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Seznam zkratek    

Zkratka Význam 
B3LYP Hybridní funkcionál používaný v teorii funkcionálu hustoty 

b5 Cytochrom b5 

C12-DMAP N-dodekanoyl-4-(dimethylamino)-pyridiniový kationt 

CAP Komplexní absorbující potenciál 

CI Konfigurační interakce 

CMC Kritická micelární koncentrace 

CSM Spektrální těžiště (z angl. Center of spectral mass) 

CYP Cytochrom P450 

ČOV Čistírna odpadních vod 

DABCYL 4-((4-(dimethylamino)fenyl)azo)benzoová kyselina 

DDM n-dodecyl--D-maltopyranosid 

DEXAS Přímá exponenciální amplifikace a sekvenování (z angl. Direct 
Exponential Amplification and Sequencing) 

DFT Teorie funkcionálu hustoty 

DHS Dehydrošikimát (dehydrogenovaná forma kyseliny šikimové) 

DMAP 4-dimethylaminopyridin 

DMR Discrete momentum representation (reprezentace diskrétního impulsu) 

DNA Deoxyribonukleová kyselina 

DVR Discrete variable representation (reprezentace diskrétní proměnné) 

EDANS 5-((2-aminoethyl)amino)naftalene-1-sulfonová kyselina 

FRET Försterův rezonanční přenos energie 

GCU Kyselina glukuronová 

HA Kyselina hyaluronová 

HIV-1 Virus lidské imunodeficience (angl. Human Immunodeficiency Virus) 
typu 1 

HIV-1 PR Proteinasa z viru HIV-1 

HPE Hyperplocha potenciální energie 

hSR Lidská serinová racemasa 

MAV Přidružený virus myeloblastózy (z angl. Myeloblastosis associated 
virus) 
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MD Molekulová dynamika 

MPMV Masonův-Pfizerův opičí virus (z angl. Mason-Pfizer monkey virus) 

MRCI Multirefernční konfigurační interakce 

mSR Myší serinová racemasa 

NADP+ Nikotinamidadenindinukleotidfosfát (oxidovaná forma) 

NADPH Nikotinamidadenindinukleotidfosfát (redukovaná forma) 

NAG N-acetylglukosamin 

NAMD Nanoscale Molecular Dynamics – programový balík pro provádění 
simulací metodou molekulové dynamiky 

NGS Sekvenování nové generace (z angl. Next-generation sequencing) 

NMR Nukleární magnetická rezonance 

PCA Polymerasové cyklické skládání (z angl. Polymerase cycling 
assembly) 

PCR Polymerasová řetězová reakce (z angl. Polymerase chain reaction) 

PEPICO Fotoelektronová-fotoiontová koincidenční spektroskopie (z angl. 
photoelectron-photoion coincidence spectroscopy) 

PVA Polyvinylalkohol 

QSAR Quantitative structure-activity relationship (Modely kvantitativní 
závislosti aktivity na struktuře) 

RCCSD(T) Metoda spřažených klastrů (Coupled cluster) vycházející z omezené 
(restricted) Hartreeho-Fockovy metody 

RNA Ribonukleová kyselina 

rRNA Ribozomální ribonukleová kyselina  

SA Kyselina šikimová 

SR Serinová racemasa 

TAMRA Tetramethylrhodamin  

TGGE Gelová elektroforéza v teplotním gradientu (z angl. Temperature 
gradient gel electrophoresis) 

UHF Neomezená (unrestricted) Hartreeho-Fockova metoda 

UMP2 Møllerova-Plessetova poruchová teorie 2. řádu vycházející z vlnové 
funkce UHF 

VMD Visual molecular dynamics – program pro vizualizaci výsledků 
simulačních a kvantověchemických programů  
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Úvod 

Předkládaná habilitační práce shrnuje veškeré moje dosavadní vědecké aktivity, jejichž 

výsledkem byla publikace v odborných časopisech. Protože však moje dosavadní vědecká 

kariéra byla poněkud heterogenní, obsahuje práce publikace na různá témata, která sice vždy 

souvisejí s fyzikální chemií, ale mají mnohdy přesah do oblastí biofyziky a biochemie. Vedle 

fyzikální chemie, z níž jsem získal doktorát roku 2000, jsem totiž vystudoval ještě magisterské 

studium biochemie a tomuto oboru jsem se věnoval i během svého cca desetiletého působení 

v komerční oblasti v první dekádě tohoto století. Většina mých prací s přesahem do biochemie 

se však věnuje tématům fyzikálněchemickým jako je enzymová kinetika nebo rovnováhy 

v roztocích oligomerních proteinů.  

Z důvodů uvedených výše se tedy zahrnuté publikace věnují tématům ne zcela úzce 

souvisejícím, protože některá z těchto témat pocházejí ještě z doby mého studia, jiná vznikla 

v době mého komerčního působení, kdy jsem na částečný úvazek pracoval na katedře 

biochemie PřF UK, a další až po mém nástupu na FT UTB ve Zlíně v roce 2011. Proto ani 

nebylo možno shrnout všechna dílčí témata pod jeden zastřešující název práce. Z tohoto důvodu 

jsem název zvolil tak, aby odpovídal tématům, jimž se aktuálně věnuji se svojí skupinou 

spolupracovníků a studentů. Třebaže i zde jde o dva oddělené směry zájmu, jejich společným 

jmenovatelem je vliv vnějšího prostředí na biologicky aktivní makromolekuly, tedy na jejich 

strukturu a dynamiku v roztocích. V prvním případě jde o vliv vysokého tlaku na molekuly 

proteinů, který je využíván jako další nezávislá termodynamická proměnná umožňující 

rozšířený experimentální pohled na proteinové molekuly. V případě druhého tématu se jedná o 

vliv složení roztoku na chování molekul kyseliny hyaluronové a jejích derivátů. Toto druhé 

téma, v současné době celosvětově atraktivní, je hlavním směrem mého současného 

badatelského zájmu. V jeho rámci se naše skupina věnuje teoretickým simulacím zmíněných 

molekul v roztocích vodných i nevodných metodou molekulové dynamiky, přičemž ovšem 

spolupracujeme i s experimentálními skupinami ve společnosti Contipro a.s. Obě tato témata 

jsou pojata poněkud šířeji a jsou v textu zařazena jako první. 

Pro představení svých ostatních odborných zájmů jsem však doplnil i další publikované 

práce z předchozího i současného období, které s hlavním tématem habilitační práce souvisejí 

pouze okrajově, případně jsou tematicky odlišné. Tyto práce se týkají témat enzymové kinetiky 

jedno- i vícesubstrátových reakcí, která má přesah i do oblasti výzkumu proteinů za vysokého 

tlaku. Dále jde o směry zahrnující vývoj i teoretický popis aplikací metody polymerázové 
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řetězové reakce (PCR), zahrnujících sekvenaci DNA, aplikace kvantitativní PCR i syntézu 

genů. Všechny tyto biochemicky zaměřené práce v sobě obsahují rovněž metodiky exprese a 

purifikace rekombinantních proteinů, jíž jsem se věnoval i v rámci svého komerčního působení. 

Konečně jsou v habilitační práci zařazeny i moje nejstarší odborné publikace z oblasti kvantové 

chemie, které se zabývají především výpočty rozptylu elektronů na molekulách, ale také 

výpočty reakčních mechanismů radikálových reakcí a výpočty konstant charakterizujících vliv 

substituentů pro metodu QSAR. 

Publikace zahrnuté do této habilitační práce jsou rozděleny do tematických skupin a 

jsou vždy uvedeny před komentářem k dané oblasti. Aby byly odlišeny od ostatních citovaných 

prací, jsou označeny zkratkami P1 – P20, pod nimiž figurují v textu. Kromě toho jsou však 

označeny i číslem společně s jinými citacemi a jsou uvedeny v přehledu literatury.       

 

Motivace 

Téma vlivu vnějšího prostředí na biologicky aktivní makromolekuly jsem pro tuto práci 

zvolil z důvodu mého dlouhodobého zaujetí jevy s ním souvisejícími. Zejména v rámci svého 

biochemicky zaměřeného působení jsem neustále narážel na problémy vyvolané i poměrně 

malými změnami vnějších fyzikálních podmínek i složení roztoků. Ty se projevovaly 

především v oblasti exprese a purifikace rekombinantních proteinů, kde často i malá změna 

složení roztoku způsobila výraznou změnu v rozpustnosti proteinu, čímž jeho izolaci někdy 

zjednodušila, jindy naopak zcela znemožnila. Změny pH, iontové síly, polarity roztoku, a 

v neposlední řadě teploty však ovlivňují nejen oblast rozpustnosti či srážení proteinů, ale i 

disociaci podjednotek oligomerních proteinů, unfolding (rozpad terciární struktury) či drobnější 

konformační změny ovlivňující vazbu ligandů či enzymovou aktivitu. Výrazným příkladem 

důsledku těchto vlivů, s nímž jsem sám přišel do styku, je nejednoznačnost výsledků měření 

rovnovážné konstanty disociace dimeru HIV-1 proteinasy, které různými autory uváděny 

odlišně v rozmezí mnoha řádů. Pravděpodobným důvodem přitom byly právě odlišné 

podmínky jednotlivých stanovení, nesporný vliv však jistě měla také různost metodiky měření.  

Posouzení vlivu vnějšího prostředí na molekulární strukturu a funkci je sice částečně 

proveditelné na základě dlouhodobé chemické zkušenosti a z ní vyvozených empirických 

pravidel, systematický popis těchto jevů však možný není, a patrně ani v dohledné době nebude. 

Vzájemné interakce mezi jednotlivými molekulami totiž tvoří natolik komplexní systém, že 
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v něm i relativně malá změna jak na straně makromolekuly, tak na straně prostředí, může 

vyvolat zásadní změnu chování systému. Markantním příkladem je chování proteinů 

v roztocích různých solí, jak je před více než sto lety popsal pražský rodák Franz Hofmeister, 

které se pro jednotlivé soli významně liší, třebaže se neliší žádné makroskopické parametry 

roztoku včetně jeho iontové síly. Ve svých dosavadní pracích jsem se proto zaměřoval na 

takové systémy, u nichž je buď jednoduše popsatelný externí vliv, nebo obsahují molekuly 

strukturně jednodušší než molekuly proteinů. K prvnímu případu patří výzkum disociačních 

rovnováh oligomerních proteinů za vysokého tlaku. Tlak zde vystupuje jako jednoduše 

popsatelný externí vliv umožňující posun rovnováh do koncentračních oblastí umožňujících 

lepší experimentální odezvu, čehož jsme využili při studiu dimerizace HIV-1 proteinasy. Do 

druhé skupiny prací potom patří výzkum chování molekul kyseliny hyaluronové a jejích 

derivátů v různých vodných a nevodných prostředích metodami výpočetní chemie. Tento 

biopolymer, jakkoli stále dosti komplexní, je molekulou strukturně podstatně jednodušší než 

proteiny, proto je snazší vlivy prostředí pochopit a vzájemně odlišit. V simulačních metodách 

lze navíc jednoduše měnit nejen prostředí, ale i studovanou molekulu definovaným 

připojováním vhodných substituentů, což umožňuje systematický popis externích vlivů. Kromě 

samotné zajímavosti a odborné relevantnosti studia těchto jevů přispívá atraktivitě tématu i 

okolnost, že kyselina hyaluronová je technologicky významným polymerem, takže výsledky 

našeho zkoumání mohou mít vliv na návrh pokročilých materiálů typu nosičů léčiv nebo 

tkáňových náhrad, jakož i na vývoj syntetických metod jejich přípravy. Proto toto téma 

momentálně tvoří hlavní náplň výzkumného zájmu mne samotného i mojí výzkumné skupiny.      
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Komentář k souboru publikovaných prací 

 

1. Struktura a dynamika molekul kyseliny hyaluronové v různých 

prostředích metodou molekulové dynamiky 

Publikované práce 

P1 M. Ingr, E. Kutálková, J. Hrnčiřík, Hyaluronan random coils in electrolyte solutions-

a molecular dynamics study, Carbohydr. Polym. 170 (2017) 289–295. [1] 

P2 E. Kutálková, J. Hrnčiřík, R. Witasek, M. Ingr, Effect of solvent and ions on the 

structure and dynamics of a hyaluronan molecule, Carbohydr. Polym. 234 (2020) 

115919. [2] 

P3 E. Kutálková, J. Hrnčiřík, R. Witasek, M. Ingr, G. Huerta-Ángeles, M. Hermannová, 

V. Velebný, The rate and evenness of the substitutions on hyaluronan grafted by 

dodecanoic acid influenced by the mixed-solvent composition, Int. J. Biol. 

Macromol. 189 (2021) 826–836. [3] 

 

Kyselina hyaluronová (HA) je přírodní polysacharid tvořený pravidelně se opakujícími 

monosacharidovými zbytky kyseliny glukuronové a N-acetylglukosaminu. Monomerní 

jednotku tedy tvoří jejich dvojice, jejíž struktura je znázorněna na obr. 1 a lze ji popsat vzorcem 

[4)-β-D-GlcpA-(1→3)-β-D-GlcpNAc-(1→]n. Vyskytuje se v pojivových tkáních obratlovců, 

kde tvoří významnou součást mezibuněčné hmoty. Vzhledem k hodnotě pH v těchto 

prostředích se zde vyskytuje jako sůl, proto se pro ni používá také název hyaluronan. Jde o silně 

hydrofilní polymer hojně využívaný v kosmetice a farmacii pro jeho příznivé vlastnosti pro 

regeneraci pokožky a hojení ran [4]. Pro svoji biokompatibilitu bývá také často využíván ve 

vývoji nosičů léčiv [5] a tkáňových náhrad [6].  
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Vlastnosti molekul kyseliny hyaluronové jsou určovány zejména její značnou 

hydrofilitou a relativně vysokou rigiditou polymerního řetězce. Hydrofilní povaha molekuly je 

dána polárními skupinami, mezi něž patří především karboxylová skupina kyseliny 

glukuronové a také hydroxylové skupiny obou monosacharidových jednotek (obr. 1). 

K hydrofilní povaze přispívají také kyslíkové atomy glykosidických vazeb a acetamidová 

skupina N-acetylglukosaminu. Všechny tyto skupiny jsou vázány v ekvatoriálních polohách 

vůči heterocyklům obou zbytků, zatímco v axiálních směrech jsou vázány pouze atomy vodíku. 

Proto tato oblast „nad“ a „pod“ heterocykly bývá považována za částečně hydrofobní. Uvedené 

polární skupiny jsou schopny vytvářet vodíkové vazby prostřednictvím atomů kyslíku, případně 

dusíku, s okolními molekulami vody, avšak také v rámci řetězce samotného. Tyto 

intramolekulární vodíkové vazby, přispívají k vyšší konformační rigiditě řetězce HA, protože 

omezují volné protáčení řetězců kolem vazeb glykosidických spojení. 

V rámci naší výzkumné skupiny se zaměřujeme na zkoumání vlivu prostředí, v němž se 

molekula HA nachází, na konformaci a dynamiku polymerního řetězce molekuly HA metodami 

teoretické a výpočetní chemie. Základem výzkumu jsou simulace metodou molekulové 

dynamiky (MD), které zachycují chování řetězce HA v časovém intervalu v řádu stovek ns. 

Simulace probíhají v systému NpT, tedy za konstantního počtu částic, tlaku a teploty a jsou 

prováděny programem NAMD [7], k vizualizacím simulací a vyhodnocením některých 

parametrů je používán program VMD [8]. Ostatní vyhodnocení jsou prováděna pomocí námi 

napsaných programů. V průběhu našich výzkumných prací byla simulována různá prostředí 

počínaje čistou vodou (obsahující jen nutné množství protiiontů pro neutralizaci systému), přes 

vodné roztoky různě koncentrovaných solí až po směsná rozpouštědla tvořená vodou 

a organickými látkami s ní dokonale mísitelnými, konkrétně 1,4-dioxanem a terc-butanolem (2-

methylpropan-2-ol). 

Obr. 1. Strukturní vzorec monomeru kyseliny hyaluronové tvořené monosacharidovými zbytky 
kyseliny glukuronové (GCU) a N-acetylglukosaminu (NAG). 

GCU 

NAG 
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1.1. Simulace náhodných klubek makromolekul kyseliny hyaluronové v roztocích 

elektrolytů 

První část tohoto výzkumu, publikovaná v práci P1, byla zaměřena na simulaci 

náhodných klubek HA ve vodě a vodných roztocích solí. Třebaže konečným cílem bylo 

modelovat náhodná klubka velkých polymerních molekul o relativní molekulové hmotnosti 

v řádu stovek kDa až jednotek MDa, samotné simulace obsahovaly vždy jeden oligosacharid 

HA o délce 24 monomerních jednotek, tj. 48 monosacharidových zbytků. Simulace byly 

provedeny za teploty 310 K pro dvě soli, NaCl a MgCl2 ve třech koncentracích, 0 M (za 

přítomnosti nezbytného počtu kationtů pro neutralizaci systému), 0,2 M a 1 M. Zároveň byly 

provedeny obdobné simulace i pro neutrální analog HA obsahující místo monosacharidové 

jednotky kyseliny glukuronové glukosu.  

Pro každý systém byly vytvořeny modely velkých klubek HA. Tato klubka byla 

konstruována skládáním náhodně vybraných fragmentů simulovaných řetězců. Nejdříve byla 

vytvořena statistika distribuce dihedrálních úhlů jednotlivých spojení. Následně byly náhodně 

vybírány fragmenty řetězce HA z různých snímků simulace a tyto fragmenty byly postupně 

spojovány za vzniku dlouhé makromolekuly, přičemž dihedrální úhly každého spojení byly 

náhodně vybrány na základě výše uvedené statistiky. Touto metodou byl vytvořen celý 

statistický soubor náhodných klubek a byly vyhodnoceny střední hodnoty charakteristických 

veličin, především vzdálenosti konců řetězce a gyračního poloměru. Reprezentativní klubko je 

znázorněno na obr. 2.  
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Analýza gyračních poloměrů náhodných klubek ukázala, že velikost klubka klesá 

s rostoucí koncentrací solí v roztoku (obr. 3). Tato závislost je v souladu s mnohými 

experimentálními studiemi, a to nejen trendově, ale i co se týče absolutní velikosti klubek 

vyjádřené právě gyračním poloměrem [9–13]. To potvrzuje relevanci použitého modelu a 

otevírá možnost simulace náhodných klubek silně botnajících polymerů pomocí metody MD.  

