany pomoci sulfurylace enzymem koelenterazin sulfokinasou. V tomto stavu je ale
nedostupny 1 pro luciferazu, proto pred jeho vyuzitim pro bioluminiscenci musi byt stejnym enzymem

pfeménén zpét na ptivodni koelenterazin.[27, 38, 39]

2.5.2 Luciferaza RLuc

Luciferaza z R. reniformis (RLuc) je katalytickou komponentou bioluminiscencniho systému
svého organismu ajednou z biotechnologicky nejCastéji vyuzivanych luciferaz. RLuc je
311 aminokyselin dlouhy monomerni enzym o hmotnosti pfiblizn€ 36 kDa.[40] Luciferaza RLuc ma
typickou o/B-hydrolasovou strukturu tvofenou dvéma doménami; hlavni doména je slozena
z osmifetézcového B-skladaného listu, okolo kterého se nachazi Sest a-Sroubovic, vickova doména
obsahuje vyhradné a-Sroubovice (Obr. 3a). Katalytické misto luciferdzy se nachazi uvniti dutiny mezi

témito doménami.[40, 41] RLuc katalyzuje tfizenou oxidaci CTZ pomoci kysliku bez piitomnosti
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kofaktoru, coz vede k uvolnéni energie ulozené v CTZ.[27] Molekula divokého typu luciferazy se po
zpracovani zhruba 100 CTZ molekul inaktivuje.[41] Mechanismus tohoto déje dosud nebyl
spolehlivé objasnén. Inaktivace RLuc spolecné se silnou produktovou inhibici enzymu vede k emisi
bioluminiscence nikoliv trvalym svicenim, ale typickymi rychlymi zablesky, které koral vyuziva
k zastraSeni predatora. Inaktivace RLuc je vSak pii lidskych aplikacich nezadouci. Mimoto divoky
typ enzymu zacind byt nestabilni jiz pfi teploté 35 °C. Tyto, ale i dal§i nezaddouci vlastnosti enzymu
branici technologickému vyuziti RLuc, vedly ke hleddni mutaci, které by vlastnosti enzymu
vylepsily.[42] Vysledkem je varianta RLuc8, kterd oproti divokému typu obsahuje osm bodovych
mutaci. RLuc8 ma oproti RLuc zvyseny kvantovy vytézek bioluminiscence, pii in vivo aplikacich je
jeji emise 200% stabiln€jsi a zminovany inaktivacni mechanismus byl zcela odstranén. V reakci ani
ve struktufe se RLuc8 nicméné neliSi od ptvodni RLuc aje tedy mnohem lep$im modelem

a kandidatem pro védecké 1 primyslové vyuziti.[27, 42]

2.5.3 Zeleny fluorescencni protein RGFP

Zeleny fluorescen¢ni protein z R. reniformis (RGFP) je hlavnim emitorem energie
bioluminiscen¢niho systému svého organismu.[43] RGFP je protein o hmotnosti pfiblizné 26 kDa
a délce 233 aminokyselin. V roztoku tvoii RGFP stabilni dimer. Diky své kompaktni struktufe je

RGFP velmi stabilni, a to vii¢i tepelné, chemické i enzymatické denaturaci.[40]

Z hlediska terciarni struktury je RGFP B-soudek, uvnitf kterého je uloZen fluorofor, ktery je
zdrojem fluorescence proteinu s excitacnim maximem pii 498 nm a emisnim maximem pii 508,5 nm
(Obr. 3b).[40] Fluorofor je formovan autokatalyticky ze tfi néasledujicich aminokyselin proteinu:
Ser66, Tyr67 a Gly68 (Obr. 3c¢). Fluorofor je tak v proteinu vazan kovalentni vazbou, coz miize za
pomémné vysokou teplotni stabilitu anejspiSe 1vysoky kvantovy vytézek fluorescence

(80 £2 %).[44] Fluorofor je diky své pozici uvniti B-soudku dobie chranén pied vlivy okoli

Obr. 3: (a) Terciarni struktura luciferazy RLuc8. Bile je znacena hlavni doména, ¢erné doména vickova, mezi nimi se
nachazi zanofené aktivni misto luciferazy.[10] (b) Terciarni struktura monomeru RGFP (zelen€) ukazujici strukturu f3-
soudku s fluoroforem (modie) chranénym uvnitt struktury.[46] (c¢) Struktura maturovaného fluoroforu RGFP
s vyznac¢enim pivodu jeho jednotlivych ¢asti (Cerveng).[10]
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a ndhodnym zhéasenim; aminokyseliny zasahuji do blizkosti fluoroforu zaroven utvareji pro fluorofor
mikroprostiedi umoznujici stabilni a kvalitni fluorescenci.[44] Fluorescence fluoroforu RGFP se
vsak fundamentalné neodliSuje od fluorescence napt. malych organickych barviv. Stejné jako v jejich
piipadé je fluorescence RGFP ovlivnitelna co do excitacniho a emisniho spektra, kvantového vytézku
nebo doby dosvitu vlastnostmi prostiedi, ve kterém se fluorofor nachdzi[45], ¢ehoz Ize dobie vyuzit
pfi inzenyrstvi fluorescen¢nich proteind.[46] Fluorofor nejen ze reaguje na obecné parametry
prostfedi, jako napiiklad jeho celkovou polaritu anebo primérny naboj[45]; pro fluorofor pevné
ukotveny v proteinu l1ze mikroprostiedi definovat velmi specificky napft. prostfednictvim konkrétniho
umisténi naboji v okoli fluoroforu, rozsifeni delokalizované elektronové hustoty pomoci n-m
interakci s fluoroforem[44] anebo casteCnou disipaci excitatni energie cilenou deprotonaci
excitovaného stavu pro prodlouzeni Stokesova posunu.[6] Pevné ukotveni fluoroforu tak umoznuje
inzenyrskou ,laditelnost fluorescence fluorescencnich proteinii prostfednictvim mutageneze

aminokyselin v nitru proteinu.[45, 46]

2.5.4 Podobnost RGFP s dal§imi fluorescen¢nimi proteiny

Protein RGFP je svoji strukturou i funkci velmi podobny fad¢ dalsich fluorescencnich proteint,
ale sekvenéni podobnost je ¢asto nizka. Nejvétsi podobnost miizeme najit u fluorescencnich proteind
pochazejicich zjinych kordld nez zR. reniformis, naptiklad protein DsRed zkoralu
Discosoma sp.[47], dendFP z kordlu Dendronephthya sp.[48] nebo proteiny eqFP578 a eqFP611
ze sasanky Entacmaea quadriciolor[49]. Byt jsou tyto proteiny RGFP sekvencné podobnéjsi nez
jiné, jsou stale pribuzensky docela vzdalené a vyrazné se 1iSi funkci (vSechny od ptfirody emitu;ji
cervené svétlo). Z diivodu nizké prenositelnosti vyzkumu provedeného na Cervenych proteinech na
zelené fluorescencni proteiny takové postupy nejsou dobrym zékladem pro inZenyrstvi RGFP, a je
tak nutné Cerpat z evolu¢né vzdalengjsich, ale funkéné blizSich proteind, jako napiiklad zeleny

fluorescenéni protein z 4. victoria — AvGFP.[44, 46]

Bioluminiscenc¢ni systém A. victoria byl jednim z prvnich bioluminiscen¢nich systémi, které kdy
byly dopodrobna popsany.[13] Protoze AvGFP byl v minulosti velmi ¢asto pouzivan, zkouman
a mutovan, dal vzniknout ohromnému mnozstvi variant s vyhodnymi vlastnostmi dale vyuzitelnych
ve védé, zdravotnictvi nebo primyslu. Spolecné s tim ale podruzné vznikala 1 logicky propojena sit’
informaci, jakysi inzenyrsky ,,fylogeneticky strom*, zahrnujici ndvaznost mnoha generaci ¢lovékem
vyvijenych variant fluorescenc¢nich proteinti, nesouci informace popisujici moznosti racionalniho
inZenyrstvi zelenych fluorescencnich proteind.[13, 50] Dikladnou analyzou a vyuzZitim téchto
informaci pro identifikaci mutaci klicovych pro zmény riznych vlastnosti AvGFP je mozné takoveé
zmény pienést i na jiné zelené fluorescencni proteiny — kuptikladu RGFP, diive prakticky nedotéeny

inZenyrskymi postupy, ktery ale nov¢ nalezl aplikace v komplexu s luciferazou RLuc8.[40, 43]
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2.6 Molekularni interakce mezi RGFP a RLuc

Fakt, ze RLuc ve svém organismu nepracuje sama, a ze RLuc a RGFP jsou vlivem své koevoluce
biologicky kompatibilni, za¢inal byt zfejmy jiz pii ranych pokusech o purifikaci proteinu RLuc pfimo
z organismu R. reniformis. 1 ptes vyznamné rozdily ve fyzikélné-chemickych vlastnostech RLuc
a RGFP dochazelo k jejich kopurifikaci.[43, 51] Az pozdéji bylo odhaleno, ze mezi RLuc a RGFP
dochazi k energetickému transferu a ze pti¢inou je spontanni specificka protein-proteinova interakce:
1 mala koncentrace RLuc a RGFP stacila k dosazeni efektivniho energetického transferu, coz by za
podminek jejich homogenni disperze nebylo mozné. Pravé tato fyzicka interakce je klicova pro
spravny pribéh transferu energie mezi RLuc a RGFP; mechanismus tohoto transferu byl pozdé;ji
identifikovan jako BRET na zdkladé¢ jeho nebyvalé Gc¢innosti dosahujici témét 100 %.[10, 43] Toto
ale neni zplisobeno pouze zplisobem pienosu energie — navzdory piedchozim piedstavam o funkci
fluorescencnich proteinti se RGFP v systému nechova pouze jako emitor, ale svou interakci piimo
ovliviiyje luciferdzovou reakci, ¢imz dale zvySuje jeji ucinnost irychlost. Takovy systém se zda
idedlni pro primyslové vyuziti, nicméné trpi velkym nedostatkem takové aplikace znemoziujici —
fyzicka interakce je vysoce citlivd na iontovou silu prostiedi a i pfi o mnoho niz$i nez fyziologické

koncentraci iontl se rozpada.[9, 43]

Tato zjisténi podklada inedavno vyteSena struktura komplexu RGFP/RLuc8 (Obr. 4). Tato
ukazuje vazebnou stechiometrii 2:2, kdy kazd4 z molekul RGFP na sebe vaze jednu molekulu RLucS8.
Tato struktura predstavuje viibec prvni detailni popis ptirodniho komplexu bioluminiscenéniho
enzymu a fluorescenc¢niho proteinu viibec a umoznuje bezprecedentni vhled do zplisobil, jakym jsou
ptfirodni bioluminiscen¢ni systémy organizované.[7, 9, 10] Na zaklad¢ této struktury byl komplex
RGFP/RLuc8 pozdé&ji uspesné stabilizovan za ucelem zpiistupnéni vySe popsaného mimoiradné
efektivniho komplexniho bioluminiscenéniho mechanismu pro technologické vyuziti. Prototyp
systému ma v soucasné dob¢ ale pouze zakladni funkce a jejich rozsifeni prostfednictvim inzenyrstvi

novych vlastnosti RGFP za zachovani interakce RGFP/RLuc je tak hlavni motivaci této prace.[7, 10]

Obr. 4: Struktura komplexu RGFP/RLuc8 (IRrIS). Ve struktufe jsou zelenou barvou rozliseny jednotlivé molekuly dimeru
RGFP, fluorofory RGFP jsou vyznaceny modte. Molekuly RLuc8 jsou zobrazeny fialove.[10]
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3 CILE PRACE

Hlavnim cilem této prace je zména barvy svétla emitovaného pti fluorescenci RGFP z piivodni
zelené na zlutou za zachovani fyzické interakce mezi RGFP a RLuc8. Pro splnéni tohoto cile bylo

stanoveno nékolik dil¢ich tkolu:

e Provedeni literarni reSerSe ohledné principii luminiscence s dlirazem na fluorescenci
a bioluminiscenci, bioluminiscen¢niho systému Renilla reniformis a strategii pfi mutagenezi

fluorescencnich proteind.

e Navrh mutace ¢i mutaci proteinu RGFP na zadkladé¢ dostupné literatury, informaci
v databazich a vlastni bioinformatické analyzy sekvence a struktury proteinu RGFP s cilem

zménit barvu fluorescence RGFP ze zelené na zlutou.

e Molekularné-biologicka realizace a rekombinantni produkce navrzeného proteinu RYFP

vcetné optimalizace procesu jeho purifikace.

e Stanoveni zakladnich fyzikalné-chemickych vlastnosti pfipraveného proteinu RYFP, zejména
termostability, velikosti, a také intenzity a emisniho a excitacniho spektra jeho fluorescence,

a parametry jeho interakce s RLuc8.

e Identifikace ptipadnych nedostatkli nové zkonstruovaného RYFP a navrh budouciho postupu

v jeho optimalizaci v kontextu vyuZzitelnosti RYFP pro sondu IRrIS.
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4 MATERIALY A METODIKA

4.1 Pufry, roztoky a Zivna média

Tab. 1 shrnuje slozeni vSech pouzitych pufrl, roztokl a zivnych médii. Pokud neni uvedeno

jinak, je pfiprava roztoku trivialni: komponenty se navazi, smichaji a rozpusti v daném rozpoustédle.

