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2.4 Primárńı struktura . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14
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6 Interakce určuj́ıćı strukturu biomakromolekul 67

6.1 Energie a entropie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 67
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11.3 Molekulová mechanika . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 132
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13.4 Optika a rozlǐseńı mikroskop̊u . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 166
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19.2 Hybridńı orbitaly . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 262
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21.5 Přǐrazeńı v báźıch . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 276

22 Dodatek k bioinformatice 277
22.1 Matice BLOSUM62 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 277



viii OBSAH
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Kapitola 1

Struktura v chemii a biochemii

1.1 Konfigurace a konformace

Chceme-li studovat strukturu biologicky zaj́ımavých látek, muśıme se nejdř́ıve dohodnout na tom, co
vlastně pojmem struktura mysĺıme. Chemické látky se skládaj́ı z atomů r̊uzných prvk̊u. Prvńı informaćı,
kterou o neznámé látce můžeme źıskat, je tedy údaj, kolik atomů jednotlivých prvk̊u molekula látky
obsahuje. Např́ıklad můžeme zjistit, že molekula naš́ı látky obsahuje čtyři atomy uhĺıku, dva atomy
kysĺıku a osm atomů vod́ıku. Budeme znát složeńı látky,1 ale stále ještě nebudeme znát strukturu
látky.

Teprve když zjist́ıme, které atomy jsou navzájem spojeny kovalentńı vazbou,2 můžeme ř́ıci, zda
zkoumanou látkou je kyselina máselná, 2-buten-1,4-diol, nebo třeba 3-hydroxybutanon.

Ani ted’ však nemuśı být jednoznačně dáno, o jakou chemickou látku jde. Předpokládejme, že
řekneme, že zkoumaná látka je 2-buten-1,4-diol. T́ımto názvem lze ale označit dvě r̊uzné chemikálie
s r̊uznými vlastnostmi. Tyto dvě látky se budou lǐsit uspořádáńım atomů kolem dvojné vazby. Budou-li
obě koncové vazby C–C na jedné straně dvojné vazby, p̊ujde o izomer cis (chemicky úplný název látky
bude (Z)-2-buten-1,4-diol), budou-li koncové C–C vazby směřovat na opačné strany, p̊ujde o izomer
trans, neboli (E)-2-buten-1,4-diol.

Pokud by zkoumanou látkou byl 3-hydroxybutanon, měli bychom podobný problém. Museli bychom
si vybrat ze dvou molekul, z nichž jedna je zrcadlovým obrazem druhé.3 Úplný chemický popis by tedy
byl (R)-3-hydroxybutanon nebo (S)-3-hydroxybutanon.

Zp̊usob vzájemného uspořádáńı atomů propojených kovalentńımi vazbami, tak jak jsme jej prob́ırali
v předchoźıch odstavćıch, se nazývá konfigurace. Zat́ımco kyselina máselná se vyskytuje v jediné konfi-
guraci, 2-buten-1,4-diol a 3-hydroxybutanon maj́ı po dvou r̊uzných konfiguraćıch (obrázek 1.1).

Se znalost́ı konfigurace již umı́me popsat molekulu např́ıklad chemickým vzorečkem (i s vyznačeńım
chirality). Pokud budeme cht́ıt z trubiček a kuliček sestavit model zkoumané látky (jako na obrázku 1.1),
třeba kyseliny máselné, potřebujeme znát v́ıc, než jen konfiguraci. Muśıme se např́ıklad rozhodnout,
jestli uhĺıkový řetězec ohneme tak, aby byla karboxylová kyselina co nejbĺıže koncovému methylu, nebo
jestli bude uhĺıkový řetězec připomı́nat klikový hř́ıdel a karboxylová skupina bude od methylové co
nejdále. Konkrétńı rozmı́stěńı atomů v prostoru se nazývá konformace. Mezi konfiguraćı a konformaćı
je d̊uležitý rozd́ıl. Konformaci našich molekul můžeme měnit pouhým otáčeńım kolem kovalentńıch

1Chemici často mluv́ı o kompozici látky.
2Informace udávaj́ıćı pouze to, které atomy jsou spojeny, se nazývá konektivita. Chemika ovšem zaj́ımá i to, zda jde

o vazbu jednoduchou nebo dvojnou. Chemický popis atomů a vazeb v molekule se nazývá konstituce.
3Učeně řečeno, jde o antipody, tedy enantiomery s opačnou chiralitou. Takové látky se lǐśı směrem, kterým stáč́ı rovinně

polarizované světlo.
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Obrázek 1.1: Molekuly kyseliny máselné, (Z)-2-buten-1,4-diolu, (E)-2-buten-1,4-diolu, (R)-3-hydroxybutanonu
a (S)-3-hydroxybutanonu.

vazeb, zat́ımco ke změně konfigurace je třeba kovalentńı vazbu přerušit a vytvořit novou.4

Konfigurace a konformace hraj́ı d̊uležitou roli v rozd́ılech chápáńı pojmu určeńı struktury v kontextu
malých a velkých molekul. Pokud izolujeme z př́ırodńıho zdroje nějakou ńızkomolekulárńı látku (tedy
látku, jej́ıž molekuly se skládaj́ı z deśıtek atomů), např́ıklad antibiotikum, muśıme předevš́ım určit
konfiguraci této látky. Určováńı konformace je v takovém př́ıpadě okrajová záležitost. U malých mole-
kul, jako je kyselina máselná, jsou rotace kolem vazeb tak snadné a rychlé, že nemá většinou smyslu
o jednotlivých konformerech mluvit. Složitěǰśı molekuly se sice vyskytuj́ı v jedné či v́ıce z několika
jasně definovaných konformaćı, určeńı těchto konformaćı ale stále představuje jednodušš́ı část určováńı
struktury. Určováńım struktury malých molekul se tedy mysĺı předevš́ım určováńı konfigurace.

Situace je zcela odlǐsná, pokud izolujeme z př́ırodńıho zdroje makromolekulu, např́ıklad protein.
Biomakromolekuly se skládaj́ı z několika málo druh̊u monomerńıch jednotek, jejichž konfigurace je
dobře známá. Stač́ı tedy určit pořad́ı (sekvenci) těchto stavebńıch jednotek, a budeme znát konfiguraci
celé makromolekuly. Určováńı sekvence je dnes poměrně snadné, zvlášt’ u nukleových kyselin a protein̊u.
U velkých molekul je ale velmi d̊uležité určit konformaci. Otáčeńı kolem některých vazeb je totiž velmi
zt́ıženo, ba téměř znemožněno, zbytkem makromolekuly. K tomu, abychom źıskali představu o tvaru
molekuly, muśıme zjistit, v které konformaci jsou uvězněny ty vazby, kolem kterých nemůžeme otáčet.
Určováńım struktury biomakromolekul se proto mysĺı předevš́ım určováńı konformace. A to je úkol
obt́ıžný.

1.2 Geometrický popis molekul

Z matematického pohledu k určeńı propojeńı atomů stač́ı znát topologii5 molekuly, zat́ımco určeńı kon-
formace vyžaduje znalost přesné geometrie. Pokud jsme si v předchoźım odstavci řekli, že určováńı
struktury biomakromolekul je vlastně popis jejich konformace, muśıme se nejprve seznámit s geomet-
rickým popisem molekul.

Geometrie nám umožňuje vytvořit zjednodušený obraz molekul, tedy jejichmodel (zde slovo ,,model“
znamená opravdu to, co si pod ńım zpravidla představ́ıme). Pro potřeby strukturńı biochemie vetšinou
stač́ı považovat atomy za body v prostoru a chemické vazby za úsečky, které body spojuj́ı. Uvědomme
si, že k vytvořeńı modelu nestač́ı znát pouze polohy všech atomů, ale muśıme také vědět, mezi kterými
atomy je kovalentńı vazba (muśıme určit topologii molekuly).

Polohu atomů v prostoru můžeme určit několika zp̊usoby. Prvńım zp̊usobem, který nás asi napadne,

4V některých př́ıpadech neńı ke změně konfigurace třeba přerušenit kovalentńı vazbu, ale pouze deformovat vazebné
úhly, tento detail neńı ale pro pochopeńı pojmu konformace zásadńı.

5Topologie popisuje vlastnosti geometrických útvar̊u, které se neměńı, když geometrický útvar vystav́ıme pružné defor-
maci (natažeńı nebo zkrouceńı), která je homeomorfńı (každému bodu útvaru před deformaćı odpov́ıdá jeden bod útvaru
po deformaci). Zjednodušeně řečeno, topologie popisuje kvalitativńı vlastnosti, zat́ımco geometrie udává kvantitativńı
mı́ry. Obĺıbeným př́ıkladem rozd́ılu mezi topologíı a geometríı je problém lajnováńı tenisového hřǐstě. Topologie nám
pomůže vyřešit otázku, jestli lze hřǐstě nalajnovat jedńım tahem, a pokud ne, kolikrát budeme muset lajnovačku přenést.
Geometrie nám řekne, jak dlouhé muśı jednotlivé čáry být a že spolu muśı sv́ırat úhel 90 ◦.



1.2. GEOMETRICKÝ POPIS MOLEKUL 5

x

y

z

Obrázek 1.2: Kartézská souřadná soustava. Osa x mı́̌ŕı k nám, osa y doprava, osa z nahoru.

je udat souřadnice x, y, z každého atomu v obvyklé kartézské souřadné soustavě6 (obrázek 1.2). Tento
zp̊usob použ́ıvá např́ıklad databáze struktur PDB (Protein Data Bank), jak ukazuje př́ıklad na obrázku
1.3. Pro popis modelu molekuly, která je tvořena N atomy, potřebujeme 3N souřadnic.

ATOM 1 O WAT 0 -0.267 0.269 0.096

ATOM 2 H1 WAT 0 0.021 0.014 -0.781

ATOM 3 H2 WAT 0 0.245 -0.283 0.686

Obrázek 1.3: Soubor popisuj́ıćı polohy atomů vody ve formátu, který použ́ıvá PDB (souřadnice jsou uvedeny
v posledńıch třech sloupćıch v jednotkách ångström, což je desetina nanometru).

Výhoda kartézských souřadnic je v tom, že je můžeme př́ımo a jednoduše použ́ıt k zobrazeńı modelu
molekuly. Kartézské souřadnice maj́ı ale také své nevýhody. Představme si, že molekulu definovanou na
obrázku 1.3 otoč́ıme o 90 ◦ kolem osy x. Polohy atomů pak budou udány souřadnicemi uvedenými na
obrázku 1.4. Jak je vidět, hodnoty dvou souřadnic každého atomu se podstatně změnily – přitom jde
stále o tutéž molekulu vody, která má naprosto stejný tvar. Proto se často polohy atomů udávaj́ı jiným
zp̊usobem. Pro molekulu skládaj́ıćı se z N atomů opět potřebujeme 3N údaj̊u. Z těchto 3N hodnot
budou tři udávat polohu těžǐstě molekuly, daľśı tři natočeńı molekuly jako celku vzhledem k souřadné
soustavě a zbývaj́ıćı údaje (kterých je pochopitelně 3N −6) vzájemnou polohu atomů uvnitř molekuly.7

Prvńıch šest údaj̊u nás zpravidla nezaj́ımá, nebot’ se měńı, jak se molekula pohybuje Brownovým po-
hybem. Zaj́ımá nás pouze posledńıch 3N − 6 údaj̊u, které jsou pro danou molekulu stejné, at’ už je
jej́ı poloha v souřadné soustavě jakákoli. Tyto údaje se proto nazývaj́ı vnitřńı souřadnice molekuly.
Jako vnitřńı souřadnice je zvykem udávat vzdálenosti mezi atomy, které jsou vázány kovalentńı vazbou
(vazebné vzdálenosti) a úhly, které kovalentńı vazby sv́ıraj́ı (vazebné úhly). Model molekuly vody, který
jsme si uvedli jako př́ıklad, je určen dvěma vazebnými vzdálenostmi |O–H1| a |O–H2|, které jsou obě
rovny 95,7 pm a jedńım vazebným úhlem ̸ H1–O–H2, který je roven 104,5 ◦.

6Soustava souřadná muśı být definována tak, jak ukazuje obrázek 1.2. Kdybychom otočili směr jedné osy, popisovali
bychom opačný enantiomer.

7Uvedené počty plat́ı pouze pro molekulu, která neńı lineárńı. Lineárńı biomakromolekuly se ovšem nevyskytuj́ı, takže
se jimi nemuśıme zabývat.
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ATOM 1 O WAT 0 -0.267 -0.096 0.269

ATOM 2 H1 WAT 0 0.021 0.781 -0.014

ATOM 3 H2 WAT 0 0.245 -0.686 -0.283

Obrázek 1.4: Soubor popisuj́ıćı polohy atomů molekuly vody, která je otočena o 90 ◦ vzhledem k molekule
definované v souboru na obrázku 1.3.

Vazebné vzdálenosti a vazebné úhly postačuj́ı k popisu tř́ıatomových molekul, jejichž atomy lež́ı
v jedné rovině. Co se ale stane, má-li molekula atomů v́ıce? Zkusme se pod́ıvat na jednoduchý př́ıklad
– molekulu peroxidu vod́ıku (obrázek 1.5). Tato molekula se skládá ze čtyř atomů, pro jej́ı popis
tedy potřebujeme 12 souřadnic. Šest z nich popisuje polohu molekuly jako celku, ty nás nezaj́ımaj́ı.
Z vnitřńıch souřadnic můžeme určit tři vazebné vzdálenosti, |O1–H1| a |O2–H2|, které jsou dlouhé 95,0 pm
a |O1–O2|, která je dlouhá 147,5 pm. Dále můžeme určit dva vazebné úhly, ̸ H1–O1–O2 a ̸ O1–O2–H2,
oba jsou rovny 94,8◦. Těmito pěti souřadnicemi neńı ještě poloha čtyř atomů peroxidu vod́ıku v pro-
storu jednoznačně dána, stále můžeme točit modelem kolem vazby O–O, aniž bychom měnili vazebné
úhly a vzdálenosti. Šestou vnitřńı souřadnićı, kterou muśıme určit, je tedy torzńı úhel (úhel otočeńı8

kolem vazby O–O). Tato posledńı souřadnice je pro definici struktury biomakromolekul nejd̊uležitěǰśı.
Vazebné délky a vzdálenosti jsou totiž téměř stejné ve všech monomerńıch jednotkách, torzńı úhly se
ale mohou značně lǐsit. Můžeme tedy ř́ıci, že konformace biomakromolekul je dána hodnotami torzńıch
úhl̊u.

Obrázek 1.5: Molekula peroxidu vod́ıku.

Vazebná délka jednoznačně popisuje dvojici atomů. Protože dvojice bod̊u muśı ležet v jedné př́ımce,
jde z principu o jednorozměrný př́ıpad. Podobně vazebný úhel popisuje trojici atomů, která vždy lež́ı
v jedné rovině (dvourozměrný př́ıpad). Konečně torzńı úhel definuje čtveřici atomů a rozšǐruje popis na
trojrozměrný prostor. Protože je naš́ım ćılem postavit trojrozměrný model molekuly, s žádným daľśım
typem vnitřńıch souřadnic se už nesetkáme, i když budeme dále zvětšovat počet atomů.

Stavbu modelu molekuly si tedy můžeme popsat následuj́ıćım zp̊usobem:

• Polohu prvńıho atomu (označme si jej A) udávaj́ı tři souřadnice, které t́ımto definuj́ı polohu celé
molekuly v souřadné soustavě. Jsou to souřadnice vněǰśı, které nás většinou nezaj́ımaj́ı, v př́ıpadě
jediného atomu nemá smysl mluvit o vnitřńıch souřadnićıch molekuly.

• Polohu druhého atomu (B) udává jedna vnitřńı souřadnice, vazebná délka |A–B|, a dvě vněǰśı
souřadnice, které definuj́ı natočeńı prvńı vazby v̊uči souřadné soustavě.

8Jiná možnost, jak tento úhel popsat, je určit úhel, který sv́ıraj́ı roviny, ve kterých lež́ı atomy H1,O1,O2 a O1,O2,H2. Jako
vnitřńı souřadnici bychom mohli stejně dobře použ́ıt dihedrálńı úhel, tedy doslova úhel mezi dvěma stěnami.
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• Polohu třet́ıho atomu (C) udávaj́ı dvě vnitřńı souřadnice, vazebná délka |B–C| a vazebný úhel
̸ A–B–C, a jedna vněǰśı souřadnice, která udává natočeńı druhé vazby v̊uči souřadné soustavě
(teprve t́ım je definováno natočeńı celé molekuly v soustavě souřadnic).

• Polohu čtvrtého atomu (D) udávaj́ı tři vnitřńı souřadnice. Pokud jej připoj́ıme k atomu C, bude
to vazebná délka |C–D|, vazebný úhel ̸ B–C–D9 a torzńı úhel popisuj́ıćı rotaci kolem vazby B–C.

• Polohu všech daľśıch atomů udávaj́ı vždy tři vnitřńı souřadnice, v př́ıpadě nevětveného řetězce
(lineárńıho nebo cyklického) délka vazby s předchoźım atomem, úhel mezi dvěma předchoźımi
vazbami a torzńı úhel popisuj́ıćı rotaci kolem předposledńı vazby.

1.3 Definice torzńıho úhlu

Zat́ımco definice vazebné délky a vazebného úhlu jsou asi každému zřejmé, definice torzńıho úhlu si
zaslouž́ı pečlivou pozornost. Pro každou kovalentńı vazbu, která neńı koncová, definujeme torzńı úhel
(popisuj́ıćı rotaci kolem této vazby) následuj́ıćım zp̊usobem:

1. Nalezneme řetězec atomů A–B–C–D, který definuje rotaci kolem vazby B–C. Pokud jsou na atom
B nebo C (nebo oba) navázány v́ıce než dva atomy, urč́ıme atomy A a D podle následuj́ıćıch
pravidel:

• Určujeme-li torzńı úhel hlavńıho řetězce (páteře) makromolekuly, zvoĺıme atomy A a D tak,
aby byly také součást́ı hlavńıho řetězce (páteře).

• Určujeme-li torzńı úhel postranńıho řetězce makromolekuly, zvoĺıme atomy A a D tak, aby
měly nejvyšš́ı prioritu podle pravidel použ́ıvaných v organické chemii (zavedených Cahnem,
Ingoldem a Prelogem).

2. Umı́st́ıme molekulu v prostoru tak, aby vazba B–C byla kolmá na rovinu paṕıru. Pod́ıváme se na
molekulu ve směru vazby B–C (atom B je bĺıže k nám a atom C je v zákrytu za ńım) a promı́tneme
vazby A–B a C–D do roviny paṕıru.

3. Změř́ıme úhel mezi pr̊uměty vazeb A–B a C–D. Hodnoty úhlu udáváme v rozsahu od −180 ◦ do
+180 ◦, kladné hodnoty nabývá torzńı úhel v př́ıpadě, že vazba C–D je pootočena oproti vazbě
A–B po směru hodinových ručiček (obrázek 1.6).

Kromě udáńı č́ıselných hodnot lze přibližnou hodnotu torzńıho úhlu popsat slovně. Použ́ıvaj́ı se
k tomu r̊uzná názvoslov́ı, která jsou také ukázána na obrázku 1.6. Prvńı z nich zavád́ı označeńı pro
nejvýhodněǰśı konformace. Tak jako v př́ıpadě dvojné vazby C=C jsou výrazně nejvýhodněǰśı hodnoty
torzńıho úhlu 0 a +180 ◦ (izomery cis a trans), v př́ıpadě jednoduché vazby C–C mezi dvěma sp3

uhĺıky jsou nejvýhodněǰśı tři torzńı úhly, které se označuj́ı gauche(+) (+60 ◦), gauche(−) (−60 ◦) a
trans (180 ◦).

Druhé názvoslov́ı vycháźı z rozděleńı konformaćı na dvě skupiny. Prvńı skupina, označovaná syn,
zahrnuje konformace, ve kterých jsou pr̊uměty vazeb A–B a C–D vzájemně pootočeny o méně než 90 ◦

jedńım či druhým směrem (lež́ı tedy ve stejné polovině kruhu). Naopak druhá skupina, označovaná anti ,
zahrnuje konformace, ve kterých jsou pr̊uměty vazeb A–B a C–D vzájemně pootočeny o v́ıce než 90 ◦

9Z pouhého geometrického popisu poloh atomů ale ještě nevyplývá, jestli atomy A, B, C, D tvoř́ı lineárńı řetězec, nebo
uzavřený čtyřčlenný kruh. Nav́ıc můžeme geometricky popsat polohu atomů pomoćı vzdálenost́ı mezi atomy, které nejsou
spojeny chemickou vazbou (a podobně také pomoćı úhl̊u mezi úsečkami spojuj́ıćımi atomy, které nejsou vázány) a pomoćı
torzńıch úhl̊u popisuj́ıćıch rotaci kolem takových úseček. Je-li tomu tak, atomy mohou tvořit rozvětvenou molekulu nebo
trojčlenný kruh s jedńım bočńım atomem. Pokud jsme si řekli, že k stavbě modelu nestač́ı topologie, ale muśıme znát
geometrii, muśıme dodat, že geometrie sama také nedefinuje jednoznačně strukturu a vyžaduje také znalost topologie –
tedy schema propojeńı atomů vazbami.
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Obrázek 1.6: Definice torzńıch úhl̊u. Atom B je umı́stěn ve středu kruhu, atom C je v zákrytu za ńım (vazba
B–C je kolmá na rovinu kruhu). Pr̊umět vazby A–B do roviny kruhu je vyznačen. Torzńı úhel je definován podle
toho, do které části kruhu dopadne pr̊umět vazby C–D (žádný konkrétńı př́ıklad vyznačen neńı). Na obrázku
jsou uvedeny č́ıselné hodnoty i symbolická označeńı možných torzńıch úhl̊u. V pravé části obrázku je pohled
kolmo na rovinu kruhu. Rovina kruhu je vyznačena čárkovaně, šipka ukazuje směr, kterým se d́ıváme, když
definujeme torzńı úhel.

(lež́ı tedy ve opačné polovině kruhu). Tyto dvě skupiny lze kombinovat o údaj popisuj́ıćı, zda čtveřice
atomů lež́ı sṕı̌se v jedné rovině (periplanárńı konformace) nebo ve dvou r̊uzných rovinách (klinálńı
konformace). Podle tohoto názvoslov́ı tedy hovoř́ıme např́ıklad o kladném synperiplanárńım úhlu (0 až
+30 ◦, zkratka +sp), nebo o záporném antiklinálńım úhlu (−150 až −90 ◦, zkratka −ac).



Kapitola 2

Struktura protein̊u

2.1 Proteiny jako př́ıklad biomakromolekul

Existuj́ı dva d̊uvody, proč je vhodné prob́ırat struktury protein̊u (česky b́ılkovin) jako prvńı ze struktur
biomakromolekul. Prvńım d̊uvodem je velký význam protein̊u a bezpočet funkćı, které v buňce hraj́ı.
Strukturou protein̊u se proto zabývá nejv́ıce biochemik̊u. Druhý d̊uvod je pedagogický. Na strukturách
protein̊u dobře vyniknou obecná pravidla, se kterými se budeme později setkávat i u jiných biomakro-
molekul.

Jedńım z těchto pravidel je stavebnicový charakter struktury. Z několika málo součástek si budeme
moci sestavit základńı strukturńı motivy, jejichž daľśı kombinaćı źıskáme i ty nejsložitěǰśı struktury.
Jiným obecným rysem je hierarchie struktur. To znamená, že strukturńı motivy, které můžeme sestavit
ze základńıch d́ıl̊u biochemické stavebnice, slouž́ı jako stavebńı d́ıly složitěǰśıch strukturńıch motiv̊u.
A tyto složitěǰśı struktury jsou zase stavebńımi kameny ještě složitěǰśıch strukturńıch útvar̊u a tak dále.
Tato hierarchie je u protein̊u nejlépe definovaná – biochemici rozlǐsuj́ı primárńı, sekundárńı, terciárńı
strukturu i struktury vyšš́ı.

V této chv́ıli asi neńı jasné, co je tak pozoruhodné na zmı́něných rysech biomakromolekulárńıch struk-
tur – stavebnicovém a hierarchickém uspořádáńı. Následuj́ıćı stránky by měly ukázat, že tyto základńı
principy jsou kĺıčem k pochopeńı stavby biologicky zaj́ımavých molekul. Složitost makromolekuly neńı
dána složitost́ı základńıch stavebńıch jednotek, ale neuvěřitelným množstv́ım možnost́ı, jak můžeme
poměrně jednoduché stavebńı jednotky kombinovat. Živ́ı tvorové nejsou vyj́ımečńı t́ım, z jakých atomů
se skládaj́ı, ale vynikaj́ı zp̊usobem, jak jsou uspořádány atomy v jejich molekulách, molekuly v buňkách,
buňky v orgánech. O kráse katedrály se také dozv́ıme v́ıce z paṕırového modelu, který nese informaci
o architektuře, aniž by ř́ıkal cokoli o materiálńım složeńı, než z př́ıslušných hromad kamene, ṕısku a
vápna, které naopak nenesou informaci o myšlence architekta.

Obecná pravidla stavby biomakromolekul bychom mohli dlouho teoreticky prob́ırat. Mohli bychom
se snažit uvěznit tato pravidla do co nejpřesněǰśıch definic, což by se nám stejně nepodařilo. Pojd’me
se raději pod́ıvat na konkrétńı př́ıklad biomakromolekulárńı architektury – na molekuly protein̊u.

2.2 Stavebńı jednotky

Základńımi stavebńımi jednotkami protein̊u jsou α-l-aminokyseliny. Ačkoli je skutečná syntéza pro-
tein̊u v buňce velmi složitá, formálně můžeme molekulu proteinu źıskat spojováńım karboxylových a
aminových skupin kondenzačńı reakćı, při které se odštěpuje molekula vody. Vzniklý produkt se nazývá
peptid. V peptidech jsou zbytky aminokyselin (aminokyselinová rezidua) spojeny amidovou vazbou,
která se často označuje jako vazba peptidová. Při kondenzaci větš́ıho počtu aminokyselin vzniká lineárńı

9
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molekula, jej́ıž páteř je tvořena atomy zkondenzovaných karboxylových a aminových skupin a zbytek
molekuly aminokyseliny tvoř́ı postranńı řetězec. Označeńı peptid a protein jsou poněkud nejednoznačná
a do jisté mı́ry synonymńı. V literatuře se můžeme setkat s několika zp̊usoby rozlǐsováńı mezi peptidem
a proteinem:

• Peptidy a proteiny se rozlǐsuj́ı podle počtu aminokyselinových zbytk̊u. Molekuly skládaj́ıćı se ze
dvou až deseti aminokyselinových zbytk̊u se označuj́ı jako oligopeptidy, molekuly složené z 11
až 100 aminokyselin se označuj́ı jako polypeptidy a molekuly obsahuj́ıćı v́ıce aminokyselinových
zbytk̊u se označuj́ı jako proteiny. Přestože je toto děleńı obĺıbené autory učebnic, je zcela umělé
a o struktuře nic nevypov́ıdá.

• Jako peptidy se označuj́ı kratš́ı řetězce, které snadno přecháźı z jedné z mnoha možných konformaćı
do jiné a netvoř́ı stabilńı trojrozměrné struktury. Naopak jako proteiny se označuj́ı deľśı řetězce,
které maj́ı zřetelnou tendenci vyskytovat se v jedné nejvýhodněǰśı konformaci (nebo v závislosti
na vněǰśıch podmı́nkách měnit konformaci v rámci malého počtu možných konformaćı) a maj́ı
tedy dobře definovanou prostorovou strukturu. Je zřejmé, že mezi takto definovanými peptidy a
proteiny neńı jasně vymezená hranice, ale sṕı̌se plynulý přechod. Nav́ıc může být i značně velká
molekula proteinu málo uspořádaná, připomı́naj́ıćı flexibilńı peptid.

• Při studiu složitěǰśıch molekul, které kromě aminokyselinového řetězce obsahuj́ı chemicky odlǐsnou
část, se jako polypeptid označuje samotný peptidový řetězec a jako protein celá složená molekula.
Jiné názvoslov́ı nazývá peptidovou část apoprotein a celou složenou molekulu holoprotein.

Přestože buňka obsahuje větš́ı počet aminokyselin, proteinový řetězec se syntetizuje pouze z 20 ge-
neticky kódovaných (tzv. proteinogenńıch) aminokyselin.1 Pro jednoznačný popis struktury je nutné
zavést jasně definované označeńı všech atomů aminokyselin. Bylo by samozřejmě možné použ́ıt sys-
tematického názvoslov́ı organické chemie. Z částečně historických a předevš́ım praktických d̊uvod̊u se
ale zavád́ı odlǐsné biochemické názvoslov́ı, které se ř́ıd́ı pokyny Mezinárodńı unie pro čistou a užitou
chemii a Mezinárodńı unie pro biochemii IUPAC-IUB. Jistě neńı nutné se všechny detaily názvoslov́ı
učit nazpamět’, je ale nezbytné se jimi ve všech př́ıpadech ř́ıdit. Přehled značeńı atomů aminokyselin
můžete naj́ıt na obrázku 2.1.

Při pohledu na vzorce 20 proteinogenńıch aminokyselin 2.1 si asi každý uvědomı́ chemickou r̊uznost
postranńıch řetězc̊u. Tato pestrost má zásadńı význam pro strukturu i funkci protein̊u a vysvětluje,
proč jeden typ makromolekuly může mı́t tak odlǐsné chemické a fyzikálńı vlastnosti a hrát tak r̊uzné
role v životě buňky. Z pohledu interakćı, které určuj́ı energetickou výhodnost konformace proteinu, si
můžeme aminokyseliny rozdělit na několik typ̊u.

• Aminokyseliny, které jsou schopny vytvářet iontovou vazbu, zahrnuj́ı arginin, lysin, histidin, ty-
rosin, cystein, kyselinu asparagovou a kyselinu glutamovou. Podmı́nky, za kterých jsou tyto ami-
nokyseliny ionizovány, jsou dány předevš́ım kyselost́ı (hodnotou pH) a elektrickou permitivitou
jejich nejbližš́ıho okoĺı. Arginin a lysin tvoř́ı kationty v kyselém a neutrálńım prostřed́ı, histidin
tvoř́ı kationty v kyselém prostřed́ı. Kyselina asparagová a glutamová tvoř́ı anionty v neutrálńım
a zásaditém prostřed́ı, cystein v zásaditém a tyrosin jen v silně zásaditém prostřed́ı. Konkrétńı
hodnoty disociačńı konstanty2 záviśı na elektrické permitivitě okoĺı. V hydrofobńım jádře proteinu
budou postranńı řetězce h̊uře ionizovat, takže kationty se budou tvořit až při nižš́ım pH a anionty
až při vyšš́ım pH.

1V molekulách protein̊u izolovaných z buněk nacháźıme v́ıce než 20 r̊uzných aminokyselin.
”
Nestandardńı“ amino-

kyselinové zbytky ale v naprosté většině př́ıpad̊u vznikaj́ı chemickými úpravami již vzniklého polypeptidového řetězce.
Tyto úpravy se nazývaj́ı posttranslačńı modifikace a zahrnuj́ı zavedeńı jednoduchých funkčńıch skupin jako hydroxyl nebo
fosfát i navázáńı velkých molekul jako mastné kyseliny, porfyriny (hem, chlorofyl), oligosacharidy a daľśı.

2Dekadický logaritmus disociačńı konstanty s opačným znaménkem je roven pH, při kterém je právě polovina molekul
disociována.

https://iubmb.qmul.ac.uk/
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Obrázek 2.1: Vzorce aminokyselin s atomy označeńım atomů podle doporučeńı IUPAC-IUB. Purpurově jsou
zvýrazněny atomy, které se pod́ılej́ı na tvorbě vod́ıkových vazeb. Barvy trojṕısmenných a jednoṕısmenných
zkratek aminokyselin rozlǐsuj́ı krátké postranńı řetězce (černá), nepolárńı postranńı řetězce (zelená), polárńı
postranńı řetězce (purpurová), kyselé (záporně nabité) postranńı řetězce (červená) a zásadité (kladně nabité)
postranńı řetězce (modrá).
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• Postranńı řetězce schopné dipolárńıch interakćı jsou zároveň schopné tvořit vod́ıkové vazby.3 Patř́ı
mezi ně všechny aminokyseliny schopné tvořit ionty a nav́ıc serin, threonin, asparagin, glutamin
a tryptofan.

• Silný hydrofobńı efekt vykazuj́ı alifatické postranńı řetězce prolinu, leucinu, isoleucinu, valinu a do
jisté mı́ry alaninu. Mı́ra hydrofobńıch a lipofilńıch vlastnost́ı je dána délkou alifatického řetězce.
Dále můžeme mezi hydrofobńı postranńı řetězce zařadit aromatické aminokyselinové zbytky tryp-
tofanu, tyrosinu a fenylalaninu a sirné zbytky cysteinu a methioninu.4

• Glycin a do jisté mı́ry i alanin, serin a threonin můžeme považovat za zvláštńı skupinu ,,malých“
postranńıch řetězc̊u. Vzhledem k jejich velikosti je totiž obt́ıžné ř́ıci, jestli vykazuj́ı sṕı̌se hydro-
filńı či hydrofobńı charakter. T́ım, že zab́ıraj́ı malý prostor poskytuj́ı zvýšenou volnost okolńım
postranńım řetězc̊um.

• Prolin má netypickou konfiguraci (cyklický postranńı řetězec), která významně omezuje možné
konformace proteinové páteře.

• Cystein je vyj́ımečný v tom, že může tvořit kovalentńı disulfidovou vazbu s postranńım řetězcem
cysteinu v jiné části proteinu. To je velký zásah do topologie proteinové páteře, který má zásadńı
vliv na konformaci proteinu.

Stejně jako je d̊uležitá r̊uznost postranńıch řetězc̊u, tak je významná neměnnost uspořádáńı na
prvńıch dvou uhĺıćıch. Všechny aminokyseliny můžeme považovat za deriváty alaninu, všechny za-
chovávaj́ı stejnou konfiguraci α-uhĺıku (přestože zrcadlová konfigurace d by byla z chemického pohledu
stejně dobře možná5). Tato jednotnost základńıch stavebńıch d́ıl̊u umožňuje stavebnicové uspořádáńı
popsané v sekci 2.1. Stejná konfigurace α uhĺıku otv́ırá dveře téměř neomezenému kombinováńı amino-
kyselin při zachováńı pravidelnosti struktur.6 Glycin, který je achirálńı, a prolin, který se lǐśı konfiguraćı
na duśıku, jsou výjimky, které potvrzuj́ı pravidlo a dávaj́ı ještě v́ıce vyniknout logice stavebnicového
uspořádáńı.

2.3 Torzńı úhly

Jak jsme diskutovali v sekci 1.2, konformaci biomakromolekuly jednoznačně určuj́ı torzńı úhly. Pod́ıvejme
se proto na torzńı úhly, se kterými se setkáváme v proteinech (obrázek 2.2).

Konformace peptidové páteře aminokyselin je určena třemi torzńımi úhly, ϕ, ψ a ω. Čtveřice atomů,
které torzńı úhel definuj́ı (A–B–C–D na stránce 7) jsou pro uvedené úhly následuj́ıćı. V reziduu č́ıslo
i je úhel ϕ je definován atomy C′

i−1, Ni, C
α
i , C

′
i, úhel ψ atomy Ni, C

α
i , C

′
i, Ni+1 a úhel ω atomy

Cα
i , C

′
i, Ni+1, C

α
i+1. Protože peptidová vazba se chová částečně jako dvojná vazba7, úhel ω nabývá pro

většinu aminokyselin hodnot bĺızkých 180 ◦ (konformace trans). Výjimkou je prolin, který se vyskytuje i
v cis konformaci (0 ◦). Konformace peptidové páteře je tak definována předevš́ım hodnotami úhl̊u ϕ a ψ.
Peptidové konformery je proto možno graficky znázornit jako body v grafu, jehož osy tvoř́ı hodnoty úhl̊u

3Vod́ıkové vazby je schopna tvořit každá peptidová vazba, zde je řeč pouze o postranńıch řetězćıch.
4Aromatické aminokyseliny, zařazené do skupinu hydrofobńıch postranńıch řetězc̊u, mohou krom van der Waalsovských

sil interagovat prostřednictv́ım elektron̊u v delokalizovaných π-orbitalech. Totéž plat́ı o d-orbitalech śıry. Jde o interakce
svým popisem připomı́naj́ıćı kovalentńı vazby, ale mnohonásobně slabš́ı. V našem zjednodušeném výčtu sil p̊usob́ıćıch
v biomakromolekulách jsme si je neuváděli.

5Na otázku proč se v proteinech vyskytuj́ı právě L-aminokyseliny dosud neznáme uspokojivou odpověd’.
6Pokud stejnou strukturu můžeme postavit z větš́ıho počtu možných kombinaćı základńıch stavebńıch prvk̊u, je v́ıce

pravděpodobné, že se s takovou strukturou v buňce setkáme
7Vyjádřeno pojmy molekulových orbital̊u, o kterých bude řeč v kapitole 11, pokud lež́ı vod́ık a oba uhĺıky vázané na

duśık v jedné rovině (hybridizace sp2), maj́ı orbitaly p duśıku, kysĺıku i uhĺıku v karbonylu stejnou orientaci, ideálńı pro
překryv a tvorbu delokalizované π-vazby.
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Obrázek 2.2: Definice torzńıch úhl̊u hlavńıho řetězce (nahoře) a torzńıho úhlu χ1 postranńıch řetězc̊u (dole)
protein̊u. Vlevo dole je definován χ1 nevětvených řetězc̊u, uprostřed threoninu a isoleucinu, vpravo valinu.
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Obrázek 2.3: Ramachandran̊uv diagram s vyznačeným názvoslov́ım peptidových konformaćı. Modře jsou
označeny konformace výhodněǰśı pro l aminokyseliny. Červeně jsou označeny konformace výhodněǰśı pro d
aminokyseliny, které se běžně v geneticky kódovaných proteinech nevyskytuj́ı.

ϕ a ψ. Takový graf se nazývá Ramachandran̊uv diagram. Běžné konformace peptidové páteře budou
diskutovány později. Na obrázku 2.3 je uvedena obecná konvence názvoslov́ı peptidových konformer̊u.
Pro chirálńı aminokyseliny (všechny běžné kromě glycinu) existuj́ı většinou dvojice (zrcadlové obrazy)
konformer̊u, z nichž jeden (označený modře) je výhodný pro l aminokyseliny (ty se běžně vyskytuj́ı
v proteinech), druhý (označený červeně) by byl výhodněǰśı pro d aminokyseliny:

Konformace postranńıch řetězc̊u je dána torzńımi úhly, které se znač́ı ṕısmenem χ, a jejichž počet
je pochopitelně r̊uzný pro r̊uzné aminokyseliny. Úhel χ1, definovaný atomy N, Cα, Cβ , X se nacháźı
nejčastěji v oblasti gauche(−) nebo trans. Konformace gauche(+) je nevýhodná stericky kv̊uli přibĺıžeńı
peptidové vazbě, častěji se vyskytuje u serinu a threoninu, kde ze stejných d̊uvod̊u umožňuje tvorbu
vod́ıkové vazby mezi kysĺıkem postranńıho řetězce a peptidovou vazbou. Valin a isoleucin, které maj́ı dva
γ uhĺıky, se vyskytuj́ı převážně v konformaci, ve které neńı žádný γ uhĺık orientován gauche(+) vzhledem
k hlavńımu řetězci (pozor na záludnost doporučeného názvoslov́ı organické chemie: u isoleucinu se taková
konformace označuje gauche(−), ale u valinu trans).

2.4 Primárńı struktura

Poté, co jsme prošli základńı definice, se již můžeme pod́ıvat na vlastńı struktury. Jak jsme se již zmı́nili
v sekci 2.1, zavedli biochemici hierarchickou posloupnost struktur. Nejnižš́ı úrovńı této hierarchie je
primárńı struktura.

Primárńı struktura je pořad́ı (sekvence) aminokyselin v polypeptidu. Protože konfiguraci jednot-
livých aminokyselin známe, poskytne nám primárńı struktura veškerou informaci o konfiguraci pro-
teinu (s jednou d̊uležitou výjimkou – z primárńı struktury stále nev́ıme, které cysteiny jsou spojeny
disulfidovou vazbou). Naopak se z primárńı struktury nedov́ıme nic o konformaci proteinu.

Podle konvence zač́ıná sekvence N-terminálńı aminokyselinou (obsahuje volnou aminoskupinu) a
konč́ı C-terminálńı aminokyselinou (obsahuje volnou karboxyskupinu). T́ımto směrem také prob́ıhá
syntéza protein̊u v buňce. Pořad́ı aminokyselin je dáno genetickým kódem, který je zapsán v molekule



2.5. SEKUNDÁRNÍ STRUKTURA 15

deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Každým třem monomerńım jednotkám DNA (nukleotid̊um), které
tvoř́ı takzvaný kodón, odpov́ıdá jedna monomerńı jednotka protein̊u (aminokyselina). Vlastńı překlad
z genetického kódu do ,,jazyka“ aminokyselin je složitý proces, ve kterém hraj́ı nejd̊uležitěǰśı roli r̊uzné
molekuly ribonukleových kyselin (RNA). Kódovaćı tabulka je společná všem živým tvor̊um8. Vı́ce si
o biosyntéze protein̊u řekneme v kapitole 8.

V laboratorńı praxi je poměrně snadné určit sekvenci DNA a s využit́ım znalosti kódovaćı tabulky
se tak ihned dozvědět sekvenci proteinu. Proto je primárńı sekvence proteinu zpravidla známá dř́ıve,
než je řešena jeho trojrozměrná struktura9. Ze sekvence je v principu možno předpovědět prostorové
uspořádáńı protein̊u, v současnosti je však spolehlivost takových předpověd́ı omezená.

2.5 Sekundárńı struktura

Zat́ımco definice primárńı struktury byla celkem jednoznačná, u vyšš́ıch struktur se již definice r̊uzných
autor̊u často lǐśı. My budeme mı́t pod pojmem sekundárńı struktura na mysli pravidelný, libovolně
opakovatelný konformačńı motiv polypeptidové páteře10. U protein̊u se setkáváme se dvěma základńımi
typy sekundárńıch struktur.

2.6 Struktura alfa

Struktura α je pravotočivá šroubovice neboli helix (obrázek 2.4, pokud čtete skripta v elektronické formě
a jste připojeni na internet, můžete si model α šroubovice prohlédnout na svém poč́ıtači). Všimněme
si, že poskládáńım aminokyselin do vyšš́ı struktury vznikl nový tvar, který je sám o sobě chirálńı. Tato
chiralita nijak nesouviśı s chiralitou aminokyselin. Kdybychom postavili α-̌sroubovici ze samých gly-
cin̊u, byla by stále chirálńı, tak jako je chirálńı každý šroub. Stejně bychom mohli postavit z glycin̊u
levotočivou šroubovici, která by byla zrcadlovým obrazem α šroubovice. Ale pozor, pokud sestav́ıme
levotočivou šroubovici z jiných aminokyselin, zrcadlový obraz α šroubovice neźıskáme. Vzájemnými
zrcadlovými obrazy jsou totiž pravotočivé šroubovice postavené z l aminokyselin (α-̌sroubovice) a le-
votočivé šroubovice postavené z d aminokyselin.

Rozd́ıl mezi levotočivou a pravotočivou šroubovićı je v konformaci stavebńıch d́ıl̊u, nikoli v jejich
konfiguraci. Na úrovni sekundárńıch struktur můžeme ale šroubovice považovat za útvary s rozd́ılnou
konfiguraćı11. Toto je typický př́ıklad hierarchie struktur. Na úrovni sekundárńı struktury má smysl
mluvit o šroubovici jako o základńım stavebńım prvku, jako bychom zapomněli, že jde o útvar daný
konformaćı aminokyselin, ze kterých je postaven. To si můžeme dovolit, protože konformace aminoky-
selin jsou natolik uvězněny v určité poloze12, že se šroubovićı můžeme zacházet jako se stabilńım a
rigidńım stavebńım d́ılem. Vid́ıme, že jsme se na hony vzdálili od jasného rozlǐseńı konfigurace a konfor-
mace podle rotace kolem vazby, které bylo tak pěkně použitelné na úrovni jednotlivých aminokyselin.

Úhly ϕ i ψ odpov́ıdaj́ı v α-strukturách konformaci gauche(−) (ideálńı α šroubovice je definována
hodnotami ϕ = −57 ◦ a ψ = −47 ◦). α-Šroubovice je stabilizována vod́ıkovými vazbami, které jsou orien-

8Tato univerzalita genetického kódu má své výjimky. Poněkud jednodušš́ı rozpoznáváńı nukleotid̊u např́ıklad v mito-
chondríıch vede k drobným odchylkám kódovaćıch pravidel. Jiným př́ıkladem výjimky je využit́ı některých kodón̊u pro
zabudováńı selenu do molekuly cysteinu (mı́sto śıry).

9V současné době je již pro řadu organismů (včetně člověka) známa téměř veškerá genetická informace. U těchto
organismů známe tedy sekvenci všech nukleotid̊u genové DNA. Stač́ı nám tedy určit, kde geny jednotlivých protein̊u
zač́ınaj́ı a konč́ı (a také, kde jsou přerušeny nekóduj́ıćımi úseky) k tomu, abychom znali sekvenci všech protein̊u, alespoň
v okamžiku, kdy jsou v buňce syntetizovány (v mnoha př́ıpadech se část proteinu odštěṕı dř́ıve, než začne protein plnit
svoji úlohu).

10Sekundárńı struktury lze často (alespoň formálně matematicky) popsat jako šroubovice.
11Pravidla IUPAC-IUB definuj́ı nejen konfiguraci čtyřstěnu, použ́ıvanou na úrovni atomů, ale i konfiguraci šroubových

útvar̊u. Pravotočivé útvary se označuj́ı symbolem P , levotočivé symbolem M .
12Stále samozřejmě mluv́ıme o konformaci peptidové páteře, nikoli postranńıch řetězc̊u.

http://web.ncbr.muni.cz/~lzidek/C9530/alpha_n_22.html
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Obrázek 2.4: Model α-̌sroubovice.

Obrázek 2.5: Model šroubovice 310.

továny téměř rovnoběžně s osou helixu13 a tedy i s jeho výsledným dipólovým momentem (nejvýhodněǰśı
orientace). Protože vod́ıkové vazby se tvoř́ı mezi amidovými vod́ıky a karbonylovými kysĺıky peptidových
vazeb, jsou aminokyseliny v sousedńıch závitech šroubovice navzájem posunuty zhruba o jednu třetinu.
Na jeden závit tak připadá 3,6 (přibližně 3 2

3 ) aminokyselin.

V proteinové chemii se použ́ıvá speciálńı názvoslov́ı šroubovic. Každá šroubovice je popsaná dvěma
č́ısly. Prvńı č́ıslo udává počet aminokyselin na jeden závit, u α-̌sroubovice tedy 3,6. Druhé č́ıslo je
definované složitěji. Je založeno na tom, že sousedńı vod́ıkové vazby uzav́ıraj́ı ve šroubovićıch pravidelné
smyčky atomů spojených kovalentńımi a vod́ıkovými vazbami. V α-helixech je každá taková smyčka
tvořena 13 atomy. Podle názvoslov́ı odvozeného od počtu rezidúı na závit a od počtu atomů ve smyčkách
by se tedy α-̌sroubovice označovala jako helix 3.613.

Struktura α-̌sroubovice je energeticky nejvýhodněǰśı stočená forma peptidového řetězce. Těsněǰśı
vinut́ı šroubovice (o 2

3 rezidua) tvoř́ı strukturu helixu 310 (3 aminokyseliny na závit, 10 atomů ve
smyčkách, viz obrázek 2.6 a model). Tato šroubovice je méně výhodná z pohledu dipólových interakćı
(vod́ıkové vazby jsou orientovány šikmo k ose helixu) a sterického bráněńı (postranńı řetězce jsou
v zákrytu). S touto strukturou se setkáváme zejména na C-konćıch α-helix̊u, kde již karbonyly nemaj́ı
k dispozici amidové vod́ıky v daľśım závitu, se kterými by mohly tvořit stabilizuj́ıćı vod́ıkové vazby. Je
tedy výhodněǰśı šroubovici ,,utáhnout“ do helixu 310, který umožňuje vytvořit v́ıce vod́ıkových vazeb
při stejném počtu aminokyselin.

Pokud je šroubovice vinuta naopak o 2
3 rezidua volněji než α-helix, tvoř́ı tzv. π-̌sroubovici (he-

lix 4.416, viz obrázek 2.6 a model). Vod́ıkové vazby jsou v π-helixu sice orientovány rovnoběžně s osou,
energeticky je ale π-helix nevýhodný a ve strukturách protein̊u velmi vzácný. Důvodem je tvorba dutiny

13Ačkoli je latinské slovo helix rodu ženského, v tomto textu použ́ıváme mezi biochemiky vžité skloňováńı podle
mužského vzoru hrad.

http://web.ncbr.muni.cz/~lzidek/C9530/310_22.html
http://web.ncbr.muni.cz/~lzidek/C9530/pi_22.html
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Obrázek 2.6: Model π-̌sroubovice.

uvnitř π-̌sroubovice (t́ım přicháźıme o výhodné van der Waalsovy interakce14) a sterické pnut́ı vedoućı
k rozev́ıráńı úhlu N–Cα–C′.

Všechny uvedené šroubovice se nacházej́ı na Ramachandranově diagramu v oblasti α konformaćı
(gauche(−),gauche(−)). Na obrázku 2.6 je tato oblast α povolená pro l-aminokyseliny označena černě.
Vyj́ımečnou aminokyselinou je prolin15, který se uprostřed pravotočivé α-̌sroubovice nevyskytuje ze
sterických d̊uvod̊u (kolize s karbonylem předchoźı peptidové vazby).

Zrcadlový obraz pravotočivé α-̌sroubovice odpov́ıdá levotočivé šroubovici s konformaćı gauche(+),
gauche(+) (červená oblast). V této konformaci se často nalézaj́ı achirálńı glyciny, občas v ńı nalezneme
asparagin, pro který je nevýhodnost této konformace kompenzována možnost́ı tvorby vod́ıkové vazby
mezi páteř́ı a postranńım řetězcem.

2.7 Struktura beta

Druhou základńı sekundárńı strukturou protein̊u je struktura β. Na rozd́ıl od α-̌sroubovice odpov́ıdá
β-struktura maximálně rozvinuté konformaci peptidové páteře. Stejně jako α-̌sroubovice je β-struktura
stabilizována vod́ıkovými vazbami. Na rozd́ıl od α-̌sroubovice, kdy vod́ıkové můstky spojovaly atomy
aminokyselin téhož helixu, β-struktury jsou propojeny se sousedńımi β-vlákny śıt́ı vod́ıkových vazeb
přibližně kolmých k ose páteře. Spojena mohou být vlákna orientovaná opačným směrem (antiparalelńı)
nebo stejným směrem (paralelńı). Vznikaj́ı tak přibližně ploché struktury list̊u, sheets, propojených
śıt́ı vod́ıkových vazeb (paralelńı uspořádáńı vyžaduje větš́ı odchylku vod́ıkových vazeb od kolmého
směru). Základńı strukturu paralelńıho a antiparalelńıho skládaného listu ukazuje obrázek 2.8 a modely
antiparalelńıch a paralelńıch vláken. Reálnou ukázku skládaných list̊u si můžete prohlédnout v modelu
thioredoxinu.

Zcela natažená trans,trans konformace peptidové páteře by odpov́ıdala struktuře skládaného listu,
ve které by následuj́ıćı aminokyseliny byly navzájem otočeny o 180 ◦ (formálně by se dala tato struktura
považovat za šroubovici, ve které na jeden závit připadnou dvě rezidua). V proteinech se zcela natažená
konformace nevyskytuje, hodnoty úhl̊u ϕ a ψ jsou menš́ı než 180 ◦ (ϕ = −139 ◦, ψ = +135 ◦ v antipa-
ralelńıch a ϕ = −119 ◦, ψ = +113 ◦ v paralelńıch β-listech). Peptidová páteř v β-strukturách je tedy
mı́rně pravotočivá (i β-struktury jsou vlastně pravotočivé šroubovice) a v d̊usledku toho jsou β-listy

14Interakce, které jsou d̊uležité pro stabilitu struktur, jsou v́ıce diskutovány v kapitole 6.
15Prolin, jehož konformace jsou omezeny cyklickým postranńım řetězcem, a glycin, který je naopak velmi flexibilńı,

protože postranńı řetězec postrádá, jsou konformačně výjimečné aminokyseliny. Polypeptidové řetězce složené z těchto ky-
selin tvoř́ı pravidelné šroubovice, které ale podle naš́ı definice neoznačujeme jako sekundárńı struktury (pojem sekundárńı
struktura jsme vyhradili pravidelnému uspořádáńı, které nezáviśı na postranńım řetězci). Z těchto struktur je asi
nejznáměǰśı šroubovice tvořená opakuj́ıćı se sekvenćı Gly–Pro–Pro, která se dále splétá do troǰsroubovice stabilizované
vod́ıkovými vazbami. Tuto troǰsroubovici, která připomı́ná lano a je mimořádně pevná v tahu, vytvář́ı strukturńı protein
kolagen.

http://web.ncbr.muni.cz/~lzidek/C9530/antiparallel.html
http://web.ncbr.muni.cz/~lzidek/C9530/parallel.html
http://web.ncbr.muni.cz/~lzidek/C9530/2trx_a.html
http://web.ncbr.muni.cz/~lzidek/C9530/2trx_a.html
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Obrázek 2.7: Ramachandran̊uv diagram s černě vyznačenou oblast́ı konformaćı aminokyselin v šroubovićıch
protein̊u (strukturách α). Červeně je vyznačena oblast levotočivých šroubovic, které by byly výhodněǰśı pro
d-aminokyseliny.

Obrázek 2.8: Model dvou vláken antiparalelńıho (nahoře) a paralelńıho (dole) β-listu.
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Vodíková vazba

Polypeptidové vlákno

Obrázek 2.9: Schematické znázorněńı pravotočivé orientace vod́ıkových vazeb (vyznačeny černě a čárkovaně) a
levotočivého zkrutu β-list̊u (peptidová páteř je vyznačena červeně). Vlevo pohled shora, vpravo pohled z boku.
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Obrázek 2.10: Ramachandran̊uv diagram s vyznačenou oblast́ı konformaćı aminokyselin v β-listech protein̊u.

levotočivě zkrouceny. Skutečnost, že pravotočivost v rámci jednotlivého peptidového řetězce zp̊usobuje
levotočivost vzájemného uspořádáńı r̊uzných řetězc̊u, jistě p̊usob́ı na prvńı dojem záhadně. Vše je ale
zřejměǰśı, když si dobře prohlédneme schema na obrázku 2.9.

Oblast povolených β-konformaćı v Ramachandranově diagramu je poměrně rozsáhlá (obrázek 2.10).
Stejně jako α-helixy nejsou β-struktury výhodné pro prolin, kde cyklická struktura postranńıho řetězce
vyžaduje úhel ϕ ≈ −60 ◦. Prolin (ale i jiné aminokyseliny) se naopak často vyskytuje v konformaci
polyprolin II, s torzńımi úhly ϕ ≈ −80 ◦ a ψ ≈ 150 ◦, tedy pobĺıž oblasti β v Ramachandranově diagramu.
Zastoupeńı konformace polyprolin II v takzvaných přirozeně neuspořádaných proteinech je zmı́něno ńıže.

2.8 Terciárńı struktura

Molekuly některých protein̊u jsou tvořeny jedinou monotónně se opakuj́ıćı sekundárńı strukturou (např́ıklad
keratiny16).

16Sekundárńı struktury se ve vláknitých (fibrilárńıch) proteinech nevyskytuj́ı izolovaně, ale splétaj́ı se do vyšš́ıch struk-
tur, srovnatelných s kvartérńımi strukturami globulárńıch protein̊u (viz sekci 2.16). Vytvořeńı takových vyšš́ıch struktur
je možné pouze tehdy, když do sebe sekundárńı struktury přesně zapadaj́ı. Takové přesné uspořádáńı většinou vyžaduje
určitou sekvenci aminokyselin, která se ve fibrilárńıch proteinech mnohokrát opakuje. Vid́ıme, že zde struktura neńı
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Obrázek 2.11: Ramachandran̊uv diagram s vyznačenými konformacemi reverzńıch ohyb̊u. Šipka naznačuje směr
od prvńı ke druhé aminokyselině ohybu, v ohybu III a III′ maj́ı obě aminokyseliny stejnou konformaci.

Mnohé proteiny nebo jejich části nejsou př́ıtomny v jedné dobře definované konformaci, ale vyskytuj́ı
se ve směsi velkého množstv́ı rychle se přeměňuj́ıćıch konformaćı. Takové proteiny se obvykle označuj́ı
jako přirozeně neuspořádané (intrinsically disordered). Krátkodobě v nich mohou vznikat segmenty
sekundárńıch struktur nebo i terciárńı struktury, d̊uležité pro jejich funkci. Přechodnými sekundárńımi
strukturami mohou být α-̌sroubovice, nebo v́ıce natažené struktury polyprolin II, tvořené i jinými ami-
nokyselinami, než prolin.

Fibrilárńımi ani přirozeně neuspořádanými proteiny se v́ıce zabývat nebudeme. Zaměř́ıme pozornost
na proteiny, ve který se prvky sekundárńıch struktur stavebnicově skládaj́ı do přibližně globulárńıch
molekul. Takové skládáńı polypeptidových řetězc̊u se nazývá terciárńı strukturou. Aby byla molekulová
stavebnice protein̊u použitelná, muśı krom pravidelných sekundárńıch struktur (α a β) obsahovat i
spojovaćı d́ıly.

2.9 Spojovaćı prvky

Spojovaćıch prvk̊u se ve strukturách protein̊u vyskytuje celá řada. Nejjednodušš́ı jsou takzvané ohyby
(turns). Jediná aminokyselina v γ konformaci tvoř́ı inverzńı γ-ohyb (,,obyčejný“ γ-ohyb je pro l-
aminokyseliny stericky nevýhodný).

Takzvané reverzńı ohyby (základńı z nich jsou značené I a II) se skládaj́ı ze dvou aminokyselin a
jsou stabilizované vod́ıkovým můstkem mezi vod́ıkem peptidové vazby s následuj́ıćı aminokyselinou a
karbonylovým kysĺıkem peptidové vazby s předcházej́ıćı aminokyselinou. Ohyb III je vlastně výsek z výše
popisované 310-̌sroubovice. Později byla identifikována a vyšš́ımi ř́ımskými č́ısly označena řada daľśıch
ohyb̊u, kterými se ale zde zabývat nebudeme. Mı́sto toho zmı́ńıme ohyby značené I′, II′ a III′. Až na
konfiguraci na uhĺıku Cα jde o zrcadlové obrazy reverzńıch ohyb̊u I, II, III. Ramachandranovy diagramy
zmı́něných jednoduchých ohyb̊u jsou uvedeny na obrázku 2.11. Struktry nejběžněǰśıch reverzńıch obyh̊u
si můžete prohlédnout na obrázćıch 2.12 (ohyby I a II) a 2.13 (ohyby I′ a II′).

nezávislá na sekvenci, př́ıčinu ale nenajdeme na úrovni struktur sekundárńıch, ale vyšš́ıch.
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Obrázek 2.12: Stereo obrázky reverzńıch ohyb̊u I (nahoře) a II (dole).
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Obrázek 2.13: Stereo obrázky reverzńıch ohyb̊u I′ (nahoře) a II′ (dole).
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���
�

���
�

���
�

���
�

��	
	



�
�

��




���
�

���
�

���
�

���
�

���
�

���
�

+

g−

−180 +180
−180

+180

tt

t

t

φ
0

0 ψ

−180 +180
−180

+180

tt

t

t

φ
0

0

g

ψ

− g+g− g+

g+

g−

g

Obrázek 2.14: Ramachandran̊uv diagram s vyznačenými konformacemi α-ohyb̊u tvořených dvěma (černě
v levém diagramu), třemi (červeně v levém diagramu), nebo čtyřmi (dvě možnosti jsou uvedeny r̊uznými barvami
v pravém diagramu) aminokyselinami. Šipky ukazuj́ı od prvńı ke druhé a od druhé ke třet́ı aminokyselině.

2.10 Hierarchie v rámci terciárńı struktury

Základńı hierarchie struktur (primárńı, sekundárńı, terciárńı) je pro detailńı popis struktur protein̊u
př́ılǐs hrubá. Proto se v posledńıch letech objevily v literatuře jemněǰśı stupně v rámci terciárńı struktury.
Názvoslov́ı takového jemněǰśıho děleńı neńı ale dosud ustálené a často vycháźı z terminologie r̊uzných
poč́ıtačových programů, které se snaž́ı struktury protein̊u analyzovat. Zkusme si tedy popsat vzr̊ustaj́ıćı
složitost prostorového uspořádáńı atomů pomoćı pojmů běžných ve strukturńı biochemii, s t́ım, že se
soustřed́ıme sṕı̌s na podstatu věci, než na názvoslovná úskaĺı.

Ohyby (př́ıklady některých byly zmı́něny výše) spolu s úseky sekundárńıch struktur α a β tvoř́ı
vyšš́ı strukturńı prvky, takzvané supersekundárńı motivy . Jejich kombinaćı vznikaj́ı foldy, které dále
tvoř́ı domény (struktury s funkčńı autonomíı) a z domén je složena trojrozměrná struktura celého poly-
peptidového řetězce. Následuj́ıćı přehled tř́ıd protein̊u ilustruje tuto hierarchii proteinové architektury
na strukturách skládaných z r̊uzných stavebnicových prvk̊u.