Obr. 2. Náhodné klubko makromolekuly HA vytvořené náhodným skládáním fragmentů řetězce z jednotlivých 
snímků simulace (každý panel obsahuje pohled z jiného směru). Simulace probíhala v 1M MgCl2, celková 
délka molekuly je 2000 monosacharidových zbytků. Gyrační poloměr klubka je 329 Å, vzdálenost konců 58 Å 
(vyznačena v pravém dolním panelu). Převzato z P1. 
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V rámci této studie byly také srovnány vlivy různých solí, NaCl a MgCl2. U obou solí 

se projevovaly podobné trendy, výsledky nebyly příliš odlišné (obr. 3, vpravo). Případné 

zařazení dalších solí je plánováno jako možná cesta pokračování výzkumu. Bylo prokázáno, že 

s rostoucí koncentrací soli gyrační poloměr klubka klesá nejen pro nabitou molekulu HA, ale i 

pro její neutrální analog. To ukazuje, že hlavní příčinou této závislosti není pouhé stínění 

elektrostatické interakce mezi záporně nabitými karboxylátovými skupinami přítomnými ionty 

solí, naopak že tento vliv je spíše minoritní. Velikosti elektrostatické interakce mezi skupinami 

je totiž, vzhledem k jejich vzdálenosti cca 10 Å a vysoké relativní permitivitě vody, poměrně 

malá ve srovnání s ostatními interakčními energiemi mezi HA a okolním prostředím. 

Obr. 3. Gyrační poloměr simulovaných náhodných klubek jako funkce molární hmotnosti makromolekuly. Levé 
panely – srovnání modelovaných klubek pro tři koncentrace NaCl – 0 M (ozn. „neutr.“), 0,2 M, 1 M s různými 
publikovanými experimentálními výsledky [9–13]. Pravý panel – srovnánígyračních poloměrů modelovaných 
klubek HA a jejího neutrálního analogu (ozn. „GlcHA“) jako funkce počtu monosacharidových jednotek (N) pro 
různé koncentrace NaCl a MgCl2. Kroužky – výsledky simulací z P1, ostatní symboly – experimentální výsledky z 
literatury. Převzato a upraveno z P1. 

0

500

1000

1500

2000

0 500 1000 1500 2000

<
R

g2
>

½
/Å

Mm/kg.mol-1

HA 0.2M

HA neutr.

Mendichi et al. 0.15M

Fouissac et al. 0.3M

Fouissac et al. 0.06M

Sorci, Reed 0.1M

Sorci, Reed 0.3M

Buhler et al. 0.1M

0

500

1000

0 100 200 300 400 500 600

<
R

g2
>

½
/Å

Mm/kg.mol-1

HA 0.2M

Hayashi et al. 0.5M

HA 1M

0

200

400

600

800

1000

0 1000 2000 3000

<R
g2

>½
/Å

N

GlcHA 1M Na+ GlcHA 1M Mg2+
HA 1M Na+ HA 1M Mg2+
HA 0.2M Na+ HA 0.2M Mg2+
HA neutr. Na+ HA neutr. Mg2+
GlcHA pure water



14 
 

Detailnější analýzou vlivu iontů na velikost náhodného klubka se následně zabývala naše další 

studie P2.  

Použitý model nahlížel na molekulu HA jako na neinteragující řetězec, nezohledňoval 

tedy možné vzájemné interakce monosacharidových zbytků, které se mohly náhodně ocitnout 

ve vzájemné blízkosti. Z tohoto důvodu roste velikost modelovaného klubka pro řetězce 

výrazně přesahující perzistenční délku přesně s exponentem 0,5, což je pro neinteragující 

klubko typické, avšak mírně odlišné od některých experimentálních prací, které se shodují na 

hodnotě 0,59 [9,10]. To je pravděpodobně důsledkem v modelu zanedbané interakce mezi 

řetězci, třebaže tato se, vzhledem k vysokému stupni botnání klubka, může projevit až u velmi 

dlouhých řetězců. 

1.2. Vliv iontů na konformaci a dynamiku oligosacharidů kyseliny hyaluronové 

v roztocích 

V další publikované práci P2 jsme se věnovali dynamice řetězce HA. Cílem bylo 

zejména objasnit, jakým mechanismem dochází k zmenšení gyračního poloměru molekuly HA 

v roztocích o zvyšující se iontové síle. Jak vyplynulo z předchozí studie P1, není možné 

zmenšení náhodného klubka přisoudit pouze poklesu elektrostatické repulze v důsledku 

zvýšení permitivity prostředí. Simulace byly prováděny pouze pro molekulu HA s plně 

disociovanými karboxylovými skupinami v roztocích NaCl o koncentracích 0 M, 0,2 M, 0,6 M, 

a 1 M za teplot 275 a 310 K. 

Nejdříve jsme se zaměřili na distribuci hodnot dihedrálních (torzních) úhlů jednotlivých 

glykosidických spojení. Řetězec HA obsahuje spojení dvou typů, spojení 1-3 mezi uhlíkem C1 

GCU a uhlíkem C3 NAG a spojení 1-4 mezi uhlíkem C1 NAG a uhlíkem C4 GCU. Konformaci 

každého spojení lze charakterizovat dvěma dihedrálními úhly popisujícími otočení zbytků 

molekuly kolem dvou jednoduchých vazeb vycházejících z atomu kyslíku příslušného 

glykosidického spojení. Definice úhlů je naznačena na obr. 4.  
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Bylo zjištěno, že každý z úhlů osciluje kolem jedné základní rovnovážné polohy 

s relativně úzkou distribucí hodnot s pološířkou cca 50-60 (obr. 5). Vzájemný vztah mezi 

dihedrálními úhly jednoho typu spojení lze znázornit pomocí Ramachandranova diagramu – 

tyto grafy tedy musíme pro molekulu HA zkonstruovat dva jeden pro spojení 1-3 a druhý pro 

spojení 1-4. Ukázalo se však, že ani samotná distribuce úhlů, ani jejich vzájemná poloha 

v Ramachandranově diagramu se pro jednotlivé systémy nijak výrazně neliší 

(Ramachandranovy diagramy proto nebyly v práci uvedeny). Bylo však pozorováno, že 

s koncentrací NaCl roste výskyt hodnot dihedrálních úhlů mimo oblast svých rovnovážných 

hodnot. To znamená, že za vyšší koncentrace soli snáze dochází k přetočení 

monosacharidového zbytku do jiné polohy. S nejvyšší četností k tomu dochází u dihedrálního 

úhlu 14_2, který je největším zdrojem flexibility molekuly HA (obr. 5). Dihedrální úhel je 

v přetočeném stavu stabilní jednotky až desítky ns, poté se vrací do rovnovážné polohy.  

Obr. 4. Definice dihedrálních úhlů byla provedena pomocí atomů tvořících glykosidická spojení mezi 
monosacharidovými zbytky (takto zvolená definice se jevila jako vhodná pro konstrukci velkých klubek 
v práci P1). Atomy, které definují daný úhel, jsou spojeny čarami stejné barvy jako jeho označení. Např. úhel 
13_1 (levý panel, fialově), který charakterizuje otočení kolem vazby mezi C1 GCU a glykosidickým kyslíkem 
O3 NAG je definován jako úhel svíraný rovinami C4, C1, O3 a C1, O3, C3. Převzato a upraveno z P2. 

Spojení 1-3 

Spojení 1-4 
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Dále jsme se proto zaměřili na pozorování, jak řetězec na takové přetočení zareaguje. 

Nejdříve bylo zjištěno, že protočení v jednom dihedrálním úhlu nevede k bezprostřední 

kompenzaci protočením jinde v řetězci, naopak všechny ostatní dihedrální úhly v celém řetězci 

zůstávají, až na náhodné fluktuace, beze změny. Napětí vzniklé protočením tedy disipuje do 

ostatních stupňů volnosti, což umožňuje protočení jednotlivého dihedrálního úhlu bez nutnosti 

změny jiného. Kolem vazby odpovídající protočenému dihedrálu však vznikne konformace 

energeticky nevýhodná, což vede k postupné relaxaci do konformace odlišné. Na rozdíl od 

konformace výchozí, v níž řetězec HA neobsahuje prudší zakřivení, spěje řetězec po přetočení 

do konformace typu vlásenky, tedy k prudkému zahnutí o téměř 180°, což vede k celkovému 

zkrácení řetězce. Po určitém čase, typicky v řádu jednotek až desítek ns, dojde ke zpětnému 

protočení uvažovaného dihedrálního úhlu do jeho rovnovážné hodnoty, v důsledku čehož se 

řetězec opět „narovná“ do rovnovážné konformace. V některých případech proběhne 

konformační změna ve značném rozsahu, jindy jen zčásti, pokud ke zpětnému přetočení dojde 

příliš brzy. Průběh několika takových strukturních změn je zachycen na obr. 6. Je tedy 

pravděpodobné, že příčinou změny velikosti klubka se změnou iontové síly roztoku je větší 

flexibilita řetězce projevující se častějšími konformačními změnami vedoucími k jeho 

opakovanému zkracování.  

Obr. 5. Distribuce dihedrálních úhlů 
14_2 za teploty 310 K pro různé 
koncentrace soli. Monosacharidovým 
zbytkům v rovnovážné poloze odpovídá 
majoritní pík s maximem kolem -160, 
zbytkům přetočeným z rovnovážné 
polohy odpovídají minoritní oblasti 
uprostřed grafu. Jejich velikost roste 
s koncentrací NaCl, v čisté vodě se 
prakticky nevyskytuje. Převzato a 
upraveno z P2. dihedrální úhel /  
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Vysvětlení závislosti četnosti přetočení dihedrálních úhlů na koncentraci NaCl je 

založeno na dvou jevech. Prvním z nich je celkový pokles počtu vodíkových vazeb, a to jak 

intramolekulárních v rámci řetězce HA, tak mezi HA a vodou. To dává molekule HA za vyšší 

koncentrace NaCl větší volnost k možným konformačním změnám. Vedle toho bylo také 

pozorováno, že výskyt přetočených dihedrálních úhlů 14_2 pozitivně koreluje s výskytem iontů 

Na+ v blízkosti kyslíku O5 zbytku kyseliny glukuronové. Ten nejdříve s koncentrací NaCl 

roste, ale nabývá maxima přibližně u 0,6M NaCl a následně mírně klesá. Toto maximum je 

patrné zejména za nižší teploty 275 K, kdy je výskyt iontů Na+ v této poloze dokonce vyšší než 

v bezprostřední blízkosti karboxylátové skupiny. Toto maximum také koreluje s minimální 

hodnotou gyračního poloměru náhodných klubek simulovaných metodou popsanou v článku 

P1. Popsaný trend vazby iontů do uvedeného místa nebyl v plném rozsahu vysvětlen, 

Obr. 6. Ukázka dynamiky řetězce HA. Série 
snímků z MD simulace ukazuje postupný 
vznik a zánik ohybů řetězce vzniklých 
v důsledku přetočení zbytků GCU č. 37, 23 a 
29 (chronologicky). Žluté kuličky zobrazují 
iont Na+, které svojí přítomností přispěly ke 
vzniku přetočení. Převzato z P2. 
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pravděpodobně souvisí se závislostmi solvatačních energií jak karboxylátové skupiny, případně 

dalších skupin HA, tak samotných sodných kationtů, na koncentraci NaCl. 

Z prací P1 a P2 vyplývají následující závěry. Metodou molekulové dynamiky lze 

simulovat oligosacharidy HA, jejichž charakteristické vlastnosti, jakož i vlastnosti velkých 

náhodných klubek z nich vytvořených, odpovídají experimentálním hodnotám. Metoda je tedy 

vhodná pro studium fyzikálněchemických vlastností HA. Simulací získaný gyrační poloměr 

klesá s rostoucí koncentrací solí v roztoku, což je v souladu s experimentálními zjištěními. 

Zejména za nízkých teplot však tento pokles nemusí být monotónní, gyrační poloměr nabývá 

minima při koncentraci NaCl cca 0,6 M. Závislost gyračního poloměru na koncentraci solí 

souvisí s dynamickým chováním řetězce, především s náhodným protáčením jednotlivých 

monosacharidových zbytků kolem glykosidických vazeb z rovnovážné polohy, jejichž četnost 

roste s koncentrací solí. Tato protočení vyvolají konformační změnu vedoucí k vytvoření ohybu 

na řetězci HA, což vede k jeho dočasnému zkrácení, a tedy následně ke zmenšení gyračního 

poloměru.   

1.3. Oligosacharidy kyseliny hyaluronové ve směsných rozpouštědlech 

V další publikované práci (P3) jsme se věnovali chování oligosacharidů HA ve 

směsných rozpouštědlech tvořených vodou a organickými látkami s vodou mísitelnými, 1,4-

dioxanem (dále jen dioxan) a terc-butanolem. Výzkum probíhal ve spolupráci se společností 

Contipro a.s. a jejím primárním cílem bylo vysvětlení různé reaktivity HA v esterifikačních 

reakcích na jejích hydroxylových skupinách v závislosti na použitém rozpouštědle. Tyto reakce 

jsou prováděny metodou směsných anhydridů za katalýzy 4-dimethylaminopyridinem (DMAP) 

[14].  

Nejprve bylo studováno chování samotných oligosacharidů HA ve směsných 

rozpouštědlech obou typů připravených v různých poměrech obou složek za dvou různých 

teplot. Krom jiného byla pozorována především separace směsných rozpouštědel 

v bezprostřední blízkosti molekuly HA. Ukázalo se, že molekula HA je solvatována přednostně 

molekulami vody, zatímco organickou složku odpuzuje. Tento efekt je přitom výraznější ve 

směsi voda:terc-butanol. Následně byly simulovány molekuly HA substituované jedním 

dodekanoylovým zbytkem vázaným esterovou vazbou na hydroxylovou skupinu uhlíku C6 

NAG. Separace směsného rozpouštědla byla v oblasti řetězce HA stejná jako u nesubstituované 

molekuly HA, avšak v okolí postranního alifatického řetězce byla přesně opačná – řetězec byl 

solvatován především organickou složkou. V tomto případě byl efekt výrazně silnější v případě 
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terc-butanolu, což je pravděpodobně dáno jeho amfifilní povahou, která symetričtější molekule 

dioxanu chybí. Rozložení molekul směsného rozpouštědla kolem substituované molekuly HA 

ilustruje obr. 7. Na obr. 8 jsou pak zachyceny radiální distribuční funkce jednotlivých složek 

rozpouštědla kolem jednotlivých částí této molekuly. 

 

   

Konečně byly simulovány systémy obsahující nesubstituovanou nebo substituovanou 

molekulu HA a reaktant substituční reakce N-dodekanoyl-4-(dimethylamino)-pyridiniový 

kationt (dále jen C12-DMAP), který vzniká v reakční směsi (v reálném experimentálním 

provedení) vazbou dodekanoylového zbytku, původně přítomného jako součást směsného 

anhydridu, na katalyzátor DMAP. Samotný alifatický řetězec reakčního prekurzoru vykazuje 

podobnou separaci směsného rozpouštědla jako řetězec vázaný na HA. Bylo prokázáno, že 

Obr. 7. Oligosacharid HA substituovaný dodekanoylovým zbytkem ve směsném rozpouštědle tvořeném vodou 
(modré molekuly) a terc-butanolem (zelené molekuly) v objemovém poměru 1:1. V okolí řetězce HA převládá 
voda, v blízkosti substituentu jednoznačně dominuje terc-butanol. Převzato a upraveno z P3. 

Obr. 8. Radiální distribuční funkce g(r) popisující výskyt jednotlivých komponent směsného rozpouštědla 
kolem jedlotlivých částí substituované molekuly HA. Vlevo: distribuce v okolí řetězce HA. Vpravo: 
distribuce v okolí dodekanoylového substituentu. Oranžově – směs voda:dioxan (v:d), zeleně – směs 
voda:terc-butanol (v:t), modře – čistá voda. Převzato a upraveno z P3. 

voda (v:d) 
diox (v:d) 
voda (v:t) 
t-but (v:t) 
voda 

voda (v:d) 
diox (v:d) 
voda (v:t) 
t-but (v:t) 
voda 
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výskyt C12-DMAP v blízkosti molekuly HA je podstatně četnější ve směsi voda:dioxan než 

voda:terc-butanol, přičemž pravděpodobným důvodem tohoto jevu je právě menší separace 

směsného rozpouštědla u první směsi. Naopak silná separace směsi voda:terc-butanol 

představuje energetickou bariéru pro přístup C12-DMAP k molekule HA. Toto pozorování je 

v dobrém souladu s experimentálním provedením reakce, která ve směsi voda:dioxan vykazuje 

výrazně vyšší stupeň substituce než ve směsi voda:terc-butanol. Reakční prekurzor C12-DMAP 

má navíc v roztoku voda:terc-butanol silnou afinitu k alifatickému řetězci již navázanému na 

HA a tato interakce mu umožňuje přiblížení k HA, které je v tomto rozpouštědle jinak méně 

četné. Naopak ve směsi voda:dioxan se tento efekt prakticky neprojevuje. To vysvětluje 

experimentální zjištění, že ve směsi voda:terc-butanol bude docházet k častějšímu shlukování 

substituentů, zatímco ve směsi voda:dioxan bude jejich distribuce po délce řetězce 

rovnoměrnější. Všechny závěry naší teoretické studie byly navíc nezávisle potvrzeny jinou 

experimentální prací našich spolupracovníků z Contipro a.s. a dalších, jimž se podařilo prokázat 

obě zásadní pozorování, tedy vyšší stupeň substituce ve směsi voda:dioxan a častější shlukování 

substituentů ve směsi voda:terc-butanol i jiným alifatickým substituentem, a to oleoylem, který 

je oproti dodekanoylu o 6 uhlíkových atomů delší a obsahuje jednu dvojnou vazbu [15]. Na 

základě této shody teorie s experimentem lze předpokládat obecnější platnost získaných závěrů 

o vlivu směsného rozpouštědla na průběh esterifikačních chemických reakcí na řetězci HA.  

