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Kapitola 1

Struktura v chemii a biochemii

1.1 Chemicka struktura a geometrie

1.1.1 Konfigurace a konformace

Chceme-li studovat strukturu biologicky zajimavych litek, musime se nejdiive dohodnout na tom, co
vlastné pojmem struktura myslime. Chemické latky se skladaji z atomu ruznych prvka. Prvni informaci,
kterou o nezndamé latce muzeme ziskat, je tedy udaj, kolik atomu jednotlivych prvka molekula latky
obsahuje. Napiiklad muzeme zjistit, ze molekula nasi ladtky obsahuje ¢tyfi atomy uhliku, dva atomy
kysliku a osm atomu vodiku. Budeme znat sloZeni létkyﬂ ale stale jeSté nebudeme znat strukturu
latky.

Teprve kdyz zjistime, které atomy jsou navzdjem spojeny kovalentni VazbOLEL muzeme Tici, zda
zkoumanou latkou je kyselina méselnd, 2-buten-1,4-diol, nebo tifeba 3-hydroxybutanon.

Ani ted v8ak nemusi byt jednozna¢né déno, o jakou chemickou ldtku jde. Pfedpoklddejme, Ze
fekneme, ze zkoumand latka je 2-buten-1,4-diol. Timto ndzvem lze ale oznacit dvé ruzné chemikélie
s ruznymi vlastnostmi. Tyto dvé latky se budou lisit usporadanim atomu kolem dvojné vazby. Budou-li
obé koncové vazby C-C na jedné strané dvojné vazby, pujde o izomer cis (chemicky iplny nézev latky
bude (Z)-2-buten-1,4-diol), budou-li koncové C—C vazby sméfovat na opa¢né strany, pujde o izomer
trans ((E)-2-buten-1,4-diol).

Pokud by zkoumanou latkou byl 3-hydroxybutanon, méli bychom podobny problém. Museli bychom
si vybrat ze dvou molekul, z nichz jedna je zrcadlovym obrazem druh Uplny chemicky popis by tedy
byl (R)-3-hydroxybutanon nebo (iS)-3-hydroxybutanon.

Zpusob vzajemného usporadani atomu propojenych kovalentnimi vazbami, tak jak jsme jej probirali
v predchozich odstavcich, se nazyvé konfigurace. Zatimco kyselina maselna se vyskytuje v jediné konfi-
guraci, 2-buten-1,4-diol a 3-hydroxybutanon maji po dvou ruznych konfiguracich (obrézek .

Se znalosti konfigurace jiz umime popsat molekulu napiiklad chemickym vzoreckem (i s vyznacenim
chirality). Pokud budeme chtit z trubicek a kuli¢ek sestavit model zkoumané latky (jako na obrazku[1.1]),
tfeba kyseliny maselné, potiebujeme znat vic, nez jen konfiguraci. Musime se napiiklad rozhodnout,
jestli uhlikovy fetézec ohneme tak, aby byla karboxylova kyselina co nejblize koncovému methylu, nebo
jestli bude uhlikovy Fetézec ptripominat klikovy hiidel a karboxylova skupina bude od methylové co
nejdéle. Konkrétni rozmisténi atomu v prostoru se nazyva konformace. Mezi konfiguraci a konformaci

1 Chemici ¢asto mluvi o kompozici 14tky.

2 Informace udavajici pouze to, které atomy jsou spojeny, se nazyvé konektivita. Chemika ovéem zajima i to zda jde
o vazbu jednoduchou nebo dvojnou. Chemicky popis atomu a vazeb v molekule se nazyva konstituce.

3 Utené feceno, jde o antipody, tedy enantiomery s opatnou chiralitou. Takové litky se lis{ smérem, kterym staci
rovinné polarizované svétlo.
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Obrézek 1.1: Molekuly kyseliny méselné, (Z)-2-buten-1,4-diolu, (E)-2-buten-1,4-diolu, (R)-3-hydroxybutanonu
a (S)-3-hydroxybutanonu.

je dulezity rozdil. Konformaci nasich molekul muzeme ménit pouhym otdc¢enim kolem kovalentnich
vazeb, zatimco ke zméné konfigurace je tfeba kovalentni vazbu pferusit a vytvorit novouﬂ

Konfigurace a konformace hraji dulezitou roli v rozdilech chapani pojmu uréend struktury v kontextu
malych a velkych molekul. Pokud izolujeme z pifrodniho zdroje néjakou nizkomolekuldrni 1ldtku (tedy
latku, jejiz molekuly se sklddaji z desitek atomu), napifklad antibiotikum, musime pfedevsim urcit
konfiguraci této latky. Urcovani konformace je v takovém piipadé okrajova zalezitost. U malych mole-
kul, jako je kyselina méselnd, jsou rotace kolem vazeb tak snadné a rychlé, ze nemé vétsinou smyslu
jasné definovanych konformaci, urceni téchto konformaci ale stéle predstavuje jednodussi ¢ast urc¢ovani
struktury. Uré¢ovanim struktury malych molekul se tedy mysli predevsim urcovani konfigurace.

Situace je zcela odlisnda, pokud izolujeme z pfirodniho zdroje makromolekulu, napiiklad protein.
Biomakromolekuly se sklddaji z nékolika mélo druht monomernich jednotek, jejichz konfigurace je
dobfe zndma. Staci tedy urcit pofadi (sekvenci) téchto stavebnich jednotek, a budeme znat konfiguraci
celé makromolekuly. Uréovani sekvence je dnes pomérné snadné, zvlast u nukleovych kyselin a proteini.
U velkych molekul je ale velmi dulezité uré¢it konformaci. Ot4aceni kolem nékterych vazeb je totiz velmi
ztizeno, ba téméfr znemoznéno, zbytkem makromolekuly. K tomu, abychom ziskali pfedstavu o tvaru
molekuly, musime zjistit, v které konformaci jsou uvéznény ty vazby, kolem kterych nemuzeme otécet.
Urcovanim struktury biomakromolekul se proto mysli pfedevsim urc¢ovani konformace. A to je tkol
obtizny.

1.1.2 Geometricky popis molekul

7 matematického pohledu k uréeni propojeni atomu staci znat topologizﬂ molekuly, zatimco urceni kon-
formace vyzaduje znalost piesné geometrie. Pokud jsme si v pfedchozim odstavci fekli, ze uréovani
struktury biomakromolekul je vlastné popis jejich konformace, musime se nejprve seznamit s geomet-
rickym popisem molekul.

Geometrie ndm umoziuje vytvorit zjednoduseny obraz molekul, tedy jejich model (zde slovo ,,model
znamend opravdu to, co si pod nim zpravidla pfedstavime). Pro potfeby strukturni biochemie vet$inou
sta¢i povazovat atomy za body v prostoru a chemické vazby za tsecky, které body spojuji. Uvédomme
si, ze k vytvoreni modelu nestaci znat pouze polohy vsech atomu, ale musime také védét, mezi kterymi
atomy je kovalentn{ vazba (musime urcit topologii molekuly).

Polohu atomu v prostoru muzeme urc¢it nékolika zpusoby. Prvnim zpusobem, ktery nds asi napadne,

4V nékterych pifpadech neni ke zméné konfigurace tfeba pierusenit kovalentni vazbu, ale pouze deformovat vazebné
dhly, tento detail neni ale pro pochopeni pojmu konformace zasadni.

5 Topologie popisuje vlastnosti geometrickych ttvari, které se neméni, kdyz geometricky dtvar vystavime pruzné defor-
maci (natazeni nebo zkrouceni), kterd je homeomorfn{ (kazdému bodu ttvaru pfed deformaci odpovidé jeden bod utvaru
po deformaci). Zjednodusené feceno, topologie popisuje kvalitativni vlastnosti, zatimco geometrie udava kvantitativni
miry. Oblibenym piikladem rozdilu mezi topologii a geometrii je problém lajnovani tenisového hfisté. Topologie ndm
pomiize vyfesit otdzku, jestli lze hfisté nalajnovat jednim tahem, a pokud ne, kolikrdt budeme muset lajnovacku prenést.
Geometrie ndm fekne, jak dlouhé musi jednotlivé ¢iry byt a Ze spolu musi svirat ihel 90 °.
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Obrazek 1.2: Kartézskd soufadnd soustava. Osa z miif k ndm, osa y doprava, osa z nahoru.

je udat soufadnice z, y, z kazdého atomu v obvyklé kartézské souradné soustavd?| (obrazek [1.2)). Tento
zpusob pouziva napiiklad databédze struktur PDB (Protein Data Bank), jak ukazuje piiklad na obrdzku
Pro popis modelu molekuly, kterd je tvorena N atomy, potfebujeme 3N soufadnic.

ATOM 1 O WAT O -0.267 0.269 0.096 Qb

ATOM 2 H1I WAT O 0.021 0.014 -0.781
ATOM 3 H2 WAT O 0.245 -0.283 0.686

Obrazek 1.3: Soubor popisujici polohy atomt vody ve formétu, ktery pouzivd PDB (souradnice jsou uvedeny
v poslednich tfech sloupcich v jednotkach angstrom, coz je desetina nanometru).

Vyhoda kartézskych souradnic je v tom, Ze je muZeme piimo a jednoduSe pouzit k zobrazeni modelu
molekuly. Kartézské souradnice maji ale také své nevyhody. Predstavme si, ze molekulu definovanou na
obrazku oto¢ime o 90° kolem osy x. Polohy atomu pak budou udédny soufadnicemi uvedenymi na
obrazku Jak je vidét, hodnoty dvou soutadnic kazdého atomu se podstatné zménily — pfitom jde
stale o tutéz molekulu vody, kterd ma naprosto stejny tvar. Proto se ¢asto polohy atomu udédvaji jinym
zpusobem. Pro molekulu skladajici se z N atomu opét potiebujeme 3N udaju. Z téchto 3N hodnot
soustavé a zbyvajici idaje (kterych je pochopitelné 3N —6) vzdjemnou polohu atomu uvnitt molekulyﬂ
Prvnich sest tidajii nds zpravidla nezajim4, nebot se méni, jak se molekula pohybuje Brownovym po-
hybem. Zajim4 nés pouze poslednich 3N — 6 tdajii, které jsou pro danou molekulu stejné, at uz je
jeji poloha v soutadné soustavé jakakoli. Tyto udaje se proto nazyvaji vnitrni souradnice molekuly.
Jako vnitini souradnice je zvykem udévat vzdédlenosti mezi atomy, které jsou vazany kovalentni vazbou
(vazebné vzddlenosti) a thly, které kovalentni vazby sviraji (vazebné dhly). Model molekuly vody, ktery
jsme si uvedli jako piiklad, je uréen dvéma vazebnymi vzddlenostmi |0-H1| a |0-H2|, které jsou obé
rovny 95,7 pm a jednim vazebnym ihlem /H1-0-H2, ktery je roven 104,5 °.

6 Soustava soufadnd musf byt definovana tak, jak ukazuje obrazek Kdybychom otocili smér jedné osy, popisovali
bychom opa¢ny enantiomer.

7 Uvedené pocty plati pouze pro molekulu, kters nenf linedrni. Linedrni biomakromolekuly se oviem nevyskytuji, takze
se jimi nemusime zabyvat.
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ATOM 1 O WAT O -0.267 -0.096 0.269
ATOM 2 H1I WAT O 0.021 0.781 -0.014 J
ATOM 3 H2 WAT O 0.245 -0.686 -0.283

Obréazek 1.4: Soubor popisujici polohy atomt molekuly vody, kterd je otocena o 90° vzhledem k molekule
definované v souboru na obréazku [[L3l

Vazebné vzdalenosti a vazebné ihly postacuji k popisu tifatomovych molekul, jejichz atomy lezi v
jedné roviné. Co se ale stane, ma-li molekula atomu vice? Zkusme se podivat na jednoduchy piiklad
— molekulu peroxidu vodiku (obrazek . Tato molekula se sklddd ze ¢ty atomu, pro jeji popis
tedy potifebujeme 12 soufadnic. Sest z nich popisuje polohu molekuly jako celku, ty nds nezajimaji. Z
vnitinich souradnic muzeme uréit t¥i vazebné vzddlenosti, |01-H1| a |02-H2], které jsou dlouhé 95,0 pm a
|01-02], ktera je dlouhd 147,5 pm. Déle muzeme urcit dva vazebné ihly, / H1-01-02 a / 01-02-H2, oba
jsou rovny 94,8°. Témito péti soufadnicemi neni jesté poloha ¢tyf atomu peroxidu vodiku v prostoru
jednozna¢né déna, stdle muzeme toc¢it modelem kolem vazby O-O, aniz bychom ménili vazebné hly
a vzdélenosti. Sestou vnitini soufadnici, kterou musime uréit, je tedy torznd thel (thel otoéen kolem
délky a vzdélenosti jsou totiz témeér stejné ve vsech monomernich jednotkach, torzni thly se ale mohou
zna¢né lisit. Muzeme tedy fici, ze konformace biomakromolekul je ddna hodnotami torznich hla.

Obrazek 1.5: Molekula peroxidu vodiku.

Vazebna délka jednoznaéné popisuje dvojici atomu. Protoze dvojice bodu musi lezet v jedné piimce,
jde z principu o jednorozmérny piipad. Podobné vazebny 1hel popisuje trojici atomu, kterd vzdy lezi v
jedné roviné (dvourozmérny piipad). Koneéné torzni uhel definuje étvefici atomu a rozsifuje popis na
trojrozmeérny prostor. Protoze je nasim cilem postavit trojrozmérny model molekuly, s zadnym dal$im
typem vnitinich soufadnic se uz nesetkdme, i kdyz budeme déle zvétSovat pocet atoma.

Stavbu modelu molekuly si tedy muzeme popsat nasledujicim zpusobem:

e Polohu prvniho atomu (ozna¢me si jej A) uddvaji tii soufadnice, které timto definuji polohu celé
molekuly v soufadné soustavé. Jsou to soutadnice vnéjsi, které nas vétsinou nezajimaji, v piipadé
jediného atomu nemd smysl mluvit o vnitinich soufadnicich molekuly.

e Polohu druhého atomu (B) uddva jedna vnitini soufadnice, vazebnd délka |A-B|, a dvé vnéjsi
soufadnice, které definuji natoc¢eni prvni vazby vuéi souradné soustave.

e Polohu tfetiho atomu (C) udévaji dvé vnitini soufadnice, vazebna délka |B-C| a vazebny thel
/ A-B-C, a jedna vnégjsi soufadnice, kterd udava natoceni druhé vazby vuci souradné soustavé
(teprve tim je definovdno natoceni celé molekuly v soustavé soufadnic).

8 Jind moznost, jak tento tihel popsat, je uréit thel, ktery sviraji roviny, ve kterych lezi atomy H1,01,02 a 01,02,H2.
Jako vnitini souradnici bychom mohli stejné dobte pouzit dihedrdlni thel, tedy doslova ihel mezi dvéma sténami.
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e Polohu ¢tvrtého atomu (D) udédvaji t¥i vnitini soufadnice. Pokud jej pfipojime k atomu C, bude
to vazebnd délka |C-D|, vazebny dhel / Bfo[ﬂ a torzni 1hel popisujici rotaci kolem vazby B-C.

e Polohu v8ech dalsich atomu udédvaji vzdy t¥i vnitini soufadnice, v piipadé nevétveného fetézce
(linedrniho nebo cyklického) délka vazby s predchozim atomem, tihel mezi dvéma piedchozimi
vazbami a torzni uhel popisujici rotaci kolem predposledni vazby.

1.1.3 Definice torzniho uhlu

Zatimco definice vazebné délky a vazebného uhlu jsou asi kazdému zfejmé, definice torzniho thlu si
zaslouzi peclivou pozornost. Pro kazdou kovalentni vazbu, kterd neni koncova, definujeme torzni 1ihel
(popisujici rotaci kolem této vazby) nédsledujicim zpusobem:

1. Nalezneme fetézec atomu A-B—C-D, ktery definuje rotaci kolem vazby B—C. Pokud jsou na atom
B nebo C (nebo oba) navézdny vice nez dva atomy, uréime atomy A a D podle nésledujicich
pravidel:

e Je-li vazba B—C soucést{ hlavniho fetézce (pdtefe) makromolekuly, zvolime atomy A a D tak,
aby byly také soucasti hlavniho fetézce (patete).

e Je-li vazba B-C soucasti postranniho fetézce makromolekuly, zvolime atomy A a D tak, aby
meély nejvyssi prioritu podle pravidel pouzivanych v organické chemii (zavedenych Cahnem,
Ingoldem a Prelogem).

2. Umistime molekulu v prostoru tak, aby vazba B—C byla kolm& na rovinu papiru. Podivdme se na
molekulu ve sméru vazby B-C (atom B je blize k ndm a atom C je v zdkrytu za nim) a promitneme
vazby A-B a C-D do roviny papiru.

3. Zméiime 1hel mezi pruméty vazeb A-B a C-D. Hodnoty thlu uddvdme v rozsahu od —180° do
+180°, kladné hodnoty nabyva torzni thel v piipadé, ze vazba C-D je pooto¢ena oproti vazbé
A-B po sméru hodinovych rucicek (obrazek .

Kromé udani ¢iselnych hodnot 1ze pfibliznou hodnotu torzniho whlu popsat slovné. Pouzivaji se
k tomu ruznd ndzvoslovi, kterd jsou také ukédzana na obrazku [I.6] Prvni z nich zavddi oznaceni pro
nejvyhodnéjsi konformace. Tak jako v piipadé dvojné vazby C=C jsou vyrazné nejvyhodnéjsi hodnoty
torznfho dhlu 0 a +180° (izomery cis a trans), v pifpadé jednoduché vazby C-C mezi dvéma sp?
uhliky jsou nejvyhodnéjsi tfi torzni dhly, které se oznacuji gauche(+) (+60°), gauche(—) (—60°) a
trans (180 °).

Druhé nazvoslovi vychézi z rozdéleni konformaci na dvé skupiny. Prvni skupina, oznacovana syn,
zahrnuje konformace, ve kterych jsou pruméty vazeb A-B a C-D vzajemné pootoceny o méné nez 90 °
jednim ¢i druhym smérem (lezi tedy ve stejné poloviné kruhu). Naopak druhd skupina, oznac¢ovand anti,
zahrnuje konformace, ve kterych jsou pruméty vazeb A-B a C-D vzajemné pootoCeny o vice nez 90 °
(lezf tedy ve opacné poloving kruhu). Tyto dvé skupiny lze kombinovat o idaj popisujici, zda ¢tvefice
atomu lez{ spise v jedné roviné (periplandrni konformace) nebo ve dvou rtznych rovindch (klindind
konformace). Podle tohoto nazvoslovi tedy hovorime napiiklad o kladném synperiplandrnim thlu (0 az
+30°, zkratka +sp), nebo o zdporném antiklindlnim thlu (—150 az —90°, zkratka —ac).

9 Z pouhého geometrického popisu poloh atomii ale jesté nevyplyvé, jestli atomy A, B, C, D tvoi{ linedrn{ fetézec, nebo
uzavieny ¢tyrélenny kruh. Navic muzeme geometricky popsat polohu atomt pomoci vzdalenosti mezi atomy, které nejsou
spojeny chemickou vazbou (a podobné také pomoci tihli mezi iseCkami spojujicimi atomy, které nejsou vazdny a pomoci
torznich dhla popisujicich rotaci kolem takovych usecek. Je-li tomu tak, atomy mohou tvorit rozvétvenou molekulu nebo
trojclenny kruh s jednim bo¢nim atomem. Pokud jsme si fekli, ze k stavbé modelu nestaci topologie, ale musime znat
geometrii, musime dodat, ze geometrie sama také nedefinuje jednoznacné strukturu a vyzaduje také znalost topologie —
tedy schema propojeni atomu vazbami).
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cis
0°
—30° +30°

+sc gauche(+)

gauche(—) —S¢
—60° +60°

—902 +90° — B

Q

+180°
trans

Obrazek 1.6: Definice torznich Ghli. Atom B je umistén ve stiedu kruhu, atom C je v zdkrytu za nim (vazba
B-C je kolm4 na rovinu kruhu). Prumét vazby A-B do roviny kruhu je vyznacen. Torzn{ ihel je definovén podle
toho, do které ¢dsti kruhu dopadne prumét vazby C-D (zadny konkrétni pifklad vyznacen nenf). Na obrdzku
jsou uvedeny ¢iselné hodnoty i symbolickd oznateni moznych torznich thla. V pravé ¢ésti obrdzku je pohled
kolmo na rovinu kruhu. Rovina kruhu je vyznaena Carkované, Sipka ukazuje smér, kterym se divame, kdyz
definujeme torzni hel.



Kapitola 2

Struktura proteinu

2.1 Proteiny jako piiklad biomakromolekul

Existuji dva duvody, pro¢ je vhodné probirat struktury proteinu (¢esky bilkovin) jako prvnf ze struktur
biomakromolekul. Prvnim duvodem je velky vyznam proteinu a bezpocet funkei, které v burce hraji.
Strukturou proteint se proto zabyva nejvice biochemikii. Druhy duvod je pedagogicky. Na strukturdch
proteinu dobfe vyniknou obecnd pravidla, se kterymi se budeme pozdéji setkdvat i u jinych biomakro-
molekul.

Jednim z téchto pravidel je stavebnicovy charakter struktury. Z nékolika mélo soucédstek si budeme

VVVVVV

tyto slozitéjsi struktury jsou zase stavebnimi kameny jesté slozitéjsich strukturnich utvaru a tak déle.
Tato hierarchie je u proteinu nejlépe definovand — biochemici rozlisuji primarni, sekundarni, terciarni
strukturu i struktury vyssi.

V této chvili asi neni jasné, co je tak pozoruhodné na zminénych rysech biomakromolekuldrnich
struktur — stavebnicovém a hierarchickém usporadani. Nésledujici stranky by mély ukazat, ze tyto
zakladni principy jsou klicem k pochopeni stavby biologicky zajimavych molekul. Slozitost makromo-
lekuly neni déna slozitosti zdkladnich stavebnich jednotek, ale neuvéfitelnym mnozstvim moznosti, jak
muzeme pomérné jednoduché stavebni jednotky kombinovat. Zivi tvorové nejsou vyjimeéni tim, z jakych
atomu se sklddaji, ale vynikaji zptusobem, jak jsou uspofdddny atomy v jejich molekulach, molekuly v
bunikéch, buiky v orgdnech. O krase katedraly se také dozvime vice z papirového modelu, ktery nese
informaci o architektufe, aniz by tikal cokoli o materidlnim slozeni, nez z piislusnych hromad kamene,
pisku a vapna, které naopak nenesou informaci o myslence architekta.

Obecné pravidla stavby biomakromolekul bychom mohli dlouho teoreticky probirat. Mohli bychom
se snazit uvéznit tato pravidla do co nejpfesnéjsich definic, coz by se ndm stejné nepodaiilo. Pojdme
se radéji podivat na konkrétni piiklad biomakromolekularni architektury — na molekuly proteinu.

2.2 Stavebni jednotky

Zakladnimi stavebnimi jednotkami proteinu jsou a-L-aminokyseliny. Ackoli je skutetna syntéza pro-
teint v burice velmi slozitd, formalné muzeme molekulu proteinu ziskat spojovdnim karboxylovych a
aminovych skupin kondenzacni reakci, pii které se odstépuje molekula vody. Vznikly produkt se nazyva
peptid. V peptidech jsou zbytky aminokyselin (aminokyselinovd rezidua) spojeny amidovou vazbou,
ktera se casto oznacuje jako vazba peptidovd. Pfi kondenzaci vétsitho poctu aminokyselin vznika linearni

9
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molekula, jejiz pdter je tvofena atomy zkondenzovanych karboxylovych a aminovych skupin a zbytek
molekuly aminokyseliny tvoii postranni fetézec. Oznaceni peptid a protein jsou ponékud nejednoznacna
a do jisté miry synonymni. V literatufe se muzeme setkat s nékolika zptisoby rozlisovani mezi peptidem
a proteinem:

e Peptidy a proteiny se rozlisuji podle poc¢tu aminokyselinovych zbytku. Molekuly skladajici se ze
dvou az deseti aminokyselinovych zbytku se oznacuji jako oligopeptidy, molekuly slozené z 11
az 100 aminokyselin se oznacuji jako polypeptidy a molekuly obsahujici vice aminokyselinovych
zbytku se oznacuji jako proteiny. Piestoze je toto déleni oblibené autory ucebnic, je zcela umélé
a o struktufe nic nevypovida.

e Jako peptidy se oznacuji kratsi fetézce, které snadno prechdzi z jedné z mnoha moznych konformaci
do jiné a netvoii stabilni trojrozmérné struktury. Naopak jako proteiny se oznacuji delsi fetézce,
které maji zFetelnou tendenci vyskytovat se v jedné nejvyhodnéjsi konformaci (nebo v zdvislosti
na vngjsich podminkdch ménit konformaci v rdmci malého poc¢tu moznych konformac{) a majf
tedy dobfe definovanou prostorovou strukturu. Je zifejmé, ze mezi takto definovanymi peptidy a
proteiny neni jasné vymezend hranice, ale spise plynuly pfechod. Navic muze byt ¢ast i znac¢né
velké molekuly proteinu mélo uspofadand, pfipominajici flexibilni peptid.

cast, se jako polypeptid oznacuje samotny peptidovy fetézec a jako protein celd slozend molekula.
Jiné néazvoslovi nazyva peptidovou ¢ast apoprotein a celou slozenou molekulu holoprotein.

Prestoze bunka obsahuje vétsi pocet aminokyselin, proteinovy fetézec se syntetizuje pouze z 20 ge-
neticky kédovanych (tzv. proteinogennich) aminokyselirﬂ Pro jednozna¢ny popis struktury je nutné
zavést jasné definované oznaceni vSech atomu aminokyselin. Bylo by samoziejmé mozné pouzit sys-
tematického nézvoslovi organické chemie. Z ¢astecné historickych a piedevsim praktickych duvodu se
ale zavadi odlisné biochemické nazvoslovi, které se fidi pokyny Mezinarodni unie pro ¢istou a uzitou
chemii a Mezindrodni unie pro biochemii TUPAC-IUB. Jisté neni nutné se vsechny detaily nazvoslovi
uéit nazpamét, je ale nezbytné se jimi ve vSech pifpadech iidit. Pichled znaceni atomt aminokyselin
muZete najit na obrdzku

Pii pohledu na vzorce 20 proteinogennich aminokyselin [2.1]si asi kazdy uvédomi{ chemickou riznost
postrannich fetézcu. Tato pestrost mé zdsadni vyznam pro strukturu i funkci proteinti a vysvétluje,
pro¢ jeden typ makromolekuly muze mit tak odlisné chemické a fyzikalni vlastnosti a hrat tak ruzné
role v zivoté bunky. Z pohledu interakci, které urcuji energetickou vyhodnost konformace proteinu, si
muzeme aminokyseliny rozdélit na nékolik typu.

e Aminokyseliny, které jsou schopny vytvafet iontovou vazbu, zahrnuji arginin, lysin, histidin, ty-
rosin, cystein, kyselinu asparagovou a kyselinu glutamovou. Podminky, za kterych jsou tyto ami-
nokyseliny ionizovany, jsou dény predevsim kyselost{ (hodnotou pH) a elektrickou permitivitou
jejich nejblizsiho okoli. Arginin a lysin tvoii kationty v kyselém a neutralnim prostiedi, histidin
tvori kationty v kyselém prostiedi. Kyselina asparagova a glutamova tvori anionty v neutralnim
a zasaditém prostiedi, cystein v zasaditém a tyrosin jen v silné zdsaditém prostiedi. Konkrétni
hodnoty disociacni konstantﬂ zavisi na elektrické permitivité okoli. V hydrofobnim jadfe proteinu
budou postranni fetézce hufe ionizovat, takze kationty se budou tvofit az pii nizsim pH a anionty
az pii vyssim pH.

1V molekuldch proteinti izolovanych z bunék nachazime vice nez 20 rtiznych aminokyselin. ,,nestandardni“ amino-
kyselinové zbytky ale v naprosté vétsiné piripadu vznikaji chemickymi tpravami jiz vzniklého polypeptidového fetézce.
Tyto Gpravy se nazyvaji posttranslaéni modifikace a zahrnuji zavedeni jednoduchych funkénich skupin jako hydroxyl nebo
fosfat i navazani velkych molekul jako mastné kyseliny, porfyriny (hem, chlorofyl), oligosacharidy a dalsi.

2 Dekadicky logaritmus disociaéni konstanty s opa¢nym znaménkem je roven pH, pii kterém je pravé polovina molekul
disociovéna.
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Obrazek 2.1: Vzorce aminokyselin s atomy oznacenim atomi podle doporuceni IUPAC-IUB. Purpurové jsou
zvyraznény atomy, které se podileji na tvorbé vodikovych vazeb. Barvy trojpismennych a jednopismennych
zkratek aminokyselin rozlisuji kratké postranni retézce (¢ernd), nepoldrni postranni fetézce (zclend), poldrni
postranni fetézce (purpurovd), kyselé (zdporné nabité) postranni fetézce (¢ervend) a zdsadité (kladné nabité)

postranni Fetézce (modra).



12 KAPITOLA 2. STRUKTURA PROTEINU

e Postranni fetézce schopné dipolarnich interakei jsou zaroven schopné tvorit vodikové vazbyﬂ Patii
mezi né vSechny aminokyseliny schopné tvotfit ionty a navic serin, threonin, asparagin, glutamin
a tryptofan.

e Silny hydrofobni efekt vykazuji alifatické postranni fetézce prolinu, leucinu, isoleucinu, valinu a do
jisté miry alaninu. Mira hydrofobnich a lipofilnich vlastnosti je ddna délkou alifatického fetézce.
Déle muzeme mezi hydrofobni postranni fetézce zaradit aromatické aminokyselinové zbytky tryp-
tofanu, tyrosinu a fenylalaninu a sirné zbytky cysteinu a methioninuﬁ

e Glycin a do jisté miry i alanin, serin a threonin muzeme povazovat za zvlastni skupinu ,,malych“
postrannich fetézcti. Vzhledem k jejich velikosti je totiz obtizné tici, jestli vykazuji spise hydro-
filni ¢ hydrofobni charakter. Tim, Ze zabiraji maly prostor poskytuji zvySenou volnost okolnim
postrannim fetézcum.

e Prolin mé netypickou konfiguraci (cyklicky postranni fetézec), kterd vyznamné omezuje mozné
konformace proteinové patere.

e Cystein je vyjimecny v tom, Ze muze tvofit kovalentni disulfidovou vazbu s postrannim Fetézcem
cysteinu v jiné ¢asti proteinu. To je velky zasah do topologie proteinové patere, ktery ma zasadni
vliv na konformaci proteinu.

Stejné jako je dulezitd ruznost postrannich retézcu, tak je vyznamnd neménnost usporadani na
prvnich dvou uhlicich. VSechny aminokyseliny muzeme povazovat za derivaty alaninu, vSechny za-
chovévaji stejnou konfiguraci a-uhliku (pfestoze zrcadlovd konfigurace D by byla z chemického pohledu
stejné dobte moZnéE[). Tato jednotnost zdkladnich stavebnich dilu umoziiuje stavebnicové usporadani
popsané v sekci Stejna konfigurace o uhliku otvird dvefe téméf neomezenému kombinovani amino-
kyselin pfi zachovani pravidelnosti strukturﬁ Glycin, ktery je achirdlni, a prolin, ktery se lisi konfiguraci
na dusiku, jsou vyjimky, které potvrzuji pravidlo a dévaji jesté vice vyniknout logice stavebnicového
usporadani.

2.3 Torzni thly

Jak jsme diskutovali v sekci[I.1.2] konformaci biomakromolekuly jednoznaéné uréuji torzni hly. Podivejme
se proto na torzn{ uhly, se kterymi se setkdvame v proteinech (obrazek .

Konformace peptidové patefe aminokyselin je uréena tiemi torznimi hly, ¢, 1 a w. Ctvefice atomtl,
které torzn{ dhel definuji (A-B-C-D na strance [7)) jsou pro uvedené thly ndsledujici. V reziduu éislo
i je dhel ¢ je definovdn atomy C._;, N;, C¥, C}, dhel ¢ atomy N;, C¢¥, C., N;;; a thel w atomy
C¢, Cj, Nyy1, C3, . Protoze peptidovéd vazba se chové castecné jako dvojnd vazbaﬂ thel w nabyva pro
vétsinu aminokyselin hodnot blizkych 180° (konformace trans). Vyjimkou je prolin, ktery se vyskytuje i
v cis konformaci (0 °). Konformace peptidové patefe je tak definovdna predevsim hodnotami thla ¢ a .
Peptidové konformery je proto mozno graficky znézornit jako body v grafu, jehoz osy tvori hodnoty thlua
¢ a 1. Takovy graf se nazyvd Ramachandranuv diagram. Bézné konformace peptidové patere budou

3 Vodikové vazby je schopna tvofit kazd4 peptidova vazba, zde je fe¢ pouze o postrannich fetézcich.

4 Aromatické aminokyseliny, zafazené do skupinu hydrofobnich postrannich Fetézcti, mohou krom van der Waalsovskych
sil interagovat prostfednictvim elektront v delokalizovanych m-orbitalech. Totéz plati o d-orbitalech siry. Jde o interakce
svym popisem pripominajici kovalentni vazby, ale mnohondsobné slabsi. V nasem zjednoduseném vyctu sil pusobicich v
biomakromolekuldch jsme si je neuvadéli.

5 Na otdzku pro¢ se v proteinech vyskytuji pravé L-aminokyseliny dosud nezndme uspokojivou odpovéd'.

6 Pokud stejnou strukturu miizeme postavit z vétstho poétu moznych kombinaci zakladnich stavebnich prvki, je vice
pravdépodobné, ze se s takovou strukturou v bunce setkdme

7 Vyjédfeno pojmy molekulovych orbitali, o kterych bude fe¢ v kapitole ma amidovy dusik peptidové vazby ma
asi 40% podil hybridizace sp?.
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Obréazek 2.3: Ramachandraniiv diagram s vyzna¢enym ndzvoslovim peptidovych konformaci. Modie jsou
oznaceny konformace vyhodnéjsi pro L aminokyseliny. Cervené jsou oznaceny konformace vyhodnéjsi pro D
aminokyseliny, které se bézné v geneticky kédvanych proteinech nevyskytuji.

diskutovdny pozdéji. Na obrdzku 2.3 je uvedena obecnd konvence ndzvoslovi peptidovych konformert.
Pro chirdln{ aminokyseliny (vSechny bézné kromé glycinu) existuji vétsinou dvojice (zrcadlové obrazy)
konformeru, z nichz jeden (oznaceny modie) je vyhodny pro L aminokyseliny (ty se bézné vyskytuji v
proteinech), druhy (oznaceny cervené) by byl vyhodnéjsi pro D aminokyseliny:

Konformace postrannich fetézcu je dana torznimi dhly, které se znaci pismenem Yy, a jejichz pocet
je pochopitelné razny pro ruzné aminokyseliny. Uhel x', definovany atomy N, C*, C? X se nachdzi
nejcastéji v oblasti gauche(— ) nebo trans. Konformace gauche(+) je nevyhodnd stericky kvuli priblizen{
peptidové vazbé, castéji se vyskytuje u serinu a threoninu, kde ze stejnych duvodu umoziuje tvorbu
vodikové vazby mezi kyslikem postranniho fetézce a peptidovou vazbou. Valin a isoleucin, které maji dva
~ uhliky, se vyskytuji pfevdzné v konformaci, ve které nenf zadny ~ uhlik orientovdn gauche(+ ) vzhledem
k hlavnimu Fetézci (pozor na zaludnost doporuceného nézvoslovi organické chemie: u isoleucinu se takova
konformace oznacuje gauche(—), ale u valinu trans).

2.4 Primarni struktura

Poté, co jsme prosli zdkladni definice, se jiz muzeme podivat na vlastni struktury. Jak jsme se jiz zminili
primdrni struktura.

Primérni struktura je pofadi (sekvence) aminokyselin v polypeptidu. Protoze konfiguraci jednot-
livych aminokyselin zname, poskytne ndm primarni struktura veskerou informaci o konfiguraci pro-
teinu (s jednou dilezitou vyjimkou — z primdrni struktury stdle nevime, které cysteiny jsou spojeny
disulfidovou vazbou). Naopak se z primarn{ struktury nedovime nic o konformaci proteinu.

Podle konvence za¢ind sekvence N-termindln{ aminokyselinou (obsahuje volnou aminoskupinu) a
konéi{ C-termindlni aminokyselinou (obsahuje volnou karboxyskupinu). Timto smérem také probihd
syntéza proteinu v buirice. Poradi aminokyselin je ddno genetickym kédem, ktery je zapsdn v molekule
deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Kazdym tfem monomernim jednotkdm DNA (nukleotidim), které



2.5. SEKUNDARNI STRUKTURA 15

tvoii takzvany kodén, odpovidd jedna monomerni jednotka proteinu (aminokyselina). Vlastni preklad
z genetického kédu do ,,jazyka* aminokyselin je slozity proces, ve kterém hraji nejdulezitéjsi roli ruzné
molekuly ribonukleovych kyselin (RNA). Kédovaci tabulka je spoleénd viem zivym tvorﬁrrﬂ Vice si o
biosyntéze proteint Fekneme v kapitole

V laboratorni praxi je pomérné snadné urcit sekvenci DNA a s vyuzitim znalosti kédovaci tabulky
se tak ihned dozvédét sekvenci proteinu. Proto je primarni sekvence proteinu zpravidla znama diive,
nez je feSena jeho trojrozmérna strukturaﬂ Ze sekvence je v principu mozno piredpovédét prostorové

usporadani proteinu, v soucasnosti je vSak spolehlivost takovych predpovédi omezena.

2.5 Sekundarni struktura

Zatimco definice primarni struktury byla celkem jednoznac¢né, u vyssich struktur se jiz definice ruznych
autoru casto lisi. My budeme mit pod pojmem sekunddrni struktura na mysli pravidelny, libovolné
opakovatelnyj konformacni motiv polypeptidové pdtefﬂ U proteint se setkdvame se dvéma zakladnimi
typy sekundarnich struktur.

2.5.1 Struktura alfa

Struktura « je pravotociva sroubovice neboli heliz (obrzizek pokud ctete skripta v elektronické formeé
a jste pripojeni na internet, muzete si model a Sroubovice prohlédnout na svém pocitaci). Viimnéme
si, ze poskladanim aminokyselin do vyS$si struktury vznikl novy tvar, ktery je sdm o sobé chiralni. Tato
chiralita nijak nesouvisi s chiralitou aminokyselin. Kdybychom postavili a-Sroubovici ze samych gly-
cinu, byla by stdle chirdlni, tak jako je chirdlni kazdy sroub. Stejné bychom mohli postavit z glycina
levotoc¢ivou Sroubovici, kterd by byla zrcadlovym obrazem « Sroubovice. Ale pozor, pokud sestavime
levotocivou sroubovici z jinych aminokyselin, zrcadlovy obraz a Sroubovice neziskdme. Vzajemnymi
zrcadlovymi obrazy jsou totiz pravotoCivé Sroubovice postavené z L aminokyselin (a-Sroubovice) a le-
votoCivé sroubovice postavené z D aminokyselin.

Rozdil mezi levotocivou a pravotocCivou sroubovici je v konformaci stavebnich dili, nikoli v jejich
konfiguraci. Na urovni sekundarnich struktur muzeme ale Sroubovice povazovat za ttvary s rozdilnou
konﬁguracﬂ Toto je typicky piiklad hierarchie struktur. Na turovni sekundarni struktury m& smysl
mluvit o Sroubovici jako o zdkladnim stavebnim prvku, jako bychom zapomnéli, ze jde o utvar dany
konformaci aminokyselin, ze kterych je postaven. To si muzeme dovolit, protoze konformace aminoky-
selin jsou natolik uvéznény v urcité polozdzl7 ze se Sroubovici muZzeme zachézet jako se stabilnim a
rigidnim stavebnim dilem. Vidime, Ze jsme se na hony vzdalili od jasného rozliseni konfigurace a konfor-
mace podle rotace kolem vazby, které bylo tak pékné pouzitelné na trovni jednotlivych aminokyselin.

Uhly ¢ i ¢ odpovidaji v a-strukturéch konformaci gauche(—) (idedln{ « sroubovice je definovdna
hodnotami ¢ = —57° a¢p = —47°). a-Sroubovice je stabilizovana vodikovymi vazbami, které jsou orien-
tovany témér rovnobézné s osou helixu a tedy i s jeho vyslednym dip6lovym momentem (nejvyhodnéjsi

8 Tato univerzalita genetického kédu mé své vyjimky. Ponékud jednodussi rozpoznavani nukleotidii napiiklad v mi-
tochondriich vede k drobnym odchylkdm kédovacich pravidel. Jingm piikladem vyjimky je vyuziti nékterych kodénu pro
zabudovéan{ selenu do molekuly cysteinu (misto siry).

9 V soucasné dobé je jiz pro nékolik organismti (véetné clovéka) zndma téméf veskers genetickd informace. U téchto
organismu zndme tedy sekvenci vSech nukleotidi genové DNA. Sta¢i ndm tedy urcit, kde geny jednotlivych proteina
zacinaji a koné¢i (a také, kde jsou pFeruSeny nekédujicimi iseky) k tomu, abychom znali sekvenci vsech proteinu, alespor
v okamziku, kdy jsou v buiice syntetizovdny (v mnoha p¥ipadech se ¢4st proteinu odstépi diive, nez zaéne protein plnit
svoji ulohu).

10 Sekundérni struktury lze ¢asto (alespoii formalné matematicky) popsat jako sroubovice.

11 Pravidla IUPAC-IUB definujf nejen konfiguraci étyisténu, pouzivanou na drovni atom, ale i konfiguraci sroubovych
utvaru. Pravotoc¢ivé ttvary se oznacuji symbolem P, levotoé¢ivé symbolem M.

12 St4le samoziejmé mluvime o konformaci peptidové pétefe, nikoli postrannich Fetézct.


http://www.ncbr.chemi.muni.cz/~lzidek/C9530/alpha_n_22.html
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Obréazek 2.4: Model a-§roubovice.

NEcg atatacacal

Obréazek 2.5: Model sroubovice 31¢.

orientace). Protoze vodikové vazby se tvoif mezi amidovymi vodiky a karbonylovymi kysliky pepti-
dovych vazeb, jsou aminokyseliny v sousednich zdvitech sroubovice navzajem posunuty zhruba o jednu
tFetinu. Na jeden zavit tak pfipadd 3,6 (piiblizné 3%) aminokyselin.

V proteinové chemii se pouziva specidlni nazvoslovi sroubovic. Kazda sroubovice je popsana dvéma
Cisly. Prvnl' ¢islo udava poéet aminokyselin na jeden zéwit u a- éroubovice tedy ,6. Druhé él'slo je
smycky atomu spOJenych kovalentnlml a vodikovymi vazbami. V a-helixech je kazda takova smycka
tvofena 13 atomy. Podle nézvoslovi odvozeného od poétu rezidui na zavit a od po¢tu atomu ve smyckach
by se tedy a-Sroubovice oznacovala jako helix 3.613.

Struktura a-Sroubovice je energeticky nejvyhodnéjsi stocend forma peptidového fetézce. Tésnéjsi
vinuti §roubovice (o 2 rezidua) tvoii strukturu helixu 319 (3 aminokyseliny na zavit, 10 atomi ve
smyckach, viz obrazek a model). Tato sroubovice je méné vyhodna z pohledu dip6lovych interakef
(vodikové vazby jsou orientovdny Sikmo k ose helixu) a sterického brénéni (postrann{ fetézce jsou v
zdkrytu). S touto strukturou se setkdvame zejména na C-koncich a-helixi, kde jiz karbonyly nemaji k
dispozici amidové Vodl’ky v daléim zévitu, se kterymi by mohly tvofit stabilizujici vodikové vazby. Je

vevs

pii stejném poctu aminokyselin.

Pokud je Sroubovice vinuta naopak o % rezidua volnéji nez a-helix, tvoii tzv. w-groubovici (helix 4.4¢,
viz obréazek [2.6|a/model)). Vodikové vazby jsou v m-helixu sice orientovény rovnobézné s osou, energeticky
je ale m-helix nevyhodny a ve strukturdch proteinu velmi vzdcny. Divodem je tvorba dutiny uvniti -
Sroubovice (t{m pfichdzime o vyhodné van der Waalsovy interakce) a sterické pnuti vedouci k rozeviran{
thlu N-Co-C’.

Vsechny uvedené sroubovice se nachazeji na Ramachandranové diagramu v oblasti o konformaci


http://www.ncbr.chemi.muni.cz/~lzidek/C9530/310_22.html
http://www.ncbr.chemi.muni.cz/~lzidek/C9530/pi_22.html
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Obréazek 2.6: Model m-sroubovice.

(gauche(— ),gauche(—)). Na obrazku je tato oblast « povolend pro L-aminokyseliny oznacena Gerné.
Vyjimeénou aminokyselinou je prolin/'®| ktery se uprostied pravotocivé a-groubovice nevyskytuje ze
sterickych duvodu (kolize s karbonylem pfedchozi peptidové vazby).

Zrcadlovy obraz pravotocivé a-Sroubovice odpovida levotoc¢ivé sroubovici s konformaci gauche(+ ),gauche(+)
(Cervend oblast). V této konformaci se ¢asto nalézaji achirdlni glyciny, obéas v ni nalezneme asparagin,
pro ktery je nevyhodnost této konformace kompenzovana moznosti tvorby vodikové vazby mezi pateri
a postrannim fetézcem.

2.5.2 Struktura beta

Druhou zékladni sekundarni strukturou proteinu je struktura . Na rozdil od a-Sroubovice odpovida
[B-struktura maxim&lné rozvinuté konformaci peptidové patere. Stejné jako a-sroubovice je B-struktura
stabilizovana vodikovymi vazbami. Na rozdil od a-Sroubovice, kdy vodikové mustky spojovaly atomy
aminokyselin téhoz helixu, S-struktury jsou propojeny se sousednimi S-vldkny siti vodikovych vazeb
priblizné kolmych k ose patefe. Spojena mohou byt vldkna orientovand opa¢nym smérem (antiparalelni)
nebo stejnym smérem (paraleln?). Vznikaji tak piiblizné ploché struktury listl, sheets, propojenych
sit{ vodikovych vazeb (paralelni usporddani vyzaduje vétsi odchylku vodikovych vazeb od kolmého
sméru). Zdkladn{ strukturu paralelnfho a antiparalelniho sklddaného listu ukazuje obrézek a modely
antiparalelnich| a [paralelnich| vlaken. Redlnou ukézku sklddanych listi si muzete prohlédnout v modelu
thioredoxinul

Zcela natazend trans,trans konformace peptidové patere by odpovidala struktufe sklddaného listu,
ve které by nasledujici aminokyseliny byly navzdjem otoceny o 180 ° (formélné by se dala tato struktura
povazovat za Sroubovici, ve které na jeden zdvit pfipadnou dveé rezidua). V proteinech se zcela natazend
konformace nevyskytuje, hodnoty thli ¢ a v jsou mensi nez 180° (¢ = —139°, ¢»p = +135° v antipa-
ralelnich a ¢ = —119°, ¢» = +113° v paralelnich fS-listech). Peptidova pétet v S-strukturdch je tedy
mirné pravotociva (i S-struktury jsou vlastné pravotocivé sroubovice) a v dusledku toho jsou S-listy
levotocivé zkrouceny. Skutecnost, ze pravotocivost v ramci jednotlivého peptidového Fetézce zpusobuje
levotocivost vzajemného usporaddni ruznych fetézcu, jisté pusobi na prvni dojem zdhadné. Vse je ale
ziejméjsi, kdyz si dobfe prohlédneme schema na obrazku

Oblast povolenych g-konformaci v Ramachandranové diagramu je pomérné rozsahla (obrézek.

13 Prolin, jehoz konformace jsou omezeny cyklickym postrannim fetézcem, a glycin, ktery je naopak velmi flexi-
bilni, protoze postranni fetézec postradd, jsou konformacné vyjimeéné aminokyseliny. Polypeptidové fetézce slozené z
téchto kyselin tvof{ pravidelné sroubovice, které ale podle nasi definice neoznatujeme jako sekunddrni struktury (pojem
sekunddrn{ struktura jsme vyhradili pravidelnému usporddédni, které nezavisi na postrannim fetézci). Z téchto struktur je
vodikovymi vazbami. Tuto trojsroubovici, kterd pfipomind lano a je mimofddné pevné v tahu, vytvari strukturni protein
kolagen.


http://www.ncbr.chemi.muni.cz/~lzidek/C9530/antiparallel.html
http://www.ncbr.chemi.muni.cz/~lzidek/C9530/parallel.html
http://www.ncbr.chemi.muni.cz/~lzidek/C9530/2trx_a.html
http://www.ncbr.chemi.muni.cz/~lzidek/C9530/2trx_a.html
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Obrazek 2.7: Ramachandranuv diagram s ¢erné vyznacenou oblasti konformaci aminokyselin v $roubovicich
proteinu (strukturdch «). Cervené je vyznacena oblast levotocivych sroubovic, které by byly vyhodnéjsi pro
D-aminokyseliny.
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Obrazek 2.8: Model dvou vldken antiparalelnfho (nahote) a paralelniho (dole) S-listu.
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Polypeptidové vldkno

_____ Vodikova vazba

Obrézek 2.9: Schematické zndzornéni pravotoéivé orientace vodikovych vazeb (vyznageny ¢erné a ¢érkované) a
levotocivého zkrutu S-listt (peptidova pétef je vyznacena ervené). Vlevo pohled shora, vpravo pohled z boku.

t g gr t
t +180

t —180

—-180 0 +180
()

Obrazek 2.10: Ramachandraniiv diagram s vyznacenou oblast{ konformaci aminokyselin v S-listech proteint.

Stejné jako a-helixy nejsou S-struktury vyhodné pro prolin, kde cyklicka struktura postranniho fetézce
vyzaduje thel ¢ ~ —60°.

2.6 Terciarni struktura

2.6.1 Spojovaci prvky

Molekuly nékterych proteint jsou tvoreny jedinou monoténné se opakujici sekundarni strukturou (napiiklad
keratinyED. Daleko castéji se ale prvky sekundarnich struktur stavebnicové skladaji do ptiblizné glo-
buldrnich molekul. Takové skladani polypeptidovych fetézcu se nazyva terciarni strukturou. Aby byla
molekulové stavebnice proteinu pouzitelnd, mus{ krom pravidelnych sekunddrnich struktur (o« a )
obsahovat i spojovaci dily.

MSekundérni struktury se ve vldknitych (fibrildrnich) proteinech nevyskytujf izolované, ale splétaji se do vyssich struk-
tur, srovnatelnych s kvartérnimi strukturami globuldrnich proteint (viz sekci . Vytvoreni takovych vyssich struktur
je mozné pouze tehdy, kdyz do sebe sekundarni struktury pfesné zapadaji. Takové presné usporadani vétsinou vyzaduje
urcitou sekvenci aminokyselin, kterd se ve fibrildrnich proteinech mnohokrit opakuje. Vidime, ze zde struktura neni
nezavisla na sekvenci, pri¢inu ale nenajdeme na trovni struktur sekundarnich, ale vyssich.
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Obrézek 2.11: Ramachandraniv diagram s vyznacenymi konformacemi reverznich ohybii. Sipka naznacuje smér
od prvni ke druhé aminokyseliné ohybu, v ohybu III a ITI' maji obé aminokyseliny stejnou konformaci.

Spojovacich prvku se ve strukturdch proteinu vyskytuje celd fada. Nejjednodussi jsou takzvané
ohyby (turns). Jedind aminokyselina v 7 konformaci tvoii inverzni vy-ohyb (,,0bycejny* v-ohyb je pro
L-aminokyseliny stericky nevyhodny).

Tti takzvané reverznd ohyby (znacené I, 11, TII) se sklddaji ze dvou aminokyselin a jsou stabilizo-
vané vodikovym mustkem mezi vodikem peptidové vazby s nésledujici aminokyselinou a karbonylovym
kyslikem peptidové vazby s predchazejici aminokyselinou. Ohyb III je vlastné vysek z vySe popisované
310-Sroubovice. Reverzni ohyby jsou pomérné stabilni a ¢asto se vyskytuji na povrchu proteinu.

Zrcadlové obrazy reverznich ohybt jsou oznacovany I’, II" a ITI’. Ramachandranovy diagramy zminénych
jednoduchych ohybu jsou uvedeny na obrazku

Zakladn{ hierarchie struktur (primdrni, sekunddrni, tercidrni) je pro detailni popis struktur proteinu
prilis hruba. Proto se v poslednich letech objevily v literatufe jemnéjsi stupné v ramci terciarni struktury.
Nézvoslovi takového jemnéjsiho déleni neni ale dosud ustélené a ¢asto vychézi z terminologie ruznych
pocitacovych programu, které se snazi struktury proteinu analyzovat. Zkusme si tedy popsat vzrustajici
slozitost prostorového usporadani atomu pomoci pojmu béznych ve strukturni biochemii, s tim, ze se
soustifedime spis na podstatu véci, nez na nazvoslovna tskali.

Ohyby (pfiklady nékterych byly zminény vyse) spolu s tseky sekunddrnich struktur a a 8 tvorf
vyssi strukturni prvky, takzvané |supersekunddrni motivy. Jejich kombinaci vznikaji foldy, které déle
tvoil domény (struktury s funkén{ autonomii) a z domén je slozena trojrozmérnd struktura celého poly-
peptidového tetézce. Nasledujici prehled t¢rid proteinu ilustruje tuto hierarchii proteinové architektury
na strukturach sklddanych z ruznych stavebnicovych prvku.

2.6.2 Alfa-proteiny

Proteiny tvofené a-Sroubovicemi oznacujeme jako a-proteiny. Nejjednodussim supersekundarnim moti-
vem a-proteint je dvojice antiparalelnich a-§roubovic spojenych kréatkym ohybem (v anglické literatuie
oznacovand heliz-turn-heliz). Typické jsou ohyby sklddajici se ze dvou, tif, nebo ¢tyf aminokyselin.
Ramachandranovy diagramy typickych a-ohybt jsou uvedeny na obrazku
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Obrézek 2.12: Ramachandrantv diagram s vyzna¢enymi konformacemi a-ohybu tvofenych dvéma (¢erné v
levém diagramu), tfemi (¢ervené v levém diagramu), nebo ¢tyfmi (dvé moznosti jsou uvedeny ruznymi barvami
v pravém diagramu) aminokyselinami. Sipky ukazuji od prvn{ ke druhé a od druhé ke tfet{ aminokyseliné.

Jinym piikladem supersekundarniho motivu je ,,zlomeny helix“ (a-corner), ve kterém je pravidelnd
a-Sroubovice prerusena trojici aminokyselin v neobvyklé konformaci (obrazek .

Terminem ,,fold“ se oznacuji slozitéjsi utvary, které se skladaji z nékolika tisekt sekundérni struktury
a spojovacich prvkua. Typickym piikladem je pro a-proteiny svazek antiparalelnich helixt (heliz bundle).
Obrazek [2.14 ukazuje jak je mozné kombinaci supersekundarniho motivu helix-turn-helix sestavit svazek
CtyT Sroubovic. Existuje vice moznosti, jak propojit pomoci ohybu nékolik sroubovic, které tvori svazek.
Tak jak jsme hovofili o topologii a konfiguraci jednotlivych atomu, muzeme hovofit o topologii i na
trovni celych tseku sekundérni struktury. Obrazek [2.15] ukazuje mozné topologie svazku tvofenych
¢tyfmi helixy. Jak vidime, téchto moznosti je Sest. Kdybychom podobné analyzovali svazky tvofené vice
Sroubovicemi, dospéli bychom k velkému po¢tu moznych topologii (propojeni). Ne kazda topologie je
ale stejné bézna. Usporadéani, ve kterych se spojovaci smycky “kiizi” vyzaduji, aby se jedna smycka
druhé vyhnula, coz je entropicky nevyhodné.

Jisté vas napadla otdzka, jaké sily drizi svazek sroubovic pohromadé. Odpovéd miuzeme hledat
v rozloZeni postrannich fetézci podél helixu. Kdyz se podivdme na «a-Sroubovici shora (levd st
obrazku , uvidime takzvané helikdlni kolo (helical wheel). Postranni fetézce aminokyselin sméfuji
do jedendcti ruznych sméru (jinymi slovy, dvandcty postranni fetézec mifi stejnym smérem, jako prvni).
V helikalnim kole se velmi casto stiidaji poldrni a nepolarni aminokyseliny tak, ze nepoldrni postranni
fetézce tvoif souvisly pruh podél délky helixu (napiiklad je nepoldrni prvni, patd, devatd, dvandctd
atd. aminokyselina). Ctyfi takové sroubovice se mohou vyhodné orientovat tak, aby nepoldrni pruhy
mitily dovniti svazku a polarni ven, do vodného prostiedi. Spolu s dalsimi interakcemi mezi postrannimi
fetézci tak bude svazek stabilizovan hydrofobnim efektem. Dusledkem popsaného usporadani je to, ze
dojde k vytvotfeni nepolarni dutiny mezi helixy. Protein vlastné oddéluje vodné a nepolarni prostiedi. To
je dulezité, pokud protein funguje jako katalyzator chemické reakce, kterd musi probihat v nevodném
prostiedi. Reakce uvnitf proteinu muze probihat i ve vodném prostiedi cytoplasmy, protein vlastné
tvori jakousi zkumavku s nevodnym rozpoustédlem. Jinym piikladem oddéleni vodného a nevodného
prostiedi jsou proteiny, které prochazeji lipidovou membranou. Takové proteiny tvoii opac¢né usporadané
svazky. Nepolarni fetézce miti ven do nepolarniho prosttedi membrany, zatimco polarni fetézce utvareji
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Obrazek 2.13: Model zlomeného helixu (a-corner).
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Obréazek 2.14: Supersekunddrni motiv helix-turn-helix a fold svazku tvofeného ¢tyimi sroubovicemi. Vpravo je
propojeni helixu ohyby zndzornéno schematicky.

o & &b Tb &b &K

Obrazek 2.15: Mozné topologie svazki ¢tyt helixti zndzornéné schematicky podle obrazku 2 4| Sipky ukazuji
smér polypeptidového Fetézce, tlustou carou jsou kresleny krouzky natocené k ndm N-koncem.
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Obrazek 2.16: Vlevo helikélni kolo s poradovymi &isly aminokyselin, vpravo ilustrace helixt, které interaguji
prostiednictvim do sebe zapadajicich hiebinki postrannich fetézcu.

polarni dutinu, kterd spojuje vodna prostiedi na obou strandch membréany (napiiklad cytoplasmu s
mezibunéénou tekutinou).

Ve vétsiné proteint nejsou helixy uspoirdadany rovnobézné do svazku. Jednotlivé sroubovice navzdjem
sviraji ur¢ity uhel. Logiku takového uspotrddani muzeme opét hledat v rozlozeni postrannich fetézcu
podél helixu. V piipadé sroubovice 31¢ tvoif kazdy ¢tvrty (napiiklad prvni, paty, devéty, atd.) postranni
fetézec jakysi hiebinek na boku sroubovice. V piipadé a-helixu neni kazda ¢tvrtd aminokyselina nad
sebou, ale jsou pootoceny vzdy o 33,7°. V dusledku toho neni spojnice postrannich fetézcu lisicich se o
tfi aminokyseliny rovnobéznd s osou helixu (jak tomu bylo u sroubovice 31¢), ale svird s nf tihel asi 26 °.
Jednoduseji feceno, nas hiebinek postrannich fetézci se vine kolem Sroubovice. Dvé Sroubovice spolu
casto interaguji tak, ze do sebe hiebinky postrannich fetézcu zapadaji jako dvé poloviny zdrhovadla
(zipu). Protoze se hiebinky vinou kolem Sroubovic, mus{ byt osy helixii vzdjemné otoceny o —52°
(dvojnésobek zminénych 26 °), aby do sebe hiebinky idedlné zapadly (pravé &dst obrazku [2.16]). Proto
velice Casto nachdzime ve strukturach proteinu Sroubovice svirajici spolu 1hel kolem minus padesati
stupnu. Kromeé hiebinku tvofeného kazdou ¢tvrtou aminokyselinou (fikejme mu ¢+ 4-hiebinek) muzeme
nalézt i pro aminokyseliny lisici se o tfi rezidua (i 4 3-hiebinek) nebo pro sousedni aminokyseliny (i 4 1-
hiebinek). Pokud m4d ¢ + 4-hfebinek zapadat do ¢ + 3-hfebinku nebo 7 + 1-hfebinku, musi sroubovice
svirat uhel +23° respektive —105°.

Jakym zpusobem muzeme popsat foldy tvofené vzajemné pooto¢enymi sroubovicemi? Analyza struk-
tur proteinu ukédzala, ze helixy velmi ¢asto lezi v hrandch pomyslnych mnohosténu sestavenych z rov-
nostrannych trojihelniku. Obrazek ukazuje moznosti, jak usporadat tii helixy v osmisténu, ¢tyfi
helixy v dvandctisténu, pét helixu v Sestnictisténu a Sest helixi v dvacetisténu. Kdyz uvazime i ruzné
moznosti propojeni helixt, vidime, ze moznych foldu je velké, ale omezené mnozstvi. Pomyslné mno-
hostény sestavené z Sroubovic vlastné predstavuji zpusob, jak ziskat zhruba kulovy tvar z rovnych
usekl sekundérni struktury «. Pfiblizné kulové makromolekuly proteint opét umoziiuji oddélit nevodné
prostiedi uvniti koule od vodného okoli. Podobné jako v piipadé svazku Sroubovic sméfuji nepolarni
postranni fetézce vétsinou dovnitt molekuly a polarni ven.

Je zajimavé, ze foldy slozené z vice nez Sesti Sroubovic uz do pravidelného mnohosténu usporadény
nejsou. V téchto foldech jsou jeden nebo dva helixy umistény uvnit¥ mnohosténu nebo svazku sroubovic.
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Obrézek 2.17: Idealni uspoiddani sroubovic v hrandch pomyslnych mnohosténti. Umisténi sroubovic jsou vy-
znacena barevné.
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Obrazek 2.18: Model struktury obsahujici S-vldsenku (vpravo nahote) a B-corner (ve spodni ¢dsti).

Takové centralni helixy obsahuji predev§im nepolarni postranni retézce.

Puajdeme-li v hierarchii struktur jesté vyse, dospéjeme na tdroven domény. Timto terminem se
oznacuji usporadané tuseky polypeptidového fetézce, které maji nejen pravidelnou strukturu, ale ¢asto i
svou dobie definovanou funkci (napiiklad schopnost specificky vézat jinou molekulu, nebo katalyzovat
enzymovou reakci). Od podjednotek oligomernich proteint, o kterych se zminime v sekci se domény
vlastné lisi jen tim, Ze jsou soucésti jediného peptidového retézce. Piikladem a-domény mohou byt dva
¢tythelixové svazky.

2.6.3 Beta-proteiny

Proteiny tvorené skladanymi listy byvaji nazyvany S-proteiny. Obdobou supersekundarniho motivu
heliz-turn-heliz, ktery jsme si uvedli pro a-proteiny, je u S-proteina takzvand S-vlasenka (8-hairpin),
ktera je soucasti struktury zobrazené na obrazku (vldsenka je v pravé horni ¢asti struktury).

Nézev je inspirovan tvarem motivu. V S-hairpinech jsou dvé antiparalelni 8-vlakna spojena kratkym
ohybem (takzvany S-turn), ktery muze byt tvofen dvéma, tfemi, nebo ¢tyfmi aminokyselinami. V
piipadé dvouaminokyselinovych S-ohybu jde nejcastéji o vyse zminéné typy I’ a II'. Ramachandranovy
diagramy tif- a ¢tyFaminokyselinovych S-ohybu jsou uvedeny v levé ¢dsti obrézku 2:19]

Spodni ¢ast struktury na obrazku je B-obdobou ,,zZlomeného helixu“ a nazyva se (B-corner.
Prava ¢ést obrazku znazornuje konformace glycinu na vnitinim vlakné 5-corneru, kde dochéazi ke
zlomu a aminokyseliny, kterou je preruseno parovani S-listu na vnéjsi strané zlomu.

Kombinaci supersekundédrnich struktur vznikaji S-foldy, stejné jak jsme si to popsali u a-proteinu.
Skldddnim vétstho poctu antiparalelnich S-vldken vznikaji 8-meandry (hornf ¢ast obrézku. Moznych
propojeni S-vldken je samoziejmé vice. Jako priklad S-foldu s odlisnou topologii muzeme uvést motivy
feckého klice (Greek key) a ,,rolady“ (jellyroll), ukdzané ve spodni ¢dsti obrazku

SRy

konformaé¢ni volnost v  Ramachandranové diagramu. Struktura [-proteinu je jen vyjimecné tvofena
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Obréazek 2.19: Ramachandrantv diagram s vyznaéenim konfromaci t¥{ nebo étyf aminokyselin v ohybu 3-
vldsenky (vlevo) a konformaci glycinu, na kterém dochézi ke zlomu v B-corneru (vpravo). Vyznam Sipek je
podobny jako na obrazku

jedinym sklddanym listem. Casto dva sklddané listy lezi proti sobé a tvoii takzvany 8-sandwich. Zakladni
princip tvorby této struktury je zfejmy na jejim nejjednodussim piikladu, takzvaném motivu 5-8-0
(obrézekvlevo). Vsimnéte si, ze existuji dvé moznosti propojeni antiparalelnich S-vldken. Ukédzand
pravotociva konformace je vyhodnéjsi a setkdvame se s ni v proteinec V B-sandwichovich foldech
jsou jednotlivd vldkna zkroucena obvyklym zpusobem a protilehld vldkna jsou vzajemné pootocena
asi o 30°. Postranni fetézce mezi listy S-sandwiche do sebe nezapadaji jako v piipadé interagujicich
Sroubovic, ale sméfuji spiSe proti sobé a vypliuji prostor mezi listy (obrdzek vpravo). Opét tak
vznikd moznost utvofit nepolarni prostiedi mezi listy. Dva piiklady £-sandwichu s ruznou topologii jsou
ukézany na obrazku

Jinym typickym foldem [-proteint je takzvany S-soudek (5-barrel), ktery umozinuje S-proteinim
vytvorit pfiblizné kulovy titvar, s nepolarnimi postrannimi fetézci orientovanymi dovnitt a polédrnimi
ven (obrazek . Na rozdil od B-sandwiche sviraji protilehla vlakna v B-soudcich témér pravy thel.
Vldkna tvotici soudek nelezi rovnobézné s osou soudku, ale sviraji s ni urcity uhel. Tento thel je u
ruznych struktur ruzny, stejné jako pocet vldken tvoricich soudek (od étyF po dvacet). Jen nékteré
kombinace ale umoznuji vyplnit soudek postrannimi fetézci a vytvorit tak nepolarni dutinu.

V bohatstvi foldu S-proteini muzeme narazit i na dalsi uspofadani S-listi. Jednotlivé listy mohou
byt usporadany jako lopatky vrtule ¢i turbiny, mluvime pak o foldu S-propeller. Listy mohou tvofit stény
trojbokého hranolu (8-prism), s vldkny orientovanymi kolmo k podstavé nebo rovnobézné s podstavou.
Struktute g-sandwiche se podoba takzvany [-heliz, ve kterém jsou protilehla vldkna téméf rovnobézna
a velmi mélo zkroucend. Celé listy pak jsou mirné sroubovicové zkrouceny (pravotoc¢ivé nebo levotoéive).

Foldy S-proteinu nam ukazuji, jak 1ze s rozdilnou architekturou dosahnout stejného cile, kterym
jsme se zabyvali v pifipadé a-proteinu. Timto cilem je vytvoreni stabilni struktury s moznosti oddéleni
vodného a nevodného prostiedi. I u S-proteint jsou z foldu stavény domény, které déle tvoii celkovou

15Vyhodnost pravoto¢ivého uspofadani souvisi s tim, ze B-vldkna jsou sama zkroucena. Pokud by byla B-vldkna
zcela natazena, musely by smycky s prostfednim S-vldknem uzaviit cely kruh, tedy umoznit oto¢eni hlavniho fetézce
0 360°. Jsou-li B-vldkna zkroucena o 30 °, stac¢i pravotocivém uspofadani stocit hlavni Fetézec o 330 °, zatimco levotocivé
usporddani by vyzadovalo pretoceni o 390°. Cim je tihel otoGeni mensi, tim vice kombinaci konformaci ve spojovacich
smyckach umoznuje spravné napojeni fetézcu. Vyhodnost pravotocivé konformace je tedy entropicka.
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Obrazek 2.20: Nahoie ukdzka tvorby B-meandrii kombinaci B-vldsenek, dole motivy feckého klice (vlevo) a
,,rolady “.
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Obrézek 2.21: Vlevo pravotoéivy B-3- motiv (se schematickym znézornénim topologie), vpravo usporaddn{
postrannich fetézcu mezi listy 3-sandwiche (ukdzéna jsou jen dvé vldkna v kazdém listu).

Y

Obrazek 2.22: Piiklady S-sandwichi. Piiklad vlevo obsahuje &tyii vldkna s topologii feckého klice, piiklad
vpravo obsahuje Sest vldken s topologii rolady. Pro lepsi orientaci jsou vldkna obarvena stejné jako na

obrézku 2201
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Obrézek 2.23: Rozvinuty list tvofici S-soudek (nahofe) a schematicky ndkres soudku (vlevo dole). Pohled
dovnitf soudku (vpravo dole) ukazuje usporddéni nepoldrnich postrannich Fetézci uvnitt soudku. Postranni
Fetézce smétujici pfed rovinu a za rovinu ndkresu (po svinut{ dovnitf soudku a ven) jsou odli§eny plnou respektive
teckovanou ¢arou obrysu krouzku. Vodikové vazby jsou vyznaceny ¢arkované.



30 KAPITOLA 2. STRUKTURA PROTEINU

terciarni strukturu.

2.6.4 Alfa+beta-proteiny

Mnohé proteiny obsahuji a- i 5-foldy, které jsou spojeny az na tirovni vyssich strukturnich celku. Takové
proteiny, na jejichz stavbé se podileji oddélené a-motivy a S-motivy oznacujeme zkratkou o + .

2.6.5 Alfa/beta-proteiny

Kromé a+ S-proteint s oddélenymi éastmi tvofenymi bud’ a nebo 3 strukturami se setkdvame s proteiny,
v nichz se kombinuji a a § struktury jiz na urovni supersekundérnich motiva. Pro tyto proteiny se
pouziva oznaceni «/f. Jako piiklad supersekunddrniho motivu tvofeného obéma typy sekundérnich
struktur muzeme uvést B-a-f motiv (obrazek nahofe). Jde o dvé paralelni S-vldkna, mezi kterd
je vlozen opa¢né orientovany a-helix. Stejné jako v pripadé (-8-8 motivu se v proteinech vyskytuje
vyhodnéjsi pravotocivé usporadani.

Pokracujeme-li v kombinovani prvkia sekundarnich struktur « a f, ziskdme S-a-B-a-f strukturu,
ktera se jinak nazyvd Rossmanuv fold a tvoi{ vazebnd mista pro nukleotidy (obrézek nahote).

Popsané -a- motivy mohou byt usporadany do vyssich struktur podobné jako S-listy. Na obrézku[2.24]
dole je piiklad domény tvotené dvéma Rossmanovymi foldy.

Jinou moznosti je sbaleni do cyklickych (nebo spise valcovych) struktur, obdobnych S-soudkim. Ty-
pickym pfikladem je architektura poprvé nalezend u enzymu triosafosfatisomerasy, podle toho nazyvana
TIM-barrel. V této struktufe tvoif S-listy uzavieny soudek, obklopeny « Sroubovicemi (obrézek
vlevo). Na rozdil od SB-soudku jsou tentokrat vechna vldkna orientovéna jednim smérem, jde o pa-
ralelni skladany list. Je pozoruhodné, ze pro architekturu TIM-barreli plati iplné stejnd geometricka
pravidla, jako pro S-soudky. Pii tvorbé soudku zjevné nezalezi na tom, zda je skladame z paralalelnich
nebo antiparalelnich vldken. Klasicky TIM-barrel je tvoren osmi S-vldkny a osmi helixy. Vnitiek je vy-
plnén tfemi vrstvami postrannich fetézcu. Kazdé z vrstev je tvofena ¢tyimi aminokyselinami, postranni
fetézce vrchni a spodni vrstvy mifi stejnym smérem, zatimco prostiedni vrstva je pootoc¢ena o 45 °. Bylo
by asi zbyte¢né opakovat, ze vnitiek soudku muze poskytnout nevodné prostiedi.

2.6.6 Proteiny bez sekundarni struktury

Ve velmi vzacnych piipadech neobsahuje architektura proteinu zadné prvky pravidelné sekundarni struk-
tury. Jde o malé proteiny, jejichz struktury jsou stabilizovény disulfidovymi vazbami (agglutinin) nebo
koordina¢nimi vazbami s navazanym kovovym iontem (naptiklad ferredoxin).

2.7 Kvarterni struktura a vyssi struktury

Y

Polypeptidy tvorici tercidrni struktury mohou dale agregovat a tvorit oligomerni molekuly. Architektura
takovych komplexii se oznacuje jako kvarterni struktura. Oligomery se mohou sklddat bud z nékolika
stejnych podjednotek (homooligomery) nebo z podjednotek odlisnych (heterooligomery). Na rozdil od
domén tvori podjednotky samostatné polypeptidové fetézce, které mohou byt vzdjemné vazany kova-
lentnimi disulfidovymi vazbami mezi cysteiny jednotlivych podjednotek, nebo riznymi nekovalentnimi
interakcemi, které jsme diskutovali v sekci Je také casté, ze funkce proteinu souvisi s opakovanou
disociaci a zpétnou asociaci podjednotek.

Velka cast proteinu obsahuje jako soucdst nepeptidovou molekulu. Muze jit o jednoduché kovové
ionty nebo o slozité organické molekuly, jako napiiklad vitaminy, chlorofyl, hem, nukleotidy, oligo-
sacharidy, mastné kyseliny. Nepeptidovd ¢dst muze byt k peptidovému fetézci vazéna kovalentné (v
enzymologii se takto vdzand molekula nazyva prostetickd skupina) nebo nekovalentné.
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Obrazek 2.24: Vlevo nahote pravototivy S-a-8 motiv (se schematickym zndzornénim topologie), vpravo nahofe
schematické zndzornéni topologie Rossmanova foldu, dole schematické zndzornéni topologie domény tvoiené
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dvéma Rossmanovymi foldy.

/
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Obréazek 2.25: Schematické zndzornéni topologie TIM-barrelu s vyzna&enou polohou postrannich fetézcu

vypliiujicich soudek (vlevo) a rozvinuty list tvoiici TIM-barrel (vpravo).
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Proteiny se mohou déle shlukovat do nadmolekuldrnich dtvaru (naptiklad ribozomt), ve kterych

vvvvvv

nukleové kyseliny. Koneéné se mohou proteiny podilet se na stavbé bunéénych membran, organel a
jinych biologickych ttvaru, které svymi rozméry presahuji hranice mikrosvéta, jak jsme je zvykli chdpat

v chemii i1 biochemii.



Kapitola 3

Struktura nukleovych kyselin

3.1 Stavebni jednotky

V sekci2.2]jsme vidéli, ze ,,abeceda proteini“ ma dvacet pismen, kterymi je dvacet geneticky kédovanych
proteinogennich aminokyselin. ,,Abeceda“ nukleovych kyselin je mnohem jednodussi, tvoii ji pouze ¢tyii
v piipadé proteinti. Kazdy nukleotid se skladd z pétiuhlikatého monosacharidu, na ktery je navazana
esterovou vazbou kyselina fosforetna a N-glykosidickou vazbou aromaticky heterocyklus, zvany bdze
(obrazek [3.1)).

Atomy nukleotidu se ¢isluji podle pokynu IUPAC-IUB) které se lisi od standardniho chemického
nazvoslovi. Sacharidové a aromaticks ¢4st nukleotidu se &isluji zv1ast, proto se pro odligeni &fsla atomil
sacharidu oznacuji ¢arkou.

Struktury stavebnich jednotek ribonukleové kyseliny (RNA) a deoxyribonukleové kyseliny (DNA)
se lisi ve dvou detailech. Jak jiz ndzvy napovidaji, prvni odliSnost se tyka sacharidu. V ptipadé RNA
je jim ribosa, zatimco v molekule DNA se vyskytuje deoxyribosa, ktera postrada hydroxylovou skupinu
na uhliku C2’. Tato zddnlivd drobnost je pfi¢inou velkych rozdilu ve struktufe a funkci RNA a DNA.

Zbytek kyseliny fosforeéné je navdzan v poloze 5’ ribosy ¢i deoxyribosy. Tak jako peptidovy Fetézec
vznikal kondenzaci karboxylové a aminové skupiny za vzniku amidové vazby, fetézec nukleové ky-
seliny vznikd kondenzaci fosfatové skupiny vézané na uhlik C5' s hydroxyskupinou vdzanou na C3’
nésledujiciho nukleotidLﬂ Kyselina fosforecna je tedy v polynukleotidovém fetézci vazana dvéma este-
rovymi vazbami. Ribosy ¢ deoxyribosy spojené pres fosfat tvori hlavni fetézec nukleovych kyselin
(nazyvany cukrfosfdtovd pdter), ktery je obdobou peptidové patefe proteinu.

Roli postrannich fetézcu hraji v nukleovych kyselindch baze. Zatimco konfigurace cukrfosfatové
patete je stejnd v celé molekule, postranni fetézec muze tvorit jedna ze ¢tyl béazi. Je to tedy béze, co
rozlisuje pismena genetické abecedy. Béze nukleovych kyselin jsou amino- a hydroxyderivaty purinu a
pyrimidinu (hydroxyskupina piechédzi tautomeri{ na oxo-formu).

Ve struktufe jedné z béazi, pyrimidinu hydroxylovaného v polohach 2 a 4, je druhy chemicky rozdil
mezi RNA a DNA. Zatimco v RNA se vyskytuje pfimo 2,4-dihydroxypyrimidin (nazyvé se uracil), v
DNA nachédzime derivat této bdze s methylovou skupinou na uhliku C5 (oznacovany jako thymin).
Prvnim pismenem genetické abecedy je tedy U (=uracil, v RNA) nebo T(=thymin, v DNA). Druhou
pyrimidinovou bézi je cytosin (C). Vsimnéme si, jak se lis{ struktury téchto bézi vzhledem k moznosti
tvorby vodikovych vazeb. Uracil a thymin maji donor v poloze 3 a akceptory v polohach 2 a 4. U cytosinu
jsou v dusledku ndhrady hydroxylu v poloze 4 aminoskupinou role donoru a akceptoru v polohéch 3 a

1 Uvédomme si, ze v deoxyribose po utvofen{ této vazby nezbyva zadny volny hydroxyl. Proto je DNA mnohem méné
reaktivni nez RNA, ve které je na ribose jesté hydroxyl v poloze C2’.

33


http://www.chem.qmw.ac.uk/iupac/misc/pnuc1.html

34 KAPITOLA 3. STRUKTURA NUKLEOVYCH KYSELIN

C7(HT7) , 04 H5 04
Ox / 5 —C4 Ox / \os—c{/
>F’ . / \P / \
- }15” He —C6 T N3H3 d \ H5” He —C6 U N3H3
OF__ JoH5 / O JfoHs /
. N1 —G2 o N1 —Ci
o4’ N\ | o4’ A
N 02 TN 02
Ha' /04\ /0)1('42’ H4’/C{ /01’ H2'
H3’ \03’—Ci H1’ HS’\CS’-C "7 HY
/ ) /
03 Ha /03’ O2H2’
Hg2 He1
H42 N6/
\ ol /
H5 /w4—H41 // //N7\ ¢
N7
5 —Ca He— Z Scs—C N \C< i \7 1

7 AN < G )™

He —C6 N3 o—Ca N
\N1 —cé\ / \NS//CiNQ _H21 / NN

02 |

Obrézek 3.1: Struktura typické stavebn{ jednotky DNA (vlevo nahofe) a RNA (vpravo nahote). Ve stavebnich
jednotkéch jsou zabudovény bdze thymin a uracil, rterymi se DNA a RNA 1isi. Dole jsou ukédzdny tii baze
spole¢né DNA i RNA (cytosin, guanin a adenin). Atomy jsou ¢islovédny podle doporu¢eni IUPAC-IUB.
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4 vyménény.

Jakysi zrcadlovy obraz vztahu, jaké jsme popsali u pyrimidinovych bézi, plati i pro dalsi dvé pismena
genetického kédu. Jsou to béaze odvozené od vétstho heterocyklu purinu. Adenin (A) mé v poloze 6
aminoskupinu (donor) a dusik N1 slouzi jako akceptor. Guanin (G) mé v poloze 6 hydroxyl a v poloze
2 aminoskupinu, takze ve vysledné tautomerni formé jsou donory v polohach 1 a 2 a akceptor v poloze
6.

Jako aromatické heterocykly jsou baze nukleovych kyselin ploché. V molekule nukleové kyseliny
mohou béze vzdjemné interagovat bud’ plochami nebo hranami. Pokud jsou bdze uspoifddény nad sebou
tak, ze se k sobé bliz{ celou plochou (kterd je vymezena elektrony v delokalizovanych orbitalech, jez
dodévaji bazi aromaticky charakter), dochdz{ ke slozité interakci zvané stacking. Pokud se naopak baze
k sobé bliz{ hranami, jsou velmi dulezité vodikové vazby mezi atomy, které tvori piislusné hrany.

Jeden z dusikt bdz{ (N1 pyrimidinovych a N9 purinovych) je vdzan glykosidickou vazbou k uhliku
C1’ ribosy nebo deoxyribosy. Ribosa s navdzanou bézi (bez fosfitu) se nazyvéd nukleosid. Nukleosidy
tvorené uracilem, thyminem, cytosinem, adeninem a guaninem se nazyvaji (ve stejném porad{) uridin,
thymidin, cytidin, adenosin a guanosirﬂ

3.2 Torzni uhly

Zatimco konformace peptidové patere aminokyselin je uréena tfemi torznimi ihly, k popisu cukrfosfatové
pétefe nukleovych kyselin je tfeba dhlu Sest: o (definovany atomy O3;_,, P;, O5;, C5}), 8 (definovany
atomy P;, O5f, C5, C4;), v (definovany atomy 05}, C5}, C4}, C3}), § (definovany atomy C5}, C4/,
C3;, 03]), € (definovany atomy C4;, C3;, O3], P;y1), ¢ (definovany atomy C3;, O3}, Pi1, 05 ). K
urc¢en{ geometrie celého nukleotidu je déle tfeba urcit konformaci furanosového kruhu (deoxy)ribosy a
glykosidicky torzni thel x (definovany atomy O4;, C1,, N1;, C2; u pyrimidina a 04}, C1;, N9,, C4,
u purinu). Protoze konformace péticetného cyklu (stejné jako jakéhokoli Fetézce péti atomu, viz sekci
je jednoznacné dédna dvéma torznimi uhly a protoze jeden z téchto uhlu je jiz definovan thlem 4,
celkovy pocet torznich thla potiebnych k popisu nukleotidu je osm.

Az dosud jsme se vzdy zabyvali torznimi thly v linedrnich fetézcich. Ribosa pfedstavuje piiklad
cyklického Tetézce.

Pentosovy kruh méa pomérné bohaty vybér riznych konformaci: mize byt bud’ v obalkové konformaci
(E, envelope), kdy ¢tyfi atomy cyklu lez{ v roving, nebo v konformaci zkiizené polozidlicky (7T, twisted
halfchair), kdy tii atomy lez{ v roving, jeden nad rovinou a jeden pod rovinou. V E konformaci muze
byt kazdy z péti atomt bud’ nad rovinou kruhu (endo, orientovén ,,dovniti“ nukleotidu) nebo pod nf
(exo, orientovan ,,ven“ z nukleotidu). Schematicky zna¢ime takovy atom hornim (endo) nebo dolnim
(ezo) indexem (napiiklad 3 F, C3'-exo). Podobné existuje deset zki{zenych konformeru, které rozlisujeme
obdobné definovanymi indexy.

thl v; popisujici konformaci cukerného kruh jsou definovdny podél sméru (deoxy)ribosového
Fetézce: 11 definovany atomy O4;, C1], C2;, C3} az po vo definovany atomy C4;, 04}, C1;, C2.. Vidime,
ze v péticlenném kruhu muzeme namérit pét torznich thlu v;, z nichz k popisu konformace postacuji libo-
volné dva. Je tedy otdzkou, které z nich pouzit. K popisu furanosovych konformaci se ¢asto pouziva for-
malismus takzvané pseudorotace, ktery problém volby dvou torznich hlt obchézi definici dvou novych
proménnych, které nahrazuji dvojici torznich dhlia. Prvni z téchto proménnych je pseudorotacni fdze
P slouzi jako stielka kompasu (obrézek , na némz je kazdy typ konformeru definovan urcitym
azimutem. Druhym parametrem, nezbytnym k jednoznacnému urceni geometrie je pseudorotacni am-
plituda ¥, kterd udava, o kolik je ptrislusny atom vychylen z roviny. Pseudorota¢ni parametry lze na
endocyklické 1hly v; prepocitat pomoci vztahu

2 Pozor na odlisny vyznam koncovky -osin u cytosinu a purinovych nukleosidi.
3 Tyto torzni thly, definované atomy, které pifmo tvoif cyklicky fetézec, se nazyvaji endocyklické.
4V anglické literatufe se pro tento druh konformace pouziva oznaceni pucker.
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v; = Uy, cos (P + 144(i — 2)) (3.1)

Definice tykajici se konformaci a pseudorotace jsou opét dany pravidly TUPAC-IUB.

3.3 Primarni struktura

Vyznam pojmu primérni struktura je u nukleovych kyselin stejny jako u proteinu. Pofadi (sekvence)
nukleotidu se podle konvence ¢te od 5 konce do 3’ konce vldkna nukleové kyseliny. Zejména v piipadé
prezentace dvousroubovicovych sekvenci je vhodné 5’ a 3’ konce vldken oznacit. Jak jsme zminili v sekci
je uréeni sekvence nukleovych kyselin pomérné snadné a primdrn{ struktura (konfigurace) je vzdy
znédmd difve, nez je feSena trojrozmeérnd struktura (konformace).

