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2 Uvod a podé&kovani

V pribéhu poslednich patnécti let jsem se vénoval pomérné rdznorodym
védeckym tématlim, o kterych bych chtél pojednat v této praci. VétSina mého
vyzkumu probihala na Katedfe genetiky a mikrobiologie, Pfirodoveédecké fakulty,
Univerzity Karlovy a ¢ast v Mikrobiologickém ustavu, Akademie véd, CR. Vysledkem
je asi 40 védeckych praci, z nichz 27 je soucasti této prace habilitacni. V prvni
skupiné praci jsem predevsim sam navrhoval a provadél experimenty. Ve vétSiné
ostatnich praci jsem se zabyval hlavné analyzou naméfenych dat a vyvojem novych
postupl, jak vysledky zobrazovat, porovnavat a kvantifikovat, a jak na né celkové
nahliZzet. Praci proto délim na dvé Casti. V kapitole 3 (str. 12) Ctenar najde prehled
védeckych témat, ktera se v naSi skupiné v minulych letech feSila. Kapitola 4, (str.
26) pak pfinasi popis a vysvétleni vybranych ukazkovych algoritm(, které jsem
bé&hem tohoto vyzkumu pfi analyze dat pouZzil. Nékteré tyto postupy jsem prevzal a
aplikoval, jiné jsem sam vyvinul. BohuZel v nékterych pfipadech nebylo mozné
detaily téchto metod dopodrobna vysvétlit v publikovanych ¢lancich, proto jsem se
o to ¢astecneé pokusil pravé v této praci. Doufam, Ze zde Ctendr tfeba najde inspiraci
pro svUj vlastni vyzkum. V nékterych pripadech se stalo, Ze jsem uréity algoritmus de
novo vyvinul a Uspésné pouzil. To pak vedlo k mySlence publikovat kromé
samotnych vysledk(l i tento postup v separatni, metodicky zamérené praci. P¥i
provadéni reSerSe na dané téma jsem pak nékolikrat zjistil, Ze podobny pfistup
nejenze jiz existuje, ale Ze se v jinych védeckych odvétvich — nékdy velmi vzdalenych
— tfeba jiz nékolik desetileti vyuziva (kap. 4.3.2). To pro mne bylo samozifejmé
zklamanim, ale zaroven jistym zadostiu¢inénim, Ze mdj postup byl spravny, jinde
brany jako standardni. S nécim obdobnym se docela jisté setkavaji napf.
profesionalni programatofi, pro které je jednodussi vyvinout vlastni program, nez se
snazit proniknout do detaildl jiz hotového ciziho kédu. JA vSak nejsem ani
programator ani statistik, ale mikrobiolog. Snad pravé proto by mij pohled na
jednotlivé problémy, jakkoli nékdy ponékud naivni, mohl pomoci ostatnim biologdim
pfi feSeni jejich vlastnich védeckych otédzek. V druhé Casti prace jsem planoval
popsat i nékteré postupy a vysledky, které jiz zcela jisté nebudou publikovany,
protoZze se jednalo o jakési slepé cesty (napf. planovana kapitola Artefakty
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v polarizované fluorescencni mikroskopii). Tyto kapitoly mély poslouZit jako ukazka
sméru, kterym je vhodné se nevydavat.

Vzhledem k tom, Ze popis téch ,slepych cest* zabral relativné dosti mista,
rozhodl jsem se jej do habilitaCni prace nakonec nezaradit. Jako urcité upozornéni na
to, Zze je dobré mit o systému dostatek informaci dfive, nez jej zatneme zkoumat,
odkazuji na kapitolu 4.5, na str. 45. V kapitolach 4.2 a 4.3 jsou dale vysvétleny
algoritmy a postupy, které byly sice vyuZzity pfi pfipravé publikaci, ale nebyly, podle
mého nazoru, dostateCné detailné vysvétleny. Ani zde predkladany vyklad neni
kompletni, spiS§ by mél byt nazorny a snadno pochopitelny.

Naprosta vétSina publikaci v této praci se tyka biologickych membran (P01-
P05, P08-P13, P16-P23). Nejvice jsem se podilel na vyzkumu bakterialnich RTX
toxinl (CyaA, HIyA, ApxIA, RtxA) a jejich schopnosti vytvaret v membranach péry
(P01-P15), nebo na vyzkumu bakteriocinii (P17, P18, P19). Ale (castnil jsem se
i experimentl, pfi kterych byl sledovan vliv mensich organickych molekul, at uz
prirodniho pdvodu (P23) nebo syntetickych (P20, P21, P22), na stabilitu membran.
Pfipadné byly studovany mechanismy, kterymi se burika témto latkam brani nebo se
na né adaptuje. V posledni dobé je v naSi laboratofi takto studovan efekt surfaktinu,
tedy produktu bakterie Bacillus subtilis (Pinkas et al., 2020; Seydlova et al., 2013;
Uttlova et al., 2016). Zvlastnimi pfipady pak bylo pozorovani vlivu alkohold s rdiznou
délkou Fetézce na tekutost bakterialnich membran (Varnousova et al., 2018) nebo
Gcinek trojmocnych iontll APF* na plazmatickou membranu rostlin (Krtkova et al.,
2012). Z moji experimentalni prace se jednalo prevazné o vodivostni
elektrofyziologické metody, které jsem na naSem pracovisti zavedl po zkuSenostech
z pobytu v laboratofi prof. Rolanda Benze na univerzité ve Wurzburgu. Samostatna
témata pak predstavuji prace, ve kterych jsem vyvijel metody digitalniho zpracovani
mikroskopického obrazu pro kvantifikaci zmén v cytoskeletu rostlin (MatouSkova et
al., 2014) nebo tvaru bakterialnich kolonii (P26, P27). Dale jsem vyuZival relativné
pokrocilé metody fluorescencni spektroskopie, které byly uziteCné pfi sledovani
vazebnych mist pro vapenaté ionty v molekulach proteind a konfigurace
aromatickych aminokyselin u bakteridlnich toxind. Kromé vyuziti anizotropie
fluorescence se jednalo napfiklad o metody Casové rozliSené fluorescence nebo

dekonvoluce emisnich spekter (P24, P25).
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Céast mé habilitatni prace se dotyka statistickych nebo numerickych metod:
zplsobl normalizace dat (kap. 4.1), analyzy digitalnich fotografii (kap. 4.2),
kvantifikace chyby nalezenych parametr(l pfi prokladani funkci (kap. 4.3.1), vyuZiti ne
zcela béznych forem histogram( (kap. 4.3.2, 4.3.3), synchronnich fluorescenc¢nich
spekter (kap. 4.4) nebo podminéné pravdépodobnosti pfi studiu makromolekul (kap.
4.5). Prosim Ctenare o shovivavost pfi prochazeni téchto kapitol. Zminéné postupy
jsem se snazil vysvétlit pfedevsim tak, aby byly dobfe pochopitelné, nékdy Castecné

na Ukor dokonalé exaktnosti.
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Chtél bych podékovat celému tymu Laboratofe bakterialni fyziologie za pomoc
a kolegynim, Ivovi Konopéaskovi, Jané Beranove, Gabriele MikuSoveé, Petfe LiSkové,
Lucii Motlové, Tereze DolejSové, Anné Sukové, Klare Latrové, Milici Dugié, Albertu
Sokolovi, Jakubu Budilovi, Anné BeneSove, Hané Brzobohaté, Katefiné Vanousove,
Marii Dobfemyslové, Anné& Beranové, Andrei Moserové, Veronice Spuldkové, Evé
PospiSilové, Jané Roderoveé, Dominiku Pinkasovi a dalSim diplomovym a
bakalarskym studentim.

Velké podékovani patfi téZ nasSi obétavé laborantce, Lucii Janské.

Cht&l bych vyjadfit podékovani Peteru Sebovi a mnoha ¢lendim jeho tymu,
zejména pak Jifimu MasSinovi, Radimu Osickovi, Ladislavu Bumbovi, Branislavu
Vecerkovi, TomaSi Waldovi, Jané Kamanové a Adriané OsiCkové za spolupraci na
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M0j dik patfi Davidu Smajsovi, Juraji Bosakovi, Katefind Snopkové,
Lukaszi Cwiklikovi, Kamile Riedlové a dalSim kolegdm za spolupraci
na bakteriocinech.

Musim také podékovat Dominiku Rejmanovi a jeho skupiné za spolupraci na
projektu s vyvojem lipofosfonoxind.

Rad bych podékoval Jané Humpolickové, AleSi Bendovi, Janu Sykorovi
a Markovi Cebecauerovi, ze skupiny Martina Hofa, za pomoc s méfenim
fluorescencni korelacni spektroskopie, polarizované konfokalni a TIRF-mikroskopie
a Casove rozliSené anizotropie fluorescence v kryostatu.

Chtél bych podékovat Rolandu Benzovi za opakovanou moznost provadét

experimenty na planarnich memranach v jeho laboratofi. Dale dékuji Jifimu Bokovi
za ochotu pfi pfipravé programu pro sbér vodivostnich dat.
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Dékuji Janu Krdskovi za neocenitelnou pomoc s méfenim intracelularni
koncentrace vapniku a za obohacujici diskuse ohledné umélych membran. Musim
také podékovat Marku Baslerovi za pocate¢ni impuls pfi psani skriptl, Jifimu
MareSovi a Alexandru Karovi za inspiraci pfi zdokonalovani kédu.

Jsem moc vdécny vSem koleglim ze sousednich kateder nebo vzdalené&jsich
skupin, ktefi obCas do naSi laboratofe pfindSeji sva vyzkumna témata a tim nasi
skupinu stale posouvaji kupfedu. Pfipadné nam umoznuji provadét vyzkum na svém
vybaveni. Dékuji skupiné Katefiny Schwarzerové, Jitky Forstové, Hany Spanielové,
Jana Cerného, Martina PospiSka, Pavla Dolezala, Pavla Hrouzka, Alexandra
Kromky, Oldficha Benady, Olgy Valentové.

Chtél bych moc podékovat svoji Zené Barbofe za jeji trvalou podporu.
Ale i za to, Ze se tak peclivé stara o praktickou stranku chodu naSi domacnosti. Svym
synlim, FrantiSkovi, Vojtéchovi a Antoninovi jsem vdécény za pestré diskuse

o védeckych i spoleCenskych tématech.

MUj velky dik patfi téZ mym rodi¢tim, ktefi mé dovedli k védecké préaci.

Tato prace vznikla za podpory projektem GACR, &. 22-08857S:
~Strukturni determinanty u¢inku membranové aktivnich antimikrobialnich molekul*.

V Praze dne 23.7.2022 Radovan FiSer
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3 Pravodce publikacemi - tématické okruhy

3.1 Bakterialni pérotvorny toxin CyaA a jeho plisobeni in vivo

M& védécka prace zaCala na prelomu milénia vyzkumem plsobeni
bakterialniho toxinu CyaA na rizné typy fosfolipidovych membran. Tento protein je
produkovan bakterii Bordetella pertussis, kterd vyvolava u lidi onemocnéni Cerny
kaSel. Toto vyzkumné téma si naSlo misto v Laboratofi bakterialni fyziologie na
Pfirodovédecké fakulté diky spolupraci se skupinou prof. Petera Seba
z Mikrobiologického ustavu, AV CR. Samotny toxin patfi mezi takzvané RTX
proteiny, nebot” obsahuje ve své struktufe C-terminalni doménu s opakujicimi se
sekvencemi (takzvané Repeats-in-ToXin), zodpovédnymi za vazbu vapenatych iontd.
Protein CyaA je také nazyvan adenylat-cyklazovy toxin, nebot je schopen
translokovat do bunék N-koncovou enzymatickou doménu, kterd nasledné konvertuje
ATP na cAMP (Ladant a Ullmann, 1999). Tento proces je navic aktivovan bunécnym
kalmodulinem (Glaser et al.,, 1988b, 1988a). Samotny proces translokace
enzymatické domény CyaA je velmi dllezity i z hlediska rliznych aplikaci. Toxoidy
CyaA jsou v posledni dobé vyuzivany k dopravé cizorodych antigend do antigen-
prezentujicich bunék v rdamci vyzkumu vakcin proti virovym chorobam a pfi testovani
terapie nékterych nadorovych onemocnéni (Chenal a Ladant, 2018; Dadaglio et al.,
2014; Fayolle et al., 2001; Ladant, 2021; Mascarell et al., 2005). Toxoid CyaA je
pochopiteln& velmi dobfe pouzitelny i ve vakcinach proti samotné pertusi (Sebo et
al., 2014).

