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UVOoD

Predkladana habilitacni prace shrnuje veskeré moje dosavadni védecké aktivity, jejichz
vysledky byly publikovany v odbornych ¢asopisech. Vzhledem k rtiznorodosti mych odbornych
z4jmu v uplynulych 25 letech neni tematicky zcela homogenni, obsahuje prace z riiznych smért
fyzikalni chemie s piesahem do biochemie a biofyziky. Nazev prace jsem proto zvolil tak, aby
odpovidal tématiim, jimZ se aktualn¢ vénuji se svoji skupinou spolupracovnikti a studentt. Trebaze
i zde jde o dva oddé€lené sméry zajmu, jejich spolecnym jmenovatelem je vliv vngjsiho prostiedi na
biologicky aktivni makromolekuly, tedy na jejich strukturu a dynamiku v roztocich. V prvnim
ptipadé jde o vliv vysokého tlaku na molekuly proteint, ktery je vyuzivan jako dal$i nezavisla
termodynamicka promé&nna umoziujici rozsiteny experimentalni pohled na proteinové molekuly.
V pripadé druhého tématu se jedna o vliv slozeni roztoku na chovani molekul kyseliny hyaluronové
ajejich derivatd. Toto druhé téma, v soucasné dob¢ celosvétove atraktivni, je hlavnim smérem mého
soucasného badatelského zajmu. V jeho ramci se nase skupina vénuje teoretickym simulacim
zminénych molekul v roztocich vodnych i nevodnych metodou molekulové dynamiky, pficemz

ovSem spolupracujeme i s experimentalnimi skupinami ve spolecnosti Contipro a.s.

Prace je dale doplnéna o dalsi publikace, které s hlavnim tématem habilita¢ni prace souviseji
pouze okrajove, piipadné jsou tematicky odlisné. Tyto prace se tykaji témat enzymové kinetiky
jedno- i vicesubstratovych reakci, ktera ma piesah i do oblasti vyzkumu proteint za vysokého tlaku.
Dale jde o sméry zahrnujici vyvoj i teoreticky popis aplikaci metody polymerazové retézové reakce
(PCR), zahrnujicich sekvenaci DNA, aplikace kvantitativni PCR i syntézu gend. VSechny tyto
biochemicky zaméfené prace vsob& obsahuji rovnéz metodiky exprese a purifikace
rekombinantnich proteint, jiz jsem se vénoval i v ramci svého komeréniho ptisobeni v prvni dekadé
tohoto stoleti. Kone¢né jsou v habilitaéni praci zafazeny i moje nejstarsi odborné publikace z oblasti
kvantové chemie, které se zabyvaji pfedev§im vypocty rozptylu elektronti na molekuléch, ale také
vypocty reakénich mechanismi radikalovych reakci a vypoCty konstant charakterizujicich vliv

substituentl pro metodu QSAR.

Téma vlivu vnéjsiho prostiedi na biologicky aktivni makromolekuly jsem zvolil z diivodu
meého dlouhodobého zaujeti jevy snim souvisejicimi. Zejména vramci svého biochemicky
zaméteného plisobeni jsem neustale narazel na problémy vyvolané i pomémé malymi zménami
vnéjsich fyzikalnich podminek i sloZeni roztokd. Ty se projevovaly predevsim v oblasti exprese a
purifikace rekombinantnich proteinti, kde ¢asto i mald zména slozeni roztoku zptisobila vyraznou
zménu v rozpustnosti proteinu, ¢imz jeho izolaci ne€kdy zjednodusila, jindy naopak zcela

znemoznila. Zmény pH, iontové sily, polarity roztoku, a v neposledni fadé¢ teploty vSak ovliviiuji



nejen oblast rozpustnosti ¢i srazeni proteint, ale i disociaci podjednotek oligomernich proteint,
unfolding (rozpad terciarni struktury) ¢i drobnéjsi konformacni zmeény ovliviiujici vazbu liganda ¢i

enzymovou aktivitu.

Ve svych dosavadni pracich jsem se proto zamétoval na takové systémy, u nichz je bud’
jednoduse popsatelny externi vliv, nebo obsahuji molekuly strukturné jednodus$si nez molekuly
proteinil. K prvnimu piipadu patii vyzkum disociaénich rovnovah oligomernich proteini za
vysokého tlaku. Tlak zde vystupuje jako jednoduSe popsatelny externi vliv umoziujici posun
rovnovah do koncentracnich oblasti umoziujicich lepsi experimentalni odezvu, ¢ehoz jsme vyuzili
pii studiu dimerizace HIV-1 proteinasy. Do druhé skupiny praci potom patii vyzkum chovani
molekul kyseliny hyaluronové a jejich derivatd v riznych vodnych a nevodnych prostiedich
metodami vypocetni chemie. Tento biopolymer je molekulou strukturné podstatné jednodussi nez
proteiny, proto je snazsi vlivy prostiedi pochopit a vzajemné odliit. V simulaénich metodach lze
navic jednoduse meénit nejen prostredi, ale i studovanou molekulu definovanym pfipojovanim
vhodnych substituentli, coz umoziluje systematicky popis externich vlivl. Jelikoz je kyselina
hyaluronova technologicky vyznamnym polymerem, mohou vysledky naseho zkoumani piispét k
navrhu pokro¢ilych materialti typu nosici 1é¢iv nebo tkanovych nahrad nebo vyvoji syntetickych
metod jejich pfipravy. Proto toto téma momentalné tvofi hlavni naplii vyzkumného zajmu mne

samotného 1 moji vyzkumné skupiny.



KOMENTAR K PUBLIKACIM ZAHRNUTYM DO HABILITACNI
PRACE
1. STUDIUM MOlTEKUL KYSELINY HYALURONOVE METODOU

MOLEKULOVE DYNAMIKY

Kyselina hyaluronova (HA, hyaluronan) je ptirodni polysacharid tvofeny pravidelné se
opakujicimi monosacharidovymi zbytky kyseliny glukuronové a N-acetylglukosaminu (obr. 1).
Vyskytuje se v pojivovych tkanich obratlovei, kde tvoii vyznamnou sou¢ast mezibunééné hmoty.
Vzhledem k hodnoté pH v téchto prostedich se zde vyskytuje ve forme soli. Jde o silné€ hydrofilni
polymer hojné vyuzivany v kosmetice a farmacii pro jeho pfiznivé vlastnosti pro regeneraci pokozky
a hojeni ran [1]. Pro svoji biokompatibilitu byva také ¢asto vyuzivan ve vyvoji nosi¢u 1é¢iv [2] a
tkanovych nahrad [3].
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Obr. 1. Strukturni vzorec monomeru kyseliny hyaluronové tvorené monosacharidovymi zbytky
kyseliny glukuronové (GCU) a N-acetylglukosaminu (NAG).

Vlastnosti molekul kyseliny hyaluronové jsou ur€ovany zejména jeji znacnou hydrofilitou a
relativné vysokou rigiditou polymerniho fetézce. Hydrofilni povaha molekuly je dana polarnimi
skupinami, které jsou vazany v ekvatorialnich polohach vici heterocyklim obou zbytki, zatimco
v axidlnich smérech jsou vazany pouze atomy vodiku. Proto tato oblast ,,nad“ a ,,pod* heterocykly
byva povazovana za ¢astecné hydrofobni. Polarni skupiny jsou schopny vytvafet vodikové vazby
prostiednictvim atomu kysliku, pfipadné dusiku, s okolnimi molekulami vody, avs§ak také v ramci
fetézce samotného. Intramolekularni vodikové vazby pfispivaji k vy$si konformacni rigidité fetézce

HA, protoze omezuji volné protaceni fetézct kolem vazeb glykosidickych spojeni.

V rémci nasi vyzkumné skupiny se zamétujeme na zkoumani vlivu prostfedi, v némz se
molekula HA nachazi, na konformaci a dynamiku polymerniho fetézce molekuly HA metodami
teoretické a vypocetni chemie. Zédkladem vyzkumu jsou simulace metodou molekulové dynamiky

(MD), které zachycuji chovani fetézce HA v ¢asovém intervalu v fadu stovek ns. Simulace probihaji



v systému NpT, tedy za konstantniho poctu ¢astic, tlaku a teploty a jsou provadény programem
NAMD, k vizualizacim simulaci a vyhodnocenim nékterych parametrti je pouzivan program VMD.
Ostatni vyhodnoceni jsou provadéna pomoci nami napsanych programi. V priub&hu naSich
vyzkumnych praci byla simulovana rizna prostedi po¢inaje ¢istou vodou pies vodné roztoky rtizné
koncentrovanych soli az po smésna rozpoustédla tvofena vodou a organickymi latkami s ni dokonale

misitelnymi, konkrétné 1,4-dioxanem a terc-butanolem (2-methylpropan-2-ol).
1.1. Simulace makromolekul Kyseliny hyaluronové v roztocich elektrolytu

V prvni praci na toto téma (M. Ingr et al., Carbohydr. Polym. 170 (2017) 289-295) jsme se
zaméfili na simulaci ndhodnych klubek HA ve vodé a vodnych roztocich soli. Simulace obsahujici
oligosacharid HA o délce 48 monosacharidovych zbytkt byly provadény za teploty 310 K pro dvé
soli, NaCl a MgCl,, ve tfech koncentracich. Zaroverni byly provedeny obdobné simulace i pro
neutralni analog HA obsahujici kyseliny glukuronové glukosu. Modely velkych nahodnych klubek
HA byly konstruovany skladanim nahodné vybranych fragmenti simulovanych fetézcl na zakladé
rozdéleni dihedralnich uhlt jednotlivych glykosidickych spojeni odvozeného z vypoctu. Touto
metodou byl vytvofen cely statisticky soubor nadhodnych klubek a byly vyhodnoceny stiedni
hodnoty charakteristickych veli¢in, pfedev§im vzdalenosti koncl fetézce a gyraéniho poloméru.
Jejich analyza ukazala, ze velikost klubka klesa s rostouci koncentraci soli v roztoku (obr. 2), coz je
v souladu s mnohymi experimentalnimi studiemi [4-8]. To potvrzuje relevanci pouzitého modelu a
otevira moznost simulace nahodnych klubek silné botnajicich polymeri pomoci metody MD.
Trendy u obou pouzitych soli byly podobné. Navic nebyly pozorovany vyrazné odlisnosti v chovani
nabité molekuly HA a jejiho neutrdlniho analogu. To ukazuje, ze koncentrace soli neovliviiuje
konformaci fetézce pouhym stinénim elektrostatické repulze mezi nabitymi karboxylovymi
skupinami, jejich? vzdilenost cca 10 A je relativné velka. Podrobngji byly tyto vlivy studovany

Vv nasledujici praci.