1.4. Další plány a perspektivy  

V návaznosti na publikované výsledky pokračujeme ve výzkumu struktury a dynamiky 

molekul HA několika směry. První z nich představuje simulace interakcí dvou řetězců HA ve 

vodných roztocích. Některými experimenty provedenými v 90. letech 20. století byla 

naznačena možnost existence reverzibilních dvojšroubovicových struktur molekul HA ve 

vodném prostředí [16–18]. To však bylo později poměrně přesvědčivě vyvráceno jinými 

experimentálními pracemi [19–21]. Naše simulace, kterými se snažíme objasnit možnost 

vzniku takových struktur, ukazují, že existence pravidelných dvojšroubovicových struktur ve 

vodných roztocích pravděpodobně možná není, nicméně s rostoucí koncentrací NaCl roste 

četnost vzájemných interakcí obou řetězců, která může hrát podstatnou roli v chování velkých 

makromolekulárních klubek nebo koncentrovaných roztoků HA. To lze nepřímo potvrdit 

experimentálně pozorovaným chováním těchto roztoků metodami viskozimetrie nebo rozptylu 

světla. Výsledky této studie jsou připravovány k publikaci. 

Vedle výzkumu interakcí molekul HA ve vodě pokračujeme zejména ve zkoumání 

chování molekul HA ve směsných rozpouštědlech. Naše dosavadní výsledky ukazují především 
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výraznější interakci HA s ionty v roztoku v důsledku celkově nižší polarity směsného 

rozpouštědla. To má ale za následek rovněž pevnější interakci mezi řetězci, která v určitých 

poměrech koncentrací směsného rozpouštědla může vést až ke vzniku stabilních duplexových 

struktur. Některé výsledky této části jsou momentálně připravovány k publikaci, další jsou 

postupně dokončovány. 

Relativně nemnoho výzkumných prací se dosud zabývalo simulacemi substituovaných 

řetězců HA, třebaže právě chemicky modifikované molekuly HA jsou díky své nižší hydrofilitě 

často technologicky využívány. Vliv substitucí na strukturu oligosacharidů HA ve vodném 

prostředí byl studován experimentálně i teoreticky ve skupině A. Mohse [22,23], přičemž byl 

prokázán vliv hydrofobních substituentů na tvorbu kompaktnějších makromolekulárních 

klubek. V rámci dalšího pokračování našeho výzkumu proto plánujeme navázat na studie 

uvedeného typu a zahrnout do nich i vliv směsných rozpouštědel, protože právě v nich často 

probíhají substituční reakce vedoucí k navázání hydrofobních zbytků na molekulu. Rovněž 

plánujeme podrobnější výzkum vlivu koncentrace solí na substituované řetězce HA. Simulace 

těchto systémů momentálně probíhají. 

 

2. Rovnováhy a kinetika v roztocích oligomerních proteinů za vysokého 

tlaku 

Publikované práce 

 

P4 E. Kutálková, J. Hrnčiřík, M. Ingr, Pressure induced structural changes and dimer 

destabilization of HIV-1 protease studied by molecular dynamics simulations, Phys. 

Chem. Chem. Phys. 16 (2014) 25906–25915. [24] 

P5 M. Ingr, R. Lange, V. Halabalova, A. Yehya, J. Hrncirik, D. Chevalier-Lucia, L. 

Palmade, C. Blayo, J. Konvalinka, E. Dumay, Inhibitor and Substrate Binding 

Induced Stability of HIV-1 Protease against Sequential Dissociation and Unfolding 

Revealed by High Pressure Spectroscopy and Kinetics, Plos One. 10 (2015) 

e0119099. [25] . 

P6 Ingr, E. Kutálková, J. Hrnčiřík, R. Lange, Equilibria of oligomeric proteins under 

high pressure - A theoretical description, J. Theor. Biol. 411 (2016) 16–26. [26] 
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Chemické rovnováhy v roztocích jsou ovlivnitelné řadou externích faktorů, mezi něž 

zpravidla počítáme především teplotu a složení rozpouštědla, v němž reakce probíhá, v případě 

biochemických reakcí probíhajících ve vodném prostředí jsou nejvýznamnějšími faktory 

iontová síla a pH. Obvykle však mezi ovlivňující faktory nepočítáme tlak, jehož vliv na reakce 

v kondenzované fázi je vpravdě minimální. To je důsledkem nízké stlačitelnosti 

kondenzovaných látek, která neumožňuje velké změny objemů reakčních směsí v důsledku 

probíhajících chemických reakcí.  

Změnu rovnovážné konstanty chemické reakce, resp. jejího logaritmického vyjádření 

𝑝𝐾𝑎 = − log 𝐾𝑎, s měnícím se tlakem lze vyjádřit vztahem 

(
𝜕𝑝𝐾𝑎

𝜕𝑝
)

𝑇

= − log 𝑒 (
𝜕 ln 𝐾𝑎

𝜕𝑝
)

𝑇

=
log 𝑒

𝑅𝑇
(

𝜕Δ𝐺𝑟
0

𝜕𝑝
)

𝑇

=
log 𝑒

𝑅𝑇
Δ𝑉𝑟

0,                                    (1) 

kde 𝑝 je tlak, 𝑇 je termodynamická teplota, 𝑅 je molární plynová konstanta, Δ𝐺𝑟
0 je standardní 

molární reakční změna Gibbsovy energie a Δ𝑉𝑟
0 je standardní molární reakční změna objemu. 

Ze vztahu je patrné, že pokud molární objem reakční směsi během reakce, případně jiného 

fyzikálněchemického děje, narůstá, zvyšuje se i 𝑝𝐾𝑎, tedy klesá rovnovážná konstanta, a tudíž 

se rovnováha posune na stranu reaktantů. Naopak pokud celkový objem reakční směsi klesá, 

rovnováha se posouvá na stranu produktů, což je v souladu s principy chemické 

termodynamiky. Rovnice (1) však také ukazuje, že pokud má dojít k posunu 𝑝𝐾𝑎 o jednotku, 

tedy změnu rovnovážné konstanty o jeden řád, musí platit vztah 

Δ𝑝Δ𝑉𝑟
0 =

𝑅𝑇

log 𝑒
,                                                                                                                           (2) 

což za teploty 298,15 K (25 C) znamená, že   

Δ𝑝 =
5708 𝑚𝑙 𝑀𝑃𝑎 𝑚𝑜𝑙−1

Δ𝑉𝑟
0 .                                                                                                    (3) 

Protože např. u proteinových molekul se změna molárního objemu související s procesy typu 

asociace nebo disociace podjednotek pohybuje v řádu desítek až stovek 𝑚𝑙 𝑚𝑜𝑙−1, je k posunu 

rovnovážné konstanty o řád zapotřebí tlaku v řádu stovek MPa. Takové tlaky, s výjimkou dolní 

meze tohoto intervalu, se v biosféře Země vůbec nevyskytují, jelikož odpovídají hloubkám 

v řádu desítek 𝑘𝑚 pod vodní hladinou. Přesto byly některé výzkumy v této oblasti zaměřeny 

právě na vliv tlaku na proteiny hlubokomořských mikroorganismů [27]. 
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Výzkum proteinů za vysokého tlaku tedy zpravidla nemá primárně význam pro popis 

jevů probíhajících v přírodě, je však zajímavý z jiného hlediska. Vzhledem k nízké 

stlačitelnosti vody totiž aplikace vysokého tlaku na vodný roztok nevede k dramatickému 

zvýšení vnitřní energie systému, proto tímto způsobem můžeme posunout rovnovážnou 

konstantu různých procesů, aniž bychom riskovali tepelnou denaturaci proteinových molekul. 

Toho lze využít k měření rovnovážných konstant procesů, jejichž rovnováha je výrazně 

posunuta na jednu stranu, takže není jednoduché pozorovat rovnovážné zastoupení obou stavů 

reagujících látek [28].  

Typickým příkladem je měření disociační konstanty oligomerního proteinu složeného 

z několika podjednotek – pro jednoduchost předpokládejme homodimer. Jestliže je rovnováha 

silně posunuta na stranu dimeru, je možné pozorovat rovnovážné zastoupení monomeru a 

dimeru jen za velmi nízkých koncentrací, což následně znemožňuje dobrou detekci většinou 

použitelných experimentálních metod. Pokud ovšem disociace dimeru vede ke snížení 

celkového objemu systému, což je typický případ, lze aplikací vysokého tlaku rovnovážnou 

konstantu posunout tak, že rovnoměrné zastoupení obou forem je pozorovatelné v takové 

oblasti koncentrací, kde je stanovení poměru monomeru a dimeru snazší. Proto můžeme 

rovnovážnou konstantu stanovit za zvýšeného tlaku a následně její hodnotu přepočítat na tlak 

atmosférický. Vysokotlakých metod bylo v minulosti použito k výzkumu proteinů dimerních 

[29–31], tetramerních [32–34], hexamerních [35], vyšších oligomerů [36–38] či virových 

kapsid [39–41], prionů [42], nebo dokonce polymerních proteinových struktur jako 

mikrotubuly nebo mikrofilamenta [43–45]. Procesy, u nichž naopak vysoký tlak podporuje 

asociaci proteinových molekul do vyšších útvarů, jsou méně obvyklé, ale vyskytují se rovněž, 

jde zpravidla o agregace nespecifikovaného počtu podjednotek [46]. 

Použití vysokotlakých metod se neomezuje pouze na asociační rovnováhy 

podjednotkových proteinů, využívá se rovněž ke studiu unfoldingu proteinů [47–49] a dalších 

procesů [50,51]. Vysokotlaké experimenty se navíc neomezují jen na studium rovnováh, ale 

také na kinetiku zkoumaných procesů [48,52].  

Studium proteinů za vysokého tlaku je z technického hlediska náročnější oproti 

experimentům za tlaku atmosférického, neboť zkoumaný vzorek musí být umístěn v prostředí, 

kde je vysoký tlak udržován. V praxi to znamená uzavření kyvety se vzorkem pružnou 

membránou a její umístění do cely naplněné vodou, v níž se pomocí vysokotlaké pumpy vytvoří 

požadovaný tlak. Pokud jsou zapotřebí vstupy pro světelné paprsky pro účely 

spektroskopických měření, jsou v cele vytvořeny otvory opatřené safírovými průzory. 
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Nejběžnějšími metodami používanými v kombinaci s vysokým tlakem jsou spektrofotometrie 

a fluorimetrie (použité ve většině výše citovaných prací), vysoký tlak však byl aplikován i 

v kombinaci s rozptylem světla [53] nebo neutronů [27] či gelovou elektroforézou [54,55]. Pro 

studium nativních konformací jednotlivých podjednotek oligomerních proteinů jsou pak 

obzvláště vhodné metody vysokotlaké rentgenové krystalografie a vysokotlaké NMR [56]. I 

přes zmiňovanou technickou komplikovanost je tedy paleta vysokotlakých metod poměrně 

pestrá, což umožňuje jejich aplikaci na širokou škálu výzkumných problémů.   

V naší skupině jsme se věnovali zejména výzkumu rovnovážných a kinetických 

vlastností proteinasy z viru HIV 1 (HIV-1 PR), a to jak experimentálně, tak teoreticky. HIV-1 

PR je homodimerní aspartátovou proteinasou, její katalytické centrum tedy tvoří dva zbytky 

kyseliny asparagové, z nichž každý je součástí jedné podjednotky. HIV-1 PR je malým 

proteinem o relativní molekulové hmotnosti monomeru 10,8 kDa. Aktivní místo proteinasy se 

nachází v relativně hydrofobní dutině, do které je před reakcí vázán substrát. Ten je v průběhu 

reakce uzavřen do aktivního místa pohyblivými chlopněmi (flaps), které naopak ve stavu bez 

substrátu mohou být otevřeny. Dimerní struktura je stabilizována zejména dimerizační 

doménou tvořenou vzájemně provázanými N- i C-konci obou polypeptidových řetězců. 

Struktura je znázorněna na obr. 9. 

2.1. Simulace vlivu vysokého tlaku na molekulu HIV-1 proteinasy metodou 

molekulové dynamiky  

V první práci na toto téma (P4) jsme simulovali molekulu HIV-1 PR za různých tlaků 

od 1 do 600 atm metodou molekulové dynamiky. Tento přístup byl dříve několikrát použit na 

různé proteiny, jeho aplikace shrnuje přehledový článek [57]. Cílem studie bylo popsat 

konformační změny molekuly a určit objemovou změnu provázející disociaci dimeru. Nejdříve 

byly sledovány změny konformace dimerní molekuly HIV-1 proteainsy kvantitativně 

charakterizované jednak vzdáleností -uhlíků aminokyselin Pro39 a Pro39’, které leží na 

nejvzdálenějších místech jednotlivých monomerů (byly měřeny i jiné vzdálenosti, které však 

vykazovaly jen nepatrné změny, viz obr. 9), jednak gyračním poloměrem molekuly. Obě tyto 

veličiny s rostoucím tlakem monotónně klesají, což jednoznačně prokazuje vliv tlaku na 

konformaci dimeru, změny jsou však relativně malé v porovnání s celkovou velikostí molekuly 

(obr. 9). 
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Aby bylo možno posoudit a termodynamicky kvantifikovat vliv vysokého tlaku na 

rovnováhu monomer-dimer, byla vypočtena změna objemu související s disociací dimeru na 

dva monomery. Protože celková změna objemu systému je velmi malá v porovnání s objemem 

simulačního boxu, byla použita aproximativní metoda zjištění objemového rozdílu založená na 

stanovení počtu molekul vody v dutině aktivního místa, neboť lze předpokládat, že míra 

naplnění této dutiny vodou ovlivní celkovou objemovou změnu systému nejvýrazněji. 

Vycházíme z předpokladu, že její hydrofobní vnitřní povrch odpuzuje molekuly vody, takže 

celková hustota těchto molekul je uvnitř dutiny za atmosférického tlaku nižší než ve volné vodě. 

Zvyšováním tlaku je však tato odpudivá tendence překonávána a do dutiny se dostává více 

molekul vody z okolí, čímž klesá celkový objem systému. Obdobný výpočet byl proveden také 

pro monomer, kde je efekt zřejmě menší, protože monomer obsahuje pouze polovinu dutiny 

aktivního místa (obr. 10).  

Obr. 9. Vlevo: struktura molekuly HIV-1 PR s vyznačením významných domén: A – aktivní místo obklopené 
dutinou pro vazbu substrátu, F – chlopně (flaps), D – dimerizační doména. Barevnými kuličkami a čarami 
jsou vyznačeny vzdálenosti, jejichž změna byla sledována v závislosti na tlaku v systému. Vpravo: Závislost 
vzdálenosti Pro39-Pro39’ (která vykazovala nejvýraznější změnu) a gyračního poloměru Rg molekuly na 
tlaku. Převzato a upraveno z P4. 
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Bylo zjištěno, že za atmosférického tlaku až do necelých 100 MPa je objemová změna disociace 

dokonce kladná, tedy že dimer je za těchto podmínek tlakově stabilizován. Za tlaků vyšších 

ovšem objemová změna klesá do záporných hodnot, což vede k očekávané destabilizaci dimeru. 

Velikost objemové změny je minimální (tj. nejvíce záporná) pro tlak 300 MPa, poté se vrací 

zpět k nulové hodnotě. Toto chování je pravděpodobně důsledkem skutečnosti, že dvě poloviny 

dutiny aktivního místa obsažené ve dvou monomerech za atmosférického tlaku dokáží odpudit 

více vody než kompletní dutina v dimeru. Jakmile však tlak vzroste, otevřené poloviny dutiny 

již nedokáží zabránit přiblížení molekul vody tak efektivně, jako dutina kompletní, proto se 

celkový objem monomerů zmenšuje rychleji než objem dimeru. Při dalším vzrůstu tlaku však 

již objem monomerů dále neklesá, na rozdíl od dimeru, jehož hydrofobní dutina je již také 

zaplňována vodou. Tím se objemová změna vrací zpět k nule. Je tedy patrno, že objemová 

změna provázející disociaci dimeru HIV-1 PR není konstantní přes všechny tlaky, ale může se 

dosti podstatně měnit.  

Aby bylo možno provést srovnání s experimentálními daty, byla vypočtena hodnota 

průměrné objemové změny pro interval od nuly do daného tlaku. Takto vypočtené hodnoty 

odpovídají objemovým změnám ovlivňující experimentální chování při daném tlaku. Průměrné 

hodnoty začínají opět v kladných oblastech, do záporných hodnot přecházejí u cca 160 MPa a 

nakonec se stabilizují kolem hodnoty −50 𝑚𝑙/𝑚𝑜𝑙. Tomu potom odpovídá i průběh změny 

hodnoty disociační konstanty dimeru (obr. 11). Tato změna je v oblasti do 160 MPa nepatrně 

kladná, poté však klesá do záporných hodnot a pro tlaky nad 300 MPa se stabilizuje kolem 

hodnoty Δ𝑝𝐾𝑑 = −4, tedy rovnovážná konstanta disociace dimeru vzroste asi o 4 řády. To 

svědčí o výrazné tlakové destabilizaci dimeru. Vypočtené hodnoty změny objemu i disociační 

konstanty jsou, i přes vysokou míru aproximace, v dobrém souladu s naší následnou 

experimentální prací na stejném enzymu P5.  

Obr. 10. Relativní hustota vody (oproti vodě 
volné) v hydrofobní dutině aktivního místa 
dimeru a v jí odpovídající oblasti v molekule 
monomeru. Převzato a upraveno z P4.                   p [MPa] 
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Naše teoretická studie tedy ukazuje potenciál simulací metodou molekulové dynamiky 

pro výpočty objemových změn molekul proteinů za vysokého tlaku. Dále ukazuje, že objemová 

změna nemusí být konstantní v celém intervalu aplikovaných tlaků, což je v experimentálních 

pracích obvykle předpokládáno. Ovlivnění rovnovážné konstanty je však v dobré shodě 

s experimentem.   

2.2. Studium rovnovážných a kinetických vlastností HIV-1 proteinasy metodou 

vysokotlaké fluorescenční spektroskopie 

Zároveň se simulacemi jsme ve spolupráci se skupinami Dr. Reinharda Langeho a prof. 

Eliane Dumay z Univerzity v Montpellieru provedli analogickou experimentální studii, která je 

obsahem práce P5. V této studii jsme vystavili roztok HIV-1 PR postupně se zvyšujícímu tlaku 

a pozorovali fluorescenční odezvu v oblasti fluorescence aromatických aminokyselin, zejména 

tryptofanu. Pozorované změny v intenzitě a poloze těžiště emisního spektra svědčí o 

strukturních změnách v molekule proteinu. 