3.4 Sekundarni struktura

Na zakladé analogie s proteiny sekundarni strukturou oznacujeme pravidelny, libovolné opakovatelny
konformac¢ni motiv polynukleotidového fetézce. Zakladnimi sekundarnimi strukturami nukleovych kyse-
lin jsou dvouvlaknové sroubovice stabilizované vodikovymi vazbami mezi bazemi. Vsimnéme si dulezitého
rozdilu mezi proteiny a nukleovymi kyselinami: u sekundérnich struktur proteinu jsme vzdy hovorili
o vodikovych vazbich mezi atomy patefe, zatimco dvojsroubovice nukleovych kyselin jsou spojené siti
vodikovych vazeb mezi bazemi, které tvori postranni fetézce polynukleotidu. Sekundarni struktura neni
proto urcena pouze konformaci patetre, jako v pripadé proteinu. Je proto tfeba definovat vSech osm
torznich 1hlu urcujicich konformaci nukleotidu, aby byl strukturni motiv jednozna¢né popsén.

Stejné jako proteiny, tvoiri nukleové kyseliny dva zakladni typy sekundarnich struktur, |A| a [B. Na
rozdil od proteinovych a a § struktur se zminéné sekunddrni struktury nukleovych kyselin lis{ pomérné
malo. V obou piipadech jde o pravotocivou dvojsroubovici, ve které jsou antiparalelni vldkna spojena
bézemi parujicimi se stejnym zpusobem.

Zpusob parovani bazi je klicem k pochopeni struktury dvojsroubovic nukleovych kyselin. Vzpomeiime
si na sekei[3.1] kde jsme si popisovali usporadani donort a akceptoru vodikovych vazeb v bazich. Zkusme
si nakreslit jednu purinovou a jednu pyrimidinovou béazi. Za¢néme Sesticlennymi kruhy, natocenymi
,,hnalezato“ tak aby dusik N1 purinu a dusik N3 pyrimidinu lezely proti sobé. Nakresleme vzorce bazi tak,
aby jedna glykosidickd vazba smétovala vpravo dolt a druhd vlevo dolu (uspofddéni cis). V usporadéni,
které jsme si pravé nakreslili (obrdzek , se baze stykaji hranami, které obsahuji nejvice donoru a
akceptoru vodikovych vazeb. Aby se vodikové vazby mohly vytvorit, musi lezet vzdy akceptor proti do-
noru. To je mozné pouze tehdy, kdyz guanin tvoii par s cytosinem a adenin s uracilem nebo thyminem.

Vsimnéme si, ze vSechny pary popsané v predchozim odstavci maji témér stejny tvar. Paruje se
vzdy mensi pyrimidinovd baze s vétsi purinovou a vcelku nezélezi na tom, kterd je vpravo a kterd
vlevo. Tento zpusob pdrovani se nazyva podle Watsona a Cricka a zarucuje vérné preddvani genetické
informace. Mame-li jedno vlakno, které kéduje dédiénou informaci, muze se s kazdou jeho bazi parovat
jen jedna urcitd baze vlakna druhého. Pokud bude druhé vldkno dosyntetizovano tak, aby se vSechny
béze parovaly, ponese stejnou informaci. Ale pozor, toto druhé vldkno nebude kopii prvniho. Vztah mezi
nimi bude stejny jako vztah mezi formou a odlitkem, teprve dalsi syntézou vlakna, které by se parovalo
s vlaknem novym, bychom ziskali stejné poradi bazi.

Stejny tvar vSech paru bazi podle Watsona a Cricka umoznuje, aby byly soucasti pravidelného
utvaru — dvojsroubovice (viz obrazek . V ni musi mit sprdvnou hodnotu také osm torznich thlu,
které popisuji konformaci nukleotidu. V obou typech dvojsroubovic je konformace takova, ze v paru
nakresleném tak, jak jsme vySe popsali, vystupuje hlavni fetézec baze nakreslené vlevo z roviny papiru
k ndm a hlavni fetézec baze nakreslené vpravo mifi dolu pod rovinu papiru. Tabulka udava typické
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3.4. SEKUNDARNI STRUKTURA 37

Obrazek 3.2: Pseudorota¢ni kruh (deoxy)ribosy. Uvniti kruhu je uvedeno symbolické znaéen{ konformaci, vné
kruhu pseudorodaéni fdze ve stupnich a slovni oznaceni konformaci. Na obvodu diagramu jsou schematicky
zndzornény struktury jednotlivych konformert. Atomy jsou symbolizovény krouzky (nejddle od stfedu je vzdy
kyslik O4"). Symbol v krouzku uvddi, lezi-li dany atom v roviné nékresu (), nad rovinou (+), nebo pod rovinou
ndkresu (—). Znaménka u vazeb udédvaji, zda je dany torzni thel kladny nebo zdporny.
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Obrazek 3.3: Parovani bazi podle Watsona a Cricka.

hodnoty jednotlivych torznich hlu (ve stupnich) pro obé dvojsroubovice. Pro tplnost je uveden i hel
9, ackoli je jeho hodnota jednoznaéné uréena pseudorota¢nimi parametry P a Wy,.

Tabulka 3.1: Hodnoty torznich thlia idedlnich dvojsroubovic.
a B v 0 £ ¢ x P Uy
B-DNA —41 136 38 139 —-133 —57 78 155 40
A-DNA —-90 -—149 47 83 175 —45 27 13 40
A-RNA 80 175 49 83 —147 -78 13 13 40

Tabulka ukazuje, ze nejvyraznéjsi rozdil torznich uhlu se tykéd konformace cukru. Zatimco (de-
oxy)ribosa dvojsroubovice A je v konformaci C3'-endo, deoxyribosa dvojsroubovice B je v konformaci
C2'-endo (pro RNA je tato konformace nevyhodnd). Vzhledem k jistym odchylkdm od takto piesné
definovanych konformaci v redlnych molekuldch se ¢asto oznacuji zminéné konformace cukri N a S
(nalézaji se v ,,severni“ (north) respektive ,,jizni* (south) ¢dsti pseudorota¢niho kompasu).

Jak ukazuje obréazek cukrfosfatova pater oviji dvojsroubovici zvenci, takze zbytky kyseliny fos-
forecné (za béznych podminek v disociovaném stavu, tedy zdporné nabité) jsou velmi dobfe piistupné.
Béze jsou naopak uvniti dvojsroubovice, ne vsak zcela skryté. Mezi patefemi jsou dostatecné Siroké
z1abky, které umoznuji jinym molekuldm (nebo jinym ¢astem téhoz polynukleotidového fetézce) inter-
agovat s bazemi. Kazdou bézi si muzeme zjednodusené predstavit jako trojuhelnik (obrdzek . Tyto
trojihelniky jsou pdrovdny jednou hranou (Watson-Crickovou), druhd hrana je pristupnd z zlébku po
jedné strané pétete a tfeti hrana je pfistupna z zlabku po druhé strané patere.

Z vngjstho pohledu se 1isi vzhled zldbku mezi pateremi jednotlivych vldken na povrchu dvojsroubovic.
Dvojsroubovice B mé jeden zlabek sirsi a hlubsi (oznacuje se hluboky nebo velky) a druhy uzsi a mélel
(oznacuje se mélky nebo maly), zatimco dvojsroubovice A m4 jeden zlabek velmi tzky a hluboky
(oznacuje se hluboky) a druhy siroky a velmi mélky (oznacuje se mélky). V obou ptipadech do hlubokého
zlabku sméfuje hrana, kterd se u purinu nazyva Hoogsteenova a u pyrimidinu 7,C—H“hraunaﬁ Do melkého
zlabku naopak sméfuje hrana v blizkosti glykosidické vazby, pro kterou byl proto navrzen nazev ,,sugar-
edge“ (do Gestiny muzeme prelozit ,,sacharidovd®).

Pii pohledu podél osy dvojsroubovice je patrnd dutina ve stfedu dvojsroubovice A. Dvojsroubovice
A ma také ponékud pozvolngjsi stoupdni (11 rezidui na zavit) ve srovndni s dvojsroubovici B (10 reziduf
na zavit).

5 Ve snaze o jednotnost nazvoslovi se ¢asto pouziva nazev ,,Hoogsteenova“ i pro ,,C-H“hranu pyrimidini.
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Obrézek 3.4: Zjednoduseny popis baz{ nukleovych kyselin pomoci trojtihelnikii (s oznagenim jednotlivych hran).

Pro popis vzajemné polohy bazi ve dvojsroubovicich byly definovany takzvané helikdlni parametry
(obrazky a. Na prvni pohled je patrny rozdil v inklinaci. Zatimco baze v dvojsroubovici B jsou
témér kolmé k ose, normély bazi v dvojsroubovici A sviraji s osou uhel asi 20 °. Dvojsroubovice B a A
jsou ukdzény na obrdzku [3.7] a na modelech [A] a B.

Podobné jako u proteint se konformace DNA neomezuji na popsané typické sekundéarni struktury.
V zévislosti na sekvenci a fyzikdlnich podminkéch se setkdvdme s mnoha odlisnymi strukturami (viz
napiiklad zprohyband levotociva dvojsroubovice Z u sekvenci s opakujici se dvojici CG).

3.5 Terciarni struktura

DNA se jako nosi¢ genetické informace nejcastéji vyskytuje ve formé dvojsroubovice B (i kdyz se za
urcitych fyziologickych podminek a na uréitych mistech muzeme setkat s neobvyklymi étyisroubovicovymi,
vétvenymi a jinymi strukturami).

Prostorové usporadani RNA je naproti tomu pestiej$i a pfipomina daleko vice tercidrni struktury
proteinii. Molekuly RNA jsou tvofeny tseky dvojsroubovic A (nazyvanych stems, stonky) spojenymi
riznymi spojovacimi prvky.

Stejneé jako v proteinovych ohybech se u spojovacich prvku nukleovych kyselin setkdvame s odlignymi
hodnotami torznich dhlu a odlinou tvorbou vodikovych vazeb. Za zminku stoji, Zze se paruji i baze vy-
skytujici se mimo pravidelné dvojsroubovice. Na rozdil od kanonickyjch paru, popsanych v sekci je
zde mnoho moznosti, jak sit vodikovych vazeb vytvorit. Mimo dvojsroubovice nejsou tvary part limi-
tovany pravidelnou strukturou, takze guanin se muze dobfe parovat i s uracilem ¢i adeninem. Vodikové
vazby se tvori nejen mezi dvéma Watson-Crickovymi hranami, ale mozné jsou vSechny kombinace ti{
hran (Watson-Crickova, Hoogsteenova, sacharidovd). Glykosidické vazby navic nemusi byt v poloze cis,
ale mozn4 je i poloha trans, kdy glykosidické vazby mif{ opacnym smérem. Celkové je tak k dispozici
12 typu parovéani (obrazek , piiklady nékterych nekanonickych parua jsou uvedeny na obrazku
V kazdém péru je vyuzita jen jedna hrana jednotlivych bézi, takze bdze parovand jednim zpusobem
(napftiklad podle Watsona a Cricka) muze stéle interagovat dals{ hranou (napiiklad Hoogsteenovou).
Takovym zpusobem vznikaji triplety bézi, které mohou spojovat dvojsroubovice s dalsim vldknem, aniz
by se vyrazné ménila pravidelna dvousroubovicova struktura.

Pravidelné dvojsroubovice a struktury zminéné v predchozim odstavci mohou tvofit supersekundarni
motivy podobné proteinovym (obrézek, jako vlasenkové smycky (hairpin loops) a zlomy v dvojsroubovici
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Obrazek 3.5: Translaéni helikdlni{ parametry. V levém hornim rohu je zndzornéna soufadné soustava, ve které
se helikdlni parametry udévaji. Parametry v horni fadé udédvaji posunuti para baz{ jako celku (soubéznd posu-
nut{), parametry ve stfedni fadé udévaji vzédjemné posunuti bazi v jednotlivych parech vuéci sobé (protismérnd
posunut{), parametry v doln{ fadé udavaji vzédjemnd posunuti sousednich péaru bézi. Posunuti ve sméru osy z,
Yy, z jsou sefazena zprava doleva.
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Obrézek 3.6: Rota¢ni helikdlni parametry. V levém hornim rohu je znézornéna soufadnd soustava, ve které se
helikdln{ parametry udévaji. Parametry v hornf fadé uddvaji natoteni paru bézi jako celki (soubézné rotace),
parametry ve stiedni fadé uddvaji vzdjemna natoceni bdzi v jednotlivych parech viéi sobé (protismérné rotace),
parametry v dolni fadé uddvaji vzajemnd natoceni sousednich paru bazi. Rotace kolem osy z, y, z jsou sefazeny
zprava doleva.



42 KAPITOLA 3. STRUKTURA NUKLEOVYCH KYSELIN

Obrézek 3.7: Modely DNA sroubovic B a A.

a7 D43 F 5

N

Obrézek 3.8: Mozné zptsoby parovani bazi. Baze jsou zndzornény jako trojihelniky s uddnim sméru hlavniho
fetézce (©® sméfuje dopiedu z roviny ndkresu, ® sméfuje dozadu za rovinu ndkresu). Hrany jsou rozliseny
délkou stran trujuhelniku — nejkratsi Watson-Crickova, prostifedni sacharidovd, nejdelsi Hoogsteenova nebo
,,C-H“ Nahote jsou zndzornéna péarovani s cis usporadanim glykosidickych vazeb, dole s trans uspofadanim
glykosidickych vazeb.
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Obrézek 3.9: Pitklady nekanonickych para bazi: vlevo nahofe cis parovani uracilu (Watson-Crickovou hranou) s
adeninem (Hoogsteenovou hranou), vpravo nahote trans pdrovan{ dvou adeninu Hoogsteenovymi hranami, vlevo
dole cis pdrovani dvou cytosinu sacharidovou a ,,C-H* (,,Hoogsteenovou*) hranou, vpravo dole trans pérovani
cytosinu a guaninu Watson-Crickovymi hranami.
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A Xebe

Obrazek 3.10: Priklady strukturnich motivii nukleovych kyselin. Zleva vldsenkova smycka (hairpin loops), zlom
s vélenénym nepdrovanym nukleotidem bulge, internal loop, four-way junction, pseudouzel pseudoknot, kissing
hairpin.

)

C

(kinks). Supersekunddrni struktury typické pro nukleové kyseliny jsou dédle ruzné vnitini smycky (in-
ternal loops) a vétveni (junctions).

Z vyssich strukturnich prvki muzeme jmenovat trojSroubovicovd uspordddni, kvadruplexy (dtvary
tvofené ¢tyfmi vldkny), pseudouzly (pseudoknots), neobvykle vzajemné parované smycky romanticky
oznatované kissing hairpins (obrazek [3.10).

Domény RNA jsou definovény stejné jako v piipadé proteinu. Napiiklad velkd podjednotka bak-
teridlni{ ribosomové RNA je tvofena Sesti doménami, z nichz kazdd m4 specifickou funkci a samostatnou
strukturu.

3.6 Kvartérni struktura a vyssi struktury

Pojem kvartérni struktury muzeme prevzit tak, jak jsme si jej definovali pro proteiny. Nukleové kyseliny
casto tvori funkéni oligomerni komplexy s proteiny. Podobné jako proteiny se ribonukleové kyseliny
podili na stavbé nadmolekuldrnich vtvara (opét muzeme jmenovat ribosom).

Pravidelné sroubovice DNA jsou déle svinuty do nadSroubovicovych dtvaru az po droven chromo-
zomfﬂ Zde je ovSem nutné poznamenat, ze nadSroubovice jsou tutvary liSici se nejen geometrii, ale i
topologii. K jejich vytvoreni a zruseni je totiz nutno pferusit alesponi jedno vlakno. Nadsroubovice se ob-
vykle popisuji dvéma éisly, L (linking number) definuje topologii nadsroubovice (kolikrat jsou jednotliva
vldkna prekiizena) a T' (twist) definuje geometrii (zkrouceni dvojsroubovice).

6 Jednotlivd vldkna musi byt kruhova nebo pevné uchycens napiiklad k proteintim, jinak by se nadsroubovice samovolné
rozpletla.



Kapitola 4

Struktura oligo- a polysacharidu

4.1 Stavebni jednotky

Nejndpadnéjsim rysem, ktery bude nasi diskusi struktur oligosacharidu a polysacharidu provézet, je
neobyc¢ejna pestrost. Mnohem vétsi strukturni ruznorodost sacharidu ve srovnéni s proteiny a nuk-
leovymi kyselinami se u oligo- a polysacharidu objevuje jiz na trovni monomernich jednotek. Zakladni
stavebni jednotky se 1is{ poctem uhliku (nejéastéjsi jsou hexosy a pentosy), funkéni skupinou (aldosy
a ketosy), geometrickou isomerii hydroxyla (2" optickych isomeru, kde n je pocet chirdlnich uhlikn),
moznou substituci (sulfdtem, karboxylem, aminem, N-acetylaminem), po¢tem uhliki v kruhu (furanosy
a pyranosy ), konformaci cukerného kruhu, polohou a po¢tem hydroxylu, které tvoii glykosidickou vazbu
se sousednim reziduem. Nejbéznéjsi monosacharidové jednotky jsou uvedeny na obrazku Nézvoslovi
sacharidu se fidi pokyny TUPAC-IUB|

4.2 Torzni thly

Monosacharidové jednotky se vyskytuji nejcastéji ve formé péticlennych a Sesti¢lennych kruhu. Sacha-
ridy s péticlennym cyklem se nazyvaji furanosy, zatimco sacharidy s Sesticlennym cyklem se oznacuji
jako pyranosy.

Mozné konformace furanos byly jiz probrany u nukleovych kyselin. K popisu konformace sesti¢lennych
kruhu potfebujeme tii torzni hly. Nejbéznéjsi konformace Sesti¢lennych cykla jsou takové, ve kterych
vystupuji dva protilehlé atomy z roviny, ve které lezi zbyvajici ¢tyfi atomy. Vétsinou je nejvyhodnéjsi
zidlickova konformace, ve které se pyranosy vyskytuji nejcastéji. V zidlickové konformaci jeden z pro-
tilehlych atomu lezi nad rovinou a druhy pod rovinou. Zidlickou muZeme prolozit rovinu jesté jinak
— tak, aby stfidavé jeden z atomu lezel nad rovinou a druhy pod rovinou. Vidime, Ze takto muzeme
sestavit jen dvé ruzné zidlicky (v prvni zidlicce lezi jedna trojice atomu nad rovinou a druhd pod ro-
vinou, v druhé zidlicce se polohy trojic vymeéni). Proto existuji jen dvé zidlickové konformace, které
se oznacuji *C; nebo 'Cy (horn{ index udévé ¢islo atomu nad rovinou, dolni index uddva éislo atomu
pod rovinou kruhu orientovaného tak, jak ukazuje obrazek . Ktera z téchto konformaci je ener-
geticky vyhodnéjsi, je ddno tim, jaké substituenty jsou vazany na uhlicich kruhu. Kazdy uhlik muze
vazat kromé svych sousedu v kruhu jesté dva dalsi atomy. Jedna z téchto vazeb mifi ptiblizné kolmo k
roviné prolozené pyranosovym kruhem (tato poloha se oznacuje aziding), druhd lez{ zhruba v této ro-
viné (poloha ekvatoridlni). Ze sterickych duvodu jsou nejstabilngjsi konformace s maximalnim poctem
objemnych substituentii v ekvatoridlni poloze (*C; pro D-glukosu).

Pokud oba protilehlé atomy lezi nad rovinou kruhu, mluvime o vanickové konformaci. Takovych
vanicek muzeme sestrojit Sest: 4B, 258, 39B, 1,48, 25B, 30B (horni indexy opét znac¢i atomy nad
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Obrazek 4.1: Vzorce nejcastéjsich monosacharidovych jednotek oligo- a polysacharidi. Ze dvou moznych ano-
meru « a 8 je vzdy uveden jen jeden.



4.3. PRIMARNI STRUKTURA 47

rovinou a dolni indexy atomy pod rovinou). Popis jednotlivych konformacﬂ se Tid{ pravidly TUPAC-TUB.

Stabilita pyranosovych konformeru je tak velka, ze je lze povazovat za rigidni strukturni jednotky.
Konformaci polysacharidového fetézce 1ze proto zpravidla popsat dvéma (¢, ) nebo tiemi (¢, 1, w)
torznimi thly. Uhel ¢ definuje torzi kolem glykosidické vazby. Uhel w je nezbytny pokud glykosidickou
vazbu tvorici hydroxyl neni vazany piimo na uhlik pyranosového nebo furanosového kruhu, ale na
methylenovy uhlik (napiiklad u (1 — 6) vézanych aldopyranos nebo (1 — 5) védzanych ketofuranos).
Definice torznich tihla se #idi pravidly TUPAC-IUBL

4.3 Primarni struktura

Vzhledem k moznosti vétveni a k zminéné pestrosti monomernich jednotek je definice primarni struktury
struktury oligosacharidu 1ze nalézt v doporu¢enich TUPAC-TUC!.

Dalsi dulezitou odlisnosti od proteinu a nukleovych kyselin je skutecnost, ze primdarni strukturu
oligo- a polysacharidi nelze pifmo vy¢ist z genetického kédu. Urcéovani primarni struktury je proto v
pripadé sacharidu mnohem obtiznéjsi, nez v pripadé proteinu a nukleovych kyselin.

4.4 Sekundarni struktura

Pestrost sekundéarnich struktur polysacharidul ostie kontrastuje s dvojici typickych strukturnich motiva
proteint a nukleovych kyselin. Analogie s popisem sekundérnich struktur proteinu jsou ale ziejmé.
Stejné jako u proteint, muzeme sekundarni struktury polysacharida formélné povazovat za Sroubovice.
K jejich popisu byvaji pouzivana dvé ¢isla: pocet monosacharidovych jednotek na jeden zavit n a
stoupdni sroubovice na jednu monosacharidovou jednotku h (nebo stoupdni sroubovice na jeden zdvit
P). Sekundérn{ struktury jsou opét stabilizoviny vodikovymi mustky mezi zavity téze sroubovice (jako
u a-helixu proteint) nebo spojujici dvé polysacharidova vldkna (jako v S-listech proteinit). Sekundérn{
struktury polysacharidi muzeme délit na Sroubovicové vinuté (napiiklad |amylosa, viz model, analogie s
a-Sroubovici proteinit) na natazené (formdlné sroubovice, ve které na jeden zavit pfipadnou dvé rezidua,
napiiklad celulosa, viz model, analogie s S-listy proteinu). Nékteré struktury polysacharidu nelze zaradit
do téchto dvou kategorii, jako napfiklad velmi flexibilni dextrany vdzané (1 — 6) glykosidickou vazbou
nebo naopak tésné sklddané bakteridlni (1 — 2) glukany.

4.5 Terciarni struktura

Sacharidy mohou tvorit velmi dlouhé fetézce, ¢asto s Sirokou hmotnostni distribuci. Diky vétveni mohou
vznikat polysacharidy pfiblizné kulového tvaru. Naopak presné definované oligosacharidové struktury
plni dulezitou tlohu v molekulovém rozeznavani. Na rozdil od proteinu jsou tercidrni struktury poly-
sacharidi méné prozkoumany.

Piikladem architektury polysacharidi muze byt celulosa, zdkladni slozka bunéénych stén rostlin.
Sekundarnim motivem celulosy je natazeny fetézec B-D-glukopyranos-*C; spojenych (1 — 4) glyko-
sidickou vazbou. Jde tedy formalné o Sroubovici s dvéma [-D-glukopyranosovymi jednotkami na jeden
,,Zavit“ jinymi slovy, 4C;-zidlicky B-D-glukopyranos se stiidaji tak, ze kyslik pyranosového kruhu lezi

1 Kromé popsanych konformaci, ve kterych jsou atomy lezici mimo rovinu oddéleny dvéma atomy kruhu, vyskytuji se
vzécné i konformace, kde lez{ mimo rovinu atomy oddélené jen jednim atomem (Sikmé zidlicky, S) nebo sousedni atomy
(polozidlicky, H). Podobné jako v pfipadé furanos lze pyransové konformace popsat pomoci pseudorotace. Vzhledem k
tomu, ze Sesti¢lenné cykly vyzaduji tfi nezdvislé parametry, nevystacime s pseudorotatnim kruhem, ale musime definovat
pseudorotaéni kouli.
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Obrézek 4.2: Uspotaddni fetézcu v celulose I, (vlevo) a Ig (vpravo). Stidajici se S-D-glukopyranosové kruhy
s kyslikem nad a pod rovinou fetézce jsou znazornény jako plné a prazdné obdélniky.

jednou nad rovinou a podruhé pod rovinou fetézce. V tomto uspoiradani lezi vSechny hydroxyly v ekva-
toridln{ poloze (v roviné kruhu). Vytvaii se tak poldrni prostfedi po bocich celulosového Fetézce a ne-
polarni prostfedi nad a pod rovinou fetézce. Natazené fetézce se k sobé skldadaji nepolarnimi plochami a
tvori krystalovou strukturu oznac¢ovanou I. Kromé hydrofobnich interakei je tato struktura stabilizovana
sit{ vodikovych vazeb v ramci jednoho fetézce i mezi sousednimi fetézci. Je zajimavé, ze glykosidicka
vazba celulosy I je v konformaci trans-gauche a Fetézce smeéfuji stejnym smérem (paraleln{ usporadéni),
orientace retézci. Prirozend forma celulosy je tedy metastaubilnﬂ7 na energeticky nejvyhodnéjsi formu,
oznacovanou II, pfechdzi az umélym zpracovanim. Celulosa I se vyskytuje ve dvou forméch I, a Ig,
které se lis{ vzdjemnym uspoiaddnim fetézcu (obrézek . Formy I, a Iz se mohou stfidat i v rdmeci
jednoho celulosového vlakna, jehoz délka dosahuje do 10000 -D-glukopyranosovych jednotek.

Jinym piikladem polysacharidu je zasobni latka rostlin, skrob. Zakladni stavebni jednoty skrobu
jsou a-D-glukopyranosy-*C1, spojené (1 — 4) glykosidickou vazbou. Retézce a-D-glukopyranos mohou
tvorit ruzné Sroubovicové struktury, z nichz nejdulezitéjsi je paralelni dvojsroubovice s vyskou zavitu
0,5nm a Sesti az sedmi jednotkami na jeden zavit. Stejné jako v pripadé celulosy je dilezité uspoirdadani
hydroxyli, které sméfuji na povrch sroubovic, takze vnitiek Sroubovic je nepoldrni. Skrob se skldds
z nevétvenych retézcu amylosy a obfich molekul amylopektinu, které jsou tvofeny piiblizné milionem
a-D-glukopyranosovych jednotek, a které obsahuji i vétven{ prostrednictvim (1 — 6) glykosidické vazby.
Vétveni nijak nevadi dvojsroubovicové struktufe, naopak ji spiSe stabilizuje. Dvojsroubovicové tseky
mezi vétvenimi jsou zdkladem vrstevnaté struktury skrobovych zrn (obrézek . V téchto vrstvéach
jsou dvojsroubovice pravidelné usporddény jako v krystalech. Retézce amylosy jsou nejspise nahodné
rozptyleny jako jednoduché sroubovice mezi amylopektinovymi fetézci (zv14sté na povrchu skrobovych
zrn), ¢astecné se mohou také podilet na tvorbé dvojsroubovic.

Stejneé jako jiné biomakromolekuly tvoii oligo- a polysacharidy funkéni komplexy s proteiny a podileji
se na tvorbé vyssich struktur bunééné architektury. Je také dulezité si uvédomit, ze velkou skupinou bi-
omakromolekul jsou glykoproteiny, jejichz oligosacharidova ¢éast je co do velikosti, dulezitosti a stability
konformace srovnatelna s ¢asti proteinovou.

2 Pi{tomnost metastabilni celulosy I je vysvétlovina tim, Ze celulosovéa vldkna se tvoif kritce po biosyntéze, béhem
které rostou celulosové fetézce jednim smérem, a na presklddani do vyhodnéjsiho antiparalelniho uspofadani neni dost
casu.
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Obrazek 4.3: Schematické zndzornéni vétveni amylopektinu. Rovnobézné ¢éry predstavuji paralelni
dvojsroubovice.
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Kapitola 5

Struktura biologickych membran

5.1 Membrany a biomakromolekuly

Biologické membrany se od biomakromolekul (proteintu, nukleovych kyselin, polysacharidu) zdsadné
lisi. Zatimco biomakromolekuly tvoii dlouhy polymerni fetézec, v némz jsou stavebni jednotky pevné
spojeny kovalentni vazbou, membréany se sklddaji z molekul, mezi kterymi pusobi predevsim slabé van
der Waalsovy sily. Pfresto muzeme nalézt dulezity rys spole¢ny membranam i biomakromolekulam. V
obou pripadech je dobfe znama konfigurace jednotlivych stavebnich jednotek a popisem struktury se
mysli urceni geometrického usporadani téchto stavebnich jednotek.

5.2 Stavebni jednotky

Biologické membrany jsou tvoreny latkami, které souhrnné oznacujeme lipidy. Nejde zde o nézev
odrézejici chemické slozeni, ale spiSe fyzikdlni vlastnosti. Molekuly lipidu obsahuji relativné malou
polarni, ¢asto ionizovanou ¢ést, ktera méa vyrazné hydrofilni chovani. Zbytek molekuly je nepolarni,
vyrazné hydrofobni. Molekula lipidu je tedy ,,vnitiné rozpolcend “ — jedna ¢ést vyhledévd poldrni (vodné)
prostiedi, druhd ¢dst nepolarni prostiedi. Chemickd struktura lipidu je velmi rozmanitd, k nejbéznéjsim
patii nasledujici tii typy:

o Glycerolfosfolipidy (fosfatidy) — k molekule glycerolu jsou vdzény esterovou vazbou dvé mastné
kyseliny a jeden zbytek kyseliny fosforecné. Z mastnych kyselin jsou nejbéznéjsi kyselina pal-
mitovd (Sestndctiuhlikovd nasycend kyselina), osmndctiuhlikové kyseliny (nasycend stearovd, s
jednou dvojnou vazbou v poloze 9 oleovd, s dvéma dvojnymi vazbami v polohach 9 a 12 linoleov4)
a kyselina arachidonové (dvacetiuhlikatd se ¢tyimi dvojnymi vazbami v polohdch 5, 8, 11, 14).
Na kyselinu fosforeénou je ¢asto dalsi esterovou vazbou vézan kyslik ethanolaminu, serinu, cho-
linu, nebo inositolu (cukerny alkohol, na ktery byva vdzdn dals{ jeden nebo dva zbytky kyseliny
fosforecné).

e Sfingolipidy — k molekule dvacetiuhlikatého aminodiolu sfingosinu je véazana amidovou vazbou
jedna mastnd kyselina a jeden zbytek kyseliny fosforeéné, ktery muze byt déle esterifikovan
(nejéastéji cholinem).

e Steroly — v zivocisnych burikdch cholesterol
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5.3 Geometrie lipidovych utvarti

Pokud pfiddme lipidy ke smési nemisitelného poldrniho a nepoldrniho rozpoustédla (voda a olej), budou
ochotné tvofit rozhrani téchto dvou rozpoustédel. Hydrofobni ¢ast lipidu bude mifFit do oleje a hydrofilni
do vody. Pokud pfidame lipidy pouze do vodného roztoku, budou se jejich molekuly orientovat tak, aby
nepoldrni ¢asti byly co nejméné v kontaktu s vodou (hydrofobni efekt diskutovany v casti .

Tvar dtvaru, ktery v dusledku hydrofobniho efektu vznikne, zavisi na tvaru molekuly lipidu. Pokud je
nepolarni ¢ast lipidu mald, podobé se jeho molekula kuzelu, jehoz podstavu tvoii polarni ¢ast. Takovéto
kuzely muzeme poskladat do zhruba kulového utvaru, ktery bude uvniti nepolarni a zvenéi polarni.
Takovy utvar se nazyva micela.

Lipidy, které jsme si vyjmenovali v sekci[5.2] maji hydrofobni a hydrofiln{ ¢dst pfiblizné stejnou, takze
jejich molekuly se podobaji valcim. Na rozdil od kuzeli muzeme valce skladat do plochych ttvaru,
které se budou orientovat stejné, jako kdyz k sobé pfilozime dva krajice namazaného chleba. Vznikne
dvojurstva tvorend lipidy, které budou orientovany hydrofobni ¢dsti proti sobé. Takova dvojvrstva je
zédkladem biologickych membrérﬂ

5.4 Tekutost membran

Voda a jiné latky se mohou vyskytovat v riznych skupenstvich, kterd se lis{ usporddanim a volnosti
molekul v trojrozmérném prostoru. V piripadé biomembrén se setkdvame s dvourozmérnou analogii,
mluvime o ruznych fazich lipidové dvojvrstvy. Pii nizkych teplotdch a velkém natésnani lipidovych
molekul na malé plose se tvori dvojrozmérné krystaly. Maji-li molekuly trochu vice volnosti, dochézi
k tvorbé dvojrozmérného gelu, tato fize se oznacuje Ly (obrézek . Zvysenim teploty vznika faze
kapalného krystalu L. V ni jsou stale molekuly v tésném kontaktu, mohou se v§ak navzajem pohybovat
v roviné dvojvrstvy, jako kdyz se snazite razit si cestu ulici plnou lidi. Naproti tomu je téméf nemozné,
aby se molekula ze spodni strany dvojvrstvy dostala do horni a naopak. Plynné fazi by odpovidala
tak nizka koncentrace lipidu, Ze by molekuly spolu reagovaly jen ziidka, pii ndhodnych srazkdch. To
znamend, ze by vubec nedoslo k tvoreni dvojvrstvy.

K popsanym fazovym prechodum dochazi u lipidu, jejichz hydrofobni fetézce jsou orientovany
kolmo k roviné dvojvrstvy. Fazové chovéani lipidia s Sikmo orientovanymi hydrofobnimi fetézci je o
P:@, ve které maji molekuly vice volnosti, nez v plochém gelu. Teprve dalsim fazovym prechodem vznika
faze kapalného krystalu L,,.

V biomembranach se vyskytuji lipidy prevéazné ve fazi kapalnych krystalu, velmi blizko fazovému
prechodu na gelovou strukturu. Mluvi se ¢asto o tekuté mozaice, navenek tvorici jasné definovanou
membranu, ve které se v§ak mohou molekuly volné pohybovat.

5.5 Konformace lipidi a struktura membrany

5.5.1 Vliv polarni skupiny

Polarni ¢ast lipidu se v membranach vyskytuje v pomérné piesné definované konformaci. Tato kon-
formace je dana pozadavkem, aby molekula jako celek byla zhruba valcovd a mohla tak neomezené
tvofit ploché struktury. Napiiklad v glycerolfosfolipidech obsahujicich ethanolamin jsou v gelové fazi
oba fetézce mastnych kyselin i uhlikova patet glycerolu orientovany kolmo k dvojvrstvé, zatimco Fetézec
ethanolaminu sméfuje rovnobézné s rovinou dvojvrstvy. Jde tedy o fazi Lg. Zaména ethanolaminu za

1 Vedle micel a dvojvrstev existuje celd fada moznych uspofadani, ve kterych se budou nachazet lipidy, jejichz tvar
bude néco mezi vilcem a kuzelem. V bunéénych membranach se setkdvame s podobnou geometrif napiiklad v misté styku
dvou membrén.
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Obrazek 5.1: Fazové piechody lipidovych dvojvrstev.

cholin vede ke zméné tvaru molekuly. Glycerol je stale orientovan kolmo, ale nabity retézec cholinu je
vytoCen ven do rozpoustédla a fetézce mastnych kyselin miii sikmo k roviné dvojvrstvy. Vznika tedy
faze L’ﬁ. Pokud obsahuje lipid volnou kyselinu fosforeé¢nou, je poldrni ¢dst molekuly mensi a glycerol se

orientuje rovnobézné s rovinou dvojvrstvy, aby 1épe vyplnil prostor. Retézce mastnych kyselin sméfruji
sikmo k dvojvrstvé, takze opét jde o fézi L.

5.5.2 Vliv hydrofobniho fetézce

V sekci jsme zminili, Ze tekutost membrén je dana volnosti pohybu jednotlivych molekul. Neni proto
divu, ze konformace hydrofobnich fetézcu 1zce souvisi s tekutosti biomembrany. Pokud je hydrofobni
retézec mastné kyseliny nasyceny a pokud jsou vSechny vazby v tomto fetézci v konformaci trans, zabira
tento fetézec v roviné membrany plosku o pruméru 0,42nm. Takové fetézce tedy mohou byt velmi
tésné poskladany a vyskytuji se v tuhych gelovych fazich. Rotace kolem jediné vazby do konformace
gauche(+ ) vede k ohnuti fetézce, ktery nardz zabird nékolikandsobné vice mista. Takovato konformaéni
zména tedy znamend obrovské rozvolnéni struktury v daném misté. Zminény dramaticky efekt vsak
muze byt v pfistim okamziku kompenzovan dalsi konformacéni zménou, pii které piejde vazba vzdalena
o dva uhliky od mista zlomu do konformace gauche(— ). Dva opacéné ohyby se navzajem téméi vyrusi a
dvakrat zlomeny fetézec bude zabirat jen asi o 10% vice mista nez puvodni.

V ¢em se bude lisit chovani hydrofobniho fetézce v piipadé, ze jde o nenasycenou mastnou kyselinu?
Pokud budou vSechny vazby v konformaci (¢rans), bude zabirat mnohem vice mista nez nasycend.
Mastné kyseliny totiz obsahuji dvojné vazby v konfiguraci cis, které vedou k podobnému ohybu fetézce,
jako konformac¢ni zmény popsané v pfedchozim odstavci. Pokud ale bude dva uhliky od dvojné vazby
zménéna konformace z trans na gauche, bude ohyb fetézce do zna¢né miry vykompenzovan.
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Muzeme tedy shrnout, ze zména konformace z uspotradani trans do polohy gauche muze mit v ruzné
situaci opa¢ny ucinek. V piipadé nasycenych mastnych kyselin vede ke zvySeni tekutosti, zatimco v
piipadé nenasycenych nebo jiz jednou konformacné deformovanych mastnych kyselin vede ke zvyseni
tuhosti membrany.

5.5.3 Vliv slozeni

Podobny tucinek jako konformac¢ni zmény postranniho fetéze maji i zmény slozeni membrany. Napiiklad
ptridavek cholesterolu do tésné usporadané, relativné tuhé membrany tvofené nasycenymi mastnymi
kyselinami narusi strukturu membrany a zvysi jeji tekutost. Naopak piidavek cholesterolu k relativné
tekuté membrané obsahujici znaéné mnozstvi nenasycenych mastnych kyselin vede ke zvySeni tuhosti,
protoze molekula cholesterolu muze vypliovat dutiny, které vznikly v dusledku pfitomnosti dvojnych

vazeb.

5.6 Vyssi struktury

Tak jako se biomakromolekuly navzajem spojuji a tvofi vyssi komplexy, tak i biomembrany casto in-
teraguji s ruznymi biomakromolekulami. Lipidy tak tvoii jen asi polovinu hmoty bunéénych membrén.
Velké mnozstvi proteintt nabyvé spravné konformace pouze v pritomnosti membran. Membranové pro-
teiny mohou lipidovou dvojvrstvou prochazet, a to i nékolikrat, nebo k ni mohou byt pfipojeny z jedné
¢i druhé strany. Interakce mezi proteiny a membréanou mohou byt dany hydrofobnim jevem, ale proteiny
se mohou k lipidim véazat i kovalentnimi vazbami. Podobné mohou byt k lipidim dvojvrstev vazany i
polysacharidy. Funkce membrén neni omezena jen na udrzovani tvaru bunék. Rozhodujici ¢ast tvorby
energie a regulace mnoha bunéénych procesu jsou piimo spojeny s rozdélenim prostoru biologickymi
membranami.



Kapitola 6

Interakce urcujici strukturu
biomakromolekul

6.1 Energie a entropie

Hlavnim cilem pfedchozich kapitol popsat strukturu (tedy konformaci) biomakromolekul. Vysledny sta-
ticky geometricky model je dulezitym zdkladem pro pochopeni dynamiky a funkce biologicky zajimavych
molekul na atomdrni{ trovni. V této kapitole se zamyslime nad fyzikalnimi zédkony, které stavby molekul
urcuji. Tedy nad tim, pro¢ se zkoumand molekula vyskytuje v urcité konformaci.

Hned v ivodu bychom si méli zduraznit, ze snaha o pochopeni zékladnich principu stavby molekul
nds vede k velmi zjednodusenému pohledu na molekuly. A nejen nds, stejnd zjednoduseni pouziva (a
Casto si to ani neuvédomuje) kazdy chemik, ktery kresli na papir vzorce a montuje z kulicek a trubicek
modely molekul. Prvnim zjednoduSenim je jiz to, ze ve vzorcich spojujeme nékteré atomy carkami.
Rikéme, 7e mezi témito atomy existuje kovalentni vazba. Chceme zdtiraznit, ze mezi atomy spojenymi
carkami pusobi sily, které zasluhuji zvlastni pozornost. Jenze i mezi ostatnimi atomy pusobi sily, a to
sily, které jsou popsany stejnymi fyzikalnimi zakony. Silové ptisobeni mezi atomy, které nejsou spojeny
kovalentni vazbou, muze byt dokonce silngjsi nez nékteré kovalentni vazby.

V ¢4sti[1.1.1] jsme na kovalentni vazbé zalozili rozliSovani mezi konfiguraci a konformaci. V pifrodé
ale mezi konfiguraci a konformaci zaddn4 jasna hranice neni. Otaceni kolem nékteré ,,jednoduché“ vazby
muze byt obtiznéjsi, nez otdceni kolem urcité ,,dvojné“ vazby. Znamend to, ze médme strukturni vzorce
zalozené na konfiguraci a modely zalozené na konformaci odhodit jako zbyteéné a matouci? Urcité ne,
vzorce a modely jsou velmi uziteéné pomucky, které pomahaji chdpat zédkladni pravidla a souvislosti
vystavby molekul. Musime si ale uvédomit, ze pomoci nich muzeme zakladni principy ilustrovat, ne
vsak fyzikalné vysvétlit. Proto v této kapitole vénujeme vice pozornosti fyzikalni podstaté interakci v
molekuldch.

Vyhodnost konformaci lze popsat jedinou veli¢inou, energii. Energie ma jednu zvlastnost, neni mozné
urcit jeji absolutni hodnotu. Nem4 proto smysl ptat se, jakd je energie ur¢ité konformace. Vzdy muzeme
pouze porovnavat energie ruznych konformaci mezi sebou.

Molekuly se ani v buinikdch ani ve zkumavce nevyskytuji v jednom exemplafi, ale v obrovskych
poctech. Zastoupeni konformaci v takovém souboru molekul neni déano jen energetickou vyhodnosti jed-
notlivych konformaci, ale také statistikou. Muzeme si to ukazat na jednoduchém piikladu, kde budeme
sledovat misto konformaci ruzné konfigurace. Smichame stejna latkova mnozstvi dvou kratkych peptida.
Jeden bude mit sekvenci Lys-Cys-Gly (oznaéime si KCG podle jednopismennych zkratek) a druhy Glu-
Cys-Gly (oznac¢ime si ECG). Piedpoklddejme, ze peptidy vytvoii dimery spojené disulfidovymi mustky
mezi cysteiny. Mohou tedy vzniknout homodimery KCG-KCG, ECG-ECG a heterodimer KCG-ECG.
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Nasim tkolem bude odhadnout, kolik kterych dimeru vznikne. KdyZz bychom se divali jen na energii,
tak budeme hddat, ze vznikne 100 % heterodimeru, protoze je energeticky vyhodnéjsi (obsahuje kladné
nabity lysin a zdporné nabity glutamét, které se budou pfitahovat). Kdyz bychom se divali jen na
statistiku, tak budeme odhadovat 50 % heterodimeru a 25 % kazdého homodimeru. Skute¢nost bude
samoziejmé nékde mezi.

Spravné zastoupeni konformaci v souboru molekul ndm poskytne termodynamika. Termodynamika
obvykle popisuje soubor molekul ve stavu, kdy jsou jednotlivé konformace v rovnovéaze. V rovnovaze se
nevyskytuje jedind konformace s nejnizsi energii. Statisticky je také vyhodné mit urc¢itou konformaéni
pestrost. Tu popisuje termodynamika veli¢inou entropie S, imérnou piirozenému logaritmu poctu
rozlisitelnych stavu €2. Hodnota konstanty imérnosti zavisi na jednotkach, ve kterych mérime energii.
Pro jednotky Jmol~! je konstantou imérnosti univerzalni plynové konstantaﬂ Velicina, kterd zahr-
nuje oba zminéné prispévky, energii jednotlivych konformaci i jejich pestrost, se nazyva volnd energie.
Pouzivaji se dvé definice volné energie. Obé zahrnuji entropii stejnym zpusobem, ale 1isi se v zahrnut{
préce spojené se zménami objemu do popisu energie. Helmholtzova volné energie A = U — T'S zahr-
nuje wvnitini energii U vyjadienou za predpokladu, ze se objem, ve kterém jsou molekuly uzavieny,
nemuze ménit. 7' je termodynamicka teplota. Naopak Gibbsova volnd energie G = H — T'S vychézi
z predpokladu, Zze se objem muze neomezené ménit tak, aby nedochézelo k tlakovym zménam. Misto
vnitini energie se proto pouziva velicina entalpie H, do které je zahrnuta i prace spojena s objemovymi
zménami. Rozdil mezi molarni vnitini{ energii a molarni entalpii je roven sou¢inu tlaku a moldrnimu ob-
jemu (H = U +pV). Toto ¢islo je ale pro kapalnou vodu tak malické, Ze v biochemii jsou hodnoty obou
energii prakticky stejné. Proto je i rozdil mezi Helmholtzovou a Gibbsovou volnou energii zanedbatelny.
Protoze jde o energie, muzeme spocitat pouze rozdily AG (a AA). V rovnovdze dvou konformacénich
stavu je rozdil jejich Gibbsovych energii nulovy (AG = AH —TAS = AH — RTInQ,/Qs = 0). Z toho
vyplyvéd, ze zastoupeni jednotlivych konformernich stavi lze spocitat

h
Q

=c

>
Sz

(6.1)

Tento vztah nam také k&, jaké hodnoty energie muzeme povazovat za malé a jaké za velké. Pokud
bude rozdil AH (nebo AU) vyrazné mensi nez RT', nebude pomér konformaénich stavu vibec zaviset
na energii, ale bude pouze odrézet statistiku (v nasem piipadé bude blizky jedné). Energie nizsi nez
teplotni faktor (RT =~ 2,5kJmol~! pii 300 K neboli 27 °C) miizeme proto zanedbat.

6.2 Sily ptisobici v biomakromolekulach

Energie souvisejici se strukturou molekul je téméf vyhradné elektrického puvodu. Zakladem jejiho
vypoctu je Coulombuv zdkon, uréujici jakou silou na sebe pusobi nidboje Q1 a Q2 ve vzdalenosti r

1 Q:1Q2

dmeg 12

(6.2)

kde €p = 8,854 C?2 J"' m~! je elektrickd permitivita vakua.

INa rozdil od energie je mozné uréit entropii v absolutnich &islech. Napiiklad si pfedstavme, Ze bychom vyse uvedeny
dimer peptidu pfipravili jen ze dvou molekul KCG a dvou molekul ECG. Pro prehlednost ddme molekuldm KCG poradova
¢fsla 1 a 2 a molekuldm ECG poradova &fsla 3 a 4. Existujf jen dvé moznosti, jak bude vznikld smés vypadat: bud smés
homodimeru KCG-KCG + ECG-ECG nebo dvé molekuly heterodimeru KCG-ECG. Smés homodimert muze vzniknout jen
jednim zptsobem, kdyz molekula &islo 1 zreaguje s molekulou ¢islo 2 a molekula éislo 3 zreaguje s molekulou ¢islo 4. Dvojice
hereodimeru ale muze vzniknout dvéma zpusoby: kdyz molekula ¢islo 1 zreaguje s molekulou ¢islo 3 a molekula ¢&islo 2
zreaguje s molekulou ¢islo 4, nebo kdyz molekula ¢islo 1 zreaguje s molekulou ¢islo 4 a molekula ¢islo 2 zreaguje s molekulou
¢islo 3. Homodimerni vysledek reakce tak predstavuje jen jeden rozlisitelny stav s nulovou entropii. Heterodimerni vysledek
odpovida dvéma rozlisitelnym staviim s entropii S = RIn2 = 16,6 Jmol 1 K1,
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Obrazek 6.1: Energie atomt vodiku a kysliku tvoiicich kovalentni vazbu (vlevo) a atomu helia tvoficich van
der Waalsovu vazbu (vpravo).

Molekuly ovéem obsahuji mnoho nabitych ¢astic (jader, elektroni). Proto je konkrétni vypocet
celkové energie slozity. Z praktickych diivodii se ¢asto popisuji zvlast jednotlivé typy pifspévki k celkové

6.3 Kovalentni vazby

Kovalentni vazby urcuji konfiguraci molekuly. Tyto vazby popisuji nejvyhodnéjsi prostorové rozmisténi
elektront z pohledu jejich vzdjemnych interakei a jejich interakei s jadry atomu. Popis kovalentnich
vazeb je pomérné slozity, vyzadujici kvantovy pristup. Zde se spokojime s grafem popisujicim zmény
energie béhem priblizovani atomu schopnych tvofit kovalentni vazbu (obrézekvlevo). Kdyz se takové
atomy priblizuji, prestavaji pravdépodobnost vyskytu elektronu popisovat nezavislé atomové orbitaly,
ale elektrony zacinaji byt ovlivnény i polem sousedniho jadra. Zpocatku se tak rozsiruje oblast jejich
vyskytu a klesd jejich kinetickd energieﬂ Naopak narustd potencidlni energie kvuli interakei s elektrony
sousedniho atomu. S dalsim pfiblizovdnim se oblast vyskytu elektronu zase zmensuje a jejich kineticka
energie roste. Naopak s pfiblizovanim k sousednimu jadru zacne klesat potencidlni energie elektront.
Piiblizeni atoml na tuto vzdélenost je spojeno s poklesem energie fadové o stovky kJmol~*.

Kovalentni vazby jsou velmi silné (viz tabulka , ale souvisi témér vyhradné s primarni struk-
turou. Dulezitou vyjimkou jsou disulfidové vazby mezi cysteiny, které jsou sice kovalentni, ale urcuji
tercidrni (pfipadné kvarterni) strukturu proteint. Jejich vliv je dulezity jen u proteinu vyluéovanych
ven z cytoplasmy. V cytoplasmé je totiz nadbytek peptidu glutathionu, ktery obsahuje cystein a tvoii
disulfidové vazby s proteiny na tkor intramolekuldrnich disulfidovych mustka v proteinech.

2Kvantova mechanika ukazuje, Ze nenf mozné zaroven uréit pfesné polohu a hybnost elektronu (Heisenbergovy relace
neurcitosti). Pokut tedy rozsiiime oblast vyskytu (polohy) elektronu, muzeme zizit rozptyl hybnosti. To vede ke snizen{
kinetické energie, kterd je imérna druhé mocniné rychlosti a tedy i hybnosti.
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Tabulka 6.1: Energie a meziatomové vzdélenosti kovalentnich o vazeb (Cervené), disperznich interakei (zelené)
a vodikovych vazeb (modfe). Uvedené hodnoty jsou pouze piiblizné a zdvisi na konkrétnim chemickém okolf
atomu.

Atom- --atom  Ugpy / kJ mol 1 Topt / MM Tpiy / DM

He- - -He 0,05 0,28 0,25
“H—H- 440 0,074
“H---H- 0,50 0,24 0,20
—C---H- 0,45 0,29 0,24
-C—C- 350 0,154
—C---C- 0,50 0,34 0,30
“N—N- 170 0,145
~N---N- 0,85 0,31 0,27
~NH. - -N- 13 0,31
~NH.--O- 8 0,29
~0—0- 150 0,148
~0---0- 0,95 0,30 0,27
~OH.--O- 21 0,28
~OH.--N- 29 0,27

6.4 Van der Waalsovy interakce

Van der Waalsovy sily jsou univerzalni interakce, které pusobi mezi polarnimi i nepoldrnimi molekulami
a funkénimi skupinami. Pokud sledujeme zmény energie béhem piiblizovani atomu neschopnijch tvorit
kovalentni vazbu (obrédzek vpravo), pozorujeme pokles energie, ktery vzdalené pfipomind tvorbu ko-
valentni vazby. Optimalni vzdalenosti jsou ale del$i a poklesy energie vyrazné mensi, nez pro kovalentnich
vazeb (v pifpadé atomu helia na obrdzku vpravo 0,05kJmol~!, pro atomy v biomakromolekuldch
0,5kJmol~! az 1kJmol ™!, tabulka [6.1)).

Pozorovand energie se skladd z odpudivého a ptitazlivého piispévku. Odpudivou interakei je tak-
zvand Pauliho repulze. Pti priblizovani atomu neschopnijch tvorit kovalentni vazbu totiz priblizujeme
elektrony jednoho atomu k jiz plné obsazenym orbitalum druhého atomu, coz je krajné nevyhodné. Pfi
priblizeni atomu na vzdalenost mensi, nez ozna¢enou rp;,, odpudivé sily zaénou pievazovat a s dalsim
priblizovdnim prudce narustaji. V chemii je nazyvame sterické zdbrany a vymezuji konformace, které
se v makromolekuldch vyskytnout nemohou. Napiiklad nepozorované torzni tihly a jejich kombinace v
Ramachandranové diagramu.

Pritazlivou slozkou van der Waalsovych interakci jsou takzvané disperzni sily. Jsou to interakce
pusobici mezi elektrickymi dipdly, které vznikaji pouze kratkodobé v dusledku okamzitého premisténi
elektrontt v molekule. Pokud se elektrony ve dvou nepoldarnich molekuldch posunou zéroven jednim
smérem, sniz{ se energie elektrostatickych interakei mezi molekulami (ve srovndni s dvojici stejné
vzddlenych molekul se symetrickym rozlozenim elektronu). I kdyz pro kazdou dvojici interagujicich
atomu poklesne energie jen malicko, celkovy pokles pro celou molekulu je nezanedbatelny a molekuly se
proto snazi zaujimat konformace, ve kterych jsou pokud mozno vSechny atomy v optimalni vzdédlenosti
k jinému atomu (véetné atomu rozpoustédla, tedy vody).



6.5. ELEKTROSTATICKE INTERAKCE 59

A B
$$@O
oty @
r o

Obrézek 6.2: Schematické zndzornén{ vody jako poléarn{ molekuly (A) a jako molekuly schopné tvofit vodikovou
vazbu (B).
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6.5 Elektrostatické interakce

Do této kategorie budeme fadit interakce, k jejichz popisu nepotiebujeme kvantovou mechaniku (ne-
musime brat do dvahy orbitaly). Iontové interakce predstavuji jednoduché elektrostatické odpuzovéani
stejné nabitych iontu a pritahovani opa¢né nabitych iontt. Energie téchto interakci klesa s prvni mocni-
nou vzdalenosti iontu. Dipdlové interakce jsou sily pusobici mezi elektrickymi dipdlovymi momenty, které
vznikaj{ v molekule vytvofenim nadbytku elektront v jedné ¢dsti molekuly a nedostatku elektront (nad-
bytku kladného néboje) v jiné ¢dsti molekuly (nebo chemické skupiny, napiiklad postranniho Fetézce
aminokyseliny). Molekula jako celek je pfitom navenek neutralni. Elektricky dipél méa kazdd poldrnd
vazba, tedy kovalentni vazba mezi dvéma atomy, ve které je vétsi vyskyt elektronu u jednoho z atomu.
Na obrazku je ukazana voda jako pfiklad polarni molekuly. Elektrické dipdly se navzajem scitaji,
takze vétsi ¢asti makromolekul na sebe mohou pusobit timto zptusobem. Energie interakci mezi dvéma
dipdly klesa s tfeti mocninou jejich vzdalenosti. Protoze elektricky dip6lovy moment mé nejen velikost,
ale i smér, zavisi energie interakce i na vzdjemné orientaci dipéli. Kromé interakci mezi dvéma dipdly
se setkdvame i s interakcemi mezi dipélem a iontem. Energie takové interakce klesa s druhou mocninou
vzdalenosti iontu a dipdlu a zavisi na natoceni dip6lu vzhledem k iontu.

6.6 Vodikové vazby

Vodikové vazby neboli mustky se tvoii mezi vodikem vdzanym velmi polarni vazbou na atom zvany
donor (nejcastéji na kyslik, dusik, siru) a atomem zvanym akceptor, ktery muze poskytnout elektrony
pro vytvofen{ vazby (opét nejcastéji kyslik, dusik, sira). Vliv vodiku je dobfe vidét na srovndni op-
timéln{ vzddlenosti dvou atomu kysliku interagujicich piimo (napiiklad dvou karbonylovych skupin)
s optimalni vzdélenosti dvou kysliku interagujicich vodikovou vazbou. Prestoze je v druhém piipadé
mezi atomy kysliku jesté vodik, je jejich vzdjemnd vzdalenost kratsi (0,28 nm oproti 0,30 nm v prvnim
pripadé, tabulka a obrazek [6.2B). Vodikové vazby maji ¢dstecné kovalentni charakter, ale pfevazné
jsou elektrostatické. Jejich popis je dosti slozity, protoze zavisi na orientaci zic¢astnénych dipélovych mo-
mentt. Vodikové vazby jsou slabsi nez vazby kovalentn{ (jeden vodikovy mustek snizuje energii pfiblizné
0 10kJmol™! a7z 20kJmol~!) a proto se nepovazuji za vazby uréujici konfiguraci. Velmi vyrazné vsak
zvyhodnuji uréitou konformaci.
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6.7 Stacking

Jako stacking se v anglické literature oznacuji interakce aromatickych aminokyselin v proteinech a
zejména bazi v nukleovych kyselindch. V piipadé benzenovych kruhu jde téméf vyhradné o disperzni
sily. Heterocykly béazi nukleovych kyselin maji také elektrické dipélové momenty, které k stackingu
rovnéz piispivaji. Stacking je dilezity faktor stabilizujici dvojsroubovice DNA, srovnatelny s parovanim
baz{ Watson-Crickovymi hranami. Interakee ploch béz{ (stacking, tedy disperzni sily a dipdl-dipdlové
interakce) snizuji energii paru GC o 70kJmol~! a energii paru AT o 50kJmol~}, zatimco interakce
hran (vodikové vazby a dipdl-dipdlové interakee) snizuji energii paru GC o 120kJ mol~! a energii paru
AT o0 65kJmol 1.

6.8 Karbonylové interakce

Jako posledni ptiklad v naSem netplném seznamu sil v biomakromolekulach si uvedeme interakce mezi
uhlikem jedné karbonylové skupiny a kyslikem druhé karbonylové skupiny. Energii dvou karbonylu
snizuje ¢astecné interakce jejich elektrickych dipélovych momenti a ¢dsteé¢né vyuziti antivazebného or-
bitalu 7* vazby C=O elektrony v nevazebném orbitalu 2p, kysliku druhého karbonylu. Vhodnou orien-
taci pro tuto interakci maji sousedni karbonyly pétefe proteinu v konformacich popsanych néasledujicimi
dvojicemi torznich ihla (¢, ¥): (—60°, —45°), (—=60°,+135°), (+60°,+45°), (+60°, —135°). V prvnich
dvou pfipadech jde o Sroubovici a a konformaci polyprolin-II (napfiklad v kolagenu), druhé dva piipady
jsou zrcadlové obrazy vyhodné pro aminokyseliny fady D. SniZzeni energie nenf velké (1kJmol~! az
2kJmol~!), ale v sou¢tu pro celou §roubovici neni zanedbatelné. V ptipadé konformace polyprolin-IT
vysvétluje, pro¢ tuto konformaci, kterd neni stabilizovand vodikovymi vazbami, tvoii ¢asto flexibilni
(pfirozené neusporddané) proteiny.

6.9 Voda jako rozpoustédlo

Vyhodnost uréité konformace je ddna nejenom vzdjemnym energetickym pusobenim mezi jednotlivymi
¢astmi makromolekuly, ale také interakcemi s okolnimi molekulami (pfedevsim s molekulami roz-
poustédla) a entropif celé soustavy makromolekula-rozpoustédlo. Uved'me si jaké obecné chovdni muzeme
ocekédvat u biomakromolekuly rozpusténé ve vodném roztoku iontt soli (tedy v prostiedi odpovidajicim
cytoplazmé).

Voda je mimofadnd molekula. V bézném ledu jsou molekuly ledu uspoiddany v pravidelné krystalové
miizce s maximalnim poctem vodikovych mustku, a to i za cenu vytvoreni dutin predstavujicich ztratu
disperznich interakei (obrézek vlevo). Kdyz led roztaje, krystalovd struktura se ¢dstecné zhrouti,
dutiny se zaplni, ale 80 % energie vodikovych vazeb se zachova (jejich pifspévek klesne z —50 kJ mol~*
na —40kJmol~1). Proto si i tekutou vodu mizeme ptedstavit jako soubor molekul spojenych hustou
siti vodikovych mustku. V tekuté vodé se molekuly stéle otaceji, v nové orientaci ale mohou tvofit nové
vodikové mustky s jinymi molekulami vody. Vodikové mustky se stile rusi a nové stéle vznikaji, ale
celkovy pocet vodikovych vazeb je zachovan bez ohledu na okamzitou orientaci jednotlivych molekul.

6.10 Elektrostatické interakce ve vodé

Jak ovlivni pfitomnost vody elektrostatické interakce? lonty rozpusténé ve vodé neinteraguji jenom
spolu, ale také s elektrickymi dipélovymi momenty molekuly vody. Tyto ion-dip6lové interakce predstavuji
naprostou vétsinu elektrostatickych sil ve vzorku, interakce mezi ionty samymi ptispiva k celkové energii
jen 1,25 %. Proto se ndm zd4, ze elektrostatické interakce ve vodé jsou osmdesdtkrat slabsi. Je tfeba
zduraznit, ze voda netvoii néjakou stinici bariéru mezi ionty, ktera by zeslabovala elektrostatické sily. K
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Obrézek 6.3: Struktura ledu (vlevo) a kapalné vody (vpravo). Nahoie jsou atomy kysliku zndzornény azurové
s velikosti odpovidajici ropy na obrazku dole jsou pro prehlednost zmenSeny a obarveny cervené. Atomy
vodiku jsou zndzornény bile. Dutiny ve strukturdch jsou v hornich obrazcich vyznaceny ¢erné. Kovalentni vazby
jsou v dolnich obrazcich vyznaceny hnédé, vodikové vazby azurové.
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Obrézek 6.4: A B, orientace molekul vody kolem iontového paru. Velké symboly @ a © pfedstavuji kation a
anion, malé symboly @& a © pfedstavuji parcidlni ndboje v molekule vody. C-D, vliv orientace vody na silu
elektrostatické interakce. Symboly + a — znézornuji polarizaci v dusledku orientace vody ke kationtu. Molekula
proteinu je zobrazena oranzové, isla na zlutém pozadi predstavuji relativni silu interakce vzhledem k piipadu,
kdy by kation byl ve stejné vzdalenosti ve vakuu.

zeslabeni interakci dochédzi proto, ze molekuly vody se v okoli ndboju mohou natocit tak, aby jejich elek-
trické dipélové momenty mély nejvyhodnéjsi orientaci k iontum (obréazek ) K tomu dochézi i tehdy,
kdyZ jsou ionty tak blizko sebe, Ze se mezi né molekula vody nevejde (obrézek [6.4B). Pokud se ionty
nachézi uprostied proteinu, je elektrostaticka interakce mezi nimi zeslabena mnohem méné, ptiblizné
na ¢tvrtinu az polovinu (dle konkrétnich aminokyselin v okoli). Mens{ vliv proteinu je dusledkem toho,
ze postranni Tfetézce se nemohou uvniti proteinu naticet tak snadno jako molekuly vody a nékteré z
nich jsou také méné polarni, nez voda.

Pro zahrnuti vlivu vody se nabizi jednoducha oprava Coulombova zdkona: vyndsobeni konstanty
€y ve jmenovateli koeficientem 80 pro vodu a koeficientem dva az ¢tyii pro protein. Tento koeficient
se nazyva relativni permitivita prostiedi €,. Tento ptistup je lakavy predevsim pro vypocetni metody,
protoze nijak nezpomaluje pocitani. Misto jedné konstanty se prosté pouzije jind. Obrazek [6.4C-D
ale upozornuje na tskali tohoto piistupu. Zatimco ve volném roztoku lze vliv vody opravdu popsat
konstantou €, (obrézek ), na povrchu proteinu jsou elektrostatické sily ovlivnény zpusobem mnohem
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Obréazek 6.5: Tvorba struktur stabilizovanych vodikovym miistkem v proteinech solvatovanych vodou. Atomy
uhliku jsou znidzornény cerné, atomy dusiku modfe, patef proteinu symbolizuje Cernd ¢ara. Molekuly vody,
které se neziicastiuji solvatace, jsou nakresleny ruzové, solvatujici molekuly s pouzitim stejnych barev jako na
obrazku [6.3

6.11 Vodikové vazby ve vodeé

Dale se podivejme, jaky vliv ma prostiedi vody na tvorbu vodikovych vazeb v biomakromolekulach. Ve
vakuu kazdy vodikovy mustek mezi karbonylem a amidem péteie proteinu snizi energii o 8 kJ mol~!. Po-
kud je ale protein solvatovany, tvoii i v rozbaleném stavu vodikové mustky s vodou (obrazek [6.5 vlevo).
Vytvofenim sekundérni struktury stabilizované vodikovym mustkem se celkovy pocet vodikovych vazeb
nezmeéni, misto jedné intermolekuldrni vznikne jedna intramolekuldrni (obrazek vpravo). Pfesto ma
vznik vodikového mustku v proteinu mirné stabilizujici efekt.

K pochopeni vyhodnosti tvorby vodikového mustku v biomakromolekule musime prozkoumat ent-
ropické dusledky takové zmény. Vytvoreni vodikové vazby mezi karbonylem v jednom misté patefe a
vodikem amidu v jiné ¢asti patere omezi poCet konformaci, ve kterych se muze péater vyskytovat. Proto
se entropie proteinu snizi. Tvorba vodikového mustku v proteinu se také ale odrazi na moznych orien-
tacich molekul vody, které karbonyl a amid pied vytvofenim mustku solvatovaly. Misto tvorby vodikové
vazby s proteinem, kterd vyzadovala urcitou orientaci dvou molekul vody, mohou tyto molekuly tvofit
vodikové vazby s jinymi molekulami vody kolem nich. A takové vodikové vazby se mohou vytvorit
v ruznych orientacich. Tvorba vodikové vazby v proteinu tak vede ke zvysen{ entropie vody (zvyseni
poctu stavi, ve kterych se molekula vody osvobozend ze zajeti proteinu muze nachdzet). Tento nérist
entropie vody prevazi snizeni entropie proteinu, ve kterém tvorba vodikového mustku omezi mozné
konformace patefe. Z pohledu volné energie misto zisku —8kJmol~! vnitini energie (nebo entalpie)
proteinu ziskdme entropii vody. V celkové bilanci to odpovida za pokojové teploty zisku volné energie
AG ~ —6kJmol~!. To je hodnota pomérné mald a zavisejici na konkrétni situaci.
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6.12 Hydrofobni efekt

Posledni dusledek solvatace vodou, kterému vénujeme pozornost, je hydrofobni efekt. Diive, nez se
podivame na biomakromolekuly, prozkoumejme chovani cyklohexanu, jako piikladu malé nepolarni
molekuly neschopné tvorit vodikové vazby. Na obrazku je zobrazena rovnovaha mezi cyklohexa-
nem v plynné fazi, v kapalné fazi a ve vodném roztoku. Za pokojové teploty a atmosférického tlaku
preferuje cyklohexan kapalnou fézi pred plynnou. Pro¢ ale nepreferuje vodny roztok? Z pohledu ental-
pie (nebo vnitin{ energie) je stejné vyhodné pro molekulu cyklohexanu byt obklopena molekulami vody
nebo jinymi molekulami cyklohexanu. V obou piipadech ziskdme —30kJmol~!. Je ziejmé, ze ztracime
néjakou entropii, protoze v kapaliné ma cyklohexan méné volnosti, nez v plynné fazi. Proc¢ je ale ztrata
entropie o tolik vyssi v piipadé vodného roztoku? Odpovéd je naznaéena na obrizku 7C.

Molekuly vody se vzdy snazi orientovat tak, aby mohlo vzniknout co nejvice vodikovych vazeb. Pokud
budeme predpoklddat, Ze si tekutd voda zachovavd uspoiadani ledu, muZzeme nalézt Sest orientaci,
ve kterych mif{ atomy vodiku vybrané molekuly vody k jedné ze sousednich molekul a mohou byt
donory vodikovych vazeb (obrazek ) Toto usporadani se narusi, je-li ve vodé rozpusténa molekula
neschopnd tvorit vodikové vazby. Bude-li to molekula mald (o priméru mensim nez 1nm), dokazi se
molekuly vody preskladat tak, aby celkovy pocet vodikovych vazeb ve vodé zustal zachovan a molekuly
vody zustaly tak blizko rozpusténé molekuly, aby byly i vyhodné disperzni interakce co nejsilnéjsi. Cenu,
kterou za to zaplati, bude ztrata entropie. Pokud bude jedna ze sousednich molekul vody nahrazena
molekulou latky, kterd nemuze byt akceptorem vodikové vazby (napiiklad cyklohexanem), existuji jen
tii orientace, ve kterych muze nase byt molekula vody donorem dvou vodikovych vazeb (obrazek )
Rist volné energie v dusledku reorganizace molekul vody je imérny objemu rozpusténé molekuly, nebo
spravnéji objemu dutiny, kterou musi voda pro tuto molekulu vytvorit.

Kdyz budeme zkoumat zmény volné energie pfi rozpousténi nepoldarni molekuly vétsi nez 1nm,
zjistime néco jiného. Nebudeme pozorovat ztrdtu entropie, ale naopak ztratu vyhodnych interakci,
kterd se projevi zvySenim vnitini energie. V okoli velké molekuly se jiz voda nedokaze preskladat tak,
aby neprisla o nékteré vodikové mustky. Ba ani nedokaze obklopit rozpusténou latku tak tésné, aby
byly disperzni sily tak silné, jako u malé molekuly. Toto zvySeni energie nebude imérné objemu, ale
pourchu rozpusténé molekuly. Zmény volné energie pii solvataci také zavisi na tvaru solvatovaného
povrchu. Voda v blizkosti plochého povrchu muze vytvaret tii vodikové vazby ze ¢tyf moznych, zatimco
molekula vody uzaviend v nepoldrni dutiné nemuze tvorit zddnou vodikovou vazbu.

Jakou roli hraje hydrofobni efekt ve stabilizaci nativni struktury proteinu? Pro ziskan{ zjednodusené
predstavy muzeme vyjit z toho, co jsme si fekli o solvataci cyklohexanu. Na obrazku [6.7] jsou vlevo
znazornény Ctyti hydrofobni postranni fetézce rozbaleného proteinu. Kazdy fetézec solvatuje osm mo-
lekul vody, které jsou tim omezeny v pohybu. Pro jednoduchost si predstavme, ze hydrofobni postranni
fetézce se chovaji jako cyklohexan. Poskladanim do nativni struktury, ve které postranni fetézce in-
teraguji spolu (na obrézku vpravo), se snizi pocet molekul vody potiebnych k solvataci. Uvolnéné
molekuly se tak stanou soucéasti struktury vody, ve které mohou tvofit vodikové vazby, aniz by jejich
orientace byly omezeny hydrofobni molekulou. V dusledku toho se zvysi entropie celého systému. Za
nativnich podminek je tento vzrust entropie je vétsi, nez entropicka ztrata v dasledku omezeni moznych
konformaci postrannich fetézcu. Celkové snizeni volné energie zavisi na velikosti postranniho Fetézce
(—2,5 kJmol~! pro alanin, —8 kJmol~! pro leucin, —12 kJ mol~! pro fenylalanin). I kdyZz hodnoty pro
jednotlivé aminokyseliny nejsou velké, vytvoreni hydrofobniho jadra predstavuje nejvétsi piispévek ke
snizeni volné energie pii sbaleni proteinu do nativni struktury.

Na zavér je nutno dodat, ze naSe vysvétleni sklddani nativni struktury proteinu je velmi zjed-
nodusené. Jadro proteinu neni tvoreno jen nepolarnimi postrannimi fetézci a ke stabilité proteinu
prispivaji dalsi vlivy. Navic sama fyzikalni podstata hydrofobniho efektu neni dosud plné vysvétlena.
energie proteinu sbaleného do pravidelné struktury a reorganizace molekul vody hraje pii tom dilezitou
roli.
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Obrézek 6.6: Hydrofobn{ efekt. A, bilance rovnovdh mezi cyklohexanem (svétle zelend barva) v plynné fazi,
kapalné fazi a ve vodé (azurovd barva). Vyhodné pfispévky ke zméné volné energie ve sméru Sipky jsou zelené,
nevyhodné cervené. B,C, pfic¢ina vyrazného snizeni entropie pifi rozpousténi cyklohexanu ve vodé. Zvyraznénd
molekula vody muze byt donorem dvou vodikovych vazeb (B) v Sesti orientacich v ¢isté vode, ale (C) jen ve
tfech orientacich v roztoku cyklohexanu (zndzornén svétle zelené).



66 KAPITOLA 6. INTERAKCE URCUJICI STRUKTURU BIOMAKROMOLEKUL

4 & 46

dpmé® g é
olle oMo ‘JLA X
%@

*®

-

ane

4|6 4 6
] [LA]J [

L Al A Al 4 *aAa®
°® @

Obrézek 6.7: Stabilizace sbalené nativni konformace proteinu (vpravo) hydrofobnim efektem. Hydrofobn{ po-
stranni fetézce jsou nakresleny svétle zelené, patef oranzové a molekuly vody azurovou barvou.
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6.13 Denaturace

Jestlize jsme uvedli, ze za nativnich podminek entropicky zisk molekul vody pfevazi entropickou ztratu
postrannich fetézcii uvéznénych v hydrofobnim jadfe proteinu, musime dodat, ze za odlisnych podminek
tomu muze byt jinak. Rozdil volné energie sbaleného o rozbaleného proteinu je velmi maly a zménou
vngjsich podminek (teplota, tlak, pH, piitomnost dalsich latek) muzeme rovnovéhu zvrétit ve prospéch
rozbaleného stavu. Konkrétnim provedenim tohoto procesu, zvaného denaturace, se tu zabyvat nebu-
deme. Pouze si jej zjednodusené popiseme jako rust celkového objemu molekuly V: nativni protein je
sbaleny do malé kompaktni struktury, zatimco rozbaleny denaturovany protein zabird mnohem veétsi
prostor. Co se déje s rozdilem volné energie mezi rozbalenym a sbalenym proteinem béhem denaturace,
docilené napiiklad zvySovanim teploty 77 Na zacdtku je rozdil volné energie AG kladny, rozbalenych
molekul proteinu je ve vzorku mensina. Jak objem postupné roste, vzdélenosti mezi atomy se zvysuji
a proto sldbnou disperzni sily. Disledkem je pozvolny rust rozdilu entalpie AH (nebo vnitini ener-
gie AU). Entropie se pfitom piilis nemeéni, proto entropicky pifspévek —TAS bude klesat pfiblizné
linearné s rostouci teplotou. Pro jednoduchost si muzeme piedstavit, ze dva postranni fetézce uvnitf
proteinu jsou do sebe zaklesnuté tak, Zze se nemohou volné otdcet a zustdvaji v jednom rotamernim
stavu. Moznost jejich rotace tedy k entropii nepfispivd, logaritmus jednicky (jeden rotamerni stav)
je roven nule. V urc¢itém okamziku se ale protein rozvolni natolik, Ze nase dva postranni retézce (a
mnohé dalsf) ziskaji dost prostoru k rotaci. Reknéme, Ze se najednou kazdy muze vyskytovat v jednom
ze ti{ nezakrytovych rotameri. To okamzité snizi volnou energii o —RT(In9 — In1) = —5,5kJ mol~!.
Podobné se v tu chvili uvolni i dalsi postranni fetézce a AG skokem klesne na zapornou hodnotu. V
tomto okamziku se zastoupeni sbalené a rozbalené formy proteinu prudce zméni ve prospéch rozbaleného
proteinu. Dalsi zvySovani teploty uz nic zasadniho nezméni, jen se bude dal snizovat uz tak nepatrné
zastoupeni nativniho proteinu.

6.14 Celkova bilance

Jednotlivé ptispévky k volné energii biomakromolekuly, které jsme diskutovali v této kapitole, jsou
shrnuty v tabulce [6.2} Co ndm tabulka rikd? Kovalentni vazby, ur¢ujici chemickou konfiguraci, jsou
samoziejmeé nejsilnéjsi. Nekovalentni interakce jsou v builce vyrazné slabsi, nez ve vakuu. Vyjimkou jsou
iontové interakce uvniti proteinu. Nesetkdvame se s nimi casto, ale pokud se takovy iontovy mustek
neboli solny mustek vytvoii, ma na strukturu velmi vyrazny vliv. Ostatni nekovalentni interakce za
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\Y

Obrazek 6.8: Zmény volné energie béhem denaturace proteinu. Rust celkového objem molekuly V' popisuje
snizovani kompaktnosti proteinu béhem zahiivani. Uvolnéni postrannich fetézct vedouci k prudkému poklesu
entropie je schematicky nakresleno nad grafem.
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Tabulka 6.2: Srovnani energetickych prispévka urcujicich strukturu biomakromolekul k celkové volné energii.

Typ kJmol~!  podminky

RT 2,5 pii 300K (27°C)

kovalentni vazba 350 c-C

ion-ion 460 vzdaleny 0,3 nm ve vakuu
ion-ion 150 vzdaleny 0,3 nm uvnitt proteinu
ion-ion 12 vzdaleny 0,3 nm na povrchu proteinu
dipol-dipél 30 vzdaleny 0,3 nm ve vakuu
dipol-dipél 10 vzdaleny 0,3 nm uvnitf proteinu
ion-dipol 41 vzdaleny 0,5 nm ve vakuu
ion-dipol 14 vzdaleny 0,5 nm uvnitt proteinu
vodikova vazba 10 ve vakuu (AG ~ AH)

vodikova vazba 6 ve vodé (AG = —TAS)
karbonylové interakce 2 v proteinu

hydrofobni efekt 8 na Leu

hydrofobni efekt 12 na Phe

béznych podminek v cytoplasmé (v tabulce zvyraznéné modie) prispivaji k celkové volné energii
méné a vzajemné srovnatelné. Piispévek na jednu interakci neni velky, vétsinou kolem 10kJmol~t. V
biomakromolekule je ale takovych interakei velké mnozstvi a jejich soucet muze byt vyznamny. To plati
zejména pro hydrofobni efekt, ktery stabilizuje kompaktni nativni strukturu proteinu nejvice.

Jaka je role ostatnich interakci, kdyz hydrofobni efekt stabilizuje nativni struktury nejvice? Hyd-
rofobni efekt je sice nejdilezitéjsi z pohledu volné energie, ale je strukturné nespecificky. Jde pouze o
to, aby se postranni fetézce seskupily uvniti proteinu, coz, jak vime umoznuji ruzné architektury pro-
teinu (svazky sroubovic, a-Sroubovice uspoifddané do mnohosténu, S-soudky, TIM-soudky, atd.). To,
jakou architekturu protein ¢i jind biomakromolekula vytvofi, urcuji ostatni interakce, specifické pro
danou sekundéarni a terciarni strukturu. Jejich ptispévek ke snizeni volné energie je nizsi, nez piispévek
hydrofobniho efektu, ale ne zanedbatelny.

Skutecnost, ze se celkova volna energie biomakromolekuly sklada z mozaiky mnoha malych a vzdjemné
podobnych prispévku, vysvétluje, pro¢ je obtizné nativni konformaci proteinu spocitat a pro¢ nelze
energeticky popis biomakromolekul pfilis zjednodusit. Uréité obecné zdvéry ale délat muzeme a v této
kapitole jsme tak nejednou uéinili. Muzeme si je shrnout takto:

e Kovalentni vazby urcuji primarni strukturu.

e Tontové mustky v hydrofobnim prostiedi uvniti proteinu predstavuji interakci blizici se silou ko-
valentni vazbé.

e Disulfidové mustky jsou dulezité pro tvorbu terciarni a kvartérni struktury proteinu, ale jen mimo
buiiku (v buiice jsou nahrazeny vazbou glutathionu).

e Torzn{ tihly jsou limitovany sterickou (Pauliho) repulzi.
e Voda jako rozpoustédlo mé zésadni vliv.
e Kompaktni nativni struktury jsou stabilizovany predevsim hydrofobnim efektem.

e Konkrétni konformaci (sekundérni a tercidarni strukturu) uréuji elektrostatické sily véetné vodikovych
vazeb.
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6.15 Termodynamika a kinetika

Dosud jsme se zabyvali pouze energetickym popisem souboru molekul v rovnovéaze. Pro studium struk-
tury neni ale dulezité jen energetické srovnani konformaci, ale také znalost rychlosti, se kterou muze
jedna konformace prechazet v druhou. Popisem rychlosti takovych zmén konformace se zabyva kine-
tika. Rychlost premény konformaci je opét dana energii, ne vSak energii nejvyhodnéjsich konformaci, ale
naopak energii nejméné vyhodné konformace, kterou musi molekula projit na cesté od jedné vyhodné
konformace k jiné.

Srovnéni kinetického a termodynamického popisu je ukdzano na obrazku Pro zjednoduseni zde
popisujeme konformaéni zménu spojenou pouze se zménou jednoho torzniho thlu. Béhem rotace kolem
vazby 1 se méni energie molekuly v roztoku. Tenké ¢ara ukazuje prubéh vnitini energie jedné konfor-
mace, zatimco tlustda ¢ara popisuje volnou energii souboru molekul v ruznych konformacich ostatnich
vazekﬂ Tlusta cara tedy zahrnuje i piispévek entropie. Rozdil mezi idolimi na kfivce energie urcuje
pravdépodobnost, ze se bude molekula vyskytovat v prvni konformaci, s postrannim fetézcem miiicim
do nitra makromolekuly, nebo v druhé konformaci, s postrannim fetézcem miticim do vodného roztoku.
Naproti tomu energeticky rozdil mezi tidolim a vrcholem na kfivce, takzvand aktivacni energie, urcuje
rychlost, se kterou bude prechézet konformace odpovidajici danému tdoli na konformaci druhou. Cim
je tato energetickd hradba vyssi, tim bude zména pomalejéﬂ Zatimco u malych molekul a rotaci po-
strannich fetézcu jsou aktivaéni energie zanedbatelné a konformacéni zmény probihaji velmi rychle, u
rotaci kolem vazeb v pétefi biomakromolekul se setkavame s energetickymi hradbami tak vysokymi,
ze zmény konformace jsou téméf nemozné. Tak se muze stat, ze molekula zustane po cely svij zivot
uvéznéna v jednom udoli, ackoli jiné udoli by bylo energeticky jesté vyhodnéjsi.

3Vliv rozpoustédla tentokrat zanedbavame, abychom vyklad piilis nekomplikovali. Vime ale, ze solvatace vodou hraje
v interakcich mezi molekulami zdsadni roli.
4 Pfesnéji feceno, tim bude mensi pravdépodobnost, ze ke zméné dojde.
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Obréazek 6.9: Srovnani termodynamického a kinetického popisu konforma¢ni zmény. Vlevo je schematicky
znazornéna rotace kolem vazby 1. Z moznych konformaci lisicich se rotaci kolem vazby 2 jsou zndzornéné tfi.
Vpravo je energeticky popis déje. Tenkou ¢arou je zndzornéna zavislost vnitini energie na rotaci kolem vazby
1, tlustou ¢arou je zndzornéna zavislost volné energie na rotaci kolem vazby 1. Energeticky rozdil znazornény
uprostied grafu energie (Gerné) udévd, jaké bude zastoupeni jednotlivych konformaci v rovnovdzné smési. Ener-
geticky rozdil vyznaceny vlevo (zelené) uddva rychlost pfemény levé konformace na pravou, energeticky rozdil
vyznaceny vpravo (Gervené) uddva rychlost zpétné konformaéni zmény.
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Kapitola 7

Uvod do metod strukturni
biochemie

V této ¢ésti skript si popiSeme metody, pomoci kterych muzeme struktury biologicky zajimavych makro-
molekul zkoumat. Nejdiive si ukdzeme, jak muzeme ziskat vzorek molekuly pro experimentalni metody
studia struktur. Poté si predstavime metody poskytujici informaci o struktufe primarni, o poradi mo-
nomernich jednotek v biopolymeru. Nejvice prostoru vénujeme zkoumdni konformace, hlavnimu cili
strukturni biochemie. Zamyslime se nad tim, co se o konformaci biomakromolekul muzeme dozvédét
z vypoCtu a pak se zaméifime na metody experimentalni. Abychom se v ruznosti experimentalnich
piistupu zorientovali, vénujeme jim nésledujici dvahu.

V bézném zivoté ziskdvame informace o svété kolem nds pomoci nagich péti smysla, éichu, chuti,
zraku, hmatu a sluchu. Kazdy z téchto smyslu ndm podéavé jinou informaci o okoli. Pokud nés zajima
sklenice na stole pfed ndmi, ¢ich a chuf ndm napovi, jaky ndpoj obsahuje. K tomu, abychom se dozvédéli,
jaky ma sklenice tvar a jak je plnd, musime ale zapojit jiné smysly. Predevsim zrak, pokud nevidime,
tak hmat. I sluch ndm ledacos napovi, sklenice ruznych tvaru a ruzné plné také ruzné zni, kdyz do nich
tukneme lzickou, nebo piejedeme vlhkym prstem po jejich okraji. Netopyii ¢i delfini pouzivaji sluch
misto zraku.

Podobné je tomu s experimentdlnimi metodami vyzkumu biologicky zajimavych molekul. Optické
metody, se kterymi se sezndmime v kapitole se podobaji ¢ichu a chuti, popisuji slozeni molekul,
ne jejich tvar. Tak jako ochutnanim muzeme odhadnout obsah cukru ¢i alkoholu, cirkuldrni dichrois-
mus nam fekne, kolik procent skladaného listu ¢ a-Sroubovice protein obsahuje, ale neposkytne nam
trojrozmérny model molekuly. Pokud néas zajima prostorové usporddani, musime pouzit jiné piistupy.