V piipadé pufri se pH nastavi pomoci vhodnych koncentrovanych kyselin/bazi, v ptipad¢ zivnych

médii po ptipraveé nasleduje sterilizace; sterilizace autoklavem probiha pti 121 °C po dobu 20 minut,

sterilizace filtraci probiha pomoci sterilniho PES stiikackového filtru o velikosti port 0,2 um.

Tab. 1: Pufry, roztoky a zivna média pouzité v experimentalni ¢asti prace a jejich slozeni.

2x LB médium

instantni LB (lysogenni médium/Lennox-Bertani) médium 40 g (Sigma-

Aldrich); d H,O 1 [; sterilizace autoklavem

Draselno-fosfatovy pufr

16,5 mM K,HPOy; 3,6 mM KH,PO4; 500 mM NaCl; 5 mM imidazol; dest.
H,O; pH 7,5

Ekvilibra¢ni Tris pufr

50 mM Tris (2-amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol); 500 mM NaCl;
5 mM imidazol; dest. H,O; pH 7,5

Eluéni Tris pufr

50 mM Tris; 100 mM NacCl; 500 mM imidazol; dest. H,O; pH 7,5

Gel pro agarosovou elektroforézu

1,2 g agarosy rozpustit ve 120 ml 1x TAE pufru roztavit v mikrovinné

troubé&, po zchladnuti na dotek ptridat 4 pul GelRED (Biotium); tuhnuti

Indukéni médium (IM)

2x LB médium; 0,6% laktosa; 50 mM HEPES (kyselina 2-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethan-1-sulfonova)(pH 7,4); 0,5 mM IPTG
(izopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid); ampicilin 100 ug/ml; sterilizace

filtraci

LB agar (1,5%)

instantni LB médium 4 g; agar 3 g; d H>O 200 ml; sterilizace autoklavem

LB médium

instantni LB médium 20 g; d H,O 1 1; sterilizace autoklavem

Minimalni Tris pufr

10 mM Tris; S mM KCI; dest. H,O; pH 7,5

NanaSeci pufr pro SDS-PAGE

(elektroforéza v polyakrylamidovém

gelu za ptitomnosti SDS)

4 ml 10% SDS (dodecylsiran sodny); 1,2 ml 1 M Tris-HCI (pH 6,8); 300 pul
1% bromfenolova modf; DTT (dithiotreitol) 0,308 g; glycerol 2 ml; dest.
H,0 0,6 ml

Promyvaci Tris pufr

50 mM Tris; 100 mM NacCl; 5 mM imidazol; dest. H,O; pH 7,5

Pufr pro SDS-PAGE (pro pouziti 5x

fedéno)

Tris 6,06 g; 28,83g; SDS 1g; EDTA

ethylendiamintetraoctova) 0,584 g; dest. H,O 200 ml

glycin (kyselina

Rozlisovaci gel 15% (na 10 geli)

rozliSovaci pufr 11,5 ml; acrylamide 30% 22,5 ml; dest. H O 10 ml; APS
(peroxodisiran amonny) 10% 450 ul; SDS 10% 450 pl; TEMED

(tetramethylenthylendiamid) 35 pl

RozliSovaci pufr (pro pouziti 4x fedéno)

1,5 M Tris; dest. H,O; pH &,8

SOC médium (Super Optimal broth

with Catabolite represion)

trypton 20 g (Millipore); kvasnicovy extrakt 5 g (Millipore); 8,56 mM NaCl
0,5 g; 2,5 mM KCI10,186 g; 10 mM MgSOs4 2,46 g; 10 mM MgCl, 2,033 g;
doplnéni do 11 miliQ; sterilizace autoklavem; po sterilizaci doplnéni

20 mM glukosa 3,6 g (sterilizované filtraci)

Startovaci médium (SM)

2x LB médium; 0,5% glukosa; ampicilin 100 pg/ml; sterilizace filtraci
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TAE 10x Tris 48,4 g; kyselina octova 11,42 ml; 3,7 g EDTA

zaostfovaci pufr 5 ml; 30% roztok akrylamid/bis-akrylamid 29:1 (Bio-Rad)

Zaosttovaci gel 5% (na 10 gel)
2,7 ml; dest. H,O 10 ml; aPS 10% 300 pl; SDS 10% 200 pl; TEMED 25 pl

Zaosttovaci pufr (pro pouziti 4x fedéno) | 0,5 M Tris; H.O; pH 6,8

4.2 Bioinformaticky navrh mutaci proteinu RGFP

Prvnim krokem prace bylo navrZzeni mutaci pro zménu barvy emise RGFP ze zelené na zlutou.
Vzhledem k vysoké podobnosti terciarni struktury proteinu RGFP s proteinem AvGFP a velkému
mnozstvi v literatufe jiz popsaného vyzkumu zaméfeného pravé na protein AvGFP (popsano
v kapitole 2.5.4) jsme se rozhodli pro raciondlni cilenou mutagenezi zaloZenou na adaptaci mutaci
ménicich vlastnosti AvGFP pro RGFP. Strategie cilené mutageneze spociva ve vnaSeni presnych,
konkrétnich mutaci do sekvence proteinu, resp. jeho genu. V této praci byla pro cilenou mutagenezi

vyuzita metoda MegaPrimer.[52]

Pro nalezeni vhodnych mutaci byla vyuzita databaze fluorescencnich proteini FPbase[46] ve
spojeni s odpovidajici literaturou, pomoci které byly nalezené mutace verifikovany. Databaze FPbase
zahrnuje mimo jiné inZenyrské fylogenetické stromy popisujici vyvojové drahy jednotlivych
ptirodnich i ¢lovékem vyvinutych fluorescencnich proteinii. Na zaklad¢ téchto stromt je pak mozné
stopovat, které mutace mohou byt zodpovédné za ktery typ zmén ve vlastnostech fluorescenc¢nich
proteinll. U mutant AvGFP byly hledany takové mutace, které vedly ke zméné vinové délky jejich
emisniho maxima z ptivodnich ~508 nm >525 nm.[50] Takto vytipované mutanty byly strukturné
porovnany s proteinem RGFP na zéklad¢ jejich strukturniho pfiloZeni provedeného programem
PyMOL 4.6.0. Pti rozhodovani, zda dand mutace bude zanesena do proteinu RGFP, bylo zvazovano,
zda se v odpovidajicim mist¢ RGFP dand aminokyselina jiZ pfirozené nenachézi, jak se lisi vlastnosti
ptvodni a nové vnaSené aminokyseliny a zda ma vneseni nové aminokyseliny potencidl negativné
zasdhnout do struktury proteinu prostfednictvim vyznamnych strukturnich kolizi. Porovnanim
sekvencniho pfiloZzeni AvGFP a RGFP provedeného algoritmem MUSCLE v programu Unipro
UGene 52.1 s plivodnim strukturnim pfiloZenim pak byla urcena findlni pozice vloZeni navrzenych

mutaci.

4.3 Navrh a priprava mutageneznich primert pro metodu MegaPrimer

Po nalezeni vhodnych mutaci bylo pfistoupeno k navrhu primerii pro metodu MegaPrimer
mutageneze. V piipad€ béZné polymerazové tetézové reakce (PCR) je primer obvykle fragment
deoxyribonukleové kyseliny (DNA) dlouhy 18 — 30 bazi.[53] V piipadé¢ metody MegaPrimer je
odpovidajicich kodoniim pfed mistem mutageneze, poté jeden ¢i maximaln€ n¢kolik mélo kodoni

vnasejicich vlastni mutaci, a ndsledné dalSich cca 21 bazi odpovidajicich sekvenci genu za mistem
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mutageneze.[52] Pfi vybéru nové vnasenych kodonli bylo brano v potaz jejich vyuziti hostitelskym
organismem — degenerované kodony byly vybirané dle jejich nejcastéjsiho vyskytu u E. coli. Dal§im
zohlednénym faktorem pii navrhu primera byla jejich délka, protoze ta mize ménit stabilitu ¢i
specifitu vazby primeru na templat. Vlastnosti navrzenych primeritt — konkrétné jejich teplota tani,
tvorba vnitinich sekundarnich struktur anebo homo- ¢i heterodimerti — byla analyzovana nastrojem
OligoAnalyzer (IDT)[54]. Posledni zkoumanou vlastnosti byla teplota hybridizace primert, ktera
uvadi, pti jaké teploté bude dana kombinace primert schopna se nejlépe zaclenit do templatové DNA
na miru konkrétni DNA polymeraze; tato informace byla zjisténa pomoci Tm Calculator (New
England Biolabs)[55]. Pfi navrhu mutageneznich primerti bylo také zvazeno, zdali je lepsi dany
mutagenezni primer hybridizovat k antikédujicimu (Fw; forward primer) anebo kodujicimu

(Rv; reverse primer) vlaknu genu.
Takto ndmi navrzené primery byly vyrobeny firmou Merck Millipore.

4.4 Cilena mutageneze metodou MegaPrimer

Prvnim krokem k produkci mutovaného proteinu byla mutageneze DNA plivodniho genu
kodujiciho RGFP. Pro mutagenezi byla pouzita metoda MegaPrimer vyuzivajici pro vlozeni mutaci
do cilové sekvence DNA dvé nasledné¢ PCR. V prvni PCR (Tab. 2, Tab. 3) dojde k vytvoteni
mutovaného fragmentu genu (MegaPrimeru) pomoci kombinace univerzdlniho a mutagenniho

primeru anebo dvou mutagennich primert.[52, 56]

Tab. 2: Slozeni PCR smési pro syntézu MegaPrimeru; reakéni pufr ,,Phusion HF Buffer”, dNTPs a DNA polymeraza
Phusion jsou vyrobky firmy New England Biolabs. DNA templat pochézi z genové banky Loschmidtovych laboratofi.

Komponenty Koncentrace zasobniho roztoku | Objem (pl)
MilliQ voda - 33,5
Phusion HF Buffer 5% koncentrovany roztok 10

Smés dNTPs 10 mM kazdy 1

Primery 10 uM kazdy 2 kazdy
DNA templat (pET21b::RGFP) | 100 ng/pl 1

DNA polymeraza Phusionp 2000 U/ml 0,5
Celkovy objem - 50

Tab. 3: Prib¢h PCR pro syntézu MegaPrimeru.

Teplota (°C) Cas Pocet cykla
98 30s 1x

98 10s

55 20's celé 30x

72 40s

72 2 min 1x

12 59 min 1x
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Produkt prvni PCR byl po reakci smichan s 10 pl nanaseciho pufru ,,Purple loading dye* (New
England Biolabs) a pomoci horizontalni agar6ézové gelové elektroforézy (120 V, 400 mA, 35 min)
izolovan od necistot. V kazdé draze gelu bylo separovano maximalné 30 pl vzorku. Prouzek gelu
obsahujici zamysleny PCR produkt byl pod modrym svétle vyfiznut. MegaPrimer DNA byla
z vytiznutého prouzku extrahovdna pomoci kitu NucleoSpin Gel (Macherey Nagel) dle protokolu
vyrobce. Koncentrace a Cistota izolované DNA byla stanovena pomoci spektrofotometru NanoDrop

One (Thermo Fisher Scientific).

DNA vznikla pii prvni PCR je pouzita coby primer (odtud nazev MegaPrimer) ve druhé PCR
(Tab. 4) s plasmidem nesoucim ptivodni gen jako templatem; mutace je do cilového plasmidu vnesena
amplifikaci celé¢ délky plasmidu. Druhda PCR probéhla stejnym zptsobem jako prvni PCR s tim
rozdilem, ze misto primert bylo pouzito ~100 ng produktu prvni PCR (dle skute¢ného objemu
roztoku MegaPrimeru byl upraven objem vody pro dosaZeni celkového objemu PCR smési 25 pl).
Takto vznikla nové syntetizovand sekvence kompletniho plasmidového vektoru pET21b, ktery

obsahoval gen s pozadovanou mutaci.

Tab. 4: Slozeni PCR smési pro syntézu kompletniho plasmidového vektoru.

Komponent Koncentrace zasobniho roztoku | Objem (ul)
MilliQ voda - 17,75
Phusion HF Buffer 5% koncentrovany roztok 5

Smés dNTPs 10 mM kazdy 0,5
MegaPrimer DNA + 100 ng/pl 1

DNA templat (pET21b:RGFP) + 100 ng/pl 0,5

DNA polymeraza Phusion 2000 U/ml 0,25
Celkovy objem - 25

Templatovd DNA byla zreakéni smési odstranéna pomoci restrikéni endonukleazy Dpnl
selektivné $tépici methylovanou DNA (v tomto piipadé je templatovd DNA methylovana aparatem
zdrojovych klonovacich bunék E. coli DH5a), zatimco nemethylovana pii PCR syntetizovand DNA

Stépena neni a zlstava v roztoku nezménéna.