Prvni a pomérné stéZejni prace, kterou zde predkladam (P01), se tyka
plsobeni CyaA na cilové buriky, které nesou pfirozeny receptor toxinu, tedy integrin
CD11b/CD18. Podafilo se nam prokézat, Ze protein CyaA po vazbé na povrch burky
makrofagl vyvolava zvyseni intracelularni koncentrace volnych iontli Ca?*, coz vede
k dalSi vnitrobunécné signalizaci, pfipadné az k smrti bunék nekrézou. Pomoci
specifickych inhibitord bunéénych kanald a pomoci latek interferujicich s funkci
intracelularnich zasobaren Ca?" se nam podafilo prokazat, ze ionty Ca*" vstupuji do
napadenych bunék z vnéjSiho prostiedi pfimym plsobenim toxinu CyaA. Protein

CyaA ma ve své sekvenci predikované transmembranové Useky, které jsou
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zodpovédné za tvorbu membranovych pérl (P02), (Osickova et al., 1999). Zajimavé
proto bylo, Ze bodové mutace v téchto segmentech sice mély vliv na hemolytickou
aktivitu CyaA (méfenou na ovcich erytrocytech), ta v8ak pro jednotlivé mutantni
formy nekorelovala se schopnosti zvySovat intracelularni hladinu [Ca®]. SpiSe
naopak, mutantni formy CyaA, které vykazovaly vysokou hemolytickou aktivitu
zpUsobovaly pouze slaby vstup Ca®" do bunék makrofagd (P01). Objevila se vsak
jesté jina vyznamna zavislost. Proteiny (tedy toxoidy), které meély v enzymatické
doméné zaneseny bodové mutace, nejspiS vyrazné ménici konformaci této Casti
toxinu, vykazovaly sniZzenou schopnost zvySovat hladinu bunéénych iontd vapniku.
Toxoid s odstranénou enzymatickou doménou pak neindukoval viibec Zadny vstup
vapniku do bunék. Vzhledem k tomu, Ze u t&chto toxoidl nezaleZela ,Ca®" aktivita“
na schopnosti produkce intracelularnino cAMP, ale spiSe na schopnosti samotné
translokace N-koncové Casti proteinu, bylo mozné uzavrit, Ze ionty Ca®" vstupuji do
bunék béhem translokace enzymu pres membranu. Okamzik, ve kterém dochazi
béhem translokace k naruSeni membrany pro ionty Ca?*, se da vyrazné prodlouZit,
pokud se na CyaA navaze monoklonalni protiladtka 3D1, ktera interaguje se
segmentem toxinu mezi enzymatickou doménou a hydrofébni €asti. Dojde tak
k jakémusi uzamcéeni CyaA do konformace, ktera dlouhodobéji vpousti ionty Ca? do
buriky (P03). Zajimavy je pak dalSi osud molekul CyaA. Zvysenim hladiny Ca* tésné
pod membréanou je aktivovana protedza calpain, ktera je schopna rozstépit molekulu
talinu, ktery bézné pfichycuje integrinovy receptor toxinu k aktinovému cytoskeletu.
Nasledkem je tedy uvolnéni tohoto komplexu CyaA-integrin a jeho pfesun do
lipidickych raftll, kde je s nejvétsi pravdépodobnosti translokace enzymatické
domény dokonCena (P03). Aktivovany calpain je dokonce schopen odStépit
enyzmatickou doménu CyaA, ktera pak zlstava enzymaticky aktivni v cytozolu buriky
(Uribe et al., 2013).

Buniky se napadeni toxinem aktivné brani a jsou schopny jej z povrchu
odstranovat pomoci endocytézy nebo makropinocytézy. Zabrani tak nenavratnému
Gbytku intracelularniho ATP vlivem enzymatické aktivity CyaA a také Uniku iontd
z bunék (P04) kvUli tvorbé toxinovych membranovych porll. Toxin CyaA se ale patrné
vyvinul tak, Ze sdm aktivni odklizeni bunikou z plazmatické membrany zpomaluje.

Takové mutantni formy CyaA, které jsou enzymaticky nefunkcni (netoxické) ale stale
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dokazi vpoustét ionty Ca®* do bunék, zabranuji rychlé makropinocytéze, béhem které
by byl jinak navazany toxin presunut do lysozém0 k degradaci (P05).

CyaA tvofi pomérné uzké membranové pory. Literarni Udaje, vychazejici
z pokusll s osmoprotektanty hemolyzy a méfeni prlichodu rliznych iontl, udavaji
préimér péru asi 0,6-0,8 nm (Benz et al., 1994; Ehrmann et al., 1991). Zjistili jsme, Ze
diky malym rozmérlim pord CyaA jimi nemohou z bunék unikat molekuly ATP. Tim
se CyaA zasadné liSi od pfibuzného toxinu ApxIA. U néj jsme pozorovali, Ze Unik
ATP vede k aktivaci purinergni signalizace bunék (za Gcasti P2X- receptor(l) a tedy
zesileni cytopatického efektu. Mechanismus plsobeni obou toxind se pak lisi i v tom,
Ze pro lyzi jedné bunky (Cervené krvinky) staCi nékolik malo molekul ApxIA, ale je
nutné navazani velkého poctu molekul CyaA (P06). Porotvorné schopnosti toxinu
CyaA maji jesté jeden prakticky dopad. Toxoidy CyaA se testuji pro ucely vakcinace.
Protein sdm o sob& méa schopnost dopravovat antigeny insertované do enzymatické
domeény pfimo do bunék presentujicich antigeny, napf. do dendritickych bunék, které
nesou integrinovy receptor pro CyaA. Tvorba p6rl na membrané téchto bunék vede
k jejich aktivaci a to bez Ucasti inflamasomu a Toll-like receptorl. Vysledkem pak
mlZe byt soubézna stimulace CD8* a CD4" T-lymfocytll (P07). Toxoid CyaA tedy
vykazuje vlastnosti velmi a¢inného adjuvans.

Publikace PO01-P07 tedy pfinaSeji pomérné prekvapivé nové informace
o fungovani toxinu CyaA. Neékteré z téchto praci byly védeckou komunitou dobfie
prijaty a jsou odpovidajicim zplisobem citovany.

3.2 Viastnosti porii toxinu CyaA v umélych membranach

U toxinl, které tvofi pory (zkr. PFT — z angl. Pore Forming Toxins)
v biologickych membranach a umélych fosfolipidovych dvojvrstvach, byly nejdfive ze
vS8echo pozorovany jejich hemolytické schopnosti, tedy unik hemoglobinu
z erytrocytl. Z téchto historickych d0vod( jsou poérotvorné toxiny nazyvany
hemolyziny. O hodné pozdéji byly vétSinou objeveny skutecné cilové buriky, které na
svém povrchu nesou specificky receptor pro ten ktery toxin. Mechanismus tvorby
p6rd molekulami PFT byl dale studovan na umélych membranach, jez maji zasadni
vyhodu, kterou je definované fosfolipidové sloZeni a s tim souvisejici vysoka

reprodukovatelnost vysledkl experimentl. Jedna se hlavné o planarni membrany
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(viz P02, P09-P12) a o fosfolipidové vacky o velikosti stovek nanometrd, takzvané
liposomy (P08). PFT plsobi na liposomech vétSinou obdobné jako na erytrocytech;
dochazi k vazbé podjednotek PFT, inzerci monomerd do membrany, oligomerizaci
podjednotek (pouze tam, kde je funk&ni jednotkou oligomer) a tvorbé vodivého poru.
V nékterych pfipadech miZe byt pofadi jednotlivych krok( ponékud odli$né. Bylo
opakované prokazano, Ze liposomy jsou velmi dobrym modelem pro studium PFT, az
na jedno omezeni. VétSinou je obtizné na membrané liposomd ustanovit a nadale
udrzet elektricky potencial. Proto ty toxiny, které po vazbé na burnku elektricky
potencial vyZaduji pro svou inzerci do dvojvrstvy, nemohou naruSovat liposomy
identickym mechanismem, jako krevni buiiky. Z tohoto dlvodu jsou liposomy
pokladany nékterymi autory za méné vhodny model.

Lyze liposoml je nejCast&ji sledovana pomoci Uniku enkapsulovanych
fluorescencnich molekul - sond, napf. karboxyfluoresceinu, kalceinu, nebo dvojice
molekul ANTS/DPX, tedy dvojice fluorescencni sonda/zhasSec. NaruSeni integrity
membrany liposomu se pak projevuje Unikem jejich obsahu a naslednym nardistem
fluorescence, kterd je monitorovana v ¢ase. Pocatecni rychlost praskani liposomd
pak byva umeérna poctu funkénich pérli v membranach liposomd. Pokud je takovy
pokus provadén opakované s réiznymi pfidavanymi koncentracemi toxinu, je mozné
sledovat, jestli je lyze kooperativni, tedy vyvolana skute¢né oligomery toxinu
(Menestrina, 1988). Nejvyssi moznou fluorescenci je pak mozné jednoduse stanovit
pfidanim vhodného detergentu, ktery membrany liposom( zcela rozpusti.
Z teoretického hlediska jsou zajimavé situace, kdy je pfidavek PFT tak maly (nebo
nadbytek liposomu tak velky), Zze nedoje ani po velmi dlouhé dobé k Uplnému
rozru$eni vSech membran. Mlze se totiz jednat o jednu z dvou moZnosti; bud
prakticky vSechny liposomy ztraci ¢ast svého obsahu (jde tedy o ,postupny Gnik*),
nebo zlstanou v nadobé& dvé populace liposomd (praskani typu ,vSe-nebo-nic*).
Jedna populace pak reprezentuje liposomy, na které se navazal dostatek molekul
PFT a tyto liposomy zcela praskly. Druh& populace pak predstavuje ty liposomy,
které zUstaly intaktni, protoZze se na né — diky ndhodnému rozmistovani molekul PFT
— nedostalo dost aktivniho toxinu, ktery proto nemohl napf. vytvofit funkncni
oligomery. Pfi vazbé relativné malého poctu toxinovych molekul na jednotlivé

liposomy lze totiz oCekavat Poissonovo rozdéleni jejich poctu (Stockbridge, 2021).
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Jestli se jedna o ,postupny Unik* z liposom(, nebo praskani typu ,vSe-nebo-nic, ma
pomeérné zasadni vyznam pro pochopeni U€inku PFT. ,Postupny unik* byva vétSinou
vysvétlovan Uzkym prirezem vytvarenych porl a jejich relativné kratkou dobou
otevieni, zatimco lyze ,vSe-nebo-nic* naznacCuje tvorbu Sirokych a stabilné
otevienych membranovych kanalll. RozliSeni téchto dvou typl liposomalni lyze je
mozné bud mechanickou separaci liposomU pomoci gelové chromatografie (Schwarz
a Arbuzova, 1995), nebo s vyuzitim systému ANTS/DPX (8-Aminonaphthalene-1,3,6-
Trisulfonic Acid, p-Xylene-Bis-Pyridinium Bromide) a diimysiné metody opakovanych
pridavk( zhaSece DPX (Ladokhin et al., 1997, 1995).

Béhem studia toxinu CyaA jsme se pokusili zjistit, jaky typ lyze na liposomech
indukuje. Prvotni pokusy byly provadény na smési rostlinnych fosfolipidd, kvdli jejich
dobré dostupnosti a pfiméfené aktivité CyaA (MaSin et al., 2004). V soucasnosti je
CyaA studovan i na smésich syntetickych lipid (P13, dale A. Sukova, pfipravovana
publikace). Pokusy o objasnéni mechanizmu lyze jsem provadél na liposomech ze
sojovych fosfolipidd, které byly plnéné ANTS/DPX. Ukéazalo se, Zze CyaA vyvolava
Jpostupny Unik“ DPX z liposom( (P08), pficemZz molekuly ANTS prochéazeji pory
CyaA mnohem pomaleji. V této praci jsme rovnéz ovéfili, Ze se v roztoku DPX chova
jako kationt a ANTS jako aniont a bylo tedy mozZné sledovat urcitou iontovou
selektivitu (vyjadfenou parametrem o) formovanych port (Ladokhin et al., 1997).
Pomérné velkym pFekvapenim bylo, Ze bodové mutace v CyaA, které vyvolavaji
tvorbu kandlll se sniZzenou kationtovou selektivitou na planarnich membranach
(s elektrickym potencialem), vykazovaly rovnéz sniZzenou propustnost pro DPX oproti
ANTS na liposomech. Znamena to, Ze pouzité liposomy byly pomérné citlivé na
detailni vlastnosti vytvarenych pérd. Toxin CyaA na planarnich membranach a patrné
i na zivych burikach vyZzaduje membranovy potencial pro svoji aktivitu (Knapp et al.,
2008). To se zda byt v rozporu s nasSimi pozorovanimi na liposomech a vedlo nas to
k odvazné hypotéze. Totiz, Ze i velmi maly pocet molekul CyaA, pokud by vytvorily
v membrané liposomu poéry, by mohl svou vlastni iontovou selektivitou vyvolat vznik
elektrického membranového potencialu. CyaA totiz dovoloval prichod prevazné
DPX®, kterého je v lumen liposom( nadbytek. Pfesunem téchto kationtd do vnéjsiho

prostiedi tak mohl vznikat elektricky potencial, ktery by nasledné mohl umoznit
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navazani a inzerci vét§iho mnozstvi molekul CyaA. Pro ovéfeni této hypotézy by bylo

potfeba kvantifikovat membranovy potencial na liposomech.
3.3 Uloha jednotlivych &asti toxinu CyaA v jeho aktivité