Kdyz vés bude zajimat tvar néjakého predmétu, nejspis se na néj podivate. Pujde-1i o néco malického,
pouzijete mikroskop. Tento piimocary pristup mé ale své hranice. Mikroskopem nemuzete pozorovat
objekt mensi, nez je vlnova délka zareni, které pouzivate. Vinova délka viditelného svétla se pohybuje
ve stovkach nanometru. Vzdalenosti mezi atomy jsou ale o malo vétsi, nez desetina nanometru. Kdyz se
podivate na spektrum elektromagnetického zafeni, zjistite, ze spravnou vlnovou délku pro pozorovani
atomu v molekule maji rentgenové paprsky. Rentgenovy mikroskop bohuzel postavit neumime, ze dvou
duvodu. Za prvé nemédme rentgenové c¢ocky. Za druhé, i kdybychom je méli, musely by ohybat zareni
s chybou mensi, nez vzdalenost atomu. Presto existuje zpusob, jak ,,vidét*“ molekuly prostfednictvim
rentgenovych paprsku. Tuto metodu si popiseme v kapitole

Pii hledani zareni s vhodnou vlnovou délkou se nemusime omezovat na elektromagnetické viny.
Kvantovd mechanika ukazuje, ze kromé ¢éstic svétla, fotont, maji vlnovou povahu i jiné ¢astice. Dva
druhy ¢astic mohou byt dostatecné urychleny, aby jejich vinova délka byla v fadu desetin nanometru.
Jsou to neutrony a elektrony. Neutrony muzeme pouzit podobym zpisobem jako s fotony, elektrony
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maji ale jednu vyhodu. Protoze jsou elektrony nabité, muzeme jejich paprsek ohybat v magnetickém
poli. Diky tomu muzeme postavit elektronovy mikroskop. Rozligeni nejlepsich elektronovych mikroskopi
se blizi atomovym vzdalenostem. Musime pfitom ale pouzivat velmi nizké davky elektrontu, abychom
neposkodili vzorek. Pii elektronové mikroskopii proto zapolime s nizkym pomérem signalu k Sumu.
Proto se pii elektronové mikroskopii vysokého rozliseni pouzivd prumérovéni vétsiho poctu obrazu.
Elektronova mikroskopie je nejuziteénéjsi pro studium nejvétsich molekul a molekulovych komplexi, pro
které je pouziti rentgenové difrakce znacné narocné. Elektronova mikroskopie a rentgenova krystalografie
se proto vzajemné dopliuji.

Tak, jak jsme si popsali metody zalozené na difrakci zareni jako obdobu zraku, muzeme najit i me-
tody predstavujici analogii hmatu. Jde o skupinu metod oznacovanou jako atomova silovd mikroskopie
(atomic force microscopy, AFM). Pti téchto metoddch se pouzivd sonda s velmi ostrym hrotem, kterd
,,0sahdva“ zkoumany vzorek podobné jako jehla gramofonu ,,ohmatava* povrch klasické vinylové desky.
Poslednim smyslem je sluch. I pro néj muzeme mezi metodami strukturni analyzy najit pfibliznou ana-
logii. Je ji nukledrni magnetickd rezonance (NMR), popsand v kapitole Podobné jako pii tukani na
sklenicku, NMR analyza poskytuje informaci o prostorovém uspotradani zakédovanou do detegovanych
frekvenci. Z tohoto pohledu jde o metodu nepfimou, podobné jako sluch: frekvence ténu odrazi plnost
a tvar sklenky, zpracovani této informace do jasné predstavy sklenice je ale pro na§ mozek dosti tvrdy
orisek.



Kapitola 8

Priprava vzorku biomakromolekul

8.1 Izolace z prirodniho materialu

Zpracovani piirodniho materidlu (rozbitych bunék, télnich tekutin a nejriznéjsich produktu, které or-
ganismus vylucuje) je nejstarsim zptsobem ziskdvani biomakromolekul. Vyhodou tohoto postupu je
snadna dostupnost vétsich mnozstvi takového materidlu. Nevyhodou je slozitost smési, ze které chceme
nasi biomakromolekulu ziskat.

Piirodni vzorek, z kterého chceme ziskat jednu €istou latku, zpravidla obsahuje tisice jinych latek.
K ziskdni té jediné pozadované je nutno navrhnout vhodny postup postupného ¢isténi (purifikacni
schéma). Takovy postup zahrnuje vhodnou kombinaci ruznych separacénich technik (metod délenf latek).
V tomto kratkém prehledu neni mozné probirat detaily purifika¢nich postupn, které se ptipad od piipadu
ligi. Zminime tedy pouze obecné piistupy k purifikaci ruznych biologicky zajimavych molekul.

Pro ¢isténi slozitych smeési biologickych latek byla vyvinuta fada separaénich metod. Tyto metody
deéli latky na zdkladé ruzné interakce molekul smési s vnéjsim polem nebo s molekulami piitomnymi
v separacnim zafizeni. Volba metody zavisi na mnozstvi latky, které chceme ziskat. K urceni sekvence
postacuji nanogramova i mensi mnozstvi, zatimco uréeni prostorové struktury vyzaduje nékolik mili-
gramu Cisté latky. Obecné lze Fici, Ze v prvnich krocich purifikaéniho postupu se pouzivaji metody, které
sice nedéli latky ptilis u¢inné, ale mohou zpracovat velké mnozstvi vzorku. V zavéru naopak prichézeji
ke slovu techniky s omezenou kapacitou (mnozstvim vzorku, které lze pouzit), ale vysokou uc¢innost{
déleni. Navic je tfeba kombinovat metody, které déli latky podle ruznych vlastnosti (napiiklad podle
velikosti molekul, sily iontovych interakef a velikosti hydrofobniho efektu) — to se tyké zejména proteinu.

K nejhrubsim délicim technikdm patii srézeni a extrakce ruznymi rozpoustédly. Lze jimi oddélit vétsi
skupiny ldtek, napiiklad nukleové kyseliny od proteini. Pomérné hrubé je také déleni na membréndach,
které umoziiuje t¥idit molekuly podle velikosti. Centrifuga¢ni metody jsou vhodné pro déleni nejvétsich
molekul. Jde o techniku Setrnou, jeji u¢innost ale neni prili§ vysokd. Elektroforézu a pribuzné metody
je mozné pouzit pro délenf latek tvorici ionty. Elektroforetické délen{ muze byt velmi G¢inné (zejména
pokud provadime elektroforézu v tenké kapildie). Timto zpusobem lze ale vétsinou zpracovat jen mald
mnozstvi latek. Nejrozumnéjsi kompromis mezi i¢innosti a kapacitou poskytuji metody kapalinové chro-
matografie. Velmi i¢inna je chromatografie na reverzni fazi, kterda déli molekuly na zakladé hydrofobniho
efektu. Nevyhodou této metody je pouzivani organickych rozpoustédel, které ¢asto porusi piirozenou
konformaci proteinti. Setrnéjsi obdobou je takzvand hydrofobni chromatografie. Velmi oblibens je ion-
toménic¢ova chromatografie, kterd je pomérné ucinnd, Setrnd a dochézi pti ni k zakoncentrovani vzorku.
Vylucovaci (gelovd) chromatografie nemd piilis vysokou kapacitu ani ¢innost, umoziuje ale Setrné
déleni molekul podle velikosti. Nejuc¢innéjsi déleni poskytuji ruzné varianty afinitni chromatografie,
které jsou zaloZeny na vysoce specifickych interakcich (napiiklad antigenu s protildtkou nebo enzymu s
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inhibitorem).

Jako priklad purifikaéniho schematu proteinu muzeme uvést postup zahrnujici srdzeni siranem
amonnym, iontoménic¢ovou, hydrofobni a vylu¢ovaci chromatografii (v tomto poradi). Mald mnozstvi
vysoce ¢istého proteinu pro urcéeni sekvence muzeme ziskat elektroforézou nebo chromatografii na re-
verzni fézﬂ v kapilarnim provedeni. Po urceni ¢astetné sekvence je pak mozné vyhledat gen piislusného
proteinu a vétsi mnozstvi vzorku pfipravit metodami molekularni biologie (viz sekci .

Nukleové kyseliny se obvykle ziskdvaji iontoméni¢ovou chromatografii nebo extrakci do smeési chlo-
roformu a fenolu a néslednym alkoholovym srazenim. K déleni DNA podle velikosti molekul se pouziva
elektroforéza v gelu. Diky parovani béazi 1ze izolovat nukleovou kyselinu, kterd obsahuje pouze uréitou
sekvenci nukleotidu. Takto izolovanou DNA obvykle vnésime metodami molekuldrni genetiky (sekce
do jiného organismu, se kterym se snéze pracuje. Jinou moznosti je urcit sekvenci z malého mnozstvi
nukleové kyseliny a pfipravit véts{ mnozstvi chemicky (sekce .

Srazeni a extrakce slouzi i k hrubému piecisténi lipida a polysacharidia. K jemnéjsimu déleni slouzi
opét chromatografie na reverzni nebo normélni fazi. Polysacharidy se ¢asto déli pomoci iontoménicové
chromatografie nebo podle velikosti vyluc¢ovaci chromatografii. Protoze stavba sacharidu a biomembran
neni piimo geneticky kédovana, jsme na studium piirodniho materidlu odkézani mnohem vice, nez v
piipadé proteinu a oligonukleotidu.

Lipidové dvojvrstvy muzeme pfipravit pomérné jednoduse smichanim piislusnych lipida. V ta-
kovém piipadé ale nejde o biomembrany v pravém slova smyslu, ale spiSe o modelové utvary, které
postradaji membréanové proteiny a jiné slozky. Studium procesu, které se na membranach odehravaji,
proto vyzaduje pripravu dvojvrstvy obsahujici potiebné membranové proteiny. Ty jsou obvykle izo-
lovény z pfirodniho materidlu s pouzitim vhodného detergentu, ktery umozni jejich rozpusténi (solubi-
lizaci).

8.2 Metody molekularni biologie

8.2.1 Principy molekularni genetiky

V pocéatcich molekuldrni biologie se zdjem badatel soustiedil na pochopeni toho, jak buiika predava a
zpracovava dédiénou informaci (na molekuldrnd genetiku). Tento cil vyzadoval nejprve zvladnuti experi-
mentdlni prace s molekulou, ktera genetickou informaci nese, s DNA. Rozvoj metod préce s nukleovymi
kyselinami umoznil, ze molekularné biologické techniky jsou dnes vyuzivédny nejen k piipravé vzorku
nukleovych kyselin, ale i vzorku proteinu. Metody genového inZenyrstvi umoziuji piipravu velkého
mnozstvi proteinu v cizim organismu (se kterym se snadnéji pracuje), zavedeni afinitni znacky (kterd
dramaticky zjednodusuje purifikaci) a uréitou manipulaci s proteinem (jako zdménu isotopu pro potieby
nukledrni magnetické rezonance nebo zdménu siry za selen vyuzivany v rentgenové strukturni analyze).

Metody molekularni biologie vychéazeji ze zptsobu, jakym se predava genetickd informace v burice.
Tento soubor slozitych déju si muzeme shrnout do nékolika bodu. Zaméiime se pritom na bakterie, se
kterymi se pracuje nejsnaze.

e Nositelem genetické informace je molekula DNA. Vétsina dédi¢né informace je v buiice ptritomna
v jedné kopii ve formé jedné nebo vice dlouhych dvojsroubovic, zvanych chromozomy. Chromozom
bakterie Escherichia coli, se kterou molekularni biologové pracuji nejcastéji, je kruhova molekula
obsahujici ¢ty miliony nukleotidi. V bakteridlnich bunkach je navic mald ¢dst genetické infor-
mace piitomna ve formé kratkych kruhovych molekul DNA, zvanych plasmidy. Obvykla délka
plasmidu je nékolik tisic nukleotida.

e Molekula DNA je z chemického hlediska souvisly fetézec nukleotidu. Z biologického hlediska si
ale tento fetézec muzeme rozdélit na kratsi uiseky, z nichz kazdy nese informaci o jedné vlastnosti

1K uréeni sekvence neni tfeba zachovat piirozenou konformaci.
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buriky. Tyto tseky se nazyvaji geny. Geny jsou ¢asti informace, nikoli struktury, sekvence nukle-
otidu kédujici jeden gen mohou byt nékolikrat prerusené sekvencemi, které nesouvisi s informaci
daného genu (takové sekvence se nazyvaji introny), nebo muze uré¢ity isek DNA kdédovat dva
ruzné prekryvajici se geny.

Béhem bunééného déleni se vytvoif kopie (replika) chromozomu, takze obé dcefinné buiiky obsa-
huji po jedné molekule chromozomové DNA. Tento proces se nazyva replikace.

e Burika si svou dédi¢nou informaci dusledné uchovdva a predava ndsledujicim generacim. Za
urcitych okolnosti si ale mohou bunky genetickou informaci vyménovat. Je-1i napiiklad zivot bak-
terie ohrozen néjakym antibiotikem, zacne bakteridlni bunka ochotné pfijimat plasmidy v nadéji,
7e néktery z plasmidi bude obsahovat gen, ktery ji pred antibiotikem ochréni (gen rezistence).
Popsanda zména genetické informace se nazyva transformace buiky.

Proces, kterym se urcita dédi¢na vlastnost projevi, se nazyva ezprese genu. Nejbéznéjsim pripadem
je syntéza proteinu kédovaného uréitym genem (exprese proteinu).

e Mi-li dojit k expresi, musi byt nejdiive piislusny gen ,,piepsan“ do molekuly RNA. Tento pro-
ces se nazyva transkripce, vznikld molekula RNA se oznacuje jako medidtorovd RNA (mRNA).
Vznikld RNA je ,,odlitkem “, nikoli kopif ur¢itého tiseku DNA, navic jsou z ni odstranény nekédujici
sekvence nukleotidu (introny) procesem zvanym sestiih.

e Béhem exprese proteint je genetickd informace prelozena podle kédovaci tabulky ze sekvence nuk-
leotidu do sekvence aminokyselin. Tento proces interpretace genetického kédu se nazyva translace.
K vlastnimu dekédovani dochézi béhem takzvané aktivace aminokyselin, kdy je kazdy aminoky-
selinovy zbytek navézan na pfislusnou kratkou molekulu RNA, zvanou transferovd RNA (tRNA).
Enzymy, které aktivaci fidi, musi rozpoznat, kterd tRNA pati{ ke které aminokyseliné (musi ,,znét
geneticky kéd ). Kazdd tRNA pak uz rozpoznd spravné misto na molekule mRNA podle pérovéni
bézi. Po navazdni tRNA na mRNA dojde k pienosu zbytku aminokyseliny na konec rostouctho
polypeptidového fetézce. Tato syntéza proteinu probihd v ttvarech zvanych ribozomy.

8.2.2 Expresni vektory

Studium eukaryotnich proteinu ¢asto probihd podle naznac¢eného schematu ,,0d genu k proteinu“. Jak
bude zminéno v sekci casto se i u proteinu nejprve izolovaného z pfirozeného zdroje postupuje ,,od
proteinu pfes gen k proteinu ‘.

Eukaryotni gen se (ve formé odpovidajici jiz sestiihané mRNA) zavede do molekuly DNA schopné
nezdvislé replikace a exprese (takzvaného vektoru, nejéastéji byva vektorem plasmid). Tim se vytvoif
takzvany expresni konstrukt, kterym se transformuje vhodny kmen FEscherichia coli. Dnes jsou k dis-
pozici kmeny, se kterymi se pohodlné a bezpeéné pracuje a které jsou ochotny podle dodané genetické
informace vyrabét velkd mnozstvi proteint pro E. coli zcela cizich.

K presné definovanému vyjmuti iseku DNA se pouzivaji zvldstni enzymy zvané restrikéni endonuk-
leasy, které specificky rozpoznédvaji kratké sekvence (nejcastéji Sesti nukleotidu). Vektory, do kterych
uisek DNA vkladdame jsou uméle pfipraveny tak, aby obsahovaly:

1. vétsi pocet mist rozpozndavanych jednotlivymi restrikénimi endonukleasami,

2. sekvence nezbytné pro replikaci a expresi vektoru v bakterii (sekvence urcujic{ pocdatek replikace,
bakteridlni promotor, coz je sekvence rozpoznavand jako zacatek transkripce, misto vazby na
ribozomy),

3. sekvenci kédujici takzvanou afinitni znacku (nékolik aminokyselinovych zbytka, obvykle histidi-
novych, které se pevné vazi k uré¢itému chromatografickému nosici),
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4. selektivni znacku, které umozni rozeznat bunky, do kterych opravdu pronikl pouzity vektor.
Nejcastéji se pouziva gen rezistence k vybranému antibiotiku. Bakterie se pak péstuji v prostiedi
obsahujicim toto antibiotikum, takze pfeziji pouze ty bunky, které pfijaly expresni vektor.

8.2.3 Molekulové klonovani

Pro dspésnou expresi proteinu je nezbytné ziskat velké mnozstvi potomku jediné buiiky, jejiz genetickou
informaci jsme upravili zavedenim genu pro nas protein. V takovém spolecenstvi, které se nazyva klon,
nesou vSechny bunky pozadovanou genetickou informaci (gen naseho proteinu).

Zékladni postup molekulového klonovani zahrnuje tii kroky:

Piiprava genu, ktery chceme do bakterie vlozit

Pfedpoklddejme, ze méme k dispozici (napifklad v jiném plasmidu) gen proteinu, odpovidajici jiz
sestfiZen(ﬂ mRNA. Tento gen muzeme rozmnozit zpusobem, ktery napodobuje replikaci v zivé burce.
Dnes se nejcastéji pouziva takzvand polymerasovd tetézovd reakce (PCR z anglického polymerase chain
reaction), kde cely proces provddime ve zkumavce a fidime jej pouze zménami teploty reakéni smeési.
Vyuzivame ptitom zvlastni vlastnosti enzymu, ktery replikaci provadi. Tento enzym neumi totiz syntézu
nového vldkna zahdajit, potfebuje jiz kousek dvojsroubovice, kterou dale umi prodluzovat. Proto musi
byt ve smési kromé dlouhého vldkna DNA (obsahujici gen) i takzvané primery — kratké tseky DNA,
jejichz béaze se paruji s konci dlouhého vlakna a vytvareji tak potiebné zarodky dvojsroubovice.

V praxi tedy postupujeme tak, Ze chemicky nasyntetizujeme (nebo si nechdme na objednavku vyro-
bit) dva kratké oligonukleotidy, které ndm budou slouzit jako primery. Nesmi byt prilis kratké, to by se
nevytvorily stabilni zarodky dvojsroubovice, naopak syntéza dlouhych primeru by byla drahd. Vhodna
délka je asi 18 nukleotidu. Primery ndm umoziuji nejen vybrat si, ktery tisesk DNA chceme replikovat,
ale také zavést nékolik koncovych nukleotidi podle nasi potfeby. Toho vyuzivame k zavedeni sekvenci,
které rozpoznaji nami zvolené restrikéni endonukleasy.

Piipravime reakéni smés obsahujici DNA s genem, primery, volnymi nukleotidy (ve formé trifosfatu,
které vyzaduje replikaéni enzym), enzymem a dalsimi ldtkami potfebnymi pro dobry prubéh reakce.

Postupné ménime teplotu reakéni smési. Pii ochlazeni se spoji primery s dlouhym vlaknem DNA/
pii optiméln{ teploté reakce dochdzi k syntéze nového vldkna DNA podle starého (obé vldkna vytvoif
dvojsroubovici), pti zahidti se dvojsroubovice rozpadne na dvé vlgkna. V dalsim kroku tedy uz za¢indme
se dvéma vlakny a po stejném teplotnim cyklu dostaneme vldkna c¢tyfi, v pfistim kroku osm, pak
Sestndct, a tak dale geometrickou fadou.

Nakonec provedeme Stépeni DNA, kterou chceme do vektoru vlozit, restrikénimi endonukleasami.
Po stépeni restrikénimi endonukleasami vznikaji kratké presahujici jednovlaknové sekvence, kterymi se
pozdéji dvé molekuly DNA spoji na zakladé parovani bazi.

Vlozeni genu do vektoru

Vektor (plasmid, do kterého chceme gen vlozit) rozstépime stejnymi restrikénimi nukleasami, jakymi
jsme §tépili DNA obsahujici nds gen. Vektory, které lze koupit, obsahuji velké mnozstvi sekvenci roz-

Po smichanim vektoru s genem dojde k parovani koncu obou molekul DNA. Molekuly ovsem dosud
nejsou kovalentné spojeny. Dalsim krokem je proto vytvoreni fosfodiesterovych vazeb mezi genem a vek-
torem pomoci specifickych enzymu. Tim vznikne expresni konstrukt, ktery muzeme vlozit do bakterie.

2Sekvence DNA odpovidajici jiz sestfizené mRNA se oznacuje cDNA.
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Transformace

K situaci, kdy je bakteridlni buiika ochotna ptijmout cizi DNA dochazi jen vyjimeéné. Chceme-li vlozit
expresni konstrukt do bakterie, musime buiiky nejdfive pfipravit a pak vystavit krizovym podminkam
(napifklad zvysené teploté). V té chvili se budou buriky citit ohrozeny a budou ochotny pfijmout expresn{
konstrukt — dojde k transformaci.

Transformované buriky nechdme mnozit na zivné pudé (médiu) s antibiotikem, proti kterému jsou
rezistentni jen bunky obsahujici pouzity vektor. Bakteridlni kulturu potom rozetieme na agarovou
plotnu tak, aby vyrostly oddélené kolonie bakterii. Kazda takova kolonie je tvofena potomky jedné
buiiky, jde tedy o jeden klon. Analyzou DNA jednotlivych klonu zjistime, které opravdu obsahuji vektor
se zaclenénym genem.

Kolonii pak pipetou nebo pédratkem pieneseme do zivné pudy a nechdme rozmnozit. Néslednou
selekei se vyberou klony bunék, které opravdu obsahuji vektor se zaclenénym genem.

8.2.4 Mistné rizena mutageneze

V nékterych piripadech nechceme zkoumat pouze protein piitomny ve studovaném organismu, ale chceme
jej néjakym zpusobem pozménit. Takovych zmén genetické informace, neboli mutact, 1ze doséhnout
pomoci metod 7izené mutageneze.

Genetickou informaci naklonovanou do vhodného vektoru lze pozménit zavedenim mutaci na presné
daném misté. Bézné strategie mistné fizené mutageneze lze rozdélit na dva druhy.

1. Prvni postup je zalozen na vystipnuti dvojfetézcového fragmentu DNA v misté, které ma byt
mutovéno (presnéji feGeno mezi nejblizsimi misty rozpozndvanymi restrikénimi nukleasami) a na
nahrazeni tohoto fragmentu umeéle pripravenym fragmentem obsahujicim pozadovanou mutaci.

2. Druhy postup vyuzivé toho, Ze dostatetné dlouhy (asi 18 paru baz{) dsek dvojsroubovice muze
byt G¢inné parovéan i v piipadé, ze jeden péar bézi neni komplementdrni (netvoii par dle Watsona
a Cricka). Vektor s naklonovanym genem se rozdéli na jednotlivd vldkna a jedno z nich se nechd
parovat s uméle piipravenym oligonukleotidem obsahujicim jeden vyménény (nepérujici) nukleo-
tid, takzvanou bodovou mutaci. Tento oligonukleotid pak slouzi jako primer pro dosyntetizovani
druhého vldkna vektoru. Mutace je tak zavedena do jednoho vlakna vysledného vektoru, které je

cely dvojfetézcovy usek molekuly DNA.

8.2.5 Bakterialni exprese

Pred expresi se transformované buiiky namnozi v potifebném objemu kultivaéniho media a vlastni
exprese se zahdji pridanim latky, kterd je nezbytnd pro transkripci genu v plasmidlﬁ — takzvanou
indukci. Nejcastéji pouzivanym organismem je E. coli, kterd predstavuje dobie definovany organismus s
geneticky upravenymi kmeny umoznujicimi vysokou expresi cizich proteinu. Pro E. coli je také komeréné
dostupny bohaty vybér vektoru.

Bakterialni exprese ma ale i své nevyhody. Bakterie neumoznuji sestfih a posttransla¢ni modifikace
eukaryotnich proteinu. Proteiny mohou byt vylu¢ovédny ne jako rozpustné makromolekuly ve spravné
konformaci, ale v nerozpustnych shlucich zvanych inkluzni téliska a disulfidové mustky nemusi byt

3Pouzivané plasmidy jsou navrzeny tak, ze misto slouzici jako pocatek transkripce, takzvany promotor, je rozpoznavano
piislusnym enzymem pouze tehdy, je-li pfitomna urcita latka. Nejcastéji se pouzivd promotor, ktery bakterie pouzivaji
k zahdjeni transkripce gent pro odbourani laktosy. Tento promotor je bézné nefunkéni, protoze se v jeho blizkosti vaze
protein, ktery jej blokuje. Kdyz ale priddme l4tku, kterd je schopna vézat se na tento protein (pouZziva se isopropylthioga-
laktosid), protein se vdze k pfidané ldtce misto k DNA a uvolni tak promotor. Volny promotor je rozpoznan piislusnym
enzymem a exprese muze zacit.
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spravneé vytvoreny. Posledné zminéné prekazky se daji ¢astecné obejit vhodnou volbou podminek exprese
(napiiklad snizeni teploty).

8.2.6 Purifikace exprimovanych proteina

Po sklizeni bunék je tfeba rozbit bunéénou sténu a izolovat exprimovany protein. Pro usnadnéni posledni
faze se Casto pripravuje protein ne ve své pfirozené formé, ale spojeny s jinym peptidem. Druhy peptid
miuze byt bud kratky (nékolik aminokyselin), nebo muze jit o cely protein.

Kratké peptidové afinitnd znacky umoznuji snadnou purifikaci (precistén{) za vzdy stejnych podminek,
bez ohledu na vlastnosti exprimovaného proteimﬂ Pouziti celého proteinu jako afinitni znacky nejen
umoziuje snadnou purifikaci, ale muze i pfiznivé ovlivnit skldddni proteinu (a tak omezit tvorbu in-
kluznich télisek). Mezi proteiny pouzivané k tomuto dcelu patii thioredoxin, glutathion-S-transferasa,
maltose-binding protein. Odstépeni proteinové znacky je umoznéno zavedenim sekvence rozeznavané
specifickou endopeptidasou jako faktor Xa.

8.3 Chemicka syntéza

8.3.1 Syntéza peptida

Syntéza biomakromolekul s pfesné danym pofadim monomernich jednotek je pomérné obtizny chemicky
ikol. Nejcastéji se pouziva syntéza na pevném nosici, na ktery je navazana posledni jednotka rostouciho
fetézce (obrazek . Vezmeéme si nas oblibeny piiklad proteinu a zamysleme se, jak bychom jej mohli
pripravit chemicky.

Kazda aminokyselina obsahuje nékolik funkénich skupin, které spolu mohou reagovat. Chceme-li z
aminokyselin syntetizovat peptid, musime zafidit, aby

e spolu reagovaly skupiny, které chceme spojit a

e nereagovaly skupiny, které chceme zachovat nedotceny.

V sekei 2:2] jsme si popsali formdln{ tvorbu peptidové vazby kondenzaci amino- a karboxyskupiny
dvou aminokyselin. Bez 1c¢inné katalyzy je ale tato reakce pfilis pomald, protoze aminy a karboxylové
kyseliny nejsou mimoiddneé reaktivni. K dosazeni prvniho cile potiebujeme proto alespon jednu funkéni
skupinu aktivovat. Z chemického pohledu je tfeba nahradit OH-skupinu karboxylu lépe odstupujici
skupinou (na obrazku je takova aktivujici skupina znézornéna trojihelnickem).

Funkéni skupiny, které spolu reagovat nemaji, potfebujeme naopak ochranit, neboli blokovat. Po
skoncen{ syntézy musime samoziejmé peptid odblokovat (Setrné odstranit chranici skupiny), abychom
ziskali molekulu identickou s prirozenym peptidem. Chrénici skupiny jsou na obréazku [8.1] predstavovény
krouzkem, plny a préazdny krouzek maji ukazat, ze je ¢asto dobré mit ruzné blokujici skupiny, které lze
odstépit nezavisle.

Obecné si postup chemické syntézy muzeme rozdélit do nékolika kroku, které budeme &islovat podle
obrazku Nejprve musime pfipravit jednotlivé stavebni jednotky s vhodné aktivovanymi a blo-
kovanymi funkénimi skupinami (1). Potom navézeme prvni (nebo posledn{) monomerni jednotku na
pevny nosi¢ (2). Z navdzané jednotky selektivné odstépime chranici skupinu, ktera az dosud blokovala

4Nejcastéji se pouzivaji sekvence Sesti histidini, které komplexuji dvojmocné kationty nikelnaté, kobaltnaté, zine¢naté,
méd naté. Protein se izoluje metalochelataéni afinitni chromatografii. Tato metoda vyuziva kolon s chelatovanymi kationty.
P#i pruchodu kolonou komplexuje kation histidiny. Sila vazby je mnohondsobné vyssi pro umélé afinitni znacky obsahujici
nékolik histidinu za sebou. Afinitné vdzany protein je mozno vymyt snizenim pH (protonace histidinu), imidazolem
(kompetice s histidinem), kyselinou ethylendiamintetraoctovou (komplexuje kationty lépe nez kolona), nebo odstépenim
afinitn{ znacky od proteinu (pokud je afinitni znacka oddélena sekvenci rozpoznédvanou specifickou endopeptidasou).
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Obréazek 8.1: Obecny postup chemické synézy biopolymeru. Jednotlivé kroky jsou popsdny v textu.
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konec rostouctho fetézce (3). Piidame aktivovanou a blokovanou druhou (nebo pfedposledni) mono-
merni jednotku (4) a prodlouzime rostouci fetézec (5). Cely postup opakujeme tolikrat, kolik jednotek
mé syntetizovany polymer obsahovat (6). Nakonec hotovy biopolymer uvolnime z nosice a odstranime
vechny chranic{ skupiny (7).

K chemické syntéze peptidu se obvykle pouziva takzvand karbodiimidovd metoda, kterd je popsana
v Dodatku Touto metodou je mozno syntetizovat i delsi peptidové fetézce. Tento postup je ale
nakladny, proto se syntetizuji vétsinou kratké peptidy, zatimco vétsi proteiny se pfipravuji metodami
molekuldrni biologie (sekce [8.2).

8.3.2 Syntéza oligonukleotidi

Postup chemické syntézy nukleovych kyselin vychézi ze stejnych principu jako peptidova syntéza. Klicem
k tspéchu je zarucit, aby se vytvoril fosfodiester mezi 5" a 3’ hydroxyly a posledni OH-skupina kyseliny
fosforecné zustala volna. Nejcastéji se pouziva takzvana fosforamiditovd metoda, kterd je popsdna v
Dodatku [B:2] V této metodé je malo reaktivni ester kyseliny fosforecné nahrazen reaktivnim diisopro-
pylamidem kyseliny fosforité, jejiz druhd OH skupina je chranéna S-kyanoethylovou skupinou.
Fosforamiditova syntéza se bézné pouziva k piipravé kratkych a stredné dlouhych oligonukleotidu pro
potieby molekulového klonovani. Pomoci metod molekularni genetiky muzeme oligonukleotidy spojovat
do delsich tseku DNA. Takto je mozné uméle pfipravovat celé geny, nutnd je pouze znalost sekvence.

8.3.3 Syntéza oligosacharidi

Princip syntézy oligosacharidu je podobny jako v piipadé peptidu a oligonukleotidu. Je nutné aktivovat
uhlik, ktery ma vytvofit glykosidickou vazbu a ochranit vSechny OH-skupiny kromé jediné, kterd se
mé na aktivovany uhlik glykosidicky vazat. K aktivaci se napiiklad pouzivaji thioglykosidy. Chrénici
skupiny musi byt ruzného druhu, aby bylo mozné odblokovat jen vybranou OH- skupinu. Nejbéznéjsim
chranénim je navdzani benzylu nebo esterifikace kyselinou (octovou, benzoovou, pivalovou, levulovou).
Chemickou syntézou je mozné pripravit kratké oligosacharidy véetné vétvenych, zdaleka vsak nejde o
rutinné zavedené metody jako v piipadé peptidu a oligonukleotidu.

8.4 Enzymova syntéza

V sekci jsme popsali, jakym zpusobem lze ziskat proteiny (a nukleové kyseliny) biosyntézou v zivé
buiice. V sekci[8.3]jsme se zminili o metoddch pifpravy biomakromolekul chemickou syntézou. Enzymova
syntéza predstavuje jakysi prechod mezi biologickou a chemickou piipravou. Stejné jako v bakteridlni
expresi vyuziva slozitych biologickych katalyzatori — enzymu, syntéza vsak neprobihd v zivé burice, ale
,,ve zkumavce* s pouzitim izolovanych enzymau.

8.4.1 Enzymova syntéza nukleovych kyselin

Nejcastéjsim piipadem enzymové syntézy je polymerdzovd tetézovd reakce (PCR), jiz zminéna v sekci
Tato metoda je pomérné jednoduchd, protoze k syntéze DNA staci jediny enzym (DNA-polymerasa).
Dalsimi slozkami reakéni smeési jsou templdt (molekula DNA nesouci genetickou informaci, podle které
syntéza probihd), primery (krétké oligonukleotidy vymezujici tu ¢dst templdtu, podle které syntéza
opravdu probéhne), stavebni jednotky (Ctyii nukleosidtrifosfity, které slouzi jako aktivované nukleotidy)
a nékolik méalo pomocnych latek. V praxi se pouzivd enzym z bakterii Zijicich v horkych pramenech,
takze chod reakce lze tidit pouhou zménou teplot Ucinnost metody je mimotfadnd, z jediné molekuly

5Enzym se neniéi ani zahf4tim téméf k bodu varu, takze jej neni tfeba béhem reakce pfidvat.
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templdtu lze ptipravit dostatetné mnozstvi DNA, aby se s ni dalo pohodlné pracovat. Pomoci enzymové
syntézy je mozno pripravit i molekuly RNA, je ale nutno pouzit jiny enzym (RNA-polymerasu).

8.4.2 Enzymova syntéza proteintu

V posledni dobé byla metoda podobnd PCR zavedena i pro syntézu proteini. Jde o takzvanou bez-
bunéénou expresi proteint (cell-free protein expression). Ve srovnani z PCR je bezbunéénd proteinovd
DNA. Exprese proteinu zahrnuje transkripci (syntézu mRNA podle templdtu DNA) a translaci, kterd
probiha na slozitych nadmolekularnich ttvarech — ribozomech. Navic nejsou aminokyseliny aktivované
jednoduchym navazanim zbytku kyseliny fosfore¢né jako nukleotidy, nybrz vazbou na relativné slozité
molekuly tRNA, které zarucuji spravné prelozeni genetické informace do sekvence aminokyselin. Proto
musi reakéni smés pro bezbunéénou expresi proteinu obsahovat mnozstvi enzymu véetné celych ribo-
zom, izolovanych z bakteridlnich bunék. Templdtem je opét DNA (ve formé vhodného vektoru), takze
enzymy musi zajistit i transkripci do mRNA. Jako stavebni bloky slouzi obvykle volné aminokyseliny,
které jsou aktivovdny az v reakéni smeési (ta musi obsahovat potfebné enzymy a tRNA izolované z
bunék). Je ale mozné pouzit aminokyseliny jiz vazané na tRNA. Vyhodou této moznosti je, Ze nejsme
omezeni na 20 geneticky kédovanych aminokyselin (synteticky muzeme pfipravit a do molekuly proteinu
zafadit 1 aminokyseliny, které se v pfirodé nevyskytuji).

V soucasné dobé nachéz{ bezbunééna syntéza uplatnéni zejména ve dvou piipadech. Prvni ptipad
zahrnuje situace, kdy neni mozné protein v bunce pfipravit (protein je pro bunku toxicky, nebo jej
enzymy builky §tépi). Druhym pifpadem jsou situace, kdy chceme pfipravit protein, ve kterém jsou
aminokyseliny jasné danym zpusobem upraveny (zaclenéni nepfirozenych nebo izotopové znacenych
aminokyselin na ur¢ité misto proteinu).

8.4.3 Enzymova syntéza oligosacharida

Pomoci enzymu izolovanych z ruznych organismu je mozné spojovat sacharidové stavebni jednotky
do oligosacharidu. Princip metody se li${ od enzymové syntézy proteinu a DNA v tom, Ze nelze pouzit
templét, ktery by definoval primarni strukturu oligosacharidu. Duvod je prosty — sacharidy nejsou pfimo
geneticky kodovany. K uréeni potradi sacharidovych jednotek a zpusobu jejich vazby se vyuziva speci-
ficity jednotlivych enzymu. Kazdy enzym je schopen katalyzovat vznik jen urcité vazby mezi urcitymi
sacharidy. V syntéze oligosacharidu jsou proto pouzivdny v kazdém kroku ruzné enzymy, podle toho
které sacharidy chceme spojit a jak. Metody enzymové syntézy oligosacharidii jsou pracné, ale vzhledem
k obtiznosti chemické syntézy jsou s oblibou pouzivany, zejména k piipravé vétsich mnozstvi oligosa-
charidu.
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Kapitola 9

Metody urcovani sekvence

9.1 Sekvenace proteini

K urcovani sekvence proteinu je mozno pristupovat dvéma zpusoby. Prvni piistup je zalozen na po-
stupném odstépovani koncovych aminokyselin a jejich analyze. Nejbéznéjsim piikladem je chemické
odbouravani Edmanovou metodou. Druhy piistup je zalozen na Caste¢ném Stépeni polypeptidového
Fetézce a analyze vzniklych $tépu (nejcastéji hmotnostni spektrometri{). Oba piistupy umoznuji sek-
venovat peptid pouze do urcité délky (maximdalné nékolik desitek aminokyselin). Pokud chceme znat
tplnou sekvenci proteinu, muzeme pouzit jeden z nésledujicich postupnu.

1. Pomoci specifickych enzymfﬂ muzeme piipravit krat$i peptidy, které je mozno sekvenovat tiplné.
Méme-li alespon dvé sady peptidu s vzajemné se piekryvajicimi sekvencemi, muzeme kombinaci
castecnych sekvenci urc¢it celkové potadi aminokyselin proteinu.

(napiiklad pfiblizné 15 aminokyselin N-konce proteinu). Z této informace je mozné odvodit nukle-
otidovou sekvenci kédujici prislusny protein (pfesnéji feceno sekvenci s nékolika nejednoznaénymi
nukleotidy v dusledku degenerace genetického kédu). Pomoci této sekvence identifikujeme gen
studovaného proteinu a sekvenaci provadime na trovni nukleovych kyselin (metody sekvenace
nukleovych kyselin jsou rychlejs{ méné pracné nez metody sekvenace proteinu).

3. Nejjednodussi postup je obejit se bez sekvenace proteinu docela a zmétit pouze hmotnosti peptidi
vzniklych $tépenim enzymy (viz postup pomoci hmotnostni spektrometrie. Pokud je znama
genetickd informace studovaného organismu, je mozné pomoci pocitacové analyzy sekvence DNA
vypocitat, jestli zmérené hmotnosti peptidu neodpovidaji néjakému proteinu kédovanému DNA.
Nalezne-li se vice takovych peptidu odpovidajicich jednomu proteinu, je velkd pravdépodobnost,
ze skutecné studujeme tento protein. Tato metoda, zvana peptidové mapovdni, je velmi rychla.
Lze ji samoziejmé pouzit pouze tehdy, je-li zndma sekvence DNA daného organismu, nebo jde-li
o protein jiz diive zkoumany a sekvenovany. Je také mozné, ze analyza nalezne velmi podobny
protein jiného organismu.

9.1.1 Edmanovo odbouravani

Podstatou Edmanovy metody je adice fenylisothiokyanatu na koncovou aminoskupinu proteinu. Takto
derivatizovanou aminokyselinu je mozno selektivné hydrolyzovat a pomoci kapalinové chromatografie

1Jako pifklad mtizeme uvést trypsin §tépici na karboxylovém konci lysinu a argininu, nebo bakteridlni endopeptidasy
jako peptidasa V8 (z bakterie Staphylococcus aureus) $tépici na karboxylovém konci kyseliny glutamové.
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urcit, které aminokyseliné odstépeny fenylthiohydantoin odpovidal. Cely postup se provadi v automa-
tickych sekvendtorech. Uspéénost Edmanova odbourdvani vyzaduje, aby se v kazdém kroku odstépila
tplné pravé jedna aminokyselina. Chyby zpusobené nedokonalosti se hromadi a omezuji délku peptidu,
ktery je mozné sekvenovat. Kdyby stépeni probihalo z 90 %, coZ je na prvn{ pohled slusnd tdcinnost,
druhy krok by probéhl pouze z 81 % (0,9%) a pii uréovani sedmé aminokyseliny uz bychom spravného
produktu ziskali méné nez polovinu (0,9 = 0,478). V praxi se vétsinou stanovuje sekvence zhruba
patnacti aminokyselin.

9.1.2 Sekvenace hmotnostni spektrometrii

Analyza derivatizovanych aminokyselin odstépovanych v jednotlivych krocich Edmanova odbouravani
vyzaduje spolehlivou chromatorgrafickou metodu. Existuje vsak jina vlastnost, kterou se aminokyseliny
lis{ a kterda je mnohem jednoznac¢néji definovéna, nez chromatografické chovani. Touto vlastnosti je
hmotnost. Pfesné méfeni tak malé hmotnosti, jako je hmotnost jednotlivych molekul, neni samoziejmé
jednoduché. Metody, které ndm to umoznuji, se souhrnné oznacuji jako hmotnostni spektrometrie (mass
spectrometry, zkratka MS) a byly vyvinuty uz pfed mnoha letyﬂ

Hmotnostni spektrometrie je zalozena na sledovani pohybu iontu v elektromagnetickém poli. V
principu nejjednodussi je urychlit iont v elektrickém poli a pak mérit dobu, za kterou proleti trubici
znamé délky. Protoze vime, jak silnym polem jsme iont urychlili, zndme jeho kinetickou energii. Z
doby pruletu umime spocitat rychlost iontu, takze urc¢eni hmotnosti z kinetické energi £ = %mv2 jiz
nic nebrdni. Tato metoda se oznacuje zkratkou TOF-MS (Time-Of-Flight Mass Spectrometry). Jinou
moznosti je sledovat, jak se zakiivuje draha iontu v magnetickém poli. Zakiiveni zavisi na hmotnosti a
naboji iontu, takze opét muzeme jednoduse spocitat hmotnost (zndme-li ndboj). Zvlastnim zptisobem
méf{ hmotnost takzvand iontovd past (ion trap). Tato past je tvorena elektrodami, které vytvéreji
kmitajici elektrické pole. V tomto poli se udrzi jen ionty ur¢itého poméru hmotnosti k ndboji. Béhem
méfeni ménime pole tvorici past a sledujeme, které ionty se jiz v pasti neudrzi a vyleti do detektoru.

Nejveétsim problémem hmotnostni spektrometrie proteint (a jinych biomakromolekul) nebylo po
dlouhd 1éta vlastni méfeni hmotnosti, ale vytvofeni iontu. Biomakromolekuly jsou sice v roztoku
piitomny jako ionty, ale je velmi tézké tyto ionty z roztoku uvolnit a poslat do hmotnostniho detektoru.
Dnes zname dvé velmi 0i¢inna feSeni tohoto problému. Prvnim fesenim je takzvany elektrospray. Jde
o zajimavy tkaz zndmy jiz dlouha léta. Pfivadime-li do oblasti silného elektrického pole roztok iontu,
kapicky roztoku se odpafuji (ztraceji molekuly vody), takze se zmensuje jejich povrch a roste pomér
naboje k povrchu, povrchové napéti nestaci udrzet kapku pohromadé, takze se t¥isti na mensi a mensi
kapicky, které se jesté rychleji odparuji a vSe pokracuje tak dlouho, az se odpaii vSechny molekuly vody
a prostorem leti ,,nahy“ iont makromolekuly.

Jinym zpusobem, jak ziskat ionty biomakromolekul, je odpafit roztok a vznikly prasek ostielovat
zdblesky laseru. V nejéastéjsim proveden{ jsou k biomakromolekule pridavény organické kyseliny (tak-
zvand matrice), které absorbuji energii laseru, chrani makromolekulu a dodavaji ji kladny ndboj. Tato
metoda se nazyva Matriz-Assisted Laser Desorption Ionization (MALDI).

Pomoci popsanych metod hmotnostni spektrometrie, které umoznuji ionizovat peptidy ve vodnych
roztocich nebo vykrystalizované s vhodnou matrici, je mozno studovat fragmenty peptidu. Tyto frag-
menty se bud’ piipravi pred analyZOLﬂ nebo, castéji, vznikaji béhem vlastniho méfeni rozpadem mole-
kul excitovanych laserovou ionizaci (takzvany post-source decay) nebo srézkami s molekulami vhodného
plynu (collision-induced dissociation).

Takto ziskand hmotnostn{ spektra maji vzhled zebticku a z rozdilu hmotnosti jednotlivych fragmenti
Ize odvodit sekvenci puvodniho peptidu. Rozliseni jedné hmotnostni jednotky stac¢i k uréeni vétsiny

2Pfesnéji feGeno, hmotnostni spektrometrie méif pomér hmotnosti a ndboje nabité molekuly.
3K tomu lze napiiklad pouzit enzymy, které nespecificky odstépuji aminokyseliny z jednoho konce, jako karboxypep-
tidasa Y.
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Obrazek 9.2: Fragmentaéni spektrum peptidu ziskané pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.

aminokyselin. Odliseni ptiblizné izobarickyc}ﬁ aminokyselin (lysin a glutamin) vyzaduje velmi vysoké
rozliSeni, zatimco izomerni aminokyseliny (leucin a isoleucin) neni mozné odlisit bez detailniho studia
fragmentace postrannich fetézcu.

Hmotnostni spektrometry detekuji pouze nabité ¢dstice (ionty). Dojde-li ke $tépeni peptidového
fetézce s ndbojem +1, muze kladny néboj zistat bud na N-koncové ¢dsti peptidu (takovy §tép se
oznacuje pismenem b), nebo na C-koncové éésti (stép y). Analyza spekter je navic komplikovéna tim,
ze ke stépeni hlavniho fetézce muze dochézet nejen v misté peptidové vazby, ale i mezi uhliky (vzni-
kaji stépy a a z) nebo mezi dusikem a a-uhlikem (vznikaji $tépy ¢ a z). Uréovani sekvence proteinu
je proto ¢asto zaloZeno na pocitacovém vyhodnoceni spekter, které muze zahrnovat vSechny uvedené
komplikace. Piiklad sekvenace kratkého peptidu (Ala-Thr-Gly-Cys) je ukézdn na obrdzku Skutecné
fragmentaén{ spektrum, ziskané metodou MALDI-TOF-MS, ukazuje obrdzek [0.2]

Sekvenace proteinii pomoci hmotnostni spektrometrie je uzite¢na i v piipadech, kdy je znamé sek-
vence DNA (gen proteinu). Pokud totiz dochéz{ k posttranslacnim modifikacim proteinu (viz sekci[2.2)),
Ize tyto modifikace z rozdilu hmotnosti odhalit.

9.2 Sekvenace nukleovych kyselin

Sekvenace nukleovych kyselin je zalozena na piipravé vzorku obsahujiciho smés oligonukleotidii s jednim
koncem stejnym ale lisici se délkou. Takova smés je pak analyzovana elektroforeticky. Podminky tvorby
smeési oligonukleotidi musi byt zvoleny tak, aby v nich byly zastoupeny vSechny délky. Vysledné elek-
troferogramy maji tvar zebticku, ve kterych oligonukleotidy lisici se o délku jednoho rezidua maji dréhu,
kterou urazi v gelu (nebo ¢as elektroforézy v kapilare), odlisnou o dobfe definovany rozdil. Vhodnou
smés nukleotidii lze vytvoiit bud ¢dsteénym odbouranim nebo netiplnou syntézou. Obé moznosti budou
popsény nize.

V principu lze pro sekvenaci nukleovych kyselin pouzit hmotnostni spektrometrii jako u proteina.
V soucasné dobé je ale toto pouzit{ spiSe vyjimkou (nize popsand enzymové sekvenace umoziuje urcit
sekvenci délky nékolika stovek nukleotidl, zatimco hmotnostni spektrometrie je limitovana nékolika
desitkami). Pokud potiebujeme zkoumat delsi dseky nukleovych kyselin, pfipravime kratsi piekryvajict
se §tépy pomoci specifickych endonukleas, podobné jako u proteint.

4Jako izobary se oznacujf ¢istice se stejnou hmotnosti. Pokud bychom pfedpoklédali, Ze hmotnost atomu uhliku je
presné dvanactkrat vétsi nez hmotnost atomu vodiku, hmotnost atomu dusiku je pfesné ¢trndctkrat vétsi nez hmotnost
atomu vodiku a hmotnost atomu kysliku je presné Sestnactkrat vétsi nez hmotnost atomu vodiku, byly by lysin a glutamin
izobary. Protoze se poméry hmotnost{ atomu nepatrné 1isi od uvedenych poméru a protoze lysin a glutamin obsahuji ruzné
pocty atomu jednotlivych prvkia, hmotnosti lysinu a glutaminu se mirné lisi.



9.3. SEKVENACE OLIGOSACHARIDU 89

9.2.1 Chemicka metoda Maxama a Gilberta

Pii sekvenaci nukleovych kyselin chemickou (odbourdvaci) metodou je nejprve tieba oznacit jeden
konec vldkna, napiifklad 5’-konec radioaktivnim fosforem 32P. Poté potiebujeme ¢étyii chemické reakee,
které prerusi vlakno v mistech jednotlivych bazi. Pro preruseni vldkna na pyrimidinech se pouziva
§tépeni pyrimidinového kruhu hydrazinem. Reaktivita bazi klesa v potradi uracil > cytosin > thymin,
takze v piripadé sekvenovani DNA lze zvolit podminky, za kterych je Stépen cytosin i thymin nebo
pouze cytosin (reakce thyminu je potlacena v piitomnosti 2M NaCl). V pfitomnosti piperidinu pak
dochézi k selektivni hydrolyze fosfoesterové vazby nukleotidu s odbouranym pyrimidinovym kruhem.
Pii stépeni na purinech se nejprve baze methyluji dimethylsulfatem. Guanin se methyluje na dusiku
7, zatimco adenin se methyluje na dusiku 3. Hydrolyzou v zasaditém prostiedi se prednostné stépi
N-glykosidicka vazba s N7-methylguaninem, zatimco v kyselém prostiedi se odstépuje guanin i adenin.
Fosfoesterova vazba se pak hydrolyzuje alkalicky pii 90 °C. Popsané reakce se provadéji za podminek
zvolenych tak, aby se kazdé analyzované vldkno stépilo v pruméru pouze jednou (pochopitelné na
ruzném misté). Vzniknou tak ¢tyii sady radioaktivné znacenych oligonukleotidu, které pii elektroforéze
vytvoi{ zebficky (obrazek , jejichz porovnanim lze snadno odecist sekvenci studovaného vlakna
DNA. Popsand metoda je vzhledem ke své pracnosti pouzivana malo, lze ji vSak prizpusobit napiiklad
vyskytu nestandardnich bazi, kde selhdva nize popsana dideoxymetoda.

9.2.2 Enzymova neboli dideoxymetoda (Sangerova)

V soucasnosti je nejbéznéjsi metoda sekvenace DNA zalozend na enzymové syntéze oligonukleotidi,
ve které sekvenovany oligonukleotid slouzi jako templdt. Pidavkem vhodného mnozstvi dideoxyana-
logu trifosfitu, ze kterych je oligonukleotid sekvenovan (ddATP, ddGTP, ddTTP, ddCTP) je zajisténo
nahodné predcasné ukonceni syntézy oligonukleotidfﬂ (tedy tvorba zebiicku v elektoferogramu, jak je
ukézano na obrazku . Sekvence, kterou pii dideoxymetodé ¢teme, neni sekvenci vlakna DNA pouzité
jako templat, ale sekvenci komplementarniho vldkna. Ctend sekvence tedy odpovids jiz sekvenci mRNA,
podle které se syntetizuje protein.

K dideoxyanalogim byvé navic vdzana néjaka fluoreskujici sloucenina, kterou lze pii elektroforéze
snadno a citlivé detekovat. Pokud pouzijeme ruzné fluorescenéni znacky pro ukonceni na jednotlivych
bazich (G, A, T, C), muzeme sekvenaci provddét v jedné zkumavce. Obrazek ukazuje, jak vypada
vysledek sekvenace s pouzitim fluorescenc¢nich znacek a délenim pomoci elektroforézy v kapilare.

9.3 Sekvenace oligosacharidu

Sekvence oligosacharidii se vétsinou provadi pomoci hmotnostni spektrometrie. Casto se kombinuje
pouziti enzymu §tépicich glykosidickou vazbu (glykosidas) specifickych pro ruzné sacharidy a typy gly-
kosidické vazby s fragmentaci béhem méfeni. Analyza spekter je obdobnd jako u proteinu, vzhledem ke

slozitosti primdrnich struktur sacharidu je ale sekvenace oligosacharidi mnohem obt{Znéjsi.

5Dideoxyanalog postrada hydroxyl v poloze 3’. Proto po jeho zabudovéni nemutze dojit k dalsimu prodluzovéni fetézce.



90 KAPITOLA 9. METODY URCOVANI SEKVENCE

*’P-CAGGTACGCGAT
hydrazin hydrazin dimethylsulfat dimethylsulfat
+ 2M NaCl ¢ ¢
PH < 7 pH > 7
piperidin piperidin ¢ ¢

90°C, pH>7 90°Cc, pH>7

¢ ¢

3’P€AGGTACGC “’P-€AGGTACGC ‘’P-€AGGTACGCGA’’P-€AGGTACGCG
32P-€AGGTAC 32pP-€AGGTAC 3?P-€AGGTACGCG *’P-€AGGTACG
*?P-€AGGT 3%p¢ *’P-€AGGTACG  “’P-€AGG
32p¢ 32p-€AGGTA 32peaG
3’P-€AGG
3?p-€aG
32P <A

/

Q @ oap4

Obrazek 9.3: Princip chemické metody Maxama a Gilberta. Ve spodni ¢dsti obrazku je schematicky zndzornéna
poloha radioaktivnich prouzku na gelu, ve kterém byly elektroforézou rozdéleny fragmenty vzniklé v jednotlivych
reakcich. Sipka vlevo uddvé v jakém sméru oligonukleotidy putovaly béhem elektroforézy.
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Obrézek 9.4: Princip dideoxymetody. Ve spodni ¢4sti je schematicky zndzornén obarveny gel po elektroforéze
produktii jednotlivych reakei. Sipka vlevo udéva v jakém sméru oligonukleotidy putovaly béhem elektroforézy.
Vsimnéte si, ze ¢tend sekvence (uprostied gelu), neodpovidd vldknu DNA, které jsme pouzili jako templat pro
sekvenaci, ale vldknu komplementarnimu.
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Obrézek 9.5: Vystup automatického sekvendtoru vyuzivajictho fluorescenéni znacky. Obrézek ukazuje zdznam
ctyt fluorescencnich detektoru, které snimaji fluoreskujici oligonukleotidy vychézejici z elektroforetické kapildry.
Cervené je znacen signal fluoroforu navézaného na ddTTP, modfe na ddCTP, zelené na ddATP, ¢erné na ddGTP
(obréazek poskytla Laboratof molekuldrni fyziologie rostlin Pifrodovédecké fakulty MU v Brné).



Kapitola 10

Vypocetni metody

10.1 Cil vypocetnich metod ve strukturni biochemii

Jednou z nejuzasnéjsich vlastnosti piirody je vSeobecny tad. I ty nejslozitéjsi déje a jevy cti zdkladni
prirodni zadkony. Dokonce muzeme fici, ze pokud jde o chemii, tak ony nejzakladnéjsi zakony jiz zndme
a umime vyjadrit neobycejné elegantnim a praktickym jazykem matematiky. Drzime v rukou Kédmen
mudre, kli¢ k strukturdm vSech molekul. Tim klicem je energie. Jak jednoduch4 je ta zakladni poucka:
Ze vsech stavi, ve kterych se muze urc¢ité mnozstvi atomu vyskytovat, je nejvyhodnéjsi ten stav,
zkoumani struktury nezndmé latky tuto strukturu prosté vypocitat. Vzdyt staéi tak mélo, pomoci rovnic,
které dobfe zname, vypocitat energii viech stavii naseho souboru atomii a z nich vybrat stav s nejnizsi
energii, matematicky FeCeno, najit globdlni minimum energie. Tento stav s nejnizsi energii, popsany
soufadnicemi jednotlivych atomu, by mél byt stabilni strukturou molekuly, kterou hledame.

Ve strukturni biochemii nebude nasim cilem pocitat, kterd konfigurace atomt ma nejnizsi energii. Jiz
sama existence izomeru naznacuje, Ze vedle sebe mohou stat molekuly s ruznou energii, aniz by se hned
preménily v tu, kterd je z nich energeticky nejvyhodnéjsi. Stavebnicové usporadani biomakromolekul
je také zaloZeno na tom, ze muze existovat obrovské mnozstvi konfiguraci lisici se poradim zakladnich
stavebnich kamenu. Toto pofadi neboli sekvenci ur¢ujeme experimentalné pomoci metod popsanych
v kapitole [0]

Cilem strukturni biochemie je urc¢it konformaci molekul s pfedem zndmou konfiguraci. Experi-
mentalni metody urcovani konformace biomakromolekul jsou ndroéné a zdlouhavé. Moznost vypocitat
konformaci molekuly se zndmou konfiguraci je proto lakava. Vyhody vypoctu ve srovnani s experi-
mentalnim uréovanim struktury jsou ziejmé na prvni pohled. Usetfime praci, ¢as a penize, které bychom
museli vynalozit na experiment. Bez nebezpeti muzeme studovat molekuly jedovaté nebo nestabilni.
Muzeme dokonce predvidat struktury molekul, které dosud nebyly vytvoreny. Navic muzeme sledovat
pohyby molekul, které jsou pfili§ rychlé nebo pomalé pro experimentalni metody. Umime ale takové
vypocty provadét?

Pro malé molekuly je analyza konformaci pomérné snadnd. Vypocty energii nejsou sice tak jed-
noduché, jak by se mohlo na prvni pohled zdat, ale dobré pocitace si s nimi celkem slusné poradi.
Prechody mezi jednotlivymi konformacemi jsou rychlé, takze muzeme predpokladat, ze ve zkumavce
mame takové pocty jednotlivych konformeru, jaké predpovidaji jejich energie. VSe se ale komplikuje,

cvvs

mezi stavy s ruznou konformaci jsou totiz pro velké molekuly obtizné a muze se stat, ze molekula po cely
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svij zivot setrva v konformaci s vyssi energii. Nédsledujici stranky by mély ukédzat, kam az ve vypoctech
konformaci biomakromolekul umime dnes dojit a jakym zpusobem se potykdme s obtizemi, které ze
slozitosti biologicky zajimavych molekul plynou.

10.2 Modely biomakromolekul

Abychom odlisili nd§ popis struktury molekuly od skutetné molekuly, budeme vypocitanou strukturu
nazyvat modelem molekuly. Slovo model budeme pouzivat v trochu obecnéjsim vyznamu, nez je kon-
strukce z trubicek a kulicek, kterou jsme nazvali modelem v sekci Model bude pro nas popisem
vSech vlastnosti struktury, které ndm vypocet poskytne. Samotny vypocet, kterym model ziskdme,
muzeme oznacit jako molekulové modelovdni.

Modely pouzivané ve vypoctech se znacné lisi v tom, jak vérné molekulu popisuji. Nejblize skute¢nosti
jsou modely, které se snazi postihnout chovéni jader i elektronu v atomech molekul. Takovy popis
vyzaduje pouziti kvantové mechaniky, protoze na chovani castice tak malé, jako je elektrony, se velmi
silné projevi, ze se idi zakony kvantové mechaniky. Kvantovijch metod je celd fada. Nékteré jsou velmi
presné, jiné vyuzivaji ruznych zjednoduseni, kterd urychluji vypocet. Ale i ty nejrychlejsi kvantové me-
tody jsou prili§ pomalé pro rutinni vypocty konformaci biologicky zajimavych makromolekul. Kvantové
metody se pouzivaji hlavné k vypoctim chovani malych molekul a ke kontrole spravnosti jednodussich
piistupu. Je také mozné, ale zdaleka ne jednoduché, pouzit kvantovou mechaniku k popisu malé ¢asti
biomakromolekuly, kde dochézi k chemickym zménam, které kvantovy popis vyzaduji. Strué¢ny piehled
kvantovych metod je v Dodatku [C]

Néroc¢nost kvantovych vypoctu vede ke snaham o zjednoduSeni popisu molekul. My se budeme
nejvice vénovat modelim, ve kterych se snazime vérné zachytit polohy jednotlivych atomu (pfesnéji
jejich jader), ale vzddvéme se popisu elektrontu. Bez elektroni nejsme samoziejmé schopni popsat fy-
zikalné spravné chemické vazby. Musime proto nalézt ndhradni popis interakci mezi atomy, jak si uve-
deme v ¢4sti[l0.3] Pro takovy popis se vzil ndzev molekulovd mechanika. Tento pristup zrychluje vypocet
natolik, Ze muzeme zkoumat i celé proteiny a pomeérné dlouhé tuseky nukleovych kyselin. Konformace
biomakromolekul vypocitané molekulovou mechanikou pouze na zakladé sekvence nejsou natolik spo-
lehlivé, abychom se obesli bez experimentdlnich metody urcovani struktury. Presto hraje molekulova
mechanika ve strukturni biochemii zasadni roli. Jednak dokaze dostate¢né spolehlivé popsat chovani
molekul, pokud jiz mame predstavu o jejich struktufe. Déle umoznuje dobfe predpovidat konformaci bi-
omakromolekul na zdkladé znamych struktur molekul s podobnou sekvenci. Pfedevsim ale molekulovou
mechaniku vyuzivaji vSechny takzvané experimentdlni metody urcovani struktur. Ve vétsiné piipadu
totiz experimentalni chyby a netuplnost namérenych dat vyzaduji, aby detaily vysledné struktury byly
vypocitdany spolehlivou metodou.

Vypocty muzeme urychlit jesté vice, pokud polohy jednotlivych atomt nahradime polohami vétsich
¢asti molekuly. Takovéto hrubozrnné modely pouzivdme k popisu velkych struktur (napiiklad biolo-
gickych membrédn nebo kvartérnich struktur).

10.3 Molekulova mechanika

Rozdil mezi kvantovou mechanikou a molekulovou mechanikou je ve vztahu k pifrodnim zakonum.
Zékladni myslenka kvantovych vypoéti je: ,,Cim vérnéji budou nase metody popisovat pifrodni zakony,
tim spis bude jejich vysledek blizky skutecnosti.“ Naopak metody molekulové mechaniky se drzi hesla:
,,Nestarame se o to, jestli jsou nase metody v souladu s prirodnimi zakony, ale dbame o to, aby jejich
vysledek byl blizky skutec¢nosti*.

Pravidla molekulové mechaniky jsou sice svym zpusobem uméld, nejsou ale vymyslena bez ohledu na
fyziku. Molekulova mechanika se opird o popis klasické mechaniky Newtonovy. Misto abychom studovali
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Obréazek 10.1: Zjednoduseny popis energie spojené se zménami vazebné délky.
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Obrézek 10.2: Zjednoduseny popis energie spojené s deformaci vazebného thlu.

jak se chova molekula, vlastné studujeme, jak by se choval jeji model z kulicek spojenych pruzinkami.
Vsimnéme si, jaky je to rozdil od kvantové mechaniky. V obou piipadech oddélime od sebe pohyby
elektront a jader. V kvantové mechanice se vypocet soustiedi pfedevsim na elektrony, protoze pravé
elektrony tvoii vazby a urcuji chemické vlastnosti molekul. V molekulové mechanice naopak ignorujeme
elektrony témér iplné. Né¢im je ovSem musime nahradit.

Vzéjemné pusobeni atomu (ve skuteénosti zprosttedkované elektrony) napodobujeme tim, ze atomy
ruzné spojujeme idedlnimi pruzinkami (obrazek . Jak si jisté vzpomenete ze stredni skoly, energii
dvou kuliéekE] spojenych idealni pruZinmE] muzeme popsat rovnici m

E = K.(r—m)?, (10.1)

kde r je okamzita vzdalenost kulicek, rg je rovnovazna vzdalenost kulicek a K. je tuhost pruziny.
V molekulové mechanice sta¢i dosadit za ry optiméalni vazebnou vzdélenost a méame energeticky popis
dvojice atomu spojenych kovalentni vazbou.

Energii spojenou s deformaci vazebnych hli muzeme popsat podobné (obrazek

E=Ky(0 —6p)?, (10.2)

kde 6 je okamzitd hodnota vazebného uhlu a 6, je nejvyhodnéjsi hodnota vazebného thlu.
Na torzni thel uz s pruzinkou nevystacime. Musime se ptat, jak se asi bude ménit energie, kdyz
budeme tocit kolem chemické vazby. Na zakladé jednoduchych ﬁva}ﬁ dospéjeme k rovnici m

E= %(1+cosn(¢>fq§0))7 (10.3)

1Pfesnéji dvou hmotnych bodi, tedy kulicek nekoneéné malych.

27 pohledu matematiky se takova pruzina chova jako harmonicky oscildtor.

3Kdybychom méli napiiklad dvé velké skupiny spojené disulfidovou vazbou, budeme ocekdvat, ze nejvyhodnéjsi bude
torzni thel ¢ = £180° (trans) a nejméné vyhodny torzni thel ¢ = 0° (cis). Takovy prubéh energie by dobie popsala
funkce %(1 + cos¢). V piipadé ethanu budou nejvyhodnéjsi torzni thly ¢ = £180° (trans) a ¢ = £180° (gauche) a
nejméné vyhodné torzni ihly ¢ = £180° a ¢ = 0°. Tomuto prubéhu by odpovidala nejlépe funkce %(l + cos 3¢).



96 KAPITOLA 10. VYPOCETNI METODY

bo ¢

Obréazek 10.3: Piiklad zjednoduseného popisu energie spojené se zménou torzntho dhlu.

kde Vjy je energie nejméné vyhodné konformace, n pozadovany pocet minim energie, ¢ okamzita
hodnota torzniho hlu a ¢y optimaln{ hodnota torzniho tthlu (obrézek [10.3).

Zde je dobré si uvédomit, v ¢em se model molekuly popsany rovnicemi[10.1] az [10.3]1is{ od fyzického
modelu z kulicek a tycinek. V piipadé fyzického modelu jsou torzni hly omezeny jen pozadavkem,
aby do sebe kulicky piimo nenarazely. Naopak vazebné délky a thly jsou pfesné dané. Takovym pevné
nastavenym vnitinim soufadnicim se fika tvrdé vazné podminky. V modelu popsaném rovnicemi[10.1| az
[10-3] nejsou optimdalni hodnoty vazebnych délek a uhlu takto striktné fixovany, ale pouze zvyhodnény
nizsi energii. Takové omezeni nékterych soutadnic takzvanymi mékkymi vaznygmi podminkami se anglicky
nazyva restmintsﬂ Meékké vazné podminky lépe popisuji skutec¢né chovani molekuly, ale vyzaduji, aby
se vazebné délky a thly pro kazdou konformaci pocitaly. Kdyz chceme urychlit vypocet, muzeme vyuzit
tvrdé vazné podminky. Za vazebné délky a uhly dosadime hodnoty, které zname dostateéné presné
z experimentu a nezajimaji nas mozné odchylky od téchto hodnot. Tim pfestanou byt vazebné délky a
thly soufadnicemi (jsou to pfedem zndmé konstanty) a roli soufadnic hraji pouze torzn{ dihly.

Umélé vztahy predstavované rovnicemi [10.1] az [10.3] molekulovd mechanika kombinuje s elektrickymi
interakcemi mezi atomy, které jsme popsali v kapitole [6] Elektrické sily muzeme popsat rovnicemi
shrnutymi v dodatku [A] Nejcastéji se pouzivé elektrostatickd energie dvou nédboji, ktera klesd s jejich
vzdélenosti (rovnice a energie disperznich sil, které klesaji se Sestou mocninou vzdalenosti atomu
(rovnice a[15.6)). Mezi atomy navic pisobi velmi silné odpudivé sily (Pauliho repulze), které brani
jejich kontaktu. Tyto sily zjednodusené popisujeme funkei klesajici s dvanactou mocninou vzdélenosti
atomu. Silovd pusobeni popsand v tomto odstavci muzeme shrnout do rovnice [10.4]

A E+CQ1Q2

riz 6 r

(10.4)

kde Q1 a Q2 jsou ndboje atomu, r jejich vzdalenost a A, B, C konstanty imérnosti.

10.4 Hyperplocha potencialni energie

Vsimnéme si, ze energie vyjadiend v rovnicich az VZdy z4visi bud na vzdédlenosti atomi, nebo
na vazebném ¢i torznim uhlu — prosté na néjakych souradnicich atomi. Kdybychom vzali jen dvé takové
soufadnice, tfeba uhly ¢ a ¥ peptidové vazby, mohli bychom si pifimo graf energie jako funkce souradnic
zobrazit. Na trojrozmérném grafu, jehoz zdkladnou by byl Ramachandranuv diagram, bychom vidéli
zprohybanou plochu pfipominajici krajinu. Udoli by odpovidala vyhodnym konformacim s minim&lni
energii a pohoti by predstavovala maxima energie (obrdzek . Tato plocha nad Ramachandranovym
grafem se nazyvé hyperplocha potencidlni energie (zkratka PES z ,,potential energy surface®). V makro-
molekule mdme soufadnic mnohem vice, takze plochu bychom museli kreslit ne nad dvourozmérnym
diagramem, ale nad mnoharozmérnym prostorem (takzvany konformacni prostor). To sice neumime,
ale matematickému urceni takové nepredstavitelné hyperplochy a hledani jejich minim nic nebrani.

4 Restraint je omezeni, nitlak.
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Obrazek 10.4: Tustrace hyperplochy potencidlni energie nad Ramachandranovym diagramem. Nejblizs{ hluboké
adoli odpovidd konformaci a-struktur, za sedlem se skryva ddoli odpovidajici konformaci v [-listech. Graf
znézornuje zavislost potencidlni energie proteinu na zméndch konformace jedné z aminokyselin.

10.5 Silové pole

Celkovou energii atomu v molekule tedy muzeme popsat jako soucet piispévku jednotlivych atomu
podle rovnic az K tomu, abychom takovy soucet uméli spoéitat, musime samoziejmé znat
¢iselné hodnoty v8ech konstant K, V., A, B, C. Odkud je ale vzit, kdyz jsme molekulu popsali zcela
uméle? Jak mame védét, jakou musi mit tuhost fiktivni pruzinka spojujici atomy v nasem modelu,
kdyz vime, ze v ptirodé atomy pruzinkami spojeny nejsou? Mame dvé moznosti, jak tento problém
vyfesit. Muzeme zméfit energii odpovidajici kmitdni atomu a do rovnice dosadit za K, takové
¢islo, aby ndm vysla stejnd energie jako zméfend. Nebo muzeme energii kmitdni atomu spocitat na
zékladé kvantové mechaniky pro malou molekulu a ziskat K, obdobnym postupem. V obou piipadech
musime samoziejmé predpokladat, ze v nasi molekule kmitaji atomy stejné jako v molekule, kde jsme
kmitani méfili, nebo jako v malé molekule, pro kterou jsme provadeéli kvantovy vypocet. Optimalni
vzdalenosti atomu zase muzeme ziskat z rentgenové strukturni analyzy krystala, jak o tom bude feé¢
v kapitole

Soubor rovnic [10.1| az a Ciselné hodnoty parametru K, V', A, B, C pro seskupeni atomu, kterda
nachézime v biomakromolekulédch, se nazyvaji silové pole a predstavuji srdce kazdé metody molekulové
mechaniky. Postup, kterym se z experimentu nebo z kvantovych vypoc¢tu urcuji parametry K, V', A, B,
C, se oznacuje pojmem parametrizace silového pole.

10.6 Implicitni a explicitni solvent
Konformace biomakromolekul je do zna¢né miry urcena prostiedim, ve kterém se nachézi. Zjednoduseny

popis energie umoznuje molekulové mechanice vypocty nejen pro celé biomakromolekuly, ale i pro nej-
blizsi okoli téchto molekul. Tak je mozno studovat biologicky zajimavé molekuly v jejich pfirozeném
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Obréazek 10.5: Periodické okrajové podminky pro vypocet struktury proteinu s explicitnim solventem
(zndzornén ¢ervenymi teckami).

prostiedi, ve vodném roztoku. Tento pritazlivy tkol s sebou pochopitelné nese otdzku, jakym zpusobem
vodu do vypoctu zahrnout. Vliv rozpoustédla se popisuje jednou ze dvou metod. Prvni z nich, zvana
metoda tmplicitniho solventu, je vypocetné velmi snadna. Vyuziva toho, ze sila elektrickych interakci
je nepfimo umeérna elektrické permitivité prostiedi. Nejjednodussiho piiblizeni vodnému prostiedi je
tak mozné dosdhnout vyndsobenim hodnoty elektrické permitivity vakua ey v Coulombové zdkoné (rov-
nice vhodnou konstantou, zvanou relativni permitivita e,. Pouziva se bud hodnota e, konstantni,
vsude stejnd, nebo zavisla na vzdalenosti atomu. Vyhody i tskali tohoto pfistupu jsme uz zminili v

¢asti 6100

Druhy zpusob zahrnuti rozpoustédla je mnohem primocarejsi. K modelu biomakromolekuly se ptimo
pridaji modely molekul vody. Tato metoda explicitniho solventu je samoziejmé vypocetné narocné,
pocet atomu, se kterymi se pocitd, musi zahrnovat i atomy vody. Neni mozné obalit makromolekulu jen
tenkou vrstvou molekul vody, vidyt v piirodé je voda v celém prostoru buiiky. Jak ale takové prostiedi
namodelovat, aby se ndm molekuly vody nerozprchly do prostoru, nebo aby se neprojevily vlivy stén,
do kterych bychom je uzavieli? Elegantni feSeni nabizeji takzvané periodické okrajové podminky. Kolem
makromolekuly naprogramujeme krabici, jejiz vnitfek pravé stény se bude zaroven chovat jako vnéjsi
strana levé stény. Molekula vody, ktera z krabice utece pravou sténou do ni zaroven levou sténou znovu
vstoupi. Totéz bude platit pro pfedni a zadn{ sténu a pro dno a viko (obrézek . Takové zazracné
chovani lze matematicky jednoduse zatidit. Vlastné odpovidd tomu, jako kdybychom méli identické
krabice s makromolekulou pravidelné poskladany vedle sebe ve vSech smérech.
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10.7 Vypocet elektrostatickych interakci

Dalsi komplikaci, kterou je tfeba vyftesit pro rychly vypocet, je daleky dosah elektrostatickych interakci.
V makromolekule interaguje kazdy atom s kazdym. Pocet vypoctu elektrostatickych interakci by meél
byt tedy pfiblizné imérny druhé mocniné po¢tu atomu, coz je pro makromolekulu velké ¢islo. Vypocet
se vyrazné zrychli, kdyz zanedbdme interakce vzdédlenych atomu. To muZeme bez obav udélat pro van
der Waalsovy sily, které se vzddlenost{ rychle klesaji. Jak ukazuje rovnice [I5.1] v Dodatku, elektrosta-
tické interakce klesaji se vzddlenosti velmi pomalu. ,,Ufiznuti* interakci v ur¢ité vzdalenosti zpusobi
nepfirozeny skok v hodnotéach energie, ktery vede k vypocetnim chybam. Pokud se budeme snazit posu-
nout hranici zanedbédni co nejdéle a zaroven pouzivame metodu explicitniho solventu, dostavame se do
dalsich obtizi. Hranice zanedbani bude vétsi nez rozméry krabice, takze budeme obc¢as pocitat interakce
atomu vody se sebou samym.

Rozumny kompromis mezi presnost{ a rychlost{ vypo¢tu nabizi metoda PME (Particle Mesh Ewald).
Tato metoda je vhodna zejména pro vypocty nukleovych kyselin, v nichz kazdy nukleotid obsahuje
zaporné nabity fosfat a elektrostatické sily se proto projevuji velmi vyrazné.

Metoda PME zjednodusSuje vypocet tim, ze elektrostatické interakce pocita pro jednotlivé molekuly
vody jen do urcité vzdalenosti od biomakromolekuly. Ve vétsich vzdalenostech vyuziva skutecnosti, ze
energie elektrostatické interakce je imérna prevrdcené hodnoté vzddlenosti. Diky tomu, ze nase mo-
lekuly jsou umistény v periodicky se opakujicich krabicich, muzeme pro vypocty veli¢in zdvisejicich
na prevracené hodnoté vzdalenosti pouzit velmi rychlou vypocetni metodu zalozenou na Fourierové
transformaciP}

10.8 Hledani lokalniho minima energie
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lekuly zavisi na mnozstvi proménnych, které popisuji stav atomt v molekule. Proto s energii zachdzime
jako s funkci mnoha proménngch. Kdyby energie zavisela jen na jedné proménné, nasli bychom minimum
snadno podle nasledujicich poucek:

e Jestlize je prvni derivace funkce pro ur¢itou hodnotu proménné rovna nule, pak mé funkce v daném
bodé minimum, maximum, nebo inflexni bod.

e Jestlize je druha derivace funkce pro stejnou hodnotu proménné vétsi nez nula, ma funkce v daném
bodé minimum (zapornd druhd derivace odpovidd maximu a nulovd druhd derivace odpovida
inflexnimu bodu).

Pokud jde o funkci vice proménnych, nestaci k hledani minima jediné ¢islo. Musime pocitat derivace
funkce podle vsech proménnych. Prubéh funkce v urc¢itém bodé popisuji vektory, které obsahuji prvni a
druhé derivace v daném bodé podle vSech soufadnic. Matematicky se vektor prvnich derivaci oznacuje
jako gradient a vektor druhych derivaci jako hessidn.

Gradient je pro hleddni minima uziteény, protoze ukazuje smér nejprudsiho rustu funkce. Minimum
pozname podle toho, ze v daném bodé bude gradient nulovy a ve vS8ech okolnich bodech bude gradient
smérovat pry¢ od daného bodtﬂ Kdyz se vyddme z ruznych bodu proti sméru gradientu, méli bychom
skoncit ve stejném bodé, v minimu. Pokud tomu tak opravdu je, fikdme, ze nas vypocet konvergoval.

5Fourierova transformace pievadi pomoci sumace (souétu) periodickou funkci proménné z na funkci proménné 1/z.
Pro tento vypocet existuje velmi rychly algoritmus. S Fourierovou transformaci se setkdme pozdéji pfi popisu zpracovani
difrakénich dat a signdlu nukledrni magnetické rezonance.

6Vedle metod zalozenych na derivacich, jako je gradientovd metoda, je mozné pouzit i nederivaéni metody, jako je
metoda simplexovd (na po¢dtku ndhodné zvolime proménné, ty potom ménime a sledujeme, které zmény vedou ke snizen{
energie). Volba nejvhodnéjsi metody zavisi na po¢tu proménnych, na tom jak jsme daleko od minima a na tom, jak citlivé
zavisi energie na jednotlivych proménnych. V priabéhu minimalizace byvé uzitecné metody stiidat.
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V praktickém vypoctu samoziejmé nedosdhneme naprostou shodu a neménnost (nulovou derivaci).
Proto musime stanovit hranici, pod kterou uz jsme ochotni odchylky zanedbat a Tici, ze jsme dostatecné
blizko minima. Podminky, které tuto hranici definuji, se nazyvaji konvergencni kritéria.

10.9 Prohledavani plochy potencialni energie

Hledéni lokalniho minima ma4 jedno dulezité omezeni: ,,umi béhat jen z kopce“. To znamen4, ze metoda
dospéje vzdy na dno toho udolicka hyperplochy potencialni energie, ve kterém se uz od zacatku nachézi.
N4s ovSem zajimaji viechna idolf, zejména to nejhlubsi. Proto se minimalizace popsand v ¢4sti[I0.8|casto
kombinuje s metodami, které nas umi pfenést i pfes pohoti potencialni energie. Tyto metody pfipominaji
postup detektiva, ktery hledd ve mésté podezielé. Muze k tomu pfistupovat raznym zpusobem:

1. Detektiv muze postupovat systematicky, dim od domu. Tomu odpovidd metoda systematického
prohleddvdni (grid search). Jako piiklad si muzeme vzit opét Ramachandranuv diagram. Budeme
systematicky zvysovat thly ¢ a 1 po péti stupnich a pro kazdou dvojici ihlu vypocitdme energii.
Abychom prohledali cely diagram, musime takovych vypocti provést 72 krat 72, to je 5184.

2. Detektiv muze zcela ndhodné brat za kliky ruznych domu. Podobné my muZzeme volit hodnoty
ihla ¢ a ¥ ndhodné, hodit si vzdycky kostkou nebo zatocit ruletotﬂ Celkem trefné se tyto metody
oznacuji Monte Carlo.

3. Detektiv muze postupovat inteligentné a prohledat nejdiive nejpodezielejsi mista. Odpovidajici
metody se ozna¢uji pifzviskem Single-Coordinate Driving (SCD). Na hyperplose potencidlni ener-
gie nelozime tvrdosijné cesta-necesta pres véechny vrcholky, ale hleddme nejpohodInéjsi prusmyky.
Neprozkouméame, pravda, cely Ramachandranuv diagram, ale projdeme tu &ast, kterd je pro
chemika nejzajimavéjsi (stabilni konformace). Cas, ktery usetifme, mizeme vénovat piesnéjsim
vypocétum.

4. Detektiv muze sledovat pohyb ve mésté a ¢ekat, az pachatel sém dorazi na misto éimﬂ Takovym
zpusobem funguje molekulovd dynamika, kterou se budeme zabyvat v pristi ¢dsti.

10.10 Molekulova dynamika

Molekulova dynamika je metoda napodobovani pohybt v molekule. Pomoci této metody muzeme nejen
prohledavat konformacni prostor, ale studovat i samotné molekulové pohyby. Vérna heslu molekulové
mechaniky, molekulovd dynamika nevychézi z pohybové rovnice kvantové chemie (Schrodingerova rov-
nice), ale pouziva jednodussiho popisu klasickymi Newtonovymi pohybovymi rovnicemi. Postup vypoétu
probiha podle nésledujiciho scénaie.

1. Metoda zaéind s modelem molekuly, ktery je popsin né&jakymi pocatecnimi soufadnicemi atomu
v molekule.

2. Silové pole nam tekne, jaka je energie celé molekuly v misté uréeném danymi soufadnicemi atomu.

3. Vypocitdme sily, které pusobi na jednotlivé atomy (sila je derivace energie podle souradnice).

7V praxi asi pouzijeme funkci poéitace, kterd generuje pseudonghodné &fisla.

8Problémem tohoto piistupu je, ze detektiv misto ¢inu dopfedu nezni. Muze sedét za kominem a rozhlizet se, kde se
co déje, ¢ast vyhledu mu ale budou zakryvat nedaleké mrakodrapy. Pokud bude pachatel loupit v jejich skrytu, zustane
neodhalen.
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4. Podle Newtonova zdkona sily (F' = ma) vypocitdme zrychleni atomu. Zrychleni je oviem zména
rychlosti za ¢asovy 1sek a rychlost zase zména soutadnice za ¢asovy tsek. Kdyz zvolime dostateéné
kratky casovy tusek (casovy krok), muzeme piedpoklddat, ze se v prubéhu kroku rychlost atomi
neméni, a snadno vypocitat zménu souradnic. Rychlost pfitom udava kinetickou energii atomu
v daném case.

5. Nové soufadnice pouzijeme misto po¢atecnich v kroku [I]a cely postup opakujeme. Sily, zrychlent,
rychlosti a souradnice se méni po skocich (cely postup se oznacuje jako leap-frog algorithm).

Pro molekulovou dynamiku je velmi dulezita volba spravné délky casového kroku. Zvolime-li krok
prilis kratky, daleko v konformacénim prostoru soutadnic nedorazime. Ptili§ dlouhy krok nés naopak
vystavuje nebezpeci, ze se atomy budou pohybovat konstantni rychlosti prili§ dlouho a dostanou se
daleko od rovnovéahy. V piistim kroku se budou snazit chybu napravit, nasad{ rychlost opa¢nym smérem,
diky dlouhému kroku se dostanou jesté dal od rovnovahy opaé¢nym smérem. Molekula se tak nepfirozené
rozkmitd, dojde ke srazkam atomu a posléze cely vypocet zhavaruje. Vhodny ¢asovy krok by mél byt
proto vyrazné kratsi, nez doba vlastnich vibraci chemickych vazeb. Protoze vazba C—H kmit4a s periodou
asi 10 fs, pouzivd se krok dlouhy jednu femtosekundu (10~1°s).

V kroku[I|naseho scéndfe jsme zminili, ze vypocet zahajujeme s n¢jakymi pocdtecnimi souradnicemi.
Tyto pocdteéni souradnice, které definuji startovni konformaci, musime odnékud vzit. Za pocatecni
konformaci muzeme zvolit bud konformaci, kterou uz zndme z experimentu (tfeba nepiesné), nebo
nahodné sbalenou molekulu.

V kroku [ jsme popsali, jak ze zrychlen{ uréime, o kolik se zménila rychlost atomu. Jakou rychlost{ se
ale pohybovaly atomy na zacitku? Zde si pomuzeme tim, Zze pohyby atomu a molekul se navenek projevi
jako teplota. Pokud predpoklddame, ze molekula je v takzvané tepelné rovnovdze, muzeme vypocitat sta-
tistické rozdéleni rychlosti podle Maxwellovy-Boltzmannovy rovniceﬂ Jako hodnoty pocatec¢nich rych-
losti tedy muzeme pouzit ndhodné rychlosti, které spliuji Maxwellovo-Boltzmannovo rozdéleni pro
zvolenou teplotu. Teplotu muzeme vyuzit i béhem vypoctu. Po kazdém kroku nebo po nékolika krocich
muzeme zkontrolovat vypoctené teploty a vyndsobit kazdou z nich takovym ¢islem, aby vysledek od-
povidal pozadované teploté. Tak vlastné donutime molekulu udrzovat stejnou teplotu, proto se této
tpravé rychlosti ik termostat.

Jak muze takovy vypocet molekulové dynamiky vypadat v praxi? Na zacatku si zvolime startovni
konformaci biomakromolekuly, pfiddme k nf{ molekuly vody a iontu (aby byl cely soubor navenek ne-
utrdlnf), vypocitdme pocdtecni teploty. Potom nechdme makromolekulu v klidu, minimalizujeme ener-
gii vzhledem k soufadnicim atomu molekul vody a iontu. Nechdme molekuly vody a ionty ustalit
v kratkém vypoctu molekulové dynamiky. Takovym predbéznym vypoctum fikame ekvilibrace systému.
Ziskdme tak (dosud nehybnou) makromolekulu obklopenou vhodné usporddanym roztokem ionti. Po-
tom zahdjime vypocet dynamiky biomakromolekuly. Nejprve postupné zvysujeme teplotu a uvolnujeme
soufadnice makromolekuly. Po dosazeni cilové teploty nechdme molekulu néjakou dobu ustélit a pak
sledujeme zmény konformace. Tuto ¢ast vypoctu oznacujeme jako produkénd fazi. Prubéhu zmén kon-
formace, ktery predstavuje putovani v mnoharozmérném prostoru, fikdme trajektorie.