2.11 Alfa-proteiny

Proteiny tvořené α-̌sroubovicemi označujeme jako α-proteiny. Nejjednodušš́ım supersekundárńım moti-
vem α-protein̊u je dvojice antiparalelńıch α-̌sroubovic spojených krátkým ohybem (v anglické literatuře
označovaná helix-turn-helix ). Typické jsou ohyby skládaj́ıćı se ze dvou, tř́ı, nebo čtyř aminokyselin.
Ramachandranovy diagramy typických α-ohyb̊u jsou uvedeny na obrázku 2.14.

Jiným př́ıkladem supersekundárńıho motivu je ,,zlomený helix“ (α-corner), ve kterém je pravidelná
α-̌sroubovice přerušena trojićı aminokyselin v neobvyklé konformaci (obrázek 2.15).

Termı́nem ,,fold“ se označuj́ı složitěǰśı útvary, které se skládaj́ı z několika úsek̊u sekundárńı struktury
a spojovaćıch prvk̊u. Typickým př́ıkladem je pro α-proteiny svazek antiparalelńıch helix̊u (helix bundle).
Obrázek 2.16 ukazuje jak je možné kombinaćı supersekundárńıho motivu helix-turn-helix sestavit svazek
čtyř šroubovic. Existuje v́ıce možnost́ı, jak propojit pomoćı ohyb̊u několik šroubovic, které tvoř́ı svazek.
Tak jak jsme hovořili o topologii a konfiguraci jednotlivých atomů, můžeme hovořit o topologii i na

http://www.cryst.bbk.ac.uk/PPS2/course/section9/sss/index.html
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Obrázek 2.15: Model zlomeného helixu (α-corner).

úrovni celých úsek̊u sekundárńı struktury. Obrázek 2.17 ukazuje možné topologie svazk̊u tvořených
čtyřmi helixy. Jak vid́ıme, těchto možnost́ı je šest. Kdybychom podobně analyzovali svazky tvořené v́ıce
šroubovicemi, dospěli bychom k velkému počtu možných topologíı (propojeńı). Ne každá topologie je
ale stejně běžná. Uspořádáńı, ve kterých se spojovaćı smyčky “kř́ıž́ı” vyžaduj́ı, aby se jedna smyčka
druhé vyhnula, což je entropicky nevýhodné.

Jistě vás napadla otázka, jaké śıly drž́ı svazek šroubovic pohromadě. Odpověd’ můžeme hledat
v rozložeńı postranńıch řetězc̊u podél helix̊u. Když se pod́ıváme na α-̌sroubovici shora (levá část
obrázku 2.18 nahoře), uvid́ıme takzvané helikálńı kolo (helical wheel). Postranńı řetězce aminokyse-
lin směřuj́ı do jedenácti r̊uzných směr̊u (jinými slovy, dvanáctý postranńı řetězec mı́̌ŕı stejným směrem,
jako prvńı). V helikálńım kole se velmi často stř́ıdaj́ı polárńı a nepolárńı aminokyseliny tak, že nepolárńı
postranńı řetězce tvoř́ı souvislý pruh podél délky helixu (např́ıklad je nepolárńı prvńı, pátá, devátá,
dvanáctá atd. aminokyselina). Čtyři takové šroubovice se mohou výhodně orientovat tak, aby nepolárńı
pruhy mı́̌rily dovnitř svazku a polárńı ven, do vodného prostřed́ı. Spolu s daľśımi interakcemi mezi po-
stranńımi řetězci tak bude svazek stabilizován hydrofobńım efektem. Důsledkem popsaného uspořádáńı
je to, že dojde k vytvořeńı nepolárńı dutiny mezi helixy. Protein vlastně odděluje vodné a nepolárńı
prostřed́ı. To je d̊uležité, pokud protein funguje jako katalyzátor chemické reakce, která muśı prob́ıhat
v nevodném prostřed́ı. Reakce uvnitř proteinu může prob́ıhat i ve vodném prostřed́ı cytoplasmy, protein
vlastně tvoř́ı jakousi zkumavku s nevodným rozpouštědlem. Jiným př́ıkladem odděleńı vodného a ne-
vodného prostřed́ı jsou proteiny, které procházej́ı lipidovou membránou. Takové proteiny tvoř́ı opačně
uspořádané svazky. Nepolárńı řetězce mı́̌ŕı ven do nepolárńıho prostřed́ı membrány, zatimco polárńı
řetězce utvářej́ı polárńı dutinu, která spojuje vodná prostřed́ı na obou stranách membrány (např́ıklad
cytoplasmu s mezibuněčnou tekutinou).

Ve většině protein̊u nejsou helixy uspořádány rovnoběžně do svazk̊u. Jednotlivé šroubovice navzájem
sv́ıraj́ı určitý úhel. Logiku takového uspořádáńı můžeme opět hledat v rozložeńı postranńıch řetězc̊u
podél helixu. V př́ıpadě šroubovice 310 tvoř́ı každý čtvrtý (např́ıklad prvńı, pátý, devátý, atd.) postranńı
řetězec jakýsi hřeb́ınek na boku šroubovice. V př́ıpadě α-helixu neńı každá čtvrtá aminokyselina nad
sebou, ale jsou pootočeny vždy o 33,7 ◦. V d̊usledku toho neńı spojnice postranńıch řetězc̊u lǐśıćıch se
o tři aminokyseliny rovnoběžná s osou helixu (jak tomu bylo u šroubovice 310), ale sv́ırá s ńı úhel asi
−26 ◦. Jednodušeji řečeno, náš hřeb́ınek postranńıch řetězc̊u se vine kolem šroubovice. Dvě šroubovice
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Obrázek 2.16: Supersekundárńı motiv helix-turn-helix a fold svazku tvořeného čtyřmi šroubovicemi. Vpravo je
propojeńı helix̊u ohyby znázorněno schematicky.

Obrázek 2.17: Možné topologie svazk̊u čtyř helix̊u znázorněné schematicky podle obrázku 2.16. Šipky ukazuj́ı
směr polypeptidového řetězce, tlustou čarou jsou kresleny kroužky natočené k nám N -koncem.

spolu často interaguj́ı tak, že do sebe hřeb́ınky postranńıch řetězc̊u zapadaj́ı jako dvě poloviny zdrhova-
dla (zipu). Protože se hřeb́ınky vinou kolem šroubovic, muśı být osy helix̊u vzájemně otočeny o −52 ◦

(dvojnásobek zmı́něných −26 ◦), aby do sebe hřeb́ınky ideálně zapadly (pravá část obrázku 2.18 nahoře).
Proto velice často nacháźıme ve strukturách proteinu šroubovice sv́ıraj́ıćı spolu úhel kolem minus pa-
desáti stupň̊u. Kromě hřeb́ınku tvořeného každou čtvrtou aminokyselinou (ř́ıkejme mu i+ 4-hřeb́ınek)
můžeme nalézt i pro aminokyseliny lǐśıćı se o tři rezidua (i + 3-hřeb́ınek) nebo pro sousedńı aminoky-
seliny (i+ 1-hřeb́ınek). Pokud má i+ 4-hřeb́ınek zapadat do i+ 3-hřeb́ınku nebo i+ 1-hřeb́ınku, muśı
šroubovice sv́ırat úhel +23 ◦ respektive −105 ◦. Schematické modely uspořádáńı šroubovic s r̊uznými
hřeb́ınky jsou ukázány na obrázku 2.18 dole.

Jakým zp̊usobem můžeme popsat foldy tvořené vzájemně pootočenými šroubovicemi? Analýza struk-
tur protein̊u ukázala, že helixy velmi často lež́ı v hranách pomyslných mnohostěn̊u sestavených z rov-
nostranných trojúhelńık̊u. Obrázek 2.19 ukazuje možnosti, jak uspořádat tři helixy v osmistěnu, čtyři
helixy v dvanáctistěnu, pět helix̊u v šestnáctistěnu a šest helix̊u v dvacetistěnu. Když uváž́ıme i r̊uzné
možnosti propojeńı helix̊u, vid́ıme, že možných fold̊u je velké, ale omezené množstv́ı. Pomyslné mno-
hostěny sestavené z šroubovic vlastně představuj́ı zp̊usob, jak źıskat zhruba kulový tvar z rovných
úsek̊u sekundárńı struktury α. Přibližně kulové makromolekuly protein̊u opět umožňuj́ı oddělit nevodné
prostřed́ı uvnitř koule od vodného okoĺı. Podobně jako v př́ıpadě svazk̊u šroubovic směřuj́ı nepolárńı
postranńı řetězce většinou dovnitř molekuly a polárńı ven.

Je zaj́ımavé, že foldy složené z v́ıce než šesti šroubovic už do pravidelného mnohostěnu uspořádány
nejsou. V těchto foldech jsou jeden nebo dva helixy umı́stěny uvnitř mnohostěnu nebo svazku šroubovic.
Takové centrálńı helixy obsahuj́ı předevš́ım nepolárńı postranńı řetězce.

Půjdeme-li v hierarchii struktur ještě výše, dospějeme na úroveň domény. T́ımto termı́nem se
označuj́ı uspořádané úseky polypeptidového řetězce, které maj́ı nejen pravidelnou strukturu, ale často



26 KAPITOLA 2. STRUKTURA PROTEINŮ
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Obrázek 2.18: Nahoře vlevo helikálńı kolo s pořadovými č́ısly aminokyselin, vpravo ilustrace helix̊u, které
interaguj́ı prostřednictv́ım do sebe zapadaj́ıćıch hřeb́ınk̊u postranńıch řetězc̊u. Dole schematické modely α-
šroubovic s hřeb́ınky valin̊u vinoućımi se kolem šroubovice (vlevo dva i + 4-hřeb́ınky, uprostřed jeden i + 3-
hřeb́ınek a jeden i + 4-hřeb́ınek, vpravo dva i + 3-hřeb́ınky). Z postranńıch řetězc̊u valin̊u jsou vždy ukázány
pouze methylové skupiny, znázorněné jako modré a zelené kuličky. Pod rovnoběžně orientovanými šroubovicemi
jsou vždy ukázány šroubovice sv́ıraj́ıćı takový úhel, aby do sebe hřeb́ınky nejlépe zapadaly.
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Obrázek 2.19: Ideálńı uspořádáńı šroubovic v hranách pomyslných mnohostěn̊u. Umı́stěńı šroubovic jsou vy-
značena barevně.
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i svou dobře definovanou funkci (např́ıklad schopnost specificky vázat jinou molekulu, nebo katalyzo-
vat enzymovou reakci). Od podjednotek oligomerńıch protein̊u, o kterých se zmı́ńıme v sekci 2.16, se
domény vlastně lǐśı jen t́ım, že jsou součást́ı jediného peptidového řetězce. Př́ıkladem α-domény mohou
být dva čtyřhelixové svazky.

Př́ıklady protein̊u obsahuj́ıćıch svazek α-̌sroubovic a globulárńı struktury s α-̌sroubovicemi tvoř́ıćı
hrany mnohostěn̊u jsou ukázány na stereo-obrázćıch 2.20–2.24.

2.12 Beta-proteiny

Proteiny tvořené skládanými listy bývaj́ı nazývány β-proteiny. Obdobou supersekundárńıho motivu
helix-turn-helix, který jsme si uvedli pro α-proteiny, je u β-protein̊u takzvaná β-vlásenka (β-hairpin),
která je součást́ı struktury zobrazené na obrázku 2.25 (vlásenka je v pravé horńı části struktury).

Název je inspirován tvarem motivu. V β-hairpinech jsou dvě antiparalelńı β-vlákna spojena krátkým
ohybem (takzvaný β-turn), který může být tvořen dvěma, třemi, nebo čtyřmi aminokyselinami. V př́ıpadě
dvouaminokyselinových β-ohyb̊u jde nejčastěji o výše zmı́něné typy I′ a II′. Ramachandranovy diagramy
tř́ı- a čtyřaminokyselinových β-ohyb̊u jsou uvedeny v levé části obrázku 2.26.

Spodńı část struktury na obrázku 2.25 je β-obdobou ,,zlomeného helixu“ a nazývá se β-corner.
Pravá část obrázku 2.26 znázorňuje konformace glycinu na vnitřńım vlákně β-corneru, kde docháźı ke
zlomu a aminokyseliny, kterou je přerušeno párováńı β-listu na vněǰśı straně zlomu.

Kombinaćı supersekundárńıch struktur vznikaj́ı β-foldy, stejně jak jsme si to popsali u α-protein̊u.
Skládáńım větš́ıho počtu antiparalelńıch β-vláken vznikaj́ı β-meandry (horńı část obrázku 2.27). Možných
propojeńı β-vláken je samozřejmě v́ıce. Jako př́ıklad β-foldu s odlǐsnou topologíı můžeme uvést motivy
řeckého kĺıče (Greek key) a ,,rolády“ (jellyroll), ukázané ve spodńı části obrázku 2.27.

Na rozd́ıl od jasně definovaných šroubovic jsou β-listy mnohem volněǰśı, jak ukazuje mnohem větš́ı
konformačńı volnost v Ramachandranově diagramu. Struktura β-protein̊u je jen vyj́ımečně tvořena
jediným skládaným listem. Často dva skládané listy lež́ı proti sobě a tvoř́ı takzvaný β-sandwich. Základńı
princip tvorby této struktury je zřejmý na jej́ım nejjednodušš́ım př́ıkladu, takzvaném motivu β-β-β
(obrázek 2.28 vlevo). Všimněte si, že existuj́ı dvě možnosti propojeńı antiparalelńıch β-vláken. Ukázaná
pravotočivá konformace je výhodněǰśı a setkáváme se s ńı v proteinech17. V β-sandwichových foldech
jsou jednotlivá vlákna zkroucena obvyklým zp̊usobem a protilehlá vlákna jsou vzájemně pootočena
asi o 30◦. Postranńı řetězce mezi listy β-sandwiche do sebe nezapadaj́ı jako v př́ıpadě interaguj́ıćıch
šroubovic, ale směřuj́ı sṕı̌se proti sobě a vyplňuj́ı prostor mezi listy (obrázek 2.28 vpravo). Opět tak
vzniká možnost utvořit nepolárńı prostřed́ı mezi listy. Dva př́ıklady β-sandwich̊u s r̊uznou topologíı jsou
ukázány na obrázku 2.29.

Jiným typickým foldem β-protein̊u je takzvaný β-soudek (β-barrel), který umožňuje β-protein̊um
vytvořit přibližně kulový útvar, s nepolárńımi postranńımi řetězci orientovanými dovnitř a polárńımi ven
(obrázek 2.30). Na rozd́ıl od β-sandwiche sv́ıraj́ı protilehlá vlákna v β-soudćıch téměř pravý úhel. Vlákna
tvoř́ıćı soudek nelež́ı rovnoběžně s osou soudku, ale sv́ıraj́ı s ńı určitý úhel. Tento úhel je u r̊uzných
struktur r̊uzný, stejně jako počet vláken tvoř́ıćıch soudek (od čtyř po dvacet). Jen některé kombinace
ale umožňuj́ı vyplnit soudek postranńımi řetězci a vytvořit tak nepolárńı dutinu. Existuj́ı také pro-
teiny tvoř́ıćı β-soudky s hydrofobńımi aminokyselinami na povrchu a hydrofilńımi postranńımi řetězci
mı́̌ŕıćımi dovnitř. Takové proteiny se zabudovávaj́ı do membrán jako póry, kterými mohou procházet
malé hydrofilńı molekuly.

17Výhodnost pravotočivého uspořádáńı souviśı s t́ım, že β-vlákna jsou sama zkroucena. Pokud by byla β-vlákna
zcela natažena, musely by smyčky s prostředńım β-vláknem uzavř́ıt celý kruh, tedy umožnit otočeńı hlavńıho řetězce
o 360 ◦. Jsou-li β-vlákna zkroucena o 30 ◦, stač́ı pravotočivém uspořádáńı stočit hlavńı řetězec o 330 ◦, zat́ımco levotočivé
uspořádáńı by vyžadovalo přetočeńı o 390 ◦. Č́ım je úhel otočeńı menš́ı, t́ım v́ıce kombinaćı konformaćı ve spojovaćıch
smyčkách umožňuje správné napojeńı řetězc̊u. Výhodnost pravotočivé konformace je tedy entropická.
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Obrázek 2.20: Protein tvoř́ıćı svazek α-̌sroubovic: peptid viru tabákové mozaiky (struktura 4GQH.pdb).
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Obrázek 2.21: Protein s globulárńı strukturu složenou ze tř́ı α-̌sroubovic tvoř́ıćıch hrany osmistěnu: homeo-
doména Engrailed (struktura 1ENH.pdb).
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Obrázek 2.22: Protein s globulárńı strukturu složenou ze čtyř α-̌sroubovic tvoř́ıćıch hrany dvanáctistěnu: střevńı
protein vázaj́ıćı vápenaté ionty (struktura 3ICB.pdb).
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Obrázek 2.23: Protein, jehož C-koncová doména (levá část obrázku) má globulárńı strukturu složenou z pěti
α-̌sroubovic tvoř́ıćıch hrany šestnáctistěnu: thermolysin (struktura 1TMN.pdb).
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Obrázek 2.24: Protein s globulárńı strukturu složenou ze šesti α-̌sroubovic tvoř́ıćıch hrany dvacetistěnu: parval-
bumin (struktura 5CPV.pdb).
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Obrázek 2.25: Model struktury obsahuj́ıćı β-vlásenku (vpravo nahoře) a β-corner (ve spodńı části).
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Obrázek 2.26: Ramachandran̊uv diagram s vyznačeńım konfromaćı tř́ı nebo čtyř aminokyselin v ohybu β-
vlásenky (vlevo) a konformaćı glycinu, na kterém docháźı ke zlomu v β-corneru (vpravo). Význam šipek je
podobný jako na obrázku 2.14.
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Obrázek 2.27: Nahoře ukázka tvorby β-meandr̊u kombinaćı β-vlásenek, dole motivy řeckého kĺıče (vlevo) a
,,rolády“.
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Obrázek 2.28: Vlevo pravotočivý β-β-β motiv (se schematickým znázorněńım topologie), vpravo uspořádáńı
postranńıch řetězc̊u mezi listy β-sandwiche (ukázána jsou jen dvě vlákna v každém listu).

Obrázek 2.29: Př́ıklady β-sandwich̊u. Př́ıklad vlevo obsahuje čtyři vlákna s topologíı řeckého kĺıče, př́ıklad
vpravo obsahuje šest vláken s topologíı rolády. Pro lepš́ı orientaci jsou vlákna obarvena stejně jako na
obrázku 2.27.
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Obrázek 2.30: Rozvinutý list tvoř́ıćı β-soudek (nahoře) a schematický nákres soudku (vlevo dole). Pohled
dovnitř soudku (vpravo dole) ukazuje uspořádáńı nepolárńıch postranńıch řetězc̊u uvnitř soudku. Postranńı
řetězce směřuj́ıćı před rovinu a za rovinu nákresu (po svinut́ı dovnitř soudku a ven) jsou odlǐseny plnou respektive
tečkovanou čarou obrysu kroužku. Vod́ıkové vazby jsou vyznačeny čárkovaně.
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Obrázek 2.31: Protein se strukturou β-sandwiche: transthyretin (struktura 1ETA.pdb).

V bohatstv́ı fold̊u β-protein̊u můžeme narazit i na daľśı uspořádáńı β-list̊u. Jednotlivé listy mohou
být uspořádány jako lopatky vrtule či turb́ıny, mluv́ıme pak o foldu β-propeller. Listy mohou tvořit stěny
trojbokého hranolu (β-prism), s vlákny orientovanými kolmo k podstavě nebo rovnoběžně s podstavou.
Struktuře β-sandwiche se podobá takzvaný β-helix, ve kterém jsou protilehlá vlákna téměř rovnoběžná
a velmi málo zkroucená. Celé listy pak jsou mı́rně šroubovicově zkrouceny (pravotočivě nebo levotočivě).

Foldy β-protein̊u nám ukazuj́ı, jak lze s rozd́ılnou architekturou dosáhnout stejného ćıle, kterým
jsme se zabývali v př́ıpadě α-protein̊u. T́ımto ćılem je vytvořeńı stabilńı struktury s možnost́ı odděleńı
vodného a nevodného prostřed́ı. I u β-protein̊u jsou z fold̊u stavěny domény, které dále tvoř́ı celkovou
terciárńı strukturu. Př́ıklady β-sandwiche a β-soudku jsou ukázány na obrázćıch 2.31 a 2.36.

2.13 Alfa+beta-proteiny

Mnohé proteiny obsahuj́ı α- i β-foldy, které jsou spojeny až na úrovni vyšš́ıch strukturńıch celk̊u. Takové
proteiny, na jejichž stavbě se pod́ılej́ı oddělené α-motivy a β-motivy označujeme zkratkou α+ β.

2.14 Alfa/beta-proteiny

Kromě α+β-protein̊u s oddělenými částmi tvořenými bud’ α nebo β strukturami se setkáváme s proteiny,
v nichž se kombinuj́ı α a β struktury již na úrovni supersekundárńıch motiv̊u. Pro tyto proteiny se
použ́ıvá označeńı α/β. Jako př́ıklad supersekundárńıho motivu tvořeného oběma typy sekundárńıch
struktur můžeme uvést β-α-β motiv (obrázek 2.33 nahoře). Jde o dvě paralelńı β-vlákna, mezi která
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Obrázek 2.32: Protein se strukturou β-soudku: protein vázaj́ıćı retinol (struktura 1RBP.pdb).



40 KAPITOLA 2. STRUKTURA PROTEINŮ

Obrázek 2.33: Vlevo nahoře pravotočivý β-α-β motiv (se schematickým znázorněńım topologie), vpravo nahoře
schematické znázorněńı topologie Rossmanova foldu, dole schematické znázorněńı topologie domény tvořené
dvěma Rossmanovými foldy.

je vložen opačně orientovaný α-helix. Stejně jako v př́ıpadě β-β-β motivu se v proteinech vyskytuje
výhodněǰśı pravotočivé uspořádáńı.

Pokračujeme-li v kombinováńı prvk̊u sekundárńıch struktur α a β, źıskáme β-α-β-α-β strukturu,
která se jinak nazývá Rossman̊uv fold a tvoř́ı vazebná mı́sta pro nukleotidy (obrázek 2.33 nahoře).

Popsané β-α-β motivy mohou být uspořádány do vyšš́ıch struktur podobně jako β-listy. Na obrázku 2.33
dole je př́ıklad domény tvořené dvěma Rossmanovými foldy.

Jinou možnost́ı je sbaleńı do cyklických (nebo sṕı̌se válcových) struktur, obdobných β-soudk̊um. Ty-
pickým př́ıkladem je architektura poprvé nalezená u enzymu triosafosfatisomerasy, podle toho nazývaná
TIM-barrel. V této struktuře tvoř́ı β-listy uzavřený soudek, obklopený α šroubovicemi (obrázek 2.34
vlevo). Na rozd́ıl od β-soudku jsou tentokrát všechna vlákna orientována jedńım směrem, jde o pa-
ralelńı skládaný list. Je pozoruhodné, že pro architekturu TIM-barrel̊u plat́ı úplně stejná geometrická
pravidla, jako pro β-soudky. Při tvorbě soudk̊u zjevně nezálež́ı na tom, zda je skládáme z paralalelńıch
nebo antiparalelńıch vláken. Klasický TIM-barrel je tvořen osmi β-vlákny a osmi helixy. Vnitřek je vy-
plněn třemi vrstvami postranńıch řetězc̊u. Každá z vrstev je tvořena čtyřmi aminokyselinami, postranńı
řetězce vrchńı a spodńı vrstvy mı́̌ŕı stejným směrem, zat́ımco prostředńı vrstva je pootočena o 45 ◦. Bylo
by asi zbytečné opakovat, že vnitřek soudku může poskytnout nevodné prostřed́ı.
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Obrázek 2.34: Schematické znázorněńı topologie TIM-barrelu s vyznačenou polohou postranńıch řetězc̊u
vyplňuj́ıćıch soudek (vlevo) a rozvinutý list tvoř́ıćı TIM-barrel (vpravo).

Př́ıklady Rossmannova foldu a TIM-barrelu jsou ukázány na obrázćıch 2.35 a ??.

2.15 Uspořádané proteiny bez sekundárńı struktury

Ve velmi vzácných př́ıpadech neobsahuje architektura proteinu žádné prvky pravidelné sekundárńı struk-
tury. Jde o malé proteiny, jejichž struktury jsou stabilizovány disulfidovými vazbami (agglutinin) nebo
koordinačńımi vazbami s navázaným kovovým iontem (např́ıklad ferredoxin).

2.16 Kvarterńı struktura a vyšš́ı struktury

Polypeptidy tvoř́ıćı terciárńı struktury mohou dále agregovat a tvořit oligomerńı molekuly. Architektura
takových komplex̊u se označuje jako kvarterńı struktura. Oligomery se mohou skládat bud’ z několika
stejných podjednotek (homooligomery) nebo z podjednotek odlǐsných (heterooligomery). Na rozd́ıl od
domén tvoř́ı podjednotky samostatné polypeptidové řetězce, které mohou být vzájemně vázány kova-
lentńımi disulfidovými vazbami mezi cysteiny jednotlivých podjednotek, nebo r̊uznými nekovalentńımi
interakcemi, které jsme diskutovali v sekci 6.2. Je také časté, že funkce protein̊u souviśı s opakovanou
disociaćı a zpětnou asociaćı podjednotek.

Velká část protein̊u obsahuje jako součást nepeptidovou molekulu. Může j́ıt o jednoduché kovové
ionty nebo o složité organické molekuly, jako např́ıklad vitaminy, chlorofyl, hem, nukleotidy, oligosa-
charidy, mastné kyseliny. Nepeptidová část může být k peptidovému řetězci vázána kovalentně (v en-
zymologii se takto vázaná molekula nazývá prostetická skupina) nebo nekovalentně.

Proteiny se mohou dále shlukovat do nadmolekulárńıch útvar̊u (např́ıklad ribozomů), ve kterých
často interaguj́ı s molekulami větš́ımi a složitěǰśım, než jsou samy – jde zejména o oligosacharidy a
nukleové kyseliny. Konečně se mohou proteiny pod́ılet se na stavbě buněčných membrán, organel a
jiných biologických útvar̊u, které svými rozměry přesahuj́ı hranice

”
nanosvěta“, ve kterém jsme zvykĺı

se pohybovat v chemii i biochemii.
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Obrázek 2.35: Protein se strukturou Rossmanova foldu: malatdehydrogenasa (struktura 5KKA.pdb).
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Obrázek 2.36: Protein se strukturou TIM-barrelu: triosafosfatisomerasa (struktura 5KKA.pdb).
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Kapitola 3

Struktura nukleových kyselin

3.1 Stavebńı jednotky

V sekci 2.2 jsme viděli, že
”
abeceda protein̊u“ má dvacet ṕısmen, kterými je dvacet geneticky kódovaných

proteinogenńıch aminokyselin.
”
Abeceda“ nukleových kyselin je mnohem jednodušš́ı, tvoř́ı ji pouze čtyři

ṕısmena genetického kódu, čtyři nukleotidy. Chemická struktura stavebńıch jednotek je ale složitěǰśı, než
v př́ıpadě protein̊u. Každý nukleotid se skládá z pětiuhĺıkatého monosacharidu, na který je navázána
esterovou vazbou kyselina fosforečná a N -glykosidickou vazbou aromatický heterocyklus, zvaný báze
(obrázek 3.1).

Atomy nukleotid̊u se č́ısluj́ı podle pokyn̊u IUPAC-IUB, které se lǐśı od standardńıho chemického
názvoslov́ı. Sacharidová a aromatická část nukleotidu se č́ısluj́ı zvlášt’, proto se pro odlǐseńı č́ısla atomů
sacharidu označuj́ı čárkou.

Struktury stavebńıch jednotek ribonukleové kyseliny (RNA) a deoxyribonukleové kyseliny (DNA)
se lǐśı ve dvou detailech. Jak již názvy napov́ıdaj́ı, prvńı odlǐsnost se týká sacharidu. V př́ıpadě RNA
je j́ım ribosa, zat́ımco v molekule DNA se vyskytuje deoxyribosa, která postrádá hydroxylovou skupinu
na uhĺıku C2′. Tato zdánlivá drobnost je př́ıčinou velkých rozd́ıl̊u ve struktuře a funkci RNA a DNA.

Zbytek kyseliny fosforečné je navázán v poloze 5′ ribosy či deoxyribosy. Tak jako peptidový řetězec
vznikal kondenzaćı karboxylové a aminové skupiny za vzniku amidové vazby, řetězec nukleové ky-
seliny vzniká kondenzaćı fosfátové skupiny vázané na uhĺık C5′ s hydroxyskupinou vázanou na C3′

následuj́ıćıho nukleotidu1. Kyselina fosforečná je tedy v polynukleotidovém řetězci vázána dvěma este-
rovými vazbami. Ribosy či deoxyribosy spojené přes fosfát tvoř́ı hlavńı řetězec nukleových kyselin
(nazývaný cukrfosfátová páteř), který je obdobou peptidové páteře protein̊u.

Roli postranńıch řetězc̊u hraj́ı v nukleových kyselinách báze. Zat́ımco konfigurace cukrfosfátové
páteře je stejná v celé molekule, postranńı řetězec může tvořit jedna ze čtyř báźı. Je to tedy báze, co
rozlǐsuje ṕısmena genetické abecedy. Báze nukleových kyselin jsou amino- a hydroxyderiváty purinu a
pyrimidinu (hydroxyskupina přecháźı tautomeríı na oxo-formu).

Ve struktuře jedné z báźı, pyrimidinu hydroxylovaného v polohách 2 a 4, je druhý chemický rozd́ıl
mezi RNA a DNA. Zat́ımco v RNA se vyskytuje př́ımo 2,4-dihydroxypyrimidin (nazývá se uracil),
v DNA nacháźıme derivát této báze s methylovou skupinou na uhĺıku C5 (označovaný jako thymin).
Prvńım ṕısmenem genetické abecedy je tedy U (=uracil, v RNA) nebo T(=thymin, v DNA). Druhou
pyrimidinovou báźı je cytosin (C). Všimněme si, jak se lǐśı struktury těchto báźı vzhledem k možnosti
tvorby vod́ıkových vazeb. Uracil a thymin maj́ı donor v poloze 3 a akceptory v polohách 2 a 4. U cytosinu
jsou v d̊usledku náhrady hydroxylu v poloze 4 aminoskupinou role donoru a akceptoru v polohách 3 a

1Uvědomme si, že v deoxyribose po utvořeńı této vazby nezbývá žádný volný hydroxyl. Proto je DNA mnohem méně
reaktivńı než RNA, ve které je na ribose ještě hydroxyl v poloze C2′.
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Obrázek 3.1: Struktura typické stavebńı jednotky DNA (vlevo nahoře) a RNA (vpravo nahoře). Ve stavebńıch
jednotkách jsou zabudovány báze thymin a uracil, rterými se DNA a RNA lǐśı. Dole jsou ukázány tři báze
společné DNA i RNA (cytosin, guanin a adenin). Atomy jsou č́ıslovány podle doporučeńı IUPAC-IUB.
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4 vyměněny.
Jakýsi zrcadlový obraz vztah̊u, jaké jsme popsali u pyrimidinových báźı, plat́ı i pro daľśı dvě ṕısmena

genetického kódu. Jsou to báze odvozené od větš́ıho heterocyklu purinu. Adenin (A) má v poloze 6
aminoskupinu (donor) a duśık N1 slouž́ı jako akceptor. Guanin (G) má v poloze 6 hydroxyl a v poloze
2 aminoskupinu, takže ve výsledné tautomerńı formě jsou donory v polohách 1 a 2 a akceptor v poloze
6.

Jako aromatické heterocykly jsou báze nukleových kyselin ploché. V molekule nukleové kyseliny
mohou báze vzájemně interagovat bud’ plochami nebo hranami. Pokud jsou báze uspořádány nad sebou
tak, že se k sobě bĺıž́ı celou plochou (která je vymezena elektrony v delokalizovaných orbitalech, jež
dodávaj́ı bázi aromatický charakter), docháźı ke složité interakci zvané stacking. Pokud se naopak báze
k sobě bĺıž́ı hranami, jsou velmi d̊uležité vod́ıkové vazby mezi atomy, které tvoř́ı př́ıslušné hrany.

Jeden z duśık̊u báźı (N1 pyrimidinových a N9 purinových) je vázán glykosidickou vazbou k uhĺıku
C1′ ribosy nebo deoxyribosy. Ribosa s navázanou báźı (bez fosfátu) se nazývá nukleosid. Nukleosidy
tvořené uracilem, thyminem, cytosinem, adeninem a guaninem se nazývaj́ı (ve stejném pořad́ı) uridin,
thymidin, cytidin, adenosin a guanosin2.

3.2 Torzńı úhly

Zat́ımco konformace peptidové páteře aminokyselin je určena třemi torzńımi úhly, k popisu cukrfosfátové
páteře nukleových kyselin je třeba úhl̊u šest: α (definovaný atomy O3′i−1, Pi, O5′i, C5

′
i), β (definovaný

atomy Pi, O5′i, C5
′
i, C4

′
i), γ (definovaný atomy O5′i, C5

′
i, C4

′
i, C3

′
i), δ (definovaný atomy C5′i, C4

′
i,

C3′i, O3′i), ε (definovaný atomy C4′i, C3
′
i, O3′i, Pi+1), ζ (definovaný atomy C3′i, O3′i, Pi+1, O5′i+1).

K určeńı geometrie celého nukleotidu je dále třeba určit konformaci furanosového kruhu (deoxy)ribosy
a glykosidický torzńı úhel χ (definovaný atomy O4′i, C1

′
i, N1i, C2i u pyrimidin̊u a O4′i, C1

′
i, N9i, C4i

u purin̊u). Protože konformace pětičetného cyklu (stejně jako jakéhokoli řetězce pěti atomů, viz sekci
1.2) je jednoznačně dána dvěma torzńımi úhly a protože jeden z těchto úhl̊u je již definován úhlem δ,
celkový počet torzńıch úhl̊u potřebných k popisu nukleotidu je osm.

Až dosud jsme se vždy zabývali torzńımi úhly v lineárńıch řetězćıch. Ribosa představuje př́ıklad
cyklického řetězce.

Pentosový kruh má poměrně bohatý výběr r̊uzných konformaćı: může být bud’ v obálkové konformaci
(E, envelope), kdy čtyři atomy cyklu lež́ı v rovině, nebo v konformaci zkř́ıžené položidličky (T, twisted
halfchair), kdy tři atomy lež́ı v rovině, jeden nad rovinou a jeden pod rovinou. V E konformaci může
být každý z pěti atomů bud’ nad rovinou kruhu (endo, orientován

”
dovnitř“ nukleotidu) nebo pod ńı

(exo, orientován
”
ven“ z nukleotidu). Schematicky znač́ıme takový atom horńım (endo) nebo dolńım

(exo) indexem (např́ıklad 3E, C3′-exo). Podobně existuje deset zkř́ıžených konformer̊u, které rozlǐsujeme
obdobně definovanými indexy.

Úhly3 νi popisuj́ıćı konformaci cukerného kruhu4 jsou definovány podél směru (deoxy)ribosového
řetězce: ν1 definovaný atomy O4′i, C1

′
i, C2

′
i, C3

′
i až po νO definovaný atomy C4′i, O4′i, C1

′
i, C2

′
i. Vid́ıme,

že v pětičlenném kruhu můžeme naměřit pět torzńıch úhl̊u νi, z nichž k popisu konformace postačuj́ı libo-
volné dva. Je tedy otázkou, které z nich použ́ıt. K popisu furanosových konformaćı se často použ́ıvá for-
malismus takzvané pseudorotace, který problém volby dvou torzńıch úhl̊u obcháźı definićı dvou nových
proměnných, které nahrazuj́ı dvojici torzńıch úhl̊u. Prvńı z těchto proměnných je pseudorotačńı fáze
P . Slouž́ı jako střelka kompasu (obrázek 3.2), na němž je každý typ konformeru definován určitým
azimutem. Druhým parametrem, nezbytným k jednoznačnému určeńı geometrie je pseudorotačńı am-
plituda Ψm, která udává, o kolik je př́ıslušný atom vychýlen z roviny. Pseudorotačńı parametry lze na
endocyklické úhly νi přepoč́ıtat pomoćı vztahu

2Pozor na odlǐsný význam koncovky -osin u cytosinu a purinových nukleosid̊u.
3Tyto torzńı úhly, definované atomy, které př́ımo tvoř́ı cyklický řetězec, se nazývaj́ı endocyklické.
4V anglické literatuře se pro tento druh konformace použ́ıvá označeńı pucker.
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νi = Ψm cos (P + 144◦(i− 2)) (3.1)

Definice týkaj́ıćı se konformaćı a pseudorotace jsou opět dány pravidly IUPAC-IUB.

3.3 Primárńı struktura

Význam pojmu primárńı struktura je u nukleových kyselin stejný jako u protein̊u. Pořad́ı (sekvence)
nukleotid̊u se podle konvence čte od 5′ konce do 3′ konce vlákna nukleové kyseliny. Zejména v př́ıpadě
prezentace dvoušroubovicových sekvenćı je vhodné 5′ a 3′ konce vláken označit. Jak jsme zmı́nili v sekci
2.4, je určeńı sekvence nukleových kyselin poměrně snadné a primárńı struktura (konfigurace) je vždy
známá dř́ıve, než je řešena trojrozměrná struktura (konformace).

3.4 Sekundárńı struktura

Na základě analogie s proteiny sekundárńı strukturou označujeme pravidelný, libovolně opakovatelný
konformačńı motiv polynukleotidového řetězce. Základńımi sekundárńımi strukturami nukleových kyse-
lin jsou dvouvláknové šroubovice stabilizované vod́ıkovými vazbami mezi bázemi. Všimněme si d̊uležitého
rozd́ılu mezi proteiny a nukleovými kyselinami: u sekundárńıch struktur protein̊u jsme vždy hovořili
o vod́ıkových vazbách mezi atomy páteře, zat́ımco dvoǰsroubovice nukleových kyselin jsou spojené śıt́ı
vod́ıkových vazeb mezi bázemi, které tvoř́ı postranńı řetězce polynukleotidu. Sekundárńı struktura neńı
proto určena pouze konformaćı páteře, jako v př́ıpadě protein̊u. Je proto třeba definovat všech osm
torzńıch úhl̊u určuj́ıćıch konformaci nukleotidu, aby byl strukturńı motiv jednoznačně popsán.

Stejně jako proteiny, tvoř́ı nukleové kyseliny dva základńı typy sekundárńıch struktur, A a B. Na
rozd́ıl od proteinových α a β struktur se zmı́něné sekundárńı struktury nukleových kyselin lǐśı poměrně
málo. V obou př́ıpadech jde o pravotočivou dvoǰsroubovici, ve které jsou antiparalelńı vlákna spojena
bázemi páruj́ıćımi se stejným zp̊usobem.

Zp̊usob párováńı báźı je kĺıčem k pochopeńı struktury dvoǰsroubovic nukleových kyselin. Vzpomeňme
si na sekci 3.1, kde jsme si popisovali uspořádáńı donor̊u a akceptor̊u vod́ıkových vazeb v báźıch. Zkusme
si nakreslit jednu purinovou a jednu pyrimidinovou bázi. Začněme šestičlennými kruhy, natočenými

”
naležato“ tak aby duśık N1 purinu a duśık N3 pyrimidinu ležely proti sobě. Nakresleme vzorce báźı tak,
aby jedna glykosidická vazba směřovala vpravo dol̊u a druhá vlevo dol̊u (uspořádáńı cis). V uspořádáńı,
které jsme si právě nakreslili (obrázek 3.3), se báze stýkaj́ı hranami, které obsahuj́ı nejv́ıce donor̊u a
akceptor̊u vod́ıkových vazeb. Aby se vod́ıkové vazby mohly vytvořit, muśı ležet vždy akceptor proti do-
noru. To je možné pouze tehdy, když guanin tvoř́ı pár s cytosinem a adenin s uracilem nebo thyminem.

Všimněme si, že všechny páry popsané v předchoźım odstavci maj́ı téměř stejný tvar (jsou izos-
terické). Páruje se vždy menš́ı pyrimidinová báze s větš́ı purinovou a vcelku nezálež́ı na tom, která
je vpravo a která vlevo. Tento zp̊usob párováńı se nazývá podle Watsona a Cricka a zaručuje věrné
předáváńı genetické informace. Máme-li jedno vlákno, které kóduje dědičnou informaci, může se s každou
jeho báźı párovat jen jedna určitá báze vlákna druhého. Pokud bude druhé vlákno dosyntetizováno tak,
aby se všechny báze párovaly, ponese stejnou informaci. Ale pozor, toto druhé vlákno nebude kopíı
prvńıho. Vztah mezi nimi bude stejný jako vztah mezi formou a odlitkem, teprve daľśı syntézou vlákna,
které by se párovalo s vláknem novým, bychom źıskali stejné pořad́ı báźı.

Stejný tvar všech pár̊u báźı podle Watsona a Cricka umožňuje, aby byly součást́ı pravidelného
útvaru – dvoǰsroubovice (viz obrázek 3.7). V ńı muśı mı́t správnou hodnotu také osm torzńıch úhl̊u,
které popisuj́ı konformaci nukleotidu. V obou typech dvoǰsroubovic je konformace taková, že v páru
nakresleném tak, jak jsme výše popsali, vystupuje hlavńı řetězec báze nakreslené vlevo z roviny paṕıru
k nám a hlavńı řetězec báze nakreslené vpravo mı́̌ŕı dol̊u pod rovinu paṕıru. Tabulka 3.1 udává typické

https://iubmb.qmul.ac.uk/
http://web.ncbr.muni.cz/~lzidek/C9530/adna.html
http://web.ncbr.muni.cz/~lzidek/C9530/bdna.html
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Obrázek 3.2: Pseudorotačńı kruh (deoxy)ribosy. Uvnitř kruhu je uvedeno symbolické značeńı konformaćı, vně
kruhu pseudorodačńı fáze ve stupńıch a slovńı označeńı konformaćı. Na obvodu diagramu jsou schematicky
znázorněny struktury jednotlivých konformer̊u. Atomy jsou symbolizovány kroužky (nejdále od středu je vždy
kysĺık O4′). Symbol v kroužku uvád́ı, lež́ı-li daný atom v rovině nákresu (⃝), nad rovinou (+), nebo pod rovinou
nákresu (−). Znaménka u vazeb udávaj́ı, zda je daný torzńı úhel kladný nebo záporný.
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Obrázek 3.3: Párováńı báźı podle Watsona a Cricka.

hodnoty jednotlivých torzńıch úhl̊u (ve stupńıch) pro obě dvoǰsroubovice. Pro úplnost je uveden i úhel
δ, ačkoli je jeho hodnota jednoznačně určena pseudorotačńımi parametry P a Ψm.

Tabulka 3.1: Hodnoty torzńıch úhl̊u ideálńıch dvoǰsroubovic.

α β γ δ ε ζ χ P Ψm

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 3.1 ukazuje, že nejvýrazněǰśı rozd́ıl torzńıch úhl̊u se týká konformace cukru. Zat́ımco (de-
oxy)ribosa dvoǰsroubovice A je v konformaci C3′-endo, deoxyribosa dvoǰsroubovice B je v konformaci
C2′-endo (pro RNA je tato konformace nevýhodná). Vzhledem k jistým odchylkám od takto přesně
definovaných konformaćı v reálných molekulách se často označuj́ı zmı́něné konformace cukr̊u N a S
(nalézaj́ı se v

”
severńı“ (north) respektive

”
jižńı“ (south) části pseudorotačńıho kompasu).

Jak ukazuje obrázek 3.7, cukrfosfátová páteř ov́ıj́ı dvoǰsroubovici zvenč́ı, takže zbytky kyseliny fos-
forečné (za běžných podmı́nek v disociovaném stavu, tedy záporně nabité) jsou velmi dobře př́ıstupné.
Báze jsou naopak uvnitř dvoǰsroubovice, ne však zcela skryté. Mezi páteřemi jsou dostatečně široké
žlábky, které umožňuj́ı jiným molekulám (nebo jiným částem téhož polynukleotidového řetězce) inter-
agovat s bázemi. Každou bázi si můžeme zjednodušeně představit jako trojúhelńık (obrázek 3.4). Tyto
trojúhelńıky jsou párovány jednou hranou (Watson-Crickovou), druhá hrana je př́ıstupná z žlábku po
jedné straně páteře a třet́ı hrana je př́ıstupná z žlábku po druhé straně páteře.

Z vněǰśıho pohledu se lǐśı vzhled žlábk̊u mezi páteřemi jednotlivých vláken na povrchu dvoǰsroubovic.
Dvoǰsroubovice B má jeden žlábek širš́ı a hlubš́ı (označuje se hluboký nebo velký) a druhý užš́ı a mělč́ı
(označuje se mělký nebo malý), zat́ımco dvoǰsroubovice A má jeden žlábek velmi úzký a hluboký
(označuje se hluboký) a druhý široký a velmi mělký (označuje se mělký). V obou př́ıpadech do hlubokého
žlábku směřuje hrana, která se u purin̊u nazývá Hoogsteenova a u pyrimidin̊u

”
C-H“ hrana5. Domělkého

žlábku naopak směřuje hrana v bĺızkosti glykosidické vazby, pro kterou byl proto navržen název
”
sugar-

edge“ (do češtiny můžeme přeložit
”
sacharidová“).

Při pohledu podél osy dvoǰsroubovice je patrná dutina ve středu dvoǰsroubovice A. Dvoǰsroubovice
A má také poněkud pozvolněǰśı stoupáńı (11 rezidúı na závit) ve srovnáńı s dvoǰsroubovićı B (10 rezidúı

5Ve snaze o jednotnost názvoslov́ı se často použ́ıvá název
”
Hoogsteenova“ i pro

”
C-H“ hranu pyrimidin̊u.
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Obrázek 3.4: Zjednodušený popis báźı nukleových kyselin pomoćı trojúhelńık̊u (s označeńım jednotlivých hran).

na závit).

Pro popis vzájemné polohy báźı ve dvoǰsroubovićıch byly definovány takzvané helikálńı parametry
(obrázky 3.5 a 3.6). Na prvńı pohled je patrný rozd́ıl v inklinaci. Zat́ımco báze v dvoǰsroubovici B jsou
téměř kolmé k ose, normály báźı v dvoǰsroubovici A sv́ıraj́ı s osou úhel asi 20 ◦. Dvoǰsroubovice B a
A jsou ukázány na obrázku 3.7 a na modelech A a B.

Podobně jako u protein̊u se konformace DNA neomezuj́ı na popsané typické sekundárńı struktury.
V závislosti na sekvenci a fyzikálńıch podmı́nkách se setkáváme s mnoha odlǐsnými strukturami (viz
např́ıklad zprohýbaná levotočivá dvoǰsroubovice Z u sekvenćı s opakuj́ıćı se dvojićı CG).

3.5 Terciárńı struktura

DNA se jako nosič genetické informace nejčastěji vyskytuje ve formě dvoǰsroubovice B (i když se za
určitých fyziologických podmı́nek a na určitých mı́stech můžeme setkat s čtyřšroubovicovými, větvenými
a jinými strukturami).

Prostorové uspořádáńı RNA je naproti tomu pestřeǰśı a připomı́ná daleko v́ıce terciárńı struktury
protein̊u. Molekuly RNA jsou tvořeny úseky dvoǰsroubovic A (nazývaných stems, stonky) spojenými
r̊uznými spojovaćımi prvky.

Stejně jako v proteinových ohybech se u spojovaćıch prvk̊u nukleových kyselin setkáváme s odlǐsnými
hodnotami torzńıch úhl̊u a odlǐsnou tvorbou vod́ıkových vazeb. Za zmı́nku stoj́ı, že se páruj́ı i báze vysky-
tuj́ıćı se mimo pravidelné dvoǰsroubovice. Na rozd́ıl od kanonických pár̊u, popsaných v sekci 3.4, je zde
mnoho možnost́ı, jak śıt’ vod́ıkových vazeb vytvořit. Mimo dvoǰsroubovice nejsou tvary pár̊u limitovány
pravidelnou strukturou, takže guanin se může dobře párovat i s uracilem, adeninem či jiným glycinem.
Vod́ıkové vazby se tvoř́ı nejen mezi dvěma Watson-Crickovými hranami, ale možné jsou všechny kom-
binace tř́ı hran (Watson-Crickova, Hoogsteenova, sacharidová). Glykosidické vazby nav́ıc nemuśı být
v poloze cis, ale možná je i poloha trans, kdy glykosidické vazby mı́̌ŕı opačným směrem. Celkově je tak
k dispozici 12 typ̊u párováńı (obrázek 3.8), př́ıklady některých nekanonických pár̊u jsou uvedeny na
obrázku 3.9. V každém páru je využita jen jedna hrana jednotlivých báźı, takže báze párovaná jedńım
zp̊usobem (např́ıklad podle Watsona a Cricka) může stále interagovat daľśı hranou (např́ıklad Hoogs-
teenovou). Takovým zp̊usobem vznikaj́ı triplety báźı, které mohou spojovat dvoǰsroubovice s daľśım
vláknem, aniž by se výrazně měnila pravidelná dvoušroubovicová struktura.

http://web.ncbr.muni.cz/~lzidek/C9530/adna.html
http://web.ncbr.muni.cz/~lzidek/C9530/bdna.html
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z

xy

Stagger (Sz) Shear (Sx)

Shift (Dx)

y-displacement (dy) x-displacement (dx)
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Obrázek 3.5: Translačńı helikálńı parametry. V levém horńım rohu je znázorněna souřadná soustava, ve které
se helikálńı parametry udávaj́ı. Parametry v horńı řadě udávaj́ı posunut́ı pár̊u báźı jako celk̊u (souběžná posu-
nut́ı), parametry ve středńı řadě udávaj́ı vzájemné posunut́ı báźı v jednotlivých párech v̊uči sobě (protisměrná
posunut́ı), parametry v dolńı řadě udávaj́ı vzájemná posunut́ı sousedńıch pár̊u báźı. Posunut́ı ve směru osy x,
y, z jsou seřazena zprava doleva.
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Obrázek 3.6: Rotačńı helikálńı parametry. V levém horńım rohu je znázorněna souřadná soustava, ve které se
helikálńı parametry udávaj́ı. Parametry v horńı řadě udávaj́ı natočeńı pár̊u báźı jako celk̊u (souběžné rotace),
parametry ve středńı řadě udávaj́ı vzájemná natočeńı báźı v jednotlivých párech v̊uči sobě (protisměrné rotace),
parametry v dolńı řadě udávaj́ı vzájemná natočeńı sousedńıch pár̊u báźı. Rotace kolem osy x, y, z jsou seřazeny
zprava doleva.
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Obrázek 3.7: Modely DNA šroubovic B a A.

Obrázek 3.8: Možné zp̊usoby párováńı báźı. Báze jsou znázorněny jako trojúhelńıky s udáńım směru hlavńıho
řetězce (⊙ směřuje dopředu z roviny nákresu, ⊗ směřuje dozadu za rovinu nákresu). Hrany jsou rozlǐseny
délkou stran trujúhelńıku – nejkratš́ı Watson-Crickova, prostředńı sacharidová, nejdeľśı Hoogsteenova nebo

”
C-H“ Nahoře jsou znázorněna párováńı s cis uspořádáńım glykosidických vazeb, dole s trans uspořádáńım
glykosidických vazeb.
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Obrázek 3.9: Př́ıklady nekanonických pár̊u báźı: vlevo nahoře cis párováńı uracilu (Watson-Crickovou hranou)
s adeninem (Hoogsteenovou hranou), vpravo nahoře trans párováńı dvou adenin̊u Hoogsteenovými hranami,
vlevo dole cis párováńı dvou cytosin̊u sacharidovou a

”
C-H“ (

”
Hoogsteenovou“) hranou, vpravo dole trans

párováńı cytosinu a guaninu Watson-Crickovými hranami.
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Obrázek 3.10: Př́ıklady strukturńıch motiv̊u nukleových kyselin. Zleva vlásenková smyčka (hairpin loops), zlom
s včleněným nepárovaným nukleotidem bulge, internal loop, four-way junction, pseudouzel pseudoknot, kissing
hairpin.

Pravidelné dvoǰsroubovice a struktury zmı́něné v předchoźım odstavci mohou tvořit supersekundárńı
motivy podobné proteinovým (obrázek 3.10), jako vlásenkové smyčky (hairpin loops) a zlomy (kinks)
v dvoǰsroubovici. Supersekundárńı struktury typické pro nukleové kyseliny jsou dále r̊uzné vnitřńı
smyčky (internal loops) a větveńı (junctions).

Z vyšš́ıch strukturńıch prvk̊u můžeme jmenovat troǰsroubovicová uspořádáńı, kvadruplexy (útvary
tvořené čtyřmi vlákny), pseudouzly (pseudoknots), neobvykle vzájemně párované smyčky romanticky
označované kissing hairpins (obrázek 3.10).

Domény RNA jsou definovány stejně jako v př́ıpadě protein̊u. Např́ıklad velká podjednotka bak-
teriálńı ribosomové RNA je tvořena šesti doménami, z nichž každá má specifickou funkci a samostatnou
strukturu.

3.6 Kvartérńı struktura a vyšš́ı struktury

Pojem kvartérńı struktury můžeme převźıt tak, jak jsme si jej definovali pro proteiny. Nukleové kyseliny
často tvoř́ı funkčńı oligomerńı komplexy s proteiny. Podobně jako proteiny se ribonukleové kyseliny
pod́ıĺı na stavbě nadmolekulárńıch útvar̊u (opět můžeme jmenovat ribosom).

Pravidelné šroubovice DNA jsou dále svinuty do nadšroubovicových útvar̊u až po úroveň chromo-
zomů6. Zde je ovšem nutné poznamenat, že nadšroubovice jsou útvary lǐśıćı se nejen konformaćı, ale i
konfiguraćı. K jejich vytvořeńı a zrušeńı je totiž nutno přerušit alespoň jedno vlákno. Nadšroubovice
se obvykle popisuj́ı dvěma č́ısly, L (linking number) definuje topologii nadšroubovice (kolikrát jsou
jednotlivá vlákna překř́ıžena) a T (twist) definuje geometrii (zkrouceńı dvoǰsroubovice).

6Jednotlivá vlákna muśı být kruhová nebo pevně uchycená např́ıklad k protein̊um, jinak by se nadšroubovice samovolně
rozpletla.



Kapitola 4

Struktura oligo- a polysacharid̊u

4.1 Stavebńı jednotky

Nejnápadněǰśım rysem, který bude naši diskusi struktur oligosacharid̊u a polysacharid̊u provázet, je
neobyčejná pestrost. Mnohem větš́ı strukturńı r̊uznorodost sacharid̊u ve srovnáńı s proteiny a nuk-
leovými kyselinami se u oligo- a polysacharid̊u objevuje již na úrovni monomerńıch jednotek. Základńı
stavebńı jednotky se lǐśı počtem uhĺık̊u (nejčastěǰśı jsou hexosy a pentosy), funkčńı skupinou (aldosy
a ketosy), geometrickou isomeríı hydroxyl̊u (2n optických isomer̊u, kde n je počet chirálńıch uhĺık̊u),
možnou substitućı (sulfátem, karboxylem, aminem, N -acetylaminem), počtem uhĺık̊u v kruhu (furanosy
a pyranosy), konformaćı cukerného kruhu, polohou a počtem hydroxyl̊u, které tvoř́ı glykosidickou vazbu
se sousedńım reziduem. Nejběžněǰśı monosacharidové jednotky jsou uvedeny na obrázku 4.1. Názvoslov́ı
sacharid̊u se ř́ıd́ı pokyny IUPAC-IUB.

4.2 Torzńı úhly

Monosacharidové jednotky se vyskytuj́ı nejčastěji ve formě pětičlenných a šestičlenných kruh̊u. Sacha-
ridy s pětičlenným cyklem se nazývaj́ı furanosy, zat́ımco sacharidy s šestičlenným cyklem se označuj́ı
jako pyranosy.

Možné konformace furanos byly již probrány u nukleových kyselin. K popisu konformace šestičlenných
kruh̊u potřebujeme tři torzńı úhly. Nejběžněǰśı konformace šestičlenných cykl̊u jsou takové, ve kterých
vystupuj́ı dva protilehlé atomy z roviny, ve které lež́ı zbývaj́ıćı čtyři atomy. Většinou je nejvýhodněǰśı
židličková konformace, ve které se pyranosy vyskytuj́ı nejčastěji. V židličkové konformaci jeden z pro-
tilehlých atomů lež́ı nad rovinou a druhý pod rovinou. Židličkou můžeme proložit rovinu ještě jinak
– tak, aby stř́ıdavě jeden z atomů ležel nad rovinou a druhý pod rovinou. Vid́ıme, že takto můžeme
sestavit jen dvě r̊uzné židličky (v prvńı židličce lež́ı jedna trojice atomů nad rovinou a druhá pod ro-
vinou, v druhé židličce se polohy trojic vyměńı). Proto existuj́ı jen dvě židličkové konformace, které
se označuj́ı 4C1 nebo 1C4 (horńı index udává č́ıslo atomu nad rovinou, dolńı index udává č́ıslo atomů
pod rovinou kruhu orientovaného tak, jak ukazuje obrázek 4.1). Která z těchto konformaćı je ener-
geticky výhodněǰśı, je dáno t́ım, jaké substituenty jsou vázány na uhĺıćıch kruhu. Každý uhĺık může
vázat kromě svých soused̊u v kruhu ještě dva daľśı atomy. Jedna z těchto vazeb mı́̌ŕı přibližně kolmo
k rovině proložené pyranosovým kruhem (tato poloha se označuje axiálńı), druhá lež́ı zhruba v této ro-
vině (poloha ekvatoriálńı). Ze sterických d̊uvod̊u jsou nejstabilněǰśı konformace s maximálńım počtem
objemných substituent̊u v ekvatoriálńı poloze (4C1 pro d-glukosu).

Pokud oba protilehlé atomy lež́ı nad rovinou kruhu, mluv́ıme o vaničkové konformaci. Takových
vaniček můžeme sestrojit šest: 1,4B, 2,5B, 3,OB, 1,4B, 2,5B, 3,OB (horńı indexy opět znač́ı atomy nad

57

https://iubmb.qmul.ac.uk/
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Obrázek 4.1: Vzorce nejčastěǰśıch monosacharidových jednotek oligo- a polysacharid̊u. Ze dvou možných ano-
mer̊u α a β je vždy uveden jen jeden.
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rovinou a dolńı indexy atomy pod rovinou). Popis jednotlivých konformaćı1 se ř́ıd́ı pravidly IUPAC-IUB.

Stabilita pyranosových konformer̊u je tak velká, že je lze považovat za rigidńı strukturńı jednotky.
Konformaci polysacharidového řetězce lze proto zpravidla popsat dvěma (ϕ, ψ) nebo třemi (ϕ, ψ, ω)
torzńımi úhly. Úhel ϕ definuje torzi kolem glykosidické vazby. Úhel ω je nezbytný pokud glykosidickou
vazbu tvoř́ıćı hydroxyl neńı vázaný př́ımo na uhĺık pyranosového nebo furanosového kruhu, ale na
methylenový uhĺık (např́ıklad u (1 → 6) vázaných aldopyranos nebo (1 → 5) vázaných ketofuranos).
Definice torzńıch úhl̊u se ř́ıd́ı pravidly IUPAC-IUB.

4.3 Primárńı struktura

Vzhledem k možnosti větveńı a k zmı́něné pestrosti monomerńıch jednotek je definice primárńı struktury
oligo- a polysacharid̊u složitěǰśı než v př́ıpadě protein̊u a nukleových kyselin. Pravidla pro zápis primárńı
struktury oligosacharid̊u lze nalézt v doporučeńıch IUPAC-IUC.

Daľśı d̊uležitou odlǐsnost́ı od protein̊u a nukleových kyselin je skutečnost, že primárńı strukturu
oligo- a polysacharid̊u nelze př́ımo vyč́ıst z genetického kódu. Určováńı primárńı struktury je proto
v př́ıpadě sacharid̊u mnohem obt́ıžněǰśı, než v př́ıpadě protein̊u a nukleových kyselin.

4.4 Sekundárńı struktura

Pestrost sekundárńıch struktur polysacharid̊u ostře kontrastuje s dvojićı typických strukturńıch mo-
tiv̊u protein̊u a nukleových kyselin. Analogie s popisem sekundárńıch struktur protein̊u jsou ale zřejmé.
Stejně jako u protein̊u, můžeme sekundárńı struktury polysacharid̊u formálně považovat za šroubovice.
K jejich popisu bývaj́ı použ́ıvána dvě č́ısla: počet monosacharidových jednotek na jeden závit n a
stoupáńı šroubovice na jednu monosacharidovou jednotku h (nebo stoupáńı šroubovice na jeden závit
P ). Sekundárńı struktury jsou opět stabilizovány vod́ıkovými můstky mezi závity téže šroubovice
(jako u α-helixu protein̊u) nebo spojuj́ıćı dvě polysacharidová vlákna (jako v β-listech protein̊u).
Sekundárńı struktury polysacharid̊u můžeme dělit na šroubovicově vinuté (např́ıklad amylosa, ana-
logie s α-̌sroubovićı protein̊u) na natažené (formálně šroubovice, ve které na jeden závit připadnou dvě
rezidua, např́ıklad celulosa, analogie s β-listy protein̊u). Některé struktury polysacharid̊u nelze zařadit
do těchto dvou kategoríı, jako např́ıklad velmi flexibilńı dextrany vázané (1 → 6) glykosidickou vazbou
nebo naopak těsně skládané bakteriálńı (1 → 2) glukany.

4.5 Terciárńı struktura

Sacharidy mohou tvořit velmi dlouhé řetězce, často s širokou hmotnostńı distribućı. Dı́ky větveńı mohou
vznikat polysacharidy přibližně kulového tvaru. Naopak přesně definované oligosacharidové struktury
plńı d̊uležitou úlohu v molekulovém rozeznáváńı. Na rozd́ıl od protein̊u jsou terciárńı struktury poly-
sacharid̊u méně prozkoumány.

