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Abstrakt

Tato bakalarska prace je ivodem do projektu zabyvajiciho se vlivem evoluce genetického kodu,
tedy i v Case se méniciho repertodru aminokyselin v proteinech, na vyvoj struktury a funkce
bilkovin. Prvotni aminokyselinova abeceda byla ziejm¢ pouze polovicni velikosti abecedy
souasné a zahrnovala podle dostupnych analyz okolo 10 prebioticky pfitomnych

aminokyselin, pochéazejicich z exogennich ¢i endogennich zdroji.

Obsahem této prace je mRNA transkripce a bezbun&fnd exprese péti randomizovanych
proteinovych knihoven (obsahujicich zhruba 10'! variant). Uvedené knihovny se li§i svym
aminokyselinovym sloZenim a odrazi tak jednotlivé predpokladané faze evoluce genetického
kédu. Hlavnim cilem tedy je pievést knihovny z DNA formy do formy proteint a poskytnout
tak zdroj pro purifikaci knihoven a jejich naslednou biofyzikdlni charakterizaci (vyskyt

sekundarni a terciarni struktury) a analyzy vyskytu funkce v takto navrzenych knihovnach.

Cely vyzkum by tak teoreticky mohl pfispet k zodpovézeni zékladnich otazek nejen z oboru

proteinové evoluce, ale 1 syntetické biologie €1 proteinového inZenyrstvi.

Kli¢ova slova: Bezbunécna exprese, proteiny, evoluce genetického kddu



Abstract

This bachelor thesis is an introduction to a project dealing with the influence of genetic code
evolution (and the consequen tamino acid repertoire in proteins) on the evolution of protein
structure and function. The initial amino acid alphabet was apparently only half the size of the
present alphabet and according to available metaanalyses it included only about 10 prebiotically

present amino acids derived from potential exogenous or endogenous sources.

This work includes mRNA transcription and cell-free expression of five randomized protein
libraries (containing approximately 10'! variants). These libraries differ in their amino acid
composition and reflect individual predicted stages of genetic code evolution. The main goal is
to convert libraries from DNA to protein form to provide a source for library purification and
their subsequent biophysical (occurrence of secondary and tertiary structure) and functional

analyses.

The whole research could theoretically contribute to a few basic questions not only in the fields

of protein evolution but also in areas of synthetic biology or protein engineering.

Keywords: Cell-free expression, proteins, genetic code evolution

This thesis is written in Czech.
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10E
10L
10R
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bezbuné¢na syntéza proteinu (z angl. cell-free protein synthesis)
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degenerovany nukleotid (G, A nebo T)
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dvouvlaknova DNA (z angl. double strand)

dithiotreitol
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guanin

enzym glutamét karboxypeptidaza II

glutamin

kyselina glutamova
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degenerovany nukleotid (A, C nebo T)
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M
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N
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in vitro kompartmentalizace (z angl. in vitro compartmentalization)
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posledni spole¢ny predek (z angl. last unniversal common ancestor)

lysin

degenerovany nukleotid (A nebo C)

ionizace desorpci laserem v pritomnosti matrice s analyzatorem doby letu
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mediatorova ribonukleové kyselina

degenerovany nukleotid (A, C, G nebo T)

nepiirodni randomizované proteinové sekvence (z angl. never born proteins)
New England Biolabs

ribonukleotidy

otevieny Cteci ramec (z angl. open reading frame)

polymerazova fetézcova reakce (z angl. polymerase chain reaction)
fenylalanin

prolin

syntéza proteinli vyuZivajici rekombinantnich prvkd (z angl. The Protein
synthesis Using Recombinant Elements)

pyrrolysin

degenerovany nukleotid (G nebo A)

nahodn4 multi-rekombinantni PCR (z angl. random multi-recombinant PCR)
ribonukleova kyselina
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dodecylsiran sodny
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serin
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Thr (T) threonin
TEMED Tetramethylethylenediamin
t-RNA transferova ribonukleova kyselina

Trp (W) tryptofan

Tyr (Y) tyrosin

U uracil

Uv ultrafialové zareni

\" degenerovany nukleotid (G, C nebo A)

Val (V) valin

\W% degenerovany nukleotid (A nebo T)

X kterdkoliv ze Ctyt bazi dle Cricka

Y degenerovany nukleotid (T nebo C, IUPAC) nebo kterdkoliv ze Ctyi bazi dle
Cricka



1. Uvod

Na pocatku procesu vzniku Zivota na Zemi bylo pravdépodobné prebioticky dostupné velké
mnozstvi aminokyselin, pochéazejicich z exogennich ¢i endogennich zdroju, z nichZ se jen asi
pouhych deset, oznacovanych jako rané, za¢lenilo do tehdejsiho genetického kédu'=. Postupem
Casu geneticky kod expandoval a zaclenily se zbyvajici aminokyseliny, oznacované jako
struktufe. Je mozné ziskat strukturované a funkéni proteiny pouze z uvedenych deseti
puvodnich aminokyselin? V minulosti byly provedeny pokusy zabyvajici se charakterizaci
struktury randomizovanych proteinii skladajicich se z redukované aminokyselinové abecedy.
Pro konstrukci funkénich proteind staci pravdépodobné pouhd polovina pfirodou vyuZivané
aminokyselinové abecedy®. Malé proteiny SH3 domény se sekundarni strukturou p-skladaného
listu byly syntetizovany z velké ¢asti jen z péti aminokyselin’. Aminokyseliny viak v téchto
piipadech byly vybrany na zéklad¢ svych fyzikalné-chemickych vlastnosti, a nikoliv na zaklad¢
jejich evoluéniho potadi. Zda by bylo mozZné vytvofit proteiny sklidajici se pouze z ranych

aminokyselin a jaka by byla struktura takovych proteint, stile zGstava otazkou.

Cilem této prace je vytvorit knihovny ndhodnych proteinovych sekvenci z riznych repertoari
aminokyselin tak, aby vhodné odrazely evolucni stupné vyvoje genetického kodu Ci jejich
kontroly. Téchto vySe zminénych knihoven je navrZzeno celkem pét, z nichZ jedna obsahuje
vSech 20 proteinogennich aminokyselin (20F), druhd pouze 10 ranych aminokyselin (10E) a
treti 10 ranych aminokyselin obohacenych o 4 pravdépodobné zaclenéné do genetického kodu
nejdiive ze skupiny 10 pozdnich aminokyselin (14SL). Dalsi dvé knihovny jsou pouzivany jako

kontrolni a obsahuji pouze 10 pozdnich aminokyselin (10L) a dile 10 aminokyselin vybranych

-----

Hlavnim cilem této prace je tedy poskytnout material vhodny pro dalsi charakterizace struktur
a funkci proteinti z uvedenych knihoven. Knihovny ndhodnych sekvenci predstavuji statisticky
vyznamny soubor a mohou slouZit ke srovnani potencidlu tvorby struktury a funkce mezi

jednotlivymi podskupinami aminokyselin.



2. Cile prace
- Seznameni se s literaturou tykajici se evoluce genetického kdédu a bezbunécné
(in vitro) exprese.
- Priprava péti DNA knihoven kédujicich ndhodné sekvence protein sloZené z
ruznych repertoarti aminokyselin.

- Transkripce a bezbunécna exprese knihoven do formy proteinti.



1. pozice

3. Prehled problematiky

3.1. Evoluce aminokyselin a genetického kédu

Centralni dogma molekularni biologie, tak jak bylo predstaveno v roce 1958 F. Crickem, je
zékladnim kamenem a zaroven spojovacim ¢lankem témeét veskerého Zivota na Zemi, i pres
jeho obrovskou rozmanitost®. Rikd nam, Ze geneticka informace uloZend v DNA je nejprve
prepisovdana do RNA a nésledn¢ je pielozena do proteinti, které jsou zakladni stavebni
jednotkou organismi, nebo v podobé enzymu katalyzuji reakce nezbytné pro metabolismus.

VétSina piirozené se vyskytujicich genomt ptimo kéduje v DNA 20 aminokyselin (viz Tab. 1).

Tab. 1 Tabulka genetického kddu s pfifazenim aminokyselin k pfislusnym kodoniim. Prevzato

a upraveno?.

2. pozice
u C A G
uuu ucu UAU UGU U
u wuc M uee 3 uac " vee Y| ¢
DA | uca ® T UAA  stop | UGA  stop | A
UUG ucG UAG  stop | UGG Trp | G
CUU ccu CAU e CGA u
C cuc | ccc | CAC G, C
CUA CCA cAA CGA A
CUG CCG CAG CGG G
AUU o | AcCU mU- Al U
A AUC ACC L L AAC AGC C
AUA- | AcA The = 2aA s AGA | A
AUG ACG AAG AGG G
GUU GCU GaU | 66U U
G Guc . | ec | GAC e | €
GUA GCA GAA GGA A
GUG GCG GAG GGG G

Kromé téchto 20 standardnich aminokyselin bylo v genomech nékterych organismil objeveno
kédovani pro 21. a 22. aminokyselinu. Jednd se o selenocystein (Sec), vyskytujici se u
archebakterii, eubakterif i eukaryot, kterd mezi standardnich 20 neni fazena kvtli abnormalitdm

pfi jeji translaci, a pyrrolysin (Pyl), vyskytujici se pfevdZné u methanogennich archebakteri’.

Konkrétnéji jsou aminokyseliny kédovany tifiznakovou soustavou, tedy genetickym kédem. Dle
D. P. Snustada a M. J. Simmonse ho miZeme definovat jako nepfekryvajici se kod, ktery

definuje pozici jednotlivych aminokyselin, iniciaci a terminaci translace pomoci RNA-
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kodont'’. P¥itazeni aminokyselin ke konkrétnim kodoniim vidime v Tabulce 1 (Tab. 1, strana

10). Oznaceni ,,stop* znamena terminacni kodon.

3.1.1. Geneticky koéd a jeho vyvoj
Geneticky kéd je, jak jiz bylo feceno, sloZen z tripleti nukleotidi. Kazdy nukleotid je tvoieny
fosforylovanou cukernou slozkou (ribéza nebo deoxyribdza) a jednou z péti bazi, jmenovité

adenin, cytosin, guanin a thymin (DNA) nebo uracil (RNA).

Vyhodou existence tiipismenného koédu je, uz podle predpovédi amerického fyzika
G. Gamowa, celkovy podet moznosti, které nam tiipismenny kéd poskytuje>!'!. Kdyby
geneticky koéd byl pouze dvoupismenny, poskytoval by jen 16 (4°) reprezentaci pro 20
aminokyselin, na druhou stranu tifpismenny kéd nim zajisti celkem 64 (4%) reprezentaci.
VétSina aminokyselin (s vyjimkou methioninu a tryptofanu) je kddovana nékolika
nukleotidovymi triplety a proto nazyvame geneticky kéd degenerovanym tedy redundantnim?.
Diky této vlastnosti je minimalizovan pocet chyb pfi translaci v ptipadé¢ bodovych mutaci, a

zéaroven geneticky kod stile poskytuje prostor pro evoluci genetické informace!'?.

Geneticky kod mtiZzeme také charakterizovat jako univerzalni, coZ znamen4, Ze aZ na vyjimky
je stejny pro buinky téméf vSech prokaryotnich i eukaryotnich organismti. Toto pravidlo
porusuje napiiklad geneticky kod mitochondrie, ve kterém je tryptofan kodovan univerzdlnim
terminacnim kodonem UGA. Dalsi drobné odchylky jsou zndmé u nékterych druha

mikroorganisma'>15.

Dalsim rysem genetického kédu je logika pfifazeni part kodon-aminokyselina. Prifazeni
aminokyselin ke kodontim neni ndhodné a zde uvadim pro piiklad nékolik pravidel, kterymi se

ridi:

1. XYC a XYU vzdy kéduji stejnou aminokyselinu.

2. XYA a XYG casto kdduji stejnou aminokyselinu. Vyjimkou z tohoto pravidla tvoii
methionin a tryptofan, protoZe jsou kodovany pouze jednim kodonem.