Konformaci muzeme sledovat prostyma o¢ima, kdyz si co chvili (zpravidla po nékolika stovkéch
casovych kroku) soufadnice atomu zapiSeme a nechdme pocita¢ nakreslit model struktury. Kazdy
obrazek modelu predstavuje snimek makromolekuly v uréitém case, spojenim téchto snimku vznikne
film pohybujici se makromolekuly. Jinym zptisobem popisu trajektorie je graf, do kterého vyndsime,
jak se méni néktery udaj o molekule v ¢ase. Timto idajem muze byt energie nebo stiedni kvadraticka
odchylka urc¢ité soutadnice.

Pohyblivost molekuly jsme si v ivodu této sekce zavedli proto, abychom se mohli pohybovat v celém
konformac¢nim prostoru, nejen smérem k nejbliz§imu tdoli. Dynamika molekul, tak jak jsme si ji

9Podle Maxwellovy-Boltzmanovy rovnice je pravdépodobnost, Ze se atom o hmotnosti m pohybuje pii teploté T

3 muv
rychlosti v imérns v2T~2e2*B7T | kde kg je Boltzmannova konstanta.
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Obrézek 10.6: Princip metody simulovaného #{hdn{. Pfi zahf4ti na vysokou teplotu (¢ervena ¢dra) ziskd mole-
kula vétsi kinetickou energii nez nejvyssi hradby potencidlni energie a muze dospét do konformace odpovidajici
globdlnimu minimu energie. Naopak pfi laboratorn{ teploté (azurové ¢dra) muze molekula dospét pouze do
konformace odpovidajici lokdlnimu minimu.

v predchozich odstavcich popsali, za rozumnych teplot nestac¢i k prekonani vysokych energetickych
pohoii. Proto se ¢asto provadi takzvané simulované Zihdni molekul, znazornéné na obrazku To
znamend, ze se teplota zvysi na obrovskou hodnotu, ¢asto tisice Kelvinu. Atomy se pii této teploté
pohybuji tak rychle, ze jejich kineticka energie je vyssi nez jakékoli pohoti na hyperploSe potencidlni
energie. S takovou energii muzeme nad hyperplochou volné poletovat. Potom molekulu postupné ochla-
zujeme, kinetickd energie klesa, az ,,pristane v néjakém 1doli na hyperplose, ¢asto daleko od startovni
konformace. Za biologicky pfijatelnych teplot se pak molekula pohybuje v ramci nového doli, jehoz dno
muZzeme nalézt minimalizaci energie. Kdyz takovy vypocet opakujeme s mirné odlisnymi startovnimi
podminkami, je velkd nadéje, ze skon¢ime v ruznych tdolich. Takto muzeme prohledat velkou ¢ast

cvvs



Kapitola 11

Optické metody

11.1 Elektromagnetické vinéni

Cilem tohoto kratkého shrnuti principu optické spektroskopie je poskytnout zakladni prehled tomu,
kdo zatim nemél prilezitost do taju svéta molekul a elektromagnetickych poli proniknout. Hned na
zacatku si musime uvédomit, ze vstupujeme do svéta, kde se naplno projevi kvantové jevy, na které
nejsme z bézného zivota zvykli. Odpovidajici fyzikdlni popis (kvantovd elektrodynamika) by si vyzadal
mnohem delsi povidani. Zde se pokusime ziskat alespon hrubou pfedstavu, pro¢ je mozné dozvédét se
néco o stavbé biomakromolekul z pozorovani jejich interakei s elektromagnetickym zafenim.

Pokusme se nejdfive trochu popsat zakladni pojmy. Tedy, co je to svétlo? Jisté vite, ze svétlo je
elektromagnetické vlnénﬂ Tedy oscilace pole elektrickych a magnetickych sil, které se §ifi v prostoru.

Elektrické a magnetické sily ovSsem zavisi nejen na tom, jak je silné pole, ale také na tom, na jak
velky naboj, proud, pfipadné elektricky nebo magneticky dipél pole pusobi. Proto je uzitetné misto
sily pouzivat veli¢in vztazenych na jednotku nabOJe ¢i proudu. Elektromagnetlcke pole muzeme popsat
ctyrmi takovymi velicinami: elektrickou intenzitou E aindukei D a magnetickou intenzitou H a indukef
B. Tyto veli¢iny nejsou nezavislé, ale musi spliiovat takzvané Maxwellovy rovnice. Jednim z feSeni
Maxwellovych rovnic je rovnice kulové viny, tedy vlny, kterd se $ifi do vSech sméra v prostoru. Pokud
nds zajim4 Sifeni viln ve volném prostoru (vakuu) bez elektrickych a magnetickych dipélu, vystacime si
s veli¢inami E a é, protoze ve vakuu D=¢FEaB= Moﬁ (eo je elektrickd permitivita vakua a g je
magnetickd permeabilita vakua).

Co je zdrojem elektromagnetické viny? Asi nejlépe si muzeme piedstavit zdroj vin srovnatelnych
s télesnymi rozméry. Tak dlouhé jsou vlny radiovefl Jednim z nejjednodussich zdroju radiovych vin
je dipdlovd anténa. V nejjednodussim provedeni tvoii dipdlovou anténu kus rovného dratu, uprostied
prerusSeny a pfipojeny na zdroj stiidavého napéti. Takova anténa je nakreslena na obrazku

Zdroj na obrazku ihned po zapnuti zdroje Zene elektrony dratem smérem dolu. Pohybu elektronu
se Tikd elektricky proud a ten vytvari magnetické pole. Na obrazku je nakresleno, jak vypadé takové
magnetické pole v roviné kolmé na drat, ptiblizné v poloviéni vysce. Vektory magnetické indukce v bez-
prostiedni blizkosti drétu (modré sipky v zeleném ¢tverci) lezi v roving, mif{ podél te¢en k dratu a jejich
orientace se méni po sméru hodinovych rucicek.

Za maly okamzik (za 5 nanosekund v piipadé typické frekvence FM vysilace 100 MHz) se pola-
rita zdroje napéti oto¢i a elektrony budou proudit nahoru. Kolem dratu tak vznikne magnetické pole
s vektory indukce ménicimi se proti sméru hodinovych ruéicek (Cervené Sipky v zeleném ¢tverci na

1Kdyz budeme mluvit o svétle, budeme popisovat obecné vlastnosti elektromagnetickych vin.
2Radiové viny nejsou chemii tak vzdalené, jak by se mohlo zddt. V kapitole si vysvétlime, jak se radiové viny
vyuzivaji pti zkouméani molekul pomoci nukledrni magnetické rezonance.
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obrazku . Takové pole ale vznikne jen tésné kolem dratu. Zména pole se §ifi prostorem rychlosti
sice velkou, ale nikoli nekone¢nou. Tato rychlost se nazyva rychlost svétla ve vakuu a obvykle se znaci
pismenkem c. S konstantami €y a po souvisf rychlost ¢ vztahem egpug = 1/¢? a hodnota c je 3108 ms—1.
Touto rychlosti doputuje za 5ns zména pole do vzdélenosti 1,5m od dratu. Proto maji vektory mag-
netické indukce 1,5m od dratu takovy smér, jaky odpovidal toku elektronu pfed 5ns (modré Sipky).
Periodické zmény napéti tak zpusobuji magnetické pole, které ma kazdych 5ns opaény smér.

Kolem antény nevznika jen magnetické pole. Maxwellovy rovnice nam fikaji, ze kruhova magneticka
indukce ménici se v ¢ase vytvaii elektrické pole mitici tak, jak je nakresleno na obrazku v druhém
Ctverci pro jednotlivé ¢asové okamziky. Zdrojem elektrického pole jsou také elektrony, které se perio-
dicky hromadi na jednotlivych koncich antény a chybi na koncich opa¢nych. Takové rozlozeni naboje
popisujeme elektrickym dipdlovym momentem. Proto se také anténé fika dipdl.

Spocitat presny tvar elektrického pole v prostoru kolem antény neni vibec jednoduché, jeden zavér
ale udélat muzeme. V roviné kolmé na drét v poloviné vysky mif{ elektrické pole (vektory elektrické
indukce) rovnobézné s dratem. Maxwellovy rovnice také fikaji, ze linedrn{ elektrickd intenzita ménici
se v Case vytvari kruhové pole magnetické. Jak vidime, magnetickd indukce B a elektrickd intenzita
E jsou spolu tésné provazany a jejich vzdjemné pusobeni je puvodem tvorby vin, které se mohou §itit
i vakuem. V nasem piipadé magnetické a elektrické pole méni periodicky svij smér v kruzich kolem
antény. Magnetické pole osciluje mezi orientaci proti sméru a po sméru hodinovych rucicek, elektrické
pole mezi orientaci nahoru a dolu. Dostatetné daleko od dratu se zminéné zmeény orientaci $it{ v nasi
roviné jako kruhovd vlna, jejiz maxima a minima jsou nakreslena modfe a Cervené ve tietim sloupci
Ctvercii na obrazku Jde o vlnu polarizovanou, sméry vektorii E a B jsou jasné dané orientac
antény.

Jestlize jsme si tekli, ze oscilace elektrického pole zpusobuje rotaci pole magnetického a naopak, tak
je dobré si uvédomit, ze v radiové vlné se vektory E a B stale méni v kazdém bodu. Mohli bychom tedy
ocekavat, ze z kazdého bodu, kde se periodicky méni EaB , se bude tato zména §ifit jako vlna ve vsech
smérech. To je predstava blizkd pfistupu zndmému jako Huygensuv princip: Tvar §fiici se viny uréime
tak, ze vSechny body, do kterého vlna dorazi, povazujeme za zdroje kulovych vln, které secteme.
chemickému uvazovani. Timto zdrojem je Slunce. V obrovskych teplotich, které na Slunci panuji, se
elektrony pohybuji volné, nezévisle na jadrech atomu. Tento ndhodny, tepelny pohyb predstavuje divoce
se ménici elektricky proud a zptisobuje nahodilé zmény rozlozeni ndboje. Stejné jako u pravidelnych zmén
rozlozeni elektront v anténé, ndhodné preskupovani naboje na Slunci indukuje fluktuace magnetického
a elektrického pole. Matematicky muzeme takové fluktuace popsat jako soucet oscilaci s mnoha ruznymi
frekvencemi a v ruznych smérech. Tyto oscilace se §ifi prostorem jako nepolarizované viny. Dost daleko
od Slunce jde o viny kulové. A v malych rozmérech nasi Zemé jde o vlny s téméf rovinnym celem.

11.2 Popis elektromagnetického vlnéni

Pfesny popis elektromagnetické viny vyzaduje uréeni nékolika veli¢in, na které se ted podivdme blize.
Musime si predevsim uvédomit, které veliciny popisuji zmény elektromagnetického pole v case a které
v prostoru. K rozliSeni ¢asového a prostorového popisu poslouzi predstava vln na mofi s béjkou upevnénou
nad pevné danym mistem moiského dna. Pouzijeme ptitom pojmy vinovd délka a perioda, které si presné
definujeme nize.

Pokud si vlny vyfotografujeme, bude ziskany snimek dobie zachycovat tvar vlny v prostoru, ale
neponese zadnou informaci o zménach v ¢ase. Na fotografii muzeme dobfe zméfit vinovou délku jako
vzdélenost sousednich hiebent vin. Z fotografie se ale nic nedozvime o tom, jak dlouho trva, nez bdjka
poklesne a zase se vznese na hieben viny.

Pokud umistime na béjku zafizeni prubézné zaznamenavajici, jak se méni jeji vyska od moiského
dna, ziskdme presny popis oscilaci v ¢ase. Nedozvime se ale nic o §ifeni vin prostorem. Zaznam prubéhu
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Obréazek 11.1: Ilustrace vzniku radiové viny. Zdroj stiidavého napéti méni polaritu s frekvenci v = 100 MHz,
jednotlivé obrazky ukazuji elektromagnetické pole v intervalech 5ns po zapnuti zdroje. V zelenych rdmeccich
jsou (zprava doleva) nakresleny vektory B, F a hfebeny vzniklé kruhové vlny. Smér vzhuru (na levém ndcrtku)

kolmo k zelené roviné je zndzornén teckou, smér dolu kiizkem. Smér pohybu elektront v kolmych fezech je
znazornén teckou nebo kiizkem uprostied zeleného ramecku.
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vysky v ¢ase bude mit podobny tvar, jako vlna na fotografii, tvar matematické funkce sinus nebo
kosinus. Méfeni vzdalenosti dvou sousednich maxim na zdznamu ndm ale poda jinou informaci nez
zméfeni vzdalenosti sousednich vrcholi na fotografii. Vzdalenost na zdznamu odpovida periodé viny
v case.

Po plazovém tvodu se vratime k vlnam elektromagnetickym. Od moiské viny se elektromagnetické
vlnéni lis{ tim, ze jde o vlnéni pole popsaného vektorovymi velicinami E a B. Oba tyto vektory kmitaji
kolmo ke sméru sifeni. Jde tedy o vlnéni pricné. Déale plati, ze EaB jsou také vzdy wvzdjemné kolmé.
V dostatecné vzdalenosti od zdroje oba vektory nabyvaji maximélnich ¢i minimalnich hodnot zaroven.
Proto staci sledovat zmény jednoho z téchto vektoru (napiiklad E). Okamzitou velikost a smér vektoru
druhé¢ho (napifklad B) muzeme vidy dopocitat. Nyni si probereme si charakteristiky elektromagne-

tickych vin (jejich souhrn je uveden v tabulce . Soustiedime se pfitom na vektor E.

e Vektor E v kazdém misté prostoru kmitd v c¢ase. Doba mezi okamziky, ve kterych ma vektor E
v urc¢itém sméru maximalni hodnotu, se nazyva perioda a obvykle znaci T'. Pfevracenou hodnotou
periody je frekvence, kterou si budeme znacit v. Jednotkou frekvence je Hertz (pocet kmitu za
sekundu). Matematicky se kmitdn{ v ¢ase d4 zapsat napiiklad pomoci funkce kosinus

E(t) = Eycos(2mt/T) = Ey cos(2mut), (11.1)

kde E je magnetické indukce ve sméru kolmém na smér §ffenf viny a Ej je jeho maximum (|E0\
je maximalni velikost, neboli amplituda vektoru E). Faktor 27 se nékdy zahrnuje do hodnoty
frekvence a vztah se pak zjednodusi na

E(t) = Ey cos(wt), (11.2)
kde w = 27v je analogii ihlové rychlosti kruhového pohybu a jeji jednotka je radian za sekundu.

e Zména vektoru E se §fff prostorem rychlosti c. Jestlize je velikost vektoru E v uréitém misté a
casu maximélni, pak je ve stejném case maximdlni také ve vzdalenosti ¢ - T od daného mista. Za
dobu rovnou periodé do této vzdalenosti totiz staci rychlosti ¢ doputovat to, co urcovalo velikost
Ev puvodnim misté. Maxima vln jsou tedy vzdédlena o hodnotu ¢ - T, tato hodnota se nazyva
vinovd délka a oznacuje A. Pfevracené hodnoté vinové délky se iika vlnocet v. V piipadé jedné
rovinné viny si muzeme vzdycky zvolit souradnou soustavu tak, aby se vlna sifila ve sméru osy =,
vektor E kmital ve sméru osy z a vektor B kmital ve sméru osy y. Takové vlné fikdme linedrné
polarizovand a matematicky pak muzeme jeji tvar v prostoru zapsat rovnici

E.(x) = Egcos(2mx/A) = Egcos(2niz). (11.3)

Pokud se rovinna vlna sklddd z mnoha vln o stejné frekvenci, ale s vektorem E kmitajicim riznymi
sméry, mluvime o nepolarizované viné.

e Sifeni kulové viny prostorem muzeme popsat tak, ze polohu libovolného mista v prostoru zapiseme
pomoci smérového vektoru 7 (jeho slozky jsou souradnice daného bodu). Déle nadefinujeme vektor
§ tak, aby mifil ve sméru $ifeni vlny, a aby jeho velikost byla |5] = 1/A. Obdobou rovnice je
pak

E(7) = Egcos(2n5 - 7) = Eg cos(2m(spx + syy +5.2)) = Eg cos(k - 7) = Eg cos(kpx + kyy + k. z2),
(11.4)

kde jsme si zavedli vektor k = 275 (obdoba vztahu w a v).
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e Vztahy popisujici kmitéani v ¢ase a vlnéni v prostoru muzeme spojit do jedné vinové rovnice

E(7,t) = Egcos(wt — k - 7) = Egcos(¢y — k - ) = Eg cos(wt — ¢,.). (11.5)

Proc¢ ve vSech rovnicich pouzivame kosinus a ne tieba sinus? A jaky je vyznam pismenek ¢ v tomto
vztahu? Pokud nés nezajima kmitdn{ v case, ale jen vlnéni v prostoru (coz je piipad difrakénich
metod), muzeme ¢asovou informaci zahrnout do nezajimavého korekéntho faktoru ¢;. Ten mé
vyznam posunuti vlny v prostoru v zavislosti na tom, kolik ¢asu presné ubéhlo od zrozeni vlny.
Pokud nés nezajimd vlnéni v prostoru, ale jen kmitdni v ¢ase (coz je piipad nukledrni magne-
tické rezonance), muzeme naopak prostorovou informaci zahrnout do nezajimavého korekéniho
faktoru ¢,. Ten ma vyznam ¢asového posunu zacatku sledovani oscilaci, ktery zavisi na tom,
jak jsme presné daleko od zdroje viny. Faktory ¢; a ¢, se nazyvaji faze a vysvétluji, pro¢ jsme
vsechny rovnice psali s funkei kosinus. Mezi sinem a kosinem je rozdil pravé jen ve fazi. VSechny
funkce kosinus bychom mohli v nasich rovnicich pfepsat na funkce sinus, kdybychom od argu-
mentu kosinu odecetli fizi rovnou 7/2 = 90°. Pokud popisujeme jednu vinu, ¢; a ¢, nemaji zadny
prakticky vyznam a nezalezi na tom, jestli pouzijeme sinus, kosinus, nebo jakoukoli jejich kombi-
naci. Naptiklad radiové viny s frekvenci 100 MHz se zméni z kosinu na sinus, kdyz radio zapneme
o 2,5 nanosekundy pozdéji nebo s nim pohneme o 75 cm. Pokud nés ale zajima sklddani vice vin,
stdva se mimoradné dulezitym ddajem rozdil jejich fazi. Pfi popisu vln se muzeme ale fazi pouzit
také trochu jinym zpusobem. V rovnici

—

E(7,t) = Ey cos(wt — k - 7) = Egcos ¢ (11.6)

jsme vyrazem ¢ nahradili wt— k7. V tomto ptipadé neni faze ¢ nezajimavou korekéni konstantou,
ale popisuje zmény E v prostoru a casu. Pokud je tedy fe¢ o fazi, musime ddvat pozor na to,
v jakém kontextu se vyraz fdze pouziva.

Graficky lze elektromagnetické viny zndzornit ruznymi zptsoby. Na obrazku[I1.2]A,B jsou napiiklad
vyznacena mista v prostoru, kde maji vektory E a B nejvétsi hodnotu v kladném (modré cary) a
v zéporném (Cervené ¢ary) sméru. Jesté jednoduSsi je zakreslit pouze smér Sifeni vlny, coz je na
obrézku [[1.2]A,B ukdzéno svétle zelenou barvou. Toto zndzornéni ale neuddvd, kde maji vlny v pro-
storu maximum a minimum. Muzeme také kreslit, jak se mén{ E a B v prostoru. To j je na obrazku
znazornéno tmavé zelenymi sinusovkami. Stejnou zdvislost muzeme pouZzit pro oba vektory, musime se
jen dohodnout na tom, ktery smér sinusovka popisuje (na obrazku je smér, ve kterém povazujeme
vektor E nebo B za kladny, zndzornén modrou Sipkou.) Pfi tomto zndzornéni si musime dét pozor na to,
ze v jednom obrédzku (zde obrazek [11.2]A,B) michdme dvé veli¢iny (soufadnici v prostoru a elektrickou
intenzitu nebo magnetickou indukei). Na obrazku je kromé rozlozeni vlny v prostoru znazornéno
hnédou barvou také kmitani elektromagnetického pole v case.

Pokud srovnavame vice vln, je dulezité zachytit také informaci o jejich vzdjemném fézovém posunu.
Na obrazku vlevo je nakresleno nékolik rovinnych vin s ruznou fazi. Viny jsou navic podle faze
obarveny na §kéle mezi modrou a ¢ervenou tak, ze prvni vina je modré a vlna s opa¢nou fdz{ (s hodnotou
wt — kx posunutou o 180°) je ¢ervend. Na obrézku [11.3] _ vpravo je jiny zpﬁsob zobrazeni faze. Vychazi
z toho, ze steJna sinusovka muze popisovat dva ruzne pohyby vektoru E nebo B: kmitén{ E ve sméru z
(nebo kmitén{ B ve sméru y) a rotaci E nebo B kolem osy x (v roviné yz). Kmitdni vektoru E si proto
muzeme predstavit jako rotaci, pii které nam E unik4 z naseho skuteéného (redlného) sméru z nikoli do
sméru y, ale sméru kolmého k z v néjakém fiktivnim (imagindrnim) prostoru. Matematicky se takovy
pohyb zapisuje pomoci komplexnich éiseﬂ Vlny s riznou fazi pak muzeme kreslit jako Sipky zndzornujici

3Komplexni &fslo C se skldda ze dvou &asti. Jedné z nich ifkdme redind slozka a druhé imagindrni slozka. Tyto slozky
nemuzeme vzajemné michat, chovaji se podobné jako vzajemné kolmé slozky vektoru: redlnd ¢ast se podobd slozce x
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Tabulka 11.1: Pojmy a veli¢iny popisujici elektromagnetické vinéni
kmitani E, B v case t perioda T' frekvence v v=1/T w=2mv
v kazdém bodu prostoru

Sifeni ve sméru « rychlosti ¢ vlnova délka A vlnocet v v=1/A

(rovinnd vlna) A=dl=c/v

§ffen{ ve sméru 7 rychlost{ ¢ = vlnovy délka A vlnovy vektor § |5 =1/A k= 2x7
(kulova vlna) A=cT =c/v

maximum E, B amplituda Ey, By

smeér E, B polarizace

posun pocatku faze ¢

v ¢ase nebo prostoru

odpovidajici ¢isla. Délka Sipky se rovnd amplitudé viny a tthly mezi Sipkami popisuji vzajemnou fazi vin.
Toto zobrazeni, zvané Arganduv diagram, se ¢asto pouziva v krystalografii, o které bude e¢ v kapitole
Pomoci rovnice zapiseme vinu v komplexnim tvaru jako

E(7,t) = Eg(cos(wt — k - 7) + isin(wt — k - 7) = Eg(cos ¢ + isin ¢) = Eoei(“t_g‘ﬂ = Epe'?.  (11.7)

Je tfeba dodat, ze kromé vln s E kmitajicim v jednom smeéru, take existuji viny, ve kterych se
E skutecné otaéf v roving yz. Jak vlna postupuje, Sipka znézoriujici E mé konstantni délku a konec
sipky se pohybuje po Sroubovici kolem sméru siFen{ viny. Takové vIné fikdme kruhové (cirkuldrné)
polarizovand a vice si o ni fekneme v Casti

11.3 Svétlo a molekula

V kapitolce [I1.]] jsme si popsali elektromagnetickou vinu v prostoru bez molekul, ve vakuu. Co se
s touto vinou stane, kdyz vstoupi do prostiedi tvofeného nasimi molekulami? A co se stane s elektrony
molekul ve vinicim se elektromagnetickém moii? Elektrony jako elektricky nabité ¢astice pociti ménici
se pole a rozkmitaji se s priblizné stejnou frekvencﬂ jak je schematicky ukdzano na obrazku .
Tyto presuny ndboje buzené vnéjsim polem muzeme popsat jako elektrické dipdlové momenty. Mém’ci
dipdly jsou ovsem samy také zdroji elektromagnetickych vin, jak jsme si ukazali na piikladu radiového
vysilace. Priblizny prubéh elektrickych silocar a magnetickych indukénich ¢ar pole tvoreného dipdlovym

a imagindrni slozce y. Abychom redlnou a imagindrni ¢dst odlisili, piSeme pfed imagindrni ¢dst takzvanou imagindrni
jednotku i. Druhou mocninu komplexniho ¢isla definujeme jako soucin tohoto ¢isla s ¢islem s nim komplexné sdruzenym
(komplexné sdruzend éisla se lisf jen ve znaménku imaginarn{ éasti): |C|? = (Cre +iCim)(Cre — iC1m) = Cg. Tento vztah
vyzaduje, aby platilo i2 = —1. Z toho, ze komplexni &islo pfipomind dvojrozmérny vektor, vyplyva, Ze je muzeme také
zapsat pomoci amplitudy (velikosti neboli absolutni hodnoty) Cp a faze (dhlu natoceni) a: C = Cp(cos a +isin ). Navic
plati velmi uziteény Euleriv vztah, ktery ndm umoziiuje vyjadfit komplexni &islo jako C' = Coel® = Cp(cos a + isin @)
4Pokud puijde o poldrni molekuly a frekvence vinéni nebude p#ilis vysoka, budou se celé molekuly otécet tak, aby jejich
stdlé dipélové momenty mély vzdy nizsi energii v poli elektromagnetické viny. Tak se chovd molekula vody po dopadu
mikrovinného zafeni s frekvenci nékolika GHz. Molekula vody se pfitom oto¢i nékolikrat za nanosekundu a vzorek se tim
silné zahteje, jak nam fika zkuSenost s pouzivanim mikrovlnné trouby. V ptipadé miliénkrat vyssi frekvence ultrafialovych
vin se voda nestaci tak rychle otacet. Proto dochézi jen ke kmitani elektronu, popsanému v textu.
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Obréazek 11.2: Rizn4a grafickd znidzornéni elektromagnetického vinéni. A, kulovd vlna. B, rovinnd vlna. Smér
sffen{ vilny (paprsek) je vyznacen svétle zelené, okamzité hodnoty E a B popsané sinusovkou jsou nakresleny
tmavé zelené, smér vynéaseni kladné hodnoty E aB ukazuje modré Sipka. Oblasti prostoru s maximem viny
jsou vyznaCeny modre, oblasti s minimem vlny ervené. C, tvar viny v prostoru (zelené) a kmitdn{ viny v Case
(hnede).
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Obrazek 11.3: Faze elektromagnetické viny a jejich zndzornéni v Argandové diagramu.
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momentem kmitajicim ve svislém sméru je zakreslen na obrazku [I1.4B. V dostateéné vzdélenosti od
dipdlu mé elektrické a magnetické pole stejnou fézi a Siii se prostorem jako kulova vlna, jak jsme ji
popsali v ¢asti Oproti dopadajici viné mé vlna $itici se z rozkmitanych elektronu fazi opozdénou
0 900

Chceme-li tedy popsat celkové pole, musime k oscilujicimu poli dopadajici viny pficist oscilujici pole
vin tvofenych vybuzenymi dipélovymi momenty. Kdyz bude nakonec elektromagneticka vina prostiedi
naSich molekul opoustét, bude jim pozménéna. Pokud budeme rozumét tomu, jek méni molekuly
prochézejici vlnu, budeme umét z porovnani svétla, které do vzorku s molekulami vstupuje, se svétlem,
které ze vzorku s molekulami vychézi, ziskat informaci o nasich molekuléch.

Zakladem nasich analyz bude sledovani toho, jak se skladaji viny tvofené rozkmitanymi elektrony
ruznych atomu v ruznych molekuldach. K tomu budeme potiebovat popsat Sifeni vln v ruznych smérech.
Pokud dopadne na molekulu ptiblizné rovinné vina, smér jejihoz sifeni popisuje vektor I;/:, tak nas budou
zajimat viny rozkmitanych elektront, jejichz Sifeni v ruznych smérech musime popsat mnoha ruznymi
vektory K. Matematicky muzeme kazdy z téchto vektoru zapsat tak, ze k puvodnimu vektoru k pricteme
néjaky rozdilovy vektor ¢ (ruzny pro ruzné sméry):

F=k +q, (11.8)

kde velikost vektorit k a k' je 1/X a velikost vektoru ¢ zdvis{ na odchylce sméru K od sméru k.
Sifen{ vln v ruznych smérech si muzeme graficky popsat jako odraz puvodn{ viny od pomyslné roviny,
znézornéné ¢arkované na obrazku [[1.4]C. Jak obrdzek ukazuje, hodnota tihlu tohoto pomyslného odrazu
0 souvisi s velikosti vektoru ¢ vztahem

¢=|dl = 2277r sin 6. (11.9)

V nasich uvahdch budeme muset rozlisovat vliv molekul malych (mnohem mensich, nez vlnova délka
dopadajictho vlnéni) od vlivu molekul velkych (rozméry se vinové délce alespon blizicich). V piipadé
malych molekul budou elektrony v8ech atomu v molekule zdroji kulovych vin, které se §iii pfiblizné
z jednoho mista a maji tedy stejnou fdzi. Pfi analyze vln Sificich se z malych molekul staéi proto
sledovat, jak se skladaji vlny ruznych molekul. Proto se vilny jednotlivych elektronu budou vzdycky
scitat.

V piipadé velké molekuly budou elektrony atomu v ruznych mistech molekuly tak daleko od sebe,
ze nemuzeme rozdil jejich poloh vuéi vinové délce zanedbat. Z molekuly se tak budou siFit kulové viny
s ruznymi stfedy. Viny z riuznych mist molekuly tak do ur¢itého bodu v prostoru dorazi s ruznou fdzi.
Proto se vlny jednotlivych elektronti téze molekuly nékdy se¢tou (kdyz budou posunuty pfiblizné o celé
ndsobky vlnové délky) a nékdy odectou (kdyz budou posunuty piiblizné o ndsobky A/2). Pii analyze
vln §iticich se z velkych molekul proto musime sledovat nejen, jak se skladaji viny ruznych molekul, ale
také jak se sklddaji viny §fifci se z riznych mist téze molekuly.

11.4 Svétlo a krystal

Elektromagnetickd vlna muze dopadat na molekuly pravidelné rozmisténé a orientované (v krystalech),
nebo na molekuly, jejichZ polohy a orientace jsou ndhodné (v plynech, kapalindch, ¢i sklech). Nejprve
se podivame na prvni z uvedenych piipadu, ktery si lze sndze predstavit.

Jak jsme si uvedli vyse, v piipadé krystali tvofenych molekulami mnohem mensimi nez vlnova
délka dopadajiciho zafeni staci vzit do uvahy sklddani vin Sificich se z ruznych molekul. Pokud jsou
i vzdalenosti mezi molekulami mnohem mensi nez vlnové délka zéfeni, budou elektrony v sousednich

piipadé, frekvence dopadajici viny rezonuje s frekvenci oscilatoru, rozkmita se oscildtor s fazovym opozdénim 90 °.
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Obréazek 11.4: A, rozkmitdn{ elektrontt v molekule vody pii prichodu svételné viny. Pro piehlednost je molekula
vody nakreslena vétsi, nez by odpovidalo vlnové délce viditelného nebo ultrafialového zatreni. B, elektromag-
netické pole tvofené oscilujicim dipélovym momentem rozkmitanych elektrontt v molekule. Elektrické pole je
zakresleno ve svislém fezu jasngj$imi barvami, magnetické ve vodorovném fezu matnéjsimi barvami. Sméry vek-
torit E a B jsou vyznaceny Sipkami. Modré ¢dry odpovidaji maximum vln, ¢ervené minimum. C, smér §iFen{
rozptylené viny popsany pomoci vektoru ¢. Pomyslnd rovina odrazu je vyznacena ¢arkované.
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vrstvach molekul vyzafovat jen nepatrné fazové posunuté viny. Takto mirné posunuté viny se budou
vzajemneé sc¢itat. Krom toho se se¢tou i s dopadajici vlnou. Vysledkem bude vlna na kazdé vrstvé molekul
mirné fazové opozdénd, tedy celkové se pohybujici trochu pomaleji, nez vlna puvodni. V ¢&asti [11.5
zjistime, Ze podobné dochazi k opozdovani viny pii priichodu prostiedim ndhodné orientovanych a
rozmisténych molekul, s jednou vyjimkou. V pifpadé krystalu mize byt opozdovani vln kmitajicich se
stejnou frekvenci v riznych smérech ruzné, v zavislosti na symetrii krystalu. Ruznd rychlost postupu
vin kmitajicich v ruznych smérech ndm umoziiuje pfipravit ruzné polarizované svétlo, jak zminime
v G4sti

Pokud jsou vzdalenosti molekul v krystalu srovnatelné s vinovou délkou dopadajici viny, maji pra-
videlné rozmisténi a orientace molekul dulezity dusledek. Jestlize se v ur¢itém sméru se¢tou viny letici
ze dvou molekul, musi se v tomto sméru secist viny §itici se ze vSech stejné vzdalenych a orientovanych
dvojic molekul. Zjednodusené je to zndzornéno na obrazku [II.5A. Budeme sledovat viny sfFici se ve
sméru dlouhé tmavé zelené Sipky. Pokud jsou molekuly (modré tecky) rozmistény tak, ze viny letici
z prvni a druhé molekuly maji ve zvoleném sméru stejnou fazi, tak musi mit v tomto sméru stejnou
fazi také dvojice viln 8ifici se z prvni a tieti molekuly, stejné jako dvojice vIn §ifici se druhé a tieti
molekuly. V krystalu je takovych dvojic obrovské mnozstvi. Krystal proto mnohonasobné zesili viny
§fifci se v urcitych smérech (ve kterych jsou faze vin stejné). Pii pohledu zvenéi tak mame dojem, ze
se v krystalu paprsek dopadajiciho zafeni ohne do uréitych sméru. Tomuto jevu se ¥ké ohyb svétla, ne-
boli difrakce. V kapitole [I2] struéné zminime, ze ze sméru, do jakych se zafeni ohybd, muzeme spocitat
rozmisténi molekul v krystalu.

Analyza difrakce na krystalech velkych molekul je (bio)chemicky jesté zajimavejsi. Difrakee totiz
zévisi nejen na sklddéni vin z ruaznych molekul, ale také z ruznych mist téze molekuly. Aby byla mole-
kula z pohledu vin velkd, musime pouzit zéfeni s dostateéné krétkou vlnovou délkou (rentgenové zafeni).
Protoze ruzné molekuly tvoii v krystalu pravidelnou miizku, zéfeni se zesili v urcitych smérech, tak jako
na krystalech malych molekul. V téchto smérech se ale nesiii kulové viny ze zdroju ve stejnych bodech
krystalové miizky. Do sméra danych krystalovou miizkou molekul mifi vinéni zrozené z kmitani elek-
tronu v ruzngch mistech molekuly. Protoze elektrony v molekuldch netvoii pravidelnou miizku, kulové
vlny pochézejici z elektronu v ruznych ¢astech téze molekuly maji ve smérech danych krystalem obecné
ruzné faze. Elektrony se navic nenachézeji v presné danych mistech v molekule. Kvantovd mechanika
nam iikd, ze muzeme pouze hovofit o pravdépodobnost vyskytu elektroni, neboli o elektronové hustote.
Takze musime o¢ekavat, ze s ur¢itou pravdépodobnosti se muze §ifit vina z kazdého mista molekuly.

Sifeni vlny v jednom nédhodné vybraném sméru je zjednodusené zachyceno na obrazku . Hus-
tota elektronu je na obréazku znédzornéna ruzovou barvou. Kde je pravdépodobnost vyskytu elektronu
vyssi, (kde je ruzové sytéjsi), tam také s vetsi pravdépodobnosti vznikne kulovéd vina. Amplituda ku-
lovych vin je proto dana elektronovou hustotou v misté jejich zrodu. Féze téchto vin je dana polo-
hou mista zrodu v molekule. Jednotlivé kulové viny se sklddaji do vysledné viny (zndzornéné tmave
zelené na obrazku ), kterda je mohutné zesilena ve smérech danych usporadanim celych mole-
kul v krystalu. Protoze amplituda a fdze slozené vlny zavisi na rozlozeni elektronu v molekule, tedy
na struktufe molekuly, fika se této vIiné strukturni faktor. Strukturni faktor ma v ruznych smeérech
zesilenych krystalem rtuznou amplitudu, podle toho jak jsou v urc¢itém sméru fazové posunuty viny
§fficf se z riznych mist molekuly (obrdzek [I1.5D). Pfi pohledu zvenéi vidime ohyb (difrakei) zafen
do uréitych smérd s riznou amplitudou (danou rozlozenim elektrontt v molekule (obrézek [I1.5E). Am-
plituda dopadajiciho zafeni (presnéji jeji druhd mocnina) udavéd intenzi‘uﬂ zareni v ruznych smérech
(zelené tecky na obrdzku ), kterou muzeme mérit pouzitim vhodného detektoru. V kapitole |12] si
podrobné rozebereme, jak lze rozlozeni elektronu a tedy tvar molekuly ze strukturniho faktoru spocitat.

6Je ponékud nestastné, ze slivkem intenzita se oznaguji dvé rizné veli¢iny, které se nam zde navic setkdvaji v jednom
vztahu. Na rozdil od elektrické intenzity E, uddvd intenzita zdfeni I energii zafen{ (konkrétné plosnou hustotu zafivého
vykonu, tedy zmény energie za jednotku casu).
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Obrazek 11.5: Difrakce na krystalu. A, viny zesilené v urc¢itém sméru (dlouhd tmavé zelend sipka) uspoiraddnim
malych molekul (modré tecky) do pravidelné miizky. B, vlny §ifici se z riznych mist molekuly, zesilené v urcitém
sméru (dlouhd tmavé zelend Sipka) uspordddnim velkych molekul (rizové tvary) do pravidelné miizky. Sytost
rizové barvy odpovidé rozlozeni elektronové hustoty v molekule. C, slozend vlna (strukturn{ faktor) v daném
sméru. D, Strukturni faktor v ruznych smérech, danych uspofdddnim molekul v krystalu. E, §ifeni vln v uré¢itych
smérech po dopadu zafen{ na krystal. F, detekce intenzity zéfeni (zndzornéné velikosti zelené tecky) v ruznych
smeérech. Svisld ¢ara predstavuje umisténi detektoru.
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11.5 Svétlo a molekuly v roztoku ¢i skle

Ponékud slozitéjsi je analyza skladani vin vzniklych rozkmitanim elektront v malych molekuldch nahodné
rozmisténych a orientovangch, tedy molekul v roztoku ¢i ve skle. Proto si tkol nejdfive trochu zjed-
nodusime a prozkoumdme, jak se sklddaji vlny tvorené kmitajicimi elektrony v molekulach, které
se nachdzeji v jediné roviné kolmé na postupujici rovinnou vlnu (obrézek ) Budeme pfitom
predpoklddat, ze molekuly jsou ve vzorku rozmistény sice nepravidelné (netvoif{ krystalovou mftizku),
ale v pruméru rovnomérné (homogenné) vypliuji prostor. Svétlo postupuje jako rovinnd vlna vzorkem a
v kazdém okamziku rozechviva novou rovinu elektrickych dipélovych momentu elektront v molekulach.
Jak ukazuje obrdzek [I1.6]B, viny tvorené rozkmitanymi elektrony ruznych molekul v roviné maji stej-
nou fazi ve sméru postupu dopadajici viny, ale ruznou fézi v jinych smérech. Takto vzniklé viny se SiFf
z dipdli kmitajicich elektrontt véemi sméry a ve v8ech smérech se vzdjemné téméi vyrusi, krom sméra
rovnobéznych s puvodni (budici) vinou. Vysledkem jsou tedy opét rovinné viny. Tyto vlny se skldadaji
s puvodni vlnou, oproti které jsou fazové opozdény o 90° (jak jsme zminili v ¢dsti a maji mnohem
mens{ amplitudu. Vyslednd vlna bude nepatrné fdzové posunuta (obrazek )

V piipadé chiralnich molekul bude vektor E také kmitat v roviné trochy pootoc¢ené vzhledem k ro-
viné, ve které kmital pted dopadem. Je to proto, Ze na elektrony pusobi pii dopadu elektromagnetického
vinéni dva druhy sil. Prvni jsou sily dopadajiciho vIinéni, které se snazi rozkmitat elektrony v roving,
ve které kmitd E viny. Druhym typem sil jsou jeho interakce uvniti molekuly. Tyto interakce omezuji
rozlozeni elektronu zpusobem, ktery popisuji molekulové orbitaly. Napiiklad elektrony v o vazbach maji
vétsi volnost pohybu ve sméru vazby, nez kolmo na ni. Pokud vazba nelezi v roviné dopadajici viny,
smér kmitdni elektronu neni rovnobézny se smérem kmitdni vektoru E vlny, ale je ovlivnén i orien-
taci vazby v molekule. Pokud mé molekula rovinu symetrie (neni chirdlni), tak stac¢i molekulu otocit
0 180° a orientace vazby se zméni na sviij zrcadlovy obraz. Proto se v souboru volné rotujicich molekul
s rovinou symetrie vlivy sméru vazby vyrusi. Pokud je ale molekula chirdlni (nemd rovinu symetrie),
tak zadnd rotace nemuze otocit molekulu do polohy, ve které by byla zrcadlovym obrazem molekuly
v poloze puvodni. Z tohoto diuvodu se vliv sméru vazby 1iplné vyrusit nemuze a elektrony budou zdroji
vln polarizovanych v trochu jiné roviné, nez rovina kmitani E dopadajici viny.

Popsany zrod kulovych vin, které po slozeni s dopadajici vilnou mirné posunou jeji fazi, se opakuje
na kazdé roviné. V dusledku toho se za béznych okolnosti vina prochéazejici roztokem ¢i sklem trochu
opozd uje ve srovnani s vlnou ifici se Vakuerrﬂ (obrazek ) Protoze frekvence viny se pii pruchodu
prostiedim molekul neméni, musi snizeni rychlosti postupu vlny znamenat také zkréceni vlnové délky.
V prostiedi molekul je tedy postupujici vina zhusténa. Pomér rychlosti svétla ve vakuu (c¢) k rychlosti
sifeni vysledné viny roztokem molekul (¢) se zpravidla oznacuje symbolem n. Toto ¢islo oznacujeme
jako index lomu. Oznaceni pochézi z popisu situace, kdy svétlo pfechazi z jednoho prostiedi do druhého.
Pokud dopad4 rovinnd vlna na rozhrani mezi prostfedimi sikmo, musi se §ifit v jiném sméru (lame se),
aby zustala spojitd (obrdzek ) Uhel, pod kterym se vlna lame, muzeme spocitat pravé z indexu
lomu jednotlivych prostred{ (Snelltv zdkon lomu). Lom svétla (refrakce) je podstatou zvétSovéni obrazu
pomoci ¢ocek, kterému se budeme vénovat podrobngéji v kapitole [I3]

A7 dosud popisovany obraz sklddani vin tvofenych rozkmitdnim elektrontu ndhodné rozmisténych
a orientovanych molekul se dramaticky zmeéni, jakmile se zaméiime na molekuly wvelké (srovnatelné
s vlnovou délkou dopadajictho zéfen{). V tomto piipadé totiz musime vzit do dvahy i sklddani vin
elektrontt v téze molekule. Rozmisténi elektroni v molekule definuje tvar molekuly a zdaleka nenf
homogenni. Jak jsme jiz vidéli na obrazku slozena vlna sifici se z jedné molekuly urcitym smérem
odrazi pravdépodobnost vyskytu elektronu na ruznych mistech molekuly a vzajemny fizovy posun vin
v ruznych mistech zrozenych. Na rozdil od krystalu zavisi v roztoku sifeni vlny i na tom, jak jsou

"Opozdovéani viny znamena, ze elektrony jsou zdrojem vln s fizi posunutou o 90°. V nékterych pifpadech muze byt
fdze posunutd o 270° a piedbihat fazi budici vlny. Je proto nutné rozlisovat fdzovou rychlost (kterd muze byt vyssi nez
rychlost svétla ve vakuu ¢, protoze fize nenese zddnou informaci) od rychlosti §ireni signdlu (kterd nemuze prekro¢it
rychlost svétla ve vakuu ¢, protoze dusledek nemiuze byt rychlejsi nez pficina).
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Obrézek 11.6: Rozptyl svétla na molekuldch v roztoku. A, dopadajici rovinné vina (svétle zelend) a molekuly
nachdzejici se v roviné kolmé na postup viny (¢erné tecky). B, sifen{ kulovych vin zpisobenych rozkmitdnim
elektronu v molekuldch v roviné kolmé na postup viny. VInéni v osmi vybranych smérech s barevné vyznacenou
fazi. Féze ve sméru §ifeni vlnové viny je znazornéna modfe, ostatni fize jsou vyznaceny na barevné skéle mezi
modrou a ¢ervenou, kde ¢ervend odpovidd posunu o 180 ° (opacénd fze). C, vyslednd vlna (tmavé zelend) slozend
z puvodni rovinné viny (svétle zelend) a vln tvofenych elektrony rozkmitanymi v roviné kolmé na postup rovinné
viny. D, vyslednd vlna (tmavé zelend) slozend z puvodni rovinné vlny (svétle zelend) a vln tvorenych elektrony
rozkmitanymi v celém objemu molekul roztoku (Sedé tecky). E, lom $ifen{ vlnén{ pifi sikmém dopadu rovinné
viny na roztok molekul ¢i sklo.
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molekuly orientovany. Skladani vin je tak v roztoku komplikovdno primérovanim pres vSechny mozné
orientace molekuly (obrazek ) Nedochézi pfitom ani k extrémnimu zesileni vin v urc¢itych smérech
(jako v krystalu), ani k téméf dokonalému odecteni vin ve vSech smérech krom sméru dopadajici viny
(jako v roztoku malych molekul). Zéfeni se s riiznou intenzitou §iff riznymi sméry (obrazek [11.7B),
mluvime o rozptylu (difizi) zareni (anglicky scattering).

Jak jiz vime, k rozliSeni jednotlivych atomu je tieba pouzit rentgenové zafeni, vinovou délkou srov-
natelné s velikost{ atomil. Proto je rozptyl rentgenového zéfeni zvlast uziteény pro studium tvaru pro-
teinu a jinych biomakromolekul v roztoku. Metoda zvand SAXS (small angle X-ray scattering, ¢esky
maloihlovy rentgenovy rozptyl) poskytuje pomérné detailni popis tvaru makromolekuly v roztoku, i
kdyz neni schopna uré¢it polohy jednotlivych atomu v molekule. Experiment se dosti podobd métent
difrakce na krystalech (obrézek ), vyhodnoceni vysledku se ale lisi. Zaznamendvame intenzitu
zareni rozptyleného pod ruznym tihlem 26 od sméru dopadajiciho paprsku. Obvykle sledujeme zavislost
intenzity (na logaritmické $kdle) na velikosti vektoru ¢ = |g] (definovaného v rovnici [I1.8)), kterou
snadno spocitdme z tihlu 6 (obrézek ), jiné uzitec¢né vyneseni dat zavedl rakousky fyzik Otto
Kratky (obrazek ) Pro velmi malé hodnoty ¢ (malé hly rozptylu) plati pfiblizné kvadratickd
zavislost (Guinieruv vztah)

InI(q) ~Inl(qg=0)— %Rﬁ 2 (11.10)

kde R, je setrvacny polomér (radius of gyration) molekuly. Z pocatecniho tseku zavislosti In T
na ¢ tak muzeme snadno vypocitat velikost molekuly. Jemnéjsi analyza je pak vétsinou zalozena na
porovnani experimentu s néjakym modelem. Vyuzivame pfitom toho, Ze ze znamého rozlozeni elek-
tronu v molekule lze intenzitu zafeni rozptyleného v riznych smérech dobie spoéitat. Pokud napiiklad
chceme z méfeni SAXS stanovit kvartérni strukturu komplexu proteinu a tercidrni struktury podjed-
notek jiz zndme, muzeme nechat pocita¢ hledat takovou orientaci podjednotek v komplexu, aby nejlépe
odpovidala naméfenym intenzitam. Na obrazku [11.7]D,E je uveden jiny piiklad, kdy byla metod SAXS
pouzita ke kontrole vypoctu molekulové dynamiky. Pokud o tvaru molekuly Zadnou predstavu nemame,
muzeme si zkousSet skladat ruzné tvary z malych kulicek a porovnavat, ktery z takovych hroznu odpovida
intenzitam rozptyleného zareni nejlépe.

11.6 Absorpce

A7 dosud jsme si vystacili s klasickym pohledem na elektrony rozkmitdvané v molekuldch elektromagne-
tickym vlnénim. Abychom pochopili procesy, pii kterych molekuly pohlcuji energii vln, musime pouzit
kvantovy popis. Elektron (a jiné ¢dstice) popisujeme v kvantové mechanice pomoci vlnové funkce. To je
popis velmi podobny popisu elektromagnetické viny, s tim rozdilem, ze amplituda vlny nepopisuje elek-
trickou intenzitu nebo magnetickou indukci. Amplituda vlnové funkce je trochu tajemné veli¢ina, ale
jejl druhd mocnina popisuje néco, co uz dobfe zname, elektronovou hustotu v daném misté. Kvantova
mechanika ukazuje, ze elektron uvéznény v atomu ¢i molekule muZe mit jen nékteré hodnoty energie a
momentu hybnostﬂ Kvantovda mechanika navic neumozinuje piesné urcit vSechny tii slozky momentu
hybnosti (ve sméru os z, y a z). Proto staciondrni stav, ve kterém se elektron muze nachdzet, obvykle
popisujeme jen trojici él'seﬂ udévajicich energii, velikost momentu hybnosti a jeho slozku v jednom
sméru. Misto hodnot téchto velic¢in v jednotkach J a Js vétSinou udavame jen bezrozmeérna kvantovd
¢isla n,l;m; (jde vlastné o ndsobky hodnot energie a momentu hybnosti, o které se mohou stavy lisit).

8 Moment hybnosti je vektorova veli¢ina popisujici pohyb po zakiivenych drahdch. V pifpadé pohybu &éstice o hmotnosti
m rychlosti v po kruznici s polomérem r je velikost momentu hybnosti rovna mvr a smér momentu hybnosti uddva
osu otdceni (je kolmy k roviné kruznice). Pokud je ¢dstice nabitd, mé také magneticky moment, ktery je momentu
hybnosti tmérny (mé stejny smér). Proto muzeme ruzné orientace momentu hybnosti rozlisit, kdyz umistime molekulu
do magnetického pole.

9Ve skute¢nosti musime pfidat jesté jedno &islo, které popisuje vnitini moment hybnosti elektronu, zvany spin.
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Obrazek 11.7: Malodhlovy rentgenovy rozptyl (SAXS) na velkych molekuldch v roztoku. A, viny tvofené
rozkmitanymi elektrony v ruznych mistech molekule s sklddaji do viny s amplitudou zavisejici na rozmisténi
elektronu v molekule a fazovym posunem vln pro danou orientaci molekuly. B, podobné jako v piipadé difrakce
na krystalu sledujeme rozptyl zafen{ v ruznych smérech. C, zaznamendvame piitom intenzitu zafeni rozptyleného
pod riznym thlem. D, rozptylovd kiivka naméfend (zlatd barva) a vypocitand z vysledku MD simulace (zelend
barva) pro podjednotku delta RNA polymerasy bakterie Bacillus subtilis. E, stejnd data v Kratkeho vyneseni.
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Pravdépodobnost vyskytu elektronu s povolenymi hodnotami energie, velikosti a vybrané slozky mo-
mentu hybnosti popisuji vinové funkce, kterym fikdme atomové a molekulové orbitaly.

Kvantova mechanika také méni pohled na elektromagnetické vinéni. To muze predavat energii jen
po soustech neboli po kvantech o velikosti hv, kde h je Planckova konstanta a v je frekvence kmitani
viny.

Piedpoklddejme ted, Ze hodnota hv dopadajiciho svétla je shodou okolnosti stejné jako rozdil mezi
energiemi dvou stavu elektronu v molekule. Pokud to dovoluje tvar vinovych funkci obou stavi, muze
za téchto okolnosti dojit k vymeéné energie. Molekula pohlti (absorbuje) dané sousto energie a pouzije
je na zménu rozlozeni elektronu do energeticky nérocnéjsiho stavu. Tuto zménu rozlozeni lze opét
popsat elektrickym dipSlovym momentem, kterému se ikd tranzitni (prechodovy) dip6l. Velikost a
smeér tranzitniho dipdlu je mozno spocitat z vlnovych funkci obou stavi. Kromé popsaného pohlceni
energie molekulou muze molekula energii i vyzarit. Muze jit o emisi spontanni, danou pouze obsazenim
jednotlivych stavu elektrony, nebo o emisi nucenou, kterd je vyvoldna svétlem s frekvenci rezonujici
s rozdilem mezi energiemi jednotlivych stavii. Abyste mohli ziskat o elektronovych stavech a prechodech
mezi nimi konkrétnéjsi predstavu, je v Dopliku [D|uveden pomérné podrobny rozbor biochemicky velmi
dulezitého uskupeni atomu, peptidové vazby.

Na ¢em zavisi schopnost molekul absorbovat energii svételného zareni? Pravdépodobnost absorpce
je tim vétsi, ¢im je frekvence zafeni blizsi energii pfechodu. Splnéni této rezonanéni podminky ndm
popisuje spektrum tedy zav1slost absorpce na frekvenci. Kromé toho je pravdepodobnost absorpce
amérng |E0 fr|* = E3p3 cos? 0, kde jit je tranzitni diplovy moment a 0 je ihel mezi Ej a tranzitnim
dipélem. Je-li molekula v roztoku, miize se viiéi svétlu volné otdcet a cos? § nahradime stiedni hodnotou
(coz je v trojrozmérném prostoru jedna tietina).

Kdyz svételna vlna putuje prostfedim s mnoha absorbujicimi molekulami (napiiklad vzorkem stu-
dovaného proteinu v roztoku), kazda vrstvicka molekul trochu snizi amplitudu. V duasledku toho se pii
pruchodu vzorkem exponencialné snizuje intenzita svétla I, ktera je dana druhou mocninou velikosti
elektrické intenzity E. Ve spektrometrii ¢asto méfime absorbanci A = log(ly/I) pii pruchodu vzorkem
tloustky I. Absorbance je piimo timérné tlousfce vzorku a koncentraci absorbujici latky. Konstantou
umeérnosti je absorpénd koeficient £y (index A upozorinuje, Ze i¢innost absorpce zavisi na vlnové délce)lﬂ

Vypocty tranzitnich dipdlovych momenti jisté nepatii mezi obvyklé ¢innosti biochemiki. Naopak
mérend intenzity svétla proslého vzorkem biomakromolekuly je v biochemii velmi bézné. NejpohodInéjsi
je méfeni prechodu mezi orbitaly aromatickych systému. V proteinech jde piedevsim o tryptofan, ab-
sorbujici svétlo o vinové délce kolem 280 nm a o tyrosin, absorbujici kolem 274 nm. Absorpce tyrosinu
je slabsi (asi ¢tvrtinova) ve srovndni s tryptofanem, proteiny ale obsahuji vétsinou vice tyrosini nez
tryptofanti. Zminéné vinové délky lezi v blizké ultrafialové oblasti (odpovidajf frekvenci 10® Hz a ener-
gii 400 kJ mol~1), kde je mozné méfit na bézném spektrofotometru s kiemenou optikou. Mame-li §tésti,
obsahuje protein navézanou skupinu, kterd umoziuje méfeni i ve viditelné oblasti (napiiklad hem).
Béze nukleovych kyselin pfedstavuji pomérné slozity aromaticky systém slozeny z osmi (u pyrimidinu),
desiti (u adeninu), nebo jedendcti (u guaninu) w-orbitali. Také béze nukleovych kyselin absorbuji ve

10Rovma popisujici vlnu mizeme matematicky upravit tak, aby popisovala jak zménu rychlosti Sifeni, popsanou
v Casti tak exponencidlni pokles intenzity, popsany v této casti. Uprava se tyka vektoru k. Zatimco ve vakuu je
velikost k dana jednoduse vlnovou délkou (k = 27/X), v prostfedi molekul musime tuto hodnotu vynésobit jesté tak-
zvanym komplexnim indexem lomu. Jak ndzev napovidd, jde o komplexni ¢islo tvaru n —ik, jehoz redlna ¢ést je nds znadmy
index lomu n a imaginarni ¢ast k je takzvany index absorpce. Po dosazeni do rovnice [11.7]

E(F, t) E_v‘oei(wtf(nfin)l_c'“?) — E-’Oefnl_e‘q?ei(wtfnl_c'»?)

= Epe " T(cos(wt — nk - 7) + isin(wt — nk - 7)) (11.11)
vidime, Ze jsme dosahli toho, co potfebujeme. Zavedeni indexu lomu n < 1 ndm popisuje zpomaleny postup vilny a
zaveden{ indexu absorpce k ndm popisuje tlumen{ v disledku absorpce molekulami (imagindrni éislo ix dalo po vyndsobeni

imagindrn{ jednotkou redlné ¢islo —x). Z uvedenych vztahu vyplyva, ze bézné uzivany absorpéni koeficient €, je pfimo
dmeérny indexu absorpce: ) = 47k/(CA1In10), kde C je koncentrace molekul ve vzorku.
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stejné oblasti spektra (kolem 260 nm).

Dalsi dulezitou skupinou, jejiz absorpci muzeme mérit, je peptidova vazba. Nejvyraznéjsi prechody
mezi elektronovymi stavy peptidové vazby jsou popsany v Dodatku D Absorpce pfi prechodu n — 73
je intenzivngjsi nez absorpce tryptofanu, jeji vinové délka (kolem 220 nm) je na hranici pouzitelnosti
béznych spektrofotometrii. Absorpce pii pfechodu me — 73 se obvykle nevyuziva, pfestoze je jesté
silngjsi. Divodem je kratkd vinovéd délka (190 nm).

Oligo- a polysacharidy vétsinou neabsorbuji ve vhodné oblasti. Pokud sacharidy neobsahuji naptiklad
acetylovanou aminoskupinu (tedy systém podobny peptidové vazbé), nejblizsi pouzitelnd vinova délka
je 175nm (pfechod n — o* elektronu glykosidické vazby). Tak kratké vinové délky vyzaduji specidlni
zafizeni (je napiiklad nutné odstranit kyslik rozpustény ve vodé) a vyuzivaji se mélo.

Nejcastéjsim vyuzitim absorpce pii elektronovych prechodech (zejména aromatickych skupin) je
rychlé urceni celkové koncentrace proteinu ¢i nukleové kyseliny. Rozdil mezi vinovymi délkami maximaln{
absorpce je dostateény k tomu, abychom odhadli i podil proteinu a nukleové kyseliny ve smési. Variaci
na toto téma je detekce biomakromolekul délenych elektroforézou nebo chromatografii. Peptidova vazba
je zase vyhodnd proto, ze je piitomna mezi kazdou dvojici aminokyselin. Umozinuje ndm pozorovat i
kratké peptidy, které casto neobsahuji zadnou aromatickou aminokyselinu. MuZe ndm ale absorpce
viditelného nebo ultrafialového zafeni fici néco o struktufe? Na tuto otdzku se pokusime odpovédét
v nasledujicich sekcich.

11.7 Cirkularni dichroismus

V sekundarnich strukturach jsou jednotlivé peptidové vazby proteinii a baze nukleovych kyselin presnym
zpusobem vzdjemné usporadany. Toho lze vyuzit k ziskani informace o sekundarni struktuie. V do-
datku [E] je zminéno, jak se tvorba Sroubovic proteinu a dvojsroubovic DNA projevi na absorpci. Jesté
vice se o sekundarni strukture muzeme dozvédét, kdyz vyuzijeme toho, ze sekundarni struktury jsou
chirdlni utvary. Chirdlni molekuly totiz riznym zpusobem interaguji s pravoto¢ivym a levoto¢ivym kru-
hové polarizovanym svétlem. Pokud chirdlni molekuly svétlo absorbuji, je pravdépodobnost absorpce
jednotlivych slozek ruznd. Tento jev se nazyvé cirkuldrni dichroismus (CD).

K pochopeni cirkularniho dichroismu je uzite¢né si fici, jak muzeme kruhové polarizované svétlo
vyrobit (obrézek . Zacéneme se svétlem linedrné polarizovanym. VInu kmitajici v ur¢itém sméru
(linedrné polarizovanou) muzeme z nepolarizovaného zafen{ oddélit pomoci krystalu, ve kterém se viny
kmitajic{ v ruznych smérech zpozd'uji rizné (maji rizny index lomu). Takovym materidlem je napiiklad
kiemen. Krystal (na obrazku |11.8 nakreslen bilou barvou) pfitom orientujeme tak, aby vektor E kmi-
tal v 8ikmé roviné, svirajici tihel 45° se svislou i vodorovnou rovinou kolmou na smér postupu vlny.
Kmitan{ vektoru E v §ikmé roviné znamend, ze vodorovnd i svisla slozka vektoru kmitaji se stejnou
fazi. Takto linedrné polarizované svétlo nechdme prochézet takzvanym fotoelastickym moduldtorem, na-
kreslenym na obrazku zluté. Muze jit o tenky hranolek oxidu kiemicitého, ktery nechdme ti¢inkem
elektrického pole vibrovat (s frekvenci pfiblizné 50 Hz). V okamziku, kdy je vibrujici hranolek stlacen
(obrazek ), zpomaluje vice vinu elektrické indukce kmitajici ve svislém sméru, v okamziku, kdy
je natazen (obrazek ), zpomaluje vice vlnu kmitajici ve vodorovném sméru. Amplituda vibraci
hranolku je pfitom zvolena tak, aby po pruchodu hranolem byla svisla vlna vuéi vodorovné posunuta
pri stlaceni o ¢tvrt vinové délky zpatky a pfi natazeni o ¢tvrt vinové délky dopredu. Slozenim kolmych,
vzéjemné o A/4 posunutych vin vzniké kruhové polarizovand vina. V této viné vektor E neméni velikost,
ale rotuje kolem sméru postupu vlny. Spicka sipky popisujici vektor E obih4 po Sroubovici vinouci se
kolem sméru postupujici viny. P#i stlaceni hranolku jde o vlnu pravotocivou, pii natazeni o vlnu le-
voto¢ivou. V prumétu do roviny kolmé ke sméru postupu viny vidime Spicku Sipky vektoru E obihat po
kruznici. Pt stlacen{ hranolku po sméru hodinovych rucicek (obrézek ), pfi natazeni proti sméru
hodinovych rucicek (obrézek [11.8B).

Takto piipravené svétlo oscilujici mezi pravotocivou a levotoc¢ivou kruhovou polarizaci nechdme
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Obrézek 11.8: Princip a méfeni cirkuldrniho dichroismu. A, priichod elektromagnetické viny pfi stlaceni foto-
elastického moduldtoru. Kmitani vektoru £ je symbolicky zndzornéno Gervené pod nékresem. Cervené elipsy
znézornuji pohled z boku na rovinu kolmou ke sméru §iteni viny, ¢erny kruh vpravo predstavuje pohled ve sméru
postupu viny (sméry vektoru E v rostouci vzdélenosti od pozorovatele jsou odliseny klesajici intenzitou ¢ervené
barvy). Polarizator (bild barva) méni nepolarizované zdfeni na linedrné polarizovanou vlnu kmitajic{ v sikmé
roviné (svirajici thel 45 ° se svislou i vodorovnou rovinou). Vodorovn4 slozka vektoru kmitajiciho v §ikmé roviné
je nakreslena modie, svisl4 zelené. Stlaceny fotoelasticky moduldtor (Zlutd barva) opozd uje vodorovné kmitajici
slozku o ¢tvrtinu vlnové délky. Vyslednd vina (slozend z vodorovné a svislé slozky E) je tak pravotocivé kru-
hové polarizovand. Ve vzorku (modrd barva) dochézi k absorpci a opozdéni pravoto¢ivé polarizované viny. B,
pruchod elektromagnetické viny pii natazeni fotoelastického moduldtoru. V tomto stavu vodorovna slozka vek-
toru F predbiha svislou slozku a vznikd tak levotoc¢ivé kruhové polarizovand vina. C, soucet vektoru E 7 obrézki
A a B. Slozenim vektorii £ vin po prichodu svétlem nevznikne kruhové, ale elipticky polarizovand vina (¢erna
elipsa vpravo). Natocen{ elipsy v roviné kolmé k sifen{ vlny zavisi na rozdflu indext lomu (zpusobujicim rozdilné
opozdéni) levotocivé a pravotocivé polarizované slozky.
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prochdzet vzorkem, nakreslenym na obrazku [I1.8] modre. Detektorem, ktery je ¢asové synchronizovan
s vibracemi fotoelastického moduldtoru, méfime absorpci pravoto¢ivé a levotocivé viny. Rozdil mezi
nimi vynasime jako zavislost na vlnové délce, tedy jako spektrum. Z historickych davodu se rozdilu
absorpcnich koeficienti pravotocivé a levotocivé viny #iké elipticita. Sec¢teme-li totiz ruzné pohlcenou
pravotocivou a levoto¢ivou vinu, ziskdéme misto kmitén{ po tseéce elipsu (obrdzek[11.8C vpravo). Pomér
dlouhé a kratké poloosy elipsy (elipticita) je pritom imérny rozdilu zminénych absorpénich koeficientu.
Tento rozdil je nulovy vzdy, kdyz ma molekula zrcadlovou rovinu symetrie (kdyz neni chiralni). Elipsa
je navic otocena z duvodu rozdilného indexu lomu (rozdilné rychlosti sifenf) pravotocivé a levotocivé
vlny ve vzorku chirdlni molekuly.

Protoze CD z&avisi piimo na chiralité, muzeme se z CD spekter dozvédét uzitecné informace o pra-
videlnych chiralnich strukturdach biomakromolekul. Naptiklad u neuspoirddanych proteintu pozorujeme
v CD spektrech zaporné maximum pii 200 nm. Struktury sklddaného listu vykazuji pozitivni maximum
pfi 198 nm a méné intenzivni negativni maximum pii 215nm. Koneéné a-Sroubovice maji pozitivni
maximum pii 190 nm a dvé méné intenzivni negativni maxima pfi 208 nm a 222 nm (obrazek .

Pokud protein obsahuje ruzné druhy sekundédrni struktury, vysledné spektrum si muzeme predstavit
jako soucet ti{ zdkladnich spekter (ndhodnd konformace, sklddany list, a-sroubovice) v poméru od-
povidajicim zastoupeni téchto tii konformaci v proteinuE Zpétné muzeme ze spektra odhadnout, jak
velkd ¢ast proteinu je v jednotlivych konformacich. Mohli bychom to udélat ruéné, kdybychom odecitali
elipticitu pfi tfech ruznych vinovych délkéach a tesili pak soustavu t{ rovnic o tfech nezndmych. V praxi
vétsinou takovou analyzu svérime pocitaci, ktery porovna namérené spektrum se spektry znamych pro-
teinu a vyhodnoti zastoupeni sekundérnich struktur v nasem vzorku.

Podobné rozdily v CD spektrech muzeme pozorovat i u nukleovych kyselin. Analyza spekter nuk-
na druhu aminokyseliny velmi madlo). Jako piiklad si muzeme ukdzat spektra dvojsroubovic DNA
tvorenych opakujici se sekvenci CG (obrazek . O této sekvenci je znamé, ze kromé bézné pra-
votocivé dvojsroubovice B a pravotocivé dvojSroubovice A muze tvofit i levoto¢ivou dvojsroubovici
7 se zlomy v prubéhu cukrfosfatové péatere. Na obrazku je vidét, ze pravotocCivé dvojsroubovice maji
podobnd (ale rozlisitelnd) spektra, zatimco spektrum levotocivé sroubovice Z (teckované spektrum) m4
priblizné opaény prubéh.

11.8 Vibrace jader

Zatim jsme pii popisu pruchodu svétla prostiedim molekul vénovali pozornost jen elektronum. Ani jadra
atomu v8ak nelezi nehybné v ur¢ité poloze. Jadra se vici sobé pohybuji kmitavym pohybem. Polohu
kazdého atomu muzeme popsat tFfemi nezdvislymi soufadnicemi, mé tedy t¥i stupné volnosti. Spojime-li
dva atomy vazbou, sta¢i ndm pro popis polohy vzniklé molekuly zase tfi souradnice. Co se stalo se tfemi
soufadnicemi druhého atomu? Jsou skryty v dalsich stupnich volnosti molekuly. Pro jeji pfesny popis
musime také udat jeji natoceni v prostoru, tedy rotaci kolem dvou os kolmych na vytvorenou vazbu.
Posledni stupen volnosti ndm popiSe vzdalenost jader v molekule, a pravé tento stupen volnosti souvisi
s vibrac{ (jadra nejsou stédle stejné vzddlena, ale kmitaj{ kolem rovnovdzné polohy). Kdyz priddme
k molekule dals{ atom, zistanou ndm stéle t¥i soufadnice pro popis polohy (tézisté) a piibude jeden
dalsi parametr pro popis natoceni v prostoru (pokud nebude molekula linedrni). Zbyvaji ndm tedy jesté
tfi (u linedrni molekuly étyfi) stupné volnosti pro popis vzajemnych poloh jader, tedy vibraci.

Zkusme ted prostiedni atom z nasi trojice zapojit do makromolekuly a piedpoklddejme, Ze vibrace

HZatimco a-sroubovice je definovand tizkym rozmezim torznich whld ¢ a 1, ve sklddaném listu mohou tyto torzni
uhly nabyvat dosti rozdilnych hodnot, podle toho, jak je dany list v molekule proteinu zkroucen. Pod pojmem ,ndhodnd
struktura® se pak skryvd prumér mnoha velmi rozdilnych konformaci. Rozklad spektra CD na tfi zdkladni slozky proto
predstavuje urcité zjednoduseni, které muze v nékterych pripadech zavadét systematickou chybu do stanoveného zastou-
peni sekundarnich struktur.
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Obrazek 11.9: CD spektra a-Sroubovice (plné ¢dra), sklddaného listu (¢arkované) a neusporddaného polypep-
tidu (teckovaneé).
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Obrazek 11.10: CD spektra dvojsroubovic DNA tvofenych opakovanou sekvenci CG: dvojsroubovice B (plné

¢ara), dvojsroubovice A (Earkované) a levotociva dvojsroubovice Z (teckovaneé).
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Obrézek 11.11: Vibrace t¥fatomové molekuly: a, symetrick4d valenéni (in-phase stretching), b, asymetrickd
valenén{ (out-of-phase stretching), ¢, nuzkovéd (in-plane in-phase bending), d, kyvavd (in-plane out-of-phase
bending), e, rotujici (out-of-plane in-phase bending), f, twistovéd (out-of-plane out-of-phase bending). Na obrazku

jsou vibrace v roviné papiru znézornény Sipkami, vibrace nad rovinu papiru ¢ a vibrace pod rovinu papiru ©.
Cervené je vyznacen smér elektrického tranzitntho momentu jednotlivych vibraci.

S

nasich tii atomu jsou zcela nezavislé na vibracich makromolekuly@ V tomto zjednodusSeni potiebujeme
tTi stupné volnosti na popis polohy nasi skupiny vzhledem k makromolekule. Zbyvajicich Sest stupnu
volnosti popisuje Sest zpusobu vibrace, které jsou zndzornény na obrazku

Zékony kvantové mechaniky vyzaduji, aby jadra kmitala jen s ur¢itymi frekvencemi. Stejné jako
elektrony, i jadra se tedy v molekule vyskytuji v ur¢itych stavech. Energie prochézejiciho svétla muze byt
proto vyuzita i k preskokum mezi témito vibraénimi stavy. Kazda z téchto vibraci mé svou rezonanéni
frekvencﬂ Intenzita piechodu do vyssich stavi pro jednotlivé vibrace je ddna opét tranzitnimi dipdly
(na obrazku cervené). Ty ndm vlastné uddvaji smér polarizovaného svétla rezonujictho s jednotlivymi
vibracemi. Energetické rozdily jsou pro vibrace jader nizsi o jeden az dva fady ve srovnani s elektrony,
takze k rezonanci dochazi s infracervenym svétlem (frekvence 1013-10 Hz).

Kvantovd mechanika také definuje podminky, za kterych muzeme absorpci v infracervenych spek-
trech pozorovat. Dulezitd podminka pro to, aby byl tranzitni dipélovy moment nenulovy a vibraéni
prechod povoleny, se tykd stdlého dip6lového momentu nasi funkéni skupiny (viz Dodatek @ Tov-
nice . Staly dip6lovy moment se musi béhem vibrac{ meénit (vibrace nesmi byt symetrickd).
Ptechody, pti kterych se staly dipélovy moment neméni a jsou v absorpénich spektrech zakazané, mohou
byt ale povolené v takzvanych Ramanovych spektrech, o kterych se zminime v sekci

Frekvence a energie vibraci zavisi na hmotnosti jader a sile vazeb, které je spojuji. Vytvoteni vodikové
vazby pii vzniku sekundérni struktury tedy pozméni energetické rozdily vibra¢nich stavi. Proto muzeme
studovat sekundarni strukturu i pomoci vibra¢nich spekter. Za chvilku se seznamime s nejcastéjsim
ptikladem takové analyzy — s pozorovanim vybranych vibraci peptidové vazby. V nukleovych kyselindch
muzeme podobnym zpusobem sledovat tvorbu vodikovych vazeb béhem parovani bazi. Na konformaci
nukleové kyseliny zavisi vibrace fosfodiesterovych vazeb.

Ve vibrac¢nich spektrech muzeme pozorovat i cirkuldrni dichroismus, pokud pouzijeme polarizovaného
infrac¢erveného zareni (citlivost takového méreni je ale velmi nizkd a teprve v poslednich letech se objevily
na trhu pristroje, které takovd meéfeni umoziujf).

Na zdvér povidani o vibracich jader atomu se podivame na konkrétni piiklad vyuziti vibracnich
spekter, na urcovani sekundarni struktury atomu pomoci vibraci peptidové vazby. Opét pouzijeme
zjednoduseny popis, ktery vychazi z predpokladu, ze vibrace jednotlivych vazeb jsou do zna¢né miry
nezévislé na pohybech okolnich atomi. Ze zkusenosti vime, ze vibrace kolem 3400 cm ™! je mozné piipsat
vazbé N-H, vibrace kolem 1700 cm™" je mozné piipsat vazbé C=0, vibrace kolem 1650 cm ™" je mozné
pripsat vazbé C=N. Tento ptistup je ale v mnoha piipadech pitilis hruby. Lepsi vysledky poskytne zjed-
noduSeni opatrnéjsi, které nepracuje s izolovanymi dvojicemi atomi, ale rozumné zvolenymi funkénimi

12Uvedomme si ale, ze se tak dopoustime urcité nepiesnosti. Kmitan{ nasich tif jader bude spfazeno s vibracemi zbytku
makromolekuly.
13Ve vibraéni spektroskopii je zvykem misto frekvence v udévat vinocet # = 1/, zpravidla v jednotkach cm~1.
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Obréazek 11.12: Vybrané vibrace peptidové vazby.

skupinami. V sekci jsme si popsali Sest moznych vibraci skupiny slozené ze tii atomu. Pokud
sprazenych vibra¢nich pohybu ¢ty atomu ve skupiné CO-NH. V literatuie se téchto devét vibracnich
modu oznacuje ndzvy AMID A, AMID B, AMID I, AMID II, a tak déle az po AMID VII (frekvence vib-
raci klesd v uvedeném potradi). V praxi se nejéastéji vyuziva vibraci oznac¢ovanych AMID I a AMID II
(v infracervenych spektrech; obrazek nebo AMID I a AMID III (v Ramanovych spektrech;
obrazek 7 jejichz frekvence zavisi na ucasti vodiku ve vodikové vazbé a tedy na druhu sekundarni
struktury.

Postup pti analyze sekundérni struktury si muzeme ukézat na piikladu vibrace AMID I. Kdyby vodik
peptidové vazby netvoril zadné vodikové vazby, pozorovali bychom vibrace kolem vlnoétu 1670 cm 1.
Ve vodném prostiedi se tvoii ale vodikové vazby s molekulami vody, které zpomaluji vibrace AMID 1.
V neuspotfadanych proteinech mtzeme pozorovat zpomalené vibrace AMID I peptidovych vazeb vysta-
venych vodé v oblasti 1640-1650 cm~!. Co se stane pii vytvoreni sekundarni struktury? Vodikové vazby
v a-Sroubovici jsou slabsi ve srovnani s vodikovymi vazbami s vodou, proto jsou vibrace AMID I o néco
rychlejsi (1650-1660 cm~!). Naopak vodikové vazby ve skladanych listech jsou silngjsi nez vodikové
vazby s vodou. Vibrace AMID I je proto v této sekundarni struktufe jesté vice zpomalena (1625-
1640cm™—1). Ve struktute skladaného listu jsou také vibrace peptidovych vazeb vzdjemné spiazeny.
Toto sptazen{ se projevi ve spektrech dalsf frekvenc{ (okolo 1695 cm~1), kterou bychom neocekédvali pro
izolovanou peptidovou vazbu. Dalsi neobvyklé vibrace kolem 1670 cm™! jsou pfisuzovany peptidovym
vazbam v ohybech.

Pii analyze vibraci AMID I musime piekonat nékteré technické piekazky. Prvni z nich je pfitomnost
vibraci vody okolo 1650 cm ™!, které piekryvaji nejzajimavéjsi ¢ast spektra. Moderni piistroje dokazi vib-
race vody od spektra spolehlivé odecist, diive se zpravidla méfeni provadéla v tézké vodé, kterd vibruje
pomalejﬂ Dalsi obtiz vyplyva z toho, Ze vibrace jednotlivych druhtu sekundarnich struktur se lisi jen
velmi malo a ve spektrech spolu splyvaji. Také tento problém pom&hd tesit matematické zpracovani
spektra. Dnes je proto mozné nechat pocitac rozlozit spektrum na piispévky odpovidajici jednotlivym
vibracim (pfi pfedem zndmych vlnoctech) a z pomeéru jejich intenzit uréit zastoupeni jednotlivych druhu
sekunddrnich struktur. Spolehlivé tak 1ze odhadnout zastoupeni skldadaného listu, trochu problematické
muze byt rozlisen{ a-Sroubovice od neuspoiadané ¢dsti proteinu (jak jsme si fekli, vibrace neuspotrddané
struktury zna¢né zavisi na tom, jestli tvoi{ vodikové vazby s vodou).

11.9 Ramanova spektra
V sekci jsme mluvili o rozptylu svétla, pi kterém nedochédzi k vymeéné energie s molekulou (elas-

ticky rozptyl). Dalo by se ocekdvat, ze pokud ozafime molekulu svétlem o vlnové délce, kterou molekula
neabsorbuje, bude mit rozptylené svétlo stejnou vinovou délku. Neplati to tak docela. Kdyz vzorek

14Vibrace peptidové vazby jsou v tézké vodé také odlisné, protoze vodik se pomalu vyménuje s deuteriem. Aby nedoslo
k nedorozuméni, odlisuji se vibrace deuterované peptidové vazby v literatufe ¢arkou (naptiklad AMID I).



126 KAPITOLA 11. OPTICKE METODY

molekul ozdi{me velmi intenzivnim svétlem urcité vinové délky (obvykle jde o laserovy paprsek), po-
zorujeme v rozptyleném svétle nejen svétlo stejné vinové délky, ale i svétlo, které vyzarily molekuly,
u nichz nejprve doslo k prechodu do nizsiho (nebo vyssiho) vibraéniho stavu. Frekvence tohoto svétla je
snizena (nebo zvysena) o piispévek, ktery odpovidd rozdilu energif vibra¢nich stavi, mezi kterymi doslo
k prechodu. Zavislost intenzity rozptyleného svétla na popsané zméné frekvence se nazyva Ramanovo
spektrum.

Na ¢em zavisi intenzita svétla pozorovaného v Ramanovych spektrech? Pro odpovéd se musime
vratit do sekce Zdrojem rozptylené viny jsou vybuzené elektrické dipdlové momenty, které od-
povidaji rozkmitani elektront v molekule po dopadu svétlﬂ Stejné jako v ptipadé obycejného vibracniho
spektra (sekce musi béhem piechodu dojit ke zméné tohoto dipdlového momentu. Ale pozor, zde
nejde o staly dipélovy moment, ale o vybuzens dipdl. Proto neni podminkou, aby se ménil stdly dipdlovy
moment molekuly. Podminkou je zména schopnosti molekuly nechat vybudit elektrické dipoly. Jinymi
slovy, zména ochoty premistit své elektrony vlivem vnéjsiho pole (zména polarizovatelnosti) béhem
vibrace.

Ramanova spektra nam umoznuji studovat vibrace stejné jako infracervend vibracni spektra. Podminky
pozorovatelnosti urc¢ité vibrace jsou ale rizné (v piipadé molekul se stiedem symetrie jsou dokonce
vibracni prechody povolené v infrac¢ervenych spektrech zakdzané v Ramanovych spektrech a naopak).
Symetrické vibrace jsou dobfe viditelné v Ramanovych spektrech, zatimco nesymetrické vibrace jsou
viditelné v infracervenych spektrech. Pomoci Ramanovych spekter tedy muzeme zkoumat sekundarni
strukturu stejné jako pomoci infracervenych spekter, pouze se musime zaméfit na jiné vibrace.

15VInové délka dopadajictho svétla je mnohem kratsi, nez by odpovidalo pfechodu mezi vibraénimi stavy. Z praktickych
diavodu se pouziva vinovd délka z viditelné oblasti, kterou poskytuji bézné lasery. Zajimavou modifikaci metody je re-
zonanéni Ramanova spektroskopie, kdy vinovou délku dopadajiciho zifeni volime tak, aby byla molekulou absorbovéna
pii pfechodech mezi elektronovymi stavy (nikoli mezi vibraénimi stavy jader). Vyhodou je zna¢né zesileni citlivosti.
Rezonanéni Ramanova spektra muzeme pochopitelné méfit jen pro takové funkéni skupiny, které absorbuji ve vhodné
oblasti.



Kapitola 12

Rentgenova krystalografie

12.1 Ohyb zateni (difrakce)

12.1.1 Virtualni nahrada mikroskopu

V kapitole [7] jsme narazili na neprijemnou skutec¢nost. Nen{ mozné sestrojit mikroskop se zvétSenim
potfebnym pro pozorovéani jednotlivych molekul, protoze neexistuji ¢ocky schopné zaostiovat ,,svétlo*
dostatecné kratké vinové délky (rentgenové paprsky o vinové délce kolem 0.1 nm). Cocky mikroskopu
modifikuji drahu svétla jednoduchym zpusobem, ktery muzeme nahradit vypocetni operaci. Podivejme
se na obrdzek velmi jednoduchého mikroskopu [I2:1A. Co se vlastné v takovém mirkoskopu déje? Na
sledovany objekt dopad4 svétlo, které je objektem rozptylovéno do viech smért. Cocka mikroskopu ldme
roztylené paprsky a zaostiuje je do obrazu, ktery muze byt zvétseny a prevraceny, jako v naSem piipadeé.
Kdyz nahradime ¢ocku (pro paprsky krétké vinové délky nedostupnou) zafizenim, které zaznamend, jak
jsou jednotlivé paprsky rozptylovany, mohli bychom z amplitud a fazi rozptyleného zafeni vypocitat,
jak by obraz vypadal. To je podstata urcovani tvaru molekuly pomoci retgenové difrakce. Posvitime na
molekuly koherentnim zdfenim vhodné vlnové délky (odpovidajici vzddlenosti atomu v molekule, tedy
asi 0.1nm) a méffme, jak se na nich rozptyluje svétlo. Protoze citlivost méren{ je omezend, nepracujeme
s jedinou molekulou, ale, jak je v biochemii zvykem, s velkym mnozstvim molekul. Pfipravime krystal,
ve kterém jsou molekuly usporadany v pravidelné miizce. Zafeni rozptylené na krystalu je v urcitych
smérech mohutné zesileno. Difrakéni obrazec, zachycujici v kterém sméru je zareni zesileno, vypada
proto tak, jak ukazuje obrazek [[2.1B. Kazd4 tmava skvrna na detektoru nadm ik, ze v odpovidajicim
sméru bylo zafeni zesileno. Bez tohoto zesilovaciho efektu krystalu je potfeba pouzit extrémné silny
zdroj rentgenového zéreni. V soucasnosti jsou na svété dostupné pouze dva takové zdroje (free electron
lasers). Vétsina strukturnich experimentu proto stéle vyuzivd analyzy krystalu.

Pro pochopeni zesilujiciho efektu krystalu a hlavné pro vyhodnoceni pozorovaného difraktovaného
zateni je tfeba porozumnét tomu, co se s koherentnim zafenim pii rozptylu na molekulach déje. Jak jsme
si jiz fekli v kapitole elektromagneticka vlna rozkmitava elektrony molekul. V piipadé elastického
rozptylu je kazdy kmitajici elektron zdrojem nového zéafeni (o stejné vinové délce jako budici zdfeni),
které se sif{ do vSech sméru (obrizek . Viny vyzérené ruznymi elektrony maji tedy stejnou vlnovou
délku, ale v zavislosti na poloze elektront v krystalu maji riznou délku optické drahy a jsou vuéi sobé
ruzné fazové posunuté (obrazek . Pravé na fadzovém posunu zalezi, jestli se paprsky budou sklddat
konstruktivné a zéreni se zesili (to kdyz maji jednotlivé vlny podobnou fdzi), nebo jestli se amplitudy
odectou a vlny vzajemné vyrusi (to kdyz maji fdzi opacnou).

Zakladni otdzka tedy znf: Kdy maji rozptylené viny stejnou fazi? Odpovéd na tuto otdzku vysvétli,
proc¢ krystal funguje jako zesilova¢ rozptyleného zafeni a pro¢ pozorovany difrakéni obrazec krystalu
obsahuje jen omezeny pocet skvrn.
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objekt

Obréazek 12.1: Vlevo princip nejjednodussiho mikroskopu, vpravo piiklad difrakénich dat.

