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Abstrakt 

 
 Tato práce se soustředí na modifikaci a vylepšování vlastností enzymů pomocí metod 

proteinového inženýrství. Nejprve jsou stručně popsány tři hlavní přístupy proteinového 

inženýrství: řízená evoluce, racionální design a semi-racionální design. Vývoj 

v oblasti molekulární biologie a bioinformatiky vede k upřednostňování semi-racionálního 

designu a metod cílené řízené evoluce za účelem konstrukce tzv. chytrých knihoven, které 

vykazují vyšší kvalitu než rozsáhlé knihovny generované při náhodné mutagenezi. Navýšení 

poměru vylepšených a testovaných variant zvyšuje pravděpodobnost získání biotechnologicky 

zajímavého enzymu. Hlavním cílem práce je vytvořit přehled metod konstrukce chytrých 

knihoven a vzájemně je porovnat. Přičemž většina z nich je založena na saturační mutagenezi 

a využití tzv. redukované aminokyselinové abecedy, která zvyšuje kvalitu a snižuje velikost 

konstruované knihovny. Halogenalkandehalogenasy slouží v této práci jako modelové 

enzymy. Je navržena redukovaná aminokyselinová abeceda pomocí počítačového nástroje 

CASTER určená pro souběžnou saturační mutagenezi tří pozic v sekvenci enzymu DhaA. Na 

základě této redukované aminokyselinové abecedy dochází k radikálnímu snížení velikosti 

výsledné teoretické knihovny. 

 

Abstract 

 

 This thesis focuses on modification and improvement of enzymatic properties by 

methods of protein engineering. Firstly, three main approaches of protein engineering are 

briefly described: directed evolution, rational design and semi-rational design. Developments 

in molecular biology and bioinformatics lead to the prioritization of the semi-rational design 

and methods of targeted and directed evolution. The semi-rational design allows design 

of so-called smart libraries with better quality rather than large libraries generated by random 

mutagenesis. Increase in the proportion of better and tested variants leads to higher 

probability of obtaining biotechnologically interesting variants of enzymes. The main goal of 

this thesis is to provide an overview and comparison of current methods for construction of 

smart libraries. These methods are often based on the saturation mutagenesis and the use of 

reduced amino acid alphabet that enhances quality and reduces the size of constructed 

libraries. Haloalkane dehalogenases serve as model enzymes. A reduced amino acid alphabet 

is designed for simultaneous saturation mutagenesis in three positions of amino acid sequence 

of protein DhaA by CASTER computer tool. This reduced amino acid alphabet radically 

decreases the size of final theoretical library. 
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Úvod 

 

Enzymy jsou katalytické proteiny, které jsou podstatnou součástí všech živých 

organizmů. Hrají klíčovou roli v existenci a funkci biologických struktur a dějů. Vlastnosti 

enzymů, jako vysoká specificita a selektivita, umožňují jejich široké využití 

v biotechnologickém průmyslu, medicíně či při ochraně životního prostředí. Ostatní 

vlastnosti, jako funkce a stabilita za fyziologických podmínek, však mohou jejich využití 

limitovat. 

  Funkci a stabilitu enzymů za reakčních podmínek definovaných zamýšlenou aplikací 

lze vylepšit pomocí proteinového inženýrství. Náhodné či cílené změny na úrovni DNA 

se promítají v modifikované struktuře enzymů a v žádoucím ovlivnění jejich 

enantioselektivity či substrátové specificity, aktivity se substrátem zájmu nebo stability 

během katalytické reakce. V současné době se v rámci proteinového inženýrství rozvíjí hlavně 

přístup zvaný semi-racionální design využívající dostupných informací o struktuře a funkci 

enzymů k přípravě tzv. chytrých knihoven. Cílení mutací do míst, které mají potenciál 

ovlivnit klíčové vlastnosti enzymů, vede k významnému snížení počtu jejich testovaných 

variant, a šetří tak čas i náklady na získání biotechnologicky zajímavých biokatalyzátorů.  

Cílem této práce je vytvořit stručný přehled metod proteinového inženýrství 

využitelných při konstrukci chytrých knihoven mutantních enzymů, a připravit tak teoretický 

základ pro design praktického experimentu. Bude navržena chytrá knihovna 

halogenalkandehalogenasy DhaA31 pro vylepšení její aktivity vůči substrátu 

1,2,3-trichlorpropanu. 
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1 Enzymy  

 

 Enzymy jsou proteiny s katalytickou aktivitou. Řadí se mezi biopolymery, které 

se skládají z aminokyselin vzájemně propojených peptidovou vazbou. Enzymy určují povahu 

a rychlost chemických reakcí, a řídí tak většinu biochemických procesů v živých 

organismech. Pro efektivní modifikaci a vylepšení enzymů na úrovni DNA je nezbytné znát 

nejen jejich funkci, ale také strukturu a strukturně-funkční vztahy. 

 

1.1 Funkce a vlastnosti enzymů 

  

Enzymy jsou reakčně specifické – katalyzují určitý typ chemické reakce. Důsledkem 

evoluce vznikly také enzymy specifické pro určitý substrát či skupinu podobných substrátů. 

V ostatních případech se enzymy ukazují spíše jako promiskuitní. Za substrátovou specifitu 

odpovídá hlavně tvar a velikost substrátu, vzhled a umístění aktivního místa enzymu a jejich 

vzájemná komplementarita. Svou roli hraje také náboj či přístupové cesty do aktivního místa 

a jeho hydrofobní nebo hydrofilní charakter. Specifita enzymu pro určitý substrát je důležitá 

pro jeho funkci a využití.  

Enantioselektivita enzymů našla své uplatnění hlavně v chemickém a farmaceutickém 

průmyslu. Souvisí s chirálním charakterem některých substrátů, kdy se jedna chemická 

sloučenina může vyskytovat ve dvou různých enantiomerních formách (R/S), z nichž pouze 

jedna vykazuje požadovaný biologický účinek. Rozlišit dvě různé enantiomerní formy 

je důležité například při výrobě léčiv nebo činidel.  

 Pro praktickou aplikaci enzymů je velmi podstatné zlepšení jejich stability. Většina 

enzymů vykazuje optimální aktivitu ve vodném roztoku při neutrálním pH a za mírných 

teplotních podmínek. Výjimkou jsou enzymy pocházející z tzv. mezofilních organismů, které 

si zachovávají svoji funkci i při vyšších teplotách, což je výhodné pro uplatnění 

v biotechnologickém průmyslu. Patří mezi ně například halogenalkandehalogenasy, o kterých 

se zmíním později v této práci. 

Aktivita enzymů spočívá v ovlivnění rychlosti chemických reakcí snižováním jejich 

aktivační energie. Souvisí s koncentrací substrátu, teplotou, pH prostředí či přítomností 

solventů, aktivujících nebo inhibujících látek. Aktivitu enzymů je možné ovlivnit na úrovni 

jejich struktury modifikací přístupových cest nebo aktivního místa. 
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1.1 Struktura enzymů 

 

 Funkce a vlastnosti enzymů jsou podmíněny jejich strukturou. Strukturu proteinů lze 

klasifikovat do čtyř úrovní: primární, sekundární, terciární a kvartérní (Obr. 1). 

 

1.1.1 Primární struktura proteinů  

 

Primární struktura proteinů je dána pořadím a počtem aminokyselin v polypeptidovém 

řetězci. Jedná se o lineární řetězec aminokyselin, který se zapisuje od volné aminoskupiny 

(N-konce) po volnou karboxylovou skupinu (C-konec). Aminokyseliny jsou mezi sebou 

propojeny kovalentní peptidovou vazbou, a tvoří tak proteinovou páteř. Ty aminokyseliny, 

ze kterých se proteiny skládají, nazýváme proteinogenní. Jedná se především 

o L-α-aminokyseliny. Dělíme je na základě jejich polarity a náboje na nepolární (Tab. 1), 

polární (Tab. 2), kyselé (Tab. 3) a bazické (Tab. 4). 

 

 

Tabulka 1 - Nepolární aminokyseliny (hydrofobní) 

Název Zkratka Vzorec Vlastnosti Význam 

Alanin Ala, A 
 

 

- nejčastější 

- prostorově nevýrazná 

- málo reaktivní 

- vzácně nese specifickou 

  funkci 

 

- hydrofobní interakce 

- tvorba a stabilizace 

  α-helixů 

- otevření tunelu  

Glycin Gly, G 

 

- nejjednodušší 

- prostorově nevýrazná 

- opticky neaktivní 

- evolučně stabilní 

- nemá zcela nepolární 

  charakter 

 

- nižší výskyt glycinu vede 

  k vyšší stabilitě proteinu 

Valin Val, V 

 

- málo reaktivní 

- poměrně rigidní 

- hydrofobní interakce 

- nepodporuje konformaci 

  α-helix 



 

13 

 

Prolin Pro, P 

 

- rigidní 

- imino skupina 

  umožňuje prolinu 

  konformaci cis 

  (u ostatních 

  aminokyselin je trans) 

- vysoce stabilizující (vyšší 

  stabilita = nižší aktivita) 

- nepodporuje konformaci 

  α-helix a β-list 

- výskyt v β-ohybech 

Isoleucin Ile, I 

 

- málo reaktivní 

- větvení řetězce na 

  β-uhlíku 

- hydrofobní interakce 

- omezuje konformační 

  volnost 

- výskyt uvnitř proteinu 

Leucin Leu, L 

 

- málo reaktivní 

- větvení řetězce na 

  γ- uhlíku 

- hydrofobní interakce 

- větší konformační volnost  

- preferuje konformaci 

  α-helix před β-listem 

  hydrofobní interakce 

- výskyt uvnitř proteinu 

- tvorba strukturních motivů 

Methionin Met, M 

 

- donor methylové 

  skupiny 

 

- iniciační („start“) kodon 

  (AUG) 

- vyskytuje se vzácně 

- koenzym mnoha 

  methylačních enzymů 

Fenylalanin Phe, F 

 