Obr. 2. Gyracni polomér
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1.2.  Vlivionti na konformaci a dynamiku oligosacharidi kyseliny

hyaluronové

Cilem dalsi prace (E. Kutdlkova et al., Carbohydr. Polym. 234 (2020) 115919) bylo zejména
objasnit, jakym mechanismem dochazi k zmenseni gyra¢niho poloméru molekuly HA v roztocich o
zvySujici se iontové sile. Simulace byly provadény pro molekulu HA splné disociovanymi
karboxylovymi skupinami v roztocich NaCl o koncentracich 0 M, 0,2 M, 0,6 M, a 1 M za teplot 275
a 310 K. Vypocty ukazaly, Ze rozlozeni hodnot dihedralnich uhld jednotlivych glykosidickych
spojeni je na koncentraci NaCl prakticky nezavislé. S koncentraci NaCl vsak roste vyskyt hodnot
dihedrélnich thli mimo oblast svych rovnovaznych hodnot, a proto snaze dochazi k pretoceni
monosacharidového zbytku do jiné polohy. S nejvyssi ¢etnosti k tomu dochazi u dihedralniho thlu
charakterizujiciho oto¢eni kolem vazby mezi uhlikem C4 GCU a glykosidickym kyslikem (ozn.
14 2), ktery je nejvétsim zdrojem flexibility molekuly HA. Dihedralni uhel je v pfeto¢eném stavu

jednotky az desitky ns, poté se vraci do rovnovazné polohy. Ze simulaci déale plyne, Ze proto¢eni



Vv jednom dihedralnim uhlu nevede k bezprosttedni kompenzaci protocenim jinde v feté€zci, naopak
vSechny ostatni dihedralni tihly v celém fetézci zlstavaji, az na ndhodné fluktuace, beze zmény.
Napéti vzniklé protocenim tedy disipuje do ostatnich stupfiti volnosti, coZ umoziuje protoc¢eni
jednotlivého dihedralniho ihlu bez nutnosti zmény jiného. Kolem vazby odpovidajici proto¢enému
dihedralu v8ak vznikne konformace energeticky nevyhodna, coz vede Kk postupné relaxaci do
konformace typu vlasenky, tedy k prudkému zahnuti o téméf 180°, a tedy ke zkraceni vzdalenosti
konct fetézce. Jakmile vsak dojde ke zpétnému protoceni uvazovaného dihedralniho thlu do jeho
rovnovazné hodnoty, fetézec se opét ,,narovna“ do rovnovazné konformace. V nékterych piipadech
probéhne konformaéni zména ve znacném rozsahu, jindy jen zc¢asti, pokud ke zpétnému pietoceni
dojde pfilis brzy. Je tedy pravdépodobné, Ze pti¢inou zmény velikosti klubka se zménou iontové sily
roztoku je vétsi flexibilita fetézce projevujici se CastéjSimi konformacnimi zménami vedoucimi

k jeho opakovanému zkracovani.

ZvySeni Cetnosti pietoeni dihedralnich Ghli za vyssi koncentrace NaCl je dano jednak
celkovym poklesem poc¢tu vodikovych vazeb, coz dava molekule HA vétsi konformaéni volnost.
Vedle toho byla také pozorovana pozitivni korelace mezi Cetnosti pietocenych dihedralnich thla
14 2 avyskytem ionti Na* v blizkosti kysliku O5 zbytku kyseliny glukuronové. Obé& veli¢iny
nabyvaji maxima pii cca 0,6M koncentrace NaCl. Toto maximum také koreluje s minimalni
hodnotou gyra¢niho poloméru ndhodnych klubek simulovanych metodou popsanou V pfedchozi
praci.

Zuvedenych praci vyplyvaji nasledujici zavéry. Metodou molekulové dynamiky lze
simulovat oligosacharidy HA, jejichz charakteristické vlastnosti, jakoz i vlastnosti velkych
nahodnych klubek z nich vytvotfenych, odpovidaji experimentdlnim hodnotam. Simulaci ziskany
gyraéni polomér klesa s rostouci koncentraci soli v roztoku. Zejména za nizkych teplot vsak tento
pokles nemusi byt monotdnni, gyra¢ni polomér nabyva minima pfi koncentraci NaCl cca 0,6 M.
Zavislost gyracniho poloméru na koncentraci soli souvisi s dynamickym chovanim fetézce,
predevsim s ndhodnym protacenim jednotlivych monosacharidovych zbytki kolem glykosidickych
vazeb z rovnovazné polohy, jejichz Cetnost roste s koncentraci soli. Tato protoéeni vyvolaji
konformaéni zménu vedouci k vytvoteni ohybu na fetézci HA, coz vede k jeho docasnému zkraceni,

a tedy nasledné ke zmenseni gyra¢niho poloméru.

1.3. Oligosacharidy kyseliny hyaluronové ve smésnych rozpoustédlech

V dalsi publikované praci (E. Kutdlkova, et al., Int. J. Biol. Macromol. 189 (2021) 826-836)

jsme se vénovali chovani oligosacharidi HA ve smésnych rozpoustédlech tvofenych vodou
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aorganickymi latkami s vodou misitelnymi, 1,4-dioxanem (dale jen dioxan) a terc-butanolem.
Vyzkum probihal ve spolupraci se spolecnosti Contipro a.s. a jeho primarnim cilem bylo vysvétleni
ruzné reaktivity HA v esterifikaénich reakcich na jejich hydroxylovych skupinach v zavislosti na
pouzitém rozpoustédle. Tyto reakce jsou provadény metodou smésnych anhydridd za katalyzy 4-

dimethylaminopyridinem (DMAP) [9].

U oligosacharidd HA byla pozorovana separace smésnych rozpoustédel v bezprostiedni
blizkosti molekuly HA. Ukazalo se, ze molekula HA je solvatovana pfednostné molekulami vody,
zatimco organickou slozku odpuzuje. Tento efekt je pfitom vyraznéjsi ve smési voda:terc-butanol.
Nasledné byly simulovany molekuly HA substituované jednim dodekanoylovym zbytkem vazanym
esterovou vazbou na hydroxylovou skupinu uhliku C6 NAG. Separace smesného rozpoustédla byla
Vv oblasti fetézce HA stejna jako u nesubstituované molekuly HA, avSak v okoli postranniho
alifatického fetézce byla pfesné opacnéd — fetézec byl solvatovan pfedev§im organickou slozkou.
Efekt byl vyrazné silngjsi v ptipadé terc-butanolu, coz je pravdépodobné dano jeho amfifilni

kolem substituované molekuly HA ilustruje obr. 3.
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Obr. 3. Oligosacharid HA substituovany dodekanoylovym zbytkem ve smésném rozpoustédle tvoreném vodou
(modré molekuly) a terc-butanolem (zelené molekuly) v objemovém poméru 1:1. V okoli Fetézce HA prevlada
voda, Vv blizkosti substituentu jednoznacné dominuje terc-butanol. Prevzato a upraveno z E. Kutdlkovd, et al.,
Int. J. Biol. Macromol. 189 (2021) 826-836.

Koneéné byly simulovany systémy obsahujici nesubstituovanou nebo substituovanou
molekulu HA a reaktant substituéni reakce N-dodekanoyl-4-(dimethylamino)-pyridiniovy kationt
(dale jen C12-DMAP). Bylo prokazano, Ze vyskyt C12-DMAP v blizkosti molekuly HA je podstatné
cetngjsi ve smeési voda:dioxan nez voda:terc-butanol, ptficemzZ pravdépodobnym diivodem tohoto
jevu je praveé mensi separace smésného rozpoustédla u prvni smeési. Naopak silné separace smési

voda:terc-butanol piedstavuje energetickou bariéru pro ptistup C1o-DMAP k molekule HA. To je

v dobrém souladu s experimentalnim provedenim reakce, kterd ve smési voda:dioxan vykazuje
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vyrazné vyS$§i stupen substituce nez ve smési voda:terc-butanol. Reakéni prekurzor C12-DMAP ma
navic v roztoku voda:terc-butanol silnou afinitu k alifatickému fetézci jiz navazanému na HA a tato
interakce mu umoznuje piibliZzeni k HA, které je v tomto rozpoustédle jinak méné ¢etné. Naopak ve
smési voda:dioxan se tento efekt prakticky neprojevuje. To vysvétluje experimentalni zjisténi, Ze ve
smesi voda:terc-butanol bude dochazet k Castéjsimu shlukovani substituentil, zatimco ve smeési
voda:dioxan bude jejich distribuce po délce fetézce rovnomérnéjsi. VSechny zaveéry nasi teoretické
studie byly navic nezavisle potvrzeny jinou experimentalni praci nasich spolupracovniki z Contipro
a.s. a dalSich, jimz se podaftilo prokazat zcela analogické chovani i pro jiny alifaticky substituent, a
to oleoyl [10]. Na zakladé této shody teorie s experimentem lze piedpokladat obecnéjsi platnost
ziskanych zavéri o vlivu smésného rozpoustédla na pribéh esterifikaénich chemickych reakci na

fetézci HA.
1.4. Dalsi plany a perspektivy

Prvnim ze smért dal§iho pokracovani naseho vyzkumu HA jsou simulace interakci dvou
fetézcli HA ve vodnych roztocich. Nékterymi experimenty provedenymi v 90. letech 20. stoleti byla
naznacena moznost existence reverzibilnich dvojSroubovicovych struktur molekul HA ve vodném
prostiedi [11], coz vSak bylo pozdéji vyvraceno jinymi experimentalnimi pracemi [12]. Nase
simulace ukazuji nemoznost existence stabilnich dvojsroubovicovych struktur ve vodnych
roztocich, nicméné¢ cetnost vzajemnych interakci obou fetézcl rostouci s koncentraci NaCl mtize
hrat podstatnou roli v chovani velkych makromolekularnich klubek nebo koncentrovanych roztoki
HA. To lze neptimo potvrdit experimentalné pozorovanym chovanim téchto roztokd metodami

viskozimetrie nebo rozptylu svétla. Vysledky této studie jsou pfipravovany k publikaci.

Vedle toho pokracujeme ve zkoumani chovani molekul HA ve smésnych rozpoustédlech,
zejména s ohledem na interakci HA s ionty, ktera je v méné polarnim prostredi silngjsi nez ve vodé.

v

smésného rozpoustédla miize vést az ke vzniku stabilnich duplexovych struktur.

Relativné nemnoho vyzkumnych praci se dosud zabyvalo simulacemi substituovanych
fetézclh HA, tiebaze pravé chemicky modifikované molekuly HA jsou diky své niz§i hydrofilité
Casto technologicky vyuZzivany. Vliv substituci na strukturu oligosacharidt HA ve vodném prostiedi
byl studovan experimentalné i teoreticky ve skupiné A. Mohse [13], pfi¢emz byl prokazan vliv
hydrofobnich substituenti na tvorbu kompaktnéjSich makromolekularnich klubek. V ramci
probihajiciho pokracovani naSeho vyzkumu proto planujeme navéazat na studie uvedeného typu a

zahrnout do nich i vliv smésnych rozpoustédel, protoze pravé v nich ¢asto probihaji substitu¢ni
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reakce vedouci k navazani hydrofobnich zbytkli na molekulu. Rovnéz planujeme podrobnéjsi

vyzkum vlivu koncentrace soli na substituované fetézce HA.

2. ROVNOVAHY A KINETIKA V ROZTOCICH OLIGOMERNICH
PROTEINU ZA VYSOKEHO TLAKU

Chemické rovnovahy v roztocich jsou ovlivnitelné fadou externich faktor, mezi néz
zpravidla pocitame piedevsim teplotu a sloZeni rozpoustédla, v némz reakce probiha V piipadé
biochemickych reakci probihajicich ve vodném prostfedi jsou nejvyznamnéjSimi faktory iontova
sila a pH. Obvykle v8ak mezi ovliviwjici faktory nepocitame tlak, jehoz vliv na reakce
v kondenzované fazi je vpravdé minimalni. To je disledkem nizké stlagitelnosti kondenzovanych
latek, ktera neumoziuje velké zmény objemt reakénich smési v diisledku probihajicich chemickych

reakei.