Jako první byl ověřen obecně známý předpoklad, že kompetitivní inhibitory HIV-1 PR, 

které se vážou do aktivního místa enzymu, stabilizují jeho dimerní strukturu. Bylo zjištěno, že 

zatímco bez inhibitoru lze pozorovat typickou denaturační křivku, v přítomnosti inhibitoru 

darunaviru [58,59] se sledované spektrální charakteristiky buď nemění, nebo jen monotónně 

klesají. To potvrzuje hypotézu, že inhibitor nejen stabilizuje dimerní strukturu, ale že takto 

stabilizovaný dimer nemůže ani podléhat rozpadu terciární struktury (unfoldingu), a to ani za 

vysokého tlaku.  

Obr. 11. Tlaková závislost změny 
disociační konstanty vyjádřené 
logaritmicky jako 𝑝𝐾𝑑 (plná čára). 
Směrodatné odchylky jsou 
vyznačeny čarami tečkovanými. 
Převzato a upraveno z P4.                 p [MPa] 
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Protože vysoký tlak často vyvolává agregaci proteinů, byl měřen i tento jev, který by 

mohl další stanovení komplikovat. Bylo prokázáno, že agregace proteinu nastává až za tlaků 

vyšších než 350 MPa, což je hodnota umožňující provedení měření parametrů dimerizace i 

unfoldingu (popsaných dále). 

Abychom odlišili procesy disociace dimeru a následného unfoldingu monomerů, 

sledovali jsme rovněž závislost tlaků, při nichž dochází k jednotlivým spektrálním změnám, na 

koncentraci. V případě unfoldingu, který je v obou směrem procesem prvního řádu, dochází 

k přechodu ze strukturovaného do nestrukturovaného stavu za stejného tlaku bez ohledu na 

koncentraci proteinu. Na druhou stranu přechod mezi dimerem a monomerem, kdy z jedné 

částice vznikají dvě, je na tlaku výrazně závislý, protože vyšší koncentrace stabilizuje dimerní 

stav. Proto za nízkých koncentrací dojde k disociaci dimeru za nižšího tlaku než v případě 

koncentrace vyšší. V případě HIV-1 PR byla pozorována zřejmá koncentrační závislost polohy 

inflexního bodu tlakové závislosti těžiště emisního spektra (obr. 12, vlevo), naopak inflexní bod 

závislosti intenzity spektra na tlaku se s koncentrací neměnil. Proto byla první závislost 

považována za odezvu disociace dimeru, zatímco druhá za odezvu unfoldingu disociovaných 

monomerů.  

Z první závislosti byla následně vypočtena hodnota disociační konstanty i objemová 

změna provázející tento proces. Byla použita linearizovaná rovnice závislosti polohy inflexního 

bodu Δ𝑝𝑖𝑛𝑓 na logaritmu koncentrace proteinu [𝑀0] (vyjádřené jako koncentrace formálního 

monomeru) 

Δ𝑝𝑖𝑛𝑓([𝑀0]) = −
𝑅𝑇

Δ𝑉𝑑
ln[𝑀0] +

𝑅𝑇

Δ𝑉𝑑
ln

(1 + √2)𝐾𝑑,𝑎𝑡𝑚

4
,                                                   (4) 

kde 𝐾𝑑,𝑎𝑡𝑚 je disociační konstanta dimeru za atmosférického tlaku a Δ𝑉𝑑 je objemová 

změna disociace (považovaná za konstantu). Z proložení experimentálně získaných hodnot 

inflexních bodů touto lineární závislostí (obr. 12, vpravo) byly získány hodnoty obou 

parametrů, Δ𝑉𝑑 = −32,5 𝑚𝑙/𝑚𝑜𝑙 a 𝐾𝑑,𝑎𝑡𝑚 = 0,92 𝜇𝑀. Hodnota disociační konstanty zapadá 

do oblasti hodnot získaných jinými metodami nezávislými na interakci se substrátem či 

inhibitorem [60–62]. Naopak kinetické studie na těchto interakcích závislé [63–65], včetně naší 

starší práce [66], poskytují obecně hodnoty nižší, které mohou být způsobeny vlivem 

stabilizačního efektu substrátu či inhibitoru.  
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 Denaturační křivka daná odezvou celkové intenzity fluorescence, na rozdíl od těžiště 

spektra, nevykazuje žádný výrazný posun s měnící se koncentrací HIV-1 PR. Proto je 

pravděpodobné, že tato charakteristika je spíše odezvou unfoldingu monomerů než jejich 

disociace. V tomto případě lze velmi snadno určit z polohy inflexního bodu objemovou změnu 

provázející unfolding i hodnotu rovnovážné konstanty tohoto procesu: Δ𝑉𝑢 = −104 𝑚𝑙/𝑚𝑜𝑙 a 

𝐾𝑢,𝑎𝑡𝑚 = 1,5 ∙ 10−5 𝜇𝑀. To znamená, že za teploty 25 C, za níž měření probíhalo, je monomer 

za atmosférického tlaku velmi stabilní, jeho unfolding nastává až za vyšších tlaků. To je 

v souladu i s experimentální studií metodou NMR, v níž byly pozorovány monomery 

mutantních dimerizačně defektních forem HIV-1 PR [67]. Tomuto pozorování odpovídají i 

hodnoty rychlostních konstant foldingu a unfoldingu monomerů, které byly stanoveny na 

základě pozorované časové změny fluorescence. Za atmosférického tlaku je rychlostní 

konstanta pro unfolding o 4-5 řádů nižší než pro folding, se zvyšujícím se tlakem se však obě 

vyrovnávají, přičemž jejich vyrovnání nastane za tlaku, v němž má křivka tohoto přechodu 

Obr. 12. Závislost inflexního bodu křivek disociace dimer-monomer na koncentraci HIV-1 PR. Vlevo: 
experimentálně naměřené body pro jednotlivé koncentrace proložené teoretickou závislostí (plná čára). 
Přerušované čáry vymezují pásy 95% spolehlivosti regresních křivek. Černě ohraničené tečky reprezentují 
hodnoty naměřené při zpětném snižování tlaku – tyto jsou ovlivněny předchozím působením velmi vysokého 
tlaku vyvolávajícího jak unfolding, tak i agregaci proteinu. Trojúhelníčky označují polohu inflexního bodu. 
Křivky jsou pro přehlednost vzájemně vertikálně posunuty. Vpravo: tlak v inflexním bodě jako funkce 
koncentrace. Body různých barev označují opakovaná měření, chybové úsečky vyznačují směrodatnou 
odchylku vypočtenou z chyb nelineární regrese. Plná čára vyznačuje regresní přímku proloženou všemi body 
dle rovnice (4). Převzato a upraveno z P5. 

                p [MPa] 
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inflexní bod. Poté se vzájemný poměr rychlostních konstant obrátí a jejich hodnoty se opět 

vzdalují.  

Nakonec byla měřena i závislost kinetických parametrů enzymového štěpení umělého 

peptidového substrátu. Z technických důvodů nebylo možné detailně proměřit rychlost reakce 

v celé oblasti koncentrací jak enzymu, tak substrátu. Proto bylo provedeno pouze srovnání 

hodnot pro různé tlaky za dané koncentrace obou složek s teoreticky odvozenou křivkou 

popisující vliv disociace dimeru na kinetiku při konstantnosti Michaelisovy konstanty 𝐾𝑚 a 

čísla přeměny 𝑘𝑐𝑎𝑡. Výsledek ukazuje, že disociace dimeru je velmi podstatným faktorem 

ovlivňujícím rychlost štěpení substrátu, jelikož experimentální data se modelové křivce velmi 

blíží, ale přesto skutečný průběh vykazuje určité odchylky. To svědčí o tlakové závislosti 

kinetických konstant 𝐾𝑚 a 𝑘𝑐𝑎𝑡, k jejichž stanovení by však bylo zapotřebí dalších experimentů. 

Tyto experimenty v současné době probíhají a výsledky budou publikovány v budoucnosti. 

Experimentální studie HIV-1 PR za vysokého tlaku ukázala, že za teploty 25 C je dimer 

proteinu velmi stabilní, jeho disociační konstanta koresponduje s jinými dříve získanými 

experimentálními hodnotami. Dimer stabilizovaný inhibitorem ani za vysokého tlaku 

nepodléhá unfoldingu, který proto může nastat jedině v případě disociace dimeru. Samotné 

monomery jsou za uvedené teploty za atmosférického tlaku stabilní vůči unfoldingu, jejich 

terciární struktura se rozpadá až za zvýšeného tlaku. Enzymová kinetika je zásadně ovlivněna 

disociací dimeru, ale jistý vliv na ni má i tlaková závislost samotných kinetických konstant, 𝐾𝑚 

a 𝑘𝑐𝑎𝑡. Ten však dosud nebyl detailně prozkoumán a bude předmětem dalších měření.     

2.3. Teoretický popis rovnováh v roztocích oligomerních proteinů za vysokého tlaku 

V následující publikované práci (P6) jsme se zaměřili na teoretický popis 

oligomerizačních rovnováh za vysokého tlaku. Cílem práce bylo vytvořit univerzální popis 

těchto dějů pro různé počty podjednotek ve variantách homo- i heterooligomerů. Popis byl 

založen především na změnách poloh inflexních bodů tlakových závislostí stupňů konverze 

jednotlivých oligomerizačních stavů. Popis byl doplněn matematickými vzorci pro jednotlivé 

rovnováhy, které jsou sice mnohdy komplikované pro manuální počítání, ale lze je použít pro 

počítačové zpracování problému. 

Teoretický popis byl vypracován pro několik typů rovnováh. Nejjednodušším typem je 

uzavřená rovnováha homooligomerního systému, tj. rovnováha mezi oligomerem o daném 

počtu podjednotek a volnými podjednotkami (monomery) bez předpokladu vzniku jakýchkoli 

mezistupňů. Křivka přechodu má v tomto případě jen jeden inflexní bod a je popsatelná 
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podobnou rovnicí jako v případě homodimeru. Dále bylo zpracováno několik základních 

uzavřených rovnováh pro heterooligomery, konkrétně heterodimer a heterotrimery typů 𝐴2𝐵 

nebo 𝐴𝐵𝐶. Teoretický model byl vytvořen i pro rovnováhy postupné (konsekutivní), kdy mezi 

monomery a výsledným oligomerem stojí ještě několik mezistavů daných postupnou tvorbou 

výsledného komplexu. Popis těchto rovnováh už je relativně složitý, proto byl vytvořen jen pro 

homotrimer a oba typy heterotrimerů.  

Tato teoretická práce tedy přináší přehledné zpracování popisu rovnováh v různých 

typech oligomerních proteinových komplexů podléhajících disociaci vlivem vysokého tlaku. 

Jejím cílem je usnadnit vyhodnocení případných dalších experimentů s oligomerními proteiny 

různé komplexnosti. 

Použití vysokého tlaku představuje jiný, méně obvyklý přístup ke studiu rovnováh i 

kinetiky procesů probíhajících na proteinových molekulách, jimiž jsou zejména unfolding, 

disociace podjednotek, agregace, enzymová kinetika, případně interakce s ligandy. Vysoký tlak 

představuje nezávislou termodynamickou proměnnou umožňující posun rovnováh jednotlivých 

dějů do koncentračních oblastí, kde je snazší jejich experimentální detekce. To umožňuje 

zkoumání řady jevů a měření mnoha veličin, které by za atmosférického tlaku nebylo 

proveditelné.  

2.4. Další plány a perspektivy 

 I přes jistou logistickou komplikaci danou nutností měření na zahraničním pracovišti je 

tento projekt stále aktivní, byť v současné době není tolik ve středu našeho výzkumného zájmu 

jako projekt předchozí. Přesto stále pracujeme na výzkumu vlivu vysokého tlaku na strukturu 

a enzymovou aktivitu HIV-1 PR. Plánujeme zejména srovnání přírodní varianty enzymu s jeho 

některými mutantními variantami, jakož i s kovalentně spojeným dimerem, který nepodléhá 

disociaci. Dalším možným směrem výzkum chování HIV-1 PR v makromolekulárně 

zahuštěném prostředí (macromolecular crowding) simulujícím reálné prostředí, v němž se 

molekuly proteinů nacházejí. 
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3. Kinetika enzymově katalyzovaných reakcí 

Publikované práce 

P7 M. Ingr, T. Uhlíková, K. Strísovský, E. Majerová, J. Konvalinka, Kinetics of the 

dimerization of retroviral proteases: the “fireman’s grip” and dimerization, Protein 

Sci. 12 (2003) 2173–2182. [66] 

P8 V. Hýsková, K. Bělonožníková, I. Šmeringaiová, D. Kavan, M. Ingr, H. Ryšlavá, 

How is the activity of shikimate dehydrogenase from the root of Petroselinum 

crispum (parsley) regulated and which side reactions are catalyzed?, 

Phytochemistry. 190 (2021) 112881. [68] 

P9 A. Tichá, S. Stanchev, J. Škerle, J. Began, M. Ingr, K. Švehlová, L. Polovinkin, M. 

Růžička, L. Bednárová, R. Hadravová, E. Poláchová, P. Rampírová, J. Březinová, 

V. Kašička, P. Majer, K. Strisovsky, Sensitive Versatile Fluorogenic 

Transmembrane Peptide Substrates for Rhomboid Intramembrane Proteases, J. Biol. 

Chem. 292 (2017) 2703–2713. [69] 

P10 H.E. Hoffman, J. Jirásková, M. Ingr, M. Zvelebil, J. Konvalinka, Recombinant 

human serine racemase: enzymologic characterization and comparison with its 

mouse ortholog, Protein Expr. Purif. 63 (2009) 62–67. [70] 

 

Téma enzymové kinetiky částečně souvisí s výše diskutovaným tématem studia 

proteinů za vysokého tlaku, věnoval jsem se mu však již dříve a také v rámci jiných projektů, 

vzájemně velmi odlišných, přičemž všechny představovaly odborně relevantní témata zajímavá 

z mnoha různých úhlů pohledu. Jednalo se nejdříve o výzkum enzymové kinetiky a disociační 

rovnováhy dimerních retrovirových proteinas, později jsem se však podílel i na výzkumu 

aktivity serinové racemasy. Velmi zajímavým tématem byl také výzkum rhomboidových 

proteinas, což jsou enzymy membránové, takže popis jejich enzymové aktivity musí brát 

v potaz jejich rozmístění ve dvojrozměrném prostoru biomembrán. Konečně v rámci poslední 

práce na toto téma jsem se podílel na identifikaci mechanismu dvojsubstrátové zvratné reakce 

katalyzované šikimátdehydrogenasou, rostlinným enzymem připraveným z kořene petržele.  

3.1. Kinetika dimerizace retrovirových proteinas a její ovlivnění strukturním motivem 

„fireman’s grip“.  

Moje první práce z této oblasti (P7) souvisí se studiem kinetiky a dimerizační rovnováhy 

retrovirových proteinas, avšak na rozdíl od P5 klasickými nízkotlakými metodami. Retrovirové 
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proteinasy jsou dimerní proteiny, přičemž právě dimerizace je nezbytná pro jejich enzymovou 

aktivitu [71]. Stanovení disociační konstanty dimeru bylo v minulosti prováděno mnoha 

výzkumnými skupinami s relativně nejednotnými výsledky závislými na použité metodice a 

konkrétních podmínkách experimentu. Kromě toho bylo také zjištěno, že enzymová aktivita 

retrovirových proteinas závisí na tom, jestli vedle kyseliny asparagové v aktivním místě 

enzymu se nachází aminokyselina threonin nebo serin, což jsou jediné dvě varianty v 

retrovirech nalezené. Tato aminokyselina tvoří spolu s leucinem předcházejícím aspartát 

aktivního místa a analogickými aminokyselinami druhého monomeru strukturní motiv zvaný 

„fireman’s grip“ (hasičský chvat – název je vychází z podobnosti se stoličkou ze čtyř rukou 

používanou k záchraně raněného), který propojuje oba monomery sítí vodíkových vazeb, čímž 

přispívá ke stabilizaci dimeru. Mutační studie provedené v obou směrech prokázaly, že varianty 

s threoninem jsou vždy aktivnější [72–75]. 

V naší práci jsme si proto kladli za cíl vysvětlit vliv této aminokyseliny na stabilitu 

dimeru retrovirových proteinas. Vyšli jsme tedy ze dvou přirozeně se vyskytujících (wild-type) 

proteinas z retrovirů HIV-1 a MAV (myeloblastosis-associated virus), z nichž první obsahuje 

ve zmíněném motivu threonin a druhý serin, a k oběma připravili metodami rekombinantní 

exprese a purifikace i opačné varianty. Kromě toho jsme ještě použili přirozenou variantu viru 

MPMV obsahující ve fireman’s gripu rovněž threonin. Pro všechny tyto enzymy jsme stanovili 

rovnovážnou konstantu disociace dimeru, stejně jako jednotlivé rychlostní konstanty procesů 

asociace a disociace, na základě měření rychlostí štěpení fluorescenčního substrátu daným 

enzymem. Měření probíhalo tak, že koncentrovaný zásobní roztok proteinasy byl 

zředěn pufrem vhodným pro průběh enzymové reakce a byl inkubován za teplotního optima 

daného enzymu. V určitých časech byly z tohoto roztoku odebírány vzorky, k nimž byl v kyvetě 

fluorimetru přidán fluorogenní peptidový substrát, který nesl na jednom konci fluorofor (donor) 

a na druhém zhášeč fluorescence (akceptor) poskytující Försterův rezonanční přenos energie 

(FRET). Aktivita enzymu byla tedy monitorována rychlostí růstu fluorescence donoru. 

Z naměřených dat byla vypočtena jak rovnovážná konstanta disociace dimeru, tak i rychlostní 

konstanty jeho disociace i asociace. Z naměřených hodnot bylo patrné, že všechny enzymové 

varianty obsahující threonin v motivu fireman’s gripu měly disociační konstantu v průměru o 

řád nižší než varianty obsahující serin, byly tedy termodynamicky stabilnější. Příčina tohoto 

jevu není zcela jednoznačně objasněna, ale lze ji anticipovat z okolnosti, že u termodynamicky 

stabilnějších T-variant je zjevně vyšší rychlostní konstanta asociace dimeru, zatímco rychlostní 

konstanty disociace se od S-variant příliš neliší. Je tedy pravděpodobné, že struktura fireman’s 
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gripu má význam pro počáteční stadium asociace monomerů a že methylové skupiny threoninu 

tuto strukturu stabilizují lépe než postranní řetězce serinu. 