- prostorově výrazná 

- aromatická 

- aromatický kruh 

  funguje jako chromofor 

- hydrofobní interakce 

- uzavírá tunely a zabraňuje 

  průniku vody (vyšší 

  aktivita) 

Tryptofan Trp, W 

 

 

- prostorově výrazná 

- aromatická 

- uzavírá tunely 

- může vytvářet molekulární 

  brány 
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Tabulka 2 - Polární aminokyseliny (bez náboje) 

Název Zkratka Vzorec Vlastnosti Význam 

Asparagin Asn, N 

 

 

- amin kyseliny 

  asparagové 

- donor/akceptor protonu 

- vyskytuje se na povrchu 

  proteinu 

- počátek a konec α-helixů, 

  ve smyčkách β-listů 

- protein-proteinové 

  interakce 

- interakce v aktivním místě 

Cystein Cys, C 

 

- thiolová -SH skupina  - tvorba disulfidických 

  můstků 

- stabilizace terciární 

  struktury 

Glutamin Gln, Q 

 

- amid kyseliny 

  glutamové 

- vyšší konformační entropie 

  ve srovnání s asparaginem 

Serin Ser, S 

 

- hydroxylová -OH 

  skupina 

- vyskytuje se v aktivním 

  místě (serinové proteasy) 

Threonin Thr, T 

 

- hydroxylová -OH 

  skupina 

- 2 chirální uhlíky 

- podléhá často postranslační 

  modifikaci 

Tyrosin Tyr, Y 

 

- prostorově výrazná 

- aromatická 

- uzavírá tunely 

 

Tabulka 3 - Kyselé aminokyseliny (v neutrálním prostředí negativně nabité) 

Název Zkratka Vzorec Vlastnosti Význam 

Kyselina 

asparagová 

Asp, D 

 

 

- hydrofilní 

- více rigidní než 

  kyselina glutamová 

- iontové interakce 

- vyskytuje se ve vazebných 

  a aktivních místech 

Kyselina 

Glutamová 

Glu, E 

 

- hydrofilní - iontové interakce 

- vyskytuje se ve vazebnýc 

  a aktivních místech 
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Tabulka 4 - Bazické aminokyseliny (v neutrálním prostředí pozitivně nabité) 

Název Zkratka Vzorec Vlastnosti Význam 

Lysin Lys, K 

 

- prostorově výrazná - iontové interakce 

- nezbytný stavební prvek 

  proteinů 

Histidin His, H 

 

- prostorově výrazná 

- aromatická 

- běžná 

 

- iontové interakce 

- histidinová kotva (detekce 

  a afinitní purifikace) 

- přenáší náboj (snadná 

  protonace a deprotonace) 

- vyskytuje se ve vazebných 

  a aktivních místech 

Arginin Arg, R 

 

 

- prostorově výrazná 

- bazická guanidinová 

  skupina 

- iontové interakce 

 

1.2.2 Sekundární struktura proteinů 

 

 Sekundární struktura proteinů představuje sbalení polypeptidového řetězce na základě 

vodíkových interakcí mezi vodíkovým atomem amidové skupiny a atomem kyslíku 

karbonylové skupiny hlavního proteinového řetězce (Pauling a kol., 1951). Rozlišujeme tři 

základní typy stavebních motivů: α-helixy, β-skládané listy, smyčky a ohyby. 

 Prvním z motivů, α-helix, je uspořádán do šroubovice. Na jednu otočku šroubovice 

připadá zhruba 3,6 aminokyselin, které jsou uspořádány tak, že jejich postranní řetězce 

směřují ze šroubovice ven. Tento strukturní motiv tvoří především aminokyseliny methionin, 

alanin, leucin, glutamová kyselina a lysin. Naopak prolin, glycin či asparagová kyselina mají 

velmi nízké předpoklady pro uspořádání do α-helixu. Velmi rigidní prolin láme řetězec 

a vytváří smyčky. Naopak glycin je schopný rozrušit struktury helixu na základě své 

konformační flexibility. V uspořádání α-helixu se tudíž tyto aminokyseliny vyskytují velice 

zřídka (Davies, 1964, Guzzo, 1965). V β-skládaném listu propojují vodíkové můstky dva 

paralelní řetězce, a tak dochází ke stabilizaci struktury. Řetězce bývají často stočené do tvaru 

písmene U. Na rozdíl od α-helixu je tento motiv méně kompaktní.  

 Ohyby („bend“) a smyčky („loops“) spojují α-helixy nebo β-skládané listy, přičemž 

mění směr polypeptidového řetězce. Navíc se struktura proteinu tak stává kompaktnější. Tyto 

strukturní motivy obvykle obsahují hydrofilní zbytky a nacházejí se na povrchu proteinů. 
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Hlavním rozdílem mezi nimi je především jejich délka. Smyčky jsou delší, ohyby kratší. 

Ohyby sestávají ze čtyř nebo pěti aminokyselin a mají vnitřní vodíkové vazby.  

 

1.2.3 Terciární struktura proteinů  

 

 Jedná se o trojrozměrnou strukturu polypeptidového řetězce, která vzniká na základě 

působení hydrofobních interakcí, především van der Waalsových sil, v rámci postranních 

řetězců aminokyselin. Při skládání řetězců do terciální struktury hraje roli také konformační 

stabilita, teplota, pH, míra solvatace, vazba kofaktoru a ligandu, primární 

a sekundární struktura, chaperony či postranslační modifikace. Například hydrofobní 

interakce jsou významné spíše u větších proteinů (Pace a kol., 2011). Terciární struktura je 

navíc stabilizována pomocí kovalentních vazeb mezi postranními řetězci, jedná se 

o tzv. disulfidické můstky (vazba S-S), které představují z důvodu své kovalentní povahy 

nejsilnější typ interakce. Svou významnou roli zde hrají i iontové síly. Tento typ struktury 

tedy není udržován pouze vodíkovými můstky, jako je tomu u sekundárních struktur, jelikož 

stabilita terciární struktury je velice významná pro funkci proteinu.  

 Mezi terciární struktury řadíme proteinové domény a sklady („foldy“). Doména je 

strukturně i funkčně nezávislá oblast proteinu. „Fold“ je obecnou architekturou proteinu, 

kterou dělíme na základě biochemických vlastností na globulární, fibrilární a membránové, 

podle strukturních vlastností na α, β, α/β a α+β. Patří sem také supersekundární struktury. 

Jedná se o opakující se kombinace sekundárních motivů, které představují přechod mezi 

sekundární a terciární strukturou proteinu.  

 

1.2.4 Kvartérní struktura proteinů  

 

 Kvartérní struktura je spojení několika proteinových řetězců, tedy uspořádání 

podjednotek v proteinových komplexech. Podjednotky jsou mezi sebou propojeny 

prostřednictvím kovalentních vazeb, především pomocí disulfidických můstků. Svou roli zde 

hrají také slabé nekovalentní interakce, vodíkové můstky nebo hydrofobní efekt. Uspořádání 

do kvartérní struktury zaujímají pouze oligomerní proteiny. 
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Obrázek 1 - Strukturní úrovně proteinu (Branden a Tooze, 1999) 
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2 Proteinové inženýrství  

 

 Proteinové inženýrství je poměrně mladá vědní disciplína, která zkoumá souvislosti 

mezi strukturou a funkcí proteinů a usiluje o vylepšení jejich vlastností, případně o konstrukci 

zcela nových variant. Vznik proteinového inženýrství byl logickým vývojem v oblasti 

rekombinantních DNA technologií. Přestože se o principech modifikace DNA 

prostřednictvím syntetických oligonukleotidů hovořilo již dříve (Hutchinson a Edgell, 1971), 

proteinové inženýrství přišlo na svět až v druhé polovině 70. let minulého století. 

 V souvislosti s tím, jestli informace o struktuře a vlastnostech proteinů máme či ne, 

vznikly tři základní přístupy proteinového inženýrství: racionální design, řízená evoluce 

a semi-racionální design (Obr. 2). Pro výběr vylepšených variant enzymů ze 

souboru/knihoven získaných mutantů je uplatňována selekce nebo screening.  

 Screening se v proteinovém inženýrství využívá pro výběr nejlepších variant proteinů. 

Náročnost jeho provedení je dána velikostí knihovny. Čím méně informací o daném proteinu 

máme, tím je výsledná knihovna větší. Pro prohledání obrovských knihoven jsou nezbytné 

vysokoúčinné metody („high throughput screening methods“). Účinnost screeningu je dána 

možností rychle vyhodnotit například optické vlastnosti (barvu, fluorescenci, luminiscenci 

nebo zákal). Screening založený na fluorescenci se využívá často, jelikož je rychlý a snadný. 

Podobně jako fotometrický screening se provádí v mikrotitračních destičkách (Bornscheuer, 

2005). Většina biomolekul ale není spojena přímo s pozorovatelnými fenotypy, proto je 

potřeba využít fluorescenční nebo kolorimetrické sondy. V současné době jsou velmi 

populární také mikrofluidní systémy založené na čipech – „FACS on a chip“ (Agresti a kol., 

2010). Pro screening je možné využít také nukleární magnetickou rezonanci (NMR), HPLC, 

plynovou chromatografii či hmotnostní spektroskopii. U těchto metod je přímo monitorována 

spotřeba substrátu a vznik produktu. V případě, že je výsledná knihovna mutantních variant 

opravdu enormní velikosti, v řádu statisíců až milionů, není možné ji prohledat celou, jelikož 

není k dispozici natolik účinná screeningová metoda. 

 Selekci je možné využít ke snížení velikosti knihoven, které se dále testují pomocí 

screeningu. Zajišťuje kontrolu fenotypu a výběr funkčních variant mutantních proteinů 

i v knihovnách obrovské velikosti. Selekční metody spočívají v propojení aktivity proteinu 

s fyzikální separací nebo přežitím organismu, který produkuje aktivní varianty proteinů. 