Vytvotfenymi plasmidy byly transformovany bakterialnich buniky E. coli DH5a (New England
Biolabs) metodou teplotniho Soku. Transformace probéhla smisenim 10 pl suspenze
chemokompetentnich bunék E. coli DH5a se 100 ng vytvofeného plasmidu a po dvacetiminutové
spolecné inkubaci v ledové tfisti byly buiiky vlozeny na piesné 45 sekund do termobloku vyhiatého
na teplotu 42 °C, nacez byly vlozeny zpét do ledové tfiste. Po pétiminutové inkubaci bylo k bunikdm
pfidano 200 pl SOC média a buiiky byly inkubovany 80 minut pii teploté 37 °C. Nasledné byly
bunky rozetfeny po Petriho misce sagarovym LB médiem s obsahem 100 pg/ml ampicilinu

umoziujiciho selekci transformovanych bun€k; vytvoreny plasmid kromé genu z4jmu nese také gen
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pro rezistenci vici tomuto antibiotiku a buiika tak na agaru proliferuje pouze tehdy, pokud byla

uspésné transformovana plasmidem zajmu. Agary pak byly inkubovany pti 37 °C pfes noc.

Druhy den bylo vzdy pomoci jedné bakterialni kolonie naockovano 10 ml LB média a médium
bylo inkubovano ptes noc pti 37 °C za tiepani (130 rpm). Plasmidy byly z no¢nich kultur izolovany
pomoci kitu NucleoSpin Plasmid (Macherey Nagel) dle protokolu vyrobce, nac¢ez byla zmétena jejich
koncentrace a Cistota pomoci spektrofotometru NanoDrop One; no¢ni kultury byly pouzity také pro
zalozeni glycerinovych konzerv smisenim bunéné kultury se sterilnim 30% glycerolem
v objemovém poméru 1:1 a zamrazenim smési pii -70 °C. Spravnost sekvenci plasmidt byla ovérena

komer¢ni sekvenaci izolovanych plasmidii poskytovanou firmou Eurofins Genomics.

4.5 Prescreening kandidatnich fluorescenénich proteint

Kontrola, zda navrzené mutace zménily barvu fluorescence RGFP na Zlutou a zdali pii jejich
produkeci ¢i purifikaci nevznikd néjaky problém, byla provedena pomoci soubézné produkce vSech
navrzenych variant RGFP akontrolnich proteini v malém méfitku. Prvnim krokem byla
transformace bun¢k E. coli BL21(DE3) (New England Biolabs) pomoci plasmidi nesouci geny
kontrolnich proteini (pET21b::RGFP, pET21b::RLuc8 apET21b::mLemon; Loschmidtovy
laboratofe) a pomoci pfipravenych plasmidii nesoucich mutovany RGFP (postup transformace byl
shodny s postupem v kapitole 4.4). Transformované buiiky byly kultivovany pti 37 °C pfes noc na

LB agaru s pfidavkem ampicilinu (100 pg/ml).

Do kazdé z jamek sterilni 24jamkové destiCky byly pfidany vZdy 2 ml SM média. Kazd4 z jamek
byla naockovana pomoci jediné kolonie bunék nesoucich gen pro néktery z mutanti RGFP nebo
kontrolni protein; pro kazdy protein byly naockovany tfi jamky pomoci tii riznych kolonii bakterii.
Desticka byla pfelepena plynopropustnou membréanou a kultivovana za tfepani (5 h, 37 °C, 200 rpm).
Po uplynuti tohoto ¢asu bylo do kazdé jamky steriln€ ptidano 2 ml IM média a kultivace pokracovala

ptes noc pii 20 °C (200 rpm).

Desti¢ky byly centrifugovany (10 min, 4 °C, 2000 x g), supernatant byl odstranén a do kazdé
jamky bylo kbunénému peletu pifiddino vzdy 1,3 ml promyvaciho Tris pufru anebo
draselno-fosfatového pufru. Buniky byly resuspendovany a dezintegrovany ultrazvukem. Desticky
byly znovu centrifugovany (20 min, 4 °C, 4600 x g,). Supernatant z kazdé jamky desticky byl
pfenesen do vlastni mikrozkumavky s 12,5 ul resinu pro metaloafinitni purifikaci (TALON
SuperFlow Metal affinity Resin, Takara Bio) a inkubovan na valcové michacce (2 h, 4 °C, 40 rpm).
Nenavazané proteiny byly odstranény pomoci centrifugace (2 min, 100 x g), odsatim supernatantu
a dvéma opakovanimi promyti resinu 900 pl daného purifika¢niho pufru nasledovanymi centrifugaci

(2 min, 100 x g) a odsatim supernatantu. Do kazdé mikrozkumavky bylo nakonec ptfidano 120 pl
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daného purifikacniho pufru, smés byla promichdna a 100 pl suspenze bylo preneseno do jamky
96jamkové cerné mikrotitracni desticky s plnym dnem. Zbylych 20 ul suspenze bylo smiseno
s nanasecim pufrem pro SDS-PAGE a zamrazeno pii -20 °C pro pozdéjsi analyzu pomoci

SDS-PAGE.

Mikrotitracni destiCka byla analyzovana pomoci spektralni ¢tecky mikrotitracnich desti¢ek
CLARIOstar Plus (BMG Labtech), pomoci které byly pti 25 °C naméfeny prvni fluorescencni spektra
mutovanych proteinll. Analyzovany byly jak excita¢ni (em. 550/8 nm, ex. 320/8-530/8 nm), tak
emisni (ex. 450/8 nm, em. 470/8-650/8 nm) spektra.

4.6 Produkce rekombinantnich proteini ve velkém objemu

Pro zisk dostate¢ného mnozstvi proteinti pro jejich dikladnou biochemickou charakterizaci byly
vybrané proteiny pfipraveny ve velkém métitku. Chemokompetentni buiiky E. coli BL21(DE3) byly
transformovny metodou teplotniho Soku (popsano v kapitole 4.4) Transformované bunky byly
nejdiive kultivovany pii 37 °C pies noc na LB agaru s ampicilinem (100 pg/ml). Pomoci jediné
kolonie bylo naockovdno 10 ml LB média s piidavkem ampicilinu (100 pg/ml) a médium bylo

inkubovano na stolni tiepacce (5 h, 37 °C, 180 rpm).

10 ml prekultury bylo nafedéno do 1 1 LB média s ptidavkem ampicilinu (100 pg/ml). Kultivace
pokracovala dalsi ~3 hodiny, dokud optick4 hustota (ODgoo) bunécné suspenze nedosahla hodnoty
0,6 — 0,8, naceZ byla kultura ochlazena na 20 °C. Do kultury bylo sterilné¢ pfidano IPTG o finalni
koncentraci 500 uM pro spusténi exprese genu proteinu zajmu. Buiiky byly pfes noc inkubovany pii
20 °C za tepani (115 rpm) a nésledujici den sklizeny pomoci centrifugace (15 min, 4 °C, 3800 x g).
Buiiky byly resuspendovany v 40 ml ekvilibracniho Tris pufru s vysokym obsahem soli (pro

zamezeni interakce RGFP a jeho mutantl s nukleovymi kyselinami) a zamrazeny pii -70 °C.

4.7 Purifikace rekombinantnich proteint

Purifikace ptipravenych proteinti probéhla za ucelem zisku vzorki proteinii zajmu v dostatené
¢istoté pro jejich neovlivnénou analyzu. Kdykoliv to bylo mozné, kroky purifikace byly provedeny
na ledové tfisti anebo v chladové mistnosti (8 °C) pro zabranéni nezadouci degradace proteinil z4jmu.
FPLC (rychla proteinovéa kapalinovd chromatografie) byla provadéna na piistroji AKTA Pure

(Cytiva) umisténém v klimatické skiini (8 °C).

Prvotni uvolnéni rekombinantniho proteinu z Setrné rozmrazené bunécné suspenze bylo
provedeno desintegraci ultrazvukem za pfidavku DNasy I (deoxyribonukleasa I; Merck) o finalni
koncentraci 50 pg/ml pro naSt€peni bakteridlni DNA a sniZeni viskozity suspenze. Nerozpustna

slozka bun¢k byla odstranéna centrifugaci (30 min, 4 °C, 19 500 x g). Nukleové kyseliny byly
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srazeny pomoci streptomycin sulfatu o findlni koncentraci 1 % (w/w) a po 30 minutach inkubace na

ledu byl zbytek nerozpustnych slozek odstranén centrifugaci (30 min, 4 °C, 19 500 x g).

Pro separaci proteinu zajmu ze ziskaného bezbunécného extraktu bylo vyuzito metody IMAC
(metaloafinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech) na metaloafinitnim resinu
TALON.[57] VSechny ptipravované proteiny nesou hexahistidinovou kotvu; RGFP a jeho varianty

na N-konci a RLuc8 na C-konci proteinu.

1 ml resinu bylo ve tiech opakovanich promyto vzdy pomoci ptidavku 1 ml ekvilibra¢niho Tris
pufru, centrifugace (1 min, 100 x g) a odstranénim supernatantu. Resin byl nakonec rozmichan v 1 ml
ekvilibra¢niho Tris pufru a smées byla smichdna s celym objemem bezbunécného extraktu. Smés byla
inkubovana na valcové michacce (2 h, 40 rpm). Smés byla nanesena na kolonu s gravitaénim tokem
a mobilni faze byla odpusténa. Resin byl promyt postupné 50 ml ekvilibracniho Tris pufru a 50 ml
promyvaciho Tris pufru. Nasledn¢ byl uzavien spodni vyvod kolony, k resinu bylo ptfidano 2 ml
elu¢niho Tris pufru a smés byla 2 minuty inkubovéna a eluat byl sebran do ¢isté mikrozkumavky;

eluce byla provedena ve dvou opakovanich.

Proteiny zajmu byly docistény pomoci SEC (molekulova vylucovaci chromatografie)[58];
pomoci tohoto kroku také probéhlo odstranéni imidazolu ze vzorku a vyména pufru za minimalni
Tris puft. Ziskany eluat byl pomoci FPLC piistroje AKTA Pure separovan na kolon& HiLoad 16/600
Superdex 75pg (Cytiva) ekvilibrované minimalnim Tris pufrem. Prubéh purifikace byl sledovan na
zaklad¢ absorpce pii 280 a 498 nm a miry vodivosti. Frakce obsahujici protein zajmu byly slouceny
a jejich koncentrace byla upravena na 1 mg/ml bud’to nafedénim minimalnim Tris pufrem anebo
zakoncentrovanim pomoci centrifuga¢niho filtru Amicon s mezi molekulové hmotnosti 10 kDa
(Sigma-Aldrich) dle protokolu vyrobce; koncentrace proteini byla stanovena pomoci
spektrofotometru NanoDrop One. Proteinové vzorky byly ve 100 pl alikvotech vitrifikovany v
tekutém dusiku a uchovany v hlubokomrazicim boxu pii -70 °C. Cistota proteinii byla stanovena

pomoci SDS-PAGE.

4.8 SDS-PAGE

SDS-PAGE byla vyuzita pro analyzu slozeni a Cistoty proteinovych vzorkii.[59] Do vertikalni
formy byla nalita vrstva rozliSovaciho gelu, pfelita butanolem a ponechana ztuhnout. Butanol byl
odsat a prelit vrstvou zaostfovaciho gelu; pfed zatuhnutim byl do gelu vloZen hiebinek, ktery vytvofil
jamky pro vzorky. Gel byl umistén do vertikalni aparatury a zalit pufrem pro SDS-PAGE. Vzorky
byly smichany v pomé&ru 1:1 s nandSecim pufrem pro SDS-PAGE, inkubovény pii teploté 95 °C po
dobu 10 minut a nasledné zchlazeny na ledu. Do jedné jamky gelu byly naneseny 2 pul hmotnostniho

zebticku Color Prestained Protein Standard, Broad Range (New England Biolabs), do dalSich jamek
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bylo naneseno vzdy 10 pl jednotlivych proteinovych vzorki. Elektroforeticka separace probihala pfi
konstantnim napéti 120 V a proudu 400 mA po dobu cca 90 minut. Gel byl po analyze 30 minut za
ttepani barven v lazni InstantBlue (Expedeon), dalSich 30 minut za tfepani promyvan v deionizované

vodé a nasledné zdokumentovan.

4.9 UV/Vis spektrofotometrie

Méteni schopnosti absorpce UV a viditelného svétla purifikovanych vzorka bylo provedeno
pomoci spektrofotometru Nanodrop One. Rozsah vinovych délek pii méfeni byl od 220 nm do
750 nm. Koncentrace vzorku ¢inila 1 mg/ml a spektrum bylo ziskano jako pramér péti opakovani.
Pro proteiny byly také vyhodnoceny poméry absorpce pii 280/498 nm, 280/517 nm a nakonec
280/394 nm.