Př́ıkladem architektury polysacharid̊u může být celulosa, základńı složka buněčných stěn rostlin.
Sekundárńım motivem celulosy je natažený řetězec β-d-glukopyranos-4C1 spojených (1 → 4) glyko-
sidickou vazbou. Jde tedy formálně o šroubovici s dvěma β-d-glukopyranosovými jednotkami na jeden

”
závit“ jinými slovy, 4C1-židličky β-d-glukopyranos se stř́ıdaj́ı tak, že kysĺık pyranosového kruhu lež́ı

1Kromě popsaných konformaćı, ve kterých jsou atomy lež́ıćı mimo rovinu odděleny dvěma atomy kruhu, vyskytuj́ı se
vzácně i konformace, kde lež́ı mimo rovinu atomy oddělené jen jedńım atomem (šikmé židličky, S) nebo sousedńı atomy
(položidličky, H). Podobně jako v př́ıpadě furanos lze pyransové konformace popsat pomoćı pseudorotace. Vzhledem
k tomu, že šestičlenné cykly vyžaduj́ı tři nezávislé parametry, nevystač́ıme s pseudorotačńım kruhem, ale muśıme definovat
pseudorotačńı kouli.

https://iubmb.qmul.ac.uk/
https://iubmb.qmul.ac.uk/
http://www.sbu.ac.uk/water/hypol.html
http://web.ncbr.muni.cz/~lzidek/C9530/amylose.html
http://web.ncbr.muni.cz/~lzidek/C9530/cellulose.html
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Obrázek 4.2: Uspořádáńı řetězc̊u v celulose Iα (vlevo) a Iβ (vpravo). Stř́ıdaj́ıćı se β-d-glukopyranosové kruhy
s kysĺıkem nad a pod rovinou řetězce jsou znázorněny jako plné a prázdné obdélńıky.

jednou nad rovinou a podruhé pod rovinou řetězce. V tomto uspořádáńı lež́ı všechny hydroxyly v ekva-
toriálńı poloze (v rovině kruhu). Vytvář́ı se tak polárńı prostřed́ı po boćıch celulosového řetězce a ne-
polárńı prostřed́ı nad a pod rovinou řetězce. Natažené řetězce se k sobě skládaj́ı nepolárńımi plochami a
tvoř́ı krystalovou strukturu označovanou I. Kromě hydrofobńıch interakćı je tato struktura stabilizována
śıt́ı vod́ıkových vazeb v rámci jednoho řetězce i mezi sousedńımi řetězci. Je zaj́ımavé, že glykosidická
vazba celulosy I je v konformaci trans-gauche a řetězce směřuj́ı stejným směrem (paralelńı uspořádáńı),
ačkoli energeticky výhodněǰśı je gauche-trans konformace glykosidické vazby a stř́ıdavá (antiparalelńı)
orientace řetězc̊u. Přirozená forma celulosy je tedy metastabilńı2, na energeticky nejvýhodněǰśı formu,
označovanou II, přecháźı až umělým zpracováńım. Celulosa I se vyskytuje ve dvou formách Iα a Iβ ,
které se lǐśı vzájemným uspořádáńım řetězc̊u (obrázek 4.2). Formy Iα a Iβ se mohou stř́ıdat i v rámci
jednoho celulosového vlákna, jehož délka dosahuje do 10 000 β-d-glukopyranosových jednotek.

Jiným př́ıkladem polysacharidu je zásobńı látka rostlin, škrob. Základńı stavebńı jednoty škrobu
jsou α-d-glukopyranosy-4C1, spojené (1 → 4) glykosidickou vazbou. Řetězce α-d-glukopyranos mohou
tvořit r̊uzné šroubovicové struktury, z nichž nejd̊uležitěǰśı je paralelńı dvoǰsroubovice s výškou závitu
0,5 nm a šesti až sedmi jednotkami na jeden závit. Stejně jako v př́ıpadě celulosy je d̊uležité uspořádáńı
hydroxyl̊u, které směřuj́ı na povrch šroubovic, takže vnitřek šroubovic je nepolárńı. Škrob se skládá
z nevětvených řetězc̊u amylosy a obř́ıch molekul amylopektinu, které jsou tvořeny přibližně milionem
α-d-glukopyranosových jednotek, a které obsahuj́ı i větveńı prostřednictv́ım (1 → 6) glykosidické vazby.
Větveńı nijak nevad́ı dvoǰsroubovicové struktuře, naopak ji sṕı̌se stabilizuje. Dvoǰsroubovicové úseky
mezi větveńımi jsou základem vrstevnaté struktury škrobových zrn (obrázek 4.3). V těchto vrstvách
jsou dvoǰsroubovice pravidelně uspořádány jako v krystalech. Řetězce amylosy jsou nejsṕı̌se náhodně
rozptýleny jako jednoduché šroubovice mezi amylopektinovými řetězci (zvláště na povrchu škrobových
zrn), částečně se mohou také pod́ılet na tvorbě dvoǰsroubovic.

Stejně jako jiné biomakromolekuly tvoř́ı oligo- a polysacharidy funkčńı komplexy s proteiny a pod́ılej́ı
se na tvorbě vyšš́ıch struktur buněčné architektury. Je také d̊uležité si uvědomit, že velkou skupinou bi-
omakromolekul jsou glykoproteiny, jejichž oligosacharidová část je co do velikosti, d̊uležitosti a stability
konformace srovnatelná s část́ı proteinovou.

2Př́ıtomnost metastabilńı celulosy I je vysvětlována t́ım, že celulosová vlákna se tvoř́ı krátce po biosyntéze, během
které rostou celulosové řetězce jedńım směrem, a na přeskládáńı do výhodněǰśıho antiparalelńıho uspořádáńı neńı dost
času.
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Obrázek 4.3: Schematické znázorněńı větveńı amylopektinu. Rovnoběžné čáry představuj́ı paralelńı
dvoǰsroubovice.
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Kapitola 5

Struktura biologických membrán

5.1 Membrány a biomakromolekuly

Biologické membrány se od biomakromolekul (protein̊u, nukleových kyselin, polysacharid̊u) zásadně
lǐśı. Zat́ımco biomakromolekuly tvoř́ı dlouhý polymerńı řetězec, v němž jsou stavebńı jednotky pevně
spojeny kovalentńı vazbou, membrány se skládaj́ı z molekul, mezi kterými p̊usob́ı předevš́ım slabé van
der Waalsovy śıly. Přesto můžeme nalézt d̊uležitý rys společný membránám i biomakromolekulám.
V obou př́ıpadech je dobře známá konfigurace jednotlivých stavebńıch jednotek a popisem struktury se
mysĺı určeńı geometrického uspořádáńı těchto stavebńıch jednotek.

5.2 Stavebńı jednotky

Biologické membrány jsou tvořeny látkami, které souhrnně označujeme lipidy. Nejde zde o název
odrážej́ıćı chemické složeńı, ale sṕı̌se fyzikálńı vlastnosti. Molekuly lipid̊u obsahuj́ı relativně malou
polárńı, často ionizovanou část, která má výrazně hydrofilńı chováńı. Zbytek molekuly je nepolárńı,
výrazně hydrofobńı. Molekula lipidu je tedy ,,vnitřně rozpolcená“ – jedna část vyhledává polárńı (vodné)
prostřed́ı, druhá část nepolárńı prostřed́ı. Chemická struktura lipid̊u je velmi rozmanitá, k nejběžněǰśım
patř́ı následuj́ıćı tři typy:

• Glycerolfosfolipidy (fosfatidy) – k molekule glycerolu jsou vázány esterovou vazbou dvě mastné
kyseliny a jeden zbytek kyseliny fosforečné. Z mastných kyselin jsou nejběžněǰśı kyselina palmi-
tová (šestnáctiuhĺıková nasycená kyselina), osmnáctiuhĺıkové kyseliny (nasycená stearová, s jed-
nou dvojnou vazbou v poloze 9 oleová, s dvěma dvojnými vazbami v polohách 9 a 12 linoleová)
a kyselina arachidonová (dvacetiuhĺıkatá se čtyřmi dvojnými vazbami v polohách 5, 8, 11, 14).
Na kyselinu fosforečnou je často daľśı esterovou vazbou vázán kysĺık ethanolaminu, serinu, cho-
linu, nebo inositolu (cukerný alkohol, na který bývá vázán daľśı jeden nebo dva zbytky kyseliny
fosforečné).

• Sfingolipidy – k molekule dvacetiuhĺıkatého aminodiolu sfingosinu je vázána amidovou vazbou
jedna mastná kyselina a jeden zbytek kyseliny fosforečné, který může být dále esterifikován
(nejčastěji cholinem).

• Steroly – v živočǐsných buňkách cholesterol

63
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5.3 Geometrie lipidových útvar̊u

Pokud přidáme lipidy ke směsi nemı́sitelného polárńıho a nepolárńıho rozpouštědla (voda a olej), budou
ochotně tvořit rozhrańı těchto dvou rozpouštědel. Hydrofobńı část lipidu bude mı́̌rit do oleje a hydrofilńı
do vody. Pokud přidáme lipidy pouze do vodného roztoku, budou se jejich molekuly orientovat tak, aby
nepolárńı části byly co nejméně v kontaktu s vodou (hydrofobńı efekt diskutovaný v části 6.12).

Tvar útvaru, který v d̊usledku hydrofobńıho efektu vznikne, záviśı na tvaru molekuly lipidu. Pokud je
nepolárńı část lipidu malá, podobá se jeho molekula kuželu, jehož podstavu tvoř́ı polárńı část. Takovéto
kužely můžeme poskládat do zhruba kulového útvaru, který bude uvnitř nepolárńı a zvenč́ı polárńı.
Takový útvar se nazývá micela.

Lipidy, které jsme si vyjmenovali v sekci 5.2 maj́ı hydrofobńı a hydrofilńı část přibližně stejnou, takže
jejich molekuly se podobaj́ı válc̊um. Na rozd́ıl od kužel̊u můžeme válce skládat do plochých útvar̊u,
které se budou orientovat stejně, jako když k sobě přilož́ıme dva kraj́ıce namazaného chleba. Vznikne
dvojvrstva tvořená lipidy, které budou orientovány hydrofobńı část́ı proti sobě. Taková dvojvrstva je
základem biologických membrán1.

5.4 Tekutost membrán

Voda a jiné látky se mohou vyskytovat v r̊uzných skupenstv́ıch, která se lǐśı uspořádáńım a volnost́ı
molekul v trojrozměrném prostoru. V př́ıpadě biomembrán se setkáváme s dvourozměrnou analogíı,
mluv́ıme o r̊uzných fáźıch lipidové dvojvrstvy. Při ńızkých teplotách a velkém natěsnáńı lipidových
molekul na malé ploše se tvoř́ı dvojrozměrné krystaly. Maj́ı-li molekuly trochu v́ıce volnosti, docháźı
k tvorbě dvojrozměrného gelu, tato fáze se označuje Lβ (obrázek 5.1). Zvýšeńım teploty vzniká fáze
kapalného krystalu Lα. V ńı jsou stále molekuly v těsném kontaktu, mohou se však navzájem pohybovat
v rovině dvojvrstvy, jako když se snaž́ıte razit si cestu ulićı plnou lid́ı. Naproti tomu je téměř nemožné,
aby se molekula ze spodńı strany dvojvrstvy dostala do horńı a naopak. Plynné fázi by odpov́ıdala
tak ńızká koncentrace lipid̊u, že by molekuly spolu reagovaly jen zř́ıdka, při náhodných srážkách. To
znamená, že by v̊ubec nedošlo k tvořeńı dvojvrstvy.

K popsaným fázovým přechod̊um docháźı u lipid̊u, jejichž hydrofobńı řetězce jsou orientovány
kolmo k rovině dvojvrstvy. Fázové chováńı lipid̊u s šikmo orientovanými hydrofobńımi řetězci je o něco
složitěǰśı. Při táńı gelu, který se tentokrát označuje L′

β , docháźı nejprve k vytvořeńı zvlněné fáze P′
β , ve

které maj́ı molekuly v́ıce volnosti, než v plochém gelu. Teprve daľśım fázovým přechodem vzniká fáze
kapalného krystalu Lα.

V biomembránách se vyskytuj́ı lipidy převážně ve fázi kapalných krystal̊u, velmi bĺızko fázovému
přechodu na gelovou strukturu. Mluv́ı se často o tekuté mozaice, navenek tvoř́ıćı jasně definovanou
membránu, ve které se však mohou molekuly volně pohybovat.

5.5 Vliv polárńı skupiny

Polárńı část lipidu se v membránách vyskytuje v poměrně přesně definované konformaci. Tato kon-
formace je dána požadavkem, aby molekula jako celek byla zhruba válcová a mohla tak neomezeně
tvořit ploché struktury. Např́ıklad v glycerolfosfolipidech obsahuj́ıćıch ethanolamin jsou v gelové fázi
oba řetězce mastných kyselin i uhĺıková páteř glycerolu orientovány kolmo k dvojvrstvě, zat́ımco řetězec
ethanolaminu směřuje rovnoběžně s rovinou dvojvrstvy. Jde tedy o fázi Lβ . Záměna ethanolaminu za
cholin vede ke změně tvaru molekuly. Glycerol je stále orientován kolmo, ale nabitý řetězec cholinu je

1Vedle micel a dvojvrstev existuje celá řada možných uspořádáńı, ve kterých se budou nacházet lipidy, jejichž tvar
bude něco mezi válcem a kuželem. V buněčných membránách se setkáváme s podobnou geometríı např́ıklad v mı́stě styku
dvou membrán.
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Obrázek 5.1: Fázové přechody lipidových dvojvrstev.

vytočen ven do rozpouštědla a řetězce mastných kyselin mı́̌ŕı šikmo k rovině dvojvrstvy. Vzniká tedy
fáze L′

β . Pokud obsahuje lipid volnou kyselinu fosforečnou, je polárńı část molekuly menš́ı a glycerol se

orientuje rovnoběžně s rovinou dvojvrstvy, aby lépe vyplnil prostor. Řetězce mastných kyselin směřuj́ı
šikmo k dvojvrstvě, takže opět jde o fázi L′

β .

5.6 Vliv hydrofobńıho řetězce

V sekci 5.4 jsme zmı́nili, že tekutost membrán je dána volnost́ı pohybu jednotlivých molekul. Neńı proto
divu, že konformace hydrofobńıch řetězc̊u úzce souviśı s tekutost́ı biomembrány. Pokud je hydrofobńı
řetězec mastné kyseliny nasycený a pokud jsou všechny vazby v tomto řetězci v konformaci trans, zab́ırá
tento řetězec v rovině membrány plošku o pr̊uměru 0,42 nm. Takové řetězce tedy mohou být velmi
těsně poskládány a vyskytuj́ı se v tuhých gelových fáźıch. Rotace kolem jediné vazby do konformace
gauche(+) vede k ohnut́ı řetězce, který naráz zab́ırá několikanásobně v́ıce mı́sta. Takováto konformačńı
změna tedy znamená obrovské rozvolněńı struktury v daném mı́stě. Zmı́něný dramatický efekt však
může být v př́ı̌st́ım okamžiku kompenzován daľśı konformačńı změnou, při které přejde vazba vzdálená
o dva uhĺıky od mı́sta zlomu do konformace gauche(−). Dva opačné ohyby se navzájem téměř vyruš́ı a
dvakrát zlomený řetězec bude zab́ırat jen asi o 10% v́ıce mı́sta než p̊uvodńı.

V čem se bude lǐsit chováńı hydrofobńıho řetězce v př́ıpadě, že jde o nenasycenou mastnou kyselinu?
Pokud budou všechny vazby v konformaci (trans), bude zab́ırat mnohem v́ıce mı́sta než nasycená.
Mastné kyseliny totiž obsahuj́ı dvojné vazby v konfiguraci cis, které vedou k podobnému ohybu řetězce,
jako konformačńı změny popsané v předchoźım odstavci. Pokud ale bude dva uhĺıky od dvojné vazby
změněna konformace z trans na gauche, bude ohyb řetězce do značné mı́ry vykompenzován.
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Můžeme tedy shrnout, že změna konformace z uspořádáńı trans do polohy gauche může mı́t v r̊uzné
situaci opačný účinek. V př́ıpadě nasycených mastných kyselin vede ke zvýšeńı tekutosti, zat́ımco
v př́ıpadě nenasycených nebo již jednou konformačně deformovaných mastných kyselin vede ke zvýšeńı
tuhosti membrány.

5.7 Vliv složeńı

Podobný účinek jako konformačńı změny postranńıho řetěze maj́ı i změny složeńı membrány. Např́ıklad
př́ıdavek cholesterolu do těsně uspořádané, relativně tuhé membrány tvořené nasycenými mastnými
kyselinami naruš́ı strukturu membrány a zvýš́ı jej́ı tekutost. Naopak př́ıdavek cholesterolu k relativně
tekuté membráně obsahuj́ıćı značné množstv́ı nenasycených mastných kyselin vede ke zvýšeńı tuhosti,
protože molekula cholesterolu může vyplňovat dutiny, které vznikly v d̊usledku př́ıtomnosti dvojných
vazeb.

5.8 Vyšš́ı struktury

Tak jako se biomakromolekuly navzájem spojuj́ı a tvoř́ı vyšš́ı komplexy, tak i biomembrány často in-
teraguj́ı s r̊uznými biomakromolekulami. Lipidy tak tvoř́ı jen asi polovinu hmoty buněčných membrán.
Velké množstv́ı protein̊u nabývá správné konformace pouze v př́ıtomnosti membrán. Membránové pro-
teiny mohou lipidovou dvojvrstvou procházet, a to i několikrát, nebo k ńı mohou být připojeny z jedné
či druhé strany. Interakce mezi proteiny a membránou mohou být dány hydrofobńım jevem, ale proteiny
se mohou k lipid̊um vázat i kovalentńımi vazbami. Podobně mohou být k lipid̊um dvojvrstev vázány i
polysacharidy. Funkce membrán neńı omezena jen na udržováńı tvaru buněk. Rozhoduj́ıćı část tvorby
energie a regulace mnoha buněčných proces̊u jsou př́ımo spojeny s rozděleńım prostoru biologickými
membránami.



Kapitola 6

Interakce určuj́ıćı strukturu
biomakromolekul

6.1 Energie a entropie

Hlavńım ćılem předchoźıch kapitol popsat strukturu (tedy konformaci) biomakromolekul. Výsledný sta-
tický geometrický model je d̊uležitým základem pro pochopeńı dynamiky a funkce biologicky zaj́ımavých
molekul na atomárńı úrovni. V této kapitole se zamysĺıme nad fyzikálńımi zákony, které stavby molekul
určuj́ı. Tedy nad t́ım, proč se zkoumaná molekula vyskytuje v určité konformaci.

Hned v úvodu bychom si měli zd̊uraznit, že snaha o pochopeńı základńıch princip̊u stavby molekul
nás vede k velmi zjednodušenému pohledu na molekuly. A nejen nás, stejná zjednodušeńı použ́ıvá (a
často si to ani neuvědomuje) každý chemik, který kresĺı na paṕır vzorce a montuje z kuliček a trubiček
modely molekul. Prvńım zjednodušeńım je již to, že ve vzorćıch spojujeme některé atomy čárkami.
Ř́ıkáme, že mezi těmito atomy existuje kovalentńı vazba. Chceme zd̊uraznit, že mezi atomy spojenými
čárkami p̊usob́ı śıly, které zasluhuj́ı zvláštńı pozornost. Jenže i mezi ostatńımi atomy p̊usob́ı śıly, a to
śıly, které jsou popsány stejnými fyzikálńımi zákony. Silové p̊usobeńı mezi atomy, které nejsou spojeny
kovalentńı vazbou, může být dokonce silněǰśı než některé kovalentńı vazby.

V části 1.1 jsme na kovalentńı vazbě založili rozlǐsováńı mezi konfiguraćı a konformaćı. V př́ırodě
ale mezi konfiguraćı a konformaćı žádná jasná hranice neńı. Otáčeńı kolem některé

”
jednoduché“ vazby

může být obt́ıžněǰśı, než otáčeńı kolem určité
”
dvojné“ vazby. Znamená to, že máme strukturńı vzorce

založené na konfiguraci a modely založené na konformaci odhodit jako zbytečné a matoućı? Určitě ne,
vzorce a modely jsou velmi užitečné pomůcky, které pomáhaj́ı chápat základńı pravidla a souvislosti
výstavby molekul. Muśıme si ale uvědomit, že pomoćı nich můžeme základńı principy ilustrovat, ne
však fyzikálně vysvětlit. Proto v této kapitole věnujeme v́ıce pozornosti fyzikálńı podstatě interakćı
v molekulách.

Výhodnost konformaćı lze popsat jedinou veličinou, energíı. Energie má jednu zvláštnost, neńı možné
určit jej́ı absolutńı hodnotu. Nemá proto smysl ptát se, jaká je energie určité konformace. Vždy můžeme
pouze porovnávat energie r̊uzných konformaćı mezi sebou.

Molekuly se ani v buňkách ani ve zkumavce nevyskytuj́ı v jednom exempláři, ale v obrovských
počtech. Zastoupeńı konformaćı v takovém souboru molekul neńı dáno jen energetickou výhodnost́ı jed-
notlivých konformaćı, ale také statistikou. Můžeme si to ukázat na jednoduchém př́ıkladu, kde budeme
sledovat mı́sto konformaćı r̊uzné konfigurace. Smı́cháme stejná látková množstv́ı dvou krátkých peptid̊u.
Jeden bude mı́t sekvenci Lys-Cys-Gly (označ́ıme si KCG podle jednoṕısmenných zkratek) a druhý Glu-
Cys-Gly (označ́ıme si ECG). Předpokládejme, že peptidy vytvoř́ı dimery spojené disulfidovými můstky
mezi cysteiny. Mohou tedy vzniknout homodimery KCG·KCG, ECG·ECG a heterodimer KCG·ECG.

67
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Naš́ım úkolem bude odhadnout, kolik kterých dimer̊u vznikne. Kdybychom se d́ıvali jen na energii, tak
budeme hádat, že vznikne 100% heterodimeru, protože je energeticky výhodněǰśı (obsahuje kladně na-
bitý lysin a záporně nabitý glutamát, které se budou přitahovat). Kdybychom se d́ıvali jen na statistiku,
tak budeme odhadovat 50% heterodimeru a 25% každého homodimeru. Skutečnost bude samozřejmě
někde mezi.

Správné zastoupeńı konformaćı v souboru molekul nám poskytne termodynamika. Termodynamika
obvykle popisuje soubor molekul ve stavu, kdy jsou jednotlivé konformace v rovnováze. V rovnováze se
nevyskytuje jediná konformace s nejnižš́ı energíı. Statisticky je také výhodné mı́t určitou konformačńı
pestrost. Tu popisuje termodynamika veličinou entropie S, úměrnou přirozenému logaritmu počtu
rozlǐsitelných stav̊u Ω. Hodnota konstanty úměrnosti záviśı na jednotkách, ve kterých měř́ıme energii.
Pro jednotky Jmol−1 je konstantou úměrnosti univerzálńı plynová konstanta1. Veličina, která zahr-
nuje oba zmı́něné př́ıspěvky, energii jednotlivých konformaćı i jejich pestrost, se nazývá volná energie.
Použ́ıvaj́ı se dvě definice volné energie. Obě zahrnuj́ı entropii stejným zp̊usobem, ale lǐśı se v zahrnut́ı
práce spojené se změnami objemu do popisu energie. Helmholtzova volná energie A = U − TS zahr-
nuje vnitřńı energii U vyjádřenou za předpokladu, že se objem, ve kterém jsou molekuly uzavřeny,
nemůže měnit. T je termodynamická teplota. Naopak Gibbsova volná energie G = H − TS vycháźı
z předpokladu, že se objem může neomezeně měnit tak, aby nedocházelo k tlakovým změnám. Mı́sto
vnitřńı energie se proto použ́ıvá veličina entalpie H, do které je zahrnuta i práce spojená s objemovými
změnami. Rozd́ıl mezi molárńı vnitřńı energíı a molárńı entalpíı je roven součinu tlaku a molárńımu ob-
jemu (H = U +pV ). Toto č́ıslo je ale pro kapalnou vodu tak maličké, že v biochemii jsou hodnoty obou
energíı prakticky stejné. Proto je i rozd́ıl mezi Helmholtzovou a Gibbsovou volnou energíı zanedbatelný.
Protože jde o energie, můžeme spoč́ıtat pouze rozd́ıly ∆G (a ∆A). V rovnováze dvou konformačńıch
stav̊u je rozd́ıl jejich Gibbsových energíı nulový (∆G = ∆H − T∆S = ∆H −RT lnΩ1/Ω2 = 0). Z toho
vyplývá, že zastoupeńı jednotlivých konformerńıch stav̊u lze spoč́ıtat

Ω1

Ω2
= e−

∆H
RT . (6.1)

Tento vztah nám také ř́ıká, jaké hodnoty energie můžeme považovat za malé a jaké za velké. Pokud
bude rozd́ıl ∆H (nebo ∆U) výrazně menš́ı než RT , nebude poměr konformačńıch stav̊u v̊ubec záviset
na energii, ale bude pouze odrážet statistiku (v našem př́ıpadě bude bĺızký jedné). Energie nižš́ı než
teplotńı faktor (RT ≈ 2,5 kJmol−1 při 300K neboli 27 ◦C) můžeme proto zanedbat.

6.2 Śıly p̊usob́ıćı v biomakromolekulách

Energie souvisej́ıćı se strukturou molekul je téměř výhradně elektrického p̊uvodu. Základem jej́ıho
výpočtu je Coulomb̊uv zákon, určuj́ıćı jakou silou na sebe p̊usob́ı náboje Q1 a Q2 ve vzdálenosti r

F =
1

4πϵ0

Q1Q2

r2
, (6.2)

kde ϵ0 = 8,854C2 J−1 m−1 je elektrická permitivita vakua.

1Na rozd́ıl od energie je možné určit entropii v absolutńıch č́ıslech. Např́ıklad si představme, že bychom výše uvedený
dimer peptid̊u připravili jen ze dvou molekul KCG a dvou molekul ECG. Pro přehlednost dáme molekulám KCG pořadová
č́ısla 1 a 2 a molekulám ECG pořadová č́ısla 3 a 4. Existuj́ı jen dvě možnosti, jak bude vzniklá směs vypadat: bud’ směs
homodimer̊u KCG·KCG + ECG·ECG nebo dvě molekuly heterodimeru KCG·ECG. Směs homodimer̊u může vzniknout jen
jedńım zp̊usobem, když molekula č́ıslo 1 zreaguje s molekulou č́ıslo 2 a molekula č́ıslo 3 zreaguje s molekulou č́ıslo 4. Dvojice
hereodimer̊u ale může vzniknout dvěma zp̊usoby: když molekula č́ıslo 1 zreaguje s molekulou č́ıslo 3 a molekula č́ıslo 2
zreaguje s molekulou č́ıslo 4, nebo když molekula č́ıslo 1 zreaguje s molekulou č́ıslo 4 a molekula č́ıslo 2 zreaguje s molekulou
č́ıslo 3. Homodimerńı výsledek reakce tak představuje jen jeden rozlǐsitelný stav s nulovou entropíı. Heterodimerńı výsledek
odpov́ıdá dvěma rozlǐsitelným stav̊um s entropíı S = R ln 2 = 16,6 Jmol−1 K−1.
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Obrázek 6.1: Energie atomů vod́ıku a kysĺıku tvoř́ıćıch kovalentńı vazbu (vlevo) a atomů helia tvoř́ıćıch van
der Waalsovu vazbu (vpravo).

Molekuly ovšem obsahuj́ı mnoho nabitých částic (jader, elektron̊u). Proto je konkrétńı výpočet
celkové energie složitý. Z praktických d̊uvod̊u se často popisuj́ı zvlášt’ jednotlivé typy př́ıspěvk̊u k celkové
energii. Z těchto př́ıspěvk̊u si uvedeme alespoň nejd̊uležitěǰśı.

6.3 Kovalentńı vazby

Kovalentńı vazby určuj́ı konfiguraci molekuly. Tyto vazby popisuj́ı nejvýhodněǰśı prostorové rozmı́stěńı
elektron̊u z pohledu jejich vzájemných interakćı a jejich interakćı s jádry atomů. Popis kovalentńıch
vazeb je poměrně složitý, vyžaduj́ıćı kvantový př́ıstup. Zde se spokoj́ıme s grafem popisuj́ıćım změny
energie během přibližováńı atomů schopných tvořit kovalentńı vazbu (obrázek 6.1 vlevo). Když se takové
atomy přibližuj́ı, přestávaj́ı pravděpodobnost výskytu elektron̊u popisovat nezávislé atomové orbitaly,
ale elektrony zač́ınaj́ı být ovlivněny i polem sousedńıho jádra. Zpočátku se tak rozšǐruje oblast jejich
výskytu a klesá jejich kinetická energie2. Naopak nar̊ustá potenciálńı energie kv̊uli interakci s elektrony
sousedńıho atomu. S daľśım přibližováńım se oblast výskytu elektron̊u zase zmenšuje a jejich kinetická
energie roste. Naopak s přibližováńım k sousedńımu jádru začne klesat potenciálńı energie elektron̊u.
Vzdálenost, kde je celková energie nejnižš́ı, se nazývá vazebná vzdálenost (rvaz na obrázku 6.1 vlevo).
Přibĺıžeńı atomů na tuto vzdálenost je spojeno s poklesem energie řádově o stovky kJmol−1.

Kovalentńı vazby jsou velmi silné (viz tabulka 6.1), ale souviśı téměř výhradně s primárńı struk-
turou. Důležitou výjimkou jsou disulfidové vazby mezi cysteiny, které jsou sice kovalentńı, ale určuj́ı
terciárńı (př́ıpadně kvarterńı) strukturu protein̊u. Jejich vliv je d̊uležitý jen u protein̊u vylučovaných
ven z cytoplasmy. V cytoplasmě je totiž nadbytek peptidu glutathionu, který obsahuje cystein a tvoř́ı
disulfidové vazby s proteiny na úkor intramolekulárńıch disulfidových můstk̊u v proteinech.

2Kvantová mechanika ukazuje, že neńı možné zároveň určit přesně polohu a hybnost elektronu (Heisenbergovy relace
neurčitosti). Pokut tedy rozš́ı̌ŕıme oblast výskytu (polohy) elektronu, můžeme zúžit rozptyl hybnosti. To vede ke sńıžeńı
kinetické energie, která je úměrná druhé mocnině rychlosti a tedy i hybnosti.
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Tabulka 6.1: Energie a meziatomové vzdálenosti kovalentńıch σ vazeb (červeně), disperzńıch interakćı (zeleně)
a vod́ıkových vazeb (modře). Uvedené hodnoty jsou pouze přibližné a záviśı na konkrétńım chemickém okoĺı
atomů.

Atom· · ·atom Uopt / kJmol−1 ropt / nm rmin / nm
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
–O—O– 150 0,148
–O· · ·O– 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 śıly jsou univerzálńı interakce, které p̊usob́ı mezi polárńımi i nepolárńımi molekulami
a funkčńımi skupinami. Pokud sledujeme změny energie během přibližováńı atomů neschopných tvořit
kovalentńı vazbu (obrázek 6.1 vpravo), pozorujeme pokles energie, který vzdáleně připomı́ná tvorbu ko-
valentńı vazby. Optimálńı vzdálenosti jsou ale deľśı a poklesy energie výrazně menš́ı, než pro kovalentńıch
vazeb (v př́ıpadě atomů helia na obrázku 6.1 vpravo 0,05 kJmol−1, pro atomy v biomakromolekulách
0,5 kJmol−1 až 1 kJmol−1, tabulka 6.1).

Pozorovaná energie se skládá z odpudivého a přitažlivého př́ıspěvku. Odpudivou interakćı je tak-
zvaná Pauliho repulze. Při přibližováńı atomů neschopných tvořit kovalentńı vazbu totiž přibližujeme
elektrony jednoho atomu k již plně obsazeným orbital̊um druhého atomu, což je krajně nevýhodné. Při
přibĺıžeńı atomů na vzdálenost menš́ı, než označenou rmin, odpudivé śıly začnou převažovat a s daľśım
přibližováńım prudce nar̊ustaj́ı. V chemii je nazýváme sterické zábrany a vymezuj́ı konformace, které
se v makromolekulách vyskytnout nemohou. Např́ıklad nepozorované torzńı úhly a jejich kombinace
v Ramachandranově diagramu.

Přitažlivou složkou van der Waalsových interakćı jsou takzvané disperzńı śıly. Jsou to interakce
p̊usob́ıćı mezi elektrickými dipóly, které vznikaj́ı pouze krátkodobě v d̊usledku okamžitého přemı́stěńı
elektron̊u v molekule. Pokud se elektrony ve dvou nepolárńıch molekulách posunou zároveň jedńım
směrem, sńıž́ı se energie elektrostatických interakćı mezi molekulami (ve srovnáńı s dvojićı stejně
vzdálených molekul se symetrickým rozložeńım elektron̊u). I když pro každou dvojici interaguj́ıćıch
atomů poklesne energie jen maličko, celkový pokles pro celou molekulu je nezanedbatelný a molekuly se
proto snaž́ı zauj́ımat konformace, ve kterých jsou pokud možno všechny atomy v optimálńı vzdálenosti
k jinému atomu (včetně atomů rozpouštědla, tedy vody).
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Obrázek 6.2: Schematické znázorněńı vody jako polárńı molekuly (A) a jako molekuly schopné tvořit vod́ıkovou
vazbu (B).

6.5 Elektrostatické interakce

Do této kategorie budeme řadit interakce, k jejichž popisu nepotřebujeme kvantovou mechaniku (ne-
muśıme brát do úvahy orbitaly). Iontové interakce představuj́ı jednoduché elektrostatické odpuzováńı
stejně nabitých iont̊u a přitahováńı opačně nabitých iont̊u. Energie těchto interakćı klesá s prvńı mocni-
nou vzdálenosti iont̊u. Dipólové interakce jsou śıly p̊usob́ıćı mezi elektrickými dipólovými momenty, které
vznikaj́ı v molekule vytvořeńım nadbytku elektron̊u v jedné části molekuly a nedostatku elektron̊u (nad-
bytku kladného náboje) v jiné části molekuly (nebo chemické skupiny, např́ıklad postranńıho řetězce
aminokyseliny). Molekula jako celek je přitom navenek neutrálńı. Elektrický dipól má každá polárńı
vazba, tedy kovalentńı vazba mezi dvěma atomy, ve které je větš́ı výskyt elektron̊u u jednoho z atomů.
Na obrázku 6.2A je ukázána voda jako př́ıklad polárńı molekuly. Elektrické dipóly se navzájem sč́ıtaj́ı,
takže větš́ı části makromolekul na sebe mohou p̊usobit t́ımto zp̊usobem. Energie interakćı mezi dvěma
dipóly klesá s třet́ı mocninou jejich vzdálenosti. Protože elektrický dipólový moment má nejen velikost,
ale i směr, záviśı energie interakce i na vzájemné orientaci dipól̊u. Kromě interakćı mezi dvěma dipóly
se setkáváme i s interakcemi mezi dipólem a iontem. Energie takové interakce klesá s druhou mocninou
vzdálenosti iontu a dipólu a záviśı na natočeńı dipólu vzhledem k iontu. Detailněǰśı diskuse a odvo-
zeńı kvantitativńıch vztah̊u popisuj́ıćıch energii r̊uzných typ̊u elektrostatických interakćı je uvedena
v Dodatku 16.

6.6 Vod́ıkové vazby

Vod́ıkové vazby neboli můstky se tvoř́ı mezi vod́ıkem vázaným velmi polárńı vazbou na atom zvaný
donor (nejčastěji na kysĺık nebo duśık) a atomem zvaným akceptor, který může poskytnout elektrony
pro vytvořeńı vazby (opět nejčastěji kysĺık nebo duśık). Vliv vod́ıku je dobře vidět na srovnáńı op-
timálńı vzdálenosti dvou atomů kysĺıku interaguj́ıćıch př́ımo (např́ıklad dvou karbonylových skupin)
s optimálńı vzdálenost́ı dvou kysĺık̊u interaguj́ıćıch vod́ıkovou vazbou. Přestože je v druhém př́ıpadě
mezi atomy kysĺıku ještě vod́ık, je jejich vzájemná vzdálenost kratš́ı (0,28 nm oproti 0,30 nm v prvńım
př́ıpadě, tabulka 6.1 a obrázek 6.2B). Vod́ıkové vazby maj́ı částečně kovalentńı charakter, ale převážně
jsou elektrostatické. Jejich popis je dosti složitý, protože záviśı na orientaci zúčastněných dipólových mo-
ment̊u. Vod́ıkové vazby jsou slabš́ı než vazby kovalentńı (jeden vod́ıkový můstek snižuje energii přibližně
o 10 kJmol−1 až 20 kJmol−1) a proto se nepovažuj́ı za vazby určuj́ıćı konfiguraci. Velmi výrazně však
zvýhodňuj́ı určitou konformaci.
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6.7 Stacking

Jako stacking se v anglické literatuře označuj́ı interakce aromatických aminokyselin v proteinech a
zejména báźı v nukleových kyselinách. V př́ıpadě benzenových kruh̊u jde téměř výhradně o disperzńı
śıly. Heterocykly báźı nukleových kyselin maj́ı také elektrické dipólové momenty, které k stackingu
rovněž přisṕıvaj́ı. Stacking je d̊uležitý faktor stabilizuj́ıćı dvoǰsroubovice DNA, srovnatelný s párováńım
báźı Watson-Crickovými hranami. Interakce ploch báźı (stacking, tedy disperzńı śıly a dipól-dipólové
interakce) snižuj́ı energii páru GC o 70 kJmol−1 a energii páru AT o 50 kJmol−1, zat́ımco interakce
hran (vod́ıkové vazby a dipól-dipólové interakce) snižuj́ı energii páru GC o 120 kJmol−1 a energii páru
AT o 65 kJmol−1.

6.8 Karbonylové interakce

Jako posledńı př́ıklad v našem neúplném seznamu sil v biomakromolekulách si uvedeme interakce mezi
uhĺıkem jedné karbonylové skupiny a kysĺıkem druhé karbonylové skupiny. Energii dvou karbonyl̊u
snižuje částečně interakce jejich elektrických dipólových moment̊u a částečně využit́ı antivazebného or-
bitalu π∗ vazby C=O elektrony v nevazebném orbitalu 2py kysĺıku druhého karbonylu. Vhodnou orien-
taci pro tuto interakci maj́ı sousedńı karbonyly páteře protein̊u v konformaćıch popsaných následuj́ıćımi
dvojicemi torzńıch úhl̊u (ϕ, ψ): (−60 ◦,−45 ◦), (−60 ◦,+135 ◦), (+60 ◦,+45 ◦), (+60 ◦,−135 ◦). V prvńıch
dvou př́ıpadech jde o šroubovici α a konformaci polyprolin-II (např́ıklad v kolagenu), druhé dva př́ıpady
jsou zrcadlové obrazy výhodné pro aminokyseliny řady d. Sńıžeńı energie neńı velké (1 kJmol−1 až
2 kJmol−1), ale v součtu pro celou šroubovici neńı zanedbatelné. V př́ıpadě konformace polyprolin-II
vysvětluje, proč tuto konformaci, která neńı stabilizovaná vod́ıkovými vazbami, tvoř́ı často flexibilńı
(přirozeně neuspořádané) proteiny.

6.9 Voda jako rozpouštědlo

Výhodnost určité konformace je dána nejenom vzájemným energetickým p̊usobeńım mezi jednotlivými
částmi makromolekuly, ale také interakcemi s okolńımi molekulami (předevš́ım s molekulami roz-
pouštědla) a entropíı celé soustavy makromolekula-rozpouštědlo. Uved’me si, jaké obecné chováńı můžeme
očekávat u biomakromolekuly rozpuštěné ve vodném roztoku iont̊u soĺı (tedy v prostřed́ı odpov́ıdaj́ıćım
cytoplazmě).

Voda je mimořádná molekula. V běžném ledu jsou molekuly ledu uspořádány v pravidelné krystalové
mř́ıžce s maximálńım počtem vod́ıkových můstk̊u, a to i za cenu vytvořeńı dutin představuj́ıćıch ztrátu
disperzńıch interakćı (obrázek 6.3 vlevo). Když led roztaje, krystalová struktura se částečně zhrout́ı,
dutiny se zaplńı, ale 80% energie vod́ıkových vazeb se zachová (jejich př́ıspěvek klesne z −50 kJmol−1

na −40 kJmol−1). Proto si i tekutou vodu můžeme představit jako soubor molekul spojených hustou
śıt́ı vod́ıkových můstk̊u. V tekuté vodě se molekuly stále otáčej́ı, v nové orientaci ale mohou tvořit nové
vod́ıkové můstky s jinými molekulami vody. Vod́ıkové můstky se stále ruš́ı a nové stále vznikaj́ı, ale
celkový počet vod́ıkových vazeb je zachován bez ohledu na okamžitou orientaci jednotlivých molekul.

6.10 Elektrostatické interakce ve vodě

Jak ovlivńı př́ıtomnost vody elektrostatické interakce? Ionty rozpuštěné ve vodě neinteraguj́ı jenom
spolu, ale také s elektrickými dipólovými momenty molekuly vody. Tyto ion-dipólové interakce představuj́ı
naprostou většinu elektrostatických sil ve vzorku, interakce mezi ionty samými přisṕıvá k celkové ener-
gii jen 1,25%. Proto se nám zdá, že elektrostatické interakce ve vodě jsou osmdesátkrát slabš́ı. Je
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Obrázek 6.3: Struktura ledu (vlevo) a kapalné vody (vpravo). Nahoře jsou atomy kysĺıku znázorněny azurově
s velikost́ı odpov́ıdaj́ıćı ropt na obrázku 6.1, dole jsou pro přehlednost zmenšeny a obarveny červeně. Atomy
vod́ıku jsou znázorněny b́ıle. Dutiny ve strukturách jsou v horńıch obrázćıch vyznačeny černě. Kovalentńı vazby
jsou v dolńıch obrázćıch vyznačeny hnědě, vod́ıkové vazby azurově.
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Obrázek 6.4: A,B, orientace molekul vody kolem iontového páru. Velké symboly ⊕ a ⊖ představuj́ı kation a
anion, malé symboly ⊕ a ⊖ představuj́ı parciálńı náboje v molekule vody. C–D, vliv orientace vody na śılu
elektrostatické interakce. Symboly + a − znázorňuj́ı polarizaci v d̊usledku orientace vody ke kationtu. Molekula
proteinu je zobrazena oranžově, č́ısla na žlutém pozad́ı představuj́ı relativńı śılu interakce vzhledem k př́ıpadu,
kdy by kation byl ve stejné vzdálenosti ve vakuu.

třeba zd̊uraznit, že voda netvoř́ı nějakou st́ıńıćı bariéru mezi ionty, která by zeslabovala elektrosta-
tické śıly. K zeslabeńı interakćı docháźı proto, že molekuly vody se v okoĺı náboj̊u mohou natočit tak,
aby jejich elektrické dipólové momenty měly nejvýhodněǰśı orientaci k iont̊um (obrázek 6.4A). K tomu
docháźı i tehdy, když jsou ionty tak bĺızko sebe, že se mezi ně molekula vody nevejde (obrázek 6.4B).
Pokud se ionty nacháźı uprostřed proteinu, je elektrostatická interakce mezi nimi zeslabena mnohem
méně, přibližně na čtvrtinu až polovinu (dle konkrétńıch aminokyselin v okoĺı). Menš́ı vliv proteinu je
d̊usledkem toho, že postranńı řetězce se nemohou uvnitř proteinu natáčet tak snadno jako molekuly
vody a některé z nich jsou také méně polárńı, než voda.

Pro zahrnut́ı vlivu vody se nab́ıźı jednoduchá oprava Coulombova zákona: vynásobeńı konstanty
ϵ0 ve jmenovateli koeficientem 80 pro vodu a koeficientem dva až čtyři pro protein. Tento koeficient
se nazývá relativńı permitivita prostřed́ı ϵr. Tento př́ıstup je lákavý předevš́ım pro výpočetńı metody,
protože nijak nezpomaluje poč́ıtáńı. Mı́sto jedné konstanty se prostě použije jiná. Obrázek 6.4C–D
ale upozorňuje na úskaĺı tohoto př́ıstupu. Zat́ımco ve volném roztoku lze vliv vody opravdu popsat
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Obrázek 6.5: Tvorba struktur stabilizovaných vod́ıkovým můstkem v proteinech solvatovaných vodou. Atomy
uhĺıku jsou znázorněny černě, atomy duśıku modře, páteř proteinu symbolizuje černá čára. Molekuly vody,
které se nezúčastňuj́ı solvatace, jsou nakresleny r̊užově, solvatuj́ıćı molekuly s použit́ım stejných barev jako na
obrázku 6.3.

konstantou ϵr (obrázek 6.4C), na povrchu proteinu jsou elektrostatické śıly ovlivněny zp̊usobem mnohem
složitěǰśım.

6.11 Vod́ıkové vazby ve vodě

Dále se pod́ıvejme, jaký vliv má prostřed́ı vody na tvorbu vod́ıkových vazeb v biomakromolekulách. Ve
vakuu každý vod́ıkový můstek mezi karbonylem a amidem páteře proteinu sńıž́ı energii o 8 kJmol−1. Po-
kud je ale protein solvatovaný, tvoř́ı i v rozbaleném stavu vod́ıkové můstky s vodou (obrázek 6.5 vlevo).
Vytvořeńım sekundárńı struktury stabilizované vod́ıkovým můstkem se celkový počet vod́ıkových vazeb
nezměńı, mı́sto jedné intermolekulárńı vznikne jedna intramolekulárńı (obrázek 6.5 vpravo). Přesto má
vznik vod́ıkového můstku v proteinu mı́rně stabilizuj́ıćı efekt.

K pochopeńı výhodnosti tvorby vod́ıkového můstku v biomakromolekule muśıme prozkoumat ent-
ropické d̊usledky takové změny. Vytvořeńı vod́ıkové vazby mezi karbonylem v jednom mı́stě páteře a
vod́ıkem amidu v jiné části páteře omeźı počet konformaćı, ve kterých se může páteř vyskytovat. Proto
se entropie proteinu sńıž́ı. Tvorba vod́ıkového můstku v proteinu se také ale odraźı na možných orien-
taćıch molekul vody, které karbonyl a amid před vytvořeńım můstku solvatovaly. Mı́sto tvorby vod́ıkové
vazby s proteinem, která vyžadovala určitou orientaci dvou molekul vody, mohou tyto molekuly tvořit
vod́ıkové vazby s jinými molekulami vody kolem nich. A takové vod́ıkové vazby se mohou vytvořit
v r̊uzných orientaćıch. Tvorba vod́ıkové vazby v proteinu tak vede ke zvýšeńı entropie vody (zvýšeńı
počtu stav̊u, ve kterých se molekula vody osvobozená ze zajet́ı proteinu může nacházet). Tento nár̊ust
entropie vody převáž́ı sńıžeńı entropie proteinu, ve kterém tvorba vod́ıkového můstku omeźı možné
konformace páteře. Z pohledu volné energie mı́sto zisku −8 kJmol−1 vnitřńı energie (nebo entalpie)
proteinu źıskáme entropii vody. V celkové bilanci to odpov́ıdá za pokojové teploty zisku volné energie
∆G ≈ −6 kJmol−1. To je hodnota poměrně malá a závisej́ıćı na konkrétńı situaci.
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6.12 Hydrofobńı efekt

Posledńı d̊usledek solvatace vodou, kterému věnujeme pozornost, je hydrofobńı efekt. Dř́ıve, než se
pod́ıváme na biomakromolekuly, prozkoumejme chováńı cyklohexanu, jako př́ıkladu malé nepolárńı
molekuly neschopné tvořit vod́ıkové vazby. Na obrázku 6.6A je zobrazena rovnováha mezi cyklohexa-
nem v plynné fázi, v kapalné fázi a ve vodném roztoku. Za pokojové teploty a atmosférického tlaku
preferuje cyklohexan kapalnou fázi před plynnou. Proč ale nepreferuje vodný roztok? Z pohledu ental-
pie (nebo vnitřńı energie) je stejně výhodné pro molekulu cyklohexanu být obklopena molekulami vody
nebo jinými molekulami cyklohexanu. V obou př́ıpadech źıskáme −30 kJmol−1. Je zřejmé, že ztráćıme
nějakou entropii, protože v kapalině má cyklohexan méně volnosti, než v plynné fázi. Proč je ale ztráta
entropie o tolik vyšš́ı v př́ıpadě vodného roztoku? Odpověd’ je naznačena na obrázku 6.6B,C.

Molekuly vody se vždy snaž́ı orientovat tak, aby mohlo vzniknout co nejv́ıce vod́ıkových vazeb. Pokud
budeme předpokládat, že si tekutá voda zachovává uspořádáńı ledu, můžeme nalézt šest orientaćı,
ve kterých mı́̌ŕı atomy vod́ıku vybrané molekuly vody k jedné ze sousedńıch molekul a mohou být
donory vod́ıkových vazeb (obrázek 6.6B). Toto uspořádáńı se naruš́ı, je-li ve vodě rozpuštěna molekula
neschopná tvořit vod́ıkové vazby. Bude-li to molekula malá (o pr̊uměru menš́ım než 1 nm), dokáž́ı se
molekuly vody přeskládat tak, aby celkový počet vod́ıkových vazeb ve vodě z̊ustal zachován a molekuly
vody z̊ustaly tak bĺızko rozpuštěné molekuly, aby byly i výhodné disperzńı interakce co nejsilněǰśı. Cenu,
kterou za to zaplat́ı, bude ztráta entropie. Pokud bude jedna ze sousedńıch molekul vody nahrazena
molekulou látky, která nemůže být akceptorem vod́ıkové vazby (např́ıklad cyklohexanem), existuj́ı jen
tři orientace, ve kterých může naše být molekula vody donorem dvou vod́ıkových vazeb (obrázek 6.6C).
Růst volné energie v d̊usledku reorganizace molekul vody je úměrný objemu rozpuštěné molekuly, nebo
správněji objemu dutiny, kterou muśı voda pro tuto molekulu vytvořit.

Když budeme zkoumat změny volné energie při rozpouštěńı nepolárńı molekuly větš́ı než 1 nm,
zjist́ıme něco jiného. Nebudeme pozorovat ztrátu entropie, ale naopak ztrátu výhodných interakćı,
která se projev́ı zvýšeńım vnitřńı energie. V okoĺı velké molekuly se již voda nedokáže přeskládat tak,
aby nepřǐsla o některé vod́ıkové můstky. Ba ani nedokáže obklopit rozpuštěnou látku tak těsně, aby
byly disperzńı śıly tak silné, jako u malé molekuly. Toto zvýšeńı energie nebude úměrné objemu, ale
povrchu rozpuštěné molekuly. Změny volné energie při solvataci také záviśı na tvaru solvatovaného
povrchu. Voda v bĺızkosti plochého povrchu může vytvářet tři vod́ıkové vazby ze čtyř možných, zat́ımco
molekula vody uzavřená v nepolárńı dutině nemůže tvořit žádnou vod́ıkovou vazbu.

Jakou roli hraje hydrofobńı efekt ve stabilizaci nativńı struktury proteinu? Pro źıskáńı zjednodušené
představy můžeme vyj́ıt z toho, co jsme si řekli o solvataci cyklohexanu. Na obrázku 6.7 jsou vlevo
znázorněny čtyři hydrofobńı postranńı řetězce rozbaleného proteinu. Každý řetězec solvatuje osm mo-
lekul vody, které jsou t́ım omezeny v pohybu. Pro jednoduchost si představme, že hydrofobńı postranńı
řetězce se chovaj́ı jako cyklohexan. Poskládáńım do nativńı struktury, ve které postranńı řetězce in-
teraguj́ı spolu (na obrázku 6.7 vpravo), se sńıž́ı počet molekul vody potřebných k solvataci. Uvolněné
molekuly se tak stanou součást́ı struktury vody, ve které mohou tvořit vod́ıkové vazby, aniž by jejich
orientace byly omezeny hydrofobńı molekulou. V d̊usledku toho se zvýš́ı entropie celého systému. Za
nativńıch podmı́nek je tento vzr̊ust entropie je větš́ı, než entropická ztráta v d̊usledku omezeńı možných
konformaćı postranńıch řetězc̊u. Celkové sńıžeńı volné energie záviśı na velikosti postranńıho řetězce
(−2,5 kJmol−1 pro alanin, −8 kJmol−1 pro leucin, −12 kJmol−1 pro fenylalanin). I když hodnoty pro
jednotlivé aminokyseliny nejsou velké, vytvořeńı hydrofobńıho jádra představuje největš́ı př́ıspěvek ke
sńıžeńı volné energie při sbaleńı proteinu do nativńı struktury.

Na závěr je nutno dodat, že naše vysvětleńı skládáńı nativńı struktury proteinu je velmi zjed-
nodušené. Jádro proteinu neńı tvořeno jen nepolárńımi postranńımi řetězci a ke stabilitě protein̊u
přisṕıvaj́ı daľśı vlivy. Nav́ıc sama fyzikálńı podstata hydrofobńıho efektu neńı dosud plně vysvětlena.
Experimenty ale přesvědčivě ukazuj́ı, že hydrofobńı efekt je nejd̊uležitěǰśım př́ıspěvkem ke sńıžeńı volné
energie proteinu sbaleného do pravidelné struktury a reorganizace molekul vody hraje při tom d̊uležitou
roli.
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Obrázek 6.6: Hydrofobńı efekt. A, bilance rovnováh mezi cyklohexanem (světle zelená barva) v plynné fázi,
kapalné fázi a ve vodě (azurová barva). Výhodné př́ıspěvky ke změně volné energie ve směru šipky jsou zelené,
nevýhodné červené. B,C, př́ıčina výrazného sńıžeńı entropie při rozpouštěńı cyklohexanu ve vodě. Zvýrazněná
molekula vody může být donorem dvou vod́ıkových vazeb (B) v šesti orientaćıch v čisté vodě, ale (C) jen ve
třech orientaćıch v roztoku cyklohexanu (znázorněn světle zeleně).
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Obrázek 6.7: Stabilizace sbalené nativńı konformace proteinu (vpravo) hydrofobńım efektem. Hydrofobńı po-
stranńı řetězce jsou nakresleny světle zeleně, páteř oranžově a molekuly vody azurovou barvou.

6.13 Denaturace

Jestliže jsme uvedli, že za nativńıch podmı́nek entropický zisk molekul vody převáž́ı entropickou ztrátu
postranńıch řetězc̊u uvězněných v hydrofobńım jádře proteinu, muśıme dodat, že za odlǐsných podmı́nek
tomu může být jinak. Rozd́ıl volné energie sbaleného o rozbaleného proteinu je velmi malý a změnou
vněǰśıch podmı́nek (teplota, tlak, pH, př́ıtomnost daľśıch látek) můžeme rovnováhu zvrátit ve prospěch
rozbaleného stavu. Konkrétńım provedeńım tohoto procesu, zvaného denaturace, se tu zabývat nebu-
deme. Pouze si jej zjednodušeně poṕı̌seme jako r̊ust celkového objemu molekuly V : nativńı protein je
sbalený do malé kompaktńı struktury, zat́ımco rozbalený denaturovaný protein zab́ırá mnohem větš́ı
prostor. Co se děje s rozd́ılem volné energie mezi rozbaleným a sbaleným proteinem během denaturace,
doćılené např́ıklad zvyšováńım teploty T? Na začátku je rozd́ıl volné energie ∆G kladný, rozbalených
molekul proteinu je ve vzorku menšina. Jak objem postupně roste, vzdálenosti mezi atomy se zvyšuj́ı
a proto slábnou disperzńı śıly. Důsledkem je pozvolný r̊ust rozd́ılu entalpie ∆H (nebo vnitřńı ener-
gie ∆U). Entropie se přitom př́ılǐs neměńı, proto entropický př́ıspěvek −T∆S bude klesat přibližně
lineárně s rostoućı teplotou. Pro jednoduchost si můžeme představit, že dva postranńı řetězce uvnitř
proteinu jsou do sebe zaklesnuté tak, že se nemohou volně otáčet a z̊ustávaj́ı v jednom rotamerńım
stavu. Možnost jejich rotace tedy k entropii nepřisṕıvá, logaritmus jedničky (jeden rotamerńı stav)
je roven nule. V určitém okamžiku se ale protein rozvolńı natolik, že naše dva postranńı řetězce (a
mnohé daľśı) źıskaj́ı dost prostoru k rotaci. Řekněme, že se najednou každý může vyskytovat v jednom
ze tř́ı nezákrytových rotamer̊u. To okamžitě sńıž́ı volnou energii o −RT (ln 9 − ln 1) = −5,5 kJmol−1.
Podobně se v tu chv́ıli uvolńı i daľśı postranńı řetězce a ∆G skokem klesne na zápornou hodnotu.
V tomto okamžiku se zastoupeńı sbalené a rozbalené formy proteinu prudce změńı ve prospěch roz-
baleného proteinu. Daľśı zvyšováńı teploty už nic zásadńıho nezměńı, jen se bude dál snižovat už tak
nepatrné zastoupeńı nativńıho proteinu.

6.14 Celková bilance

Jednotlivé př́ıspěvky k volné energii biomakromolekuly, které jsme diskutovali v této kapitole, jsou
shrnuty v tabulce 6.2. Co nám tabulka ř́ıká? Kovalentńı vazby, určuj́ıćı chemickou konfiguraci, jsou
samozřejmě nejsilněǰśı. Nekovalentńı interakce jsou v buňce výrazně slabš́ı, než ve vakuu. Výjimkou jsou
iontové interakce uvnitř proteinu. Nesetkáváme se s nimi často, ale pokud se takový iontový m̊ustek
neboli solný m̊ustek vytvoř́ı, má na strukturu velmi výrazný vliv. Ostatńı nekovalentńı interakce za
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Obrázek 6.8: Změny volné energie během denaturace proteinu. Růst celkového objem molekuly V popisuje
snižováńı kompaktnosti proteinu během zahř́ıváńı. Uvolněńı postranńıch řetězc̊u vedoućı k prudkému poklesu
entropie je schematicky nakresleno nad grafem.



80 KAPITOLA 6. INTERAKCE URČUJÍCÍ STRUKTURU BIOMAKROMOLEKUL

Tabulka 6.2: Srovnáńı energetických př́ıspěvk̊u určuj́ıćıch strukturu biomakromolekul k celkové volné energii.

Typ kJmol−1 podmı́nky
RT 2,5 při 300K (27 ◦C)
kovalentńı vazba 350 C–C
ion-ion 460 vzdáleny 0,3 nm ve vakuu
ion-ion 150 vzdáleny 0,3 nm uvnitř proteinu
ion-ion 12 vzdáleny 0,3 nm na povrchu proteinu
dipol-dipól 30 vzdáleny 0,3 nm ve vakuu
dipol-dipól 10 vzdáleny 0,3 nm uvnitř proteinu
ion-dipól 41 vzdáleny 0,5 nm ve vakuu
ion-dipól 14 vzdáleny 0,5 nm uvnitř proteinu
vod́ıková vazba 10 ve vakuu (∆G ≈ ∆H)
vod́ıková vazba 6 ve vodě (∆G ≈ −T∆S)
karbonylová interakce 2 v proteinu
hydrofobńı efekt 8 na Leu
hydrofobńı efekt 12 na Phe

běžných podmı́nek v cytoplasmě (v tabulce 6.2 zvýrazněné modře) přisṕıvaj́ı k celkové volné energii
méně a vzájemně srovnatelně. Př́ıspěvek na jednu interakci neńı velký, většinou kolem 10 kJmol−1.
V biomakromolekule je ale takových interakćı velké množstv́ı a jejich součet může být významný. To
plat́ı zejména pro hydrofobńı efekt, který stabilizuje kompaktńı nativńı strukturu proteinu nejv́ıce.

Jaká je role ostatńıch interakćı, když hydrofobńı efekt stabilizuje nativńı struktury nejv́ıce? Hyd-
rofobńı efekt je sice nejd̊uležitěǰśı z pohledu volné energie, ale je strukturně nespecifický. Jde pouze
o to, aby se postranńı řetězce seskupily uvnitř proteinu, což, jak v́ıme umožňuj́ı r̊uzné architektury
proteinu (svazky šroubovic, α-̌sroubovice uspořádané do mnohostěn̊u, β-soudky, TIM-soudky, atd.).
To, jakou architekturu protein či jiná biomakromolekula vytvoř́ı, určuj́ı ostatńı interakce, specifické pro
danou sekundárńı a terciárńı strukturu. Jejich př́ıspěvek ke sńıžeńı volné energie je nižš́ı, než př́ıspěvek
hydrofobńıho efektu, ale ne zanedbatelný.

Skutečnost, že se celková volná energie biomakromolekuly skládá z mozaiky mnoha malých a vzájemně
podobných př́ıspěvk̊u, vysvětluje, proč je obt́ıžné nativńı konformaci proteinu spoč́ıtat a proč nelze
energetický popis biomakromolekul př́ılǐs zjednodušit. Určité obecné závěry ale dělat můžeme a v této
kapitole jsme tak nejednou učinili. Můžeme si je shrnout takto:

• Kovalentńı vazby určuj́ı primárńı strukturu.

• Iontové můstky v hydrofobńım prostřed́ı uvnitř proteinu představuj́ı interakci bĺıž́ıćı se silou ko-
valentńı vazbě.

• Disulfidové můstky jsou d̊uležité pro tvorbu terciárńı a kvartérńı struktury protein̊u, ale jen mimo
buňku (v buňce jsou nahrazeny vazbou glutathionu).

• Torzńı úhly jsou limitovány sterickou (Pauliho) repulźı.

• Voda jako rozpouštědlo má zásadńı vliv.

• Kompaktńı nativńı struktury jsou stabilizovány předevš́ım hydrofobńım efektem.