 Například selekce založená na vazebné afinitě spočívá ve fyzikální separaci proteinů. 

Varianty proteinů s požadovanou vazebnou afinitou jsou zachyceny pomocí imobilizovaného 
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nosiče, zatímco nenavázané proteiny se odplaví. Pro zachycení proteinů se využívá například 

povrch buněk, ribozomů nebo bakteriofágů.  

 Selekce založená na přežití organismu je historicky nejstarší metodou výběru 

aktivních variant enzymu. Spočívá v přežití (pozitivní selekce) či nepřežití (negativní selekce) 

organizmů obsahujících aktivních varianty genů či enzymů důležitých pro život a replikaci. 

Pokud organizmus takové geny či enzymy nemá, není schopen přežít v selekčních 

podmínkách a dále se replikovat. Rezistence vůči antibiotikům (Orencia a kol., 2001), 

tj. schopnost neutralizovat nebo exportovat antibiotikum ven z buňky, je nejčastější příklad 

využití selekce.  

 

 

 

Obrázek 2 - Srovnání racionálního designu a řízené evoluce (©Zbyněk Prokop a Jiří 

Damborský, Loschmidtovi laboratoře, Masarykova univerzita, Brno, Česká republika) 

 

2.1 Racionální design 

 

 Racionální design neboli přístup „top-down“ spočívá v místně-specifických změnách 

daného proteinu. Velkou nevýhodou a zároveň limitujícím krokem této metody je potřeba 

detailní znalosti struktury a funkce proteinu, kterou lze získat pomocí strukturní 

a biochemické analýzy. Taková analýza je velmi náročný a především zdlouhavý proces, 

který může trvat měsíce nebo také několik let. Na základě této znalosti proteinu lze vybrat 
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tzv. „hot-spoty“, místa ve struktuře proteinu vhodná pro mutagenezi. Výběr „hot-spotů“ 

se provádí pomocí počítačových metod a nástrojů. Výhodou tohoto přístupu je poměrně 

jednoduchá charakterizace vzniklých variant proteinů. Mezi molekulárně biologické metody 

využívané při racionálním designu pro přípravu mutantů se řadí místně-řízená mutageneze, 

několikanásobná místně-řízená mutageneze a genová syntéza.  

 

2.2 Řízená evoluce 

 

 Řízená evoluce (in vitro evoluce, evoluce ve zkumavce) neboli přístup „bottom-up“ 

napodobuje vývojové procesy, které probíhají v živé přírodě. Jedná se více méně o náhodný 

proces, avšak na rozdíl od přirozené evoluce probíhá „ve zkumavce“ a ve velmi zrychlené 

podobě. 

 Jedná se o zcela náhodnou modifikaci proteinu, která zahrnuje opakované cykly 

mutageneze, exprese a selekce/screeningu (Parra a kol., 2013). Kromě „templátové“ neboli 

vzorové DNA není k jejímu provedení potřeba téměř žádná znalost struktury a funkce daného 

proteinu. Mutagenezí dochází ke vzniku tzv. knihoven, souborů velkého množství náhodných 

variant proteinů. Nové varianty můžou mít vlastnosti lepší, stejné, nebo dokonce horší než 

původní varianta proteinu. Je proto velmi důležité najít mezi statisíci variant ty, u kterých 

došlo k vylepšení požadované vlastnosti. K tomu slouží testování vzniklých variant pomocí 

selekce nebo screeningu. Proveditelnost selekce či screeningu představují hlavní limitující 

faktor řízené evoluce. 

 Metody řízené evoluce se dělí na nerekombinantní a rekombinantní. Mezi 

nerekombinantní metody patří saturační mutageneze a k chybám náchylná („error-prone“) 

PCR, která je jednou z nejpoužívanějších metod řízené evoluce (Cadwell a Joyce, 1992). 

Další známé metody jsou inzerční/deleční mutageneze, kazetová mutageneze, 

oligonukleotidově-řízená mutageneze, chemická a fyzikální mutageneze, segmentální 

mutageneze nebo saturační mutageneze celého genu („gene site-saturation mutagenesis“). 

Rekombinantní metody se dále dělí na homologii závislé a nezávislé. Výběr metody je 

dán procentem homologie DNA. V případě, že je homologie DNA větší než 70 %, použijeme 

metody na homologii závislé, mezi které patří často využívaná metoda míchání DNA 

(„DNA-shuffling“) (Stemmer, 1994) nebo metoda StEP –  „Staggered Extension Process“ 

(Arnold a Georgiou, 2003). K dalším metodám se řadí například RETT – „Recombined 

Extension on Truncated Templates“ (Lee a kol., 2003), MURA – „Mutagenic 

and Unidirectional Reassembly“ (Song a kol., 2002), MUPREC – „Multiplex-PCR-Based 
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Recombination“ (Eggert a kol., 2005) nebo DOGS – „Degenerate Oligonucleotide Gene 

Shuffling“ (Gibbs a kol., 2001). Pokud je homologie DNA nižší než 70 %, využívají se 

metody nezávislé na homologii. Mezi nejznámější z nich patří RACHITT – „Gene Family 

Shuffling by Random Chimeragenesis on Transient Templates“ (Coco a kol., 2001), 

ITCHY – „Incremental Truncation for the Creation of Hybrid Enzymes“ (Ostermeier a kol., 

1999) a SCRATCHY (Lutz a kol., 2001). Ty méně známé jsou například 

SHIPREC – „Sequence Homology-Independent Protein Recombination“ (Sieber a kol., 

2001), SCOPE – „Structure-based Combinatorial Protein Engineering“ (O’Maille a kol., 

2002) či cirkulární permutace (Heinemann a Hahn, 1995).  

 

2.3 Semi-racionální design  

 

Semi-racionální design neboli cílená řízená evoluce, či také datově-řízené proteinové 

inženýrství, je kombinací řízené evoluce a racionálního designu (Obr. 2). Má za cíl zvýšení 

kvality a snížení kvantity výsledného počtu mutantních variant proteinů. Využívá výhod obou 

přístupů, a tvoří tak velmi účinnou metodu pro získávání nových forem proteinů s výhodnými 

vlastnostmi (Tab. 5). Zaměřuje se na specifická rezidua nebo určitou oblast určenou na 

základě základní znalosti struktury a funkce proteinu (Hidalgo a kol., 2008; 

Chaparro-Riggers, 2007; Chica a kol., 2005). V této vybrané oblasti dochází k randomizaci 

jen určitých a pečlivě vybraných fragmentů DNA (Hidalgo a kol., 2008) a k následné tvorbě 

tzv. „chytrých knihoven“, které jsou menší ale bohatší na žádoucí varianty a nevyžadují tolik 

účinnou selekční/screeningovou metodu, jako je tomu u řízené evoluce. Zároveň dochází ke 

zvýšení pravděpodobnosti vzniku výhodně modifikovaných vlastností. V podstatě se jedná 

o řízenou evoluci úseků proteinů vybraných na základě znalosti struktury a funkce proteinu.  

 

Tabulka 5 - Srovnání přístupů proteinového inženýrství 

 Racionální 

design 

 

Semi-racionální design 

 

Řízená evoluce 

Výhody - žádná selekce či 

  screening  

- základní znalost struktury a funkce 

- selekce/screening definovaného 

  množství variant 

- znalost struktury 

  a funkce není třeba 

Nevýhody - detailní znalost 

  struktury a funkce  

 
- selekce/screening 

  velkého množství variant 
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3 Chytré knihovny  

 

 Podstatou konstrukce chytrých knihoven je výběr nejvhodnějších pozic a oblastí pro 

mutagenezi ve struktuře proteinu, výběr tzv. „hot-spotů“. Pro výběr těchto míst se využívá 

řada sofistikovaných počítačových metod a programů, například CAVER (Chovancová a kol., 

2012), HotSpot Wizard (Pavelka a kol., 2009) nebo FoldX (Guerois a kol., 2002). Druhým 

důležitým aspektem při vytváření chytrých knihoven je redukce aminokyselinové abecedy, 

která má za následek snížení velikosti výsledné knihovny mutantních variant, aniž by byla 

snížena pravděpodobnost úspěšnosti mutageneze. Tvorba chytrých knihoven variant proteinů 

tak s sebou přináší nesčetné množství výhod. Jednou z nich je zvýšení pravděpodobnosti, 

že se nám podaří získat lepší variantu proteinu. Konstrukce chytrých knihoven také šetří práci 

a náklady. Navíc umožňuje provádět experimenty, které by dříve nebyly vůbec možné. 

 

3.1 Bioinformatické nástroje pro konstrukci chytrých knihoven 

 

 Potřeba konstrukce malých a cílených knihoven mutantů v definovaných pozicích je 

stále více aktuální (Nimrod a kol., 2005). Dříve nebylo možné takové knihovny připravovat, 

neboť nebyly dostupné sofistikované modelovací a bioinformatické nástroje, které by 

přehledně pracovaly s dostupnými informacemi o struktuře a funkci proteinů. I v případě, že 

pro daný protein není vyřešena krystalová struktura a nejsou tedy žádné informace o jeho 

vlastnostech a funkci k dispozici, přichází na řadu počítačové nástroje – porovnávání 

příbuzných sekvencí a výpočet strukturního modelu. Je možné uplatnit také tzv. de novo 

design (Jiang a kol., 2008).  