4.10 Fluorescencni spektrometrie

Mg¢fteni excitaénich a emisnich spekter probihalo pomoci spektralni ¢tecky mikrotitraénich
desticek CLARIOstar Plus vzdy pro 100 pul purifikovaného vzorku v jamce ¢erné 96jamkové desticky
s plnym dnem pfi konstantni teploté¢ 25 °C. Toto méfeni ptindsi informaci o vlnovych délkach,
kterymi je mozné protein optimalné excitovat a které vinové délky jsou proteinem emitovany (jakou
ma fluorescence barvu): excitaéni spektrum vyjadiuje zavislost intenzity fluorescence na vinové
delce excitace, emisni spektrum zase udava zavislost intenzity fluorescence na jeji vinové délce pii
zvoleném konstantnim excitacnim zafeni. Méfeni excitace probihalo v rozmezi vlnovych délek od
320/8-530/8 nm pii emisi 550/8 nm, méfeni emise probihalo vrozmezi vlnovych délek od
470/8-650/8 nm pi1 excitact 450/8 nm. Tyto vlnové délky byly zvoleny pro zisk kompletniho tvaru
spekter, avSak takto neni mozné porovnavat celkovou intenzitu emise zelenych a zlutych
fluorescencnich proteinii; zvolené parametry pro méfeni emisnich spekter inherentné zvyhodnuji
zluté¢ emitujici fluorofor a vice versa. Pro porovnani celkové intenzity fluorescence proto bylo
provedeno odlisné méteni pro zohlednéni rozdilii ve vlastnostech fluorofort, kdy byl kazdy z proteint
excitovan vinovou délkou o pravé 20 nm niZ8i, neZ jeho stanovené excitaéni maximum a emise byla
métena jako jedina diskrétni hodnota v rozmezi +20 nm okolo emisniho maxima daného proteinu.
VSechna méfeni byla provedena ve tfech opakovanich pro purifikované proteiny o shodné

koncentraci 1 mg/ml.
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4.11 Hmotnostni spektrometrie

Méfeni pomoci hmotnostniho spektrometru probé¢hlo za ucelem zjisténi skute¢né intaktni
hmotnosti proteinti, kontroly kvality purifikace a kviili sekvenaci trypsinovych digestli, zejména pak
fragmentu zahrnujicim aminokyseliny RGFP 66-68, z cehoz je mozné kvantitativné urcit, jestli a jaky
podil proteinu se nachazi ve spravné maturované forme¢. Méfeni intaktni hmotnost bylo provedeno
metodou MALDI-TOF (Matrix assisted Laser Desorption/lonization — Time Of Flight), kdy je vzorek
smichén s ioniza¢ni matrici a v suchém stavu ozaren pulsem laseru, ¢imz dochazi k soucasné ionizaci
a desorpci celé molekuly proteinu. Ionty jsou urychleny a jejich letova doba uréi jejich m/z.[60]
Sekvenace trypsinovych digestli proteinii byla provedena pomoci LC-MS/MS (LC — kapalinova
chromatografie; MS/MS — hmotnostni spektrometrie), protein je nejprve St€pen pomoci enzymu
trypsinu na kratsi peptidy, které se poté separuji pomoci LC, jsou ionizovany a prevedeny do plynné

faze pomoci elektrospreje a identifikovany pomoci MS/MS, coz umoznuje specifictéjsi

vvvvvv

Me¢feni a analyza dat byla poskytnuta laboratoii Proteomika pii CEITEC MU; méfeni bylo

provedeno zaméstnanci této laboratote.

4.12 NanoDSF a DLS

Termostabilita proteinti byla stanovena metodou nanoDSF (diferen¢ni skenovaci fluorimetrie
v nanoformatu). Fluorescence tryptofanu je métena ve dvou vinovych délkach, 330 a 350 nm, jejichz
pomeér Ess0/Es30 je hlavni méfend veli€ina.[62] Méteni probéhlo pro vzorky proteinli v koncentraci
cca 0,1 mg/ml, vzdy ve tiech opakovanich. Vzorky byly naplnény kapilary, které byly analyzovany
pomoci pfistroje Prometheus Panta (Nanotemper) co do parametru E3so/E330 v zavislosti na tepelné

rampé (25 — 95 °C, 1 °C/min).

Stejnym pfiistrojem byly stejné vzorky proteinli analyzovany pomoci DLS (dynamicky rozptyl

svétla) v pokusu o stanoveni jejich hydrodynamického poloméru.[62]

4.13 Analyza BRET interakce mezi fluorescenénimi proteiny a RLuc8

Kromé¢ vinové délky emitovaného svétla je pro aplikabilitu pfedmétu této prace dilezita
informace, zda jsou mutované proteiny s piipadnou zlutou emisi stale schopné interagovat
s luciferazou RLuc8 prostiednictvim BRET. Veskeré méfeni v této kapitole bylo provedeno pomoci
ptistroje CLARIOstar Plus, v bilé 96jamkové mikrotitracni desti¢ce s plnym dnem, v triplikatu, pti

teploté 25 °C.

Pro fluorescen¢ni protein byla pfipravena tfadici fada v minimalnim Tris pufru s konstantni

koncentraci RLuc8 200 nM v kazdém bod¢ fedici fady. Finalni koncentrace RGFP a mutovanych
26



fluorescen¢nich proteinti byla v rozsahu 6,25 nM — 6,4 uM Mimoto byl analyzovan i kontrolni
vzorek bez pfitomnosti fluorescencniho proteinu. Ke kazdému vzorku bylo automaticky pumpou
piistroje ptidan CTZ o finalni koncentraci 15 uM. Jamka byla promichéana zatfepanim (3 s, 450 rpm,
dvojity orbital) a dvé sekundy stabilizovana, nacez bylo stanoveno emisni spektrum vzniklé

luminiscence (em. 350/8-700/8 nm). Takto byly sekven¢né zméteny vSechny body fedici fady.

Vyhodnoceni dat probéhlo na zékladé extrakce intenzity emise pii 475+3 nm, 50843 nm pro
RGFP a 52543 nm pro zluté mutanty RGFP z emisniho spektra a vynesenim dat coby titracni kiivky
zavislosti poméru emise E475/Esos resp. E475/Eszs na koncentraci fluorescencniho proteinu v daném
bod¢ tedici fady. Titracni kiivka byla prolozena modelem vazby dle Hilla a Langmuira pomoci

software GraphPad Prism.[63]

4.14 TRIC/MST

TRIC/MST (teplotné zavisla zména fluorescence a termoforéza v mikroméfitku) je metoda pro
dikaz a stanoveni vazebné afinity dvou molekul vyjaddiené kvantitativné disociac¢ni konstantou Kg.
Sledovana veli¢ina je pomér normalizované fluorescence kapilary naplnéné roztokem
fluorescencniho nebo fluorescencné znaceného vzorku pied a v daném case po lokalnim zahtati

vzorku infracervenym laserem; fluorescence je méfena v misté ohtevu vzorku.[64]

Pro RLuc8 byla pfipravena fedici fada v minimalnim Tris pufru s konstantni koncentraci
fluorescenéniho proteinu v kazdém bodé fedici fady. Findlni koncentrace RLuc8 cinila
0,41 nM — 13,5 uM, finalni koncentrace RGFP ¢inila 20 nM, pro RYFP SY a GY ¢inila 100 nM.
Roztoky byla naplnéna sada sklenénych kapilar, ktera byla analyzovdna pomoci pfistroje Monolith
NT.115 (NanoTemper) dle standardniho protokolu vyrobce. Fluorescence byla sledovéana pii ex.

465-490 nm a em. 500-550 nm. Méteni probehlo v triplikétu, pfi pocatecni teploté kapilar 22 °C.

Zmeéna fluorescence byla vyhodnocena pomoci software vyrobce ptistroje MO.Affinity analysis
v2.3 prolozenim pomoci modelem kooperativni vazby dle Hilla-Langmuira[10] pro zisk disocia¢ni

konstanty K4 a Hillova koeficientu interakce np. [65]

Me¢éteni bylo provedeno samostatné autorkou prace ve sdilené laboratofi pro biomolekularni

interakce a krystalografii pt1 CEITEC MU na pfistroji v majetku této laboratofte.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Navrh mutaci pro prodlouZeni vinové délky emise RGFP

Prvnim krokem pro pfipravu mutanti RGFP s delsi vinovou délkou emise byl racionalni navrh

mutaci na zéklad¢ pfenosu znalosti o vlivu riznych mutaci na vinovou délku emise AvGFP.

Jako prvni klicova lokace pro mutagenezi AvGFP byla identifikovana jeho pozice 203;
v divokém typu AvGFP se zde nachazi threonin.[44] Z analyzy databaze fluorescencnich proteinii
bylo zjisténo, Ze zdménou Thr203 za residuum aromatické aminokyseliny (tyrosin nebo fenylalanin)
spolehlivé dochazi k ¢ervenému posunu emisniho maxima proteinu o zhruba 20 nm, z ptivodnich
508,5 nm na cca 526 — 528 nm. K této vyrazné¢ zméné dochazi i v rdmci jedné generace inzenyrstvi
fluorescenéniho proteinu: AvGFP — EYFP, Superfolder GFP — Superfolder YFP anebo
mChartreuse — mLemon jako piiklady mutace T203Y anebo EYFP — SHardonnay a EGFP —
mAmertine jako ptiklady mnohem méné provadéné mutace T203F.[46] Toto bylo objasnéno vlastnim
strukturnim srovnanim AvGFP (PDB ID 1EMA) se strukturami piibuznych Zlutych fluorescencnich
proteind nesoucich tuto mutaci — EYFP (PDB ID 3V3D) a Venus (PDB ID IMYW) — a srovndnim
tim, Ze se postranni fetézec nove vlozené aromatické aminokyseliny dostane do strukturniho zakrytu
rovnobézné s aromatickym kruhem Tyr66 fluoroforu AvGFP, ¢imz dojde k vytvofeni nové n-nt

interakce a tim rozsifeni delokalizované elektronové hustoty fluoroforu proteinu.

Na zaklad¢ strukturniho a sekvencniho pfiloZeni bylo zji§téno, ze pozice AvGFP 203 odpovida
pozici RGFP 197; v divokém typu RGFP se zde jiZz nachazi histidin, podobné aromaticky, jako tyrosin
¢1 fenylalanin. Toto by mohlo nasvédCovat tomu, Ze by jiz RGFP mél emitovat Zluté. V praxi tomu
tak nicméné neni, nejspise proto, Ze na rozdil od méné polarniho tyrosinu nebo fenylalaninu je histidin
siln€ polarni, a jeho imidazolova postranni skupina méa aromatickou povahu pouze v protonovaném
stavu, ktery neni ve struktufe zaruCen. K aromaticité histidinu je potieba alesponn slabé& kysel¢

prostiedi, nicméné¢ strukturni okoli histidinu v RGFP se chova spiSe zasadité.[66, 67]

Pro vétsi jistotu byla struktura RGFP (PDB ID 8S1V) v tomto ohledu porovnana se strukturou
Venus (Obr. 5) a EYFP. Bylo zjisténo, ze v misté aromatického kruhu Tyr203 proteinti odvozenych
od AvGFP se His197 RGFP chové odliSné a neni rovnobé&zny s Tyr66 fluoroforu AvGFP (resp. Tyr67
v ptipadé¢ RGFP), coz prakticky vylucuje n-rn interakci vyzadujici paralelni uspotfadani aromatickych
kruht a dale vysvétluje zelenou emisi RGFP.[68] V tomto byl nalezen konflikt s jednou z rannych
studii AvGFP popisujici mimo jiné¢ mutant AvGFP S65T/T203H.[44] Studie pfipisuje mutantu

T203H zlutou emisi, avSak toto nepodporuji zadna nasledna publikovana méteni, ani vlastnosti jinych
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mutanti odvozenych od AvGFP nesoucich tuto mutaci (napt. Clover nebo mGreenLantern), kdy byla

barva emise vzdy zelend, a zdznam o zluté emisi AvGFP T203H je tak nejspisSe chybny.

Y66 b Y67 '
Y66

H197
Y203 H197 Y203 ‘

Obr. 5: Porovnani relativni pozice Y203 a Y66 ve Venus (riiZzové) a relativni pozice H197 a Y67 v RGFP (zelen¢€). Modré

a

Casti struktury odpovidaji dusiku a ¢ervené kysliku; (a) pohled Sikmo viéi roving aromatickych kruht tyrosint, (b) pohled
rovnobézné s rovinou aromatickych kruhti tyrosint.

DalSimi mutacemi navrzenymi pro prvni kolo mutageneze RGFP byly zmény v prvni
aminokyseling fluoroforu S66 (resp. S65 v piipadé AvGFP). Zluté mutanty AvGEP v této pozici asto
nesou mimo serinu bud'to glycin (zejména zluté fluorescenéni proteiny odvozené of EYFP, ale
1 mLemon odvozeny od Superfolder GFP anebo Hyperfolder YFP odvozeny od linie proteinu Clover)
anebo mén¢ casto threonin (napi. Superfolder YFP anebo zluté emitujici fluorescencni proteiny
v puvodni studii krystalografické struktury AvGFP).[44, 46, 69] Vyznam téchto mutaci neni
v kontextu zluté emise zfejmy, v piipade glycinu se ale miize jednat napt. o zlepSeni intenzity emise
vlivem vétsi flexibility fluoroforu diky malému glycinu umoznujicimu bézné nedosaZitelné torsni

uhly patefe proteinu anebo mensi sterické zdbrany pti maturaci fluoroforu.[70]
Souhrnem, pro mutagenezi RGFP byly navrzeny mutace H197Y, H197F, S66G a S66T.