• Konkrétńı konformaci (sekundárńı a terciárńı strukturu) určuj́ı elektrostatické śıly včetně vod́ıkových
vazeb.
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6.15 Termodynamika a kinetika

Dosud jsme se zabývali pouze energetickým popisem soubor̊u molekul v rovnováze. Pro studium struk-
tury neńı ale d̊uležité jen energetické srovnáńı konformaćı, ale také znalost rychlosti, se kterou může
jedna konformace přecházet v druhou. Popisem rychlost́ı takových změn konformace se zabývá kine-
tika. Rychlost přeměny konformaćı je opět dána energíı, ne však energíı nejvýhodněǰśıch konformaćı, ale
naopak energíı nejméně výhodné konformace, kterou muśı molekula proj́ıt na cestě od jedné výhodné
konformace k jiné.

Srovnáńı kinetického a termodynamického popisu je ukázáno na obrázku 6.9. Pro zjednodušeńı zde
popisujeme konformačńı změnu spojenou pouze se změnou jednoho torzńıho úhlu. Během rotace kolem
vazby 1 se měńı energie molekuly v roztoku. Tenká čára ukazuje pr̊uběh vnitřńı energie jedné konfor-
mace, zat́ımco tlustá čára popisuje volnou energii souboru molekul v r̊uzných konformaćıch ostatńıch
vazeb3. Tlustá čára tedy zahrnuje i př́ıspěvek entropie. Rozd́ıl mezi údoĺımi na křivce energie určuje
pravděpodobnost, že se bude molekula vyskytovat v prvńı konformaci, s postranńım řetězcem mı́̌ŕıćım
do nitra makromolekuly, nebo v druhé konformaci, s postranńım řetězcem mı́̌ŕıćım do vodného roz-
toku. Naproti tomu energetický rozd́ıl mezi údoĺım a vrcholem na křivce, takzvaná aktivačńı energie,
určuje rychlost, se kterou bude přecházet konformace odpov́ıdaj́ıćı danému údoĺı na konformaci druhou.
Č́ım je tato energetická hradba vyšš́ı, t́ım bude změna pomaleǰśı4. Zat́ımco u malých molekul a rotaćı
postranńıch řetězc̊u jsou aktivačńı energie zanedbatelné a konformačńı změny prob́ıhaj́ı velmi rychle,
u rotaćı kolem vazeb v páteři biomakromolekul se setkáváme s energetickými hradbami tak vysokými,
že změny konformace jsou téměř nemožné. Tak se může stát, že molekula z̊ustane po celý sv̊uj život
uvězněna v jednom údoĺı, ačkoli jiné údoĺı by bylo energeticky ještě výhodněǰśı.

3Vliv rozpouštědla tentokrát zanedbáváme, abychom výklad př́ılǐs nekomplikovali. Vı́me ale, že solvatace vodou hraje
v interakćıch mezi molekulami zásadńı roli.

4Přesněji řečeno, t́ım bude menš́ı pravděpodobnost, že ke změně dojde.
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Obrázek 6.9: Srovnáńı termodynamického a kinetického popisu konformačńı změny. Vlevo je schematicky
znázorněna rotace kolem vazby 1. Z možných konformaćı lǐśıćıch se rotaćı kolem vazby 2 jsou znázorněné tři.
Vpravo je energetický popis děje. Tenkou čarou je znázorněna závislost vnitřńı energie na rotaci kolem vazby
1, tlustou čarou je znázorněna závislost volné energie na rotaci kolem vazby 1. Energetický rozd́ıl znázorněný
uprostřed grafu energie (černě) udává, jaké bude zastoupeńı jednotlivých konformaćı v rovnovážné směsi. Ener-
getický rozd́ıl vyznačený vlevo (zeleně) udává rychlost přeměny levé konformace na pravou, energetický rozd́ıl
vyznačený vpravo (červeně) udává rychlost zpětné konformačńı změny.
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Kapitola 7

Úvod do metod strukturńı
biochemie

V této části skript si poṕı̌seme metody, pomoćı kterých můžeme struktury biologicky zaj́ımavých makro-
molekul zkoumat. Nejdř́ıve si ukážeme, jak můžeme źıskat vzorek molekuly pro experimentálńı metody
studia struktur. Poté si představ́ıme metody poskytuj́ıćı informaci o primárńı struktuře a o sekundárńı
struktuře a celkovém tvaru molekuly. Nejv́ıce prostoru věnujeme zkoumáńı konformace, hlavńımu ćıli
strukturńı biochemie. Zamysĺıme se nad t́ım, co se o konformaci biomakromolekul můžeme dozvědět
z výpočtu a pak se zaměř́ıme na experimentálńı metody s atomovým rozlǐseńım. Abychom se v r̊uznosti
experimentálńıch př́ıstup̊u zorientovali, věnujeme jim následuj́ıćı úvahu.

V běžném životě źıskáváme informace o světě kolem nás pomoćı našich pěti smysl̊u, čichu, chuti,
zraku, hmatu a sluchu. Každý z těchto smysl̊u nám podává jinou informaci o okoĺı. Pokud nás zaj́ımá
sklenice na stole před námi, čich a chut’ nám napov́ı, jaký nápoj obsahuje. K tomu, abychom se dozvěděli,
jaký má sklenice tvar a jak je plná, muśıme ale zapojit jiné smysly. Předevš́ım zrak, pokud nevid́ıme,
tak hmat. I sluch nám ledacos napov́ı, sklenice r̊uzných tvar̊u a r̊uzně plné také r̊uzně zńı, když do nich
t’ukneme lžičkou, nebo přejedeme vlhkým prstem po jejich okraji. Netopýři či delf́ıni použ́ıvaj́ı sluch
mı́sto zraku.

Podobně je tomu s experimentálńımi metodami výzkumu biologicky zaj́ımavých molekul. Optické
metody, se kterými se seznámı́me v kapitole 10, se podobaj́ı čichu a chuti, popisuj́ı složeńı molekul,
ne jejich tvar. Tak jako ochutnáńım můžeme odhadnout obsah cukru či alkoholu, cirkulárńı dichrois-
mus nám řekne, kolik procent skládaného listu či α-̌sroubovice protein obsahuje, ale neposkytne nám
trojrozměrný model molekuly. Pokud nás zaj́ımá prostorové uspořádáńı, muśıme použ́ıt jiné př́ıstupy.

Když vás bude zaj́ımat tvar nějakého předmětu, nejsṕı̌s se na něj pod́ıváte. Půjde-li o něco maličkého,
použijete mikroskop. Tento př́ımočarý př́ıstup má ale své hranice. Mikroskopem nemůžete pozorovat
objekt menš́ı, než je vlnová délka zářeńı, které použ́ıváte. Vlnová délka viditelného světla se pohybuje
ve stovkách nanometr̊u. Vzdálenosti mezi atomy jsou ale o málo větš́ı, než desetina nanometru. Když se
pod́ıváte na spektrum elektromagnetického zářeńı, zjist́ıte, že správnou vlnovou délku pro pozorováńı
atomů v molekule maj́ı rentgenové paprsky. Rentgenový mikroskop bohužel postavit neumı́me, ze dvou
d̊uvod̊u. Za prvé nemáme rentgenové čočky. Za druhé, i kdybychom je měli, musely by ohýbat zářeńı
s chybou menš́ı, než vzdálenost atomů. Přesto existuje zp̊usob, jak ,,vidět“ molekuly prostřednictv́ım
rentgenových paprsk̊u. Tuto metodu si poṕı̌seme v kapitole 12.

Při hledáńı zářeńı s vhodnou vlnovou délkou se nemuśıme omezovat na elektromagnetické vlny.
Kvantová mechanika ukazuje, že kromě částic světla, foton̊u, maj́ı vlnovou povahu i jiné částice. Dva
druhy částic mohou být dostatečně urychleny, aby jejich vlnová délka byla v řádu desetin nanometru.
Jsou to neutrony a elektrony. Neutrony můžeme použ́ıt podobým zp̊usobem jako fotony, elektrony maj́ı
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ale jednu výhodu. Protože jsou elektrony nabité, můžeme jejich paprsek ohýbat v magnetickém poli.
Dı́ky tomu můžeme postavit elektronový mikroskop. Rozlǐseńı nejlepš́ıch elektronových mikroskop̊u
se bĺıž́ı atomovým vzdálenostem. Muśıme přitom ale použ́ıvat velmi ńızké dávky elektron̊u, abychom
nepoškodili vzorek. Při elektronové mikroskopii proto zápoĺıme s ńızkým poměrem signálu k šumu.
Proto se při elektronové mikroskopii vysokého rozlǐseńı použ́ıvá pr̊uměrováńı větš́ıho počtu obraz̊u.
Elektronová mikroskopie je nejužitečněǰśı pro studium největš́ıch molekul a molekulových komplex̊u, pro
které je použit́ı rentgenové difrakce značně náročné. Elektronová mikroskopie a rentgenová krystalografie
se proto vzájemně doplňuj́ı.

Tak, jak jsme si popsali metody založené na difrakci zářeńı jako obdobu zraku, můžeme naj́ıt i me-
tody představuj́ıćı analogii hmatu. Jde o skupinu metod označovanou jako atomová silová mikroskopie
(atomic force microscopy, AFM). Při těchto metodách se použ́ıvá sonda s velmi ostrým hrotem, která
,,osahává“ zkoumaný vzorek podobně jako jehla gramofonu ,,ohmatává“ povrch klasické vinylové desky.

Posledńım smyslem je sluch. I pro něj můžeme mezi metodami strukturńı analýzy naj́ıt přibližnou
analogii. Je j́ı nukleárńı magnetická rezonance (NMR), popsaná v kapitole 14. Podobně jako při t’ukáńı
na skleničku, NMR analýza poskytuje informaci o prostorovém uspořádáńı zakódovanou do detego-
vaných frekvenćı. Z tohoto pohledu jde o metodu nepř́ımou, podobně jako sluch: frekvence tónu odráž́ı
plnost a tvar sklenky, zpracováńı této informace do jasné představy sklenice je ale pro náš mozek dosti
tvrdý oř́ı̌sek.



Kapitola 8

Př́ıprava vzorku biomakromolekul

8.1 Izolace z př́ırodńıho materiálu

Zpracováńı př́ırodńıho materiálu (rozbitých buněk, tělńıch tekutin a nejr̊uzněǰśıch produkt̊u, které or-
ganismus vylučuje) je nejstarš́ım zp̊usobem źıskáváńı biomakromolekul. Výhodou tohoto postupu je
snadná dostupnost větš́ıch množstv́ı takového materiálu. Nevýhodou je složitost směsi, ze které chceme
naši biomakromolekulu źıskat.

Př́ırodńı vzorek, z kterého chceme źıskat jednu čistou látku, zpravidla obsahuje tiśıce jiných látek.
K źıskáńı té jediné požadované je nutno navrhnout vhodný postup postupného čǐstěńı (purifikačńı
schéma). Takový postup zahrnuje vhodnou kombinaci r̊uzných separačńıch technik (metod děleńı látek).
V tomto krátkém přehledu neńı možné prob́ırat detaily purifikačńıch postup̊u, které se př́ıpad od př́ıpadu
lǐśı. Zmı́ńıme tedy pouze obecné př́ıstupy k purifikaci r̊uzných biologicky zaj́ımavých molekul.

Pro čǐstěńı složitých směśı biologických látek byla vyvinuta řada separačńıch metod. Tyto metody
děĺı látky na základě r̊uzné interakce molekul směsi s vněǰśım polem nebo s molekulami př́ıtomnými
v separačńım zař́ızeńı. Volba metody záviśı na množstv́ı látky, které chceme źıskat. K určeńı sekvence
postačuj́ı nanogramová i menš́ı množstv́ı, zat́ımco určeńı prostorové struktury vyžaduje několik mili-
gramů čisté látky. Obecně lze ř́ıci, že v prvńıch kroćıch purifikačńıho postupu se použ́ıvaj́ı metody, které
sice neděĺı látky př́ılǐs účinně, ale mohou zpracovat velké množstv́ı vzorku. V závěru naopak přicházej́ı
ke slovu techniky s omezenou kapacitou (množstv́ım vzorku, které lze použ́ıt), ale vysokou účinnost́ı
děleńı. Nav́ıc je třeba kombinovat metody, které děĺı látky podle r̊uzných vlastnost́ı (např́ıklad podle
velikosti molekul, śıly iontových interakćı a velikosti hydrofobńıho efektu), to se týká zejména protein̊u.

K nejhrubš́ım děĺıćım technikám patř́ı srážeńı a extrakce r̊uznými rozpouštědly. Lze jimi oddělit větš́ı
skupiny látek, např́ıklad nukleové kyseliny od protein̊u. Poměrně hrubé je také děleńı na membránách,
které umožňuje tř́ıdit molekuly podle velikosti. Centrifugačńı metody jsou vhodné pro děleńı největš́ıch
molekul. Jde o techniku šetrnou, jej́ı účinnost ale neńı př́ılǐs vysoká. Elektroforézu a př́ıbuzné metody
je možné použ́ıt pro děleńı látek tvoř́ıćı ionty. Elektroforetické děleńı může být velmi účinné (zejména
pokud provád́ıme elektroforézu v tenké kapiláře). T́ımto zp̊usobem lze ale většinou zpracovat jen malá
množstv́ı látek. Nejrozumněǰśı kompromis mezi účinnost́ı a kapacitou poskytuj́ı metody kapalinové chro-
matografie. Velmi účinná je chromatografie na reverzńı fázi, která děĺı molekuly na základě hydrofobńıho
efektu. Nevýhodou této metody je použ́ıváńı organických rozpouštědel, které často poruš́ı přirozenou
konformaci protein̊u. Šetrněǰśı obdobou je takzvaná hydrofobńı chromatografie. Velmi obĺıbená je ion-
toměničová chromatografie, která je poměrně účinná, šetrná a docháźı při ńı k zakoncentrováńı vzorku.
Vylučovaćı (gelová) chromatografie nemá př́ılǐs vysokou kapacitu ani účinnost, umožňuje ale šetrné
děleńı molekul podle velikosti. Nejúčinněǰśı děleńı poskytuj́ı r̊uzné varianty afinitńı chromatografie,
které jsou založeny na vysoce specifických interakćıch (např́ıklad antigenu s protilátkou nebo enzymu
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s inhibitorem).

Jako př́ıklad purifikačńıho schematu proteinu můžeme uvést postup zahrnuj́ıćı srážeńı śıranem
amonným, iontoměničovou, hydrofobńı a vylučovaćı chromatografii (v tomto pořad́ı). Malá množstv́ı
vysoce čistého proteinu pro určeńı sekvence můžeme źıskat elektroforézou nebo chromatografiı na re-
verzńı fázi1 v kapilárńım provedeńı. Po určeńı částečné sekvence je pak možné vyhledat gen př́ıslušného
proteinu a větš́ı množstv́ı vzorku připravit metodami molekulárńı biologie (viz sekci 8.2).

Nukleové kyseliny se obvykle źıskávaj́ı iontoměničovou chromatografiı nebo extrakćı do směsi chlo-
roformu a fenolu a následným alkoholovým srážeńım. K děleńı DNA podle velikosti molekul se použ́ıvá
elektroforéza v gelu. Dı́ky párováńı báźı lze izolovat nukleovou kyselinu, která obsahuje pouze určitou
sekvenci nukleotid̊u. Takto izolovanou DNA obvykle vnáš́ıme metodami molekulárńı genetiky (sekce 8.2)
do jiného organismu, se kterým se snáze pracuje. Jinou možnost́ı je určit sekvenci z malého množstv́ı
nukleové kyseliny a připravit větš́ı množstv́ı chemicky (sekce 8.9).

Srážeńı a extrakce slouž́ı i k hrubému přečǐstěńı lipid̊u a polysacharid̊u. K jemněǰśımu děleńı slouž́ı
opět chromatografie na reverzńı nebo normálńı fázi. Polysacharidy se často děĺı pomoćı iontoměničové
chromatografie nebo podle velikosti vylučovaćı chromatografiı. Protože stavba sacharid̊u a biomembrán
neńı př́ımo geneticky kódována, jsme na studium př́ırodńıho materiálu odkázáni mnohem v́ıce, než
v př́ıpadě protein̊u a oligonukleotid̊u.

Lipidové dvojvrstvy můžeme připravit poměrně jednoduše smı́cháńım př́ıslušných lipid̊u. V ta-
kovém př́ıpadě ale nejde o biomembrány v pravém slova smyslu, ale sṕı̌se o modelové útvary, které
postrádaj́ı membránové proteiny a jiné složky. Studium proces̊u, které se na membránách odehrávaj́ı,
proto vyžaduje př́ıpravu dvojvrstvy obsahuj́ıćı potřebné membránové proteiny. Ty jsou obvykle izo-
lovány z př́ırodńıho materiálu s použit́ım vhodného detergentu, který umožńı jejich rozpuštěńı (solubi-
lizaci).

8.2 Metody molekulárńı biologie

V počátćıch molekulárńı biologie se zájem badatel̊u soustředil na pochopeńı toho, jak buňka předává a
zpracovává dědičnou informaci (na molekulárńı genetiku). Tento ćıl vyžadoval nejprve zvládnut́ı experi-
mentálńı práce s molekulou, která genetickou informaci nese, s DNA. Rozvoj metod práce s nukleovými
kyselinami umožnil, že molekulárně biologické techniky jsou dnes využ́ıvány nejen k př́ıpravě vzork̊u
nukleových kyselin, ale i vzork̊u protein̊u. Metody genového inženýrstv́ı umožňuj́ı př́ıpravu velkého
množstv́ı proteinu v ciźım organismu (se kterým se snadněji pracuje), zavedeńı afinitńı značky (která
dramaticky zjednodušuje purifikaci) a určitou manipulaci s proteinem (jako záměnu isotop̊u pro potřeby
nukleárńı magnetické rezonance nebo záměnu śıry za selen využ́ıvaný v rentgenové strukturńı analýze).

Metody molekulárńı biologie vycházej́ı ze zp̊usobu, jakým se předává genetická informace v buňce.
Tento soubor složitých děj̊u si můžeme shrnout do několika bod̊u. Zaměř́ıme se přitom na bakterie, se
kterými se pracuje nejsnáze.

• Nositelem genetické informace je molekula DNA. Většina dědičné informace je v buňce př́ıtomna
v jedné kopii ve formě jedné nebo v́ıce dlouhých dvoǰsroubovic, zvaných chromozomy. Chromozom
bakterie Escherichia coli, se kterou molekulárńı biologové pracuj́ı nejčastěji, je kruhová molekula
obsahuj́ıćı čtyři miliony nukleotid̊u. V bakteriálńıch buňkách je nav́ıc malá část genetické infor-
mace př́ıtomna ve formě krátkých kruhových molekul DNA, zvaných plasmidy. Obvyklá délka
plasmid̊u je několik tiśıc nukleotid̊u.

• Molekula DNA je z chemického hlediska souvislý řetězec nukleotid̊u. Z biologického hlediska si
ale tento řetězec můžeme rozdělit na kratš́ı úseky, z nichž každý nese informaci o jedné vlastnosti

1K určeńı sekvence neńı třeba zachovat přirozenou konformaci.
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buňky. Tyto úseky se nazývaj́ı geny. Geny jsou části informace, nikoli struktury, sekvence nukle-
otid̊u kóduj́ıćı jeden gen mohou být několikrát přerušené sekvencemi, které nesouviśı s informaćı
daného genu (takové sekvence se nazývaj́ı introny), nebo může určitý úsek DNA kódovat dva
r̊uzné překrývaj́ıćı se geny.

• Během buněčného děleńı se vytvoř́ı kopie (replika) chromozomu, takže obě dceřinné buňky obsa-
huj́ı po jedné molekule chromozomové DNA. Tento proces se nazývá replikace.

• Buňka si svou dědičnou informaci d̊usledně uchovává a předává následuj́ıćım generaćım. Za
určitých okolnost́ı si ale mohou buňky genetickou informaci vyměňovat. Je-li např́ıklad život bak-
terie ohrožen nějakým antibiotikem, začne bakteriálńı buňka ochotně přij́ımat plasmidy v naději,
že některý z plasmid̊u bude obsahovat gen, který ji před antibiotikem ochráńı (gen rezistence).
Popsaná změna genetické informace se nazývá transformace buňky.

• Proces, kterým se určitá dědičná vlastnost projev́ı, se nazývá exprese genu. Nejběžněǰśım př́ıpadem
je syntéza proteinu kódovaného určitým genem (exprese proteinu).

• Má-li doj́ıt k expresi, muśı být nejdř́ıve př́ıslušný gen
”
přepsán“ do molekuly RNA. Tento pro-

ces se nazývá transkripce, vzniklá molekula RNA se označuje jako mediátorová RNA (mRNA).
Vzniklá RNA je

”
odlitkem“, nikoli kopíı určitého úseku DNA, nav́ıc jsou z ńı odstraněny nekóduj́ıćı

sekvence nukleotid̊u (introny) procesem zvaným sestřih.

• Během exprese protein̊u je genetická informace přeložena podle kódovaćı tabulky ze sekvence nuk-
leotid̊u do sekvence aminokyselin. Tento proces interpretace genetického kódu se nazývá translace.
K vlastńımu dekódováńı docháźı během takzvané aktivace aminokyselin, kdy je každý aminoky-
selinový zbytek navázán na př́ıslušnou krátkou molekulu RNA, zvanou transferová RNA (tRNA).
Enzymy, které aktivaci ř́ıd́ı, muśı rozpoznat, která tRNA patř́ı ke které aminokyselině (muśı ,,znát
genetický kód“). Každá tRNA pak už rozpozná správné mı́sto na molekule mRNA podle párováńı
báźı. Po navázáńı tRNA na mRNA dojde k přenosu zbytku aminokyseliny na konec rostoućıho
polypeptidového řetězce. Tato syntéza protein̊u prob́ıhá v útvarech zvaných ribozomy.

8.3 Expresńı vektory

Studium eukaryotńıch protein̊u často prob́ıhá podle naznačeného schematu
”
od genu k proteinu“. Jak

bude zmı́něno v sekci 9.1, často se i u proteinu nejprve izolovaného z přirozeného zdroje postupuje
”
od

proteinu přes gen k proteinu“.
Eukaryotńı gen se (ve formě odpov́ıdaj́ıćı již sestřihané mRNA) zavede do molekuly DNA schopné

nezávislé replikace a exprese (takzvaného vektoru, nejčastěji bývá vektorem plasmid). T́ım se vytvoř́ı
takzvaný expresńı konstrukt, kterým se transformuje vhodný kmen Escherichia coli. Dnes jsou k dis-
pozici kmeny, se kterými se pohodlně a bezpečně pracuje a které jsou ochotny podle dodané genetické
informace vyrábět velká množstv́ı protein̊u pro E. coli zcela ciźıch.

K přesně definovanému vyjmut́ı úseku DNA se použ́ıvaj́ı zvláštńı enzymy zvané restrikčńı endonuk-
leasy, které specificky rozpoznávaj́ı krátké sekvence (nejčastěji šesti nukleotid̊u). Vektory, do kterých
úsek DNA vkládáme jsou uměle připraveny tak, aby obsahovaly:

1. větš́ı počet mı́st rozpoznávaných jednotlivými restrikčńımi endonukleasami,

2. sekvence nezbytné pro replikaci a expresi vektoru v bakterii (sekvence určuj́ıćı počátek replikace,
bakteriálńı promotor, což je sekvence rozpoznávaná jako začátek transkripce, mı́sto vazby na
ribozomy),
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3. sekvenci kóduj́ıćı takzvanou afinitńı značku (několik aminokyselinových zbytk̊u, obvykle histidi-
nových, které se pevně váž́ı k určitému chromatografickému nosiči),

4. selektivńı značku, které umožńı rozeznat buňky, do kterých opravdu pronikl použitý vektor.
Nejčastěji se použ́ıvá gen rezistence k vybranému antibiotiku. Bakterie se pak pěstuj́ı v prostřed́ı
obsahuj́ıćım toto antibiotikum, takže přežij́ı pouze ty buňky, které přijaly expresńı vektor.

8.4 Molekulové klonováńı

Pro úspěšnou expresi proteinu je nezbytné źıskat velké množstv́ı potomk̊u jediné buňky, jej́ıž genetic-
kou informaci jsme upravili zavedeńım genu pro náš protein. V takovém společenstv́ı, které se nazývá
klon, nesou všechny buňky požadovanou genetickou informaci (gen našeho proteinu). Základńı postup
molekulového klonováńı zahrnuje tři kroky:

Př́ıprava genu, který chceme do bakterie vložit

Předpokládejme, že máme k dispozici (např́ıklad v jiném plasmidu) gen proteinu, odpov́ıdaj́ıćı již
sestřižené2 mRNA. Tento gen můžeme rozmnožit zp̊usobem, který napodobuje replikaci v živé buňce.
Dnes se nejčastěji použ́ıvá takzvaná polymerasová řetězová reakce (PCR z anglického polymerase chain
reaction), kde celý proces provád́ıme ve zkumavce a ř́ıd́ıme jej pouze změnami teploty reakčńı směsi.
Využ́ıváme přitom zvláštńı vlastnosti enzymu, který replikaci provád́ı. Tento enzym neumı́ totiž syntézu
nového vlákna zahájit, potřebuje již kousek dvoǰsroubovice, kterou dále umı́ prodlužovat. Proto muśı
být ve směsi kromě dlouhého vlákna DNA (obsahuj́ıćı gen) i takzvané primery – krátké úseky DNA,
jejichž báze se páruj́ı s konci dlouhého vlákna a vytvářej́ı tak potřebné zárodky dvoǰsroubovice.

V praxi tedy postupujeme tak, že chemicky nasyntetizujeme (nebo si necháme na objednávku vyro-
bit) dva krátké oligonukleotidy, které nám budou sloužit jako primery. Nesmı́ být př́ılǐs krátké, to by se
nevytvořily stabilńı zárodky dvoǰsroubovice, naopak syntéza dlouhých primer̊u by byla drahá. Vhodná
délka je asi 18 nukleotid̊u. Primery nám umožňuj́ı nejen vybrat si, který úsek DNA chceme replikovat,
ale také zavést několik koncových nukleotid̊u podle naš́ı potřeby. Toho využ́ıváme k zavedeńı sekvenćı,
které rozpoznaj́ı námi zvolené restrikčńı endonukleasy.

Připrav́ıme reakčńı směs obsahuj́ıćı DNA s genem, primery, volnými nukleotidy (ve formě trifosfát̊u,
které vyžaduje replikačńı enzym), enzymem a daľśımi látkami potřebnými pro dobrý pr̊uběh reakce.

Postupně měńıme teplotu reakčńı směsi. Při ochlazeńı se spoj́ı primery s dlouhým vláknem DNA,
při optimálńı teplotě reakce docháźı k syntéze nového vlákna DNA podle starého (obě vlákna vytvoř́ı
dvoǰsroubovici), při zahřát́ı se dvoǰsroubovice rozpadne na dvě vlákna. V daľśım kroku tedy už zač́ınáme
se dvěma vlákny a po stejném teplotńım cyklu dostaneme vlákna čtyři, v př́ı̌st́ım kroku osm, pak
šestnáct, a tak dále geometrickou řadou.

Nakonec provedeme štěpeńı DNA, kterou chceme do vektoru vložit, restrikčńımi endonukleasami.
Po štěpeńı restrikčńımi endonukleasami vznikaj́ı krátké přesahuj́ıćı jednovláknové sekvence, kterými se
později dvě molekuly DNA spoj́ı na základě párováńı báźı.

Vložeńı genu do vektoru

Vektor (plasmid, do kterého chceme gen vložit) rozštěṕıme stejnými restrikčńımi nukleasami, jakými
jsme štěpili DNA obsahuj́ıćı náš gen. Vektory, které lze koupit, obsahuj́ı velké množstv́ı sekvenćı roz-
poznávaných r̊uznými restrikčńımi endonukleasami. Neńı proto obt́ıžné vybrat si vhodné štěṕıćı mı́sto.

Po smı́cháńım vektoru s genem dojde k párováńı konc̊u obou molekul DNA. Molekuly ovšem dosud
nejsou kovalentně spojeny. Daľśım krokem je proto vytvořeńı fosfodiesterových vazeb mezi genem a vek-
torem pomoćı specifických enzymů. T́ım vznikne expresńı konstrukt, který můžeme vložit do bakterie.

2Sekvence DNA odpov́ıdaj́ıćı již sestřižené mRNA se označuje cDNA.
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Transformace

K situaci, kdy je bakteriálńı buňka ochotna přijmout ciźı DNA docháźı jen výjimečně. Chceme-li vložit
expresńı konstrukt do bakterie, muśıme buňky nejdř́ıve připravit a pak vystavit krizovým podmı́nkám
(např́ıklad zvýšené teplotě). V té chv́ıli se budou buňky ćıtit ohroženy a budou ochotny přijmout expresńı
konstrukt – dojde k transformaci.

Transformované buňky necháme množit na živné p̊udě (médiu) s antibiotikem, proti kterému jsou
rezistentńı jen buňky obsahuj́ıćı použitý vektor. Bakteriálńı kulturu potom rozetřeme na agarovou
plotnu tak, aby vyrostly oddělené kolonie bakteríı. Každá taková kolonie je tvořena potomky jedné
buňky, jde tedy o jeden klon. Analýzou DNA jednotlivých klon̊u zjist́ıme, které opravdu obsahuj́ı vektor
se začleněným genem.

Kolonii pak pipetou nebo párátkem přeneseme do živné p̊udy a necháme rozmnožit. Následnou
selekćı se vyberou klony buněk, které opravdu obsahuj́ı vektor se začleněným genem.

8.5 Mı́stně ř́ızená mutageneze

V některých př́ıpadech nechceme zkoumat pouze protein př́ıtomný ve studovaném organismu, ale chceme
jej nějakým zp̊usobem pozměnit. Takových změn genetické informace, neboli mutaćı, lze dosáhnout
pomoćı metod ř́ızené mutageneze.

Genetickou informaci naklonovanou do vhodného vektoru lze pozměnit zavedeńım mutaćı na přesně
daném mı́stě. Běžné strategie mı́stně ř́ızené mutageneze lze rozdělit na dva druhy.

1. Prvńı postup je založen na vyšt́ıpnut́ı dvoǰretězcového fragmentu DNA v mı́stě, které má být
mutováno (přesněji řečeno mezi nejbližš́ımi mı́sty rozpoznávanými restrikčńımi nukleasami) a na
nahrazeńı tohoto fragmentu uměle připraveným fragmentem obsahuj́ıćım požadovanou mutaci.

2. Druhý postup využ́ıvá toho, že dostatečně dlouhý (asi 18 pár̊u báźı) úsek dvoǰsroubovice může
být účinně párován i v př́ıpadě, že jeden pár báźı neńı komplementárńı (netvoř́ı pár dle Watsona
a Cricka). Vektor s naklonovaným genem se rozděĺı na jednotlivá vlákna a jedno z nich se nechá
párovat s uměle připraveným oligonukleotidem obsahuj́ıćım jeden vyměněný (nepáruj́ıćı) nukleo-
tid, takzvanou bodovou mutaci. Tento oligonukleotid pak slouž́ı jako primer pro dosyntetizováńı
druhého vlákna vektoru. Mutace je tak zavedena do jednoho vlákna výsledného vektoru, které je
třeba izolovat. Tento druhý postup je sice složitěǰśı, ale je levněǰśı, nebot’ nemuśı být syntetizován
celý dvoǰretězcový úsek molekuly DNA.

8.6 Bakteriálńı exprese

Před expreśı se transformované buňky namnož́ı v potřebném objemu kultivačńıho media a vlastńı
exprese se zaháj́ı přidáńım látky, která je nezbytná pro transkripci genu v plasmidu3 – takzvanou indukćı.
Nejčastěji použ́ıvaným organismem je E. coli, která představuje dobře definovaný organismus s geneticky
upravenými kmeny umožňuj́ıćımi vysokou expresi ciźıch protein̊u. Pro E. coli je také komerčně dostupný
bohatý výběr vektor̊u.

Bakteriálńı exprese má ale i své nevýhody. Bakterie neumožňuj́ı sestřih a posttranslačńı modifikace
eukaryotńıch protein̊u. Proteiny mohou být vylučovány ne jako rozpustné makromolekuly ve správné

3Použ́ıvané plasmidy jsou navrženy tak, že mı́sto slouž́ıćı jako počátek transkripce, takzvaný promotor, je rozpoznáváno
př́ıslušným enzymem pouze tehdy, je-li př́ıtomna určitá látka. Nejčastěji se použ́ıvá promotor, který bakterie použ́ıvaj́ı
k zahájeńı transkripce gen̊u pro odbouráńı laktosy. Tento promotor je běžně nefunkčńı, protože se v jeho bĺızkosti váže
protein, který jej blokuje. Když ale přidáme látku, která je schopna vázat se na tento protein (použ́ıvá se isopropylthioga-
laktosid), protein se váže k přidané látce mı́sto k DNA a uvolńı tak promotor. Volný promotor je rozpoznán př́ıslušným
enzymem a exprese může zač́ıt.
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konformaci, ale v nerozpustných shlućıch zvaných inkluzńı těĺıska a disulfidové můstky nemuśı být
správně vytvořeny. Posledně zmı́něné překážky se daj́ı částečně obej́ıt vhodnou volbou podmı́nek exprese
(např́ıklad sńıžeńı teploty).

8.7 Purifikace exprimovaných protein̊u

Po sklizeńı buněk je třeba rozb́ıt buněčnou stěnu a izolovat exprimovaný protein. Pro usnadněńı posledńı
fáze se často připravuje protein ne ve své přirozené formě, ale spojený s jiným peptidem. Druhý peptid
může být bud’ krátký (několik aminokyselin), nebo může j́ıt o celý protein.

Krátké peptidové afinitńı značky umožňuj́ı snadnou purifikaci (přečǐstěńı) za vždy stejných podmı́nek,
bez ohledu na vlastnosti exprimovaného proteinu4. Použit́ı celého proteinu jako afinitńı značky nejen
umožňuje snadnou purifikaci, ale může i př́ıznivě ovlivnit skládáńı proteinu (a tak omezit tvorbu in-
kluzńıch těĺısek). Mezi proteiny použ́ıvané k tomuto účelu patř́ı thioredoxin, glutathion-S-transferasa,
maltose-binding protein. Odštěpeńı proteinové značky je umožněno zavedeńım sekvence rozeznávané
specifickou endopeptidasou jako faktor Xa.

8.8 Chemická syntéza peptid̊u

Syntéza biomakromolekul s přesně daným pořad́ım monomerńıch jednotek je poměrně obt́ıžný chemický
úkol. Nejčastěji se použ́ıvá syntéza na pevném nosiči, na který je navázána posledńı jednotka rostoućıho
řetězce (obrázek 8.1). Vezměme si náš obĺıbený př́ıklad proteinu a zamysleme se, jak bychom jej mohli
připravit chemicky.

Každá aminokyselina obsahuje několik funkčńıch skupin, které spolu mohou reagovat. Chceme-li
z aminokyselin syntetizovat peptid, muśıme zař́ıdit, aby

• spolu reagovaly skupiny, které chceme spojit a

• nereagovaly skupiny, které chceme zachovat nedotčeny.

V sekci 2.2 jsme si popsali formálńı tvorbu peptidové vazby kondenzaćı amino- a karboxyskupiny
dvou aminokyselin. Bez účinné katalýzy je ale tato reakce př́ılǐs pomalá, protože aminy a karboxylové
kyseliny nejsou mimořádně reaktivńı. K dosažeńı prvńıho ćıle potřebujeme proto alespoň jednu funkčńı
skupinu aktivovat. Z chemického pohledu je třeba nahradit OH-skupinu karboxylu lépe odstupuj́ıćı
skupinou (na obrázku 8.1 je taková aktivuj́ıćı skupina znázorněna trojúhelńıčkem).

Funkčńı skupiny, které spolu reagovat nemaj́ı, potřebujeme naopak ochránit, neboli blokovat. Po
skončeńı syntézy muśıme samozřejmě peptid odblokovat (šetrně odstranit chránićı skupiny), abychom
źıskali molekulu identickou s přirozeným peptidem. Chránićı skupiny jsou na obrázku 8.1 představovány
kroužkem, plný a prázdný kroužek maj́ı ukázat, že je často dobré mı́t r̊uzné blokuj́ıćı skupiny, které lze
odštěpit nezávisle.

Obecně si postup chemické syntézy můžeme rozdělit do několika krok̊u, které budeme č́ıslovat podle
obrázku 8.1. Nejprve muśıme připravit jednotlivé stavebńı jednotky s vhodně aktivovanými a blo-
kovanými funkčńımi skupinami (1). Potom navážeme prvńı (nebo posledńı) monomerńı jednotku na
pevný nosič (2). Z navázané jednotky selektivně odštěṕıme chránićı skupinu, která až dosud blokovala

4Nejčastěji se použ́ıvaj́ı sekvence šesti histidin̊u, které komplexuj́ı dvojmocné kationty nikelnaté, kobaltnaté, zinečnaté,
měd’naté. Protein se izoluje metalochelatačńı afinitńı chromatografiı. Tato metoda využ́ıvá kolon s chelatovanými kationty.
Při pr̊uchodu kolonou komplexuje kation histidiny. Śıla vazby je mnohonásobně vyšš́ı pro umělé afinitńı značky obsahuj́ıćı
několik histidin̊u za sebou. Afinitně vázaný protein je možno vymýt sńıžeńım pH (protonace histidin̊u), imidazolem
(kompetice s histidinem), kyselinou ethylendiamintetraoctovou (komplexuje kationty lépe než kolona), nebo odštěpeńım
afinitńı značky od proteinu (pokud je afinitńı značka oddělena sekvenćı rozpoznávanou specifickou endopeptidasou).
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Obrázek 8.1: Obecný postup chemické synézy biopolymeru. Jednotlivé kroky jsou popsány v textu.
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konec rostoućıho řetězce (3). Přidáme aktivovanou a blokovanou druhou (nebo předposledńı) mono-
merńı jednotku (4) a prodlouž́ıme rostoućı řetězec (5). Celý postup opakujeme tolikrát, kolik jednotek
má syntetizovaný polymer obsahovat (6). Nakonec hotový biopolymer uvolńıme z nosiče a odstrańıme
všechny chránićı skupiny (7).

K chemické syntéze peptid̊u se obvykle použ́ıvá takzvaná karbodiimidová metoda, která je popsaná
v Dodatku 17.1. Touto metodou je možno syntetizovat i deľśı peptidové řetězce. Tento postup je ale
nákladný, proto se syntetizuj́ı většinou krátké peptidy, zat́ımco větš́ı proteiny se připravuj́ı metodami
molekulárńı biologie (sekce 8.2).

8.9 Chemická syntéza oligonukleotid̊u

Postup chemické syntézy nukleových kyselin vycháźı ze stejných princip̊u jako peptidová syntéza. Kĺıčem
k úspěchu je zaručit, aby se vytvořil fosfodiester mezi 5′ a 3′ hydroxyly a posledńı OH-skupina kyse-
liny fosforečné z̊ustala volná. Nejčastěji se použ́ıvá takzvaná fosforamiditová metoda, která je popsána
v Dodatku 17.2. V této metodě je málo reaktivńı ester kyseliny fosforečné nahrazen reaktivńım diiso-
propylamidem kyseliny fosforité, jej́ıž druhá OH skupina je chráněna β-kyanoethylovou skupinou.

Fosforamiditová syntéza se běžně použ́ıvá k př́ıpravě krátkých a středně dlouhých oligonukleotid̊u pro
potřeby molekulového klonováńı. Pomoćı metod molekulárńı genetiky můžeme oligonukleotidy spojovat
do deľśıch úsek̊u DNA. Takto je možné uměle připravovat celé geny, nutná je pouze znalost sekvence.

8.10 Chemická syntéza oligosacharid̊u

Princip syntézy oligosacharid̊u je podobný jako v př́ıpadě peptid̊u a oligonukleotid̊u. Je nutné aktivovat
uhĺık, který má vytvořit glykosidickou vazbu a ochránit všechny OH-skupiny kromě jediné, která se
má na aktivovaný uhĺık glykosidicky vázat. K aktivaci se např́ıklad použ́ıvaj́ı thioglykosidy. Chránićı
skupiny muśı být r̊uzného druhu, aby bylo možné odblokovat jen vybranou OH- skupinu. Nejběžněǰśım
chráněńım je navázáńı benzylu nebo esterifikace kyselinou (octovou, benzoovou, pivalovou, levulovou).
Chemickou syntézou je možné připravit krátké oligosacharidy včetně větvených, zdaleka však nejde
o rutinně zavedené metody jako v př́ıpadě peptid̊u a oligonukleotid̊u.

8.11 Enzymová syntéza nukleových kyselin

V sekci 8.2 jsme popsali, jakým zp̊usobem lze źıskat proteiny (a nukleové kyseliny) biosyntézou v živé
buňce. V částech 8.8 a 8.9 jsme se zmı́nili o metodách př́ıpravy biomakromolekul chemickou syntézou.
Enzymová syntéza představuje jakýsi přechod mezi biologickou a chemickou př́ıpravou. Stejně jako
v bakteriálńı expresi využ́ıvá složitých biologických katalyzátor̊u – enzymů, syntéza však neprob́ıhá
v živé buňce, ale

”
ve zkumavce“ s použit́ım izolovaných enzymů.

Nejčastěǰśım př́ıpadem enzymové syntézy je polymerázová řetězová reakce (PCR), již zmı́něná v sekci
8.4. Tato metoda je poměrně jednoduchá, protože k syntéze DNA stač́ı jediný enzym (DNA-polymerasa).
Daľśımi složkami reakčńı směsi jsou templát (molekula DNA nesoućı genetickou informaci, podle které
syntéza prob́ıhá), primery (krátké oligonukleotidy vymezuj́ıćı tu část templátu, podle které syntéza
opravdu proběhne), stavebńı jednotky (čtyři nukleosidtrifosfáty, které slouž́ı jako aktivované nukleotidy)
a několik málo pomocných látek. V praxi se použ́ıvá enzym z bakteríı žij́ıćıch v horkých pramenech,
takže chod reakce lze ř́ıdit pouhou změnou teploty5. Účinnost metody je mimořádná, z jediné molekuly
templátu lze připravit dostatečné množstv́ı DNA, aby se s ńı dalo pohodlně pracovat. Pomoćı enzymové
syntézy je možno připravit i molekuly RNA, je ale nutno použ́ıt jiný enzym (RNA-polymerasu).

5Enzym se nenič́ı ani zahřát́ım téměř k bodu varu, takže jej neńı třeba během reakce přidávat.
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8.12 Enzymová syntéza protein̊u

V posledńı době byla metoda podobná PCR zavedena i pro syntézu protein̊u. Jde o takzvanou bez-
buněčnou expresi protein̊u (cell-free protein expression). Ve srovnáńı z PCR je bezbuněčná proteinová
exprese mnohem náročněǰśı, protože syntéza protein̊u v buňkách je mnohem složitěǰśı, než replikace
DNA. Exprese protein̊u zahrnuje transkripci (syntézu mRNA podle templátu DNA) a translaci, která
prob́ıhá na složitých nadmolekulárńıch útvarech – ribozomech. Nav́ıc nejsou aminokyseliny aktivované
jednoduchým navázáńım zbytk̊u kyseliny fosforečné jako nukleotidy, nýbrž vazbou na relativně složité
molekuly tRNA, které zaručuj́ı správné přeložeńı genetické informace do sekvence aminokyselin. Proto
muśı reakčńı směs pro bezbuněčnou expresi proteinu obsahovat množstv́ı enzymů včetně celých ribo-
zomů, izolovaných z bakteriálńıch buněk. Templátem je opět DNA (ve formě vhodného vektoru), takže
enzymy muśı zajistit i transkripci do mRNA. Jako stavebńı bloky slouž́ı obvykle volné aminokyse-
liny, které jsou aktivovány až v reakčńı směsi (ta muśı obsahovat potřebné enzymy a tRNA izolované
z buněk). Je ale možné použ́ıt aminokyseliny již vázané na tRNA. Výhodou této možnosti je, že nejsme
omezeni na 20 geneticky kódovaných aminokyselin (synteticky můžeme připravit a do molekuly proteinu
zařadit i aminokyseliny, které se v př́ırodě nevyskytuj́ı).

V současné době nacháźı bezbuněčná syntéza uplatněńı zejména ve dvou př́ıpadech. Prvńı př́ıpad
zahrnuje situace, kdy neńı možné protein v buňce připravit (protein je pro buňku toxický, nebo jej
enzymy buňky štěṕı). Druhým př́ıpadem jsou situace, kdy chceme připravit protein, ve kterém jsou
aminokyseliny jasně daným zp̊usobem upraveny (začleněńı nepřirozených nebo izotopově značených
aminokyselin na určité mı́sto proteinu).

8.13 Enzymová syntéza oligosacharid̊u

Pomoćı enzymů izolovaných z r̊uzných organismů je možné spojovat sacharidové stavebńı jednotky
do oligosacharid̊u. Princip metody se lǐśı od enzymové syntézy protein̊u a DNA v tom, že nelze použ́ıt
templát, který by definoval primárńı strukturu oligosacharidu. Důvod je prostý – sacharidy nejsou př́ımo
geneticky kódovány. K určeńı pořad́ı sacharidových jednotek a zp̊usobu jejich vazby se využ́ıvá speci-
ficity jednotlivých enzymů. Každý enzym je schopen katalyzovat vznik jen určité vazby mezi určitými
sacharidy. V syntéze oligosacharidu jsou proto použ́ıvány v každém kroku r̊uzné enzymy, podle toho
které sacharidy chceme spojit a jak. Metody enzymové syntézy oligosacharid̊u jsou pracné, ale vzhledem
k obt́ıžnosti chemické syntézy jsou s oblibou použ́ıvány, zejména k př́ıpravě větš́ıch množstv́ı oligosa-
charid̊u.
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Kapitola 9

Metody určováńı sekvence

9.1 Sekvenace protein̊u

K určováńı sekvence protein̊u je možno přistupovat dvěma zp̊usoby. Prvńı př́ıstup je založen na po-
stupném odštěpováńı koncových aminokyselin a jejich analýze. Nejběžněǰśım př́ıkladem je chemické
odbouráváńı Edmanovou metodou. Druhý př́ıstup je založen na částečném štěpeńı polypeptidového
řetězce a analýze vzniklých štěp̊u (nejčastěji hmotnostńı spektrometríı). Oba př́ıstupy umožňuj́ı sek-
venovat peptid pouze do určité délky (maximálně několik deśıtek aminokyselin). Pokud chceme znát
úplnou sekvenci proteinu, můžeme použ́ıt jeden z následuj́ıćıch postup̊u.

1. Pomoćı specifických enzymů1 můžeme připravit kratš́ı peptidy, které je možno sekvenovat úplně.
Máme-li alespoň dvě sady peptid̊u s vzájemně se překrývaj́ıćımi sekvencemi, můžeme kombinaćı
částečných sekvenćı určit celkové pořad́ı aminokyselin proteinu.

2. V posledńıch letech je běžněǰśı druhý postup, kdy urč́ıme pouze částečnou sekvenci proteinu
(např́ıklad přibližně 15 aminokyselin N -konce proteinu). Z této informace je možné odvodit nukle-
otidovou sekvenci kóduj́ıćı př́ıslušný protein (přesněji řečeno sekvenci s několika nejednoznačnými
nukleotidy v d̊usledku degenerace genetického kódu). Pomoćı této sekvence identifikujeme gen
studovaného proteinu a sekvenaci provád́ıme na úrovni nukleových kyselin (metody sekvenace
nukleových kyselin jsou rychleǰśı méně pracné než metody sekvenace protein̊u).

3. Nejjednodušš́ı postup je obej́ıt se bez sekvenace protein̊u docela a změřit pouze hmotnosti peptid̊u
vzniklých štěpeńım enzymy (viz postup 1) pomoćı hmotnostńı spektrometrie. Pokud je známa
genetická informace studovaného organismu, je možné pomoćı poč́ıtačové analýzy sekvence DNA
vypoč́ıtat, jestli změřené hmotnosti peptid̊u neodpov́ıdaj́ı nějakému proteinu kódovanému DNA.
Nalezne-li se v́ıce takových peptid̊u odpov́ıdaj́ıćıch jednomu proteinu, je velká pravděpodobnost,
že skutečně studujeme tento protein. Tato metoda, zvaná peptidové mapováńı, je velmi rychlá.
Lze ji samozřejmě použ́ıt pouze tehdy, je-li známá sekvence DNA daného organismu, nebo jde-li
o protein již dř́ıve zkoumaný a sekvenovaný. Je také možné, že analýza nalezne velmi podobný
protein jiného organismu.

1Jako př́ıklad můžeme uvést trypsin štěṕıćı na karboxylovém konci lysinu a argininu, nebo bakteriálńı endopeptidasy
jako peptidasa V8 (z bakterie Staphylococcus aureus) štěṕıćı na karboxylovém konci kyseliny glutamové.

97
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9.2 Edmanovo odbouráváńı

Podstatou Edmanovy metody je adice fenylisothiokyanátu na koncovou aminoskupinu proteinu. Takto
derivatizovanou aminokyselinu je možno selektivně hydrolyzovat a pomoćı kapalinové chromatografie
určit, které aminokyselině odštěpený fenylthiohydantoin odpov́ıdal. Celý postup se provád́ı v automa-
tických sekvenátorech. Úspěšnost Edmanova odbouráváńı vyžaduje, aby se v každém kroku odštěpila
úplně právě jedna aminokyselina. Chyby zp̊usobené nedokonalost́ı se hromad́ı a omezuj́ı délku peptidu,
který je možné sekvenovat. Kdyby štěpeńı prob́ıhalo z 90%, což je na prvńı pohled slušná účinnost,
druhý krok by proběhl pouze z 81% (0,92) a při určováńı sedmé aminokyseliny už bychom správného
produktu źıskali méně než polovinu (0,97 = 0,478). V praxi se většinou stanovuje sekvence zhruba
patnácti aminokyselin.

9.3 Sekvenace hmotnostńı spektrometríı

Analýza derivatizovaných aminokyselin odštěpovaných v jednotlivých kroćıch Edmanova odbouráváńı
vyžaduje spolehlivou chromatorgrafickou metodu. Existuje však jiná vlastnost, kterou se aminokyseliny
lǐśı a která je mnohem jednoznačněji definována, než chromatografické chováńı. Touto vlastnost́ı je
hmotnost. Přesné měřeńı tak malé hmotnosti, jako je hmotnost jednotlivých molekul, neńı samozřejmě
jednoduché. Metody, které nám to umožňuj́ı, se souhrnně označuj́ı jako hmotnostńı spektrometrie (mass
spectrometry, zkratka MS ) a byly vyvinuty už před mnoha lety2. Použit́ı hmotnostńı spektrometrie ke
studiu protein̊u a určováńı jejich sekvence si ale vyžádalo daľśı technická vylepšeńı metody, která jsou
stručně popsána ńıže. Obecně si postup sekvenace pomoćı hmotnostńı spektrometrie můžeme rozdělit
do několika krok̊u:

• Rozštěpeńı proteinu na kratš́ı peptidy, nejčastěji pomoćı enzymů

•
”
Odpařeńı“ a ionizace molekul peptid̊u

• Vytvořeńı fragment̊u peptid̊u

• Určeńı hmostnost́ı fragment̊u pomoćı vhodného detektrou

• Analýza hmotnosti fragment̊u

Prvńı krok, rozštěpeńı proteinu na kratš́ı peptidy, byl již popsán v části 9.1. Proto se zaměř́ıme
př́ımo na druhý krok, vytvořeńı iont̊u peptid̊u. Největš́ım problémem hmotnostńı spektrometrie pro-
tein̊u (a jiných biomakromolekul) nebylo po dlouhá léta vlastńı měřeńı hmotnosti, ale vytvořeńı iontu.
Biomakromolekuly jsou sice v roztoku př́ıtomny jako ionty, ale je velmi těžké tyto ionty z roztoku
uvolnit a poslat do hmotnostńıho detektoru. Dnes známe dvě velmi účinná řešeńı tohoto problému.
Prvńım řešeńım je takzvaný elektrospray. Jde o zaj́ımavý úkaz známý již dlouhá léta. Přivád́ıme-li do
oblasti silného elektrického pole roztok iont̊u, kapičky roztoku se odpařuj́ı (ztrácej́ı molekuly vody),
takže se zmenšuje jejich povrch a roste poměr náboje k povrchu, povrchové napět́ı nestač́ı udržet kapku
pohromadě, takže se tř́ı̌st́ı na menš́ı a menš́ı kapičky, které se ještě rychleji odpařuj́ı a vše pokračuje
tak dlouho, až se odpař́ı všechny molekuly vody a prostorem let́ı

”
nahý“ iont makromolekuly.

Jiným zp̊usobem, jak źıskat ionty biomakromolekul, je odpařit roztok a vzniklý prášek ostřelovat
záblesky laseru. V nejčastěǰśım provedeńı jsou k biomakromolekule přidávány organické kyseliny (tak-
zvaná matrice), které absorbuj́ı energii laseru, chráńı makromolekulu a dodávaj́ı ji kladný náboj. Tato
metoda se nazývá Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization (MALDI ).

2Přesněji řečeno, hmotnostńı spektrometrie měř́ı poměr hmotnosti a náboje nabité molekuly.



9.3. SEKVENACE HMOTNOSTNÍ SPEKTROMETRIÍ 99

Třet́ım krokem postupu sekvenace hmotnostńı spektrometríı je tvorba fragment̊u peptid̊u. Tyto frag-
menty se bud’ připrav́ı před analýzou3, nebo, častěji, vznikaj́ı během vlastńıho měřeńı rozpadem mole-
kul excitovaných laserovou ionizaćı (takzvaný post-source decay) nebo srážkami s molekulami vhodného
plynu (collision-induced dissociation).

Čtvrtým krokem je samotné měřeńı hmotnosti fragmentu. Pod́ıvejme se nejprve obecně na měřeńı
hmotnosti pomoćı hmotnostńı spektrometrie. Hmotnostńı spektrometrie je založena na sledováńı po-
hybu iont̊u v elektromagnetickém poli. V principu nejjednodušš́ı je urychlit iont v elektrickém poli a pak
měřit dobu, za kterou prolet́ı trubićı známé délky. Protože v́ıme, jak silným polem jsme iont urychlili,
známe jeho kinetickou energii. Z doby pr̊uletu umı́me spoč́ıtat rychlost iontu, takže určeńı hmotnosti
z kinetické energie E = 1

2mv
2 již nic nebráńı. Tato metoda se označuje zkratkou TOF-MS (Time-Of-

Flight Mass Spectrometry). Jinou možnost́ı je sledovat, jak se zakřivuje dráha iontu v magnetickém
poli. Zakřiveńı záviśı na hmotnosti a náboji iontu, takže opět můžeme jednoduše spoč́ıtat hmotnost
(známe-li náboj). Zvláštńım zp̊usobem měř́ı hmotnost takzvaná iontová past (ion trap). Tato past je
tvořena elektrodami, které vytvářej́ı kmitaj́ıćı elektrické pole. V tomto poli se udrž́ı jen ionty určitého
poměru hmotnosti k náboji. Během měřeńı měńıme pole tvoř́ıćı past a sledujeme, které ionty se již
v pasti neudrž́ı a vylet́ı do detektoru.

Vrat’me se ted’ k měřeńı hmotnosti fragment̊u peptid̊u. Z popsaného principu hmotnostńı spektrome-
trie je zřejmé, že hmotnostńı spektrometry detekuj́ı jen nabité částice (ionty). Plat́ı to i o pro fragmenty
vzniklé štěpeńım peptid̊u. Analyzovat proto můžeme pouze hmotnosti fragment̊u, na kterých z̊ustal po
rozštěpeńı peptidu elektrický náboj.

T́ım se dostáváme k posledńımu kroku, analýze naměřených hmotnost́ı. Źıskaná hmotnostńı spektra
maj́ı vzhled žebř́ıčk̊u a z rozd́ılu hmotnost́ı jednotlivých fragment̊u lze odvodit sekvenci p̊uvodńıho
peptidu. Abychom ale dokázali naměřené hmotnosti fragment̊u interpretovat, muśıme rozumět tomu,
jak fragmenty peptid̊u vznikaj́ı. Dojde-li ke štěpeńı peptidového řetězce s nábojem +1, může kladný
náboj z̊ustat bud’ na N -koncové části peptidu (takový štěp se označuje ṕısmenem b), nebo na C-
koncové části (štěp y). Analýza spekter je nav́ıc komplikována t́ım, že ke štěpeńı hlavńıho řetězce
může docházet nejen v mı́stě peptidové vazby, ale i mezi uhĺıky (vznikaj́ı štěpy a a x) nebo mezi
duśıkem a α-uhĺıkem (vznikaj́ı štěpy c a z). Źıskaná hmotnostńı spektra maj́ı vzhled žebř́ıčk̊u a z rozd́ılu
hmotnost́ı jednotlivých fragment̊u lze odvodit sekvenci p̊uvodńıho peptidu. Př́ıklad sekvenace krátkého
peptidu (Ala-Thr-Gly-Cys) je ukázán na obrázku 9.1. Skutečné fragmentačńı spektrum, źıskané metodou
MALDI-TOF-MS, ukazuje obrázek 9.2. Určováńı sekvence protein̊u je v praxi obvykle založeno na
poč́ıtačovém vyhodnoceńı spekter, které může zahrnovat všechny uvedené komplikace.

Analýza spekter záviśı také na tom, s jakou přesnost́ı hmotnosti měř́ıme. Rozlǐseńı jedné hmotnostńı
jednotky stač́ı k určeńı většiny aminokyselin. Odlǐseńı přibližně izobarických4 aminokyselin (lysin a
glutamin) vyžaduje velmi vysoké rozlǐseńı, zat́ımco izomerńı aminokyseliny (leucin a isoleucin) neńı
možné odlǐsit bez detailńıho studia fragmentace postranńıch řetězc̊u.

Sekvenace protein̊u pomoćı hmotnostńı spektrometrie je užitečná i v př́ıpadech, kdy je známá sek-
vence DNA (gen proteinu). Pokud totiž docháźı k posttranslačńım modifikaćım proteinu (viz sekci 2.2),
lze tyto modifikace z rozd́ılu hmotnost́ı odhalit.

3K tomu lze např́ıklad použ́ıt enzymy, které nespecificky odštěpuj́ı aminokyseliny z jednoho konce, jako karboxypep-
tidasa Y.

4Jako izobary se označuj́ı částice se stejnou hmotnost́ı. Pokud bychom předpokládali, že hmotnost atomu uhĺıku je
přesně dvanáctkrát větš́ı než hmotnost atomu vod́ıku, hmotnost atomu duśıku je přesně čtrnáctkrát větš́ı než hmotnost
atomu vod́ıku a hmotnost atomu kysĺıku je přesně šestnáctkrát větš́ı než hmotnost atomu vod́ıku, byly by lysin a glutamin
izobary. Protože se poměry hmotnost́ı atomů nepatrně lǐśı od uvedených poměr̊u a protože lysin a glutamin obsahuj́ı r̊uzné
počty atomů jednotlivých prvk̊u, hmotnosti lysinu a glutaminu se mı́rně lǐśı.
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ćı
h
m
o
tn
o
stń
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štěp
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šen

é
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čern
ě,
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Obrázek 9.2: Fragmentačńı spektrum peptidu źıskané pomoćı MALDI-TOF hmotnostńı spektrometrie.

9.4 Sekvenace nukleových kyselin

Sekvenace nukleových kyselin je založena na př́ıpravě vzorku obsahuj́ıćıho směs oligonukleotid̊u s jedńım
koncem stejným ale lǐśıćı se délkou. Taková směs je pak analyzována elektroforeticky. Podmı́nky tvorby
směsi oligonukleotid̊u muśı být zvoleny tak, aby v nich byly zastoupeny všechny délky. Výsledné elek-
troferogramy maj́ı tvar žebř́ıčk̊u, ve kterých oligonukleotidy lǐśıćı se o délku jednoho rezidua maj́ı dráhu,
kterou uraźı v gelu (nebo čas elektroforézy v kapiláře), odlǐsnou o dobře definovaný rozd́ıl. Vhodnou
směs nukleotid̊u lze vytvořit bud’ částečným odbouráńım nebo neúplnou syntézou. Obě možnosti budou
popsány ńıže.

V principu lze pro sekvenaci nukleových kyselin použ́ıt hmotnostńı spektrometrii jako u protein̊u.
V současné době je ale toto použit́ı sṕı̌se výjimkou (ńıže popsaná enzymová sekvenace umožňuje určit
sekvenci délky několika stovek nukleotid̊u, zat́ımco hmotnostńı spektrometrie je limitována několika
deśıtkami). Pokud potřebujeme zkoumat deľśı úseky nukleových kyselin, připrav́ıme kratš́ı překrývaj́ıćı
se štěpy pomoćı specifických endonukleas, podobně jako u protein̊u.