 Počítačových nástrojů pro určení a vyhodnocení „hot-spotů“ vznikla již spousta 

(Tab. 6) a vývoj v této oblasti není zdaleka u konce. Univerzální nástroj pro určení 

„hot-spotů“ za účelem vylepšení katalytických vlastností a termostability enzymu a jejich 

následné evaluaci je HotSpot Wizard (Pavelka a kol., 2009). Výběr „hot-spotů“ umožňuje cílit 

mutagenezi pouze na místa vhodná pro úspěšnou změnu a vylepšení požadované vlastnosti 

proteinu. Kombinace bioinformatiky s proteinovým inženýrstvím umožnila vznik mnoha 

cílených metod mutageneze (Gustafsson a kol., 2003). 
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Tabulka 6 - Přehled vybraných bioinformatických nástrojů pro určení a evaluaci „hot-spotů“ 

nebo teoretických knihoven 

Název Reference Funkce 

3D-SURFER La a kol., 2009  

 

Identifikace „hot-spotů“ pro vylepšení 

katalytických vlastností 

CASTp Dundas a kol., 2006 

metaPocket Zhang a kol., 2011 

SITEHOUND Hernandez a kol., 2009 

Pocket-Finder Laurie a Jackon, 2005 

MOLE Berka a kol., 2012 Identifikace „hot-spotů“ pro vylepšení 

katalytických vlastností 

a termostability 

 

CAVER 

 

Chovancová a kol., 2012 

3DM Kuipers a kol., 2010  

 

Evaluace „hot-spotů“ 

ConSurf Ashkenazyet a kol., 2010 

Evolutionary Trace Valdar, 2002 

SIFT Ng a Henikoff, 2003 

GLUE Firth a Patrick., 2005  

Určení diverzity teoretické knihovny CASTER Reetz a Carballeira, 2007 

AA-Calculator Firth a Patrick, 2008 

B-FITTER Reetz a Carballeira, 2007 
 

Identifikace a vyhodnocení „hot-spotů“ 

pro vylepšení termostability 
FoldX Guerois a kol., 2002 

PoPMuSiC Dehouck a kol., 2011 

 

HotSpot Wizard 

 

Pavelka a kol., 2009 

Identifikace a evaluace „hot-spotů“ pro 

vylepšení katalytických vlastností 

a termostability 
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3.2 Redukce aminokyselinové abecedy 

 

 Redukované aminokyselinové abecedy jsou podstatnou součástí konstrukce chytrých 

knihoven. Eliminují inkorporaci nadbytečných kodonů a zabraňují vzniku nefunkčních variant 

proteinů (Reetz, 2011). 

 Mutageneze za použití kodonu, který kóduje pouze jednu aminokyselinu, není 

ve většině případů zcela ideální. Úspěšnost mutageneze lze zvýšit použitím degenerovaných 

kodonů obsahujících v cílovém kodonu směs bází (Sullivan a kol., 2013). To, že se jednotlivé 

báze nezačleňují při syntéze se stejnou pravděpodobností, lze vyřešit pomocí speciálních 

dinukleotidů a trinukledotidů fosforamiditů, které umožňují inkorporovat více 

různých/vybraných aminokyselin na určitou pozici (Neylon, 2004).  

 Aminokyselinové abecedy zapisujeme pomocí kodonových setů značených podle 

standardních kódů pro sekvenci nukleových kyselin na základě pravidel IUB/IUPA (Tab. 7) 

(například NNB, NNS či NNK kodony, kde N = A/C/G/T, B = C/G/T, S = C/G 

a K = G/T). Kompletní směs všech bází představuje degenerovaný kodon NNN. Ten však 

nevede k produkci chytrých knihoven, jelikož kóduje všech 64 kodonů (Tab. 8), a umožňuje 

tak získat teoreticky všechny možné mutantní varianty enzymů, tedy i nefunkční nebo 

synonymní. Při použití degenerovaného kodonu NNN jsou navíc aminokyseliny zastoupeny 

nerovnoměrně. Zatímco methionin je kódován pouze jednou, arginin hned šestkrát (Hudges 

a kol., 2003).  Mnohem častěji se využívá redukovaná aminokyselinová abeceda NNK, která 

kóduje ve srovnání s NNN pouze 32 kodonů. 

 Použití degenerovaných kodonů NNK kódujících všech 20 aminokyselin není však 

také zcela praktické, jelikož výsledný počet transformantů k otestování je stále vysoký (Reetz 

a Carballeira, 2007; Acevedo-Rocha a kol., 2014). Z tohoto důvodu se začaly používat 

redukované aminokyselinové abecedy (Walter a kol., 2005). Například degenerovaný kodon 

NDT kóduje pouze 12 aminokyselin (Phe, Leu, Ile, Val, Tyr, His, Asn, Asp, Cys, Arg, Ser, 

Gly). 

 Je potřeba mít na paměti, že při návrhu redukované abecedy je vhodné zachovat 

aminokyseliny, které se objevují u divokého typu na daných pozicích (Sun a kol., 2016). 

Volba redukované aminokyselinové abecedy se řídí strukturálními, výpočetními a/nebo 

sekvenčními daty (Sun a kol., 2016). Při volbě redukované aminokyselinové abecedy je 

možné postupovat dvěma různými způsoby. Buď použijeme stejnou aminokyselinovou 

abecedu pro všechny mutované pozice, nebo navrhneme pro každé místo jinou. Druhý způsob 
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je využíván méně, jelikož náročnost designu a cena oligonukleotidů je větší. Jeho využití bylo 

poprvé popsáno ve studii rezistence vůči antibiotikům (Hayes a kol., 2002). 

 V souvislosti s návrhem redukované aminokyselinové abecedy se často provádí 

skenovací mutageneze pomocí jedné aminokyseliny - cysteinu, alaninu, serinu nebo argininu 

pro průzkum specifických interakcí s postranním řetězcem. Třeba tzv. alaninové skenování, 

při kterém je každé reziduum v dané oblasti proteinu nahrazeno alaninem. Následně jsou 

měřeny důsledky této substituce např. na vazebnou afinitu, a tak pozorována role jednotlivých 

postranních řetězců reziduí. Skenovací mutageneze představuje silnou strategii také pro 

odkrytí funkce proteinů, vazby ligandu či substrátu, proteinové aktivity a enantioselektivity. 

 

Tabulka 7 - Standardní kódy pro sekvence nukleových kyselin 

Kód Nukleová kyselina 

A Adenosin 

C Cytidin 

G Guanidin 

T Thymidin 

U Uridin 

R puRin (G/A) 

Y pYrimidin (T/C) 

K nukleosid s Keto skupinou (G/T) 

M nukleosid s aMino skupinou (A/C) 

S silná vazba (G/C), „Strong“ 

W slabá vazba (A/T), „Weak“ 

B bez A (G/T/C) 

D bez C (G/A/T) 

H bez G (A/C/T) 

V bez T (G/C/A) 

N jakákoli (A/G/C/T) 
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Tabulka 8 - Standardní kódy v DNA pro aminokyseliny 

 T C A G  

T TTT fenylalanin TCT serin TAT tyrosin TGT cystein T 

TTC fenylalanin TCC serin TAC tyrosin TGC cystein C 

TTA leucin TCA serin TAA stop kodon TGA stop kodon A 

TTG leucin TCG serin TAG stop kodon TGG tryptofan G 

C CTT leucin CCT prolin CAT histidin CGT arginin T 

CTC leucin CCC prolin CAC histidin CGC arginin C 

CTA leucin CCA prolin CAA glutamin CGA arginin A 

CTG leucin CCG prolin CAG glutamin CGG arginin G 

A ATT isoleucin ACT threonin AAT asparagin AGT serin T 

ATC isoleucin ACC threonin AAC asparagin AGC serin C 

ATA isoleucin ACA threonin AAA lysin AGA arginin A 

ATG methionin ACG threonin AAG lysin AGG arginin G 

G GTT valin GCT alanin GAT kys. asparagová GGT glycin T 

GTC valin GCC alanin GAC kys. asparagová GGC glycin C 

GTA valin GCA alanin GAA kys. glutamová GGA glycin A 

GUG valin GCG alanin GAG kys. glutamová GGG glycin G 

 

3.3 Význam PCR pro konstrukci chytrých knihoven  

 

  Molekulárně biologické metody tvorby chytrých knihoven jsou často založené 

na cílené mutagenezi využívající polymerázovou řetězovou reakci – PCR (Karry Mullis, 

1983). PCR slouží k namnožení určitého úseku DNA. Spočívá v opakované řízené denaturaci 

dvouřetězcové DNA a následné renaturaci samostatných řetězců se specifickými 

oligonukleotidy (Obr. 3). Oligonukleotidy slouží jako primery. Jako primer se označuje 

řetězec nukleových kyselin, který představuje počáteční místo replikace DNA nebo RNA 

a umožňuje zahájení syntézy nového řetězce pomocí enzymu DNA polymerázy. 
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Oligonukleotidy je možné nazývat také jako oligodeoxyribonukleotidové primery nebo 

oligoprimery.  

 PCR začíná denaturací DNA na jednotlivá vlákna, ke které dochází při 95°C. Následné 

ochlazení na teplotu 50 – 60°C způsobí renaturaci jednořetězcové DNA a nasedání primerů 

(tzv. fáze hybridizace). Výrazný nadbytek oligonukleotidů způsobí, že DNA renaturuje 

rychleji právě s oligonukleotidy místo s dlouhými vlákny jednořetězcové DNA. V této fázi 

má správná teplota velmi důležitou roli a často je nutné ji optimalizovat. Po nasednutí primerů 

dochází k syntéze nových řetězců při teplotě 65 – 75°C. Celý proces je znázorněn na obrázku 

3. Reakce probíhá v termocykleru, který pružně mění teplotu v potřebných intervalech. 

 

Obrázek 3 - Průběh polymerázové řetězové reakce (Saiki a kol., 1988) 

 

3.4 Metody konstrukce chytrých knihoven 

 

 Cílem metod pro konstrukci chytrých knihoven je zvýšit jejich kvalitu a minimalizovat 

velikost. Většina těchto metod spočívá v randomizaci přesně daných míst a oblastí, která je 

řízena navrženými oligonukleotidy za využití redukované aminokyselinové abecedy. 

