Abstrakt

Chemiluminiscenéni proteinové enzymy jako je naptiklad luciferaza maji mnoho vyuziti
jak v aplikovaném tak i zakladnim vyzkumu. V této praci jsme vyuzili metody in vitro
selekce, abychom identifikovali deoxyribozymy, které katalyzuji chemiluminiscenéni
reakci. Tyto DNA enzymy svétlo produkuji pomoci defosforylace komeréné dostupného
substratu CDP-Star. Jednu z nejaktivnéjSich variant, kterou jsme pojmenovali
Supernova, jsme dale vylepsili a popsali pomoci kombinace ndhodné mutageneze, in
vitro reselekce, sekvenovani nové generace, komparativni sekvenové analyzy a
optimalizace reakénich podminek. V sou¢asnosti Supernova produkuje svétlo 6.500-krat
Ucinnéji nez reakce CDP-Star bez pfidaného enzymu a zaujima nezvyklou strukturu
obsahuijici trojsSroubovici DNA. V ramci charakterizace reakénich podminek Supernovy
jsme dale popsali jeji naroky na pH, koncentraci Supernovy i substratu a pritomnost iontt
¢i zahustovacich ¢inidel. V neposledni fadé jsme ukazali, Ze Supernova miize byt pomoci
racionalniho designu preménéna na alostericky senzor. Predpokladame, Ze nami
vyvinuty deoxyribozym bude vyuzivan jako signalni ¢ast v alostericky regulovanych
senzorech, které detekuji rozmanité ligandy, a doplni tak ostatni metody vyuZivajici
radioaktivitu, fluorescenci, ¢i zménu barvy.