9.5 Chemická metoda Maxama a Gilberta

Při sekvenaci nukleových kyselin chemickou (odbourávaćı) metodou je nejprve třeba označit jeden
konec vlákna, např́ıklad 5′-konec radioaktivńım fosforem 32P. Poté potřebujeme čtyři chemické reakce,
které přeruš́ı vlákno v mı́stech jednotlivých báźı. Pro přerušeńı vlákna na pyrimidinech se použ́ıvá
štěpeńı pyrimidinového kruhu hydrazinem. Reaktivita báźı klesá v pořad́ı uracil > cytosin > thymin,
takže v př́ıpadě sekvenováńı DNA lze zvolit podmı́nky, za kterých je štěpen cytosin i thymin nebo
pouze cytosin (reakce thyminu je potlačena v př́ıtomnosti 2MNaCl). V př́ıtomnosti piperidinu pak
docháźı k selektivńı hydrolýze fosfoesterové vazby nukleotidu s odbouraným pyrimidinovým kruhem.
Při štěpeńı na purinech se nejprve báze methyluj́ı dimethylsulfátem. Guanin se methyluje na duśıku
7, zat́ımco adenin se methyluje na duśıku 3. Hydrolýzou v zásaditém prostřed́ı se přednostně štěṕı
N -glykosidická vazba s N7-methylguaninem, zat́ımco v kyselém prostřed́ı se odštěpuje guanin i adenin.
Fosfoesterová vazba se pak hydrolyzuje alkalicky při 90 ◦C. Popsané reakce se prováděj́ı za podmı́nek
zvolených tak, aby se každé analyzované vlákno štěpilo v pr̊uměru pouze jednou (pochopitelně na
r̊uzném mı́stě). Vzniknou tak čtyři sady radioaktivně značených oligonukleotid̊u, které při elektroforéze
vytvoř́ı žebř́ıčky (obrázek 9.3), jejichž porovnáńım lze snadno odeč́ıst sekvenci studovaného vlákna
DNA. Popsaná metoda je vzhledem ke své pracnosti použ́ıvána málo, lze ji však přizp̊usobit např́ıklad
výskytu nestandardńıch báźı, kde selhává ńıže popsaná dideoxymetoda.
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Obrázek 9.3: Princip chemické metody Maxama a Gilberta. Ve spodńı části obrázku je schematicky znázorněna
poloha radioaktivńıch proužk̊u na gelu, ve kterém byly elektroforézou rozděleny fragmenty vzniklé v jednotlivých
reakćıch. Šipka vlevo udává v jakém směru oligonukleotidy putovaly během elektroforézy.
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9.6 Enzymová neboli dideoxymetoda (Sangerova)

V současnosti je nejběžněǰśı metoda sekvenace kratš́ıch úsek̊u DNA (několik stovek nukleotid̊u) založená
na enzymové syntéze oligonukleotid̊u, ve které sekvenovaný oligonukleotid slouž́ı jako templát. Př́ıdavkem
vhodného množstv́ı dideoxyanalog̊u trifosfát̊u, ze kterých je oligonukleotid sekvenován (ddATP, dd-
GTP, ddTTP, ddCTP) je zajǐstěno náhodné předčasné ukončeńı syntézy oligonukleotid̊u5 (tedy tvorba
žebř́ıčku v elektoferogramu, jak je ukázáno na obrázku 9.4). Sekvence, kterou při dideoxymetodě čteme,
neńı sekvenćı vlákna DNA použité jako templát, ale sekvenćı komplementárńıho vlákna. Čtená sekvence
tedy odpov́ıdá již sekvenci mRNA, podle které se syntetizuje protein.

K dideoxyanalog̊um bývá nav́ıc vázána nějaká fluoreskuj́ıćı sloučenina, kterou lze při elektroforéze
snadno a citlivě detekovat. Pokud použijeme r̊uzné fluorescenčńı značky pro ukončeńı na jednotlivých
báźıch (G, A, T, C), můžeme sekvenaci provádět v jedné zkumavce. Obrázek 9.5 ukazuje, jak vypadá
výsledek sekvenace s použit́ım fluorescenčńıch značek a děleńım pomoćı elektroforézy v kapiláře.

Sangerova metoda znamenala zásadńı pr̊ulom v sekvenováńı nukleových kyselin a umožnila přečteńı
celého lidského genomu. Od 90. let 20. stolet́ı byla vyvinuta celá řada metod, která sekvenováńı dlouhých
úsek̊u DNA, včetně celých genomů, výrazně urychlila. V našem základńım textu se ale těmito metodami
zabývat nebudeme.

9.7 Sekvenace oligosacharid̊u

Sekvence oligosacharid̊u se většinou provád́ı pomoćı hmotnostńı spektrometrie. Často se kombinuje
použit́ı enzymů štěṕıćıch glykosidickou vazbu (glykosidas) specifických pro r̊uzné sacharidy a typy gly-
kosidické vazby s fragmentaćı během měřeńı. Analýza spekter je obdobná jako u protein̊u, vzhledem ke
složitosti primárńıch struktur sacharid̊u je ale sekvenace oligosacharid̊u mnohem obt́ıžněǰśı.

5Dideoxyanalog postrádá hydroxyl v poloze 3′. Proto po jeho zabudováńı nemůže doj́ıt k daľśımu prodlužováńı řetězce.
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Obrázek 9.4: Princip dideoxymetody. Ve spodńı části je schematicky znázorněn obarvený gel po elektroforéze
produkt̊u jednotlivých reakćı. Šipka vlevo udává v jakém směru oligonukleotidy putovaly během elektroforézy.
Všimněte si, že čtená sekvence (uprostřed gelu), neodpov́ıdá vláknu DNA, které jsme použili jako templát pro
sekvenaci, ale vláknu komplementárńımu.
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Obrázek 9.5: Výstup automatického sekvenátoru využ́ıvaj́ıćıho fluorescenčńı značky. Obrázek ukazuje záznam
čtyř fluorescenčńıch detektor̊u, které sńımaj́ı fluoreskuj́ıćı oligonukleotidy vycházej́ıćı z elektroforetické kapiláry.
Červeně je značen signál fluoroforu navázaného na ddTTP, modře na ddCTP, zeleně na ddATP, černě na ddGTP
(obrázek poskytla Laboratoř molekulárńı fyziologie rostlin Př́ırodovědecké fakulty MU v Brně).
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Kapitola 10

Optické metody

10.1 Elektromagnetické vlněńı

Ćılem tohoto krátkého shrnut́ı princip̊u optické spektroskopie je poskytnout základńı přehled tomu,
kdo zat́ım neměl př́ıležitost do taj̊u světa molekul a elektromagnetických poĺı proniknout. Hned na
začátku si muśıme uvědomit, že vstupujeme do světa, kde se naplno projev́ı kvantové jevy, na které
nejsme z běžného života zvykĺı. Odpov́ıdaj́ıćı fyzikálńı popis (kvantová elektrodynamika) by si vyžádal
mnohem deľśı pov́ıdáńı. Zde se pokuśıme źıskat alespoň hrubou představu, proč je možné dozvědět se
něco o stavbě biomakromolekul z pozorováńı jejich interakćı s elektromagnetickým zářeńım.

Pokusme se nejdř́ıve trochu popsat základńı pojmy. Tedy, co je to světlo? Jistě v́ıte, že světlo je
elektromagnetické vlněńı1. Tedy oscilace pole elektrických a magnetických sil, které se š́ı̌ŕı v prostoru.

Elektrické a magnetické śıly ovšem záviśı nejen na tom, jak je silné pole, ale také na tom, na jak
velký náboj, proud, př́ıpadně elektrický nebo magnetický dipól pole p̊usob́ı. Proto je užitečné mı́sto
śıly použ́ıvat veličin vztažených na jednotku náboje či proudu. Elektromagnetické pole můžeme popsat
čtyřmi takovými veličinami: elektrickou intenzitou E⃗ a indukćı D⃗ a magnetickou intenzitou H⃗ a indukćı
B⃗. Tyto veličiny nejsou nezávislé, ale muśı splňovat takzvané Maxwellovy rovnice. Jedńım z řešeńı
Maxwellových rovnic je rovnice kulové vlny, tedy vlny, která se š́ı̌ŕı do všech směr̊u v prostoru. Pokud
nás zaj́ımá š́ı̌reńı vln ve volném prostoru (vakuu) bez elektrických a magnetických dipól̊u, vystač́ıme si

s veličinami E⃗ a B⃗, protože ve vakuu D⃗ = ϵ0E⃗ a B⃗ = µ0H⃗ (ϵ0 je elektrická permitivita vakua a µ0 je
magnetická permeabilita vakua).

Co je zdrojem elektromagnetické vlny? Asi nejlépe si můžeme představit zdroj vln srovnatelných
s tělesnými rozměry. Tak dlouhé jsou vlny radiové2. Jedńım z nejjednodušš́ıch zdroj̊u radiových vln
je dipólová anténa. V nejjednodušš́ım provedeńı tvoř́ı dipólovou anténu kus rovného drátu, uprostřed
přerušený a připojený na zdroj stř́ıdavého napět́ı. Taková anténa je nakreslena na obrázku 10.1.

Zdroj na obrázku ihned po zapnut́ı zdroje žene elektrony drátem směrem dolu. Pohybu elektron̊u
se ř́ıká elektrický proud a ten vytvář́ı magnetické pole. Na obrázku je nakresleno, jak vypadá takové
magnetické pole v rovině kolmé na drát, přibližně v polovičńı výšce. Vektory magnetické indukce v bez-
prostředńı bĺızkosti drátu (modré šipky v zeleném čtverci) lež́ı v rovině, mı́̌ŕı podél tečen k drátu a jejich
orientace se měńı po směru hodinových ručiček.

Za malý okamžik (za 5 nanosekund v př́ıpadě typické frekvence FM vyśılače 100MHz) se pola-
rita zdroje napět́ı otoč́ı a elektrony budou proudit nahoru. Kolem drátu tak vznikne magnetické pole
s vektory indukce měńıćımi se proti směru hodinových ručiček (červené šipky v zeleném čtverci na

1Když budeme mluvit o světle, budeme popisovat obecné vlastnosti elektromagnetických vln.
2Radiové vlny nejsou chemii tak vzdálené, jak by se mohlo zdát. V kapitole 14 si vysvětĺıme, jak se radiové vlny

využ́ıvaj́ı př́ı zkoumáńı molekul pomoćı nukleárńı magnetické rezonance.
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obrázku 10.1). Takové pole ale vznikne jen těsně kolem drátu. Změna pole se š́ı̌ŕı prostorem rychlost́ı
sice velkou, ale nikoli nekonečnou. Tato rychlost se nazývá rychlost světla ve vakuu a obvykle se znač́ı
ṕısmenkem c. S konstantami ϵ0 a µ0 souviśı rychlost c vztahem ϵ0µ0 = 1/c2 a hodnota c je 3 ·108 ms−1.
Touto rychlost́ı doputuje za 5 ns změna pole do vzdálenosti 1,5m od drátu. Proto maj́ı vektory mag-
netické indukce 1,5m od drátu takový směr, jaký odpov́ıdal toku elektron̊u před 5 ns (modré šipky).
Periodické změny napět́ı tak zp̊usobuj́ı magnetické pole, které má každých 5 ns opačný směr.

Kolem antény nevzniká jen magnetické pole. Maxwellovy rovnice nám ř́ıkaj́ı, že kruhová magnetická
indukce měńıćı se v čase vytvář́ı elektrické pole mı́̌ŕıćı tak, jak je nakresleno na obrázku 10.1 v druhém
čtverci pro jednotlivé časové okamžiky. Zdrojem elektrického pole jsou také elektrony, které se perio-
dicky hromad́ı na jednotlivých konćıch antény a chyb́ı na konćıch opačných. Takové rozložeńı náboje
popisujeme elektrickým dipólovým momentem. Proto se také anténě ř́ıká dipól.

Spoč́ıtat přesný tvar elektrického pole v prostoru kolem antény neńı v̊ubec jednoduché, jeden závěr
ale udělat můžeme. V rovině kolmé na drát v polovině výšky mı́̌ŕı elektrické pole (vektory elektrické
indukce) rovnoběžně s drátem. Maxwellovy rovnice také ř́ıkaj́ı, že lineárńı elektrická intenzita měńıćı

se v čase vytvář́ı kruhové pole magnetické. Jak vid́ıme, magnetická indukce B⃗ a elektrická intenzita
E⃗ jsou spolu těsně provázány a jejich vzájemné p̊usobeńı je p̊uvodem tvorby vln, které se mohou š́ı̌rit
i vakuem. V našem př́ıpadě magnetické a elektrické pole měńı periodicky sv̊uj směr v kruźıch kolem
antény. Magnetické pole osciluje mezi orientaćı proti směru a po směru hodinových ručiček, elektrické
pole mezi orientaćı nahoru a dolu. Dostatečně daleko od drátu se zmı́něné změny orientaćı š́ı̌ŕı v naš́ı
rovině jako kruhová vlna, jej́ıž maxima a minima jsou nakreslena modře a červeně ve třet́ım sloupci
čtverc̊u na obrázku 10.1. Jde o vlnu polarizovanou, směry vektor̊u E⃗ a B⃗ jsou jasně dané orientaćı
antény.

Jestliže jsme si řekli, že oscilace elektrického pole zp̊usobuje rotaci pole magnetického a naopak, tak
je dobré si uvědomit, že v radiové vlně se vektory E⃗ a B⃗ stále měńı v každém bodu. Mohli bychom tedy
očekávat, že z každého bodu, kde se periodicky měńı E⃗ a B⃗, se bude tato změna š́ı̌rit jako vlna ve všech
směrech. To je představa bĺızká př́ıstupu známému jako Huygens̊uv princip: Tvar š́ı̌ŕıćı se vlny urč́ıme
tak, že všechny body, do kterého vlna doraźı, považujeme za zdroje kulových vln, které sečteme.

Po radiové anténě si uved’me ještě jeden zdroj elektromagnetických vln, mnohem složitěǰśı, ale bližš́ı
chemickému uvažováńı. T́ımto zdrojem je Slunce. V obrovských teplotách, které na Slunci panuj́ı, se
elektrony pohybuj́ı volně, nezávisle na jádrech atomů. Tento náhodný, tepelný pohyb představuje divoce
se měńıćı elektrický proud a zp̊usobuje nahodilé změny rozložeńı náboje. Stejně jako u pravidelných změn
rozložeńı elektron̊u v anténě, náhodné přeskupováńı náboje na Slunci indukuje fluktuace magnetického
a elektrického pole. Matematicky můžeme takové fluktuace popsat jako součet oscilaćı s mnoha r̊uznými
frekvencemi a v r̊uzných směrech. Tyto oscilace se š́ı̌ŕı prostorem jako nepolarizované vlny. Dost daleko
od Slunce jde o vlny kulové. A v malých rozměrech naš́ı Země jde o vlny s téměř rovinným čelem.

10.2 Popis elektromagnetického vlněńı

Přesný popis elektromagnetické vlny vyžaduje určeńı několika veličin, na které se ted’ pod́ıváme bĺıže.
Muśıme si předevš́ım uvědomit, které veličiny popisuj́ı změny elektromagnetického pole v čase a které
v prostoru. K rozlǐseńı časového a prostorového popisu poslouž́ı představa vln na moři s bójkou upevněnou
nad pevně daným mı́stem mořského dna. Použijeme přitom pojmy vlnová délka a perioda, které si přesně
definujeme ńıže.

Pokud si vlny vyfotografujeme, bude źıskaný sńımek dobře zachycovat tvar vlny v prostoru, ale
neponese žádnou informaci o změnách v čase. Na fotografii můžeme dobře změřit vlnovou délku jako
vzdálenost sousedńıch hřeben̊u vln. Z fotografie se ale nic nedozv́ıme o tom, jak dlouho trvá, než bójka
poklesne a zase se vznese na hřeben vlny.

Pokud umı́st́ıme na bójku zař́ızeńı pr̊uběžně zaznamenávaj́ıćı, jak se měńı jej́ı výška od mořského
dna, źıskáme přesný popis oscilaćı v čase. Nedozv́ıme se ale nic o š́ı̌reńı vln prostorem. Záznam pr̊uběhu
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ν = 100MHz t = 0ns:

ν = 100MHz t = 5ns:

ν = 100MHz t = 10ns:

ν = 100MHz t = 15ns:

Obrázek 10.1: Ilustrace vzniku radiové vlny. Zdroj stř́ıdavého napět́ı měńı polaritu s frekvenćı ν = 100MHz,
jednotlivé obrázky ukazuj́ı elektromagnetické pole v intervalech 5 ns po zapnut́ı zdroje. V zelených rámečćıch
jsou (zprava doleva) nakresleny vektory B⃗, E⃗ a hřebeny vzniklé kruhové vlny. Směr vzh̊uru (na levém náčrtku)
kolmo k zelené rovině je znázorněn tečkou, směr dol̊u kř́ıžkem. Směr pohybu elektron̊u v kolmých řezech je
znázorněn tečkou nebo kř́ıžkem uprostřed zeleného rámečku.
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výšky v čase bude mı́t podobný tvar, jako vlna na fotografii, tvar matematické funkce sinus nebo
kosinus. Měřeńı vzdálenosti dvou sousedńıch maxim na záznamu nám ale podá jinou informaci než
změřeńı vzdálenosti sousedńıch vrchol̊u na fotografii. Vzdálenost na záznamu odpov́ıdá periodě vlny
v čase.

Po plážovém úvodu se vrát́ıme k vlnám elektromagnetickým. Od mořské vlny se elektromagnetické
vlněńı lǐśı t́ım, že jde o vlněńı pole popsaného vektorovými veličinami E⃗ a B⃗. Oba tyto vektory kmitaj́ı
kolmo ke směru š́ı̌reńı. Jde tedy o vlněńı př́ıčné. Dále plat́ı, že E⃗ a B⃗ jsou také vždy vzájemně kolmé.
V dostatečné vzdálenosti od zdroje oba vektory nabývaj́ı maximálńıch či minimálńıch hodnot zároveň.
Proto stač́ı sledovat změny jednoho z těchto vektor̊u (např́ıklad E⃗). Okamžitou velikost a směr vektoru

druhého (např́ıklad B⃗) můžeme vždy dopoč́ıtat. Nyńı si probereme si charakteristiky elektromagne-

tických vln (jejich souhrn je uveden v tabulce 10.1). Soustřed́ıme se přitom na vektor E⃗.

• Vektor E⃗ v každém mı́stě prostoru kmitá v čase. Doba mezi okamžiky, ve kterých má vektor E⃗
v určitém směru maximálńı hodnotu, se nazývá perioda a obvykle znač́ı T . Převrácenou hodnotou
periody je frekvence, kterou si budeme značit ν. Jednotkou frekvence je Hertz (počet kmit̊u za
sekundu). Matematicky se kmitáńı v čase dá zapsat např́ıklad pomoćı funkce kosinus

E⃗(t) = E⃗0 cos(2πt/T ) = E⃗0 cos(2πνt), (10.1)

kde E⃗ je magnetická indukce ve směru kolmém na směr š́ı̌reńı vlny a E⃗0 je jeho maximum (|E⃗0|
je maximálńı velikost, neboli amplituda vektoru E⃗). Faktor 2π se někdy zahrnuje do hodnoty
frekvence a vztah se pak zjednoduš́ı na

E⃗(t) = E⃗0 cos(ωt), (10.2)

kde ω = 2πν je analogíı úhlové rychlosti kruhového pohybu a jej́ı jednotka je radián za sekundu.

• Změna vektoru E⃗ se š́ı̌ŕı prostorem rychlost́ı c. Jestliže je velikost vektoru E⃗ v určitém mı́stě a
času maximálńı, pak je ve stejném čase maximálńı také ve vzdálenosti c · T od daného mı́sta. Za
dobu rovnou periodě do této vzdálenosti totiž stač́ı rychlost́ı c doputovat to, co určovalo velikost
E⃗ v p̊uvodńım mı́stě. Maxima vln jsou tedy vzdálena o hodnotu c · T , tato hodnota se nazývá
vlnová délka a označuje λ. Převrácené hodnotě vlnové délky se ř́ıká vlnočet ν̃. V př́ıpadě jedné
rovinné vlny si můžeme vždycky zvolit souřadnou soustavu tak, aby se vlna š́ı̌rila ve směru osy x,
vektor E⃗ kmital ve směru osy z a vektor B⃗ kmital ve směru osy y. Takové vlně ř́ıkáme lineárně
polarizovaná a matematicky pak můžeme jej́ı tvar v prostoru zapsat rovnićı

Ez(x) = E0 cos(2πx/λ) = E0 cos(2πν̃x). (10.3)

Pokud se rovinná vlna skládá z mnoha vln o stejné frekvenci, ale s vektorem E⃗ kmitaj́ıćım r̊uznými
směry, mluv́ıme o nepolarizované vlně.

• Š́ı̌reńı kulové vlny prostorem můžeme popsat tak, že polohu libovolného mı́sta v prostoru zaṕı̌seme
pomoćı směrového vektoru r⃗ (jeho složky jsou souřadnice daného bodu). Dále nadefinujeme vektor
s⃗ tak, aby mı́̌ril ve směru š́ı̌reńı vlny, a aby jeho velikost byla |s⃗| = 1/λ. Obdobou rovnice 10.3 je
pak

E⃗(r⃗) = E⃗0 cos(2πs⃗ · r⃗) = E⃗0 cos(2π(sxx+ syy + szz)) = E⃗0 cos(k⃗ · r⃗) = E⃗0 cos(kxx+ kyy + kzz),
(10.4)

kde jsme si zavedli vektor k⃗ = 2πs⃗ (obdoba vztahu ω a ν).
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• Vztahy popisuj́ıćı kmitáńı v čase a vlněńı v prostoru můžeme spojit do jedné vlnové rovnice

E⃗(r⃗, t) = E⃗0 cos(ωt− k⃗ · r⃗) = E⃗0 cos(ϕt − k⃗ · r⃗) = E⃗0 cos(ωt− ϕr). (10.5)

Proč ve všech rovnićıch použ́ıváme kosinus a ne třeba sinus? A jaký je význam ṕısmenek ϕ v tomto
vztahu? Pokud nás nezaj́ımá kmitáńı v čase, ale jen vlněńı v prostoru (což je př́ıpad difrakčńıch
metod), můžeme časovou informaci zahrnout do nezaj́ımavého korekčńıho faktoru ϕt. Ten má
význam posunut́ı vlny v prostoru v závislosti na tom, kolik času přesně uběhlo od zrozeńı vlny.
Pokud nás nezaj́ımá vlněńı v prostoru, ale jen kmitáńı v čase (což je př́ıpad nukleárńı magne-
tické rezonance), můžeme naopak prostorovou informaci zahrnout do nezaj́ımavého korekčńıho
faktoru ϕr. Ten má význam časového posunu začátku sledováńı oscilaćı, který záviśı na tom,
jak jsme přesně daleko od zdroje vlny. Faktory ϕt a ϕr se nazývaj́ı fáze a vysvětluj́ı, proč jsme
všechny rovnice psali s funkćı kosinus. Mezi sinem a kosinem je rozd́ıl právě jen ve fázi. Všechny
funkce kosinus bychom mohli v našich rovnićıch přepsat na funkce sinus, kdybychom od argu-
mentu kosinu odečetli fázi rovnou π/2 = 90◦. Pokud popisujeme jednu vlnu, ϕt a ϕr nemaj́ı žádný
praktický význam a nezálež́ı na tom, jestli použijeme sinus, kosinus, nebo jakoukoli jejich kombi-
naci. Např́ıklad radiové vlny s frekvenćı 100MHz se změńı z kosinu na sinus, když radio zapneme
o 2,5 nanosekundy později nebo s ńım pohneme o 75 cm. Pokud nás ale zaj́ımá skládáńı v́ıce vln,
stává se mimořádně d̊uležitým údajem rozd́ıl jejich fáźı. Při popisu vln se můžeme ale fázi použ́ıt
také trochu jiným zp̊usobem. V rovnici

E⃗(r⃗, t) = E⃗0 cos(ωt− k⃗ · r⃗) = E⃗0 cosϕ (10.6)

jsme výrazem ϕ nahradili ωt− k⃗ · r⃗. V tomto př́ıpadě neńı fáze ϕ nezaj́ımavou korekčńı konstantou,
ale popisuje změny E⃗ v prostoru a času. Pokud je tedy řeč o fázi, muśıme dávat pozor na to,
v jakém kontextu se výraz fáze použ́ıvá.

Graficky lze elektromagnetické vlny znázornit r̊uznými zp̊usoby. Na obrázku 10.2A,B jsou např́ıklad
vyznačena mı́sta v prostoru, kde maj́ı vektory E⃗ a B⃗ největš́ı hodnotu v kladném (modré čáry) a
v záporném (červené čáry) směru. Ještě jednodušš́ı je zakreslit pouze směr š́ı̌reńı vlny, což je na
obrázku 10.2A,B ukázáno světle zelenou barvou. Toto znázorněńı ale neudává, kde maj́ı vlny v pro-
storu maximum a minimum. Můžeme také kreslit, jak se měńı E⃗ a B⃗ v prostoru. To je na obrázku 10.2
znázorněno tmavě zelenými sinusovkami. Stejnou závislost můžeme použ́ıt pro oba vektory, muśıme se
jen dohodnout na tom, který směr sinusovka popisuje (na obrázku 10.2 je směr, ve kterém považujeme

vektor E⃗ nebo B⃗ za kladný, znázorněn modrou šipkou.) Při tomto znázorněńı si muśıme dát pozor na to,
že v jednom obrázku (zde obrázek 10.2A,B) mı́cháme dvě veličiny (souřadnici v prostoru a elektrickou
intenzitu nebo magnetickou indukci). Na obrázku 10.2C je kromě rozložeńı vlny v prostoru znázorněno
hnědou barvou také kmitáńı elektromagnetického pole v čase.

Pokud srovnáváme v́ıce vln, je d̊uležité zachytit také informaci o jejich vzájemném fázovém posunu.
Na obrázku 10.3 vlevo je nakresleno několik rovinných vln s r̊uznou fáźı. Vlny jsou nav́ıc podle fáze
obarveny na škále mezi modrou a červenou tak, že prvńı vlna je modrá a vlna s opačnou fáźı (s hodnotou
ωt− kx posunutou o 180 ◦) je červená. Na obrázku 10.3 vpravo je jiný zp̊usob zobrazeńı fáze. Vycháźı

z toho, že stejná sinusovka může popisovat dva r̊uzné pohyby vektor̊u E⃗ nebo B⃗: kmitáńı E⃗ ve směru z
(nebo kmitáńı B⃗ ve směru y) a rotaci E⃗ nebo B⃗ kolem osy x (v rovině yz). Kmitáńı vektoru E⃗ si proto

můžeme představit jako rotaci, při které nám E⃗ uniká z našeho skutečného (reálného) směru z nikoli do
směru y, ale směru kolmého k z v nějakém fiktivńım (imaginárńım) prostoru. Matematicky se takový
pohyb zapisuje pomoćı komplexńıch č́ısel3. Vlny s r̊uznou fáźı pak můžeme kreslit jako šipky znázorňuj́ıćı

3Komplexńı č́ıslo C se skládá ze dvou část́ı. Jedné z nich ř́ıkáme reálná složka a druhé imaginárńı složka. Tyto složky
nemůžeme vzájemně mı́chat, chovaj́ı se podobně jako vzájemně kolmé složky vektoru: reálná část se podobá složce x
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Tabulka 10.1: Pojmy a veličiny popisuj́ıćı elektromagnetické vlněńı

kmitáńı E⃗, B⃗ v čase t perioda T frekvence ν ν = 1/T ω = 2πν
v každém bodu prostoru

š́ı̌reńı ve směru x rychlost́ı c vlnová délka λ vlnočet ν̃ ν̃ = 1/λ
(rovinná vlna) λ = cT = c/ν

š́ı̌reńı ve směru r⃗ rychlost́ı c vlnový délka λ vlnový vektor s⃗ |s⃗| = 1/λ k⃗ = 2πs⃗
(kulová vlna) λ = cT = c/ν

maximum E⃗, B⃗ amplituda E0, B0

směr E⃗, B⃗ polarizace

posun počátku fáze ϕ
v čase nebo prostoru

odpov́ıdaj́ıćı č́ısla. Délka šipky se rovná amplitudě vlny a úhly mezi šipkami popisuj́ı vzájemnou fázi vln.
Toto zobrazeńı, zvané Argand̊uv diagram, se často použ́ıvá v krystalografii, o které bude řeč v kapitole 12.
Pomoćı rovnice zaṕı̌seme vlnu v komplexńım tvaru jako

E⃗(r⃗, t) = E⃗0(cos(ωt− k⃗ · r⃗) + i sin(ωt− k⃗ · r⃗) = E⃗0(cosϕ+ i sinϕ) = E⃗0e
i(ωt−k⃗·r⃗) = E⃗0e

iϕ. (10.7)

Je třeba dodat, že kromě vln s E⃗ kmitaj́ıćım v jednom směru, také existuj́ı vlny, ve kterých se
E⃗ skutečně otáč́ı v rovině yz. Jak vlna postupuje, šipka znázorňuj́ıćı E⃗ má konstantńı délku a konec
šipky se pohybuje po šroubovici kolem směru š́ı̌reńı vlny. Takové vlně ř́ıkáme kruhově (cirkulárně)
polarizovaná a v́ıce si o ńı řekneme v části 10.8.

10.3 Světlo a molekula

V kapitolce 10.1 jsme si popsali elektromagnetickou vlnu v prostoru bez molekul, ve vakuu. Co se
s touto vlnou stane, když vstouṕı do prostřed́ı tvořeného našimi molekulami? A co se stane s elektrony
molekul ve vlńıćım se elektromagnetickém moři? Elektrony jako elektricky nabité částice poćıt́ı měńıćı
se pole a rozkmitaj́ı se s přibližně stejnou frekvenćı4, jak je schematicky ukázáno na obrázku 10.4A.
Tyto přesuny náboje buzené vněǰśım polem můžeme popsat jako elektrické dipólové momenty. Měńıćı se
dipóly jsou ovšem samy také zdroji elektromagnetických vln, jak jsme si ukázali na př́ıkladu radiového
vyśılače. Přibližný pr̊uběh elektrických siločar a magnetických indukčńıch čar pole tvořeného dipólovým

a imaginárńı složce y. Abychom reálnou a imaginárńı část odlǐsili, ṕı̌seme před imaginárńı část takzvanou imaginárńı
jednotku i. Druhou mocninu komplexńıho č́ısla definujeme jako součin tohoto č́ısla s č́ıslem s ńım komplexně sdruženým
(komplexně sdružená č́ısla se lǐśı jen ve znaménku imaginárńı části): |C|2 = (CRe+iCIm)(CRe− iCIm) = C2

0 . Tento vztah
vyžaduje, aby platilo i2 = −1. Z toho, že komplexńı č́ıslo připomı́ná dvojrozměrný vektor, vyplývá, že je můžeme také
zapsat pomoćı amplitudy (velikosti neboli absolutńı hodnoty) C0 a fáze (úhlu natočeńı) α: C = C0(cosα+ i sinα). Nav́ıc
plat́ı velmi užitečný Euler̊uv vztah, který nám umožňuje vyjádřit komplexńı č́ıslo jako C = C0eiα = C0(cosα+ i sinα)

4Pokud p̊ujde o polárńı molekuly a frekvence vlněńı nebude př́ılǐs vysoká, budou se celé molekuly otáčet tak, aby jejich
stálé dipólové momenty měly vždy nižš́ı energii v poli elektromagnetické vlny. Tak se chová molekula vody po dopadu
mikrovlnného zářeńı s frekvenćı několika GHz. Molekula vody se přitom otoč́ı několikrát za nanosekundu a vzorek se t́ım
silně zahřeje, jak nám ř́ıká zkušenost s použ́ıváńım mikrovlnné trouby. V př́ıpadě miliónkrát vyšš́ı frekvence ultrafialových
vln se voda nestač́ı tak rychle otáčet. Proto docháźı jen ke kmitáńı elektron̊u, popsanému v textu.
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Obrázek 10.2: Různá grafická znázorněńı elektromagnetického vlněńı. A, kulová vlna. B, rovinná vlna. Směr
š́ı̌reńı vlny (paprsek) je vyznačen světle zeleně, okamžité hodnoty E⃗ a B⃗ popsané sinusovkou jsou nakresleny
tmavě zeleně, směr vynášeńı kladné hodnoty E⃗ a B⃗ ukazuje modrá šipka. Oblasti prostoru s maximem vlny
jsou vyznačeny modře, oblasti s minimem vlny červeně. C, tvar vlny v prostoru (zeleně) a kmitáńı vlny v čase
(hnědě).
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Obrázek 10.3: Fáze elektromagnetické vlny a jejich znázorněńı v Argandově diagramu.
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momentem kmitaj́ıćım ve svislém směru je zakreslen na obrázku 10.4B. V dostatečné vzdálenosti od
dipólu má elektrické a magnetické pole stejnou fázi a š́ı̌ŕı se prostorem jako kulová vlna, jak jsme ji
popsali v části 10.1. Oproti dopadaj́ıćı vlně má vlna š́ı̌ŕıćı se z rozkmitaných elektron̊u fázi opožděnou5

o 90 ◦.
Chceme-li tedy popsat celkové pole, muśıme k osciluj́ıćımu poli dopadaj́ıćı vlny přič́ıst osciluj́ıćı pole

vln tvořených vybuzenými dipólovými momenty. Když bude nakonec elektromagnetická vlna prostřed́ı
našich molekul opouštět, bude j́ım pozměněna. Pokud budeme rozumět tomu, jak měńı molekuly
procházej́ıćı vlnu, budeme umět z porovnáńı světla, které do vzorku s molekulami vstupuje, se světlem,
které ze vzorku s molekulami vycháźı, źıskat informaci o našich molekulách.

Základem našich analýz bude sledováńı toho, jak se skládaj́ı vlny tvořené rozkmitanými elektrony
r̊uzných atomů v r̊uzných molekulách. K tomu budeme potřebovat popsat š́ı̌reńı vln v r̊uzných směrech.
Pokud dopadne na molekulu přibližně rovinná vlna, směr jej́ıhož š́ı̌reńı popisuje vektor k⃗, tak nás budou
zaj́ımat vlny rozkmitaných elektron̊u, jejichž š́ı̌reńı v r̊uzných směrech muśıme popsat mnoha r̊uznými
vektory k⃗′. Matematicky můžeme každý z těchto vektor̊u zapsat tak, že k p̊uvodńımu vektoru k⃗ přičteme
nějaký rozd́ılový vektor q⃗ (r̊uzný pro r̊uzné směry):

k⃗′ = k⃗ + q⃗, (10.8)

kde velikost vektor̊u k⃗ a k⃗′ je 1/λ a velikost vektoru q⃗ záviśı na odchylce směru k⃗′ od směru k⃗.
Š́ı̌reńı vln v r̊uzných směrech si můžeme graficky popsat jako odraz p̊uvodńı vlny od pomyslné roviny,
znázorněné čárkovaně na obrázku 10.4C. Jak obrázek ukazuje, hodnota úhlu tohoto pomyslného odrazu
θ souviśı s velikost́ı vektoru q⃗ vztahem

q = |q⃗| = 2
2π

λ
sin θ. (10.9)

V našich úvahách budeme muset rozlǐsovat vliv molekul malých (mnohem menš́ıch, než vlnová délka
dopadaj́ıćıho vlněńı) od vlivu molekul velkých (rozměry se vlnové délce alespoň bĺıž́ıćıch). V př́ıpadě
malých molekul budou elektrony všech atomů v molekule zdroji kulových vln, které se š́ı̌ŕı přibližně
z jednoho mı́sta a maj́ı tedy stejnou fázi. Při analýze vln š́ı̌ŕıćıch se z malých molekul stač́ı proto
sledovat, jak se skládaj́ı vlny r̊uzných molekul. Proto se vlny jednotlivých elektron̊u budou vždycky
sč́ıtat.

V př́ıpadě velké molekuly budou elektrony atomů v r̊uzných mı́stech molekuly tak daleko od sebe,
že nemůžeme rozd́ıl jejich poloh v̊uči vlnové délce zanedbat. Z molekuly se tak budou š́ı̌rit kulové vlny
s r̊uznými středy. Vlny z r̊uzných mı́st molekuly tak do určitého bodu v prostoru doraźı s r̊uznou fáźı.
Proto se vlny jednotlivých elektron̊u téže molekuly někdy sečtou (když budou posunuty přibližně o celé
násobky vlnové délky) a někdy odečtou (když budou posunuty přibližně o násobky λ/2). Při analýze
vln š́ı̌ŕıćıch se z velkých molekul proto muśıme sledovat nejen, jak se skládaj́ı vlny r̊uzných molekul, ale
také jak se skládaj́ı vlny š́ı̌ŕıćı se z r̊uzných mı́st téže molekuly.

10.4 Světlo a krystal

Elektromagnetická vlna může dopadat na molekuly pravidelně rozmı́stěné a orientované (v krystalech),
nebo na molekuly, jejichž polohy a orientace jsou náhodné (v plynech, kapalinách, či sklech). Nejprve
se pod́ıváme na prvńı z uvedených př́ıpad̊u, který si lze snáze představit.

Jak jsme si uvedli výše, v př́ıpadě krystal̊u tvořených molekulami mnohem menš́ımi než vlnová
délka dopadaj́ıćıho zářeńı stač́ı vźıt do úvahy skládáńı vln š́ı̌ŕıćıch se z r̊uzných molekul. Pokud jsou
i vzdálenosti mezi molekulami mnohem menš́ı než vlnová délka zářeńı, budou elektrony v sousedńıch

5Z fyzikálńıho pohledu představuje molekula oscilátor rozkmitaný vněǰśı silou (dopadaj́ıćı vlnou). Pokud, jako v našem
př́ıpadě, frekvence dopadaj́ıćı vlny rezonuje s frekvenćı oscilátoru, rozkmitá se oscilátor s fázovým opožděńım 90 ◦.
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Obrázek 10.4: A, rozkmitáńı elektron̊u v molekule vody při pr̊uchodu světelné vlny. Pro přehlednost je molekula
vody nakreslena větš́ı, než by odpov́ıdalo vlnové délce viditelného nebo ultrafialového zářeńı. B, elektromag-
netické pole tvořené osciluj́ıćım dipólovým momentem rozkmitaných elektron̊u v molekule. Elektrické pole je
zakresleno ve svislém řezu jasněǰśımi barvami, magnetické ve vodorovném řezu matněǰśımi barvami. Směry vek-
tor̊u E⃗ a B⃗ jsou vyznačeny šipkami. Modré čáry odpov́ıdaj́ı maximům vln, červené minimům. C, směr š́ı̌reńı
rozptýlené vlny popsaný pomoćı vektoru q⃗. Pomyslná rovina odrazu je vyznačena čárkovaně.
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vrstvách molekul vyzařovat jen nepatrně fázově posunuté vlny. Takto mı́rně posunuté vlny se budou
vzájemně sč́ıtat. Krom toho se sečtou i s dopadaj́ıćı vlnou. Výsledkem bude vlna na každé vrstvě molekul
mı́rně fázově opožděná, tedy celkově se pohybuj́ıćı trochu pomaleji, než vlna p̊uvodńı. V části 10.5
zjist́ıme, že podobně docháźı k opožd’ováńı vlny při pr̊uchodu prostřed́ım náhodně orientovaných a
rozmı́stěných molekul, s jednou výjimkou. V př́ıpadě krystalu může být opožd’ováńı vln kmitaj́ıćıch se
stejnou frekvenćı v r̊uzných směrech r̊uzné, v závislosti na symetrii krystalu. Různá rychlost postupu
vln kmitaj́ıćıch v r̊uzných směrech nám umožňuje připravit r̊uzně polarizované světlo, jak zmı́ńıme
v části 10.8.

Pokud jsou vzdálenosti molekul v krystalu srovnatelné s vlnovou délkou dopadaj́ıćı vlny, maj́ı pra-
videlné rozmı́stěńı a orientace molekul d̊uležitý d̊usledek. Jestliže se v určitém směru sečtou vlny let́ıćı
ze dvou molekul, muśı se v tomto směru seč́ıst vlny š́ı̌ŕıćı se ze všech stejně vzdálených a orientovaných
dvojic molekul. Zjednodušeně je to znázorněno na obrázku 10.5A. Budeme sledovat vlny š́ı̌ŕıćı se ve
směru dlouhé tmavě zelené šipky. Pokud jsou molekuly (modré tečky) rozmı́stěny tak, že vlny let́ıćı
z prvńı a druhé molekuly maj́ı ve zvoleném směru stejnou fázi, tak muśı mı́t v tomto směru stejnou
fázi také dvojice vln š́ı̌ŕıćı se z prvńı a třet́ı molekuly, stejně jako dvojice vln š́ı̌ŕıćı se druhé a třet́ı
molekuly. V krystalu je takových dvojic obrovské množstv́ı. Krystal proto mnohonásobně ześıĺı vlny
š́ı̌ŕıćı se v určitých směrech (ve kterých jsou fáze vln stejné). Při pohledu zvenč́ı tak máme dojem, že
se v krystalu paprsek dopadaj́ıćıho zářeńı ohne do určitých směr̊u. Tomuto jevu se ř́ıká ohyb světla, ne-
boli difrakce. V kapitole 12 stručně zmı́ńıme, že ze směr̊u, do jakých se zářeńı ohýbá, můžeme spoč́ıtat
rozmı́stěńı molekul v krystalu.

Analýza difrakce na krystalech velkých molekul je (bio)chemicky ještě zaj́ımavěǰśı. Difrakce totiž
záviśı nejen na skládáńı vln z r̊uzných molekul, ale také z r̊uzných mı́st téže molekuly. Aby byla mole-
kula z pohledu vln velká, muśıme použ́ıt zářeńı s dostatečně krátkou vlnovou délkou (rentgenové zářeńı).
Protože r̊uzné molekuly tvoř́ı v krystalu pravidelnou mř́ıžku, zářeńı se ześıĺı v určitých směrech, tak jako
na krystalech malých molekul. V těchto směrech se ale neš́ı̌ŕı kulové vlny ze zdroj̊u ve stejných bodech
krystalové mř́ıžky. Do směr̊u daných krystalovou mř́ıžkou molekul mı́̌ŕı vlněńı zrozené z kmitáńı elek-
tron̊u v r̊uzných mı́stech molekuly. Protože elektrony v molekulách netvoř́ı pravidelnou mř́ıžku, kulové
vlny pocházej́ıćı z elektron̊u v r̊uzných částech téže molekuly maj́ı ve směrech daných krystalem obecně
r̊uzné fáze. Elektrony se nav́ıc nenacházej́ı v přesně daných mı́stech v molekule. Kvantová mechanika
nám ř́ıká, že můžeme pouze hovořit o pravděpodobnost výskytu elektron̊u, neboli o elektronové hustotě.
Takže muśıme očekávat, že s určitou pravděpodobnost́ı se může š́ı̌rit vlna z každého mı́sta molekuly.

Š́ı̌reńı vlny v jednom náhodně vybraném směru je zjednodušeně zachyceno na obrázku 10.5B. Hus-
tota elektron̊u je na obrázku znázorněna r̊užovou barvou. Kde je pravděpodobnost výskytu elektronu
vyšš́ı, (kde je r̊užová sytěǰśı), tam také s větš́ı pravděpodobnost́ı vznikne kulová vlna. Amplituda ku-
lových vln je proto dána elektronovou hustotou v mı́stě jejich zrodu. Fáze těchto vln je daná polo-
hou mı́sta zrodu v molekule. Jednotlivé kulové vlny se skládaj́ı do výsledné vlny (znázorněné tmavě
zeleně na obrázku 10.5C), která je mohutně ześılena ve směrech daných uspořádáńım celých mole-
kul v krystalu. Protože amplituda a fáze složené vlny záviśı na rozložeńı elektron̊u v molekule, tedy
na struktuře molekuly, ř́ıká se této vlně strukturńı faktor. Strukturńı faktor má v r̊uzných směrech
ześılených krystalem r̊uznou amplitudu, podle toho jak jsou v určitém směru fázově posunuty vlny
š́ı̌ŕıćı se z r̊uzných mı́st molekuly (obrázek 10.5D). Při pohledu zvenč́ı vid́ıme ohyb (difrakci) zářeńı
do určitých směr̊u s r̊uznou amplitudou (danou rozložeńım elektron̊u v molekule (obrázek 10.5E). Am-
plituda dopadaj́ıćıho zářeńı (přesněji jej́ı druhá mocnina) udává intenzitu6 zářeńı v r̊uzných směrech
(zelené tečky na obrázku 10.5F), kterou můžeme měřit použit́ım vhodného detektoru. V kapitole 12 si
podrobně rozebereme, jak lze rozložeńı elektron̊u a tedy tvar molekuly ze strukturńıho faktoru spoč́ıtat.

6Je poněkud nešt’astné, že sl̊uvkem intenzita se označuj́ı dvě r̊uzné veličiny, které se nám zde nav́ıc setkávaj́ı v jednom
vztahu. Na rozd́ıl od elektrické intenzity E, udává intenzita zářeńı I energii zářeńı (konkrétně plošnou hustotu zářivého
výkonu, tedy změny energie za jednotku času).
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Obrázek 10.5: Difrakce na krystalu. A, vlny ześılené v určitém směru (dlouhá tmavě zelená šipka) uspořádáńım
malých molekul (modré tečky) do pravidelné mř́ıžky. B, vlny š́ı̌ŕıćı se z r̊uzných mı́st molekuly, ześılené v určitém
směru (dlouhá tmavě zelená šipka) uspořádáńım velkých molekul (r̊užové tvary) do pravidelné mř́ıžky. Sytost
r̊užové barvy odpov́ıdá rozložeńı elektronové hustoty v molekule. C, složená vlna (strukturńı faktor) v daném
směru. D, Strukturńı faktor v r̊uzných směrech, daných uspořádáńım molekul v krystalu. E, š́ı̌reńı vln v určitých
směrech po dopadu zářeńı na krystal. F, detekce intenzity zářeńı (znázorněné velikost́ı zelené tečky) v r̊uzných
směrech. Svislá čára představuje umı́stěńı detektoru.
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10.5 Světlo a molekuly v roztoku či skle

Poněkud složitěǰśı je analýza skládáńı vln vzniklých rozkmitáńım elektron̊u vmalých molekulách náhodně
rozmı́stěných a orientovaných, tedy molekul v roztoku či ve skle. Proto si úkol nejdř́ıve trochu zjed-
noduš́ıme a prozkoumáme, jak se skládaj́ı vlny tvořené kmitaj́ıćımi elektrony v molekulách, které
se nacházej́ı v jediné rovině kolmé na postupuj́ıćı rovinnou vlnu (obrázek 10.6A). Budeme přitom
předpokládat, že molekuly jsou ve vzorku rozmı́stěny sice nepravidelně (netvoř́ı krystalovou mř́ıžku),
ale v pr̊uměru rovnoměrně (homogenně) vyplňuj́ı prostor. Světlo postupuje jako rovinná vlna vzorkem a
v každém okamžiku rozechv́ıvá novou rovinu elektrických dipólových moment̊u elektron̊u v molekulách.
Jak ukazuje obrázek 10.6B, vlny tvořené rozkmitanými elektrony r̊uzných molekul v rovině maj́ı stej-
nou fázi ve směru postupu dopadaj́ıćı vlny, ale r̊uznou fázi v jiných směrech. Takto vzniklé vlny se š́ı̌ŕı
z dipól̊u kmitaj́ıćıch elektron̊u všemi směry a ve všech směrech se vzájemně téměř vyruš́ı, krom směr̊u
rovnoběžných s p̊uvodńı (bud́ıćı) vlnou. Výsledkem jsou tedy opět rovinné vlny. Tyto vlny se skládaj́ı
s p̊uvodńı vlnou, oproti které jsou fázově opožděny o 90 ◦ (jak jsme zmı́nili v části 10.3) a maj́ı mnohem
menš́ı amplitudu. Výsledná vlna bude nepatrně fázově posunuta (obrázek 10.6C).

V př́ıpadě chirálńıch molekul bude vektor E⃗ také kmitat v rovině trochu pootočené vzhledem k ro-
vině, ve které kmital před dopadem. Je to proto, že na elektrony p̊usob́ı při dopadu elektromagnetického
vlněńı dva druhy sil. Prvńı jsou śıly dopadaj́ıćıho vlněńı, které se snaž́ı rozkmitat elektrony v rovině,
ve které kmitá E⃗ vlny. Druhým typem sil jsou jeho interakce uvnitř molekuly. Tyto interakce omezuj́ı
rozložeńı elektron̊u zp̊usobem, který popisuj́ı molekulové orbitaly. Např́ıklad elektrony v σ vazbách maj́ı
větš́ı volnost pohybu ve směru vazby, než kolmo na ni. Pokud vazba nelež́ı v rovině dopadaj́ıćı vlny,
směr kmitáńı elektron̊u neńı rovnoběžný se směrem kmitáńı vektoru E⃗ vlny, ale je ovlivněn i orien-
taćı vazby v molekule. Pokud má molekula rovinu symetrie (neńı chirálńı), tak stač́ı molekulu otočit
o 180 ◦ a orientace vazby se změńı na sv̊uj zrcadlový obraz. Proto se v souboru volně rotuj́ıćıch molekul
s rovinou symetrie vlivy směru vazby vyruš́ı. Pokud je ale molekula chirálńı (nemá rovinu symetrie),
tak žádná rotace nemůže otočit molekulu do polohy, ve které by byla zrcadlovým obrazem molekuly
v poloze p̊uvodńı. Z tohoto d̊uvodu se vliv směru vazby úplně vyrušit nemůže a elektrony budou zdroji
vln polarizovaných v trochu jiné rovině, než rovina kmitáńı E⃗ dopadaj́ıćı vlny.

Popsaný zrod kulových vln, které po složeńı s dopadaj́ıćı vlnou mı́rně posunou jej́ı fázi, se opakuje
na každé rovině. V d̊usledku toho se za běžných okolnost́ı vlna procházej́ıćı roztokem či sklem trochu
opožd’uje ve srovnáńı s vlnou š́ı̌ŕıćı se vakuem7 (obrázek 10.6D). Protože frekvence vlny se při pr̊uchodu
prostřed́ım molekul neměńı, muśı sńıžeńı rychlosti postupu vlny znamenat také zkráceńı vlnové délky.
V prostřed́ı molekul je tedy postupuj́ıćı vlna zhuštěna. Poměr rychlosti světla ve vakuu (c) k rychlosti
š́ı̌reńı výsledné vlny roztokem molekul (c′) se zpravidla označuje symbolem n. Toto č́ıslo označujeme
jako index lomu. Označeńı pocháźı z popisu situace, kdy světlo přecháźı z jednoho prostřed́ı do druhého.
Pokud dopadá rovinná vlna na rozhrańı mezi prostřed́ımi šikmo, muśı se š́ı̌rit v jiném směru (láme se),
aby z̊ustala spojitá (obrázek 10.6E). Úhel, pod kterým se vlna láme, můžeme spoč́ıtat právě z index̊u
lomu jednotlivých prostřed́ı (Snell̊uv zákon lomu). Lom světla (refrakce) je podstatou zvětšováńı obraz̊u
pomoćı čoček, kterému se budeme věnovat podrobněji v kapitole 13.

10.6 Maloúhlový rozptyl Röntgenova zářeńı (SAXS)

Až dosud popisovaný obraz skládáńı vln tvořených rozkmitáńım elektron̊u náhodně rozmı́stěných a ori-
entovaných molekul se dramaticky změńı, jakmile se zaměř́ıme na molekuly velké (srovnatelné s vlnovou
délkou dopadaj́ıćıho zářeńı). V tomto př́ıpadě totiž muśıme vźıt do úvahy i skládáńı vln elektron̊u v téže

7Opožd’ováńı vlny znamená, že elektrony jsou zdrojem vln s fáźı posunutou o 90 ◦. V některých př́ıpadech může být
fáze posunutá o 270 ◦ a předb́ıhat fázi bud́ıćı vlny. Je proto nutné rozlǐsovat fázovou rychlost (která může být vyšš́ı než
rychlost světla ve vakuu c, protože fáze nenese žádnou informaci) od rychlosti š́ıřeńı signálu (která nemůže překročit
rychlost světla ve vakuu c, protože d̊usledek nemůže být rychleǰśı než př́ıčina).
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A B C

D E

Obrázek 10.6: Rozptyl světla na molekulách v roztoku. A, dopadaj́ıćı rovinná vlna (světle zelená) a molekuly
nacházej́ıćı se v rovině kolmé na postup vlny (černé tečky). B, š́ı̌reńı kulových vln zp̊usobených rozkmitáńım
elektron̊u v molekulách v rovině kolmé na postup vlny. Vlněńı v osmi vybraných směrech s barevně vyznačenou
fáźı. Fáze ve směru š́ı̌reńı vlnové vlny je znázorněna modře, ostatńı fáze jsou vyznačeny na barevné škále mezi
modrou a červenou, kde červená odpov́ıdá posunu o 180 ◦ (opačná fáze). C, výsledná vlna (tmavě zelená) složená
z p̊uvodńı rovinné vlny (světle zelená) a vln tvořených elektrony rozkmitanými v rovině kolmé na postup rovinné
vlny. D, výsledná vlna (tmavě zelená) složená z p̊uvodńı rovinné vlny (světle zelená) a vln tvořených elektrony
rozkmitanými v celém objemu molekul roztoku (šedé tečky). E, lom š́ı̌reńı vlněńı při šikmém dopadu rovinné
vlny na roztok molekul či sklo.
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molekule. Rozmı́stěńı elektron̊u v molekule definuje tvar molekuly a zdaleka neńı homogenńı. Jak jsme již
viděli na obrázku 10.5, složená vlna š́ı̌ŕıćı se z jedné molekuly určitým směrem odráž́ı pravděpodobnost
výskytu elektron̊u na r̊uzných mı́stech molekuly a vzájemný fázový posun vln v r̊uzných mı́stech zro-
zených. Na rozd́ıl od krystalu záviśı v roztoku š́ı̌reńı vlny i na tom, jak jsou molekuly orientovány.
Skládáńı vln je tak v roztoku komplikováno pr̊uměrováńım přes všechny možné orientace molekuly
(obrázek 10.7A). Nedocháźı přitom ani k extrémńımu ześıleńı vln v určitých směrech (jako v krystalu),
ani k téměř dokonalému odečteńı vln ve všech směrech krom směru dopadaj́ıćı vlny (jako v roztoku
malých molekul). Zářeńı se s r̊uznou intenzitou š́ı̌ŕı r̊uznými směry (obrázek 10.7B), mluv́ıme o rozptylu
(difúzi) zářeńı (anglicky scattering).

Jak již v́ıme, k rozlǐseńı jednotlivých atomů je třeba použ́ıt rentgenové zářeńı, vlnovou délkou srov-
natelné s velikost́ı atomů. Proto je rozptyl rentgenového zářeńı zvlášt’ užitečný pro studium tvaru pro-
teinu a jiných biomakromolekul v roztoku. Metoda zvaná SAXS (small angle X-ray scattering, česky
maloúhlový rentgenový rozptyl) poskytuje poměrně detailńı popis tvaru makromolekuly v roztoku, i
když neńı schopna určit polohy jednotlivých atomů v molekule. Experiment se dosti podobá měřeńı
difrakce na krystalech (obrázek 10.7C), vyhodnoceńı výsledk̊u se ale lǐśı. Zaznamenáváme intenzitu
zářeńı rozptýleného pod r̊uzným úhlem 2θ od směru dopadaj́ıćıho paprsku. Obvykle sledujeme závislost
intenzity (na logaritmické škále) na velikosti vektoru q = |q⃗| (definovaného v rovnici 10.8), kterou
snadno spoč́ıtáme z úhlu θ (obrázek 10.7D), jiné užitečné vyneseńı dat zavedl rakouský fyzik Otto
Kratky (obrázek 10.7E). Pro velmi malé hodnoty q (malé úhly rozptylu) plat́ı přibližně kvadratická
závislost (Guinier̊uv vztah)

ln I(q) ≈ ln I(q = 0)− 1

3
R2

gq
2, (10.10)

kde Rg je setrvačný poloměr (radius of gyration) molekuly. Z počátečńıho úseku závislosti ln I
na q tak můžeme snadno vypoč́ıtat velikost molekuly. Jemněǰśı analýza je pak většinou založena na
porovnáńı experimentu s nějakým modelem. Využ́ıváme přitom toho, že ze známého rozložeńı elek-
tron̊u v molekule lze intenzitu zářeńı rozptýleného v r̊uzných směrech dobře spoč́ıtat. Pokud např́ıklad
chceme z měřeńı SAXS stanovit kvartérńı strukturu komplexu protein̊u a terciárńı struktury podjed-
notek již známe, můžeme nechat poč́ıtač hledat takovou orientaci podjednotek v komplexu, aby nejlépe
odpov́ıdala naměřeným intenzitám. Na obrázku 10.7D,E je uveden jiný př́ıklad, kdy byla metod SAXS
použita ke kontrole výpočtu molekulové dynamiky. Pokud o tvaru molekuly žádnou představu nemáme,
můžeme si zkoušet skládat r̊uzné tvary z malých kuliček a porovnávat, který z takových hrozn̊u odpov́ıdá
intenzitám rozptýleného zářeńı nejlépe.

10.7 Absorpce

Až dosud jsme si vystačili s klasickým pohledem na elektrony rozkmitávané v molekulách elektromagne-
tickým vlněńım. Abychom pochopili procesy, při kterých molekuly pohlcuj́ı energii vln, muśıme použ́ıt
kvantový popis. Elektron (a jiné částice) popisujeme v kvantové mechanice pomoćı vlnové funkce. To je
popis velmi podobný popisu elektromagnetické vlny, s t́ım rozd́ılem, že amplituda vlny nepopisuje elek-
trickou intenzitu nebo magnetickou indukci. Amplituda vlnové funkce je trochu tajemná veličina, ale
jej́ı druhá mocnina popisuje něco, co už dobře známe, elektronovou hustotu v daném mı́stě. Kvantová
mechanika ukazuje, že elektron uvězněný v atomu či molekule může mı́t jen některé hodnoty energie a
momentu hybnosti8. Kvantová mechanika nav́ıc neumožňuje přesně určit všechny tři složky momentu

8Moment hybnosti je vektorová veličina popisuj́ıćı pohyb po zakřivených drahách. V př́ıpadě pohybu částice o hmotnosti
m rychlost́ı v po kružnici s poloměrem r je velikost momentu hybnosti rovna mvr a směr momentu hybnosti udává
osu otáčeńı (je kolmý k rovině kružnice). Pokud je částice nabitá, má také magnetický moment, který je momentu
hybnosti úměrný (má stejný směr). Proto můžeme r̊uzné orientace momentu hybnosti rozlǐsit, když umı́st́ıme molekulu
do magnetického pole.



10.7. ABSORPCE 121

A B C

D

 100

 1000

1 2

I

q / nm
-1

E

 0

 200

 400

 600

 800

 1000

1 2

I 
q

2
 /

 n
m

-2

q / nm
-1

Obrázek 10.7: Maloúhlový rentgenový rozptyl (SAXS) na velkých molekulách v roztoku. A, vlny tvořené
rozkmitanými elektrony v r̊uzných mı́stech molekule s skládaj́ı do vlny s amplitudou závisej́ıćı na rozmı́stěńı
elektron̊u v molekule a fázovým posunem vln pro danou orientaci molekuly. B, podobně jako v př́ıpadě difrakce
na krystalu sledujeme rozptyl zářeńı v r̊uzných směrech. C, zaznamenáváme přitom intenzitu zářeńı rozptýleného
pod r̊uzným úhlem. D, rozptylová křivka naměřená (zlatá barva) a vypoč́ıtaná z výsledk̊u MD simulace (zelená
barva) pro podjednotku delta RNA polymerasy bakterie Bacillus subtilis. E, stejná data v Kratkeho vyneseńı.
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hybnosti (ve směru os x, y a z). Proto stacionárńı stav, ve kterém se elektron může nacházet, obvykle
popisujeme jen trojićı č́ısel9 udávaj́ıćıch energii, velikost momentu hybnosti a jeho složku v jednom
směru. Mı́sto hodnot těchto veličin v jednotkách J a J s většinou udáváme jen bezrozměrná kvantová
č́ısla n, l,ml (jde vlastně o násobky hodnot energie a momentu hybnosti, o které se mohou stavy lǐsit).
Pravděpodobnost výskytu elektronu s povolenými hodnotami energie, velikosti a vybrané složky mo-
mentu hybnosti popisuj́ı vlnové funkce, kterým ř́ıkáme atomové a molekulové orbitaly.

Kvantová mechanika také měńı pohled na elektromagnetické vlněńı. To může předávat energii jen
po soustech neboli po kvantech o velikosti hν, kde h je Planckova konstanta a ν je frekvence kmitáńı
vlny.

Předpokládejme ted’, že hodnota hν dopadaj́ıćıho světla je shodou okolnost́ı stejná jako rozd́ıl mezi
energiemi dvou stav̊u elektron̊u v molekule. Pokud to dovoluje tvar vlnových funkćı obou stav̊u, může
za těchto okolnost́ı doj́ıt k výměně energie. Molekula pohlt́ı (absorbuje) dané sousto energie a použije
je na změnu rozložeńı elektron̊u do energeticky náročněǰśıho stavu. Tuto změnu rozložeńı lze popsat
elektrickým dipólovým momentem, kterému se ř́ıká tranzitńı (přechodový) dipól. Velikost a směr tran-
zitńıho dipólu je možno spoč́ıtat z vlnových funkćı obou stav̊u. Kromě popsaného pohlceńı energie
molekulou může molekula energii i vyzářit. Může j́ıt o emisi spontánńı, danou pouze obsazeńım jednot-
livých stav̊u elektrony, nebo o emisi nucenou, která je vyvolána světlem s frekvenćı rezonuj́ıćı s rozd́ılem
mezi energiemi jednotlivých stav̊u. Abyste mohli źıskat o elektronových stavech a přechodech mezi nimi
konkrétněǰśı představu, je v Doplňku 19 uveden poměrně podrobný rozbor biochemicky velmi d̊uležitého
uskupeńı atomů, peptidové vazby.

Na čem záviśı schopnost molekul absorbovat energii světelného zářeńı? Pravděpodobnost absorpce
je t́ım větš́ı, č́ım je frekvence zářeńı bližš́ı energii přechodu. Splněńı této rezonančńı podmı́nky nám
popisuje spektrum, tedy závislost absorpce na frekvenci. Kromě toho je pravděpodobnost absorpce
úměrná |E⃗0 · µ⃗T|2 = E2

0µ
2
T cos2 θ, kde µ⃗T je tranzitńı dipólový moment a θ je úhel mezi E⃗0 a tranzitńım

dipólem. Je-li molekula v roztoku, může se v̊uči světlu volně otáčet a cos2 θ nahrad́ıme středńı hodnotou
(což je v trojrozměrném prostoru jedna třetina).