Oligonukleotidy i celé geny je možné komerčně syntetizovat. S délkou syntetizované 

sekvence však narůstá i cena. Randomizovat mnoho míst najednou může být komplikované 

také z důvodu nedostatečné účinnosti screeningových metod. V takovém případě je potřeba 

zvolit metodu, která je schopná konstrukce malých a chytrých knihoven. Je také možné oblast 

zájmu rozdělit za vzniku několika samostatných knihoven. To je však nevýhodné, neboť 

některé substituce by spolu mohly za současné mutageneze vzájemně příznivě kooperovat. 

Následující metody usilují o tvorbu chytrých knihoven a snížení nároků na screening (Tab. 9). 
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3.4.1 Saturační mutageneze 

 

 Saturační mutageneze označovaná také jako přímá randomizace je hojně používanou 

metodou pro konstrukci chytrých knihoven. V dnešní době tato metoda existuje již v několika 

méně či více od sebe odlišných variantách, mezi které patří například saturační mutageneze 

jedné pozice, souběžná či iterativní saturační mutageneze. 

 Podstatou saturační mutageneze je využití syntetických oligonukleotidů jako primerů, 

které obsahují pozměněné báze v určitých pozicích. Oligonukleotidy nesou buď přesně danou 

záměnu aminokyseliny, která má za následek požadovanou změnu kodonu, nebo uplatňují 

speciální redukované kodonové sety. Ty naopak umožní vnést do cílového místa různé 

aminokyseliny (Nov, 2012). Mutace jsou vnášeny například do míst kódujících vazebné místo 

enzymu pro ligand, katalytické místo nebo přístupové tunely v závislosti na vlastnostech, 

které chceme pozměnit. Tato metoda se uplatňuje především pro zlepšení substrátové 

specifity nebo enzymové aktivity (Geddie a Matsumura, 2004). 

 Saturační mutageneze byla poprvé představena doktorem Wellsem a jeho 

spolupracovníky (Wells a kol., 1985) jako tzv. kazetová mutageneze. Jednou z jejích 

modifikací je oligonukleotidově řízená saturační mutageneze, při které se syntetická kazeta 

inkorporuje do genu pomocí PCR a megaprimerů (Landt a kol., 1990). Další modifikací je 

tzv. inkorporace syntetických oligonukleotidů pomocí skládání genů (ISOR = Incorporating 

Synthetic Oligonucleotides via Gene Reassembly) (Herman a Tawfik, 2007) nebo jednoduchá 

metodologie pro kazetovou randomizaci a rekombinaci v jedné zkumavce (OSCARR 

= „One-pot Simple methodology for Cassette Randomization and Recombination“) 

(Hidalgo a kol., 2008). 

 

3.4.1.1. Saturační mutageneze v jednom místě (S-SM = Site-saturation mutagenesis)  

 

 Saturační mutageneze v jednom místě je účinnou a jednoduchou metodou. Spočívá 

v cílení na určité místo ve struktuře proteinu, které má potenciál pozitivně ovlivnit jeho 

vlastnosti a funkci. Podstatou je využití degenerovaných kodonových setů NNN, NNK nebo 

NNS, které kódují všech 20 standardních aminokyselin. V takovém případě však dochází ke 

vzniku tzv. „redundantních“ neboli nadbytečných kodonů a k nerovnoměrné distribuci 

aminokyselin v rámci knihovny mutantů. 

 Z tohoto důvodu byla vyvinuta tzv. „small-intelligent“ strategie (Tang a kol., 2012), 

kde navržená směs primerů obsahuje přesně jeden kodon na jednu aminokyselinu, a umožňuje 
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tak tvorbu méně početných a zároveň chytrých knihoven bez stop kodonů, vzácných kodonů 

nebo nerovnoměrné distribuce aminokyselin. Tyto nepříznivé faktory totiž vedou k produkci 

neaktivních a duplicitních variant, a snižují tak pravděpodobnost úspěšné mutageneze. Prvním 

krokem je návrh primerů, pro který byl v rámci „small-intelligent“ strategie speciálně vyvinut 

počítačový nástroj DC-Analyzer. Podmínkou je, aby degenerované kodonové sety kódovaly 

všechny navržené aminokyseliny se stejnou pravděpodobností výskytu (Tang a kol., 2012). 

 Saturační mutageneze v jednom místě byla například použita k prozkoumání 

substrátové specifity eukaryotické signální peptidasy (Folz a kol., 1988) za využití mutantní 

varianty lidského preproapolipoproteinu  A-II. Varianty konstrukce knihovny mutantních 

enzymů pomocí saturační mutageneze v jednom místě jsou znázorněny na obrázku 4. 

 Vývoj této metody vedl ke vzniku saturační mutageneze po celé délce genu 

(GSSM = „gene site saturation mutagenesis“) (Kretz a kol., 2004). GSSM zavádí bodové 

mutace do každé pozice v cílovém genu za použití degenerovaných primerů obsahujících 

NNK nebo NNS kodony. Nakonec se zkombinují mutanti s pozitivními výsledky do finální 

několikanásobné mutantní varianty. Pomocí této metody je možné prozkoumat všech dvacet 

aminokyselinových substitucí v daných pozicích sekvence proteinu (Kretz a kol., 2004). 

Využívá dvou randomizovaných oligonukleotidových primerů, pro každou pozici zvlášť. 

První primer obsahuje NNK kodon v pozici, která má být mutována. Druhý primer obsahuje 

komplementární kodon MNN (K = G/T, M = A/C). NNK kodon umožňuje vznik 

32 různých sekvencí, které kódují všech 20 aminokyselin a jeden stop kodon. Primery 

se následně využijí při amplifikaci (pomnožení) za použití kruhového dvouvláknového 

vektoru DNA.  Nevýhodou této metody je potřeba screeningu obrovské knihovny výsledných 

variant. 

 Saturační mutagenezi v jednom místě je možné provést několika způsoby, všechny 

však využívají cirkulární plazmid jako templát pro PCR s primery nesoucími žádoucí mutace. 

Nejstarší a časově nejnáročnější způsob konstrukce je pomocí inverzní PCR (Ochman a kol., 

1988). Inverzní PCR využívá dvou primerů směřujících v sekvenci od sebe, přičemž jeden 

z nich nese mutaci. Dochází k amplifikaci celého řetězce plazmidu a zavedení mutace. 

Následuje štěpení methylovaného templátového řetězce pomocí DpnI. Vzniklý lineární 

dvouvláknový plazmid je cirkularizován ligací T4 DNA ligasou. Ligace často vyžaduje 

optimalizaci podmínek z důvodu nízké účinnosti ligace tupých konců. Poté je vzniklý plazmid 

transformován do kompetentních buněk Escherichia coli. Další možností je využití 

komerčních sad/kitů, např. QuikChange od společnosti Stratagene (Wang a Malcolm, 2002). 

PCR s reverzně komplementárními primery nesoucími požadované mutace probíhá 
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ve speciálně upraveném pufru. Stejně jako v předchozím případě následuje štěpení DpnI, 

jednořetězcové zlomy jsou spojeny enzymy hostitelské bakterie po transformaci. Jedná se 

zřejmě o nejdražší metodu konstrukce. Je však optimalizovaná, takže snadná a rychlá. 

Nejnovější alternativa je konstrukce knihovny pomocí akademické aplikace OneClick 

(Warburton a kol., 2015). Je možné využít komerčně dostupné polymerasy a dva 

nepřekrývající se, částečně se překrývající, či reverzně komplementární primery. PCR reakce 

probíhá nejprve odděleně pro každý primer zvlášť. Po deseti cyklech se obě reakce smíchají. 

Štěpení probíhá opět pomocí DpnI, spojení jednořetězcových zlomů se děje prostřednictvím 

enzymů hostitelské bakterie po transformaci. Tato metoda však může vyžadovat optimalizaci. 

Cenově se ale jedná o přijatelnou variantu, přičemž časová náročnost této metody je jen 

o něco větší než u metody QuickChange. 

 

 

Obrázek 4 - Varianty konstrukce knihovny mutantních enzymů pomocí saturační mutageneze 

v jednom místě (Siloto, 2012) 
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3.4.1.2 Iterativní saturační mutageneze (ISM) 

 

 Iterativní saturační mutageneze spočívá v postupných (iterativních) cyklech 

mutageneze (Obr. 5). Je soustředěna do racionálně vybraných míst nebo oblastí (Reetz 

a Carballeira, 2007). Výběr těchto pozic se řídí tím, jakou vlastnost je potřeba vylepšit. 

V případě stereoselektivity, regioselektivity, substrátové specifity nebo enzymové aktivity se 

jedná převážně o pozice v blízkosti aktivního místa, protože tyto mutace s největší 

pravděpodobností ovlivní výše zmíněné vlastnosti (Morley a Kazlauskas, 2005). Pro iterativní 

saturační mutagenezi se využívá iterativní saturační test aktivního místa – iterativní CASTing 

(Combinatorial Active-site Saturation Test) (Parra a kol., 2013) nebo tzv. test B-FIT 

(„B-Factor Iterative Test“) pro určení chemické a tepelné stability proteinu při určitých 

substitucích. 

 Iterativní saturační mutageneze začíná návrhem vhodných oligonukleotidů. Poté 

přichází na řadu randomizace vybraných pozic pomocí saturační mutageneze. Každá pozice 

vede ke vzniku jedné knihovny. Knihovny jsou následně otestovány pomocí screeningu 

a nejlepší varianty jsou v dalším kole mutageneze použity jako templát neboli vzor (Reetz 

a Carballeira, 2007, Parra a kol., 2013). V novém kole je však saturační mutageneze 

provedenav pozicích, které nebyly saturovány v kroku předešlém. Je možné uplatnit všechny 

možné kombinace iterativní saturace vybraných pozic, avšak podmínkou to není. 

 Pomocí metody ISM je možné zlepšovat termostabilitu, aktivitu i substrátovou 

specifitu enzymu. Příkladem zlepšení termostability pomocí ISM je mutageneze 

lipasy A z bakterie Bacillus subtilis – Lip A (Reetz a kol., 2006a). Deset vybraných 

aminokyselin určených na základě programu B-FITTER (Reetz a Carballeira, 2007) bylo 

vybráno pro randomizaci pomocí standardní saturační mutageneze metodou QuikChange. 