5.2 Priprava genli mutantii RGFP navrZenych pro prodlouZeni vinové délky jeho
emise

Na zakladé designu provedeného v kapitole 5.1 byly navrZeny 4 primery (Tab. P1) pro vneseni
navrzenych mutaci do genu RGFP jak jednotlivé, tak ve vSech smysluplnych kombinacich. Primery
pro mutaci pozice 197 byly navrzeny pro vazbu ke kodujicimu vlaknu genu a elongaci smérem
k pocatku genu (Rv), primery pro mutaci pozice 66 byly navrzeny pro vazbu k antikodujicimu vldknu
genu a elongaci smérem ke konci genu (Fw). Takto bylo uspésné pipraveno celkem 8 MegaPrimert
pro piipravu mutanti RGFP (Tab. P2, Obr. P1), pomoci kterych byly nasledné usp€sné vytvotreny

varianty plasmidu pET21b nesouci jednotlivé navrzené varianty RGFP.
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5.3 Prescreening navrZenych mutanti RGFP

Krokem nasledujicim po piipravé genti mutanti RGFP byla pfiprava téchto proteinii v malém
méfitku pro predbézné stanoveni, zda byla zména emisniho spektra RGFP uspésnd. Mimo samotné
mutanty RGFP byly paraleln¢ produkovany také kontrolni proteiny: divoky typ RGEFP,
nefluorescencni RLuc8, zluté fluoreskujici mLemon, a nakonec také kultura nesouci pouze prazdny
plasmid pET21b (Obr. 6). Od fluorescence vSech produkovanych proteinti bylo odecteno pozadi
(fluorescence purifikdtu bun€k nesoucich prazdny plasmid) pro vylouceni vlivu nespecifické
fluorescence na méteni; tato fluorescence byla velice nizka a identicka s fluorescenci purifikatu
z kultury produkujici RLuc8. Purifikace vSech proteini byla provedena ve dvou riznych standardnich

pufrech pro posouzeni vlivu prostiedi na kvalitu purifikace.

Ptipravené mutanty RGFP S66G a S66T dle ocekavani emitovaly zelené svétlo s o néco snizenou
intenzitou oproti divokému typu RGFP; toto odpovida literatute, ze které bylo pii navrhu téchto

mutaci ¢erpano.[44]

Z ptedb&zné charakterizace mutanti RGFP vyplynulo, Ze dva z nich — RGFP H197Y a RGFP
S66G/H197Y — vykazuji vyraznou zlutou fluorescenci s maximem emise pii 525-526 nm, pfi¢emz

mutant RGFP S66G/H197Y fluoreskoval zhruba 3% jasnéji nez mutant H197Y. Tento vysledek byl
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Obr. 6: (a) Relativni intenzita emise a (¢) emisni spektrum vybranych mutantl s nejvyssi intenzitou emise a kontrol
v promyvacim Tris pufru, identické méteni (b, d) pro proteiny v prostiedi draselno-fosfatového pufru. Proteiny byly vzdy

excitovany pii 498 nm. Popisky emisnich spekter jsou spole¢né pro oba grafy.
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ptekvapivy z diivodu opacného trendu, nez je pozorovan pii srovnani RGFP S66G s divokym typem
RGFP, kdy mutace S66G zplisobuje naopak snizeni intenzity emise. Emise obou zluté fluoreskujicich
mutantd je vSak slabsi nez emise divokého typu RGFP anebo proteinu mLemon. Nutno podotknout,
ze varianty RGFP nesouci mutaci H197F vykazovaly emisi spektralné velice podobnou variantam
nesoucim mutaci H197Y, taktéz doslo k ¢ervenému posunu emise, avsak jejich fluorescence byla co
do intenzity emise velice nizka, casto na limitu detekce pfistroje. Naméfena emisni maxima proteind

s vyznamnou intenzitou emise jsou shrnuta v Tab. P3.

Vyuziti promyvaciho Tris pufru poskytnulo obecné kvalitnéjsi vysledky purifikace, ziskané
vysledky byly nicméné pro prostfedi promyvaciho Tris pufru a draselno-fosfatového pufru co do

interpretace shodné.

Pripravené proteiny byly analyzovany pomoci SDS-PAGE. Analyza prob¢hla pro vzorky
bunécného extraktu a proteinu purifikovaného pomoci metaloafinitniho resinu, pro purifikaci
v prostiedi promyvaciho Tris pufru i draselno-fosfatového pufru. Gely jsou zdokumentovany v Obr.
P3 a Obr. P4. Pozorovana velikost RLuc8 odpovidala oc¢ekdvanym cca 36 kDa[40], stejné tak velikost
RGFP a mLemon odpovidala ocekdvanym cca 27 kDa.[40, 71] Velikost pfipravenych mutantii byla
dle ocekavani podobna velikosti RGFP mimo mutant RGFP H197F; pfi¢ina zdanlivé vétsi velikosti
RGFP H197F nebyla odhalena. Z analyzy pomoci SDS-PAGE je patrné, Ze pii vyuZiti draselno-
fosfatového pufru je purifikace mélo G€¢innd a na metaloafinitnim resinu dochézi k vyznamnému
zadrzovani nékterych proteinti E. coli; tyto proteiny jsou patrné i pro stopu, ve které byl separovan

vzorek pfipraveny z kultury nesouci pouze prazdny plasmid pET21b.

Na zakladé¢ predbézné charakterizace byly pro dal$i produkcei a charakterizaci vybrany mutanty
RGFP H197Y (déale oznacovan jako RYFP SY) a RGFP S66G/H197Y (alias RYFP GY). Pro
purifikaci a dal$i charakterizaci fluorescenc¢nich proteinii bylo zvoleno prostiedi Tris pufr, ktery se

pro tyto ucely ukézal celkové vhodnéjsi nez draselno-fosfatovy pufr.

5.4 Produkce a purifikace nejlepSich variant RYFP

Pii prescreeningu identifikované kandidatni proteiny RYFP SY a RYFP GY byly
vyprodukovany a purifikovany ve velkém méfitku. Stejnym zplisobem byl pfipraven také divoky typ
RGFP coby referen¢ni protein a luciferaza RLuc8 pro testy interakce s kandidatnimi variantami

RYFP.

Pii prvni purifikaci proteinid bylo zjiSténo, Ze varianty RGFP nejsou dobfe separovany od
nukleovych kyselin; purifikované proteiny vykazovaly absorpéni maximum pii 260 nm, spiSe nez pii
280 nm. Toto bylo pii produkci RGFP v Loschmidtovych laboratofich pozorovano jiz diive,

a znecisténi nukleovymi kyselinami je pfisuzovano kombinaci kladného ndboje RGFP pii pH
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purifikace a vyuziti DNasy pro St€épeni DNA v bunécném extraktu na mensi fragmenty, lépe
ptrenositelné nespecifickou vazbou na RGFP.[72] Pracovni postup byl proto oproti prescreeningu
mirn¢ upraven: obsah NaCl v ekvilibracnim Tris pufru byl navySen na 500 mM pro potlaceni
elektrostatickych interakci, a po sedimentaci nerozpustnych slozek pufru byl pfidan krok srazeni
nukleovych kyselin streptomycinem nasledovany opétovnou sedimentaci sraZeniny s obsahem

nukleovych kyselin.

Chromatogramy SEC separace jsou k vidéni v kapitole 10. RLuc8 a RGFP byly eluovany
v Loschmidtovych laboratofich. Chromatogramy separace RYFP SY a RYFP GY oproti piku
absorbujicimu pii 280 1 498 nm (tedy pravdépodobné obsahujicimu protein zajmu) obsahovaly jesté
druhy vyznamny pik v niz§im retencnim ¢ase, absorbujici pouze pti 280 nm. Prozatim neni jasné, zda
se jednd o vyssi oligomerni stav ¢i agregat danych variant RYFP anebo zda se jedna o nesouvisejici

kontaminujici molekuly; identita neznamych latek eluovanych v téchto picich byla ddle zkoumana.

Celkovy vytézek proteind Cinil 15,8 mg RLuc8, 17,3 mg RGFP, 10,3 mg RYFP SY a 4,0 mg
RYFP GY z 11 plivodni kultury; mimoto bylo z tézSich frakci RYFP SY a RYFP GY ziskéno
3,6 a 2,8 mg proteinll o nezndm¢é identité. Ob¢ varianty RYFP byly ziskané v niz§im vytézku nez
avsak ne zcela: ze ziskanych hodnot vyplyva, ze nizsi vytézek nemtize byt jedinym diivodem snizené

emise proteintl.

Pro purifikované proteinové frakce byla provedena kontrola kvality pomoci SDS-PAGE. Pro
proteiny RLuc8 a RGFP byla detekovana ocekavana denaturovana velikost[40], pro proteiny RYFP
SY a RYFP GY byla detekovana velikost shodna s vysledky SDS-PAGE provadéné pii prescreeningu

(Obr. 7). Densitometricky stanovena Cistota proteint €inila pro vSechny vzorky > 98 %.
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Obr. 7: SDS-PAGE analyza purifikovanych proteintit RLuc8, divokého typu RGFP , kandidatnich mutantti (RYFP SY
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a RYFP GY) a t€zsi frakce ziskané (prvni piky) ziskané pfi SEC separaci téchto mutantt.
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SEC separaci RYFP SY a RYFP GY. V obou ptipadech t¢Z§i frakce nejspiSe obsahuji malé mnozstvi
dané varianty RYFP, avsak vétSina detekovaného proteinu ma vyssi hmotnost, kterd neni ndsobkem
hmotnosti RYFP; neni pravdépodobné, ze se jedna o formy RYFP. Hmotnost majoritnich slozek (cca
54 a 70 kDa) by mohla byt vysvétlena pritomnosti neocekavanych dimerii a trimert proteinti, avSak

mimoto frakce obsahuji fadu dalSich komponent a jejich identifikace tak byla provedena pomoci MS.

5.5 Fluorescenc¢ni spektrometrie variant RYFP

Pro purifikované proteiny RYFP SY a RYFP GY byla zmétena fluorescenéni emisni i excitacni
spektra za ucelem zisku referennich méfeni na co nej¢ist§im mozném vzorku. Naméfena excitacni
1 emisni spektra RYFP SY 1 RYFP GY ukazuji ¢erveny posun v porovnani s divokym typem RGFP,
¢imz se potvrdilo méfeni z jejich prescreeningu. Excitacni a emisni maximum RGFP bylo stanoveno
jako 499 a 511 nm; stanovené emisni spektrum je mirné¢ vyssi oproti bézné pozorované hodnoté
508,5 nm[13, 40]; toto je nejspiSe zplisobeno mirnym efektem vnitiniho filtru z divodu vyssi nez
idealni koncentrace RGFP pii méteni (1 mg/ml).[73, 74] Emisni maxima RYFP SY a RYFP GY byly
stanoveny jako 526 resp. 527 nm (Obr. 8), tedy dle zazitych norem lze tyto proteiny skute¢né
oznacovat jako ,,zluté* podobné jako napi. EYFP (ex. 513 nm, em. 527 nm).[75] Excita¢ni spektra
RYFP SY a RYFP GY vykazuji excita¢ni maximum pii 517 resp. 518 nm s vyraznym lokalnim
maximem okolo 475 nm. Toto lokdlni maximum se velmi dobfe piekryva s emisnim maximem
luciferazy RLuc8, a proto lze piedpokladat, Ze excitace variant RYFP pomoci energie uvoliované

RLuc8 z CTZ pii luciferazové reakci je realisticka.
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Obr. 8: Porovnani normalizovanych excitac¢nich a emisnich spekter (a) RLuc8 jako nefluorescencni kontroly, (b)

divokého typu RGFP, (¢) RYFP SY a (d) RYFP GY.
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Jednim z nedostatkd variant RYFP zjiSténych pfi prescreeningu byla jejich zdanlivé nizsi
intenzita emise oproti RGFP. Ponévadz z emisnich/excitacnich spekter vSak toto nelze kvantitativné
srovnavat, prob¢hlo i méfeni samotné srovnatelné intenzity emise. Oproti relativni emisivit¢ RGFP
(1,000 £ 0,002) byla pti shodné koncentraci proteinu pro RYFP SY namétena hodnota 0,054 = 0,001
a pro RYFP GY hodnota 0,082 + 0,001. Oproti RGFP tedy dochazi k mnohem slabsi emisi, a to cca
12x pro RYFP GY a témét 19x pro RGFP SY. Toto muze byt zptisobeno vicero faktory — bud’to
protein neni energii schopen akceptovat (nizky excitacni koeficient), neni ji schopen emitovat (nizky
kvantovy vytézek fluorescence) anebo ¢ast proteinti ve vzorku nemusi byt z diitvodu nové vnesenych

mutaci schopna spravné maturace fluoroforu, a tedy neni fluorescencni viibec.