Když světelná vlna putuje prostřed́ım s mnoha absorbuj́ıćımi molekulami (např́ıklad vzorkem stu-
dovaného proteinu v roztoku), každá vrstvička molekul trochu sńıž́ı amplitudu. V d̊usledku toho se při
pr̊uchodu vzorkem exponenciálně snižuje intenzita světla I, která je dána druhou mocninou velikosti
elektrické intenzity E. Ve spektrometrii často měř́ıme absorbanci A = log(I0/I) při pr̊uchodu vzorkem
tloušt’ky l. Absorbance je př́ımo úměrná tloušt’ce vzorku a koncentraci absorbuj́ıćı látky. Konstantou
úměrnosti je absorpčńı koeficient ελ (index λ upozorňuje, že účinnost absorpce záviśı na vlnové délce)10.

Výpočty tranzitńıch dipólových moment̊u jistě nepatř́ı mezi obvyklé činnosti biochemik̊u. Naopak
měřeńı intenzity světla prošlého vzorkem biomakromolekuly je v biochemii velmi běžné. Nejpohodlněǰśı
je měřeńı přechod̊u mezi orbitaly aromatických systémů. V proteinech jde předevš́ım o tryptofan, ab-
sorbuj́ıćı světlo o vlnové délce kolem 280 nm a o tyrosin, absorbuj́ıćı kolem 274 nm. Absorpce tyrosinu
je slabš́ı (asi čtvrtinová) ve srovnáńı s tryptofanem, proteiny ale obsahuj́ı většinou v́ıce tyrosin̊u než
tryptofan̊u. Zmı́něné vlnové délky lež́ı v bĺızké ultrafialové oblasti (odpov́ıdaj́ı frekvenci 1015 Hz a ener-
gii 400 kJmol−1), kde je možné měřit na běžném spektrofotometru s křemenou optikou. Máme-li štěst́ı,

9Ve skutečnosti muśıme přidat ještě jedno č́ıslo, které popisuje vnitřńı moment hybnosti elektronu, zvaný spin.
10Rovnici popisuj́ıćı vlnu můžeme matematicky upravit tak, aby popisovala jak změnu rychlosti š́ı̌reńı, popsanou

v části 10.5, tak exponenciálńı pokles intenzity, popsaný v této části. Úprava se týká vektoru k⃗. Zat́ımco ve vakuu je
velikost k dána jednoduše vlnovou délkou (k = 2π/λ), v prostřed́ı molekul muśıme tuto hodnotu vynásobit ještě tak-
zvaným komplexńım indexem lomu. Jak název napov́ıdá, jde o komplexńı č́ıslo tvaru n− iκ, jehož reálná část je náš známý
index lomu n a imaginárńı část κ je takzvaný index absorpce. Po dosazeńı do rovnice 10.7

E⃗(r⃗, t) = E⃗0e
i(ωt−(n−iκ)k⃗·r⃗) = E⃗0e

−κk⃗·r⃗ei(ωt−nk⃗·r⃗) = E⃗0e
−κk⃗·r⃗(cos(ωt− nk⃗ · r⃗) + i sin(ωt− nk⃗ · r⃗)) (10.11)

vid́ıme, že jsme dosáhli toho, co potřebujeme. Zavedeńı indexu lomu n < 1 nám popisuje zpomalený postup vlny a
zavedeńı indexu absorpce κ nám popisuje tlumeńı v d̊usledku absorpce molekulami (imaginárńı č́ıslo iκ dalo po vynásobeńı
imaginárńı jednotkou reálné č́ıslo −κ). Z uvedených vztah̊u vyplývá, že běžně už́ıvaný absorpčńı koeficient ελ je př́ımo
úměrný indexu absorpce: ελ = 4πκ/(Cλ ln 10), kde C je koncentrace molekul ve vzorku.
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obsahuje protein navázanou skupinu, která umožňuje měřeńı i ve viditelné oblasti (např́ıklad hem).
Báze nukleových kyselin představuj́ı poměrně složitý aromatický systém složený z osmi (u pyrimidin̊u),
deśıti (u adeninu), nebo jedenácti (u guaninu) π-orbital̊u. Také báze nukleových kyselin absorbuj́ı ve
stejné oblasti spektra (kolem 260 nm).

Již zmı́něnou d̊uležitou skupinou, jej́ıž absorpci můžeme měřit, je peptidová vazba. Nejvýrazněǰśı
přechody mezi elektronovými stavy peptidové vazby jsou popsány v Dodatku 19. Absorpce při přechodu
n → π∗

3 je intenźıvněǰśı než absorpce tryptofanu, jej́ı vlnová délka (kolem 220 nm) je na hranici
použitelnosti běžných spektrofotometr̊u. Absorpce při přechodu π2 → π∗

3 se obvykle nevyuž́ıvá, přestože
je ještě silněǰśı. Důvodem je krátká vlnová délka (190 nm).

Oligo- a polysacharidy většinou neabsorbuj́ı ve vhodné oblasti. Pokud sacharidy neobsahuj́ı např́ıklad
acetylovanou aminoskupinu (tedy systém podobný peptidové vazbě), nejbližš́ı použitelná vlnová délka
je 175 nm (přechod n → σ∗ elektron̊u glykosidické vazby). Tak krátké vlnové délky vyžaduj́ı speciálńı
zař́ızeńı (je např́ıklad nutné odstranit kysĺık rozpuštěný ve vodě) a využ́ıvaj́ı se málo.

Nejčastěǰśım využit́ım absorpce při elektronových přechodech (zejména aromatických skupin) je
rychlé určeńı celkové koncentrace proteinu či nukleové kyseliny. Rozd́ıl mezi vlnovými délkami maximálńı
absorpce je dostatečný k tomu, abychom odhadli i pod́ıl proteinu a nukleové kyseliny ve směsi. Variaćı
na toto téma je detekce biomakromolekul dělených elektroforézou nebo chromatografiı. Peptidová vazba
je zase výhodná proto, že je př́ıtomna mezi každou dvojićı aminokyselin. Umožňuje nám pozorovat i
krátké peptidy, které často neobsahuj́ı žádnou aromatickou aminokyselinu. Může nám ale absorpce
viditelného nebo ultrafialového zářeńı ř́ıci něco o struktuře? Na tuto otázku se pokuśıme odpovědět
v následuj́ıćıch sekćıch.

10.8 Cirkulárńı dichroismus

V sekundárńıch strukturách jsou jednotlivé peptidové vazby protein̊u a báze nukleových kyselin přesným
zp̊usobem vzájemně uspořádány. Toho lze využ́ıt k źıskáńı informace o sekundárńı struktuře. V do-
datku 19.6 je zmı́něno, jak se tvorba šroubovic protein̊u a dvoǰsroubovic DNA projev́ı na absorpci.
Ještě v́ıce se o sekundárńı struktuře můžeme dozvědět, když využijeme toho, že sekundárńı struktury
jsou chirálńı útvary. Chirálńı molekuly totiž r̊uzným zp̊usobem interaguj́ı s pravotočivým a levotočivým
kruhově polarizovaným světlem. Pokud chirálńı molekuly světlo absorbuj́ı, je pravděpodobnost absorpce
jednotlivých složek r̊uzná. Tento jev se nazývá cirkulárńı dichroismus (CD).

K pochopeńı cirkulárńıho dichroismu je užitečné si ř́ıci, jak můžeme kruhově polarizované světlo
vyrobit (obrázek 10.8). Začneme se světlem lineárně polarizovaným. Vlnu kmitaj́ıćı v určitém směru
(lineárně polarizovanou) můžeme z nepolarizovaného zářeńı oddělit pomoćı krystalu, ve kterém se vlny
kmitaj́ıćı v r̊uzných směrech zpožd’uj́ı r̊uzně (maj́ı r̊uzný index lomu). Takovým materiálem je např́ıklad

křemen. Krystal (na obrázku 10.8 nakreslen b́ılou barvou) přitom orientujeme tak, aby vektor E⃗ kmital
v šikmé rovině, sv́ıraj́ıćı úhel 45 ◦ se svislou i vodorovnou rovinou kolmou na směr postupu vlny. Kmitáńı
vektoru E⃗ v šikmé rovině znamená, že vodorovná i svislá složka vektoru kmitaj́ı se stejnou fáźı. Takto
lineárně polarizované světlo necháme procházet takzvaným fotoelastickým modulátorem, nakresleným
na obrázku 10.8 žlutě. Může j́ıt o tenký hranolek oxidu křemičitého, který necháme účinkem elek-
trického pole vibrovat ve vodorovném směru (s frekvenćı přibližně 50Hz). V okamžiku, kdy je vibruj́ıćı
hranolek stlačen (obrázek 10.8A), zpomaluje11 v́ıce vlnu elektrické indukce kmitaj́ıćı ve vodorovném
směru. V okamžiku, kdy je natažen (obrázek 10.8B), je naopak vlna kmitaj́ıćı ve vodorovném směru

11V části 10.5 jsme si vysvětlili, že kmitáńı E⃗ se na každé vrstvičce skla ve směru š́ı̌reńı p̊uvodńı vlny trochu fázově posune
a tak se celá vlna postupuj́ıćı prostřed́ım zpomaĺı. Podobně se zpomaĺı i vlny procházej́ıćı hranolem křemenu s pravidelnou
krystalovou mř́ıžkou. Při stlačeńı se v krystalu křemene ocitnou atomy ve vodorovném směru bĺıže k sobě. Proto se š́ı̌reńı
kmitáńı E⃗ ve vodorovném směru zpomaĺı v́ıce, než v nestlačeném hranolu (stlačený hranol je ve vodorovném směru

”
hustš́ı“). Rozmı́stěńı (

”
hustota“) atomů ve svislém směru se při vodorovném stlačeńı nezměńı. Proto se také nezměńı

rychlost š́ı̌reńı kmitáńı E⃗ ve svislém směru.
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A

B

C

Obrázek 10.8: Princip a měřeńı cirkulárńıho dichroismu. A, pr̊uchod elektromagnetické vlny při stlačeńı foto-
elastického modulátoru. Kmitáńı vektoru E⃗ je symbolicky znázorněno červeně pod nákresem. Červené elipsy
znázorňuji pohled z boku na rovinu kolmou ke směru š́ı̌reńı vlny, černý kruh vpravo představuje pohled ve směru
postupu vlny (směry vektoru E⃗ v rostoućı vzdálenosti od pozorovatele jsou odlǐseny klesaj́ıćı intenzitou červené
barvy). Polarizátor (b́ılá barva) měńı nepolarizované zářeńı na lineárně polarizovanou vlnu kmitaj́ıćı v šikmé
rovině (sv́ıraj́ıćı úhel 45 ◦ se svislou i vodorovnou rovinou). Vodorovná složka vektoru kmitaj́ıćıho v šikmé rovině
je nakreslena modře, svislá zeleně. Stlačený fotoelastický modulátor (žlutá barva) opožd’uje vodorovně kmitaj́ıćı
složku o čtvrtinu vlnové délky. Výsledná vlna (složená z vodorovné a svislé složky E⃗) je tak pravotočivě kru-
hově polarizovaná. Ve vzorku (modrá barva) docháźı k absorpci a opožděńı pravotočivě polarizované vlny. B,
pr̊uchod elektromagnetické vlny při natažeńı fotoelastického modulátoru. V tomto stavu vodorovná složka vek-
toru E⃗ předb́ıhá svislou složku a vzniká tak levotočivě kruhově polarizovaná vlna. C, součet vektor̊u E⃗ z obrázk̊u
A a B. Složeńım vektor̊u E⃗ vln po pr̊uchodu světlem nevznikne kruhově, ale elipticky polarizovaná vlna (černá
elipsa vpravo). Natočeńı elipsy v rovině kolmé k š́ı̌reńı vlny záviśı na rozd́ılu index̊u lomu (zp̊usobuj́ıćım rozd́ılné
opožděńı) levotočivě a pravotočivě polarizované složky.



10.9. VIBRACE JADER 125

zpomalena méně. Amplituda vibraćı hranolku je přitom zvolena tak, aby po pr̊uchodu hranolem byla
vodorovná vlna v̊uči svislé posunuta při stlačeńı o čtvrt vlnové délky zpátky a při natažeńı o čtvrt
vlnové délky dopředu. Složeńım kolmých, vzájemně o λ/4 posunutých vln vzniká kruhově polarizovaná

vlna. V této vlně vektor E⃗ neměńı velikost, ale rotuje kolem směru postupu vlny. Špička šipky popi-
suj́ıćı vektor E⃗ ob́ıhá po šroubovici vinoućı se kolem směru postupuj́ıćı vlny. Při stlačeńı hranolku jde
o vlnu pravotočivou, při natažeńı o vlnu levotočivou. V pr̊umětu do roviny kolmé ke směru postupu vlny
vid́ıme špičku šipky vektoru E⃗ ob́ıhat po kružnici. Při stlačeńı hranolku po směru hodinových ručiček
(obrázek 10.8A), při natažeńı proti směru hodinových ručiček (obrázek 10.8B).

Takto připravené světlo osciluj́ıćı mezi pravotočivou a levotočivou kruhovou polarizaćı necháme
procházet vzorkem, nakresleným na obrázku 10.8 modře. Detektorem, který je časově synchronizován
s vibracemi fotoelastického modulátoru, měř́ıme absorpci pravotočivé a levotočivé vlny. Rozd́ıl mezi
nimi vynáš́ıme jako závislost na vlnové délce, tedy jako spektrum. Z historických d̊uvodu se rozd́ılu
absorpčńıch koeficient̊u pravotočivé a levotočivé vlny ř́ıká elipticita. Sečteme-li totiž r̊uzně pohlcenou
pravotočivou a levotočivou vlnu, źıskáme mı́sto kmitáńı po úsečce elipsu (obrázek 10.8C vpravo). Poměr
dlouhé a krátké poloosy elipsy (elipticita) je přitom úměrný rozd́ılu zmı́něných absorpčńıch koeficient̊u.
Tento rozd́ıl je nulový vždy, když má molekula zrcadlovou rovinu symetrie (když neńı chirálńı). Elipsa
je nav́ıc otočena z d̊uvodu rozd́ılného indexu lomu (rozd́ılné rychlosti š́ı̌reńı) pravotočivé a levotočivé
vlny ve vzorku chirálńı molekuly.

Protože CD záviśı př́ımo na chiralitě, můžeme se z CD spekter dozvědět užitečné informace o pra-
videlných chirálńıch strukturách biomakromolekul. Např́ıklad u neuspořádaných protein̊u pozorujeme
v CD spektrech záporné maximum při 200 nm. Struktury skládaného listu vykazuj́ı pozitivńı maximum
při 198 nm a méně intenzivńı negativńı maximum při 215 nm. Konečně α-̌sroubovice maj́ı pozitivńı
maximum při 190 nm a dvě méně intenzivńı negativńı maxima při 208 nm a 222 nm (obrázek 10.9).

Pokud protein obsahuje r̊uzné druhy sekundárńı struktury, výsledné spektrum si můžeme představit
jako součet tř́ı základńıch spekter (náhodná konformace, skládaný list, α-̌sroubovice) v poměru od-
pov́ıdaj́ıćım zastoupeńı těchto tř́ı konformaćı v proteinu.12 Zpětně můžeme ze spektra odhadnout, jak
velká část proteinu je v jednotlivých konformaćıch. Mohli bychom to udělat ručně, kdybychom odeč́ıtali
elipticitu při třech r̊uzných vlnových délkách a řešili pak soustavu tř́ı rovnic o třech neznámých. V praxi
většinou takovou analýzu svěř́ıme poč́ıtači, který porovná naměřené spektrum se spektry známých pro-
tein̊u a vyhodnot́ı zastoupeńı sekundárńıch struktur v našem vzorku.

Podobné rozd́ıly v CD spektrech můžeme pozorovat i u nukleových kyselin. Analýza spekter nuk-
leových kyselin je ale složitěǰśı, protože každý pár báźı má jiné spektrum (spektra protein̊u záviśı
na druhu aminokyseliny velmi málo). Jako př́ıklad si můžeme ukázat spektra dvoǰsroubovic DNA
tvořených opakuj́ıćı se sekvenćı CG (obrázek 10.10). O této sekvenci je známé, že kromě běžné pra-
votočivé dvoǰsroubovice B a pravotočivé dvoǰsroubovice A může tvořit i levotočivou dvoǰsroubovici
Z se zlomy v pr̊uběhu cukrfosfátové páteře. Na obrázku je vidět, že pravotočivé dvoǰsroubovice maj́ı
podobná (ale rozlǐsitelná) spektra, zat́ımco spektrum levotočivé šroubovice Z (tečkované spektrum) má
přibližně opačný pr̊uběh.

10.9 Vibrace jader

Zat́ım jsme při popisu pr̊uchodu světla prostřed́ım molekul věnovali pozornost jen elektron̊um. Ani
jádra atomů však nelež́ı nehybně v určité poloze. Jádra se v̊uči sobě pohybuj́ı kmitavým pohybem.
Polohu každého atomu můžeme popsat třemi nezávislými souřadnicemi, má tedy tři stupně volnosti.

12Zat́ımco α-̌sroubovice je definovaná úzkým rozmeźım torzńıch úhl̊u ϕ a ψ, ve skládaném listu mohou tyto torzńı
úhly nabývat dosti rozd́ılných hodnot, podle toho, jak je daný list v molekule proteinu zkroucen. Pod pojmem

”
náhodná

struktura“ se pak skrývá pr̊uměr mnoha velmi rozd́ılných konformaćı. Rozklad spektra CD na tři základńı složky proto
představuje určité zjednodušeńı, které může v některých př́ıpadech zavádět systematickou chybu do stanoveného zastou-
peńı sekundárńıch struktur.
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Obrázek 10.9: CD spektra α-̌sroubovice (plná čára), skládaného listu (čárkovaně) a neuspořádaného polypep-
tidu (tečkovaně).
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Obrázek 10.10: CD spektra dvoǰsroubovic DNA tvořených opakovanou sekvenćı CG: dvoǰsroubovice B (plná
čára), dvoǰsroubovice A (čárkovaně) a levotočivá dvoǰsroubovice Z (tečkovaně).



128 KAPITOLA 10. OPTICKÉ METODY
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Obrázek 10.11: Vibrace tř́ıatomové molekuly: a, symetrická valenčńı (in-phase stretching), b, asymetrická
valenčńı (out-of-phase stretching), c, n̊užková (in-plane in-phase bending), d, kývavá (in-plane out-of-phase
bending), e, rotuj́ıćı (out-of-plane in-phase bending), f, twistová (out-of-plane out-of-phase bending). Na obrázku
jsou vibrace v rovině paṕıru znázorněny šipkami, vibrace nad rovinu paṕıru ⊕ a vibrace pod rovinu paṕıru ⊖.
Červeně je vyznačen směr elektrického tranzitńıho momentu jednotlivých vibraćı.

Spoj́ıme-li dva atomy vazbou, stač́ı nám pro popis polohy vzniklé molekuly zase tři souřadnice. Co se
stalo se třemi souřadnicemi druhého atomu? Jsou skryty v daľśıch stupńıch volnosti molekuly, které
jsme dř́ıve nazvali vnitřńımi souřadnicemi. Pro přesný popis molekuly muśıme také udat jej́ı natočeńı
v prostoru, tedy rotaci kolem dvou os kolmých na vytvořenou vazbu. Posledńı stupeň volnosti nám
poṕı̌se vzdálenost jader v molekule, a právě tento stupeň volnosti souviśı s vibraćı (jádra nejsou stále
stejně vzdálena, ale kmitaj́ı kolem rovnovážné polohy). Když přidáme k molekule daľśı atom, z̊ustanou
nám stále tři souřadnice pro popis polohy (těžǐstě) a přibude jeden daľśı parametr pro popis natočeńı
v prostoru (pokud nebude molekula lineárńı). Zbývaj́ı nám tedy ještě tři (u lineárńı molekuly čtyři)
stupně volnosti pro popis vzájemných poloh jader, tedy vibraćı.

Zkusme ted’ prostředńı atom z naš́ı trojice zapojit do makromolekuly a předpokládejme, že vibrace
našich tř́ı atomů jsou zcela nezávislé na vibraćıch makromolekuly13. V tomto zjednodušeńı potřebujeme
tři stupně volnosti na popis polohy naš́ı skupiny vzhledem k makromolekule. Zbývaj́ıćıch šest stupň̊u
volnosti popisuje šest zp̊usob̊u vibrace, které jsou znázorněny na obrázku 10.11.

Zákony kvantové mechaniky vyžaduj́ı, aby jádra kmitala jen s určitými frekvencemi. Stejně jako
elektrony, i jádra se tedy v molekule vyskytuj́ı v určitých stavech. Energie procházej́ıćıho světla může
být proto využita i k přeskok̊um mezi těmito vibračńımi stavy. Každá ze zmı́něných vibraćı má svou
rezonančńı frekvenci14. Intenzita přechod̊u do vyšš́ıch stav̊u pro jednotlivé vibrace je dána opět tran-
zitńımi dipóly (na obrázku červeně). Ty nám vlastně udávaj́ı směr polarizovaného světla rezonuj́ıćıho
s jednotlivými vibracemi. Energetické rozd́ıly jsou pro vibrace jader nižš́ı o jeden až dva řády ve srovnáńı
s elektrony, takže k rezonanci docháźı s infračerveným světlem (frekvence 1013–1014 Hz).

Kvantová mechanika také definuje podmı́nky, za kterých můžeme absorpci v infračervených spek-
trech pozorovat. Důležitá podmı́nka pro to, aby byl tranzitńı dipólový moment nenulový a vibračńı
přechod povolený, se týká stálého dipólového momentu naš́ı funkčńı skupiny (viz Dodatek 19, rov-
nice 19.28). Stálý dipólový moment se muśı během vibraćı měnit (vibrace nesmı́ být symetrická).
Přechody, při kterých se stálý dipólový moment neměńı a jsou v absorpčńıch spektrech zakázané, mohou
být ale povolené v takzvaných Ramanových spektrech, o kterých se zmı́ńıme v sekci 10.10.

Frekvence a energie vibraćı záviśı na hmotnosti jader a śıle vazeb, které je spojuj́ı. Vytvořeńı vod́ıkové
vazby při vzniku sekundárńı struktury tedy pozměńı energetické rozd́ıly vibračńıch stav̊u. Proto můžeme
studovat sekundárńı strukturu i pomoćı vibračńıch spekter. Za chvilku se seznámı́me s nejčastěǰśım
př́ıkladem takové analýzy – s pozorováńım vybraných vibraćı peptidové vazby. V nukleových kyselinách
můžeme podobným zp̊usobem sledovat tvorbu vod́ıkových vazeb během párováńı báźı. Na konformaci
nukleové kyseliny záviśı vibrace fosfodiesterových vazeb.

13Uvědomme si ale, že se tak dopoušt́ıme určité nepřesnosti. Kmitáńı našich tř́ı jader bude spřaženo s vibracemi zbytku
makromolekuly.

14Ve vibračńı spektroskopii je zvykem mı́sto frekvence ν udávat vlnočet ν̃ = 1/λ, zpravidla v jednotkách cm−1.
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Ve vibračńıch spektrech můžeme pozorovat i cirkulárńı dichroismus, pokud použijeme polarizovaného
infračerveného zářeńı. Citlivost takového měřeńı je ale velmi ńızká.

Na závěr pov́ıdáńı o vibraćıch jader atomů se pod́ıváme na konkrétńı př́ıklad využit́ı vibračńıch
spekter, na určováńı sekundárńı struktury atomů pomoćı vibraćı peptidové vazby. Opět použijeme
zjednodušený popis, který vycháźı z předpokladu, že vibrace jednotlivých vazeb jsou do značné mı́ry
nezávislé na pohybech okolńıch atomů. Ze zkušenosti v́ıme, že vibrace kolem 3 400 cm−1 je možné připsat
vazbě N–H, vibrace kolem 1 700 cm−1 je možné připsat vazbě C=O, vibrace kolem 1 650 cm−1 je možné
připsat vazbě C=N. Tento př́ıstup je ale v mnoha př́ıpadech př́ılǐs hrubý. Lepš́ı výsledky poskytne zjed-
nodušeńı opatrněǰśı, které nepracuje s izolovanými dvojicemi atomů, ale rozumně zvolenými funkčńımi
skupinami. V sekci 10.9 jsme si popsali šest možných vibraćı skupiny složené ze tř́ı atomů. Pokud
se vrát́ıme k peptidové vazbě, situace spřažených vibraćı bude ještě složitěǰśı. Můžeme popsat devět
spřažených vibračńıch pohyb̊u čtyř atomů ve skupině CO–NH. V literatuře se těchto devět vibračńıch
mod̊u označuje názvy AMID A, AMID B, AMID I, AMID II, a tak dále až po AMID VII (frekvence vib-
raćı klesá v uvedeném pořad́ı). V praxi se nejčastěji využ́ıvá vibraćı označovaných AMID I a AMID II
(v infračervených spektrech; obrázek 10.12) nebo AMID I a AMID III (v Ramanových spektrech;
obrázek 10.12), jejichž frekvence záviśı na účasti vod́ıku ve vod́ıkové vazbě a tedy na druhu sekundárńı
struktury.

Postup při analýze sekundárńı struktury si můžeme ukázat na př́ıkladu vibrace AMID I. Kdyby vod́ık
peptidové vazby netvořil žádné vod́ıkové vazby, pozorovali bychom vibrace kolem vlnočtu 1670 cm−1.
Ve vodném prostřed́ı se tvoř́ı ale vod́ıkové vazby s molekulami vody, které zpomaluj́ı vibrace AMID I.
V neuspořádaných proteinech můžeme pozorovat zpomalené vibrace AMID I peptidových vazeb vysta-
vených vodě v oblasti 1640–1650 cm−1. Co se stane při vytvořeńı sekundárńı struktury? Vod́ıkové vazby
v α-̌sroubovici jsou slabš́ı ve srovnáńı s vod́ıkovými vazbami s vodou, proto jsou vibrace AMID I o něco
rychleǰśı (1650–1660 cm−1). Naopak vod́ıkové vazby ve skládaných listech jsou silněǰśı než vod́ıkové
vazby s vodou. Vibrace AMID I je proto v této sekundárńı struktuře ještě v́ıce zpomalena (1625–
1640 cm−1). Ve struktuře skládaného listu jsou také vibrace peptidových vazeb vzájemně spřaženy.
Toto spřažeńı se projev́ı ve spektrech daľśı frekvenćı (okolo 1695 cm−1), kterou bychom neočekávali pro
izolovanou peptidovou vazbu. Daľśı neobvyklé vibrace kolem 1670 cm−1 jsou přisuzovány peptidovým
vazbám v ohybech.

Při analýze vibraćı AMID I muśıme překonat některé technické překážky. Prvńı z nich je př́ıtomnost
vibraćı vody okolo 1650 cm−1, které překrývaj́ı nejzaj́ımavěǰśı část spektra. Moderńı př́ıstroje dokáž́ı vib-
race vody od spektra spolehlivě odeč́ıst, dř́ıve se zpravidla měřeńı prováděla v těžké vodě, která vibruje
pomaleji15. Daľśı obt́ıž vyplývá z toho, že vibrace jednotlivých druh̊u sekundárńıch struktur se lǐśı jen
velmi málo a ve spektrech spolu splývaj́ı. Také tento problém pomáhá řešit matematické zpracováńı
spektra. Dnes je proto možné nechat poč́ıtač rozložit spektrum na př́ıspěvky odpov́ıdaj́ıćı jednotlivým
vibraćım (při předem známých vlnočtech) a z poměru jejich intenzit určit zastoupeńı jednotlivých druh̊u
sekundárńıch struktur. Spolehlivě tak lze odhadnout zastoupeńı skládaného listu, trochu problematické
může být rozlǐseńı α-̌sroubovice od neuspořádané části proteinu (jak jsme si řekli, vibrace neuspořádané
struktury značně záviśı na tom, jestli tvoř́ı vod́ıkové vazby s vodou).

10.10 Ramanova spektra

V sekci 10.5 jsme mluvili o rozptylu světla, při kterém nedocháźı k výměně energie s molekulou (elas-
tický rozptyl). Dalo by se očekávat, že pokud ozář́ıme molekulu světlem o vlnové délce, kterou molekula
neabsorbuje, bude mı́t rozptýlené světlo stejnou vlnovou délku. Neplat́ı to tak docela. Když vzorek
molekul ozář́ıme velmi intenzivńım světlem určité vlnové délky (obvykle jde o laserový paprsek), po-
zorujeme v rozptýleném světle nejen světlo stejné vlnové délky, ale i světlo, které vyzářily molekuly,

15Vibrace peptidové vazby jsou v těžké vodě také odlǐsné, protože vod́ık se pomalu vyměňuje s deuteriem. Aby nedošlo
k nedorozuměńı, odlǐsuj́ı se vibrace deuterované peptidové vazby v literatuře čárkou (např́ıklad AMID I′).
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Obrázek 10.12: Vybrané vibrace peptidové vazby.

u nichž nejprve došlo k přechodu do nižš́ıho (nebo vyšš́ıho) vibračńıho stavu. Frekvence tohoto světla je
sńıžena (nebo zvýšena) o př́ıspěvek, který odpov́ıdá rozd́ılu energíı vibračńıch stav̊u, mezi kterými došlo
k přechodu. Závislost intenzity rozptýleného světla na popsané změně frekvence se nazývá Ramanovo
spektrum.

Na čem záviśı intenzita světla pozorovaného v Ramanových spektrech? Pro odpověd’ se muśıme
vrátit do sekce 10.3. Zdrojem rozptýlené vlny jsou vybuzené elektrické dipólové momenty, které od-
pov́ıdaj́ı rozkmitáńı elektron̊u v molekule po dopadu světla16. Stejně jako v př́ıpadě obyčejného vibračńıho
spektra (sekce 10.9) muśı během přechodu doj́ıt ke změně tohoto dipólového momentu. Ale pozor, zde
nejde o stálý dipólový moment, ale o vybuzený dipól. Proto neńı podmı́nkou, aby se měnil stálý dipólový
moment molekuly. Podmı́nkou je změna schopnosti molekuly nechat vybudit elektrické dipóly. Jinými
slovy, změna ochoty přemı́stit své elektrony vlivem vněǰśıho pole (změna polarizovatelnosti) během
vibrace.

Ramanova spektra nám umožňuj́ı studovat vibrace stejně jako infračervená vibračńı spektra. Podmı́nky
pozorovatelnosti určité vibrace jsou ale r̊uzné (v př́ıpadě molekul se středem symetrie jsou dokonce
vibračńı přechody povolené v infračervených spektrech zakázané v Ramanových spektrech a naopak).
Symetrické vibrace jsou dobře viditelné v Ramanových spektrech, zat́ımco nesymetrické vibrace jsou
viditelné v infračervených spektrech. Pomoćı Ramanových spekter tedy můžeme zkoumat sekundárńı
strukturu stejně jako pomoćı infračervených spekter, pouze se muśıme zaměřit na jiné vibrace.

16Vlnová délka dopadaj́ıćıho světla je mnohem kratš́ı, než by odpov́ıdalo přechodu mezi vibračńımi stavy. Z praktických
d̊uvod̊u se použ́ıvá vlnová délka z viditelné oblasti, kterou poskytuj́ı běžné lasery. Zaj́ımavou modifikaćı metody je re-
zonančńı Ramanova spektroskopie, kdy vlnovou délku dopadaj́ıćıho zářeńı voĺıme tak, aby byla molekulou absorbována
při přechodech mezi elektronovými stavy (nikoli mezi vibračńımi stavy jader). Výhodou je značné ześıleńı citlivosti.
Rezonančńı Ramanova spektra můžeme pochopitelně měřit jen pro takové funkčńı skupiny, které absorbuj́ı ve vhodné
oblasti.



Kapitola 11

Výpočetńı metody

11.1 Ćıl výpočetńıch metod ve strukturńı biochemii

Jednou z nejúžasněǰśıch vlastnost́ı př́ırody je všeobecný řád. I ty nejsložitěǰśı děje a jevy ct́ı základńı
př́ırodńı zákony. Dokonce můžeme ř́ıci, že pokud jde o chemii, tak ony nejzákladněǰśı zákony již známe
a umı́me vyjádřit neobyčejně elegantńım a praktickým jazykem matematiky. Drž́ıme v rukou Kámen
mudrc̊u, kĺıč k strukturám všech molekul. T́ım kĺıčem je energie. Jak jednoduchá je ta základńı poučka:
Ze všech stav̊u, ve kterých se může určité množstv́ı atomů vyskytovat, je nejvýhodněǰśı ten stav,
který má nejnižš́ı energii. Zdálo by se tedy, že nic nebráńı velice lákavému záměru: mı́sto zdlouhavého
zkoumáńı struktury neznámé látky tuto strukturu prostě vypoč́ıtat. Vždyt’ stač́ı tak málo, pomoćı rovnic,
které dobře známe, vypoč́ıtat energii všech stav̊u našeho souboru atomů a z nich vybrat stav s nejnižš́ı
energíı, matematicky řečeno, naj́ıt globálńı minimum energie. Tento stav s nejnižš́ı energíı, popsaný
souřadnicemi jednotlivých atomů, by měl být stabilńı strukturou molekuly, kterou hledáme.

Ve strukturńı biochemii nebude našim ćılem poč́ıtat, která konfigurace atomů má nejnižš́ı energii. Již
sama existence izomer̊u naznačuje, že vedle sebe mohou stát molekuly s r̊uznou energíı, aniž by se hned
přeměnily v tu, která je z nich energeticky nejvýhodněǰśı. Stavebnicové uspořádáńı biomakromolekul
je také založeno na tom, že může existovat obrovské množstv́ı konfiguraćı lǐśıćı se pořad́ım základńıch
stavebńıch kamen̊u. Toto pořad́ı neboli sekvenci určujeme experimentálně pomoćı metod popsaných
v kapitole 9.

Ćılem strukturńı biochemie je určit konformaci molekul s předem známou konfiguraćı. Experi-
mentálńı metody určováńı konformace biomakromolekul jsou náročné a zdlouhavé. Možnost vypoč́ıtat
konformaci molekuly se známou konfiguraćı je proto lákavá. Výhody výpočtu ve srovnáńı s experi-
mentálńım určováńım struktury jsou zřejmé na prvńı pohled. Ušetř́ıme práci, čas a peńıze, které bychom
museli vynaložit na experiment. Bez nebezpeč́ı můžeme studovat molekuly jedovaté nebo nestabilńı.
Můžeme dokonce předv́ıdat struktury molekul, které dosud nebyly vytvořeny. Nav́ıc můžeme sledovat
pohyby molekul, které jsou př́ılǐs rychlé nebo pomalé pro experimentálńı metody. Umı́me ale takové
výpočty provádět?

Pro malé molekuly je analýza konformaćı poměrně snadná. Výpočty energíı nejsou sice tak jed-
noduché, jak by se mohlo na prvńı pohled zdát, ale dobré poč́ıtače si s nimi celkem slušně porad́ı.
Přechody mezi jednotlivými konformacemi jsou rychlé, takže můžeme předpokládat, že ve zkumavce
máme takové počty jednotlivých konformer̊u, jaké předpov́ıdaj́ı jejich energie. Vše se ale komplikuje,
když přecháźıme ke složitěǰśım molekulám. Výpočty energíı jsou složitěǰśı a složitěǰśı, takže muśıme
použ́ıvat metody č́ım dál t́ım v́ıce zjednodušené a méně přesné. Přestože i u velkých molekul zpravidla
hledáme konformaci s nejnižš́ı energíı, nemáme jistotu, že se v ńı molekula opravdu nacháźı. Přechody
mezi stavy s r̊uznou konformaćı jsou totiž pro velké molekuly obt́ıžné a může se stát, že molekula po celý
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sv̊uj život setrvá v konformaci s vyšš́ı energíı. Následuj́ıćı stránky by měly ukázat, kam až ve výpočtech
konformaćı biomakromolekul umı́me dnes doj́ıt a jakým zp̊usobem se potýkáme s obt́ıžemi, které ze
složitosti biologicky zaj́ımavých molekul plynou.

11.2 Modely biomakromolekul

Abychom odlǐsili náš popis struktury molekuly od skutečné molekuly, budeme vypoč́ıtanou strukturu
nazývat modelem molekuly. Slovo model budeme použ́ıvat v trochu obecněǰśım významu, než je kon-
strukce z trubiček a kuliček, kterou jsme nazvali modelem v sekci 1.1. Model bude pro nás popisem všech
vlastnost́ı struktury, které nám výpočet poskytne. Samotný výpočet, kterým model źıskáme, můžeme
označit jako molekulové modelováńı.

Modely použ́ıvané ve výpočtech se značně lǐśı v tom, jak věrně molekulu popisuj́ı. Nejbĺıže skutečnosti
jsou modely, které se snaž́ı postihnout chováńı jader i elektron̊u v atomech molekul. Takový popis
vyžaduje použit́ı kvantové mechaniky, protože na chováńı částice tak malé, jako je elektrony, se velmi
silně projev́ı, že se ř́ıd́ı zákony kvantové mechaniky. Kvantových metod je celá řada. Některé jsou velmi
přesné, jiné využ́ıvaj́ı r̊uzných zjednodušeńı, která urychluj́ı výpočet. Ale i ty nejrychleǰśı kvantové me-
tody jsou př́ılǐs pomalé pro rutinńı výpočty konformaćı biologicky zaj́ımavých makromolekul. Kvantové
metody se použ́ıvaj́ı hlavně k výpočt̊um chováńı malých molekul a ke kontrole správnosti jednodušš́ıch
př́ıstup̊u. Je také možné, ale zdaleka ne jednoduché, použ́ıt kvantovou mechaniku k popisu malé části
biomakromolekuly, kde docháźı k chemickým změnám, které kvantový popis vyžaduj́ı. Stručný přehled
kvantových metod je v Dodatku 18.

Náročnost kvantových výpočt̊u vede ke snahám o zjednodušeńı popisu molekul. My se budeme
nejv́ıce věnovat model̊um, ve kterých se snaž́ıme věrně zachytit polohy jednotlivých atomů (přesněji
jejich jader), ale vzdáváme se popisu elektron̊u. Bez elektron̊u nejsme samozřejmě schopni popsat fy-
zikálně správně chemické vazby. Muśıme proto nalézt náhradńı popis interakćı mezi atomy, jak si uve-
deme v části 11.3. Pro takový popis se vžil název molekulová mechanika. Tento př́ıstup zrychluje výpočet
natolik, že můžeme zkoumat i celé proteiny a poměrně dlouhé úseky nukleových kyselin. Konformace
biomakromolekul vypoč́ıtané molekulovou mechanikou pouze na základě sekvence nejsou natolik spo-
lehlivé, abychom se obešli bez experimentálńıch metody určováńı struktury. Přesto hraje molekulová
mechanika ve strukturńı biochemii zásadńı roli. Jednak dokáže dostatečně spolehlivě popsat chováńı
molekul, pokud již máme představu o jejich struktuře. Dále umožňuje dobře předpov́ıdat konformaci bi-
omakromolekul na základě známých struktur molekul s podobnou sekvenćı. Předevš́ım ale molekulovou
mechaniku využ́ıvaj́ı všechny takzvané experimentálńı metody určováńı struktur. Ve většině př́ıpad̊u
totiž experimentálńı chyby a neúplnost naměřených dat vyžaduj́ı, aby detaily výsledné struktury byly
vypoč́ıtány spolehlivou metodou.

Výpočty můžeme urychlit ještě v́ıce, pokud polohy jednotlivých atomů nahrad́ıme polohami větš́ıch
část́ı molekuly. Takovéto hrubozrnné modely použ́ıváme k popisu velkých struktur (např́ıklad biolo-
gických membrán nebo kvartérńıch struktur).

11.3 Molekulová mechanika

Rozd́ıl mezi kvantovou mechanikou a molekulovou mechanikou je ve vztahu k př́ırodńım zákon̊um.
Základńı myšlenka kvantových výpočt̊u je: ,,Č́ım věrněji budou naše metody popisovat př́ırodńı zákony,
t́ım sṕı̌s bude jejich výsledek bĺızký skutečnosti.“ Naopak metody molekulové mechaniky se drž́ı hesla:
,,Nestaráme se o to, jestli jsou naše metody v souladu s př́ırodńımi zákony, ale dbáme o to, aby jejich
výsledek byl bĺızký skutečnosti“.

Pravidla molekulové mechaniky jsou sice svým zp̊usobem umělá, nejsou ale vymyšlena bez ohledu na
fyziku. Molekulová mechanika se oṕırá o popis klasické mechaniky Newtonovy. Mı́sto abychom studovali
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Obrázek 11.1: Zjednodušený popis energie spojené se změnami vazebné délky.
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Obrázek 11.2: Zjednodušený popis energie spojené s deformaćı vazebného úhlu.

jak se chová molekula, vlastně studujeme, jak by se choval jej́ı model z kuliček spojených pružinkami.
Všimněme si, jaký je to rozd́ıl od kvantové mechaniky. V obou př́ıpadech odděĺıme od sebe pohyby
elektron̊u a jader. V kvantové mechanice se výpočet soustřed́ı předevš́ım na elektrony, protože právě
elektrony tvoř́ı vazby a určuj́ı chemické vlastnosti molekul. V molekulové mechanice naopak ignorujeme
elektrony téměř úplně. Něč́ım je ovšem muśıme nahradit.

Vzájemné p̊usobeńı atomů (ve skutečnosti zprostředkované elektrony) napodobujeme t́ım, že atomy
r̊uzně spojujeme ideálńımi pružinkami (obrázek 11.1). Jak si jistě vzpomenete ze středńı školy, energii
dvou kuliček1 spojených ideálńı pružinou2 můžeme popsat rovnićı 11.1

E = Kr(r − r0)
2, (11.1)

kde r je okamžitá vzdálenost kuliček, r0 je rovnovážná vzdálenost kuliček a Kr je tuhost pružiny.
V molekulové mechanice stač́ı dosadit za r0 optimálńı vazebnou vzdálenost a máme energetický popis
dvojice atomů spojených kovalentńı vazbou.

Energii spojenou s deformaćı vazebných úhl̊u můžeme popsat podobně (obrázek 11.2)

E = Kθ(θ − θ0)
2, (11.2)

kde θ je okamžitá hodnota vazebného úhlu a θ0 je nejvýhodněǰśı hodnota vazebného úhlu.
Na torzńı úhel už s pružinkou nevystač́ıme. Muśıme se ptát, jak se asi bude měnit energie, když

budeme točit kolem chemické vazby. Na základě jednoduchých úvah3 dospějeme k rovnici 11.3

E =
Vϕ
2
(1 + cosn(ϕ− ϕ0)), (11.3)

1Přesněji dvou hmotných bod̊u, tedy kuliček nekonečně malých.
2Z pohledu matematiky se taková pružina chová jako harmonický oscilátor.
3Kdybychom měli např́ıklad dvě velké skupiny spojené disulfidovou vazbou, budeme očekávat, že nejvýhodněǰśı bude

torzńı úhel ϕ = ±180 ◦ (trans) a nejméně výhodný torzńı úhel ϕ = 0 ◦ (cis). Takový pr̊uběh energie by dobře popsala
funkce 1

2
(1+cosϕ). V př́ıpadě ethanu budou nejvýhodněǰśı torzńı úhly ϕ = ±180 ◦ (trans) a ϕ = ±60 ◦ (gauche) a nejméně

výhodné torzńı úhly ϕ = ±120 ◦ a ϕ = 0 ◦. Tomuto pr̊uběhu by odpov́ıdala nejlépe funkce 1
2
(1 + cos 3ϕ).
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Obrázek 11.3: Př́ıklad zjednodušeného popisu energie spojené se změnou torzńıho úhlu.

kde Vθ je energie nejméně výhodné konformace, n požadovaný počet minim energie, ϕ okamžitá
hodnota torzńıho úhlu a ϕ0 optimálńı hodnota torzńıho úhlu (obrázek 11.3).

Zde je dobré si uvědomit, v čem se model molekuly popsaný rovnicemi 11.1 až 11.3 lǐśı od fyzického
modelu z kuliček a tyčinek. V př́ıpadě fyzického modelu jsou torzńı úhly omezeny jen požadavkem,
aby do sebe kuličky př́ımo nenarážely. Naopak vazebné délky a úhly jsou přesně dané. Takovým pevně
nastaveným vnitřńım souřadnićım se ř́ıká tvrdé vazné podmı́nky. V modelu popsaném rovnicemi 11.1 až
11.3 nejsou optimálńı hodnoty vazebných délek a úhl̊u takto striktně fixovány, ale pouze zvýhodněny
nižš́ı energíı. Takové omezeńı některých souřadnic takzvanýmiměkkými vaznými podmı́nkami se anglicky
nazývá restraints4. Měkké vazné podmı́nky lépe popisuj́ı skutečné chováńı molekuly, ale vyžaduj́ı, aby
se vazebné délky a úhly pro každou konformaci poč́ıtaly. Když chceme urychlit výpočet, můžeme využ́ıt
tvrdé vazné podmı́nky. Za vazebné délky a úhly dosad́ıme hodnoty, které známe dostatečně přesně
z experimentu a nezaj́ımaj́ı nás možné odchylky od těchto hodnot. T́ım přestanou být vazebné délky a
úhly souřadnicemi (jsou to předem známé konstanty) a roli souřadnic hraj́ı pouze torzńı úhly.

Umělé vztahy představované rovnicemi 11.1 až 11.3 molekulová mechanika kombinuje s elektrickými
interakcemi mezi atomy, které jsme popsali v kapitole 6. Elektrické śıly můžeme popsat rovnicemi
shrnutými v dodatku 16. Nejčastěji se použ́ıvá elektrostatická energie dvou náboj̊u, která klesá s jejich
vzdálenost́ı (rovnice 16.2) a energie disperzńıch sil, které klesaj́ı se šestou mocninou vzdálenosti atomů
(rovnice 16.93). Mezi atomy nav́ıc p̊usob́ı velmi silné odpudivé śıly (Pauliho repulze), které bráńı jejich
kontaktu. Tyto śıly zjednodušeně popisujeme funkćı klesaj́ıćı s dvanáctou mocninou vzdálenosti atomů.
Silová p̊usobeńı popsaná v tomto odstavci můžeme shrnout do rovnice 11.4

E =
A

r12
− B

r6
+ C

Q1Q2

r
, (11.4)

kde Q1 a Q2 jsou náboje atomů, r jejich vzdálenost a A, B, C konstanty úměrnosti.

11.4 Hyperplocha potenciálńı energie

Všimněme si, že energie vyjádřená v rovnićıch 11.1 až 11.4 vždy záviśı bud’ na vzdálenosti atomů, nebo
na vazebném či torzńım úhlu – prostě na nějakých souřadnićıch atomů. Kdybychom vzali jen dvě takové
souřadnice, třeba úhly ϕ a ψ peptidové vazby, mohli bychom si př́ımo graf energie jako funkce souřadnic
zobrazit. Na trojrozměrném grafu, jehož základnou by byl Ramachandran̊uv diagram, bychom viděli
zprohýbanou plochu připomı́naj́ıćı krajinu. Údoĺı by odpov́ıdala výhodným konformaćım s minimálńı
energíı a pohoř́ı by představovala maxima energie (obrázek 11.4). Tato plocha nad Ramachandranovým
grafem se nazývá hyperplocha potenciálńı energie (zkratka PES z ,,potential energy surface“). V makro-
molekule máme souřadnic mnohem v́ıce, takže plochu bychom museli kreslit ne nad dvourozměrným
diagramem, ale nad mnoharozměrným prostorem (takzvaný konformačńı prostor). To sice neumı́me,
ale matematickému určeńı takové nepředstavitelné hyperplochy a hledáńı jejich minim nic nebráńı.

4Restraint je omezeńı, nátlak.
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Obrázek 11.4: Ilustrace hyperplochy potenciálńı energie nad Ramachandranovým diagramem. Nejbližš́ı hluboké
údoĺı odpov́ıdá konformaci α-struktur, za sedlem se skrývá údoĺı odpov́ıdaj́ıćı konformaci v β-listech. Graf
znázorňuje závislost potenciálńı energie proteinu na změnách konformace jedné z aminokyselin.

11.5 Silové pole

Celkovou energii atomů v molekule tedy můžeme popsat jako součet př́ıspěvk̊u jednotlivých atomů
podle rovnic 11.1 až 11.4. K tomu, abychom takový součet uměli spoč́ıtat, muśıme samozřejmě znát
č́ıselné hodnoty všech konstant K, V , A, B, C, r0, θ0, ϕ0. Odkud je ale vźıt, když jsme molekulu popsali
zcela uměle? Jak máme vědět, jakou muśı mı́t tuhost fiktivńı pružinka spojuj́ıćı atomy v našem modelu,
když v́ıme, že v př́ırodě atomy pružinkami spojeny nejsou? Máme dvě možnosti, jak tento problém
vyřešit. Můžeme změřit energii odpov́ıdaj́ıćı kmitáńı atomů a do rovnice 11.1 dosadit za Kr takové
č́ıslo, aby nám vyšla stejná energie jako změřená. Nebo můžeme energii kmitáńı atomů spoč́ıtat na
základě kvantové mechaniky pro malou molekulu a źıskat Kr obdobným postupem. V obou př́ıpadech
muśıme samozřejmě předpokládat, že v naš́ı molekule kmitaj́ı atomy stejně jako v molekule, kde jsme
kmitáńı měřili, nebo jako v malé molekule, pro kterou jsme prováděli kvantový výpočet. Optimálńı
vzdálenosti atomů zase můžeme źıskat z rentgenové strukturńı analýzy krystal̊u, jak o tom bude řeč
v kapitole 12.

Soubor rovnic 11.1 až 11.4 a č́ıselné hodnoty parametr̊u K, V , A, B, C, r0, θ0, ϕ0 pro seskupeńı
atomů, která nacháźıme v biomakromolekulách, se nazývaj́ı silové pole a představuj́ı srdce každé metody
molekulové mechaniky. Postup, kterým se z experimentu nebo z kvantových výpočt̊u určuj́ı parametry
K, V , A, B, C, r0, θ0, ϕ0, se označuje pojmem parametrizace silového pole.

11.6 Implicitńı a explicitńı solvent

Konformace biomakromolekul je do značné mı́ry určena prostřed́ım, ve kterém se nacháźı. Zjednodušený
popis energie umožňuje molekulové mechanice výpočty nejen pro celé biomakromolekuly, ale i pro nej-
bližš́ı okoĺı těchto molekul. Tak je možno studovat biologicky zaj́ımavé molekuly v jejich přirozeném
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Obrázek 11.5: Periodické okrajové podmı́nky pro výpočet struktury proteinu s explicitńım solventem
(znázorněn červenými tečkami).

prostřed́ı, ve vodném roztoku. Tento přitažlivý úkol s sebou pochopitelně nese otázku, jakým zp̊usobem
vodu do výpočtu zahrnout. Vliv rozpouštědla se popisuje jednou ze dvou metod. Prvńı z nich, zvaná
metoda implicitńıho solventu, je výpočetně velmi snadná. Využ́ıvá toho, že śıla elektrických interakćı
je nepř́ımo úměrná elektrické permitivitě prostřed́ı. Nejjednodušš́ıho přibĺıžeńı vodnému prostřed́ı je
tak možné dosáhnout vynásobeńım hodnoty elektrické permitivity vakua ϵ0 v Coulombově zákoně (rov-
nice 6.2) vhodnou konstantou, zvanou relativńı permitivita ϵr. Použ́ıvá se bud’ hodnota ϵr konstantńı,
všude stejná, nebo závislá na vzdálenosti atomů. Výhody i úskaĺı tohoto př́ıstupu jsme už zmı́nili v
části 6.10.

Druhý zp̊usob zahrnut́ı rozpouštědla je mnohem př́ımočařeǰśı. K modelu biomakromolekuly se př́ımo
přidaj́ı modely molekul vody. Tato metoda explicitńıho solventu je samozřejmě výpočetně náročná,
počet atomů, se kterými se poč́ıtá, muśı zahrnovat i atomy vody. Neńı možné obalit makromolekulu jen
tenkou vrstvou molekul vody, vždyt’ v př́ırodě je voda v celém prostoru buňky. Jak ale takové prostřed́ı
namodelovat, aby se nám molekuly vody nerozprchly do prostoru, nebo aby se neprojevily vlivy stěn,
do kterých bychom je uzavřeli? Elegantńı řešeńı nab́ızej́ı takzvané periodické okrajové podmı́nky. Kolem
makromolekuly naprogramujeme krabici, jej́ıž vnitřek pravé stěny se bude zároveň chovat jako vněǰśı
strana levé stěny. Molekula vody, která z krabice uteče pravou stěnou do ńı zároveň levou stěnou znovu
vstouṕı. Totéž bude platit pro předńı a zadńı stěnu a pro dno a v́ıko (obrázek 11.5). Takové zázračné
chováńı lze matematicky jednoduše zař́ıdit. Vlastně odpov́ıdá tomu, jako kdybychom měli identické
krabice s makromolekulou pravidelně poskládány vedle sebe ve všech směrech.
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11.7 Výpočet elektrostatických interakćı

Daľśı komplikaćı, kterou je třeba vyřešit pro rychlý výpočet, je daleký dosah elektrostatických interakćı.
V makromolekule interaguje každý atom s každým. Počet výpočt̊u elektrostatických interakćı by měl
být tedy přibližně úměrný druhé mocnině počtu atomů, což je pro makromolekulu velké č́ıslo. Výpočet
se výrazně zrychĺı, když zanedbáme interakce vzdálených atomů. To můžeme bez obav udělat pro van
der Waalsovy śıly, které se vzdálenost́ı rychle klesaj́ı. Jak ukazuje rovnice 16.2 v Dodatku, elektrosta-
tické interakce klesaj́ı se vzdálenost́ı velmi pomalu. ,,Uř́ıznut́ı“ interakćı v určité vzdálenosti zp̊usob́ı
nepřirozený skok v hodnotách energie, který vede k výpočetńım chybám. Pokud se budeme snažit posu-
nout hranici zanedbáńı co nejdále a zároveň použ́ıváme metodu explicitńıho solventu, dostáváme se do
daľśıch obt́ıž́ı. Hranice zanedbáńı bude větš́ı než rozměry krabice, takže budeme občas poč́ıtat interakce
atomu vody se sebou samým.

Rozumný kompromis mezi přesnost́ı a rychlost́ı výpočtu nab́ıźı metoda PME (Particle Mesh Ewald).
Tato metoda je vhodná zejména pro výpočty nukleových kyselin, v nichž každý nukleotid obsahuje
záporně nabitý fosfát a elektrostatické śıly se proto projevuj́ı velmi výrazně.

Metoda PME zjednodušuje výpočet t́ım, že elektrostatické interakce poč́ıtá pro jednotlivé molekuly
vody jen do určité vzdálenosti od biomakromolekuly. Ve větš́ıch vzdálenostech využ́ıvá skutečnosti, že
energie elektrostatické interakce je úměrná převrácené hodnotě vzdálenosti. Dı́ky tomu, že naše mo-
lekuly jsou umı́stěny v periodicky se opakuj́ıćıch krabićıch, můžeme pro výpočty veličin závisej́ıćıch
na převrácené hodnotě vzdálenosti použ́ıt velmi rychlou výpočetńı metodu založenou na Fourierově
transformaci5.

11.8 Hledáńı lokálńıho minima energie

Základńı myšlenkou molekulového modelováńı je hledáńı stavu molekuly s nejnižš́ı energíı. Energie mo-
lekuly záviśı na množstv́ı proměnných, které popisuj́ı stav atomů v molekule. Proto s energíı zacháźıme
jako s funkćı mnoha proměnných. Kdyby energie závisela jen na jedné proměnné, našli bychom minimum
snadno podle následuj́ıćıch pouček:

• Jestliže je prvńı derivace funkce pro určitou hodnotu proměnné rovna nule, pak má funkce v daném
bodě minimum, maximum, nebo inflexńı bod.

• Jestliže je druhá derivace funkce pro stejnou hodnotu proměnné větš́ı než nula, má funkce v daném
bodě minimum (záporná druhá derivace odpov́ıdá maximu a nulová druhá derivace odpov́ıdá
inflexńımu bodu).

Pokud jde o funkci v́ıce proměnných, nestač́ı k hledáńı minima jediné č́ıslo. Muśıme poč́ıtat derivace
funkce podle všech proměnných. Pr̊uběh funkce v určitém bodě popisuj́ı vektory, které obsahuj́ı prvńı a
druhé derivace v daném bodě podle všech souřadnic. Matematicky se vektor prvńıch derivaćı označuje
jako gradient a vektor druhých derivaćı jako hessián.

Gradient je pro hledáńı minima užitečný, protože ukazuje směr nejprudš́ıho r̊ustu funkce. Minimum
poznáme podle toho, že v daném bodě bude gradient nulový a ve všech okolńıch bodech bude gradient
směřovat pryč od daného bodu6. Když se vydáme z r̊uzných bod̊u proti směru gradientu, měli bychom
skončit ve stejném bodě, v minimu. Pokud tomu tak opravdu je, ř́ıkáme, že náš výpočet konvergoval.

5Fourierova transformace převád́ı pomoćı sumace (součtu) periodickou funkci proměnné x na funkci proměnné 1/x.
Pro tento výpočet existuje velmi rychlý algoritmus. S Fourierovou transformaćı se setkáme později při popisu zpracováńı
difrakčńıch dat a signálu nukleárńı magnetické rezonance.

6Vedle metod založených na derivaćıch, jako je gradientová metoda, je možné použ́ıt i nederivačńı metody, jako je
metoda simplexová (na počátku náhodně zvoĺıme proměnné, ty potom měńıme a sledujeme, které změny vedou ke sńıžeńı
energie). Volba nejvhodněǰśı metody záviśı na počtu proměnných, na tom jak jsme daleko od minima a na tom, jak citlivě
záviśı energie na jednotlivých proměnných. V pr̊uběhu minimalizace bývá užitečné metody stř́ıdat.
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V praktickém výpočtu samozřejmě nedosáhneme naprostou shodu a neměnnost (nulovou derivaci).
Proto muśıme stanovit hranici, pod kterou už jsme ochotni odchylky zanedbat a ř́ıci, že jsme dostatečně
bĺızko minima. Podmı́nky, které tuto hranici definuj́ı, se nazývaj́ı konvergenčńı kritéria.

11.9 Prohledáváńı plochy potenciálńı energie

Hledáńı lokálńıho minima má jedno d̊uležité omezeńı: ,,umı́ běhat jen z kopce“. To znamená, že metoda
dospěje vždy na dno toho údoĺıčka hyperplochy potenciálńı energie, ve kterém se už od začátku nacháźı.
Nás ovšem zaj́ımaj́ı všechna údoĺı, zejména to nejhlubš́ı. Proto se minimalizace popsaná v části 11.8 často
kombinuje s metodami, které nás umı́ přenést i přes pohoř́ı potenciálńı energie. Tyto metody připomı́naj́ı
postup detektiva, který hledá ve městě podezřelé. Může k tomu přistupovat r̊uzným zp̊usobem:

1. Detektiv může postupovat systematicky, d̊um od domu. Tomu odpov́ıdá metoda systematického
prohledáváńı (grid search). Jako př́ıklad si můžeme vźıt opět Ramachandran̊uv diagram. Budeme
systematicky zvyšovat úhly ϕ a ψ po pěti stupńıch a pro každou dvojici úhl̊u vypoč́ıtáme energii.
Abychom prohledali celý diagram, muśıme takových výpočt̊u provést 72 krát 72, to je 5 184.

2. Detektiv může zcela náhodně brát za kliky r̊uzných domů. Podobně my můžeme volit hodnoty
úhl̊u ϕ a ψ náhodně, hodit si vždycky kostkou nebo zatočit ruletou7. Celkem trefně se tyto metody
označuj́ı Monte Carlo.

3. Detektiv může postupovat inteligentně a prohledat nejdř́ıve nejpodezřeleǰśı mı́sta. Odpov́ıdaj́ıćı
metody se označuj́ı př́ızviskem Single-Coordinate Driving (SCD). Na hyperploše potenciálńı ener-
gie neloźıme tvrdoš́ıjně cesta-necesta přes všechny vrcholky, ale hledáme nejpohodlněǰśı pr̊usmyky.
Neprozkoumáme, pravda, celý Ramachandran̊uv diagram, ale projdeme tu část, která je pro
chemika nejzaj́ımavěǰśı (stabilńı konformace). Čas, který ušetř́ıme, můžeme věnovat přesněǰśım
výpočt̊um.

4. Detektiv může sledovat pohyb ve městě a čekat, až pachatel sám doraźı na mı́sto činu8. Takovým
zp̊usobem funguje molekulová dynamika, kterou se budeme zabývat v př́ı̌st́ı části.

11.10 Molekulová dynamika

Molekulová dynamika je metoda napodobováńı pohyb̊u v molekule. Pomoćı této metody můžeme nejen
prohledávat konformačńı prostor, ale studovat i samotné molekulové pohyby. Věrna heslu molekulové
mechaniky, molekulová dynamika nevycháźı z pohybové rovnice kvantové chemie (Schrödingerova rov-
nice), ale použ́ıvá jednodušš́ıho popisu klasickými Newtonovými pohybovými rovnicemi. Postup výpočtu
prob́ıhá podle následuj́ıćıho scénáře.

1. Metoda zač́ıná s modelem molekuly, který je popsán nějakými počátečńımi souřadnicemi atomů
v molekule.

2. Silové pole nám řekne, jaká je energie celé molekuly v mı́stě určeném danými souřadnicemi atomů.

3. Vypoč́ıtáme śıly, které p̊usob́ı na jednotlivé atomy (śıla je derivace energie podle souřadnice).

7V praxi asi použijeme funkci poč́ıtače, která generuje pseudonáhodná č́ısla.
8Problémem tohoto př́ıstupu je, že detektiv mı́sto činu dopředu nezná. Může sedět za komı́nem a rozhĺıžet se, kde se

co děje, část výhledu mu ale budou zakrývat nedaleké mrakodrapy. Pokud bude pachatel loupit v jejich skrytu, z̊ustane
neodhalen.
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4. Podle Newtonova zákona śıly (F = ma) vypoč́ıtáme zrychleńı atomu. Zrychleńı je ovšem změna
rychlosti za časový úsek a rychlost zase změna souřadnice za časový úsek. Když zvoĺıme dostatečně
krátký časový úsek (časový krok), můžeme předpokládat, že se v pr̊uběhu kroku rychlost atomů
neměńı, a snadno vypoč́ıtat změnu souřadnic. Rychlost přitom udává kinetickou energii atomu
v daném čase.