Naše závěry tedy přispívají k poznání vztahu mezi strukturou a funkcí retrovirových 

proteinas. Navíc podporují hypotézu, že volba mezi serinem a threoninem je evolučně 

podmíněna a souvisí s regulací aktivity příslušné proteinasy ve virové částici, protože pro 

infektivitu viru je škodlivá aktivita jak příliš nízká, tak příliš vysoká [71,76].  

3.2. Mechanismus dvojsubstrátové zvratné reakce katalyzované 

šikimátdehydrogenasou z kořene petržele  

V mé dosud poslední práci z oblasti enzymové kinetiky (P8) jsme se s kolegy z katedry 

biochemie PřF UK zabývali mechanismem syntézy kyseliny šikimové enzymem 

šikimátdehydrogenasou. Ta je klíčovým enzymem šikimátové dráhy, která je významnou 

cestou syntézy aromatických biologicky aktivních sloučenin. Jelikož se však tato vyskytuje 

jenom u bakterií, hub, rostlin a parazitů podkmene výtrusovců, ale ne u živočichů, mohou 

inhibitory této dráhy být používány jako antimikrobiální či herbicidní látky [77,78]. Cílem této 

práce proto bylo popsat reakční mechanismus reakce katalyzované šikimátdehydrogenasou 

z petržele a identifikovat její přírodní inhibitory. 

Jedná se o dvojsubstrátovou reakci 

𝑁𝐴𝐷𝑃𝐻 (𝐴) + 𝐻+ + 𝐷𝐻𝑆 (𝐵) ⇄ 𝑆𝐴 (𝑃) + 𝑁𝐴𝐷𝑃+ (𝑄),                                                  (5)   

kde 𝑁𝐴𝐷𝑃+ je oxidovaná forma koenzymu nikotinamidadenindinukleotidfosfátu, 𝑁𝐴𝐷𝑃𝐻 

jeho forma redukovaná, 𝑆𝐴 je kyselina šikimová (šikimát) a 𝐷𝐻𝑆 její dehydrogenovaná forma 

(dehydrošikimát), písmena v závorkách jsou uvedena jako zjednodušující zkratky. Rovnováha 

reakce není výrazně posunuta ani jedním směrem, takže se tato chová jako reakce zvratná. 

Reakce tohoto typu může obecně probíhat mechanismy několika druhů. Typickým příkladem 

je mechanismus uspořádaný (sekvenční), kdy se na enzym naváže postupně nejdříve substrát 

A, po něm substrát B a pak teprve proběhne reakce. Jinou možností je mechanismus typu ping-

pong, kdy se nejdříve naváže substrát A, je přeměněn na produkt za současné modifikace 

enzymu, a na takto modifikovaný enzym se naváže substrát B, jenž je následně přeměněn na 

druhý produkt, čímž se enzym přemění zpět do výchozího stavu. Je však známa celá řada 

dalších mechanismů, které se u dvojsubstrátových reakcí mohou vyskytovat [79]. V případě 

zvratné reakce pak musíme obecně předpokládat různost průběhu reakce z jedné a druhé strany.  
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K identifikaci mechanismu lze využít stanovení typu inhibicí jednotlivými reakčními 

produkty, a to v obou směrech. To znamená, že např. k reakci, jíž se účastní substráty A a B, 

přidáme jako inhibitor produkt P a tento pokus opakujeme s postupně se měnícími 

koncentracemi obou substrátů i inhibitoru. Přídavek produktu obecně plní roli inhibitoru, je 

však třeba stanovit, zda se jedná o inhibici kompetitivní či nekompetitivní, případně 

akompetitivní. Pokud se jedná o inhibici kompetitivní, znamená to, že produkt se navazuje na 

stejnou chemickou entitu (molekulu enzymu nebo jeho komplex s druhým substrátem) jako 

sledovaný substrát, v opačném případě se váže jiným způsobem. S využitím stanovení 

mechanismu inhibicí pro všechny kombinace substrátů a inhibitorů jsme poté schopni získat 

cenné informace o reakčním mechanismu. 

V případě našeho enzymu šikimátdehydrogenasy jsme získali výsledky shrnuté 

v tabulce 1. 

Inhibitor Q (NADP) P (SA) A (NADPH) B (DHS) 

Substrát s 
proměnnou 
koncentrací  

NADPH DHS NADPH DHS NADP SA NADP SA 

Typ inhibice C NC C NC C NC NC C 

 

Toto schéma není typické pro žádný popsaný mechanismus, především proto, že vůči 

nukleotidovému substrátu NADPH (A) působí jako kompetitivní inhibitory oba produkty P 

(šikimát) a Q (NADP), což znamená, že se na volný enzym mohou navázat oba tyto produkty, 

čímž dojde k zamezení vazby substrátu A. Pokud naopak považujeme za substráty látky P a Q, 

pak proti Q působí jako kompetitivní inhibitor látka A a proti P látka B. Naopak A není 

kompetitivním inhibitorem proti P, z čehož plyne, že sice P se může navázat na volný enzym, 

ale tato vazba je tzv. mrtvým koncem (dead end) reakčního mechanismu, tedy stavem, který 

nevede k reakci a pro další aktivitu enzymové molekuly musí dojít k jeho zpětnému rozpadu. 

Proti substrátu B působí všechny produkty pouze jako nekompetitivní inhibitory, což je obvyklé 

i pro uspořádaný mechanismus. Na druhou stranu však proti látce P v roli substrátu působí jako 

kompetitivní inhibitor látka B, což znamená, že se tato může navázat i na komplex EQ. Takto 

může vzniknout komplex EQB, který je ale nutně zase mrtvým koncem mechanismu. 

S využitím poznatku o významné inhibici substrátem B z mechanismu dále vyplývá, že substrát 

B se může vázat i na volný enzym, čímž však brání v navázání kosubstrátu A, ale nikoli 

Tabulka 1. Typy inhibice pro reakce jednotlivých substrátů inhibované jednotlivými 
produkty. C – kompetitivní inhibice, NC – nekompetitivní inhibice. 
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produktu Q, což vede k vytvoření mrtvého konce EQB opačným pořadím navazování. I 

komplex EB lze tedy rovněž považovat za mrtvý konec.  

Z uvedených argumentů vyplývá reakční mechanismus uvedený na obr. 13. Jde o uspořádaný 

mechanismus v obou směrech, avšak s tím že v obou směrech mohou vznikat i komplexy 

enzymu a substrátů, z nichž reakce nemůže produktivně pokračovat, takže musí dojít k jejich 

zpětnému rozpadu. Tyto jsou celkem tři a tvoří mrtvé konce reakčního mechanismu.  

V rámci práce byla dále měřena inhibice šikimátdehydrogenasy aromatickými látkami, 

které se mohou vyskytovat v rostlinné tkáni a sloužit jako regulátory její aktivity. Bylo zjištěno, 

že inhibiční efekt obecně roste s počtem hydroxylových skupin na těchto molekulách 

přítomných. Ze skupiny měřených látek byly nejlepšími inhibitory kyselina tříslová, kyselina 

kávová a kyselina chlorogenová. 

Naše práce tedy přispívá k poznání mechanismu reakce katalyzované enzymem, který 

může být potenciálním cílem fungicidních a antimikrobiálních přípravků, uvedené výsledky 

proto mohou mít i nemalý technologický potenciál.   

3.3. Návrh a příprava fluorescenčních substrátů pro měření enzymové kinetiky 

rhomboidových proteinas 

Rhomboidové proteinasy (z angl. rhomboid proteinases), zkráceně též rhomboidy, jsou 

početnou skupinou serinových transmembránových proteinas vyskytujících se u téměř všech 

organismů. Od většiny ostatních proteolytických enzymů se liší tím, že jejich aktivní místo je 

lokalizováno v transmembránové doméně, nachází se tedy uvnitř biomembrány, na níž je 

enzym ukotven. Rhomboidy hrají roli především v různých signálních drahách, proto jsou často 

využívány jako cíle terapeutického zásahu [80–82]. Jelikož byly objeveny až v roce 2001, 

poznatky o nich nejsou dosud tak rozsáhlé jako v případě jiných skupin enzymů. Jejich 

výzkumem se zabývá mj. skupina Dr. Kvida Stříšovského na ÚOCHB AVČR, kde vznikla také 

práce P9, na níž jsem měl možnost se podílet. 

Obr. 13. Reakční mechanismus oxidace kyseliny šikimové šikimátdehydrogenasou. Převzato a upraveno z P8. 
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Na rozdíl od jiných proteinas nebyly dosud pro výzkum rhomboidů navrženy vhodné 

nízkomolekulární peptidové substráty poskytující odezvu měřitelnou jednoduchými 

spektrálními metodami, tj. spektrofotometricky nebo fluorimetricky. Návrh takových substrátů 

byl proveden v rámci tohoto projektu na základě transmembránové sekvence běžně 

používaného substrátu LacYTM2. Z něj byla převzata sekvence 36 aminokyselin, přičemž 

štěpicí místo bylo za 11. aminokyselinou od N-konce peptidu. Na tento peptid byly potom 

umístěny zbytky molekul poskytujících Försterův rezonanční přenos energie (FRET), a to tak, 

že do pozice P5 (tj. 5. aminokyselina od štěpicího místa směrem k N-konci) byl umístěn 

fluorescenční donor EDANS (5-((2-aminoethyl)amino)naftalene-1-sulfonová kyselina) a do 

pozice P4’ (4. směrem k C-konci) zhášeč fluorescence DABCYL 

(4-((4-(dimethylamino)fenyl)azo)benzoová kyselina). Byly změřeny kinetické parametry 

štěpení tohoto substrátu vybranými rhomboidy. Tato měření prokázala, že aktivita všech 

použitých enzymů byla dostatečná na to, aby navržený substrát byl vhodný pro kinetická měření 

enzymové aktivity rhomboidů. Vzhledem k tomu, že předpokládaná další kinetická měření 

mohou obsahovat i další látky, např. inhibitory, které by případně mohly interferovat se 

spektrální odezvou použitého fluoroforu (EDANS), byla zkonstruována též varianta substrátu 

se spektrem posunutým k vyšším vlnovým délkám. V této variantě byl použit fluorofor 

TAMRA (tetramethylrhodamin) a zhášeč QXL610. Zatímco pro EDANS leží excitační vlnová 

délka v UV oblasti spektra (335 nm) a emisní je a 495 nm, odpovídající hodnoty pro TAMRA 

jsou 553 nm, resp. 583 nm, což vylučuje rušení absorpcí např. isokumarinem, používaným jako 

inhibitor. I tento substrát byl kineticky charakterizován a vykazoval dobré vlastnosti pro další 

výzkumné použití. 

Na základě mutačních studií štěpicího místa byl dále připraven substrát obdobný 

předchozí variantě, tedy také s fluorescenčními značkami TAMRA-QXL610, u něhož však byla 

změněna sekvence aminokyselin v místech P5-P1 z původní sekvence HISKS na RVRHA. 

Vůči tomuto novému substrátu byly testované rhomboidy více než 50-krát aktivnější a tedy i 

vhodnější pro kinetická měření.  

V rámci této práce byla studována i závislost reakční rychlosti na koncentraci amfifilní 

látky tvořící membránové částice (lipozomy), na nichž reakce probíhají (zde DDM, n-dodecyl-

-D-maltopyranosid). Bylo totiž pozorováno, že s rostoucí koncentrací této látky v oblasti nad 

kritickou micelární koncentrací (CMC) enzymová aktivita klesá. Toto se ukázalo být 

důsledkem rozdělení molekul enzymu a substrátu na různé lipozomy, k čemuž může dojít 

zejména v případě nízkých koncentrací obou látek. Tyto látky jsou navíc připraveny 
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v zásobních roztocích rovněž na lipozomech, proto po jejich smíchání v reakční směsi musí 

nejdříve dojít k přechodu jejich molekul mezi lipozomy, aby byly molekuly enzymu i substrátu 

přítomny na společných lipozomech. Pokud je koncentrace lipozomů větší než koncentrace 

enzymu i substrátu, je počet lipozomů obsazených oběma partnery dán vztahem 

𝑛𝐸𝑆𝑀 =
𝑛𝐸 ∙ 𝑛𝑆

𝑛𝐿
,                                                                                                                         (6)  

kde 𝑛𝐸 , 𝑛𝑆 a 𝑛𝐿 jsou po řadě počty molekul enzymu, molekul substrátu a lipozomů 

v reakční směsi. Odtud plyne, že rychlost reakce by měla být nepřímo úměrná koncentraci 

lipozomů, tedy i koncentraci detergentu DDM v reakční směsi, tj. 𝑣~[𝐷𝐷𝑀]−1. Toto bylo 

skutečně pozorováno v oblasti vyšších koncentrací DDM (kolem 100 mM), zatímco se 

snižováním koncentrace se snižuje i absolutní hodnota exponentu závislosti – za koncentrace 

v řádu jednotek mM platilo 𝑣~[𝐷𝐷𝑀]−0,4. V této oblasti totiž už přestává platit předpoklad o 

nadbytku lipozomů nad biomolekulami, což vede ke zmírnění uvažované závislosti.  

Uvedená zjištění vedou k následujícím doporučením pro měření enzymové kinetiky 

rhomboidů a membránových proteinas obecně. Zaprvé je nezbytné, aby pro srovnatelnost 

výsledků různých experimentů bylo vždy pracováno za konstantní koncentrace detergentu 

vytvářejícího lipozomy. Zadruhé, nejvhodnější substráty pro kinetická měření jsou takové, 

které lze skladovat v zásobních roztocích bez detergentů nebo s jejich velmi nízkým obsahem 

– tím se zmírní neurčitost zanesená do systému redistribucí molekul mezi lipozomy. Právě 

z tohoto druhého důvodu jsou velmi vhodné krátké peptidové substráty připravené v rámci této 

práce, neboť tyto lze skladovat v bezvodém dimethylsulfoxidu bez přítomnosti jakýchkoli 

amfifilních látek. To ještě zvyšuje jejich užitečnost pro výzkum rhomboidových proteinas.  

3.4. Enzymologická charakterizace rekombinantní lidské a myší serinové racemasy    

Serinová racemasa (SR) je enzym katalyzující přeměnu aminokyseliny L-serinu na D-

serin [83,84]. Vzhledem k identické termodynamické stabilitě obou izomerů v achirálním 

prostředí může reakce snadno běžet oběma směry. Zajímavý je však především směr od L-

serinu k D-serinu, protože představuje biosyntézu této neproteinogenní D-aminokyseliny, která 

hraje roli v řadě fyziologicky významných procesů. Kromě katalýzy racemizace optických 

izomerů serinu katalyzuje SR také -eliminaci každého z nich za vzniku opticky neaktivního 

pyruvátu [85,86]. Vzhledem k tomu, že D-serin je významným neurotransmiterem [87,88], je 

SR dlouhodobě zkoumána jako potenciální terapeutický cíl v léčbě nemocí jako mozková 

mrtvice nebo Alzheimerova choroba. 
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V práci P10, která vznikala ve skupině prof. Jana Konvalinky na ÚOCHB AVČR, bylo 

naším cílem srovnání kinetických vlastností lidské SR (hSR) a jejího myšího ortologu (mSR), 

který s ní vykazuje 89 %-ní sekvenční shodu. Kromě toho byl cílem rovněž vývoj postupu 

exprese a purifikace rekombinantní hSR exprimované v kultuře bakterie Escherichia coli (E. 

coli).  

Exprese proteinu byla prováděna z genu optimalizovaného podle četnosti využití 

kodonů (codon usage) v daném organismu. Optimalizace byla provedena pomocí webového 

nástroje GeMS (http://software.kosan.com/GeMS) [89]. Takto upravený gen nebyl v době 

provádění studie k dispozici, proto byl syntetizován složením ze synteticky připravených 

oligonukleotidů metodou polymerázového cyklického skládání (polymerase cycling assembly 

- PCA) [90,91] založeného na použití metody PCR. Nejdříve byly zakázkově syntetizovány 

oligonukleotidy o co největších délkách (limitujícím faktorem jsou možnosti chemické 

syntézy), které se překrývají střídavě svými 5’ a 3’ konci. Tato směs byla potom smíchána 

s ostatními komponentami běžně používanými v PCR (reakční pufr, směs 

deoxynukleosidtrifosfátů, termostabilní DNA polymeráza), přičemž použité oligonukleotidy 

plnily zároveň funkci templátu i primerů. V průběhu teplotních cyklů obdobných PCR dochází 

k postupnému propojení oligonukleotidů a vzniku celé požadované sekvence. Jelikož však je 

tento produkt výrazně kontaminován nekompletními fragmenty cílové sekvence, provede se 

nakonec její amplifikace klasickou PCR tak, že se malá část výsledné reakční směsi z PCA 

použije jako templát, který je následně amplifikován koncovými primery. Jelikož sekvence 

genu hSR má délku 1020 párů bází (bp), byla rozdělena na dvě části zvané syntony po cca 500 

bp, protože pro delší úseky je metoda PCA málo účinná. Tyto syntony pak byly spojeny 

klasickými metodami genového inženýrství s využitím štěpení restrikčními endonukleasami a 

spojení pomocí DNA ligasy. (V době této práce byla syntéza genů poměrně inovativním a u 

nás zřídka používaným postupem, v dnešní době se však její provádění vlastními silami už 

nevyplatí z důvodů snadné komerční dostupnosti.) Syntetizovaný gen byl poté vložen do 

plasmidu pUC19 a následně do expresního plasmidu pMPM-A4-2 s arabinosou 

indukovatelným promotorem araBAD. Samotná exprese a purifikace byla prováděna 

metodami převzatými z literatury. 

Následně byly stanoveny kinetické konstanty 𝐾𝑚 a 𝑘𝑐𝑎𝑡, definované v modelu 

jednosubstrátové enzymové kinetiky dle Michaelise a Mentenové, pro nově připravený enzym 

a jejich hodnoty byly porovnány s myším ortologem SR (mSR), připraveným již dříve. Byly 

sledovány čtyři reakce, a to racemizace v obou směrech a -eliminace obou optických izomerů 

http://software.kosan.com/GeMS
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serinu. Oba enzymy se shodovaly prakticky ve všech kinetických parametrech, jedinou 

výjimkou byla -eliminace D-serinu, u níž byla myší varianta více než třikrát aktivnější. 