Zménu rovnovazné konstanty chemické reakce, resp. jejiho logaritmického vyjadreni pK, =

—log K, S ménicim se tlakem lze vyjadfit vztahem

opK, dlnK, loge (0AG? loge
) - (15) (02 -
P/ p /r RT P/, RT

kde p je tlak, T je termodynamickd teplota, R je molarni plynova konstanta, AG? je
standardni molarni reakéni zména Gibbsovy energie a AV,° je standardni molarni reakéni zména
objemu. Ze vztahu je patrné, Ze pokud molarni objem reakéni smési pii urcitém fyzikalnéchemickém
déji nardsta, zvySuje se i pK,, tedy klesa rovnovazna konstanta, a tudiz se rovnovaha posune na
stranu reaktanti, a naopak. Protoze u disociaci podjednotek oligomernich proteinti byvaji objemové
zmény v fadu desitek aZ stovek ml mol™1, je k posunu rovnovazné konstanty o ¥ad zapotiebi tlaku
Vv fadu stovek MPa. Takové tlaky, s vyjimkou dolni meze tohoto intervalu, se v biosféfe Zemé viibec
nevyskytuji, jelikoz odpovidaji hloubkam v fadu desitek km pod vodni hladinou. Pfesto byly n¢které
vyzkumy v této oblasti zaméfeny prave na vliv tlaku na proteiny hlubokomotskych mikroorganismu
[14]. Vyzkum proteinti za vysokého tlaku v8ak zpravidla nema primarné vyznam pro popis jevi
probihajicich v pfirodé, lze ho vSak vyuzit k méfeni rovnovaznych konstant procest, jejichz
rovnovaha je vyrazné posunuta na jednu stranu, takZe neni jednoduché pozorovat rovnovazné

zastoupeni obou stavi reagujicich latek [15].

Typickym piikladem je méfeni disociacni konstanty oligomerniho proteinu slozeného
z nékolika podjednotek — pro jednoduchost predpokladejme homodimer. Jestlize je rovnovaha silné
posunuta na stranu dimeru, je mozné pozorovat rovnovazné zastoupeni monomeru a dimeru jen za

velmi nizkych koncentraci, coz znemoziuje dobrou detekci vétSinou pouzitelnych experimentalnich
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metod. Pokud ovSem disociace dimeru vede ke snizeni celkového objemu systému, coz je typicky
ptipad, lze aplikaci vysokého tlaku rovnovaznou konstantu posunout tak, Ze rovnovazny pomeér obou
forem umoziuje lepsi experimentalni odezvu. Proto miizeme rovnovaznou konstantu stanovit za
zvySeného tlaku a nasledné jeji hodnotu piepocitat na tlak atmosféricky. Vysokotlakych metod bylo
v minulosti pouzito k vyzkumu proteini dimernich [16], tetramernich [17], hexamernich [18],
vysSich oligomerd [19] &i virovych kapsid [20], priont [21], nebo dokonce polymernich
proteinovych struktur jako mikrotubuly nebo mikrofilamenta [22]. Procesy, u nichZ naopak vysoky
tlak podporuje asociaci proteinovych molekul do vyssich utvart, jsou méné obvyklé, jde zpravidla
o agregace nespecifikovaného po¢tu podjednotek [23]. Pouziti vysokotlakych metod se neomezuje
pouze na asociacni rovnovahy podjednotkovych proteintl, vyuziva se rovnéz ke studiu unfoldingu
proteinti [24] a dalSich procest. Vysokotlaké experimenty se navic neomezuji jen na studium

rovnovah, ale také na kinetiku zkoumanych procest [25].

vewr

experimentim za tlaku atmosférického, nebot’ zkoumany vzorek musi byt umistén v prostfedi, kde
je vysoky tlak udrzovan. Nejbéznéjsimi metodami pouzivanymi v kombinaci s vysokym tlakem jsou
spektrofotometrie a fluorimetrie, vysoky tlak vSak byl aplikovan i v kombinaci s rozptylem svétla
[26] nebo neutront [14] ¢&i gelovou elektroforézou [27]. Pro studium nativnich konformaci
jednotlivych podjednotek oligomernich proteinti jsou pak obzvlasté vhodné metody vysokotlaké

rentgenové krystalografie a vysokotlaké NMR [28].

V nasi skupiné jsme se vénovali zejména vyzkumu rovnovaznych a kinetickych vlastnosti
homedimerni aspartatové proteinasy z viru HIV 1 (HIV-1 PR), a to jak experimentalné, tak

teoreticky.

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

V prvni praci na toto téma (E. Kutdlkovd et al., Phys. Chem. Chem. Phys. 16 (2014) 25906—
25915) jsme simulovali molekulu HIV-1 PR za riznych tlaki od 1 do 600 MPa metodou molekulové
dynamiky. Tento ptistup byl diive nékolikrat pouzit na rtizné proteiny, jeho aplikace shrnuje
ptehledovy ¢lanek [29]. Cilem studie bylo popsat konformaéni zmény molekuly a urcit objemovou
zménu provazejici disociaci dimeru. Bylo pozorovano mirné zmenseni rozmérti dimeru HIV-1 PR
reprezentovanych jednak vzdéalenosti a-uhliki aminokyselin Pro39 a Pro39’ lezicich na

nejvzdalenéjsich mistech molekuly (obr. 4), jednak gyra¢nim polomérem dimeru.
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Obr. 4. Vlevo: struktura molekuly HIV-1 PR s vyznacenim vyznamnych domén: A — aktivni misto obklopené
dutinou pro vazbu substratu, F — chlopné (flaps), D — dimerizacni doména. Barevnymi kulickami a ¢arami jsou
vyznaceny vzdalenosti, jejichz zména byla sledovina v zavislosti na tlaku v systému. Vpravo: Zavislost
vzddlenosti Pro39-Pro39’ (kterd vykazovala nejvyraznéjsi zménu) a gyracniho poloméru Rg molekuly na tlaku.
Prevzato a upraveno z E. Kutalkova et al., Phys. Chem. Chem. Phys. 16 (2014) 25906—25915.

Aby bylo mozno posoudit a termodynamicky kvantifikovat vliv vysokého tlaku na
rovnovahu monomer-dimer, byla vypo¢tena zména objemu souvisejici s disociaci dimeru na dva
monomery. K tomu byla pouzita aproximativni metoda zjisténi objemového rozdilu zalozena na
stanoveni poctu molekul vody v dutingé aktivniho mista. Vychdzime z predpokladu, Ze jeji
hydrofobni vnitini povrch odpuzuje molekuly vody, takze celkova hustota t€chto molekul je uvnit#
dutiny za atmosférického tlaku nizs§i nez ve volné vod€. ZvySovanim tlaku je vSak tato odpudiva
tendence prekondvéana a do dutiny se dostava vice molekul vody z okoli, ¢imz klesa celkovy objem
systému. Obdobny vypocet byl proveden také pro monomer, kde je efekt zfejme¢ mensi, protoze

monomer obsahuje pouze polovinu dutiny aktivniho mista.

Vypoctend objemova zména nebyla konstantni, ale zavisela vyrazné na tlaku. Za nizkého
tlaku byla dokonce kladna, poté ale klesala do zapornych hodnot, kde nabyla minima (tj. maximalni
zaporné zmény) pii cca 300 MPa, poté se vraci zpét k nule. Aby bylo mozno provést srovnani
s experimentalnimi daty, byla vypoctena hodnota priimérné objemové zmény pro interval od nuly
do daného tlaku. Takto vypoctené hodnoty odpovidaji objemovym zméndm ovliviujici
experimentalni chovani pti daném tlaku. Primérné hodnoty zacinaji opét v kladnych oblastech, do
zapornych hodnot pfechédzeji u cca 160 MPa a nakonec se stabilizuji kolem hodnoty —50 ml/mol.
Tomu potom odpovidd i pribéh zmény hodnoty disociaéni konstanty dimeru. Tato zména je
Vv oblasti do 160 MPa nepatrné kladna, poté vsak klesa do zapornych hodnot a pro tlaky nad 300
MPa se stabilizuje kolem hodnoty ApK; = —4, tedy rovnovazna konstanta disociace dimeru vzroste

asi 0 4 fady. To svéd¢i o vyrazné tlakové destabilizaci dimeru. Vypoctené hodnoty zmény objemu i
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disociacni konstanty jsou, i pfes vysokou miru aproximace, v dobrém souladu s nasi naslednou

experimentalni praci na stejném enzymu.

Nase teoreticka studie tedy ukazuje potencial simulaci metodou molekulové dynamiky pro
vypocty objemovych zmén molekul proteinil za vysokého tlaku. Déle ukazuje, Ze objemova zména
nemusi byt konstantni v celém intervalu aplikovanych tlakti, coz je v experimentalnich pracich

obvykle ptedpokladano.
2.2. Rovnovazné a kinetické vlastnosti HIV-1 proteinasy za vysokého tlaku

Zaroven se simulacemi jsme ve spolupraci se skupinami Dr. Reinharda Langeho a prof.
Eliane Dumay z Univerzity v Montpellieru provedli analogickou experimentalni studii (M. Ingr, et
al., Plos One. 10 (2015) e0119099). V této studii jsme vystavili roztok HIV-1 PR postupné se
zvySujicimu tlaku a pozorovali fluorescenéni odezvu v oblasti fluorescence aromatickych

sve&d¢i o strukturnich zménach v molekule proteinu.

Jako prvni byl ovéfen predpoklad, Ze kompetitivni inhibitory HIV-1 PR stabilizuji jeji
dimerni strukturu. Takto stabilizovany dimer navic nepodléhd rozpadu terciarni struktury
(unfoldingu), a to ani za vysokého tlaku. Dale bylo prokazano, Ze agregace proteinu nastava az za
tlakd vyssich nez 350 MPa, coz je hodnota umoziujici provedeni méfeni parametrd dimerizace i

unfoldingu.

Abychom odlisili procesy disociace dimeru a nasledného unfoldingu monomerd, sledovali
jsme rovnéz zavislost tlakové podminénych spektralnich zmén na koncentraci. V piipadé
unfoldingu, ktery je v obou smérem procesem prvniho fadu, jsou tyto zmény koncentracné
nezavislé, naopak v pfipadé piechodu mezi dimerem a monomerem vys$§i koncentrace stabilizuje
dimerni stav. Proto za nizkych koncentraci dojde k disociaci dimeru za niz§iho tlaku nez v pfipad¢
koncentrace vyssi. V ptipadé HIV-1 PR byla pozorovana ziejma koncentraéni zavislost polohy
zavislosti intenzity spektra na tlaku se s koncentraci neménil. Proto byla prvni zavislost povazovana

za odezvu disociace dimeru, zatimco druhé za odezvu unfoldingu disociovanych monomert.

Z prvni zavislosti byla nasledné vypoc¢tena hodnota disociaéni konstanty i objemova zména
provazejici tento proces. Byla pouZita linearizovand rovnice zavislosti polohy inflexniho bodu Ap;,, ¢

na logaritmu koncentrace proteinu [M,] (vyjadiené jako koncentrace formalniho monomeru)
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RT (1 +V2)Kyaem

RT
Apins([Mo]) = —mln[Mo] + AV, n— (2)

kde Kg;qem je disociaéni konstanta dimeru za atmosférického tlaku a AV, je objemovad zména
disociace (povazovana za konstantu). Z proloZeni experimentaln¢ ziskanych hodnot inflexnich bodt
touto linearni zavislosti (obr. 5, vpravo) byly ziskany hodnoty obou parametrti, AV, =
—32,5ml/mol a Ky g4¢rn = 0,92 uM. Hodnota disocia¢ni konstanty zapadd do oblasti hodnot
ziskanych jinymi metodami nezavislymi na interakci se substratem ¢i inhibitorem [30,31]. Naopak
kinetické studie na té€chto interakcich zavislé [32,33], v¢etné nasi star$i prace [34], poskytuji obecné

hodnoty niz§i, které mohou byt zptisobeny vlivem stabiliza¢niho efektu substratu ¢i inhibitoru.

Z denaturacni kiivky dané odezvou celkové intenzity fluorescence byly stanoveny hodnoty
objemové zmény provazejici unfolding i jeho rovnovazné konstanty: AV, = —104 ml/mol a
Kyaem = 1,5+ 107°. To znamena, e za teploty 25 °C, za niz méfeni probihalo, je monomer za
atmosférického tlaku velmi stabilni, jeho unfolding nastava az za vyssich tlakd. To je v souladu i

s experimentalni studii metodou NMR, v niz byly pozorovadny monomery mutantnich dimerizacné

defektnich forem HIV-1 PR [35].