3. VSechny kodony reprezentujici jednu z aminokyselin zacinaji stejnou bazi. Pouze
leucin, arginin a serin jsou vyjimky.

4. Pokud seskupime kodony do sad podle podobnosti, miiZzeme si vSimnout urcité
systematiky v pfidélovani aminokyselin ke kodonim z téchto sad dle fyzikalné-
chemické podobnosti mezi aminokyselinami. Jako piiklad lze uvést, Ze kodony

obsahujici uracil na druhém misté€ jsou pridéleny hydrofobnim aminokyselinam.
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(Pismeny X a Y rozumime kteroukoliv ze &tyf moZnych bazi'¢.)

Soubor téchto ,,pravidel” lze chapat jako privodni jev toho, Ze geneticky kdéd nevznikl
najednou, ale postupné v Case pravdépodobné expandoval a zminéna ,,pravidla® jsou tedy jeho

evolu¢ni stopou.

Principy pfifazeni kodonii jednotlivym aminokyselindm poprvé popsal jiz F. Crick v roce

1968!°. Postupné byly rozvinuty moZné teorie, jak je popsano niZe.

3.1.1.1. Stereochemicky pivod
Tato teorie postuluje, Ze kazda aminokyselina byla ke svym tripletim pfifazena na zakladé
fyzikalné-chemické afinity, jinak feCeno triplety byly s aminokyselinou spojeny z urcitych

stereochemickych divodii. Teze je platna hlavné pro prvotni formu kédu.

3.1.1.2. Teorie adaptace

Geneticky kod se téméf s urcitosti v prubéhu casu vyvijel smérem k minimalizaci vlivu
translacnich chyb. Teorie se opird o fakt, Ze téméf ve vSech organismech geneticky kéd urcuje
aminokyselinové sekvence mnoha evolu¢né vysoce vyvinutych proteinti, pro které by jakakoliv

jeho zména uZ byla nevyhodna!”.

Na zdkladé toho tedy tato teorie tvrdi, Ze geneticky kdd je univerzalni, protoZe jakakoliv zména
vném byla evoluci velmi striktné odmitnuta a od posledniho spole¢ného piedka vSech

organismt (,,last universal common ancestor* = LUCA) se jiZ neméni.

Teorie nevysvétluje princip piifazeni kodoni k aminokyselindm na dplném pocatku.

3.1.1.3. Koevolu¢ni teorie

ProtoZe ani jedna z teorii nAm neposkytla systematické feSeni problému, byla J. T. Wongem
navrzena Koevolucni teorie (CET =,,Coevolution theory*). Ta poprvé rozd¢luje aminokyseliny

na aminokyseliny faze 1 (rané) a faze 2 (pozdni). Tato teorie je postavena na Ctyfech zakladnich

principech'®:

1. Prebiotické prostiedi nebylo zdsobeno vSemi 20 proteinogennimi aminokyselinami. Ty,
které nebyly v prostfedi dostupné, musely byt postupné doplnény biosyntézou.

2. ,Pretran“ syntéza - pfeména prekurzorové aminokyseliny na zadanou aminokyselinu
béhem vazby na tRNA poskytla mechanismus pro v¢lenéni aminokyselin faze 2 do

genetického kodu.
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3. Tento biosynteticky vztah mezi prekurzorovou aminokyselinou a aminokyselinou
Zadanou je faktorem ovlivilujicim logiku pfifazeni aminokyselin ke kodontim
v genetickém kodu.

4. Geneticky kdd je proménlivy a dovoluje mutace, proto doslo k jeho expanzi a pfipojeni

aminokyselin faze 2.

Zaveérem lze fici, Ze tyto tfi teorie se vzdjemné spiSe dopliuji a pravdépodobné plati vSechny

soucasné, i pfestoZe ¢asto byvaji chapany jako t¥i navzajem se vylucujici alternativy'.

3.1.2. Puvod a vyskyt aminokyselin
,Prehrat evolu¢ni pasku* je z dnesSni perspektivy neproveditelné. Tedy identifikovat presné
prebioticky dostupné aminokyseliny a zjistit, které z nich byly zaclenény do genetického kddu
a v jakém prosttedi ¢i poradi, je dnes nemozné. Musime také vzit v ivahu alternativu, Ze
geneticky kod byl vrané fazi mnohem proménlivéj$i — nékteré aminokyseliny mohly byt
v prub¢hu evoluce nahrazeny jinymi atp. Nicméné, v nékolika poslednich desitkach let védecka
komunita nashromaZzdila velké mnozZstvi teoretickych a experimentalnich studii na toto téma a

jejich metaanalyzami mtiZzeme dospét alespon k urcité aproximaci evoluce genetického kddu a

vyskytu aminokyselin.

3.1.2.1. Exogenni a endogenni zdroje aminokyselin

Potenciélni zdroje prebiotickych aminokyselin rozdélujeme na exogenni a endogenni.

Exogennimi zdroji rozumime partikule vesmirného ptvodu, hlavné¢ meteority (uhlikaté
chondrity) a prachové Castice (IDPs z angl. interplanetary dust particles), které na povrch Zemé
v jejim raném obdobi pravdépodobné dopadaly Castéji nez dnes. Konkrétn€ na meteoritech bylo
nalezeno velké mnoZstvi aminokyselin, z nichZ pouze mald Cast se vyskytuje mezi jiz
uvedenymi 20 proteinogennimi. Na obrdazku 1 (viz Obr. 1, strana 14) jsou uvedeny

aminokyseliny detekované analyzou meteoritd'.

Tak velké mnozstvi aminokyselin, z nichZ vétSina neni biologicky aktivnich, Ize povazovat za
jeden z dlikazi jejich eventudlniho mimozemského ptivodu — piipadna kontaminace meteoritu
zemskych povrchem je témét vyloucena. Dal§sim duleZitym poznatkem analyz meteoritd je
pfitomnost obou chirdlnich forem proteinogennich aminokyselin v poméru bliZicim se
racemické smési (1:1). Co se tyce polohy aminoskupiny v molekuldch aminokyselin — krom¢
biologickych alfa-aminokyselin byly pozorovéany i beta-, gama- nebo delta-aminokyseliny.
Aminokyseliny s men$im poctem uhlikt byly obecné pfitomny ve vysSich koncentracich nez

ty viceuhlikaté'.
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Obr. 1 Seznam aminokyselin detekovanych na meteoritech. Pievzato
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1,20



Zdroji endogennimi rozumime vyskyt nebo vznik aminokyselin pfimo na Zemi z tehdy
dostupnych sloucenin za ptihodnych podminek. Prvni teorie zabyvajici se vznikem
aminokyselin z jednoduchych anorganickych latek formulovali A. 1. Oparin a
J.B. S. Haldane?!. Ti postulovali, 7¢ prvni cukry a aminokyseliny mohly vznikat vlivem
vhodného energetického zdroje (napiiklad UV zéfeni nebo elektrického vyboje) ve vodném
prostredi z jednoduchych anorganickych latek jako je methan, amoniak a vodik. Podminkou by
byla redukujici prebiotickda atmosféra, ve které by nedochazelo k oxida¢nimu rozkladu

organickych meziproduktu.

V roce 1953 byla tato teorie podloZena experimentem S. L. Millera a H. Ureyho. Do izolované
aparatury byly pres elektrické vyboje pfivadény plynné slozky prebiotické atmosféry (dle
Oparinovy teorie - methan, amoniak, vodni para a vodik). Po né€kolika dnech byly v aparatuie
piidruZzené varné nadob¢ simulujici praocedn pomoci papirové chromatografie detekovany
aminokyseliny glycin, a-alanin, -alanin, kyselina asparagovi a o-amino-n-méseln kyselina®.
Nasledné byly pokusy provedeny s mnoha modifikacemi. Napfiklad byla urychlena cirkulace
reak¢nich plyni od vybojky diky zavadéni vodni pary vstfikovanim. Tato modifikace zajistila
mén¢ redukujici podminky, nez kdyz byla vodni para piivedena jednorazové pii zahdjeni

reakce. Dal§ modifikaci byla vyména jiskrového vyboje za vyboj tichy?>.

V roce 2008 byla znovu provedena analyza Millerovych vzorki z roku 1955. Vzorky pouzité
pro tuto analyzu pochézely pravé ze tii vySe popsanych aparatur. Diky sou¢asnym modernim
technologiim, HPLC s fluorescencnim detektorem a MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii,
bylo tentokrat ve vzorcich identifikovano vice slou€enin. Ve vzorcich pochézejicich z aparatury
s mén¢ redukujicimi podminkami bylo identifikovdno 22 aminokyselin a 7 amint. N¢které
z téchto sloucenin byly detekovéany tedy aZ novou analyzou uvedenych starych vzorkl. Ve
vzorcich z aparatur s odliSnymi podminkami bylo nalezeno podobné mnoZzstvi aminokyselin,
ale s mensi diverzitou neZ u aparatury se slab$im redukénim prostiedim. Dale z vysledka
analyzy lze vycCist, Ze hydroxylované slouc¢eniny byly vice syntetizovany v mén¢ redukujicich
podminkach. Aminokyseliny s chirdlnimi centry pii téchto experimentech vznikaly v poméru

racemickych smési, zde je patrnd podobnost s analyzami meteoriti>>.

Syntéza aminokyselin pravdépodobné mohla probihat i hluboko pod moiskou hladinou
v prosttedi  tzv.  hydrotermalnich  zfidel. = Z podmotskych  ,komint*“  neboli
»cernych kurdk (z angl. ,,black smokers®) vyveéra prehfatd voda bohatd na minerdlni latky
(zejména na siru). Pfi styku této vody se studenym okolnim prostfedim dochéazi ke krystalizaci
mineralnich latek a jejich nasledné sedimentaci na moiském dné. V okoli téchto ,,Cernych
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kutakl‘ panuji extrémni podminky (vysoky tlak, teplota a nedostatek svétla), a piesto zde byly
objeveny rozmanité formy Zivota, pfedevSim bohata spolecCenstvi termofilnich bakterii, které
Cerpaji energii pravé ze sirnych mineralt. Kvuli nepifitomnosti kysliku v tomto prostiedi a
soucasné piitomnosti nékterych minerdli s energeticky bohatymi chemickymi vazbami

MV

(napiiklad pyrit), mohlo toto prostiedi zapfi¢init vznik prebiotickych aminokyselin?.

V niZe uvedené tabulce (viz Tab. 2, strana 17) jsou uvedeny aminokyseliny detekované na

piikladu exogenniho a endogenniho zdroje.

3.1.2.2. Zacleniovani aminokyselin do genetického kédu

Z velkého mnozZstvi prebioticky dostupnych aminokyselin, at’ uZ z endogennich ¢i exogennich
zdroji (viz Obr. 1, strana 14), se do genetického kédu zabudovalo pravdépodobné jen deset
znich (viz Tab. 3, strana 18). Tyto aminokyseliny oznacujeme jako rané. Zbylych deset
proteinogennich aminokyselin ve vysledcich analyz zabyvajicich se prebiotickou dostupnosti

aminokyselin nenachazime (v Tab. 3 oznaceny Cerveng).
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Tab. 2 Aminokyseliny zjisténé analyzou smeési z Millerova experimentu a chemickym

rozborem Murchisonova meteoritu. Pfevzato a upraveno?*.