Vysvětlení tohoto rozdílu na strukturní bázi však nebylo možno provést, jelikož v té době 

nebyla známa krystalová struktura ani jednoho z enzymů. Vedle konstant 𝐾𝑚 a 𝑘𝑐𝑎𝑡 byly pro 

oba enzymy stanoveny také konstanty inhibice 𝐾𝑖 pro racemizaci L-serinu třemi kompetitivními 

inhibitory, malonátem, L-erythro-3-hydroxyaspartátem a glycinem. Bylo zjištěno, že všechny 

inhibitory inhibují oba enzymy a že jejich inhibiční konstanty jsou pro oba enzymy řádově 

srovnatelné. Pro hSR však jejich hodnoty byly vždy 2-4-krát nižší než pro mSR, vysvětlení 

tohoto rozdílu na strukturní úrovni však rovněž nebylo možné. 

V rámci této studie tedy byla nalezena optimalizovaná metoda přípravy hSR s kodonově 

optimalizovaného synteticky připraveného genu a byly porovnány kinetické vlastnosti tohoto 

enzymu s jeho myším ortologem mSR. Kinetické i inhibiční vlastnosti obou enzymů byly 

vzájemně velmi blízké, což ospravedlnilo používání mSR jako modelu hSR a jeho použití ve 

vyhledávání (screeningu) inhibitorů.        

3.5. Další plány a perspektivy 

 Oblast enzymové kinetiky a chemické kinetiky obecně propojuje řadu témat v této práci 

uvedených. Proto je pravděpodobné, že se jí přímo či nepřímo budu věnovat i nadále. Některé 

z připravovaných nebo čerstvě zahájených projektů, jak už bylo zmíněno, se věnují výzkumu 

vlastností proteinů v makromolekulárně zahuštěném prostředí (macromolecular crowding). 

Této oblasti se chceme věnovat jak metodami vysokotlakými, tak také konvenčními metodami 

výzkumu proteinů. Rovněž předpokládáme, že v některých experimentech nám bude velmi ku 

prospěchu nově budovaná aparatura pro manipulaci mikroskopickými objekty metodou 

optických pastí, kterou plánujeme využít k řadě experimentů s proteinovými i neproteinovými 

makromolekulami. Jelikož však jsou tyto experimenty stále ve fázi příprav, podrobněji je zde 

nerozvádím.  

 

4. Výpočty elektronového rozptylu na molekulách metodami kvantové 

chemie 

Publikované práce 
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Rozptyl elektronů na molekulách a površích pevných látek a krystalech je jednou 

z metod studia struktury molekul. Třebaže není využívaný tak často jako rentgenová difrakce 

nebo NMR, patří mezi metody vhodné zejména pro studium struktury molekul absorbovaných 

na površích pevných látek [95], v současnosti však nabývá na významu i jako metoda studia 

struktury krystalů [96,97]. Elektronový rozptyl může být buď elastický, kdy rozptýlený elektron 

opouští místo srážky s molekulou se stejnou energií, s níž přišel, a neelastický, kdy je jeho 

konečná energie nižší než před srážkou. Neelastický rozptyl tedy může být využíván jako 

spektroskopická metoda komplementární ke spektroskopii optické, jelikož přechody mezi 

jednotlivými stavy se řídí odlišnými výběrovými pravidly. Tato metodika je známa pod 

zkratkou EELS (electron energy-loss spectroscopy) [98].   

4.1. Výpočty účinných průřezů elastického rozptylu elektronů na molekulách v bázi 

rovinných vln  

V našich pracích P11 a P12 jsme se ve skupině prof. Petra Čárského na ÚFCH JH 

AVČR zabývali vývojem kvantověchemické metody pro výpočet účinných průřezů elastického 

elektronového rozptylu, tj. pravděpodobností rozptylu elektronu do různých směrů v závislosti 

na energii rozptylovaného elektronu. Výpočet byl založen na řešení Lipmannovy-

Schwingerovy rovnice v bázi rovinných vln, které jsou vhodné pro popis stavu nevázaného 

elektronu. Báze těchto rovinných vln byla rozmístěna v diskrétních bodech impulsového 

prostoru, přičemž jejich angulární pozice byly dány směrovými vektory vrcholů a dalších 

významných bodů pravidelných mnohostěnů ikosaedrické symetrie (pravidelný dodekaedr a 

ikosaedr). Distribuce v radiální dimenzi byla dána transformovanými body Gaussových 

integračních kvadratur. Metoda dostala název discrete momentum representation (DMR) (v 

analogii s běžně používanou metodou discrete variable representation - DVR).  



42 
 

Jelikož jsme se zabývali rozptylem na molekulách v plynné fázi, bylo kromě samotného 

řešení rovnice ještě třeba provést zprůměrování hodnot účinného průřezu přes všechny 

prostorové orientace cílové molekuly. Protože řešením dostaneme hodnoty účinného průřezu 

pro přechod elektronu z jakéhokoli výchozího směru do jakéhokoli směru finálního, byla 

vytvořena fitovací procedura, pomocí níž byl účinný průřez proložen hladkou funkcí a tato byla 

následně zintegrována.  

Protože podle Pauliho principu jsou vlnové funkce víceelektronového systému 

antisymetrické vzhledem k záměně elektronů, musí toto pravidlo platit i v systému, kde dochází 

k rozptylu, a to nejen pro elektrony cílové molekuly, ale pro všechny elektrony včetně elektronu 

rozptylovaného. Tato podmínka činí řešení úlohy komplikovaným, proto byl v našich 

výpočtech použit jenom nejjednodušší přístup zvaný statická výměnná aproximace (static 

exchange approximation), která vychází z modelu nezávislých elektronů, a je tedy obdobou 

Hartreeho-Fockovy metody pro nevázané stavy. 

V první práci P11 byl počítán elastický rozptyl na empirickém Yukawově potenciálu a 

na nepolárních molekulách vodíku a methanu. Tato práce potvrdila dobrou shodu s analytickým 

řešením pro Yukawův potenciál a s experimentálními hodnotami účinných průřezů pro obě 

molekuly a tedy i její dobrou aplikovatelnost na další systémy.  

Na tuto práci potom navazoval analogický výpočet na molekule vody (P12). Principiální 

rozdíl mezi touto molekulou a molekulami předchozími spočívá v jejím nenulovém dipólovém 

momentu, který působí singularitu ve výpočtu elementů matice interakčního potenciálu pro 

rozptyl v dopředném směru (elektron odchází ve stejném směru, v jakém přišel). Bylo však 

prokázáno, že vzhledem k povaze této singularity a rozmístění mřížkových bodů v impulsovém 

prostoru stačí nahradit integrál dopředného rozptylu nulou a dále výpočet probíhá analogicky 

případu nepolární molekuly. Výpočet pak prokázal dobrou shodu mezi vypočtenými a 

experimentálními hodnotami účinných průřezů. 

4.2. Výpočty parametrů rezonančního elektronového stavu na molekule F2 s využitím 

komplexních absorbujících potenciálů 

V další práci (P13) jsem se věnoval výpočtům rezonančního elektronového rozptylu na 

molekule F2. Tento výzkum probíhal ve spolupráci s Dr. Hans-Dieterem Meyerem ze skupiny 

Prof. Lorenze S. Cederbauma z Univerzity v Heidelbergu. Rezonancemi nazýváme 

kvazivázané stavy, v nichž je dopadající elektron zachycen na dobu řádově delší, než je délka 

kolize elektronu s molekulou v běžném nerezonančním rozptylu. Tím vzniká útvar podobný 
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aniontu dané molekuly, který ovšem není v čase stabilní a následně se rozpadá uvolněním 

elektronu. Proto pro každý rezonanční stav můžeme definovat střední dobu života, jejíž určení 

je cílem prováděného výpočtu společně s určením energie, za níž ke vzniku rezonančního stavu 

dochází. Je zjevné, že účinný průřez je pro rezonanční stav výrazně větší než pro rozptyl 

nerezonanční. Výpočet energie a střední doby života je možné převést na problém nalezení 

vlastních hodnot a vlastních funkcí Hamiltoniánu systému, jako je tomu v případě stacionárních 

stavů. Vzhledem k tomu, že však rezonanční stav není stacionární, v čase zaniká, nemá vlnová 

funkce tohoto stavu v nekonečnu nulovou limitu, naopak exponenciálně roste k nekonečnu. 

Energie tohoto stavu je potom třeba vyjádřit jako komplexní číslo, jehož imaginární část udává 

právě střední dobu života rezonance. 

Pokud chceme k praktickému výpočtu využít běžných metod kvantové chemie 

sloužících k výpočtu vázaných stavů, musíme vlnovou funkci zbavit její divergující části. To 

lze provést různými metodami, z nichž nejvýznamnějšími jsou metoda Feshbachovy projekce 

[99,100], stabilizační metoda [101] nebo metoda komplexního škálování [102–104]. Jinou 

možností, která byla použita v naší práci, je aplikace komplexních absorbujících potenciálů 

(complex absorbing potential – CAP) [105]. Jde o potenciálové funkce působící na 

rozptylovaný elektron, které přičteme k základnímu potenciálu pocházejícímu od samotné 

cílové molekuly. V blízké oblasti kolem molekuly jsou tyto funkce nulové, neovlivňují tedy 

strukturu samotného rezonančního stavu, od jisté vzdálenosti pak plynule rostou k nekonečnu. 

Tyto funkce jsou však vynásobeny imaginární jednotkou, mají tedy ryze imaginární hodnotu, 

což umožňuje postupnou „absorpci“, tj. zánik divergující části vlnové funkce, která potom 

limituje k nule jako u stavu vázaného. Pokud by potenciál byl reálný, způsoboval by odrazy 

vlnové funkce, a tedy vznik stojaté vlny, která by potom ovlivňovala skutečnou vlnovou funkci 

samotného rezonančního stavu. Komplexní absorbující potenciály jsou však empiricky 

volenými funkcemi a není jednoduché najít jejich vhodný tvar. Proto je nutné k němu dospět 

iterativně, tedy tak, že provádíme sérii výpočtů komplexní energie rezonančního stavu 

s postupně se měnícím CAPem a hledáme takovou jeho velikost, kolem níž se hodnota energie 

stabilizuje. Pokud je totiž CAP příliš malý v oblasti pokryté bázovými funkcemi použitými 

k výpočtu, nemá na výpočet dostatečný vliv, pokud je naopak příliš silný, ovlivňuje výpočet až 

příliš a mění tedy vlnovou funkci v oblasti existence rezonančního stavu.       

V naší studii jsme s využitím CAP počítali metodou multireferenční konfigurační 

energie (MRCI) – tato metoda jako celek byla označena CAP/CI – komplexní energie aniontu 

𝐹2
− v základním stavu (𝑋 Σ𝑢

+) pro řadu mezijaderných vzdáleností v oblasti, kde se energie 
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tohoto iontu nachází nad energií základního stavu neutrální molekuly. V této oblasti se totiž 

molekulový aniont stává rezonančním stavem, poněvadž může emisí jednoho elektronu přejít 

do energeticky nižšího stavu neutrální molekuly. V oblasti, kde je energie aniontu nižší než 

energie neutrální molekuly, je aniont stabilním vázaným stavem, neboť neexistuje stav 

neutrální molekuly, do něhož by emisí elektronu mohl přejít. Vypočítané hodnoty šířky 

rezonance jako funkce mezijaderné vzdálenosti byly extrapolovány k nule, čímž byl nalezen 

bod křížení křivek potenciální energie základních stavů aniontu a neutrální molekuly. To 

umožnilo správné vertikální nastavení obou křivek, které bylo možno zkontrolovat porovnáním 

se známou experimentálně zjištěnou hodnotou elektronové afinity atomu fluoru. Toto srovnání 

poskytlo velmi dobrou shodu, která prokázala správnost použitého přístupu. 

Podařilo se tedy prokázat použitelnost metody CAP/CI a konceptu komplexních 

absorbujících potenciálů obecně pro výpočty rezonančních stavů molekulových aniontů. 

Kromě toho byly získány hodnoty energií a šířek rezonančního stavu 𝑋 Σ𝑢
+ aniontu 𝐹2

− pro řadu 

mezijaderných vzdáleností. Tato data jsou potřebná pro následný výpočet kvantové dynamiky 

rezonančního stavu, a tedy i simulace procesu disociativního elektronového záchytu nebo 

výpočty spekter vibračně excitovaného elektronového rozptylu na molekule 𝐹2. 

 

5. Aplikace metody polymerázové řetězové reakce (PCR) a jejich 

teoretický popis 

Publikované práce 

P14 M. Ingr, J. Dostál, T. Majerová, Enzymological description of multitemplate PCR-

Shrinking amplification bias by optimizing the polymerase-template ratio, J. Theor. 

Biol. 382 (2015) 178–186. [106] 

P15 M. Ingr, J. Konvalinka, Theoretical description of the direct exponential 

amplification and sequencing (DEXAS) method, Biol. Chem. 381 (2000) 439–445. 

[107] 

P16 H. Marušincová, L. Husárová, J. Růžička, M. Ingr, V. Navrátil, L. Buňková, M. 

Koutny, Polyvinyl alcohol biodegradation under denitrifying conditions, 

International Biodeterior. Biodegrad. 84 (2013) 21–28. [108] 
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P17 V. Kotrbová, D. Aimová, M. Ingr, L. Borek-Dohalská, V. Martínek, M. Stiborová, 

Preparation of a biologically active apo-cytochrome b5 via heterologous expression 

in Escherichia coli, Protein Expr. Purif. 66 (2009) 203–209. [109] 

 

Polymerasová řetězová reakce (PCR) byla objevena v roce 1983 Kary Mullisem jako 

metoda mnohonásobné amplifikace vybraného úseku molekuly DNA. Její mimořádný vědecký 

přínos nejen že vynesl jejímu objeviteli Nobelovu cenu, ale vedl k rozšíření metody do mnoha 

příbuzných vědních oborů od samotného základního výzkumu v oblasti molekulární biologie, 

genetiky a biochemie přes metody klinické diagnostiky až po forenzní analýzy typu určování 

otcovství či pachatelů trestných činů [110]. Třebaže princip metody je velmi jednoduchý, 

vyvinula se pestrá škála jejích různých variant používaných k účelům preparativním i ke 

kvalitativní a kvantitativní analýze. Typické provedení metody PCR obsahuje v reakční směsi 

pufr umožňující aktivitu DNA polymerasy, templátovou DNA, směs čtyř 

deoxynukleosidtrifosfátů (dNTP) dva primery vymezující konce amplifikovaného úseku a 

termostabilní DNA polymerasu. Reakce probíhá ve třech cyklicky se opakujících krocích, 

z nichž první probíhá za vysoké teploty (94-98 C) a dochází při něm k disociaci (nazývané též 

„tání“) řetězců tvořících dvojšroubovicovou molekulu DNA, druhý za teploty v rozmezí cca 

50-68 C, při němž dochází k nasedání (anealingu) primerů na komplementární sekvence 

templátu, a třetí za teplotního optima funkce zvolené DNA polymerasy (typicky 72 C), při 

němž dochází k samotné polymerizaci nových vláken DNA enzymovou replikací vláken 

templátu přítomného ve směsi. 

5.1. Enzymologický popis multitemplátové PCR 

V klasickém provedení PCR je amplifikován jeden úsek DNA pomocí dvou primerů za 

vzniku jednoho PCR produktu. Existují však metody, kdy je v jedné reakční směsi 

amplifikováno více PCR produktů. Tyto mohou vznikat přepisem několika templátů pomocí 

stejné dvojice primerů – tato metoda se nazývá multitemplátová PCR, nebo pomocí více dvojic 

templátů – potom jde o multiplexovou DNA [111]. Tyto metody slouží k detekci a kvantifikaci 

více sekvencí DNA ve směsi, a to včetně sekvencí málo zastoupených. Cílem naší práce bylo 

teoreticky popsat průběh souběžné amplifikace více templátů s ohledem na příčiny jevů 

narušujících správnost stanovení. Aby totiž bylo kvantitativní srovnání všech těchto sekvencí 

relevantní, je nutné udržet po celou dobu reakce konstantní poměr všech stanovovaných 

templátů. To však může být narušováno několika jevy, zejména náhodností amplifikace 
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v případě velmi nízkých koncentrací minoritního templátu. Daná molekula templátu totiž 

v jednom konkrétním cyklu buď přepsána je, nebo není, což u koncentrovaných templátů vede 

jen ke konstantnímu snížení celkové účinnosti, ale např. v případě jediné templátové molekuly 

může dojít ke ztrátě celého jednoho cyklu a tedy zdánlivému poklesu jeho koncentrace na 

polovinu. Další problém může nastat v situaci, kdy již koncentrace PCR produktu, který se 

stává templátem dalších cyklů, dosáhne stejné nebo vyšší hodnoty než koncentrace DNA 

polymerasy. Potom už amplifikace probíhá nikoli exponenciálně, ale pouze lineárně, což 

znamená, že produktu přibývá velmi pomalu. Protože však DNA polymeráza je sdílena všemi 

templáty, dostanou se do tohoto stavu všechny v okamžiku, kdy do něj dospěje templát 

majoritní. Pokud tedy chceme stanovit templát minoritně zastoupený, musíme ho dokázat 

detekovat ještě v oblasti, kdy amplifikace všech templátů probíhala exponenciálně.        

V rámci naší práce P14 jsme odvodili teoretický model amplifikace v multitemplátové 

PCR s platností také pro PCR multiplexovou. Popis je založen na modelu enzymové kinetiky 

jednosubstrátové reakce dle Michaelise a Mentenové, kde substrátem je komplex enzym 

primer, či přesněji replikované vlákno DNA [112,113]. Významným vstupním parametrem je 

procesivita enzymu vyjádřená formou rovnovážné konstanty mezi enzymem asociovaným se 

substrátem a enzymem volným. Na základě této teorie byl proveden nejen deterministický 

výpočet amplifikačních křivek, ale i simulace amplifikace jako náhodného procesu na 

jednotlivých molekulách. S jeho pomocí bylo stanoveno, jak procesivita enzymu ovlivňuje 

možnost přesné detekce minoritních templátů a v jakém nejmenším poměru k templátu 

majoritnímu lze při dané procesivitě enzymu minoritní templát detekovat. Výsledky byly 

následně diskutovány v kontextu různých aplikací klasické i kvantitativní [114,115] PCR.   