DalSi prace (P09-P13) se zamérfovaly na vysvétleni ulohy konkrétnich Casti
toxinu CyaA v toxické aktivité a zejména pri tvorbé membranového péru. Kromeé
toxinu CyaA jsme zkoumali také dalSi pfibuzné RTX toxiny, HIyA produkovany
Escherichia coli a ApxIA, ktery vytvari Actinobacillus pleuropneumoniae. Oba toxiny
byly vyuzity jako urcité kontroly. U obou toxin{ totiz plati, Ze tvorba pérQ je hlavnim
mechanizmem jejich plsobeni, nevykazuji naptiklad Zadnou enzymatickou aktivitu.
Obé molekuly jsou pochopitelné delSi dobu zkoumany také v jinych laboratofich
(Benz, 2016; Benz et al.,, 2014; Menestrina, 1988; Xu et al., 2006). NaSe prace
vychazely predevSim z cilené mutageneze a méfeni na planarnich lipidovych
membranach. Obsahovaly vSak také ovéreni platnosti zavérl in vivo, nejcastéji na
Cervenych krvinkach. Prvni mapovani jednotlivych C¢éasti CyaA probéhlo jiz
v diskutované praci P02, kde jsme zkoumali dva z péti predpovézenych
transmembranovych helix(i toxinu CyaA (pozice 502-522 a 565-591) a extracelularni
smyc¢ku (550-564), kterd na jeden z helix(i navazuje. Zajimavym zavérem bylo, Ze
glutamat v pozici 570 je zodpovédny za znacnou selektivitu poru pro kationty. Spolu
s dalSim zbytkem kyseliny glutamové (v pozici 581) urCuje toto reziduum schopnost
CyaA translokovat N-koncovou enzymatickou doménu pres cilovou membranu (P02).
Dal$i studium detail(l transmembranové hydrofébni domény CyaA pak pokracovalo
v nasledujicich letech.

V publikaci P09 jsme zkoumali a-helix, o kterém se pfedpoklada, Ze se vytvori
mezi zbytky 529 az 549. Konkrétné substituce zbytku G531 za prolin selektivhé
snizila hemolytickou kapacitu, ale neovlivnila ,AC translokaCni aktivitu“ toxinu.
Naproti tomu mutace CyaA v pozicich A538 nebo A546 vedly k selektivnimu
naruSeni schopnosti translokovat AC doménu pres bunécnou membranu, bez vlivu
na hemolytickou aktivitu. Tyto mutantni toxiny tvofily v planarnich membranach pory
s velmi nizkou frekvenci a s rliznymi vodivostnimi stavy. Substituce A538P dokonce

zruSila napétim aktivované zvySeni membranové aktivity CyaA.
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Pfedpovézeny a-helix (529 - 549) zjevné hraje kliCovou roli v pronikani CyaA do
cilové plazmatické membrany a v aktivité toxinu pfi tvorbé pord (P09).

V praci P10 jsme experimentalné identifikovali transmembranové Useky CyaA
a potvrdili tak spravnost predikénich algoritm(l. Déale jsme se zaméfili na Cast
molekuly propojujici enzymatikcou a hydrofébni doménu. Tato Cast je zjevné
CasteCné zanofena do membrany a je patrné spoluzodpovédna za translokaci
enzymatické domény. S touto aktivitou souvisi pfitomnost nékolika zbytkd argininu
v useku 390 az 487. Kdyz dojde k cilené zaméné téchto aminokyselina za jiné
zbytky, modifikovana molekula CyaA tak ztrdci schopnost translokace. Naopak
kyselé aminokyseliny v této oblasti nesouvisi s translokaci, ale urCuji vlastnosti
membranovych pord CyaA. (P10). Potvrzuje to tedy hypotézu, Ze za kazdou aktivitu
toxinu (translokaci oproti tvorbé por) jsou zodpovédné jiné konformacni stavy
toxinovych molekul.

V C-koncové casti hydrofébni domény (aminokyseliny 600-750) a kolem
pozice Y940 jsme prfedpovédéli hypoteticka cholesterol vazebnd mista, takzvané
CRAC motivy (Palmer, 2004). Jedna se o oblast, kterd je pomérné vzdalena od
predpokladané transmembranové hydrofébni domény toxinu. Mutace v tyrosinech
Y632, Y658, Y725, Y738 a Y940, které by mély vyvolat zanik cholesterol vazebného
mista (zaména Tyr - Phe) v8ak nevedla ke zméné fenotypu CyaA. Tyto mutantni
toxiny také nevykazovaly vyznamné zmeény v aktivité v zavislosti na externé
pridaném cholesterolu. Vyznam vazebnych mist pro cholesterol se tedy nepotvrdil.
S vyuzitim dalSich mutaci se nicméné podafilo prokazat, Ze tyrosin Y940 hraje
zasadni uUlohu v inzerci proteinu CyaA do membrany — patrné se ucastni hned
poCateCnich fazi tohoto procesu (P11). Zbytek tyrosinu Y940, je striktné
konzervovany i u dalSich pfibuznych toxin, konkrétné RtxA, HIyA a ApxIA,
produkovanych bakteriemi Kingella kingae, Escherichia coli a Actinobacillus
pleuropneumoniae. Podafrilo se nAm nicméné zjistit, Ze pres konzervovanost Y940 je
toto reziduum zésadni pro sbalovani acylované domény pouze v pfipadé toxinu
CyaA a nikoliv ostatnich zkoumanych toxinl (P12).

Protein CyaA nese, na rozdil od dalSich pfibuznych RTX cytolyzind,

vvvvvv

plsobeni tohoto toxinu. Tato doména se vSak musi nejprve dostat do cilové buriky,
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aby mohla pUlsobit. Mechanismus této takzvané translokace neni dosud uspokojivé
objasnén. V praci P13 jsme zkoumali segment CyaA mezi pozicemi 400-500, které
jsou patrné spoluzodpovédné za translokaci AC domény. Podafilo se nAm prokazat,
Ze tento segment obsahuje sekundarni struktury dvou a-helix(, a je schopen inzerce
do micel detergentu, pfipadné do umélé membrany. Nasledné indukuje naruseni této
membrany tvorbou poérd, alespoii v podminkach in vitro. Je zjevné, Ze segment 400-
500 je zodpovédny za translokaci AC domény toxinu CyaA do cilovych bunék. (P13)

Kvlli nepolevujici snaze o objasnéni funkce jednotlivych ¢asti toxinu CyaA
jsou v Mikrobiologickém ustavu, AV CR, zkoumany dal$i a dalsi Gseky tohoto
proteinu a vytvareny mutantni formy, které by svym chovanim mohly objasnit, za co
je ktera Cast toxinu zodpovédna. Zda se nicméng, Ze pro skute¢né pochopeni funkce
tohoto proteinu bude nutnd znalost trojrozmérné struktury, podobné jako u jinych
proteind. V pfipadé CyaA, je vSak napf. tvorba krystalll velmi obtiZna, protozZe protein
samotny ma znacnou délku, 1706 aminokyselin. Podafilo se nicméné ziskat model
strukturu nékterych jednotlivych ¢asti CyaA: jiz dfive AC domény (Guo et al., 2005)
nebo nedavno C-koncové RTX domény (P14). Tato doména je to prvni, co prochazi
ven z produkujici bunky béhem transportu sekrecnim systémem typu | (TISS) a to
prakticky v denaturované podobé. Nativni RTX doména CyaA ma strukturu
takzvaného [-rollu (P14) a obsahuje urcita mista, ktera jsou kliCova pro zahajeni
sbalovani do finalni tercialni struktury (Motlova, 2021).

Toxin CyaA je exprimovan jako protoxin; pfed sekreci ven z bunky je
modifikovan mastnou kyselinou na lyzinech K860 a K983 a timto je aktivovan (Basar
et al., 2001), podobné jako ostatni pfibuzné RTX cytolyziny. Pro tuto modifikaci je
nutnd acyltransferaza CyaC. V dalSi préaci (P15) jsme zkoumali, jak jsou
acyltransferazy specifické pro konkrétni toxiny: CyaA, dale HIyA (Escherichia coli) a
RtxA (Kingella kingae), a jak rlizné acylace méni porotvorné vlastnosti toxinQ. Zjistili
jsme, Ze zminéné tfi protoxiny jsou acylovany kazdou z pfislusnych acyltransferaz
CyaC, HlyC i RtxC (pfi heterologni expresi ve stejném kméni E. coli). Pfitom pravé
acyltransferaza vybird konkrétni mastnou kyselinu a také urCuje, zda budou
posttranslacné acylovany oba konzervované lysinovych zbytky prototoxinu. Zda se,
Ze molekuly RTX toxind jsou funkéné prizplsobeny konkrétni délce acylovych

fetézcl (C-14 nebo C16) ve druhém, vice konzervovaném acyla¢nim misté.
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Posledni pfedkladana prace, ktera se tyka proteinu CyaA (P16), ma vyznamny
ekologicky prfesah. V této praci jsme sledovali produkci toxinu CyaA, jako jednoho
z virulenénich faktor(i bakterie rodu Bordetella. Produkce CyaA byla dale srovnavana
s mnozstvim filament6zniho hemaglutininu (FHA), pertaktinu (PRN) a proteinu BvgA
a to u dvou rliznych druhl, B. pertussis a B. bronchiseptica. Podafilo se nam
prokazat, Ze striktné lidsky patogen B. pertussis neni schopen adaptovat svou
plazmatickou membranu niZsi teploté a patrné proto nedokaze dlouhodobé prezivat
ve vnéjSim prostfedi (tedy mimo hostitele), na rozdil od druhu B. bronchiseptica.
Dlvodem tohoto zasadniho rozdilu mezi obéma bakteriemi je pravdépodobné cela
fada mutaci, které se v B. pertussis nahromadily béhem koevoluce s lidskym
hostitelem. Jednim z nasledkd pak je ztrata regulace produkce virulenénich faktor(
okolni teplotou, pfesnéji tekutosti plazmatické membrany (kterd je jinak sledovana
systémem BvgAS). U bakterie Bordetella pertussis tak dochazi k produkci
virulenénich faktor(l i za sniZené teploty. BEhem prenosu této patogenni bakterie
kapénkovou infekci tak nedochazi ke snizeni mnozstvi virulenénich faktor(l, coZ se

zda byt pro uspésnou kolonizace nového hostitele zasadni.

3.4 Objasnéni plsobeni vybranych bakteriocinii

Dalsi velmi zajimavé téma se tyka bakteriocind. Jedna se o skupinu proteind,
které jsou produkovany bakteriemi a plsobi na membranach cilovych, rovnéz
bakterialnich bunék. Zakladni otazky, které si klademe souvisi s hledanim
mechanismu, jakym nové objevené bakteriociny zabijeji citlivé bunky. Vyzkumu
bakteriocin{i se vénujeme ve spolupréaci s prof. Davidlem Smajsem a dr. Jurajem
Bosakem na Masarykové univerzité v Brné. V naSi laboratofi zkoumame nékolik
zastupcl této skupiny proteinl. V pfipadé kolicinu Z, se ndm nepodafilo prokazat
fyziologicky relevantni porotvornou aktivitu. Presnéji feCeno, kolicin Z vyvolava
v membrané reprodukovatelné, ale sotva patrné naruseni s velmi nizkou vodivosti,
které naznacuje, Ze jde o membranovy protein. Toxicky efekt kolicinu Z patrné
spociva v degradaci peptidoglykanu napadné buriky (P17).

Dal$i z bakteriocind, které jsme zkoumali je kolicin U, ktery je produkovan
bakterii Shigella boydii. Kolicin U je pfibuzny napf. kolicinm A a B. V praci P18

ukazujeme, Ze kolicin U vytvafi v membrané pory, které jsou silné zavislé na pH,

20



a jsou nejspis tvofeny monomery proteinu. V pfipadé kolicinu U jsme vSak pozorovali
velmi nizkou kationtovou selektivitu pérd, coz tento protein odliSuje od ostatnich
pfibuznych kolicind. Pfi vyuziti molekul ,neelektrolytd®, které jsou schopny obsazovat
vznitfni prostor kanalu, jsme urcili vnitfni prdmeér p6ért v rozmezi 0,7 az 1 nm, coz
jsou rozmeéry podobné kolicinu la. Neni zatim zcela jisté, jestli kolicin U vyZaduje pro
svou funci pritomnost iontll K*, jak plyne z nékterych naSich vysledkd (DolejSova,
2015). NasSe dalSi prace se zaméfila na jeden konkrétni detail v hydrofébni doméné
kolicinu U, totiZz helix H1. Jedna se o konec velmi dlouhého a-helixu, ktery pfechazi
z centralni Casti kolicinu k C-konci. Z logiky véci by mohl byt H1 prvnim a-helixem,
ktery se dostava do kontaktu s vnitfni membranou napadené Gram negativni
bakterie. Otadzku, jaka je uloha tohoto peptidu pfi inzerci hydrofébni domény kolicinu
do membrany, jsme feSili ve spolupraci s dr. Lukaszem Cwiklikem a Kamilou
Riedlovou. Ze simulaci molekulové dynamiky vyplyva, Ze a-helix H1 samovolné
setrvava v modelovych membranach a je dokonce schopen indukovat tvorbu
takzvaného toroidniho poéru s ucasti okolnich fosofolipidd. Souvisi to s relativné
velkym mnoZzstvim poléarnich rezidui v sekvenci H1. Hlavni zavéry simulaci byly
ovéfeny také empiricky (P19). Tyto pomérné zajimave vysledky by mohly zménit
pohled na to, jaka je sekvence konkrétnich déji pfi inzerci hydrofébni domény

poérotvornych kolicint do membrany.