Nakonec byla métfena i zavislost kinetickych parametri enzymového Stépeni umélého
peptidového substratu srovnanim hodnot reakéni rychlosti pro riizné tlaky za dané koncentrace obou
slozek s teoreticky odvozenou kiivkou popisujici vliv disociace dimeru na kinetiku pti konstantnosti
Michaelisovy konstanty K, a ¢isla pfemény k.,;. Dobra shoda experimentalni a teoretické kiivky
ukazuje, Ze disociace dimeru je velmi podstatnym faktorem ovlivitujicim rychlost §t€épeni substratu.
Drobné odchylky vSak svéd¢i o tlakové zavislosti kinetickych konstant K, a k.4, Kjejichz

stanoveni by vSak bylo zapotiebi dalSich experimentt, které v soucasné dobée probihaji.
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Obr. 5. Zavislost inflexniho bodu kiivek disociace dimer-monomer na koncentraci HIV-1 PR. Vlevo:
experimentalné namérené body pro jednotlivé koncentrace proloZené teoretickou zavislosti (plnd cara).
Prerusované cary vymezuji pasy 95% spolehlivosti regresnich kiiivek. Cerné ohranicené tecky reprezentuji
hodnoty namérené pri zpétném snizovani tlaku — tyto jsou ovlivnény predchozim pusobenim velmi vysokého
tlaku vyvolavajiciho jak unfolding, tak i agregaci proteinu. Trojuhelnicky oznacuji polohu inflexniho bodu.
Krivky jsou pro prehlednost vzdajemné vertikdlné posunuty. Vpravo: tlak v inflexnim bodé jako funkce
koncentrace. Body riiznych barev oznacuji opakovand méieni, chybové iisecky vyznacuji smérodatnou
odchylku vypoctenou z chyb nelinedarni regrese. Plna cara vyznacuje regresni primku prolozenou vsemi body
dle rovnice (4). Prevzato a upraveno z M. Ingr, et al., Plos One. 10 (2015) e0119099.

2.3.

V nésledujici publikované praci (M. Ingr et al., J. Theor. Biol. 411 (2016) 16-26) jsme se
zaméfili na teoreticky popis oligomerizac¢nich rovnovéh za vysokého tlaku. Cilem prace bylo
vytvotit univerzalni popis téchto d&i pro rizné poéty podjednotek ve variantach homo- i
heterooligomerd. Popis byl zalozen piedev§im na zménach poloh inflexnich bodt tlakovych

zavislosti stupiii konverze jednotlivych oligomerizacnich stavtl. Popis byl doplnén matematickymi

vysokého tlaku

Teoreticky popis rovnovah v roztocich oligomernich proteint za

vzorci pro jednotlivé rovnovahy, které Ize pouzit pro pocitacové zpracovani problému.

Teoreticky popis byl vypracovan pro nékolik typt rovnovah. Nejjednodussim typem je
uzaviena rovnovaha homooligomerniho systému, tj. rovnovaha mezi oligomerem o daném poctu
podjednotek a volnymi podjednotkami (monomery) bez ptedpokladu vzniku jakychkoli mezistupni.
Kitivka pfechodu ma v tomto pfipadé jen jeden inflexni bod a je popsatelna podobnou rovnici jako

v pfipadé homodimeru. Dale bylo zpracovano nékolik zdkladnich uzavfenych rovnovah pro
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heterooligomery, konkrétné heterodimer a heterotrimery typt A, B nebo ABC. Teoreticky model byl
vytvofen i pro rovnovahy postupné (konsekutivni), kdy mezi monomery a vyslednym oligomerem
stoji jesté nékolik mezistaviit danych postupnou tvorbou vysledného komplexu. Popis téchto

rovnovah uz je relativné slozity, proto byl vytvofen jen pro homotrimer a oba typy heterotrimera.

Tato teoretickd prace tedy pfinasi prehledné zpracovani popisu rovnovah v riznych typech
oligomernich proteinovych komplexti podléhajicich disociaci vlivem vysokého tlaku. Jejim cilem je

usnadnit vyhodnoceni dalSich experimentii s oligomernimi proteiny rizné komplexnosti.
2.4. DalSi plany a perspektivy

V soucasné dob¢ planujeme zejména srovnani piirodni varianty HIV-1 PR s jeho nékterymi
mutantnimi variantami, jakoZ i s kovalentné spojenym dimerem, ktery nepodléha disociaci. Dal$im
moznym smérem vyzkumu je chovani HIV-1 PR v makromolekularné¢ zahusténém prostiedi

(macromolecular crowding) simulujicim realné prostiedi, v némz se molekuly proteinti nachazeji.

3. KINETIKA ENZYMOVE KATALYZOVANYCH REAKCI

Téma enzymové kinetiky ¢astecné souvisi s tématem studia proteinll za vysokého tlaku,
vénoval jsem se mu vSak jiz dfive a také v rdmci jinych projektl. Jednalo se nejdiive o vyzkum
enzymové kinetiky a disocia¢ni rovnovahy dimernich retrovirovych proteinas, pozdéji jsem se vSak
podilel i na vyzkumu aktivity serinové racemasy. Velmi zajimavym tématem byl také vyzkum
rhomboidovych proteinas, coz jsou enzymy membranové, takze popis jejich enzymové aktivity musi
brat v potaz jejich rozmisténi ve dvojrozmérném prostoru biomembran. Kone¢né v ramci posledni
prace na toto téma jsem se podilel na identifikaci mechanismu dvojsubstratové zvratné reakce

katalyzované Sikimatdehydrogenasou, rostlinnym enzymem pfipravenym z kotfene petrzele.

3.1.  Ovlivnéni dimerizace retrovirovych proteinas strukturnim motivem

»Hfireman’s grip“.

Moje prvni prace z této oblasti (M. Ingr et al., Protein Sci. 12 (2003) 2173-2182) souvisi se
studiem kinetiky a dimeriza¢ni rovnovahy retrovirovych proteinas. Retrovirové proteinasy jsou
dimerni proteiny, pticemz pravé dimerizace je nezbytna pro jejich enzymovou aktivitu [36].
Stanoveni disocia¢ni konstanty dimeru bylo v minulosti provadéno mnoha vyzkumnymi skupinami
s relativné nejednotnymi vysledky zavislymi na pouzité metodice a konkrétnich podminkach
experimentu. Kromé toho bylo také zji§téno, ze enzymova aktivita retrovirovych proteinas zavisi na
tom, jestli se vedle kyseliny asparagové v aktivnim misté enzymu nachazi aminokyselina threonin

nebo serin, coz jsou jediné dvé varianty v retrovirech nalezené. Tato aminokyselina tvofi spolu
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s leucinem pfedchazejicim aspartat aktivniho mista a analogickymi aminokyselinami druhého
monomeru strukturni motiv zvany ,,fireman’s grip* (hasi¢sky chvat — nazev je vychazi z podobnosti
se stoli¢kou ze ¢ty rukou pouzivanou k zachrané ranéného), ktery propojuje oba monomery siti
vodikovych vazeb, ¢imz ptispiva ke stabilizaci dimeru. Mutaéni studie provedené v obou smérech

prokazaly, Ze varianty s threoninem jsou vzdy aktivngjsi [37,38].

V nasi praci jsme si proto kladli za cil vysvétlit vliv této aminokyseliny na stabilitu dimeru
retrovirovych proteinas. Vysli jsme tedy ze dvou piirozené se vyskytujicich (wild-type) proteinas
z retrovirt HIV-1 a MAV (myeloblastosis-associated virus), z nichZ prvni obsahuje ve zminéném
motivu threonin a druhy serin, a k obéma pfipravili metodami rekombinantni exprese a purifikace i
opacné varianty. Kromé toho jsme jest€ pouzili pfirozenou variantu viru MPMYV obsahujici ve
fireman’s gripu rovnéZ threonin. Pro vSechny tyto enzymy jsme stanovili rovnovaznou konstantu
disociace dimeru, stejné¢ jako jednotlivé rychlostni konstanty procest asociace a disociace, na
zéakladé méfeni rychlosti $té€peni fluorescencniho substratu vyuZivajiciho Forsterova rezonanéniho
ptenosu energie (FRET). VSechny enzymové varianty obsahujici threonin v motivu fireman’s gripu
mely disociacni konstantu v priméru o tad niz$i nez varianty obsahujici serin, byly tedy
termodynamicky stabilngj$i. Pfi¢ina tohoto jevu neni zcela jednoznaéné objasnéna, ale lze ji
anticipovat z okolnosti, Ze u termodynamicky stabilngjsich T-variant je zjevné vys§i rychlostni
konstanta asociace dimeru, zatimco rychlostni konstanty disociace se od S-variant pfili§ nelisi. Je
tedy pravdépodobné, Ze struktura fireman’s gripu ma vyznam pro pocateéni stadium asociace
monomert a ze methylové skupiny threoninu tuto strukturu stabilizuji 1épe nez postranni fetézce
serinu. Nase zavéry tedy podporuji hypotézu, Ze volba mezi serinem a threoninem je evoluéné

podminéna a souvisi s regulaci aktivity piislusné proteinasy ve virové &astici [36].

3.2.  Mechanismus reakce katalyzované Sikimatdehydrogenasou z koiene

petrzele

V mé dosud posledni praci z oblasti enzymové kinetiky (V. Hyskova et al., Phytochemistry.
190 (2021) 112881) jsme se s kolegy z katedry biochemie PfF UK zabyvali mechanismem syntézy
kyseliny $ikimové enzymem $ikimatdehydrogenasou. Ta je kli¢ovym enzymem $ikimatové drahy,
ktera je vyznamnou cestou syntézy aromatickych biologicky aktivnich sloucenin. Jelikoz se vsak
vyskytuje jenom u bakterii, hub, rostlin a parazitii podkmene vytrusovci, ale ne u zivoc¢ichti, mohou

inhibitory této drahy byt pouzivany jako antimikrobialni ¢i herbicidni latky [39].

Cilem této prace bylo popsat mechanismus reakce katalyzované Sikimatdehydrogenasou

z petrzele a identifikovat jeji pfirodni inhibitory. Jedna se o dvojsubstratovou reakci
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NADPH (A) + H* + DHS (B) 2 SA (P) + NADP* (Q), 3

kde NADP* je oxidovana forma koenzymu nikotinamidadenindinukleotidfosfatu, NADPH jeho
forma redukovana, SA je kyselina Sikimova (Sikimat) a DHS jeji dehydrogenovana forma
(dehydrosikimat), pismena v zévorkach jsou uvedena jako zjednoduSujici zkratky. Rovnovaha
reakce neni vyrazné€ posunuta ani jednim smérem. Reakce tohoto typu miZe obecné probihat
riznymi mechanismy, napf. mechanismem uspoifadanym (sekvenénim) nebo mechanismem typu

ping-pong, ale i mnohymi dal$imi [40].

K identifikaci mechanismu jsme vyuzili stanoveni typu inhibici jednotlivymi reakénimi
produkty, a to v obou smérech. Pfidavek produktu plni roli inhibitoru, je vSak tieba stanovit, zda se
jedna o inhibici kompetitivni & nekompetitivni, pfipadné akompetitivni. V piipad€ inhibice
kompetitivni se produkt navazuje na stejnou chemickou entitu (molekulu enzymu nebo jeho
komplex s druhym substratem) jako sledovany substrat, v opaéném piipadé se vaze jinym
zpusobem. Pro na§ enzym Sikiméatdehydrogenasu jsme ziskali vysledky shrnuté v tabulce 1,

Tabulka 1. Typy inhibice pro reakce jednotlivych substrati inhibované jednotlivymi
produkty. C — kompetitivni inhibice, NC — nekompetitivni inhibice.