Aminokyseliny Murchisontiv meteorit Millertiv experiment

Glycin ++++ ++++

Alanin ++++ ++++

o-aminomaselna kyselina +++ ++++
a-aminoisomaselna kyselina +4+++ ++
Valin +++ ++

Norvalin +++ +++
Isovalin ++ ++
Prolin +++ +
Piperidin-2-karboxylovéa kyselina + +

Asparagova kyselina +++ +++
Glutamova kyselina +++ ++
f-alanin ++ 4t
f-aminomaselna kyselina + +
f-aminoisomaselna kyselina + +
y-aminomaselnd kyselina + ++

Sarkosin ++ +

N-ethylglycin ++ +++
N-methylalanin ++ ++

Molarni pomér vzhledem ke glycinu (= 100): + = 0,05-0,5; ++ =0,5 - 5; +++ = 5-50; ++++

17
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Tab. 3 Tabulka 20 proteinogennich aminokyselin a jejich prebioticky vyskyt. Prevzato a

upraveno 2,

Aminokyseliny Meteorit 2 Millertiv experiment 2
Glycin + +
Alanin + +

Serin + +
Asparagova kyselina + +
Glutamové kyselina + +

Threonin + +
Prolin + +
Valin + +
Isoleucin + +
Leucin + +
Lysin - -
Cystein - -
Asparagin - -
Glutamin - -
Histidin - -
Methionin - -
Arginin - -
Fenylalanin - -
Tyrosin - -
Tryptofan - -
Symboly: + = detekovano; — = nedetekovano
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Byly provedeny desitky studii zabyvajici se chronologii zaclenéni aminokyselin do genetického
kodu, ze kterych byly nakonec vypracovany dvé metaanalyzy. Prvni z nich v roce 2000
E. N. Trifonovem, ktery srovnal sefazeni aminokyselin dle 40 kritérii tykajicich se jejich
zaclenéni do genetického kodu a dosel k zavéru, zZe prvni aminokyseliny v genetickém kodu
byly ty prebioticky dostupné. Mezi uvedenych 40 kritérii patii mimo jiné teorie zabyvajici se
studiem plvodu genetického kédu, termostabilita prvotnich nukleovych kyselin, zastoupeni
aminokyselin v pokusech simulujicich prebiotické podminky, analyzy meteoritii, komplexnost
vlastnosti aminokyselin, genomové analyzy nebo i stabilita kodonové-antikodonové interakce
pro rizné kodony. Trifonov se domniva, Ze v rozvoji tripletového kddu sehrila termostabilita
kodonové-antikodonové interakce hlavni roli. Nové kodony se podle této studie objevovaly
v komplementarnich pérech a ty, které se objevily pozdéji, byly odvozené z kodonti evolucné
starSich. V souladu s témito c¢tyfmi pravidly byly aminokyseliny sefazeny do casové

posloupnosti:
Gly/Ala, Val/Asp, Pro, Ser, Glu/Leu, Thr, Arg, Asn, Lys, Gln, Ile, Cys, His, Phe, Met, Tyr, Trp°.

V roce 2009 byla podobna analyza provedena Paulem G. Higgsem a Ralphem E. Pudritzem,
ktefi ale uvazovali kritérii méné*. Nicméné obé tyto metaanalyzy se téméi shoduji v rozdéleni
aminokyselin, jak miZeme vidét v tabulce 4 (Tab. 4, strana 20), na skupinu evolu¢n¢ ranych a
evoluéné pozdnich, podobné jako predestiel Wong ve své koevoluéni teorii'®. I pro tdely této

prace mezi rané aminokyseliny fadime Gly, Ala, Val, Asp, Pro, Ser, Glu, Leu, Ile a Thr.
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Tab. 4 Tabulka aminokyselin dle jejich relativniho stafi podle metaanalyz Higgse & Pudritze
(2009)* a Trifonova (2004)*”. Rané aminokyseliny jsou oznaceny modie, pozdni aminokyseliny

zelené. V zavorce je vZdy uvedeno potfadi aminokyselin.

Aminokyseliny Higgs & Pudritz (2009) Trifonov (2004)
Glycin 0(1) 0(1)
Alanin 0,13 (2) 0,04 (2)

Asparagova kyselina 0,24 (3) 0,19 (3)
Glutamova kyselina 0,44 (4) 0,35 (7)
Valin 0,56 (5) 0,22 (4)
Serin 0,57 (6) 0,32 (6)
Isoleucin 0,61 (7) 0,61 (12)
Leucin 0,63 (8) 0,49 (9)
Prolin 0,68 (9) 0,29 (5)
Threonin 0,81 (10) 0,45 (8)
Lysin 0,88 (11) 0,75 (14)
Fenylalanin 0,92 (12) 0,84 (16)
Arginin 0,93 (13) 0,58 (10)
Histidin 0,93 (13) 0,73 (13)
Asparagin 1(14) 0,60 (11)
Glutamin 1 (14) 0,61 (12)
Cystein 1 (14) 0,79 (15)
Tyrosin 1(14) 0,90 (17)
Methionin 1(14) 0,92 (18)
Tryptofan 1(14) 1(19)

Hodnoty zvySe wuvedené tabulky byly vypocitiny normalizaci dat uvedenych

: o i ) Hamk—Hmi ) :
v citovanych ¢lancich pomoci vzorce: Hpg, = —22E—Mn - ve kterém Hrpg,, je hodnota

Hmax—Hmin

P e

relativniho staii z vySe uvedené tabulky, Hyyk je hodnota stafi urCité aminokyseliny z daného
¢lanku, a H,,4, a Hp, jsou maximalni a minimalni hodnoty stafi aminokyselin uvedené

v daném ¢lanku.
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Dvacet proteinogennich aminokyselin pravdépodobné nebylo do genetického kédu vclenéno
pouhou nidhodou. Ve Weberové a Millerové studii z 80. let 20. stoleti byly zvazovany tyto

faktory, charakteristické pro viechny proteinogenni aminokyseliny %:

(1) Pro¢ pravé aminokyseliny jsou biochemickymi katalyzitory, a ne napiiklad
hydroxykyseliny nebo jiné organické slouceniny?

(2) Proc€ jsou v proteinech vazany témei vyhradné jejich o-formy?

(3) Pro¢ maji vSechny nejmén¢ jeden vodik v a-poloze?

(4) Pro¢ zadna z nich, kromé¢ prolinu, neni N-alkyl aminokyselina?

(5) Proc€ jsou vSechny v L-formé (R-enantiomerni na a-uhliku kromé cysteinu, ktery je S-
enantiomerni, a glycinu, ktery neni chiralni)?

(6) Dle jakych kritérii byly vybrany postranni fetézce?

(7) Proc¢ je jich jen dvacet, prestoZe mame k dispozici 64 kodont?

Studie A. L. Webera a S. L. Millera dokonce tvrdi, Ze za ptfedpokladu vzniku Zivota na jiné
planeté by nejspise 15 aminokyselin z téchto 20 bylo stejnych jako na nasi planeté. Toto tvrzeni
jesté konkretizuji, a to tak, Ze by bylo velmi pfekvapivé, pokud by aminokyselin bylo stejnych
méné neZ 10, ale témé&f s urditosti jich nebude stejnych viech dvacet?®. Tato tvrzeni viak byla

S. Freelandem v roce 2010 zpochybnéna’.

3.1.3. Sekvencni repertoar bilkovin
Kdybychom uvazovali polypeptidovy fetézec, ktery by obsahoval 100 aminokyselin z vybéru

viech 20 proteinogennich, méli bychom v principu matematickym vypoétem 20'%

moznych
kombinaci, jak by mohl takovy polypeptidovy fetézec vypadat. Na Zemi skutecné existuje
né&kolik tisic miliard proteint, takZe fadové vzato byva uvazoviano &islo 10'°. Z poméru téchto
dvou c¢isel vyplyva, Ze musela byt vybrana pouze velmi mald ¢ast z obrovského mnoZstvi

mozZnosti*’.

Ptredpoklad, Ze na existujicich proteinech je néco specidlniho, podporuje myslenkovy smér
determinismu, ktery tvrdi, Ze proteiny mohly vzniknout pouze takové, jaké jsou dnes znamé.
Termodynamicky totiz Zadna jind moZnost neni moZna. Zastancem této teorie je napiiklad

Charles de Duve®.

Druhou moZnosti je vznik proteint fizeny pfedevsim nahodilosti, tedy proteiny ani nukleové
kyseliny, které existuji, nejsou z termodynamického hlediska ni¢im speciilni. Pokud by tedy
zivot vznikal znovu za stejnych ¢i velmi podobnych podminek, mohly by se produkovat
proteiny tpIné jiné?.
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Pod nazvem Never Born Proteins (NBPs), neboli v doslovném piekladu ,,nikdy nenarozené
proteiny®, rozumime proteiny ze souboru v§ech moznych kombinaci (jak bylo uvedeno vyse),

které nebyly evolu¢né vybrany a pfirozené se na Zemi nevyskytuji.

Dnes vime, Ze pro biologickou funkcnost proteinu je velmi duleZzitd jeho konformace,
sekundarni a tercialni struktura. Tvofi never born proteins také nékteré ze znamych stabilnich
konformaci a mohly by eventudlné¢ byt soucasti Zivé hmoty? Na tuto otizku se ve svém

vyzkumu pokusil odpovédét C. Chiarabelli®!.

Spolu se svymi spolupracovniky vytvofil knithovnu ndhodnych DNA sekvenci o délce 150 bazi,
templat pro proteiny o délce 50 aminokyselin. Kazdy DNA templat obsahoval okolo svého
sttedu pfedem definovanou sekvenci kddujici tri-peptid, prolin-arginin-glycin, ktery je
substratem serinové protedzy trombinu. Jeho cilem bylo tyto ndhodné proteiny pfipravit a poté
Stépit uvedenym enzymem. Proteiny tvofici stabilni konformaci totiz ono misto, Stépitelné
trombinem, s vétsi pravdépodobnosti skryji uvnitt vytvoiené struktury, a proto nebudou

Stépeny. K selekci téchto proteinti byla pouZita metoda ,,phage display*.

Prekvapivym vysledkem tohoto pokusu byla skutec¢nost, jak velké procento struktur ziejmé

tvoii stabilni konformery (piiblizné 20%°").

Dalsi vyzkum v této oblasti by mohl pomoci objasnit vznik prvotnich bilkovin a roli evolu¢nich

procest pii jejich vybéru a optimalizaci.
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3.2. Proteinové knihovny

V uplynulém desetileti byly vyvinuty metody tvorby lépe definovanych a rozsahlejSich
proteinovych knihoven. To umoznilo rozvoj celé fady novych piistupt k funkénimu screeningu
a selekénim technikdm potiebnym k izolaci a charakterizaci proteinti v odvétvi proteinového
inZenyrstvi, kde knihoven vyuZivime®?. Dalii vyuZiti proteinovych knihoven nachizime

napiiklad v odvétvi zabyvajicim se in vitro proteinovou evoluci™®.

Velikosti proteinovych knihoven se liSi s pouZitim riznych in vitro selekénich metod.
Nejvétsich knihoven (okolo 10! variant) vyuZivaji metody mRNA display & ribozomalni
display a naopak nejmensich (okolo 10% variant) vyuZivaji metody IVC (z angl. in vitro

compartmentalization), ,,phage display* a ,,microbead display*>.

Proteinové knihovny jsou Casto kodovany chemicky syntetizovanou DNA, ve které je Cast
jejtho otevieného ¢teciho ramce (z angl. open reading frame, ORF) randomizovana**.
Otevienym ¢tecim ramcem rozumime sekvenci nukleové kyseliny, kterd kdduje samotny
protein. Se syntézou dlouhych ORF ¢asti deoxyribonukleové kyseliny, piedev§im téch
randomizovanych, jsou spojeny mnohé komplikace. Inzerce nebo delece jednoho ¢i vice part
bazi, které se béhem syntézy objevuji, bodové mutace a nezamysSlené terminacni kodony

v regionu ndhodnych sekvenci mohou zapficinit pfedCasnou terminaci translace pii expresi

dané DNA%,

Jednou z moZnosti sniZeni vyskytu termina¢nich kodont v knihovné nahodnych sekvenci je
pouziti degenerovanych kodonti. To znamend, Ze namisto tripleth NNN (N = A, C, T, G) lIze
pouzit kodony NNK (K = G, T) a NNS (S = C, G) nebo uplnou kodonovou abecedu sniZzenou
o kodony NDT (D = A, G, T). Pouziti téchto kodonl sniZuje pravdépodobnost zahrnuti
nezamySlenych terminéatorti translace v randomizovaném useku. Konkrétné¢ kodony NNN
zahrnuji tfi stop kodony, zatimco kodony NNK a NNS pouze jeden®’. Pokud je cilem vybrat na
ur¢itd mista pouze ur€ity repertoar aminokyselin, 1ze pouZit dal$i mozné degenerované kodony

dle tabulky 5 (Tab. 5, strana 24).