3.5 Mechanismus ucinku nizkomolekularnich membranové aktivnich
latek

V nasi laboratofi se jiz vice let vénujeme vyzkumu mechanismd, jakymi ptisobi
rzné nizkomolekularni latky na celistvost plazmatické membrany bakterii, pfipadné
na membrany umélé, modelové. Drfive se jednalo o vyzkum stresu, ktery vyvolava
pfitomnost rdznych alkoholll na bakterie (Seydlova et al., 2012; Varousova et al.,
2018). V nedavné dobé Slo zejména o molekuly cyklickych lipopeptidl, jako je
surfaktin, produkovany pfimo bakterii Bacillus subtilis (Pinkas et al., 2020; Seydlova
et al.,, 2013; Uttlova et al., 2016). Ve spolupraci s dr. Pavlem Hrouzkem,
z Mikrobiologického Ustavu, AV, CR, jsme zkoumali také aktivitu obdobnych

lipopeptid(, ale izolovanych ze sinic (Hajek et al., 2021; Hrouzek et al., 2012; Tomek
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et al.,, 2015). Zatimco surfaktin je nejspiS produkovan bunkami Bacillus subtilis
v pldnim prostfedi za Gcelem snazsi solubilizace Zivin nebo jako signalni molekula,
lipopeptidy ze sinic maji povétSinou neznamy biologicky vyznam. Prace s témito
latkami je nicméné velmi inspirujici. VétSina téchto latek je schopna naruSovat
plazmatické membrany hub a savCich bunék a to v zavislosti na struktufe
hydrofébniho fetézce a na stavu bunky. Neékteré tyto latky maji napf.
antikancerogenni léCebny potencial.

V posledni dobé se naSe skupina na Pfirodovédecké fakulté zabyva
intenzivnim vyzkumem nové pfipravovanych zcela syntetickych antibiotik, takzvanych
lipofosfonoxind (LPPO). Tomuto tématu se jiZz nékolik let vénujeme ve spolupraci
s doc. Dominikem Rejmanem, z Ustavu organické chemie a biochemie, Akademie
véd CR, jehoZ skupina tyto molekuly vyviji a neustéle zdokonaluje (Rejman et al.,
2011; Suk et al.,, 2007). Na navrhu prvotnich molekul se podilel jesté doc. Libor
Krasny z Mikrobiologického Ustavu Akademie véd (Rejman et al., 2011). V ramci
nasSeho vyzkumu se snazime napfiklad zjistit, které ¢asti molekul LPPO je moZzné
cilené pozménit, aby se zlepSila selektivita ucinku proti bakterialni burice v porovnani
s bunkou savdci.

V publikaci P20 jsme zjistili, Ze LPPO prvni generace vykazuji selektivni
antimikrobialni aktivitu v(¢i grampozitivnim bakteriim, véetné patogennich kmen(
a kmen rezistentnich na jina antibiotika. LPPO lokalizuji do plazmatické membrany
bakterii a jsou schopny vytvéreji péry v umélych membranach. V ramci testovani
fluorescentniho analogu DR5823 se ukazalo, Ze tato latka pronikda do obou
monovrstev umélych fosfolipidovych membran liposomd, pokud je k nim pfidana
zvenku. P¥i pokusech na savCich bunkach se podafilo téz ovéfit, Ze LPPO nejsou
genotoxické, nejsou schopny transepitelialniho transportu. Tato antibiotika jsou
stabilni pfi nizkém pH, coz je nutné pro jejich pfipadné podani per os. Prvni
generace LPPO tedy predstavovala skupinu sloucenin se zna¢nym potencidlem pro
vyvoj dalSich antibakterialnich latek. Upravou LPPO byla vytvofena druh& generace
téchto latek (LPPO l1), ktera byla charakterizovana v dalsi praci. Tyto latky vykazuji
velmi nadéjnou aktivitu také proti Gram negativnim bakteriim (P21). Obé generace
LPPO I, Il tvofi oligomerni péry a permeabilizuji bakteridlni membranu citlivych
bunék. Aktivita LPPO neni ovlivnéna hodnotou cilového membranového potencialu,
a proto jsou LPPO aktivni i proti perzistentnim burikam. Necitlivost Gram negativnich
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bakterii na LPPO | je pravdépodobné zplisobena bariérovou funkci vnéjsi membrany,
ktera obsahuje lipopolysacharidy, jak bylo prokazano pokusy na liposomech po
pridani LPS. Antimikrobialni aktivita LPPO je také ovlivhéna fosfolipidovym sloZenim
cilové membrany. Vy33i podil fosfolipidd s neutrdinim nabojem, sniZuje
permeabilizacni schopnosti lipofosfonoxinli (P22). Vyzkum téchto latek v nasi
laboratofi je v letech 2022-24 podpofen projektem Grantové agentury Ceské
republiky: ,Strukturni determinanty GCinku membranové aktivnich antimikrobiélnich
molekul®.

Navazujici védecka prace P23 charakterizujici antibiotikum daptomycin
vznikla vlastné diky dotazlm recenzentl, ktefi poZadovali porovnani G¢inkd LPPO
s néjakou dobfe charakterizovanou latkou, kterd& by vykazovala podobny
mechanismus GC€inku. Vzhledem k tomu, Ze ani pro toto Klinicky vyuZivané
antibiotikum nebyly v literatufe k nalezeni detailn&jsi Gdaje o vlastnostech pérd, které
tato latka tvofi v membranach, rozhodli jsme se vlastnosti pérd daptomycinu
prozkoumat sami. Objevili jsme relativné Sirokou $kalu vodivostnich stavi
daptomycinu v membrané. Podafilo se nam predikovat konkrétni nejCastéjSi
oligomerni usporadani jeho molekul. Pro detailnéjSi vysvétleni odkazuji ¢tenafe na
praci P23.

3.6 Fluorescencéni spektroskopie ve vyzkumu struktury proteint

Nas dalsi vyzkum se tykal podstatné odliSného tématu, totiz studia
konformacnich zmén proteinli a interakci, které stabilizuji strukturu proteind (P24).
VyuZivali jsme pfi tom pfirozeny fluorofor, ktery se v bilkovinach nachézi, konkrétné
indolovou skupinu postranniho fetézce tryptofanu. Tato aminokyselina vykazuje
fluorescenci v UV oblasti spektra (kolem 350 nm) po exitaci pfi 280-300 nm a vyuZiva
se napfiklad pfi sledovani konformacnich zmén nebo denaturace/renaturace
proteind. My jsme zkoumali ¢ast proteinu FrpC, ktery produkuje patogenni bakterie
Neisseria meningitidis. Fragment proteinu FrpC, takzvany SPM modul, vykazuje
unikatni samostépici aktivitu v pritomnosti vapenatych iontli (Osicka et al., 2004). P¥i
studiu sekundéarni struktury SPM se ukazalo, Ze jeho spektrum cirkularniho
dichroismu vykazuje atypické znaky, které byvaji pfifazovany takzvanému excitonu

(Gasymov et al., 2015). V tomto pfipadé se jedna pravé o dva blizké zbytky
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tryptofanu, které vykazuji -1t interakci. Zkoumali jsme vzdalenost tryptofanovych
zbytkd a jejich vzajemnou orientaci pomoci metod ¢asové rozliSeného dohasinani
fluorescence a anizotropie fluorescence se zamérenim na ForsterQv resonanéni
prenos energie (FRET). Podafilo se ndm prokézat, Ze tyto dva tryptofany jsou
schopny si pfedavat energii mechanismem, ktery byva oznacovan jako homo-FRET
(nebo ,Donor-Donor Energy Migration), jez vede k depolarizaci emitované
fluorescence tryptofanu (Kalinin a Johansson, 2004). Pfi vypoc¢tu vzajemnych Ghll a
vzdalenosti dvou indolovych skupin (feknéme Trp: a Trp,) jsme narazili na urcity
paradox. Pozorovana mira depolarizace musi vychazet z kombinované emise obou
tryptofand, tedy napr. Trp: po pfimé excitaci a depolarizované emise Trp, po pfenosu
energie z Trp,:. Efektivita pfenosu energie Trp; - Trp, zavisi samozifejmé na Uhlech
mezi témito molekulami (pfesnéji na Uhlech mezi jejich transiCnimi dipoly). Pfi
kolmém usporadani by sice systém mohl vykazovat znacnou (maximalni) miru
depolarizace, ale efektivita pfenosu energie by vlastné byla velmi mala (az nulova).
Zato pfi paralelnim usporadani sice mize dochazet k G¢innému pfenosu energie, ale
pozorovand emise z Trp. by meéla mit stejnou hodnotu polarizace, jako u Trp;. Tyto
Gvahy jsme vzaly v potaz pfi vypoctech relativni orientace obou zkoumanych indold.

Kromé toho jsme odvodili vzdalenosti konkrétnich indold k vazebnému mistu
pro Ca* a to s pouzitim jeho fosforescenéniho analogu, iontu Th*". Tento iont zde
fungoval jako akceptor ve Forsterové resonancnim pfenosu energie, kdy donorem
byl pokazdé jeden z tryptofanovych zbytk(i mutovaného proteinu SPM.

V této praci jsme vyuzili ke kvantifikaci ustalené intenzity fluorescence rozklad
emisnich spekter, takzvanou dekonvoluci. Realné podobné pfistupy pouzivame
relativné Casto, ale vystupy se veétSinou nedostavaji do publikaci, pfipadné neni
nutné je detailné vysvétlovat. Objasnéni nékterych detaill bych se proto chtél
dotknout zde. Princip této metody je jednoduchy a je obdobny rozkladu
mikroskopického obrazu na snimky obsahujici informaci o intenzité jediného
fluoroforu po matematickém odecteni vlivu ostatnich znamych fluoroford.
V mikroskopii se tento postup nékdy nazyva ,spectral unmixing“. V naSem pfipadé
jsme tedy pracovali s proteinem, ktery obsahuje ve své sekvenci dva zbytky
tryptofanu. Méli jsme k dispozici konstrukty s bodovymi mutacemi, kdy byl vZzdy jeden

tryptofan zaménén za témér nefluorescencni fenylalanin. Kazdy ze zkoumanych
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tryptofan( vykazoval trochu jiné emisni spektrum kvdli rlizné polarité jejich okoli. P¥i
znalosti tvarll téchto jednotlivych spekter jsme ve spektru plvodniho proteinu SPM
(sobéma Trp zbytky) dohledavali, jaké kombinace intenzit emise jednotlivych
tryptofand jej uspokojivé vysvétluji. Pomoci této metody jsme zjistili, jak se lisi
vzdalenosti obou tryptofand k Ca? vazebnému mistu (pfipominam, Ze ionty Ca?'
u SPM indukuji samostépici aktivitu). Samotny fragment SPM se zda byt velmi
uzite€nym modelem pfi studiu -1t a kationt—T1t interakci.

V navazujici praci P25 jsme zkoumali kratky peptid odvozeny ze sekvence
SPM, ktery obsahoval predikované vazebné misto pro Ca** a jeden zbytek tryptofanu.
Vyvinuli jsme specialni postup, kterym je mozné prokazat u€inny FRET mezi zbytkem
tryptofanu a iontem Tb*'. Jednda se o zadznam nékolika excitacnich a emisnich
spekter, jejich porovnani, odecteni a vyhodnoceni. Metoda je zaloZzend na
skutecnosti, ze emisni spektrum Tb* je velmi Gzké (presnéji feCeno, sklada se
z nékolika Gzkych past), s maximem pfi 545 nm, tedy zcela mimo emisi tryptofanu.
Pokud se ve vzorku (proteinu a Tb3) podafi naméfit excitaéni spektrum, které
odpovida tvarem tryptofanu (v oblasti kolem 280 nm), ale je provazeno selektivni
emisi pfi 545 (ale nikoliv v tésném okoli, napf. pfi 525 nebo 565 nm), jde
o jednoznacny prikaz, Ze muselo dojit k pfenosu energie mezi Trp — Tb*'. Takova
informace je uziteCna obecné pfi studiu proteinll a jejich vazebnych mist pro

biologicky relevantni dvojmocné ionty.
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4 Vyvoj konkrétnich algoritmu a analytickych nastroju

V predchozi kapitole jsem se pokusil shrnout hlavni poznatky z vybranych
publikaci, na jejichz pfipravé jsem se podilel. Ctenafe se zajmem o vice detaill
z jednotlivych praci musim odkazat do plvodnich manuskriptl, které jsou pfilohou
této habilitacni prace (kap. 6). V nasledujicich odstavcich se naopak pokusim pfiblizit
nékteré netradiCni postupy, které byly vyuzivany béhem mé dosavadni védecké
prace. Jsou to postupy, které vétSinou nejsou v publikacich patficné popsany.
Pfedstavuji si, Ze by mohly ostatni zaujmout. Omlouvam se tém ¢tenarflm, ktefi
takové postupy sami pouzivaji a tfeba jim jeSté mnohem lépe rozuméji, za pfipadné

nepresnosti a urcita zjednoduseni.