Výsledkem bylo celkem osm knihoven. Nejlepší varianta byla poté použita pro další krok 

ISM. Celkem došlo k otestování pouhých 8000 variant se ziskem dvou hypertermostabilních 

mutantů X a XI (Reetz a Carballeira, 2007). Enantioselektivita a substrátová specifita byla 

zlepšena pomocí iterativního CASTingu například u epoxid hydrolasy pocházející z bakterie 

Aspergillus niger (Reetz a kol., 2006b). 
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Obrázek 5 - Navazující kroky iterativní saturační mutageneze (Reetz a Carballeira, 2007) 

 

3.4.1.3 Souběžná saturační mutageneze (Simultaneous saturation mutagenesis)  

 

 Souběžná saturační mutageneze spočívá na rozdíl od iterativní saturační mutageneze 

v saturaci různých pozic v jeden čas, tedy zároveň. To umožní docílit možného kooperačního 

efektu substitucí. Což je výhodné, jelikož zvýšíme pravděpodobnost úspěšnosti mutageneze. 

Je však důležité v rámci této metody uplatnit redukovanou aminokyselinovou abecedu, jinak 

získáme příliš mnoho mutantních variant. 

 Prvním krokem této metody je výběr kodonů a míst pro hybridizaci. Následuje návrh 

oligonukleotidů, přičemž je potřeba ověřit, že vybraná hybridizační místa jsou unikátní 

v rámci sekvence vybraného vektoru. Dalším krokem je PCR za použití navržených 

oligonukleotidů. Klíčovým krokem je vysoce účinné chemické štěpení fosforothiolovaných 

nukleotidů jódu ve směsi s ethanolem za vzniku dvanáct nukleotidů dlouhých přesahů na 

5‘ konci v dvouvláknové DNA. Závěrečnou fází je hybridizace vektoru a inzertů pro 

vytvoření plazmidů o plné délce a transformace sestavené OmniChange knihovny do E. coli 

(Dennig a kol., 2011). 

 Metoda OmniChange (Obr. 6, Dennig a kol., 2011) byla vyvinuta pro mnohonásobnou 

místně-řízenou souběžnou saturační mutagenezi. Soustředí se především na vylepšení aktivity 

a selektivity enzymů a kooperačních vztahů jednotlivých substitucí. Úspěšně bylo saturováno 

například pět nezávislých aminokyselin ve fytase pocházející z bakterie Yersinia mollaretii za 

použití NNK degenerovaných kodonových setů (Dennig a kol., 2011). 
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Obrázek 6 - Souběžná saturační mutageneze pěti nezávislých pozic pomocí metody 

OmniChange (Dennig a kol., 2011) 

 

3.4.2  ISOR („Incorporating Synthetic Oligos via Gene Reassembly“) 

 

 Metoda ISOR, v českém překladu inkorporace syntetických oligonukleotidů pomocí 

skládání genů, se řadí mezi metody založené na kombinatorice („combinatorial methods“). 

Spolupráce racionálního designu a počítačových nástrojů v rámci této metody značně 

minimalizuje výsledné množství substitucí v sekvenci. Spočívá v částečné diverzifikaci 

velkého množství residuí. Je odvozena od genového míchání („shufflingu“) a umožňuje 

provádět změny reziduí pomocí substituce, inzerce nebo delece. Jedná se o poměrně levný 

způsob tvorby chytrých knihoven, který navíc umožňuje mutovat 30 až 45 pozic v sekvenci 

proteinu, což je opravdu velké množství. 

 Nejprve je potřeba připravit DNA pomocí restrikčního enzymu DpnI a následné PCR. 

Následuje digesce a purifikace výsledných fragmentů. Reakce je zahájena smícháním 

oligonukleotidů, které obsahují randomizované kodony, s fragmenty rodičovského genu. Poté 

následuje inkorporace kodonů mezi fragmenty genu a další polymerázová řetězová reakce 

(Obr. 7). 

 Metoda ISOR byla využita například pro konstrukci knihoven mutantů cytosin-C5 

methyltransferasy (Herman a Tawfik, 2007), kdy bylo randomizováno 45 individuálních 
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pozic. Tato metoda našla své uplatnění také při tvorbě knihoven séra paraoxonasy PON1 

pomocí inzercí a delecí v rámci aktivního místa. U některých variant enzymu došlo 

k vylepšení substrátové specifity. 

 Metoda ISOR je vysoce účinná na rozdíl od klasické saturační mutageneze, při které 

získáme obrovskou knihovnu, kde téměř všechny varianty jsou inaktivní. Síla této metody 

spočívá ve vysoké koncentraci oligonukleotidů a vysoké frekvenci modifikací v každé pozici 

(Herman a Tawfik, 2007). Směs bývá většinou ekvimolární, což znamená, že koncentrace 

všech mutací je vyvážená (Rockah-Shmuel a kol., 2014). 

 Alternativní varianta této metody spočívá v separaci PCR pro každou mutaci. PCR 

následně vede ke vzniku velkého množství různě dlouhých fragmentů, z nichž každý nese 

různou mutaci. Následně jsou fragmenty smíchány pomocí tzv.„shufflingu“ se začleněním 

diverzifikovaných oligonukleotidů (Rockah-Shmuel a kol., 2014). 

 

 

Obrázek 7 - Systematické znázornění průběhu metody ISOR (Herman a Tawfik, 2007) 
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3.4.3 Parsimoniální mutageneze (PM = „parsimonious mutagenesis“) 

 

 Parsimoniální mutageneze znamená v přímém překladu „skoupá mutageneze“. Má za 

cíl minimalizovat synonymní kodony a omezit množství aminokyselin, které nezachovávají 

znaky a vlastnosti původních reziduí (Schier a kol., 1996). Jedná se o počítačově řízenou 

metodu, která probíhá prostřednictvím tzv. „skenování“ (Krauss a kol., 2010). To je řízeno 

oligonukleotidem. Oligonukleotid postupně prohledává oblast genu za účelem objevit lepší 

varianty proteinů. Návrh těchto oligonukleotidů je řízen počítačovou metodou a oblast zájmu 

je určena na základě komplementarity bází. 

 Metoda byla poprvé použita při mutagenezi variabilního konce protilátky (Balint 

a Larrick, 1993). V rámci tohoto projektu byl vyvinut jednoduchý počítačový program 

PM-CAD pro návrh oligonukleotidů. Program vypočítá optimální složení oligonukleotidové 

směsi pro každou pozici, která má být randomizována. Příklad konstrukce knihovny pomocí 

parsimoniální mutageneze je znázorněn na obrázku 8. 

 Při návrhu oligonukleotidů se přebytečným kodonům vyhneme použitím redukované 

aminokyselinové abecedy. Frekvence sekvencí je v předem zvolených poměrech. 

K nukleotidům „rodičovské“ sekvence jsou přidány také tzv. „spiked“ oligonukleotidy. 

„Spiked“ oligonukleotidy obsahují v určité pozici neekvimolární poměr jednotlivých bází. 

Tyto oligonukleotidy se používají v případě, když je požadován určitý poměr bází v dané 

pozici. Frekvence sekvencí s předem zvolenými vlastnostmi nebo sety „nerodičovských“ 

reziduí je maximální. 

 Po návrhu oligonukleotidů přichází na řadu skenování mutovaného enzymu. 

Oligonukleotidy při tom napodobují mutagenezi a využívají tendenci genetického kódu 

upřednostňovat chemicky nebo stéricky konzervované aminokyselinové substituce. 

To umožní prozkoumat, například v případě mutageneze protilátek, povrch antigenu s jeho 

minimálním narušením (Balint a Larrick, 1993). Po skenování oligonukleotidem následuje 

dvoukroková PCR mutageneze a amplifikace mutovaných kruhových plazmidů, které mohou 

být přímo transformovány do expresních kmenů bakterie E. coli. 

 Parsimoniální mutagenezi se však nedostalo širokého uplatnění jako metodě spadající 

mezi místně-řízenou mutagenezi. Použitelnost této metody byla totiž dříve limitována 

z důvodu vysoké ceny oligonukleotidů. 



 

36 

 

 

 

Obrázek 8 - Příklad konstrukce knihovny pomocí parsimoniální mutageneze 

(Schier a kol., 1996) 

 

3.4.4 OSCARR („One-pot Simple methodology for Cassette Randomization and 

Recombination“) 

 

 Metoda OSCARR, v českém překladu jednoduchá metodologie pro kazetovou 

randomizaci a rekombinaci v jedné zkumavce, je založená na pečlivém návrhu mutagenních 

kazet a optimalizaci megaprimerů pro PCR. Je speciálně určena ke konstrukci knihoven s více 

než deseti randomizovanými kodony. Vyznačuje se 97% úspěšností ve vylepšení mutovaných 

produktů (Hildalgo a kol., 2008). Pro tuto metodu je potřeba nejprve vytvořit dva konstrukty, 

do kterých je klonován gen za použití restrikčních enzymů. Degenerované oligonukleotidy 

jsou navrženy tak, aby mutovaly všechna cílová residua pomocí inkorporace NNN či NNK 

degenerovaných kodonů. Výpočet vhodného množství každého nukleotidu je možný pomocí 
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speciálního algoritmu. Mutované kodony by měly být vždy obklopeny aspoň deseti bázemi 

nemodifikované sekvence na každé straně, aby došlo k jejich bezproblémové inkorporaci. 

V prvním kroku generuje PCR z mutagenních oligonukleotidů megaprimery. V druhém kroku 

jsou tyto megaprimery asymetricky prodlouženy do plné délky produktu. Posledním krokem 

je amplifikace produktu (Obr. 9, Hildalgo a kol., 2008). 