5.6 Stanoveni termostability variant RYFP

Termostabilita RYFP SY a RYFP GY byla stanovena pomoci nanoDSF. Termostabilita RLuc8
a RGFP se vyznamné neliSila od diive namétenych hodnot.[10] Stanovené hodnoty teplot tani pro
varianty RYFP SY 1 RYFP GY ukazuji, Ze jejich termostabilita zlstala oproti RGFP nezménéna,
pfipadné jen mirn€ sniZena; teplotni stabilita obou mutanti je ale stidle velmi dobra. VSechny
parametry stanovené pro termostabilitu pfipravenych proteind jsou shrnuty v Tab. 5. Namétené
kfivky tepelné denaturace jsou vyneseny v Obr. P9. Nezvykly tvar kfivek a dva inflexni body
v kiivkach termostability fluorescencnich proteinii jsou zpusobené dvoukrokovou denaturaci
typickou pro fluorescenéni proteiny se strukturou B-soudku spolecné s tim, ze do nanoDSF méfeni se

promita 1 pfitomnost resp. zanik fluorescence fluoroforu proteinu s rostouci teplotou.[10]

Tab. 5: Hodnoty namétené pomoci nanoDSF pro kontrolni proteiny RLuc8 a RGFP, mutanty RYFP SY a GY, a tézsi
frakci ziskanou pfi purifikaci RYFP GY. Pfi teploté Tonset S€ protein zacina rozbalovat, pfi teploté Tmi je praveé polovina

proteinu ve vzorku rozbalena a Tz nese stejnou informaci pro pfipadny druhy krok rozbalovani struktury.

vzorky RLuc8 RGFP RYFP SY RGFP GY GY 1. pik
Tm1 50,60 £ 0,36 45,58 £ 0,31 46,27 + 0,78 47,72 £ 0,16 50,72 + 0,18
Tma2 - 63,79 £ 0,25 63,35+0,32 57,92 + 0,80 -
Tonset 44,12 + 1,17 34,80 + 2,89 25,00 + 0,00004 31,09+ 0,81 44,72 + 0,48

A4

Proteiny pfitomné v téZSich frakcich ziskanych pifi SEC separaci variant RYFP vykazuji
ucebnicovy priibé¢h denaturacni kiivky s jednim inflexnim bodem pii cca 51 °C bez naznakt
charakteristik typickych pro fluorescencni proteiny. To podporuje myslenku, Ze latky v téchto
frakcich jsou od fluorescen¢nich proteinti fundamentalné odliSné a miize se tak jednat spiSe

o zbytkové kontaminujici proteiny z hostitelského organismu

5.7 Hmotnostni spektrometrie variant RYFP

Vzorky RYFP SY a RYFP GY byly analyzovany pomoci MALDI-TOF a také LC-MS/MS jejich
digestu pro detailni ovéteni velikosti, kontroly pfitomnosti vnaSenych mutaci, zjiSténi miry maturace
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fluoroforu fluorescencnich proteint a identifikace neznamych proteinti ziskanych pti SEC separaci

variant RYFP.

Pro piipraveny RLuc8 byla stanovena intaktni hmotnost 36,76 kDa bez tvorby kovalentnich
oligomert. Pro pfipraveny RGFP byla stanovena intaktni hmotnost 26,80 kDa bez tvorby

kovalentnich oligomerii; v maturované podobé bylo detekovano 81 % proteinu.

Pro protein RYFP GY byla stanovena intaktni hmotnost 26,79 kDa (Obr. P10) bez tvorby
kovalentnich oligomeri. Peptid 57-76 (ve kterém se nachézi fluorofor proteinu) byl v maturované
podobé detekovan pouze ze 42 %, dalSich 25 % peptidu bylo detekovano v nemodifikované formé,
avsak 33 % peptidu bylo detekovdno 02,016 Da leh¢ich, nez bylo ofekavano. Tato hmotnostni
zména by odpovidala dehydrogenaci peptidu svédéici o mozné noveé vnesené neproduktivni draze
zmén ve fluoroforu, kterou bude nutné pti dalsim vyvoji RYFP odstranit. Tato zména hmoty
neodpovidd z4dné znamé kanonické zméné pii autokatalytické maturaci fluoroforu kromé jeho
oxidace, kterd vSak bézné€ probihd az jako findlni krok maturace atudiz ji pozorovand zmeéna
hmotnosti nelze pticist.[76] Stejné vysledky byly ziskany pro protein RYFP SY, kde byla stanovena
intaktni hmotnost 26,82 kDa bez ptitomnosti kovalentnich oligomerti (Obr. P12) a fluorofor byl

detekovan z 52 % v maturované, z 24 % v nemodifikované a z 24 % v dehydrogenované formé.

V téz8ich frakcich ziskanych pfi SEC separaci RYFP GY neni fluorescencni protein zdaleka
dominantni sloZzkou (Obr. P11). Ve vzorku byly obsaZeny vyhradné béZzné bakteridlni proteiny
s pivodem v E. coli a pti SEC separaci byly patrné nejspise z ditvodu nizsiho vytézku RYFP GY
oproti RGFP. Stanovené hmotnosti detekovanych proteinli dobie vysvétluji pasy pozorované
pfi analyze vzorki pomoci SDS-PAGE a vylu€uji pfitomnost oligomert ¢i agregati RYFP. Stejny

vysledek byl zjistén 1 pro t&€z$i frakce ziskané pii SEC separaci RYFP SY (Obr. P13).

5.8 UV-VIS spektrometrie variant RYFP

Pro stanoveni miry schopnosti variant RYFP absorbovat svétlo byla pouzita UV-VIS
spektrometrie. Naméfena spektra jsou vynesena v Obr. 9; vyhodnocované parametry Afuo/A2g0

a A394/A2go jsou shrnuty v Tab. 6.

Tab. 6: Shrnuti parametri Aquo/A2s0 a Azgsa/Azgs0 vyhodnocovanych pro proteiny RLuc8, RGFP, RYFP SY a RYFP
GY. A nabyva pro dany protein hodnoty absorpéniho maxima fluoroforu, tedy A4es pro RGFP a Asi¢ pro varianty
RYFP; pro RLuc8 byla pouzita arbitrarné hodnota Asos.

protein RLuc8 RGFP RYFP SY | RYFP GY
Afuo/A2s0 | 0.02+0.02 | 53+0.2 | 0.49=+0.05 | 1.30+0.08
Az94/A280 | 0.05+0.02 | 0.07+0.01 | 0.76 +0.07 | 0.82 +0.07
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Obr. 9: UV-VIS absorpéni spektra v rozmezi 220 — 600 nm pro proteiny RGFP, RLuc8 a varianty RYFP SY a GY

o shodné koncentraci 1 mg/ml.

Absorpéni spektrum RLuc8 nevykazuje zddnou abnormadlni absorpci, pouze pro proteiny
charakteristicky absorp¢ni pik pfi 280 nm. Absorpéni spektrum RGFP dle ocekévani kromé absorpce
pfi 280 nm vykazuje vyrazny absorpéni pik s maximem pii 498 nm odpovidajici absorpci
fluoroforem proteinu. Stejné tak absorp¢ni spektra variant RYFP obsahuji absorpéni pik s maximem
pfi 516 nm coby absorpci fluoroforem. Ze srovnani mérné excitability (Umérné Azos/A2g0) vyplyva,
ze varianty RYFP absorbuji svétlo mnohem hiife nez RGFP. Toto zaroven nelze vysvétlit pouze nizsi
mirou maturace fluoroforu; jak bylo zji§téno pii MS analyze, maturace variant RYFP je oproti RGFP
zhruba polovi¢ni, zatimco jejich mérné excitabilita je oproti RGFP sniZena zhruba 4% pro RYFP GY
allx pro RYFP SY. Lze tedy usuzovat, ze snizend emise variant RYFP je spiSe, nez nizkym
kvantovym vytézkem zpisobena snizenym excitaénim koeficientem — zhorSenou schopnosti

fluorofor excitovat, at’ jiz produktivné ¢i neproduktivné.

Krom¢ absorpénich pikid fluoroforu vsak spektra obou variant RYFP obsahuji i neCekany
vyrazny Siroky absorpéni pik s maximem pii 394 nm. Podil této absorpce (Azo4/A2g0) je vSak pro obé
varianty RYFP stejny. Tento absorpcni pik se zajimavé shoduje s UV absorpci AvGFP. V piipadé
AvVGFP je absorpéni pik pfi 394 nm zpusoben absorpci nenabitého fluoroforu, zatimco absorpce pfi
475 nm je zpusobena absorpci fluoroforu deprotonovaného na hydroxylové skupiné ptivodniho
tyrosinového residua fluoroforu — tedy aromatického kruhu, ktery ve variantich RYFP interaguje
s nove vnesenym Y 196.[69, 77] Absorpce pii 394 nm je ale v ptipad¢ variant RYFP neproduktivni;
jak bylo zjisténo pfi spektrofluorometrické analyze proteind, pfi excitaci touto vinovou délkou
nedochdzi na rozdil od AvGFP ke kyZené fluorescencni emisi. Pfitomnost nechténé absorpce pfi
395 nm tak naznacuje, ze varianty RYFP nejsou schopné udrzovat sviij fluorofor ve spravném
elektronovém stavu, mozna z ditvodu, ze pravé toto mohla byt piivodni funkce nyni nepfitomného
H197. V kazdém ptipad¢ je pticina absorpce pii 394 nm vyraznou vadou, kterouzto je pti dal$im
inzenyrstvi proteinu RYFP vice nez zadouci odstranit — a vinova délka této absorpce prozrazuje,

kterym smérem se pfi inZenyrstvi vydat.
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5.9 Stanoveni hydrodynamického poloméru a oligomerniho stavu variant RYFP

Ptfi stanoveni termostability fluorescenCnich proteini prob¢hl také pokus o stanoveni
hydrodynamického poloméru variant RYFP pomoci metody DLS. Bylo vSak zjisténo, ze tato metoda
je pro fluorescen¢ni proteiny nevhodnd. Pro proteiny, které¢ prosly DLS méfenim bylo pfi nésledné
nanoDSF analyze stanovena az o 20 °C nizS§i nez bézna teplota tani, coz svéd¢i o vyznamném
poskozeni proteint v pribé¢hu DLS méfeni. Ziskané DLS kiivky navic byly nereprodukovatelné,
s artefakty a vyraznymi odliSnostmi i mezi dvéma nasledujicimi technickymi opakovanimi téhoz
méfeni pro tentyz vzorek. Toto je nejspiSe zplsobeno zvySenou tendenci fluorescenénich
proteintl absorbovat zafeni vysoce vykonného laseru pouzivaného pii méfeni DLS. Pripraveny
protein RLuc8 pfitom zadné z pozorovanych anomalii nevykazoval. Od analyzy pomoci DLS tak

bylo ustoupeno a ziskana data nebyla zohlednéna pti vyhodnocovani vlastnosti proteint.

5.10 Spektroluminometricka analyza interakce RLuc8 a variant RYFP

Mira produktivni interakce mezi variantami RYFP a luciferazou RLuc8 byla stanovena titraci
RLuc8 fluorescenénim proteinem a spektralni analyzou odezvy svételného vystupu roztoku na
ptitomnost fluorescenéniho proteinu po ptidavku CTZ. Cilem bylo stanoveni zjevné sily interakce
coby disocia¢ni konstanty Kq, dale miry Gi¢innosti pfenosu energie mezi luciferazou a fluorescen¢nim
proteinem akoneéné¢ miry kooperativity interakce vyjadiené Hillovym koeficientem nn.
Analyzovanou mirou odezvy byl pomér emise pii vlnové délce 475 nm a pfi vlnové délce maxima
emise pouzitého fluorescencniho proteinu (508 anebo 525 nm) vztazenych k referenénimu méteni
emise samotnou luciferazou RLuc8. Veli¢ina E475/Emax takto nabyva hodnoty od 1 (emise pouze

luciferazou) po 0 (emise pouze fluorescenénim proteinem).

Nejprve byla stanovena referencni spektra luminiscence samotné RLuc8 a nasledné luminiscence
RLuc8 saturované nadbytkem RGFP; ta se projevila emisi identickou s fluorescen¢ni emisi RGFP

bez detekovatelné zbytkové modré emise RLuc8 (E475/Emax = 0,01 = 0,01; Obr. 10a). Stanovené

1.0
a b 1.0-
— RGFP x
©
E — RLuc8 uJE -+ RGFP
o 0.5 \,-3 0.5 —-— RYFP SY
w —-— RYFP GY
0.0- 0.0 T r r .
400 500 600 0.01 0.1 1 10
Alnm cRGFP / uM

Obr. 10: (a) Referencni spektrum luminiscenéni reakce RLuc8 a kontrolni spektrum téze reakce RLuc8 saturované
nadbytkem RGFP. (b) Titra¢ni kiivky titrace RLuc8 proteiny RGFP, RYFP SY a RYFP GY prolozené modelem vazby

dle Hilla a Langmuira.
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titrani kiivky jsou vyneseny v Obr. 10b, vyhodnocené parametry jsou shrnuty v Tab. 7 a surova

naméfend spektra normalizovana vii¢i maximu emise jsou vynesend v Obr. P14.