Existuji dva typy knihoven s randomizovanymi useky. Knihovny vyuzivajici randomizace
pouze v urCitém specifickém regionu celé své sekvence, napf. v aktivnim misté enzymu, a
knihovny vyuZivajici randomizace po celé své délce kromé& sekvencné definovanych
specifickych usekdi kompatibilnich s pouZivanou analyzaéni technikou®’. Pro nase tdely
vyuzivame druhé uvedené moznosti, proto se ve své praci zamétuji pievazné na takto vypadajici

knihovny.
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Tab. 5 Tabulka nomenklatury nukleotidt. Zdroj [IUPAC.

symbol nukleotid symbol nukleotid
A adenosin M A nebo C
C cytidin S G nebo C
G guanosin w Anebo T
T thymidin B G, T nebo C
U uridin D G,Anebo T
R G nebo A H A,Cnebo T
Y T nebo C \Y G, C nebo A
K Gnebo T N A,C,Gnebo T

Metoda vyuZzivajici vySe popsaného vyuZiti degenerovanych kodonti byla navrzena v roce 1990
J. K. Scottem a G. P. Smithem. Randomizovana sekvence hexapeptidi byla sestavena pomoci
degenerovanych kodonti NNK. Fragmenty dlouhé 33 bp (z angl. base pair, parti bazi) mohly
obsahovat 326 (pfiblizn& 10%) riiznych nukleotidovych sekvenci®>. Nevyhodou takto
syntetizované knihovny ndhodnych sekvenci je pevna délka randomizovaného regionu, ktery

je pro mnohé tcely piilis kratky>°.

Dalsi moZnou metodou je vyslednou knihovnu poskladat z fragmentti jiz predem selektovanych
tak, aby obsahovaly co nejméné termina¢nich kodond a bodovych mutaci®’. Tuto strategii
syntézy knihovny zvolili G. Cho a kolektiv vroce 2000. Aby se vyhnuli pfedCasnym
terminacnim kodontim, bodovym mutacim a problémim s délkou randomizovaného useku,
provadéli in vitro selekci. Tyto selekce provadéli pomoci metody mRNA display®*. Takto
syntetizovana knihovna sice poskytuje flexibilitu ve své délce, ale standardni restrikéni enzymy
zanechdvaji jistou piebyteCnou sekvenci (z angl. ,scar sequence*) mezi sekvencemi, které

spoju;ji’®.

Metoda s ndzvem ndhodnd multi-rekombinantni PCR (angl. random multi-recombinant PCR,
RM-PCR), také pouzitelnd pro syntézu proteinovych knihoven, je zaloZena na principu PCR a
umoziuje preskupovani vétstho mnozstvi fragmentt DNA, i bez homolognich sekvenci, béhem
klasické PCR reakce®’. Metoda viak vyZaduje nejprve ptipravu dlouhych, piekryvajicich se

dvouvlaknovych DNA molekul nebo oligonukleotidd, které limituji flexibilitu navrhu
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ndhodnych sekvenci. Krom¢ toho také skazdym pfidanym PCR cyklem se zvySuje

pravdépodobnost vzniku bodovych mutaci®.

Metoda vyuZivajici DNA c¢ipi (angl. microarrays) pro syntézu oligonukleotidi nabizi
ekonomicky vyhodnou syntézu milionit DNA sekvenci dlouhych okolo 200 bp, avSak metoda
vyZaduje pouziti specidlni instrumentace a také kvalita a délka takto ziskanych oligonukleotidi

neni pro dcely ziskavani sekvenci DNA knihoven sloZenych z NBP dostate¢na®®38.

Za ucelem zjednodusit cely proces syntézy a zaroveil minimalizovat nedostatky byla v roce
2015 vyvinuta K. Fujishimou jedna z nejnovéjSich metod syntézy proteinovych knihoven.
Flexibilita této metody, jak v navrhu sekvenci, tak i v jejich délce, dovoluje nasledné in vivo i

in vitro analyzy vytvorené knihovny.
Postup pfi syntéze proteinové knihovny vysSe uvedenou metodou:

1. Nejprve byly syntentizované degenerované oligonukleotidy o délce 16-30 bp s previsy
(1-2 baze).

2. Poté byly komplementarni oligonukleotidy s pfevisem na 5° konci spojeny do
dvouvlaknovych molekul DNA.

3. Ve tietim kroku probé¢hla fosforylace dsDNA useki na 5 konci.

4. Nasledovala ligace oligonukleotidovych tsekti, kterd probihd v mistech
s fosforylovanymi previsy.

5. Nakonec byly ptfidany adaptory obsahujici i restrikéni mista pro pouziti in vitro, nebo
plazmidové vektory pro pouZiti in vivo®S. Cely uvedeny princip je zndzornén na

obrazku 2 (Obr. 2, strana 26).
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Obr. 2 Metoda konstrukce knihovny zaloZena na principu slu¢ovani DNA udseku s pievisy (v

tomto pfipadé AG-TC). Pfevzato a upraveno’°.

Uvedené pievisy jsou zdmérné dvounukleotidové, protoZe pievisy tvorené pouze jednotlivymi
nukleotidy selhaly pii tvorbé delSich liga¢nich produkti a dva nukleotidy jesté neurcuji

konkrétni aminokyselinu — proto neni narusena randomizace.

Tento pfistup k syntéze udrZzuje, ve srovnani s metodou syntézy pomoci degenerovanych NNK
kodoni, kontrolu nad zastoupenim jednotlivych aminokyselin v knihovné, coz umoZnuje
poskytnout uzivateli navrh specifickych DNA blokii piesné pro tcely dalsiho vyzkumu. Jednou
z klicovych vyhod této metody je produkce proteinové knihovny s vyskytem pouze n€kterych
aminokyselin ze vSech 20 proteinogennich. Z tohoto divodu Ize metodu vyuZit ke studiu ranych

proteinti, které pravdépodobné neobsahovaly viechny aminokyseliny>®.

Aby bylo mozné pouzit knihovny pro specifické in vitro evolu¢ni analyzy, sekvence na obou
koncich DNA musi byt kompatibilni s pouZivanou technikou. Na 5” konci musi byt obsaZzen
promotor a tzv. zesilovaci sekvence (z angl. enhancer sequences) nezbytné pro usnadnéni

transkripce a translace DNA knihovny do podoby proteinti. BliZsi specifikace téchto
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zesilovacich sekvenci zavisi na typu systému pouZitého pro in vitro transkripci a translaci. Mezi
dalsi sekvencni prvky, které je moZzno zahrnout, patii specifické sekvence (z angl. tags) pro
afinitni purifikaci, napiiklad FLAG-kotva nebo histidinova kotva (His-tag), termina¢ni kodon

¢i stabilizaéni vlasenky (z angl. hairpins)*?.

Pro syntézu knihoven, se kterymi nakladame v této praci, byla pouZita adaptace vySe uvedeného

postupu K. Fujishimy.

3.3. Syntéza proteint in vitro

Syntéza proteini in vitro, neboli bezbunécna syntéza proteini (z angl. cell-free protein
synthesis, CFPS) je velmi ucinnou technikou pro produkci proteint jednoduchou a efektivni
cestou a tim padem 1 technikou se Sirokym spektrem moZnych vyuziti - napiiklad pfi syntéze
farmaceutickych proteint, pfi produkci proteinovych knihoven pro vyzkum evoluce proteint a

strukturni genomiky nebo v proteinovém inzenyrstvi**,

Podobné jako technika PCR, ktera vyuziva buné¢né ,,néstroje* pro replikaci DNA, bezbunécna
syntéza proteinll vyuZzivd bunécny systém urceny k transkripci a translaci. Mnoho z téchto
bezbuné¢nych systému pro syntézu proteind je postaveno na zaklad¢ extraktii z riznych typa
bunék. Mezi nejvice vyuzivané patii napiiklad Escherichia coli, krali¢i retikulocyty, pSenicné
klicky a bunky hmyzu. Nejrozsitenéjsim z uvedenych CFPS systémi je systém vyuZivajici
prokaryotické bunky Escherichia coli, ostatni uvedené jsou ty nejvice vyuzivané ze systému
eukaryotickych a jejich vyhodou oproti prokaryotickému je, Ze mohou produkovat nékteré
komplexni proteiny a post-translacni modifikace, které bakterie neposkytuji. VSechny tyto

systémy jsou komeréné dostupné®.

Uvedeny bunécny extrakt zahrnuje vSechny komponenty potiebné pro transkripci, translaci a
spravné sbaleni proteinu (napiiklad ribozomy, aminoacyl-tRNA syntetdzy, iniciacni a
elongacni faktory, ribozom uvolnujici faktory, enzymy obnovujici nukleotidy, chaperony,
foldazy atd.). Aby dochéazelo k uspé$né produkci vysledného proteinu, CFPS systém obsahuje
i katalyticky modul nutny pro tvorbu energie spotiebovanou pii syntéze polypeptidu, kterd je
dodavana vétSinou ve form& molekul ATP. Posledni dileZitou sloZkou systému, kromé
templatu DNA nebo mRNA kddujiciho Zadany protein, jsou substriaty pro probihajici reakce

jako aminokyseliny, nukleotidy, energetické substraty, kofaktory a anorganické soli**.
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3.3.1. Srovnani CFPS s ostatnimi metodami syntézy proteini

Ribozomalni syntéza proteinli (in vivo i in vitro) poskytuje vysokou ptesnost inkorporace
aminokyselin i relativné vysokou rychlost elongace, coz umoznuje produkci dlouhych
proteinovych fetézcli obéma témito technikami. Naopak technika syntézy proteinli na pevné
fazi umoZnuje syntézu pouze kratSich fetézcl, navic vyZaduje chranéné aminokyselinové
derivity a je technikou relativné pomalou®’. Srovnani téchto tif pifstupti je uvedeno v Tab. 6.

Tab. 6 Srovnani technik proteinové syntézy. Pievzato a upraveno®’.

Rychlost elongace Delka
Technika Substrat y [ AMK/s]g polypeptidového
fetézce [AMK]
CFPS 20 a-aminokyselin 1az 15 3az2700
In vivo Glukoza, anorganické soli Saz?22 25 az 35 000
Neribozomalni PR
syntéza proteinll na 20 chranénnych 0,001 2 az 40

pevné fizi a-aminokyselin

AMK = pocet aminokyselin inkorporovanych do polypeptidu

Pokud srovndme in vitro a in vivo ribozomalni syntézu mezi sebou, obé maji nesporné své
vyhody i nevyhody. Technika in vitro ve srovnani s ,bunéfnymi tovarnami“ umoziuje
inkorporaci i jinych aminokyselin nez pouze dvaceti geneticky kdédovanych, ddle mohou byt
produkovany i proteiny pro buniky toxické nebo bunkou vyhodnocené jako atypické. Také
znaceni rekombinantnich proteind stabilnimi izotopy nebo radionuklidy neni pfi in vitro expresi
proteinii znehodnoceno post-translaénimi modifikacemi molekuly. In vitro metoda umoznuje
produkci celych knihoven proteinli, zatimco in vivo exprese (zavisld na transformaci
genetického materidlu do buiiky) by vyznamné omezila variabilitu produkovanych sekvenci.
Dalsi nespornou vyhodou je doba trvani celého procesu exprese. Mezi jednu z nejvétSich

nevyhod CFPS je produkce Z4adanych sloucenin pouze v malém méiitku®.