4.1 Spravna normalizace dat

Hned na avod bych vSak zacal postupem, ktery neni Uplné nasim vynalezem,
ale chtél bych na néj ¢tenare upozornit. Pravidelné se u¢astnim obhajob diplomovych
a disertaCnich praci. Velmi Casto se setkavam s tim, Ze studenti presentuji své
vysledky formou sloupcovych grafil s vyznacenymi chybovymi Gseckami. Kontrolni
vzorek ma nékdy hodnotu 1, pfipadné 100%. U tohoto vzorku vSak chybovéa UseCka
chybi. Je to dano tim, Ze v kazdém pokusu byla data na kontrolni vzorek
normalizovana a proto ma tento vzorek vzdy stejnou, konstantni hodnotu a nulovy
rozptyl. Tento postup normalizace je velmi problematicky a neumoZziuje nasledné
smysluplné porovnavat zkoumané vzorky se vzorkem kontrolnim, napfiklad
S pouzitim t-testu. Spravny postup normalizace zachovava rozptyl hodnot u vSech
studovanych vzorkl, v€etné vzorku, na ktery se normalizuje. Metoda, na kterou
studenty pravidelné upozorfiuji, je velmi stru¢né popsana v literatufe (Valcu a Valcu,
2011). Prakticky je potifeba nejprve normalizovat na prdmérnou hodnotu vSech
vzorkd, které jsou zkoumany v jednom pokuse, a az napodruhé na prdimérnou

hodnotu vzorku kontrolniho.
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Spravny postup normalizace dat pfi tfech opakovanich pokusu (pro jeden

neznamy vzorek a jeden vzorek kontrolni) znazornuje schéma nize:

naméfené hodnoty normalizované hodnoty normalizované hodnoty
kontrola vzorek pramér pokusu kontrola vzorek kontrola vzorek
pokus €. 1 100 420 — - 260 —- 0,38 1,62 — 0,97 4,06
pokus €. 2 10 55 — 32,5 — 0,31 1,69 — 0,77 4,26
pokus €. 3 1 3 — 2 — 0,50 150 — 1,26 3,77
v T vy
[ pramér:| 040 | priimér 1,00 4,03
S.D. 0,24 0,24

4.2 Analyza digitalniho obrazu - bakterialni kolonie

Pfi pfedstavovani pouzitych netypickych algoritm( bych rad zacal s typicky
~mikrobiologickym“ tématem. V minulych letech, byly v nasi laboratofi provadény
pokusy s bakterialnimi kmeny, které se liSi v zafazeni do ekologickych skupin r a K
stratégll. Jakkoliv je toto pojeti Zivotnich strategii u mikroorganismi kontroverzni,
jednou z myslenek bylo zjistit, jak se tyto kmeny vzajemné ovliviiuji pfi rlstu na
zpevnéném meédiu (Moserova, 2010). Jako prvni krok vSak bylo potfeba zjistit, jestli
na sebe neplsobi i kolonie jednoho kmene, pokud rostou dostate¢né blizko u sebe.
Jiz po prvnich pokusech bylo zjevné, Ze nékteré bakterialni kmeny, pokud jsou jejich
bunky vysety velmi husté na agarovou plotnu, rostou v koloniich jinou rychlosti, nez
kdyZ jsou vysety z velmi vyfedéné suspenze, tedy daleko od sebe. Napfiklad u druhu
Deinococcus radiodurans se zdalo, Ze husté vyseté burnky vytvareji mensi kolonie,
coz by se obecné dalo predpokladat napr. kvdli limitaci Zivin. Zato u druhu
Arthrobacter aurescens se projevoval u hustych vysevll naopak zrychleny rlst. Ten
mohl byt vyvolan napfiklad produkci extracelularnich enzymd, nebo surfaktant.
U jinych bakterii, napf. Rhodococcus erythropolis se zda, Zze se sousedni kolonie
prakticky neovliviiuji (Moserova, 2010). Vysvétleni nékterych z téchto jevll je mozné
nalézt v bakalarské praci z nasi laboratofe (Dobfemyslové, 2015).

Snazil jsem se vyvinout algoritmus, pomoci kterého by se dalo vzajemné
ovliviiovani kolinii b&hem rldstu na agarové plotné exaktné kvantifikovat. Pfi pouZziti
tohoto pfistupu je paradoxné Zadouci, aby byly vysévané buinky rozprostfeny

nerovnomérné, tedy aby mezi narostlymi koloniemi byly riizné vzdalenosti, které by

27



bylo mozné dale vyuZit v analyze. Samoziejmosti pak byla kvantifikace jednotlivych
misek pfipravenych jako replikaty. Postup kvantifikace je nasledujici. Kolonie na
povrchu Zivného média jsou vyfotografovany a digitalni obraz je v 8-bitové formé
analyzovan programem ImageJ?, kde je vyuzit nastroj ,Analyze particles“. Pfed timto
krokem je vhodné ponékud ,zhorsit“ kvalitu obrazu rozostfenim, aby detailni kontury
kolonii nemély vliv na vyslednou vypoditanou cirkularitu (pomér obvodu a priiméru
nalezené kolonie). Po ru¢nim nebo automatickém nalezeni vhodné prahové hodnoty
intenzity (tedy rozliSeni kolonii od okoli) program nalezne jednotlivé kolonie a ulozZi
seznam jejich tvarovych charakteristik (pfedevSim plochu a cirkularitu) a jejich
umisténi v prostoru snimku (X,Y soufradnice). Tato uloZzena tabulka je nasledné
zpracovana pomoci skriptu napsaném v jazyce Perl a dale pomoci programu
Gnuplot. Pro kazdou kolonii jsou automaticky nalezeny nejblizSi okolni kolonie na
misce. Pokud vykazuje kolonie pouze nizkou hodnotu cirkularity, nejcastéji se jedna
o dvé kolonie srostlé v jeden objekt. Takovou ¢astici nema smysl analyzovat jako
kolonii ,ovlivihovanou“ dalSimi koloniemi, je vSak nadale zahrnuta jako kolonie
,ovlivilujici®. Toto filtrovani provede skript rovnéz automaticky. Na kazdou kolonii ma
zjevné nejvétsi vliv jeji bezprostfedni okoli, naopak velmi vzdélené kolonie se jiz
interakci nejspiS nebudou UCastnit. Proto je pro kazdou ovliviiovanou kolonii
vypocitavana takzvana ,zatéz A" kolonie jako reciproka vzdalenost k jedné nejblizsi
ovliviiujici kolonii. Kromé toho je pro kontrolu vystupem skriptu také ,zatéz B“, ktera
v sobé zahrnuje vliv vSech okolnich kolonii na misce. Z popsaného postupu je
zjevné, Ze pro nékteré kolonie neni dost Gdajli, aby mohl byt vypocet proveden.
Napfiklad kolonie tésné u okraje snimku bude vyuZita jako kolonie ovliviujici, ale
nemUlze byt zahrnuta mezi kolonie ovliviiované, nebot neni jisté, jestli za okrajem
snimku nebyla ukryta dalSi kolonie.

V dalsim kroku je do grafu vynaSena velikost kolonie jako funkce vzdalenosti
k nejblizSi sousedni kolonii. V pfipadé, Ze se kolonie nijak neovliviiuji, je mozné
oCekavat konstantni hodnoty plochy kolonie pro nejriznéjsi vzajemné vzdalenosti.
Naopak tam, kde kolonie mikroorganizml produkuji latky ovliviiujici své okoli,
mlZeme pozorovat zakfivenou zavislost. Pro nejjednodussi situaci vzajemného vlivu

kolonii je moZné pouZzit dvoijité reciproké vyneseni (Obr. 1), kdy na ose X je reciproka

1 https://imagej.nih.gov/ij/ nebo https://imagej.net/software/fiji/
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vzdalenost kolonii (1/vzdélenost) a na ose Y je reciprokd plocha kazdé kolonie
(1/plocha). Témito daty je proloZzena pfimka, jejiz vysek na ose Y naznacuje, jak
velkd by byla kolonie (v reciproké hodnoté), kdyby byla nekonecné vzdéalena od
kolonii sousednich. V pfipadé, kdy se kolonie daného druhu nijak neovliviuji, bude
proloZzena pfimka vodorovna a vysek na ose Y bude odpovidat prlimérné velikosti

analyzovanych kolonii.
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Obr. 1 Metoda vypoctu vzajemného ovlivnéni mikrobialnich kolonii (nebo jinych objekti
rostoucich na plose). Dvojité reciproké vyneseni velikosti kolonii a jejich vzéajemné
vzdalenosti. A) Ukazkové rozloZeni konkrétnich situaci v grafu, ilustrace ma upozornit pouze
na konkrétni oblasti grafu. B) Realna data — kaZdy bod reprezentuje jednu kolonii, jeji plochu
a vzdalenost k nejblizSi dalsi kolonii. Modre: témér vodorovna pfimka proloZena daty
signalizuje absenci vzajemného ovlivnéni kolonii konkrétniho druhu. Zelené: jasna zavislost
plochy kolonii na jejich relativni vzdalenosti u jiného druhu mikroorganismu.

Sipky ukazuji na teoretickou plochu kolonie, kdyby rostla nekone¢né daleko od ostatnich

kolonii (1/vzdalenost = 0). Viytvoreno pomoci programu LibreOffice 6.4.7.2.
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Popsany postup umoziuje zjistit, zda se méni velikost mikrobiélnich kolonii
konkrétniho druhu v zavislosti na hustoté vysevu na agarovou plotnu. Pokud ano, je
mozné celkem presné urcit, jak by byly kolonie velké, pokud by byly vysety velmi
fidce. Tento algoritmus dosud nebyl publikovan ve védeckém Casopise, zato byl jiz
nékolikrat pouzit, pokud jsme se snazili stanovit velikost kolonii a pfitom odstranit vliv
variability jednotlivych vysev( (napf. publikace P26, P27). Postup je po modifikaci

pouZitelny i pro smésné vysevy vice druhll mikroorganismd.
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4.3 Analyza histogrami

4.3.1 Urceni chyby parametrii - ,Bootstrap“ analyza

DalSi odstavce se tykaji sledovani chyby nasbiranych dat. Omlouvam se
pfedem za uréitd zjednoduSeni v tomto vykladu. P¥i vyhodnocovani experimentd
v biologickych védach je Casto nutné analyzovat stfedni hodnotu urcité sledované
veliCiny nebo parametru. Tato stfedni hodnota je déle porovnavana s vysledky
jiného, popfipadé kontrolniho pokusu. Nasleduje statistické vyhodnoceni a potvrzeni
nebo vyvraceni hypotéz o rozdilech ve sledovanych hodnotach. Aby bylo mozné toto
statistické hodnoceni provést, je nutné znat chyby sledovanych hodnot. Chybu
urCitého parametru (napf. prdméru) ¢asto zjistime mnohokrat opakovanym mérenim
(a vypoCtem rozptylu). V nékterych pokusech je ale sbér dat natolik Casové nebo
financné narocny, Ze tfeba ani nepfipada v GUvahu experiment opakovat. Pfikladem
mimo biologii mdzZe byt tfeba ,hledani“ elementarni Gastice, kdy védci nejprve
rozpoznali v hmotnostnim spektrum urcity signal (Obr. 2) a oznamili verejnosti

pravdépodobny objev Higgsova bosonu.
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Obr. 2 Ukazka signalu v hmotnostnim spektru, ktery se sice s dalSim hromadénim dat
zpfesnuje, ale nejedna se o opakovani experimentu, jak jsme na néj zvykli v biologii. ZvySeni
amplitudy krivky v okoli hodnoty 125 GeV/c? odpovida hledané elementarni castici.
(pfevzato: ATLAS Collaboration/CERN?®) (Aaboud et al., 2017)

2 https://home.cern/news/press-release/cern/cern-experiments-observe-particle-consistent-long-
sought-higgs-boson

3 https://atlas.cern/updates/briefing/higgs-photon-z-boson
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V pfipadé této elementérni Castice trvalo jeSté dost dlouhou dobu, nez se
podafilo nasbirat vice nez dvojnasobek plvodnich dat a potvrdit jeji presnou
identitu®. Musi tedy existovat postupy, které umozni odhadnout chybu méreni
z jediného souboru dat, v tomto pfipadé z jednoho hmotnostniho spektra.