A N

Obrazek 12.2: Rozptyl zafeni na jednom atomu (A) a difrakce na vice atomech (B). Zafen{ do zvyraznéného

sméru rozptylené na modfe oznacenych atomech se sklddd konstruktivné (vlna S§ifici se danym smérem mg
stejnou fazi), zatimco zdfeni rozptylené na ¢ervené oznaceném atomu je fdzové posunuto.
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12.1.2 Braggovy roviny

Kdy dojde k rozptylu koherentnich svételnych paprsku tak, aby mély vsechny stejnou fazi? Existuji dvé
moznosti:

1. Paprsky maji stejnou délku optické drahy

Rozptylené zéreni se §iif ze zdroje vSemi sméry. Pfedstavme si, Ze objektem prolozime rovinu (muze
mit libovolnou orientaci a muzete si ji predstavit také jako zrcadlo, jak ukazuje obrazek ) Jeden
z moznych sméru siteni rozptyleného zafeni je takovy, Ze thel, pod kterym zdfeni vychézi (ihel odrazu
od pomyslné roviny), se rovnd uhlu dopadu zdrojového paprsku na tuto rovinu. Vsechny rozptylené
paprsky, které se od pomyslné roviny ,,odrazi“ pod stejnym tthlem, pod jakym na rovinu dopadl zdrojovy
paprsek, maji stejnou fdzi, bez ohledu na to, v kterém misté na rovinu (zrcadlo) dopadly. Obrézek
vysvétluje pro¢. Dva koherentni paprsky maji ve chvili, kdy protnou tsecku HK stejnou fazi. Prvni z nich
narazi na zrcadlo pod thlem 6 v misté oznac¢eném K. Z tohoto bodu se $ifi rozptylené zareni vSemi
sméry, nas ale ted zajima pouze smér s thlem odrazu 6. Cim je tento smér vyjimeény? Tim, ze dréha,
kterou musi urazit druhy paprsek pied dopadem (A’) navic oproti prvnimu paprsku, je stejnd jako
drdha, kterou zase urazi navic prvni paprsek po odrazu (A). A to bez ohledu na to, jak jsou body K
a L daleko od sebe. Ve chvili, kdy paprsky protnou tsecku LM, maji opét stejnou fazi. PovSsimnéte si
také, ze smér paprsku se po odrazu zméni o dvojndsobek tithlu dopadu, tedy o 26. Pokud budeme chtit
z difrakénich obrazcu urcit thel odrazu od pomyslné roviny, musime odchylku difraktovaného paprsku
od puvodniho sméru vzdy vydélit dvéma. Kvuli analogii mezi odrazem svétla od pomyslné roviny
(zrcadla) v krystalu se difrakénim skvrndm iiké refleze, protoze krystal si muzeme piedstavit jako
soustavu zrcadel (reflektord), kterd odrazeji paprsky do ruznych sméru. Témto pomyslnym zrcadlim
tikaji krystalografové Braggovy roviny. Zékon odrazu tikd, ze hel odrazu svétla od zrcadla se rovna
thlu dopadu. Tato vlastnost zrcadla zajisti, ze odrazené paprsky si zachovaji stejné relativni faze, jako
mély pred dopadem na zrcadlo. Diky tomu muzeme v zrcadlech pozorovat obrazy predmétu.

2. Rozdil délky optickych drah paprsku je roven celoiselnému nasobku jejich vinové délky

Zatim jsme se zabyvali tim, co se stane, kdyz se dva paprsky odrazeji od stejné Braggovy roviny. Co
kdyz se ale kazdy odrazi od jiné rovinyE| (obrézek [12.3[B)? Délky optickych drah téchto paprskii budou
v takovém piipadé ruzné. Odrazené paprsky proto nebudou mit stejnou fazi vzdycky, ale jen tehdy,
kdyz bude rozdil délek optickych drah paprski roven celo¢iselnému nasobku vinové délky A. Jakd musi
byt vzdalenost Braggovych rovin, aby byla tato podminka splnéna? Vysvétleni je na obrazku [12.3B.
Rozdil v délce optickych drah paprsku zalezi na vzdalenosti pomyslnych rovin a na thlu dopadu zdro-
jového paprsku (ihel odrazu musf byt stejny, jako tihel dopadu). Rozdil v délce optickych drah paprski
odrazenych od ruznych rovin je roven dvojndsobku vzdalenosti A. Obrézek [I2.3B ukazuje, ze ihel HKL
je stejny jako thel 6. Soucet 1hla v trojihelniku je 180 ° a soucet dhli KLH a 6 je 90°. Pak muzeme
spocitat, ze A = dsinf. Aby mély paprsky stejnou fazi po rozptylu na ruznych rovinach, je tfeba, aby
rozdil v délce jejich optickych drah (dvojndsobek vzddlenosti A) byl roven celo¢iselnému nasobku vinové
délky zafeni 2A = N X (kde N znaéi piirozené ¢islo). Zavislost mezi vinovou délkou zafeni a vzdalenosti
mezi Braggovymi rovinami je tedy NA = 2dsin 6.
Analyza obrdzku [12.3| ndm poskytla dulezity vztah:
NA
d= 550" (12.1)
Objekty, které lezi na Braggovych rovinach rozptyluji svétlo tak, ze jednotlivé paprsky budou mit
shodnou fazi a budou se tedy sklddat konstruktivné (jejich amplitudy se budou séitat). Naproti tomu

1 Jak ukazuje obrazek A, faze je stejnd pro paprsky odrazené od jakéhokoli mista stejné roviny, proto miuzeme body
K a L v rovinédch libovolné posouvat.
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Obrézek 12.3: Ohyb zéfen{ (difrakce) na Braggovych rovinach.

objekty, které maji mezi sebou jinou vzdalenost nez je vzdalenost Bragovych rovin budou rozptylovat
svétlo s odlisnou fazi.

Rovnice[12.1] zndma jako Bragguv zdkon, nam také rika, ze vétsi ihly ohybu pozorované v difrakénich
obrazcich odpovidaji mensim vzdalenost mezi Braggovymi rovinami. Tato nepfimé timeéra je zakladem
konceptu takzvaného reciprokého prostoru, se kterym krystalografové ¢asto pracuji.

Graficky lze vztah [I2.1] vyjadrit obrazkem [I2.3(C. Zelené, modie a Cervené jsou vyznaceny Braggovy
roviny ruzné vzdélené od roviny prvni (Gerné). Sipky odpovidajich barev ukazuji sméry, ve kterych mé
svétlo rozptylované na jednotlivych rovindch stejnou fazi (celkovy drdhovy rozdil 2A se rovnd vinové
délce A).

Pro pochopeni difrakce je dobré zamyslet se nad tim, jaky nejmensi a nejvétsi difrakéni thel muzeme
pozorovat. Rozptyl svétla pod nejmensim (nulovym) tihlem nastane, kdyz se paprsek neodchyluje od
puvodniho sméru (# = 0°) a drdhovy rozdil mezi paprsky rozptylenymi jednotlivymi elektrony je
nulovy. To odpovida nekonecéné vzdélenosti mezi Braggovymi rovinami. Paprsek putujici v puvodnim
smeéru proto nenese zadnou informaci o vzddlenostech, nese pouze informaci o celkovém poctu elektront
(,,hmoté*“ objektu) . Naopak nejvétsi difrakéni tihel odpovidd kolmému odrazu (6 = 90 °), kdy se paprsek
odrazi zpét do sméru, ze kterého priletél (smér paprsku se méni o 180 °). V takovém piipadé se drahovy
rozdil rovna poloviné vinové délky. To vysvétluje, pro¢ nemiuzeme za normélnich okolnosti pomoci
elektromagnetickych (nebo jinych) vin zkoumat objekty mensi, nez je polovina vlnové délky zdfen{
(takzvany difrakéni limit).

12.1.3 Difrakce na krystalu

Pro vysvétlen{ difrakce jsme pouzili popis zkoumaného objektu jako soustavy rovin (zrcadel), na kterych
jsou rozmistény elektrony. Zatim jsme se ale nezabyvali tim, jaka je orientace Braggovych rovin v krys-
talu. Orientace téchto rovin urcuje sméry, do kterych krystaly vysilaji intenzivni rozptylené zéfeni.
Nyni se blize podivdme na to, kde se ony roviny (zrcadla) v krystalu nalézaji. Idedlni krystal je tvoren
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Obréazek 12.4: Braggovy roviny v krystalu.

velkym poctem usporadanych molekul. Nejmensi jednotka krystalu, ktera se pravidelné opakuje ve vsech
smérech, se nazyva elementdrni burika. Jak jsme si jiz fikali, krystal zesiluje rozptylené zafeni v urcitych
smeérech. Intenzivni rozptylené zafeni pozorujeme ve smérech, do kterych rozptyluji ruzné elementarni
buiiky zafeni se stejnou fazi. Aby mély vSechny paprsky v ur¢itém smeéru stejnou fazi, musi Braggovy
roviny prochézet stejnymi body ve vSech elementarnich bunkach. Pak jsou splnény obé podminky, kdy
dochézi k rozptylu rentgenovych paprsku tak, aby v urcitych smérech mély véechny rozptylené paprsky
stejnou fézi. Tyto podminky jsou splnény, kdyz bude vzddlenost mezi rovinami (zrcadly) rovna délce
hrany jedné elementarni bunky v krystalu, nebo kdyz na délku jedné hrany pfipadne celoc¢iselny nasobek
rovin. Na obrazku vidime dvojrozmérny krystal s elementarnimi bunikami vyznacenymi Cerné.
Jednotlivé hrany buiek maji velikosti a a b. Cervené roviny protinaji hranu a v poloviné. Skéceme-li
z jedné ¢ervené roviny na druhou, posuneme se proto o délku hrany a presné po dvou skocich. Hrany b
tyto roviny vitbec neprotinaji. Cervené roviny muzeme proto oznaéit indexem (20). Modré roviny jsou
vzddlené o délku hrany a a hranu b neprotinaji. Oznacuji se (10), protoze do sousedn{ buriky ndm stac{
jeden skok. Zelené roviny déli hranu b na tii ¢asti, hranu ve sméru a neprotinaji. Oznaceni zelenych
rovin je (03).

Trochu slozitéjsi piiklady Braggovych rovin jsou ukézany na obrdzku [[2:4B. Kdyz se podivdte na
cervené roviny, zjistite, ze skok na sousedni rovinu nas posune o jednu hranu elementdrni buiiky jak
ve sméru d, tak ve sméru b. Jde tedy o rovinu (11). Modré roviny jsou uspoidddny podobné, ale je
tu jeden rozdil. Pokud se skokem na sousedni rovinu posuneme o jednu délky hrany ddl ve sméru da,
zjistime, Ze ve sméru b se ocitneme o jednu buriku zpét. Takovou rovinu oznacujeme (1 —1). U zelenych
rovin k posunuti o jednu buiiku ve sméru a potiebujeme dva skoky, zatimco ve sméru b se o buitku dal
dostaneme jednim skokem. Jde tedy o rovinu (21). Kystaly pouzivané pro krystalografickou analyzu
maji tfi rozméry. K popisu rovin, které je protinaji v ruznych mistech tak potfebujeme tii ¢isla. V
krystalografii se tato tfi ¢isla oznacuji pismenky h, k, [ a nazyvaji Millerovy indexy.

Jak vime z kapitoly k rozptylu elektromagnetického zafeni dochazi predevsim na elektronech.
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Jakou informaci o poloze elektronu muzeme ziskat z jediné difrakce? Vysvétlili jsme si, ze vSechny
objekty lezici na Braggové roviné budou rozptylovat svétlo se stejnou fazi. Cim vice objekti bude na
rovindch lezet, tim silnéjsi difrakci budeme v daném sméru pozorovat. Co kdyz bude ale polovina objektu
lezet na Braggovych rovindch a polovina presné uprostied mezi nimi? Potom bude mit difrakéni skvrna
velmi malou intenzitu, protoze objekty uprostifed Braggovych rovin budou rozptylovat svétlo v daném
smeéru pfesné s opacnou fazi, nez objekty na rovinach. Obecné se dé fici, ze intenzita difrakéni skvrny
nam iika, jak moc jsou objekty soustfedény na rovinach, jejichz vzdélenost a orientace odpovida ihlu
difraktovaného zdfeni. Fazovy thel difrakéni skvrny (ktery nemuzeme pifmo zméfit) uddva prumeérnou
polohu objektu ve sméru kolmém na ptislusnou Braggovu rovinu, netikd ale nic o poloze objektu v této
roviné. Zkusme si to ukdzat na pifkladu dvou elektront, nakreslenych na obrazku jako ¢erné
body. Pokud budeme sledovat difrakci v modrém sméru, budou mit paprsky rozptylené na jednotlivych
elektronech opacnou fazi a vyrusi se, protoze spodni elektron lezi pFesné uprostied mezi ¢ernou a modrou
rovinou. Pokud budeme sledovat difrakci v zeleném sméru, paprsky budou mit stejnou fazi a sectou se,
protoze spodni elektron lezi na zelené roviné. Pokud budeme sledovat difrakci v ¢erveném sméru, budou
mit paprsky riznou fizi. Céstecné se tedy sectou, ale intenzita difrakce bude mensi. Z intenzit difrakei
v ruznych smérech tak muzeme spocitat jaka je vzdjemnd poloha elektronu ve svislém sméru (na nasem
obrazku), ale ne, jakd je jejich vzdjemnd poloha ve sméru vodorovném.

12.1.4 Strukturni faktor

Ziskani informace o rozmisténi elektronu v krystalu predstavuje jadro rentgenové strukturni analyzy.
Rozlozeni elektrontu totiz vykresluje tvar molekuly, ktery hleddme. Pokud chceme z rozptylu rentge-
novych paprsku na krystalu urcit rozmistén{ elektronu v molekuldch, které tvoii krystal, musime difrakci
popsat matematickymi rovnicemi.

Jak jiz vime z kapitoly elektromagnetickou vinu (vnasem piipadé rentgenové zdreni svinovou
délkou ~ 0,1nm) lze popsat, jako by byla slozena zredlné a imagindrni ¢dsti (rovnice [11.7). Redlnd
Cast ma tvar |Ey|cos ¢ a imagindrni ¢dst mé tvar |Fo|sin ¢ (je tedy posunuta o 90°). Abysme zjistili,
jaky bude vysledek interakce dvou vln, staci seéist jejich redlné a imaginarni slozky. Viny tak muzeme
sklddat jako vektory v takzvaném Argandové diagramu (obrazek , ve kterém kreslime jednotlivé
slozky v roviné komplexnich ¢isel. Abychom nemuseli sklddat vektory manudlné, popiseme vektory
pomoci matematickdho vzorce. Redlnd slozka |Ep| cos ¢ a imagindrni slozka | Eg|sin ¢ elektromagnetické
vlny mohou byt popsény v jedné rovnici s pouzitim komplexnich éisel |Eg| cos ¢ +i|Ep|sin ¢p. Imagindrn{
jednotka i znaci, ze slozka |Ey|sin¢ je orientovédna kolmo ke smeéru redlné slozky (obrézek . Pro
dalsf zjednoduseni miizeme piepsat popis viny do exponencidlni formy |Ep|cos ¢ + i|Ep|sing = e~1¢
(rovnice . S pouzitim tohoto matematického aparatu muzeme popsat vyslednou vinu po rozptylu
zareni na krystalu ve sméru definovaném indexy h, k,l. Komplexni ¢islo popisujici amplitudu a fézi
rozptyleného zafeni nazyvame strukturni faktor:

111
F(hkl):V/ / /p(xyz)e2”i(hw+ky+lz)dmdydz, (12.2)
r=0y=02=0

kde F(hkl) je komplexn{ ¢fslo popisujici redlnou a imagindrn{ slozku rozptyleného zéreni, h, k, 1
jsou Millerovy indexy a V je objem elementarni buinky analyzovaného krystalu. Integraci provadime
pres cely objem elementarni bunky ve v8ech tfech rozmérech vyjadienych frakénimi souradnicemi x, vy,
z. Tyto soufadnice jsou definovany jako zlomky hran elementarni buriky, napiiklad « = 0,25 znamena,
7e elektron se nachézi v jedné ¢tvrtiné elementdrn{ buiiky ve sméru hrany a. Hodnota p(zy z) je tedy
elektronové hustota v bodé x,y, z v rdmci elementarni bunky.

Pti urcovani struktury molekul z rentgenové difrakce se ale nesnazime spocitat hodnotu strukturniho
faktoru. Naopak chceme spocitat distribuci elektronové hustoty, kterd ndm ukaze tvar molekuly. Rov-
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Obrazek 12.5: Argandiv diagram.

nici [12:2]1ze prevést do formy vhodné pro vypocet elektronové hustoty pomoci Fourierovy transformace

1 —27i(hx z
playz) = v ZZZF(hk‘l)e 2mithathy+lz) (12.3)
okl

Jednotlivé ¢leny rovnice jsou stejné, jako v rovnici Integrace byla nahrazena sumaci, protoze
k difrakei dochdz{ pouze ve smérech definovanych parametry krystalu (podle orientace ”zrcadel” uréené
Millerovymi indexy (h k1)).

Strukturni faktor je komplexni ¢islo, které se sklada z redlné a imagindrni ¢dsti, stejné jako svételna
vlna mé amplitudu a fazi. Rovnici muzeme tedy prepsat jako

1 —27i(hx z)+ia
playz) = v ZZZ |F(hk1)|e2mithethy+iz)Halh ki), (12.4)
h k l

Oproti rovnici Mjsme provedli nahrazeni F(hkl) = |F(hkl)|e®"*V kde |F(hkl)| znaci ampli-
tudu a a(h ki) fazi strukturniho faktoru. Elektronova hustota je vzdy redlnym ¢islem.

12.2 Krystalizace biomakromolekul

Pustili jsme se do rentgenové krystalografie biologicky zajimavych makromolekul, aniz bychom si fekli,
jak krystaly tak velkych molekul muzeme ziskat. Pfitom tispéch v urcovani struktury biomakromolekul
zavisi hlavné na tom, jestli se ndm podaii pripravit dostatec¢né veliky a kvalitni krystal, abychom jej
mohli pouzit jako mifzku pro difrakci rentgenového zafeni. Pojdme proto tuto chybu rychle napravit.

Pro pochopeni procesu krystalizace je nutné védét néco o chovani roztoku pevnych latek. Nazveme-li
néjakou chemikalii ,,pevnou latkou“, znamena to, ze za béznych podminek jsou jeji molekuly natésnany
na sebe bez vétsi volnosti pohybu. Pokud jsou molekuly poskldadany pravidelné, mluvime o krystalu.
Co se stane, kdyz takovou pevnou latku vlozime do vody (nebo jiného rozpoustédla)? Bude-li takové
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latky malo, jeji molekuly se rozdéli a kazda z nich se obali pomérné pravidelnou konstrukei z mole-
kul rozpoustédla. Takovému stavu iikdme nenasyceny roztok. Rozpustnost vétsiny latek je ale omezené.
Kdyz budeme pevnou latku do roztoku déle pridavat, dospéjeme do stavu, kdy dalsi rozpousténi nebude
mozné. Pripravili jsme nasyceny roztok. Koncentrace rozpusténé latky se tedy nebude déale zvySovat
a pridand latka se bude prosté hromadit v pevném stavu. ZvySovani koncentrace rozpusténé latky
muzeme dosdhnout nejen piidavanim pevné latky, ale také odebiranim molekul vody — odpafovanim.
Také timto zpusobem dojdeme do stavu, kdy nebude mozné koncentracilatky déale zvysovat, ale ¢dst se ji
zacne ukladat v pevném stavu, tedy budovat krystal nebo amorfni, neperiodickou strukturu. Pro stavbu
krystalu je nejobtiznéjsi polozit zaklady pravidelného uspofadani molekul. Proto se bude zdsadné lisit
situace, kdy odparujeme roztok latky, ve kterém jiz krystal piitomny je, od situace, kdy odpaiujeme
roztok bez ptritomnosti krystalu. V prvnim piipadé se po dosazeni urcité koncentrace budou dalsi mole-
kuly ochotné zafazovat do jiz ptitomného pravidelného usporadani krystalu a krystal poroste. V druhém
ptipadé molekuly po urcitou dobu ,,nebudou umét “ pravidelnou strukturu vytvotit, i kdyz bude roztok
nasyceny. Koncentrace rozpusténé latky tedy dal bude rust. V takovém piipadé mluvime o presyceném
roztoku. Pi urcité koncentraci muze byt vyhodnost pevného stavu tak vyraznd, ze se prakticky samo-
volné zacénou tvofit zérodky krystali, které ihned za¢nou rychle rist.

Pii rychlém odpafovani dochazi k tomu, ze koncentrace roste prudce a brzy se zacne tvorit velké
mnozstvi zarodku krystalt. Ty sice porostou rychle, ale brzy vycerpaji rozpusténou latku, takze vysledkem
bude obrovské mnozstvi mikroskopickych krystalku, které nejsou pro piesné urcovani struktury pouzitelné.
P#i pomalém odpafovani naopak vznikd nejprve presyceny roztok. Pokud vlozime do piesyceného
roztoku jeden maly krystal, budou se k nému molekuly rozpusténé latky pripojovat a muzeme tak
vypéstovat velky pravidelny krystal. Proto je pfesyceny roztok, jako stav, ve kterém krystal muze rust,
ale samovolné nevznika, pro péstovani velkych krystal velmi dilezity.

Vime jiz, jak z malého krystalu vypéstovat velky. Kde ale vzit ten maly krystal, kdyz uré¢ujeme struk-
turu zkoumané biomakromolekuly poprvé? Musime najit takové podminky krystalizace, kdy pripravime
presyceny roztok a na okamzik zvys$ime koncentraci biomakromolekuly natolik, aby vznikl maly pocet
zarodku krystalu. Pak se vratime do pfesyceného roztoku, ve kterém budou krystaly déle rust.

Oblibenym krystalizatnim postupem je metoda visici kapky, ilustrovand vlevo na obrézku
Ptipravime si asi mililitr roztoku latky, které krystalografové fikaji srazedlo. Muze to byt organicka
nebo anorganicka sul, organické rozpoustédlo, nebo polyethylenglykol. Z roztoku srazedla odebereme
nékolik mikrolitri, smichdme se stejnym objemem roztoku zkoumané biomakromolekuly a kdpneme na
vhodné upravené sklicko. Koncentrace biomakromolekuly v kapce by méla byt takova, aby za dané
koncentrace srazedla byl jeji roztok témeéf nasyceny. Potom umistime roztok srazedla do malé nadobky
a sklickem néadobku prikryjeme tak, aby kapka visela nad hladinou srazedla. Nadobka se sklickem musi
byt dobfe utésnéna, aby pary vody nemohly unikat ven.

Co se v nadobce bude dit? Koncentrace srazedla v kapce je po smichani s roztokem biomakromo-
lekuly poloviéni ve srovnani s roztokem srazedla v nadobce. Tento rozdil koncentraci se bude béhem
casu vyrovnavat. Pokud je srazedlo netékavé, bude k vyrovnavani dochazet tak, ze molekuly vody se
budou vypatovat z visici kapky a koncentrovany roztok srazedla je bude postupné absorbovat. Protoze
objem kapky je mnohem mensi, nez objem roztoku srazedla (obvykle zhruba tisickrat), objem visici
kapky se ztratou vody zmensi pfiblizné na polovinu. Béhem zmensovani kapky poroste koncentrace
biomakromolekuly, vznikne presyceny roztok a v ur¢itém okamziku muze dojit k vytvoreni zarodku
krystalu (takzvaného nukleaéniho centra). Tento krystalek zaéne rust a béhem rustu se spottebuje ¢dst
biomakromolekul, takze jejich koncentrace v roztoku poklesne na tdroven pfesyceného roztoku, v niz
jsou krystaly stabilni, ale novd nukleacni centra nevznikaji. V idedlnim piipadé poklesne koncentrace
diive, nez se staci vytvofit vice zdrodki, a v kapce ndm poroste jediny krystal. Takové idedlni (nebo
alespon témér idedlni podminky) neni snadné nalézt, obvykle je nutné vyzkouset ruzné koncentrace
rady srazedel.

Metoda visici kapky mé ruzné alternativy. Pokud nam nesta¢i objem kapky, kterou kapilarni sily
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Obrazek 12.6: Krystalizaéni metody visici kapky (vlevo), sedici kapky (uprostfed) a mikrodavek (vpravo).

udrzi viset na vicku, muzeme pouzit metodu sedici kapky (obrizek uprostted). Modern{ laboratoie
svéfuji zdlouhavé hledani vhodnych podminek automatickym robotum, pro které je vyhodna metoda
mikroddvek (microbatch method). Pti ni je do parafinového oleje umisténo velké mnozstvi kapicek s roz-
tokem obsahujicim srdzedlo a biomakromolekulu (obrazek vpravo). V oleji nedochdzi k odpatrovan{
vody, takze se musime strefit do podminek, kdy je jiz na zacdtku koncentrace biomakromolekul takové,
aby vzniklo jen malé mnozstvi zdrodku krystali. Tyto vétsi ndroky na pocatecni slozeni jsou vyvazeny
tim, Zze automat muze vyzkouset mnohem vice po¢dtecnich podminek.

Jak vidime, péstovani krystalti biomakromolekul je spiSe uméni zalozené na pokusu a omylu, nez
védeckd disciplina. Jsme-li Uspésni, na konci naseho snazeni nds ¢ekd krasny pravidelny krystal o
rozmérech desetin milimetru. Zajimavéjsi nez vnéjsi vzhled je ale usporadani molekul v takovém krys-
talu.

Mozna véas prekvapi, jak vyrazné se krystaly biomakromolekul lisi od toho, co nam pii slové krystal
vétsinou vytane na mysli a co zpravidla odrazi nase znalosti o obsahu sldnky ¢i cukienky. Slozité makro-
molekuly maji dosti nepravidelny tvar a je pro né proto obtizné nalézt pravidelné krystalové uspotradani.
Krystal proto obsahuje ruzné dutinky mezi jednotlivymi makromolekulami, které jsou vyplnény krys-
talizacnim roztokem. Objem roztoku je ¢asto srovnatelny s objemem zkoumané molekuly (kolisd mezi
30% az 70 % celkového objemu krystalu makromolekul). Dutinky mezi makromolekulami jsou dost
velké na to, aby se v nich mohla voda pomérné volné pohybovat. Piitomnost dutinek méa pro krystalo-
grafa piijemné i méné piijemné dusledky. Znacna volnost molekul vody a nékterych ¢asti makromolekul
zpusobuje, ze se makromolekuly mohou v krystalu ¢astetné pohybovat a presnost urcovani struktury je
proto horsi, nez v piipadé krystali malych molekul, které byvaji tésné usporadané . Na druhou stranu
voda v dutinkdch zarucuje, ze ani v krystalu neni biomakromolekula pfitomna v ,suchém stavu.
Prostiedi, v kterém se molekula nachazi, se spise podoba velmi koncentrovanému roztoku a struktury
biomakromolekul v krystalech se vétsinou velmi podobaji strukturam v roztoku, o kterych bude fe¢ v

kapitole

12.3 Meéreni difrakce

Od pripravy krystalu nyni postoupime k vlastnimu méfeni. Piistroj pro méfent difrakce (difraktometr)
m4 t¥i hlavni ¢dsti: zdroj rentgenového zafeni, zafizen{ pro uchyceni krystalu v riznych polohdch (go-
niostat) a detektor.

12.3.1 Zdroj zareni

Rentgenové zareni je elektromagnetické vinéni o velmi kratké vinové délce, tedy vysoké energii. Obecné
jsou zdrojem elektromagnetickych vin nabité castice, které méni smér nebo rychlost pohybu. V klasické
Roentgenové lampé dochéazi k vyzatovani, kdyz elektrony urychlené v silném elektrickém poli prudce

brzdi pii dopadu na kladnou elektrodu. Pro méfeni difrakce biomakromolekul se ale dnes jiz vétsinou
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pouzivaji jako zdroje zafeni synchrotrony. V tomto piipadé uz lze tézko hovofit o piistroji, protoze
muze jit o zafizeni velikosti malého méstecka. V synchrotronech jsou elektrony urychlené v linedrnich a
kruhovych urychlovacich na rychlost blizkou rychlosti svétla a pfivedeny do takzvaného akumula¢niho
prstence. V ném se pohybuji po pfiblizné kruhové draze, kterd se skladé z rovnych tseku spojenych
ohybovymi magnety. V kazdé zatdcce vyzatuji elektrony tzky paprsek velmi intenzivniho polarizovaného
elektromagnetického zafeni. Protoze pro vétsinu méfeni potifebujeme zafeni o jedné vlnové délce, je
dulezitou soucasti zdroje monochromdtor, zarizeni, které ndm umozni vybrat zafeni s piresné definovanou
vlnovou délkou.

12.3.2 Goniostat

Béhem meéfeni je krystal uchycen v takzvaném goniostatu, ktery umoznuje krystalem béhem méteni
otacet. V nékterych experimentech se pouzivd goniostat, ktery umoznuje krystal natoc¢it podle vice os a
tak jej orientovat libovolnym zpusobem. Vétsinou ale vysta¢ime s jednoosym goniostatem, ktery otaci
krystalem tam a zpédtky v rozsahu nékolika stupn.

12.3.3 Detektor

Intenzitu paprskiu difraktovanych na krystalech biomakromolekul v riuznych smérech méfime pomoci
plosnych detektorfﬂ zaznamenavajicich intenzitu a polohu dopadajicich paprsku. Piikladem muze byt
film citlivy na rengenové paprsky, obrazova desksﬂ (image plate), nebo polovodicovy detektor typu
fotodiodovych poli nebo CCD (charge-coupled device, pouzivé se v digitalnich fotoapardtech). Vysledkem
méfenf je difrakéni snimek (obrazek [12.1B)

12.3.4 Sbér dat

Abychom mohli popsat trojrozmérnou strukturu objektu musime se na néj podivat ze vSech moznych
sméru. Podobné, pro urcéeni struktury makromolekuly z difrakénich dat musime nameérit diffrakeni data
ve v8ech moznych orientacich krystalu. Pii sbéru difrakénich dat proto pouzivame goniostat, ktery
krystalem postupné otaci.

12.3.5 Vyhodnoceni dat

Zpracovani namérenych dat muzeme rozdélit do t¥i kroku. Nejprve musime uréit miizkové parametry a
orientaci krystalu (vektory @, 5, €). Znédme-li miizkové parametry a orientaci krystalu, zndme ,,adresy “
(indexy h, k, I) mist, kde muzeme reflexe pozorovat. Vime tedy, v kterém misté na detektoru mame
méfit intenzitu I.

V dalsim kroku musime urcit celkové intenzity jednotlivych reflexi, odec¢ist pozadi a stanovit chybu
méfeni.

Ve tfetim kroku redukujeme naméfené intenzity na amplitudy strukturnich fakoru. Intenzity namétené
detektorem jsou umeérné druhé mocniné absolutni hodnoty strukturniho faktoru. Konstanty imérnosti
ale zavisi na fadé dalsich faktort: na objemu krystalu, na rychlosti, se kterou krystalem otac¢ime, na
absorpci zareni krystalem, na polarizaci zafeni, na postupném poskozovani krystalu dopadajicim rentge-
novym zafenim. Tyto vlivy se mohou lisit pro jednotlivé reflexe, proto musi byt provedeny rizné opravy
naméfenych intenzit, abychom ziskali porovnatelné hodnoty. Tato ¢dst zpracovani vysledku difrakéniho

2V pifpadé malych molekul lze mé&fit intenzitu zéfeni v jednom sméru pomoci fotondsobice se scintilaénim krystalem,
ktery vyzafuje viditelné svétlo po dopadu rentgenového zéfeni. V tomto piipadé opakujeme méfeni s orientacemi krystalu
a detektoru, které odpovidaji jednotlivym reflexim. V pifipadé makromolekul je ale reflexi tolik, ze je neni mozné jednotlivé
promérovat.

3Jde o moderni obdobu fotografické desky, kterd se nevyvoldva ponofenim do vyvojky, ale &te pomoci laseru a fo-
tondsobice.
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Obrézek 12.7: Strukturni faktor trojice elektront. Vlevo je znézornéna poloha t¥{ elektronii mezi Braggovymi
rovinami, vpravo Arganduv diagram ukazujici s¢itdni strukturnich faktoru jednotlivych elektronu (strukturni
faktory a elektrony jsou nakresleny stejnymi barvami). Cernd Sipka predstavuje vysledny strukturni faktor.

pokusu, kdy urc¢ujeme velikost amplitudy strukturnich faktoru, se nazyva redukce dat. Pro vypocet map
elektronové hustoty potiebujeme jesté zjistit fazi jednotlivych strukturnich faktora. To je 1ikol natolik
slozity, ze mu vénujeme samostatnou diskusi.

12.4 Reseni fizového problému

Vysledkem difrakéniho experimentu jsou skvrny v difrakénim obrazci. Kazdé z téchto skvrn odpovida
vlneé §ifici se danym smérem, viné s urc¢itou amplitudou a fazi. Vlnova rovnice v komplexnim tvaru (rov-
nice dokumentuje, ze vinu muzeme popsat pomoci komplexniho ¢éisla. Pro pfehlednost je uziteéné
znazornit toto komplexni ¢islo graficky, jako vektor v roviné, kde vodorovna souradnice udéva redlnou
slozku a svisld imaginarni slozku. Amplituda pak odpovida délce Sipky znézortiujici vektor a fdzi popisuje
thel, o ktery je Sipka otocena od redlného sméru. Skladani rozptylenych vln lze graficky zobrazit jako
soucet vektort popisujicich jednotlivé viny. Pifklad pro tii elektrony je ukdzdn na obrézku[12.9] Rozptyl
v urCitém sméru odpovida odrazu na Braggovych rovinach urcité vzdalenosti. Féze vin rozptylenych na
jednotlivych elektronech zavisi na tom, jak kde se dany elektron nachézi{ mezi Braggovymi rovinami:
elektron presné uprostied mezi rovinami rozptyluje s opa¢nou fazi, nez elektron lezici pfimo na Braggové
roviné (na obrdzku maji vektory popisujici rozptyl na téchto elektronech opacny smér). Vysledny ¢erny
vektor odpovida strukturnimu faktoru trojice elektronu, ktery popisuje vyslednou vlnu rozptylenou
v daném smeéru.

Rovnice nam fikd, ze strukturni faktory pro rozptyl v ruznych smérech (tedy pro ruzné body
reciproké mi{zky popsané Millerovymi indexy h, k, I odpovidajici jednotlivym difrakénim skvrndm)
jsou ddny Fourierovou transformaci rozlozeni elektronové hustoty v elementérni buiice. Pro nés je zvlast
dulezité to, ze Fourierova transformace funguje i opaénym smérem, takze ze strukturniho faktoru bychom
mohli pfimo vypocitat rozlozeni elektronové hustoty. A struktura molekuly je déna pravé vyskytem
elektronti. Opacnou Fourierovu transformaci miuzeme matematicky popsat rovnici [12.3



138 KAPITOLA 12. RENTGENOVA KRYSTALOGRAFIE
Ukéazali jsme si, ze rovnici muzeme prepsat jako

1 —27i(hx z)+ia
p(a:yz):VZZZ|F(hkl)\e Zmitha-+hy+z)tia(h k1) (12.5)
h k l

(rovnice [12.5)), kde |F(h k)| znaci amplitudu a a(h ki) fzi strukturniho faktoru.

Kdybychom uméli mérit amplitudu i fazi strukturniho faktoru, stacilo by prosté nechat pocitac
zpracovat naméfena data podle rovnice Ziskali bychom ihned rozlozeni pravdépodobnosti vyskytu
elektroni v elementdrn{ butice (takzvanou mapu elektronové hustoty), coz je vlastné tvar molekuly.

Ve skutecnosti ale béhem experimentu pouze naméiime, kolik fotonu v daném sméru dopadne na
detektor, ne jakou maji fazi. Pocet fotonu je imérny druhé mocniné amplitudy viny, informaci o fézi

s vz

ztracime. Této komplikaci fikame fdzovy problém a velka ¢ast krystalografie je vénovana jeho FeSeni.

12.4.1 Pattersonova mapa

Rovnice[12.3|ndm ik, jak bychom ziskali elektronovou hustotu, kdybychom provedli Fourierovu trans-
formaci strukturnich faktoru. Patterson si polozil otazku, co ziskdme, kdyz misto toho spoc¢itame Fou-
rierovu transformaci toho, co nam poskytne méreni, tedy Fourierovu transformaci druhych mocnin am-
plitud strukturniho faktoru. Takovy vypocet je ekvivalentni rovnici[I12:3] ve které pouzijeme pro vSechny
fazové ihly a hodnotu 0°. Misto mapy elektronové hustoty ziskdme jinou mapu, zvanou Pattersonova
mapa. Tato mapa je v krystalografii velmi uzitecn4.

Pattersonova mapa je mapou meziatomovych vektord. Jinymi slovy, pokud bychom v mapé elek-
tronové hustoty nalezli vysokou hustotu elektronu v misté popsaném vektorem 7} a v misté popsaném
vektorem 75, v Pattersonové mapé bychom vidéli maxima v mistech pospanych vektory 7 — 5 a o —77.
Vysky maxim by pfitom odpovidaly souc¢inu vysek maxim v mistech 7] a 75 mapy elektronové hustoty.
Na obrdzku [[2.8] je ukdzka Pattersonovy mapy jednoduché molekuly. Pattersonova mapa je vlastné
kombinace nékolika posunutych obrazu molekuly, s tim, Ze kazdy z obrazu je posunut tak, aby jeden
atom lezel v pocatku buiiky. Protoze mapa zobrazuje vektory typu 73 — 75 i 7o — 71, najdeme v ni
i pfevracené obrazy molekuly.

Pokud neni atomu moc, muzeme z Pattersonovy mapy ur¢it puvodni polohy atomu v elementarni
buiice. Pattersonova mapa ndm tedy umozni ziskat tvar molekuly i bez znalosti faze! S rostoucim poctem
atomil takovy postup ale brzy selhdvé. Z poloh N atomil v elementdrni buiice miizeme sestavit N2 — N
nenulovych rozdilovych vektortu. Pro desetiatomovou molekulu tak ziskdme mapu s devadesati maximy,
kterou je mozné rozumné analyzovat. Ale pro maly protein skldadajici se z tisice atomu bude Pattersonova
mapa obsahovat 999 000 maxim, kterd splynou v nerozlisitelnou smés. V kombinaci s dalsimi triky je
ale Pattersonovuv pfistup zékladem metod feSeni fazového problému v krystalografii velkych molekul.

12.4.2 Metoda molekularniho premisténi

Metoda molekuldrniho premisténi (molecular replacement) umoziuje vytesit fdzovy problém v pifpade,
ze mame dobry model molekuly, jejiz strukturu uré¢ujeme. V praxi to znamena, ze jiz diive nékdo vyfesil
strukturu dostateéné podobné molekuly, coz je dnes jiz bézny piipad. Podobnost terciarnich struktur
dvou proteint vétsinou odrézi podobnost jejich primérnich struktur, takze srovnanim sekvenci ziskdme
dobry odhad toho, zda bude molekularni premisténi uspésné. Pokud je zndméa struktura dostatecné
kompletni a sekvence obsahuji alespon 40 % identickych aminokyselin, je velk4 nadéje, Zze metoda mo-
lekuldrniho pfemisténi ndm umozni vypocéitat fazové thly strukturnich faktoru.

Molekulové premisténi vyzaduje, abychom modelovou strukturu vlozili ve spravné orientaci a do
spravného mista v ramci elementarni buniky naseho krystalu. K tomu, abychom molekulu natoéili,
musime urcit t¥i rota¢ni uhly, a k tomu, abychom ji umistili v elementarni bunce, musime zadat tii
polohové parametry, popisujici posunuti v prostoru. Obecné je molekulové pfemisténi Sestirozmérny
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A

Obréazek 12.8: Pattersonova mapa. Na obrazku A je éerné zobrazena jednoduché molekula v zelené elementdrni
buiice. Obrazek B ukazuje posunuti molekuly vedouci k prekryvu atomu. Obrazek C predstavuje nékolik bunék
Pattersonovy mapy této molekuly.

problém. Vétsinou lze ale tikol fesit ve dvou krocich, nejdiive spocitat oritentaci a pak spravné natocenou
molekulu posunout do spravného mista.

K pochopeni rota¢nich a transla¢nich funkci ndm pomuze Pattersonova mapa. Ackoli pro mole-
kulu velikosti proteinu neziskame rozlisené rozdilové vektory, zpusob jejich akumulace je specificky pro
strukturu a orientaci makromolekuly. Vektory v Pattersonové mapé muzeme rozdélit na dva druhy.
Intramolekuldrni vektory (mezi atomy v téZe moleukle) zdvisi pouze na orientaci, ne na pozici molekuly
v buiice. Intermolekuldrnd vektory (mezi atomy ruznych molekul) zévisi na natoceni i na pozici, takze po
urceni spravné orientace ndm pomohou najit potfebné posunuti. Protoze vzdéalenosti v ramci molekuly
jsou v pruméru kratsi, intramolekularni vektory jsou vétsinou kratsi. Proto muzeme rotaci spocitat,
kdyz pouzijeme pouze ¢ast Pattersonovy mapy v okoli pocatku.

12.4.3 Primé metody

Pokud predpokldddme, ze se molekuly skladaji z atomu podobnych tvaru s kladnou elektronovou hus-
totou, muzeme nalézt statistickou zavislost mezi sadami strukturnich faktoru. Tyto vztahy ndm mohou
pomoci najit hodnoty fazi. Zminéné statistické zavislosti jsou dostateéné vyrazné pouze pro krystaly
s velmi vysokym rozliSenim a nepiilis velkym poc¢tem atomu v elementdrni burice (v fddu stovek). Proto
jsou pfimé metody pouzitelné k urceni struktur proteinu jen vyjimeéné. V rdmci experimentédlnich
piistupu k feseni fazového problému jsou ale piimé metody uzitecné.

12.4.4 Metody izomorfniho nahrazeni

Metody izomorfniho nahrazeni jsou zalozeny na predpokladu, Ze dokdzeme krystal modifikovat tak,
abychom ovlivnili strukturni faktor, ale ne strukturu a uspotfaddni makromolekul v krystalové miizce.
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Obrazek 12.9: Ovlivnéni celkového strukturniho faktoru p¥ftomnosti t&zkého atomu. Vlevo je zndzornéna po-
loha t#{ lehkych atomu (nakreslenych ¢ervené, zelené a modre) a jednoho tézkého atomu (nakresleného azurovou
barvou) mezi Braggovymi rovinami, vpravo Arganduv diagram ukazujici s¢itani strukturnich faktort jednot-
livych atomil (strukturni faktory a atomy jsou nakresleny stejnymi barvami). Cernd sipka predstavuje vysledny
strukturnf faktor pro molekulu bez t&zkého atomu (Fp) a s tézkym atomem (Fpp).

Ze zpusobu, jakym zménime strukturni faktor, se pak snazime odhadnout hodnoty fazi. Dulezité je,
abychom zavedené zmény dokézali popsat malym poc¢tem parametru. Proto se snazime nahradit nékteré
atomy makromolekuly (nebo na ni navdzat) atomy s vyrazné vétsim poctem elektronu. Takové atomy,
bézné oznacované jako tézké atomy, vyznamné ovlivni intenzity rozptylenych paprsku. Elektrony jednoho
atomu jsou soustfedeny do malého prostoru, nachézeji se tedy vsechny pfiblizné ve stejné vzdalenosti
od Braggovych rovin a maji proto v podstaté stejnou fazi. Proto je pfispévek jednoho atomu ke struk-
turnimu faktoru tmeérny poctu elektronu daného atomu. Na rozdil od toho se elektrony riznijch atomu
vyskytuji v rozdilnych polohdch vzhledem k Braggovym rovindm a rozptyluji tedy zafeni s rozdilnou
fazi. Jejich kombinovany piispévek ke strukturnimu faktoru je proto relativné maly. Kdyz vezmeme
do uvahy, Ze intenzita rozptyleného zafeni je imérna druhé mocniné amplitudy strukturniho faktoru
(délky sipky), pochopime, pro¢ jeden atom uranu, ktery ma patndckrat vic elektront nez uhlik, prispéje
k intenzité rozptylenych paprsku priblizné stejné, jako 225 atomu uhliku.

Vétsina biomakromolekul se ovsem skladéd pouze z ,,lehkych“ prvki. Jak jsme si fekli v sekci
krystaly biologicky zajimavych makromolekul obsahuji velké mnozstvi dutinek a kandlka. Ionty tézkych
kovii mohou prostupovat témito kandlky a dostanou se tak ke vSem makromolekuldm v krystalu.
Vétsinou staci pridat roztok soli tézkého kovu ke krystalu makromolekuly. Jinou moznosti je zavedeni
tézkého atomu primo do biomakromolekuly jesté pred krystalizaci. Naptiklad v proteinech je mozné
nahradit v cysteinu siru selenem, v DNA pouzit misto thyminu bromuracil a podobné. Vsechny tyto
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metody vychézeji z predpokladu, ze tézké atomy neovlivni konformaci biomakromolekuly ani tvar krys-
talové miizky — odtud i ndzev izomorfni nahrazeni, tedy nahrazeni biomakromolekuly jejim derivatem,
ktery ma stejny tvar. Aby isomorfni nahrazeni bylo Uispésné miizkové parametry krystalia makromole-
kuly s tézkym kovem a bez tézkého kovu se nesmi lisit o vice nez 1 %.

Pokud se nam podaii pripravit dva krystaly se stejnymi mfizkovymi parametry, jeden obsahujici
pouze nativni protein a druhy protein s navdzanymi tézkymi atomy, muzeme namérit difrakéni data
obou. Rozdily v pozorovanych intenzitach rozptyleného zafreni odpovidajicich reflexi z téchto dvou ex-
perimentt budou dany prispévkem tézkych atomi. Z téchto rozdili muzeme vypocitat Pattersonovu
mapu, kterd bude zachycovat pouze rozlozeni tézkych atomu v elementdrni bunce. Pokud elementérni
buiika obsahuje maly pocet tézkych atomu, je mozné takovou Pattersonovu mapu analyzovat a urcit, kde
se tézké atomy v burice nachézeji. Ze znamého rozmisténi tézkych atomu dokdzeme Fourierovou trans-
formaci vypocitat jejich strukturni faktor véetné faze. Jak ndm to pomuze v hledani faze strukturniho
faktoru proteinu samotného?

Podstatou feSeni je skutecnost, ze strukturni faktor krystalu s tézkym atomem muzeme vyjadiit
jako soucet dvou komplexnich ¢isel. Prvnim z téchto komplexnich ¢isel je strukturni faktor tézkych
atomu ziskany napiiklad z Pattersonovy mapy (pro néj zndme amplitudu i fazi), druhym je strukturni
faktor makromolekuly, ktery se rovnd strukturnimu faktoru krystalu tvofeného biomakromolekulou
bez tézkého atomu (pro ten zndme amplitudu, ale ne fazi). Séitani komplexnich ¢isel je vyhodné zob-
razit v dvojrozmérném grafu, kde na vodorovnou osu vynasime realnou éést a na svislou imaginarn{
¢ast (obréazek|12.10) m Na&s prlpad je takto graficky znézornén na obrazku [12.10B. Ve skute¢nosti ovsem
zname smer jen pro Sipku FD, u ostatnich sipek zname jen délku. Reseni tohoto problemu je ukazano na
obréazku . Nejdiive zakreslime vektor F D, pro ktery zname velikost i smér. Do obrazku zakreslime
také vektor Fpp, ktery popisuje strukturni faktor makromolekuly spolu s tézkym kovem. Pro tento vek-
tor zname pouze amplitudu, ale ne fazi. Informaci o amplitudé nakreslime jako kruznici se stfedem
v pocatku soufadnic a polomérem odpovidajicim amplitudé |Fpp|. Nakonec zakreslime do obrazku to,
co vime o vektoru Fp, ktery odpovida strukturnimu faktoru nativni “makromolekuly. Opét zname pouze
amplitudu, ale ne fézi. Také |Fp| zakreslime jako kruznici. Soucet Fp a FD musi odpovidat FpD Stred
kruznice zndzoriiujici amplitudu |Fp| proto umistime na konec vektoru Fp. Kruznice znazornujici am-
plitudu |Fp| a Fpp se obvykle protnou ve dvou bodech. Jednoduché izomorfni nahrazeni (SIR, Single
Isomorphous Replacement) proto neumoziiuje jednoznacné urceni fazi strukturnich faktoru makromo-
lekuly. Je tfeba ptipravit alespon dva krystaly s ruznymi tézkymi atomy. Graficky lze feSeni znazornit
opét v Argandové diagramu, do kterého v tomto piipadé zakreslime dva zndmé vektory (strukturn{
faktory tézkych atomu ve dvou derivatech) a tfi kruznice s poloméry odpovidajicimi amplituddm struk-
turnich faktort nativni makromolekuly a jejich dvou derivatiu. Jednoznaéné feseni fazového problému je
pak dano prusecikem vSech tii kruznic. Toto je podstata metody vicendsobného izomorfniho nahrazeni
(MIR, Multiple Isomorphous Replacement). Metoda MIR je zdkladn{ metodou fesen{ fdzového problému
krystali makromolekul nezndmé struktury.

12.4.5 Metody vyuzivajici anomalni rozptyl

A7 dosud jsme predpoklddali, Ze pii pruchodu rentgenového zaieni krystalem se paprsek chova k elek-
tronum zcela netecné, ze nedochdzi k vymeéné energie mezi molekulou a zdfenim. V takovém piipadé
interaguji vSechny elektrony se zafenim stejné. Pro difrakci je dulezity jen rozdil fazi jednotlivych
rozptylenych paprsku urceny relativni polohou elektronu mezi Braggovymi rovinami, ne absolutni hod-
nota faze. Proto muzeme fazi zareni rozptyleného na elektronu v poc¢atku soufadné soustavy krystalu
definovat jako nulovou. Ostatni elektrony budou rozptylovat s odlisnou fazi. Elektrony, které lezi na
Braggovych rovinach, budou rozptylovat se stejnou fazi ve sméru definovaném Braggovou rovinou, faze
zareni rozptyleného na elektronech mezi Braggovymi rovinami je posunutd imérné kolmé vzdéalenosti
elektronu od Braggovy roviny (plné sipky na obrazku . Stejnd sada Braggovych rovin popisuje ale
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Obrézek 12.10: Strukturni faktor v Argandové diagramu (A) a FeSeni fdzového problému izomorfnim nahra-
zenim (B, C a D). Na obrdzku B jsou nakresleny strukturni faktory nederivatizované biomakromolekuly (Fp)
biomakromolekuly derivatizované tézkym atomem (FpD) a tézkych atomu (FD) Féazi zndme pouze pro FD, pro
ostatni strukturni faktory zndme jen amplitudy. Nezndmé fdze muzeme urc¢it zpusobem ukdzanym na obrazky
C. Do Argandova diagramu zakreslime zndmy Vektor Fp. Déle zakreslime ¢arkovanou kruznici o poloméru
|Frp|, kterd reprezentuje Vsechny mozné vektory Fpp. Nakonec zakreslime i plnou kruznici o poloméru |Fp|,
znazornujlcl mozné vektory Fp. Protoze vime, ze soucet Fp a Fp Je rovny FpD, vime také, ze pocatek vek-
toru Fpp (a tedy stfed ¢drkované kruznice) lezi v pocdtku vektoru Fp, zatimco pocatek vektoru Fp musime
umistit do konce vektoru Fp (aby na sebe 8ipky predstavujici{ vektory navazovaly a zndzorniovaly tak soucet
ﬁD + ﬁp = ﬁpD, jak ukazuje obrazek B). Proto musime stied plné kruznice polozit do konce vektoru ﬁD. Reseni
ukazuje obrazek D. Misto, kam sméfuji vektory Fp i ﬁpD, musi lezet na obou kruznicich, prusecik kruznic nam
tedy urcuje konce obou hledanych vektoru. Obecné se ale plnéd a ¢arkovand kruznice protnou ve dvou bodech,
tloha mé proto dvé moznd feSeni. Spravné feSeni je nakresleno Cerné, nespravné ¢erveneé.
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Obrézek 12.11: Friedelav par v nepfitomnosti tézkého atomu. Vlevo je zndzornéna poloha lehkych atomi (na-
kreslenych ervené, zelené a modie) mezi Braggovymi rovinami, vpravo Arganduv diagram ukazujici s¢itdni
strukturnich faktoria jednotlivych atomu (strukturni faktory a atomy jsou nakresleny stejnymi barvami).
Cérkované jsou nakresleny strukturni faktory pro odraz od spodni strany Braggovych rovin. Cerné Sipky
predstavujf vysledné strukturni faktory Fp(hkl) a Fp(—h — k — ). Tyto vektory mayji stejnou redlnou slozku
a opacné imaginarni slozky, jde tedy o komplexné sdruzena cisla.

také odraz na opacéné strané roviny, tedy pod pfesné opa¢nym thlem (¢arkované sipky na obrazku|12.11)).
Jestlize odraz paprsku zndzornéného plnou ¢arou na obrézku[I2.11]odpovidd roviné s Millerovymi indexy
(h k1), druhou stranu stejné roviny (od které se odrézi ¢drkovany paprsek) popisuji Millerovy indexy
(=h — k —1). Dvojice reflexi s indexy (hkl) a (—h — k — 1) se oznacuje jako Friedeliv pdr. Pokud
nedochézi k interakci zareni s elektrony, maji strukturni faktory Friedelova paru fazi stejné velikosti, ale
opacného znaménka. Matematicky feceno, jde o komplezné sdruzend ¢isla F(hkl) = F*(—h — k —1).
Jinymi slovy, ¢arkované Sipky na obrazku jsou zrcadlovym obrazem plnych Sipek.

Pokud ale dochazi k interakci mezi zafenim a elektrony, jinymi slovy, pokud se frekvence zafeni
blizi rezonanéni frekvencﬂ situace se zméni. Pohlceny foton vybudi prechod elektronu do jiného stavu
a vyzafeny foton bude mit jinou amplitudu i fazi. Tento rozdil se nazyva anomdini rozptyl. Proto
strukturni faktory Friedlova paru nejsou v pfitomnosti anomélnicho rozptylu komplexné sdruzené.

Rezonanéni frekvence elektronu v atomech vodiku, uhliku, dusiku, kysliku a fosforu jsou p#ilis daleko
vlnovych délek rentgenového zatfeni pouzivaného pro analyzy makromolekul. Proto i metody vyuzivajici
anomalni rozptyl vyzaduji pfitomnost tézsich atomu. Pokud uréime rozmisténi atomu, pro které pozo-
rujeme anomalni rozptyl, v elementarni buiice, muzeme vypocitat amplitudu i fazi strukturnich faktoru
Fpp(hkl) a Fpp(—h — k — 1) a vyTesit tak fazovy problém. Pokud jsme schopni rozlisit intenzity re-
flexi s opa¢nymi hodnotami indexu h, k, [, muzeme tedy anomd&lni rozptyl vyuzit pro feseni fazového
problému podobné jako v piipadé isomorfniho nahrazeni. Vice informaci o tomto pfistupu muzete najit
v Dodatku [E

K anomaélnimu rozptylu dochézi, kdyz se frekvence rentgenovych paprsku blizi rezonanéni frekvenci

4Rezonanéni frekvence je dana rozdilem energii dvou stavii elektronti v ozafovanych atomech, vydélenym Planckovou
konstantou, AE/h. V pfipadé absorpce rengenovych paprski mluvime ¢asto o absorpéni hrané, protoze od uréité frekvence
je k dispozici velké mnozstvi prechodi.
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pirechodu mezi stavy elektront v daném atomu. Sila anomélniho rozptylu proto silné zavisi na vlnové
délce pouzitého zareni. Pokud muzeme namérit difrakéni data pii nékolika vinovych délkach blizkych
absorpéni hrané, muzeme ziskat informaci o fazi podobnym zpiisobem, jako z méfeni nékolika ruznych
derivatu pfi pouziti metody MIR. Tato metoda se nazyvd MAD (multi-wavelength anomalous disper-
sion). V proteinové krystalografii se ¢asto méif MAD pro atom selenu, ktery se do molekuly zavede
zédménou methioninu za selenomethionin pii expresi rekombinantniho proteinu. Selen, kterym v proteinu
nahrazujeme siru, mé silny anomalni signal pii vlnovych délkach dostupnych na synchrotronech.

12.5 Urec¢eni struktury z difrakénich dat

Vysvétlili jsme si, jak muzeme z intenzity reflexi uréit amplitudu strukturniho faktoru. Ukazali jsme
si také, jak vypocitat fazi strukturniho faktoru. Nic ndm tedy nebrani spocitat podle vztahu
mapu elektronové hustoty. Zdalo by se tedy, ze jsme u cile naseho snazeni. Ve skute¢nosti nas jesté ale
poradny kus prace ¢ekd. Je tfeba postavit atomarni model studované makromolekuly. Stavba modelu
neni vzdy jednoduchd. Pocéatecni faze, které pouzijeme k vypoctu mapy elektronové hustoty, casto
obsahuji chyby, které zptuisobi, Ze tvar molekuly je piekryt Sumem, nebo se jevi jako rozmazany. Kdyz
postavime pocatecni model molekuly, muzeme z néj vypocitat fazové thly pro jednotlivé strukturni
faktory, zkombinovat je s naméfenymi amplitudami strukturnich faktori a vypocitat novou mapu.
Pokud jsme model postavili spravné, bude nové mapa obsahovat mnohem méné Sumu a tvar molekuly
v ni bude zfetelnéjsi. Proto je nutné postupné vypocitanou strukturu zpresinovat.

Zptesnovani struktury muzeme provadét nejen rucné, ale i s pomoci programu, které jsme si popsali
v kapitole Pouzivaji se pfitom metody molekulové mechaniky (sekce , které jsou dostatecné
rychlé i pro velké molekuly. Je zde ale dulezity rozdil. Behem vypoctu se kromé hledani konformace s
nejmensi energii snazime zaroven hledat konformaci nejlépe odpovidajici experimentalné naméfenym
amplitudam strukturnich faktoru.

Jakym zpusobem najdeme struktury, které dobfe odpovidaji namérenym amplitudam? Nejjed-
nodussi by bylo prosté provadét matematickou minimalizaci. Funkci, kterou bychom minimalizovali, by
byl rozdil mezi experimentalné zjisténym strukturnim faktorem a strukturnim faktorem vypocitanym
z modelu struktury. Proménnymi by byly soutadnice, které popisuji polohu atomu v molekule. Aby
takovy postup fungoval dostatecné presné, mélo by byt naméfenych intenzit aspon desetkrat vice,
nez proménnych. Soufadnic atomu v nepiili§ velkych biomakromolekuldch jsou tisice. To znamena, ze
bychom méli vyhodnotit desetitisice reflexi. Tak velky pocet reflexi vyzaduje vysoké rozliseni difrakéniho
experimentu. Mame-li Stésti a nas krystal takové rozliseni poskytuje, muzeme ziskat strukturu neprilis
velkych biomakromolekul velmi rychle.

Pro vétsi molekuly je splnéni piisnych pozadavka na dostatek dat obtizné. Musime proto provadét
opakované minimalizace, kdy vyjdeme z poc¢ateéniho modelu struktury, provedeme minimalizaci, vypocitame
nové strukturni faktory a z nich novou mapu elektronové struktury. Na zakladé této vylepSené mapy
upravime nas§ model a cely postup opakujeme. Upravy modelu se vétsinou délaji ,,ru¢né“ na obrazovce
pocitace, s pomoci interaktivnich programu (pfikladem mohou byt programy Coot, XtalView nebo O).
Takova priace muze trvat dny az nékolik tydna. Ruéni dpravy struktury lze do jisté miry nahradit
metodami molekulové dynamiky (sekce a cely postup je tak mozno zautomatizovat (pouziti mo-
lekulové dynamiky umoznuji napiiklad programy Refmac, Phenix, X-PLOR a CNS). Obrdzek
ukazuje ¢ast modelu molekuly proteinu zabudovany do ziskané mapy elektronové hustoty.

Abychom vyhovéli pozadavku na dostatecny pocet mérenych reflexi vzhledem k poc¢tu proménnych,
je vyhodné snizit pocet proménnych. Muzeme predpoklddat, ze struktura aromatickych kruhu v amino-
kyselinach nebo bazich nukleovych kyselin neni ovlivnéna celkovou konformaci makromolekuly. Je proto
zbytecéné pocitat se souradnicemi vsech atomu aromatickych skupin, jako by byly nezavislé. Pocet stupiia
volnosti je proto mozné snizit na jediny torzni wihel, ktery popisuje orientaci aromatického kruhu jako
celku. Takové dosazeni pevné danych souradnic nékterych atomu je piikladem pouziti tvrdych vazebnijch
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Obréazek 12.12: Mapa elektronové hustoty molekuly proteinu (modie) s vestavénym strukturnim modelem.

podminek (constrains). Muzeme pouzit i mékké vazebné podminky (restrains) tim, ze soufadnice atomu
v aromatickych kruzich pouze omezime pomoci rovnic, které stabilizuji jednotlivé atomy v polohéch
odpovidajicich idedlni konformaci molekuly, jak byla zjisténa pii studiu struktury malych molekul, pro
které jsou dostupnd data s vysokym rozlisenim).

Vysledkem naseho snazeni je byt model struktury, ve kterém zndme soufadnice v8ech atomu. Tak
tomu byva ale malokdy. Nékteré ¢asti molekul mohou zaujimat v krystalu ruzné konformace. Mapa
elektronové hustoty pak ukazuje pouze rozmazany tvar, podle kterého neni mozné postavit model.
Proto je bézné, ze z difra¢nich méfeni nemuzeme urcit polohu nékolika pohyblivych aminokyselin na
koncich polypeptidového fetézce nebo v pohyblivych smyckéch, ¢ polohu nékterych atomu v postrannich
fetézcich na povrchu biomakromolekuly.

I pomérné dobie definované atomy v krystalu kmitaji kolem svych stiednich poloh. Toto kmitani
souvisi s teplotou. Kromé souradnic atomu proto byvé ve strukturdch atomu uveden také tento tepelny
rozkmit. Zpravidla se uvadi jako takzvany B-faktor, coz je stfedni kvadratickd odchylka od prumérné
polohy[ﬂ atomu.

12.6 Kontrola spravnosti

Béhem urcovani struktury jsme mnohokrat pouzili ruznych odhadu, oprav, ruénich zasahu a pribliznych
vypoctu. Je tu tedy nebezpeci, ze se ndm do modelu vloudily nejriznéjsi chyby. Proto musime peclivé
zkontrolovat, jestli ziskand struktura nevypada podezrele.

Nejpouzivanéjsim méritkem pfesnosti struktury je R-faktor, definovany jako

5Tato odchylka muze byt riznd v riznych smérech, tato riznost se ale u makromolekul obvykle zanedbdva.
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SES®| = [Fmed]]
K3

DAET
i

R= (12.6)

kde |Ff*P| jsou amplitudy strukturnich faktort uréenych z experimentélnich dat a | F°4| jsou ampli-
tudy strukturnich faktori vypoéitanych z atomarniho modelu. Cim je struktura presnéjsi, tim je R nizsi.
Béhem zpresniovani strukturntho modelu by se tedy mél R snizovat. Nizkého R lze ovSsem dosdhnout i
uméle, kdyz napiiklad doplnime molekuly vody tam, kde by méla byt ¢ast proteinu. Abychom odha-
lili takovédto zdanlivé ,,vylepSeni“, rozdélime si intenzity na dvé ¢dsti. Z vétsi ¢asti (90 %) vypocitdme
strukturu, z mens{ ¢dsti (10 %) pocitdme R. Od okamziku, kdy se takto vypocteny R jiz nesnizuje (i
kdyz R uréeny ze vsech intenzit stéle klesd), vime, Ze se ndm nedai{ model zpfesnovat.

Kromé testovani pfesnosti je dobré se podivat, zda hodnoty vazebnych délek, vazebnych thla a
torznich thli odpovidaji hodnotdm béznym pro organické molekuly. Jakékoli neobvyklé hodnoty jsou
podeztelé — je vétsi pravdépodobnost, ze jsme udélali chyby, nez ze jsme objevili néco dosud nevidaného.



Kapitola 13

Elektronova mikroskopie

13.1 Elektrony jako vInéni

Biomakromolekuly jsou mikroskopické objekty a jejich zkouméani nelze uspokojivé popsat zdkony kla-
sické fyziky platicimi v makrosvété. Jiz nékolikrat jsme narazili na to, ze pochopeni ruznych stranek
strukturni biochemie vyzaduje kvantovou mechaniku. To plati zejména tehdy, kdyz se zabyvame elek-
trony, jejichz kvantova povaha je velmi zfeteln4.

V ¢asti [11.4] a v celé kapitole jsme vzali kvantové chovéni elektronu do dvahy tak, Ze jsme
predstavu elektronu nachéazejictho se v urc¢itém misté nahradili popisem rozlozeni elektronové hustoty
v prostoru. Rozlozeni elektronové hustoty v molekule pfitom predstavovalo objekt, ktery zkoumame po-
moci elektromagnetickych vin, k jejichz popisu nam stacila klasickd fyzika. V této kapitole si ukazeme,
ze elektromagnetickou vlnu muzeme nahradit elektrony. To lze pochopit jen tehdy, kdyz pomoci kvan-
tové mechaniky popiSeme nejen elektrony ve studované biomakromolekule, ale i elektrony, které na ni
dopadaji.

Kvantova mechanika nam ik, ze svétlo i elektrony se chovaji zaroven jako ¢astice i jako viny. Proto
muzeme to, co jsme se o vlndch nauéili v kapitoldch[IT]a[I2] pouzit i pro popis elektroni bombardujicich
zkoumané molekuly. Vlny popisujici elektrony jsou ovSem podstatné tajemnéjsi, nez vlny svételné.
Svetelnou vlnu jsme si mohli pfedstavit jako vlnéni elektrickych a magnetlckych 511 popsanych vektory
E a B. Kvantovd mechanika ndm predstavu vinici se klasické velic¢iny jako EaB neposkytuje. I kdyz
ruzné verze kvantové teorie popisuji vlnéni pomoci jasné definovanych matematickych objektu, neni
snadné si tyto objekty spojit s né¢im, co zname z kazdodenni zkuSenosti. Protoze korektni kvantova
analyza elektronovych vln je daleko za ramcem nasich pfednasek, budeme se ¢asto ve vykladu utikat
k analogiim se svételnym vInénim.

Jakkoli se elektronové viny svételnym podobaji, lisi se v jedné podstatné vlastnosti. Elektrony maji
na rozdil od svétla (od fotonu) elektricky ndboj. Elektronovou vinu lze tedy ohybat v magnetickém
poli, coz u svétla neni mozné. Pomoci civek, kterymi protéka elektricky proud, tak muzeme sestrojit
elektromagnetické cocky, které funguji podobné, jako ¢ocky sklenéné ve svételné mikroskopii. Elektro-
magnetické ¢ocky maji pfitom jednu ohromnou vyhodu. Ohybaji i elektronové viny velmi kratkych
vlnovych délek, zatimco pro svétlo (pfesnéji pro rentgenové paprsky) kratkych vinovych délek vhodné
cocky neméame. Proto je mozné z elektromagnetickych cocek sestrojit elektronovy mikroskop schopny
rozlisit jednotlivé atomy v molekulach.

Elektronova mikroskopie se v mnohém podoba mikroskopii vyuzivajici viditelné svétlo. Proto pii
vysvétlovani principtu elektronové mikroskopie muzeme casto vyuzit zkousenosti s mikroskopy, se kterymi
jsme se zacali seznamovat moznd jiz na zakladni skole. Z tohoto pohledu je elektronova mikroskopie
technikou piistupnéjsi a pochopitelnéjsi, nez rentgenova krystalografie.

147
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Z mnoha variant elektronové mikroskopie se zaméiime pouze na transmisni elektronovou mikroskopii

vevs

jako rentgenové krystalografie, mapu elektronové hustoty, kterd popisuje tvar zkoumané molekuly.

13.2 Konstrukce elektronového mikroskopu

Konstrukce transmisniho elektronového mikroskopu (obrézek je velmi podobna konstrukci svételného
mikroskopu. Zdrojem vinénf je takzvané elektronové délo (anglicky electron gun, v nejjednodussim pro-
vedeni ohnuté kovové vldkno zahiivané pruchodem elektrického proudu, ze kterého vyletuji elektrony a
jsou urychlovany silnym elektrickym polem).

Optickou soustavu tvoii elektromagnetické cocky, které kontrolovanym zpusobem ovliviiuji siFeni
elektronovych vin. Na rozdil od cocek svételného mikroskopu jde o civky, kterymi protéka elektricky
proud. Magnetické pole indukované elektrickym proudem pusobi silou na letici nabité ¢astice, v nasem
pripadé elektrony, a méni jejich dréhu.

Pod zdrojem jsou umistény dvé nebo tii kondenzorové cocky, které zajistuji optimalni ,osvit“ vzorku
elektronovym vlnénim. Objekt, ktery zkoumdme (vzorek nasich biomakromolekul), umistujeme na sitku
(anglicky speciment grid) o pruméru 3mm. V elektronové mikroskopii pracujeme s velmi rozdilnymi
zvétsenimi. Na zaéatku, kdy# hleddme pozorovany objekt, pozorujeme celou sifku, jejiz obraz zvétsujeme
jen asi padesatkrat. Nakonec, kdyz chceme rozlisit jednotlivé atomy, musime pouzit zvétSeni v fadu
desitek tisic (70000 x az 100000 x ) a sledujeme jen velmi malou oblast sitky. Kondenzorové ¢ocky ndm
umoznuji soustiedit elektronové viny do oblasti, kterou pii daném zvétseni pravé sledujeme.

Pod sitkou se vzorkem je objektivovd Eocka, kterd zdsadnim zpisobem urcéuje rozliSeni a kvalitu
obrazu. Nasleduje série projektorovyjch cocek, které vytvareji zvétseny obraz na detektoru.

Detektorem muze byt film, nebo stinitko pokryté vrstvou scintildtoru, ve které dopad elektroni
zpusobi emisi fotonu viditelného svétla, které pozorujeme. V soucasnosti je detektorem c¢asto kamera
piimo detekujici dopadajici elektrony.

Cel4 opticka soustava je umisténa v neprodysném tubusu, ve kterém je udrzovano velmi vysoké va-
kuum. Jinak by elektrony interagovaly s molekulami vzduchu, coz by ovlivnilo elektronové viny natolik,
ze by zadny obraz zkoumaného objektu nevytvorily. Nutnost prace ve vakuu ndm neumozinuje pozoro-
vat nefixované biologické vzorky. Pfi jejich umisténi do vakua by se okamzité odparila voda a znicily
viechny biologické struktury, véetné biomakromolekul. Proto musi byt vzorky fixovdny bud chemicky
(zalitfm do tenké vrstvy pryskyfice) nebo zamrazenim v tenké vrstviéce amorfniho ledu.

V elektronové mikroskopii je také nutné zarucit, aby se mikroskopem v danou chvili pohyboval jen
jeden elektron. Protoze majf elektrony elektricky naboj (na rozdil od svétla neboli fotoni), vzajemné se
odpuzuji. Pfitomnost druhého elektronu by zcela zménila vlnu tvorenou prvnim elektronem a k vytvoreni
obrazu by nedoslo. Viechny nédsledujici uvahy o sklddén{ (interferenci) vin se budou tykat vinén{ jediného
elektronu. To je velmi paddnym dukazem platnosti zédkonu kvantové mechaniky, které fikaji, Ze obraz,
ktery jeden elektron na detektoru vytvori, zavisi na vSech cestach, kterymi tento jediny elektron mohl
(s ruznou pravdépodobnosti) k detektoru doputovat. Pozadavek, aby se mikroskopu nachdzel vzdy jen
jeden elektron, lze splnit pomérné snadno. Elektrony se totiz v elektronovém mikroskopu pohybuji velmi
rychle (desitky procent rychlosti svétla), takze jeden elektron prolétne optickou soustavou mnohem
diive, nez ze zdroje vystieli dalsi.

13.3 Vyhody a nevyhody elektronové mikroskopie

Elektronova mikroskopie méd ve srovnani s jinymi metodami (mikroskopie ve viditelném svétle, rentge-
nova krystalografie) nékteré dualezité vyhody:
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Obrazek 13.1: Zjednodusené schema transmisniho elektronového mikroskopu. Elektrony jsou znézornény
gervené. Cocky mikroskopu tvofi elektromagnetické civka (zndzornéné teckami) s clonou (vodorovn ¢éra s me-
zerou uprostied) a korekénimi civkami (svislé ¢arky). Ve skute¢ném mikroskopu tvoii kondenzor a projektor
soustavy vice ¢ocek.

e Hlavni vyhodou elektronové mikroskopie je, ze pouziva elektrony s vysokou energii, odpovidajici
velmi kratké vinové délce. Jak vime z kapitoly kratka vinovéa délka ndm umoznuje rozlisit malé
detaily, v ptipadé biomakromolekul jednotlivé atomy.

e Vyhodou i nevyhodou elektronové mikroskopie je, ze elektrony letici z elektronového déla velmi
silné interaguji s elektrony v atomech vzorku. To ndm umozinuje dosahnout vysokého kontrastu,
zejména pro vzorky fixované chemicky a barvené atomy s velkym poctem elektront (tézké atomy).
Vétsina atomu biologicky zajimavych molekul (H, C, N, O, P, S) obsahuje mélo elektronu.
Pi{davek atomu s mnoha elektrony (Os, Au, Pb, U) vytvaif silny kontrast, protoze tyto atomy
interaguji s elektronovou vinou mnohem silnéji, nez atomy biogennich prvkiu.

e Diky elektrickému ndboji elektroni muzeme v elektronové mikroskopii pouzit elektromagnetické
cocky, pro které plati standardni zékony optiky. Proto se elektronova mikroskopie podoba svételné
mikroskopii mnohem vice, nez rentgenova krystalografie.

e Existuji velmi intenzivni zdroje elektront, takze muzeme pouzit velmi kratké expozice.

e TEM poskytuje informaci o vnitini struktufe objektu, véetné biomakromolekul. Snimané obrazky
jsou dvojrozmérné projekce trojrozmérnych objektu a nesou informaci nejenom o povrchu objektu,
ale i o rozlozeni elektronové hustoty uvniti objektu.

Elektronova mikroskopie ale ma i své nevyhody:

e Nevyhodou je nezbytnost pouziti vysokého vakua, coz vyzaduje chemickou fixaci nebo zmrazeni
vzorku. Zmrazeni musi byt pfitom provedeno tak, aby nedoslo k poskozeni vzorku a molekuly
zustaly ve stavu co nejblizsim nativni konformaci.
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e Vzorek musi byt velmi tenky, abychom se vyhnuli 100% absorpci. Velmi silnd interakce elektro-
novych vin s elektrony vzorku, zminéna vyse jako vyhoda, je z tohoto pohledu nevyhodou. Pokud
neni vzorek velmi tenky, elektronova vina s nim interaguje natolik silné, ze k detektoru vubec ne-
dorazi a my nepozorujeme zadny signal. Idedlni tloustka vzorki je do 200 nm, limit je asi 500 nm.
Ve zkouman{ struktur purifikovanych biomakromolekul nés limit tloustky vzorku pfili§ neomezuje,
protoze velikost prumérnych proteinu je nékolik nanometri. Pro sledovani bunék je ale omezeni
tloustky vaznym problémem. I mald bakterie Escherichia coli mé délku 3 ym a tloustku 1 pum a
eukaryotické buiky (napiiklad fibroblasty péstované na povrchu podlozky) maji tloustku veéts,
nez 10 pm.

e Dalsim dusledkem silné interakce elektront je poskozeni biologického vzorku. Délka méfeni proto
musi byt kratkd a mnozstvi elektronu, kterym muzeme vzorek vystavit, diive nez dojde k jeho
zniceni, je malé. Proto pfi studiu biomakromolekul ziskdvame data s velmi $patnym pomérem mezi
signdlem a Sumem (S/N). Zatimco pravidlem analytické chemie je nepouzivat vysledky méfeni se
S/N < 2, obrazy nebarvenych biomakromolekul mivaji ¢asto S/N < 0,1. Ziskany obraz tedy
obsahuje mnohem vice Sumu nez signalu a pouhym okem je obtizné rozpoznat, jestli na obrazku
nase molekula je nebo neni.

13.4 Optika a rozliseni mikroskopi

Jak jsme zminili v ¢ésti elektronové viny se v klasické (nekvantové) fyzice nevyskytujf a je proto
obtizné je popsat jednoduchym a intuitivnim zpusobem. Proto vyuzijeme obecné podobnosti svételnych
a elektronovych vin a vysvétlime si principy a omezeni optiky mikroskopu na piikladu viditelného svétla
prochézejiciho sklenénou ¢ockou. Navazeme pritom na ¢ast kde jsme si ukazali, ze rozkmitani elek-
tronu skla prochézejici svételnou vinou vede k opozdéni této viny (zkraceni vinové délky pii zachovéani
frekvence), piipadné ke zméné sméru jejiho siteni, zvané lom svétla.

Princip jednoduché cocky je ukazdn na obrazku Podivejme se nejdiive na to, jak se chova
svetlo letici z jediného bodu pozorovaného objektu. Za takovy bod muzeme povazovat tieba velmi
malou bublinku vzduchu ve skle pfesné ve stiedu hlavicky zeleného spendliku na obrazku Kulova
vlna &fi{ci se ze stfedu hlavicky narazi na ruznd mista ¢ocky s ruznou fézi. Z mist na povrchu ¢ocky,
kam vlna dopadla, se $if{ zpomalend (zhusténd) kulovd vlna vsemi sméry, dokud nedospéje k protéjsimu
povrchu ¢ocky. Z mist dopadii na tento povrch se pak Sifi puvodni rychlosti vSemi sméry kulové viny,
z nichz ¢tyfi je zakresleny na obrézku [I3.2]A. Zaostfeny obraz stiedu hlavicky $pendliku vznikne tam,
kde budou mit tyto viny stejnou fdzi (detail na obrdzku ) Stejnou fazi budou mit tehdy, kdyz
na své cesté ze sttedu hlavicky do mista obrazu budou mit stejny pocet maxim. To plati pro bod
uprostied ¢arkované kruznice napravo od ¢ocky. Vsechny Ctyfi zakreslené viny se tam maji ¢tyficaté
prvii maximum od stfedu hlavicky (ve skutetném piipadé viditelného svétla by ovsem slo o statisice
vlnovych délek). Napiiklad vlna, kterd prosla spodni ¢dsti ¢ocky, meéla delsi cestu, ale pomaly dsek
vedouci ¢ockou byl kratsi, nez v piipadé viny, ktera narazila na ¢ocku ve vodorovném sméru. Cestam,
po kterych dorazi svétlo do stejného mista se stejnym poc¢tem maxim, fikame stejné dlouhé optické
drahy.

Skutecny svételny mikroskop se skldda z vétsitho poctu cocek. Podobné jako v elektronovém mik-
roskopu popsaném v ¢asti , kondenzorové ¢ocky sméiuji svétlo na vzorek a projektorové cocky obraz,
nakresleny na obrizku ¢arkované, dale zvétsuji a promitaji na detektor (je-li detektorem oko,
fikdme témto cockdm okulér).

Analyza vin ukdzand na obrizku je ponékud neptehledna. Proto se obvykle zakresluji jen
smeéry sifeni vln, jak je ukdzdno na obrézku [I3:2[C. Témto smérum ffkdme paprsky. Na obrézku [I3:2[C
jsou znazornény paprsky sitici se jak z hlavicky, tak ze Spicky zeleného Spendliku. Jasné ukazuji, ze
modry obraz $pendliku je zvétSeny. Kresleni paprski misto vin sice obrdzek zjednodusi, ale muze vést
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k faleSnym piredstavam. Mohlo by se zdat, ze soustavou ¢ocek muzeme dosdhnout libovolného zvétseni
jakkoli malého objektu. Ve zkutecnosti ale brzy narazime na limit dany difrakci, kterou paprsky ignoruji.

Limit rozlieni je definovédn pro bodovy zdroj vlnéni, napiiklad malickou dirku v neprusvitné folii.
Paprsky pfedpovidaji, ze zafeni prochazejici sebemensim kruhovym otvorem vytvoii pfi dopadu na
plochu za otvorem jasnou skvrnu ve tvaru otvoru a ostfe ohraniceny stin vSude jinde (obrazek
vlevo). Poctiva analyza §ifeni vin nés ale vede k jinému zévéru. Za otvorem se §if{ kulové vlny vsemi
sméry, i mimo smér sifeni. Proto na ploSe nevznikne ostry stin, ale skvrna s rozmazanymi okraji, obklo-
pend dalsimi svételnymi krouzky (obrazek vpravo), zvané Airyho diskyfl] Svétlo se ohybd, mif
za roh. Pro¢ jsme si toho nevsimli u svétla postupujicitho roztokem molekul v ¢asti Protoze jsme
zkoumali sklddani vin tvofenych v celé roviné kolmé na smér dopadajici viny. Z takové roviny sledu-
jeme u béznych chemickych vzorku (kyveta ve spektrofotometru) obrovskou plochu, milimetry nebo
centimetry ¢tvereéné ve srovnani s vinovou délkou nékolik desetin mikrometru. V takovych obrovskych
rozmérech ve smérech odchylujicich se od ptivodniho paprsku téméf kazdou vinu vyrusi fazové posunutéa
vlna vznikld o kus dél. Hrani¢éni oblast, kde uz zddné ,,0 kus dél“ neni (kde napiiklad konéi vzorek) je
u typickych vzorku zanedbatelné mala. V piipadé malické dirky ale za¢ind byt hrani¢ni oblast srovna-
telnd s osvicenou plochou tésné za otvorem. Lecktera vina Sifici se z roviny dirky se nepotka s fazové
posunutou vlnou, ktera by ji vyrusila.

Vznik rozmazaného obrazu omezuje nasi schopnost rozlisit dva malé objekty blizko sebe (obrsizek
vpravo). Kdyz jejich obrazy zvétsime, zvétsime je rozmazané a nase schopnost je rozlisit se tim ne-
zlep&i. RozliSeni ale muzeme zlepsit tim, ze zvétsime svételny kuzel, ktery na ¢ocku dopadd. Muzeme
si to ukdzat opét na obrazu Spendliku zvétseného jednoduchou cockou. Informace o poloze zdroje (na
obrazku stfed hlavicky zeleného $pendliku) je zakédovand v celé kulové vine, kterd se ze zdroje
§ir1. Jak jsme si vysvétlili, zaostfeny obraz vznikd tak, ze se v ur¢itém misté se stejnou fazi skladaji,
a tedy vyrazné zesili, vlny pochdazejici z riznych oblasti puvodni kulové viny. Pokud na ¢ocku dopada
velkd ¢dst puvodni kulové viny, skldda se velké mnozstvi vin z velmi ruznych sméru sifeni puvodni viny.
Slozena vlna ma velmi intenzivni a tizké hlavni maximum, které velmi pfesné lokalizuje polohu zdroje.
Takové maximum snadno odlisime od podobné intenzivniho maxima slozené viny pochézejici z jiného
zdroje (napiiklad jiné bublinky v hlavi¢ce Spendliku). Pokud ale na ¢ocku dopada jen tzky kuzel kulové
vlny §itici se ze zdroje, v misté zaostfeného obrazu se potkava se stejnou fazi jen mélo vin pochéazejicich
z velmi podobnych sméra ptuvodni kulové viny. Slozenim téchto vin vznika vina s nevyraznym hlavnim
maximem a mnozstvim dalgich maxim. Takovd maxima ze dvou blizkych zdroju bude obtizné rozlisit,
budou splyvat.

Zjednodusené je vliv sife svételného kuzelu na rozliSeni zndzornén na obrézku [I3.2E-G. Signal,
ktery detektor zachyti, je zde znédzornén v zeleném ramecku. Pro pochopeni rozlozeni intenzity zareni
v roviné detektoru je dobré si pfipomenout, ze se viny scitaji (konstruktivné interferuji) nejen pfesné
v pruseciku modrych kruznic, znédzornujicich jejich maxima na obrazku ,B, ale i v blizkosti tohoto
pruseciku. Tam, kde se napifklad setkd maximum jedné viny (oblast s E mificim kladnym smérem)
s nulou jiné viny (oblast s E = 0), vysledkem jejich se¢tenf je stéle kladna vlna (s E miifcim kladnym
smérem), byt ne zesilend. Proto detektor nenf v nasem pifpadé obrazem stiedu hlavicky bod uprostied
carkované kruznice, ale trochu rozmazang oblast v okoli. Signdl na detektoru ma stejny profil jako svétlo
z bodového zdroje na obrazku vpravo, s minimem pfiblizné ve dvou tfetindch poloméru obrazu
hlavicky a sekunddrnim maximem (odpovidajicim prvnimu Airyho krouzku) pobliz povrchu hlavicky.
Pokud na naSem zjednoduseném obrazku zuzime clonou kuzel svétla dopadajici na ¢ocku, k tvorbé
obrazu pfispéjf jen dvé prostfedni viny (obrizek ) V dtsledku toho bude oblast, ve které se viny
se¢tou, vyrazné §irsi a minimum na detektoru bude jiz mimo povrch hlavicky (obrézek )

Hodnotu rozliseni muzeme definovat i pfesné matematicky. Jako rozlisend r se udéava takova vzdalenost
dvou zdroju, pro kterou hlavni maximum prvniho zdroje lezi v prvnim minimu druhého zdroje a naopak.
Pokud tedy budeme pozorovat v hlavicce Spendliku na obrazku dvé bublinky, jednu ve stfedu a

1George B. Airy byl britsky astronom, ktery ptvod krouzkt vysvétlil.
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druhou u povrchu hlavicky, bez clony je rozlisime (obrazek ), ale se clonou jiz ne (obréazek )
Zavislost rozliseni na velikosti svételného kuzele se popisuje pomoci ithlu o mezi osou a plastém kuzelové
plochy. Protoze pozorovany kuzel porovndvame s délkou viny v daném prostiedi, je rozliSeni imérné
A/n, kde X je vlnovéd délka ve vakuu a n je index lomu. Po zapocitédni zavislosti intenzity slozené viny
na vzdalenosti od hlavniho maxima lze rozliSeni vypocitat

A

nsina’

r~ 0,61

(13.1)

Tento vzoretek vysvétluje, pro¢ lze ve svételné mikroskopii zvysit rozliseni (tedy snizit hodnotu
r) tak, Ze co nejsirs{ ¢ocku objektivu priblizime tésné ke vzorku (zvysime «) a mezi vzorek a objektiv
kapneme imerzni olej s vysokym indexem lomu. Rozligeni také muzeme zvysit pouzitim modrého svétla,
které méa kratsi vinovou délku. Jak ale vime z kapitoly k rozliSeni atomu v molekuldch bychom
potfebovali svétlo s vlnovou délkou blizkou velikostem atomu (fddové 0,1 nm), coz je daleko za hranici
viditelné oblasti. V ptipadé elektromagnetického zareni jde o rentgenové zareni, v pripadé elektronového
zafeni o vlny tvorené elektrony.