Tab. 7: Souhrn parametrd vyhodnocenych z titranich kfivek titrace RLuc8 proteiny RGFP, RYFP SY a RYFP GY
prolozenim modelem vazby dle Hilla a Langmuira. Veli¢ina Kq je oznaceni pro disociacni konstantu, ny je hodnota

Hillova koeficientu, ktery vyjadiuje miru kooperativy interakce.

titrace proteinem RGFP RYFP SY RYFP GY
Ka/nM 126 £2 528 £ 144 396 =19
ny 1,2+0,1 1,2+0,1 1,3+0,1
max. zhaSeni RLuc8 / % 96,5+ 2,6 7,7+0,4 48,7+ 1,7

Ptitomnost vys$i koncentrace fluorescencniho proteinu méla vzdy za nasledek sniZeni
pozorované emise RLuc8 a zvySeni emise odpovidajici fluorescenci dané¢ho proteinu. Pro RGFP byla
zjisténa idealni interakce s K4 cca 126 nM; toto souhlasi s diive publikovanymi daty (diive naméfena
hodnota Kq se pohybuje okolo 200 nM).[10] Pro ob¢ varianty RYFP byla pozorovana afinita k RLuc8
zhorSend, avSak jen mirné€ — toto potvrzuje, Ze vytvorené varianty RYFP jsou stale schopné specifické
vazby na RLuc8. Nejvetsi zména vSak byla pozorovand ve schopnosti fluorescenéniho proteinu zhaset
luciferazovou reakci RLuc8. Zatimco pti nadbytku RGFP je reakce RLuc8 zhasena témét tpIné, pro
ob¢ varianty RYFP je tato hodnota niz§i. V piipad¢ proteinu RYFP GY se nicméné mira zhaSeni
reakce vyznamné shoduje s podilem maturovaného proteinu ve vzorku stanovenym pomoci MS (viz
kapitola 5.7). Toto naznacuje, ze RYFP GY by za pfedpokladu spravné maturace mohl byt schopen
pIného zhaseni reakce RLuc8, resp. Ze pozorované netplné zhaseni luciferazové reakce je zapticinéno
vazbou RLuc8 na nematurované molekuly RYFP GY, neschopné akceptovat excitacni energii.
V ptipadé¢ RYFP SY je situace odli$nd; pii uplné saturaci RLuc8 dochazi ke zhaseni luciferazové
reakce jen z cca 8 % pii podobném podilu maturovanych molekul jako v ptipadé¢ RYFP GY. Zde se
nabizi moZnosti, Ze je protein nedostate¢ny pro vystup RLuc8 co do excitability — luciferazova reakce
poskytuje za dany Cas vice energie, nez je fluorescen¢ni protein schopen akceptovat. V kazdém
smyslu je vptipadé RYFP SY neschopnost akceptovat excitaéni energii zplisobend nejspiSe

vyznamnou kombinaci vicero vad.

Pro titrace vSemi fluorescencni proteiny byla zjiSténa hodnota Hillova koeficientu ny blizka 1.
Z toho lze vyvozovat, Ze vazba fluorescencniho proteinu na luciferazu z pohledu titrace luciferazy
fluorescen¢nim proteinem je spiSe nekooperativni. Toto zjisténi v piipadé RGFP souhlasi s diive
publikovanymi daty[10] a naznacuje tak, Ze mechanismus vazby zlstava v piipad¢ variant RYFP

nezmeéneén.
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5.11 TRIC/MST analyza interakce RLuc8 a variant RYFP

Analyza vazebné interakce RLuc8 a fluorescen¢nich proteini RGFP, RYFP SY a RYFP GY byla
provedena za ucelem validace dat ziskanych pfedchozi spektroluminometrickou analyzou a zaroven
zisku informace pfi opacném uspofddani experimentu (kdy je fluorescencni protein titrovan
luciferazou). Cilem bylo opét stanoveni zjevné sily interakce coby disociacni konstanty K4 a miry
kooperativity interakce vyjadfené Hillovym koeficientem nu. Pro kazdy méteny bod titrace byla pred
ipo TRIC/MST experimentu na zaklad€ analyzy fluorescen¢nich profild méficich kapilar

vyloucena adheze fluorescencnich proteinti na stény kapilar.

Pti experimentu nebylo vyuzito zadné fluorescencni znaceni. Analyzovanym ukazatelem byla
vlastni fluorescence fluorescencnich proteini; mira interakce byla stanovena na zékladé klasického
TRIC/MST méfeni i na zadkladé zmény pocatecni fluorescence fluorescencnich proteind v disledku
titrace luciferazou. Stanovené titra¢ni kfivky jsou vyneseny v Obr. 11 a vyhodnocené parametry jsou

shrnuty v Tab. 8.

a b
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Obr. 11: (a) Titra¢ni kiivky RGFP, RYFP SY a RYFP GY vyhodnocené z klasického TRIC/MST meéfeni (b) a ze zmény

pocatecni fluorescence fluorescenéniho proteinu po smiseni s luciferazou.

Pti titraci divokého typu RGFP byly parametry Kq inu stanoveny shodné pro oba zplsoby

vyhodnoceni; vSechny parametry se zaroven shoduji s jejich diive stanovenymi hodnotami.[10]

Tab. 8: Souhrn parametrii vyhodnocenych z titra¢nich kiivek titrace RGFP, RYFP SY a RYFP GY luciferazou RLuc8.
Radky oznatené "MST/TRIC" byly ziskany pti vyhodnoceni klasického TRIC/MST experimentu (Obr. 11a), fadky
oznacené "po¢. fluo." byly ziskdny vyhodnocenim zmény pocatecni fluorescence fluorescencniho proteinu po smiseni
s luciferazou (Obr. 11b). Veli¢ina K¢ je oznaceni pro disociacni konstantu, ny je hodnota Hillova koeficientu, ktery

vyjadiuje miru kooperativy slozek.

titrovany protein RGFP RYFP SY RYFP GY
Kq / nM (TRIC/MST) 177 £ 13 165+ 19 153+ 19
Ka/nM (poc. fluo.) 184 +7 314 +20 27117
nu (TRIC/MST) 1.9+0.2 23+0.5 22+04
nu (poc. fluo.) 23+£04 20+£04 24+0.6
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Pro ob¢ varianty RYFP byla potvrzena schopnost interakce s RLuc8. V pfipad¢ analyzy
TRIC/MST vsak ob¢ varianty RYFP na titraci RLuc8 reaguji anomalné — rostouci koncentrace
luciferazy nezptisobila oCekavany nartiist retence fluorescence v misté zahtati kapilary, nybrz naopak.
Tento jev neni obvykly a mtze byt zpisoben naptiklad tim, Ze struktura fluorescencni molekuly je
mirné nestabilni avazba s interakénim partnerem ji stabilizuje, coz vede k vys$si pocatecni
fluorescenci, kterd je ale paradoxné vice zhdSena tepelnym gradientem.[64, 78] V piipadé RYFP SY
nebo GY k tomuto mohlo dojit napiiklad destabilizaci B-soudku anebo pozménénym ulozenim
fluoroforu uvniti proteinu z diivodu provedené mutageneze; tato interpretace je podpoiena také
snizenou termostabilitou variant RYFP zjiSt€énou pomoci metody nanoDSF. V ptipad¢ analyzy

pocatecni fluorescence vzorkl se obé varianty RYFP chovaji dle ocekavani.

Pii vyhodnoceni pocatecni fluorescence stanovena vazebna afinita dobfe odpovida vysledkim
spektroluminometrické analyzy interakce (kapitola 5.10), tedy varianty RYFP se na RLuc8 vazi
s mirn€ nizsi afinitou neZ RGFP. Analyza klasickych TRIC/MST dat vSak tvrdi opak; toto nicméné
muze byt artefakt vySe popisované¢ho anomalniho chovédni variant RYFP. Nehledé na zpuasob
stanoveni vazebnych parametra se ale interakce obou variant RYFP s luciferdzou RLuc8 zda velice
podobna jako v pfipadé pivodniho RGFP a v interakci tak vlivem vnesenych mutaci pravdépodobné

nedoslo k Zddnym vyraznym zméndm.

Pti vazb&é RLuc8 na RGFP byla zjisténa vyznamna kooperativita; hodnota ny se nehledé na
variantu proteinu ¢i zplisob vyhodnoceni pohybuje kolem hodnoty 2. Tato hodnota je oCekavana,
dobfe odpovidad stechiometrii komplexu RGFP/RLuc avptipadé RGFP odpovidd diive
publikovanym vysledkiim; shodn& se spektroluminometrickou analyzou interakce tak analyza

TRIC/MST podporuje tvrzeni, Ze mechanismus vazby ziistava v ptipad€ variant RYFP nezménén.

Zdanlivy  nesoulad  vysledkiT ~ TRIC/MST  (svédCicich o kooperativni  vazbg)
a spektroluminometrické analyzy (ukazujicich nekooperativni vazbu) je vysvétlen jednoduSe
uspofadanim experimentl. V piipadé TRIC/MST pozorujeme pevné dimery malého mnoZstvi
molekul fluorescenéniho proteinu, na které se vZdy mohou vazat dv€é molekuly RLuc8. Ty jsou pfii
TRIC/MST experimentu piitomny v nadbytku a pfi saturaci je tak nejpravdépodobnéjsi stechiometrie
komplexu 2:2. V ptipadé¢ spektroluminometrické analyzy je situace opacnd. Pozorovany vystup tvoii
malé mnozstvi molekul RLuc8. Ty pfi saturaci nadbytkem dimerniho fluorescenéniho proteinu tvoii

nejpravdépodobnéji komplex se stechiometrii 1:2, a interakce je tak zdanlivé nekooperativni.
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5.12 Shrnuti vlastnosti nejlepsi varianty RYFP a navrh dalSiho postupu jejiho
inZenyrstvi
Ze srovnani vSech naméfenych vlastnosti pfipravenych variant RYFP vyplyva, Ze nejlepsi

variantou pro dalsi inzenyrstvi je RYFP GY (resp. RGFP S66G/H197Y).

RYFP GY vykazuje kanonicky zlutou emisi s maximem pii 527 nm s maximem excitace pfi
518 nm spolecné s dobrou excitabilitou pii vlnovych délkach emise RLuc8 zajistujici jejich
energetickou kompatibilitu. Problémem je nizkd celkové intenzita fluorescencni emise. Toto je
nejspise zptisobeno kombinaci nizsi strukturni stability ¢i pozménénim uloZeni fluoroforu v proteinu,
nedokonalou maturaci a problémem s udrzenim spravného elektronového stavu fluoroforu. Vsechny
tyto pticiny jdou ruku v ruce také s pozorovanou mirn¢ snizenou termostabilitou proteinu. Pro lepsi
diagnostiku by bylo mozné vyuzit rentgenovou krystalografii pro stanoveni soucasné struktury RYFP
GY anebo stanoveni zavislosti jeho fluorescence a UV-VIS spektra na pH. Kvantovy vytézek
fluorescence RYFP GY nebyl pro nevhodnost (netiplnou maturaci) vzorku stanoven. Ze stanovenych
parametri proteinu Ize ale pfedpokladat, Ze kvantovy vytézek RYFP GY se pfili§ nelisi od RGFP,
ponévadz snizend emise RYFP GY je zcela vysvétlitelna jeho nizs$i mérnou excitabilitou a netiplnou

maturaci.

RYFP GY je schopen fyzické i funkéni interakce s RLuc8. Sila a mechanismus interakce se zdaji
nezménéné vii€i RGFP a ze ziskanych vysledkt I1ze predpokladat, ze kdyby byla vyfeSena absorpcni
vada a neliplnd maturace RYFP GY, BRET interakce s luciferazou RLuc8 by probihala se stejnou
ucinnosti jako v ptipadé RGFP. RYFP GY obecné vykazuje dobrou kompatibilitu se stejnymi pufry
a podminkami jako RGFP. U RYFP GY byla také zachovana robustni dimerni kvarterni struktura.
Toto nebylo prokazdno piimo, avSak dobfe to vyplyvd z vysledki SEC separace
1 TRIC/MST analyzy. Pro jednoduché experimentalni stanoveni oligomerniho stavu je mozné vyuzit
napf. nativni gelovou elektroforézu. RYFP GY sice vznika s niz§im vytézkem nez RGFP, avSak bez
vyrazného podilu nerozpustné slozky; je tedy nasnad¢, Ze vyfeSenim problémi se snizenou funkéni

stabilitou dojde 1 ke zlepSeni vytéZku proteinu a jinych krokl nebude tieba.