Inhibitor Q (NADP) P (SA) A (NADPH) B (DHS)
Substrat s NADP DHS NADPH | DHS NADP | SA NADP | SA
proménnou H
koncentraci

Typ C NC C NC C NC NC C
inhibice

které nejsou typické pro zadny popsany mechanismus. Analyzou téchto dat s vyuzitim faktu, ze
reakce zleva doprava je silné¢ inhibovana substraitem B, jsme dospéli k navrhu mechanismu

naznaceného na obr. 6.

+NADPH +DHS

E —— E-NADPH =— E-NADPH-DHS == E-NADP-SA=——=E-NADP == E
+SA +NADP
+DHS“ " OH Sn oot
+NADP
E-DHS > E-NADP-DHS E-SA
dead-end dead-end dead-end

Obr. 6. Reakcéni mechanismus oxidace kyseliny Sikimové Sikimdtdehydrogenasou. Prevzato a upraveno
Z V. Hyskova et al., Phytochemistry. 190 (2021) 112881.
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Jde o usporadany mechanismus v obou smérech, avsak s tim, Ze v obou smérech mohou vznikat i
komplexy enzymu a substratil, z nichz reakce nemtize produktivné pokracovat, takze musi dojit

K jejich zpétnému rozpadu. Tyto jsou celkem tii a tvoii mrtvé konce reakéniho mechanismu.

V ramci prace byla dale méfena inhibice Sikimatdehydrogenasy aromatickymi latkami, které
se mohou vyskytovat v rostlinné tkani a slouzit jako regulatory jeji aktivity. Bylo zjisténo, ze
inhibiéni efekt obecné roste s po¢tem hydroxylovych skupin téchto molekul. Ze skupiny méfenych

latek byly nejlepsimi inhibitory kyselina tfislova, kyselina kavova a kyselina chlorogenova.

Nase prace tedy pfispiva k poznani mechanismu reakce katalyzované enzymem, ktery mtize
byt potencialnim cilem fungicidnich a antimikrobialnich piipravkl, uvedené vysledky proto mohou

mit i nemaly technologicky potencial.

3.3.  Fluorescen¢ni substraty pro méieni enzymové Kinetiky

rhomboidovych proteinas

Rhomboidové proteinasy (z angl. rhomboid proteinases), zkracené téz rhomboidy, jsou
pocetnou skupinou serinovych transmembranovych proteinas vyskytujicich se u téméf vSech
organismu. Od vétSiny ostatnich proteolytickych enzymi se lisi tim, Ze jejich aktivni misto je
lokalizovéano v transmembranové doméné, nachazi se tedy uvnitt biomembrany, na niz je enzym
ukotven. Rhomboidy hraji roli pfedev§im v riznych signalnich drahach, proto jsou ¢asto vyuzivany
jako cile terapeutického zasahu [41]. JelikoZ byly objeveny az v roce 2001, poznatky o nich nejsou
dosud tak rozsahlé jako v piipad¢€ jinych skupin enzymu. Jejich vyzkumem se zabyva mj. skupina
Dr. Kvida Stiiovského na UOCHB AVCR, kde vznikla také publikace, na niz jsem m&l moZnost
se podilet (4. Tichd et al., J. Biol. Chem. 292 (2017) 2703-2713).

Na rozdil od jinych proteinas nebyly dosud pro vyzkum rhomboidi navrzeny vhodné
nizkomolekularni peptidové substraty poskytujici odezvu méfitelnou jednoduchymi spektralnimi
metodami, tj. spektrofotometricky nebo fluorimetricky. Navrh takovych substrati je obsahem nasi
prace. Byl proveden na zidkladé transmembranové sekvence b&zné pouzivaného substratu
LacYTM2. Zn¢j byla pfevzata sekvence 36 aminokyselin, pficemz $té€pici misto bylo za 11.
aminokyselinou od N-konce peptidu. Na tento peptid byly potom umistény zbytky molekul
poskytujicich Forstertiv rezonanéni pienos energie (FRET), a sice fluorescen¢ni donor EDANS a
zhase¢ fluorescence DABCYL. Obdobné byl navrzen i substrat vyuzivajici fluorofor TAMRA
(tetramethylrhodamin) a zhase¢ QXL610, jejichZ spektra jsou oproti piivodni dvojici posunuta tak,
aby nedochazelo k ruseni fluorescence latkami pfitomnymi v reakéni smési. Byly zméfeny kinetické

parametry §tépeni té€chto substratl vybranymi rhomboidy. Tato méfeni prokazala pouzitelnost obou
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substratl pro kinetickd méfeni enzymové aktivity rhomboidd. Na zakladé mutacnich studif §té€piciho
mista byl tento substrat dale upraven zménou sekvence aminokyselin v blizkosti aktivniho mista.

V¢i takto upravenému substratu vykazovaly testované rhomboidy vice nez 50-krat vyssi aktivitu.

V ramci této prace byla studovana i zavislost reakéni rychlosti na koncentraci amfifilni latky
tvofici membranové Castice (lipozomy), na nichZ reakce probihaji (zde DDM, n-dodecyl-B-D-
maltopyranosid). Bylo totiZ pozorovano, Ze s rostouci koncentraci této latky v oblasti nad kritickou
micelarni koncentraci (CMC) enzymova aktivita kles4. Toto se ukazalo byt disledkem rozdéleni
molekul enzymu a substratu na rizné lipozomy, k cemuz mtze dojit zejména v piipadé nizkych
koncentraci obou latek. Tyto latky jsou navic pfipraveny v zasobnich roztocich rovnéz na
lipozomech, proto po jejich smichani v reakéni smési musi nejdfive dojit k pfechodu jejich molekul
mezi lipozomy, aby byly molekuly enzymu i substratu pfitomny na spoleé¢nych lipozomech. Pokud
je koncentrace lipozomii vétsi nez koncentrace enzymu i substratu, je pocet lipozomil obsazenych

obéma partnery dan vztahem

nE'TlS

Ngsm = .’ 4)
L

kde ng, ng a n;, jsou po fadé po¢ty molekul enzymu, molekul substratu a lipozomt v reakéni smési.
Odtud plyne, Ze rychlost reakce by méla byt nepfimo umérna koncentraci lipozomd, tedy i
koncentraci detergentu DDM V reakéni smési, tj. v~[DDM]~1. Toto bylo skuteéné pozorovano
V oblasti vyssich koncentraci DDM (kolem 100 mM), zatimco se sniZovanim koncentrace se sniZuje
i absolutni hodnota exponentu zavislosti — za koncentrace viadu jednotek mM platilo
v~[DDM]™%* V této oblasti totiz uz prestava platit predpoklad o nadbytku lipozom@ nad

biomolekulami, coz vede ke zmirnéni uvazované zavislosti.

Ziskané vysledky jesté zvyraziuji vhodnost navrzenych substratii pro vyzkum rhomboidd,
jelikoz ukazuji, Ze nejvhodnéjsi substraty pro kinetickd méfeni jsou takové, které lze skladovat
Vv zasobnich roztocich bez detergentl nebo s jejich velmi nizkym obsahem. Toto kritérium nové
substraty spliuji, nebot’ je 1ze skladovat v bezvodém dimethylsulfoxidu bez pfitomnosti jakychkoli

amfifilnich latek.

3.4. Enzymologicka charakterizace rekombinantni lidské a mysi serinové

racemasy

Serinova racemasa (SR) je enzym katalyzujici pfeménu aminokyseliny L-serinu na D-serin

[42]. Vzhledem k identické termodynamické stabilité obou izomeri v achiralnim prostfedi muize
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reakce snadno b&Zzet obéma sméry. Zajimavy je vSak predev§im smér od L-serinu k D-serinu,
protoze predstavuje biosyntézu této neproteinogenni D-aminokyseliny, ktera hraje roli v fadé
fyziologicky vyznamnych procest. Kromé katalyzy racemizace optickych izomert serinu katalyzuje
SR také B-eliminaci kazdého z nich za vzniku opticky neaktivniho pyruvatu [43]. Vzhledem k tomu,
7e D-serin je vyznamnym neurotransmiterem [44], je SR dlouhodobé zkoumana jako potencialni

terapeuticky cil v 1é¢bé nemoci jako mozkova mrtvice nebo Alzheimerova choroba.

V praci, kter4 vznikala ve skuping prof. Jana Konvalinky na UOCHB AVCR (H.E. Hoffman
etal., Protein Expr. Purif. 63 (2009) 62-67), bylo nasim cilem srovnani kinetickych vlastnosti lidské
SR (hSR) a jejiho mysiho ortologu (mSR), ktery s ni vykazuje 89 %-ni sekvencni shodu. Kromé
toho byl cilem rovnéz vyvoj postupu exprese a purifikace rekombinantni hSR exprimované v kultuie
bakterie Escherichia coli (E. coli). Exprese proteinu byla provadéna z genu optimalizovaného podle
Cetnosti vyuziti kodonii (codon usage) v daném organismu. Takto upraveny gen nebyl v dobé
provadéni studie k dispozici, proto byl syntetizovan slozenim ze synteticky pfipravenych
oligonukleotidii metodou polymerazového cyklického skladani (polymerase cycling assembly -
PCA\) [45] zalozené na pouziti metody PCR. Gen byl syntetizovan ve dvou ¢astech, tzv. syntonech,
kazdé o délce cca 500 bp. Syntetizovany gen byl poté vlozen do plasmidu pUCI19 a nasledn¢ do
expresniho plasmidu pMPM-A4-2 s arabinosou indukovatelnym promotorem araBAD. Samotna

exprese a purifikace byla provadéna metodami pievzatymi z literatury.

Nasledn¢ byly stanoveny kinetické konstanty K,, a kgq, definované v modelu
jednosubstratové enzymové kinetiky dle Michaelise a Mentenové, pro nové pfipraveny enzym a
jejich hodnoty byly porovnany s mySim ortologem SR (mSR), pfipravenym jiz dfive. Byly
sledovany ctyfi reakce, a to racemizace v obou smérech a B-eliminace obou optickych izomera
serinu. Oba enzymy se shodovaly prakticky ve vSech kinetickych parametrech, jedinou vyjimkou
byla B-eliminace D-serinu, u niz byla mysi varianta vice nez tfikrat aktivnéjsi. Vysvétleni tohoto
rozdilu na strukturni bazi v§ak nebylo mozno provést, jelikoz v t¢ dobé nebyla znama krystalova
struktura ani jednoho z enzymi. Vedle konstant K,,, a k.4; byly pro oba enzymy stanoveny také
konstanty inhibice K; pro racemizaci L-serinu tfemi kompetitivnimi inhibitory, malonatem, L-
erythro-3-hydroxyaspartatem a glycinem. Bylo zjisténo, Zze vSechny inhibitory inhibuji oba enzymy
a ze jejich inhibiéni konstanty jsou pro oba enzymy fadové srovnatelné. Pro hSR vsak jejich hodnoty
byly vzdy 2-4-krat niz§i nez pro mSR, vysvétleni tohoto rozdilu na strukturni urovni v§ak rovnéz

nebylo mozné.
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3.5. DalSi plany a perspektivy

Oblast enzymové kinetiky a chemické kinetiky obecné propojuje fadu témat v této
praci uvedenych. Proto je pravdépodobné, Ze se ji pfimo ¢i nepiimo budu vénovat i nadale. Nékteré
z ptipravovanych nebo Cerstvé zahdjenych projektdi, jak uz bylo zminéno, se vénuji vyzkumu
vlastnosti protein v makromolekularné zahusténém prostiedi (macromolecular crowding). Této
oblasti se chceme vénovat jak metodami vysokotlakymi, tak také konvenénimi metodami vyzkumu
proteintl. Rovnéz predpokladame, ze v nékterych experimentech nam bude velmi ku prospéchu noveé
budovanéd aparatura pro manipulaci mikroskopickymi objekty metodou optickych pasti, kterou

planujeme vyuzit k fad¢ experimentt s proteinovymi i neproteinovymi makromolekulami.