Cely proces in vitro i in vivo syntézy proteinl je zndzornén na obrazku 3 (Obr. 3, strana 29).
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Obr. 3 Cely proces in vitro a in vivo syntézy proteintl. Pfevzato a upraveno®.
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3.3.2. Systém PURE

Systém oznacovany jako PURE (z angl. The Protein synthesis Using Recombinant Elements)
je oproti jinym systémim odliSny vtom, Ze proteinové sloZky systému jsou znacené
histidinovou kotvou a po expresi je lze odstranit z reakéni smési afinitni purifikaci.
Rekombinantni komponenty, dohromady 36 enzymi zapojenych do procesu transkripce a
translace, jsou pfidany k ribozomim a transferovym ribonukleovym kyselindm, izolovanym
z bunék specidlné pro tyto ucely modifikovanych kment bakterie Escherichia coli a dalSim
nezbytnym slouc¢eninam jako jsou nukleotidy, aminokyseliny, rekombinantni RNA polymeraza
a modul generujici molekuly ATP. Cely tento systém dohromady tvofi funk¢ni translacni

2 vz

aparat, ke kterému pro tusp€Snou expresi proteinu staci pfidat jen templat DNA kodujici Zadany

protein*®!,

Takto vytvoreny systém neni znecCiSt€n protedzami a ribonukledzami, coZ jsou enzymy pro
in vitro translaci a transkripci neZadouci. Dal$i vyhodou PURE systému je, Ze nedochazi ke
kontaminaci reakéniho systému membridnami, které se z lyzatu tézko odstrafiuji*!. SloZeni
PURE smési 1ze modifikovat - je mozné vynechat napfiklad ribozom uvolnujici faktory, PURE
se proto ¢asto vyuZiva ve spojeni s metodou ribozomalni display*’. Tato metoda v§ak neni
vhodna pro ptipravu vzorkl ve velkém méfitku a také ji neni mozné vyuZit pro syntézu proteini,

které vyZzaduji post-translaéni modifikace, jako napiiklad methylaci ¢&i fosforylaci*!.

Systémy PURE jsou dnes komercné€ dostupné (napiiklad PURESYSTEM, Cosmo Bio, Tokyo,
Japonsko nebo PURExpress, New England Biolabs, Beverly MA, USA), takze jsou vyuZitelné

pro rtizné aplikace laboratorniho vyzkumu*.
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4. Vysledky a diskuze

4. 1. Navrh knihoven

Tato prace se zabyva piipravou péti knihoven s riznym aminokyselinovym sloZenim. Piislusné
oznaceni knihoven, kritérium vybéru aminokyselin a konkrétni aminokyselinové slozeni
knihoven je uvedeno v Tab. 7. Knihovny 10E, 14SL a 20F ptedstavuji postupné evolucni etapy
genetického kodu, alespoil podle dostupnych studii (viz. Tab. 4, strana 20). Kontrolni knihovna

chemickych vlastnosti® a knihovna 10L zahrnuje pouze pozdni aminokyseliny.

Tab. 7 Charakterizace studovanych knihoven

Oznaceni
knihovny Kritérium vybéru Konkrétni aminokyseliny
A,G,R,N,D,C QE HLL,
20F vSechny proteinogenni AMK (z angl. Full) K, M,F,P,S, T,W,Y,V
10E rané AMK (z angl. Early) ADEGILLPS T,V
pozdni AMK (z angl. ! ate) R,NC QH K MFW,Y
rané AMK a ¢tyti evoluéné nasledujici
14SL (z angl. Semi-Late) ADEGILLP,S, T, V,R HK,F
co nejpestiejsi vybér AMK z hlediska
fyzikéalné-chemickych vlastnosti (z angl.
10R Rational) AE,G L P, S,C H K F

Jednotlivé sekvence tvofici DNA knihovny obsahuji na svém zacatku T7 promotor (T7 prom)
pro iniciaci transkripce a misto pro nasednuti ribozomu (RBS), samotné randomizované
sekvence zac¢inaji inicianim kodonem ATG a v polovin¢€ obsahuji jediny definovany usek,
Stépné misto pro enzym trombin (Trombin). Tento tusek by mél pozdéji slouzit ke
srovnani priblizné frekvence sbalovéni jednotlivych knihoven. Na svém C” konci tyto sekvence
obsahuji 1XFLAG kotvu (aminokyselinova sekvence DYKDDDDK) Celkova délka sekvenci
je 358 bazi (Obr. 4, strana 32).
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T7 prom ATG Trombin FLAG

RBS randomizované sekvence randomizované sekvence

Obr. 4 Jednotlivé sekvence v DNA knihovnach

V randomizovanych usecich, které kdduji ndhodné proteiny, bylo pouzito né€kolik kombinaci
degenerovanych kodonii. Popis téchto kodontl je uveden v sekci 3.2. (viz Tab. 5, strana 24)
Kazdy z téchto kodonti kdduje pouze urcity pocet aminokyselin z 20 proteinogennich. Zménou
zastoupeni vybranych degenerovanych kodonii v randomizovaném tseku bylo dosaZeno
pomérove témét shodného aminokyselinového sloZeni, jaké pozorujeme v piirod¢ (viz Obr. 5,
strana 33) a zaroven se zamezilo vyskytu pfed¢asnych terminacnich kodont. Algoritmus pro
vybér téchto sekvenci byl vyvinut kolegy v nasi laboratofi ve spolupréci s Dr. K. Fujishimou
(laboratot Prof. Lynn Rothschild, NASA Ames Institut, USA). Timto postupem bylo dosazeno

variability v knihovnach pfiblizné 10'.
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Zastoupeni aminokyselin [%]

Zastoupeni aminokyselin [%]

12,00 Knihovna 20F
_ 10,00
®
£
2
£ 800
o
£
€
8
53 6,00
Q.
>
2
1%]
I\
4,00
2,00
0,00

Ala Asp Glu Gly Ille Leu Pro Ser Thr Val Arg Asn Cys GIn His Lys Met Phe Trp Tyr Stop

. 25,00 i
14,00 Knlhovna 14SL Knlhovna 10R
12,00 £ 90,00
£
10,00 2
=
o 1500
£ ’
8,00 £
N
6,00 § 10,00
Q.
>
4,00 2
(T
N 500
2,00
0,00 0,00
Ala Asp Glu Gly lle Leu Pro Ser Thr Val Arg His Llys Phe Ala Glu Gly Pro Ser His Lys Phe Cys
16,00 . .
Knihovna 10E Knihovna 10R
14,00 20,00
12,00 & 18,00
1000 £ 16,00
wv
’ < 14,00
8,00 g 12,00
= 10,00
6,00 53
S 8,00
4,00 £ 6,00
©
N 4,00
2,00
2,00
0,00 0,00
Ala  Asp  Glu Gly lle Leu Pro Ser Thr Val Arg Asn Cys GIn His Lys Met Phe Trp Tyr

Obr. 5: Procentudlni zastoupeni jednotlivych aminokyselin v experimentalnich knihovnach
20F, 14SL, 10R, 10E a 10L (modrd) a jejich vzdjemné poméry v biologickych proteinech

(Gervena, viz databaze Uniprot*?).
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4.2. Priprava DNA knihoven
DNA knihovny 10R, 14SL a 10L byly pfipraveny vzdy ze dvou komercné syntetizovanych

degenerovanych oligonukleotidii v nasi laboratofi dle postupu popsaného v sekci 5.2.3.1. Na
obrazku 6 jsou znizornény zakoupené oligonukleotidy s pfekryvem v trombinovém S§tépném

misté, 191 (oligonukleotid A) a 189 (oligonukleotid B) bazi dlouhé, od firmy IDT (USA).

10R  14SL  10L
bp A B B A B A

450

400 S
350 ot
300 —
250 Sh—
200

150 D e - -
100
50

Obr. 6: 2,5% agarézovy gel znézorfiujici délku a kvalitu zakoupenych oligonukleotidii. Zleva: 3 pl markeru
GelPilot 50 bp Plus Ladder; 10R, 14SL, 10L oznaceni knihoven viz Tab.7, strana 31; A, B — 6 pmol navzijem

komplementérnich oligonukleotid navrzenych pro kazdou z knihoven

Na Obr. 7A, strana 35, jsou vysledné DNA knihovny. DNA knihovny s ozna¢enim 20F a 10E
byly syntetizovany stejnym postupem ve spolupracujici laboratoii Prof. Lynn Rothschild
(NASA Ames Institut, USA). Tyto knihovny jsou zobrazeny na Obr. 7B, strana 35. Ocekadvana
délka vyslednych knihoven je 358 bazi. Sekvence vSech oligonukleotidl pouZitych pro syntézu

jsou uvedeny v dodatku préce.
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Obr. 7: 2,5 % agar6zovy gel znazortujici (A) DNA knihovny 10R, 10L a 14SL (oznageni knihoven viz Tab. 7,

400
350
300

strana 31); zleva: 3 pl markeru GelPilot 50 bp Plus Ladder; IDT oligo — 6 pmol jednoho ze zakoupenych
oligonukleotid@ pro srovnén{ velikosti; 10R, 10L, 14SL — 6 pmol vyslednych DNA knihoven; (B) DNA knihovny
10E a 20F; zleva: 3 pl markeru GelPilot 50 bp Plus Ladder; 10E, 20F — 6 pmol DNA knihoven

4.2.1. Pripojeni stabiliza¢nich sekvenci

Vzniklé DNA knihovny zaéinaji T7 promotorem na 5’ konci a kon¢i STOP kodonem. Pro
stabilizaci knihoven po transkripci a jejich efektivni translaci byly navrZzeny primery zavadéjici
piidavné sekvence (zCasti poly-A) na oba konce sekvenci DNA knihoven. V piipadé
nedokonalé komer¢ni syntézy oligonukleotidii se tak zaroven zajisti pfitomnost neporusené
sekvence (viz. Obr. 4, strana 32) T7 promotoru a STOP kodonu na obou koncich knihovny.
PCR bylo provedeno dle postupu popsaného v sekci 5.2.1.1. Vysledna délka sekvence se tak
navysila o 21 bp a celkem je templat pfed transkripci tvofen 379 bp (viz. Obr. 8, strana 36).
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Obr. 8: (A) 5% akrylamidovy denaturujici gel znazorfiujici knihovny 10R, 10L a 14SL (oznadeni

knihoven viz Tab. 7, strana 31) po syntéze (1) a po pfidani stabilizacnich sekvenci (2), 2,5 ul low range

ssRNA markeru (B) 2,5 % agar6zovy gel zndzoriiujici knihovny 10E a 20F po pfidéni stabilizaénich

sekvenci, 3 pl markeru GelPilot 50 bp Plus Ladder

4.3. Transkripce knihoven

Nejprve byla reakéni smés pro transkripci pfipravovana za pouZziti T7 RNA polymerazy od
firmy New England Biolabs (NEB, USA) (viz sekce 5.2.3.2). Tento postup byl pouZit pouze
pro jednu z knihoven (20F), pfi¢emZ vznikajici RNA byla smési riznych délek (Obr. 9).

bazi
1000 -
500 -

b'
» M

Obr. 9: 5% akrylamidovy denaturujici gel znazorfiujici produkt transkripce 20F knihovny T7 RNA polymerdzou

(NEB, USA). Zprava — 3 pl Low Range ssRNA markeru; 20F — 500 ng transkribované knihovny
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Druhy postup transkripce je popsan v sekci 5.2.3.2. Transkripce byla vtomto piipadé
provadéna pomoci transkripéniho kitu Ampliscribe T7 Flash Transcription (vyrobce Epicentre,
USA). Timto postupem se podaftilo pfipravit mRNA ze vSech péti knihoven. Vzorek mRNA
piecisténé pomoci precipitace (viz sekce 5.2.3.3.) je znazornén na Obr. 10. Transkripci byla
ziskdna koncentrace mRNA pohybujici se okolo 3 pg/ul. Tato koncentrace byla stanovena
spektrofotometricky na piistroji NanoDrop (Thermo Scientific, USA). Celkovy vytézek reakce
po precipitaci mRNA se tedy pohyboval okolo 60 pg (objem reakce 20 pl). PoZadovana délka
vyslednych transkriptl je 379 bazi.