Nejlepsi cestou pro dalsi vyvoj RYFP se nyni zda inZenyrstvi okoli Tyr67 fluoroforu a nové
vnesen¢ho Tyr197 pro odstranéni sterickych zabran a udrzeni spravného néboje fluoroforu soucasné
s celkovou stabilizaci proteinu. Tohoto je mozné dosahnout racionalni cestou ,,transplantaci tohoto
okoli napf. z proteinu EYFP anebo jiné Zluté varianty AvGFP s vyfeSenou strukturou, anebo obecné
za pomoci bioinformatickych néstroji typu ProteinMPNN, RosettaMP, FireProt, HotSpot Wizard
anebo RaSP. Moznosti je také ndhodna mutageneze, ponévadz pro screening fluorescence jsou dobie
dostupné vysoce uc¢inné metody, napt. kombinace epPCR a FACS (fluorescencn¢ aktivované t¥idéni
bungk).
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6 ZAVER

e Bioluminiscencni sonda IRrIS je jako kombinace biologicky kompatibilni luciferazy
a zelen¢ho fluorescencniho proteinu schopna pouze zelené emise. Toto neni vhodné pro
vSechny jeji zamyslené aplikace, ale jiné kompatibilni fluorescen¢ni proteiny neexistuji a je

tieba je vytvorit inzenyrstvim pivodniho kompatibilniho fluorescen¢niho proteinu.

e Na zadklad¢ kombinace sekvencni a strukturni analyzy s informacemi v literatufe a databazich
fluorescen¢nich proteini byla navrZena strategie mutageneze zeleného fluorescencniho

proteinu z R. reniformis pro prodlouzeni vinové délky jeho emise.

e Metodou MegaPrimer bylo pfipraveno 8 variant genu pro RGFP. Pro fadu z pfipravenych
variant proteinu byl pii prescreeningu zjiStén uspeSny posun emisniho maxima z pivodnich
508,5 nm na 526528 nm; pro dalsi charakterizaci byly vybrany mutanty RGFP H197Y (RYFP
SY) a RGFP S66G/H197Y (RYFP GY), které byly uspésné vyprodukovany ve velkém méfitku

a purifikovany do vysoké Cistoty.

e Fluorescen¢ni spektrometrie potvrdila zadouci fluorescencni vlastnosti obou variant

RYFP, avsak intenzita jejich fluorescencni emise byla niz8i nez v ptipadé¢ RGFP.

e UV-VIS spektrometrie odhalila nizkou excitabilitu a zaroveil absorpéni vadu obou variant
RYFP jako mozné pficiny jejich slabé fluorescence. Absorp¢ni vada miize byt zplisobena

problémem s udrzenim spravného elektronového stavu fluoroforu.

e Hmotnostni spektrometrie odhalila vadu pfi maturaci fluoroforu variant RYFP jako dalsi

moznou pti¢inu jejich slabé fluorescence.

e Metodou TRIC/MST bylo potvrzeno, Ze obé varianty RYFP jsou schopné spravné fyzicke
interakce s luciferazou RLuc8, avSak spektroluminometricka analyza ukézala, Ze pro funkéni

BRET interakci splituje predpoklad pouze RYFP GY.

e Metody nanoDSF a TRIC/MST naznacily problém se stabilitou a potencialné¢ ulozenim

fluoroforu v molekulach variant RYFP jako dal$i moznou pfi¢inu jejich slabé fluorescence.
e Byl navrZen postup pro dalsi inZenyrstvi RYFP a kompenzaci vySe uvedenych vad.

e Vsechny cile prace byly splnény. Varianta RYFP GY poslouZi jako zaklad pro dalsi inzenyrstvi
RYFP a vysledky prace budou publikovany jako soucést ¢lanku v odborném impaktovaném

periodiku.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APS — peroxodisiran amonny

ATP — adenosintrifosfat

AVGFP — zeleny fluorescencni protein z aequorea victoria
BRET — rezonan¢ni pfenos bioluminiscen¢ni energie

CTZ — koelenterazin

DLS — dynamicky rozptyl svétla

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DNasa — deoxyribonukleasa

dNTPs — volné trifosfaty deoxyribonukleotidi

(nano)DSF — diferencni skenovaci fluorimetrie (v nanoforméatu)

DTT — dithiotreitol

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

FACS — fluorescen¢né aktivované tiidéni bun¢k

FAD — flavinadenindinukleotid

FRET — Forsteriiv rezonan¢ni pienos energie

HEPES — kyselina 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethan-1-sulfonova
IPTG — izopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid

IM — indukéni médium

IMAC — metaloafinitni chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech
IRrIS — oznaceni komplexu RLuc8/RGFP

LB médium — lysogenni médium/Lennox-Bertani médium

LC-MS/MS - LC, kapalinové chromatografie; MS/MS — hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF — Matrix assisted Laser Desorption/Ionization — Time Of Flight
NADH - nikotinamidadenindinukleotid

PCR — polymeréazova fetézova reakce
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RCBP — CTZ-vazny protein (Renilla coelenterazin-binding protein)

RGFP — zeleny fluorescencni protein z Renilla reniformis

RYFP (SY a GY) — zluty fluorescencni protein z Renilla reniformis (H197Y a S66G/H197Y)
RLuc — koelenterazin-dependentni luciferdza z Renilla reniformis

RLuc8 — koelenterazin-dependentni luciferaza z Renilla reniformis obsahujici 8 mutaci
SDS — dodecylsiran sodny

SDS-PAGE - elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti SDS

SEC — molekulové vylucovaci chromatografie

SM — startovaci médium

SOC médium — superoptimalni médium s katabolickou represi

TEMED - tetramethylenthylendiamid

TRIC/MST — teplotn¢ zavisla zména fluorescence a termoforéza v mikromeétitku

Tris — (2-amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol

50



9 PRILOHA C.1: NAVRH MUTACI A PRESCREENING MUTANTU RGFP

9.1 Navrh primeri a mutantii pro mutagenezi RGFP

V Tab. P1 je uveden seznam sekvenci pouzitych primerdi pro mutagenezi s cilem prodlouzeni
vyzafované emise. V Tab. P2 jsou navrzeni mutanti proteinu RGFP spolu s kombinaci primert
pouzitych k jejich vytvoteni a Obr. P1 zobrazuje analyzu pomoci gelové elektroforézy Uspésné

ptfipravenych MegaPrimert.

Tab. P1: Seznam sekvenci primert pro generovani MegaPrimert pii mutagenezi RGFP. Primery jsou uvedeny ve sméru

5°-3.

197Y_Rv AACATTGGTTTTAACCAGACGATACTGAATAAAGTGATACAGCGG
197F Rv AACATTGGTTTTAACCAGACGAAACTGAATAAAGTGATACAGCGG
66T Fw GATATTGTTAGCGTTGCCTTTACCTATGGCAATCGTGCATATACC
66G_Fw GATATTGTTAGCGTTGCCTTTGGCTATGGCAATCGTGCATATACC
pET21b Fw TAATACGACTCACTATAGGG

pET21b Rv GCTAGTTATTGCTCAGCGG

Tab. P2: Seznam zkonstruovanych mutantti proteinu RGFP a kombinace primert pouzitych k jejich vytvoreni. Templatem

byl vzdy gen RGFP.

Mutant RGFP Kombinace primeru
H197Y pET21b Fw; 197Y Rv
HI197F pET21b Fw; 197F Rv

S66G 66G_Fw; pET21b_Rv
S66G/H197Y 66G_Fw; 197Y_Rv
S66G/H197F 66G_Fw; 197F_Rv

S66T 66T Fw; pET21b Rv
S66T/H197Y 66T Fw; 197Y Rv
S66T/H197F 66T Fw; 197F Rv

Obr. P1: Analyza uspésné ptipravenych MegaPrimerd pomoci gelové elektroforézy. Vsechny pfipravené MegaPrimery

mély oc¢ekavanou velikost (bp — pary bazi), kvalitu bez vedlejsich produkti a dostacujici vytézek.
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9.2 [Excitacni intenzita namérena béhem prescreeningu

Béhem prescreeningu byly naméfené také hodnoty intenzity excitace pro vSechny mutanty

a kontroly v promyvacim Tris pufru (Obr. P2a) i draselno-fosfatovém pufru (Obr. P2b).
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Obr. P2: Relativni intenzita excitace pfipravenych mutantt a kontrol v prostfedi (a) promyvaciho Tris pufru a (b)

draselno-fosfatového pufru.

V Tab. P3 jsou uvedeny namétfené emisni maxima pro referencni proteiny RGFP a mLemon a
mutované proteiny s nejvyssi intenzitou fluorescence v prostiedi promyvaciho Tris pufru a draselno-

fostatového pufru.

Tab. P3: Emisni maxima namétena béhem prescreeningu referenénich proteint RGFP a mLemon a mutovanych proteint

s nejvyssi intenzitou fluorescence v promyvacim Tris pufru a draselno-fosfatovém pufru.

Protein Emisni max. v promyvacim Tris pufru Emisni max. v draselno-fosfatovy pufru
RGFP 512 nm 513 nm
mLemon 529 nm 533 nm
RGFP S66G 511 nm 510 nm
RGFP S66T 510 nm 510 nm
RGFP H197Y 526 nm 525 nm
RGFP S66G/H197Y 528 nm 526 nm
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9.3 SDS-PAGE analyza

Gely se vzorky bun&tného extraktu a purifikovanych proteinli v prostfedi promyvaciho Tris

pufru a draselno-fosfatového pufru jsou zdokumentovany v Obr. P3 a Obr. P4. Vysledky jsou popsany

v kapitole 5.3.
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Obr. P3: SDS-PAGE analyza mutanti RGFP navrzenych pro prodlouzeni vinové délky jeho emise ve vzorku (a)

bunééného extraktu a (b) purifikovaného proteinu pii purifikaci za pouziti promyvaciho Tris pufru.
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Obr. P4: SDS-PAGE analyza mutantdi RGFP navrzenych pro prodlouzeni vinové délky jeho emise ve vzorku (a)

bunécného extraktu a (b) purifikovaného proteinu pii purifikaci za pouziti draselno-fosfatového pufru.
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10 PRILOHA C.2: CHROMATOGRAMY SEC SEPARACE PURIFIKOVANYCH PROTEINU

Béhem purifikace pomoci metody SEC byly pro kazdy protein naméteny chromatogramy, podle

kterych bylo zjistovano, které frakce obsahuji protein naseho zajmu. Chromatogramy luciferazy

RLuc8 (Obr. P5) a proteinu RGFP (Obr. P6) odpovidaji diive naméifenym datim v Loschmidtovych
laboratofich. Chromatogramy mutanti RYFP SY (Obr. P7) a RYFP GY (Obr. P8) se ale oproti RGFP

1i§1 obsahem pomérné velkého piku pred o¢ekavanym pikem. Tento pik byl dale zkouman v kapitole

Vysledky.
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Obr. P5: Chromatogram naméfeny béhem purifikace luciferazy RLuc8 metodou SEC. Modra kiivka zndzoriuje absorpci

pfi 280 nm, oranzova kiivka zobrazuje vodivost , zelena kiivka zobrazuje tlak v systému a fialova kiivka absorpci pfi

498 nm.
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Obr. P6: Chromatogram nameéteny béhem purifikace RGFP metodou SEC. Modra kiivka znazoriiuje absorpci pii 280

nm, oranzova kiivka zobrazuje vodivost, zelena ktivka zobrazuje vodivost a fialova kiivka absorpci pii 498 nm.
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Obr. P7: Chromatogram naméfeny béhem purlﬁkace RYFP SY metodou SEC. Modra kiivka znazortiuje absorpci pfi

20

280 nm, oranzova kiivka zobrazuje vodivost, zelena kiivka zobrazuje tlak v systému a fialova kiivka absorpci pii 498 nm

U tohoto vzorku doslo k naméfeni neocekavaného piku pied typickym pikem RGFP, prvni pik byl dale zkouman
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Obr. P8: Chromatogram naméteny béhem purifikace RYFP GY metodou SEC. Modra kiivka znazornuje absorpci pfi
280 nm, oranzova ktivka zobrazuje vodivost, zelena kiivka zobrazuje tlak v systému a fialova kfivka absorpci pii 498 nm

U tohoto vzorku doslo k nameéteni neocekavaného piku pred typickym pikem RGFP, prvni pik byl dale zkouman

55



11 PRILOHA C. 3: STANOVENI TERMOSTABILITY VARIANT RYFP

Obr. P9 zobrazuje kiivky tepelné¢ denaturace naméfené pomoci nanoDSF. Vysledky jsou

popsany v kapitole 5.6.
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Obr. P9: K#ivky uréuji hodnotu poméru naméfenych dat termostability pomoci nanoDSF. (a) Zobrazuje Cisté pomér

hodnot pti 350 a 220 nm, (b) pak jejich prvni derivaci.
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12 PRILOHA C.4: HMOTNOSTNI SPEKTRA RYFP GY A RYFPSY

Obr. P10 zobrazuje MALDI-TOF hmotnostni spektrum proteinu RYFP GY a Obr. P11 zobrazuje
hmotnostni spektrum tézsich frakei ziskanych pti SEC separaci RYFP GY. Vysledky jsou popsany
v kapitole 5.7.
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Obr. P10: Hmotnostni spektrum MALDI-TOF analyzy vzorku RYFP GY.
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Obr. P11: Hmotnostni spektrum MALDI-TOF analyzy vzorku tézsich frakci ziskanych pti SEC separaci RYFP GY.
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Obr. P12 zobrazuje MALDI-TOF hmotnostni spektrum proteinu RYFP SY a Obr. P13 zobrazuje
hmotnostni spektrum téz§ich frakci ziskanych pti SEC separaci RYFP SY. Vysledky jsou popsany

v kapitole 5.7.
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Obr. P12: Hmotnostni spektrum MALDI-TOF analyzy vzorku RYFP SY.
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Obr. P13: Hmotnosti spektrum MALDI-TOF analyzy vzorku tézsich frakci ziskanych pii SEC separaci RYFP SY.
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13 PRILOHA C.5: SPEKTRA ZE SPEKTROLUMINOMETRICKE ANALYZY

Béhem spektroluminometrické analyzy byla naméiena spektra titraci RLuc8 fluorescenénimi
proteiny a z nich déle byla provedena analyza interakce mezi RGFP (Obr. P14a) a jeho variant (pro

RYFP GY Obr. P14b, RYFP SY Obr. P14c) s RLucS8.
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Obr. P14: Surova naméfena spektra normalizovana vi¢i maximu emise spektroluminometrické analyzy RLuc8 a (a)

divokého typu RGFP, (b) RYFP GY a (¢) RYFP SY. Legenda je pro vSechny tii grafy spolecna.
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