Je také dobré si uvédomit, ze ¢islo r popisuje, jak blizké zdroje lze rozlisit, ne jak presné lze lokalizovat
polohu jednoho zdroje. Polohu (tézisté) je mozné urcit s presnosti mnohem lepsi nez r i z rozmazaného
signalu s Airyho disky, pokud je tento signél dost daleko od signalu jinych zdroju. Ve svételné mikrosko-
pii se intenzivné rozvijej{ metody superrozlisovaci mikroskopie (superresolution microscopy) umoznujict
presnéjsi méreni polohy zdroje, nez by odpovidalo ¢islu r. Napiiklad je mozné oznacit molekuly v bunce
fluorescenéni latkou a aktivovat jen maly pocet takovych fluoreskujicich znacéek. Jednotlivé fluorescenéni
zdroje tak budou od sebe dostateéné daleko, abychom analyzovali zvl4st jednotlivé rozmazané signdly
a spocitali jejich tézisté s presnosti lepsi, nez odpovida cislu 7.

V elektronové mikroskopii jsme ale odkazéni na rozlozeni elektronové hustoty, které nas zajima, a
nemuzeme zpiesnovat ur¢ovani poloh atomu néjakymi znackami. Stejné tak nemuzeme zvySovat index
lomu prostiedi, protoze musime pracovat ve vakuu. Tvar magnetického pole civek, které pouzivame
misto ¢ocek, nds navic nuti pouzivat elektronové viny jen ve velmi tzkém kuZelLﬂ Jediny parametr,
kterym muzeme zlepsit rozliSeni, je vinova délka.

Nastésti je mozné ptipravit elektrony s kinetickou energii odpovidajici vlnovym délkam jednotek
pikometru (tisicin nanometri). Takovéto viny jsou schopny rozlisit jednotlivé atomy, i kdyz je sledujeme
jen ve velmi tuzkém kuzelu. Navic elektrony s vysokou energii 1épe prochézeji materidlem a pii jejich
pouziti jsme méné omezeni tloustkou vzorku.

13.5 Priprava vzorku pro elektronovou mikroskopii

Klasicka elektronové mikroskopie je zalozena na metoddch ,barveni* vzorka atomy, které obsahuji
vyrazné vice elektronu, nez prevazujici biogenni prvky. K pozitivnimu barveni se pouzivaji acetat ura-
nylu, citrat olovnaty, oxid osmicely a jiné soli tézkych kovi. Bunééné struktury, na které se tézké atomy
vazou (napiiklad hydrofobni OsO4 se hromadi v membrandch, jiné kovy interaguji s proteiny) vyrazné
vice pohlcuji elektrony a pozorujeme je jako tmava mista. Jinou moznosti je negativni barveni, kdy
se naptiklad virové ¢astice zaliji do tenké vrstvy barviva. Tam, kde se nachéazeji virové ¢éstice, potom
pozorujeme jasnéjsi mista chybéjiciho barviva. Ke studiu velkych proteinu a zejména jejich komplextu
byla pouzivdna metoda zvand stinovdni (anglicky shadowing), pii které byl na vzorek studovanych
¢éstic pod ostrym uhlem (napiifklad 4°) naprésen tézky kov a na tvar molekul se usuzovalo ze stinu
protazenych ve sméru naprasovani. Zminéné klasické metody poskytly zasadni informace o detailech
bunéénych struktur a tvarech velkych komplextu biomakromolekul, nedokazaly vsak rozlisit jednotlivé

2Jde o obdobu fotografovani s méné kvalitnim objektivem. I s takovou optikou muzeme ziskat pékné fotografie za
dobrého osvétleni, které ndm umozni pouzit vysoké ¢islo clonky. V tomto pfipadé clona propousti do objektivu svétlo jen
v 1zké oblasti blizko stfedu ¢ocky, kde mé nedokonalost optiky nejmensi vliv.
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Obrazek 13.2: Princip zv&tsovani obrazii pomoci ¢oéek. A, vysvétleni na zakladé &ffeni viny z bodového zdroje
ve stfedu hlavicky zeleného spendliku. Barva vin udava hodnotu E kmitajici kolmo k roviné ndkresu, barevnd
gkala je ukazana nad obrazkem. B, zvétSené okoli obrazu. C, popis pomoci paprsku. D, tvorba obrazu s ostrym
stinem vyplyvajici z popisu zdreni pomoci paprsku (vlevo), tvorba obrazu s rozmazanym stinem v dusledku
difrakce (ohybu) zdfeni na hrané otvoru (vpravo). E, rozlozen{ druhé mocniny amplitudy (intenzity) slozené
vlny na stinftku detektoru umisténého kolmo k roving nékresu. Rez detektorem je ukézan v zeleném rdmecku,
skéala intenzit je uvedena nad obrdzkem. F, detailni pohled na rozlozeni intenzity snimané detektorem v okoli
obrazu. G, vliv ztizeni kuzelu svétla clonou na zobrazeni prfedmétu. H, rozlozeni intenzity snimané detektorem
pro zobrazeni pfedmétu ukazané na obrazku G.
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atomy. Molekuly létek pouzivanych k barveni totiz vytvareji shluky (clustery) a rozliseni je omezeno
velikosti téchto clusteru. Nejlepsi rozliseni makromolekul barvenych tézkymi atomy je 2 nm, tedy o fad
horsi, nez vzdalenosti atomu. Navic jsou soli tézkych kovu toxické a poskozuji strukturu studovanych
biomakromolekul.

Alternativou k barveni je kryoelektronovd mikroskopie. Misto barveni vzorek zmrazime tak rychle, ze
se voda nestaci usporadat do krystalové miizky ledu, ale vytvoii se amorfni led, ktery se velmi podoba
struktufre tekuté vody. Krystalizaci ledu se vyhybame hlavné ze dvou duvodu. Pii tvorbé krystalku ledu
spojené s velkymi objemovymi zménami dochdzi k poSkozeni makromolekul a difrakce elektronu na
krystalové miizce ledu zna¢né komplikuje zobrazovani molekul.

Piiprava vzorku pro kryoelektronovou mikroskopii je pomérné slozita. Povrch dodavanych siték je
hydrofobni, proto je tieba sifku pied pouzitim opracovat v plasmovém vyboji. Poté roztok biomakromo-
lekuly naneseme na sifku. Nadbytek roztoku odstranime pritisknutim filtra¢nfho papiru (blotting), takze
na sitce zistanou jen tenké skvrny roztoku (s tloustkou kolem 100 nm). K vlastnimu mrazeni dochdzi
rychlym ponoienim sifky do kapalného ethanu, podchlazeného v lazni kapalného dusiku. Ponofenim
piimo do kapalného dusiku by amorfni led nevznikl, protoze teplota kaplného dusiku odpovida jeho
bodu varu. Na povrchu prfedmétu ponofeného do kapalného dusiku dochazi k rychlému vypatfovani a
vrstvicka dusikové pary izoluje predmét od chladné kapaliny a zpomaluje jeho ochlazovani. Naopak
ethan je v dusikové 1dzni zchlazen hluboko pod bod varu a velmi rychle odebirs teplo z ponofené sitky.
K vlastnimu manipulaci se sifkou se pouziva zaiizeni zvané vitrobot, pfesto je cely postup naro¢ny na
zrucnost.

Ochlazené sitky se vzorky jsou uchovdny v kapalném dusfku az do chvile méfeni. Zvyseni teploty
by vedlo k nezddoucimu prekrystalovani amorfniho ledu. Také tubus mikroskopu a zafizeni, kterym se
vzorek do evakuovaného mikroskopu vklada, musi byt pii kryoelektronové mikroskopii stale udrzovany
pti nizké teploteé.

Velkou vyhodou elektronové mikroskopie je, ze béhem rychlého zmrazeni se neméni ani struktura
studované molekuly, ani struktura okolni vody. Biomakromolekuly tak muzeme studovat v nativnim
stavu. Protoze molekuly nebarvime a pouzivime TEM, ziskdvdme informaci i o vnitini struktuie bio-
makromolekul: snimané obrazy jsou projekce celého objemu molekuly.

13.6 Typy vzorku v elektronovou mikroskopii

V kryoelektronové mikroskopii se pouzivaji ruzné typy vzorku. V pocédtcich rozvoje metody hrély
dulezitou roli vzorky makromolekul, které tvoii dvojrozmérné krystaly. Typickym piikladem jsou transmembrénové
proteiny, které netvoii vhodné krystaly pro rentgenovou difrakci, ale nékteré z nich je mozné pripravit
v membrénach v tak vysoké hustoté, ze vytvori dvojrozmérny krystal. Metoda je vhodnd pro mensi
proteiny (do 200kDa) a poskytuje rozlisen{ srovnatelné s rentgenovou krystalografif (0,25 nm).

Pro urcovani konformace biomakromolekul je nejdulezitéjsim pristupem rekonstrukce jedné cdstice
(single particle reconstruction). Tato metoda vyuzivéa toho, Ze v mnoha pifpadech dokézeme pripravit
vzorky rekombinantnich proteinu, které obsahuji mnoho miliard molekul ve stejné konformaci. V elek-
tronovovém mikroskopu tak muZzeme nasnimat obrazky desetitisicu az statisici molekul, se kterymi
muzeme pracovat, jako by to byly obrazy jedné molekuly v raznych orientacich. Informaci z jednotlivych
snimka muzeme zkombinovat a spocitat z ni trojrozmérnou distribuci elektronové hustoty v molekule
studovaného proteinu. Metoda poskytuje nejlepsi vysledky pro velké proteiny a je mozné dosdhnout
atomového rozlisen{ (i pod 0,1 nm).

Pomoci kryoelektronové mikroskopie muzeme zkoumat i pleiomorfni objekty, z nichz zadné dva ne-
maji stejnou strukturu. Jde napiiklad o bunééné organely, které se vzdy na molekuldrni irovni ponékud
lisi. Obrazy takovych molekul nemtzeme prumérovat, ale musime pouzit pfistupu tomografie. Obrazy
objektu v ruznych orientacich ziskdvame tak, Zze v mikroskopu vzorek ruzné otdcéime a nakldnime.
7 obrazu v ruznych orientacich muzeme zpét spocitat trojrozmérnou strukturu studovaného objektu.
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Vyslednd struktura bude mit nezbytné omezené rozliseni. Jednak proto, ze nemuzeme ziskat obrazy
objektu ve vsech orientacich (protoze objekt je fyzicky vzdy umistén v néjakém drzaku), ale také proto,
ze kazdy elektron objekt poskodi, takze mame jen omezeny pocet obrazu, které muzeme pro dany ob-
jekt ziskat. Pomér S/N je proto jesté nizsi, nez u snfmku biomakromolekul. Pokud ale studovany objekt
obsahuje vice kopii téze molekuly, mtuzeme prumérovat obrazy takové molekuly z ruznych ¢asti vzorku
a lokélné zlepsit rozliseni. V nejlepsich pfipadech je mozné dosdhnout rozliseni okolo 0,4 nm.

13.7 Tvorba a zpracovani digitalniho obrazu

V elektronové mikroskopii ziskdvame digitalni obraz. Tato skute¢nost muze znit trividlné, ale pro praci
s mikroskopem a ziskanymi snimky je velmi dulezita. Snimky musi byt digitdlni proto, abychom s nimi
mohli pracovat v pocita¢i a vypocitat z nich trojrozmérnou strukturu molekuly.

Digitalni obrazy se vzdy skladaji z velkého mnozstvi policek zvanych pizely. Digitdlni cernobila
fotografie s napohled plynulymi pfechody mezi odstiny Sedi je ve skutecnosti mozaika pixelt s ruznou
intenzitou signdlu. Maximélni a minimdln{ intenzita odpovidéd ¢erné a bilé barvé (nebo naopak).

Digitalni povaha obrazu vysvétluje, pro¢ je vyhodné pouzivat kamery piimo detekujici dopad elek-
tront, jak jsme zminili v ¢ésti Tradi¢né se v elektronové mikroskopii pouzivaly fotografické filmy,
které jsou citlivé na dopad svétla i elektroni. Nevyhodou filmu je, ze obraz z nich musime do di-
gitalni formy prevadét skenovanim. Novéjsim typem detektoru byly kamery vyuzivajici technologie CCD
(coupled charge device, integrované obvody propojenych kondenzatoru citlivych na svétlo). Nevyhoda
CCD zafizeni je, ze nejsou piimo citlivd na elektrony. Proto bylo nutné pouzit vrstvicky scintildtoru
(napriklad krystalického materidlu zvaného yttrito-hlinity grandt, YAG), ktery po dopadu elektronu
emituje fotony, které CCD detekoval. Scintilator ale emitoval fotony i v jinych smeérech, nez smér do-
padu elektronu, a tyto fotony aktivovaly sousedni pixely CCD kamery. Proto dochézelo k lokalnimu roz-
mazavani signalu. Velky pokrok pro elektronovou mikroskopii znamenaly polovodi¢ové kamery schopné
detekovat elektrony piimo. Elektronova vlna tak aktivuje piimo pixel, na ktery dopadla. Diky tomu
muze byt presnéji lokalizovana a struktury biomakromolekul muzeme pocitat s lepSim rozlisenim.

V pocitaci ukladame digitalni obraz jako seznam ¢isel, kterd popisuji intenzity signédla jednotlivych
pixeli. Pokud by se nas detektor skladal jen z 25 pixeli, mohl by zapis snimku na obrézku [13.3|A
vypadat takto

Obraz; = (0;0;0;0; 0;0; 10; 10; 0; 0; 105 5; 5; 10; 0; 10; 5; 5; 105 0; 0; 10; 10; 0; 0). (13.2)
Spravné muzeme ¢&ist tento zdznam jenom tehdy, kdyz vime, kterému pixelu které ¢islo patii.
Zépis [13:2 muzeme také vyjadrit jako linedrni kombinaci 25 zdkladnich stavu detektoru

0-Py + 0-P2 + 0-P3 + 0-Py + 0-P5 +

0'P21 + 10'P22 + 10’P23 + O'P24 + 0'P25 +

10-Py + 5-Pp + 5Py + 10-Py + 0-Pys + (13.3)
10-Py + 5P + 5-Pg + 10-Py + 0-Pys +

0-Ps1; + 10-Ps9 + 10-Ps3 + 0-Pss + 0-Pss

kde naptiklad P2 oznacuje stav s jednotkovou intenzitou pixelu v prvni fadé a druhém sloupci a
nulovou intenzitou vsech ostatnich pixeli (obrézek [[3.3B).

Snimek na obrazku muzeme ale také zapsat jako linedrni kombinaci 25 hypotetickych stavi
detektoru uvedenych na obrazku[I3.3C. Tyto stavy neodpovidajf aktivaci jednotlivych pixelt, ale perio-
dickym vzorum, vlnicim se v ruznych smérech s riznou vlnovou délkou. Jednotlivé stavy Wy nedefinuje
poloha na detektoru, ale parametry h a k popisujici kolikrat se periodicky vzor zavlni ve vodorovném
a svislém sméru.

Periodicky se opakujicimi strukturami jsme se zabyvali detailné v kapitole o rentgenové krystalo-
grafii (kapitola . Vime, Ze na vzdalenosti atomt v pravidelnych krystalovych miizkach zavisi smér,
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ve kterém se dramaticky zesili rozptylené rentgenové zafeni a tedy i misto na detektoru, kde pozo-
rujeme difrakéni skvrnu. Difrakci na krystalech tedy muZzeme matematicky interpretovat nasledujicim
zpusobem. Elektronovou hustotu v krystalu si mtzeme rozlozit na soucet periodickych funkei s riznou
vlnovou délkou. Kazda z téchto funkci odpovida pravidelnému vzoru, ktery zesiluje rozptylené rentge-
nové zafeni v jiném sméru. Intenzita difrakénich skvrn v jednotlivych smérech ndm piimo fik4, jak moc
ktera periodickd funkce prispiva k celkovému rozlozeni elektronové hustoty. Pti rozptylu zareni fyzicky
dochdzi k tomu, ¢emu se v matematice tikd Fourierova analyza, rozklad néjaké matematické funkce
na soucet funkci sinus a kosinus. Proto také je matematickym zakladem vypoctu rozlozeni elektronové
hustoty Fourierova transformace difrakéniho obrazce.

Pro¢ ale rozklddat na periodické funkce obrazy molekul, které nejsou umistény v pravidelnych
krystalovych miizkach? Kazdy detektor se sklada z konecného poctu N pixeli. Informace, kterou di-
gitdlni obraz nese, je tedy vzdy kombinaci N stavi detektoru, at uz jde o jednopixelové stavy Py,
z obrazku[13.3B, nebo periodické stavy Wy, z obrazku[I3:3[C. I kdyz je obraz na detektoru nepravidelny,
1ze jej beze zbytku pfevést na kombinaci pravidelnych vzoru Wyy. Pocita¢ pFitom déla to, k ¢emu fyzicky
dochazi v difrakénim experimentu, tedy Fourierovu analyzu. Parametry h a k pfitom hrajf stejnou roli,
jako Millerovy indexy v rentgenové krystalografii. Stejné jako Millerovy indexy definuji polohu skvrn
v difrakénim obrazci rentgenového zareni, muzeme periodické vzory W, graficky zndzornit jako body
o soufadnicich h, k. Matematicky postup, kterym ze zdvislosti intenzity na souradnicich x,y spocitdme
zavislost na soutadnicich h,k, neni opét nic jiného, nez Fourierova transformace. Intenzita v misté
soutadnic h, k v grafu ziskaném Fourierovou transformaci ndm fikd, jak moc pfrispiva k puvodnimu
obrazu periodicky tvar, ktery mé ve vodorovném sméru h maxim a minim a ve svislém sméru k£ maxim
a minim. Pfi zpracovani obrazu je velkou vyhodou, ze muzeme ze zavislosti na x,y spocitat zavislost
na h, k a naopak.

Digitdlni povaha obrazu zarucuje, ze veskerou informaci zachycenou v obraze muzeme vyjadfit po-
moci koneéného pocétu periodickych vzoru. Tento koneény pocet ale zaroven omezuje rozliseni, kterého
Ize dosédhnout. Nejrychlejsi zména periodického vzoru, kterou muze detektor zachytit, je takova, kdy se
maxima a minima st¥idaji v sousednich pixelech (Nyquistiav zdkon). Maximdlni hodnota h a k je proto
rovna poloviné poctu pixelu ve vodorovném a svislém smeéru. Pokud obraz obsahuje vzor s vyssim poctem
maxim, uvidime v obraze zvlnéni, které ve skutecnosti neexistuje. Zjednodusené je to znazornéno na
obrézku[13.3D, kde je zndzornén detektor s osmi pixely ve kazdém sméru. Maximéln{ (Nyquistova) frek-
vence, kterou takovy detektor muze rozlisit, je 8/2 = 4. Na tento detektor promitdme vzor, ve kterém
se ve skutecénosti vystiida Sest tmavych a Sest svétlych prouzku na §ifi detektoru. Kdyz si spocitdme,
jakou prumeérnou intenzitu detekuji jednotlivé pixely, zjistime, ze misto vzoru se spravnym poctem ma-
xim (Sest ve vodorovném sméru) vidi detektor fiktivn{ obrazec prochdzejici dvéma maximy. V bézném
zivoté muzeme vidét tento efekt v televizi, pokud v ni vystupuje osoba s jemnéjsim vzorem odévu, nez
odpovida rozlieni obrazovky.

Popsané omezeni digitdlniho rozliseni nas vede k tomu, abychom peclivé zvazili, jaké zvétseni mikro-
skopu muzeme pro detektor s danym poctem pixelt pouzit. Pokud chceme napiiklad popsat strukturu
s rozlisenim 0,2 nm, musi jeden pixel dopadat vlna z oblasti maximalné 0,1 nm.

13.8 Amplitudovy a fazovy kontrast

Pomeér signdlu a Sumu (S/N) v obrazech ziskanych elektronovym, ale i svételnym, mikroskopem zdvisi
na kontrastu mezi vlnou dopadajici na detektor piimo a vlnou ovlivnénou vzorkem. Vzorek ovliviiuje
vlnu dvéma zpusoby. Prvnim z nich je amplitudovy kontrast zpusobeny cCaste¢nym pohlcenim viny
vzorkem. Velky amplitudovy kontrast maji vzorky ,barvené“ tézkymi atomy. Druhym typem vlivu
vzorku je fdazovy kontrast. Pii pruchodu viny vzorkem dochdzi k jejimu opozdéni, které popisujeme
hodnotou indexu lomu. Proto mé vlna, kterd prosla vzorkem, posunutou fazi vaci viné, ktera vzorkem
neprosla. Rozdil v intenzité (amplitudé) viny pfitom muze byt nepatrny. Pievdzné fazovy kontrast maji
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Obrézek 13.3: Vlastnosti digitdlnfho obrazu. Na obrdzku A je pfiklad obrazu na detektoru sklddajicim se z 5 x 5
pixela. Jakykoli obraz na tomto detektoru je linedrni kombinaci 25 moznych stavu detektoru zndzornénych na
obrazku B. Zdaroven ale jakykoli obraz na tomto detektoru je také linedrni kombinaci periodickych vzoru na
obrazku C. Podle Nyquistova zdkona muze mit periodicky vzor nejvys dvé minima a maxima v kazdém sméru.
Abychom byli schopni vyjadiit pomoci periodickych vzoru kazdy digitdlni obraz, musime vzit v potaz vinéni
sméfujic{ vzhiru i dolt (smér rozlisujeme znaménkem indexu k) a vlnénf s ruznou faz{ (napiiklad kosinus a sinus,
ktery od kosinu rozlisujeme hvézdic¢kou v oznaceni vzoru). Kombinaci 3 vodorovnych frekvenci (h = 0;1;2), 5
svislych frekvenci (K = —2;—1;0;1;2) a 2 fdz{ bychom ziskali 30 vzoru, 5 se jich ale opakuje dvakrit (na
obrazku C jsou vyznaleny ¢ervené). Nezdvislych vzoru je tedy 25, jak potfebujeme pro 25 pixeld. Zahrnuti
zdpornych hodnot h (vilny postupujici doleva) by vedlo jen k opakovén{ jiz zahrnutych vzoru. V dolni ¢ésti
obriazku C je ukazano, ze Fourierovou transformaci periodickych vzoru ziskdme zavislost na vlno¢tech vzoru,
ktera pripomind jednopixelové diagramy na obrazku B. V naSem ilustrativnim obrézku oznacuje ¢ervend barva
zdpornou hodnotu poskytnutou Fourierovou transformaci. Pfi analyze obrazu ale vét§inou vynasime absolutni
hodnotu (nerozlisujeme fézi). Na obrazku D je ilustrovdn Nyquistiv zdkon (popséno v textu).
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vzorky biomakromolekul, jejichz strukturu urcujeme pomoci kryoelektronové mikroskopie. Piikladem
ze svételné mikroskopie mohou byt stiipky skla ve vodé nebo prusvitné buiiky neobsahujici vyznamné
mnozstvi pigmentu. Pokud na takové vzorky zaostiime, jsou ve svételném mikroskopu velmi Spatné
viditelné. K zobrazovani takovych vzorku jsou pouzivany specialni fazové kontrastni mikroskopy. Pokud
takové zafizeni nevlastnime, muzeme zlepsit kontrast tim, ze zaostfime mirné pod sledovany objekt.
Okraje bunék ¢i stiipkt, kde se setkdvaji prostiedi s riznym indexem lomu, jsou pii podostieni mnohem
lépe viditelné.

Princip podostieni je zjednodusené predstaven na obrazku Obraz predmétu je zvétsen optickou
soustavou (zndzornénou na obrazku jako jedind ¢ocka). V misté zaostfeni obrazu se séitaji se stejnou
faz{ viny prichdzejici ruznymi cestami z pozorovaného predmétu, jak jsme si ukdzali na obrazku [13.2}
Pokud vzorek absorbuje zdfeni (pfipad a na obrazku , je amplituda vlny proslé vzorkem (na
obrazku zndzornéna tmaveé zelené) vyrazné nizsi, nez vlna vzorkem neovlivnénd. Amplitudovy
kontrast, symbolicky zndzornén rozdilnou velikosti zelenych elips v horni ¢asti obrazku, je vyznamny.
Pokud ale vzorek neabsorbuje (ptipad b na obrizku , sklada se vlna prosla vzorkem s puvodni
vlnou tak, ze se amplituda vysledné viny 1isi od amplitudy puvodni viny jen zanedbatelné a kontrast
mezi nimi je zanedbatelny. Jak jsme vysvétlili v kapitole [L1{ (¢ast a, je tomu tak proto, ze vlna
vznikld rozkmitanim molekul vzorku je oproti dopadajici viné fazové opozdéna o 90° a md mnohem
mensi amplitudu.

Situace se ale zméni, pokud nebude obraz zaostien v dusledku sférické aberaceSférické aberace je
optickd vada, kdy se svételné paprsky na okraji ¢ocky ldmou vic, neZ pobliZ optické osy nebo proto, ze
detektor tmyslné posuneme z roviny zaostieného obrazu (defocus). V tom piipadé se v ur¢itém pixelu
detektoru setkaji vlny s rozdilnou fazi, které se ¢dsteéné odectou. Tak vznikne fazovy kontrast, at uz
vzorek zafeni pohlcoval (pfipad ¢ na obrdzku , nebo ne (piipad d).

Podostteni (underfocus) pouzivame i v kryoelektronové mikroskopii. Pokud je elektronovy mikro-
skop zaostfen, vznikne v ur¢ité roviné pod objektivovou ¢ockou zaostfeny obraz vzorku, ktery dalsi
soustava cocCek zveétsi a promitne na detektor. Jestlize neni vlna vzorkem pohlcovana vice, nez okolim
(molekulami vody v amorfnim ledu), nepozorujeme na detektoru zadny signdl. Kdyz ale mirné snizime
proud v objektivové ¢occe, zaostieny obraz vznikne v jiné roviné, dale od objektivové cocky. Na detektor
bude ale stéle promitana slozend vlna z ptuvodni roviny, ve které neni obraz zaostfeny. Diky rozostieni a
znacné sférické aberaci elektromagnetickych ¢oc¢ek dochazi k fazovému kontrastu mezi vlnou ovlivnénou
a neovlivnénou vzorkem.

Chceme-li ziskat kvalitni data pro vypocet struktur, musime vzniku fdzového kontrastu rozumét
kvantitativné. Vyuzijeme opét analogii se svételnou vlnou. V ¢ésti jsme zminili, ze svételna vina
rozptylend molekulami byvd fdzové opozdénd o 90° oproti dopadajici vlné. Jak vime z ¢dsti [13.4]
v misté zaostfeného obrazu ma svételny vina stejnou fazi, jako kdyz opousti objekt. Mimo zaostfeny
obraz ale neni vlna ovlivnénad molekulami ve vzorku posunuta vuci viné ptuvodni o 90°. V zavislosti
na délce optické drahy maji vlny rozptylené vzorkem do ruznych smért (a ohnuté ¢oc¢kami zpét na
detektor) fadzové posuny v celém rozsahu 0°-360°. Viny posunuté o 180° pri skldddn{ s neovlivnénou
vlnou jeji amplitudu snizuji a vytvareji tak negativni fazovy kontrast. Naopak vlny s nulovym fazovym
rozdilem amplitudu puvodni viny zvysuji a vedou k pozitivnimu fazovému kontrastu. Pro kvantitativni
popis je vyhodné vyuzit toho, ze diky Fourierové transformaci umime obraz popsat pomoci soufadnic
h a k. Na téchto souradnicich zavisi kontrast jednoduchym zpusobem: v soustiednych kruzich kolem
pocatku (h = k = 0) osciluje mezi hodnotami +1 a —1 (obrdzek [I3.5)). Tato zdvislost se nazyvé
funkce prenosu kontrastu (contrast transfer function, CTF )ﬂ Pro vyhodnoceni vlivu podostfeni na
ziskany obraz staéi prevést Fourierovou transformaci obraz do soutradnic h, k, vynasobit funkci pfenosu
kontrastu, a vysledek prevést Fourierovou transformaci zpét do soufadnic x, y.

Skutecnost, ze funkce pienosu kontrastu osciluje mezi kladnymi a zdpornymi hodnotami, mé na

3Matematicky lze popsat oscilace funkcf sin(rCsA3k% /2 — 1 AzAk?), kde Cg je koeficient popisujici vliv sférické aberace
a Az udavé, o kolik mikrometru je obraz podostfen (defocus). Amplituda oscilaci navic s rostoucim k klesa.
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Obrazek 13.4: Rozdil mezi amplitudovym a fdzovym kontrastem. Vlevo je zndzornéna tvorba zaostfeného
obraz, vpravo obrazu rozostfeného a ovlivnéného sférickou aberaci ¢ocky. Na obrazcich a,c je srovndna intenzita
svétla letictho mimo objekt (svétle zelené vlevo) s intenzitou ovlivnénou pruchodem objektem s amplitudovym
kontrastem (tmavé zelené vpravo). Na obrazcich b,d je srovndna intenzita svétla letictho mimo objekt (svétle
zelené vlevo) s intenzitou ovlivnénou prichodem objektem s amplitudovym kontrastem (tmavé zelené vpravo).
Intenzita zafeni dopadajiciho na detektor je zndzornéna velikosti zelené elipsy v horni ¢asti.
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vysledny obraz zasadni vliv. Tvar zobrazeného objektu je sice zachovan, ale ziskand intenzita neodpovida
elektronové hustoté. Tmavé oblasti obrazu jsou nékde zobrazeny svétle a naopak (obrazek )
Céstecné lze tento nedostatek odstranit tak, ze se obraz pievede do soufadnic h, k, v oblastech, kde je
ndsoben zdpornou funke{ prenosu kontrastu, zménime znaménko (provedeme inverzi kontrastu) a po
Fourierové transformaci zpét do soutadnic x,y ziskdme obraz podobnéjsi skuteéné elektronové hustoté
(obrazek ) Neodstranime tak ale zasadni problém, ze CTF prochézi nulou a pro urcité hodnoty
h, k tak ztratime signal.

Tento nedostatek feSime tak, Zze snimame obrazy studovanych biomakromolekul s riznou hodnotou
podostieni (obrazek ,C). To vede k tomu, ze v ruznych obrazech ma CTF ruzné polohy bodu, kde
prochézi nulou. Jednotlivé obrazy pak zkombinujeme a tak doplnime oblasti nulového signalu signdlem
z jinych obrazii (obrdzek [13.5D). Timto zpusobem ziskdme informaci v celém rozsahu h, k, abychom
mohli provést rekonstrukei struktury studované biomakromolekuly.

13.9 Poskozeni vzorku

Navzdory chlazeni na velmi nizkou teplotu dochézi pti kryoelektronové mikroskopii k vyznamnému
poskozeni vzorku. Na 1nm? dopadaji stovky az tisice elektronu a ne viechny interaguji se vzorkem
elasticky (bez pfenosu energie). Nékteré elektrony preddvaji vzorku energii, coz vede k jeho poskozeni.
Pii delsim osvitu se v ledu zaéinaji tvotit bubliny, ¢emuz je tfeba zabranit. Proto se snazime davku
elektront omezit na minimum. Napfiklad neni mozné zaostiit mikroskop na oblast naseho zdjmu, protoze
jiz tim bychom vzorek znicili. Ostiime zpravidla na mista v okoli oblasti zdjmu a piedpokladame, ze
prumeér nastavenych hodnot bude odpovidat zaostfeni na misto uprostied. Nastésti sou¢asné mikroskopy
dokazi zaostrit a nasbirat data automaticky. Omezeny pocet elektronu, ktery muze na vzorek dopadnout,
je také hlavni pfi¢inou nizkého poméru signalu k Sumu.

13.10 Porovnavani dvojrozmérnych obrazu

Abychom vylepsili velmi nizky pomér signdlu k Sumu, snazime se nasnimat velké mmnozstvi obrazu
s molekulami, jejichz strukturu cheeme uréit. Velmi zjednoduseny priklad je ukdzan na obrazku[13.6] kde
se hypoteticky detektor sklad4 jen z 1280 pixelu (ve skutecnosti jde o miliony pixelu). Pro pfehlednost
je na obrdzku velmi vysoky pomeér signdlu k Sumu (pfiblizné 4), ve skutecnosti byvd pomeér o jeden az
dva fady horsi.

Ze snimku je tfeba vyf{znout obrézky jednotlivych molekul (modré rdmecky v pravé poloviné
obrazku , jednotlivé obrazky mezi sebou porovnavame, zjisfujeme, které jsou si nejvice podobné,
abychom je mohli zprumérovat. Praomérovanim snizime ndhodny Sum a ziskdme obréazky, které maji
lepsi kontrast.

K porovnavéni obrdzku muzeme pouzit analyzu hlavnich komponent (principal component analy-
sis, PCA). Jde o pfistup, kterym je mozné automaticky identifikovat skupiny obrédzki, které jsou si
podobné. Teoreticky bychom mohli porovnavat intenzitu kazdého pixelu v kazdém modrém ramecku
na obrazku [I3.6] se vSemi pixely vSech ostatnich rdmecku. Z matematického pohledu by to znamenalo
vynést intenzitu kazdého pixelu na jinou osu mnohorozmérného grafu (pro rdmecky na obrazku m
bychom pracovali v 64-rozmérném prostoru, protoze kazdy rdmecek ma pixelu 64). Kazdému rdmecku
by pak odpovidal jeden polohovy vektor v 64-rozmérném prostoru a my bychom hledali, které vektory
jsou si nejpodobnéjsi (nachdzeji se nejbliz sobé). Takové srovnédni by ale bylo pfilis vypocetné ndrocné.
Metoda PCA vychézi z predpokladu, ze urcité kombinace intenzit jsou pro jednotlivé tvary typické.
Tyto kombinace pak hledd a pouzije je jako nové osy v jiném mnohorozmérném prostoru. Zjednoduseni
je v tom, ze staCi porovnat mensi pocet skutecné nejtypictéjsich kombinaci a nemusime ztracet Cas
porovnavanim kazdého pixelu s kazdym. Velmi jednoduchy piiklad je ukdzadn na obrazku pro
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Obrézek 13.5: Vliv funkce pfenosu kontrastu na snimané obrazy. Pokud by mél pozorovany objekt velky am-
plitudovy kontrast, pozorovali bychom obraz ukdzany ve sloupci a. Protoze ale musime pracovat s fazovym
kontrastem a pouzit podostieni, ziskdvame obraz ukézany ve sloupci e. Fourierova transformace toho obrazu
(sloupec d) je soucinem Fourierovy transformace obrazu ze sloupce a, ukdzané ve sloupci b a funkce pfenosu
kontrastu (CTF), ukdzané ve sloupci c. Sipky na obrizku oznacuji Fourierovu transformaci, tecka mezi sloupci
b a ¢ nasobeni. A, intenzita ovlivnéna neupravenou CTF, oscilujici mezi kladnymi (modra barva) a zdpornymi
(Cervend barva) hodnotami, nulovd hodnota Fourierovy transformace odpovidd $edé barvé. B, provedena in-
verze kontrastu. CTF nabyvé jen kladnych hodnot, zndzornénych odstiny Sedi. Nulovd hodnota Fourierovy
transformace odpovidd bilé barvé. C, jako B, ale obraz byl snimdn s jinym podostienim. D, kombinace (prumér)
piedchozich dvou méfeni. CTF ve sloupci e je prumérem funkei na pfedchozich dvou fadcich a neprochdzi (krom
pocédtku) nulou.
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Obrazek 13.6: Identifikace obrdzku studované molekuly ve snimku elektronové mikroskopie. Vlevo zjednoduseny
piiklad snimku, vpravo tentyz snimek s vyfiznutymi obrazky (modré rdmecky)

kombinace pouhych dvou pixeli.

13.11 Rekonstrukce trojrozmeérné struktury biomakromolekul

Nasim koneénym cilem je urcit trojrozmérnou strukturu. Zékladnim problémem naseho tkolu je, ze
jednotlivé obrazky predstavuji prumeéty molekul v ruznych orientacich, ve kterych se nachazely v roztoku
tésné pred rychlym zmrazenim. Je na nés, abychom zjistili, jak jednotlivé projekce vuci sobé zorientovat,
abychom z dvojrozmérnych priuméta mohli rekonstruovat trojrozmérnou strukturu. Z matematického
pohledu jde vlastné o hleddn{ t¥{ dhla. Dva dhly uréujf smér, ze kterého se na molekulu (nebo presnéji
skrz molekulu) divdme (smér, kterym mii{ ¢ervené, modré a tmavé zelené sipky na obrézku A). Dva
pruméty ze stejného sméru mohou byt viéi sobé pootoc¢ené v roviné snimku. Takové vzajemné pootocent
popisuje tieti tthel. Tento tfeti thel odpovida rotaci kolem sméru ¢ervené, modré, nebo tmavé zelené
Sipky na obrazku

Rekonstrukce trojrozmérné struktury predstavuje sérii postupnych kroki, ve kterych hledame spravné
orientace projekci. V poc¢étcich jde o proces znaéné zatizeny ndhodnymi chybami, kdy doufame, ze prvni
odhady tvaru molekuly se alespon trochu podobaji skute¢né struktuie a ze postupné zpresnovani nas
nakonec ke spravné strukture dovede.

Obecny postup je shrnut na obrazku[I3.8] Vychdzime z velkého poctu obrazku vyi{znutych ze snimku
vzorku (Sipka a), pro néz hleddme spravnou orientaci vuéi molekule (Sipky b—d). Obrézky, které jsou
projekcemi molekuly ze stejného sméru, vzajemné posuneme a nato¢ime v roviné snimku, abychom je
mohli pfelozit (alignment, Sipka b). Potfebnd posunuti (translace) a natoceni (rotace) ukazuji svétle
zelené Sipky uvniti obrdazku. Posunuti a nato¢eni muzeme urcovat vzhledem néjakému referenénimu
obrazu, nebo bez vnéjsi reference (napiiklad vzhledem k prvnimu vyfiznutému obrazku). Obrazky

4Kdyz pouzijeme analogie s fotografovanim, tak dva thly uréuji smér, ze kterého nés fotograf fotil (smér pifmky
v prostoru je popsdn dvéma thly), a tfet{ ihel ¥{k4, jestli fotograf drzel fotoapardt rovng, nebo sikmo (v druhém ptipadé
budeme na fotografii vidét svou postavu naklonénou).
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Obrézek 13.7: Princip analyzy hlavnich komponent (PCA). Do grafu jsou vyneseny intenzity dvojic pixelt
vyznatenych na obrézku vlevo (purpurovy a azurovy rdmecek spojeny zelenou Sipkou). Dvojice intenzit s 25%
Sumem vytvori t¥i shluky bodu, které jsou rozliseny barvou a odpovidaji tfem ruznym projekcim molekuly
(projekce bez Sumu jsou ukdzany vpravo). Cérkované sipky predstavuji kombinace intenzit (hlavni komponenty),
které nejlépe rozlisi shluky. Ukazany ptiklad je zjednodusenim, které lze ukazat na grafu. Ve skute¢nosti bychom
hledali hlavni komponenty v 64-rozmérném prostoru intenzit vSech pixela.

porovnavame (2D classification, viz ¢ast [13.10) a z téch, které odpovidaji stejnym whlum projekce
(stejnd barva rdmecku) poéitdme prumérny obraz s lepsim pomérem signdlu k sumu (class averaging,
Sipka ¢). Srovndni s referenénimi obrazy se zndmymi dhly projekce zvysuje spravnost t¥idéni obrazka
podle dhlu projekce. Zprumérovanym obrazkum pfifadime dhly projekce (angle assignment, sipka d).
Jako uhly projekce (sméry cervenych, zelenych a modrych Sipek pro jednotlivé zprumeérované obrazy)
pouzijeme znamé hodnoty pro referen¢ni pruméty. Pokud za¢iname bez vnéjsi reference, pouzijeme hod-
noty ndhodné. Z prumétu, které jsme orientovali v prostoru, zpétné vypocitdme tvar molekuly (3D re-
construction, Sipka e). Zprumérované a zorientované obrazy (na obrézku ¢tverecky ordmované Gerveng,
zelené a modie) muzeme povazovat za stiny molekuly (obrazek A). Tvar molekuly muzeme spocitat
jako oblast v prostoru, kde se protinaji smeéry, ve kterych jsou stiny vrhdny (obrazek B). Casto ale
provadime rekonstrukei v reciprokém prostoru (obrézek C). Ziskany model molekuly pouzijeme k tomu,
7e vypocitdme jeho projekce do ruznych sméru (re-projection, sipka f). Takto ziskané projekce muzeme
pouzit jako referencni obrazy v dalsim kole vypoctu (Sipka h). Do kazdého dalsiho kola tak vstupuji
projekce z vice a vice zpfesnéného modelu molekuly, které srovnavame se stdle stejnymi nasnimanymi
obrazky. Cely postup opakujeme tak dlouho, dokud dochézi k zpiesiiovani modelu. Vysledkem (Sipka g)
je mapa elektronové hustoty, velmi podobnd vysledku rentgenové krystalografie. Do této mapy potom
stavime model molekuly a ovéfujeme jeho spravnost, tak jak jsme popsali v kapitole

V popsaném iterativnim postupu je kritické prvni kolo, kdy zatim neméme k dispozici zadné projekce
z modelu vypoéitaného v piedchozim kole (Sipka h). Kdyby mély nasnimané obrézky molekul vysoky
pomeér signalu k sumu, bylo by nejobjektivnéjsi vypocitat po¢atetni model struktury na zakladé teorie
Fourierovy transformace (Sipka i). Zdkladn{ myslenka je nasledujici. Fourierovou transformaci jednot-
livych obrézka ziskdme Fezy trojrozmérné Fourierovy transformace tvaru molekuly (obrézek C). Teorie
Fourierovy transformace navic fika, ze jde o fezy prochazejici stiedem obrazu v reciprokém prostoru.
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To uz je dost geometrickych tidaju na to, abychom dokéazali spocitat, jak se ruzné fezy se v reciprokém
prostoru protinaji. Pak uz sta¢i nasledovat postup ukdzany v dolni ¢dsti obrazku C a spocitat tvar mo-
lekuly. Velky Sum ve snimcich ziskanych kryoelektronovou mikroskopii bohuzel zatézuje tuto elegantni
metodu velkou ndhodnou chybou. Proto se v praxi pouzivaji a jsou dale intenzivné vyvijeny vypocetni i
experimentalni postupy poskytujici spolehlivéjsi po¢ateéni model pro rekonstrukcei. Cely postup znacné
urychli, kdyz za¢indme jiz s ptibliznou znalosti tvaru molekuly (na zdkladé dat s malym rozlisenim,
podobnosti s jinymi molekulami a podobné, Sipka j na obrazku . Rekonstrukei je mozné zahdjit
dokonce i s obecnym tvarem jako koule, valec, atd. VSechny tyto piistupy zalozené na subjektivni volbé
startovniho modelu ale nesou riziko, ze nés nase volba zavede Spatnym smérem. Pokud budeme pocitac
nutit, aby ve snimcich nachdazel rysy shodné s poc¢atetnim modelem, pocitac je tam najde, i kdyby
snimky obsahovaly ¢isty Sum. Ziskany pocatecni model pouzijeme k tomu, ze vypocitame jeho projekce
do raznych sméru (Sipka k), a pouzijeme je jako referen¢ni obrazy v prvnim kole (sipka k).
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Obrazek 13.8: Obecny postup rekonstrukce trojrozmérné struktury z dvojrozmérnych snimk.
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Obréazek 13.9: Rekonstrukce trojrozmérné struktury z projekci se znédmou orientaci. A, jednotlivé projekce
(barevné ordmované ctverecky) si muzeme piedstavit jako stiny molekuly vrhané do urcitych sméru (barevné
Sipky). B, rekonstrukci tvaru molekuly muzeme provést tak, ze kazdy 2D obraz (stin) zpétné promitneme do
sméru, odkud pfichdzi. C, rekonstrukce v reciprokém prostoru. Pokud zndme tvar objektu (napftiklad rozlozeni
elektronové hustoty v molekule) ve skutetném trojrozmérném prostoru popsaném soutadnicemi z,y, z, muzeme
vzdy diky Fourierové transformaci popsat tento objekt v reciprokém prostoru, kde hraji roli soufadnic Mille-
rovych indexy h, k,l. Stejné dobfe muzeme Fourierovou transformaci popis objektu vyjadreny v soufadnicich
h, k,l ptepsat zpatky do redlného tvaru definovaného pomoci soutadnic «, y, z. Pokud navic mame velky pocet
ruznych dvojrozmérnych projekci objektu, muzeme je také Fourierovou transformaci pfepocitat do obrazu po-
psanych soufadnicemi h,k a zase zpét. Pritom plati, Zze kazdy obraz projekce v soutadnicich h, k predstavuje
jednu rovinu z popisu objektu v trojrozmérném reciprokém prostoru h, k,l. Navic vime, ze kazd4 z téchto ploch
prochézi stifedem soufadné soustavy h, k, [. Proto je mozné Fourierovy transformace jednotlivych prumétu pouzit
jako Tezy trojrozmérné Fourierovy transformace tvaru molekuly a chybgjici body v prostoru soufadnic h, k, [ od-
hadnout interpolaci. Chyba interpolace bude tim mensi, ¢im vice ruznych prumétu pouZzijeme. Ze ziskaného
objektu v reciprokém prostoru pak tvar molekuly spoc¢itame zpétnou 3D Fourierovou transformaci.



Kapitola 14

Nuklearni magneticka rezonance

14.1 Magnetické chovani jader

V tvodu kapitoly o vyuziti magnetickych vlastnosti jader atomi k urc¢ovani struktury molekul je na
misté otazka, odkud se magnetismus jader bere. Zdrojem magnetického pole je kazdy elektricky naboj,
ktery se pohybuje. Pokud je zdrojem smycka, kterou protékd elektricky proud, popisuje silu takového
magnetu magneticky moment [i. Magneticky moment je tmeérny momentu hybnosti, ktery popisuje
zakfiveny pohyb ndboje (elektronu) ve smyéce. Konstanta imérnosti se nazyva magnetogyricky pomér
a obvykle se oznacuje pismenem .

K pochopeni momentu hybnosti dobie poslouzi piiklad pohybu Zemé kolem Slunce. NaSe planeta
obihd Slunce po obézné drdze (po orbité). Tento pohyb muZzeme popsat orbitdlnim momentem hyb-
nosti, coz je vektor, jehoz smér urcuje osu, kolem které Zemé obiha, a velikost je souc¢inem hybnosti
a vzdalenosti od Slunceﬂ Zemé se ale také zaroven otaci kolem vlastni osy. Tento pohyb, anglicky
oznacovany sluvkem spin, popisuje vlastni moment hybnosti.

Vyménme ted v nasem pifkladé Zemi za elektron a Slunce za jadro atomu (obrdzek vlevo).
Elektron se pohybuje kolem naseho jadra podobnym zpusobem, jako kdyby putoval kruhovou smyckou
z dratu. V elektrotechnice se velikost magnetického momentu takové smycky definuje jako souéin proudu
a plochy smyc¢ky. Smér vektoru tohoto orbitdlniho magnetického momentu je stejny jako smér orbitalniho
momentu hybnosti. Pokud bychom predpokléadali, ze elektron obihd po kruhové dréze, nedalo by nam
moc prace spocitat, ze magnetogyricky pomér je roven jedné poloviné poméru naboje k hmotnosti.
Podobné bychom mohli popsat vlastni magneticky moment, spojeny s otacenim elektronu kolem své
vlastn{ osy (se spinem).

Kdybychom zkoumali pohyb elektronu kolem jadra podle zdkonu kvantové mechaniky a teorie rela-
tivity, dosli bychom k trochu paradoxnimu zévéru, ze pohyb elektronti nemizeme popsat jako otacent
Zemé kolem vlastni osy, ale ze elektrony presto maji jak orbitalni moment hybnosti, tak vlastni moment
hybnosti (¢asto nazyvany jednodusSe spin). Proto maji elektrony také orbitalni i vlastni magneticky mo-
ment. Hodnota magnetogyrického poméru vlastntho momentu hybnosti se ale 1isi od vysledku, ktery
jsme si uvedli v predchozim odstavci. Spravnou hodnotu velmi dobie predpovidd kvantova mechanika
v kombinaci s teorif relativity. Kvantovd mechanika ndm také iikd, ze ze vSech stavi, ve kterych se muze
magneticky moment osamoceného elektronu v magnetickém poli nachézet, jsou jenom dva staciondrni
(pokud je elektron ve staciondrnim stavu, setrvd v ném tak dlouho, dokud jej vnéjsi pficina nedonuti
stav zmeénit). V chemii se tyto staciondrni stavy popisuji hodnotou spinového kvantového éisla +% a
—%, nebo symbolicky Sipkami 1 a J. Kdyby se elektron utrhl z atomu a letél volné prostorem, ztratil by

I Matematicky definujeme moment hybnosti L jako vektorovy soucin L=x p = m(7 X T), kde T je rychlost a 7 vektor
popisujici polohu Zemé vzhledem k Slunci.

167
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Obrazek 14.1: Vlevo atom vodiku piirovnany k Zemi obfhajici kolem Slunce. Vpravo zndzornéni precesniho
pohybu magnetického momentu v magnetickém poli.

orbitdlni moment hybnosti, ale vlastni moment hybnosti by mu ztstal. Vlastni moment hybnosti majf
i castice, ze kterych se sklada jadro. Vlastni moment hybnosti a magneticky moment jadra se skladaji
dosti slozitym zpusobem z piislusnych momentt ¢astic, které jadro tvoii a drzi pohromadé. Proto se
magnetogyrické poméry jader pocitaji velmi obtizné, daji se ale velmi pfesné zméfit.

Pro zkoumaéni struktur biomakromolekul se témér vyhradné pouzivaji jadra, ktera se podobaji elek-
tronu tim, ze jejich magnetické momenty maji dva stacionarni stavy. Z jader, ktera potkdvame v makro-
molekuldch, jde o izotopy 3P a 'H (coZ je proton), ktera tvoif veskerd jadra fosforu a naprostou vétsinu
jader vodiku v piirodé. Navic k tomuto druhu jader patif 13C a '°N, ty vsak tvoii pouze 1,1 % jader
uhliku a 0,4 % jader dusiku, takze ¢asto musime biomakromolekuly témito jadry obohacovat.

Pro nasi metodu je zasadni, ze v ptitomnosti vnéjstho magnetického pole kona vektor magnetického
momentu precesni pohyb kolem vektoru magnetické indukce tohoto poleE| Métenou veli¢inou ve spek-
troskopii nukledrni magnetické rezonance je frekvence tohoto precesniho pohybu vq. Frekvenci i smér
precesniho pohybu muzeme elegantné popsat vektorem 1ithlové rychlosti &g, jehoz velikost je rovna 271
a jehoz smér urCuje osu precese. Smér precesniho pohybu ndm uddvé pravidlo pravé ruky (vzhledem
k &g, obrézek vpravo). Uhlov rychlost zavis{ pouze na magnetogyrickém poméru v a na magnetické

indukci pole B

@y = —vB. (14.1)

Protoze 7y je predem znama konstanta, mérenim thlové rychlosti &y nebo frekvence vy vlastné méiime
silu (indukei) magnetického pole v misté jadra.

14.2 Ovlivnéni souboru jader vnéjSimi poli

Kvantovd mechanika je nezbytnd pro spravny popis magnetickych momentu jednotlivych jader. Pii
meéfeni spekter nukledrni magnetické rezonance (NMR) ale pracujeme s makroskopickymi vzorky (vétsinou
s necelym mililitrem roztoku molekul, které zkoumdme), které obsahuji miliardy miliard jader (velmi
zjednoduSend ilustrace je ukazana na obrazku . Proto celkové magnetické vlastnosti takovych
vzorki popisuje dobie klasickd, nekvantové fyzika.

Popis obrovskych mnozstvi jader s magnetickymi momenty nutné vyzaduje statisticky pristup. Prvni
otazka, kterou si polozime, bude proto ryze statistickd. Jaka je pravdépodobnost, ze magneticky moment

2Jinymi slovy, vektor magnetického momentu se otdéi pod uréitym thlem kolem vektoru magnetické indukce, tedy
kolem vektoru, ktery popisuje smér a silu magnetického pole. Obdobné kond precesni pohyb roztoceny setrvaénik v gra-
vitaénim poli, diky tomu se napiiklad udrzime v sedle jizdniho kola.
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Obréazek 14.2: Vlevo zjednoduSeny obrazek vzorku proteinu studovaného pomoci NMR. Molekuly proteinu
jsou znazornény jako tecky. Pro kazdou molekulu je znaroznén jeden magneticky moment jako Sipka. Vpravo
znézornéni orientaci magnetickych momentu v nepiitomnosti vngjsiho magnetického pole. Pocatky vsech Sipek
z obrazku vlevo jsou umistény do stejného bodu. Obrdzek ukazuje, ze magnetické momenty (Sipky) mif{ se
stejnou pravdépodobnosti do vsech sméru.

zkoumaného jadra mif{ uréitym smérem? V nepiitomnosti magnetického pole jsou vSechny oritentace
magnetického momentu stejné pravdépodobné. Vysledny magneticky moment celého vzorku je soucet
vektori, které popisuji magnetické momenty jednotlivych jader. Protoze se stejnou pravdépodobnosti
mii{ do vSech moznych sméri, vziajemné se vyrusi a vysledny magneticky moment je nulovy. Abychom
ziskali navenek pozorovatelny celkovy magneticky moment, musime zajistit, aby jadra s riznou orientact
magnetického momentu méla ruznou energii a nékteré orientace byly tedy vice pravdépodobné, nez jiné.
Nejjednodussi zpusob, jak to zajistit, je umistit jaddra do homogenniho magnetického pole, tedy do pole,
ve kterém ma vektor magnetické indukce, zpravidla oznac¢ovany g@, vSude stejny smér. Smér EO pritom
pouzijeme jako definici osy z soufadné soustavy, kterd ndm pomuze magnetické chovani jader popsat
konkrétnimi geometrickymi pojmy.

Po umisténi vzorku do magnetického pole pomalu naroste pocet magnetickych momentt, které miti
stejnym smeérem, jako By (tento smér je energeticky vyhodnégjsi). Nadbytek magnetickych momentu
orientovanych podél By se navenek projevi jako nenulovy celkovy magneticky moment (obrazek .
Velikost celkového magnetického momentu délena objemem vzorku se nazyva magnetizace a zpravidla
oznacuje pismenkem M. V tepelné rovnovéze je tento nadbytek maly i v nejsilnéjsich magnetech, protoze
magnetické momenty jader jsou velmi slabé a jen nepatrné piispivaji k energii molekul.

14.3 Excitace

Ptitomnost vnéjsiho magnetického pole sice uc¢ini vzorek navenek magnetickym, neumozni nam ale mérit
frekvenci precese magnetickych momentu (alespoii ne béznym zpusobem). Ackoli nas vzorek obsahuje
miliardy miliard magnetickych momenti, které konaji precesni pohyb s (témér) stejnou frekvenci, detek-
tor tuto frekvenci neregistruje, protoze celkovy magneticky moment je orientovan podél By (otdcenim
kolem svislého sméru se azurova Sipka na obrazku nijak neméni). Abychom mohli frekvenci méfit,
musime zajistit, aby azurovd sipka (celkovy magneticky moment) mifila jinam, nez vektor §07 nejlépe
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Obréazek 14.3: Vlevo je ukdzana distribuce magnetickych momentii jader ve vnéjsim magnetickém poli o indukci
Bo (fialovd sipka). Celkovy magneticky moment je znézornén jako azurova Sipka. Uprostied je ukdzdna distribuce
magnetickych momentu odpovidajici magnetizaci (azurové sipka) vychylené mirné doprava dalsim magnetickym
polem o indukci B (tenkd fialova sipka), které ota¢i magnetické momenty po sméru hodinovych ruc¢i¢ek. Vpravo
je ukdzana tatéz distribuce oto¢end o polovinu kruhu v dusledku precese kolem By. Slabgf pole o indukci 51,
otécejici magnetické momenty po sméru hodinovych rucicek, v tento okamzik vraci vektor magnetizace (azurovou
sipku) zpét do svislého sméru.

kolmo k nému.

Jiz. vime, ze vektor magnetického momentu se ota¢i kolem vektoru magnetické indukce. To nam
napovida, ze k oto¢eni azurové sipky muzeme pouzit dalsi magnetické pole, s indukei B kolmou ke sméru
éo Pokud bude vektor indukce B; mifit smérem k nam, bude otacet azurovou Sipku na obrazku
po sméru hodinovych rucicek. Ale pozor! Vektor B; nemuize jednoduse mifit jednim smérem kolmym
na éo. Jakmile bude azurova sipka nepatrné vychylena po sméru hodinovych rucicek ze sméru B%, tedy
na nasem obrazku doprava, za¢ne kolem EO konat precesni pohyb s frekvenci vy. Po dobé odpovidajici
poloviné periody tohoto precesniho pohybu se azurové Sipka otoci o pul otacky kolem svislé osy, takze
bude na obrazku mitit trochu doleva od svislého sméru. To ale znamenad, Ze v tomto okamziku ota¢eni po
sméru hodinovych rucicek (efekt By stéle mifictho smérem k nam) bude azurovou sipku vracet zpatky
do svislého sméru.

Vidime, ze vektor B, miFicf stéle jednim smérem nezpusobi celkovou rotaci azurové sipky ze svislého
sméru do sméru vodorovného. Potfebujeme vektor él, ktery osciluje mezi smérem k ndm a od nés se
stejnou frekvenci, s jakou se vektor magnetizace (azurovd Sipka) otaci kolem EO. V tom pripadé bude
El stale vice vychylovat azurovou sipku ze svislého sméru. V okamziku, kdy je azurova Sipka vychylena
doleva, mii{ B; k ndm a otdéf magnetizaci po sméru hodinovych rucicek, tedy jesté vice vlevo dolu.
Ve chvili, kdy je azurova Sipka vychylena doprava, miii B, od nas a otaéf magnetizaci proti sméru
hodinovych rucicek, tedy jesté vice vpravo dolu. Vektor magnetizace se tak vice a vice vzdaluje od
svislého smeéru po slozité spirdlové drdze, znazornéné na obrazku[I4.4] vlevo. Po urcité dobé bude azurova
Sipka vodorovna, coz je nés cil (obrazek vpravo). Pokud v tomto okamziku piestane pole s indukef
B, pusobit, bude celkovy magneticky moment (azurové sipka) rotovat ve vodorovné roviné kolem svislé
osy. Protoze magneticky moment je sam zdrojem magnetického pole, vznikne tak malické magnetické
pole otacejici se s frekvenci precese magnetickych momentiu pozorovanych jader. Pokud bude v blizkosti
civka nebo smycka z vodivého dratu, bude otécejici se pole v dratu indukovat stiidavé elektromotorické
napéti, oscilujici s frekvenci precese. Toto napéti predstavuje signal, ktery v experimentu NMR métime.

3V nagich dvahdch i ve skute¢ném experimentu bude velikost By vzdy mnohem mensi, nez velikost By.
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Obrézek 14.4: Vlevo zndzornéni pohybu vektoru magnetizace (jako azurové draha na povrchu koule o poloméru
|M]) v pFitomnosti oscilujictho magnetického pole radiové viny. Vpravo distribuce magnetickych momentu jader
po sklopeni vektoru magnetizace do sméru kolmého na By.

14.4 Interakce jader s nejblizSim okolim

7 popisu experimentu NMR, v pfedchozi ¢asti nijak nevyplyva, pro¢ by méla precese magnetického
momentu nékterych jader zajimat chemika ¢i biochemika. Praktické vyuziti NMR v chemii a biochemii
souvisi s tim, ze vnéjsi magnetické pole naseho magnetu neni jediny vliv, kterému jsou magnetické
momenty jader vystaveny.

Kromé umeéle vyvolanych poli interaguji jddra s magnetickymi poli v jejich bezprostiednim (mo-
lekuldrnim) okoli. Tyto interakce jsou pro nas velmi zajimavé, protoze nesou informaci o rozlozeni
elektronu a jader atomu v nejblizsim okoli jadra. Jenom diky témto interakcim muzeme pouzit NMR,
ke zkoumani vlastnost{ molekul. Ve vsech biomakromolekulach se setkdvame se tfemi typy interakci,
o kterych se zminime v nasledujicich oddilech trochu podrobnéji.

14.5 Interakce s magnetickymi poli parovanych elektronii

Silné magnetické pole spektrometru indukuje pohyb elektronu v molekulach. Dusledkem tohoto pohybu
(pohyb nabitych ¢dstic je vlastné elektricky proud a kolem vodi¢u pod proudem se vytvari magne-
tické pole) je indukované magnetické pole, které pusobi proti sméru vnéjsiho pole, které je vyvolalo.
Vneéjsi magnetické pole je proto v misté jadra ¢dsteéné stinéno elektronovym obalem (obrézek )
Magnetické momenty jader jsou ale také ovlivnény poli, kterd vznikaji v dusledku pohybu elektront
v sousednich atomech. Pokud provadime méfeni v roztoku, smér a velikost téchto poli se velmi rychle
méni, tak rychle, jak rychle se otdceji molekuly v dusledku srazek s molekulami rozpouétédlaﬁ Velmi
zjednodusené je to ukdzdno na obrizku [I£5B a [[45]C. Azurové jadro na obrdzku [I4.5B se nachdzi
v takové poloze vuci Sedému jadru, ze pohyb elektront Sedého atomu zvySuje magnetické pole v misté
azurového jadra. Pokud ale srazka s rozpoustédlem pooto¢i pozorovanou molulu do orientace ukazané
na obréazku [I4.5C, octne se azurové jadro v poloze, ve které pohyb elektront sedého atomu magnetické
pole mirné snizuje. Ve skuteé¢nych molekulach jsou pozorované magnetické momenty ovlivnény elektrony
nékolika sousednich atomt, takze je na misté mluvit o vlivu rozlozeni elektronové hustoty, které nenf
v okoli pozorovaného jadra sféricky symetrické (snad s vyjimkou atomu vzacnych plynt). Zminéné malé
a rychlé zmény magnetického pole v dusledku srazek s rozpoustédlem jsou jedinou pii¢inou toho, Ze po
vloZeni vzorku do magnetu se zvysi po¢et magnetickych momentu miiicich podél vnéjsiho magnetického

4Jde o dobfe zndmy Browntiv pohyb, z néhoz nas ted zajima pouze ndhodné pootaceni molekuly (rotace), nikoli posun
v uritém sméru (translace). Krom pohybu celych molekul pfispivaji ke kolisdni{ magnetickych polf také vnitini pohyby
molekul. V1iv vnitinich pohybi je sice mensi, ale z chemického a biologického pohledu jsou vnitini pohyby zajimaveéjsi.
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pole a dojde ke vzniku navenek pozorovatelné celkové magnetizace. Jak k tomu dochazi? Zkusime si
to popsat opét s pomoci klasické fyziky. Neni to sice korektni, ale umozni ndm to ziskat intuitivni
predstavu o hodné slozitém, ale dilezitém jevu.

Magnetické momenty jsou absolutné neteéné k mechanickému otoéen{ molekuly. At molekulu natoéime
jakkoli, magnetické momenty konaji precesni pohyb kolem sméru vnéjsiho magnetického pole. Magne-
tické momenty ale citi zmény magnetickych poli. Pokud v urc¢itém okamziku srazka s rozpoustédlem
rozto¢i pozorovanou molekulu ndhodou pravé takovou rychlosti, jako je rychlost precesniho pohybu,
dojde k tomu, co jsme si popsali pro radiové viny. Rozkmitdn{ magnetického pole (v nasem piipadé
v dusledku ndrazu molekuly rozpoustédla) ve sméru kolmém na vnéjsi pole s frekvenci rezonujici s frek-
venci precese urc¢itého magnetického momentu zac¢ne otacet magneticky moment po spirale ukazané
na obrazku vlevo. Po spirdle se muzeme pohybovat nahoru nebo dolu, v pruméru budou ¢astéjsi
ty, které budou magneticky moment tlacit do energeticky vyhodnéjstho sméru (tedy do sméru rov-
nobézného s vnéjsim polem). Na rozdil od radiovych vin, které maji stdle stejnou frekvenci, otéceni
molekuly zasazené rozpoustédlem bude mit tu spravnou rychlost a smér jen na okamzik, nez piijde
dalsi naraz, ktery vzacnou souhru pokazi. Magneticky moment se proto posune po azurové spirédle jen
malicko a pak dlouho ¢ekd, az zase pirijde ta spravnd srazka, aby se posunul po spirdle o kousek dal. Me-
zitim moznd dojde ke srazce, kterd vrati magneticky moment zpatky. Jak jsme si ale fekli, jde o ndhodny
jev, ktery nakonec v souboru vSech magnetickych momentu povede k takovému rozlozeni magnetickych
momentt, které bude odpovidat termodynamické rovnovaze pii dané teploté.

Tak jako kolisani magnetického pole kolmo na vnéjsi pole vede k ustaveni rovnovazného rozlozeni
magnetickych momentu a vzniku celkové magnetizace po vlozeni vzorku do magnetu, tak samoziejmeé
navraci magnetizaci zpét do rovnovahy poté, co jsme ji radiovymi vinami vychylili do kolmého sméru.
Diky kolmym vychylkdm tedy signél ziskdvame (kdyby nevznikla v rovnovéze celkovd magnetizace,
nebylo by co skldpét radiovymi vlnami do meéfitelného sméru), ale i ztracime. Na ztratu signdlu m4
ale vliv i kolisani rovnobézné s vnéjsim konstantnim magnetickym polem B'(h tedy v naSem uspotradani
svislé vychylky. Kolem svislého sméru (sméru Eo) totiz magnetické momenty konaji precesni pohyb
s frekvenci, kterou méiime. Pokud se vSechny magnetické momenty pohybuji se stejnou frekvenci, tedy
koherentné, celkova magnetizace béhem méfeni rotuje se stejnou, presné danou, frekvenci kolem Bo.
V dusledku pohybu molekul se ale kazdé jadro nachdzi v malicko jiném a stile se ménicim magnetickém
poli. Protoze frekvence precese je piimo umeérnd magnetickému poli, tak se v kazdém okamziku ot&ci
kazdy magneticky moment s nepatrné odlisnou frekvenci. Po delsi dobé toto kolisdni frekvenci vede
k ,rozostieni“ celkové magnetizace a tedy ibytku méfeného signalu. Tento efekt je zv14st silny u velkych,
pomalu se pohybujicich molekul. To je jeden z duvodt, pro¢ je velmi obtizné pomoci NMR zkoumat
proteiny skladajici se z vice nez 200 aminokyselin.

Diskuse kolisani frekvenci piirozené vede k otdzce, jakou frekvenci v experimentu NMR vlastné
méiime. Asi nepiekvapi, Ze jde o frekvenci prumérnou, tedy o prumér frekvenci magnetického mo-
mentu pozorovaného jadra ve vSech rizné natoc¢enych molekuldch v roztoku. Rozdilné rozlozeni elek-
tronové hustoty zpusobuje, Ze ruzna jadra téhoZ izotopu (napiiklad proton v methylové skupiné a
proton v aromatickém systému) maji ruznou prumérnou precesni frekvenci. Ve spektrech pozorujeme
takzvany chemicky posun, vétsinou oznacovany §. Protoze precesni frekvence umime méfit velmi presné,
dokazeme dobfe rozliSit chemicky posun jader v ruznych skupindch. Chemicky posun se obvykle vy-
jadfuje v miliéntindch precesni frekvence (jednotka ppm) a pro malé molekuly je nejéastéji vyuzivanou
informaci o struktufe. Hodnoty chemického posunu protonu v ruznych funkénich skupinich jsou uve-
deny na obrézku Vidime, Ze jde vZdy o hodnoty nizZ{, nez pro volny proton (HT). Chemicky posun
se obvykle vyjadiuje v miliéntindch precesni frekvence (jednotka ppm) vuéi dohodnuté srovndvaci mo-
lekuleﬂ a pro malé molekuly je nejcastéji vyuzivanou informaci o struktufe.

5Fyzikalné nejpfirozenéjsi by bylo srovnani s volnym protonem. Volné protony ale nejsou chemikalie, kterou bychom
si mohli objednat z katalogt chemickych firem. Proto se pouzivaji jiné, stabilni l4tky: v organické chemii tetramethylsilan
(TMS) a v biochemii 3-(trimethylsilyl)-propan-1-sulfonova kyselina, ktera je dobfe rozpustnd ve vodeé.
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Obrazek 14.5: A, Klasicky popis interakce pozorovaného magnetického momentu s orbitdlnfm magnetickym
momentem elektronu téhoz atomu. Pozorované jadro je zndzornéno azurovou barvou, elektron ¢ervené. Vnéjsi
homogenni magnetické pole je zndzornéno tlustou fialovou Sipkou, magnetické pole elektronu je znazornéno
tenkymi fialovymi magnetickymi indukénimi ¢arami (jejich hustota a teéna v daném misté udédvaji velikost
a smér vektoru magnetické indukce, malé §ipky vyznacuji smér). Elektron se v magnetickém poli pohybuje
po kruhové dréze nakreslené Cervené, smér pohybu elektronu je vyznacen Cervenou Sipkou. Magnetické pole
orbitdlniho magnetického momentu vlastniho elektronu snizuje celkové magnetické pole v misté azurového jadra
(mald fialovd Sipka v misté azurového jadra mifi doli). B, interakce pozorovaného magnetického momentu
s orbitdlnim magnetickym momentem elektronu sousedniho atomu. Sousedni jadro je nakresleno Sedé. V této
orientaci molekuly magnetické pole orbitdlntho magnetického momentu elektronu sousedniho atomu zvysuje
celkové magnetické pole v misté azurového jadra (indukéni édry v misté azurového jadra mi¥{ vzhuru, jak ukazuji
malé fialové Sipky). C, pfi otdcen{ celé molekuly se azurové jadro dastane do pozice, ve které pole orbitdlniho
magnetického momentu elektronu sousedniho atomu zacind snizovat celkové magnetické pole v misté azurového
jddra (indukéni ¢ary v misté azurového jadra zacinaji mifit dolu).

Rozlozeni elektronové hustoty samoziejmé obsahuje cennou informaci o struktufe (vzpomente na
rentgenovou difrakei). V soucasné dobé ale nedokdzeme vliv interakef s elektrony na frekvence jader ve
velkych molekulach dostatec¢né presné predpovédét a hodnoty chemického posunu se vyuzivaji k uréovani
struktur jen omezené.

14.6 Prima interakce s magnetickymi dipdly sousednich jader

Kromeé elektronovych oblak se v sousedstvi pozorovanych magnetickych momentu nachazeji také mag-
netické momenty okolnich jader. Tyto magnetické momenty jsou zdroji malych lokéalnich poli, jejichz
velikost a smér zdvisi na natoceni celé molekuly (podobné jako velikost a smér poli zpusobenych or-
bitdlnimi magnetickymi momenty elektronu). Magneticky dip6lovy moment sousedniho jadra muze
zvySovat nebo snizovat magnetické pole v misté sledovaného jadra, v zavislosti na tom, v jaké poloze se
sousedni jadro nachazi vzhledem ke sledovanému jadru. Pokud je spojnice jader kolm4 na smér indukce
vnéjstho pole, jako vlevo na obrézku [I4.7] magnetické pole sousedniho jadra ma v misté pozorovaného
jadra opacny smeér a vngjsi pole proto snizuje. Pokud ale oto¢ime molekulu o 60° (obrézek vpravo),
mif{ pole sousedniho jidra v misté pozorovaného jadra (sikmo) vzhuru a vngjsi pole tak zesiluje. Pokud
je magnetickd indukce sousedniho jadra piesné kolmé na indukci vnéjsiho pole (obrrcizekuplrosti"ed)7
nema magneticky moment sousedniho jadra na pole v misté pozorovaného jadra zadny vliv. Uhel mezi
spojnici jader a indukci vnéjsiho pole, pro ktery toto nastane, se nazyva magicky thel.

Protoze precesni frekvence jadra zavisi na magnetickém poli, nese spektrum molekuly v pevném
stavu (napiiklad v krystalu) informaci o vzdjemné orientaci jader. V roztoku se ovSem tato vzajemnd
orientace stdle méni v dusledku Brownova pohybu molekul. Pole sousednich jader se tedy neustéle
ndhodné meéni (fluktuuji). Pokud se molekula nachézi ve zcela neusporddaném (izotropnim) prostiedi,
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Obrézek 14.6: Typické hodnoty chemického posunu protont v riznych funkénich skupindch.

napiiklad ve vodném roztoku, prumérnd hodnota poli sousednich jader je nulova. Pfesto maji tato pole
vliv na stav sledovaného jadra. Kolisani okamzitych poli sousednich jader vede k rovnovaznému rozlozeni
magnetickych momentu zclea stejnym zpusobem, jak jsme si popsali pro pole tvorend orbitalnimi mo-
menty elektront.

Dalsim dusledkem interakci s magnetickym dip6lovym momentem sousedniho jadra je takzvany
nukledrni Overhauseriv jev (NOE, Nuclear Overhauser Effect): pokud selektivné ozafujeme radiovymi
vlnami jen sledované jadro a ponechame sousedni jadro v rovnovézeﬂ interakce mezi magnetickymi
momenty jader zpusobi nejen to, ze momenty obou jader nakonec dospéji do rovnovahy, ale také to,
Ze rovnovazné rozlozeni magnetickych momentu sousedniho jadra (netknutych radiovymi vinami) bude
docasné naruseno. Ozéarenim jednoho jadra tak zpusobime nerovnovahu magnetickych momentu jader
v blizkém okoli, coz muzeme sledovat jako zménu intenzity méreného signalu. Protoze t¢innost tohoto
jevu klesd s Sestou mocninou vzdéalenosti mezi jadry, pouziva se NOE velmi ¢asto k méreni vzdélenosti
mezi jadry.

Srovnejme si ted vlivy orbitdlnich magnetickych momentii elektronii a vlastnich magnetickych mo-
mentt jader. Dipdl-dipdlové interakce mezi jadry a nerovnomérné rozlozeni indukovanych poli elektront,
nazyvané anizotropie chemického posunu, zavisi na orientaci molekuly a v dusledku pohybu molekul
vedou ke kolisdni lokalnich poli. Toto kolisani zpusobuje relazaci, tedy navrat rozlozeni magnetickych
momentl do termodynamické rovnovahy. Prumérnd hodnota kolisajicich poli v izotropnim prostiedi je
v piipadé dipél-dipdlové interakce nulova, v piipadé interakci s orbitalnimi momenty elektrona nenulové,
zavisla na rozlozeni elektronové hustoty v okoli pozorovaného jadra a popsana relativnim ¢islem zvanym
chemicky posun. Jednim z projevu relaxace je nukledrni Overhausertuv jev, zpusobeny dipdl-dipdlovou
interakci, ktery slouzi k méfeni vzdédlenosti mezi jadry.

6V praxi se, zvlast pro velké molekuly, pouzivé trochu jiné uspofddani. Priibézné se z rovnovahy vychyluji obé jadra,
ale kazdé s jinou frekvenci, danou jeho frekvenci precese. Signal se pak zpracovava jako dvourozmérné spektrum.
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Obrézek 14.7: Interakce pozorovaného magnetického momentu s magnetickym dipélovym momentem sou-
sedniho jadra. Pozorované jadro je zndzornéno azurovou barvou, sousedni jadro zelené. Vnéjsi homogenni mag-
netické pole je zndzornéno tlustou fialovou Sipkou v misté azurového jadra, magnetické pole sousedniho jédra je
zndzornéno zelenymi magnetickymi indukénimi ¢arami (jejich hustota a tetna v daném misté udédvaji velikost
a smér vektoru magnetické indukce, malé sipky vyznacuji orientaci). Cty¥i obrdzky zachycuji étyfi orientace
molekuly pohybujici se Brownovym pohybem v roztoku, 0 je ihel mezi éernou spojnici jader (nemusi mezi nimi
byt kovalentni vazba) a fialovym smérem indukce vnéjsiho magnetického pole. Azurové jadro se béhem rotace
postupné dostdva z oblasti, ve které pole zeleného jadra snizuje vnéjsi magnetické pole (zelené Sipky miFici
dolu), do oblasti, kde pole zeleného jadra vnéjsi pole zvySuje (zelend Sipka mitici nahoru).

14.7 Vliv sousednich jader zprostredkovany elektrony vazeb

Na prvni pohled se zd4, ze v diskusi interakci s orbitdlnim magnetickym momentem elektront a vlastnimi
magnetickymi momenty okolnich jader jsme vycerpali vSechna moznd pole v okoli pozorovanych magne-
tickych momentu. Pfesto jsme se nezminili o jednom zajimavém a dulezitém druhu interakei, nazyvaném
J-interakee (J-coupling). Zatimco jsme dosud ddvali vzdy piednost klasickému popisu velkych soubort
magnetickych momentu, v piipadé J-interakce vyjdeme z mikroskopického popisu dvojice interagujicich
jader. Vlastné zacneme jesté jednodussim piipadem, interakci magnetického momentu jadra s vlastnim
magnetickym momentem elektronu (obrézek . Ponechame pfitom stranou, ze ve skutec¢nosti neni
poloha elektronu piesné lokalizovana, ze nas popis je klasicky, ne kvantovy. Jak lze cekat, tato interakce
se velmi podobd dipél-dipdlové interakei s magnetickym momentem jiného jadra (obrézek , ktera
se v izotropnim prostiedi zpruméruje k nule. S jednou dilezitou vyjimkou.

V jednom piipadé magnetické pole v misté pozorovaného jadra nezavisi na vzajemné orientaci jadra
a elektronu (a nemd tedy smysl pocitat prumér pfes vSechny orientace). Jde o pripad, kdy se elek-
tron vyskytuje piesné v misté jadra (obrazek [[4.9]A). V nasem klasickém obrazku to samoziejmé vy-
padé jako nesmysl, ale jddro a elektron nejsou kuleénikové koule. Kvantova mechanika mluvi pouze
o pravdépodobnosti vyskytu elektronu v urcitém misté a tuto pravdépodobnost popisuji orbitalyEI
V nejjednodussim piipadé atomu vodiku se elektron v zdkladnim stavu nachazi v orbitalu s, a ten ma
v misté jédra nenulovou hodnotu (obrézek[14.9B). Elektron se tedy o¢ividné miiZe s uréitou (nenulovou)
pravdépodobnosti nachazet v misté jadra. V tomto pifipadé ma magnetické pole elektronu v misté jadra
stejny smér jako magneticky moment elektronu (obrézek ) Energeticky piispévek této interakce
je proto ptimo Wmérny —iigjektron ° ﬁjédro = _|“e1ektron‘|ﬂjédro| cosa, kde « je tihel mezi sméry
magnetickych momentu jiddra (na obrézku nevyznaceny) a elektronu. Tato interakce je nazyvana
Fermiho kontaktni a tvoii vétsinou nejdulezitéjsi ¢ast J-interakce mezi dvéma jadry.

Poloklasicky popis J-interakce je ukdzén na obrézku [I4.9C,D. Nakresleny elipsoid zndzoriuje va-
zebny orbital o obsazeny dvéma elektrony, které podle Pauliho principu musi mit opa¢ny spin. Umisténi
elektronu do uréitych bodu na obrdzku [I£.9C je z kvantového pohledu chybné, muzeme pouze hovorit
o pravdépodobnosti, Ze se elektron v daném misté vyskytuje. A tvar orbitalu napovidé, ze s nenulovou

7Ptesnéji feGeno, druhé mocniny amplitud vinovych funkei, které jednotlivé orbitaly predstavuji.
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Obréazek 14.8: Interakce pozorovaného magnetického momentu s magnetickym dipélovym momentem elek-
tronu. Pozorované jadro je zndzornéno azurovou barvou, elektron cervené. Vnéjsi homogenni magnetické pole
je znazornéno tlustou fialovou Sipkou v misté azurového jadra, magnetické pole vlastniho magnetického mo-
mentu elektronu je zndzornéno cervenymi magnetickymi indukénimi carami (jejich hustota a tetna v daném
misté uddvajf velikost a smér vektoru magnetické indukce, malé Sipky vyznacuji smeér). Ctyii obrazky zachycuji
CtyTi vzdjemné polohy elektronu vuéi jaddru, 0 je ihel mezi ¢ernou spojnici jadra a elektronu a fialovym smérem
indukce vnéjsiho magnetického pole. Azurové jadro se béhem rotace postupné dostdva z oblasti, ve které pole
elektronu snizuje vnéjsi magnetické pole (Gervené sipky mifici doli), do oblasti, kde pole elektronu vnéjsi pole
zvysuje (Cervend Sipka mific{ nahoru).

pravdépodobnosti se oba elektrony mohou vyskytovat v misté jader, jak je symbolicky naznaceno na
obrazku[14.9D. Stejné jako u interakef diskutovanych vyse nds zajim4, jak zmén{ J-interakce magnetické
pole v misté pozorovaného jadra. Pro jednoduchost si predstavme, ze magneticky moment sousedniho
jddra mi¥{ vztru (zelend Sipka na obrézku . Z pohledu Fermiho kontaktni interakce je energeticky
nejvyhodnéjsi stejnd orientace magnetického momentu jadra a elektronu (ktery se pravé vyskytuje
v misté sousednfho jadra). Protoze elektrony maji opa¢ny spin a tedy i opa¢ny magneticky model, tak
nejvyhodnéjsi orientace magnetického momentu elektronu v misté pozorovaného jadra bude dolu. Tento
elektron tedy bude pole v misté pozorovaného jadra snizovat (v misté, kde se nachdzi elektron, mé jeho
pole stejny smér jako jeho magneticky moment).

Shriime si, co jsme zjistili. J-interakce je vzajemné pusobeni magnetickych momentu jader zprostiedkované
elektrony vazeb. Protoze jde zejména o Fermiho kontaktni interakce, tak ptispévek v magnetickému
poli v misté jaddra nezavisi na orientaci molekuly v magnetickém poli. Proto se také tato interakce
nékdy nazyva skaldrni, nezavisla na sméru. Pokud mif{ magneticky moment sousedniho jadra stejnym
smérem jako indukce vnéjstho magnetického pole, tak J-interakce celkové pole v misté pozorovaného
jadra snizuje. Pokud by naopak magneticky moment sousedniho jadra mitil opacnym smérem nez vnéjsi
pole, tak by J-interakce celkové pole v misté pozorovaného jadra zvysila. Uvahu lze rozsfrit na jadra
spojena nékolika Vazbamiﬁ Jadro s magnetickym momentem orientovanym ve sméru vnéjsiho pole
prostiednictvim elektronu vazeb bude snizovat magnetické pole v misté jader od kterych jej déli sudy
pocet kovalentnich vazeb a zvySovat magnetické pole v misté jader od kterych jej déli lichy pocet ko-
valentnich vazeb. V piipadé ti{ (a vice) vazeb hraje zdsadni roli také prostorové rozlozeni elektronové
hustoty, tedy torzni tihel. Interakce je nejsilngjsi pro torzni tihly odpovidajici usporadéani s interagujicimi
jadry v poloze trans, nejslabsi interakce odpovidaji torznim uhlum +90 °. Graf zavislosti interakéni kon-
stanty mezi jadry spojenymi tfemi vazbami (3J) na torznim dhlu se nazyva Karplusova krivka. Piiklad
si ukdzeme v ¢4sti

Obdobné zavisi skalarni interakce pfes dvé vazby na vazebném tihlu a skaldrni interakce pies jednu

8 J-interakce je pozorovatelnd mezi jadry spojenymi dvéma, tfemi, vyjimeéné az péti kovalentnimi vazbami.
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Obrazek 14.9: A, magnetické pole vlastniho magnetického momentu elektronu nachdzejictho se v misté jadra.
B, orbital s atomu vodiku m& v misté jddra nenulovou hodnotu. C, vlastni magnetické momenty dvou elektronu
v témze vazebném orbitalu maji opacny spin a tedy i magneticky moment. D, energeticky nejvyhodnéjsi orien-
tace magnetického momentu jadra ja soubézna s magnetickym momentem elektronu nachézejiciho se v misté
jadra. V dusledku toho je energeticky vyhodné opa¢nd orientace magnetickych momentu dvou jader spojenych
jednou kovalentni vazbou, tvofenou dvéma elektrony s opa¢nym magnetickym momentem. Pozorované jadro je
azurové, sousedni jadro a jeho magneticky moment jsou zndzornény zelené, ostatni barvy jsou pouzity jako na

obréazku [[4.8

vazbu na délce vazby. Vazebné délky a thly jsou ale témét stejné ve vsech konformacich. Zdalo by se
tedy, Ze tyto skalarni interakce jsou nezajimavé. Jejich neménnost je ale velmi uzite¢nd. Muzeme jich
totiz vyuzit ke korelaci interagujicich jader, ktera bude nezdvisla na konformaci. Uziteénost takovych
korelaci si ukédZzeme v sekci 4111

Nyni bychom méli samoziejmé postoupit od popisu jedné dvojice jader ke statistickému popisu mili-
ard miliard takovych dvojic ve skuteéném vzorku. Takovy popis je ale velmi slozity. Proto se spokojme
s tim, Ze si fekneme, ze pii méfeni dvou jader citicich vzajemnou J-interakci pozorujeme pro kazdé jadro
dvé precesni frekvence lisici se o hodnotu interakéni konstanty oznacované J. Tyto frekvence se pii po-
hybu molekul neméni, pokud nedochdzi ke zméndm konformace v misté jader (vazebnych délek, thlu
a zejména torznich dhla). Rozdil precesnich frekvenci zpusobeny J-interakei také nezavisi na vnéjsim
magnetickém poli, hodnota rozdilu vyjadirend v Hz je stejna ve vSech spektrometrech. Pokud je jadro
ovlivnéno J-interakcemi s vice okolnimi jadry, vlivy téchto interakci se kombinuji.

14.8 Spektrometr a experiment NMR

Jak vypadd spektrometr, tedy zafizeni, které ndm umozni magnetické momenty ovliviiovat tak, jak
jsme si popsali, a mérit jejich frekvenci? Nezbytnou soucésti spektrometru je silng magnet, vytvarejici
velmi homogenni magnetické pole o indukci By. Jako zdroj slabsitho oscilujiciho magnetického pole B,
vyuzivame magnetickou slozku elektromagnetickych vin. Stejné jako v pripadé optické spektroskopie
tedy vystavujeme jadra elektromagnetickému vlnéni. Frekvence tohoto vlnéni musi rezonovat s frek-
venci precese magnetického momentu jadra, které pozorujeme. Proto hovofime o nuklearni magnetické
rezonanci. Energetické rozdily mezi orientacemi magnetickych momentu jader jsou velmi malé, proto
je 1 frekvence elektromagnetického pole v NMR mnohem nizs{ (v oblasti velmi krétkych radiovych vin,
fadové 108 Hz), nez frekvence zaieni v optické spektroskopii. Vidime, 7e dalsi dilezitou ¢asti spektro-
metru NMR je radiovy vysilac.