& & 2
bazi & & \g
1000 =
500 .
s 0 &
300
- . -

Obr. 10: 5% akrylamidovy denaturujici gel s RNA ze viech péti knihoven. Zprava: 2,5 ul low range ssRNA

markeru; 500 ng RNA z ptislu$nych knihoven, oznaceni viz Tab.7, strana 31.

4.4. Translace knihoven
Dle postupu popsaného v sekci 5.2.3.4. s vyuZitim komer¢niho kitu PURExpress (NEB,
USA) byla provedena optimalizace translace knihoven pfi teplotach 30 °C a 37 °C. Pro
tuto optimalizaci byla vZdy provedena 1/5 uvedené reakce, tedy celkovy objem reakce
byl 5 ul. Analyza produkce proteinti byla provedena pomoci metody Western blot (viz
sekce 5.2.2.2). Na obrazku 11 (Obr. 11, strana 38), 1ze vidét, Ze knihovny 20F, 14SL a
10R se produkuji 1épe pti teploté 37 °C. Kvantifikace produkce byla provedena pomoci
vzorku proteinu GCP II (enzym glutamat karboxypeptiddza II, z angl. glutamate

carboxypeptidase II) s IXFLAG kotvou o zndmé koncentraci (stanovené na zaklad¢
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aminokyselinové analyzy), ktery nam laskavé poskytli pracovnici laboratofe doc. Jana
Konvalinky z UOCHB, AV CR, v. v. i. Koncentrace knihoven 20F a 10E byly odhadnuty
pii obou teplotich na 2 mg/l. Knihovna 10L se produkovala pouze pfi teploté 30 °C, ale
velmi slabé (vysledna koncentrace byla odhadnuta na < 0,2 mg/l). U knihovny 14SL Ize
vidét nejmarkantnéjsi rozdil mezi produkcemi pfi riznych teplotach. Pii teploté 37 °C
byla koncentrace odhadnuta na 20 mg/l. Nejlépe se produkovala knihovna 10R, pfi obou

teplotach o koncentraci zhruba 200 mg/1.

oD A\ oD A A A D A\ D A\

kDa

25 .
20 =

15
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20F 10E 10L 14SL 10R

Obr. 11: Western blot s translaénim produktem vsech knihoven. Zleva: 2,5 pl markeru Precision Plus Protein

Dual Color Standard, produkty translace pfi dvou teplotach (30 °C, 37 °C) vSech péti knihoven (oznaceni viz

Tab. 7, strana 31). Na gel byla nanesena vZdy celd reakce (5 pl).
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4.5. Diskuze

Cilem prace bylo pfipravit 5 proteinovych knihoven o rizném aminokyselinovém sloZeni pro
jejich naslednou biofyzikalni charakterizaci. Prace tedy zahrnovala syntézu DNA knihoven,

transkripci do mRNA a bezbuné¢nou translaci pro ziskani proteinové knihovny.

Diilezitym parametrem pro syntézu knihoven byl vzajemny pomér vybranych aminokyselin a
také fixni délka vyslednych bilkovin. Knihovny byly syntetizovany vzdy ze dvou komercné
syntetizovanych oligonukleotidi, které obsahovaly v oblasti kédujici randomizované tseky
degenerované kodony. Tyto sekvence byly navrZzeny za pomoci algoritmu vyvinutého
spolupracovniky v nasi laboratoti. Tak bylo naptiklad zabranéno nezZadoucimu vyskytu STOP
kodoni uvnitt sekvenci. Kromé¢ sekvenci pro randomizované useky oligonukleotidy
obsahovaly rovnéZz sekvence potifebné pro néslednou translaci (T7 promotor, ribozomalni
vazebné misto), purifikaci knihoven (C-termindlni FLAG kotvu) a charakterizaci (rozpoznavaci

sekvenci pro trombin).

Spojenim komercné syntetizovanych oligonukleotidd jsme ziskali v§ech pét DNA knihoven.
Jejich vyslednd délka se podle analyzy na agar6zové elektroforéze pohybovala v rozmezi 300-
400 bp, zatimco ocekavana délka DNA knihovny je 358 bp. Toto rozmezi muze byt dano
riznym slozeni oligonukleotidi variabilni knihovny v porovnani s markery molekulové
hmotnosti. V piipad€ knihovny 14SL byl ale patrny i produkt o délce okolo 250 bp, coZ miZe
sveédcit o snizené kvalit¢ 14SL DNA knihovny.

Nasim pivodnim zdmérem bylo pievést knihovny ve formé DNA molekul do formy proteinii
pomoci kitu PURExpress (NEB, USA), ktery byl navrzen pro vkladani DNA templatu do
reakce. V nasem piipad¢ tento postup pfipravy selhal, coz mohlo byt zplisobeno malou
ucinnosti prvniho kroku reakce, tedy transkripce. Navic tento kit neobsahuje v zakladni reakci
inhibitory RN4z a pii jejich absenci mize dochazet k odbouravani mRNA knihoven a sniZovani
tak celkové ucinnosti reakce. Proto byla DNA forma knihoven nejprve transkribovana do formy
mRNA a aZ tento templat byl v optimalnim mnoZzstvi vkladan do reakce, a to v pfitomnosti
inhibitortt RNaz. Zaroven byla pted timto krokem sekvence DNA knihoven obohacena na obou
koncich stabilizacnimi sekvencemi pomoci PCR pro zvySeni stability vzniklé RNA a pro
zajisténi spravnosti funkéni sekvence na obou koncich, které mohly byt netiplné po prvotni

syntéze oligonukleotidu.

Transkripce byla provadéna nejprve pomoci T7 RNA polymerazy (NEB, USA), avsak tento

v

postup byl nedspésny — vyslednd RNA byla smési riiznych délek, mohla tedy byt degradovana
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anebo byl z¢&asti nedspeSny jiZz krok transkripce (viz Obr. 9, strana 36). Pozdéji byl zakoupen
kit pro transkripci Ampliscribe T7 Flash Transcription (vyrobce Epicentre, USA) a timto
postupem byla produkce mRNA uspésnéjsi. Divodem mohla byt pfitomnost jiz zminéného
inhibitoru proti RN4zam, které mohly kontaminovat vzorek DNA knihoven. Vyrobce uvedené
soupravy udava, ze z vloZeného templatu o hmotnosti 0,5 pg je dvouhodinovou inkubaci pii 37
°C mozné vyrobit az 8,2 pg/ul RNA. NaSe vytézky se pohybovaly okolo 3 pg/ul RNA.
Vysledné mnoZstvi transkriptu je velmi variabilni a zavisi na kvalit€¢ vkladaného templatu a 1
na jeho velikosti, protoze krat$i templaty, jako je tomu v naSem piipad¢, se dle vyrobce
produkuji s mensi efektivitou. Nizsi vytézky v piipad¢ knihoven mohou byt zplsobeny také
vysokou variabilitou ptepisovanych sekvenci. U knihoven 14SL, 10R a 10L byly patrné i kratsi
transkripty, neZ je pozadovand délka (379 nukleotidil). Je mozZné, Ze u nékterych sekvenci téchto
knihoven dochéazelo k predcasné terminaci transkripce. Z nich vzniklé proteiny by ovSem
neobsahovaly FLAG kotvu a nebyly tedy detekovatelné pomoci Western blotu. Po néasledné

purifikaci (pomoci FLAG kotvy) by tedy ani neznecistily vysledny preparat.

Po vlozeni mRNA templatu do reakce kitu PURExpress (NEB, USA) se produkovaly vSechny
knihovny. Na Obr. 11 (strana 38) mizeme vidét Sirsi spektrum produktl s rtiznou molekulovou
hmotnosti. Nejvice je to patrné u knihovny 10E, coZ pravdépodobné odrazi opét riizné
aminokyselinové sloZeni peptidii v knihovné. Toto pozorovéani lze povazovat za dikaz, Ze

alespon Castecna variabilita knihoven ziistala zachovana.

Jako primérny vytézek translacni reakce s kitem PURExpress (NEB, USA) vyrobce uvadi
vyslednou koncentraci proteinu mezi 10-200 mg/ml. Pfi provedeni optimalizaéni reakce pfi
dvou teplotach se ndm odhadem u jedné z knihoven (10R) podatilo dosdhnout i horni hranice
uvedené meze. Knihovna 14SL dosahuje vytézku odhadem 20 mg/1, knihovny 20F a 10E 2 mg/1
a 10L ma jen hrani¢né detekovatelny vytézek (odhadem 0,2 mg/l). Rozdily mezi produkci
jednotlivych knihoven mohou byt ddny uZ uviddénou variabilitou knihoven na drovni DNA
templatu pouZivaného pro transkripci, dale pak do reakce vstupujicim mRNA templatem, kde
jsou patrné rozdily v kvalité transkriptu (viz Obr. 10, strana 37). DalSim moZnym divodem
ruzného mnoZstvi produkovanych proteinti je také jejich stabilita. Napiiklad knihovna 10L
bude mit v diisledku svého sloZeni zfejmé vyraznou tendenci k agregaci a je mozZné, Ze Cast
vzdy centrifugovan). Zaroven lepsi vytéZky u knihoven s omezenym mnozstvim aminokyselin
pfi zachovani repertoaru fyzikalné¢ chemickych vlastnosti (IOR a 14SL) v porovnani

s knihovnou 20F jsou v souladu s diivéjsi studii, ve které byla pozorovana vyssi rozpustnost
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proteinii podobného sloZeni. Jeji autofi navrhovali nizsi komplexitu aminokyselinového slozeni

proteinti jako lepsi zdroj sekvenci pro potfeby proteinového inZenyrstvi a biotechnologie®.

VySe zminéné rozdily v rozpustnosti/agregaci studovanych knihoven zifejmé také ovlivni
proces jejich nasledné purifikace. V ramci pfedbéZnych pokusit jsme provedli purifikaci na
zékladé molekulové hmotnosti (pro odstranéni ribozomélniho komplexu byla vyuZita
ultracentrifugace), dale reverzni purifikaci s vyuzitim histidinové kotvy (kterou jsou oznaceny
komponenty kitu PURExpress) a piimou purifikaci s vyuzitim FLAG-kotvy, kterou jsou
oznaceny proteiny z knihoven. Tyto pokusy nebyly pfedmétem predkladané prace. Kazda z
purifikovanych knihoven (20F, 14SL a 10E) se chovala rozdilné a pro uspéSnou purifikaci bude
nutnd optimalizace protokolu pro kazdou z knihoven zvlast’. Jako nejlepsi protokol se zatim
jevi ptfima purifikace s vyuzitim FLAG-kotvy v kombinaci s detergenty. Nez budou knihovny
po purifikaci biofyzikdlné¢ charakterizovany (napf. méfeni cirkularniho dichroismu a Stépeni
trombinem), bude tfeba otestovat jejich variabilitu. Je pravdépodobné, Ze variabilita knihoven
se pfi PCR a pfi prepisu z DNA do mRNA sniZila. Toto ovéfeni bude provedeno sekvenaci

transkribované mRNA vSech pouzivanych knihoven.