V naSem pfipadé se vétSinou jednd o mnohem jednodussSi vysledky, napf.
o vodivost membranovych kanall tvofenych jednotlivymi molekulami pfi méfeni na
¢ernych lipidovych membranach (P09-P15). Takové kanaly maji zajimavou vlastnost,
kterou je urcitd variabilita mezi jednotlivymi udalostmi, kterd& mlze predstavovat
napriklad rGzné konformace zUGastnénych proteinovych molekul. Histogram
vodivosti kanalll je pak tvofen prakticky Gaussovou kfivkou (pro jednoduchost
predpokladejme, Ze se nejedna o kombinaci vice takovych kfivek). Sitka této
distribuce (pfesnéji polovina Sitky v pllce vysky distribuce) pak nereprezentuje chybu
v méfeni, jak tomu zpravidla byva v jinych pokusech, ale spiSe variabilitu vlastnosti
jednotlivych molekul. Tato variabilita je velmi dllezitad, ma co do ¢inéni s dynamikou
molekul a poétem jejich réznych konformacnich stav(. Méli jsme tedy potfebu
charakterizovat nejen stfedni hodnotu vodivosti jednotlivych molekul, ale
i ,smérodatnou odchylku“ této vodivosti, tedy Sifky distribuce.

Dilezité je, ze odhadnuté chyby parametr(, které bézné poskytuji programy
pro prokladani kfivek, byvaji nevérohodné. Jsou zpravidla velmi podhodnoceny.

Samotny sbér vodivostnich dat je Casové velmi narocna Cinnost. Aby bylo
mozné pozorovat jednotlivé molekuly, musi byt aktivni latka pfidavana k membranam
v pomeérné nizké, nékdy az piko-molarni, koncentraci. Je totiz Zadouci, aby
v membrané nebylo vice molekul zaroven. To naopak omezuje moZnost sbirani
vétSiho mnozstvi dat. Typicky dojde béhem hodiny k zaznamu jednotek az stovek
riznych molekul na nékolika rlznych membranach. Z definice je tedy obtizné
opakovat méfeni a hodnotit kazdé zvlast. Castgji jsou vSechna data nasbirana
béhem nékolika dni a vyuZita pro tvorbu jediného histogramu. Problém nastava,
pokud je nutné porovnat vodivost kanall dvou rliznych latek, typicky toxinG s rlznymi
mutacemi v transmembranovém segmentu. LiSit se mize vodivost kanall tohoto
dvojiho typu, nebo Sitka distribuce vodivostnich stavil. Oboji se d& zjistit proloZzenim
Gaussovy funkce histogramem vodivosti. Je ale nutné zjistit pravdépodobnou chybu
stanoveni obou parametrd, aby bylo moZno posoudit, jestli se oba typy kanall lisi.
K tomuto UcCelu jsme vyuzili takzvané ,bootstrap analyzy®, kterd je zaloZena

4  https://home.web.cern.ch/news/news/physics/new-results-indicate-new-particle-higgs-boson

5 https://cs.wikipedia.org/wiki/Bootstrapping_(statistika)
32



https://cs.wikipedia.org/wiki/Bootstrapping_(statistika
https://home.web.cern.ch/news/news/physics/new-results-indicate-new-particle-higgs-boson

na predpokladu, Ze shirana data sice byla do souboru zahrnuta, ale vzhledem ke
stochastickému charakteru sbéru dat také zaznamenana byt nemusela. Béhem
tohoto postupu se doCasné odstrani Cast dat, vytvofi se novy histogram, ktery se
znovu analyzuje. Takové odstranéni se tyka napf. nadhodné vybrané poloviny
namérenych dat a cely proces (odstranéni dat a analyza pozUlstalych) se opakuje
mnohokrat, typicky tisickrat a vice. Vznikne tim sada stfednich hodnot vodivosti,
kterd umozni vypocet primérné vodivosti kanalu vcetné odhadu jeji smérodatné
odchylky. Totéz plati pro stanoveni Sifky distribuce vodivosti a jeji chyby. Tento
postup byl pouzit v publikacich P09-P15. Za zminku stoji, Ze zrovna v pfipadé
histograml a spekter, kdy se do jednotlivych kategorii (bin) zafazuji jednotliva
pozorovani, je mozné pouzit i jednodusSi postup. Vzhledem k tomu, Ze vySka
kazdého sloupce v (nenormalizovaném) histogramu odpovida poctu Castic (udalosti)
N, smérodatna odchylka tohoto poctu je pfiblizné VN. Je tedy mozné b&hem metody
.bootstrap” jednoduSe pridavat ke kazdé hodnoté binu Sum odpovidajici prave
konkrétni hodnot& VN . Tim se cely proces vyrazné urychli a zjednodusi.

Metoda ,bootstrap” je aplikovatelnd na témérf jakykoliv typ dat, u kterych
zpravidla nésleduje proloZzeni urCité modelové kfivky. Nemusi se tedy jednat
o histogramy a Gaussovu kfivku. Na Obr. 3 pfedkladdm ukézku, kdy jsme zkoumali,
pfi jaké hodnoté data ,protinaji“ vodorovnou osu (jednalo se o stanoveni reverzniho
potencialu).

Prisecik s osou byl nalezen proloZzenim dat polynomickou funkci. Nasledné
byla ¢ast bod( promazana a proloZeni opakovano. Touto metodou je tedy mozné
zjistit nejen nejpravdépodobnéjsi (prakticky prdmérnou) hodnotu priseciku, ale také
jeho chybu. Podstatné je, ze timto zplsobem uréime chyby jakychkoliv zkoumanych
parametrll. Pro zjednoduSeni zde neuvaZzuiji, jaky vliv na analyzu ma velikost frakce
odstranovanych bod( v kazdém kroku analyzy.
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Obr. 3 Ukazka ,bootstrap“ analyzy dat. Data (modfe) byla opakované proloZena
polynomem (Bootstrap 1-3). Prekryti deseti pokust (Bootstrap 1 aZ 10) je ukazano v pravém
dolnim rohu. Sipky ukazuji na nalezené praseciky s vodorovnou osou. V této ilustraci
nezaleZi na konkrétnich sledovanych veliCinach, proto nejsou o0sy popsany.
Vytvoreno pomoci programi Perl 5.22.1 a Gnuplot 5.0.
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4.3.2 Vytvareni histogramt a ,Kernel Density Estimation“

Vytvareni histogrami vodivosti jednotlivych molekul je pomérné specificka
zalezitost. Jednim z problémd je relativné malé mnozstvi dat, ktera jsou analyzovana
(viz vySe). V této situaci hrozi, Ze se konkrétni pozorovani dostanou na hranu
zvolenych intervalll histogramu. Tomuto jevu se fika ,bin edge effect. Vysledny
histogram je pak zna¢né zatiZzen zvolenym nastavenim; jednak Sitkou binl ale
i konkrétnim posunutim jejich hranic. Kromé vlivu na konkrétni zobrazeni to mize
vést i k rozdilné interpretaci vysledkd. Ve snaze obejit tyto nedostatky histogramu
jsem vytvarel histogramy opakované s rliznym nastavenim a nasledné jsem je
Jpriméroval“. Brzy mi v3ak doslo, Ze by bylo jednodussi nahradit kazdy bod
(konkrétni pozorovani) funkci a tyto funkce kombinovat (feknéme scitat). Vznikla tak
mysSlenka, kterou jsem v roce 2015 presentoval na konferenci v Italii, Prato (poster:
Simple algorithm for construction of high resolution histograms useful for nanoparticle
sizing with o-toxin pores). AZ po vytisknuti posteru jsem zjistil, Ze tento postup jiz
existuje a nazyva se Kernel Density Estimation (KDE) (Scott et al., 1977).

Rozdily mezi béZnym histogramem a KDE jsou patrné z Obr. 4. V pfipadé, kdy
je nutné histogramem prokladat dalSi funkce, ma KDE vyhodu v tom, Ze obsahuje
prakticky neomezené mnozstvi bod( (tedy stupiill volnosti) z generovanych funkci
KDE a predevSim pfesné zobrazuje lokalni maxima pravdépodobnosti vyskytu
pozorovaného jevu. V pfipadé, kdy zcela kriticky zaleZi na zachovani téchto detailll
(P23), je pfistup KDE patrné nenahraditelny.
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Obr. 4 Zplsob konstrukce , histogramu* metodou Kernel Density Estimation (KDE).
A) Plvodni pozorované hodnoty jsou zobrazeny jako body (modre). KaZdy bod je nahrazen
Gaussovou funkci (oranZové). B) Konstrukce KDE kombinaci jednotlivych ,jednobodovych”
funkci. PGvodni data jsou zobrazena modre. C) BéZny histogram zobrazujici stejna ptvodni
pozorovani s patrnymi problémy na okrajich kategorii. Data v levé ¢asti obrazku jsou pro
ilustraci, nejsou kompletni. Vodorovné osy znaci sledovanou veliinu, Cisla na svislé ose
ukazuji pocCet udalosti v dané kategorii histogramu.

Vytvoreno pomoci programd Perl 5.22.1 a Gnuplot 5.0.
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Jako ukazku, jak jednoduché je vytvorit tabulku KDE z plvodnich namé&fenych hodnot, nize
ukazuji skript, ktery jsem pro tento Ucel napsal v jazyce Perl:

#! Jusr/bin/perl -w

# usage: $0 data file data column
$height=1; # event height

$points=1000; # histogram points

$min=0; $max=350;# histogram borders
4step=($max-$min) /$points; # histogram step
$hwhm=.5; # single bin hwhm

$exponent=2; # bin "shape": 2~gaussian, 200~rectangle
$log2=log(2);

$a=%$ARGV[0];# data file

$col=$ARGV[1];# data column

# prepare empty histogram
$x[0]=0; $i=$min;

while($i<$points+1){
$sum[$i]=0;
$x[$i]=%$x[$i-1]+%step;
$i++;

1

open(AA,%a);# analyze the data file
$i=0; %$aai=0;
while ($rad==<=ap=){
chomp($rad);
$rad=~ s/™\s*//;
@arad=split(/[[:space:]]+/,%rad);
$aax[%aail=%arad[$col];
$i=0; $sum[$i]=0;
while($i<$points+1){
$sum[$i]=%$sum[$i]+$height*exp(-$log2*(($x[$i]-$aax[$aai]) /$hwhm)+*+$exponent);
$i++;
}
$aai++;
by
close(AA);

$i=0; # print the histogram
while($i<$points+1){
printf "%9.4f %9.6T\n",$x[$1i],$sum[%$i];
$it++;

}

Popsany postup pouzivame jako nahradu za bézné histogramy pravidelné.
Kromé ptvodniho skriptu v jazyce Perl (pfedevsim pro operacni systém Linux) jsme
pripravili i spustitelny soubor pro operacni systém Windows (Albert Sokol,
nepublikované vysledky), ktery je rovnéz v laboratofi velmi €asto vyuzivan. Chtél
bych jesté upozornit, Ze k urcité obdobé KDE se posledni dobou v odborné literatufe
pfechazi. Jedna se o takzvany ,violin plot“®, ktery nahrazuje standardné vyuzivany
,box plot* s vyznacenim percentild.

6 https://en.wikipedia.org/wiki/Violin_plot
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4.3.3 Logaritmicky histogram - pro studium Siroké sSkaly hodnot

Analyza nékterych veli¢in mlze vyZadovat dynamicky rozsah i nékolik fada.
Tyka se to sledovani déji zahrnujicich spontanni nahodnou pfeménu jedné latky
v jinou (jaderné premény) nebo napf. pfechodu molekul z excitovaného stavu do
stavu zakladniho (dohasinani intenzity fluorescence). Podobné& situace nastava pfi
formovani oligomerniho proteinového kanalu v biologické membrané a pfi nasledném
spontannim rozpadu tohoto elektricky vodivého komplexu na nevodivé monomery.
VSechny tyto déje maji spolecné to, Ze je mozné pozorovat jednotlivé procesy na
Grovni atomd nebo molekul (uvoliiovani radioaktivnino zafeni, emise foton(
fluorescence, skokové narlisty a poklesy elektrického proudu membranovych kanal()
a histogramy €asl nebo krivky dohasinani, které jsou s témito déji spojené vykazuiji
exponencialné klesajici charakter. Klesajici ¢ast histogramu je proto zpravidla
exponencialou prolozena a tim je ziskana Casova konstanta daného déje. Hodnotu
této Casové konstanty je mozné urcit velmi presné&, ackoliv jednotlivé plvodni
zaznamenané hodnoty konkrétnich ¢ast mély obrovsky rozptyl.