Nejjednodussi experiment NMR vypadé tak, ze vzorek ozafujeme radiovymi vlnami po dobu, béhem
které se sklopi vektor magnetizace M 7 puvodniho sméru rovnobézného s By do roviny kolmé na
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EOE Po vypnuti elektromagnetického zareni bude M v této roviné rotovat kolem EO. Co to znamend
z praktického pohledu méfreni? Zatimco na zac¢dtku, v rovnovazném stavu, sméroval vektor nehybné
jednim smérem, po ozafeni po uréitou dobu M rotuje. Jadra sama se nam tak stala zdroji proménného
elektromagnetického pole, tedy vysilaci elektromagnetického zdreni. PFesnéji fe¢eno, jadra byla vzdycky
zdroji proménnych elektromagnetickych poli, ale tato pole se navzajem rusila. Ozarenim radiovou vlnou
jsme ale soubor jader ovlivnili takovym zpusobem, ze se jejich proménnd pole sé¢itaji a tvoii méfitelné
elektromagnetické zatfeni.

Toto zareni ma frekvenci shodnou s precesni frekvenci magnetickych momentu jader a muzeme
je zachytit detektorem v principu podobnym rozhlasovému pfijz’maéim Precesni frekvence stejnych
jader v ruznych mistech molekuly se pfitom mirné 1isi v dusledku interakci s elektrony a ostatnimi
jadry, které jsme si podrobné popsali v ¢dsti [[4.4] Signal zachyceny radiovym piijimacem tedy nemd
jednu frekvenci, ale sklidd se z mnozstvi vin s mirné odlisSnymi frekvenci. Uplné stejné vypada signal
ve frekvenéné modulovaném rozhlasovém vysilani na velmi kratkych vindch. V rozhlasovém studiu
se zachyti akustické vlny hlasu zpévéka ¢i redaktora mikrofonem, pfevedou na elektrické oscilace se
stejnou frekvenc{ (v rozsahu hertzu az kilohertzi) a smisi s vysokofrekvenén{ radiovou vlnou (o frekvenci
kolem 100 MHz). Vznikla vysokofrekvenéni radiovd vlna je tak modulovand nizkofrekvenénim audio-
signdlem. Tato vina je zesilena, vysilaci anténou Sifena do prostoru a posléze zachycena anténou vaseho
rozhlasového pfijimace. V ném se z modulované radiové viny odstranéna vysokofrekvencéni sloika]EI a
zesilena nizkofrekvenéni audio-slozka rozhlasového signélu je poslana do reproduktoru, ktery ji prevede
na zvukové vinéni vérné kopirujici akustické vlnéni zachycené ve studiu.

Pfijimac¢ spektrometru funguje iplné stejné. Pro jednoduchost si muzeme ptedstavit, ze jsme jadra
ozafili radiovou vinou se stejnou frekvenci, jako je precesni frekvence srovnavaci latky, pomoci které
definujeme nulu na skéle chemického posunu. Chemicky posun pak hraje stejnou roli jako frekvence
hlasu zpévaka v rozhlasovém vysilani. Po vypnuti vysilace zachyti anténa pfijimace signdl generovany
magnetickymi momenty jader, ktery je modulovany chemickym posunem. Ze zesileného signalu jader
prijimac spektrometru odstrani vysokofrekvencni slozku, slozku o stejné frekvenci, se kterou jsme jadra
ozatovali. Ze signalu zbyde smés vin s frekvencemi odpovidajici chemickym posunum jader v ruznych
mistech molekuly. Takovy vysledek méfeni signdlu protonu je ukdzan na obrézku pro velmi
jednoduchou molekulu, pro acetaldehyd (CHs—CH=O0) se ¢tyfmi atomy vodiku ve dvou chemickych
skupindch, tfemi v methylové skupiné a jednim v aldehydové.

Obrazek [[4.10]A pékné ukazuje, ze odecteni frekvenci piime ze zdznamu méfeni signélu je i pro nejjed-
nodussi molekuly prakticky nemozné. Proto zaznam prevadime do digitalni formy a dale zpracovavame.
Nejcastéji ke zpracovani pouzivame Fourierovu transformaci. Na rozdil od rentgenové krystalografie pra-
cujeme se zavislosti méreného signalu na case. Vysledkem Fourierovy transformace je v piipadé NMR
spektrum intenzity signalu pro ruzné frekvence. Tato intenzita je blizkd nule pro frekvence, které se
v signdlu nevyskytovaly, ale vysoka pro hodnoty blizké frekvencim precesniho pohybu magnetickych
momentu v méFeném vzorku. Spektrum acetaldehydu je ukdzdno na obrdzku [[4.10B. Pfi pohledu na
spektrum okamzité vidime, ze trojice protonu methylové skupiny kond precesni pohyb s frekvenci asi
o0 1000 Hz vyssi, nez je frekvence radiovych vin vysilace, zatimco frekvence aldehydového protonu je
témér o 5000 vyssi nez vysilaci frekvence.

Obrazky[14.10(C,D nédm pfipominaji, ze jsme pfi poviddni o modulaci chemickym posunem zanedbali,
Ze magnetické momenty protonu interaguji také mezi sebou prostiednictvim elektronu ti{ kovalentnich
vazeb, které lezi mezi methylovymi vodiky a aldehydovym vodikem. Ve skutecnosti pozorujeme pro

9V béznych spektrometrech je tato doba dlouhd pFiblizné 10 us, zavisi na konkrétnim spektrometru, nastaveni vykonu
vysilace i slozeni vzorku. Pfi studiu proteinu a nukleovych kyselin se snazime ziskat co nejsilnéjsi signal, tedy sklopit
magnetizaci presné do kolmého sméru. Proto vzdy ptred vlastnim experimentem méfime, jak presné je dlouhd doba
potiebna ke sklopeni magnetizace o 90 °, ze svislého do vodorovného sméru. Tomuto pomocnému méteni rikdme kalibrace
90° pulzu radiovych vin.

10Pfirovnéni k radiu je vskutku na misté. Ve spektrometrech s magnetem o indukci 9 az 12 tesla vysilaji jadra uhliku
na stejné frekvenci jako vase oblibend FM stanice.

11Na tuto vysokofrekvenéni slozku je pfijimaé naladén.
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Obrazek 14.10: A, ¢asovy zdznam signdlu magnetickych momentii protoni acetaldehydu po odstranéni vyso-
kofrekvenéni slozky. B, spektrum ziskané Fourierovou transformaci tohoto signédlu. C, detail ¢asti spektra okolo
precesni frekvence protonu v methylové skupiné. D, detail ¢asti spektra okolo precesni frekvence protonu v al-
dehydové skupiné. Signdl byl nasimulovan pro magnetické pole o indukci 11,75 T a pro frekvenci radiové viny
vysilace odpovidajici precesni frekvenci tetramethylsilanu.

methylové protony signily o dvou frekvencich lisicich se v dusledku interakce s aldehydovym vodikem.
Podobné signal aldehydového protonu je rozstépen na Ctyfi signaly v dusledku interakce s protony
methylové skupiny.

14.9 Vicerozmeérna spektroskopie a korelace frekvenci

V é&éstech a jsme si popsali princip moderniho spektrometru, ktery pouziva kratké ozafovaci
pulzy elektromagnetického zareni. Pi studiu malych molekul ndm ¢asto staci jednoduchy experiment
s jednim ozafovacim pulzem, ktery sklopi magnetizaci pozorovanych jader do vodorovné roviny. Po
néjakou dobu (pfiblizné sekundu) magnetizace kazdého jadra v této roviné rotuje s precesni frekvenci
magnetickych momentu, které ji tvori. Béhem této doby muzeme méfit signal indukovany v pfijimaci
anténé, nez ndhodné interakce s okolim ptrivedou magnetické momenty zpét do rovnovahy. V piipadé bi-
omakromolekul s takovym experimentem nevystac¢ime, vznikld spektra obsahuji ptilis mnoho frekvenci,
které se casto prekryvaji, a spektrum nenf mozné vyhodnotit (obrézek . Nasteésti ozarovaci pulzy
umoznuji nejen pocateéni sklopeni magnetizace, ale i dals{ manipulace s magnetickymi momenty jader
v prubéhu experimentu. Tyto manipulace mohou byt pomérné slozité. Jejich cilem je vytvorit v molekule
takové stavy, pii kterych se jaderné magnetické momenty nepohybuji nezavisle jeden na druhém, ale jsou
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Obrézek 14.11: Piiklad jednorozmérného NMR, spektra proteinu (mysi protein MUP ).

uréitym zpusobem provazany. Toto provazéani mimo jiné umoziiuje, ze muzeme v jednom experimentu
méfit vice frekvenci. Mluvime pak o vicerozmérnijch spektrech.

Vicerozmeérna spektra neobsahuji jen informaci o rezonan¢nich frekvencich jednotlivych jader, ale
nesou v sobé i udaj o tom, kterd jadra maji navzdjem provéazané pohyby magnetickych momentu.
Rikdme, Ze mezi takovymi jadry existuje korelace. Frekvence, které ve vicerozmérnych spektrech kore-
lujeme, mohou byt frekvence magnetickych momentii stejného izotopu (nejéastéji 1H) v riiznych mistech
molekuly. Pak mluvime o homonukledrni korelaci. Muze jit ale o frekvence jader ruznych prvka. Muzeme
napiiklad korelovat frekvenci jddra 'H s frekvenci *C, N, nebo 3'P. V takovém piipadé, nazyvaném
heteronukledrni korelace, zpravidla potiebujeme, aby tyto izotopy byly pfitomny v téméf vsech jadrech
daného typu (napiiklad, aby '3C netvoiil asi jedno procento atomu uhliku, jak v pifrodé, ale aby ale-
spoit 95 % uhliku mélo jadro ¥C). Miizeme proto ¥ici, Ze studium proteinii pomocf NMR bylo umoznéno
rozvojem dvou metod. Prvni z nich je exprese rekombinantnich proteint umoziiujici zna¢eni proteinu
izotopy '3C, 5N, 2H. Druhou je technika NMR spektroskopie ve vice dimenzich a pii vice frekvencich,
kterd ndm umoznuje heteronuklearni korelace dosahnout.

Piiklad dvourozmérného spektra s heteronukledarni korelaci je ukdzan na obrazku V tomto
spektru jsou provéazany (korelovény) frekvence jader 'H a ®N. Pouzit4 korelace je zaloZena na inter-
akcich mezi magnetickymi momenty 'H a N, a to interakcich zprostfedkovanych elektrony tvoiici
kovalentni vazbu mezi vodikem a dusikem. Ve srovnani s méfenim jednorozmérnych spekter precesnich
frekvenci 'H a N m4 tento dvojrozmérny experiment nékolik vyhod:

1. Frekvence N méiime s mnohem vétsi citlivosti, nez v jednorozmérném experimentu, ktery
zaéind vychylenim magnetizace '°N. Je tomu tak proto, Ze v nasem dvojrozmérném experimentu
zaéindme sklopenim magnetizace 'H a signal 'H také méifme. Precesni frekvenci 1N méffme pouze
nepifmo, experiment je navrzen tak, ze signal 'H je modulovdn frekvenci magnetizace °N, kterd
se uprostied experimentu ocitd ve vodorovné roviné. Tak je signdl méfen s citlivosti odpovidajici
velikosti celkové magnetizace 'H, kterd je mnohem vétsi, nez magnetizace °N.

2. Ve spektru nevidime frekvence vsech jader vodiku (téch je v molekule zkoumaného proteinu nékolik
tisic), ale pouze frekvence magnetickych momentu protonu vazanych piimo na dusik (téch je jenom
priblizné dvé sté). Proto se frekvence jader v ruznych aminokyselindch a ruznych chemickych
skupinach aminokyselin mnohem méné piekryvaji.

3. Tim, ze jsou signély rozprostfeny ve dvou dimenzich, jsou mnohem lépe rozliseny. Pokud jsou
shodou okolnosti témér stejné frekvence dvou protonu, vétsinou jsou dostateéné odlisné frekvence
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dusikt '°N, na které jsou tyto protony navazany. Pii peélivé prohlidce spektra jsme tak schopni
rozlisit dvojice frekvenci témér vsech NH skupin v proteinu.

vodik je navazan na ktery dusik. V samotném spektru jsou jednotlivé atomy popsany jejich frek-
vencemi. Abychom poznali, kterd frekvence odpovidd kterému atomu, musime provést analyzu
zvanou prirazent frekvenci atomum, kterou si popiSeme v ¢asti[14.11
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Obrézek 14.12: Priklad dvojrozmérného NMR spektra proteinu (mysi protein MUP 1), poskytujiciho korelace
'H a 'N. Spektrum je ukézéno jako vrstevnicovd mapa, na svislé a vodorovné ose jsou vyneseny precesn
frekvence N a 'H, vrstevnice popisuji intenzitu signalu.

14.10 Postup strukturni analyzy proteini pomoci NMR

Zatim jsme se snaZili pochopit co to NMR je a jak je mozné ziskat spektra NMR. Zméiime ted tihel
pohledu a podivejme se na to, co ndim NMR, spektroskopie muze fici o molekuldch, které studujeme.
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Interakce jader se svym okolim mohou byt vyuzity k ziskani informaci o struktufe molekuly. Obecna
strategie urcovani struktury pomoci NMR se da rozdélit na dva druhy experimentu.

Prvni typ experimentu slouzi k prirazeni namérenych frekvenci odpovidajicim atomim. Znamena
to, ze vyjdeme ze zndmé konfigurace biomakromolekuly a, obrazné feceno, na co nejvice atomu na-
lepime S§titek, na kterém bude napsdna hodnota frekvenci. V téchto experimentech zpravidla méfime
dvourozmérnd a trojrozmérna spektra, ktera koreluji frekvence jednotlivych jader a umoznuji tak jejich
pfifazeni. Je-li napiiklad v trojrozmérném spektru kazdy signal definovan trojici frekvenci 'H, 13C, 15N,
koreluje takové spektrum trojice atomu H, C, N, které k sobé néjakym zptisobem ,patii“. Podle druhu
experimentu muze ,patii“ znamenat napiiklad to, ze se dané atomy vyskytuji v téze skupiné H—C—N.
Vysledkem prvniho typu experimentu je tedy tabulka udavajici rezonanéni frekvence jednotlivych jader
v molekule. Kazdé jadro v tabulce je tak oznaceno jeho rezonané¢ni frekvenci.

Druhy typ experimentu opét vyuziva korelaci, ale tentokrat jiz vztahujicich se ne k topologii, ale
k prostorové struktuie. Napiiklad korelace dvou protonit v experimentu sledujicim nukledrni Over-
hauseruv jev mezi jddry znamend, ze dané protony jsou si blizko v prostoru. Kvantitativni méreni této
korelace (NOE) umozni piiblizné urcit vzdélenost danych jader. Vysledkem druhého typu experimentii
je opét tabulka, kterd tentokrat shrnuje poznatky o trojrozmérné strukture, ziskané z NMR, experi-
mentu. Bez vyuziti tabulky prvni bychom ale védéli pouze, ze napiiklad protony o frekvenci 8,73 ppm a
9,64 ppm jsou vzdaleny 0,3 az 0,4 nm. Kombinace vysledku experimentu prvniho a druhého typu ndm
v8ak umozni fici, ze takto blizko jsou ve struktufe naptiklad vodiky peptidovych vazeb osmé a dvacaté
aminokyseliny studovaného proteinu.

14.11 Sekvencni prirazeni

Prirazeni frekvenci atomum se obvykle provadi ve dvou krocich. Nejprve se prifadi frekvence jader
peptidové péteie (sekvenéni prirazent) a v druhém kroku se provede prirazeni postrannich retézci.

Jak jsme si jiz Fekli, interpretace jednorozmeérnych protonovych spekter proteinu (obrazek [14.11]) je
témét nemoznd ze dvou duvodu. V dusledku obrovského mnozstvi signdlu je spektrum Spatné rozlisené
a nenf znadmé, ktery signdl nalezi kterému atomu. Pfipravime-li protein znaceny '°N a méifme-li dvou-
rozmérné spektrum s 'H-'°N korelaci, rozliseni se dramaticky zlepsi rozvinutim spektra do druhé di-
menze (frekvence °N) a snizenim poétu signdlii (spektrum obsahuje pouze 'H-'°N korelace, tedy jen
protony vézané na dusik). Jdeme-li déle a oznaéime-li protein N a 3C, mtzeme méfit spektra troj-
rozmérnd, kterd nejen ze budou jesté 1épe rozlisena, ale umozni i urcit, které aminokyseliné dany signal
ndlezi. Jinymi slovy, heteronukledrni korelaci (korelaci mezi jidry ruzného typu, kterd jsou spojena
kovalentni vazbou) muZzeme pouzit pro sekvenéni pfifazeni.

Postup sekvenc¢niho pfifazeni si muzeme ukazat na pfikladu kratkého peptidu, slozeného z péti
aminokyselin. Obrazek ukazuje jedno dvojrozmérné spektrum takového peptidu, které poskytuje
korelaci 'H-'°N, a dvé trojrozmérnd spektra, oznacovand HNCA a HN(CO)CA[™| Pokud pentapep-
tid neobsahuje NH skupiny v postrannich fetézcich, uvidime v dvojrozmérném spektru ¢tyti signaly
(méfitelné budou pouze signaly NH skupiny v peptidové vazbé, koncovd aminoskupina signély nepo-
skytne, protoze jeji protony snadno disociuji a béhem méfeni se rychle vymeénuji s protony vody).
Trojrozmérnd spektra rozsifujf korelaci na uhliky a. Ve spektru HNCA (na obrézku modie) jsou
korelovdny protony a dusiky NH skupiny (v peptidové vazbé) aminokyseliny ¢islo k s a-uhlikem téze k-
té aminokyseliny. Naopak ve spektru HN(CO)CA (na obrzizkuéervené) jsou korelovany protony a
dusiky NH skupiny aminokyseliny ¢islo k opét s a-uhlikem, ale tentokrat aminokyseliny ¢islo k—1 (tedy
prostrednictvim karbonylového uhliku). Vsimnéte si, ze promitnutim spektra HNCA nebo HN(CO)CA
ziskame stejnou korelaci, jako vidime v dvojrozmérném spektru. Jinymi slovy, signaly v trojrozmérnych

12NMR experimenty pouzivané pro studium biomakromolekul se ¢asto oznacuji podle jader, ktera jsou v nich korelovana.
Napiiklad zkratka HN(CO)CA nédm §i{kd, Ze jsou korelovany vodik, dusik a uhlik o (CA). Uhlik « je pfitom korelovdn
prostfednictvim karbonylového uhliku (CO), frekvence karbonylového uhliku ale neni méfena, proto je CO v zdvorce.
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Obrézek 14.13: Piiklad sekvenéniho pfifazeni pomoci experimenttit HNCA a HN(CO)CA. Nahote je schema
korelace v jednotlivych experimentech (Gerné korelace 'H a '°N, modie korelace v HNCA, ¢ervené korelace
v HN(CO)CA) a namérend spektra. Dole je postup sekvenéniho pfifazeni.

spektrech lezi vzdycky v ,kominku“ stojicim nad mistem signdlu v dvojrozmérném spektru (,,kominky*
jsou také znézornény na obrazku [14.13)).

Na zacatku vyhodnocovéani spekter nevime, ktery signdl odpovida které aminokyseliné. Proto si
signdly ve spektrech oé¢islujeme libovolné (ale stejné ve vsech spektrech). Piiklad éislovéani je na obrzizku
uveden v dvojrozmérném spektru. Dalsi postup je ukdzén v dolni ¢dsti obrazku[I4.13] Vybereme si jeden
signdl v HNCA spektru, napiiklad signdl oznaceny 1 v 'H-'N korelaci. Pro tento signdl si vyfizneme
z HNCA spektra prouzek, ktery piedstavuje fez prostiedkem kominku. V této chvili muzeme #ici pouze
to, jaka frekvence jader a-uhliku odpovidd NH skupiné popsané dvojici frekvenci 'H a N, kterou
jsme si oznaéili éfslem 1. Pak se snazime nalézt v HN(CO)CA spektru signdl se stejnou frekvenci 13C,
odpovidajici témuz a-uhliku (krok ,a“ v dolni ¢asti obrazku . V HN(CO)CA spektru samoziejmé
najdeme korelaci této 13C-frekvence s jinou NH skupinou, a to s NH skupinou ndsledujici aminokyseliny.
V naSem piipadé jde o NH skupinu oznacenou ¢&islem 3. Zprostiedkované pres frekvenci a-uhliku se tak
dozvime, které dvé NH skupiny néasleduji v sekvenci po sobé. V kroku ,b“ pfilozime k dvojici prouzku
prouzek z HNCA spektra, ktery odpovidd stejné NH skupiné jako prouzek z HN(CO)CA spektra (&islo
t¥i). Krok ,,c“ je opakovdnim kroku ,a“ v HN(CO)CA spektru hledame signal se stejnou frekvenci *C.
V nasem piipadé jej nalezneme v prouzku 2. Pak pfipojime prouzek 2 z HNCA spektra (krok ,d“ a
hleddme v HN(CO)CA spektru signal se stejnou frekvenci '3C. Zadny takovyto signal ale nenalezneme.
Znamend to, ze sekvenéni informace je zde pferusena (v nasem piipadé proto, Ze jsme dorazili na ko-
nec peptidu, pii ptifazovani frekvenci proteinu je ¢asto sekvenéni informace preruSena prolinem, ktery
neobsahuje NH skupinu). Pokra¢ujeme proto opaénym smérem. V kroku ,e“ pfilozime k prouzku 1
spektra HNCA prouzek 1 spektra HN(CO)CA. V kroku ,f“ hleddme, jaky signdl v HNCA spektru m4
stejnou frekvenci 13C jako signal 1 ve spektru HN(CO)CA. V nasem pifpadé jde o signal éislo 4. V kroku
,g" proto pfilozime prouzek 4 spektra HN(CO)CA. Ted bychom méli hledat v HNCA spektru signal
se stejnou frekvenci C, zadny takovy signal ale uz ve spektru nenalezneme, protoze jsme dorazili na
zacatek peptidu. Vysledek analyzy ndm ukazuje, ze o¢islované NH skupiny v sekvenci nasleduji v poradi
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4-1-3-2.

Srovndnim HNCA a HN(CO)CA spektra tedy porovndvdme korelace téze NH skupiny s a uhlikem
dvou sousednich aminokyselin. Zprostiedkované, prostfednictvim frekvence a-uhliku, se tak dozvime,
které dvé NH skupiny nésleduji v sekvenci po sobé. Muzeme tedy urcit poradové ¢isla vsech NH skupin.
K sekvenénimu prifazeni se ¢astéji vyuziva dvojice spekter, ve které jsou korelovany nejen «, ale i g3
uhliky (spektra HNCACB a CBCA(CO)NHIED. Zahrnuti 5 uhliki snizuje moznost ndhodného vyskytu
shodné frekvence v uhlikové dimenzi a proto tato varianta experimentu byvéa pouzivdna nejcastéji.

V realnych pripadech neni mozné nalézt sled sousednich aminokyselin podél celé délky peptidové
péatere (napiiklad vyskyt prolinu, ktery neobsahuje NH skupinu, vede k pierusenf sekvence). Je ale mozné
jednotlivé fragmenty sekvencéné prirazenych frekvenci ptifadit tsekum primdrni struktury na zdkladé
hodnot chemickych posunt jednotlivych jader. Vyuzivdme pfitom zejména rozdilu frekvenci uhliku g,
které ziskame ze spekter HNCACB a CBCA(CO)NH. Napiiklad analyzou frekvenci lze rozlisit glycin
(nemd zédny £ uhlik), alanin (§ = 17 az 21 ppm), ,dlouhé“ aminokyseliny E, H, K, M, P, Q, R, V, W
a redukovany cystein (6 ~ 26 az 36 ppm), ,kratké“ aminokyseliny D, I, L, N, F, Y a cystin (0 ~ 36 az
46 ppm), serin a threonin (4 ~ 56 az 66 ppm).

14.12 Prtirazeni postrannich retézcua

Zatim jsme hovorili o korelaci mezi jadry ruzného druhu (heteronuklearni korelace). Velmi uziteéné jsou
také korelace mezi jadry stejného druhu, tedy mezi jadry, kterd maji priblizné stejné rezonancni frek-
vence (homonukledrni korelace). Mnozinu takovych jader, kterd jsou vzajemné propojena interakcemi
zprostiedkovanymi elektrony vazeb, nazyvame spinovy systém. Alifatické aminokyseliny tvoii izolované
spinové systémy jader 'H a '3C, zatimco aromatické aminokyseliny se sklddaji ze dvou izolovanych
spinovych systémi (frekvence 13C alifatické a aromatické ¢4sti se lisf natolik, Ze je nemtizeme povazovat
za stejny typ jader).

Metody NMR umoznuji mérit spektra, ve kterych jsou korelovana vSechna jadra spinového systému
(jde o takzvany TOCSYE experiment). Protoze ze sekven¢niho pfifazeni zndme jiz frekvence o a 8
uhliki a o a amidovych protonu, homonukledrni korelace v ramci aminokyseliny umozni urcit, kterym
atomum postranniho fetézce patii jednotlivé frekvence pozorované ve spektrech. V praxi se takovéto
homonukledarni korelace kombinuje s vyse popsanou korelaci heteronukledrni, kterd umoziuje zvysit
rozliseni. Piikladem experimentu pro urcovani frekvenci postrannich fetézcu je experiment HCCH-
TOCSY, ve kterém korelujeme vSechny uhliky spinového systému navzijem pomoci TOCSY a kazdy
z uhlikt navic heteronukledrné s protony, které jsou na néj vazany. Spojeni alifatickych a aroma-
tickych spinovych systému aromatickych aminokyselin je zaloZzeno na heteronuklearnich korelacich
vyuzivajicich nékolika jednovazebnych interakci zprostfedkovanych elektrony vazeb. Napiiklad experi-
ment (HB)CB(CGCD)HD koreluje alifaticky /5 uhlik s aromatickym § protonem. Specidlni experimenty
jsou pouzivény pro nékteré skupiny postrannich fetézcu (guanidinovou v argininu, indolovou v tryp-
tofanu, imidazolovou v histidinu). Casto se ale bez experimenti spojujicich izolované spinové systémy
téhoz postranniho fetézce obejdeme a atomy v takovych spinovych systémech prifadime na zakladé
vzdalenosti atomu v prostoru (viz ¢ast [14.13]).

13 Jin4 zkratka tohoto spektra odrazi to, Ze korelace jsou ziskény trochu jinym zpiisobem. Experiment HN(CO)CACB
je také mozné pouzit (a nékdy nutné pouzit, konkrétné kdyz jsou vodiky aminokyselin s vyjimkou NH skupin oznacené
deuteriem), ale jeho citlivost je nizsi.

147kratka anglického TOtaly Correlated SpectroscopY. Tento experiment je zalozen na tom, Zze b&éhem méfeni stéle
,,opravujeme“ mirné se lisici frekvence jader v rdmci spinového systému. Proto se jadra nechovaji jako jadra s priblizné
stejnou frekvenci, ale jako jidra s presné stejnou frekvenci. Magnetické momenty jader s identickou frekvenci interaguji
tak, ze ve spektrech pozorujeme korelace vsech atomu stejného spinového systému.
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14.13 NMR spektra a struktura proteini

Seznamili jsme se jiz s prvni fazi studia biomarkomolekul pomoci NMR, s fazi, ve které prifazujeme
frekvence jednotlivym atomim. Pojd'me se ted podivat, jak mtZzeme pomoci NMR, uréovat struktury
protein.

V casti jsme zminili, Ze piimé interakce mezi blizkymi magnetickymi dipélovymi momenty jsou
pri¢inou nuklearntho Overhauserova efektu (NOE). Intenzitu tohoto jevu muzeme méfit pomoci experi-
mentu zvaného NOESY (zkratka Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY). Tento experiment vyuziva
homonukledrni korelace, kterd neni zalozena na interakci magnetickych momentu zprostiedkované elek-
trony vazeb, ale na piimé interakci mezi magnetickymi momenty, které jsou si bliko v prostoru. Proto
intenzita signdli v NOESY spektru (piiklad ukdzan na obrazku [14.14) pfimo odpovidé intenzité NOE.
Strmy pokles intenzity NOE s rostouci vzdalenosti jader se Casto vyuziva v uréovani trojrozmeérné
struktury proteinu a nukleovych kyselin. S vyuzitim zndmych vzdélenosti protonu (napiiklad v CHy
skupinédch nebo benzenovych kruzich) mizeme NOESY spektra kalibrovat. Vime napiiklad, ze vicindln{
protony v aromatickém kruhu (tedy protony v poloze ortho) jsou vzdélené 0,25 nm. Z teorie dale vime,
ze intenzita NOE klesa s Sestou mocninou vzdélenosti. Pokud tedy ve spektru napiiklad vidime, ze
signl odpovidajici korelaci dvou vicinalnich protonii tyrosinu &islo 47 (tedy protonti Y47 H? a Y47 H¢)
mé intenzitu 64 jednotek a signal mezi protony « valinu 6 a alaninu 124 m8 intenzitu jedné jednotky,
vime, ze vzddlenost mezi protony V6 H* a A124 H® je poloviém’ nez vzdalenost protonti Y47 HO a
Y47 H¢. Timto pfimocarym zpusobem muzeme z intenzit signala ve spektru ur¢it pifimo meziatomové
vzdalenosti (obrazek vlevo). Na zdkladé meziatomovych vzdélenosti byly uréeny prvni struktury
proteinu pocitané z experimentalnich dat poskytnutych NMR. Mezi ruznymi udaji o strukture, které

Ackoli je NOE velmi uzitec¢ny, neni jedinym zdrojem informace o konformaci molekul, ktery NMR
poskytuje. Dilezitou, byt spise doplitkovou, tlohu hraji dalsi idaje. Jednim z nich je J-interakce mezi
magnetickymi momenty jader oddélenych tfemi kovalentnimi vazbami. Jak jiz zminili v ¢asti
konstanta popisujici velikost této interakce zavisi na torznim thlu prostiedni vazby. Piiklad zdvislosti
nékolika interakénich konstant na torznim thlu ¢ je ukdzan na obrazku

Protoze torzni tihly definuji konformaci, je jejich urc¢ovani z tiivazebnych J-interakei velmi uZiteénéE
K jednozna¢nému urceni torzniho hlu ovSem vétSinou nesta¢i zméfit jednu interakéni konstantu,
protoze Karplusova kiivka muze nabyvat stejné hodnoty pro ¢tyii ruzné torzni uhly. Je proto nutno
mérit interakce mezi riznymi atomy definujicimi torzi kolem téze vazby. Jak si ale ukazeme v casti[14.14
i jediny typ interakéni konstanty nam muze hodné prozradit o sekundérni struktufe.

Konformaci molekul neodrazeji jen interakce mezi magnetickymi momenty jader, ale i interakce s or-
bitdlnimi momenty elektroni. Udaj, kterym tyto interakce v roztoku popisujeme, chemicky posun, je
dokonce nejdulezitéjsi informaci pfi strukturni analyze malych molekul zalozené na NMR. Chemicky
posun zavisi na elektronové hustoté v okoli méfeného jadra. V rentgenové krystalografii ¢i elektronové
mikroskopii je rozlozeni elektronové hustoty pravé to, co se snazime urcit. Vypocitat rozlozeni elektro-
nové hustoty biomakromolekul z chemickych posunu jader je ale p#ili§ slozity tikol. Proto pfi strukturni
analyze proteinu a nukleovych kyselin vyuzivame chemicky posun jen jako dopliikovy udaj, poskytujici
informaci o lokdlni konformaci, nejbliz§im okoli pozorovaného jadra. Nejcastéji vyuzivame empirické
(odpozorované) korelace mezi hodnotami torznich ihlu a chemickych posunu k tomu, abychom odhadli
hodnoty torznich uhla ¢ a i v pédtefi proteinu.

5Dvojnasobné vzdélenost znamend 26 = 64 krat vétsi intenzitu.

16Interakéni konstanty, které intenzitu interakci zprostfedkovanych elektrony popisuji, se uréuji bud’ z intenzit nebo
z rozstépeni signéla ve spektrech. Prvni postup (takzvané QJ metody) je zaloZzen na porovnéni dvou spekter (nebo dvou
signdlu v témze spektru), z nichz v jednom se interakce uplatni a v druhém je potlac¢ena. Druhy postup vyuziva nejcastéji
takzvaného E.COSY principu, ktery umoznuje méfeni i velmi malych interakénich konstant. E.COSY spektra obsahuji
signély rozstépené ve dvou dimenzich. Ze &tverice signalu vzniklych stépenim se dva ode¢tou a zbyvajici dva sec¢tou. Pokud
vyuZzijeme silné interakce v jedné dimenzi, muzeme odeéist i velmi malé §tépeni (slabou interakci) v druhé dimenzi.
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Obrézek 14.14: Piiklad dvojrozmérného NOESY spektra proteinu, poskytujictho korelace protont, které jsou
blizko v prostoru.

Obrazek 14.15: Schematické znézornéni strukturnich informaci, které mizeme z NMR spekter ziskat pro ami-
nokyseliny, které lezi od sebe daleko v sekvenci proteinu. Vlevo je zelené znédzornéno meéfeni vzdalenosti mezi
protony methylovych skupin v ruznych a-sroubovicich. Tuto vzdélenost 1ze ur¢it z hodnoty NOE mezi mérenymi
protony. Vpravo je zelenymi Sipkami ukdzana vzajemnd orientace dvou a-§roubovic, kterou lze spoéitat z hodnot
zbytkovych interakci méfenych v jednotlivych Sroubovicich.
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Obrazek 14.16: Zavislosti t¥{vazebnych interakénich konstant na hodnoté torzniho dhlu ¢ proteina (Karplusovy
kiivky).

Posledni idaj o konformaci, ktery zminime, vyzaduje zvlastni ptipravu vzorku proteinu ¢ nukleové
kyseliny. Timto udajem je opét piima interakce mezi magnetickymi momenty blizkych jader. Tentkrat
nejde o vliv okamzitych interakci na ndvrat magnetickych momentu do rovnovéhy, jak tomu bylo piipadé
NOE, ale opravdu o méfeni primérné hodnoty této interakce. A tato prumérnd hodnota je v béznych
roztocich nulova. Jak ji tedy muzeme ziskat?

To, co jsme si o dipdl-dipdlovych interakcich dosud fekli, vychazelo z predpokladu, ze se mohou
molekuly v roztoku otécet stejné dobte ve vsech smérech. Pokud ale néktery smér zvyhodnime (umistime
molekulu do anizotropniho prostiedi, napiiklad do kapalného krystalu, ktery se usporadd v silném
magnetickém poli spektrometru), nebude jiz prumeér pole sousednich jader nulovy. V tomto piipadé
pozorujeme ve spektrech stépeni signalu, které zdvisi na ¢astecné orientaci molekuly ve zkumavce.
Meéteni zbytkovgch dipoldrnich interakei ndm umozni urcit polohu vektorti mezi interagujicimi jadry
vuci vnéjsi souradné soustavé. Tato vnéjsi souradnd soustava je uréena osami, které popisuji volnost
molekuly rotovat v ruznych smérech. Tyto sméry jsou zase dany smérem By a druhem kapalného
krystalu.

Pokud zméfime zbytkovou dipoldrni interakci pro jednu dvojici jader (geometricky popsanou vyse
zminénym vektorem sméfujicim od jednoho jadra k druhému), neumozni ndm to jesté jednoznacné urcit
orientaci této dvojice v nasi vnéjsi souradné soustavé. Pokud ale naméfime zbytkovych interakei vice
v ramci ¢asti proteinu, jejichz lokalni konformace zname, naptiklad v dobfe uréenych a-Sroubovicich,
muzeme opravdu spocitat, jak jsou tyto Sroubovice v proteinu orientovdny (obrazek vpravo).
Totéz plati naptiklad pro vzajemnou orientaci domén vétsitho proteinu.

Zbytkové dipoldrni interakce jsou velmi uziteéné proto, ze viibec nezavisi na vzdalenosti ¢dsti mole-
kuly, jejichz vzajemnou orientaci urcujeme. Je tomu tak proto, Ze vSechny orientace vlastné urcujeme
vuci jedné spoleéné souradné soustavé. V tom se 1isi zbytkové dipoldrni interakce od NOE, které nam
poskytnou tidaje pouze o kontaktu ¢asti molekul, jejichz protony se nachézeji v prostoru blizko sebe.
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7 toho vyplyva, ze zbytkové dipolarni interakce hraji nezastupitelnou iilohu pfi studiu méalo kompaktnich
molekul, pro které potifebujeme urcit vzajemnou orientaci ¢asti, které jsou od sebe v prostoru daleko.

14.14 Sekundarni struktura

Detailni popis struktury na zakladé NMR méfeni vyzaduje pomérné slozité zpracovani ziskanych dat,
které si popiseme v sekci Ted se ale zkusme podivat na to, co se o struktuie mtizeme dozvédét
rychle a bez slozitych analyz.

Na zakladé nékolika zakladnich experimentii umime popsat prvky sekundarni struktury proteinu.
Vyuzivdme k tomu predevsim udaje, které jsou shrnuty v nésledujicim vyctu a tabulce [[4:1]

1. Hodnoty chemickych posunu karbonylovych uhliki a a-uhlika jsou vyssi v a-Sroubovicich a nizsi
ve sklddanych listech. Naopak hodnoty chemickych posunt a-protonu a S-uhliku jsou nizsi v a-
Sroubovicich a vyssi ve sklddanych listech. Vétsinu z téchto chemickych posunu ziskame jiz z ex-
perimentu, které pouzivdme pro sekvenéni piifazeni. MuZeme proto ,zadarmo® ziskat odhad
rozlozeni prvku sekundarni struktury jesté diive, nez vibec zacneme méfit spektra zamérend
na urceni geometrie (NOE, interakénd konstanty). Pfestoze je tato metoda velmi jednoduch,
poskytuje pomérné vérohodné vysledky.

2. Vyhodnocenim NOE mezi a-protony a amidovymi protony peptidové vazby (obréazek
muzeme urcit sekundarni strukturu podle nésledujicich pravidel. Ve skladanych listech je vzdalenost
mezi a-protony a amidovymi protony sousedni aminokyseliny (na obrézku purpurova) mensi
nez vzdalenost mezi dvéma amidovymi protony sousednich aminokyselin (na obrdzku ze-
lend), zatimco ve Sroubovicich je tomu naopak. Navic v a-S§roubovicich je mald vzddlenost mezi
a-protony a [-protony aminokyseliny vzdélené o tti rezidua. Dobfte pozorovatelné jsou i NOE mezi
a-protony a amidovymi protony aminokyselin vzdalenych o tii a ¢tyfi rezidua (azurové sipky na
obrazku . Ve sroubovici 31¢ je na rozdil od a-Sroubovice vzdalenost mezi a-protony a ami-
dovymi protony aminokyselin vzdéalenych o t¥i rezidua kratsi nez vzdalenost mezi a-protony a
[B-protony téchto aminokyselin.

3. V téméf rovinném uspoiddani skladaného listu jsou silngjsi J-interakce mezi a-protony a ami-
dovymi protony peptidové vazby nez ve sroubovicich. Hodnoty téchto snadno méritelnych tiivazebnych
interakénich konstant (byvaji ve sklddanych listech vyssi nez 8 Hz a ve Sroubovicich nizsi nez 5 Hz
(tlustd ¢ara na obrazku . V praxi se proto obvykle sekundarni struktury rozlisuji pouze na
zakladé této interakce, aniz by se mérily vSechny interakéni konstanty potiebné k matematicky
jednozna¢nému vypoctu torzniho thlu ¢. Torzni tihel ¢ se zpravidla z J-interakei nepoécita vubec,
protoze piislusné interakéni konstanty jsou Spatné méfitelné.

14.15 Vypocet konformace proteinu

7 vysledki NMR experimentu ziskdme velké mnozstvi geometrickych daju, zejména vzdalenosti mezi
atomy vodiku, nékteré torzni dhly, informaci o sekundédrni struktufe a podobné. Na rozdil od elektro-
nové hustoty, kterou ziskame z rentgenové difrakce nebo elektronové mikroskopie, z vysledki NMR,
méfeni neni na prvni pohled patrny tvar molekuly. Jsme v podobné situaci, jako kdyz chceme nakres-
lit plan domu a k dispozici mdme jen tabulku ¢iselnych hodnot ruznych vzdédlenosti. Musime proto
vysledky méfeni zpracovat do grafické formy. Vypocetni metody, které umoznuji ze vzdalenosti vytvorit
trojrozmérny model, jsou oznacovany jako distancni geometrie.
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Tabulka 14.1: Udaje ziskané ze spekter NMR, které umoziiuji rozlisit sekundérni struktury proteint.

Data B-list  a-Sroubovice
SO, 6 L 1
§(CP), 6(H®) T XS
HeHN | 0,22nm  0,35nm
HNHDY | 040nm  0,28nm
|H"‘HH_2 daleko 0,42 nm
|H"‘Hﬁ3| daleko 0,34 nm
|H§H;Y daleko 0,42nm
sJHNHY) > 8Hz < 5Hz

Obrézek 14.17: Vzd4lenosti protonii ve struktufe a-sroubovice (vlevo) a sklddaného listu (vpravo.
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Obrézek 14.18: Piiklad hyperplochy potencidlni energie v MD simulaci (vlevo), umélé energie pfifazené od-
chylce od experimentalné urcenych vzdalenosti (uprostied), a soué¢tu obou energii (vpravo). Oblast strukturnich
soufadnic (oznacenych z1,z2), kterd odpovidd vysledkiim méfen{ NMR, je vyznacena modre.

Pokud bychom znali pfesné hodnoty vsech vzdélenosti mezi jadry, poskytla by ndm distanéni geome-
trie vérny tvar molekulyﬂ Namétfené hodnoty jsou ale zatizeny experimentalni chybou, takze urceny
tvar molekuly se od skute¢nosti dost ligi. To si muzeme sami ovéfit, kdyz se na molekulu poirddné
podivame. Vime, ze konformace makromolekuly je ddna hlavné torznimi tihly. Vazebné délky a thly by
mély byt v proteinu stejné jako ve volnych aminokyselindch. Rozdily nés varuji, Ze navrzend struktura
neni chemicky v poradku.

Abychom ziskali chemicky rozumny model proteinu, pouzivdme pro vypocet konformace metod mo-
lekulového modelovani, které ,védi“, jak maji aminokyseliny vypadat. Nejcastéji se pouziva molekulova
dynamika, ve které jako startovni konformaci muzeme pouzit tieba vysledek distancni geometrie. Mezi
vypocCtem struktury, jak jsme jej popisovali v kapitole a vyuzitim molekulové dynamiky v ramci
urcovani struktury z vysledki NMR je ale dulezity rozdil. Pokud vychdzime z vysledki NMR expe-
rimentu, pouzivdme naméfené hodnoty (vzddlenosti atomu, torzni thly, zbytkové dipdlové interakce)
jako dodatecné vazné podminky. Molekulova dynamika se tedy nesnazi najit celkové nejvyhodnéjsi
konformaci, ale vybrat chemicky nejptijatelnéjsi strukturu v rdameci moznosti, kterym odpovidaji ex-
perimentalni data. Jinymi slovy, NMR vymezi na hyperploSe potencidlni energie mensi izemi a cilem
molekulové dynamiky je najit v tomto tizemi nejhlubsi tidoli (obrédzek .

Pii opakovaném vypoctu ziskdme trochu odlisnou strukturu. Zpravidla proto provadime vypocti
nékolik a vysledné modely struktury pfes sebe ptelozime (obrazek . V mistech, kterd jsou experi-
mentem nejlépe popséana, jsou jednotlivé modely téméf nerozlisitelné. Naopak v mistech, pro kterd mame
maélo experimentélnich tdaju, nebo v pohyblivych ¢astech molekuly, kde ndm experiment poskytne jen
prumér geometrickych udaju, se modely 1isi.

14.16 Struktura nukleovych kyselin pomoci NMR

P#i urc¢ovani struktur nukleovych kyselin vyuzivaji stejné principy jako v piipadé proteinu. Postup préce
je v8ak v mnohém odligny. Duvodem je ndkladnost izotopového znaceni nukleovych kyselin a odlisnost
struktury, kterd ¢ini NMR nukleovych kyselin experimentalné obtiznéjsi. Ve srovnani s proteiny se
NOESY experimenty ¢asto pouzivaji nejen v druhé fazi feSeni struktury, ale i k pfifazeni frekvenci.
Techniky frekvenéniho pfifazeni muzeme u nukleovych kyselin délit na experimenty vyuzivajici interakce
zprostiedkované elektrony kovalentnich vazeb a na experimenty vyuzivajici NOE (dipoldrn{ interakce
prostorem). Oba piistupy maji své vyhody a nevyhody a v praxi se ¢asto kombinuji. Zde si uvedeme
jen piiklady postupu zalozenych na vyuziti NOE.

17Vyjimkou je chiralita. Ze vzdélenosti nejsme schopni urcit, ktery z vzajemnych zrcadlovych obrazii je ten pravy.
Nastésti vime, ze proteiny jsou stavény z L-aminokyselin, takze néds tato nedokonalost nijak neomezuje.
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Metody vyuzivajici NOE k frekvenénimu pfifazeni jsou zaloZeny na korelacich protonu nachézejicich
se blizko sebe v prostoru. V principu tedy nevyzaduji izotopové znaceni vzorku. V jednodussich piipadech
Ize tedy timto zpusobem studovat snadno dostupné vzorky nukleovych kyselin v pfirozeném zastou-
peni. Pokud je jiz k dispozici znac¢eny vzorek, kombinuji se tyto metody ¢asto s heteronuklearni korelaci
s uhliky a protony, protoze takto lze zvysit rozliSeni rozsifenim spektra do dalsi dimenze. Nevyhodou
tohoto pristupu je, ze vzdalenosti mezi protony a tedy i pozorované korelace zavisi na konformaci dané
molekuly nukleové kyseliny.

e Korelace mezi imino (a amino) protony V dvousroubovicovych strukturdch jsou snadno pozorova-
telné korelace mezi protony vodikovych mustku, které paruji baze. Zpravidla jde o imino-protony,
ale i protony aminoskupin jsou casto pozorovatelné, zejména za nizkych teplot (vodikové vazba
vyrazné zpomali vyménu protonu s protonem vody, ktera ve volnych aminoskupindch zpusobuje,
Ze signély protonu nejsou pozorovatelné). Takto lze ziskat sekvenéni pfifazeni imino-protonu. Je
nutno si uvédomit, ze pouze guanin a thymin/uracil je donorem vodiku, takze korelace je patrnd
pouze mezi témito bdzemi (korelace ,preskakuje” mezi jednotlivymi vldkny sroubovice). Piiklady
spekter jsou uvedeny na obrazku[14.20] Vsimnéte si, ze v pfipadé symetrickych dvojsroubovic jsou
signaly obou vlaken identické.

e Korelace bdze-cukr Pro prifazeni frekvenci jsou cenné korelace H6/HS8 protonu s protony H1’, H2’
(silngjsi u dvojsroubovice A), H2”(silnéjs{ u dvojsroubovice B) pentosového kruhu. Protoze lze
pozorovat korelace s vlastni (deoxy)ribosou a s cukrem piedchoziho nukleotidu, poskytuji zminéné
korelace idaje pro sekven¢ni prifazeni (obrdzek . Zaroven ziskavame informaci o pfifazeni
cukru a baze v ramci jednoho rezidua.

e Korelace protoni cukru Korelaci mezi protony v rdmeci (deoxy )ribosového kruhu lze vyuzit k pfitazenf
frekvenci protonu spinovym systémum jednotlivych bézi. Navic lze pozorovat korelace mezi pro-
tony cukru sousedicich nukleotidu. Nejsilnéjsi byvaji korelace H5” (¢)-H2" (i —1) v dvojsroubovicich
B a H5"(:)-H1'(i — 1) v dvojsroubovicich A.
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Obréazek 14.20: Piiklady NOESY spekter oblasti imino-protonti bézi. Cervené je zndzornéna korelace mezi
protony v sekvencich (teckované je oznacena nepozorovatelnd korelace mezi protony s identickou rezonanéni
frekvenci) a sekvenéni informace ve spektrech. Vzhledem k tomu, Ze jde o diagondlné symetrickd spektra,
sekvenéni informaci lze sledovat dvéma zpusoby (plné a pierusovand Cervend Cara).
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Obrazek 14.21: Vlevo schema korelaci mezi protony H1' (v pentose) a H6 nebo H8 (v bézi), vpravo vysek
oblasti NOESY spektra, kterd obsahuje tyto korelace. Cervené je zndzornéna sekvenéni informace. Protoze je
na obrazku ukdzdna pouze ¢dst spektra, sekvenéni informaci muzeme sledovat jen jednim zpusobem. VSimnéte
si, Ze proton prvni baze je korelovdn pouze s H1’ vlastni pentosy a proton H1’ posledn{ baze je korelovdn pouze
s H6 nebo H8 protonem vlastni béze (v téchto piipadech chybi korelace se sousedem) — na zdkladé toho je mozné
urcit smeér sekvence.
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Vyuziti NOE k urc¢ovani vzdédlenosti mezi protony je u nukleovych kyselin stejné jako u proteinu.
Vzhledem k nizsimu poc¢tu protonu v nukleovych kyselinach byvé ale pocet ziskanych meziatomovych
vzdalenosti u nukleovych kyselin nizsi ve srovnani s proteiny. Pfi urcovani struktury zavisi proto
vyslednd konformace vice na zdvéretném vypoctu molekulovou dynamikou, nez tomu je v piipadé
proteinu.

Torzni thly v molekuldch nukleovych kyselin se také obvykle urc¢uji z hodnot tiivazebnych in-
terakénich konstant. Relativné velké mnozstvi tiivazebnych interakci je dostupné pro urcovani kon-
formaci cukru. Pii interpretaci téchto dat ale muZeme narazit na komplikace zpusobené piitomnosti
vice konformaci ve vzorku. Torzi kolem glykosidické vazby (x) urc¢ujeme z tifvazebnych interakci mezi
atomy H1’-C2 a H1’-C6 u pyrimidinu a H1’-C4 a H1’-C8 u purinu. Z torznich thlu patefe lze pomérné
presné urcit § (z tifvazebnych interakel mezi atomy H5”-P5', H5'-P5’, C4’-P¥’), € (z tifvazebnych inter-
akef mezi atomy H3'-P3/, C2'-P5’, C4'-P3’) a ~y (z tifvazebnych interakei mezi atomy H5”-H4', H5'-H4’,
H5"-C3', H5'-C3').

Vypocet struktury nukleové kyseliny na zakladé vysledkui NMR se v principu nelisi od vypoctu
proteini. Konkrétni postup vypoctu se ale odlisuje. Odlisna struktura monomernich jednotek vyzaduje
jiné silové pole nez proteiny. Geometrickych udaju z experimentu je obvykle méné, nez v pripadé pro-
teint. Je tomu tak proto, Ze nejvice informaci poskytuji atomy vodiku. Nukleové kyseliny obsahujf
relativné méné vodikl nez proteiny. Zvlastni obtiz pfedstavuje tvar dvojsroubovice. Pokud vychézime
pouze ze vzdalenosti, ziskdme tdaje jen mezi sousednimi pary nukleotidi. Tyto tidaje obsahuji experi-
mentalni chybu a tato chyba se postupné s¢ita, takze mame velmi zkreslenou predstavu o tom, jestli je
dvojsroubovice ohnuta. Tento nedostatek odstranuji idaje ziskané v anizotropnim prostiedi, naptiklad
zbytkové dipSlové interakce (viz sekei . Tyto udaje totiz odrazeji polohu vektoru mezi jadry vzhle-
dem k vngjsimu magnetickému poli. Takto zprostfedkované, pres vnéjsi pole (které uréuje anizotropn{
charakter prostfedi) muzeme urcit polohu skupin, které jsou v sekvenci libovolné vzdalené.

14.17 Struktura oligosacharidi pomoci NMR

Urcovani struktury (nederivatizovanych) sacharidi pomoci NMR je komplikovdno nedostupnosti izo-
topové znacenych vzorku a Spatnym rozliSenim protonovych spekter (ze struktury vyplyvd, ze vétsina
protont mé velmi podobné okoli). Sekvenéni pfifazeni se provadi pomoci NOE, pfifazeni v rdmci sacha-
ridovych jednotek je zalozeno na NOESY a TOCSY experimentech. Pocet NOE korelaci pro uréovani
struktury mezi ruznymi jednotkami sacharidu je vétSinou maly. K uréovéni torznich tuhlu v réamci
jednoho cukerného kruhu lze vyuzit tiivazebné interakce mezi protony. K urc¢ovani torzi kolem glyko-
sidickych vazeb je nutno méfit tifvazebné interakce mezi protony a uhliky (v pfirozeném zastoupen{
13C). K odstranéni nékterych ze zminénych problémii lze pouzit chemickou derivatizaci (napifklad me-
thylaci).

14.18 Pohyby molekul v NMR

Béhem métreni NMR sledujeme nejen amplitudu a frekvenci zéfeni jednotlivych jader, ale také postupné
slabnuti tohoto zafeni, relaxaci. Signal béhem méteni slabne protoze se postupné ztraci koherence po-
hybu jader a protoze se vybuzena jadra vraci do zdkladniho stavﬂ Hlavni pfi¢inou relaxace jsou
zmény interakei jader s okolim (viz sekci , ke kterym dochézi v dusledku pohybu molekul. Proto
muzeme NMR vyuzit nejen k popisu struktury molekuly, ale také k popisu pohybu jednotlivych jader
(dynamiky molekuly).

18Jde o dva rizné déje, které probihaji rtizné rychle. U velkych molekul dochézi ke ztraté koherence béhem desetin
sekundy, ale k rovnovéze se systém pfiblizi az po nékolika sekundach. Proto signél prestavdme pozorovat jiz v desetinach
sekundy po excitaci, ale méfeni muzeme opakovat nejdiive po jedné sekundé.
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Pii sledovan{ dynamiky vétsinou méifme tii relaxaéni tidaje pro jadro 1°N v pateii proteinu (rych-
lost ztraty koherence, rychlost navratu do rovnovahy a nukledrni Overhausertiv efekt mezi °N a 'H ve
skupiné NH). Z téchto ti{ idaju muzeme vypocitat tii idaje o pohybech jader, napiiklad rychlost, s kte-
rou se v roztoku otdci celd molekula (ta je pochopitelné stejnd pro vSechna jadra), rychlost (frekvenci)
a rozsah (amplitudu) vnitinich pohybu. Pokud jsou jadra ovlivnéna vice nez jednim vnitinim pohy-
bem, potiebujeme k popisu vice tidaju. Proto casto opakujeme méten{ za ruznych podminek (napiiklad
v ruzném magnetickém poli).

Nejvice informaci miizeme ziskat o rychlych pohybech v fadu 1072 az 107%s. Alespoii pfiblizné
muzeme popsat pohyby, ke kterym dochéazi v fddu mikrosekund az milisekund. Protoze doba méteni je
piiblizné jedna sekunda, muzeme pomalejsi pohyby sledovat pohodlné opakovanym méfrenim.

Spektroskopie NMR nam tedy umoznuje ziskat nejen trojrozmérny obraz molekuly, ale dokonce
popis ve ¢tyfech dimenzich (tfech prostorovych a jedné ¢asové). To znamend, ze uréime nejen celkovou

Cevs

Informace o pohyblivosti muze byt dulezitd pro pochopeni funkce studované molekuly.

14.19 Omezeni metody a pokrocilé aplikace

Pouzitelnost NMR pro studium biomakromolekul ma v souCasnosti ruznd omezeni. Nékterd z nich
vyplyvaji z citlivosti metody. Rozdil mezi energii zdkladniho a excitovaného stavu je tak maly, ze
za laboratorni teploty je téméf polovina jader vybuzena. Proto v experimentu muzeme vyuZit jen tu
nepatrnou ¢ast, kterd do poloviny chybi (jde o tisiciny procenta). ,,Aktivni koncentrace jader ve vzorku
je tak o nékolik fadu nizsi, nez celkova koncentrace biomakromolekuly. To vyzaduje pomérné vysoké
koncentrace vzorku (fadové milimoldrn{) a obohacen{ molekul vzécnéjsimi izotopy *C a 1°N. S timto
omezenim se snazi vyrobci spektrometru bojovat na dvou frontdch: zvysovanim magnetického pole (tim
se zvySuje rozdil energif) a konstrukef citlivéjsich detekénich zaﬁzenﬂ Zvyseni citlivosti v principu
umoziuje bud praci s méné koncentrovanymi vzorky, nebo vynechéni izotopového znaéen

Dalsi omezeni souvisi s relaxaci. Obecné lze tici, ze ¢im je vétsi molekula, tim pomaleji se pohy-
buje v roztoku, tim vice ¢asu maji jadra interagovat a tim rychlejsi je relaxace. Napiiklad u proteinu
obsahujicich vice nez 200 aminokyselin je relaxace tak rychld, ze za¢indme mit mélo ¢asu na nékteré
dulezité experimenty. Pred nékolika lety se podafilo toto tskali elegantné obeplout. Byly navrzeny expe-
rimenty, ve kterych pusobi relaxace v dusledku interakei s indukovanym polem elektronu proti relaxacim
v dusledku interakei se sousednim jadrem. Pfi ur¢itém magnetickém poli tak témér nedochazi ke ztraté
koherence. Piispévky k relaxaci v dusledku interakei se vzdélenéjsimi protony lze potlacit piipravou
vzorku proteinu zna¢eného deuteriem (*H), v pifpadé proteint expresi v mediu piipraveném z tézké
vody (2H20). Timto zptisobem lze studovat i velké biomakromolekuly, napiiklad proteiny slozené z tisict
aminokyselin.

Dosud jsme mluvili jen o rozpustnych proteinech. Velké usili je také vynakladdno na studium
membranovych proteinti. Membréanové proteiny muzeme napiiklad zkoumat v roztoku, kdyz je zabudu-
jeme do malych lipidovych micel. Strukturu nerozpustnych proteinu lze studovat v pevné fazi, nejlépe
v mikrokrystalickych vzorcich. Méfeni v pevné fazi jsou technicky naro¢néjsi, nez méfeni v roztoku, a je
obtiznéjsi ur¢it presnou konformaci vétsich molekul. Rozdily pouzitelnosti metody pro kapalné a pevné
vzorky se ale snizuji a struktury nékterych dulezitych proteint jiz byly uréeny pomoci NMR v pevné
fazi.

9Citlivost detekce je ddna pomérem signalu k sumu. Pro lepsi potlageni sumu jsou v posledni dobé detekéni zafizen{
chlazena plynnym heliem na teplotu blizkou absolutni nule.

20Znaceni 15N je nékolikrat levnéjsi nez znaceni 13C. Proto je vyhodné znageni 13C vynechat a vyuzit pouze piirozeného
zastoupeni izotopu uhliku.
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Kapitola 15

Bioinformatika

15.1 Co to je bioinformatika

V piedchozich kapitoldch jsme si popsali metody, pomoci kterych muzeme zkoumat strukturu velkych
biologicky zajimavych molekul. Za pomérné kratkou dobu pouzivani téchto metod se biochemici a
biologové dozvédéli o struktufe biomakromolekul velmi mnoho. Dokonce tolik, zZe je jiz téméf nemozné
se v zaplavé zverejnénych struktur vyznat. Metody urcovani struktur biomakromolekul stile nejsou
dokonalé a na jejich zlepSeni se usilovné pracuje. Muzeme proto oc¢ekavat, ze lavina novych informaci
o strukture, kterd na hlavu biochemika padéa, bude rok od roku mocnéjsi. Protoze nové poznatky nelze
zvladnout lidskou silou, posedavanim v knihovné s tuzkou v ruce, vznikl novy védni obor, ktery se snazi
vnést do zaplavy informaci fdd s pomoci pocitaci. Pro tento obor se ujal nazev bioinformatika.

Bioinformatika se narodila v osmdesatych létech dvacatého stoleti. Matkou ji byla ¢ile se vyvijejici
pocitacova technologie, otcem zamér sekvenovat co nejvice DNA. Prectené tseky DNA bylo nutno
vzdjemné srovnavat a analyzovat. Uroveii vypocetni techniky byla schopnd mnozstvi dat zvladnout. O
nékolik let pozdéji zacal rychle rist pocet biomakromolekul, u kterych se podafilo uréit prostorovou
pocitacu v biologickych véddch. Chceme-li tento novy obor definovat, muzeme #ici, Ze bioinformatika je
informacni technologie slouzici k uchovéni, zpracovani a analyze biologickych dat.

15.2 Genomové projekty

V sekei[0.2]jsme si ukdzali, ze ur¢it sekvenci iseku DNA je pomérné snadné. To piivedlo molekuldrni bio-
logy na myslenku pfecist celou genetickou informaci nékterych organismu. Jiz v roce 1977 byl sekvenovan
genom viru ¢pX174, obsahujici 5 000 nukleotidu a 11 genti. V roce 1995 byla urc¢ena prvni uplné sekvence
genomu skute¢ného organismu, bakterie Haemophilus influenzae, s 1,8 miliony nukleotida a 1 700 gen.
Cilem genomového projektu bylo ziskat iplné sekvence DNA modelovych organismu: stfevni bakte-
rie Escherichia coli, kvasinky Saccharomyces cerevisiae, Cerva Cenorhabditis elegans, husenicku rolniho
(Arabidopsis thaliana), musky Drosophila melanogaster, mySky Mus musculus, psa (Canis familiaris) a
autora celého projektu (Homo sapiens).

Genomovy projekt se podoba postupu ¢lovéka neznalého arabstiny, ktery si pofidi Koran. Bude
potiebovat nékolik dnu na to, aby se naucil arabskd pismena. V tom okamZziku bude schopen cely
Koréan ,,precist“, tak jak my umime ,,pfecist“ genom. Bude ale trvat mésice, nez nas ¢tenaf Kordnu
zaCne rozumnét tomu, co Cte. Stejné tak je velky rozdil mezi samotnou genetickou informaci a funkcemi
bunky, které koduje.

197
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Zminili jsme se jiz v sekci Ze vyjadieni (exprese) informace ulozené v DNA je slozity proces. Je
proto dobré si uvédomit jednotlivé tirovné genetické informace:

1. Genom je informace zapsand v DNA tvofici chromosomy, je spoletnd viem buiikdm organismu.
2. Transkritpom je ¢ast genomu, ktera je exprimovana v buiice v dané fazi jejtho vyvoje.

3. Proteom je sada vzdjemné interagujicich molekul geneticky kédovanych proteint, kterd dava
bunkam jeji individualni charakter.

Jisté vas nepiekvapi, ze ze vSech modelovych genomu se nejvétsimu zadjmu tési genom c¢lovéka.
Sekvenace lidského genomu zahdjena v poloviné 80. let dvacatého stoleti predstavuje dvacetileté usili
mnoha laboratoti. Mimoiadna popularita lidského genomového projektu vyprovokovala technicky vyvoj
sekvenovacich automatu a potiebnych vypocetnich metod. Roku 2000 byla predstavena predbézna verze,
lidsky genom ,,nanecisto“ (first draft). K této predbézné verzi se dopracovaly nezdvisle dva velké tymy —
sdruzeni akademickych laboratofi International Consortium Human Genome Project a komeréni firma
Celera Genomics. Predbézné vysledky sekvenace ukazaly, Ze lidsky genom obsahuje asi tticet tisic genu,
které ovsem kéduji mnohem vice proteinu. Stovky genu ziskal ¢lovék z bakterii. Zajimavé jsou také
poznatky o samovolnych zménach genetické informace — o mutacich. Geneticka informace se méni
dvakrat rychleji u muza nez u zen. Celkem bylo odhaleno 1,4 milionu jednobodovych polymorfismu
(rozdila genomu v jednom nukleotidu).

15.3 Biologické databaze

Biologické databaze jsou vlastné elektronické kartotéky biologicky zajimavych tidaju. Diky své elektro-
nické formeé jsou mnohem pruznéjsi nez to, co si obvykle pod pojmem , kartotéka“ predstavime (plechové
skifné plné karticek z tvrdého papiru). f]daje v elektronickych databazich muzeme mnohem snadnéji
ttidit, analyzovat, porovnavat s jinymi daty.

Biologickych databazi je mnoho druhii. Databaze muzeme tiidit podle riznych meéritek, napiiklad
podle obsahu. Nés budou nejvice zajimat databdze sekvenci a prostorovych struktur proteinu a nuk-
leovych kyselin.

Jinym méfitkem je zptisob ulozeni dat. Databaze muze obsahovat jednotlivé polozky jako jednoduché
textové soubory (flat files, obrdzek . Data mohou byt ale také usporadéna jako v tabulkach,
mluvime pak o rela¢nich databdzich. Radky takovych tabulek tvoii jednotlivé polozky, zatimco sloupce
odpovidaji zdkladnim charakteristikdm polozek (obrazek [15.2). Ttet{ moznost{ je uklddani dat ve formé
abstraktnich objektu, takovym databazim fikdme objektové orientované. Jednotlivé objekty muzeme
spojovat do vyssich objektu a zachdzet s nimi jako s celky, coz umoznuje velmi efektivni analyzu dat.

Jesté jiny zpusob tiidéni rozlisuje tii druhy datab&zi sekvenci podle zpusobu jejich vzniku. Prvnim
druhem jsou databéze primdrni, které obsahuji vlastni sekvence. Druhym typem jsou databédze sekunddrni,
které obsahuji dalsi idaje odvozené ze sekvenci. Tretim druhem jsou databéaze slozZené, které slucuji
nékolik primarnich databazi.

15.4 Databaze sekvenci proteintu

15.4.1 Primarni databaze sekvenci proteini

Zndmé sekvence proteinti jsou uchovdvany v riznych primarnich databézich. Zkusime si ted udélat

vevs
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Ui ULI 1909 e Lc, vicaicu)

DT 01-OCT-1989 (Rel. 12, Last sequence update)

DT 10-OCT-2003 (Rel. 42, Last annotation update)

DE Major urinary protein 1 precursor (MUP 1).
MUP1.

OS Mus musculus (Mouse).

OC Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
OC Mammalia; Eutheria; Rodentia; Sciurognathi; Muridae; Murinae; Mus.
OX NCBI_TaxID=10090;

1]
RP SEQUENCE FROM N.A.

RC STRAIN=BALB/c; TISSUE=Liver;

RX MEDLINE=87257897; PubMed=3600652;

RA Shahan K., Gilmartin M., Derman E.;

RT "Nucleotide sequences of liver, Iachrymal and submaxillary gland

RT mouse major urinary protein mMRNAs: mosaic structure and construction
RT of panels of gene-specific synthetic oligonucleotide probes.";

RL Mol. Cell. Biol. 7:1938-1946(1987).

[2
RP SEQUENCE FROM N.A.
RC TISSUE=Liver;
RX MEDLINE=88007832; PubMed=2888770;
RA Bennett A.L., Paulson K.E., Miller R.E., Darnell J.E. Jr.;
RT "Acquisition of antigens characteristic of adult pericentral
RT hepatocytes by differentiating fetal hepatoblasts in vitro.";
RL J. Cell Biol. 105:1073-1085(1987).

[3]
RP SEQUENCE FROM N.A.
RC TISSUE=Liver,;
RX MEDLINE= 22388257 PubMed=12477932;
RA Strausberg R.L., Feingold E.A., Grouse L.H., Derge J.G.,
RA Klausner R.D., Cullins F.S., Wagner L., Shenmen C.M., Schuler G.D.,
RA Altschul S.F., Zeeberg B., Buetow K.H., Schaefer C.F., Bhat N.K.,
RA Hopkins R.F., Jordan H., Moore T., Max S.l., Wang J., Hsieh F.,
RA Diatchenko L., Marusina K., Farmer A.A., Rubin G.M., Hong L.,
RA Stapleton M., Soares M.B., Bonaldo M.F., Casavant T.L., Scheetz T.E.,
RA Brownstein M.J., Usdin T.B., Toshiyuki S., Carninci P., Prange C.,
RA RahaS.S., Loquellano N.A., Peters G.J., Abramson R.D., Mullahy S.J.,
RA Bosak S.A., McEwan P.J., McKernan K.J., Malek J.A., Gunaratne P.H.,
RA Richards S., Worley K.C., Hale S., Garcia A.M., Gay L.J., Hulyk S.W.,
RA Villalon D.K., Muzny D.M., Sodergren E.J., Lu X., Gibbs R.A.,
RA Fahey J., Helton E., Ketteman M., Madan A., Rodrigues S., Sanchez A.,
RA  Whiting M., Madan A., Young A.C., Shevchenko Y., Bouffard G.G.,
RA Blakesley R. W., Touchman J. W., Green E. D., Dickson M. (o
RA Rodriguez A.C., Grimwood J., Schmutz J., Myers R.M.,
RA Butterfield Y.S.| N Krzywmskl M.L, Skalska u, Smallus D.E.,
RA Schnerch A., Schein J.E., Jones S.J.M., Marra M.A.
RT "Generation and initial analysls of more than 15, 000 full- length
RT human and mouse cDNA sequences.

6903(2002).

RL Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99:1689!

[4]
RP SEQUENCE OF 20-41 FROM N.A.
RX MEDLINE=82265923; PubMed=7107707,;
RA Krauter K., Leinwand L., D’Eustachio P., Ruddle F.,
RA Darnell J.E. Jr.;
RT “Structural genes of the mouse major urinary protein are on
RT chromosome 4.";
RL J. Cell Biol. 94:414-417(1982).
CC -!- FUNCTION: Binds pheromones, the pheromones are released from
ccC drying urine of males and affect the sexual behavior of females.
CC -!- SUBCELLULAR LOCATION: Secreted.
CC -!- TISSUE SPECIFICITY: Abundant in the urine of adult male rats but
cc absent from that of females.
CC -!- SIMILARITY: Belongs to the lipocalin family.

CC This SWISS-PROT entry is copyright. It is produced through a collaboration
CC between the Swiss Institute of Bioinformatics and the EMBL outstation -
CC the European Bioinformatics Institute. There are no restrictions on its

CC use by non-profit institutions as long as its content is in no way

CC modified and this statement is not removed. Usage by and for commercial
CC entities requires a license agreement (See http://www.isb-sib.ch/announce/
CC orsend an email to license@isb-sib.ch).

DR EMBL; M16355; AAA39767.1; —

DR EMBL; M28649; AAA39764.1; ALT INIT.

DR EMBL; BCOlZZZl AAH12221.1,

DR EMBL; J00607; AAA39760.1;

DR HSSP; P02762; IMUP.

DR MGD; MGI:97233; Mup1.

DR InterPro; IPR002345; Lipocalin.

DR InterPro; IPRO00566; Lipocin_cytFABP.

DR Pfam; PF00061; lipocalin; 1.

DR PRINTS; PR00179; LIPOCALIN.

DR PROSITE; PS00213; LIPOCALIN; 1.

KW  Glycoprotein; Signal; Pheromone-binding; Transport; Lipocalin;

KW  Multigene family.

FT SIGNAL 1 18

FT CHAIN 19 180 MAJOR URINARY PROTEIN 1.

FT DISULFID 82 175 BY SIMILARITY.

FT CONFLICT 44 44 S —>F (IN REF. 2).

FT CONFLICT 127 127 K —>N (IN REF. 2).

SQ SEQUENCE 180 AA; 20648 MW, 5AA429BDA0700347 CRC64;
MKMLLLLCLG LTLVCVHAEE ASSTGRNFNV EKINGEWHTI ILASDKREKI EDNGNFRLFL
EQIHVLENSL VLKFHTVRDE ECSELSMVAD KTEKAGEYSV TYDGFNTFTI PKTDYDNFLM
AHLINEKDGE TFQLMGLYGR EPDLSSDIKE RFAQLCEKHG ILRENIIDLS NANRCLQARE

A

Obréazek 15.1: Piiklad jednoduchého textového souboru.
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Article ID | Journal Volume | Pages | Year
001 Dev. Psychobiol. 19 155-161 | 1986
002 J. Exp. Zool. 265 558-586 | 1993
003 Behav. Genet. 23 51-58 1993
004 Biochem. J. 315 461-466 | 1995

Article ID | Author number | Author name
001 1 Drickamer, L. C.

002 1 Barkley, M.

002 2 DelgadoDeLeon, D.
002 3 Weste, R.

003 1 Williams, J. R.

003 2 Lenington, S.

004 1 Beynon, R. J.

004 2 Oliver, S.

004 3 Robertson, D. H. L.

Obrézek 15.2: Databéze odkazii na odborné ¢lanky jako pifklad relaéni databéze.

o SWISS-PROT je nejpouzivanéjsi databédzi proteinovych sekvenci. Tato databaze vznikla na zenevské
univerzité, pozdéji ji prevzal European Bioinformatics Institute (EBI), nyni o ni pecuje Swiss In-
stitute of Bioinformatics (SIB). SWISS-PROT je zaméfen na vysokou kvalitu polozek. Kazdou
sekvenci provazi podrobné anotace — popis funkce, struktury, domén, posttransla¢nich modifikaci
atd. Tyto popisy jsou psany lidskou rukou, coz zarucuje jejich vysokou kvalitu. SWISS-PROT
obsahuje minimélni pocet opakujicich se (a proto zbyteénych, redundantnich) polozek, umoziiuje
i¢inné prohledavani a je propojen s mnoha dal3imi databdzemi. Piiklad polozky databdze SWISS-
PROT je uveden na obrazku [15.1]

e PIR (Protein International Resource) je americkd databdze zaloZend na myslence co nejrych-
lejstho zvetfejnovani novych sekvenci. Tato databaze obsahuje nejvétsi pocet polozek s pomérné
nizkou trovni anotaci. Evropskym centrem, které shromazduje sekvence ve spolupraci s PIR je
Martinsried Institute for Protein Sequences (MIPS).

e TrEMBL je doplnék databaze SWISS-PROT. Obsahuje vSechny sekvence z databéze EMBIEL
které kéduji néjaky protein. Anotace jsou tvofeny automaticky poc¢itacem, coz umozinuje velmi
rychly, ale méné kvalitni popis sekvence. Zkontrolované polozky jsou potom ru¢né anotovany a
presouvany do databize SWISS-PROT.

e NRL-3D je databdze sekvenci{ vSech proteinu, jejichz prostorovéd struktura (konformace) byla
urc¢ena a ulozena v databédzi PDB (sekce [15.6]).

Rikali jsme si, Ze bioinformatika se narodila z potfeby vyznat se v zaplavé sekvenci, které v polovoné 80.
let dvacatého stoleti zacaly chrlit molekuldrné-genetické laboratore. Tuto potiebu by nejlépe uspokojila
jedind centralni uplna a dokonald databdze. Vidime ale, ze skute¢nost je jind. Existuje celd fada databazi,
zde jsme se zminili jen o téch nejdilezitéjsich. Asi vas ted napadd otdzka, kterou databdzi pouzivat,
kterd je nejlepsi? Odpovéd neni jednoducha. Kazd4 z databdzi m4 své piednosti a slabiny. Je proto
dobré vyhody a nevyhody jednotlivych databazi zndt a pouzivat vzdy tu, kterd se nejlépe hodi v nasi
konkrétni situaci. Nebo jesté 1épe nahlédnout do vice databéazi a informace z nich kombinovat. Chceme-
li ziskat co nejpodrobnéjsi a nejkvalitnéjsi informaci, zvolime SWISS-PROT. Pokud potiebujeme mit
jistotu, ze ndm zadna sekvence neunikla, podivame se soucasné do PIR. NRL-3D je zase uzite¢na tim,
ze obsahuje sekvence vSech proteinu, pro které zndme prostorovou strukturu.

1Databéze sekvenci DNA, kterd bude zminéna v sekci
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15.4.2 Slozené databaze sekvenci proteint

Nepohodli vyplyvajici z toho, ze existuje vice databazi proteinovych sekvenci, se pokousi odstranit
slozené databdze, které kombinuji udaje z primarnich databazi a snazi se, aby se v nich kazda sekvence
ocitla jen jednou. Mozna vas prekvapi, ze i slozenych databazi je nékolik. Vsechny se snazi sjednotit idaje
z nékolika primarnich databazi, kazd4 z nich ale pfistupuje k tomuto 1ikolu jinak. Slozené databaze se lis
tim, zda kladou vétsi duraz na kvalitu nebo aktudlnost a také tim, kterou primédrni databazi pouzivaji
jako zékladni zdroj informaci.

NRDB je databaze poskytujici nejaktualngjsi prehled sekvenci. OWL, zaméteny predevsim na SWISS-
PROT, je pomalejsi, ale 1épe anotovany. MIPSX je naopak zalozen pfedevSsim na PIR. Za sloZzenou
databazi muzeme povazovat i kombinaci SWISS-PRO T+ TrEMBL, ktera spojuje piednosti obou svych
soucdsti.

15.4.3 Sekundarni databaze sekvenci proteini

Zatim jsme hovotili pouze o databazich, které obsahuji jednotlivé sekvence proteinu s prislusnym popi-
sem. Podivejme se nyni na databaze sekunddrni, které obsahuji jiz viysledky analijz sekvenci. Nejdiive si
ale musime vysvétlit, co takovym vysledkem analyzy sekvence vlastné je.

Kazda sekvence ulozena v primarni databéazi je konkrétni idaj, jeden kaminek v mozaice. Kdyz se
nam podaii takovych kaminka odkryt vice, za¢indme vidét obraz, ktery mozaika znazornuje. Nékolika
sekvencim je spolec¢ny urcity obecny rys, néjaké pravidlo, podle kterého je dany druh molekuly postaven.
Naptiklad ,,prvni aminokyselina musi byt methionin, druha a tieti glycin, ¢tvrta néjaka aromaticka, pata
cystein, Sestd a sedmé mohou byt libovolné, osméa musi byt kyselina glutamova nebo asparagova, devata
alifatickd hydrofobni, atd.“ Tvorba sekundérni databaze je tedy proces abstrakce. Zatimco v primérnich
databézich jsou ulozeny konkrétni sekvence, sekundarni databaze obsahuji abstraktni principy.

Nejjednodussim piikladem abstrakce je sekvenéni motiv. Sekvence proteini obsahuje obvykle tiseky,
které jsou velmi podobné ¢astem sekvenci jinych proteinu a useky, které se naopak ostatnim sekvencim
podobaji malo. Useky sekvenci, které se s drobnymi obménami objevuji v ruznych proteinech, se nazyvaji
motivy. Podle zachdzeni s motivy muzeme sekundarni databdze délit na nasledujici tii skupiny:

1. Databdaze obsahujici jednotlivé motivy. Piikladem miuze byt nejstarsi sekundarni databaze PRO-
SITE, kterd vyuziva predevsim primarni databazi SWISS-PROT a je udrzovana stejnou instituci
(SIB). Motivy jsou v ni ulozeny ve formé reguldrnich vy’mzﬁﬂ Zaznamy v databazi PROSITE
jsou ulozeny ve dvou oddélenych souborech, prvni obsahuje vlastni data a druhy podrobnou do-
kumentaci. Data jsou ziskdvdna automatickym vicendsobnym pfilozenim sekvenci (viz sekci
a ruénim vybérem useku, které jsou konzervované (nachazeji se s malymi obménami v raznych
proteinech). Dokumentace je zpracovédna ruéné. Cilem databdze PROSITE je umoznit identifikaci
skupin piibuznych proteint (proteinovgch rodin).

2. Databédze obsahujici soubor vSech motivu v sekvenci (takzvany fingerprint, cesky otisk prstu sek-
vence). Fingerprinty mohou byt definoviny na zdkladé frekvencnich matic (tabulek udédvajicich,
jak ¢asto se kterd aminokyselina nachazi na daném misté; prikladem je databdze PRINTS) nebo
vdZengch matic (tabulek udavajicich nejen kolikrdt je na daném misté napiiklad glycin a ne alanin,
ale zahrnujici také pravdépodobnost, ze dojde k ndhodné zaméné glycinu za alaninu; piikladem
je databdze BLOCKS).

2Z4pis konkrétni sekvence je nepfetrzitd fada znaki, kazdym znakem je jedno z dvaceti pismen symbolizujici uréitou
aminokyselinu. Zapis motivu je obecnéjsi. Jednotlivym znakem muZze byt opét jedno pismeno (to znamend, Ze na daném
misté je vzdy ur€itd aminokyselina), nebo volba z vice pismen (to znamend, ze na daném misté je vzdy jedna z uvedenych
aminokyselin), nebo specidlni znak, zvany divoka karta ¢i zolik, za ktery muzeme dosadit jakoukoli aminokyselinu. Motiv,
ktery jsme si jako piiklad popsali slovné, muzeme zapsat pomoci nasledujiciho reguldrniho vyrazu:

M-G-G- [FYW] -C-x2-[DE]-[IVL].
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3. Databéze obsahujici nejen motivy, ale vysledky analyz celych sekvenci. Pouzitou abstrakei v téchto
databdzich jsou profily (tabulky uddvajici, jak ¢asto se na daném misté nachdzi ur¢itd amino-
kyselina nebo jak ¢asto na tomto misté dochazi k inzerci nebo delecﬂ piikladem je databéze
PROFILES) nebo skryté Markovovy modely (matematické statistické algoritmy, které popisuji
vystavbu sekvence jako sled inzerci, deleci, nebo shod v aminokyseliné na kazdém misté sekvence;
piikladem je databédze Pfam).

4. Databdze INTERPRO, ktera se snazi sloucit vSechny vySe zminéné databéze.

Kazda sekundarni databidze ma své vyhody a nevyhody. Je na nés, abychom se rozhodli, ktery
pristup je nejlepsi pro feseni problému, kterym se zabyvame. Také si musime uvédomit, ze sekundarni
databdze obsahuji i chyby vyplyvajici z analyzy sekvenci. Kazdy postup vyhleddvani spoleé¢nych rysu
nese riziko, ze vidime piibuznost tam, kde ve skutecnosti neni, nebo naopak piibuznost prehlédneme.
Ruzné databdze analyzuji stejné sekvence rizné a mohou v nich tedy vidét ruzné (skutecné i jen zdanlivé)
abstraktni principy. K udajum, které ze sekundarnich datab&zi ziskdme, je proto nutno pristupovat
kriticky. Je vhodné analyzovat sekvenci s vyuzitim ruznych metod a hledat, v ¢em se vysledky shoduji
(consensus). Zvysime tak pravdépodobnost spravného zévéru analyzy.

15.5 Databaze sekvenci DNA

V sekci jsme si popsali databédze, které uchovéavaji sekvence proteint. V databdzich jsou proteinové
sekvence ulozeny jako poradi aminokyselin pomoci nadm dobfe zndmé abecedy, ktera se skldda z dva-
ceti pismen. Ve skuteénosti je ovSem vétsina sekvenci proteini urc¢ena na zakladé sekvenace DNA a z
abecedy DNA do abecedy proteinu pielozena pomoci genetické kédovaci tabulky (takzvand koncepénd
translace). Zndmych sekvenci isekt DNA je ale vice nez téch, které tvoii geny uréitého proteinu. Behem
desetileti byla v laboratofich pfectena spousta tseku DNA, které nekéduji zddny protein, nebo kratkych
useku, ze kterych nemuzeme urcit tiplnou sekvenci proteinu. Aby byl vnesen jakysi fdd i do téchto dat,
bylo zalozeno nékolik datab&zi, které ukladaji sekvence tseku DNA. Nejdulezitéjsi jsou nésledujici tii
databaze:

e EMBL (European Molecular Biology Laboratory). Sekvence jsou do této databize vkladdny bud
piimo témi, ktefi sekvenaci provadéji, nebo jsou pievzaty z vysledku genomovych projektu, z
odborné literatury, nebo z patentu. Pocet polozek v databazi se kazdy rok piiblizné zdvojnésobi.
Pro vyhleddvéni sekvenci v EMBL slouzi vyhleddva¢ SRS (viz sekei .

e GenBank je obdobnd americkd databdze vyvinutd v National Center for Biotechnology Infor-
mation (NCBI) pii National Institute of Health (NIH) v Bethesdé. Data jsou v ni rozdélena do
17 divizi a k jejich vyhleddvén{ slouzi systém Entrez (viz sekci [15.7)).

e DNA Data Bank of Japan (DDBJ) je tieti dulezitou databézi, vyvinutou japonskym Narodnim
ustavem genetiky. K vyhleddvani v nf slouzi systém DBGet (viz sekci [15.7)).

Vsechny tii uvedené databaze tzce spolupracuji, kazdy den si vyménuji nové polozky. Obsahem by
se proto nemeély lisit, takze rozhodnuti, kterou databazi vyuzit, vyplyva hlavné z toho, ktery vyhledavaci
systém nam vice vyhovuje.

Vedle zminéné trojice databéazi, kterda uchovava vsechny DNA sekvence s anotaci, existuji i databaze
specializované. Jako piiklad muzeme uvést databazi GSDB, kterd uchovava sekvence uréené v rdmci
genoTHé())vych projektu, nebo databazi dbEST, kterd obsahuje takzvané exprimované sekvencéni znacky
(ESTIY).

3Delece je vypusténi aminokyseliny ze sekvence, inzerce je zafazeni dalsi aminokyseliny.
4EST (Expressed Sequence Tag) je kratky nahodné zvoleny tisek sequence cDNA (viz sekci [8.2.3)), pomoci kterého
muzeme sledovat, jestli dochdzi k expresi daného genu v urcité tkéni.
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15.6 Databaze proteinovych struktur

Presna prostorova struktura byla urcena jen pro malou ¢ast proteinu, jejichz sekvenci zname. I tak
se znamé struktury pocitaji na tisice. Nepiekvapi proto, ze byly vytvoreny databéze, ve kterych jsou
struktury proteinu (a nejen proteinu) ulozeny.

Nejdulezitéjsi databdzi struktur je PDB (Protein Data Bank), kterd byla vyvinuta v Brookha-
ven National Laboratory a je udrzovana v ramci Research Collaboratory for Structural Bioinformatics
(RCSB). PDB uchovévé struktury vech proteint (ale i jinych biomakromolekul), které byly uréeny rent-
genovou difrakci, nuklearni magnetickou rezonanci, kryoskopii, nebo vypoctem. Struktury jsou ulozeny
v textovych souborech, které obsahuji informace o proteinu a soufadnice jeho atomu. Kazda struk-
tura je oznacena jedineénym identifikaénim kédem, slozenym ze étyf znaku (éislic a pismen), napiiklad
,, ] DUF“. Struktury je mozné hledat také podle klicovych slov. Soufadnice atomu muzete ulozit ve svém
pocitaci, nebo si muzete trojrozmérny model molekuly prohlédnout na internetovych strankiach PDB.