 Vysoká účinnost této metody byla potvrzena konstrukcí cílených knihoven mutantů 

esterázy I (PFEI) pocházející z bakterie Pseudomonas fluorescens (Hildalgo a kol., 2008). 

Výsledné mutantní varianty byly prozkoumány pomocí screeningu s cílem objevit varianty 

s pozměněnou substrátovou specifitou. Byly identifikovány dvě mutantní varianty s desetkrát 

vyšší katalytickou účinností vůči p-nitrofenyl dodekanoátu.  

 

 

 

 

Obrázek 9 - Systematické znázornění metody OSCARR: 1) Vznik megaprimerů z plazmidu 

číslo 2 pomocí PCR za pomoci vnitřních mutageních oligonukleotidů a antikódujícího 

(reverse) primeru. 2) a 3) Megaprimery asymetricky prodlouženy do plné délky produktu 

použitím plazmidu číslo 1 jako „templátu“. 4) a 5) Prodloužené megaprimery amplifikovány 

díky externím primerům (Hidalgo a kol., 2008). 
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3.4.5 MAX randomizace (MAX = „maximum efficiency“) 

 

MAX randomizace (Obr. 11, Hughes a kol., 2003) neboli randomizace s maximální 

účinností je založena na použití dvaceti takzvaných MAX kodonů. Každý z nich představuje 

vybraný kodon pro expresi jedné z dvaceti proteinogenních aminokyselin v E. coli. Mezi 

MAX kodony se řadí: GCG (A), TGC (C), GAT (D), GAA (E), TTT (F), GGC (G), CAT (H), 

ATT (I), AAA (K), CTG (L), ATG (M), AAC (N), CCG (P), CAG (Q), CGC (R), AGC (S), 

ACC (T), GTG (V), TGG (W) and TAT (Y). MAX randomizace vede ke konstrukci knihoven 

s maximální diverzitou a minimální velikostí (Hughes a kol., 2003). Má za cíl eliminovat 

synonymní kodony, a zabránit tak efektu nárůstu množství kodonů pro randomizaci (Obr. 10). 

Díky této metodě je teoreticky možné randomizovat více než 12 kodonů v rámci jedné kazety.  

MAX randomizace spočívá v selekční hybridizaci, kdy vybrané MAX kodony hledají 

své komplementární sekvence v templátovém řetězci DNA, který slouží jako „dokovací“ 

stanice. Pokud dojde k nesprávnému zařazení některého MAX kodonu, není to problém, 

jelikož pouze řetězec ligovaný do vektoru je amplifikován následnou polymerázovou 

řetězovou reakcí. V případě nesprávného zařazení nedojde k ligaci, a tak ani k vytvoření 

chybného produktu. 

Prvním krokem je syntéza oligonukleotidů pro každý randomizovaný kodon. Tyto 

primery jsou následně použity k hybridizaci „templátového“ řetězce pomocí NNN nebo NNK 

kodonů. Vzniklé oligonukleotidy jsou ligovány do vektoru a asymetrická PCR zajistí jejich 

pomnožení.  

Pomocí MAX randomizace mohou být randomizovány mnohonásobné kodony, 

ale maximálně dva smí být přilehlé z důvodu zachování adresovací funkce konzervativní části 

vybraných oligonukleotidů. Ačkoli tato metoda využívá jednoduché primery, jedná se 

o poměrně drahou metodu ve srovnání s klasickou NNN/NNK randomizací.  

 

Obrázek 10 - Efekt nárůstu počtu randomizovaných kodonů. Na ose x je znázorněn počet 

randomizovaných kodonů, na ose y podíl genů (proteinů) (Hudges a kol., 2003). 
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Obrázek 11 - Schématické znázornění průběhu MAX randomizace (Hudges a kol., 2003)
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Tabulka 9 - Srovnání jednotlivých metod pro konstrukci chytrých knihoven 

 

Metoda 
Maximální 

počet kodonů 

 

Výhody 

 

Nevýhody 

 

Reference 

 

S-SM 

 

1 – 2 
- cílení na určitou pozici - mutace maximálně dvou sousedních kodonů 

- mutace maximálně šesti bází 

Chronopoulou a Labrou, 

2011 

 

ISM 

 

3 – 12 
- postupné cykly umožňují všechny možné varianty 

- menší velikost knihoven 

- mutace mnoha pozic 

- potlačení kooperačního efektu mutací 

- velké množství mutantních variant → větší počet 

  menších knihoven 

Reetz a Carballeira, 

2007 

 

SSM 

 

1 – 2 
- mutace v jeden čas 

- vzájemný kooperační efekt mutací  

- velké knihovny 

- mutace maximálně šesti bází 

Dennig a kol., 2011 

 

ISOR 

 

30 – 45 
- vysoká frekvence modifikací v každé pozici 

- ekvimolární směs oligonukleotidů 

- cenově dostupná metoda 

- velké knihovny → potřeba použít redukované 

  abecedy 

Herman a Tawfik, 2007 

 

PM 

 

18 

- přesně stanovené poměry bází 

- minimální narušení povrchu antigenu 

- dříve vysoká cena oligonukleotidů 

- příliš neprozkoumáno 

Krauss a kol., 2010 

 

OSCARR 

 

>10 
- 97% úspěšnost 

- dvoukroková PCR a využití megaprimerů 

- velké knihovny 

- potřeba dvou plazmidů 

Hildalgo a kol., 2008 

 

 

MAX 

 

 

>12 

- žádné synonymní kodony 

- žádný exponenciální efekt nárůstu počtu kodonů 

- jednoduché primery 

- knihovny s maximální diverzitou a minimální velikostí 

- velký počet primerů 

- vysoká cena 

Hudges a kol., 2003 
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4 Modelové enzymy a návrh experimentálního designu  

 

4.1 Modelové enzymy 

 

 Halogenalkandehalogenasy (EC 3.8.1.5) jsou převážně mikrobiální enzymy, které 

katalyzují hydrolytickou přeměnu primárních a sekundárních chloralkanů, bromalkanů 

a jódalkanů. Podstatou celého mechanizmu je štěpení vazby mezi uhlíkem a halogenem za 

vzniku alkylenzymového intermediátu, který je následně hydrolyzován molekulovou vody. 

Výsledkem reakce je odpovídající alkohol, halogenový ion a proton (Janssen, 2004). 

Halogenalkandehalogenasy patří do skupiny α/β hydrolas. Jejich struktura je tvořena jak 

z α-helixů, tak z β-listů. Do této skupiny se řadí i lipasy, epoxidhydrolasy, thioesterasy, 

acetylcholinesterasy, dienelaktonhydrolasy, serinkarboxypeptidasy, haloperoxidasy a další. 

 Mikroorganismy s geny pro halogenalkandehalogenasy někdy využívají halogenované 

sloučeniny jako jediný zdroj uhlíku a energie. Geny pro halogenalkandehalogenasy tak byly 

objeveny u bakterií, které osídlují prostředí kontaminované halogenovanými uhlovodíky. 

Halogenalkandehalogenasy těchto bakterií hrají významnou roli v biodegradačních 

a bioremediačních  procesech. Dále byly halogenalkandehalogenasy  popsány 

u symbiotických bakterií rostlin či mořských kmenů. Putativní neboli domnělé 

halogenalkandehalogenasy byly nalezeny dokonce i u některých patogenních organizmů jako 

Mycobacterium tuberculosis (Jesenská a kol., 2002).   

 Halogenalkandehalogenasy se skládají z hlavní a víčkové domény. Aktivní místo leží 

mezi nimi a je spojeno s povrchem pomocí přístupových tunelů. Katalytická pentáda 

aktivního místa se skládá z katalytické triády a dvou halogenid-stabilizujících residuí. 

Dehalogenasová reakce se odehrává právě v aktivním místě, přičemž substrát se váže na 

enzym a dochází ke vzniku komplexu substrát-enzym. Nukleofilní báze katalytické pentády 

atakuje atom uhlíku, který je součástí substrátu a vzniká kovalentní alkylenzymový 

intermediát za současného štěpení vazby mezi uhlíkem a halogenem. Uvolní se molekula 

halogenu a alkylenzymový intermediát je hydrolyzován molekulou vody, která je aktivovaná 

bází, která je součástí katalytické pentády (Pavlova a kol., 2009). 

 

4.2 Vlastnosti halogenalkandehalogenas 

 

 Mezi vlastnosti zájmu u halogenalkandehalogenas patří jejich aktivita, substrátová 

specifita, termostabilita a enantioselektivita. Aktivita halogenalkandehalogenas je spojena 



 

 42 

s aktivním místem a přístupovými tunely. Některé halogenalkandehalogenasy dávají přednost 

bromoalkanům jiné chloroalkanům. Další upřednostňují spíše menší substráty. Stabilita 

enzymů je důležitá pro jejich využití v biotechnologických procesech a průmyslu, jelikož 

stabilita biokatalyzátoru během reakce a možnost recyklace jsou nesmírně důležité. Stabilita 

zahrnuje termostabilitu a odolnost vůči organickým solventům. Enantioselektivita 

halogenalkandehalodenas umožňuje produkci opticky čistých sloučenin důležitých pro 

farmaceutický a chemický průmysl. Velmi zajímavé je využití enzymu DhaA31 při 

biodegradaci toxického substrátu 1,2,3-trichlorpropanu. 

 

4.3 Halogenalkandehalogenasa DhaA31 

 

 Divoký typ enzymu („wild type“) DhaA byl izolován z grampozitivní půdní bakterie 

Rhodococcus rhodochrous NCIMB 13064 (Kulakova a kol., 1997). Aktivní místo tohoto 

enzymu se skládá z triády tvořené nukleofilem Asp106, bází His272 a katalytickou kyselinou 

Glu130. Halid-stabilizující residua Asn41 a Trp107 doplňují katalytickou triádu na pentádu 

(Lahoda a kol., 2011), která je esenciální pro funkci enzymu. 