5. Nové souřadnice použijeme mı́sto počátečńıch v kroku 1 a celý postup opakujeme. Śıly, zrychleńı,
rychlosti a souřadnice se měńı po skoćıch (celý postup se označuje jako leap-frog algorithm).

Pro molekulovou dynamiku je velmi d̊uležitá volba správné délky časového kroku. Zvoĺıme-li krok
př́ılǐs krátký, daleko v konformačńım prostoru souřadnic nedoraźıme. Př́ılǐs dlouhý krok nás naopak
vystavuje nebezpeč́ı, že se atomy budou pohybovat konstantńı rychlost́ı př́ılǐs dlouho a dostanou se
daleko od rovnováhy. V př́ı̌st́ım kroku se budou snažit chybu napravit, nasad́ı rychlost opačným směrem,
d́ıky dlouhému kroku se dostanou ještě dál od rovnováhy opačným směrem. Molekula se tak nepřirozeně
rozkmitá, dojde ke srážkám atomů a posléze celý výpočet zhavaruje. Vhodný časový krok by měl být
proto výrazně kratš́ı, než doba vlastńıch vibraćı chemických vazeb. Protože vazba C–H kmitá s periodou
asi 10 fs, použ́ıvá se krok dlouhý jednu femtosekundu (10−15 s).

V kroku 1 našeho scénáře jsme zmı́nili, že výpočet zahajujeme s nějakými počátečńımi souřadnicemi.
Tyto počátečńı souřadnice, které definuj́ı startovńı konformaci, muśıme odněkud vźıt. Za počátečńı
konformaci můžeme zvolit bud’ konformaci, kterou už známe z experimentu (třeba nepřesně), nebo
náhodně sbalenou molekulu.

V kroku 4 jsme popsali, jak ze zrychleńı urč́ıme, o kolik se změnila rychlost atomů. Jakou rychlost́ı se
ale pohybovaly atomy na začátku? Zde si pomůžeme t́ım, že pohyby atomů a molekul se navenek projev́ı
jako teplota. Pokud předpokládáme, že molekula je v takzvané tepelné rovnováze, můžeme vypoč́ıtat sta-
tistické rozděleńı rychlost́ı podle Maxwellovy-Boltzmannovy rovnice9. Jako hodnoty počátečńıch rych-
lost́ı tedy můžeme použ́ıt náhodné rychlosti, které splňuj́ı Maxwellovo-Boltzmannovo rozděleńı pro
zvolenou teplotu. Teplotu můžeme využ́ıt i během výpočtu. Po každém kroku nebo po několika kroćıch
můžeme zkontrolovat vypočtené teploty a vynásobit každou z nich takovým č́ıslem, aby výsledek od-
pov́ıdal požadované teplotě. Tak vlastně donut́ıme molekulu udržovat stejnou teplotu, proto se této
úpravě rychlost́ı ř́ıká termostat. Podobně udržujeme i stálý tlak (barostat).

Jak může takový výpočet molekulové dynamiky vypadat v praxi? Na začátku si zvoĺıme startovńı
konformaci biomakromolekuly, přidáme k ńı molekuly vody a iont̊u (aby byl celý soubor navenek ne-
utrálńı), vypoč́ıtáme počátečńı teploty. Potom necháme makromolekulu v klidu, minimalizujeme ener-
gii vzhledem k souřadnićım atomů molekul vody a iont̊u. Necháme molekuly vody a ionty ustálit
v krátkém výpočtu molekulové dynamiky. Takovým předběžným výpočt̊um ř́ıkáme ekvilibrace systému.
Źıskáme tak (dosud nehybnou) makromolekulu obklopenou vhodně uspořádaným roztokem iont̊u. Po-
tom zaháj́ıme výpočet dynamiky biomakromolekuly. Nejprve postupně zvyšujeme teplotu a uvolňujeme
souřadnice makromolekuly. Po dosažeńı ćılové teploty necháme molekulu nějakou dobu ustálit a pak
sledujeme změny konformace. Tuto část výpočtu označujeme jako produkčńı fázi. Pr̊uběhu změn kon-
formace, který představuje putováńı v mnoharozměrném prostoru, ř́ıkáme trajektorie.

Konformaci můžeme sledovat prostýma očima, když si co chv́ıli (zpravidla po několika stovkách
časových krok̊u) souřadnice atomů zaṕı̌seme a necháme poč́ıtač nakreslit model struktury. Každý
obrázek modelu představuje sńımek makromolekuly v určitém čase, spojeńım těchto sńımk̊u vznikne
film pohybuj́ıćı se makromolekuly. Jiným zp̊usobem popisu trajektorie je graf, do kterého vynáš́ıme,
jak se měńı některý údaj o molekule v čase. T́ımto údajem může být energie nebo středńı kvadratická
odchylka určité souřadnice.

Pohyblivost molekuly jsme si v úvodu této sekce zavedli proto, abychom se mohli pohybovat v celém
konformačńım prostoru, nejen směrem k nejbližš́ımu údoĺı. Dynamika molekul, tak jak jsme si ji

9Podle Maxwellovy-Boltzmanovy rovnice je pravděpodobnost, že se atom o hmotnosti m pohybuje při teplotě T

rychlost́ı v úměrná v2T− 3
2 e

mv2

2kBT , kde kB je Boltzmannova konstanta.
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Obrázek 11.6: Princip metody simulovaného ž́ıháńı. Při zahřát́ı na vysokou teplotu (červená čára) źıská mole-
kula větš́ı kinetickou energii než nejvyšš́ı hradby potenciálńı energie a může dospět do konformace odpov́ıdaj́ıćı
globálńımu minimu energie. Naopak při laboratorńı teplotě (azurová čára) může molekula dospět pouze do
konformace odpov́ıdaj́ıćı lokálńımu minimu.

v předchoźıch odstavćıch popsali, za rozumných teplot nestač́ı k překonáńı vysokých energetických
pohoř́ı. Proto se často provád́ı takzvané simulované ž́ıháńı molekul, znázorněné na obrázku 11.6. To
znamená, že se teplota zvýš́ı na obrovskou hodnotu, často tiśıce Kelvin̊u. Atomy se při této teplotě
pohybuj́ı tak rychle, že jejich kinetická energie je vyšš́ı než jakékoli pohoř́ı na hyperploše potenciálńı
energie. S takovou energíı můžeme nad hyperplochou volně poletovat. Potom molekulu postupně ochla-
zujeme, kinetická energie klesá, až ,,přistane“ v nějakém údoĺı na hyperploše, často daleko od startovńı
konformace. Za biologicky přijatelných teplot se pak molekula pohybuje v rámci nového údoĺı, jehož dno
můžeme nalézt minimalizaćı energie. Když takový výpočet opakujeme s mı́rně odlǐsnými startovńımi
podmı́nkami, je velká naděje, že skonč́ıme v r̊uzných údoĺıch. Takto můžeme prohledat velkou část
konformačńıho prostoru a snad naj́ıt i konformaci s nejnižš́ı energíı.



Kapitola 12

Rentgenová krystalografie

12.1 Virtuálńı náhrada mikroskopu

V kapitole 7 jsme narazili na nepř́ıjemnou skutečnost. Neńı možné sestrojit mikroskop se zvětšeńım
potřebným pro pozorováńı jednotlivých molekul, protože neexistuj́ı čočky schopné zaostřovat ,,světlo“
dostatečně krátké vlnové délky (rentgenové paprsky o vlnové délce kolem 0.1 nm). Čočky mikroskopu
modifikuj́ı dráhu světla jednoduchým zp̊usobem, který můžeme nahradit výpočetńı operaćı. Pod́ıvejme
se na obrázek velmi jednoduchého mikroskopu 12.1A. Co se vlastně v takovém mirkoskopu děje? Na
sledovaný objekt dopadá světlo, které je objektem rozptylováno do všech směr̊u. Čočka mikroskopu láme
roztýlené paprsky a zaostřuje je do obrazu, který může být zvětšený a převrácený, jako v našem př́ıpadě.
Když nahrad́ıme čočku (pro paprsky krátké vlnové délky nedostupnou) zař́ızeńım, které zaznamená, jak
jsou jednotlivé paprsky rozptylovány, mohli bychom z amplitud a fáźı rozptýleného zářeńı vypoč́ıtat,
jak by obraz vypadal. To je podstata určováńı tvaru molekuly pomoćı retgenové difrakce. Posv́ıt́ıme na
molekuly koherentńım zářeńım vhodné vlnové délky (odpov́ıdaj́ıćı vzdálenosti atomů v molekule, tedy
asi 0.1nm) a měř́ıme, jak se na nich rozptyluje světlo. Protože citlivost měřeńı je omezená, nepracujeme
s jedinou molekulou, ale, jak je v biochemii zvykem, s velkým množstv́ım molekul. Připrav́ıme krystal,
ve kterém jsou molekuly uspořádány v pravidelné mř́ıžce. Zářeńı rozptýlené na krystalu je v určitých
směrech mohutně ześıleno. Difrakčńı obrazec, zachycuj́ıćı v kterém směru je zářeńı ześıleno, vypadá
proto tak, jak ukazuje obrázek 12.1B. Každá tmavá skvrna na detektoru nám ř́ıká, že v odpov́ıdaj́ıćım
směru bylo zářeńı ześıleno. Bez tohoto zesilovaćıho efektu krystalu je potřeba použ́ıt extrémně silný
zdroj rentgenového zářeńı. V současnosti jsou na světě dostupné pouze dva takové zdroje (free electron
lasers). Většina strukturńıch experiment̊u proto stále využ́ıvá analýzy krystal̊u.

Pro pochopeńı zesiluj́ıćıho efektu krystalu a hlavně pro vyhodnoceńı pozorovaného difraktovaného
zářeńı je třeba porozumnět tomu, co se s koherentńım zářeńım při rozptylu na molekulách děje. Jak jsme
si již řekli v kapitole 10, elektromagnetická vlna rozkmitává elektrony molekul. V př́ıpadé elastického
rozptylu je každý kmitaj́ıćı elektron zdrojem nového zářeńı (o stejné vlnové délce jako bud́ıćı zářeńı),
které se š́ı̌ŕı do všech směr̊u (obrázek 12.2). Vlny vyzářené r̊uznými elektrony maj́ı tedy stejnou vlnovou
délku, ale v závislosti na poloze elektron̊u v krystalu maj́ı r̊uznou délku optické dráhy a jsou v̊uči sobě
r̊uzně fázově posunuté (obrázek 12.2). Právě na fázovém posunu zálež́ı, jestli se paprsky budou skládat
konstruktivně a zářeńı se ześıĺı (to když maj́ı jednotlivé vlny podobnou fázi), nebo jestli se amplitudy
odečtou a vlny vzájemně vyruš́ı (to když maj́ı fázi opačnou).

Základńı otázka tedy zńı: Kdy maj́ı rozptýlené vlny stejnou fázi? Odpověd’ na tuto otázku vysvětĺı,
proč krystal funguje jako zesilovač rozptýleného zářeńı a proč pozorovaný difrakčńı obrazec krystalu
obsahuje jen omezený počet skvrn.
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Obrázek 12.1: Vlevo princip nejjednodušš́ıho mikroskopu, vpravo př́ıklad difrakčńıch dat.

B

A

Obrázek 12.2: Rozptyl zářeńı na jednom atomu (A) a difrakce na v́ıce atomech (B). Zářeńı do zvýrazněného
směru rozptýlené na modře označených atomech se skládá konstruktivně (vlna š́ı̌ŕıćı se daným směrem má
stejnou fázi), zat́ımco zářeńı rozptýlené na červeně označeném atomu je fázově posunuto.
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12.2 Braggovy roviny

Kdy dojde k rozptylu koherentńıch světelných paprsk̊u tak, aby měly všechny stejnou fázi? Existuj́ı dvě
možnosti:

1. Paprsky maj́ı stejnou délku optické dráhy

Rozptýlené zářeńı se š́ı̌ŕı ze zdroje všemi směry. Představme si, že objektem prolož́ıme rovinu (může
mı́t libovolnou orientaci a můžete si ji představit také jako zrcadlo, jak ukazuje obrázek 12.3A). Jeden
z možných směr̊u š́ı̌reńı rozptýleného zářeńı je takový, že úhel, pod kterým zářeńı vycháźı (úhel odrazu
od pomyslné roviny), se rovná úhlu dopadu zdrojového paprsku na tuto rovinu. Všechny rozptýlené
paprsky, které se od pomyslné roviny ,,odráž́ı“ pod stejným úhlem, pod jakým na rovinu dopadl zdrojový
paprsek, maj́ı stejnou fázi, bez ohledu na to, v kterém mı́stě na rovinu (zrcadlo) dopadly. Obrázek 12.3A
vysvětluje proč. Dva koherentńı paprsky maj́ı ve chv́ıli, kdy protnou úsečku HK stejnou fázi. Prvńı z nich
naraźı na zrcadlo pod úhlem θ v mı́stě označeném K. Z tohoto bodu se š́ı̌ŕı rozptýlené zářeńı všemi
směry, nás ale ted’ zaj́ımá pouze směr s úhlem odrazu θ. Č́ım je tento směr vyj́ımečný? T́ım, že dráha,
kterou muśı urazit druhý paprsek před dopadem (∆′) nav́ıc oproti prvńımu paprsku, je stejná jako
dráha, kterou zase uraźı nav́ıc prvńı paprsek po odrazu (∆). A to bez ohledu na to, jak jsou body K a
L daleko od sebe. Ve chv́ıli, kdy paprsky protnou úsečku LM, maj́ı opět stejnou fázi. Povšimněte si
také, že směr paprsku se po odrazu změńı o dvojnásobek úhlu dopadu, tedy o 2θ. Pokud budeme cht́ıt
z difrakčńıch obrazc̊u určit úhel odrazu od pomyslné roviny, muśıme odchylku difraktovaného paprsku
od p̊uvodńıho směru vždy vydělit dvěma. Kv̊uli analogii mezi odrazem světla od pomyslné roviny
(zrcadla) v krystalu se difrakčńım skvrnám ř́ıká reflexe, protože krystal si můžeme představit jako
soustavu zrcadel (reflektor̊u), která odrážej́ı paprsky do r̊uzných směr̊u. Těmto pomyslným zrcadl̊um
ř́ıkaj́ı krystalografové Braggovy roviny. Zákon odrazu ř́ıká, že úhel odrazu světla od zrcadla se rovná
úhlu dopadu. Tato vlastnost zrcadla zajist́ı, že odražené paprsky si zachovaj́ı stejné relativńı fáze, jako
měly před dopadem na zrcadlo. Dı́ky tomu můžeme v zrcadlech pozorovat obrazy předmět̊u.

2. Rozd́ıl délky optických drah paprsk̊u je roven celoč́ıselnému násobku jejich vlnové délky

Zat́ım jsme se zabývali t́ım, co se stane, když se dva paprsky odrážej́ı od stejné Braggovy roviny. Co
když se ale každý odraźı od jiné roviny1 (obrázek 12.3B)? Délky optických drah těchto paprsk̊u budou
v takovém př́ıpadě r̊uzné. Odražené paprsky proto nebudou mı́t stejnou fázi vždycky, ale jen tehdy,
když bude rozd́ıl délek optických drah paprsk̊u roven celoč́ıselnému násobku vlnové délky λ. Jaká muśı
být vzdálenost Braggových rovin, aby byla tato podmı́nka splněna? Vysvětleńı je na obrázku 12.3B.
Rozd́ıl v délce optických drah paprsk̊u zálež́ı na vzdálenosti pomyslných rovin a na úhlu dopadu zdro-
jového paprsku (úhel odrazu muśı být stejný, jako úhel dopadu). Rozd́ıl v délce optických drah paprsk̊u
odražených od r̊uzných rovin je roven dvojnásobku vzdálenosti ∆. Obrázek 12.3B ukazuje, že úhel HKL
je stejný jako úhel θ. Součet úhl̊u v trojúhelńıku je 180 ◦ a součet úhl̊u KLH a θ je 90 ◦. Pak můžeme
spoč́ıtat, že ∆ = d sin θ. Aby měly paprsky stejnou fázi po rozptylu na r̊uzných rovinách, je třeba, aby
rozd́ıl v délce jejich optických drah (dvojnásobek vzdálenosti ∆) byl roven celoč́ıselnému násobku vlnové
délky zářeńı 2∆ = Nλ (kde N znač́ı přirozené č́ıslo). Závislost mezi vlnovou délkou zářeńı a vzdálenost́ı
mezi Braggovými rovinami je tedy Nλ = 2d sin θ.

Analýza obrázku 12.3 nám poskytla d̊uležitý vztah:

d =
Nλ

2 sin θ
. (12.1)

1Jak ukazuje obrázek 12.3A, fáze je stejná pro paprsky odražené od jakéhokoli mı́sta stejné roviny, proto můžeme body
K a L v rovinách libovolně posouvat.
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Obrázek 12.3: Ohyb zářeńı (difrakce) na Braggových rovinách.

Objekty, které lež́ı na Braggových rovinách rozptyluj́ı světlo tak, že jednotlivé paprsky budou mı́t
shodnou fázi a budou se tedy skládat konstruktivně (jejich amplitudy se budou sč́ıtat). Naproti tomu
objekty, které maj́ı mezi sebou jinou vzdálenost než je vzdálenost Bragových rovin budou rozptylovat
světlo s odlǐsnou fáźı.

Rovnice 12.1, známá jako Bragg̊uv zákon, nám také ř́ıká, že větš́ı úhly ohybu pozorované v difrakčńıch
obrazćıch odpov́ıdaj́ı menš́ım vzdálenost mezi Braggovými rovinami. Tato nepř́ımá úměra je základem
konceptu takzvaného reciprokého prostoru, se kterým krystalografové často pracuj́ı.

Graficky lze vztah 12.1 vyjádřit obrázkem 12.3C. Zeleně, modře a červeně jsou vyznačeny Braggovy
roviny r̊uzně vzdálené od roviny prvńı (černé). Šipky odpov́ıdaj́ıch barev ukazuj́ı směry, ve kterých má
světlo rozptylované na jednotlivých rovinách stejnou fázi (celkový dráhový rozd́ıl 2∆ se rovná vlnové
délce λ).

Pro pochopeńı difrakce je dobré zamyslet se nad t́ım, jaký nejmenš́ı a největš́ı difrakčńı úhel můžeme
pozorovat. Rozptyl světla pod nejmenš́ım (nulovým) úhlem nastane, když se paprsek neodchyluje od
p̊uvodńıho směru (θ = 0 ◦) a dráhový rozd́ıl mezi paprsky rozptýlenými jednotlivými elektrony je
nulový. To odpov́ıdá nekonečné vzdálenosti mezi Braggovými rovinami. Paprsek putuj́ıćı v p̊uvodńım
směru proto nenese žádnou informaci o vzdálenostech, nese pouze informaci o celkovém počtu elektron̊u
(,,hmotě“ objektu) . Naopak největš́ı difrakčńı úhel odpov́ıdá kolmému odrazu (θ = 90 ◦), kdy se paprsek
odráž́ı zpět do směru, ze kterého přiletěl (směr paprsku se měńı o 180 ◦). V takovém př́ıpadě se dráhový
rozd́ıl rovná polovině vlnové délky. To vysvětluje, proč nemůžeme za normálńıch okolnost́ı pomoćı
elektromagnetických (nebo jiných) vln zkoumat objekty menš́ı, než je polovina vlnové délky zářeńı
(takzvaný difrakčńı limit).
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12.3 Difrakce na krystalu

Pro vysvětleńı difrakce jsme použili popis zkoumaného objektu jako soustavy rovin (zrcadel), na kterých
jsou rozmı́stěny elektrony. Zat́ım jsme se ale nezabývali t́ım, jaká je orientace Braggových rovin v krys-
talu. Orientace těchto rovin určuje směry, do kterých krystaly vyśılaj́ı intenzivńı rozptýlené zářeńı.
Nyńı se bĺıže pod́ıváme na to, kde se ony roviny (zrcadla) v krystalu nalézaj́ı. Ideálńı krystal je tvořen
velkým počtem uspořádaných molekul. Nejmenš́ı jednotka krystalu, která se pravidelně opakuje ve všech
směrech, se nazývá elementárńı buňka. Jak jsme si již ř́ıkali, krystal zesiluje rozptýlené zářeńı v určitých
směrech. Intenzivńı rozptýlené zářeńı pozorujeme ve směrech, do kterých rozptyluj́ı r̊uzné elementárńı
buňky zářeńı se stejnou fáźı. Aby měly všechny paprsky v určitém směru stejnou fázi, muśı Braggovy
roviny procházet stejnými body ve všech elementárńıch buňkách. Pak jsou splněny obě podmı́nky, kdy
docháźı k rozptylu rentgenových paprsk̊u tak, aby v určitých směrech měly včechny rozptýlené paprsky
stejnou fázi. Tyto podmı́nky jsou splněny, když bude vzdálenost mezi rovinami (zrcadly) rovna délce
hrany jedné elementárńı buňky v krystalu, nebo když na délku jedné hrany připadne celoč́ıselný násobek
rovin. Na obrázku 12.4A vid́ıme dvojrozměrný krystal s elementárńımi buňkami vyznačenými černě.
Jednotlivé hrany buňek maj́ı velikosti a a b. Červené roviny prot́ınaj́ı hranu a v polovině. Skáčeme-li
z jedné červené roviny na druhou, posuneme se proto o délku hrany a přesně po dvou skoćıch. Hrany b
tyto roviny v̊ubec neprot́ınaj́ı. Červené roviny můžeme proto označit indexem (2 0). Modré roviny jsou
vzdálené o délku hrany a a hranu b neprot́ınaj́ı. Označuj́ı se (1 0), protože do sousedńı buňky nám stač́ı
jeden skok. Zelené roviny děĺı hranu b na tři části, hranu ve směru a neprot́ınaj́ı. Označeńı zelených
rovin je (0 3).

Trochu složitěǰśı př́ıklady Braggových rovin jsou ukázány na obrázku 12.4B. Když se pod́ıváte na
červené roviny, zjist́ıte, že skok na sousedńı rovinu nás posune o jednu hranu elementárńı buňky jak ve
směru a⃗, tak ve směru b⃗. Jde tedy o rovinu (1 1). Modré roviny jsou uspořádány podobně, ale je tu jeden
rozd́ıl. Pokud se skokem na sousedńı rovinu posuneme o jednu délky hrany dál ve směru a⃗, zjist́ıme, že ve
směru b⃗ se ocitneme o jednu buňku zpět. Takovou rovinu označujeme (1−1). U zelených rovin k posunut́ı

o jednu buňku ve směru a⃗ potřebujeme dva skoky, zat́ımco ve směru b⃗ se o buňku dál dostaneme jedńım
skokem. Jde tedy o rovinu (2 1). Kystaly použ́ıvané pro krystalografickou analýzu maj́ı tři rozměry.
K popisu rovin, které je prot́ınaj́ı v r̊uzných mı́stech tak potřebujeme tři č́ısla. V krystalografii se tato
tři č́ısla označuj́ı ṕısmenky h, k, l a nazývaj́ı Millerovy indexy.

Jak v́ıme z kapitoly 10, k rozptylu elektromagnetického zářeńı docháźı předevš́ım na elektronech.
Jakou informaci o poloze elektronu můžeme źıskat z jediné difrakce? Vysvětlili jsme si, že všechny
objekty lež́ıćı na Braggově rovině budou rozptylovat světlo se stejnou fáźı. Č́ım v́ıce objekt̊u bude na
rovinách ležet, t́ım silněǰśı difrakci budeme v daném směru pozorovat. Co když bude ale polovina objekt̊u
ležet na Braggových rovinách a polovina přesně uprostřed mezi nimi? Potom bude mı́t difrakčńı skvrna
velmi malou intenzitu, protože objekty uprostřed Braggových rovin budou rozptylovat světlo v daném
směru přesně s opačnou fáźı, než objekty na rovinách. Obecně se dá ř́ıci, že intenzita difrakčńı skvrny
nám ř́ıká, jak moc jsou objekty soustředěny na rovinách, jejichž vzdálenost a orientace odpov́ıdá úhlu
difraktovaného zářeńı. Fázový úhel difrakčńı skvrny (který nemůžeme př́ımo změřit) udává pr̊uměrnou
polohu objektu ve směru kolmém na př́ıslušnou Braggovu rovinu, neř́ıká ale nic o poloze objektu v této
rovině. Zkusme si to ukázat na př́ıkladu dvou elektron̊u, nakreslených na obrázku 12.3C jako černé
body. Pokud budeme sledovat difrakci v modrém směru, budou mı́t paprsky rozptýlené na jednotlivých
elektronech opačnou fázi a vyruš́ı se, protože spodńı elektron lež́ı přesně uprostřed mezi černou a modrou
rovinou. Pokud budeme sledovat difrakci v zeleném směru, paprsky budou mı́t stejnou fázi a sečtou se,
protože spodńı elektron lež́ı na zelené rovině. Pokud budeme sledovat difrakci v červeném směru, budou
mı́t paprsky r̊uznou fázi. Částečně se tedy sečtou, ale intenzita difrakce bude menš́ı. Z intenzit difrakćı
v r̊uzných směrech tak můžeme spoč́ıtat jaká je vzájemná poloha elektron̊u ve svislém směru (na našem
obrázku), ale ne, jaká je jejich vzájemná poloha ve směru vodorovném.
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Obrázek 12.4: Braggovy roviny v krystalu.

12.4 Strukturńı faktor

Źıskáńı informace o rozmı́stěńı elektron̊u v krystalu představuje jádro rentgenové strukturńı analýzy.
Rozložeńı elektron̊u totiž vykresluje tvar molekuly, který hledáme. Pokud chceme z rozptylu rentge-
nových paprsk̊u na krystalu určit rozmı́stěńı elektron̊u v molekulách, které tvoř́ı krystal, muśıme difrakci
popsat matematickými rovnicemi.

Jak již v́ıme z kapitoly 10, elektromagnetickou vlnu (v našem př́ıpadě rentgenové zářeńı s vlnovou
délkou ≈ 0,1 nm) lze popsat, jako by byla složena z reálné a imaginárńı části (rovnice 10.7). Reálná
část má tvar |E0| cosϕ a imaginárńı část má tvar |E0| sinϕ (je tedy posunuta o 90◦). Abysme zjistili,
jaký bude výsledek interakce dvou vln, stač́ı seč́ıst jejich reálné a imaginárńı složky. Vlny tak můžeme
skládat jako vektory v takzvaném Argandově diagramu (obrázek 12.5), ve kterém kresĺıme jednotlivé
složky v rovině komplexńıch č́ısel. Abychom nemuseli skládat vektory manuálně, poṕı̌seme vektory
pomoćı matematickáho vzorce. Reálná složka |E0| cosϕ a imaginárńı složka |E0| sinϕ elektromagnetické
vlny mohou být popsány v jedné rovnici s použit́ım komplexńıch č́ısel |E0| cosϕ+i|E0| sinϕ. Imaginárńı
jednotka i znač́ı, že složka |E0| sinϕ je orientována kolmo ke směru reálné složky (obrázek 12.5). Pro
daľśı zjednodušeńı můžeme přepsat popis vlny do exponenciálńı formy |E0| cosϕ + i|E0| sinϕ = e−iϕ

(rovnice 10.7). S použit́ım tohoto matematického aparátu můžeme popsat výslednou vlnu po rozptylu
zářeńı na krystalu ve směru definovaném indexy h, k, l. Komplexńı č́ıslo popisuj́ıćı amplitudu a fázi
rozptýleného zářeńı nazýváme strukturńı faktor :

F (h k l) = V

1∫
x=0

1∫
y=0

1∫
z=0

ρ(x y z)e2πi(hx+ky+lz)dxdydz, (12.2)

kde F (h k l) je komplexńı č́ıslo popisuj́ıćı reálnou a imaginárńı složku rozptýleného zářeńı, h, k, l
jsou Millerovy indexy a V je objem elementárńı buňky analyzovaného krystalu. Integraci provád́ıme
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Obrázek 12.5: Argand̊uv diagram.

přes celý objem elementárńı buňky ve všech třech rozměrech vyjádřených frakčńımi souřadnicemi x, y,
z. Tyto souřadnice jsou definovány jako zlomky hran elementárńı buňky, např́ıklad x = 0,25 znamená,
že elektron se nacháźı v jedné čtvrtině elementárńı buňky ve směru hrany a. Hodnota ρ(x y z) je tedy
elektronová hustota v bodě x, y, z v rámci elementárńı buňky.

Při určováńı struktury molekul z rentgenové difrakce se ale nesnaž́ıme spoč́ıtat hodnotu strukturńıho
faktoru. Naopak chceme spoč́ıtat distribuci elektronové hustoty, která nám ukáže tvar molekuly. Rov-
nici 12.2 lze převést do formy vhodné pro výpočet elektronové hustoty pomoćı Fourierovy transformace

ρ(x y z) =
1

V

∑
h

∑
k

∑
l

F (h k l)e−2πi(hx+ky+lz). (12.3)

Jednotlivé členy rovnice jsou stejné, jako v rovnici 12.2. Integrace byla nahrazena sumaćı, protože
k difrakci docháźı pouze ve směrech definovaných parametry krystalu (podle orientace ”zrcadel”určené
Millerovými indexy (h k l)).

Strukturńı faktor je komplexńı č́ıslo, které se skládá z reálné a imaginárńı části, stejně jako světelná
vlna má amplitudu a fázi. Rovnici 12.3 můžeme tedy přepsat jako

ρ(x y z) =
1

V

∑
h

∑
k

∑
l

|F (h k l)|e−2πi(hx+ky+lz)+iα(h k l). (12.4)

Oproti rovnici 12.3 jsme provedli nahrazeńı F (h k l) = |F (h k l)|eiα(h k l), kde |F (h k l)| znač́ı ampli-
tudu a α(h k l) fázi strukturńıho faktoru. Elektronová hustota je vždy reálným č́ıslem.

12.5 Krystalizace biomakromolekul

Pustili jsme se do rentgenové krystalografie biologicky zaj́ımavých makromolekul, aniž bychom si řekli,
jak krystaly tak velkých molekul můžeme źıskat. Přitom úspěch v určováńı struktury biomakromolekul
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záviśı hlavně na tom, jestli se nám podař́ı připravit dostatečně veliký a kvalitńı krystal, abychom jej
mohli použ́ıt jako mř́ıžku pro difrakci rentgenového zářeńı. Pojd’me proto tuto chybu rychle napravit.

Pro pochopeńı procesu krystalizace je nutné vědět něco o chováńı roztok̊u pevných látek. Nazveme-li
nějakou chemikálii ,,pevnou látkou“, znamená to, že za běžných podmı́nek jsou jej́ı molekuly natěsnány
na sebe bez větš́ı volnosti pohybu. Pokud jsou molekuly poskládány pravidelně, mluv́ıme o krystalu.
Co se stane, když takovou pevnou látku vlož́ıme do vody (nebo jiného rozpouštědla)? Bude-li takové
látky málo, jej́ı molekuly se rozděĺı a každá z nich se obaĺı poměrně pravidelnou konstrukćı z mole-
kul rozpouštědla. Takovému stavu ř́ıkáme nenasycený roztok. Rozpustnost většiny látek je ale omezená.
Když budeme pevnou látku do roztoku dále přidávat, dospějeme do stavu, kdy daľśı rozpouštěńı nebude
možné. Připravili jsme nasycený roztok. Koncentrace rozpuštěné látky se tedy nebude dále zvyšovat
a přidaná látka se bude prostě hromadit v pevném stavu. Zvyšováńı koncentrace rozpuštěné látky
můžeme dosáhnout nejen přidáváńım pevné látky, ale také odeb́ıráńım molekul vody – odpařováńım.
Také t́ımto zp̊usobem dojdeme do stavu, kdy nebude možné koncentracilátky dále zvyšovat, ale část se j́ı
začne ukládat v pevném stavu, tedy budovat krystal nebo amorfńı, neperiodickou strukturu. Pro stavbu
krystalu je nejobt́ıžněǰśı položit základy pravidelného uspořádáńı molekul. Proto se bude zásadně lǐsit
situace, kdy odpařujeme roztok látky, ve kterém již krystal př́ıtomný je, od situace, kdy odpařujeme
roztok bez př́ıtomnosti krystalu. V prvńım př́ıpadě se po dosažeńı určité koncentrace budou daľśı mole-
kuly ochotně zařazovat do již př́ıtomného pravidelného uspořádáńı krystalu a krystal poroste. V druhém
př́ıpadě molekuly po určitou dobu ,,nebudou umět“ pravidelnou strukturu vytvořit, i když bude roztok
nasycený. Koncentrace rozpuštěné látky tedy dál bude r̊ust. V takovém př́ıpadě mluv́ıme o přesyceném
roztoku. Při určité koncentraci může být výhodnost pevného stavu tak výrazná, že se prakticky samo-
volně začnou tvořit zárodky krystal̊u, které ihned začnou rychle r̊ust.

Při rychlém odpařováńı docháźı k tomu, že koncentrace roste prudce a brzy se začne tvořit velké
množstv́ı zárodk̊u krystal̊u. Ty sice porostou rychle, ale brzy vyčerpaj́ı rozpuštěnou látku, takže výsledkem
bude obrovské množstv́ı mikroskopických krystalk̊u, které nejsou pro přesné určováńı struktury použitelné.
Při pomalém odpařováńı naopak vzniká nejprve přesycený roztok. Pokud vlož́ıme do přesyceného
roztoku jeden malý krystal, budou se k němu molekuly rozpuštěné látky připojovat a můžeme tak
vypěstovat velký pravidelný krystal. Proto je přesycený roztok, jako stav, ve kterém krystal může r̊ust,
ale samovolně nevzniká, pro pěstováńı velkých krystal̊u velmi d̊uležitý.

Vı́me již, jak z malého krystalu vypěstovat velký. Kde ale vźıt ten malý krystal, když určujeme struk-
turu zkoumané biomakromolekuly poprvé? Muśıme naj́ıt takové podmı́nky krystalizace, kdy připrav́ıme
přesycený roztok a na okamžik zvýš́ıme koncentraci biomakromolekuly natolik, aby vznikl malý počet
zárodk̊u krystal̊u. Pak se vrát́ıme do přesyceného roztoku, ve kterém budou krystaly dále r̊ust.

Obĺıbeným krystalizačńım postupem je metoda viśıćı kapky, ilustrovaná vlevo na obrázku 12.6.
Připrav́ıme si asi mililitr roztoku látky, které krystalografové ř́ıkaj́ı srážedlo. Může to být organická
nebo anorganická s̊ul, organické rozpouštědlo, nebo polyethylenglykol. Z roztoku srážedla odebereme
několik mikrolitr̊u, smı́cháme se stejným objemem roztoku zkoumané biomakromolekuly a kápneme na
vhodně upravené skĺıčko. Koncentrace biomakromolekuly v kapce by měla být taková, aby za dané
koncentrace srážedla byl jej́ı roztok téměř nasycený. Potom umı́st́ıme roztok srážedla do malé nádobky
a skĺıčkem nádobku přikryjeme tak, aby kapka visela nad hladinou srážedla. Nádobka se skĺıčkem muśı
být dobře utěsněna, aby páry vody nemohly unikat ven.

Co se v nádobce bude d́ıt? Koncentrace srážedla v kapce je po smı́cháńı s roztokem biomakromo-
lekuly polovičńı ve srovnáńı s roztokem srážedla v nádobce. Tento rozd́ıl koncentraćı se bude během
času vyrovnávat. Pokud je srážedlo netěkavé, bude k vyrovnáváńı docházet tak, že molekuly vody se
budou vypařovat z viśıćı kapky a koncentrovaný roztok srážedla je bude postupně absorbovat. Protože
objem kapky je mnohem menš́ı, než objem roztoku srážedla (obvykle zhruba tiśıckrát), objem viśıćı
kapky se ztrátou vody zmenš́ı přibližně na polovinu. Během zmenšováńı kapky poroste koncentrace
biomakromolekuly, vznikne přesycený roztok a v určitém okamžiku může doj́ıt k vytvořeńı zárodku
krystalu (takzvaného nukleačńıho centra). Tento krystalek začne r̊ust a během r̊ustu se spotřebuje část
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Obrázek 12.6: Krystalizačńı metody viśıćı kapky (vlevo), sed́ıćı kapky (uprostřed) a mikrodávek (vpravo).

biomakromolekul, takže jejich koncentrace v roztoku poklesne na úroveň přesyceného roztoku, v ńıž
jsou krystaly stabilńı, ale nová nukleačńı centra nevznikaj́ı. V ideálńım př́ıpadě poklesne koncentrace
dř́ıve, než se stač́ı vytvořit v́ıce zárodk̊u, a v kapce nám poroste jediný krystal. Takové ideálńı (nebo
alespoň téměř ideálńı podmı́nky) neńı snadné nalézt, obvykle je nutné vyzkoušet r̊uzné koncentrace
řady srážedel.

Metoda viśıćı kapky má r̊uzné alternativy. Pokud nám nestač́ı objem kapky, kterou kapilárńı śıly
udrž́ı viset na v́ıčku, můžeme použ́ıt metodu sed́ıćı kapky (obrázek 12.6 uprostřed). Moderńı laboratoře
svěřuj́ı zdlouhavé hledáńı vhodných podmı́nek automatickým robot̊um, pro které je výhodná metoda
mikrodávek (microbatch method). Při ńı je do parafinového oleje umı́stěno velké množstv́ı kapiček s roz-
tokem obsahuj́ıćım srážedlo a biomakromolekulu (obrázek 12.6 vpravo). V oleji nedocháźı k odpařováńı
vody, takže se muśıme strefit do podmı́nek, kdy je již na začátku koncentrace biomakromolekul taková,
aby vzniklo jen malé množstv́ı zárodk̊u krystal̊u. Tyto větš́ı nároky na počátečńı složeńı jsou vyváženy
t́ım, že automat může vyzkoušet mnohem v́ıce počátečńıch podmı́nek.

Jak vid́ıme, pěstováńı krystal̊u biomakromolekul je sṕı̌se uměńı založené na pokusu a omylu, než
vědecká discipĺına. Jsme-li úspěšńı, na konci našeho snažeńı nás čeká krásný pravidelný krystal o rozměrech
desetin milimetru. Zaj́ımavěǰśı než vněǰśı vzhled je ale uspořádáńı molekul v takovém krystalu.

Možná vás překvaṕı, jak výrazně se krystaly biomakromolekul lǐśı od toho, co nám při slově krystal
většinou vytane na mysli a co zpravidla odráž́ı naše znalosti o obsahu slánky či cukřenky. Složité makro-
molekuly maj́ı dosti nepravidelný tvar a je pro ně proto obt́ıžné nalézt pravidelné krystalové uspořádáńı.
Krystal proto obsahuje r̊uzné dutinky mezi jednotlivými makromolekulami, které jsou vyplněny krys-
talizačńım roztokem. Objem roztoku je často srovnatelný s objemem zkoumané molekuly (koĺısá mezi
30% až 70% celkového objemu krystalu makromolekul). Dutinky mezi makromolekulami jsou dost
velké na to, aby se v nich mohla voda poměrně volně pohybovat. Př́ıtomnost dutinek má pro krystalo-
grafa př́ıjemné i méně př́ıjemné d̊usledky. Značná volnost molekul vody a některých část́ı makromolekul
zp̊usobuje, že se makromolekuly mohou v krystalu částečně pohybovat a přesnost určováńı struktury je
proto horš́ı, než v př́ıpadě krystal̊u malých molekul, které bývaj́ı těsně uspořádané . Na druhou stranu
voda v dutinkách zaručuje, že ani v krystalu neńı biomakromolekula př́ıtomná v ,,suchém stavu“.
Prostřed́ı, v kterém se molekula nacháźı, se sṕı̌se podobá velmi koncentrovanému roztoku a struktury
biomakromolekul v krystalech se většinou velmi podobaj́ı strukturám v roztoku, o kterých bude řeč
v kapitole 14.

12.6 Měřeńı difrakce

Od př́ıpravy krystalu nyńı postouṕıme k vlastńımu měřeńı. Př́ıstroj pro měřeńı difrakce (difraktometr)
má tři hlavńı části: zdroj rentgenového zářeńı, zař́ızeńı pro uchyceńı krystalu v r̊uzných polohách (go-
niostat) a detektor.
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Zdroj zářeńı

Rentgenové zářeńı je elektromagnetické vlněńı o velmi krátké vlnové délce, tedy vysoké energii. Obecně
jsou zdrojem elektromagnetických vln nabité částice, které měńı směr nebo rychlost pohybu. V klasické
Roentgenově lampě docháźı k vyzařováńı, když elektrony urychlené v silném elektrickém poli prudce
brzd́ı při dopadu na kladnou elektrodu. Pro měřeńı difrakce biomakromolekul se ale dnes již většinou
použ́ıvaj́ı jako zdroje zářeńı synchrotrony. V tomto př́ıpadě už lze těžko hovořit o př́ıstroji, protože
může j́ıt o zař́ızeńı velikosti malého městečka. V synchrotronech jsou elektrony urychlené v lineárńıch a
kruhových urychlovač́ıch na rychlost bĺızkou rychlosti světla a přivedeny do takzvaného akumulačńıho
prstence. V něm se pohybuj́ı po přibližně kruhové dráze, která se skládá z rovných úsek̊u spojených
ohybovými magnety. V každé zatáčce vyzařuj́ı elektrony úzký paprsek velmi intenzivńıho polarizovaného
elektromagnetického zářeńı. Protože pro většinu měřeńı potřebujeme zářeńı o jedné vlnové délce, je
d̊uležitou součást́ı zdrojemonochromátor, zař́ızeńı, které nám umožńı vybrat zářeńı s přesně definovanou
vlnovou délkou.

Goniostat

Během měřeńı je krystal uchycen v takzvaném goniostatu, který umožňuje krystalem během měřeńı
otáčet. V některých experimentech se použ́ıvá goniostat, který umožňuje krystal natočit podle v́ıce os a
tak jej orientovat libovolným zp̊usobem. Většinou ale vystač́ıme s jednoosým goniostatem, který otáč́ı
krystalem tam a zpátky v rozsahu několika stupň̊u.

Detektor

Intenzitu paprsk̊u difraktovaných na krystalech biomakromolekul v r̊uzných směrech měř́ıme pomoćı
plošných detektor̊u2, zaznamenávaj́ıćıch intenzitu a polohu dopadaj́ıćıch paprsk̊u. Př́ıkladem může být
film citlivý na rengenové paprsky, obrazová deska3 (image plate), nebo polovodičový detektor typu
fotodiodových poĺı nebo CCD (charge-coupled device, použ́ıvá se v digitálńıch fotoaparátech). Výsledkem
měřeńı je difrakčńı sńımek (obrázek 12.1B)

12.7 Vyhodnoceńı dat

Zpracováńı naměřených dat můžeme rozdělit do tř́ı krok̊u. Nejprve muśıme určit mř́ıžkové parametry a
orientaci krystalu (vektory a⃗, b⃗, c⃗). Známe-li mř́ıžkové parametry a orientaci krystalu, známe ,,adresy“
(indexy h, k, l) mı́st, kde můžeme reflexe pozorovat. Vı́me tedy, v kterém mı́stě na detektoru máme
měřit intenzitu I.

V daľśım kroku muśıme určit celkové intenzity jednotlivých reflex́ı, odeč́ıst pozad́ı a stanovit chybu
měřeńı.

Ve třet́ım kroku redukujeme naměřené intenzity na amplitudy strukturńıch fakor̊u. Intenzity naměřené
detektorem jsou úměrné druhé mocnině absolutńı hodnoty strukturńıho faktoru. Konstanty úměrnosti
ale záviśı na řadě daľśıch faktor̊u: na objemu krystalu, na rychlosti, se kterou krystalem otáč́ıme, na
absorpci zářeńı krystalem, na polarizaci zářeńı, na postupném poškozováńı krystalu dopadaj́ıćım rentge-
novým zářeńım. Tyto vlivy se mohou lǐsit pro jednotlivé reflexe, proto muśı být provedeny r̊uzné opravy
naměřených intenzit, abychom źıskali porovnatelné hodnoty. Tato část zpracováńı výsledk̊u difrakčńıho
pokusu, kdy určujeme velikost amplitudy strukturńıch faktor̊u, se nazývá redukce dat. Pro výpočet map

2V př́ıpadě malých molekul lze měřit intenzitu zářeńı v jednom směru pomoćı fotonásobiče se scintilačńım krystalem,
který vyzařuje viditelné světlo po dopadu rentgenového zářeńı. V tomto př́ıpadě opakujeme měřeńı s orientacemi krystalu
a detektoru, které odpov́ıdaj́ı jednotlivým reflex́ım. V př́ıpadě makromolekul je ale reflex́ı tolik, že je neńı možné jednotlivě
proměřovat.

3Jde o moderńı obdobu fotografické desky, která se nevyvolává ponořeńım do vývojky, ale čte pomoćı laseru a fo-
tonásobiče.
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Obrázek 12.7: Strukturńı faktor trojice elektron̊u. Vlevo je znázorněna poloha tř́ı elektron̊u mezi Braggovými
rovinami, vpravo Argand̊uv diagram ukazuj́ıćı sč́ıtáńı strukturńıch faktor̊u jednotlivých elektron̊u (strukturńı
faktory a elektrony jsou nakresleny stejnými barvami). Černá šipka představuje výsledný strukturńı faktor.

elektronové hustoty potřebujeme ještě zjistit fázi jednotlivých strukturńıch faktor̊u. To je úkol natolik
složitý, že mu věnujeme samostatnou diskusi.

12.8 Řešeńı fázového problému

Výsledkem difrakčńıho experimentu jsou skvrny v difrakčńım obrazci. Každá z těchto skvrn odpov́ıdá
vlně š́ı̌ŕıćı se daným směrem, vlně s určitou amplitudou a fáźı. Vlnová rovnice v komplexńım tvaru (rov-
nice 10.7) dokumentuje, že vlnu můžeme popsat pomoćı komplexńıho č́ısla. Pro přehlednost je užitečné
znázornit toto komplexńı č́ıslo graficky, jako vektor v rovině, kde vodorovná souřadnice udává reálnou
složku a svislá imaginárńı složku. Amplituda pak odpov́ıdá délce šipky znázorňuj́ıćı vektor a fázi popisuje
úhel, o který je šipka otočena od reálného směru. Skládáńı rozptýlených vln lze graficky zobrazit jako
součet vektor̊u popisuj́ıćıch jednotlivé vlny. Př́ıklad pro tři elektrony je ukázán na obrázku 12.9. Rozptyl
v určitém směru odpov́ıdá odrazu na Braggových rovinách určité vzdálenosti. Fáze vln rozptýlených na
jednotlivých elektronech záviśı na tom, jak kde se daný elektron nacháźı mezi Braggovými rovinami:
elektron přesně uprostřed mezi rovinami rozptyluje s opačnou fáźı, než elektron lež́ıćı př́ımo na Braggově
rovině (na obrázku maj́ı vektory popisuj́ıćı rozptyl na těchto elektronech opačný směr). Výsledný černý
vektor odpov́ıdá strukturńımu faktoru trojice elektron̊u, který popisuje výslednou vlnu rozptýlenou
v daném směru.

Rovnice 12.2 nám ř́ıká, že strukturńı faktory pro rozptyl v r̊uzných směrech (tedy pro r̊uzné body
reciproké mř́ıžky popsané Millerovými indexy h, k, l odpov́ıdaj́ıćı jednotlivým difrakčńım skvrnám)
jsou dány Fourierovou transformaćı rozložeńı elektronové hustoty v elementárńı buňce. Pro nás je zvlášt’

d̊uležité to, že Fourierova transformace funguje i opačným směrem, takže ze strukturńıho faktoru bychom
mohli př́ımo vypoč́ıtat rozložeńı elektronové hustoty. A struktura molekuly je dána právě výskytem
elektron̊u. Opačnou Fourierovu transformaci můžeme matematicky popsat rovnićı 12.3.

Ukázali jsme si, že rovnici 12.3 můžeme přepsat jako
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|F (h k l)|e−2πi(hx+ky+lz)+iα(h k l) (12.5)

(rovnice 12.5), kde |F (h k l)| znač́ı amplitudu a α(h k l) fázi strukturńıho faktoru.
Kdybychom uměli měřit amplitudu i fázi strukturńıho faktoru, stačilo by prostě nechat poč́ıtač

zpracovat naměřená data podle rovnice 12.5. Źıskali bychom ihned rozložeńı pravděpodobnosti výskytu
elektron̊u v elementárńı buňce (takzvanou mapu elektronové hustoty), což je vlastně tvar molekuly.

Ve skutečnosti ale během experimentu pouze naměř́ıme, kolik foton̊u v daném směru dopadne na
detektor, ne jakou maj́ı fázi. Počet foton̊u je úměrný druhé mocnině amplitudy vlny, informaci o fázi
ztráćıme. Této komplikaci ř́ıkáme fázový problém a velká část krystalografie je věnována jeho řešeńı.

12.9 Pattersonova mapa

Rovnice 12.3 nám ř́ıká, jak bychom źıskali elektronovou hustotu, kdybychom provedli Fourierovu trans-
formaci strukturńıch faktor̊u. Patterson si položil otázku, co źıskáme, když mı́sto toho spoč́ıtáme Fou-
rierovu transformaci toho, co nám poskytne měřeńı, tedy Fourierovu transformaci druhých mocnin am-
plitud strukturńıho faktoru. Takový výpočet je ekvivalentńı rovnici 12.3, ve které použijeme pro všechny
fázové úhly α hodnotu 0 ◦. Mı́sto mapy elektronové hustoty źıskáme jinou mapu, zvanou Pattersonova
mapa. Tato mapa je v krystalografii velmi užitečná.

Pattersonova mapa je mapou meziatomových vektor̊u. Jinými slovy, pokud bychom v mapě elek-
tronové hustoty nalezli vysokou hustotu elektron̊u v mı́stě popsaném vektorem r⃗1 a v mı́stě popsaném
vektorem r⃗2, v Pattersonově mapě bychom viděli maxima v mı́stech pospaných vektory r⃗1− r⃗2 a r⃗2− r⃗1.
Výšky maxim by přitom odpov́ıdaly součinu výšek maxim v mı́stech r⃗1 a r⃗2 mapy elektronové hustoty.
Na obrázku 12.8 je ukázka Pattersonovy mapy jednoduché molekuly. Pattersonova mapa je vlastně
kombinace několika posunutých obraz̊u molekuly, s t́ım, že každý z obraz̊u je posunut tak, aby jeden
atom ležel v počátku buňky. Protože mapa zobrazuje vektory typu r⃗1 − r⃗2 i r⃗2 − r⃗1, najdeme v ńı
i převrácené obrazy molekuly.

Pokud neńı atomů moc, můžeme z Pattersonovy mapy určit p̊uvodńı polohy atomů v elementárńı
buňce. Pattersonova mapa nám tedy umožńı źıskat tvar molekuly i bez znalosti fáze! S rostoućım počtem
atomů takový postup ale brzy selhává. Z poloh N atomů v elementárńı buňce můžeme sestavit N2−N
nenulových rozd́ılových vektor̊u. Pro desetiatomovou molekulu tak źıskáme mapu s devadesáti maximy,
kterou je možné rozumně analyzovat. Ale pro malý protein skládaj́ıćı se z tiśıce atomů bude Pattersonova
mapa obsahovat 999 000 maxim, která splynou v nerozlǐsitelnou směs. V kombinaci s daľśımi triky je
ale Pattersonov̊uv př́ıstup základem metod řešeńı fázového problému v krystalografii velkých molekul.

12.10 Metoda molekulárńıho přemı́stěńı

Metoda molekulárńıho přemı́stěńı (molecular replacement) je dnes nejběžněǰśım zp̊usobem řešeńı fázového
problému. Tato metoda umožňuje vyřešit fázový problém v př́ıpadě, že máme dobrý model molekuly,
jej́ıž strukturu určujeme. Celkový postup si můžeme shrnout do čtyř krok̊u:

• Nalezeńı vhodného modelu

• Umı́stěńı modelu do souřadné soustavy popisuj́ıćı krystalovou mř́ıžku skutečného krystalu, tak aby
difrakčńı obrazce vypoč́ıtané z modelu umı́stěného do krystalové mř́ıžky co nejlépe odpov́ıdaly
skutečně naměřeným difrakčńım obrazc̊um

• Výpočet amplitud a fáźı strukturńıho faktoru z modelu umı́stěného do krystalové mř́ıžky
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Obrázek 12.8: Pattersonova mapa. Na obrázku A je černě zobrazena jednoduchá molekula v zelené elementárńı
buňce. Obrázek B ukazuje posunut́ı molekuly vedoućı k překryvu atomů. Obrázek C představuje několik buněk
Pattersonovy mapy této molekuly.

Prvńı krok (nalezeńı vhodného modelu) znamená, že již dř́ıve někdo vyřešil strukturu dostatečně
podobné molekuly, což je dnes již běžný př́ıpad, nebo že můžeme model molekuly spolehlivě předpovědět
např́ıklad metodami popsanými v části 15.13. Podobnost terciárńıch struktur dvou protein̊u většinou
odráž́ı podobnost jejich primárńıch struktur, takže srovnáńım sekvenćı źıskáme dobrý odhad toho,
zda bude molekulárńı přemı́stěńı úspěšné. Pokud je známá struktura dostatečně kompletńı a sekvence
obsahuj́ı alespoň 40% identických aminokyselin, je velká naděje, že metoda molekulárńıho přemı́stěńı
nám umožńı vypoč́ıtat fázové úhly strukturńıch faktor̊u.

Druhý krok molekulového přemı́stěńı vyžaduje, abychom modelovou strukturu vložili ve správné
orientaci a do správného mı́sta v rámci elementárńı buňky našeho krystalu. Tuto orientaci a mı́sto
pochopitelně neznáme. Modelem jsou pouze souřadnice atomů, které mohou pocházet z predikce popsané
v části 15.13, mohou být vypoč́ıtané v roztoku pomoćı nukleárńı magnetické rezonance, nebo z difrakce
na krystalu s úplně jinou krystalovou mř́ıžkou. Správnou orientaci a správné mı́sto muśıme hledat tak,
že pro r̊uzné orientace modelu v r̊uzných mı́stech krystalové mř́ıžky spoč́ıtáme, jak by vypadal difrakčńı
obrazec. Pro správně umı́stěný model se muśı vypoč́ıtaný obrazec shodovat se skutečně naměřeným.

K tomu, abychom molekulu natočili, muśıme určit tři rotačńı úhly, a k tomu, abychom ji umı́stili
v elementárńı buňce, muśıme zadat tři polohové parametry, popisuj́ıćı posunut́ı v prostoru. Obecně
je molekulové přemı́stěńı šestirozměrný problém. Většinou lze ale úkol řešit ve dvou kroćıch, nejdř́ıve
spoč́ıtat orientaci a pak správně natočenou molekulu posunout do správného mı́sta.

K pochopeńı rotačńıch a translačńıch funkćı nám pomůže Pattersonova mapa. Ačkoli pro mole-
kulu velikosti proteinu neźıskáme rozlǐsené rozd́ılové vektory, zp̊usob jejich akumulace je specifický pro
strukturu a orientaci makromolekuly. Vektory v Pattersonově mapě můžeme rozdělit na dva druhy.
Intramolekulárńı vektory (mezi atomy v téže molekule) záviśı pouze na orientaci, ne na pozici molekuly
v buňce. Intermolekulárńı vektory (mezi atomy r̊uzných molekul) záviśı na natočeńı i na pozici, takže po
určeńı správné orientace nám pomohou naj́ıt potřebné posunut́ı. Protože vzdálenosti v rámci molekuly
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jsou v pr̊uměru kratš́ı, intramolekulárńı vektory jsou většinou kratš́ı. Proto můžeme rotaci spoč́ıtat,
když použijeme pouze část Pattersonovy mapy v okoĺı počátku.

Třet́ım krokem je výpočet strukturńıho faktoru z modelu umı́stěného do skutečné krystalové mř́ıžky
podle rovnice 12.2. Využ́ıváme přitom toho, že ze známé elektronové struktury (spoč́ıtané ze souřadnic
modelu) molekuly umı́stěné ve známé krystalové mř́ıžce (určené zp̊usobem zmı́něným v části 12.7)
můžeme spoč́ıtat amplitudy i fáze strukturńıho faktoru ve všech směrech popsaných indexy h, k, l.
Vypoč́ıtané amplitudy pro správnou orientaci a mı́sto modelu muśı odpov́ıdat amplitudám naměřeným
ve skutečném experimentu.

Posledńım krokem je nahrazeńı experimentálně nedostupných fáźı skutečné molekuly fázemi spoč́ıtanými
z modelu v třet́ım kroku. Kombinaćı těchto vypoč́ıtaných fáźı se skutečně naměřenými amplitudami
źıskáme celý strukturńı faktor skutečné molekuly. Z tohoto strukturńıho faktoru pak můžeme podle
rovnice 12.5 vypoč́ıtat elektronovou hustotu zkoumané molekuly. Ačkoli se vypoč́ıtaná elektronová hus-
tota bude od skutečné trochu lǐsit (fáze pocházej́ı z modelu, který se od zkoumané molekuly trochu
lǐśı), při vhodné volbě modelu bude dobře odpov́ıdat tvaru zkoumané molekuly. Metoda molekulového
přemı́stěńı skrývá ale jedno úskaĺı. Fáze strukturńıho faktoru má na tvar elektronové hustoty mnohem
větš́ı vliv, než amplituda. Pokud nebude model zvolen správně (bude mı́t výrazně jinou strukturu,
než zkoumaná molekula), bude se rozložeńı elektronové hustoty podobat v́ıce modelu, než struktuře
zkoumané molekuly.

12.11 Př́ımé metody

Pokud předpokládáme, že se molekuly skládaj́ı z atomů podobných tvar̊u s kladnou elektronovou hus-
totou, můžeme nalézt statistickou závislost mezi sadami strukturńıch faktor̊u. Tyto vztahy nám mohou
pomoci naj́ıt hodnoty fáźı. Zmı́něné statistické závislosti jsou dostatečně výrazné pouze pro krystaly
s velmi vysokým rozlǐseńım a nepř́ılǐs velkým počtem atomů v elementárńı buňce (v řádu stovek). Proto
jsou př́ımé metody použitelné k určeńı struktur protein̊u jen výjimečně. V rámci experimentálńıch
př́ıstup̊u k řešeńı fázového problému jsou ale př́ımé metody užitečné.

12.12 Metody izomorfńıho nahrazeńı

Metody izomorfńıho nahrazeńı jsou založeny na předpokladu, že dokážeme krystal modifikovat tak,
abychom ovlivnili strukturńı faktor, ale ne strukturu a uspořádáńı makromolekul v krystalové mř́ıžce.
Ze zp̊usobu, jakým změńıme strukturńı faktor, se pak snaž́ıme odhadnout hodnoty fáźı. Důležité je,
abychom zavedené změny dokázali popsat malým počtem parametr̊u. Proto se snaž́ıme nahradit některé
atomy makromolekuly (nebo na ni navázat) atomy s výrazně větš́ım počtem elektron̊u. Takové atomy,
běžně označované jako těžké atomy, významně ovlivńı intenzity rozptýlených paprsk̊u. Elektrony jednoho
atomu jsou soustřed’eny do malého prostoru, nacházej́ı se tedy všechny přibližně ve stejné vzdálenosti
od Braggových rovin a maj́ı proto v podstatě stejnou fázi. Proto je př́ıspěvek jednoho atomu ke struk-
turńımu faktoru úměrný počtu elektron̊u daného atomu. Na rozd́ıl od toho se elektrony r̊uzných atom̊u
vyskytuj́ı v rozd́ılných polohách vzhledem k Braggovým rovinám a rozptyluj́ı tedy zářeńı s rozd́ılnou
fáźı. Jejich kombinovaný př́ıspěvek ke strukturńımu faktoru je proto relativně malý. Když vezmeme
do úvahy, že intenzita rozptýleného zářeńı je úměrná druhé mocnině amplitudy strukturńıho faktoru
(délky šipky), pochoṕıme, proč jeden atom uranu, který má patnáckrát v́ıc elektron̊u než uhĺık, přispěje
k intenzitě rozptýlených paprsk̊u přibližně stejně, jako 225 atomů uhĺıku.

Většina biomakromolekul se ovšem skládá pouze z ,,lehkých“ prvk̊u. Jak jsme si řekli v sekci 12.5,
krystaly biologicky zaj́ımavých makromolekul obsahuj́ı velké množstv́ı dutinek a kanálk̊u. Ionty těžkých
kov̊u mohou prostupovat těmito kanálky a dostanou se tak ke všem makromolekulám v krystalu.
Většinou stač́ı přidat roztok soli těžkého kovu ke krystalu makromolekuly. Jinou možnost́ı je zavedeńı
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Obrázek 12.9: Ovlivněńı celkového strukturńıho faktoru př́ıtomnost́ı těžkého atomu. Vlevo je znázorněna po-
loha tř́ı lehkých atomů (nakreslených červeně, zeleně a modře) a jednoho těžkého atomu (nakresleného azurovou
barvou) mezi Braggovými rovinami, vpravo Argand̊uv diagram ukazuj́ıćı sč́ıtáńı strukturńıch faktor̊u jednot-
livých atomů (strukturńı faktory a atomy jsou nakresleny stejnými barvami). Černá šipka představuje výsledný
strukturńı faktor pro molekulu bez těžkého atomu (F⃗P) a s těžkým atomem (F⃗PD).
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těžkého atomu př́ımo do biomakromolekuly ještě před krystalizaćı. Např́ıklad v proteinech je možné
nahradit v cysteinu śıru selenem, v DNA použ́ıt mı́sto thyminu bromuracil a podobně. Všechny tyto
metody vycházej́ı z předpokladu, že těžké atomy neovlivńı konformaci biomakromolekuly ani tvar krys-
talové mř́ıžky – odtud i název izomorfńı nahrazeńı, tedy nahrazeńı biomakromolekuly jej́ım derivátem,
který má stejný tvar. Aby isomorfńı nahrazeńı bylo úspěšné mř́ıžkové parametry krystal̊u makromole-
kuly s těžkým kovem a bez těžkého kovu se nesmı́ lǐsit o v́ıce než 1%.