Pfi analyze stability membranovych kanald v nasi laboratofi jsem nejprve
postupoval podle toho tak, jaké zkuSenosti jsem nabyl pfi pobytu u prof. Rolanda
Benze na univerzité ve Wirzburgu. Tam se zaznamenavaly vodivostni stavy molekul
na papir pomoci mechanického zapisovace. Doba otevieni jednotlivych kanald se
odeditala ruéné a vytvarel se bézny histogram téchto ¢asl, ktery byl nasledné
prokladan exponencialou. Pfi zavadéni téchto metod jsme pochopitelné hned od
zacatku digitalizovali signal a ukladali jsme jej do pocitaCe. DalSi analyza probiha
pomoci programu QuB (Nicolai a Sachs, 2013). Bylo vSak pomérné tézké zjistit, jaké
jsou moderni a béZzné metody pfi analyze elektrického zdznamu, pokud jako vzor
slouzilo pracovisté se spiSe historickymi postupy. Naprostym standardem je vyuZziti
histogramu, ktery mé& logaritmickou osu X s pozorovanou veli¢inou.

V mnoha oborech se vyuzivA pomérné dlouho znadma skutecnost, Ze takto
vytvorené histogramy (Sigworth a Sine, 1987), pokud se Sifka jejich ,binu“ amysiné
meéni v zavislosti na konkrétni hodnoté sledované veli€iny (vynaSeno na logaritmické
ose X), vykazuji maximum (Obr. 5). Pozice tohoto maxima pak sama o0 sobé
naznacuje hodnotu ¢asové konstanty zkoumaného déje. Prava Cast grafu klesa jako

plvodni exponenciala, leva ¢ast vak klesa z jiného dlivodu. Cim se posouvame vice
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do levé cCasti grafu, tim jsou jednotlivé kategorie (,biny*) stale uzsi. Pravé z toho
ddvodu se smérem doleva vyrazné snizuje pravdépodobnost zachytu pozorovani
v konkrétnim ,binu“. Takto vytvarené histogramy, kdy se kazda dekada rozdéli na
nékolik (zpravidla 16 a vice) ,bind“, jsou pak velmi snadno prokladany upravenou
exponencialni funkci (Sigworth a Sine, 1987), a to bez rizika, Ze algoritmus

provadéjici regresi vypocet nedopatfenim nedokondi.
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Obr. 5 Logaritmicky histogram riizné doby otevieni membranového kanalu.
Histogram byl vytvofen s rozliSenim 16 ,binG na dekadu“. Cerné kfivky ukazuji dvé
rozpoznané exponencialni komponenty, Cervena kfivka predstavuje jejich soucet. KaZda

z komponent ma predem znamou Sitku kfivky. VloZeny graf (vlevo nahore) zachycuje stejna
data na linearni Skale. Generovéano programem QuB, Perl 5.22.1, Gnuplot 5.0.

DalSi vyhodou logaritmického histogramu pfi studiu rychlostnich konstant je
skuteCnost, Ze predpokladana distribuce pozorovanych hodnot (tedy i prokladana
funkce) ma konstantni Sitku, asi 1,5 fadu’. Pfi prokladani ,exponencialni funkce“
timto grafem je tfeba ménit jen dva parametry (stfedni dobu a amplitudu). Umozni to
velmi snadno prokladat vice kfivek najednou a odhalit tak vice paralelnich procesl
ve zkoumaném systému. U téchto typl histograml je snadno mozné provadét
.bootstrap” analyzu (kap. 4.3.1), P09-P12.

7 ZjednoduSené feceno, pii primérné (nejcastéjsi) dobé otevieni 1 s se se stejnou

(polovi¢ni) pravdépodobnosti objevi kanaly oteviené po dobu asi 0,3 s nebo 3 s.
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4.4 Synchronni fluorescenéni spektra pri kvantifikaci intenzity

fluorescence

Pomérné Casto se stava, Ze za mnou pfijdou kolegové, ktefi potiebu;ji
kvantifikovat intenzitu fluorescence svého vzorku. Nebo i vétSiho mnozstvi vzorkd,
které by mély obsahovat stejny fluorofor, ale pochazeji z riiznych buné&énych linii,
jsou rlizné oSetieny, atp. Kolegiim by stacilo zjistit vZdy jediné ¢islo, napf. kolikrat
,SViti“ dany vzorek vice/méné, nez vzorek kontrolni. Jak jsem vSak naznacil, vzorky
mohou mit rlizné chemické sloZeni a rliznou Uroven pozadi, nékdy nazyvaného
.2autofluorescence”. Charakter pozadi byva nezndmy a nejsou vzdy k dispozici
odpovidajici slepé vzorky (pfipadné jsou jinak nafedéné, nez vzorky testované). Neni
proto mozné jednoduSe nastavit na fluorometru vhodné vinové délky excitace
a emise a zméfit intenzitu fluorescence. Také neni mozné zkratka odecist hodnotu
pozadi (pokud jsou vzorky rlizné fedéné). Mnohem lepSi se jevi, naméfit
fluorescencni emisni spektrum a zjistit, jaka je intenzita v oCekavaném maximu
spektra a porovnat ji s oblasti mimo toto maximum (tedy v oblasti pfevazujici
autofluorescence). JeSté vyhodnéjsi vSak je, nasnimat takzvané synchronni
fluorescencni spektrum. Dale se pokusim vysvétlit, o co se jedna.

Kazda fluorescencni latka (pokud je tvofena jedinou chemickou slouceninou
v homogennim prostfedi) ma urcité charakteristické excitacni spektrum, tedy soubor
vinovych délek, pfi kterych tato latka absorbuje zafeni a nésledné emituje
fluorescenci. Takovyto fluorofor ma rovnéz neménnou pozici a tvar emisniho spektra
(kdyZ odhlédneme od relaxace rozpoustédla a dalSich jev({). Na excitani a emisni
spektrum je také moZzné nahlizet jaksi zaroven, pomoci dvourozmérného (2D)
spektra (Obr. 6A). Jde o matici vinovych délek excitace a emise, kterym odpovida
vyslednda relativni pravdépodobnost emise fluorescence - je to vlastné opravdova
trojrozmérna krajina. Kdyz vybereme konkrétni vinovou délku excitace, najdeme
odpovidajici emisni spektrum tak, Zze toto 2D spektrum ,profizneme” vodorovnou
¢arou v odpovidajici vySce. Pfi nahravani excitaCniho spektra naopak vybereme
jedinou vinovou délku emise (vétSinou blizko maxima emisniho spektra) a testujeme
rizné vinové délky excitace, jak jsou schopny vybudit fluorescenci. Ukazkové 2D

spektrum tentokrat ,krajime* svisle.
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Obr. 6 Znazornéni dvourozmérného a synchronniho fluorescenc¢niho spektra

fluoresceinu. Detailni komentéar je uveden v textu
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Synchronni spektrum je technicky mozné zaznamenat tak, Ze se b&hem
pokusu v kazdém kroku souCasné méni vinova délka excitace i emise, jen je mezi
obéma zachovavan konstantni rozestup, vétSinou 15 az 50 nm. Pfi kazdé kombinaci
obou vinovych délek se zaznamena intenzita fluorescence. Tento postup znazornuje
¢erna Sipka v Obr. 6A, ktera jde z definice pod Uhlem 45°. Jedna se tedy o kombinaci
obou spekter, excitaéniho i emisniho, presnéji o jejich konvoluci. R{znym
nastavenim rozestupu je mozné ,profiznout® 2D spektrum v rlznych mistech.
Na Obr. 6A (inset) je zndzornéno, jak by vypadalo bézné excitatni spektrum (modre)
a emisni spektrum (zelené&). Synchronni spektrum je pak znazornéno Cerné mezi
nimi.

Na tvar synchronniho spektra lze také nahlizet pomérné intuitivné. Synchronni
spektrum ostfe stoupd v levé ¢asti kvili prudkému narlstu emisniho spektra, a dale
strmé klesa v pravé asti diky rychlému poklesu spektra excitacniho (Obr. 6B).

Co se tyka samotné citlivosti nebo selektivity synchronnich spekter, je nejlepsi
uvést pfiklad konkrétnich hodnot. UvaZzujme excitani (nebo absorp&ni) spektrum
normalizované na maximalni hodnotu. V maximu tedy ,relativni absorptivita“
dosahuje 100%, pozadi mimo maximum feknéme 10%. Obdobné emisni spektrum
dosahuje v maximu 100% relativni intenzity, pozadi feknéme 20%. Vysledné
synchronni spektrum tedy vykazuje v maximu uziteCni signadl na Udrovni
1,0x1,0=1,0 (tedy opét 100%). Intenzita pozadi je pak rovnéz produktem obou
plvodnich spekter: 0,1 x 0,2 = 0,02. Hodnota poméru signalu vici pozadi tedy bude
v synchronnim spektrum 50:1. Jinymi slovy, pozadi klesne z 10%, resp. 20%
(v excitatnim a emisnim spektru) na vyslednou hodnotu 2% (ve spektru
synchronnim).

V Obr. 6B jsou zobrazena stejna data, jako v obrdzku 6A, jen pfi
logaritmickém vyneseni intenzit (odstup synchronniho spektra je 20 nm). U téchto
realnych spekter fluoresceinu je patrna velmi nizka hodnota pozadi ,vlevo“ a ,vpravo“
od maxima synchronniho spektra na urovni asi 100 ppm.

U biologickych vzork(l vSak byva pozadi mnohem vys$si, kvilli vysoké
autofluorescenci nebo rozptylu excitacniho paprsku, napfiklad pfi méfeni na celych

burikach nebo jejich lyzatech. V synchronnim spektru se v3ak vibec neobjevuje
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Raman(v jev, ktery jinak mnohdy s fluorescenci interferuje. Nebyvaji zde rovnéz
patrné vyznamné optické vady monochromator( (difrakce druhého fadu, apod.).
DalSi efekt, diky kterému je zde vysoka specificita detekce vybraného
fluoroforu, vznikd moZnosti porovnavani uziteCné casti spektra (pfi spravné
nastavené excitaci a spravné nastavené emisi) s okolnimi bazalnimi ¢astmi spektra
(UmysIné nespravné nastavena excitace i emise). Prakticky je mozna kvantifikace
pozadi (autofluorescence) pfimo v jediném méfeném vzorku, tedy bez pouZiti
odpovidajiciho vzorku slepého. Hodnotu intenzity pozadi Ize pfimo odecist po
stranach uziteCného spektra (tedy vlevo a vpravo od maxima). Postup kvantifikace

intenzity fluoroforu v synchronnim spektrum je graficky znazornén na Obr. 7.

kvantifikace signalu

A zaznam synchronnich spekter B
testovaného a slepého vzorku

uzite€ny signal

o 4 —
dJ ] H g ‘
9 ................................
=
= piekryti spektra
.g slepého vzorku pres vypotet rozdilu spekter
E testované spektrum
Q testovany vzorek
= slepy vzorek
»- »-
vinova délka (nm) vinova délka (nm)

Obr. 7 Schéma korekce, normalizace a kvantifikace synchronniho spektra. A) Popis
Jjednotlivych Casti spektra. B) Po normalizaci spekter je mozZné jejich odecteni a kvantifikace
uZite¢ného singalu. Popis ,vinova délka“ odpovida vinové délce excitace a posunuté vinové

délce emise.
Vysledny postup, ktery Ize doporucit, pokud je k dispozici odpovidajici slepy vzorek:

1. zaznam synchronniho spektra vzorku

2. zdznam synchronniho spektra pozadi (slepého vzorku, pufru, apod.)

3. normalizace obou spekter na hodnotu pozadi (ve spektru vlevo a vpravo)
4. odecteni nebo prekryti normalizovanych spekter vzorku a pozadi

5. kvantifikace intenzity vysledného spektra vzorku
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Pokud neni k dispozici slepy vzorek, je mozné jej nahradit kfivkou proloZenou daty
méfeného vzorku (proloZzenou mimo oblast uzitecného signalu).

Chtél bych zddraznit, Ze popsana metoda umoziuje kvantifikovat intenzitu
uziteCného signalu i v pfipadé, Ze tvofi jen malou ¢ast signalu celkového (tedy
uziteCného plus pozadi), jako u Obr. 2. Hodnota pozadi mlZze dokonce
nékolikanasobné prevySovat intenzitou spektrum, které chceme zkoumat (tedy
nepfizniva situace, které se jinak snazime vyvarovat). Naprosto zasadni je
samoziejmé nahravani celého spektra vCetné pozadi (vlevo a vpravo) oproti
pouhému zdznamu jediné intenzity napf. v maximu emise.

Popsany postup neni az tak zcela objevny. Obdobné se postupuje u dalSich
spektralnich metod, kdy je Sifka spektra zkoumaného vzorku relativné ,uzka"“, napf.
v nuklearni magnetické rezonanci. Zminény pristup také ponékud pfipomina vyuZziti
metody interniho standardu (napf. v hmotnostni spektrometrii).