5.2. Metoda přímé exponenciální amplifikace a sekvenování (Direct Exponential 

Amplification and sequencing - DEXAS) 

Metoda DEXAS byla navržena koncem 90. let 20. století Kilgerem a Pääbem [116] jako 

vylepšení klasické Sangerovy metody sekvenace DNA [117]. Její podstata spočívá 

v oboustranné amplifikaci sekvenovaného úseku DNA metodou PCR se simultánní produkcí 

sekvenačních fragmentů. V reakční směsi tedy musí být přítomny dva primery, z nichž každý 

je značen odlišnou fluorescenční značkou. Reakční směs dále obsahuje složky obvyklé pro 

sekvenaci DNA, tj. vhodný reakční pufr, analyzovaný vzorek DNA, termostabilní DNA 

polymerasu, směs čtyř deoxinukleosidtrifosfátů (dNTP) a jeden zvolený 

dideoxinukleosidtrifosfát (ddNTP). Reakce je provedena paralelně čtyřikrát, vždy s jedním 

konkrétním ddNTP (tj. ddATP, ddCTP, ddGTP, nebo ddTTP). Výhodou metody oproti 
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klasickému provedení je jednak amplifikace templátu a jednak možnost souběžné analýzy 

sekvence z obou stran daného úseku DNA.  

Cílem naší práce (P15) bylo vytvoření teoretického popisu metody DEXAS, který by 

umožňoval snadné nalezení některých parametrů klíčových pro optimální průběh reakce. Pro 

nalezení optimálního průběhu je však třeba znát také poměr afinit zvolené DNA polymerasy 

k oběma typům nukleotidů. Účinnost produkce fragmentů DNA pro následnou 

elektroforetickou analýzu totiž závisí nejen na tomto parametru, ale také na počtu 

amplifikačních cyklů, a především na poměru dNTP a terminátorů reakce ddNTP v reakční 

směsi. Proto byl odvozen teoretický model, který při znalosti poměru afinit enzymu 

k nukleotidům a počtu cyklů umožňuje určit optimální poměr dNTP a ddNTP. Výpočet byl dále 

rozšířen i na pokročilejší variantu metody DEXAS, v níž mohou být použity dva různé enzymy 

lišící se v afinitě k ddNTP tak, že jeden tyto terminátory reakce začleňuje do DNA velmi 

ochotně, zatímco druhý téměř vůbec. Z popisu vyplývá, že použití takových enzymů poskytuje 

větší variabilitu v přípravě reakční směsi, takže je snazší zvolit takový poměr dNTP a ddNTP, 

aby bylo dosaženo optimálních reakčních podmínek. Vedle toho byl posouzen také vliv 

účinnosti enzymové amplifikace, a tedy všech výše diskutovaných parametrů, na rovnoměrnost 

množství fragmentů jednotlivých délek, která je dalším omezujícím předpokladem pro volbu 

parametrů reakce. Následně byl vyhodnocen také vliv chybové frekvence dané DNA 

polymerasy na možné znečištění signálu fragmenty vzniklými v důsledku vnesených mutací. 

Tento vliv však byl shledán relativně málo významným. Nakonec byl navržen algoritmický 

postup, jak správně určit parametry PCR amplifikace v metodě DEXAS, tj. zejména poměr 

dNTP a ddNTP, poměr použitých DNA polymeras a počet cyklů reakce, aby bylo dosaženo 

optimálního výtěžku sekvenačních fragmentů. 

V následujících letech však došlo k velmi bouřlivému rozvoji sekvenačních metod a 

zejména k rozšíření kapilárních sekvenátorů využívajících čtyřbarevnou fluorescenční detekci 

fragmentů značených nikoli na primerech, ale reakčních terminátorech [118]. Kromě toho došlo 

k prudkému rozvoji sekvenačních metod „nové generace“ (Next-Generation sequencing, NGS) 

[119,120] vhodných pro rozsáhlé sekvenace celých genomů a metagenomů. Všechny tyto 

metoda zefektivnily sekvenování do té míry, že výhody přinášené metodou DEXAS se staly 

nevýznamnými. Proto se tato metoda dále nerozvíjela a nedošlo ani k širšímu využití výsledků 

této práce. Přesto byl DEXAS ve své době zajímavou myšlenkou a teoretické zpracování jeho 

popisu se jevilo jako smysluplný příspěvek k rozvoji sekvenačních metod. 
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5.3. Degradace polyvinylalkoholu za denitrifikujících podmínek 

Polyvinylalkohol (PVA) je ve vodě rozpustný polymer s širokým využitím ve výrobcích 

běžné denní potřeby, v nichž je využíván jako zahušťovadlo, emulgátor, látka tvořící filmy či 

adhezivum [121]. Vzhledem k jeho roční produkci přesahující 1 Mt dochází k úniku nemalého 

množství tohoto polymeru do životního prostředí, zejména v odpadních vodách. Naopak 

příznivou skutečností je, že PVA je biodegradabilní prostřednictvím některých druhů bakterií a 

hub [122]. Biodegradační procesy jsou vždy založeny na enzymatické oxidaci PVA, v níž je 

zpravidla konečným příjemcem elektronů molekula kyslíku. Tyto procesy tedy probíhají 

v aerobním prostředí, proto umožňují degradaci PVA např. ve vodách obsahujících rozpuštěný 

kyslík. Naopak v půdách, kde je kyslíku nedostatek, je možnost degradace PVA těmito 

mikroorganismy značně omezená [123,124]. Některé předchozí práce však ukazovaly na 

možnost anaerobní degradace PVA, v nichž by konečným oxidačním činidlem byla jiná látka, 

přičemž jedním z hlavních kandidátů jsou dusičnanové anionty [125–127].  

Naše práce P16, vznikající v laboratoři prof. Marka Koutného na FT UTB ve Zlíně, byla 

proto zaměřena na prokázání možnosti této degradace v denitrifikačních podmínkách 

(oxidačním činidlem jsou anionty NO3
- redukující se na molekulární dusík N2) prostřednictvím 

bakteriálního společenstva z čistírny odpadních vod (ČOV – vzorky byly odebrány v ČOV ve 

Zlíně-Malenovicích) a identifikovat případně nalezený bakteriální druh, který tuto degradaci 

způsobuje. 

Bakteriální kulturou odebranou z ČOV bylo zaočkováno minerální médium, v němž 

jedinou látkou obsahující uhlík byl právě PVA, a tato kultura byla kultivována za aerobních i 

anaerobních podmínek v přítomnosti i bez přítomnosti dusičnanů. Experimenty prokázaly, že 

k degradaci PVA dochází v obojích podmínkách, přičemž však v anaerobních je degradace 

výrazně urychlena přítomností dusičnanů v médiu. To ukazuje, že PVA je oxidován právě na 

úkor redukce dusičnanových aniontů. Následně jsme provedli sérii experimentů s cílem najít 

bakteriální druh, který degradaci PVA v denitrifikačních podmínkách způsobuje. Nejdříve byla 

provedena analýza metodou TGGE (temperature-gradient gel electrophoresis – gelová 

elektroforéza v teplotním gradientu) [128]. Z PVA degradující bakteriální kultury byla 

metodou PCR amplifikována hypervariabilní sekvence genu 16S rRNA, který bývá často 

používán pro identifikaci bakterií, jelikož je ve všech bakteriích univerzálně přítomen, ale jeho 

sekvence je výrazně druhově závislá. Na konec sekvence byla připojena CG-svorka, tedy 

sekvence o délce 40 párů bází tvořených pouze guaninem (G) a cytosinem (C), která za 

podmínek elektroforézy (teplota 35-50 C, 8M močovina) nedisociuje na jednovláknové 
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molekuly DNA. Protože zbylá část DNA obsahuje podstatné zastoupení AT párů, dochází k její 

disociaci za některé teploty z uvedeného intervalu v závislosti na její konkrétní sekvenci. 

Vzhledem k tomu, že PCR produkty z jednotlivých bakterií se elektromigračně pohybují v gelu 

o daném teplotním rozmezí, dochází k disociaci každého z nich za jiné teploty, a tedy i v jiné 

vzdálenosti od startu. Jakmile k této disociaci dojde, změní se dsDNA na molekulu tvořenou, 

kromě GC svorky, ssDNA, která má v gelu výrazně nižší mobilitu, a proto se prakticky zastaví. 

Rozdíly mezi jednotlivými bakteriálními druhy tedy můžeme vyhodnotit na základě 

vzdálenosti, do níž daná DNA doputuje. Konkrétní bakteriální rod pak lze určit srovnáním se 

známými tabelovanými výsledky pro identicky prováděnou TGGE. Z našeho pokusu 

vyplynulo, že během kultivace v kultuře výrazně roste zastoupení bakterie rodu Steroidobacter, 

která proto byla označena za pravděpodobného původce degradace. Její přítomnost v kultuře 

byla následně prokázána sekvenací genu 16S rRNA amplifikovaného PCR z narostlé 

bakteriální kultury. Přibližně třetina všech sekvenovaných klonů obsahovala stejnou sekvenci 

odpovídající (na základě srovnání s databází GenBank) bakteriálnímu kmenu Steroidobacter 

ZUMI 37. Přímý vztah této bakterie k degradaci PVA v denitrifikačních podmínkách byl dále 

prokázán stanovením jejího zastoupení v bakteriální kultuře v různých dnech od začátku 

kultivace. Toto stanovení bylo provedeno metodou kvantitativní PCR (qPCR) [114,115], která 

byla provedena paralelně se dvěma dvojicemi primerů. První dvojice nasedala na konzervativní 

sekvence genu 16S rRNA, které jsou společné všem bakteriím, takže produktem této 

amplifikace bude pro jakoukoli bakterii přibližně stejně velký PCR produkt. Druhá dvojice 

primerů nasedala do hypervariabilní sekvence, a byla tedy specifická právě pro hledanou 

bakterii. Standardem byl v obou případech plazmid pUC19 nesoucí dříve zaklonovaný gen 16S 

rRNA bakterie Steroidobacter ZUMI 37, templátem byla DNA izolovaná z bakteriální kultury 

v různých dnech kultivace. Porovnáním množství PCR produktu amplifikací s první a druhou 

dvojicí primerů jsme získali zastoupení bakterie Steroidobacter ZUMI 37 v kultuře. Toto 

zastoupení bylo na začátku velmi nízké, cca 0,02 %, ale v průběhu kultivace rostlo úměrně 

tomu, jak ubývalo množství PVA. Na konci kultivace pak dosáhla frakce této bakterie cca 16 

%. Tento výsledek jasně prokázal souvislost bakterie Steroidobacter ZUMI 37 s degradací PVA 

v denitrifikačních podmínkách, proto ji lze prohlásit za hledaný degradující mikroorganismus. 

Tato studie tedy prokázala, že bakteriální degradace PVA je možná i v anaerobních 

podmínkách, kdy konečným oxidačním činidlem je dusičnanový aniont. Zároveň byl 

identifikován bakteriální kmen Steroidobacter ZUMI 37, který tuto degradaci způsobuje. 

Třebaže se tento kmen nepodařilo vypěstovat v čisté kultuře, což může být důsledkem nutné 
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symbiózy s jinými bakteriemi, má výsledek potenciální význam pro využití v technologiích 

cílících na odstraňování PVA z životního prostředí, zejména v čištění odpadních vod. 

5.4. Příprava apo-cytochromu b rekombinantní expresí v E. coli   

Cytochrom b5 (dále jen b5) je malý hemoprotein o relativní molekulové hmotnosti cca 

17 kDa, který je schopen přenášet jednotlivé elektrony v enzymově katalyzovaných 

biochemických reakcích [129,130]. V buňkách savců je b5 přítomen ve třech isoformách 

vyskytujících se v endoplazmatickém retikulu, mitochondriích a cytoplazmě erytrocytů [131]. 

Retikulární forma se vyskytuje na membráně endoplazmatického retikula, proto bývá po 

destrukci buněk přítomna také v mikrozomech a bývá rovněž nazývána jako mikrosomální. Je 

složena z N-terminální domény obsahující místo pro vazbu hemu a menší hydrofobní C-

terminální domény odpovědné za fixaci b5 na membráně [132]. Tato doména je klíčová pro 

interakci b5 s dalšími reakčními partnery, zejména cytochromem P450 (CYP), které jsou samy 

ukotveny na biomembránách. Aby mohl být b5 aktivním přenašečem elektronů v redoxních 

reakcích, musí obsahovat hem jako redoxní kofaktor. Takový protein se potom označuje jako 

holo-protein, v tomto případě holo-b5. Funkce holo-b5 spočívá ve stimulaci aktivity CYP, 

třebaže některé experimenty ukázaly i opačný efekt [133]. Jiné ukazují, že b5 je schopen 

stimulovat aktivitu CYP i jako apo-protein (apo-b5), tj. bez přítomnosti hemového kofaktoru 

[134–136]. Proto je pro výzkum těchto reakcí nezbytné mít k dispozici nejen holo-, ale i apo-b5 

ve formě čistého proteinu. Protože v buňkách je b5 přítomen zpravidla v holo-formě, byly 

činěny pokusy o přípravu apo-b5 extrakcí hemu acetonem v kyselém prostředí, což ovšem 

vedlo k denaturaci nezanedbatelné části proteinu [137,138]. Proto jsme se v této studii P17 

zaměřili na rekombinantní přípravu králičího apo-b5 heterologní expresí v bakteriích 

Escherichia coli. Práce probíhala na katedře biochemie PřF UK ve skupině prof. Marie 

Stiborové.     

Gen proteinu byl připraven syntézou z chemicky syntetizovaných oligonukleotidů 

metodou polymerase cycling assembly (PCA – viz též komentář k publikaci P10) [90,91]. 

Jelikož je poměrně krátký, pouze 405 párů bází (bp) byl připraven celý jako jeden synton. Takto 

připravený gen byl předlohou pro expresi celého b5 včetně transmembránové domény. 

Syntetizovaný gen byl dále vložen do expresního plazmidu pET22b a byl exprimován 

v buňkách E. coli BL21(DE3) Gold. Aby byl protein exprimován v apo-formě, nebyla do 

kultivačního média přidána kyselina -aminolevulová, která je prekurzorem syntézy hemu a 

bez níž bude tento kofaktor vytvářen jen ve velmi malém množství. Purifikace membránového 

proteinu apo-b5 se lišila od běžných postupů purifikace rozpustných proteinů zejména tím, že 
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po ultrazvukové destrukci buněk se protein apo-b5 nacházel na fragmentech biologických 

membrán. Proto byl buněčný lyzát odstředěn na preparativní ultracentrifuze a membránová 

frakce byla shromážděna v sedimentu, který byl následně rozpuštěn v roztocích detergentů Brij 

35 a cholátu sodném. Následně byly provedeny dvě chromatografie na měniči aniontů DEAE-

Sepharosa v mobilních fázích lišících se koncentrací detergentů a s odlišným typem eluce – 

první gradientová a druhá isokratická. Preparát byl následně zbaven detergentů dialýzou a byl 

zahuštěn pomocí centrifugační ultrafiltrační cely Amicon. 

Izolovaný protein byl dále charakterizován spektrofotometricky a kineticky aby bylo 

prokázáno, že jde o apo-formu a že po rekonstituci s hemem je protein biologicky aktivní. 

Výrazná převaha apo-formy v preparátu byla prokázána měřením absorpčního spektra v oblasti 

225-600 nm. U izolovaného produktu byl pozorován výrazný pík při 280 nm charakteristický 

pro proteiny (způsobený absorpcí aromatických aminokyselinových zbytků) a pouze nepatrný 

pík při 413 nm, tedy v oblasti Soretova pásu charakteristického pro hemoproteiny. Ten 

odpovídal cca 1 % zastoupení holo-b5 vzniklému při expresi z hemu přirozeně syntetizovaného 

v bakteriích. Titrací preparátu hemin chloridem docházelo k navazování hemové skupiny na 

apo-b5 a tím i nárůstu píku při 413 nm až do velikosti odpovídající prakticky stoprocentní vazbě 

hemu na apo-formu. Tím byla prokázána schopnost rekombinantně připraveného preparátu 

navazovat svoji prostetickou skupinu, což je nezbytný předpoklad jeho správné biologické 

funkce. Dále bylo naměřeno charakteristické spektrum redukované formy hemu s maximem 

posunutým k 424 nm s dalšími menšími píky při 526 a 556 nm, což opět prokazovalo správnou 

funkci rekombinantního preparátu. Nakonec byl zkoumán vliv rekombinantního b5 na aktivaci 

oxidace barviva Sudan I lidským CYP3A4, a to jak v holo-, tak v apo-formě. Rekombinantní 

preparát v holo-formě zesiloval oxidační účinek CYP3A4 prakticky stejně jako kontrolní 

vzorky králičího a lidského holo-b5, což opět prokazovalo správnou funkci rekombinantně 

připraveného proteinu. Navíc bylo zjištěno, že i sama apo-forma zvýšila úroveň oxidace, byť 

významně méně než holo-b5. To je důsledkem nemožnosti apo-formy podílet se na reakci 

přenosem elektronu, ale potvrzuje to správnost teorie předpokládající alosterický vliv apo-b5 

na funkci CYP3A4 [134–136].  

V rámci této práce byl tedy syntetizován gen králičího cytochromu b5 a byl vyvinut 

postup rekombinantní exprese a purifikace tohoto proteinu. Byla prokázána vysoká biologická 

aktivita rekombinantního preparátu ve všech zkoumaných vlastnostech. To poskytlo možnost 

využívat tento protein k dalším výzkumům biochemických redoxních reakcí, jichž se účastní.    
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6. Ostatní publikované práce jinde nezařazené 

6.1. Inhibice produkce bioplynu produkty degradace biomasy 

P18 S. Pekařová, M. Dvořáčková, P. Stloukal, M. Ingr, J. Šerá, M. Koutny, Quantitation 

of the Inhibition Effect of Model Compounds Representing Plant Biomass 

Degradation Products on Methane Production, BioResources 12 (2017) 2421–2432. 