4. VYPOCTY ELEKTRONOVEHO ROZPTYLU NA MOLEKULACH
METODAMI KVANTOVE CHEMIE

Rozptyl elektronti na molekulach, povrsich pevnych latek a krystalech je jednou z metod
studia struktury molekul. Tfebaze neni vyuzivany tak Casto jako rentgenova difrakce nebo NMR,
patii mezi metody vhodné zejména pro studium struktury molekul absorbovanych na povrsich

pevnych latek [46], v soucasnosti v§ak nabyva na vyznamu i jako metoda studia struktury krystal
[47].

4.1. Vypoéty ucinnych priiezi elastického rozptylu elektroni na
molekulach

V nasich dvou pracich (M. Poldsek et al., Phys. Rev. A. 61 (2000) 032701; M. Ingr et al.,
Phys. Rev. A. 62 (2000) 032703) jsme se ve skupiné prof. Petra Carského na UFCH JH AVCR
zabyvali vyvojem kvantovéchemické metody pro vypocet uUCinnych prirezi elastického
elektronového rozptylu, tj. pravdépodobnosti rozptylu elektronu do riznych smérti v zavislosti na
energii rozptylovaného elektronu. Vypocet byl zaloZen na feSeni Lipmannovy-Schwingerovy
rovnice v bazi rovinnych vin, které jsou vhodné pro popis stavu nevazaného elektronu. Jelikoz jsme
se zabyvali rozptylem na molekulach v plynné fazi, byla vyslednd hodnota ucinného prifezu
zpramérovana pies vSechny orientace molekuly. Vypoéty byly provadény ve statické vyménné
aproximaci (static exchange approximation), ktera vychazi z modelu nezavislych elektront, a je tedy

obdobou Hartreeho-Fockovy metody pro nevazané stavy.

V prvni praci byl pocitan elasticky rozptyl na empirickém Yukawové potencialu a na

nepolarnich molekulach vodiku a methanu. Tato prace potvrdila dobrou shodu s analytickym
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feSenim pro Yukawlv potencidl a s experimentdlnimi hodnotami u¢innych prifezii pro ob¢

molekuly a tedy i jeji dobrou aplikovatelnost na dalsi systémy.

Na tuto praci potom navazoval analogicky vypocet na molekule vody (P12), ktera je polarni,
coz zpusobuje singularitu ve vypoctu elementl matice interakéniho potencidlu pro rozptyl
v dopfedném sméru. Bylo vSak prokdzano, ze vzhledem k povaze této singularity a rozmisténi
miizkovych bodl v impulsovém prostoru sta¢i nahradit integral dopfedného rozptylu nulou a dale
vypocet probiha analogicky pfipadu nepolarni molekuly. Vypocet pak prokazal dobrou shodu mezi

vypoctenymi a experimentalnimi hodnotami €innych prufezt.
4.2. Vypocty parametri rezonancniho elektronového stavu na molekule F>

V dalsi praci (M. Ingr et al., J. Phys. B: At. Mol. Opt. Phys. 32 (1999) L547-L556) jsem se
vénoval vypoctlim rezonancniho elektronového rozptylu na molekule F2. Tento vyzkum probihal ve
spolupraci s Dr. Hans-Dieterem Meyerem ze skupiny Prof. Lorenze S. Cederbauma z Univerzity
v Heidelbergu. Rezonancemi nazyvame kvazivazané stavy, v nichz je dopadajici elektron zachycen
na dobu fadové delsi, nez je délka kolize elektronu s molekulou v bézném nerezonanénim rozptylu.
Tim vznika Gtvar podobny aniontu dané¢ molekuly, ktery ovSem neni v Case stabilni a nasledné se
rozpada uvolnénim elektronu. Proto pro kazdy rezonanéni stav mizeme definovat stfedni dobu
zivota, jejiz urceni je cilem provadéného vypoctu spolecné s urCenim energie, za niz ke vzniku
rezonancniho stavu dochézi. Je zjevné, ze u€inny priifez je pro rezonanéni stav vyrazné veétsi nez
pro rozptyl nerezonanéni. Vypocet energie a stfedni doby zivota je mozné pievést na problém
nalezeni vlastnich hodnot a vlastnich funkci Hamiltonidnu systému, jako je tomu v piipadé
stacionarnich stavi. Energie tohoto stavu je vSak tfeba vyjadfit jako komplexni &islo, jehoZ
imaginarni ¢ast udava pravé stiedni dobu zivota rezonance. K jejimu vypoctu je tieba pouzit

specialnich metod [48,49].

V nasi studii jsme pouzili metodu komplexnich absorbujicich potencialii (CAP), coz jsou
ryze imaginarni potencialové funkce umoznujici nam zbavit vinovou funkci rezonancniho stavu jeji
divergujici ¢asti. Vypocet byl provadén metodou multireferencéni konfiguracni energie (MRCI) —
tato metoda jako celek byla oznaena CAP/CI. Byly ziskany komplexni energie aniontu F,
v zékladnim stavu (X 7)) pro fadu mezijadernych vzdalenosti v oblasti, kde se energie tohoto iontu
nachazi nad energii zékladniho stavu neutralni molekuly (v opacné oblasti je klasickym vazanym
stavem aniontu). Vypocitané hodnoty §itky rezonance jako funkce mezijaderné vzdalenosti byly
extrapolovany k nule, ¢imz byl nalezen bod kfizeni kiivek potencialni energie zakladnich stavi

aniontu a neutralni molekuly. To umoznilo spravné vertikalni nastaveni obou kiivek, které bylo
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mozno zkontrolovat porovnanim se zndmou experimentalné zjisténou hodnotou elektronové afinity
atomu fluoru. Toto srovnani poskytlo velmi dobrou shodu, kterd prokédzala spravnost pouzitého
piistupu. Dale byly ziskany hodnoty energii a Sifek rezonanéniho stavu X T aniontu F; pro fadu
mezijadernych vzdalenosti, které jsou potiebné pro vypocet kvantové dynamiky rezonan¢niho stavu,
a tedy i simulace procesu disociativniho elektronového zachytu nebo vypocty spekter vibraéné

excitovaného elektronového rozptylu na molekule F,.

5. APLIKACE METOD POLYMERASOVE RETEZOVE REAKCE (PCR)
A JEJICH TEORETICKY POPIS

Polymerasova fetézova reakce (PCR) byla objevena v roce 1983 Kary Mullisem jako metoda
mnohonasobné amplifikace vybraného tiseku molekuly DNA. Jeji mimofadny védecky pfinos nejen
ze vynesl jejimu objeviteli Nobelovu cenu, ale vedl k rozsiteni metody do mnoha piibuznych
védnich oborti od samotného zakladniho vyzkumu v oblasti molekularni biologie, genetiky a
biochemie pres metody klinické diagnostiky az po forenzni analyzy typu uréovani otcovstvi ¢i
pachateli trestnych ¢ind [50]. Tiebaze princip metody je velmi jednoduchy, vyvinula se pestra Skala
jejich riznych variant pouzivanych k Géeliim preparativnim i ke kvalitativni a kvantitativni analyze.
Typické provedeni metody PCR obsahuje vreakéni smési pufr umoziujici aktivitu DNA
polymerasy, templatovou DNA, smés ¢tyf deoxynukleosidtrifosfatd (dNTP), dva primery
vymezujici konce amplifikovaného tseku a termostabilni DNA polymerasu. Reakce probihd ve
tfech cyklicky se opakujicich krocich, z nichz prvni probiha za vysoké teploty (94-98 °C) a dochazi
pfi ném k disociaci (nazyvané téz ,,tani*) fetézcl tvoricich dvojSroubovicovou molekulu DNA,
druhy za teploty v rozmezi cca 50-68 °C, pii némz dochazi k nasedani (anealingu) primerd na
komplementarni sekvence templatu, a teti za teplotniho optima funkce zvolené DNA polymerasy
(typicky 72 °C), pfi némz dochazi k samotné polymerizaci novych vldken DNA enzymovou

replikaci vlaken templatu pfitomného ve smési.

5.1. Enzymologicky popis multitemplatové PCR

V klasickém provedeni PCR je amplifikovan jeden tisek DNA pomoci dvou primerd za
vzniku jednoho PCR produktu. Existuji v§ak metody, kdy je v jedné reak¢ni smési amplifikovano
vice PCR produktti. Tyto mohou vznikat pfepisem nékolika templatd pomoci stejné dvojice primerti
— tato metoda se nazyva multitemplatova PCR, nebo pomoci vice dvojic templati — potom jde o

multiplexovou PCR [51]. Tyto metody slouzi k detekci a kvantifikaci vice sekvenci DNA ve smési,
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a to véetné sekvenci malo zastoupenych. Cilem nasi prace bylo teoreticky popsat pritbéh soub&ézné

amplifikace vice templatd s ohledem na pfi¢iny jevi naruSujicich spravnost stanoveni.

V ramci nasi prace (M. Ingr, et al., J. Theor. Biol. 382 (2015) 178-186) jsme odvodili
teoreticky model amplifikace v multitemplatové PCR s platnosti také pro PCR multiplexovou. Popis
je zaloZen na modelu enzymové kinetiky jednosubstratové reakce dle Michaelise a Mentenové, kde
substratem je komplex enzym primer, ¢i piesnéji replikované vlakno DNA [52]. Vyznamnym
vstupnim parametrem je procesivita enzymu vyjadiena formou rovnovazné konstanty mezi
enzymem asociovanym se substratem a enzymem volnym. Na zaklad¢ této teorie byl proveden nejen
deterministicky vypocet amplifikacnich kiivek, ale i simulace amplifikace jako ndhodného procesu
na jednotlivych molekulach. S jeho pomoci bylo stanoveno, jak procesivita enzymu ovliviiuje
moznost pfesné detekce minoritnich templatd a v jakém nejmensim poméru k templatu majoritnimu
lze pti dané procesivité¢ enzymu minoritni templat detekovat. Vysledky byly néasledné diskutovany

v kontextu riznych aplikaci klasické i kvantitativni PCR.

5.2. Metoda piimé exponencialni amplifikace a sekvenovani (DEXAS)

Metoda DEXAS byla navrzena koncem 90. let 20. stoleti Kilgerem a Pdabem [53] jako
vylepseni klasické Sangerovy metody sekvenace DNA [54]. Jeji podstata spo¢iva v oboustranné
amplifikaci sekvenovaného tseku DNA metodou PCR se simultanni produkci sekvenacnich
fragmentt. V reakéni smési tedy musi byt pfitomny dva primery, z nichz kazdy je znacen odli§nou
fluorescenéni znackou. Reakéni smés dale obsahuje slozky obvyklé pro sekvenaci DNA, tj. vhodny
reakéni pufr, analyzovany vzorek DNA, termostabilni DNA polymerasu, smés cCtyf
deoxinukleosidtrifosfat (ANTP) a jeden zvoleny dideoxinukleosidtrifosfat (ddNTP). Reakce je
provedena paralelné ¢tyfikrat, vzdy s jednim konkrétnim ddNTP (tj. ddATP, ddCTP, ddGTP, nebo
ddTTP). Vyhodou metody oproti klasickému provedeni je jednak amplifikace templatu a jednak

moznost soubézné analyzy sekvence z obou stran dan¢ho useku DNA.

Cilem nasi prace (M. Ingr, J. Konvalinka, Biol. Chem. 381 (2000) 439-445) bylo vytvofeni
teoretického popisu metody DEXAS, ktery by umoznoval snadné nalezeni nékterych parametri
klicovych pro optimalni pribéh reakce. Proto byl odvozen teoreticky model, ktery pti znalosti
poméru afinit enzymu k nukleotidiim a poctu cyklti umoziuje urcit optimalni pomér dNTP a ddNTP.
Vypocet byl dale rozsifen i na variantu se dvéma riiznymi enzymy lisicimi se schopnosti za¢lefiovat
ddNTP do fetézce. Vedle toho byl posouzen také vliv Gcinnosti enzymové amplifikace na
rovnomernost mnozstvi fragmentd jednotlivych délek a vliv chybové frekvence dané DNA

polymerasy na mozné znecCiSténi signalu fragmenty vzniklymi v disledku vnesenych mutaci.
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Nakonec byl navrzen algoritmicky postup, jak spravné urcit parametry PCR amplifikace v metodé
DEXAS, tj. zejména pomér ANTP a ddNTP, pomér pouzitych DNA polymeras a pocet cykll reakce,

aby bylo dosaZeno optimalniho vytézku sekvenaénich fragmentt.