 S cílem vylepšit vlastnosti enzymu DhaA bylo vytvořeno několik variant tohoto 

enzymu. Nakonec byla úspěšně získána varianta DhaA31 (Obr. 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 12 - Struktura halogenalkandehalogenasy DhaA31 (PDB ID: 3RK4) 
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 Vývoj enzymové varianty DhaA31 byl spojen s výzkumem možné biodegradace 

1,2,3-trichlorpropanu (TCP). TCP je toxická a pravděpodobně karcinogenní látka, která 

vzniká jako vedlejší produkt při výrobě  jiných halogenovaných sloučenin, například 

epichlorhydrinu, propylenoxidu či butylenoxidu při výrobě pesticidů, chlorovaných 

rozpouštědel nebo plastů, a znečišťuje tak podzemní vodu. Dříve se 1,2,3-trichloropropan 

používal jako odlakovač, odmašťovač nebo rozpouštědlo. 

 Divoký typ enzymu DhaA nebyl dostatečně aktivní při degradaci TCP, proto bylo 

třeba se soustředit na vylepšení jeho vlastností a získání nových a aktivnějších variant. Bosma 

a kol. (2002) aplikoval na divoký typ DhaA jedno kolo DNA míchání („shufflingu“) 

a error-prone PCR. Byly objeveny dvě nové mutantní formy tohoto enzymu. První mutant 

(M1) obsahoval mutaci C176Y a vykazoval čtyřikrát vyšší katalytickou aktivitu vůči TCP. 

Druhý (M2) obsahoval navíc mutaci Y273F. Díky tomu byl až osmkrát aktivnější. Oba 

modifikované zbytky se nacházely v blízkosti aktivního místa, a činily ho tak méně 

přístupnější pro vodu, která působila nepříznivě při přeměně TCP, jelikož byla kompetitivní 

vůči nukleofilu katalytické pentády (Asp106). Mutant M2 byl následně obohacen o třetí 

substituci, která vedla ke vzniku další mutantní varianty M3 (W141F, C176Y, Y273F). 

Významnou roli při biodegradaci TCP hrají přístupové tunely, které byly analyzovány 

prostřednictvím molekulového dokování. Následně došlo k analýze přístupových tunelů také 

pomocí RAMD simulace – „Random Acceleration Molecular Dynamics“ (Klvana a kol., 

2009). Na základě této analýzy byly identifikovány potenciální „hot-spoty“ pro cílenou 

mutagenezi (Obr. 13). Zkonstruovány byly dvě knihovny, ve kterých se saturovaly 

identifikované pozice. Otestováno pomocí screeningu bylo celkem 2 568 a 2 705 klonů 

z každé knihovny (Pavlova a kol., 2009). 

 

Obrázek 13 - „Hot-spoty“ v okolí přístupových tunelů získané na základě RAMD simulace 

(Pavlova a kol., 2009) 
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 Na základě screeningu bylo identifikováno 51 variant s vylepšenou aktivitou vůči 

TCP, z toho 25 mělo unikátní sekvenci. Při následné charakterizaci bylo odhaleno, že 

nejúspěšnější varianta DhaA31 vykazuje až 26krát vyšší katalytickou účinnost vůči TCP. 

DhaA31 obsahovala celkem pět mutací oproti divokému typu: I135F, C176Y, V245F, L246I 

a Y273F (Obr. 14, Pavlova a kol., 2009). 

 

Obrázek 14 - Mutantní varianty enzymu DhaA vykazující vylepšenou aktivitu vůči TCP 

(Pavlova a kol., 2009) 

 

4.4 Návrh redukce aminokyselinové abecedy 

 

 V návaznosti na předchozí studii jsem vytvořila teoretický návrh redukce 

aminokyselinové abecedy za použití bioinformatického nástroje CASTER (Reetz 

a Carballeira, 2007) s cílem snížit velikost výsledné knihovny.  

 Varianta DhaA31 byla získána kombinací místně cílené a souběžné saturační 

mutageneze tří pozic. Pro konstrukci varianty DhaA31 pomocí saturační mutageneze byly 

použity dva různé templáty nesoucí mutace C176Y+Y273F (M2) a W141F+C176Y+Y273F 

(M3). Další tři identifikované pozice, I135F, V245F a L246I, byly souběžně saturovány. 

S těmito třemi substitucemi jsem se rozhodla pracovat také v rámci teoretického návrhu 

redukované aminokyselinové abecedy taktéž pro souběžnou saturační mutagenezi. 

 Pro tento teoretický návrh jsem zvolila počítačový nástroj CASTER (Obr. 15). Je 

volně přístupný na webové stránce https://www.kofo.mpg.de/en/research/biocatalysis 

https://www.kofo.mpg.de/en/research/biocatalysis
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a poměrně jednoduchý. Stejně intuitivní a přístupný je i nástroj HotSpot Wizard (Pavelka 

a kol., 2009), který je možné nalézt na adrese https://loschmidt.chemi.muni.cz/hotspotwizard. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Obrázek 15 - Uživatelné prostředí počítačového nástroje CASTER 

 

 Na základě předchozí saturační mutageneze DhaA31 bylo možné předpovědět, jaké 

aminokyseliny daná pozice preferuje. Pro pozici 135 jsem proto uvažovala především 

nepolární aminokyseliny. Stericky nevýrazný alanin a glycin, rigidní prolin, vzácně se 

vyskytující methionin a tryptofan byl vynechán. V úvahu tedy nakonec připadal pouze valin, 

leucin, izoleucin a fenylalanin. Jako další možné aminokyseliny pro pozici 135 byl 

identifikován tyrosin a cystein na základě předchozího souběžné saturační mutageneze. Pozici 

245 bylo opět vhodné mutovat za nepolární aminokyseliny stejně jako u první pozice (valin, 

leucin, izoleucin a fenylalanin). Zařadila jsem také methionin a tyrosin. Valin, leucin 

a izoleucin jsem uvažovala pro mutagenezi také z toho důvodu, že se tyto aminokyseliny 

často vyskytovaly v sekvenci divokého typu DhaA na těchto pozicích. Pro pozici 246 byly 

vybrány dvě aminokyseliny, izoleucin a leucin.  

 Prostřednictvím nástroje CASTER a myšlenkové úvahy jsem navrhla následující 

redukovanou aminokyselinovou abecedu: pozice 135 (NDT), 245 (DWK) a 246 (MTT). 

Výsledná knihovna mutantů by měla obsahovat pouze 288 variant. Pro 95% pokrytí knihovny 

https://loschmidt.chemi.muni.cz/hotspotwizard
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by bylo potřeba otestovat jen 861 klonů (Obr. 16). Redukovaná aminokyselinová abeceda by 

však kódovala jeden stop kodon, který nebylo možné z výběru vyřadit. V případě, že bych při 

souběžné saturační mutagenezi nepoužila redukovanou aminokyselinovou abecedu, bylo by 

potřeba otestovat 785 312 variant při uplatnění NNN kodonů a pokrytí knihovny 95 %, 

s kodonem NNK by se počet snížil na 98 163. V obou případech by redukované 

aminokyselinové abecedy kódovaly všechny tři stop kodony, což je značně nevýhodné.  

 

 
 

Obrázek 16 - Výpočet teoretické velikosti knihovny a jednotlivých kodonů za pomoci 

počítačového nástroje CASTER 
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Závěr 

 

 Funkce a vlastnosti enzymů, jako substrátová specifita, enantioselektivita, stabilita 

a aktivita, významně souvisí s jejich strukturou. Vlastnosti enzymů je možné modifikovat na 

úrovni DNA pomocí přístupů a metod proteinového inženýrství. Pro tvorbu cílených 

knihoven proteinových variant je často a úspěšně uplatňován semi-racionální design. Pracuje 

pouze se základními znalostmi o struktuře daného proteinu ve srovnání s racionálním 

designem, zároveň však neklade tak vysoké nároky na screeningové metody, jako je tomu 

u řízené evoluce. Modifikace vybraných pozic ve struktuře proteinu značně zvyšuje účinnost 

mutageneze, a přispívá tak k pravděpodobnosti vylepšení průvodního proteinů. Proto 

se začaly v rámci proteinového inženýrství vyvíjet nové metody zaměřené na konstrukci 

chytrých knihoven. 

 Vývoj těchto metod byl a stále je důležitou součástí pokroku v získávání aktivnějších 

a stabilnějších variant enzymů. Většina z nich je založena na saturační mutagenezi a následné 

polymerázové řetězové reakci za využití degenerovaných oligonukleotidů. Pro snížení 

velikosti knihoven se často uplatňují redukované aminokyselinové abecedy, které je možné 

navrhnout pomocí nejrůznějších počítačových nástrojů (například CASTER nebo HotSpot 

Wizard). Počítačové nástroje umožňují také výběr specifických míst nebo oblastí ve struktuře 

proteinu vyznačujících se velkou pravděpodobností pro získání vylepšené varianty enzymu. 

Úzká spolupráce molekulární biologie a bioinformatiky je v této oblasti zájmu více než 

důležitá. 

 Jako modelové enzymy pro tuto práci byly vybrány halogenalkandehalogenasy, které 

se vyznačují schopností hydrolyzovat primární a sekundární halogenované alkany. 

U halogenalkandehalogenasy DhaA bylo pozorováno odbourávání atomů chlóru z toxického 

substrátu TCP, a tedy možné uplatnění tohoto enzymu v  bioremediacích. Nízká účinnost 

a aktivita enzymu divokého typu byla postupně vylepšována. Kombinací racionálního 

designu, místně cílené a souběžné saturační mutageneze tří pozic byla získána varianta 

DhaA31 s až 26krát vyšší katalytickou účinností vůči TCP ve srovnání s divokým typem 

enzymu. Následná teoretická úvaha spočívala v uplatnění souběžné saturační mutageneze 

dříve vytipovaných pozic DhaA a využití redukované aminokyselinové abecedy, čímž by se 

výrazně snížily nároky na screening vzniklé knihovny. 
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