[139] 

Produkce bioplynu anaerobní fermentací biomasy je ekonomicky schůdnou alternativou 

ke spotřebě fosilních paliv, která navíc může jako surovinu využívat odpadní produkty různých 

průmyslových a zemědělských procesů a tím přispívat k jejich likvidaci. Rostlinná biomasa je 

tvořená především celulosou, hemicelulosou a ligninem, které tvoří komplexní matrici odolnou 

proti biotické i abiotické degradaci [140]. Vzhledem k tomu je biomasa před samotným 

použitím k produkci bioplynu upravována tak, aby se co nejvíce rozvolnila její struktura. 

Běžnou metodou těchto úprav je metoda parní exploze [141], kdy je biomasa po stanovený čas 

zahřívána ve speciálním kanálu za vysokého tlaku externě dodávanou párou, aby po následném 

prudkém snížení tlaku na konci kanálu došlo k jejímu rozmělnění. Možným problémem tohoto 

postupu je vznik nízkomolekulárních vedlejších produktů, které mohou následně inhibovat 

proces samotné produkce methanu, jenž je klíčovou složkou bioplynu. 

Práce P18, která vznikala v laboratoři prof. Marka Koutného na FT UTB ve Zlíně, se 

zabývala studiem vlivu některých takových látek na produkci methanu bakteriálním 

společenstvem pocházejícím z digestátu biomasy z bioplynového produkčního zařízení 

z Českých Budějovic. Jako zdroj uhlíku byly použity dva umělé substráty, celulóza a acetát. 

V prvním případě musel proběhnout celý proces produkce methanu jako v případě skutečné 

biomasy, tedy hydrolýza, acetogeneze a methanogeneze, zatímco v druhém se produkce 

omezila pouze na poslední fázi. Jako inhibující látky byly testovány furfural, 

5-hydroxymethylfurfural, kyselina gallová a kyselina tříslová. 

V případě furfuralu nebyl pozorován prakticky žádný inhibiční efekt s výjimkou vysoké 

koncentrace 2 g/l, která se však ve skutečném reaktoru na produkci methanu nemůže objevit. 

Naopak byl pozorován pozitivní vliv na produkci methanu svědčící o tom, že furfural sám může 

sloužit jako substrát pro fermentaci. O tom svědčí i fakt, že i za výše zmíněné vysoké 

koncentrace je furfural jako inhibitor nakonec inaktivován, což pouze prodlouží lagovou fázi 

produkce methanu, ale po ní už proces běží jako bez přítomnosti inhibující látky. Naopak 

5-hydroxymethylfurfural vykazoval zjevný inhibiční efekt od koncentrace 0,2 g/l při použití 
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celulózy jako substrátu, v případě acetátu se inhibice posunula ke koncentraci 0,5 g/l. Snížení 

rychlosti produkce methanu bylo navíc stálé, inhibitor tedy nebyl postupem času bakteriální 

kulturou degradován, a tedy inaktivován. Z uvedeného také plyne, že kritickým krokem nebyla 

samotná methanogeneze, ale spíše hydrolýza celulózy nebo acetogeneze. 

Fenolické sloučeniny, kyseliny gallová a tříslová, nevykazovaly žádný výrazný 

inhibiční, ale na druhou stranu ani stimulační, efekt na produkci methanu.  

Z testovaných látek vykazoval významnější inhibiční efekt pouze 

5-hydroxymethylfurfural. V koncentracích dosažitelných v bioplynovém reaktoru však ani on 

nepředstavuje pro proces výrazný problém. Lze proto konstatovat, že žádná ze zkoumaných 

látek nepředstavuje technologické riziko pro produkci methanu z biomasy po předchozí úpravě 

metodou parní exploze.     

6.2. Ab initio výpočty substituentových konstant pro metod QSAR 

P19 O. Exner, M. Ingr, P. Čársky, Ab initio calculations of substituent constants: A 

reinvestigation, Theochem-J. Mol. Struct. 397 (1997) 231–238. [142] 

 

Konceptem QSAR (quantitative structure-activity relationship – modely kvantitativní 

závislosti aktivity na struktuře) se rozumí soubor pravidel a výpočetních postupů sloužících 

k predikci chemických a biologických vlastností sloučenin, především organických, na základě 

znalosti jejich struktury a veličin (deskriptorů) z ní přímo odvoditelných [143]. Je znám a 

rozvíjen po dobu více než 55 let a v dnešní době je tvořen širokou škálou různých výpočetních 

metod.  

Součástí QSAR je také posouzení vlivu konkrétního substituentu na vlastnosti dané 

molekuly. Těmito vlastnostmi mohou být různé spektrální charakteristiky (intenzita píků v IR 

spektru, chemické posuny v NMR), ale také např. hodnoty disociačních konstant protolyticky 

aktivních skupin, případně charakteristiky rovnováhy a rychlosti konkrétních chemických 

reakcí. Tento vliv je do QSAR promítnut skrze odlišné hodnoty vhodně zvolených deskriptorů, 

v našem případě konstant charakterizujících jednotlivé dílčí vlivy, kterými substituent působí 

na sloučeninu, na niž je vázán. Pro kvantitativní posouzení těchto vlivů substituentů na 

zvolenou vlastnost 𝑦 uvažované sloučeniny byla navržena rovnice [144] 

𝑦 = 𝑦0 + 𝜌𝐹𝜎𝐹 + 𝜌𝑅𝜎𝑅 + 𝜌𝛼𝜎𝛼 + 𝜌𝜒𝜎𝜒 + 𝜀.                                                                           (7) 
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Zde 𝑦0 značí hodnotu dané veličiny pro nesubstituovanou molekulu, parametry 𝜌 jsou 

rozvojovými konstantami udávajícími vliv příspěvků dle jednotlivých forem působení 

substituentu na molekulu a konstanty 𝜎 jsou charakteristikami jednotlivých substituentů. 

Veličina 𝜀 zahrnuje ostatní nespecifikované vlivy. Index 𝐹 označuje vliv induktivního efektu 

substituentu (field-inductive), 𝑅 efektu rezonančního (mezomerního), 𝛼 vliv polarizace 

molekuly v důsledku přítomnosti substituentu a 𝜒 vliv jeho elektronegativity (tento vliv je 

nejméně významný a také nejméně rigorózně definovatelný).  

Práce P19 byla zaměřena na výpočty hodnot jednotlivých konstant ab initio metodami 

kvantové chemie na základě modelů navržených dříve Marriottem a Topsomem [145–148]. 

Byla realizována ve skupině prof. Petra Čárského na ÚFCH JH AVČR pod vedením prof. Otto 

Exnera z ÚOCHB AVČR. Vzhledem k nižším výpočetním možnostem v době vzniku práce 

bylo cílem jednak přepočítání dříve vypočtených konstant ve větších bázích atomových 

orbitalů, dále pak stanovení konstant příslušejících dosud nezkoumaným substituentům. Kromě 

toho byl posuzován vliv konformace na hodnotu konstanty, pokud u daného substituentu více 

konformací přichází v úvahu. Byly vypočteny konstanty pro 21 substituentů, pro něž již 

konstanty počítány byly, a pro 16 substituentů nových. Nová skupina obsahovala substituenty 

amidové a thioamidové, a to jednak čisté, jednak dále substituované methylovou skupinou 

umístěnou buď na uhlíkovém, nebo dusíkovém atomu – připojení substituentu k molekule bylo 

na straně opačné. Kromě toho byly počítány také substituenty, v nichž místo skupiny methylové 

figurovala aminoskupina, jednalo se tedy o zbytky močoviny a thiomočoviny. Tyto rozšířené 

amidové a thioamidové substituenty byly počítány ve dvou planárních konformacích 𝐸 a 𝑍. 

Naše výpočty poskytly upřesněné hodnoty všech konstant a ukázaly, že hodnoty 

vypočtené se od experimentálních neliší v průměru více, než se liší jednotlivé sady 

experimentálních hodnot mezi sebou navzájem. Menší shoda byla nalezena jen u konstant 𝜎𝜒, 

které jsou však málo významné a jejich použití je obecně diskutabilní. Srovnání hodnot konstant 

pro 𝐸 a 𝑍 konformery jednotlivých substituentů ukázalo významný vliv na hodnoty konstant, 

zejména na 𝜎𝐹, v některých případech i 𝜎𝛼. Proto lze očekávat prokazatelný vliv konformace 

na vlastnosti molekul. Bohužel však pro tyto výpočty nebylo k dispozici relevantní srovnání 

s experimentem, uváděné experimentální hodnoty jsou bližší četněji zastoupené konformaci 𝑍. 

I přesto však lze konstatovat, že ab initio výpočty představují rozumnou cestu získání hodnot 

konstant i pro substituenty, pro které experimentální provedení není k dispozici nebo není 

snadno proveditelné. 
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6.3. Výpočty hyperplochy potenciální energie (HPE) radikálového kationtu C4H6+ 

ab initio metodami 

P20 V. Hrouda, P. Čársky, M. Ingr, Z. Chval, G.N. Sastry, T. Bally, The C4H6̇+ potential 

energy surface. 2. The reaction of ethylene radical cation with acetylene, J. Phys. 

Chem. A 102 (1998) 9297–9307. [149] 

 

Reakce ve zkřížených molekulových paprscích jsou významnou experimentální 

technikou sloužící ke studiu reakční dynamiky elementárních chemických reakcí, jejíž přínos 

byl oceněn Nobelovou cenou za chemii roku 1986 (Herschbach, Lee). Je založena na kolizi 

dvou paprsků tvořených vysoce urychlenými molekulami, které v důsledku srážek reagují za 

vzniku různých meziproduktů a následně konečných produktů. Ty poté letí v různých směrech 

vzhledem ke směrům vstupujících paprsků, kde také mohou být detekovány a může být měřena 

jejich energie [150,151]. K detailnímu studiu vlastností vznikajících částic se používá řada 

spektrálních technik. Metodou umožňující analýzu iontů selektovaných podle energie je 

fotoelektronová-fotoiontová koincidenční spektroskopie (photoelectron-photoion coincidence 

spectroscopy – PEPICO) [152,153]. Použití těchto metod umožňuje mimo jiné i výzkum 

reakčních mechanismů reakcí radikálovách kationtů, kterému se věnovala laboratoř prof. 

Zdeňka Hermana na ÚFCH JH AVČR. V návaznosti na to byly ve skupině prof. Petra 

Čárského, jejímž jsem byl členem, prováděny kvantověchemické výpočty kladoucí si za cíl 

vysvětlení vzájemných přeměn jednotlivých meziproduktů těchto reakcí. Výzkum byl prováděn 

ve spolupráci se skupinou prof. Thomase Ballyho z Univerzity ve Fribourgu ve Švýcarsku. 

V rámci tohoto projektu vznikla i naše publikace P20.   

Radikálový kationt C4H6
+ vzniká jako produkt srážky molekul acetylenu a ethylenu, 

z nichž jedna je v ionizovaném stavu, tedy postrádá jeden elektron. K jeho vzniku dochází 

v experimentech ve zkřížených molekulových paprscích, vzhledem k jeho nízké stabilitě však 

dochází k rozkladu na různé fragmenty, které jsou následně detekovány. Mezi reaktanty a 

konečnými produkty však leží celá řada meziproduktů a tranzitních stavů, přes které musí 

komplex C4H6
+ projít a které tvoří složitou hyperplochu potenciální energie, na níž se systém 

v průběhu reakce pohybuje. Cílem této práce (P20) tedy bylo zmapovat hyperplochu 

potenciální energie (HPE) systému C4H6
+ na několika úrovních ab initio výpočtů a navrhnout 

reakční koordinátu vedoucí od reaktantů k produktům, které byly pozorovány experimentálně 

[154]. Byla zaměřena zejména na popis mechanismu vzniku a následné fragmentace C4H6
+, 
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čímž navazovala na některé předchozí studie z naší i jiných skupin popisující některé 

partikulární aspekty tohoto mechanismu [155–158]. Struktury ležící v minimech HPE byly 

navrženy intuitivně a následně optimalizovány na několika úrovních ab initio výpočtů, UHF 

(neomezená (unrestricted) Hartreeho-Fockova metoda), UMP2 (Møllerova-Plessetova 

poruchová teorie 2. řádu vycházející z vlnové funkce UHF) a také metodou DFT (teorie 

funkcionálu hustoty) využívající hybridního funkcionálu B3LYP. Následně byly nalezeny i 

struktury tranzitních stavů tato minima propojující. Energie ve stacionárních bodech byla 

následně ještě přepočítána metodou RCCSD(T) poskytující přesnější hodnoty rozdílů 

jednotlivých stavů.  

Pomocí ab initio výpočtů byla nalezena reakční koordináta vedoucí od srážky 

ionizovaného ethylenu s acetylenem k experimentálně pozorovaným produktům, 

cyklopropeniovému kationtu a methylovému radikálu. Reakce začíná cykloadičním krokem za 

vzniku cyklobuteniového kationtu. Následně dochází k otevření tohoto cyklu za vzniku 

radikálového kationtu butadienu. Mechanismus jeho další přeměny není jednoznačný, proto 

byly navrženy dvě možné cesty vedoucí k produktům obsahujícím methylovou skupinu, obě 

s aktivačními bariérami kolem 45 kcal mol-1. Jedna z nich vede k radikálovému kationtu 

methylallenu, mechanismus jeho případného rozpadu však nebyl dále studován. Druhá cesta 

vede k propenylkarbenovému radikálovému kationtu, jenž se následným přesmykem mění na 

radikálový kationt methylcyklopropanu. Ten se poté rozpadá na experimentálně pozorované 

produkty, cyklopropeniový kationt a methylový radikál.  

Výsledek naší kvantověchemické studie se tedy shoduje s experiemntálním 

pozorováním, přičemž navíc propojuje reaktanty a produkty reakční koordinátou vysvětlující 

mechanismus studované chemické reakce.       
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Závěr 

Tato habilitační práce je sestavena z výsledků získaných v období 1997-2021, tedy 

v průběhu téměř celého jednoho čtvrtstoletí. Obsahuje výsledky různých studií 

experimentálních i teoretických, které se vždy věnují výzkumu fyzikálních vlastností molekul, 

byť v rámci několika různých výzkumných směrů. Nejstarší z těchto prací se věnují vesměs 

molekulám izolovaným, pozdější práce se však týkají molekul v roztoku, a právě zde je vždy 

možné pozorovat zásadní vliv vnějšího prostředí na jejich chování. Poslední práce se proto 

věnují právě tomuto fenoménu na příkladu biotechnologicky atraktivní molekuly kyseliny 

hyaluronové. Vzhledem k značnému rozvoji výpočetní techniky v posledních desetiletích je 

v současné době možné provádět molekulárně-dynamické simulace relativně velkých systémů, 

které umožňují zkoumat nejen strukturu a konformaci hlavní studované molekuly, ale i 

rozložení molekul rozpouštědla, případně dalších látek v prostředí přítomných. Jde vesměs o 

jevy, které jsou experimentálně těžko měřitelné, proto je pro jejich pochopení přínos výpočetní 

chemie nezastupitelný. Výsledky zahrnuté do této práce vysvětlují, jak roztoky solí a vybraná 

směsná rozpouštědla ovlivňují experimentálně pozorovatelné vlastnosti molekul kyseliny 

hyaluronové. Tím také ukazují, že vysvětlení molekulární podstaty experimentálních 

pozorování na základě analýzy simulovaných systémů je perspektivní cestou zkoumání vlivu 

prostředí na biomakromolekuly. Proto je tento přístup hlavní náplní práce mojí výzkumné 

skupiny, který se svými kolegy hodlám i nadále rozvíjet. 

Zkoumání vlivu externích podmínek bylo obsaženo i v dalších publikovaných pracích 

věnujících se vlivu vysokého tlaku na molekuly oligomerních proteinů. Vysokotlaká metodika 

byla úspěšně aplikována na popis rovnováhy dimerizace, unfoldingu i enzymové kinetiky HIV-

1 proteinasy a naznačila možnosti aplikace na další typy systémů.  

Vliv prostředí hrál zásadní roli i v dalších uvedených pracích z oblasti enzymové 

kinetiky, byť nebyl přímo předmětem zkoumání. V budoucnu proto plánujeme zaměřit se i 

experimentálně na vliv prostředí na proteinové molekuly, především na vliv makromolekulárně 

zahuštěného prostředí simulujícího podmínky v buněčné cytoplazmě. 

Na závěr bych rád poděkoval velmi dlouhé řadě lidí, kteří mě podporovali v celém 

období mého dosavadního vědeckého působení, a to jak po stránce odborné, tak čistě osobní. 

Především chci tedy poděkovat všem mým spolupracovníkům, školitelům, konzultantům, 

mentorům i studentům na všech mých dosavadních pracovištích ve Zlíně, Praze, Montpellieru, 

Heidelbergu a Fribourgu, jakož i všem ostatním spoluautorům svých publikací, z nichž některé 
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ani osobně neznám. Vzhledem k jejich vysokému počtu si dovolím jmenovitě vyjádřit svoji 

vděčnost jen těm, jejichž vliv na moji práci považuji za nejzásadnější. Především tedy děkuji 

Dr. Evě Kutálkové, díky jejíž nezlomné vůli, neutuchajícímu nadšení a vysoké odbornosti 

v oblasti fyziky jsem se vůbec odvážil znovu začít s výzkumem v oblasti teoretické chemie. 

Dále pak děkuji Dr. Josefu Hrnčiříkovi, jehož hluboké znalosti v oblasti fyzikální chemie mi 

byly vždy inspirací a příležitostí konzultovat naše výzkumné plány i výsledky v širším 

kontextu. Konečně bych rád poděkoval Prof. Janu Konvalinkovi, který byl nejen mým 

školitelem, ale vždy byl i nezištným přítelem, podporovatelem, rádcem a konzultantem.        

V neposlední řadě pak děkuji své ženě Zdislavě za celoživotní lásku, optimismus, 

pochopení a oporu v dobách radostných i složitějších. Dále pak našim pěti dětem, Jirkovi, 

Davidovi, Vojtovi, Verunce a Markétce, za každodenní radost ze života a naději, že má smysl 

se životě o něco snažit. Jako věřící člověk však děkuji především Bohu, že mi poslal do cesty 

všechny výše zmíněné i nezmíněné a přivedl mě ke všemu, o čem tato práce pojednává. 
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