V nésledujicich letech v§ak doslo k velmi bouflivému rozvoji sekvenacnich metod a zejména
k rozsifeni kapilarnich sekvenatorti vyuzivajicich ¢tyfbarevnou fluorescencni detekci fragmentt
znacenych nikoli na primerech, ale reakénich terminatorech [55], jakoz i K prudkému rozvoji
sekvenacnich metod ,,nové generace (Next-Generation sequencing, NGS). Vyhody pfinasené
metodou DEXAS se tim bohuzel staly nevyznamnymi. Piesto byl DEXAS ve své dobé zajimavou
myslenkou a teoretické zpracovani jeho popisu se jevilo jako smysluplny ptispévek k rozvoji

sekvenacénich metod.

5.3. Degradace polyvinylalkoholu za denitrifikujicich podminek

Polyvinylalkohol (PVA) je ve vodé rozpustny polymer s Sirokym vyuzitim ve vyrobcich
bézné denni potieby, v nichz je vyuzivan jako zahustovadlo, emulgator, latka tvofici filmy ¢i
adhezivum [56]. Vzhledem k jeho ro¢ni produkci ptesahujici 1 Mt dochazi k tniku nemalého
mnozstvi tohoto polymeru do zZivotniho prostfedi, zejména v odpadnich vodach. Naopak ptiznivou
skuteénosti je, ze PVA je biodegradabilni prostiednictvim nékterych druhti bakterii a hub [57].
Biodegradacni procesy jsou vzdy zaloZzeny na enzymatické oxidaci PVA, v niz je zpravidla
konecnym pfijemcem elektronti molekula kysliku. V ptdach, kde je kysliku nedostatek, je vSak
moznost degradace PVA témito mikroorganismy zna¢né omezena [58]. Nékteré predchozi prace
vsak ukazovaly na moZnost anaerobni degradace PVA, v nichz by kone¢nym oxida¢nim ¢inidlem

byly dusi¢nanové anionty (denitrifikaéni podminky) [59].

Nase prace vznikajici v laboratofi prof. Marka Koutného na FT UTB ve Zliné¢ (H.
Marusincova et al., International Biodeterior. Biodegrad. 84 (2013) 21-28) byla proto zaméfena na
prokazani moznosti této degradace v denitrifikaénich podminkach prostfednictvim bakteridlniho
spoleGenstva z istirny odpadnich vod (COV — vzorky byly odebrany v COV ve Zling-

Malenovicich) a identifikaci nalezeného bakterialniho druhu, ktery tuto degradaci zptsobuje.

Bakterialni kulturou odebranou z COV bylo zao&kovano mineralni médium, v némz jedinou
latkou obsahujici uhlik byl pravé PVA, a tato kultura byla kultivovana za aerobnich i anaerobnich
podminek v pfitomnosti i bez pfitomnosti dusi¢nanti. Experimenty prokazaly, Ze v anaerobnich
podminkach je PVA oxidovan pravé na ukor redukce dusi¢nanovych anionti. Nésledn€ jsme
provedli sérii experimentl s cilem najit bakterialni druh, ktery degradaci PVA v denitrifika¢nich

podminkach zpisobuje. Nejdiive byla provedena analyza genu 16S rRNA metodou TGGE
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(temperature-gradient gel electrophoresis) [60]. Z pokusu vyplynulo, Ze béhem kultivace v kultufe
vyrazné roste zastoupeni bakterie rodu Steroidobacter, ktera proto byla oznaCena za
pravdépodobného pivodce degradace. Jeji pfitomnost v kultufe byla nasledné prokazana sekvenaci
genu 16S rRNA amplifikovaného PCR z narostlé bakterialni kultury. PHimy vztah této bakterie
k degradaci PVA v denitrifikanich podminkach byl dale prokazan stanovenim jejiho zastoupeni
Vv bakterialni kultufe v riznych dnech od zacatku kultivace metodou kvantitativni PCR (gQPCR),
ktera byla provedena paralelné se dvéma dvojicemi primerd. Prvni dvojice nasedala na
konzervativni sekvence genu 16S rRNA, které jsou spole¢né vSem bakteriim, zatimco druha
nasedala do hypervariabilni sekvence specifické pro hledanou bakterii. Standardem byl v obou
ptipadech plazmid pUC19 nesouci diive zaklonovany gen 16S rRNA bakterie Steroidobacter ZUMI
37, templatem byla DNA izolovana z bakterialni kultury v riznych dnech kultivace. Touto metodou
bylo zjisténo, ze zastoupeni sledované bakterie rostlo v prabéhu kultivace z cca 0,02 % na zacatku
az k cca 16 % na konci kultivace. Vysledek tedy jasné prokazal souvislost bakterie Steroidobacter
ZUMI 37 sdegradaci PVA v denitrifikacnich podminkach, proto ji lze prohlasit za hledany
degradujici mikroorganismus. Tfebaze se bakteridlni kmen nepodatilo vypéstovat v ¢isté kultufe,
coz muze byt disledkem nutné symbiodzy s jinymi bakteriemi, mé vysledek potencialni vyznam pro
vyuziti v technologiich cilicich na odstrafiovani PVA z Zivotniho prostiedi, zejména v Cisténi

odpadnich vod.

5.4. Priprava apo-cytochromu b rekombinantni expresi v E. coli

Cytochrom b5 (dale jen b5) je maly hemoprotein o relativni molekulové hmotnosti cca 17
kDa, ktery je schopen pfendset jednotlivé elektrony v enzymové katalyzovanych biochemickych
reakcich [61]. V buiikdch savcl je b5 pfitomen ve tiech isoformach vyskytujicich se
v endoplazmatickém retikulu, mitochondriich a cytoplazmé erytrocytd [62]. Retikularni forma je
slozena z N-terminalni domény obsahujici misto pro vazbu hemu a mensi hydrofobni C-terminalni
domény odpovédné za fixaci b5 na membrané [63]. Tato doména je kliCova pro interakci b5
s dal$imi membranovymi proteiny, zejména cytochromem P450 (CYP). Aby mohl byt b5 aktivnim
prenaseCem elektronti v redoxnich reakcich, musi obsahovat hem jako redoxni kofaktor. Takovy
protein se potom oznacuje jako holo-protein, v tomto pfipadé holo-b5. Funkce holo-b5 spociva ve
stimulaci aktivity CYP, tfebaze nékteré experimenty ukazaly i opaény efekt [64]. Jiné ukazuji, ze
b5 je schopen stimulovat aktivitu CYP i jako apo-protein (apo-b5), tj. bez ptitomnosti hemového
kofaktoru [65]. Pro vyzkum téchto reakci je proto nezbytné mit k dispozici i apo-b5 ve formé ¢istého

proteinu, na jehoZ pfipravu heterologni expresi v bakteriich Escherichia coli jsme se zaméfili v nasi
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studii (V. Kotrbova et al., Protein Expr. Purif. 66 (2009) 203—209). Prace probihala na katedie

biochemie PfF UK ve skupiné prof. Marie Stiborové.

Gen proteinu byl pfipraven syntézou z chemicky syntetizovanych oligonukleotidii metodou
polymerase cycling assembly (PCA) [45]. Syntetizovany gen byl dale vloZzen do expresniho
plazmidu pET22b a byl exprimovan v burikach E. coli BL21(DE3) Gold. Protoze po ultrazvukové
destrukci bunék se protein apo-b5 nachazel na fragmentech biologickych membran, byl bunéény
lyzat odstfedén na preparativni ultracentrifuze a protein byl izolovan z rozpusténého sedimentu
dvéma iotoméni¢ovymi chromatografiemi. Preparat byl nasledné zbaven detergentt dialyzou a byl

zahuStén pomoci centrifugacni ultrafiltracni cely Amicon.

Izolovany protein byl déale charakterizovan spektrofotometricky a kineticky aby bylo
prokazano, ze jde o apo-formu a Ze po rekonstituci s hemem je protein biologicky aktivni. Nakonec
byl zkoumén vliv rekombinantniho b5 na aktivaci oxidace barviva Sudan I lidskym CYP3A4, a to
jak v holo-, tak v apo-formé. Rekombinantni preparat v holo-formé zesiloval oxidac¢ni u¢inek
CYP3A4 prakticky stejné jako kontrolni vzorky krali¢iho a lidského holo-b3, coz opét prokazovalo
spravnou funkei rekombinantné pfipraveného proteinu. Navic bylo zjisténo, Ze i sama apo-forma
zvysila Groven oxidace, byt vyznamné méné nez holo-b5. To potvrzuje spravnost teorie
predpokladajici alostericky vliv apo-b5 na funkci CYP3A4 [65]. Byla tedy prokdzana vysoka
biologicka aktivita rekombinantniho preparatu ve vSech zkoumanych vlastnostech, coz poskytlo
moznost vyuZzivat tento protein k dal§im vyzkumim biochemickych redoxnich reakei, jichz se

ucastni.
6. OSTATNI PUBLIKOVANE PRACE
6.1. Inhibice produkce bioplynu produkty degradace biomasy

Produkce bioplynu anaerobni fermentaci biomasy je ekonomicky schtidnou alternativou ke
spotfeb¢ fosilnich paliv, ktera navic mize jako surovinu vyuzivat odpadni produkty riznych
prumyslovych a zemédé€lskych procest. Rostlinnd biomasa je tvofend piedev§im celulosou,
hemicelulosou a ligninem, které tvofi komplexni matrici odolnou proti biotické i abiotické degradaci
[66]. Vzhledem k tomu je biomasa pied samotnym pouzitim k produkci bioplynu upravovana tak,
aby se co nejvice rozvolnila jeji struktura. Béznou metodou téchto uprav je metoda parni exploze
[67], kdy je biomasa po stanoveny ¢as zahtivana ve specidlnim kanalu za vysokého tlaku externé
dodavanou parou, aby po nésledném prudkém sniZeni tlaku na konci kandlu do$lo k jejimu

rozmélnéni. Moznym problémem tohoto postupu je vznik nizkomolekulérnich vedlejsich produkta,
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které mohou nésledné inhibovat proces samotné produkce methanu, jenz je klicovou slozkou

bioplynu.

Nase prace, ktera vznikala v laboratofi prof. Marka Koutného na FT UTB ve Zlin¢ (S.
Pekarova et al., BioResources 12 (2017) 2421-2432), se zabyvala studiem vlivu nékterych takovych
latek na produkci methanu bakteridlnim spolecenstvem pochazejicim z digestatu biomasy z
bioplynového produkéniho zatizeni z Ceskych Budgjovic. Jako zdroj uhliku byly pouzity dva umé&lé
substraty, celuldza a acetat. Jako inhibujici latky byly testovany furfural, 5-hydroxymethylfurfural,

kyselina gallova a kyselina tfislova.

24

v koncentracich dosazitelnych v bioplynovém reaktoru vSak ani on nepfedstavuje pro proces
vyrazny problém. Lze proto konstatovat, ze zadna ze zkoumanych latek nepfedstavuje technologické

riziko pro produkci methanu z biomasy po ptedchozi Gipravé metodou parni exploze.