5. Experimentalni prace

5.1. Pristroje a chemikalie

5.1.1. Pufry a ostatni roztoky

e TAE pufr: 57,1 ml 99% CH3COOH, 100 ml 0,5 M EDTA, 242 g Tris-HCI, doplnéno
vodou na 11, pH 8

e 44% roztok akrylamidu: 42,8 g akrylamidu, 1,2 g bisakrylamidu, doplnéno vodou do
100 ml

e Pufr A: 250 ml HPLC vody, 116,25 g akrylamidu, 7,5 g bisakrylamidu

e Zasobni roztok pro akrylamidovou denaturujici elektroforézu: 10 g moc€oviny, 2 ml
10x koncentrovaného TBE pufru, 1 ml Pufru A, 1 ml 44% akrylamidu, doplnéno vodou
na 20 ml

e TBE pufr: 89 mM Tris-HCI (pH 7,6), 89 mM kyselina boritd, 2 mM EDTA

e 6xvzorkovy pufr: 350 mM Tris-HCI, pH 6,8, 30% (v/v) glycerol, 350 mM SDS, 4%
(v/v) 2 mM 2-merkaptoethanol, 180 uM bromfenolova modi

e Elektrodovy pufr: 25 mM Tris-HCl, 250 mM glycin, 0,1% SDS, pH 6
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Ptenosovy pufr: 10% (v/v) methanol, 25 mM Tris-HCI, 192 mM glycin, 0,1% SDS,
pH 8.2

10xXPBS pufr: 1,37 M NaCl, 27 mM KCI, 100 mM Na;HPO4, 18 mM KH2POq,
pH neupravovano

Promyvaci pufr: 1XPBS pufr

Roztok kaseinu: Casein Blocker (ThermoScientific) roziedén v poméru 1:20

v promyvacim pufru

5.1.2. Pristroje

Amersham Imager 600, GE Healthcare (UK)

aparatura na horizontalni elektroforézu Owl, Thermo Scientific (USA)
aparatura na vertikalni elektroforézu Bio-Rad (USA)

blokovy termostat MB — 102, Bioer Technology (Cina)

centrifugy

- Eppendorf 5415 R (Némecko)

- Biofuge Pico, Heraeus Instrument (Némecko)

- Allegra® X-15R, Beckman Coulter (USA)

- Sorvall Evolution RC, Thermo Scientific (USA)

inkubator IPP 400, Memmert (Némecko)

laboratorni vahy HL-400, A&D Engeneering, Inc. (USA)

pH metr pH 50+ Benchtop, XS Instruments (Italie)

skenovaci pfistroj Typhoon 9410 Variable Mode Imager, GE Healthcare (USA)
spektrofotometr NanoDrop 1000, Thermo Scientific (USA)

UV transiluminator QUANTUM ST4-1100, Vilber Lourmat (Némecko)

zdroj napéti PowerPac™ Basic power supply, Bio-Rad (USA)

5.1.3. Chemikalie
Bio-Rad, USA

marker All Blue Precision Plus Protein Standard

marker Precision Plus Protein Dual Color Standard

Biotium, Hayward, USA

fluorescenéni barvivo GelRed
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Epicetre, USA
e AmpliScribe ™ T7-Flash™ Transcription Kit

Fluka, Némecko

e 2-merkaptoethanol
e Akrylamid
¢ Dodecylsiran sodny

e TEMED
New England Biolabs (NEB), Ipswitch, USA

e DNA Polymerase I, Large (Klenow) Fragment
e Phusion DNA polymeraza

e Low Range ssRNA marker

e PUREXxpress

e 2XRNA Loading Dye

¢ smésny roztok deoxynukleotidi (ANTPs)

e T7 RNA polymeraza

Penta, Praha, Ceska republika

e Agar0za

e Boritéd kyselina

¢ Dihydrogenfosfore¢nan draselny

e Ethanol

¢ Ethylendiamintetraoctové kyselina
e Chlorid draselny

e Methanol

e Mocovina
Qiagen, Némecko

e GelPilot 100 bp Plus Ladder
® 5xGelPilot Loading Dye
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Serva, Heidelberg, Némecko

¢ Bromfenolova modf

Sigma-Aldrich, Némecko

® Anti-FLAG protilatka
Bisakrylamid

Glycerol

Hydrogen fosfore¢nan sodny dihydrat
Chlorid sodny

e (QOctan amonny

Peroxodisiran draselny

Tris-HCI

Takara
e PCR buffer
ThermoFisher Scientific, USA

e (Casein Blocker
e NanaSeci pufr pro agar6zovou elektroforézu: 6XDNA Loading Dye

e SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate Chemiluminiscent Solution
USB, Cleveland, USA

¢ Glycin
Zymo Research, USA

e DNA (PCR) Clean-up & Concentrator kit

5.2.  Obecné postupy
5.2.1. Prace s DNA a RNA

5.2.1.1. Polymerazova retézcova reakce (PCR)
PCR reakce byla pouZita k pfipojeni primeru 1 a primeru 2 k pfipravené DNA knihovné a pro

amplifikaci DNA templatu.

44



Postup PCR:

Do PCR mikrozkumavky byla pipetovana rekéni smés o celkovém objemu 50 pl. Slozeni

reak¢éni smési je uvedeno v Tab. 8.

Tab. 8 SloZeni reakcni smési pro PCR reakci

Slozka Objem
0,5 ul
DNA knihovna
(=50ng)
dNTPs (10 mM) 10 ul
DNA polymeraza Phusion 0,5 ul

DNA primery (primer 1 a primer 2)

po 2,5l
(10 pM)
Pufr k DNA polymeréaze Phusion,
10 ul
S5xkoncentrovany
Sterilni voda 24 ul

Tab. 9 Prabéeh fazi PCR reakce

Faze Teplota [°C] Cas [s] Pocet cyklu
1 98 30 1
2 98 10
3 55 15 30
4 72 15
5 72 300 1
6 4 30 1
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Po PCR reakci byla DNA piecisSténa pomoci kitu DNA (PCR) Clean-up & Concentrator (Zymo
Research, USA).

Popsaného PCR postupu bylo vyuZito pti pfipojeni pfimych a zpétnych stabiliza¢nich sekvenci

k DNA knihovn¢. Sekvence primert jsou uvedeny v dodatku préce.

5.2.1.2. Horizontalni agarézova elektroforéza
2,5% agarézovy gel byl ptipraven rozpusténim 1 g agarézy ve 40 ml 1xkoncentrovaného TAE
(viz sekce 5.1.1.) pufru. Aby se agar6za rozpustila, byla smés zahfata v mikrovlnné troub€. Poté
byla smés ochlazena na teplotu asi 50 °C a byly pfidany 4 pl fluorescenéniho barviva GelRed
(BIOTIUM, USA, 10000x ve vod¢). Smés byla promichana a nalita na elektroforetickou desku.
Do tekuté smési byl vloZen elektroforeticky hieben, kvili vytvofeni pfisluSnych jamek
k naneseni vzorkl. Gel ztuhl pti pokojové teploté a poté byl hifeben vyjmut, gel byl vloZen do
elektroforetické vany a pfelit 1X TAE pufrem po rysku (viz sloZeni pufri v sekci 5.1.1.). Do
prvni jamky bylo naneseno 5 pul markeru GelPilot 100bp Plus Ladder (Qiagen, Némecko). Do
ostatnich jamek byly naneseny vzorky s nanaSecim pufrem 1XGelPilot Loading Dye (Qiagen,
Némecko). Elektroforéza probihala pfi napéti 120 V a byla ukoncena, kdyZ vzorky putujici
¢elem doputovaly do tii ¢tvrtin délky gelu. Po ukonceni elektroforézy byl gel umistén na UV

transiluminator a pod UV svétlem pti 312 nm byly pozoroviany DNA fragmenty.

5.2.1.3. Akrylamidova denaturujici elektroforéza
Pro provedeni akrylamidové elektroforézy byla nejprve sestavena aparatura a poté byl
pripraven gel slozeny z 6 ml zasobniho roztoku pro akrylamidovou denaturujici elektroforézu
(viz sloZeni pufrti v sekci 5.1.1., 10 ul TEMED a 60 pl 10% APS. Tento gel byl nalit azZ po okraj
mezi dvé ociSténd skla umisténd v drzdku, a nakonec do néj byl okamZzit¢ ponoifen
elektroforeticky hieben. Po ztuhnuti gelu byl hieben vyjmut, skla byla umisténa do
elektroforetické aparatury a prevrstvena 1xX TBE pufrem (viz sekce 5.1.1.). Do krajni jamky byl
nanesen Low Range ssSRNA marker (NEB, USA). K jednotlivym vzorkiim byl pfiddn RNA
loading Dye (NEB, USA) a také byly naneseny do jamek v gelu. Elektroforéza probihala pti
napéti 260 V a byla ukoncena ptiblizn€ po 20 minutach, jakmile modra barva doputovala ke
spodnimu okraji separacniho gelu. Poté byl gel pfenesen do 50 ml 1x koncentrovaného TBE
pufru a bylo k nému ptidano 5 pl fluorescencéniho barviva GelRed (BIOTIUM, USA, 10000x
ve vod¢). Po patnictiminutové inkubaci byl umistén na UV transiluminator a pod UV zafenim

pfi 312 nm byly pozorovany RNA fragmenty.
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5.2.2. Prace s proteiny

5.2.2.1.  SDS elektroforéza
Stejné jako u akrylamidové denaturujici elektroforézy byla nejprve sestavena aparatura a poté

byly pfipraveny gely, jejichz sloZeni je uvedeno v Tab. 10.

Tab. 10 Slozeni jednotlivych gelii pro SDS elektroforézu

Separacni gel (18%) Zaostrovaci gel (6,6%)

Slozka Objem Slozka Objem
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 2,5ml 1 M Tris-HCI, pH 6,8 1,25 ml
44% AA 4,0 ml 44% AA 750 wl

10% SDS 100 pl 10% SDS 50 ul

10% APS 100 pl 10% APS 50 ul

TEMED 10 ul TEMED 10 ul

doplnéno destilovanou vodou do 10 ml doplnéno destilovanou vodou do 5 ml

Slozky 10% APS a TEMED byly vzdy pfidany az tésn¢ pfed nalitim gelu mezi dvé skla.
Separacni gel byl pipetovan zhruba do tii Ctvrtin vySky skel a poté byl prevrstven ethanolem.
Po 30 minutach stani gelu za laboratorni teploty byl ethanol odlit a byl napipetovan zaostfovaci
gel na jiz ztuhly separacni gel. Okamzité byl vsunut hieben pro vytvarovani jamek potiebnych
k nanaSeni vzorkl. Po dalSich 30 minutich polymerace gelu byl hifeben vyjmut a skla byla
umisténa do elektroforetické aparatury a prelita elektrodovym pufrem (sloZeni viz sekce 5.1.1.).
K jednotlivym vzorkiim byl ptidan vzorkovy pufr (sloZzeni viz sekce 5.1.1.). Takto pfipravené
vzorky byly zahtaty na 98 °C po dobu 5 minut. Vzorky a marker byly naneseny na zaostrovaci
gel. Elektroforéza byla pfipojena ke zdroji napéti 200 V po dobu pfiblizné¢ 1 hodiny.
Elektroforéza byla ukoncena, jakmile bromfenolovd modi doputovala ke spodnimu okraji
separacniho gelu. Gel byl barven negativnim barvenim, nejprve 10 minut v 0,2 M imidazolu,
poté 0,3 M siranem zinecnatym do objeveni elektroforeogramu. Barveni bylo zastaveno
promytim v destilované vod€. Pokud byl gel pfenasen na membranu, byl odbarven 2%

kyselinou citronovou tfikrat po dobu tii minut.
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5.2.2.2.  Elektropienos proteint na nitrocelulozovou membranu
s chemiluminiscen¢ni detekci protilatky

Pti elektroptenosu metodou Western blot byly proteiny nejprve separoviny metodou SDS
elektroforézy popsanou vyse (viz 5.2.2.1.). Poté byla sestavena aparatura pro elektropfenos a
gel byl pfichycen k nitrocelul6zové membrané (7,5 x 5 cm) tak, aby mezi nimi nebyl Zadny
vzduch, a upevnén v aparatufe. Aparatura byla aZ po rysku naplnéna pfenosovym pufrem a
pfipojena ke zdroji napéti 100 V po dobu jedné hodiny. Nésledné byla nespecifickd mista na
membrané blokovéana v roztoku kaseinu (sloZeni viz sekce 5.1.1.) po dobu jedné hodiny pii
laboratorni teploté¢ za stilého michani. Membrina byla inkubovina v roztoku anti-FLAG
protilatky (5000x fedéna, koncentrace zasobniho roztoku 1 mg/ml, Sigma-Aldrich, Némecko)
v 5 ml roztoku kaseinu (viz sekce 5.1.1.). V pfipraveném roztoku byla membréina inkubovéna
pies noc pfti 4 °C za stalého michani. Po ukonceni inkubace byla membrana tfikrat po dobu péti
minut promyta v promyvacim pufru (viz sekce 5.1.1.). Membrana byla vyvolana 600 pl
vyvolavaciho roztoku SuperSignal West Femto Maximum sensitivity substrate
chemiluminiscent solution (ThermoFisher, USA). Membrana byla inkubovana s vyvolavacim
roztokem po dobu péti minut. Nakonec byl blot vizualizovan v pfistroji Amersham Imager 600

(GE Healthcare, UK).