Kromé PDB existuji i databaze obsahujici analyzy struktur, podobné jako sekundérni databaze ob-
sahuji analyzy sekvenci. Databdze PDBSum obsahuje shrnuti informaci z PDB a prehledem analyzy
struktury. Dalsi databdze analyzujici struktury slouzi klasifikaci proteinu. Nejstar§imi takovymi da-
tabdzemi jsou SCOP a CATH.

Databédze SCOP (Structural Classification of Proteins) byla vyvinuta v MRC Laboratory of Molecu-
lar Biology ve Velké Britdnii. Struktury jsou porovnavany kombinaci automatickych a ru¢nich metod a
tfidény na tfech urovnich. Nejvyse stoji v hierarchii fold. Do stejného foldu patii proteiny se stejnymi
elementy sekundérni struktury, ale bez zndmky piibuznosti. Dals{ trovni je superrodina (superfamily),
sdruzujic{ proteiny s podobnou strukturou i funkef (coz svédél pro jejich spolecny puvod), ale s velmi
rozdilnymi sekvencemi. Kone¢né do stejné rodiny (family) pati{ proteiny, které se podobaji strukturou
i sekvenci (vice nez 30 % aminokyselin shodnych).

Odlisnou strukturni hierarchii, obsazenou piimo v ndzvu, pouziva databéze CATH ( Class-Architecture-
Topology-Homology), vyvinutd na University College London. Nejvyse v hierarchii stoji trida (class).
Kazdy protein je zafazen do jedné ze Ctyf tiid: a-proteiny, S-proteiny, a-S-proteiny (obsahuji pro-
teiny a/f 1 a+p3) a proteiny s nizkym obsahem sekunddrni struktury. Dalsi drovni je architektura
(architecture), kterd popisuje vzajemné prostorové uspoifaddani prvka sekunddrni struktury, aniz by se
zabyvala tim, jak jsou tyto prvky propojeny. Na tieti tirovni, topology, jsou pak proteiny déle tiidény
podle topologie spojeni prvki sekundarn{ struktury. Ctvrtou trovni je homology. Do skupiny se stejnou
homologii pati{ proteiny, které maji vice nez 35 % sekvence shodné (predpoklad4 se, ze maji spole¢ného
predchudce). Na rozdil od databdze SCOP je CATH tvofena automaticky.

Vzhledem k nejednoté tfidéni proteint nés asi nepiekvapi, ze ruzné databaze poskytuji ruzné
vysledky klasifikace. Ani terminologie zde neni ustdlend. D4 se Fici, ze nézvoslovi klasifikace proteinu
mé Casto puvod pravé v programech, které se o automatické tiidéni proteinu pokouseji.

15.7 Vyhledavaci systémy

Primarni{ sekvenéni databaze neslouzi jen jako skladisté znamych sekvenci. Badatel, ktery uréi néjakou
novou sekvenci, potfebuje, aby ji mohl porovnat s obsahem databazi. Potfebuje zjistit, jestli jeho sek-
vence neni jiz v databazich obsazena, nebo kterym sekvencim se nejvice podobda. Jinymi slovy, potiebuje
databdze rychle a u¢inné prohledavat. Proto jsou databdze vybaveny vyhleddavacimi systémy. Zminime
se o dvou nejbéznéjsich.

Systém SRS (Sequence Retrieval System) je udrzovan EBI (podobné jako databdze EMBL). Jde
o sifovy prohleddvaé¢ zvolenych molekuldrné-biologickych databazi, které hypertextové propojuje. SRS
umoziiuje vzajemné indezovdni (propojeni pomoci odkazll) databdzi obsahujicich textové soubory, af
uz jde o sekvence, struktury, nebo citace literatury.
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Systém Entrez je americkou obdobou SRS, udrzovanou NCBI (stejné jako databdze GenBank). En-
trez je ponékud méné pruzny, ale uzite¢ny vyhodnou koncepci ,,sousedstvi“. Tato koncepce umoznuje
propojit takové polozky riuznych databazi, které spolu tematicky souvisi, ale neobsahuji vzajemné od-
kazy. Podobné jako SRS, Entrez umoznuje hypertextové propojeni sekvenci, struktur, genomu a citaci
literatury (databdze MEDLINE).

Prohleddvani databézi ¢asto pouzivame k tomu, abychom nalezli ¢leny proteinovych rodin v ruznych
biologickych druzich. Databdze muzeme prohleddvat podle textovych udaju, ale tento piistup Casto
selhdva kvuli chybéjicim nebo nedplnym anotacim sekvenci. Proto je spolehlivéjsi porovnavat piimo
sekvence a snazit se odhalit evoluén{ piibuznosti (homologie) na zékladé podobnosti sekvenci. Na tento
tkol se zamétrime v naSem dal$im povidéani.

15.8 Parové prilozeni (pairwise alignment) sekvenci

Chceme-li porovnat dvé sekvence, hleddme zptisob, jak je pfilozit vedle sebe tak, aby proti sobé bylo
co nejvice stejnych aminokyselin (obrézek. Takovy zpusob se nazyva anglicky pairwise alignment,
coz muzeme do Cestiny prelozit jako pdrové priloZeni. Nas kol je komplikovéan tim, Ze u jedné sekvence
mohlo dojit k vyfazeni (deleci) nékteré aminokyseliny, nebo naopak k zatazeni (inzerci) aminokyseliny
nové. Proto lze lepsiho prilozeni dosdhnout tehdy, kdyz mame moznost do sekvence vkladat i mezery
(anglicky gap). Tohoto prosttedku musi byt ale uzivdno s mirou. Neomezenym vkldddnim mezer muzeme
samoziejmé dosahnout toho, ze i Uplné odlisné sekvence ptilozime tak, aby proti sobé vzdycky lezely
stejné aminokyseliny. Jiz z tohoto jednoduchého piikladu je zfejmé, ze parové pfilozeni je pomérné
slozity tkol. Resfme jej pomoci matematickych modeli, jejichz vlastnosti ménime nastavenim ruznych
parametru.

ulimit —t 30; /usr/molbio/bin/lalign —f —14 —g -4 -K 3 ./wwwtmp/.7897.1.seq ./wwwtmp/.7897.2.seq
> /wwwtmp/.7897.out LALIGN finds the best local alignments between two sequences

version 2.1u09 December 2006

Please cite: X. Huang and W. Miller (1991) Adv. Appl. Math. 12:373-381

alignments < E( 0.05):score: 42 (3 max)

Comparison of:

(A) .;wwwtmp/.7897.1.seq unknown 121 bp -121 aa
(B) .;wwwtmp/.7897.2.seq unknown 121 bp -121 aa
using matrix file: BL50 (15/-5), gap—open/ext: —14/-4 E(limit) 0.05

61.2% identity in 121 aa overlap (1-121:1-121); score: 579 E(10000): 4.3e-52

10 50

90 100 110 120
QTWKWANGKEFNSWFNVTGSKKCVSLNHTDVASVDCEANLHWICSKPS

unknow EEHWVGLKKEPGHPWKWSNGKEFNNWFNVTGSEKCVFLKNTEVSSMECEKNLYWICNKPY
80 90 100 110

unknow R

unknow K

44.4% identity in 18 aa overlap (9-24:84-101); score: 48 E(10000): 1.4e+02

10 20
unknow NEWFSYNG--KCYFFSTT

unknow NNWFNVTGSEKCVFLKNT
90 100

Obrézek 15.3: Piiklad pdrového prilozeni (vystup programu LALIGN).
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Nalézt parové prilozeni celé dlouhé sekvence (globdlni priloZend) je vypocetné velmi ndroc¢né. Al-
goritmy parového prilozeni se proto ¢asto opiraji o hledani podobnosti v ramci kratkych useku sek-
vence (lokdlnd priloZent). Tak pracuji nejbéznéjsi algoritmy FastA a BLAST. Vylepsena verze algoritmu
BLAST, kterd umoznuje vlozeni mezer, je dnes nejpouzivanéjsi metodou prohledavani databézi. Algo-
ritmus nejprve vyhledavé ptilozeni kratkych tiseku sekvence bez mezer, pak se snazi rozsitit ptilozent
tak, aby proti sobé lezelo co nejvic shodnych aminokyselin. Pro méfeni shody se pocita urcité skdre,
takze hleddme pary s vysokym skére (high-scoring pairs). Nakonec se pfilozeni vylepsi vloZzenim me-
zer. Abychom mohli odhadnout, nakolik pfilozeni odhaluje skuteénou piibuznost sekvenci, vysledky
algoritmu obsahuji i idaj o pravdépodobnosti, ze piilozeni je dilem ndhody (hodnota p v algoritmu
BLAST), nebo o¢ekdvany pocet tseku dané délky, které jsou ndhodou shodné v prohleddvané databézi
(hodnota E). Mdme-li pfilozeni véfit, musi byt hodnoty p i E' co nejmensi.

15.9 Vicenasobné prilozeni (multiple alignment)

Casto chceme védét nejen to, jak se sobé navzajem podobaji dvé sekvence. Chceme zkoumat vzéjemnou
podobnost v ramci celé skupiny sekvenci, ktera napriklad patii do stejné proteinové rodiny. Snazime se
proto prilozit k sobé vice sekvenci tak, abychom vytvorili tabulku, ve které bude na kazdém fadku jedna
sekvence a ve sloupcich pod sebou budou co nejpodobnéjsi aminokyseliny. Tato metoda, zvana multiple
alignment (vicendsobné priloZent), je nepostradatelna pfi analyze genovych rodin a tvorbé sekundarnich
databdzi.

Nejlepsi zpusob prilozeni je poskladat sekvence tak, aby kazdy sloupecek tabulky tvorily aminoky-
seliny, které jsou na stejném misté ve struktufe proteinu. Protoze prostorovou strukturu zname jen pro
omezeny pocet proteini, musime ¢asto skladat tabulky vicendsobného prilozeni jen na zdkladé sekvenci,
podle podobnosti aminokyselin. Naptiklad kyselina asparagova by se méla nejlépe ocitnout ve sloupecku
tvofeném kyselinou asparagovou. Pokud to nejde, tak by méla byt ve sloupecku tvoreném zejména kyse-
linou glutamovou (té se nejvic podobd ndbojem) nebo asparaginem (tomu se podobé velikost{ a tvarem
postrannfho Fetézce). Jiz méné je kyselina asparagovd podobnd kratkym poldrnim aminokyselindm a
velmi se 1is{ od aminokyselin s dlouhymi nepolarnimi postrannimi retézci.

Je mozné hledat najednou nejlepsi prilozeni celé skupiny sekvenci. Takovym zpusobem pracuji si-
multdnnd metody, které jsou vsak vypocetné narocné. Castéjsi je postupné budovani tabulky pfilozeni
pomoci progresivnich (postupngch) metod. Oblibenym programem zalozenym na postupném piistupu
je CLUSTAL. Tento program k sobé postupné ptiklada dvojice sekvenci, tfidi je podle vzdjemné po-
dobnosti a vytvaii strom piibuznosti, jaky zndte ze §lechtickych rodokment. Nejpodobnéjsi sekvence
odpovidaji sousednim vétvim stromu, zatimco maélo podobné sekvence predstavuji vzdalené vétve.
Rozsifenou verzi tohoto programu je CLUSTAL W, ktery se na zakladé mezer jiz vlozenych do sekvenci
snazi vkladat mezery dalsi a tak hledat zpusoby pfiloZeni velmi mélo podobnych sekvenci (obrézek.

Jinym uziteénym programem je PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST), ktery kombinuje
metody parového a vicendsobného prilozeni. V prvni fazi hledd nejlepsi parové pritazeni. V ramci
nejlepsich vysledku tohoto kroku provede vicendsobné piiloZzeni a vytvoii profil, o kterém jsme mlu-
vili pri diskusi sekundédrnich databdzi v sekei [15.4.3] Na zdkladé profilu znovu prohledéva databdze a
snazi se najit vzdalené piibuzné sekvence, které v minulém kroku ptehlédl. Takovymto opakovanym
prohledavanim umi PSI-BLAST odhalit i velmi slabou podobnost. PSI-BLAST je proto jednou z nej-
citlivéjsich metod detekce vzdédlenych ptibuznych. Tato vyhoda ale muze byt i nevyhodou. Do profilu se
ndm mohou vloudit sekvence tvofené kratickymi stéle se opakujicimi tseky (takzvané oblasti s nizkou
komplexitou). Piikladem muze byt kolagen, v némz se pravidelné opakuje trojice aminokyselin Gly-
Pro-Pro. V takovém piipadé prohledavani selze a snazi se ndm vnutit zdanlivou podobnost se zcela
odlisnymi proteiny.
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CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment
1cl|39479
0114643484 MSSE
gi[4502681 MSSE
0i|109095584 MSSD
0i|297691098 MMIR
0i[281307080
0i|296211377 MSSE
0i|10835551
0i|291392855 MDSE
gi[73997679 MAEEAARGQIMDLLNYQKVSGFYDIDASDSGKIQLVSSFYMYSCEKAHFRQQGKPAAYHN
1cl|39479
0i[114643484 NC--—-FVAENSSLHPESGQENDATSPHFSTRHEGSFQVPVLCAVMNVVFITILIALIA
0i[4502681 NC----FVAENSSLHPESGQENDATSPHFSTRHEGSFQVPVLCAVMNVVFITILIIALIA
0i|109095584 HC-——-YVTENSSLHPESGQENDATSPRFSTHREGSFQVPVLCAVMNVVFITILIIALIA
0i[297691098 HNGRSDMVLRTFFLYTLFRILLFSFYPLLYHHLAQHSILRLVLHAVGIWFLLLLKQSIFL
0i|281307080
giI296211377 NC-——-FITENSSLHPKSKQESDANSPHFSTQREGFFQVPVLCAVVNVVFITILIITLIA
0i|10835551
giI29l392855 DCS-——-ITENSSLHLESDQKDVAASYRFAASHEGSLQVPVPCAVMYVVFTTILVIALIA
0i|73997679 NTFRLEFIINFLS——————- SDQAASPHFATQHEGSLQVPIPCAVVNVVLITVLIALIA
Icl|39479 —————————— MENLESFDHHAASCKNEWFSYNGKCYFFSTTTKTWALAQKSCSEDDATL
0114643484 LSVGQYNCPGQYTFSMPSDSHVSSCSEDWVGYQRKCYFISTVKRSWTSAQNACSEHGATL
0i|4502681 LSVGQYNCPGQYTFSMPSDSHVSSCSEDWVGYQRKCYFISTVKRSWTSAQNACSEHGATL
0i|109095584 LSVGQYNCPGQYTFSMPSDSHVSSCSDDWVSYQRKCYFISTVKRSWTSAQSACSEHGATL
0i|297691098 FTVGQYNCPGQYTFSMPSDSHVSSCSEDWVGYQRKCYFISTVKRSWTSAQNACSEHGATL
0i[281307080 @ ————————— GQYTFSMPSDSHVSSCSEDWVGYQRKCYFISTVKRSWTSAQNACSEHGATL
0i[296211377 LSVGKYNCPGQYTFSVPSDSDVSSCLDDWVGYQRKCYFISTVKKSWTSAQNACSEHGATL
0i|10835551 VSSCSEDWVGYQRKCYFISTVKRSWTSAQNACSEHGATL
0i|291392855 LSVGRYNCPSQCEFSAPAESHVSSCSDDWIGYQRKCYYISTTTYNWTLAQNFCSKLGATL
0i|73997679 LSVGQYNCPDPDISLVPSNSRVSSCSDDWIGYQRKCYFISTETKNWTLAQKFCYKQGATL
Kk kK KKK KKK K K Rk

1c1|39479 AVIDSEKDMAFLKRYAGGLKHWIGLRNEASQTWKWANGKEFNSWFNVTGSKKCVSLNHTD
0i|114643484 AVIDSEKDMNFLKRYAGREEHWVGLKKEPGHPWKWSNGKEFNNWFNVTGSEKCVFLKNTE
0i|4502681 AVIDSEKDMNFLKRYAGREEHWVGLKKEPGHPWKWSNGKEFNNWFNVTGSDKCVFLKNTE
0i|109095584 AVIDSVKDMNFLKRYAGGDEHWVGLKKEPGHPWKWSNGKEFNNWFNLTGSEKCAFLKNTE
0i[297691098 AVIDSEKDMNFLKRYTGREEHWVGLKKEPGHPWKWSNGKEFNNWFNVTGSEKCVFLKNTE
0i|281307080 AVIDSEKDMNFLKRYAGREEHWVGLKKEPGHPWKWSNGKEFNNWFNVTGSDKCVFLKNTE
0i[296211377 VVIDSEKDMNFLKRYAGRGEHWVGLKKEPGQTWKWSDGKEFNNWFNFTGSEKCVFLNNTE
0i|10835551 AVIDSEKDMNFLKRYAGREEHWVGLKKEPGHPWKWSNGKEFNNWFNVTGSDKCVFLKNTE
0i[291392855 AVIDPAKDMSFLQRYAGGAGHWIGLRNEAGQTWKWSNGKDLSNRFNITESESCAYLNSTG
0i|73997679 AFIDSEKDMIFLKRYVGRVKHWIALKNEDGQTWKWSNGREFSNWLNLTGFENCTFMNSTE

Kk kkk kk kk ok kk Kk K *kk K * * * *
1cl|39479 VASVDCEANLHWICSKPSR-
0i114643484 VSSMECEKNLYWICNKPYK~
0i|4502681 VSSMECEKNLYWICNKPYK-
0i|109095584 VSSMECEKNLYWICNKPYKS
0i[297691098 VSSMECEKNLYWICNKPYK-
0i|281307080 VSSMECEKNLYWICNKPYK-
0296211377 VSSMECEKNLHWICNKPYK~-
0i|10835551 VSSMECEKNLYWICNKPYK-
0i[291392855 IGSTGCDKSLHWICSKPSK-
0i|73997679 VSSTACENNLHWICSKSSK-

* ok Kk kkk ok

Obrazek 15.4: Priklad vicendsobného prilozeni (vystup programu CLUSTAL W).
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15.10 Predpovidani struktury ze sekvence

KdyZ jsme si popisovali architekturu proteint v kapitole [2| zduraznovali jsme, Ze pldn struktury je
obsazen jiz v genu, v jeho sekvenci. Celou kapitolu [10| jsme vénovali otdzce, jestli umime plan struk-
tury bez experimentalnich idaji spoéitat. Odpovéd byla spiSe rozpacitd. Chapeme sice zakladni fy-
zikalni principy, které urcuji, jakd konformace je nejvyhodnéjsi. Neumime ale piislusné rovnice presné
fesit. Vypocetni metody, které se pokouseji co nejvérnéji popsat ptrirodni zédkony, jsou ptilis vypocetné
narocné, nez aby mohly byt pouzity pro biomakromolekuly slozené z tisicu atomt. Metody moleku-
lové mechaniky, vyuzivajici misto zdkonu kvantové mechaniky zjednodusSujici popis, jsou zna¢né ne-
spolehlivé, maji-li najit nejvhodnéjsi konformaci pouze na zakladé sekvence. V této ¢asti si polozime
otdzku, jestli nam v predpoviddni struktury nemuze pomoci bioinformatika. Jestli neni mozné peclivou
analyzou ohromného mnozstvi idaju v databdzich odhalit néjakou jednoduchou souvislost mezi sekvenci
a strukturou. Nemusime rozumét fyzikalnim piicinam, stacilo by jen zjistit, ze jisté poradi aminokyselin
vzdycky znamend uréitou strukturu.

15.10.1 Predpovéd sekundarni struktury

Pokusme se nejprve piredpovédét sekundarn{ strukturu na zdkladé sekvence (primérni struktury). To, co
o sekundarnich strukturach vime z ¢ésti zchladi nds optimismus hned na zacatku. Jiz podle definice
jsou sekundérni struktury pravidelnd prostorova usporadani, kterd by neméla zaviset na postrannich
Fetézcich aminokyselin (a tedy ani na sekvenci). Ve skutecnosti tato nezdvislost neni dplnd. Statis-
tickd analyza ukazuje, ze urcité sekundarni struktury jsou pro uréité aminokyseliny o néco vyhodnéjsi
a pro jiné aminokyseliny naopak méné vyhodné. Byly vyvinuty algoritmy, které predpovidaji, s jakou
pravdépodobnosti bude aminokyselina v ur¢itém misté sekvence soucasti a-Sroubovice, S-listu, pravi-
delého ohybu, nebo nepravidelné smycky. Tyto algoritmy mohou byt zalozeny na statistickém vyhodno-
ceni, analyze tvaru postrannich Fetézci, nebo na analyze piibuznosti (homologie). Viechny metody ale
vychézeji z pravidel, ktera byla formulovana na zakladé sekvenci téch proteinu, jejichz prostorové struk-
tura byla uréena experimentalné. Moderni metody jsou zalozeny na vicenasobném piilozeni takovych
sekvenci a na hleddn{ shody (konsensu) nékolika ruznych algoritma. Uspésnost metod piedpovidani
sekunddrnich struktur je dnes lepsi nez 70 %. Pfiklad predpovédi sekunddrni struktury je ukézén na
obrazku

15.11 Piedpoveéd foldu

Posunme se nyni v hierarchii struktur vyse a zkusme ze sekvence predpovédét, jaky bude zakladni
fold proteinu. K tomuto ucelu byla vyvinuta metoda navlékdni (threading). Nejprve si vytvorime da-
tabazi jednotlivych foldi. V této databazi jsou foldy ulozeny jako takzvané trojrozmérné profily. To
znamend, ze okoli kazdé aminokyseliny v trojrozmérné struktuie popiSeme néjakou proménnou. Touto
proménnou muze byt plocha postranniho fetézce skrytd ostatnimi fetézci, polarita postrannich retézc,
typ sekundarni struktury a podobné. Pak vezmeme zkoumanou sekvenci a snazime se na nasi sek-
venci ,,navlékat“ jako na vldkno (thread) jednotlivé profily. Vysledkem piedpovédi je fold, ktery sek-
venci nejlépe padne, jako stfevicek Popelce. Shodu sekvence s trojrozmérnym profilem méiime pomoci
zvlastniho parametru (Z-skdre), nebo pomoci energie. Tento postup musime pouzivat jen pro analyzu
jednotlivych domén.

15.11.1 Homologni modelovani

Piibuznost sekvenci (homologii) muzeme vyuzit k predpovédi piesné prostorové struktury proteinu,
pokud byla pro piibuznou sekvenci urcéena struktura experimentalné. Postup si muzeme rozdélit do
CtyT kroku:
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St | LT UL FEEEEEERS [ EEE T FEEEEL ELT LT G
Pred: S {

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCEEEEEECCCCCHHHHHH
AA: MENLESFDHHAASCKNEWEFSYNGKCYFESTTTKTWALAQK

10 20 30 40

cont: JINNNNERNR=aaANRNRRRENRzui R nRRn RN RO
Pred: :_ —£) e
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Pred: _
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cont : JnlNn=mENE

Pred: -

Pred: EEEECCCC
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Legend:

D

helix Conf: ]::III[ = confidence of prediction
- +

strand Pred: predicted secondary structure

= coil AA: target sequence

Obrazek 15.5: Piiklad predpovédi sekundarni struktury (vystup programu PSIPRED).



15.11. PREDPOVED FOLDU 209

3.
4.

. Provedeme priilozeni nasi sekvence se sekvencemi homolognich proteint, pro néz je znama prosto-

rova struktura. Takové proteiny budou pro nase modelovani slouzit jako vychozi formy (templdty).

. Ze struktury templatu vezmeme polohy uhlikt peptidové pétefe a postrannich retézcu. Pravidelné

strukturni motivy pouzijeme jako zdklad modelu nasi molekuly.
Snazime se namodelovat méné pravidelné ¢ésti struktury — ohyby a smycky.

Navrzeny model dale upfesnujeme a ovéfujeme jeho spravnost.

Timto postupem, nazyvanym homologni modelovdni, muzeme velmi rychle urcit strukturu proteinu,
aniz bychom museli provadét slozity experiment. Nezbytnou podminkou samoziejmé je, ze jiz zname
strukturu pfibuzného proteinu. S tim, jak roste pocet uréenych struktur, bude tato podminka splnéna
Cast&ji a astéji. Jinou aplikaci homologniho modelovani je predpovéd struktur proteint, které ziskdme
malymi zménami sekvence. Muzeme mluvit o ,,mutacich v poc¢itaci“.

Na zavér povidani o bioinformatice a vyuziti databédze jsme se opét dostali k jadru naseho zdjmu —
k prostorové struktutie biomakromolekul. Vidime, ze analyza idaju o jiz znAmych biomakromolekuldch
ndm muze fici mnoho o struktufe biomakromolekuly dosud nezndmé. Z tohoto pohledu muzeme i
bioinformatiku povazovat za metodu urcovani struktury biologicky zajimavych molekul.
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A Q1 B Z| 0

=y
=l

Obrazek 15.6: Riizné typy elektrostatickych interake.

A Energie ruznych interakci

V jednoduchych ptipadech lze elektrostatické pusobeni mezi ¢dstmi molekul popsat nepiili§ slozitymi
rovnicemi. Uvadime zde nékolik dulezitych piikladu.

Energie F elektrostatické interakce mezi naboji Q1 a @2, které se nachazeji ve vakuu ve vzdjemné
vzdélenosti  je dana

1 @Q1Q2 (15.1)

dmeg T

kde € je elektrickd permitivita vakua (8,854.107 2 Fm™1).
Energie F interakce mezi nidbojem ()1 a trvalym elektrickym dipélovym momentem o velikosti
P2 = qolo, ktery odpovida dvojici ndboju +¢2 a —go ve vzajemné vzdélenosti [, je dana

1 Qip2

= cos b, 15.2
dmeg 12 ( )

kde 6 a r jsou thel a vzdalenost definované na obrazku [15.6/A.
Energie F interakce mezi trvalymi elektrickymi dipélovymi momenty o velikostech po = ¢1l; a

P2 = ga2l2 je ddna
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_ 1 pips
4meg 13
kde thly 67,05,¢1,¢2 a vzdalenost r jsou definované na obrazku [15.6B.

Energie E interakce mezi nabojem ) a okamzitym elektrickym dipélem indukovanym ve skupiné
atomu o elektrické polarizovatelnosti oy je ddna

(sin 61 sin O cos(dp1 — ¢2) — 2 cos by cos bs), (15.3)

1 Qfay
E:732ﬂ'260 rt (154)

kde r je vzdalenost mezi ndbojem Q1 a skupinou atomu.
Energie F interakce mezi trvalym elektrickym dipélovym momentem o velikosti p; = ¢1/; a okamzitym
elektrickym dipdélem indukovanym ve skupiné atomu o elektrické polarizovatelnosti as je ddna

1 plag
3272¢q 16
kde € a r jsou uhel a vzdalenost definované na obrazku .
Energie F interakce mezi okamzitymi dipélovymi momenty indukovanymi mezi skupinami atomu o

elektrickych polarizovatelnostech a; a as, které jsou povazovany za harmonické oscilatory kmitajici s
frekvencemi f1 a fs, je déna

E=

(3cos® 0 + 1), (15.5)

_ 7% hfife aras
dfit+fo 18
kde h je Planckova konstanta (6,626.10734 Js).

(15.6)
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B Metody chemické syntézy na pevném nosici

B.1 Karbodiimidova metoda syntézy peptida

1. Zablokujeme vSechny a-aminoskupiny a vSechny reaktivni skupiny postrannich fetézcu. Jako
blokujici skupina a-aminoskupiny se pouziva 9-fluorenylmethyloxykarbonyl (Fmoc) nebo terc-
butyloxykarbonyl (tBoc).

2. C-koncovou aminokyselinu karboxyskupinou navazeme na pevny nosi¢. Vyhoda pouziti pevného
nosice je v tom, Ze rostouci peptid zustdva pripojeny k nosici, takze po kazdém kroku muzeme
snadno vyménit reakéni roztok.

3. Odblokujeme a-aminoskupinu C-koncovou aminokyseliny vazané na nosifﬂ

4. Pfidame predposledni aminokyselinu a aktivujeme jeji karboxylovou skupinu. Z praktickych duavodu
se pouziva dvoustupnova aktivace dicyklohexylkarbodiimidem a IV —hydroxybenzotriazolenﬁ7 ktera
vyrazné omezi nezadouci reakce. V prvnim kroku dochazi k adici karboxylové kyseliny na dicyklo-
hexylkarbodiimid a meziprodukt je pfeveden na ester benzotriazolu. Tento ester reaguje s volnou
aminoskupinou posledni aminokyseliny za vzniku peptidové vazby.

5. Predchozi dva kroky opakujeme tolikrat, kolik aminokyselin mé obsahovat vznikly peptid. Pocho-
pitelné pridavame vzdy prislusnou blokovanou aminokyselinu podle sekvence.

6. Nakonec odblokujeme vsechny funkéni skupiny, uvolnime peptid z nosice a vycistime jej.

B.2 Fosforamiditova metoda syntézy nukleotida

1. Zablokujeme vSechny aminoskupiny a hydroxyly. Po celou dobu syntézy je tfeba chranit ami-
noskupiny bédzi a v pifpadé RNA 2’-hydroxyl. Jako blokujici skupina 5-hydroxylu se pouziva
dimethoxytrityl.

2. 3'-koncovy nukleotid navdzeme pies 3'-hydroxyl na pevny nosic.
3. Kyselinou trichloroctovou odblokujeme 5'-hydroxyl koncového nukleotidu vdzaného na nosic.

4. Pfiddme predposledni nukleotid s 3’-hydroxylem esterifikovanym N-diisopropyl-S-kyanoethylfosforamiditem.
Tato skupina reaguje v pritomnosti tetrazolu s volnym 5'-hydroxylem posledniho nukleotidu za
vzniku triesteru kyseliny fosforité. Nezreagovany 5'-hydroxyl nevratné zablokujeme acetylaci.

5. Jodem zoxidujeme triester kyseliny fosforité na triester kyseliny fosforeéné.

6. Predchozi tii kroky opakujeme tolikrat s ptislusnym aktivovanym nukleotidem, kolik nukleotidi
ma obsahovat vznikly produkt.

7. Nakonec odblokujeme 5'-hydroxyl prvnfho nukleotidu, amoniakem odstépime posledni nukleotid z
nosice a kyanoethyl z fosfatu, zahtdtim uvolnime ostatni chrdnéné funkéni skupiny a oligonukleotid
precistime.

5Pouzit{ raznych blokujicich skupin umoziuje selektivni odblokovani jedné funkéni skupiny. Napiiklad v amoniaku
dochézi k odstépeni Fmoc, ale ne tBoc, ktery se naopak odstépuje v kyseliné trifluoroctové.
6nebo N-hydroxysukcinimidem.
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Obrazek 15.7: Schematické zndzornéni prvnich péti orbitalt atomu vodiku. Modré srafovani odpovid4 kladnému
znaménku vinové funkce, ¢ervené srafovani odpovida zdpornému znaménku vlnové funkce.

C Kvantové metody

C.1 Kvantova mechanika atomu

I ty nejvétsi biomakromolekuly se skladaji z atomu. Atomy jsou tvoreny jadrem a elektrony. Jak po-
stupujeme k mensim a mensim c¢asticim, prestavaji platit fyzikalni zakony tak, jak jsme na né zvykli.
Pro popis malych ¢astic musime misto nasi klasické mechaniky pouzit obecnéjsi metodu — kvantovou
mechaniku. V piipadé elektront je kvantové chovéni jiz tak vyrazné, ze nam neumozinuje fici presné, kde
se elektrony v dany okamzik nachazeji. To ale neznamend, ze misto vyskytu elektronu je zcela ndhodné.
Pro popis elektront se pouziva komplexn{ matematickd funkce (jako proménné v nf vystupuji souradnice
a cas), které fyzici fikajl vinovd funkce. Misto toho, abychom sledovali, jak se pusobenim vnéjsich sil
meéni polohy a rychlosti elektront, sledujeme jak se méni vinova funkceﬂ Kvantovda mechanika nam
pak poskytuje predpisy, jak z vlnové funkce ziskat informace o fyzikdlnich veli¢inach elektronu. Jednou
takovou uzitetnou informaci je pravdépodobnost, ze se v dany okamzik elektron vyskytuje v urcitém
misté. Tuto pravdépodobnost muzeme spocitat jako druhou mocninu (absolutni hodnoty) vinové funkce
¥, tedy jako soucin vlnové funkce a funkce s nf komplexné sdruzené (tedy s opacnym znaménkem ima-
gindrni ¢dsti, oznacuje se hvézdickou): ip*.

V atomech se elektrony vyskytuji jen v uréitych stavech. Kazdy stav ma uréitou energii (energie
se tedy nemén{ spojité, ale poskakuje od stavu ke stavu) a je popsdn urcitou vlnovou funkei. Vlnovd
funkce elektronu v atomu nebo molekule se nazyva orbital. Nemuzeme tedy ¥ici, Ze se v ur€itém stavu
nachézi elektron v urc¢itém misté, ale muzeme fici, ze kazdy stav mé urcitou pravdépodobnost vyskytu
elektront a Ze tuto pravdépodobnost muzeme spocitat pomoci uvedeného predpisu ¥y*.

Nejjednodussim atomem je atom vodiku. Jeho jadro je tvoreno jedinym protonem, v jehoz okoli
se vyskytuje jediny elektron. Mezi kvantovymi chemiky se atom vodiku tési zvlastni oblibé. Vzajemné
pusobeni ¢éstic lze presné analyzovat pouze pro dvojici éésticﬁ a atom vodiku je jednim ze vzacnych
piipadu dvojcasticové soustavy, kterd mé néjaky chemicky vyznam. VInové funkce atomu vodiku jsou
natolik populdrni, ze pronikly az do stiedoskolskych ucebnic v grafickém znézornéni, uvedeném na
obrazku 5.7

Ostatni atomy maji vice nez jeden elektron a ptresné feseni kvantovych rovnic, které poskytuji jejich
vlnovych funkce, neni mozné. Casto se proto pouzivé zjednodusené feseni, nazyvané Hartreeho-Fockova
metoda. Zjednodusenim je zde predpoklad, ze jednotlivy elektron nevidi své kolegy jako jednotlivé

TTyto zmény vlnové funkce popisuje obecny piedpis zndmy pod jménem Schrodingerova rovnice.
8Toto plati nejen pro kvantovou mechaniku, ale i pro mechaniku klasickou. Problém ti{ téles je v astronomii stejné
nefesitelny jako problém tii ¢dstic v kvantové fyzice.
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Castice, ale jako jakysi rozmazany prumérny zaporny néboﬂ Sluvko ,,nevidi“ zde oznacuje elektrosta-
tické odpuzovani mezi stejné nabitymi Casticemi. Z fyzikalniho pohledu potom fesime pohyb jediného
elektronu v elektrickém poli tvofeném kladné nabitym jadrem a rozptylenym zapornym naboje
Pokud predpoklddame, ze oblacek ostatnich elektronti kolem jadra ma pékné kulovy tvar, dostaneme
stejné tvary atomovych orbitalu jako v pfipadé atomu vodiku. Chemici se proto neostychaji pouzivat
tyto orbitaly, které jsou odvozeny z vodikovych, i pro ostatni atomy.

C.2 Molekulové orbitaly

Kdyz sestavime z atomu molekulu, zménime prostiedi, ve kterém se elektrony pohybuji. Neptekvapi
proto, ze musime hledat nové stavy elektronu. Tyto nové stavy budou popsény novymi vlnovymi funk-
cemi (novymi orbitaly). Je tedy nutno rozliSovat atomové orbitaly elektronu v izolovanych atomech a
molekulové orbitaly elektront v molekuldch, jinak bychom nemohli popsat vznik chemickych vazeb.

P11 hledani molekulovych orbitali pochopitelné nardzime na stejnou prekazku, se kterou jsme se se-
tkali u atomu s vice elektrony: kvantové rovnice nelze presné fesit. Muzeme opét pouzit stary trik a hle-
dat Fesenf pro jediny elektron, zatimco ostatni elektrony nahradime jejich elektrickym polem (Hartreeho-
jader. Nastésti jsou jadra mnohem tézsi nez elektrony a pohybuji se daleko pomaleji. Tyto pomalé
pohyby lze bez vétsich chyb zanedbat, kdyz popisujeme rychlé hemzeni elektronfﬂ Abychom mohli
tento postup pouzit, musime samoziejmé védét, kde se nachazeji jadra vSech atomu v molekule. Jakmile
zname polohy jader, muzeme vypocitat tvar elektrického pole, ve kterém se nachazeji elektrony a pocitat
jejich orbitaly.

Pokud chceme spocitat nezndmou strukturu, polohy jader atomu pochopitelné nezname. V tom
piipadé postupujeme tak, ze provddime kvantovy vypocet opakované s ruznym rozmisténim jader atomu
a hleddme, které rozmisténi atomu je nejvyhodnéjsi. Tento postup se nazyva optimalizace geometrie,
jde vlastné o minimalizaci energie molekuly. O takovychto minimalizacich budeme hovotit v sekci
takze feSeni problému polohy jader zatim odlozime. V nasledujicich fddcich budeme pro jednoduchost
predpokladat, ze polohy jader zndme.

Vratme se ted’ k hleddni molekulovych orbitali (jak jsme si fekli, pfedpokléaddme Ze polohy jader
znédme). Pokud se ndm nechce hledat vhodny tvar pole ostatnich elektronti pro Hartreeho-Fockovu
metodu, muzeme vyuzit toho, co uz zname. Kvantovd mechanika nds uéi, ze z ur¢itého poctu ato-
movych orbitali muzeme ziskat stejny pocet molekulovych orbitalu linedrni kombinaci. Srozumitelnéji
Feceno, jednotlivé vinové funkce (atomové orbitaly) vyndsobime vhodnym koeficientem a pak je vsechny
seCteme. Abychom ziskali tolik molekulovych orbitalua, kolik bylo atomovych, musime s¢itani opakovat
s ruznymi koeficienty tolikrat, z kolika atomovych orbitali vychdzime. Tato metoda, srdci obycejného
chemika blizkd, byva nazyvana metodou molekulovych orbitalu jako linedrnich kombinaci atomouvijch
orbitali (metodou MO-LCAO). Duvod jeji obliby je jednoduchy, muZzeme pouzit dobfe zndmé atomové
orbitaly a bez velkého pocitani kvalitativné popsat chemické vlastnosti molekuly.

Chceme-li pouzit metodu MO-LCAO, musime védét, jakym zpusobem orbitaly séitat a odéitat. Jako
voditko slouzi tato obecné pravidla:

e Vysledny molekulovy orbital musi odpovidat symetrii (tvaru) molekuly.

e Zpravidla sta¢i pouzit wvalenéni atomové orbitaly (atomové orbitaly popisujici elektrony, které
maji v daném atomu nejvyssi energii, jsou tedy nejvolnéji vazany k jadru a nejochotnéji méni svij

9Zjednoduseni viceelektronového problému na jednoelektronovy znamené, ze se elektrony budou chovat, jako by o sobé
navzajem ,,nevédéli“. Ve skutecnosti oviem elektrony nejsou nezavislé, jejich vyskyt v atomu je korelovdn. Chyba, které
se dopoustime tim, ze tuto korelaci zanedbame, se projevi zvySenim energie o piispévek zvany korelacni energie.

10V literatufe se miizete setkat také s nidzvem metoda konzistentniho pole neboli metoda SCF (z anglického self-
consistent field). Toto oznacen{ vychdz{ ze zptusobu, jakym se hledd popis zprumérovaného pusobeni ostatnich elektroni.

1 Toto zjednodudeni se nazyvé Bornova-Oppenheimerova aproximace.
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Obrazek 15.8: Osa symetrie a roviny symetrie molekuly vody. Vpravo je schematicky znézornéno Sest mole-

vy

nejvyssi energii nahofe. Barevné Srafovani ukazuje znaménko vlnové funkce.

stav za tvorby chemické vazby).

e Atomové orbitaly, které séitame, musi mit vhodny tvar a vzdjemnou orientaci, musi se co nejvice
prekryvat.

e Scitdme anebo odecitame orbitaly, které popisuji elektrony s pfiblizné stejnou energii.

Jako piiklad si muzeme uvést hleddni molekulovych orbitali vody (obrézek . Chceme ziskat
orbitaly, které vérné zobrazi tvar molekuly vody. Molekula vody je symetrickd vzhledem k otoceni o
180 ° kolem osy, kterd puli tthel /7 H-O-H. Navic ma dvé zrcadlové roviny symetrie které se protinaji
ve zminéné ose: v jedné lezi vSechny tii atomy a druhd je na ni kolma. Valen¢ni atomové orbitaly, které
méme k dispozici, jsou dva orbitaly 1s atomu vodiku, jeden orbital 2s atomu kysliku a tii orbitaly 2p
atomu kysliku. Kdyz tyto orbitaly pielozime pies sebe tak, aby odpovidaly tvaru molekuly vody a aby
se co nejvice prekryvaly, ziskdme Sest molekulovych orbitala.

Atomové orbitaly nemivaji pro sestavovani molekulovych orbitali nejvyhodnéjsi symetrii. Proto
chemici s oblibou pouzivaji jinou sadu orbitalt, nez poskytuje atom vodiku. Tyto orbitaly, zvané hyb-
ridni, 1ze opét ziskat linearni kombinaci. Tentokrat ovSem scitdme atomové orbitaly téhoz atomu mezi
sebou. Jestlize vodikové atomové orbitaly dobfe odrazely kulovou symetrii jadra vodiku, hybridni or-
bitaly slouzi jako polotovary, které jsou jiz konstruovany tak, aby odpovidaly okoli atomu v typickych
slouceninach. Naptiklad atom uhliku, ktery se ocitne v alifatické slou¢eniné, byva symetricky obklopen
Ctyfmi sousednimi atomy, které lezi ve vrcholech pomyslného ¢tyisténu. Pro vytvoreni molekulovych
orbitalu alifatickych sloucenin si proto chemik ptichystd vhodny hybridni orbital. Vezme jeden orbital
2s a tfi orbitaly 2p uhliku a poscitd je tak, aby ziskal ¢tyfi navlas stejné orbitaly, které budou mit
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stejnou symetrii jako ¢tyfstén. Pro latky jako karboxylové kyseliny nebo alkeny, ve kterych je uhlik
obklopen jen tfemi atomy v rozich pomyslného trojihelnika, si pfipravi jinou sadu tii orbitalt, které
maji pozadovanou symetrii. Podrobnéjsi popis postupu tvorby molekulovych orbitali pro biologicky
zajimavy priklad peptidové vazby muzete najit v dodatku D}

C.3 Metody ab initio

Po kvalitativnim popisu molekulovych orbitalu ptistupme k vlastnimu kvantitativinimu vypocétu or-
bitalu, které popisuji biologicky zajimavé molekuly. Nejseriéznéjsi zpusob, jakym lze tyto vypocty
provadét, je odmitnout vSechny napovédy, které nam nabizi experiment a zkuSenosti popsané v li-
terature. Takovy vypocet se hrdé opira jen o obecné zdkony kvantové mechaniky a zakladni fyzikalni
konstanty a oznacuje se jako pristup ab zmtzﬂ

Jak jsme si jiz fekli, pfesny vypocet je mozny jen pro nejjednodussi pfipady. Proto metody ab initio
pouzivaji nejruznéjsich zjednoduseni a priblizné feseni hledaji pomoci vykonnych pocitaci.

Metody ab initio muzeme pouzit k vypoctu energie molekuly v urcité konformaci (takzvany single-
point vypocet), nebo k hleddn{ energeticky nejvyhodnéjsi konformace, piipadné k vypoctu jinych vlast-
nost{ molekuly. Hleddni stavu molekuly s nejnizsi energii (minimalizace energie), které nds zajimd
predevsim, probihd podle zdsad uvedenych v sekei [10.8|

1. Vypocteme energii v urcité konformacﬂ

2. Vypocteme sily, které pusobi na atomy v dané konformaci. Silu lze spocitat jako derivaci energie
v daném bodé v ruznych smérech, tedy gradient.

3. Nechame pusobit vypoctené sily na atomy a vypocCteme, jak tyto sily zméni konformaci.
4. Znovu vypoéteme energii a sily, ted jiz pro pozménénou konformaci.

5. Srovndme vysledky kroku[f]s vysledky kroku[d Pokud jsou splnéna konvergenéni kritéria, poc¢itani
konéi. Pokud nalezneme ve vysledcich rozdil, opakujeme kroky [2] az [

Béhem vypoctu ab initio je nutné pocitat vinové funkee (orbitaly), které popisuji chovéni elektrontt
v molekule. V sekci jsme si ukazali, ze molekulové orbitaly lze ziskat linearni kombinaci atomovych
orbitalu. Nemusime ov8em vychazet z orbitalu atomu vodiku, molekulové orbitaly muzeme vypocitat
linearni kombinaci nejruznéjsich sad orbitalu. Takové sada funkci, jejiz kombinaci 1ze ziskat pozadovany
orbital, se matematicky nazyva bdze. Volba vhodné baze funkei je pro vypocet velmi dulezité.

Nejprirozenéjsi bazi funkci pro vypocty ab initio jsou staré dobré atomové orbitaly. Jde o vinové
funkce, které exponencidlné klesaji se vzdalenosti od jédrapzl Funkce vychéazejici ze zjednoduseného
popisu atomovych orbitalt se nazyvaji orbitaly Slaterova typu (STO, Slater type orbitals). Jak vidime
na obrazku exponencialni kiivka je pro nulovou vzddlenost od jadra ,,§picatd“ (mé nespojitou
prvni derivaci). Pocitan{ s orbitaly STO je ale pomérné slozité. Z praktickych duvodu se proto jako baze
pouzivaji vlnové funkce, které maji v exponentu druhou mocninu vzdalenosti. Exponencidlni kiivku tak
nahrazujeme Gaussovou kiivkou. Samoziejmé tak ziskdme vlnové funkce na hony vzdédlené atomovym
orbitalim a nemuzeme ocekavat, ze tyto funkce budou dobfe popisovat nasi molekulu. Kdyz ale se¢teme
nékolik Gaussovych kfivek, ziskame kiivku, kterd ma tvar velmi podobny exponenciale. Takto dospéjeme
k popisu molekul, ktery je vhodny pro vypocty, za cenu, ze baze obsahuje vétsi pocet funkei zvanych

120d zacatku.

3Metody ab initio oviem nejsou omezeny na konformaéni zmény, mizeme pomoci nich popsat i chemické reakce.

14Ptesnéji feceno, u funkci vypoéitanych z rovnic kvantové mechaniky jde o exponencidlni zévislost na vzdalenosti r
vynasobenou mnoho¢lenem, ktery obsahuje celoé¢iselné mocniny vzdalenosti (napiiklad (ag +air + agrQ)e*bT7 kde ag, a1,
az, b jsou konstanty). Pro vytvofeni baze se mnohocleny nahrazuji zjednodusenym vyrazem r%e~°". Nam bude stagit,
kdyz se zaméfime na exponencidlni ¢ast zjednodusenych funkei.
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orbitaly Gaussova typu (GTO, Gauss type orbitals). Obrézekukazuje jednoduchy piiklad upravené
béze pro atom vodiku, bdzi oznacovanou STO-3G. V ni je jeden orbital Slaterova typu (1s) nahrazen
tfemi orbitaly Gaussova typu. Jinym piikladem je baze 6-31G. Oznaceni ukazuje, ze orbital 1s (STO) je
tfeba nahradit jednim GTO, ktery vytvoiime sou¢tem Sesti Gaussovych kiivek. Kazdy ze ¢tyf orbitalu
STO, které odpovidaji 2s a 2p orbitaltm, je tfeba nahradit dvéma GTO, z nichz jeden je slozen ze tii
Gaussovych kiivek a druhy je tvofen jedinou Gaussovou kfivkou.

Popsané béze sice dobte odrazeji nejvyhodnéjsi rozlozeni elektront, nepopisuji ale polarizaci (presuny
elektroni v elektromagnetickém poli). Proto se k bazi priddvaji jesté takzvané polarizaéni funkce, které
odpovidaji vys$sim atomovym orbitalﬁrrﬂ Mluvime pak o rozsirenych bazich, jejichz ,,nadstandardni
vybaveni“ se v oznaceni baze projevi jako hvézdicka. Napiiklad béze 6-31G* piiddva sadu orbitalu d
jako polariza¢ni funkci uhliki, zatimco béaze 6-31G** ptiddva navic orbitaly p jako polariza¢ni funkce
vodiku.

A7 dosud jsme zminovali pouze vypocty zalozené na Hartreeho-Fockové metodé, zalozené na zjed-
nodusujicim popisu jednoho elektronu v poli nahrazujicim ostatni elektrony. Takové zjednoduseni vnasi
do vypoctu chyby, protoze kazdy elektron ve skutecnosti ,,citi“ nejen prumérny néboj ostatnich elek-
tront, ale také to, kde se ostatni elektrony nachézeji. Tyto chyby je tfeba opravovat slozitymi vypocty.
V soucasné dobé lze tento pomérné piimocary postup pouzit jen pro soubory nékolika malo atom.
Musime totiz opravovat zanedbéni toho, ze ,, kazdy vi o kazdém“, takze pocCet opravnych vypoctu prudce
roste pro vétsi molekuly (téméf s druhou mocninou poctu atomi). Existuji ale metody zaloZzené na
zcela odlisném principu, ktery je oznacovéan jako teorie funkciondlu hustoty (DFT, density functional
theory). Tato teorie tikd, Ze popis elektronu, které na sebe v molekule vzdjemné pusobi, lze nahradit
vyhodnéjsim popisem. Elektrony muzeme popsat jako ¢astice bez naboje, které na sebe nepusobi. Toho,
aby se takové neutrédlni ¢éstice chovaly stejné jako elektrony v molekule, dosdhneme tim, ze je umistime
do zvlastniho elektrického pole. Teorie DFT dokazuje, ze vzdycky existuje pole, kterym lze vzdjemné
pusobeni elektronu popsat. Toto pole oviem nezndme, musime je hledat pomoci slozitych vypoctu.

Na prvni pohled se zd4, ze jsme si moc nepomohli. Stejné jako v Hartreeho-Fockové metodé musime
slozité dodate¢né zahrnovat to, Ze elektrony o sobé ,,védi“. Je tu ale zdsadni rozdil. Ono tajemné
elektrické pole metody DFT je jen jedno pro celou molekulu, stejné pro vsechny elektrony. Opravy tedy
nemusime provadét zpusobem ,.kazdy s kazdym*, jako v Hartreeho-Fockové metodé, ale jenom jednou
pro kazdy elektron. Pomoci metod DFT lze proto dnes provadét ab-initio kvantové vypocty i s nékolika
desitkami atom.

Dalsim dulezitym rozdilem mezi Hartreeho-Fockovou metodou a metodou DFT je zpusob, jakym
ziskame kyzeny vysledek — energeticky vyhodné rozlozeni elektront v prostoru, které udava tvar mo-
lekuly. Hartreeho-Fockova metoda je zaloZena na tom, Ze z vinovych funkcei muZeme spoéitat energii i
rozlozeni elektront v prostoru. Hleddme proto takovou vlnovou funkei, kterd odpovidé nejnizsi energii. Z
této vlnové funkce pak muzeme vypocitat rozlozeni elektront (elektronovou hustotu) v zékladnim stavu
molekuly a jiné uzite¢né veliciny. Metoda DFT postupuje opa¢né. Hledame pfimo takové rozlozeni elek-
tajemném elektrickém poli, které teorie DFT zavadi. Pokud chceme ziskat i vinovou funkci, muzeme ji
vypocitat zpétné z elektronové hustoty. Tim se dostavame i k ndzvu metody. Mluvime o funkcionalu
hustoty, protoze energii vyjadiujeme jako funkcional funkce elektronové hustotym

150rbitaly, které odpovidaji polarizaénim funkcim, maji vy3si vedlejsi kvantové &islo I, nez odpovida zaplnénym orbi-
talim daného atomu.

16 Pynkce je matematicky pfedpis, jak piifadit hodnotu néjaké veliciny (v nasem piipadé energie) uréitym hodnotdm
proménnych (v nasem piipadé soutradnic). Funkciondl je matematicky predpis, jak pfifadit hodnotu n&jaké veli¢iny (v
naSem piipadé energie) urcité funkci jako celku (v nasem pfipadé funkei elektronové hustoty).
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Obrézek 15.9: Graf vlevo ukazuje srovndni tvaru exponencidly (plné ¢dra) a Gaussovy funkce (Eerchovand ¢dra).
Graf vpravo ilustruje, jak lze piiblizné nahradit exponencidlu souc¢tem tii Gaussovych funkci.
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C.4 Semiempirické metody

Nérocnost metod ab initio vedla k mnoha snahdm o zjednoduseni vypoctu. Pti pouziti téchto metod se
vzdavame snahy o fyzikdlné presny popis molekuly a radéji hleddme cesticky, jak nékterou ¢ast vypoctu
nahradit dosazenim néjakého experimentalniho tidaje, nebo jak se urc¢itému vypoctu zcela vyhnout.

Prvnim zjednodusenim semiempririckych metod je, Zze vypocet omezuji jen na elektrony s nejvyssi
energii, které se podileji na tvorbé chemickych vazeb (valenéni elektrony).

Druhym zjednodusenim je, ze omezime pocet funkei, ze kterych orbitaly skldddme (zjednodusime
bdzi). Obvykle se jako bdze pouzivajf orbitaly s a p Slaterova typu.

Dalsi zjednoduseni se tyka prekryvu atomovych orbitala, ze kterych vyrabime orbitaly molekulové.
V sekci jsme si fikali, ze pro tvorbu molekulovych orbitala (pro tvorbu chemické vazby) je nutny co
nejlepsi prekryv atomovych orbitali. V semiempirickych metodédch se nékteré méné vyznamné piekryvy
zanedbévaji. Podle toho, co vSechno zanedbame, mluvime o metodéc}ﬂ NDDO, INDO, CNDO. Nejo-

Zanedbanim ptekryvi se dopoustime chyby ve vypocétu. Tuto chybu muzeme trochu napravit tim, ze
nahradime ¢iselné hodnoty pirekryvi néjakym opravnym parametrem. Tento opravny parametr muzeme
bud’ odhadnout z tvaru atomovych orbitalt, nebo vypoéitat z vysledkii riiznych experimentf@

Zv1astni rodinu metod tvoii takzvané Hiickelovy metody, které zavadéji opravné parametry ne misto
vypocitanych prekryvi, ale piimo misto hodnot potencidlni energie v rovnicich kvantové mechaniky.
Parametry v Hiickelovych metoddch vlastné odpovidaj{ ionizaénim energiim atomu (energiim, které
jsou potieba k odtrzen{ elektronu z atomu). Proto je hleddni parametru v tomto piipadé velmi snadné
a takzvand rozsirend Hiickelova metoda (EHM, Extended Hickel Method) poskytuje parametry pro
v8echny prvky periodické tabulky. EHM jsou nejlepsi pro vypocty vlastnosti molekul obsahujici atomy
prechodnych prvki, naopak se nepfilis hodi pro optimalizaci tvaru molekuly.

Semiempirické metody umoznuji kvantové vypocty pro molekuly skladajici se ze stovek atomu. Je
mozné vypocitat molekulové orbitaly, energie jednotlivych stavu, rozlozeni ndboje v molekule, Fady
vazeb a spektralni vlastnosti molekul, které zminfme v kapitole [[I] Semiemprické metody mohou za-
hrnovat i vliv rozpoustédla na chovani molekuly. Dan za zjednoduSeni vypoctu ale muze byt velka.
Zahrnut{ prekryvu orbitalt do empirickych parametru a uplné zanedbani vnitinich orbitald mohou vést
k zavaznym chybam ve vypoctu nékterych velic¢in.

1"N4zvy metod jsou anglické zkratky, které popisuji, jak daleko jde kterd metoda v zanedbani piekryvi: neglect of
diatomic differential overlaps, intermediate neglect of differential overlaps, complete neglect of differential overlaps.

18Zavedenim opravnych parametri vznikla modifikovand metoda NDDO (oznacovanid MNDO). MNDO byla déle vy-
lepSena a nazvéna Austin Model 1 (podle University of Austin). Nékteré hodnoty parametru v téchto metodédch bylo
mozné vypocitat z riznych experimentil. Za zbyvajici byla zkusmo dosazovana rizn4 éisla. Cisla, se kterymi metoda po-
skytovala nejlepsi vysledky, byla pouzita jako parametry, pro které neexistovaly experimentalni idaje. Pozdéji byl postup
hledéni zbyvajicich parametru zopakovan automaticky s pouzitim pocitacové optimalizace. Metoda, kterd pouziva tyto
parametry nalezené pocitacem, se nazyvd MNDO-PM3 (parametrickd metoda &islo tii).
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Obréazek 15.10: Schematické zndzornéni atomovych orbitalii.

D Peptidova vazba jako priklad chromoforu

s vz

Pokusme se podivat podrobnéji na to, jak se interakce se svétlem projevi na malé ¢asti molekuly proteinu,
na peptidové vazbé. Zatneme tim, zZe si popiSeme jednotlivé stavy elektronu této skupiny. Vime, ze tyto
stavy popisujeme pomoci vlnovych funkci. Abychom takovému popisu porozuméli, zkusime si (dosti
zjednodusené) odvodit vlnové funkce peptidové vazby.

D.1 Atomové orbitaly

Ze stfedni skoly jisté dobfe znate schematické znazornéni vlnovych funkei elektront atomu vodiku
v prostory"’] (Obrézek [15.10).

Tyto obrazky jsou vlastné prostorovou obdobou izobar na meteorologickych mapach. Vyznacuji
mista v prostoru, kde mé vlnova funkce stejnou hodnotu. Obvykle se pro kazdy orbital znédzornuji jen
dvé,,izobary“, pro jednu kladnou (zde znézornéna modie) a jednu zépornou (zde zndzornéna Cerveneé)
orbital 1s. Déle mame v peptidové vazbé po jednom atomu uhliku, kysliku a dusiku. Kdyz budeme
predpokladat, ze s dvojici elektront v nejniz$im stavu 1s se nic nedéje, sta¢i nam pro kazdy z téchto
atomu ¢tyfi orbitaly (jeden 2s a tfi 2p). To je dohromady tfindct orbitali. Pokud budeme chtit popsat
vazby k sousednim a-uhlikim, budeme od kazdého z téchto a-uhliku potiebovat jesté jeden orbital,
tedy celkem 15 atomovych orbitali.

D.2 Hybridni orbitaly

Z popsanych 15 atomovych orbitali chceme sestavit molekulové orbitaly, kterych musi byt také patnact.
Nové orbitaly muzeme spocitat jako linedrni kombinaci atomovych orbitali. To znamena, ze kazdy
atomovy orbital vyndsobime urcitym koeficientem a tyto prispévky secteme. Je vyhodné tento vypocet
délat nadvakrat, nejprve sestrojit takzvané hybridni orbitaly, ze kterych se nam vysledné molekulové
orbitaly uz budou dobfe pocitat.

Zacnéme s karbonylovym uhlikem. Budeme predpokladat, ze peptidova vazba lezi v roviné xy. V této
roviné tvori uhlik tii o-vazby s okolnimi atomy. Pro jejich popis si pripravime t#i hybridni orbitaly, které

19 Neni diivod, proé bychom si nemohli uvést definice téchto orbital@l (bez zahrnuti relativistickych vlivil) jako

, . 3/2 _zr 3/2 _zr 5/2 , _zr
funkci soutradnic z,y,z: 1ls = % (%) e a, 28 = \/% (%) (27 %) e 2a, 2p, = 4\/15 (%) %e 2a ,
2p, = —L (5)5/2 ch% 2p, = —L (5)5/2 507% kde 2 = 22 + y2 + 22, Z je pocet protont v jidie a a je

py - 4m a r El pZ - 4m a r kl - y i J p p .] .]

polomér drihy elektronu nejblizsiho jadru v klasickém Bohrové popisu.
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Obréazek 15.11: Orbitaly sp?

budeme oznatovat sp. Vypocitdme je ze ti{ atomovych orbitalt 2s, 2p,, 2p,:

1 2
sp7 = \/g2s+ \ﬂsz (15.7)
1 1 1
2
= =25 — 4/ =2 =2 15.
1 1 1
2 _
sp; = \/?25 — \/;2pm — \/;pr (15.9)

Graficky si Vypoéedg_vl orbitali sp? miizeme znazornit tak, jak ukazuje obrazek

V horni ¢asti obrazku jsou zndzornény orbitalu pfi pohledu shora na rovinu zy, v dolni ¢asti pfi
stejném 1hlu pohledu jako na ptredchozim obrazku. Podobnym zptisobem miizeme vytvoiit i tii sp?
orbitaly dusiku. Trochu jiné orbitaly vypoc¢itame pro kyslik. Spolu s orbitalem 2s vezmeme pouze jeden
orbital 2p (2p,), ze kterych sestrojime dva orbitaly: sp? a s?p.

20 Pokud vam nenf jasné, pro¢ jsme za koeficienty zvolili pravé ty podivné odmocniny, vzpomeiite, jak jsme definovali
pravdépodobnost elektronu v urcitém misté v prostoru: ¥¢* (pro nase orbitaly zvolené jako redlné funkce muzeme psat
jednoduse 1?). Pokud bude elektron ve stavu popsaném orbitalem ), musf platit, Ze soucet pravdépodobnosti vyskytu ve
vSech mistech prostoru d4 jednicku (nékde elektron byt musi). Matematicky Feceno, fV $2dV =1 (V znag, ze integrujeme

pfes cely objem). Zkusme si to t¥eba pro orbital sp?

2
1 2 1 2 2v2 12
1= [ (sp?)2dV = “2s+4/22p, | dv== [ 2902V + = [ (2p,)%dV + 2v2 252p,dV = = + 2 +0
v v 3 3 3/, 3/, 3/, 33

(15.10)
Protoze posledn{ integral je nulovy (2s2p; je lichd funkce, to je ddno symetrif orbitali), muzeme ¥ici, ze pravdépodobnost
vyskytu v sp% je ddna z jedné tfetiny pravdépodobnosti vyskytu v 2s a ze dvou tfetin pravdépodobnosti vyskytu v 2pg.
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Obrazek 15.12: Orbitaly s%p

1 2
sp? 292 Z2 15.11
W= e, (o1
2 1
2
= 295 — /=2 15.12
s°p \/; s \/; Pe (15.12)

(15.13)

Grafické zndzornéni je obdobné piedchozimu (obrézek [15.12).

A nakonec budeme potiebovat jeden sp® orbital od kazdého a-uhliku, ktery vypoéteme z orbitalu
2s a ze tif orbitali 2p (takto zfskdme Ctyii orbitaly sp?, zbyvajici t¥i bychom mohli pouzit na popis
dalsich ti{ o-vazeb a-uhliku)

1 1 1 1
spy = §2s + §2px + §2py + §2pz (15.14)
1 1 1 1
3
= =2 —-2p, — =2p,, — =2 15.1

1 1 1 1
sps 528 = 52p, — 52p, + 520 (15.16)
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1
~2p, (15.17)

1 1 1
sp; = =2s— =2p, + 52p, — 5

2 2 2

D.3 Molekulové orbitaly

Konecéné jsme pripraveni vypocitat molekulové orbitaly peptidové vazby. Podivejme se nejprve na or-
bitaly o. V peptidové skupiné méme 5 o-vazeb, budeme tedy pocitat 10 o orbitala (5 vazebnych a 5
antivazebnych). K vypoétu pouzijeme jeden 1s orbital vodiku, sedm sp? orbitalii (po tfech z uhliku a
dusfku a jeden kyslikovy) a dva sp?® orbitaly sousednich a-uhlik.

o(C70) = \/gsp3<0?>+\/gsp§<c> (15.18)
ot (C50) = \/gsp?’(c&“)—\/gspm (15.19)
o(CO) = \/}pﬂcw Z50%(0) (15.20)
0°(C0) = /3p}C) —/3p%(0) (15.21)
oCN) = /L) + Eeni) (15.2)
o' (CN) = @@(C)—ﬁsp%m (15.23)
o(NH) = \/gspf(N)—F %1S(H) (15.24)
o*(NH) = %spf(N)— %1S(H) (15.25)
o(NC§) = /53N +/5s*(C8) (15.26)
FONCS) = /b9 eptcs) (15.27)

Graficky je tvorba orbitalii o a o* ze dvou sp? orbitalii zndzornéna na obrazku

Vsimnéte si, ze pii tvorbé hybridnich atomovych orbitalt jsme kombinovali orbitaly, které vychéazely z
jednoho atomu, tedy z jednoho bodu v prostoru. Ted', kdyZ tvoiime molekulové orbitaly, kombinujeme
atomové orbitaly ruznych atomu (na obrazku oznacenych X a Y), tedy vychdzejici ze dvou bodu v
prostoru.

Kdyz uz mame popsané vazby o, podivejme se ted’ na vazby 7. Mezi piivodnimi patndcti atomovymi
orbitaly byly tfi orbitaly 2p,, které jsme nepouzili k hybridizaci. Tyto orbitaly lezi nad a pod rovinou
2y a muzeme je pouzit k tvorbé ti{ orbitalu 7 (obrazek .

\/§2pz(0) + \/gsz(C) + \/§2pz(N) (15.28)
\/321%(0) + \/22132(1\1) (15.29)
o= \/g2pz(0) - \/§2pz(0) + \/§2PZ(N) (15.30)

1

2
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Obréazek 15.13: Tvorba orbitalt o.
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Obrézek 15.14: Tvorba orbitali .
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Atomové orbitaly

i

SRS e T

x5 H H o H

cy C 0 H N cY
Hybridn{ orbitaly Molekulové orbitaly
ol— — — — —.
3 20nth
—>» 195048V~
S
PET TR+ + ) 4 T mH
o t ofts + H # # T
c? C O H N cY c T n

Obrézek 15.15: Energetické rozlozeni orbitalti peptidové skupiny.

Po vytvofeni o a m orbitalti ndm zbyly jesté dva nepouzité orbitaly kysliku (2p, a s?p). Tyto orbitaly
tvorf nevazebné molekulové orbitaly n a n’.

n = 2p,(0) (15.31)
n = s%p(0) (15.32)

D.4 Energie stavi a vilnové délky prechodu

Vime, zZe rezonanéni frekvence piechodt elektront ze zdkladniho stavu do stavu vyssiho je dana rozdilem
energii téchto stavi. Podivejme se tedy na energie stavi popsanych jednotlivymi orbitaly. Schematicky
je energetické rozlozeni orbitalt ukazano na obrazku [15.15

Zleva doprava jsou nakresleny orbitaly tak, jak jsme je postupné pocitali. Ramecek vymezuje to,
co nds zajima (tedy skupinu CONH s vazbami na sousedni uhliky). Ruzné typy molekulovych orbitali
jsou zndzornény barevné, pomoci barev je naznaceno, kombinaci kterych atomovych orbitali jsme jed-
notlivé typy molekulovych orbitalu ziskali. Dale je na obrazku zachyceno obsazeni orbitala elektrony v
zékladnim stavu. Koneéné jsou na obrazku znazornény dva prechody do vyssich stavu. Jde o prechody,
které ve spektrech obvykle vidime v ultrafialové oblasti. Svétlo o vlnové délce kolem 190 nm je pohl-
ceno pii prechodu z nevazebného my orbitalu do antivazebného 73 orbitalu. Kolem 220 nm pozorujeme
absorpci pii pfechodu z nevazebného n orbitalu do antivazebného 73 orbitalu.
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D.5 Tranzitni dipdly a pravdépodobnosti prechodi

Pokud chceme znét i pravdépodobnost prechodu (tedy absorpéni koeficient), musime umét spocitat
také tranzitni elektrické dipdlové momenty. Co to vlastné je elektricky dipélovy moment? Je-li zaporny
ndboj elektront rozmistén symetricky kolem kladného néboje jadra (jak by napovidaly tvary orbitala),
je dipdlovy moment nulovy. Pokud ale dojde k pfemisténi elektronu takovym zpusobem, Ze vysledny
zaporny naboj elektrontu bude vzdélen od jadra o vzdalenost r ve sméru 7, muzeme takovou polarizaci
popsat elektrickym dipélovym momentem

fie = qF (15.33)

kde ¢ je vysledny naboj. Protoze kvantova teorie umi popsat pravdépodobnost vyskytu elektronu
(a tak i rozlozeni ndboje) pomoci vlnové funkce, pomuze ndm i nalézt dipélovy moment:

fie=gq / Yt dV (15.34)
Vv

misto nédboje jsme vlastné do rovnice dosadili vyjadfeni pravdépodobnosti vyskytu elektronu.
Tak, jak jsme si v rovnici [I5.34] vypocitali dipélovy moment molekuly s elektrony ve stavu 1, muzeme
si spocitat i tranzitni elektronovy dipélovy moment pirechodu ze stavu 1 do stavu s:

fotr = q/ Yo7 dV (15.35)
v

Integraly v rovnicich a znamenaji, ze musime se¢ist vSechny lokalni piispévky djie ¢ k
celkovému tranzitnimu momentu fi, . Vezméme si napiiklad pfechod z orbitalu 2s do orbitalu 2p..
Zkusme nejprve s¢itat piispévky k fe ¢ podél osy z. V horni poloviné (tedy pro kladné z) maji obé
vlnové funkce kladné znaménko, takze soucin 1119 bude kladny a piispévek zi11o bude také kladny.
Naopak v dolni poloviné (pro zdporné z) maji vinové funkce opaéné znaménko, takze soucin 112 bude
zéporny a prispévek zi11 opét kladny (z je ted zaporné). Tedy pifspévky k tranzitnimu momentu
fle,tr budou vzdy podél osy z kladné. Co kdyz budeme podobné séitat piispévky podél osy z? V horni
¢asti obrazku jsou obé vlnové funkce kladné pro kladné i zaporné x. Proto se nam ptispévky v misté s
kladnym z vyrusi s prispévky v misté se zdpornym x (obé vlnové funkce jsou symetrické, sudé vzhledem
k z, takze ¥ (z) = ¥(—x)). Stejné tak to dopadne i v dolni poloviné obrazku, kde je zase soucet 1)1
zaporny pro kladné i zaporné z. Totéz bychom zjistili i podél osy y. To znamend, ze celkovy piispévek
ve sméru os = a y bude nulovy, vektor fi. ¢, bude sméfovat ve sméru osy z.

Podobnou analyzou znaménka orbital mo a 75 bychom zjistili, Ze tranzitni elektricky dipdlovy
moment prechodu me — 75 je kolmy k ose z a sméfuje od dusiku ke kysliku. Naopak analyza orbitalt
n a m; ukazuje, Ze vSechny slozky tranzitniho elektrického dipélového momentu jsou nulové. Prechod
my — w3 je tedy elektricky povoleny, zatimco pfechod n — 73 je elektricky zakdzany.

Tranzitni elektricky dipélovy moment popisuje presun pravdépodobnosti vyskytu elektronu (a tedy
i pFesun naboje) urc¢itym smérem. Jde tedy o popis jakési translaéni zmény béhem prechodu. Kromé
toho dochéazi pii prechodu i k rotac¢nim zménam pravdépodobnosti vyskytu elektronu a tedy ke kru-
hovému toku néboje. Jak vite z fyziky, kruhovy tok ndboje vyvold vznik magnetického pole. Kromé
tranzitniho elektrického dip6lového momentu je tedy pfechod mezi stavy popsédn i tranzitnim magne-
tickym dipélovym momentem. Analyza znaménka a tvaru orbitalt by ndm napiiklad ukazala, ze prechod
n — w5 ma nenulovy tranzitni magneticky dipélovy moment, je tedy magneticky povoleny.

Vzéjemné interakce elektrickych a dipélovych momentu zptusobuji rozdilnost v absorpci levotocivée
a pravotocivé polarizovaného svétla (cirkuldrn{ dichroismus). Zatimco zrcadlové symetrické molekuly
maji elektrické a magnetické momenty navzdjem kolmé a tedy neinteragujici, v chirdlnich molekulach k
interakci dochazi. Peptidova vazba, ktera nas predevsim zajima, je ovSem rovinny ttvar a sama o sobé je
tedy zrcadlové symetricka. V proteinech vsak dochézi k interakcim mezi tranzitnimi momenty ruznych
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vazeb. Rozdily mezi absorpci kolem 220 nm souvisi pfedevs§im s interakcemi elektrického tranzitniho
momentu jedné vazby s magnetickym tranzitnim momentem jiné vazby. Naopak rozdily absorpci kolem
195 nm jsou dany vzajemnym pusobenim elektrickych dipélu ruznych vazeb. To, Ze cirkularni dichro-
ismus zavisi na interakcich dipélu jednotlivych vazeb vysvétluje, proc je tato technika tak uzitetna ke
zkoumani sekundarnich struktur, které se lisi pravé vzajemnou orientaci peptidovych vazeb.
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E Svétlo a sekundarni struktura

Jakym zpusobem odrézi schopnost absorbovat svétlo sekundarni strukturu (pravidelné uspofadani mo-
nomernich jednotek biopolymeru)? Piedstavme si monomerni jednotku, jejiz elektrony mohou pfechazet
z jednoho stavu do druhého. Elektrony v téchto dvou stavech budou popisovat dvé vinové funkce a
prechod mezi témito stavy bude popsan jednim tranzitnim elektrickym dipdlovym momentem. Utvorme
z takovych monomernich jednotek dimer. Kazda jednotka bude moci piechazet z jednoho stavu do
druhého, celkem méame C¢tyfi stavy a dva tranzitni dipély. Kdyby byly tyto dvé monomerni jednotky od
sebe izolovény, mély by dva stavy stejnou energii (stav s prvni jednotkou v niz$im stavu a druhou ve
vys$sim a stav s druhou jednotkou v niz$im stavu a prvnf ve vyssim). V dimeru jsou ale tranzitni dipdly
blizko sebe a navzdjem interaguji (prvni lezi v elektrickém poli druhého a naopak). Proto neziskdme
vySe zminéné stavy se stejnou energii, ale stavy jiné. Stav, odpovidajici energeticky vyhodnéjsimu
usporddani dipéla (s energii o néco snizenou) a stav odpovidajici energeticky nevyhodnému usporadéant
dipéla (s energii o néco zvysenou). Proto bude dimer absorbovat svétlo pii dvou vlnovych délkich.
Popsanym stavim budou samoziejmé odpovidat i nové vlnové funkce a z téchto vlnovych funkei bu-
deme moci spocitat vysledné tranzitni elektronové dipélové momenty dimeru (budou imérné souctu a
rozdilu jednotlivych tranzitnich dipélovych momentu). Rozdily energii ndm budou udédvat vlnové délky
absorpce dimeru a vysledné tranzitni dipélové momenty budou udavat pravdépodobnost absorpce pfi
jednotlivych vlnovych délkach (absorpéni koeficienty).

Pokud budeme ve vystavbé makromolekuly pokracovat, muzeme z monomernich jednotek vybu-
dovat naptiklad pravidelnou Sroubovici. Ziskdme tedy sekundarni strukturu. Z tranzitnich dip6lia mo-
nomernich jednotek ziskame tii vysledné tranzitni dipélové momenty. Jeden bude rovnobézny s osou
Sroubovice a dva budou na ni kolmé. Energie prechodu popsanych dvéma tranzitnim dipdly kolmymi
na osu Sroubovice bude ale témér stejnd, takze ve spektru uvidime dva absorpéni pésy.

Tvorba pravidelnych sroubovic (a-Sroubovic proteinu ¢ dvojsroubovic DNA) se v absorpénich spek-
trech projevi rozstépenim do nékolika péasu a poklesem absorbance ve srovnani s neuspofadanou struk-
turoﬂ Ackoli se mnoho nedovime o strukturnich detailech pravidelné uspoifddanych makromolekul,
muzeme pomoci poklesu absorbance sledovat tvorbu sekundarnich struktur kvantitativné.

21 Obvykle sledujeme pokles absorbace.
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F  Anomalni rozptyl

V kapitole jsme si pfedstavili anomalni rozptyl jako jev, ktery ndm muZe pomoci vyiesit fazovy
problém. Nésledujici text nabizi ponékud konkrétnéjsi popis.

Zopakujme si nejdiive, co jsme si fekli o intenzité reflexi s opaé¢nymi Millerovymi indexy v nepiitomnosti
tézkych atomu. Elektrony, které lezi na Braggovych rovindch, budou rozptylovat se stejnou fazi ve sméru
definovaném Braggovou rovinou, faze zafeni rozptyleného na elektronech mezi Braggovymi rovinami
je posunutd tmeérné kolmé vzdélenosti elektronu od Braggovy roviny (plné sipky na obriazku )
Stejna sada Braggovych rovin popisuje ale také odraz na opacné strané roviny, tedy pod pfesné opaénym
tihlem (¢érkované sipky na obréazku [I5.16JA). Jestlize odraz paprsku zndzornéného plnou ¢arou na
obrazku odpovida roviné s Millerovymi indexy (h k), druhou stranu stejné roviny (od které
se odrazi ¢arkovany paprsek) popisuji Millerovy indexy (—h — k — ). Dvojice reflex{ s indexy (hkl)
a (—h —k — 1) se oznacuje jako Friedeluv par. Pokud nedochdzi k interakci zafeni s elektrony, maji
strukturni faktory Friedelova paru fazi stejné velikosti, ale opa¢ného znaménka. Matematicky fec¢eno, jde
o komplexné sdruzend ¢isla F(hkl) = F*(—h —k —1). Jinymi slovy, ¢drkované ipky na obrézku
jsou zrcadlovym obrazem plnych Sipek.

Pokud se ale frekvence zareni blizi rezonané¢ni frekvenci, pohlceny foton vybudi prechod elektronu
do jiného stavu a vyzafeny foton bude mit jinou amplitudu i fézﬂ Tento rozdil je znazornén kratkou
tuénou Sipkou na obrazku [12.11B a nazyva se anomalni rozptyl. Vsimnéte si, ze tato Sipka pootoci
vektory Fp(h k1) i Fp(hkl) ve stejném sméru (zménf fézi obou strukturnich faktort o stejnou hodnotu).
Po pricteni prispévku tézkého atomu (véetné anomélniho rozptylu) k ﬁp(h kl)a Fp(—h —k —1) ziskdme
vysledné strukturni faktory FPD(hkl) a ﬁpD(—h — k — 1), které maji ruznou amplitudu — plné a
carkovand kruznice na obrazku maji ruzny polomér. Strukturni faktory Friedlova paru nejsou
v piftomnosti anomélnicho rozptylu komplexné sdruzené F(hkl) # F*(—h — k — 1). Tento rozdil
vynikne 1épe, kdyZ si misto ¢erné ¢drkované sipky ﬁpD(—h —k —1) nakreslime jej{ zrcadlovy obraz (coz
neni nic jiného, nez komplexné sdruzeny vektor F;D(fh —k —1)). Obrézek ukazuje, ze vektor
ﬁ;D(—h — k — 1) se nepfekryva s plnou Sipkou ﬁpD(hkl) a mé i jinou amplitudu (ruzné polomeéry
kruznic). Rozd{lnd amplituda se projevi v difrakénim obrazci jako rizné intenzita reflexi s indexy (h k1)
a(=h —k =1).

Pokud jsme schopni rozlisit intenzity reflexi s opaé¢nymi hodnotami indexu h, k, [, muzeme anoméaln{
rozptyl vyuzit pro fesSeni fazového problému podobné jako v pfipadé isomorfniho nahrazeni. Graficky
je takovy postup ukazin na obrazku

22Pokud budou viechny rozptylovat stejné, nebude ovlivnéna amplituda, ale jen fize
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Obrézek 15.16: Friedeliiv par a anomalni rozptyl. Obrazek A zachycuje situaci v nepiftomnosti tézkého atomu,
obriazky B a C v piipadé, ze je pfitomen tézky atom vykazujici anomalni rozptyl. Vlevo je znédzornéna poloha
lehkych atomu (nakreslenych éervené, zelené a modie) a jednoho tézkého atomu (nakresleného azurovou barvou)
mezi Braggovymi rovinami, vpravo Arganduv diagram ukazujici s¢itani strukturnich faktoru jednotlivych atomu
(strukturni faktory a atomy jsou nakresleny stejnymi barvami). Crkované jsou nakresleny strukturni faktory pro
odraz od spodnf strany Braggovych rovin. Cerné sipky piedstavujf vysledné strukturn{ faktory pro molekulu bez
tézkého atomu (Fp) a s tézkym atomem (Fpp). Obrézek C zachycuje srovnani strukturniho faktoru Fpp(h k1)
s hodnotou komplexné sdruzenou se strukturnim fatorem Fpp(—h — k — 1) (vektor Fpp(—h — k — 1)). Tuéné
azurové Sipky znazornuji fazovy rozdil v dusledku anomélniho rozptylu.
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G Prirazeni spekter NMR nukleovych kyselin s vyuzitim skalarnich
interakci

Jak bylo zminéno vyse, frekven¢ni pfifazeni proteinu je zaloZzeno na jednovazebnych skaldrnich inter-
akcich. Vyhodou tohoto pfistupu je nezavislost na konkrétni konformaci. Frekvenéni ptifazeni nuk-
leovych kyselin pomoci skalarnich interakci nardzi na to, ze jednovazebné interakce Casto nejsou k
dispozici a je nutno vyuzivat dvou- i t¥ivazebnych interakci. V dusledku toho je tento ptistup u nuk-
leovych kyselin komplikovan nizkou citlivosti a zdvislosti na konformaci u nékterych experimentu (jak
dobfe vime, tiivazebné interakce zavisi na torznich tdhlech).

Piifazeni patefe (sekvenéni pfifazeni)

Fosfatové skupiny patere nukleovych kyselin obsahuji kyslik, ktery nema vhodné izotopy pro NMR.
Sekvenéni pfitazeni je proto zalozeno predevsim na tifvazebnych interakénich konstantdch 2J(PC) a
3J(PH). Prvn{ interakce vyuziva napifklad HCP experiment, ktery poskytuje korelace H4'(i)-C4’(i)-P (i)
a H4'(i—1)-C4’(i—1)-P(4) (obdoba HNCA a HN(CO)CA u proteint). Druhou interakei vyuzivda HPHCH
experiment, ktery poskytuje korelace H5'()-C5'(i)-P(:), H5”(#)-C5'(i)-P(i) a H3'(: — 1)-C3'(i — 1)-
P(i). Tret{ moznost{ je PCCH-TOCSY experiment (varianta HCCH-TOCSY experimentu popsaného
pro proteiny), ktery vyuziva 3J(PC) interakce ke korelaci fosforu s pentosovym kruhem, nasleduje
homonukledrni TOCSY korelace cukernych uhlikt a heteronukledrni korelace s navdzanym protonem.
Tak je mozné korelovat fosfor s riznymi atomy (deoxy)ribosy.

Prirazeni v cukrech

K pfifazen{ protonu a uhliku v (deoxy)ribose se pouzivdi HCCH-TOCSY experiment, ktery byl popsin
pro proteiny.

Korelace baze-cukr

Ke korelaci H6 (pyrimidinti) a H8 (purini) s H1’ cukru se pouzivd dvojice HCN experimentt, z nichz
jeden excituje uhliky alifatické a druhy aromatické. Ziskdme tak korelace H6-C6-N1(pyrimidint), H8-C8-
N9 (purini) a H1’-C1’-N1 (pyrimidint) a H1’-C1’-N9 (purinu). Opét jde o obdobu HNCA a HN(CO)CA
u proteintu. Zminénych korelaci 1ze dosdhnout i pouzitim jednoho experimentu (HCNCH), jehoz citlivost
je ale nizsi.

Prifazeni v bazich

Zékladnim tikolem pfifazeni v bazich nukleovych kyselin je pfifazeni jednotlivych protonu. Ke korelaci
protonii v polohdch 5 a 6 pyrimidint lze vyuzit jednovazebnych interakei !J(CH) a 1J(CC). Korelace
vzdalengjSich protonu vyuziva ¢asto vicevazebnych skaldrnich interakci, které byvaji v aromatickych
heterocyklickych spinovych systémech bazi pomérné intenzivni (naopak nékteré jednovazebné skaldrni
interakce jsou velmi slabé). Casto se pouziva princip TOCSY. Jako pitklad miizeme uvést opet HCCH-
TOCSY experiment, pouzivany ke korelaci H2 a H8 u adeninu, nebo HNC-TOCSY-CH experiment (na
rozdil od predchoziho koreluje v prvnim kroku imino-protony s uhliky pfes imino-dusik, tedy obdobné
jako v HNCA experimentu), pouzivany ke korelaci H1 a H8 u guaninu.
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Obrézek 15.17: Vyuziti anomalniho rozptylu k feseni fazového problému. Na obrdzku A jsou zakresleny struk-
turni faktory. Fp znaéf strukturnf faktor nativni biomakromolekuly (stejny pro (b k1) a (—h —k —1)), ktery nent
ovlivnén anomélnim rozptylem. Vektory Fp (ruzné pro (hkl) a (—h — k — 1)) jsou strukturni faktory tézkych
atomu, které vykazuji anomalni rozptyl. Vektory Frp jsou vysledné strukturni faktory derivatu s tézkymi atomy.
Ve skuteénosti zndme pouze vektory Fip(h k1) a Fp(—h —k —1) a amplitudy |Fp|, |Fep|(h k1) a |FpD|(—h —k —1).
Obrazky B az C ukazuji princip fedeni. Nejprve si nakreslime plnou kruznici o poloméru |Fp|, kterd zachycuje
veskerou informaci o strukturnim faktoru nativni{ molekuly (obrdzek B). Potom zaneseme do diagramu udaje
o derivétech. Vektory Fp(hkl) a Fp(—h — k — ) miizeme zakreslit pifmo. Jak jsme si vysvétlili v popisu
obrazku , musi stfed plné kruznice, zndzornujici amplitudu |Fp|, lezet v konci vektoru Fp. To plati pro
(hkl) i (=h — k — 1), proto zakreslime vektory Fp(hkl) a Fn(—h — k — [) tak, aby sméfovaly do stiedu
plné kruznice, jak je ukdzano na obrazku C. Nakonec zakreslime teckovanou a ¢arkovanou kruznici odpovidajici
strukturnim faktoram ﬁpD, které jsou ovlivnény anomélnim rozptylem a li§{ se znaménkem indexu h, k, [. Tyto
kruznice maji proto ruzné poloméry. Jejich posunuti vzhledem k plné kruznici, odpovidajici strukturnimu faktoru
nativni bimakromolekuly neovlivnéné anomalnim rozptylem, je ddno sméry Fp (stfedy kruznic lez{ v pocatcich
Fp (hkl) a ﬁD(fh — k —1)). Podobné jako pfi pouziti isomorfniho nahrazeni ndm feSeni uddvaji pruseciky
kruznic. Tam, kde se vSechny kruznice protnou, lez{ konce hledanych vektoru (obrézek D).
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