6.2. Ab initio vypoc¢ty substituentovych konstant pro metodu QSAR
Konceptem QSAR (quantitative structure-activity relationship — modely kvantitativni
zavislosti aktivity na struktuie) se rozumi soubor pravidel a vypocetnich postupl slouzicich
k predikci chemickych a biologickych vlastnosti slou¢enin, pfedev$im organickych, na zakladé
znalosti jejich struktury a veli¢in (deskriptor() z ni ptimo odvoditelnych [68]. Je znam a rozvijen po

dobu vice nez 55 let a v dnes$ni dob€ je tvoten Sirokou Skalou riznych vypocetnich metod.

Soucasti QSAR je také posouzeni vlivu konkrétniho substituentu na vlastnosti dané
molekuly. Tento vliv je do QSAR promitnut skrze odlisné hodnoty vhodné zvolenych deskriptort,
v naSem piipad¢ konstant charakterizujicich jednotlivé dil¢i vlivy, kterymi substituent ptisobi na
slouéeninu, na niz je vazan. Pro kvantitativni posouzeni téchto vlivii substituentd na zvolenou

vlastnost y uvazované slouéeniny byla navrzena rovnice [69]
Y = Yo+ PpOp + PrOg + PaOq + py0y + €. (5)

Zde y, zna¢i hodnotu dané veliiny pro nesubstituovanou molekulu, parametry p jsou
rozvojovymi konstantami udavajicimi vliv ptispévki dle jednotlivych forem plisobeni substituentu
na molekulu a konstanty ¢ jsou charakteristikami jednotlivych substituenti. Veli¢ina & zahrnuje
ostatni nespecifikované vlivy. Index F oznacuje vliv induktivniho efektu substituentu (field-
inductive), R efektu rezonanéniho (mezomerniho), a vliv polarizace molekuly v dusledku
pritomnosti substituentu a y vliv jeho elektronegativity (tento vliv je nejméné vyznamny a také

nejméné rigorézné definovatelny).
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Nase publikace (O. Exner et al., Theochem-J. Mol. Struct. 397 (1997) 231-238) byla
zaméfena na vypocty hodnot jednotlivych konstant ab initio metodami kvantové chemie na zakladé
modell navrzenych diive Marriottem a Topsomem [70,71]. Byla realizovana ve skupiné prof. Petra
Carského na UFCH JH AVCR pod vedenim prof. Otto Exnera z UOCHB AVCR. Cilem prace bylo
jednak piepocitani dfive vypocétenych konstant ve vétSich bazich atomovych orbitald, jednak
stanoveni konstant pfislusejicich dosud nezkoumanym substituentim. Kromé toho byl posuzovan
vliv konformace na hodnotu konstanty, pokud u daného substituentu vice konformaci ptichazi

Vv tvahu.

Nase vypocty poskytly upfesnéné hodnoty vSech konstant a ukazaly, ze hodnoty vypoctené
se od experimentalnich neli§i v priméru vice, nez se lisi jednotlivé sady experimentalnich hodnot
mezi sebou navzdjem. Srovnani hodnot konstant pro E a Z konformery jednotlivych substituentii
ukazalo vyznamny vliv na hodnoty konstant, zejména na oz, V nékterych piipadech i g,. Proto Ize
ocekavat prokazatelny vliv konformace na vlastnosti molekul. Bohuzel vSak pro tyto vypocty nebylo
zastoupené konformaci Z. | presto vSak lze konstatovat, Ze ab initio vypoéty pfedstavuji rozumnou
cestu ziskani hodnot konstant i pro substituenty, pro které experimentalni provedeni neni k dispozici

nebo neni snadno proveditelné.

6.3. Ab initio vypo¢ty hyperplochy potencialni energie radikalového
kationtu CsHs"e

Reakce ve zkiizenych molekulovych paprscich jsou vyznamnou experimentalni technikou
slouzici ke studiu reakéni dynamiky elementarnich chemickych reakci, jejiz ptinos byl ocenén
Nobelovou cenou za chemii roku 1986 (Herschbach, Lee). Je zaloZena na kolizi dvou paprski
tvofenych vysoce urychlenymi molekulami, které v disledku srazek reaguji za vzniku rdznych
meziproduktd a nasledné kone¢nych produkti. Ty poté leti v riiznych smérech vzhledem ke smérim
vstupujicich paprski, kde také mohou byt detekovany a miize byt méfena jejich energie [72]. Pouziti
téchto metod umozniuje mimo jiné i vyzkum reakénich mechanismut reakci radikalovych kationtd,
kterému se vénovala laboratoft prof. Zdefika Hermana na UFCH JH AVCR. V navaznosti na to jsme
ve skupiné prof. Petra Carského provadéli kvantovéchemické vypoéty kladouci si za cil vysvétleni
vzajemnych pfemén jednotlivych meziproduktt téchto reakci. Vyzkum byl provadén ve spolupraci
se skupinou prof. Thomase Ballyho z Univerzity ve Fribourgu ve Svycarsku. V ramci tohoto
projektu vznikla i nase publikace (V. Hrouda et al., J. Phys. Chem. A 102 (1998) 9297-9307).
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Radikalovy kationt C4Hg"e vznika jako produkt srazky molekul acetylenu a ethylenu, z nichZ
jedna je v ionizovaném stavu, tedy postrada jeden elektron. K jeho vzniku dochazi v experimentech
ve zkiizenych molekulovych paprscich, vzhledem k jeho nizké stabilité v§ak dochazi k rozkladu na
razné fragmenty, které jsou nasledn¢ detekovany. Mezi reaktanty a konecnymi produkty vSak lezi
celd fada meziproduktli a tranzitnich stavili, pfes které musi komplex CaHg*® projit a které tvoii
slozitou hyperplochu potencialni energie (HPE), na niZ se systém v priibéhu reakce pohybuje. Cilem
této prace tedy bylo zmapovat HPE systému CsHs"e na nékolika urovnich ab initio vypodti a
navrhnout reakéni koordinatu vedouci od reaktanti k produktim, které byly pozorovany
experimentalné [73]. Struktury lezici v minimech HPE byly navrZeny intuitivné a nasledné
optimalizovany na nékolika trovnich ab initio vypoéta. Nasledné byly nalezeny i struktury
tranzitnich stavli tato minima propojujici. Energie ve stacionarnich bodech byla nasledn¢ jesté

prepocitana metodou RCCSD(T) poskytujici presnéjsi hodnoty rozdilli energii jednotlivych stavi.

Vysledek nasi kvantovéchemické studie se shoduje s experimentalnim pozorovanim,
pficemz navic propojuje reaktanty a produkty reakéni koordindtou vysvétlujici mechanismus

studované chemické reakce.

ZAVER

Predkladana habilitaéni prace je sestavena z vysledkt ziskanych v obdobi 1997-2021.
Obsahuje vysledky riznych studii experimentalnich i teoretickych, které se vzdy vénuji vyzkumu
fyzikalnich vlastnosti molekul, byt v ramci nékolika riznych vyzkumnych sméri. Nejstarsi z téchto
praci se vénuji vesmés molekuldm izolovanym, pozdé&jsi prace se vsak tykaji molekul v roztoku, a
prave zde je vzdy mozné pozorovat zasadni vliv vnéjsiho prostiedi na jejich chovani. Posledni prace
se proto vénuji praveé tomuto fenoménu na piikladu biotechnologicky atraktivni molekuly kyseliny
hyaluronové. Vzhledem k znaénému rozvoji vypocetni techniky v poslednich desetiletich je
Vv soucasné dobé mozné provadét molekularné-dynamické simulace relativné velkych systémd, které
umoziiuji zkoumat nejen strukturu a konformaci hlavni studované molekuly, ale i rozlozeni molekul
rozpoustédla, ptfipadné dalSich latek v prostfedi pfitomnych. Jde vesmés o jevy, které jsou
experimentalné tézko méfitelné, proto je pro jejich pochopeni piinos vypocetni chemie
nezastupitelny. Vysledky zahrnuté do této prace vysvétluji, jak roztoky soli a vybrand smésna
rozpoustédla ovliviiuji experimentalné pozorovatelné vlastnosti molekul kyseliny hyaluronové. Tim
také ukazuji, ze vysvétleni molekularni podstaty experimentalnich pozorovani na zakladé analyzy

simulovanych systémi je perspektivni cestou zkoumani vlivu prostfedi na biomakromolekuly. Proto
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je tento piistup hlavni naplni prace moji vyzkumné skupiny, ktery se svymi kolegy hodlam i nadale

rozvijet.

Zkoumani vlivu externich podminek bylo obsazeno i v dalSich publikovanych pracich
vénujicich se vlivu vysokého tlaku na molekuly oligomernich proteinti. Vysokotlakd metodika byla
uspésné aplikovana na popis rovnovahy dimerizace, unfoldingu i enzymové kinetiky HIV-1

proteinasy a naznacila moznosti aplikace na dal$i typy systémtl.

Vliv prostiedi hral zasadni roli i v dalSich uvedenych pracich z oblasti enzymové kinetiky,
byt’ nebyl pfimo predmétem zkoumani. V budoucnu proto planujeme zaméfit se i experimentalné
na vliv prostiedi na proteinové molekuly, pfedev§im na vliv makromolekularné zahusténého

prostiedi simulujiciho podminky v bunééné cytoplazmé.
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ABSTRAKT

Predkladana prace je tvofena komentovanym souborem odbornych publikaci pokryvajicich
moje dosavadni vyzkumné aktivity. Jeji prvni dvé ¢asti se zabyvaji vlivem externiho prostiedi na
termodynamické a kinetické vlastnosti biologickych makromolekul. Prvni z nich se tyka simulaci
oligosacharidl kyseliny hyaluronové (HA) metodou molekulové dynamiky ve vodnych i nevodnych
prostedich a hleda vztahy mezi prostiedim na jedné stran€ a strukturou a dynamikou molekuly HA,
véetné interakci s dalsimi molekulami, na strané druhé. Druha ¢ast obsahuje vyzkum vlastnosti
proteint za vysokého tlaku. Obsahuje teoretickou studii vlivu tlaku na molekulu HIV-1 proteinasy,
jakoz i experimentalni vyzkum rovnovahy a kinetiky dimerizace a unfoldingu této molekuly. Zabyva
se téZ obecnym teoretickym popisem rovnovah oligomernich proteind za vysokého tlaku. Prace je
dale doplnéna o dalsi publikace, tematicky vice ¢i méné odlisné. Obsahuje studie z oboru kinetiky
enzymove katalyzovanych reakci, jedno- i dvousubstratovych, jakoz i reakci katalyzovanych
membranovymi proteinasami. Dalsi ¢ast je vénovana pracim zaméfenym na vypocty elektronového
rozptylu na molekulach ab initio metodami. Nasleduje ¢ast vénovand aplikacim metody

polymerdzové fetézové reakce (PCR) a ¢ast obsahujici n€kolik dalsich publikaci na rtizna témata.

ABSTRACT

The presented thesis consists of a commented set of scientific publications covering my
hitherto research activities. Its first two sections are concerned with the influence of external
environment on the thermodynamic and kinetic properties of biological macromolecules. The first
one of them presents the simulations of the oligosaccharides of hyaluronic acid (HA) by the method
of molecular dynamics in both aqueous and non-aqueous environments and searches for the relations
between the environment on one side and the structure and dynamics of the HA molecule, including
interactions with other molecules, on the other side. The second part contains the research of the
properties of proteins at high pressure. It contains a theoretical study of the pressure influence on
the molecule of HIV-1 proteinase as well as an experimental research of the equilibrium and kinetics
of the dimerization and unfolding of this molecule. It also contains a general theoretical description
of the equilibria of oligomeric proteins under high pressure. The thesis is further supplemented by
other publications on more or less different topics. It contains studies of the kinetics of enzyme-
catalyzed reactions, one- and two-substrate, but also of reactions catalyzed by membrane
proteinases. The next part is dedicated to the calculations of electron scattering on molecules by the
ab initio methods. The following part contains applications of the method of polymerase chain

reaction (PCR) and the last part consists of some other publications on different topics.
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