5.2.3. Prace s knihovnami

5.2.3.1. Priprava knihoven
Navrzené randomizované oligonukleotidy (vyrobce IDT, USA, kazdy 0,05 mg) byly natedény
na koncentraci 20 uM. Reakce nejprve probihala bez ucasti polymerazy béhem teplotniho
gradientu od 92 °C do 10 °C. Teplota se snizovala vZdy po 5 minutich skokem o 4 °C.
Poslednim krokem bylo chlazeni po dobu 5 minut pfi 4 °C. SloZeni reakéni smési je uvedeno

v Tab. 11, strana 49.
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Nésledné byly ke smési pfidany 2 pl polymerazy DNA Polymerase I, Large (Klenow) Fragment
(NEB, USA, 5000 units/ml) a reakce probihala dle Tab. 12.

Tab. 12 Teplotni a ¢asové faze reakce po ptidani polymerazy

Tab. 11 Reakéni smés

Slozka Objem
oligonukleotidy (vysledna
2x5 ul
koncentrace 2 pM)
dNTPs (10 mM) 4 ul
PCR pufr (Takara,
Sul
10x koncentovany)
sterilni voda (prostd RNéz a
32 ul
DNaz)

Faze Teplota [°C] Cas [min]
1 25 5
2 37 60
3 50 15
4 4 5

Celkovy objem reakce i s pfidanou polymeridzou byl 50 pl. Nakonec byla vysledni DNA
precisténa kitem DNA (PCR) Clean-up & Concentrator (Zymo Research, USA).

5.2.3.2. Transkripce knihoven

Nejprve bylo slozeni reak¢ni smési pro transkripci knihoven pfipravovano podle Tab. 13, strana

50. Celkovy objem reak¢ni smési byl 20 ul. Polymeraza byla do smési pfiddna az nakonec.

Reak¢ni smés byla inkubovéna 1 h pfi 37 °C.
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Tab. 13 Slozeni reak¢ni smési pro transkripci

Slozka Objem
10x koncentrovany pufr k T7 RNA polymeraze 2l
(NEB, USA)
NTPs (10mM) 4 ul
T7 RNA polymeraza
(NEB, USA, 50000 units/ml) 2ul
0,8 ul
DNA templat (=400 ng)
sterilni voda (prosta RNaz a DNaz) 11,2l

Pozdéji byla transkripce provddéna pomoci Ampliscribe T7 Flash Transcription Kkitu
(vyrobce Epicentre, USA), sloZzeni reak¢ni smési je uvedeno v Tab. 14. Reakce byla michéna
pii laboratorni teploté¢ v uvedeném potadi jako je uvedeno v Tab. 14. Celkovy objem jedné

reakce byl 20 pl. Reakéni smés byla v tomto piipadé inkubovéana po dobu 2 h pti 37°C.

Tab. 14 Slozeni reak¢éni smési pfi transkripci pomoci kitu

Slozka Objem
sterilni voda (prostd RN4az a DNaz) 3,3l
DNA templat (120 ng/ul) 3ul

10x koncentrovany pufr (Ampliscribe T7 Flash

Transcription kit) 2ul
NTPs (100 mM) 7,2 ul
DTT (100 mM) 2 ul

RNAZzovy inhibitor (Ampliscribe T7 Flash

Transcription Kit) 0,5 ul

T7 Flash roztok enzymu 2ul
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5.2.3.3.  Precipitace RNA
Ke standardni reakci pomoci Ampliscribe T7 Flash Transcription kitu (Epicentre, USA) (20 pl)
bylo pfidano 20 pl 5M octanu amonného. Poté byla smés inkubovéana na ledu po dobu 15 minut.
Po ukonceni inkubace byla smés centrifugovana (10000x g) 15 minut pti 4 °C. Vznikl4 peleta
byla promyta 70% ethanolem, ktery se po centrifugaci (10000x g, 15 minut pti 4°C) a odebrani
supernatantu nechal odpafit, a RNA byla rozpusténa ve sterilni vod€. Orientacni koncentrace

RNA po precipitaci byla méfena spektrofotometricky.

5.2.3.4. Translace knihoven
V této praci byl vyuZit k translaci knihoven kit PURExpress (NEB, USA). Celkovy objem jedné
reakce byl 25 pl. SloZeni reakéni smési je uvedeno v Tab. 15. VZdy byl pfidavan roztok B do
roztoku A a nakonec RNA templat. Reakce byla michina na ledu. Reak¢ni smés byla
inkubovéna pti 30 °C, nebo 37 °C po dobu 4 hodin. Poté byl vzorek centrifugovan (10000x g)

po dobu 15 minut.

Tab. 15 Slozeni reak¢éni smési pro translaci

Slozka Objem
Roztok A 10 ul
Roztok B 7,5 ul

RNA templat (1,2 pg/ul, vysledné

mnozstvi v reakci 3 pug ) 2,5 ul

Doplnéno na
celkovy objem

sterilni voda (prostd RN4az a DNaz) 25 ul
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V4 4
6. Zavér
Byla zpracovana reserse o evoluci genetického kddu a o bezbunécné expresi proteint.

Podafilo se uspésné pripravit mRNA od vSech péti navrZenych knihoven. Dale se podatilo
pievést vSechny knihovny do formy proteinti, avSak knihovnu 10L pouze s velmi nizkym
vytézkem. Ctyii z knihoven tedy mohou byt pouZity k purifikaci a ndslednym charakterizacim.
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Dodatek

Sekvence oligonukleotidi pouzitych pro syntézu knihoven
20F

>oligonukleotid A

CTGTAATACGACTCACTATAGGGACACCAATAGAGAAAGAGGAGAAATACTAGATGVWKVWK
NBGSHRVWKNNTDNCNBGDNCNBGVVAVVASHRVWKVWKVVADNCVWKVVADNCDNCVVADN
CDNCNBGNNTDNCSHRVVANNTVWKDNCVVASHRVVANBGDNCGCGTTGGTTCCACGTGGCA
GC

>oligonukleotid B

TTTTTTTTTCATTACTTATCGTCGTCATCTTTATAGTCANNTBBMWBCVNGNHANNTBBCVN
GNHTBBANNMWBGNHCVNYDSANNTBBTBBCVNMWBANNCVNTBBMWBMWBANNTBBMWBTB
BYDSGNHANNGNHANNTBBGNHMWBGNHMWBMWBYDSCVNTBBGNHYD SMWBGNHGCTGCCA
CGTGGAACCAACGC

10E

>oligonukleotid A

CTGTAATACGACTCACTATAGGGACACCAATAGAGAAAGAGGAGAAATACTAGATGMYYYYR
GMNRBYGMNYYRGNNYYRGMNYYRRBYRBYYYRGMNRBYGMNGMNMYYGNNRBYYYRYYRGN
NRBYMYYYYRRBYGNNMYYYYRRBYRBYGMNGMNGMNMYYGMNGCGTTGGTTCCACGTGGCA
GCG

>oligonukleotid B

TTACTTATCGTCGTCATCTTTATAGTCYRRRVYNKCNKCNKCNNCRRKRVYRRKNNCYRRNK
CRVYYRRRRKRRKNKCRVYYRRNKCRRKRRKRVYRVYRVYYRRNKCNNCRRKNNCYRRNKCR
VYNKCYRRNKCRRKNNCYRRRVYYRRNNCYRRYRRRRKYRRNNCGCTGCCACGTGGAACCAA
CGC

10R

>oligonukleotid A

CTGTAATACGACTCACTATAGGGACACCAATAGAGAAAGAGGAGAAATACTAGATGYTVRAR
GRRCWCKCMGRRGMAYTVGMARARYTVRARTYVGMAGMATYVSCATYVSCAYTVTYVSCAGR
RSCARARTKCGRRTKCRARGRRSCAYTVRARRARYTVSCASCARARGCGTTAGTCCCGCGTG
GGAGC

>oligonukleotid B

CTATTACTTATCATCATCATCTTTATAATCYYCYTYBRAYTYYYCGWGDAAGWGYYCTGSYT
YGWGBRABRATGSBRAYTYGWGYYCKGMYYCBARKGMBRABARTGSTKCBARGWGGMABARY
TYYTYGMAYYCBRAYTYGWGTGSKGMTGSTGSYTYTGSYTYTGSGCTCCCACGCGGGACTAA
CGC
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10L

>oligonukleotid A

CTGTAATACGACTCACTATAGGGACACCAATAGAGAAAGAGGAGAAATACTAGATGTWCYGG
TWCAABTWCTWCTWCMAGMAGYGGAABYGGTWCMAGAKGMAGMAGTWCMAGMAGYGGCRWCR
WADGAKGMATMATTWCMATTWCADGYGGTKYMAGTKYAABTWCADGGCGTTAGTCCCGCGTG
GGAGC

>oligonukleotid B

CTATTACTTATCATCATCATCTTTATAATCCTKATKGWACMTVTTGWACMTCMTGWACTKCM
TCMTCMTCTKCHTATKATKCCRGWAWYGWYGCTKRMACMTCTKCTKVTTCTKCCRCMTCTKW
YGWYGATKCCRATKGWACHTVTTCTKRMAGWAVTTVTITCTKGWAGCTCCCACGCGGGACTAA
CGC

14SL

>oligonukleotid A

CTGTAATACGACTCACTATAGGGACACCAATAGAGAAAGAGGAGAAATACTAGATGWYYMKC
SRTSRTYYDRWAGNCSRTRVRRWAGNCWYYGHSSRTGNCWYYMKCWYYYYDGHSRVRGHSGN
CGNCYYDGNCSRTGNCYYDGHSMKCMYTYYDSRTRVRRWARVRSRTGCGTTAGTCCCGCGTG
GGAGC

>oligonukleotid B

CTATTACTTATCATCATCATCTTTATAATCHRRARKTWYRRWDAHYBYTWYSDCSDCTWYTW
YARKGNCGNCYBYAYSDAHTWYARKSDCHRRYBYAYSYBYSDCRRWHRRGNCGMKTWYSDCG
NCHRRYBYGNCGMKAYSAYSYBYSDCHRRGNCAYSTWYYBYARKGCTCCCACGCGGGACTAA
CGC

Sekvence primeri pouzitych pro pridani stabilizacnich sekvenci ke
knihovnam

> primer 1

AAAAAGTGGCCTGTAATACGACTCACTATAGG

>primer 2

TTTTTTTTTCATTACTTATCGTCGTCATCTTTATAGTC
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