Za zminku samozfejmé stoji fakt, Ze emisni nebo synchronni fluorescenc¢ni
spektra jsou vlastné také pouze histogramy, které ukazuji zaznamenané pocty foton(
pfi rdznych vinovych délkach (nebo energiich). Postup s detekci slabych signald
(které maji zaroven Uzké spektrum) se tedy da aplikovat i ve velmi vzdalenych
oblastech védy. Zaveér z pohledu biologa: u latek (vzork(), které vykazuiji tfeba slabou
intenzitu signalu (napf. fluorescence), ale zaroven maiji relativné Uzké spektrum, byva
v principu mozn4 jejich velmi citliva detekce. Onoho ,Uzkého" spektra je pak mozné
ve fluorescenci dosdhnout pravé nahravanim spektra synchronniho. Diky Uzkému
pasu detekce realné emise je zde navic vysoka presnost urCeni vinové délky
maxima. To je vhodné pro jednoznacnou identifikaci fluoroforu. Vysledkem je totiz
malé& nachylnost na chybu pozice maxima obvykle zapfic¢inénou ,Sikmym* pozadim.
U SirSich emisnich spekter toto problém je; zaznamenana (nekorigovana) pozice
emisniho maxima je ovlivnéna pfitomnosti dalSich latek v roztoku (a tedy jejich
emisnich spekter, kterd se prekryvaji). Synchronni spektrum mize byt témér
libovolné ,Siroké", Ffeknéme od UV oblasti az do infraCervené Casti spektra. Velka Sife
synchronniho spektra umozni napf. zaroven zaznamenat fluorescenci tryptofanu
(tedy mnoZstvi proteinl) a zeleného fluorescenéniho proteinu (GFP). Metoda je

vhodna pro identifikaci a kvantifikace vétSiho mnoZstvi latek ve smési.
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Ackoliv jsou vySe popsané vyhody synchronnich spekter znamé,
v biologickém vyzkumu se tento prakticky zplsob zdznamu a kvantifikace intenzity

fluorescence témér nevyuziva.

4.5 Strukturni modely molekul a ,,Podminéna pravdépodobnost*

PFi zkoumani takzvanych 1t-1t interakci aromatickych aminokyselin v proteinu FrpC
jsme experimentdlné urCovali vzdalenost a orientaci jednotlivych tryptofanovych
zbytkd (P24). Narazili jsme pii tom na pfirozenou otazku: Jsou nami nalezené
konkrétni konfigurace indolovych skupin v proteinech bézné? Nebo se v proteinu
FrpC jednd o vyjimecnou situaci? Pokud by se jednalo o relativné ¢astou situaci,
naznacovalo by to, Ze by mohlo jit o interakci, kterd vyznamné prispiva ke stabilizaci
struktury proteind. Pfi hledani odpovédi jsme prohledavali kompletni databazi
vyfeSenych proteinovych struktur (PDB). Vysledky tohoto patrani byly rozhodné
zajimavé, jsou castecné shrnuty v diplomové praci (Sokol, 2019) a budou
publikovany ve védeckém Clanku.

Pfi prohledavani databaze jsme definovali pro kazdou indolovou skupinu tfi
kolmé osy: normalu k aromatickému cyklu (N) a dvé dalSi osy (La, Lb) v roviné cyklu
(Obr. 8). Osa probihajici atomem dusiku (La) je vyznamna kvdli fluorescenénim
vlastnostem indolu a tedy i tryptofanu (Weber, 1960). Dale jsme zkoumali vzdy
dvojice indold v konkrétnim modelu proteinu. Kromé vzdalenosti indoll jsme urdili
jejich pozici v prostoru a ,uhly natoCeni“. V tomto kroku jsme vychéazeli z publikaci,
které se touto problematikou zabyvaly (ale nerad bych u nich zvySoval pocet
citaénich ohlastl). Definovali jsme Uhel mezi rovinami aromatické skupiny (pfesnéji
Ghel mezi normalami rovin N*, N?), feknéme hel y. Podobné jsme definovali Ghly a
(pro osy La’, La®) a B (pro osy Lb!, Lb?, které jsou odvozené od podélnych os
prochazejicich indolem. Pro zjednoduSené ,molekuly* je schéma jednotlivych
orientaci a konkrétnich ahll (a, B, y) zndzornéno na Obr. 9.

Nasledné jsme zkoumali vSechny dvojice tryptofanli v modelech struktur
protein(, které jsou dostupné v databazi PDB. Narazili jme na dva zasadni problémy.

Prvni je vyskyt obrovského mnozstvi ¢aste¢né homolognich protein(, které ale
vykazuji podobné usporadani indold, které se neustale opakuje. Ddvodem vSak neni
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,Stabilizujici interakce* téchto skupin, ale jednoduse zvyseny zajem védcl o urcité
molekuly (protilatky, virové antigeny, apod.). Vyvinout spolehlivy algoritmus na

eliminaci téchto homologt bylo dosti naroéné (Sokol, 2019).

Obr. 8 Definovani os a uhli mezi dvéma indolovymi skupinami v tryptofanovych
residuich. Uhel a odpovida orientaci transi¢nich dipdld indolovych skupin, jeho hodnota je
vyznamnd pro efektivitu pfenosu energie (v procesu FRET). Uhel normal mezi rovinami
indolovych skupin je zde znacen y. Uhel B zde neni zakreslen. Viytvofeno pomoci programu
PyMOL 2.3.0.

Molekuly Uhel a (°) Uhel B (°) Uhel y (°) Usporadani
A-B 0 0 0 Paralelni
A-C 90 90 0 Paralelni
D-E 20 90 180 Antiparalelni
A-E 90 90 90 Kolmé
A-F 106 58 89 .Nahodné*“

Obr. 9 Ukazka vybranych moZnych vzajemnych orientaci molekul. Modre jsou
znazornény osy La (jejich vzajemny thel a), ¢ervené osy Lb (jejich uhel ), Sedé osy N
(jejich uhel y, ktery také urCuje ,Usporadani“). Vytvofeno pomoci programu PyMOL 2.3.0.
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Druhy problém v analyze byl, kdyZ jsme si poloZzili otazku: jaky je nejCastéjsi
Uhel mezi rovinami (normalami) dvou indolovych skupin? Zjistili jsme, Ze je to docela
pfesné 90°. Tato hodnota vSak vilbec nezaleZela na vzdalenosti mezi témito indoly.
Nebo pfesnéji, ¢im dal byly indoly od sebe, tim CastéjSi byl jejich vyskyt v kolmém
usporadani a nemélo to nic spole€ného s jejich reélnou interakci. Rozpoznali jsme
tak, Ze vyznamna cast literatury, kterd se zabyva T-1t interakcemi aromatickych
skupin (a jejich kolmym uspofadanim) pomoci statistickych pfistupll, je bezcenna.
Casty vyskyt kolmého uspofadani je zapfic¢inén vlastnostmi pouZité soustavy
soufadnic a podminénou pravdépodobnosti, jak se podafilo prokazat u simulovanych
dat, u kterych byla orientace molekul zcela nahodna. Pouziti konkrétnich filtr(i vedlo

ke zcela predvidatelnym naleziim (Obr. 10-11).

A il y e (20°, 30°) v € (40°, 50°) v € (85° 95°)

o

Pravdépodobnost
vyskytu

0 90 180 O 90 180 O 90 180
ahel B (°) mezi dvéma molekulami

Obr. 10 Znazornéni povolenych kombinaci Ghli mezi molekulami. Znaceni uhli a, B, y
odpovida Obr. 8-9. A) KaZdy ze vzajemnych Ghli miZe nabyvat hodnot v rozsahu 0-180°
(vyznaceno Sedou siti). Ne vSechny kombinace vzajemnych uhli jsou vsak dovolené (Sedy
prostor neni krychlového tvaru). Viybérem riznych pripustnych hodnot Ghlu y (viz popis
nahofe) jsou timto automaticky vybrany povolené kombinace uhli a, B (Cervené). B)
Pravdépodobnost vyskytu thlu B pri vybéru rozsahu uhlu y (jako v A). Poznamka: umysiny
vybér urcitého usporadani dle uhlu y vede nezvratné ke zvySené pravdépodobnosti vyskytu
stejné hodnoty u Uhlu B i a. Data byla simulovana pomoci programu Perl 5.22.1, vizualizace

PyMOL 2.3.0.
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Obr. 11 Znazornéni vybranych kombinaci thli mezi molekulami. Znaceni UhlG a, B, y
odpovida Obr. 8-10. Jednotliva usporadani dvojic molekul byla vybrana na zakladé hodnoty
Uhlu y. Paralelné usporadané molekuly (Cervené, y~0°) vynucuji vZdy shodny uhel a=p.
Kolmo usporadané molekuly (Zluté, y~90°) umoZni nejvétsi volnost v dhlech a, .
Antiparalelné usporadané molekuly (zelené , y~180°) vynuti hodnoty zbyvajicich uhl

a=180-B. Viytvoreno pomoci programi Perl 5.22.1, PyMOL 2.3.0.

Z popsanych analyz simulovanych dat plynou nékteré zcela banalni zavéry,
které je ale potfeba znat dfive, nez se Clovék pusti do analyzy vzajemnych
prostorovych orientaci molekul (nebo jinych struktur). Pro dvé neinteragujici (napf.

velmi vzdalené) planarni molekuly se da napriklad pfedem fici:

1) Pokud lezi molekuly prakticky v jedné roviné (planparalelni usporfadani, y = 0°,
Obr. 9 molekuly A-B, A-C), mohou vykazovat jakékoliv hodnoty Ghld mezi zbylymi
osami (La, Lb). Nicméné, hodnota uhlu a bude vzdy dokonale korelovat s Ghlem
B. Hodnoty UhlG budou pevné svazany vztahem: o = B. Dobfe to ukazuji cervené

body v Obr 11 (uprostfed). Toto pozorovani je samoziejmé zcela trivialni.

2) Pokud jsou dvé molekuly vici sobé kolmé (y = 90°, Obr. 9 A-D, A-E, A-F, Obr. 11
Zluté body), mohou hodnoty UhIG mezi zbylymi osami (La, Lb) nabyvat témér

jakychkoliv hodnot. Uhly o a B vdak nemohou sou¢asné nabyvat hodnoty 0° nebo

M v

3) Pfi antiparalelnim usporadani dvou molekul (y = 180°, Obr. 9 D-E, Obr. 11 zelené
body, pouze priblizné), budou hodnoty zbyvajicich ahli ,antikorelovat*:
o =180 - B.
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4) Pfi ndhodném (libovolném) usporadani molekul budou hodnoty jakychkoliv ahl(
mezi molekulami (a, B, y) velmi pravdépodobné blizké hodnoté 90°. Naopak
hodnoty Ghll blizké 0° budou zcela vyjimecné (Castecné patrné v Obr. 10).

Je patrné, Ze €im striktng&jsi filtr pfi vybéru struktur pouzijeme, tim vyraznéjsi
jsou pozorované artefakty (histogramy vykazuji ostfejSi kontury). Lze tedy doporucit,

data na prostorovou orientaci pfed analyzou nijak nefiltrovat.

Shrnuto, nahodna prostorova orientace molekul (nebo tfeba residui
aminokyselin a jinych ¢astic) miZe pro pozorovatele vykazovat vyrazné rysy, které
nijak nesouviseji s fyzickou interakci téchto molekul, ale pouze s vlastnostmi
prostoru, ktery je pro popis systému vyuzivan. Tento jev je dan ,podminénou
pravdépodobnosti“®, kterou je potieba pfi podobnych analyzach vzdy uvazovat.
Prakticky Ize doporucit, kromé vyzkumu dostupnych databazi struktur, vzdy provadét
kontrolni simulace (generovani nahodnych dataset(). Vlastni pozorovani je pak
nutné se simulaci porovnavat, pfipadné simulovana data od realnych odecitat (nebo
na né jinak normalizovat). Pfi posuzovani nahodnosti Ci spiSe ,nenadhodnosti”
usporadani molekul v prostoru jsme patrné z béZzného Zivota zvykli na objekty, které
jsou vyrovnané alespon ve dvojrozmérném prostoru; boty na podlaze, stado krav na
pastviné, auta na parkovisti. Malo kdo si dokaze predstavit, jaké jsou povolené
prostorové orientace pro dva objekty, které jsou vicéi sob& odklonéné tfeba o 40°.

Za zminku stoji, Zze pro popis vzdjemného uspofadani makromolekul
v prostoru se nejlépe hodi Eulerovy uhly®, které se bézné vyuzivaji napf. v letectvi
a nepochybné je znaji strukturni biologové, specialistt na NMR, apod. Nicméné
snadna dostupnost strukturnich dat Casto vede k analyzam lidmi, ktefi nemaji

dostatecné teoretické zazemi. Podobné tomu zpocéatku bylo i v naSem pripadé.

V této kapitole jsem se pokusil ukazat vybrané, trochu netradi¢ni, postupy,

které vyuzivam pfi své védecké praci. Doufam, Ze poslouzi jako inspirace pro ostatni.

8 https://cs.wikipedia.org/wiki/Pravd%C4%9Bpodobnost

9 https://en.wikipedia.org/wiki/Euler angles
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