Pokud se nám podař́ı připravit dva krystaly se stejnými mř́ıžkovými parametry, jeden obsahuj́ıćı
pouze nativńı protein a druhý protein s navázanými těžkými atomy, můžeme naměřit difrakčńı data
obou. Rozd́ıly v pozorovaných intenzitách rozptýleného zářeńı odpov́ıdaj́ıćıch reflex́ı z těchto dvou ex-
periment̊u budou dány př́ıspěvkem těžkých atomů. Z těchto rozd́ıl̊u můžeme vypoč́ıtat Pattersonovu
mapu, která bude zachycovat pouze rozložeńı těžkých atomů v elementárńı buňce. Pokud elementárńı
buňka obsahuje malý počet těžkých atomů, je možné takovou Pattersonovu mapu analyzovat a určit, kde
se těžké atomy v buňce nacházej́ı. Ze známého rozmı́stěńı těžkých atomů dokážeme Fourierovou trans-
formaćı vypoč́ıtat jejich strukturńı faktor včetně fáze. Jak nám to pomůže v hledáńı fáze strukturńıho
faktoru proteinu samotného?

Podstatou řešeńı je skutečnost, že strukturńı faktor krystalu s těžkým atomem můžeme vyjádřit
jako součet dvou komplexńıch č́ısel. Prvńım z těchto komplexńıch č́ısel je strukturńı faktor těžkých
atomů źıskaný např́ıklad z Pattersonovy mapy (pro něj známe amplitudu i fázi), druhým je strukturńı
faktor makromolekuly, který se rovná strukturńımu faktoru krystalu tvořeného biomakromolekulou
bez těžkého atomu (pro ten známe amplitudu, ale ne fázi). Sč́ıtáńı komplexńıch č́ısel je výhodné zob-
razit v dvojrozměrném grafu, kde na vodorovnou osu vynáš́ıme reálnou část a na svislou imaginárńı
část (obrázek 12.10A). Náš př́ıpad je takto graficky znázorněn na obrázku 12.10B. Ve skutečnosti ovšem

známe směr jen pro šipku F⃗D, u ostatńıch šipek známe jen délku. Řešeńı tohoto problému je ukázáno na
obrázku 12.10C. Nejdř́ıve zakresĺıme vektor F⃗D, pro který známe velikost i směr. Do obrázku zakresĺıme
také vektor F⃗PD, který popisuje strukturńı faktor makromolekuly spolu s těžkým kovem. Pro tento vek-
tor známe pouze amplitudu, ale ne fázi. Informaci o amplitudě nakresĺıme jako kružnici se středem
v počátku souřadnic a poloměrem odpov́ıdaj́ıćım amplitudě |FPD|. Nakonec zakresĺıme do obrázku to,

co v́ıme o vektoru F⃗P, který odpov́ıdá strukturńımu faktoru nativńı makromolekuly. Opět známe pouze
amplitudu, ale ne fázi. Také |FP| zakresĺıme jako kružnici. Součet F⃗P a F⃗D muśı odpov́ıdat F⃗PD. Střed

kružnice znázorňuj́ıćı amplitudu |FP| proto umı́st́ıme na konec vektoru F⃗D. Kružnice znázorňuj́ıćı am-

plitudu |FP| a F⃗PD se obvykle protnou ve dvou bodech. Jednoduché izomorfńı nahrazeńı (SIR, Single
Isomorphous Replacement) proto neumožňuje jednoznačné určeńı fáźı strukturńıch faktor̊u makromo-
lekuly. Je třeba připravit alespoň dva krystaly s r̊uznými těžkými atomy. Graficky lze řešeńı znázornit
opět v Argandově diagramu, do kterého v tomto př́ıpadě zakresĺıme dva známé vektory (strukturńı
faktory těžkých atomů ve dvou derivátech) a tři kružnice s poloměry odpov́ıdaj́ıćımi amplitudám struk-
turńıch faktor̊u nativńı makromolekuly a jejich dvou derivát̊u. Jednoznačné řešeńı fázového problému je
pak dáno pr̊useč́ıkem všech tř́ı kružnic. Toto je podstata metody v́ıcenásobného izomorfńıho nahrazeńı
(MIR, Multiple Isomorphous Replacement). Metoda MIR je základńı metodou řešeńı fázového problému
krystal̊u makromolekul neznámé struktury.

12.13 Metody využ́ıvaj́ıćı anomálńı rozptyl

Až dosud jsme předpokládali, že při pr̊uchodu rentgenového zářeńı krystalem se paprsek chová k elek-
tron̊um zcela netečně, že nedocháźı k výměně energie mezi molekulou a zářeńım. V takovém př́ıpadě
interaguj́ı všechny elektrony se zářeńım stejně. Pro difrakci je d̊uležitý jen rozd́ıl fáźı jednotlivých
rozptýlených paprsk̊u určený relativńı polohou elektron̊u mezi Braggovými rovinami, ne absolutńı hod-
nota fáze. Proto můžeme fázi zářeńı rozptýleného na elektronu v počátku souřadné soustavy krystalu
definovat jako nulovou. Ostatńı elektrony budou rozptylovat s odlǐsnou fáźı. Elektrony, které lež́ı na
Braggových rovinách, budou rozptylovat se stejnou fáźı ve směru definovaném Braggovou rovinou, fáze
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Obrázek 12.10: Strukturńı faktor v Argandově diagramu (A) a řešeńı fázového problému izomorfńım nahra-
zeńım (B, C a D). Na obrázku B jsou nakresleny strukturńı faktory nederivatizované biomakromolekuly (F⃗P),
biomakromolekuly derivatizované těžkým atomem (F⃗PD) a těžkých atomů (F⃗D). Fázi známe pouze pro F⃗D, pro
ostatńı strukturńı faktory známe jen amplitudy. Neznámé fáze můžeme určit zp̊usobem ukázaným na obrázky
C. Do Argandova diagramu zakresĺıme známý vektor F⃗D. Dále zakresĺıme čárkovanou kružnici o poloměru
|FPD|, která reprezentuje všechny možné vektory F⃗PD. Nakonec zakresĺıme i plnou kružnici o poloměru |FP|,
znázorňuj́ıćı možné vektory F⃗P. Protože v́ıme, že součet F⃗D a F⃗P je rovný F⃗PD, v́ıme také, že počátek vek-
toru F⃗PD (a tedy střed čárkované kružnice) lež́ı v počátku vektoru F⃗D, zat́ımco počátek vektoru F⃗P muśıme
umı́stit do konce vektoru F⃗D (aby na sebe šipky představuj́ıćı vektory navazovaly a znázorňovaly tak součet
F⃗D + F⃗P = F⃗PD, jak ukazuje obrázek B). Proto muśıme střed plné kružnice položit do konce vektoru F⃗D. Řešeńı
ukazuje obrázek D. Mı́sto, kam směřuj́ı vektory F⃗P i F⃗PD, muśı ležet na obou kružnićıch, pr̊useč́ık kružnic nám
tedy určuje konce obou hledaných vektor̊u. Obecně se ale plná a čárkovaná kružnice protnou ve dvou bodech,
úloha má proto dvě možná řešeńı. Správné řešeńı je nakresleno černě, nesprávné červeně.
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Obrázek 12.11: Friedel̊uv pár v nepř́ıtomnosti těžkého atomu. Vlevo je znázorněna poloha lehkých atomů (na-
kreslených červeně, zeleně a modře) mezi Braggovými rovinami, vpravo Argand̊uv diagram ukazuj́ıćı sč́ıtáńı
strukturńıch faktor̊u jednotlivých atomů (strukturńı faktory a atomy jsou nakresleny stejnými barvami).
Čárkovaně jsou nakresleny strukturńı faktory pro odraz od spodńı strany Braggových rovin. Černé šipky
představuj́ı výsledné strukturńı faktory F⃗P(h k l) a F⃗P(−h − k − l). Tyto vektory maj́ı stejnou reálnou složku
a opačné imaginárńı složky, jde tedy o komplexně sdružená č́ısla.

zářeńı rozptýleného na elektronech mezi Braggovými rovinami je posunutá úměrně kolmé vzdálenosti
elektronu od Braggovy roviny (plné šipky na obrázku 12.11). Stejná sada Braggových rovin popisuje ale
také odraz na opačné straně roviny, tedy pod přesně opačným úhlem (čárkované šipky na obrázku 12.11).
Jestliže odraz paprsku znázorněného plnou čarou na obrázku 12.11 odpov́ıdá rovině s Millerovými indexy
(h k l), druhou stranu stejné roviny (od které se odráž́ı čárkovaný paprsek) popisuj́ı Millerovy indexy
(−h − k − l). Dvojice reflex́ı s indexy (h k l) a (−h − k − l) se označuje jako Friedel̊uv pár. Pokud
nedocháźı k interakci zářeńı s elektrony, maj́ı strukturńı faktory Friedelova páru fázi stejné velikosti, ale
opačného znaménka. Matematicky řečeno, jde o komplexně sdružená č́ısla F (h k l) = F ∗(−h − k − l).
Jinými slovy, čárkované šipky na obrázku 12.11 jsou zrcadlovým obrazem plných šipek.

Pokud ale docháźı k interakci mezi zářeńım a elektrony, jinými slovy, pokud se frekvence zářeńı
bĺıž́ı rezonančńı frekvenci4, situace se změńı. Pohlcený foton vybud́ı přechod elektronu do jiného stavu
a vyzářený foton bude mı́t jinou amplitudu i fázi. Tento rozd́ıl se nazývá anomálńı rozptyl. Proto
strukturńı faktory Friedlova páru nejsou v př́ıtomnosti anomálńıcho rozptylu komplexně sdružené.

Rezonančńı frekvence elektron̊u v atomech vod́ıku, uhĺıku, duśıku, kysĺıku a fosforu jsou př́ılǐs daleko
vlnových délek rentgenového zářeńı použ́ıvaného pro analýzy makromolekul. Proto i metody využ́ıvaj́ıćı
anomálńı rozptyl vyžaduj́ı př́ıtomnost těžš́ıch atomů. Pokud urč́ıme rozmı́stěńı atomů, pro které pozo-
rujeme anomálńı rozptyl, v elementárńı buňce, můžeme vypoč́ıtat amplitudu i fázi strukturńıch faktor̊u
FPD(h k l) a FPD(−h − k − l) a vyřešit tak fázový problém. Pokud jsme schopni rozlǐsit intenzity re-
flex́ı s opačnými hodnotami index̊u h, k, l, můžeme tedy anomálńı rozptyl využ́ıt pro řešeńı fázového
problému podobně jako v př́ıpadě isomorfńıho nahrazeńı. Vı́ce informaćı o tomto př́ıstupu můžete naj́ıt

4Rezonančńı frekvence je daná rozd́ılem energíı dvou stav̊u elektron̊u v ozařovaných atomech, vyděleným Planckovou
konstantou, ∆E/h. V př́ıpadě absorpce rengenových paprsk̊u mluv́ıme často o absorpčńı hraně, protože od určité frekvence
je k dispozici velké množstv́ı přechod̊u.
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v Dodatku 20.1.
K anomálńımu rozptylu docháźı, když se frekvence rentgenových paprsk̊u bĺıž́ı rezonančńı frekvenci

přechodu mezi stavy elektron̊u v daném atomu. Śıla anomálńıho rozptylu proto silně záviśı na vlnové
délce použitého zářeńı. Pokud můžeme naměřit difrakčńı data při několika vlnových délkách bĺızkých
absorpčńı hraně, můžeme źıskat informaci o fázi podobným zp̊usobem, jako z měřeńı několika r̊uzných
derivát̊u při použit́ı metody MIR. Tato metoda se nazývá MAD (multi-wavelength anomalous disper-
sion). V proteinové krystalografii se často měř́ı MAD pro atom selenu, který se do molekuly zavede
záměnou methioninu za selenomethionin při expresi rekombinantńıho proteinu. Selen, kterým v proteinu
nahrazujeme śıru, má silný anomálńı signál při vlnových délkách dostupných na synchrotronech.

12.14 Určeńı struktury z difrakčńıch dat

Vysvětlili jsme si, jak můžeme z intenzity reflex́ı určit amplitudu strukturńıho faktoru. Ukázali jsme
si také, jak vypoč́ıtat fázi strukturńıho faktoru. Nic nám tedy nebráńı spoč́ıtat podle vztahu 12.5
mapu elektronové hustoty. Zdálo by se tedy, že jsme u ćıle našeho snažeńı. Ve skutečnosti nás ještě ale
pořádný kus práce čeká. Je třeba postavit atomárńı model studované makromolekuly. Stavba modelu
neńı vždy jednoduchá. Počátečńı fáze, které použijeme k výpočtu mapy elektronové hustoty, často
obsahuj́ı chyby, které zp̊usob́ı, že tvar molekuly je překryt šumem, nebo se jev́ı jako rozmazaný. Když
postav́ıme počátečńı model molekuly, můžeme z něj vypoč́ıtat fázové úhly pro jednotlivé strukturńı
faktory, zkombinovat je s naměřenými amplitudami strukturńıch faktor̊u a vypoč́ıtat novou mapu.
Pokud jsme model postavili správně, bude nová mapa obsahovat mnohem méně šumu a tvar molekuly
v ńı bude zřetelněǰśı. Proto je nutné postupně vypoč́ıtanou strukturu zpřesňovat.

Zpřesňováńı struktury můžeme provádět nejen ručně, ale i s pomoćı programů, které jsme si popsali
v kapitole 11. Použ́ıvaj́ı se přitom metody molekulové mechaniky (sekce 11.3), které jsou dostatečně
rychlé i pro velké molekuly. Je zde ale d̊uležitý rozd́ıl. Během výpočtu se kromě hledáńı konformace
s nejmenš́ı energíı snaž́ıme zároveň hledat konformaci nejlépe odpov́ıdaj́ıćı experimentálně naměřeným
amplitudám strukturńıch faktor̊u.

Jakým zp̊usobem najdeme struktury, které dobře odpov́ıdaj́ı naměřeným amplitudám? Nejjed-
nodušš́ı by bylo prostě provádět matematickou minimalizaci. Funkćı, kterou bychom minimalizovali, by
byl rozd́ıl mezi experimentálně zjǐstěným strukturńım faktorem a strukturńım faktorem vypoč́ıtaným
z modelu struktury. Proměnnými by byly souřadnice, které popisuj́ı polohu atomů v molekule. Aby
takový postup fungoval dostatečně přesně, mělo by být naměřených intenzit aspoň desetkrát v́ıce,
než proměnných. Souřadnic atomů v nepř́ılǐs velkých biomakromolekulách jsou tiśıce. To znamená, že
bychom měli vyhodnotit desetitiśıce reflex́ı. Tak velký počet reflex́ı vyžaduje vysoké rozlǐseńı difrakčńıho
experimentu. Máme-li štěst́ı a náš krystal takové rozlǐseńı poskytuje, můžeme źıskat strukturu nepř́ılǐs
velkých biomakromolekul velmi rychle.

Pro větš́ı molekuly je splněńı př́ısných požadavk̊u na dostatek dat obt́ıžné. Muśıme proto provádět
opakované minimalizace, kdy vyjdeme z počátečńıho modelu struktury, provedeme minimalizaci, vypoč́ıtáme
nové strukturńı faktory a z nich novou mapu elektronové struktury. Na základě této vylepšené mapy
uprav́ıme náš model a celý postup opakujeme. Úpravy modelu se většinou dělaj́ı ,,ručně“ na obrazovce
poč́ıtače, s pomoćı interaktivńıch programů (př́ıkladem mohou být programy Coot, XtalView nebo O).
Taková práce může trvat dny až několik týdn̊u. Ručńı úpravy struktury lze do jisté mı́ry nahradit
metodami molekulové dynamiky (sekce 11.10) a celý postup je tak možno zautomatizovat (použit́ı mo-
lekulové dynamiky umožňuj́ı např́ıklad programy Refmac, Phenix, X-PLOR a CNS). Obrázek 12.12
ukazuje část modelu molekuly proteinu zabudovaný do źıskané mapy elektronové hustoty.

Abychom vyhověli požadavku na dostatečný počet měřených reflex́ı vzhledem k počtu proměnných,
je výhodné sńıžit počet proměnných. Můžeme předpokládat, že struktura aromatických kruh̊u v amino-
kyselinách nebo báźıch nukleových kyselin neńı ovlivněna celkovou konformaćı makromolekuly. Je proto
zbytečné poč́ıtat se souřadnicemi všech atomů aromatických skupin, jako by byly nezávislé. Počet stupň̊u
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Obrázek 12.12: Mapa elektronové hustoty molekuly proteinu (modře) s vestavěným strukturńım modelem.

volnosti je proto možné sńıžit na jediný torzńı úhel, který popisuje orientaci aromatického kruhu jako
celku. Takové dosazeńı pevně daných souřadnic některých atomů je př́ıkladem použit́ı tvrdých vazebných
podmı́nek (constrains). Můžeme použ́ıt i měkké vazebné podmı́nky (restrains) t́ım, že souřadnice atomů
v aromatických kruźıch pouze omeźıme pomoćı rovnic, které stabilizuj́ı jednotlivé atomy v polohách
odpov́ıdaj́ıćıch ideálńı konformaci molekuly, jak byla zjǐstěna při studiu struktury malých molekul, pro
které jsou dostupná data s vysokým rozlǐseńım).

Výsledkem našeho snažeńı je být model struktury, ve kterém známe souřadnice všech atomů. Tak
tomu bývá ale málokdy. Některé části molekul mohou zauj́ımat v krystalu r̊uzné konformace. Mapa
elektronové hustoty pak ukazuje pouze rozmazaný tvar, podle kterého neńı možné postavit model.
Proto je běžné, že z difračńıch měřeńı nemůžeme určit polohu několika pohyblivých aminokyselin na
konćıch polypeptidového řetězce nebo v pohyblivých smyčkách, či polohu některých atomů v postranńıch
řetězćıch na povrchu biomakromolekuly.

I poměrně dobře definované atomy v krystalu kmitaj́ı kolem svých středńıch poloh. Toto kmitáńı
souviśı s teplotou. Kromě souřadnic atomů proto bývá ve strukturách atomů uveden také tento tepelný
rozkmit. Zpravidla se uvád́ı jako takzvaný B-faktor, což je středńı kvadratická odchylka od pr̊uměrné
polohy5 atomu.

12.15 Kontrola správnosti

Během určováńı struktury jsme mnohokrát použili r̊uzných odhad̊u, oprav, ručńıch zásah̊u a přibližných
výpočt̊u. Je tu tedy nebezpeč́ı, že se nám do modelu vloudily nejr̊uzněǰśı chyby. Proto muśıme pečlivě
zkontrolovat, jestli źıskaná struktura nevypadá podezřele.

5Tato odchylka může být r̊uzná v r̊uzných směrech, tato r̊uznost se ale u makromolekul obvykle zanedbává.
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Nejpouž́ıvaněǰśım měř́ıtkem přesnosti struktury je R-faktor, definovaný jako

R =

∑
i

||F exp
i | − |Fmod

i ||∑
i

|F exp
i |

, (12.6)

kde |F exp
i | jsou amplitudy strukturńıch faktor̊u určených z experimentálńıch dat a |Fmod

i | jsou ampli-
tudy strukturńıch faktor̊u vypoč́ıtaných z atomárńıho modelu. Č́ım je struktura přesněǰśı, t́ım je R nižš́ı.
Během zpřesňováńı strukturńıho modelu by se tedy měl R snižovat. Nı́zkého R lze ovšem dosáhnout i
uměle, když např́ıklad doplńıme molekuly vody tam, kde by měla být část proteinu. Abychom odha-
lili takováto zdánlivá ,,vylepšeńı“, rozděĺıme si intenzity na dvě části. Z větš́ı části (90%) vypoč́ıtáme
strukturu, z menš́ı části (10%) poč́ıtáme R. Od okamžiku, kdy se takto vypočtený R již nesnižuje (i
když R určený ze všech intenzit stále klesá), v́ıme, že se nám nedař́ı model zpřesňovat.

Kromě testováńı přesnosti je dobré se pod́ıvat, zda hodnoty vazebných délek, vazebných úhl̊u a
torzńıch úhl̊u odpov́ıdaj́ı hodnotám běžným pro organické molekuly. Jakékoli neobvyklé hodnoty jsou
podezřelé – je větš́ı pravděpodobnost, že jsme udělali chyby, než že jsme objevili něco dosud nev́ıdaného.
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Kapitola 13

Elektronová mikroskopie

13.1 Elektrony jako vlněńı

Biomakromolekuly jsou mikroskopické objekty a jejich zkoumáńı nelze uspokojivě popsat zákony kla-
sické fyziky plat́ıćımi v makrosvětě. Již několikrát jsme narazili na to, že pochopeńı r̊uzných stránek
strukturńı biochemie vyžaduje kvantovou mechaniku. To plat́ı zejména tehdy, když se zabýváme elek-
trony, jejichž kvantová povaha je velmi zřetelná.

V části 10.4 a v celé kapitole 12 jsme vzali kvantové chováńı elektron̊u do úvahy tak, že jsme
představu elektronu nacházej́ıćıho se v určitém mı́stě nahradili popisem rozložeńı elektronové hustoty
v prostoru. Rozložeńı elektronové hustoty v molekule přitom představovalo objekt, který zkoumáme po-
moćı elektromagnetických vln, k jejichž popisu nám stačila klasická fyzika. V této kapitole si ukážeme,
že elektromagnetickou vlnu můžeme nahradit elektrony. To lze pochopit jen tehdy, když pomoćı kvan-
tové mechaniky poṕı̌seme nejen elektrony ve studované biomakromolekule, ale i elektrony, které na ńı
dopadaj́ı.

Kvantová mechanika nám ř́ıká, že světlo i elektrony se chovaj́ı zároveň jako částice i jako vlny. Proto
můžeme to, co jsme se o vlnách naučili v kapitolách 10 a 12, použ́ıt i pro popis elektron̊u bombarduj́ıćıch
zkoumané molekuly. Vlny popisuj́ıćı elektrony jsou ovšem podstatně tajemněǰśı, než vlny světelné.
Světelnou vlnu jsme si mohli představit jako vlněńı elektrických a magnetických sil popsaných vektory
E⃗ a B⃗. Kvantová mechanika nám představu vlńıćı se klasické veličiny jako E⃗ a B⃗ neposkytuje. I když
r̊uzné verze kvantové teorie popisuj́ı vlněńı pomoćı jasně definovaných matematických objekt̊u, neńı
snadné si tyto objekty spojit s něč́ım, co známe z každodenńı zkušenosti. Protože korektńı kvantová
analýza elektronových vln je daleko za rámcem našich přednášek, budeme se často ve výkladu ut́ıkat
k analogíım se světelným vlněńım.

Jakkoli se elektronové vlny světelným podobaj́ı, lǐśı se v jedné podstatné vlastnosti. Elektrony maj́ı
na rozd́ıl od světla (od foton̊u) elektrický náboj. Elektronovou vlnu lze tedy ohýbat v magnetickém
poli, což u světla neńı možné. Pomoćı ćıvek, kterými protéká elektrický proud, tak můžeme sestrojit
elektromagnetické čočky, které funguj́ı podobně, jako čočky skleněné ve světelné mikroskopii. Elektro-
magnetické čočky maj́ı přitom jednu ohromnou výhodu. Ohýbaj́ı i elektronové vlny velmi krátkých
vlnových délek, zat́ımco pro světlo (přesněji pro rentgenové paprsky) krátkých vlnových délek vhodné
čočky nemáme. Proto je možné z elektromagnetických čoček sestrojit elektronový mikroskop schopný
rozlǐsit jednotlivé atomy v molekulách.

Elektronová mikroskopie se v mnohém podobá mikroskopii využ́ıvaj́ıćı viditelné světlo. Proto při
vysvětlováńı princip̊u elektronové mikroskopie můžeme často využ́ıt zkoušenosti s mikroskopy, se kterými
jsme se začali seznamovat možná již na základńı škole. Z tohoto pohledu je elektronová mikroskopie
technikou př́ıstupněǰśı a pochopitelněǰśı, než rentgenová krystalografie.
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Z mnoha variant elektronové mikroskopie se zaměř́ıme pouze na transmisńı elektronovou mikroskopii
(TEM). TEM je totiž pro popis struktury biomakromolekul nejužitečněǰśı. TEM nám poskytuje, stejně
jako rentgenové krystalografie, mapu elektronové hustoty, která popisuje tvar zkoumané molekuly.

13.2 Konstrukce elektronového mikroskopu

Konstrukce transmisńıho elektronového mikroskopu (obrázek 13.1) je velmi podobná konstrukci světelného
mikroskopu. Zdrojem vlněńı je takzvané elektronové dělo (anglicky electron gun, v nejjednodušš́ım pro-
vedeńı ohnuté kovové vlákno zahř́ıvané pr̊uchodem elektrického proudu, ze kterého vyletuj́ı elektrony a
jsou urychlovány silným elektrickým polem).

Optickou soustavu tvoř́ı elektromagnetické čočky, které kontrolovaným zp̊usobem ovlivňuj́ı š́ı̌reńı
elektronových vln. Na rozd́ıl od čoček světelného mikroskopu jde o ćıvky, kterými protéká elektrický
proud. Magnetické pole indukované elektrickým proudem p̊usob́ı silou na let́ıćı nabité částice, v našem
př́ıpadě elektrony, a měńı jejich dráhu.

Pod zdrojem jsou umı́stěny dvě nebo tři kondenzorové čočky, které zajǐst’uj́ı optimálńı
”
osvit“ vzorku

elektronovým vlněńım. Objekt, který zkoumáme (vzorek našich biomakromolekul), umı́st’ujeme na śıt’ku
(anglicky speciment grid) o pr̊uměru 3mm. V elektronové mikroskopii pracujeme s velmi rozd́ılnými
zvětšeńımi. Na začátku, když hledáme pozorovaný objekt, pozorujeme celou śıt’ku, jej́ıž obraz zvětšujeme
jen asi padesátkrát. Nakonec, když chceme rozlǐsit jednotlivé atomy, muśıme použ́ıt zvětšeńı v řádu
deśıtek tiśıc (70 000× až 100 000×) a sledujeme jen velmi malou oblast śıt’ky. Kondenzorové čočky nám
umožňuj́ı soustředit elektronové vlny do oblasti, kterou při daném zvětšeńı právě sledujeme.

Pod śıt’kou se vzorkem je objektivová čočka, která zásadńım zp̊usobem určuje rozlǐseńı a kvalitu
obrazu. Následuje série projektorových čoček, které vytvářej́ı zvětšený obraz na detektoru.

Detektorem může být film, nebo st́ıńıtko pokryté vrstvou scintilátoru, ve které dopad elektron̊u
zp̊usob́ı emisi foton̊u viditelného světla, které pozorujeme. V současnosti je detektorem často kamera
př́ımo detekuj́ıćı dopadaj́ıćı elektrony.

Celá optická soustava je umı́stěna v neprodyšném tubusu, ve kterém je udržováno velmi vysoké va-
kuum. Jinak by elektrony interagovaly s molekulami vzduchu, což by ovlivnilo elektronové vlny natolik,
že by žádný obraz zkoumaného objektu nevytvořily. Nutnost práce ve vakuu nám neumožňuje pozoro-
vat nefixované biologické vzorky. Při jejich umı́stěńı do vakua by se okamžitě odpařila voda a zničily
všechny biologické struktury, včetně biomakromolekul. Proto muśı být vzorky fixovány bud’ chemicky
(zalit́ım do tenké vrstvy pryskyřice) nebo zamrazeńım v tenké vrstvičce amorfńıho ledu.

V elektronové mikroskopii je také nutné zaručit, aby se mikroskopem v danou chv́ıli pohyboval jen
jeden elektron. Protože maj́ı elektrony elektrický náboj (na rozd́ıl od světla neboli foton̊u), vzájemně se
odpuzuj́ı. Př́ıtomnost druhého elektronu by zcela změnila vlnu tvořenou prvńım elektronem a k vytvořeńı
obrazu by nedošlo. Všechny následuj́ıćı úvahy o skládáńı (interferenci) vln se budou týkat vlněńı jediného
elektronu. To je velmi pádným d̊ukazem platnosti zákon̊u kvantové mechaniky, které ř́ıkaj́ı, že obraz,
který jeden elektron na detektoru vytvoř́ı, záviśı na všech cestách, kterými tento jediný elektron mohl
(s r̊uznou pravděpodobnost́ı) k detektoru doputovat. Požadavek, aby se mikroskopu nacházel vždy jen
jeden elektron, lze splnit poměrně snadno. Elektrony se totiž v elektronovém mikroskopu pohybuj́ı velmi
rychle (deśıtky procent rychlosti světla), takže jeden elektron prolétne optickou soustavou mnohem
dř́ıve, než ze zdroje vystřeĺı daľśı.

13.3 Výhody a nevýhody elektronové mikroskopie

Elektronová mikroskopie má ve srovnáńı s jinými metodami (mikroskopie ve viditelném světle, rentge-
nová krystalografie) některé d̊uležité výhody:
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Obrázek 13.1: Zjednodušené schema transmisńıho elektronového mikroskopu. Elektrony jsou znázorněny
červeně. Čočky mikroskopu tvoř́ı elektromagnetická ćıvka (znázorněné tečkami) s clonou (vodorovná čára s me-
zerou uprostřed) a korekčńımi ćıvkami (svislé čárky). Ve skutečném mikroskopu tvoř́ı kondenzor a projektor
soustavy v́ıce čoček.

• Hlavńı výhodou elektronové mikroskopie je, že použ́ıvá elektrony s vysokou energíı, odpov́ıdaj́ıćı
velmi krátké vlnové délce. Jak v́ıme z kapitoly 12, krátká vlnová délka nám umožňuje rozlǐsit malé
detaily, v př́ıpadě biomakromolekul jednotlivé atomy.

• Výhodou i nevýhodou elektronové mikroskopie je, že elektrony let́ıćı z elektronového děla velmi
silně interaguj́ı s elektrony v atomech vzorku. To nám umožňuje dosáhnout vysokého kontrastu,
zejména pro vzorky fixované chemicky a barvené atomy s velkým počtem elektron̊u (těžké atomy).
Většina atomů biologicky zaj́ımavých molekul (H, C, N, O, P, S) obsahuje málo elektron̊u.
Př́ıdavek atomů s mnoha elektrony (Os, Au, Pb, U) vytvář́ı silný kontrast, protože tyto atomy
interaguj́ı s elektronovou vlnou mnohem silněji, než atomy biogenńıch prvk̊u.

• Dı́ky elektrickému náboji elektron̊u můžeme v elektronové mikroskopii použ́ıt elektromagnetické
čočky, pro které plat́ı standardńı zákony optiky. Proto se elektronová mikroskopie podobá světelné
mikroskopii mnohem v́ıce, než rentgenová krystalografie.

• Existuj́ı velmi intenzivńı zdroje elektron̊u, takže můžeme použ́ıt velmi krátké expozice.

• TEM poskytuje informaci o vnitřńı struktuře objekt̊u, včetně biomakromolekul. Sńımané obrázky
jsou dvojrozměrné projekce trojrozměrných objekt̊u a nesou informaci nejenom o povrchu objekt̊u,
ale i o rozložeńı elektronové hustoty uvnitř objekt̊u.

Elektronová mikroskopie ale má i své nevýhody:

• Nevýhodou je nezbytnost použit́ı vysokého vakua, což vyžaduje chemickou fixaci nebo zmrazeńı
vzorku. Zmrazeńı muśı být přitom provedeno tak, aby nedošlo k poškozeńı vzorku a molekuly
z̊ustaly ve stavu co nejbližš́ım nativńı konformaci.
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• Vzorek muśı být velmi tenký, abychom se vyhnuli 100% absorpci. Velmi silná interakce elektro-
nových vln s elektrony vzorku, zmı́něná výše jako výhoda, je z tohoto pohledu nevýhodou. Pokud
neńı vzorek velmi tenký, elektronová vlna s ńım interaguje natolik silně, že k detektoru v̊ubec ne-
doraźı a my nepozorujeme žádný signál. Ideálńı tloušt’ka vzork̊u je do 200 nm, limit je asi 500 nm.
Ve zkoumáńı struktur purifikovaných biomakromolekul nás limit tloušt’ky vzork̊u př́ılǐs neomezuje,
protože velikost pr̊uměrných protein̊u je několik nanometr̊u. Pro sledováńı buněk je ale omezeńı
tloušt’ky vážným problémem. I malá bakterie Escherichia coli má délku 3µm a tloušt’ku 1µm a
eukaryotické buňky (např́ıklad fibroblasty pěstované na povrchu podložky) maj́ı tloušt’ku větš́ı,
než 10µm.

• Daľśım d̊usledkem silné interakce elektron̊u je poškozeńı biologického vzorku. Délka měřeńı proto
muśı být krátká a množstv́ı elektron̊u, kterým můžeme vzorek vystavit, dř́ıve než dojde k jeho
zničeńı, je malé. Proto při studiu biomakromolekul źıskáváme data s velmi špatným poměrem mezi
signálem a šumem (S/N). Zat́ımco pravidlem analytické chemie je nepouž́ıvat výsledky měřeńı se
S/N < 2, obrazy nebarvených biomakromolekul mı́vaj́ı často S/N < 0,1. Źıskaný obraz tedy
obsahuje mnohem v́ıce šumu než signálu a pouhým okem je obt́ıžné rozpoznat, jestli na obrázku
naše molekula je nebo neńı.

13.4 Optika a rozlǐseńı mikroskop̊u

Jak jsme zmı́nili v části 13.1, elektronové vlny se v klasické (nekvantové) fyzice nevyskytuj́ı a je proto
obt́ıžné je popsat jednoduchým a intuitivńım zp̊usobem. Proto využijeme obecné podobnosti světelných
a elektronových vln a vysvětĺıme si principy a omezeńı optiky mikroskopu na př́ıkladu viditelného světla
procházej́ıćıho skleněnou čočkou. Navážeme přitom na část 10.5, kde jsme si ukázali, že rozkmitáńı elek-
tron̊u skla procházej́ıćı světelnou vlnou vede k opožděńı této vlny (zkráceńı vlnové délky při zachováńı
frekvence), př́ıpadně ke změně směru jej́ıho š́ı̌reńı, zvané lom světla.

Princip jednoduché čočky je ukázán na obrázku 13.2. Pod́ıvejme se nejdř́ıve na to, jak se chová
světlo let́ıćı z jediného bodu pozorovaného objektu. Za takový bod můžeme považovat třeba velmi
malou bublinku vzduchu ve skle přesně ve středu hlavičky zeleného špendĺıku na obrázku 13.2. Kulová
vlna š́ı̌ŕıćı se ze středu hlavičky naraźı na r̊uzná mı́sta čočky s r̊uznou fáźı. Z mı́st na povrchu čočky,
kam vlna dopadla, se š́ı̌ŕı zpomalená (zhuštěná) kulová vlna všemi směry, dokud nedospěje k protěǰśımu
povrchu čočky. Z mı́st dopad̊u na tento povrch se pak š́ı̌ŕı p̊uvodńı rychlost́ı všemi směry kulové vlny,
z nichž čtyři je zakresleny na obrázku 13.2A. Zaostřený obraz středu hlavičky špendĺıku vznikne tam,
kde budou mı́t tyto vlny stejnou fázi (detail na obrázku 13.2B). Stejnou fázi budou mı́t tehdy, když
na své cestě ze středu hlavičky do mı́sta obrazu budou mı́t stejný počet maxim. To plat́ı pro bod
uprostřed čárkované kružnice napravo od čočky. Všechny čtyři zakreslené vlny se tam maj́ı čtyřicáté
prvńı maximum od středu hlavičky (ve skutečném př́ıpadě viditelného světla by ovšem šlo o statiśıce
vlnových délek). Např́ıklad vlna, která prošla spodńı část́ı čočky, měla deľśı cestu, ale pomalý úsek
vedoućı čočkou byl kratš́ı, než v př́ıpadě vlny, která narazila na čočku ve vodorovném směru. Cestám,
po kterých doraźı světlo do stejného mı́sta se stejným počtem maxim, ř́ıkáme stejně dlouhé optické
dráhy.

Skutečný světelný mikroskop se skládá z větš́ıho počtu čoček. Podobně jako v elektronovém mik-
roskopu popsaném v části , kondenzorové čočky směřuj́ı světlo na vzorek a projektorové čočky obraz,
nakreslený na obrázku 13.2A čárkovaně, dále zvětšuj́ı a promı́taj́ı na detektor (je-li detektorem oko,
ř́ıkáme těmto čočkám okulár).

Analýza vln ukázaná na obrázku 13.2A je poněkud nepřehledná. Proto se obvykle zakresluj́ı jen
směry š́ı̌reńı vln, jak je ukázáno na obrázku 13.2C. Těmto směr̊um ř́ıkáme paprsky. Na obrázku 13.2C
jsou znázorněny paprsky š́ı̌ŕıćı se jak z hlavičky, tak ze špičky zeleného špendĺıku. Jasně ukazuj́ı, že
modrý obraz špendĺıku je zvětšený. Kresleńı paprsk̊u mı́sto vln sice obrázek zjednoduš́ı, ale může vést
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k falešným představám. Mohlo by se zdát, že soustavou čoček můžeme dosáhnout libovolného zvětšeńı
jakkoli malého objektu. Ve zkutečnosti ale brzy naraźıme na limit daný difrakćı, kterou paprsky ignoruj́ı.

Limit rozlǐseńı je definován pro bodový zdroj vlněńı, např́ıklad maličkou d́ırku v nepr̊usvitné fólii.
Paprsky předpov́ıdaj́ı, že zářeńı procházej́ıćı sebemenš́ım kruhovým otvorem vytvoř́ı při dopadu na
plochu za otvorem jasnou skvrnu ve tvaru otvoru a ostře ohraničený st́ın všude jinde (obrázek 13.2C
vlevo). Poctivá analýza š́ı̌reńı vln nás ale vede k jinému závěru. Za otvorem se š́ı̌ŕı kulové vlny všemi
směry, i mimo směr š́ı̌reńı. Proto na ploše nevznikne ostrý st́ın, ale skvrna s rozmazanými okraji, obklo-
pená daľśımi světelnými kroužky (obrázek 13.2C vpravo), zvané Airyho disky1. Světlo se ohýbá, mı́̌ŕı
za roh. Proč jsme si toho nevšimli u světla postupuj́ıćıho roztokem molekul v části 10.5? Protože jsme
zkoumali skládáńı vln tvořených v celé rovině kolmé na směr dopadaj́ıćı vlny. Z takové roviny sledu-
jeme u běžných chemických vzork̊u (kyveta ve spektrofotometru) obrovskou plochu, milimetry nebo
centimetry čtverečné ve srovnáńı s vlnovou délkou několik desetin mikrometru. V takových obrovských
rozměrech ve směrech odchyluj́ıćıch se od p̊uvodńıho paprsku téměř každou vlnu vyruš́ı fázově posunutá
vlna vzniklá o kus dál. Hraničńı oblast, kde už žádné

”
o kus dál“ neńı (kde např́ıklad konč́ı vzorek) je

u typických vzork̊u zanedbatelně malá. V př́ıpadě maličké d́ırky ale zač́ıná být hraničńı oblast srovna-
telná s osv́ıcenou plochou těsně za otvorem. Leckterá vlna š́ı̌ŕıćı se z roviny d́ırky se nepotká s fázově
posunutou vlnou, která by ji vyrušila.

Vznik rozmazaného obrazu omezuje naši schopnost rozlǐsit dva malé objekty bĺızko sebe (obrázek 13.2C
vpravo). Když jejich obrazy zvětš́ıme, zvětš́ıme je rozmazané a naše schopnost je rozlǐsit se t́ım ne-
zlepš́ı. Rozlǐseńı ale můžeme zlepšit t́ım, že zvětš́ıme světelný kužel, který na čočku dopadá. Můžeme
si to ukázat opět na obrazu špendĺıku zvětšeného jednoduchou čočkou. Informace o poloze zdroje (na
obrázku 13.2A střed hlavičky zeleného špendĺıku) je zakódovaná v celé kulové vlně, která se ze zdroje
š́ı̌ŕı. Jak jsme si vysvětlili, zaostřený obraz vzniká tak, že se v určitém mı́stě se stejnou fáźı skládaj́ı,
a tedy výrazně ześıĺı, vlny pocházej́ıćı z r̊uzných oblast́ı p̊uvodńı kulové vlny. Pokud na čočku dopadá
velká část p̊uvodńı kulové vlny, skládá se velké množstv́ı vln z velmi r̊uzných směr̊u š́ı̌reńı p̊uvodńı vlny.
Složená vlna má velmi intenzivńı a úzké hlavńı maximum, které velmi přesně lokalizuje polohu zdroje.
Takové maximum snadno odlǐśıme od podobně intenzivńıho maxima složené vlny pocházej́ıćı z jiného
zdroje (např́ıklad jiné bublinky v hlavičce špendĺıku). Pokud ale na čočku dopadá jen úzký kužel kulové
vlny š́ı̌ŕıćı se ze zdroje, v mı́stě zaostřeného obrazu se potkává se stejnou fáźı jen málo vln pocházej́ıćıch
z velmi podobných směr̊u p̊uvodńı kulové vlny. Složeńım těchto vln vzniká vlna s nevýrazným hlavńım
maximem a množstv́ım daľśıch maxim. Taková maxima ze dvou bĺızkých zdroj̊u bude obt́ıžné rozlǐsit,
budou splývat.

Zjednodušeně je vliv š́ı̌re světelného kuželu na rozlǐseńı znázorněn na obrázku 13.2E–G. Signál,
který detektor zachyt́ı, je zde znázorněn v zeleném rámečku. Pro pochopeńı rozložeńı intenzity zářeńı
v rovině detektoru je dobré si připomenout, že se vlny sč́ıtaj́ı (konstruktivně interferuj́ı) nejen přesně
v pr̊useč́ıku modrých kružnic, znázorňuj́ıćıch jejich maxima na obrázku 13.2A,B, ale i v bĺızkosti tohoto
pr̊useč́ıku. Tam, kde se např́ıklad setká maximum jedné vlny (oblast s E⃗ mı́̌ŕıćım kladným směrem)

s nulou jiné vlny (oblast s E⃗ = 0), výsledkem jejich sečteńı je stále kladná vlna (s E⃗ mı́̌ŕıćım kladným
směrem), byt’ ne ześılená. Proto obraz zachycený detektorem neńı v našem př́ıpadě obrazem středu
hlavičky bod uprostřed čárkované kružnice, ale trochu rozmazaná oblast v okoĺı. Signál na detektoru
má stejný profil jako světlo z bodového zdroje na obrázku 13.2C vpravo, s minimem přibližně ve dvou
třetinách poloměru obrazu hlavičky a sekundárńım maximem (odpov́ıdaj́ıćım prvńımu Airyho kroužku)
pobĺıž povrchu hlavičky. Pokud na našem zjednodušeném obrázku zúž́ıme clonou kužel světla dopadaj́ıćı
na čočku, k tvorbě obrazu přispěj́ı jen dvě prostředńı vlny (obrázek 13.2G). V d̊usledku toho bude
oblast, ve které se vlny sečtou, výrazně širš́ı a minimum na detektoru bude již mimo povrch hlavičky
(obrázek 13.2H).

Hodnotu rozlǐseńı můžeme definovat i přesně matematicky. Jako rozlǐseńı r se udává taková vzdálenost
dvou zdroj̊u, pro kterou hlavńı maximum prvńıho zdroje lež́ı v prvńım minimu druhého zdroje a naopak.

1George B. Airy byl britský astronom, který p̊uvod kroužk̊u vysvětlil.
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Pokud tedy budeme pozorovat v hlavičce špendĺıku na obrázku 13.2 dvě bublinky, jednu ve středu a
druhou u povrchu hlavičky, bez clony je rozlǐśıme (obrázek 13.2F), ale se clonou již ne (obrázek 13.2H).
Závislost rozlǐseńı na velikosti světelného kužele se popisuje pomoćı úhlu α mezi osou a pláštěm kuželové
plochy. Protože pozorovaný kužel porovnáváme s délkou vlny v daném prostřed́ı, je rozlǐseńı úměrné
λ/n, kde λ je vlnová délka ve vakuu a n je index lomu. Po započ́ıtáńı závislosti intenzity složené vlny
na vzdálenosti od hlavńıho maxima lze rozlǐseńı vypoč́ıtat

r ≈ 0,61
λ

n sinα
. (13.1)

Tento vzoreček vysvětluje, proč lze ve světelné mikroskopii zvýšit rozlǐseńı (tedy sńıžit hodnotu
r) tak, že co neǰsirš́ı čočku objektivu přibĺıž́ıme těsně ke vzorku (zvýš́ıme α) a mezi vzorek a objektiv
kápneme imerzńı olej s vysokým indexem lomu. Rozlǐseńı také můžeme zvýšit použit́ım modrého světla,
které má kratš́ı vlnovou délku. Jak ale v́ıme z kapitoly 12, k rozlǐseńı atomů v molekulách bychom
potřebovali světlo s vlnovou délkou bĺızkou velikostem atomů (řádově 0,1 nm), což je daleko za hranićı
viditelné oblasti. V př́ıpadě elektromagnetického zářeńı jde o rentgenové zářeńı, v př́ıpadě elektronového
zářeńı o vlny tvořené elektrony.

Je také dobré si uvědomit, že č́ıslo r popisuje, jak bĺızké zdroje lze rozlǐsit, ne jak přesně lze lokalizovat
polohu jednoho zdroje. Polohu (těžǐstě) je možné určit s přesnost́ı mnohem lepš́ı než r i z rozmazaného
signálu s Airyho disky, pokud je tento signál dost daleko od signál̊u jiných zdroj̊u. Ve světelné mikrosko-
pii se intenzivně rozv́ıjej́ı metody superrozlǐsovaćı mikroskopie (superresolution microscopy) umožňuj́ıćı
přesněǰśı měřeńı polohy zdroje, než by odpov́ıdalo č́ıslu r. Např́ıklad je možné označit molekuly v buňce
fluorescenčńı látkou a aktivovat jen malý počet takových fluoreskuj́ıćıch značek. Jednotlivé fluorescenčńı
zdroje tak budou od sebe dostatečně daleko, abychom analyzovali zvlášt’ jednotlivé rozmazané signály
a spoč́ıtali jejich těžǐstě s přesnost́ı lepš́ı, než odpov́ıdá č́ıslu r.

V elektronové mikroskopii jsme ale odkázáni na rozložeńı elektronové hustoty, které nás zaj́ımá, a
nemůžeme zpřesňovat určováńı poloh atomů nějakými značkami. Stejně tak nemůžeme zvyšovat index
lomu prostřed́ı, protože muśıme pracovat ve vakuu. Tvar magnetického pole ćıvek, které použ́ıváme
mı́sto čoček, nás nav́ıc nut́ı použ́ıvat elektronové vlny jen ve velmi úzkém kuželu2. Jediný parametr,
kterým můžeme zlepšit rozlǐseńı, je vlnová délka.

Naštěst́ı je možné připravit elektrony s kinetickou energíı odpov́ıdaj́ıćı vlnovým délkám jednotek
pikometr̊u (tiśıcin nanometr̊u). Takovéto vlny jsou schopny rozlǐsit jednotlivé atomy, i když je sledujeme
jen ve velmi úzkém kuželu. Nav́ıc elektrony s vysokou energíı lépe procházej́ı materiálem a při jejich
použit́ı jsme méně omezeni tloušt’kou vzorku.

13.5 Př́ıprava vzork̊u pro elektronovou mikroskopii

Klasická elektronová mikroskopie je založena na metodách
”
barveńı“ vzork̊u atomy, které obsahuj́ı

výrazně v́ıce elektron̊u, než převažuj́ıćı biogenńı prvky. K pozitivńımu barveńı se použ́ıvaj́ı acetát ura-
nylu, citrát olovnatý, oxid osmičelý a jiné soli těžkých kov̊u. Buněčné struktury, na které se těžké atomy
vážou (např́ıklad hydrofobńı OsO4 se hromad́ı v membránách, jiné kovy interaguj́ı s proteiny) výrazně
v́ıce pohlcuj́ı elektrony a pozorujeme je jako tmavá mı́sta. Jinou možnost́ı je negativńı barveńı, kdy
se např́ıklad virové částice zalij́ı do tenké vrstvy barviva. Tam, kde se nacházej́ı virové částice, potom
pozorujeme jasněǰśı mı́sta chyběj́ıćıho barviva. Ke studiu velkých protein̊u a zejména jejich komplex̊u
byla použ́ıvána metoda zvaná st́ınováńı (anglicky shadowing), při které byl na vzorek studovaných
částic pod ostrým úhlem (např́ıklad 4 ◦) naprášen těžký kov a na tvar molekul se usuzovalo ze st́ın̊u
protažených ve směru naprašováńı. Zmı́něné klasické metody poskytly zásadńı informace o detailech

2Jde o obdobu fotografováńı s méně kvalitńım objektivem. I s takovou optikou můžeme źıskat pěkné fotografie za
dobrého osvětleńı, které nám umožńı použ́ıt vysoké č́ıslo clonky. V tomto př́ıpadě clona propoušt́ı do objektivu světlo jen
v úzké oblasti bĺızko středu čočky, kde má nedokonalost optiky nejmenš́ı vliv.
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hraničńı
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Obrázek 13.2: Princip zvětšováńı obraz̊u pomoćı čoček. A, vysvětleńı na základě š́ı̌reńı vlny z bodového zdroje
ve středu hlavičky zeleného špendĺıku. Barva vln udává hodnotu E⃗ kmitaj́ıćı kolmo k rovině nákresu, barevná
škála je ukázána nad obrázkem. B, zvětšené okoĺı obrazu. C, popis pomoćı paprsk̊u. D, tvorba obrazu s ostrým
st́ınem vyplývaj́ıćı z popisu zářeńı pomoćı paprsk̊u (vlevo), tvorba obrazu s rozmazaným st́ınem v d̊usledku
difrakce (ohybu) zářeńı na hraně otvoru (vpravo). E, rozložeńı druhé mocniny amplitudy (intenzity) složené
vlny na st́ıńıtku detektoru umı́stěného kolmo k rovině nákresu. Řez detektorem je ukázán v zeleném rámečku,
škála intenzit je uvedena nad obrázkem. F, detailńı pohled na rozložeńı intenzity sńımané detektorem v okoĺı
obrazu. G, vliv zúžeńı kuželu světla clonou na zobrazeńı předmětu. H, rozložeńı intenzity sńımané detektorem
pro zobrazeńı předmětu ukázané na obrázku G.
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buněčných struktur a tvarech velkých komplex̊u biomakromolekul, nedokázaly však rozlǐsit jednotlivé
atomy. Molekuly látek použ́ıvaných k barveńı totiž vytvářej́ı shluky (clustery) a rozlǐseńı je omezeno
velikost́ı těchto cluster̊u. Nejlepš́ı rozlǐseńı makromolekul barvených těžkými atomy je 2 nm, tedy o řád
horš́ı, než vzdálenosti atomů. Nav́ıc jsou soli těžkých kov̊u toxické a poškozuj́ı strukturu studovaných
biomakromolekul.

Alternativou k barveńı je kryoelektronová mikroskopie. Mı́sto barveńı vzorek zmraźıme tak rychle, že
se voda nestač́ı uspořádat do krystalové mř́ıžky ledu, ale vytvoř́ı se amorfńı led, který se velmi podobá
struktuře tekuté vody. Krystalizaci ledu se vyhýbáme hlavně ze dvou d̊uvod̊u. Při tvorbě krystalk̊u ledu
spojené s velkými objemovými změnami docháźı k poškozeńı makromolekul a difrakce elektron̊u na
krystalové mř́ıžce ledu značně komplikuje zobrazováńı molekul.

Př́ıprava vzorku pro kryoelektronovou mikroskopii je poměrně složitá. Povrch dodávaných śıtěk je
hydrofobńı, proto je třeba śıt’ku před použit́ım opracovat v plasmovém výboji. Poté roztok biomakromo-
lekuly naneseme na śıt’ku. Nadbytek roztoku odstrańıme přitisknut́ım filtračńıho paṕıru (blotting), takže
na śıt’ce z̊ustanou jen tenké skvrny roztoku (s tloušt’kou kolem 100 nm). K vlastńımu mražeńı docháźı
rychlým ponořeńım śıt’ky do kapalného ethanu, podchlazeného v lázni kapalného duśıku. Ponořeńım
př́ımo do kapalného duśıku by amorfńı led nevznikl, protože teplota kaplného duśıku odpov́ıdá jeho
bodu varu. Na povrchu předmětu ponořeného do kapalného duśıku docháźı k rychlému vypařováńı a
vrstvička duśıkové páry izoluje předmět od chladné kapaliny a zpomaluje jeho ochlazováńı. Naopak
ethan je v duśıkové lázni zchlazen hluboko pod bod varu a velmi rychle odeb́ırá teplo z ponořené śıt’ky.
K vlastńımu manipulaci se śıt’kou se použ́ıvá zař́ızeńı zvané vitrobot, přesto je celý postup náročný na
zručnost.

Ochlazené śıt’ky se vzorky jsou uchovány v kapalném duśıku až do chv́ıle měřeńı. Zvýšeńı teploty
by vedlo k nežádoućımu překrystalováńı amorfńıho ledu. Také tubus mikroskopu a zař́ızeńı, kterým se
vzorek do evakuovaného mikroskopu vkládá, muśı být při kryoelektronové mikroskopii stále udržovány
při ńızké teplotě.

Velkou výhodou elektronové mikroskopie je, že během rychlého zmražeńı se neměńı ani struktura
studované molekuly, ani struktura okolńı vody. Biomakromolekuly tak můžeme studovat v nativńım
stavu. Protože molekuly nebarv́ıme a použ́ıváme TEM, źıskáváme informaci i o vnitřńı struktuře bio-
makromolekul: sńımané obrazy jsou projekce celého objemu molekuly.

13.6 Typy vzork̊u v elektronovou mikroskopii

V kryoelektronové mikroskopii se použ́ıvaj́ı r̊uzné typy vzork̊u. V počátćıch rozvoje metody hrály
d̊uležitou roli vzorky makromolekul, které tvoř́ı dvojrozměrné krystaly. Typickým př́ıkladem jsou trans-
membránové proteiny, které netvoř́ı vhodné krystaly pro rentgenovou difrakci, ale některé z nich je
možné připravit v membránách v tak vysoké hustotě, že vytvoř́ı dvojrozměrný krystal. Metoda je
vhodná pro menš́ı proteiny (do 200 kDa) a poskytuje rozlǐseńı srovnatelné s rentgenovou krystalografiı
(0,25 nm).

Pro určováńı konformace biomakromolekul je nejd̊uležitěǰśım př́ıstupem rekonstrukce jedné částice
(single particle reconstruction). Tato metoda využ́ıvá toho, že v mnoha př́ıpadech dokážeme připravit
vzorky rekombinantńıch protein̊u, které obsahuj́ı mnoho miliard molekul ve stejné konformaci. V elek-
tronovovém mikroskopu tak můžeme nasńımat obrázky desetitiśıc̊u až statiśıc̊u molekul, se kterými
můžeme pracovat, jako by to byly obrazy jedné molekuly v r̊uzných orientaćıch. Informaci z jednotlivých
sńımk̊u můžeme zkombinovat a spoč́ıtat z ńı trojrozměrnou distribuci elektronové hustoty v molekule
studovaného proteinu. Metoda poskytuje nejlepš́ı výsledky pro velké proteiny a je možné dosáhnout
atomového rozlǐseńı (i pod 0,1 nm).

Pomoćı kryoelektronové mikroskopie můžeme zkoumat i pleiomorfńı objekty, z nichž žádné dva ne-
maj́ı stejnou strukturu. Jde např́ıklad o buněčné organely, které se vždy na molekulárńı úrovni poněkud
lǐśı. Obrazy takových molekul nemůžeme pr̊uměrovat, ale muśıme použ́ıt př́ıstupu tomografie. Obrazy
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objektu v r̊uzných orientaćıch źıskáváme tak, že v mikroskopu vzorek r̊uzně otáč́ıme a nakláńıme.
Z obraz̊u v r̊uzných orientaćıch můžeme zpět spoč́ıtat trojrozměrnou strukturu studovaného objektu.
Výsledná struktura bude mı́t nezbytně omezené rozlǐseńı. Jednak proto, že nemůžeme źıskat obrazy
objektu ve všech orientaćıch (protože objekt je fyzicky vždy umı́stěn v nějakém držáku), ale také proto,
že každý elektron objekt poškod́ı, takže máme jen omezený počet obraz̊u, které můžeme pro daný ob-
jekt źıskat. Poměr S/N je proto ještě nižš́ı, než u sńımk̊u biomakromolekul. Pokud ale studovaný objekt
obsahuje v́ıce kopíı téže molekuly, můžeme pr̊uměrovat obrazy takové molekuly z r̊uzných část́ı vzorku
a lokálně zlepšit rozlǐseńı. V nejlepš́ıch př́ıpadech je možné dosáhnout rozlǐseńı okolo 0,4 nm.

13.7 Tvorba a zpracováńı digitálńıho obrazu

V elektronové mikroskopii źıskáváme digitálńı obraz. Tato skutečnost může zńıt triviálně, ale pro práci
s mikroskopem a źıskanými sńımky je velmi d̊uležitá. Sńımky muśı být digitálńı proto, abychom s nimi
mohli pracovat v poč́ıtači a vypoč́ıtat z nich trojrozměrnou strukturu molekuly.

Digitálńı obrazy se vždy skládaj́ı z velkého množstv́ı poĺıček zvaných pixely. Digitálńı černob́ılá
fotografie s napohled plynulými přechody mezi odst́ıny šedi je ve skutečnosti mozaika pixel̊u s r̊uznou
intenzitou signálu. Maximálńı a minimálńı intenzita odpov́ıdá černé a b́ılé barvě (nebo naopak).

Digitálńı povaha obrazu vysvětluje, proč je výhodné použ́ıvat kamery př́ımo detekuj́ıćı dopad elek-
tron̊u, jak jsme zmı́nili v části 13.4. Tradičně se v elektronové mikroskopii použ́ıvaly fotografické filmy,
které jsou citlivé na dopad světla i elektron̊u. Nevýhodou filmů je, že obraz z nich muśıme do di-
gitálńı formy převádět skenováńım. Nověǰśım typem detektor̊u byly kamery využ́ıvaj́ıćı technologie CCD
(coupled charge device, integrované obvody propojených kondenzátor̊u citlivých na světlo). Nevýhoda
CCD zař́ızeńı je, že nejsou př́ımo citlivá na elektrony. Proto bylo nutné použ́ıt vrstvičky scintilátoru
(např́ıklad krystalického materiálu zvaného yttrito-hlinitý granát, YAG), který po dopadu elektronu
emituje fotony, které CCD detekoval. Scintilátor ale emitoval fotony i v jiných směrech, než směr do-
padu elektronu, a tyto fotony aktivovaly sousedńı pixely CCD kamery. Proto docházelo k lokálńımu roz-
mazáváńı signálu. Velký pokrok pro elektronovou mikroskopii znamenaly polovodičové kamery schopné
detekovat elektrony př́ımo. Elektronová vlna tak aktivuje př́ımo pixel, na který dopadla. Dı́ky tomu
může být přesněji lokalizována a struktury biomakromolekul můžeme poč́ıtat s lepš́ım rozlǐseńım.

V poč́ıtači ukládáme digitálńı obraz jako seznam č́ısel, která popisuj́ı intenzity signál̊u jednotlivých
pixel̊u. Pokud by se náš detektor skládal jen z 25 pixel̊u, mohl by zápis sńımku na obrázku 13.3A
vypadat takto

Obraz1 = (0; 0; 0; 0; 0; 0; 10; 10; 0; 0; 10; 5; 5; 10; 0; 10; 5; 5; 10; 0; 0; 10; 10; 0; 0). (13.2)

Správně můžeme č́ıst tento záznam jenom tehdy, když v́ıme, kterému pixelu které č́ıslo patř́ı.
Zápis 13.2 můžeme také vyjádřit jako lineárńı kombinaci 25 základńıch stav̊u detektoru

0 · P11 + 0 · P12 + 0 · P13 + 0 · P14 + 0 · P15 +
0 · P21 + 10 · P22 + 10 · P23 + 0 · P24 + 0 · P25 +
10 · P31 + 5 · P32 + 5 · P33 + 10 · P34 + 0 · P35 +
10 · P41 + 5 · P42 + 5 · P43 + 10 · P44 + 0 · P45 +
0 · P51 + 10 · P52 + 10 · P53 + 0 · P54 + 0 · P55

(13.3)

kde např́ıklad P12 označuje stav s jednotkovou intenzitou pixelu v prvńı řadě a druhém sloupci a
nulovou intenzitou všech ostatńıch pixel̊u (obrázek 13.3B).

Sńımek na obrázku 13.3A můžeme ale také zapsat jako lineárńı kombinaci 25 hypotetických stav̊u
detektoru uvedených na obrázku 13.3C. Tyto stavy neodpov́ıdaj́ı aktivaci jednotlivých pixel̊u, ale perio-
dickým vzor̊um, vlńıćım se v r̊uzných směrech s r̊uznou vlnovou délkou. Jednotlivé stavy Ψhk nedefinuje
poloha na detektoru, ale parametry h a k popisuj́ıćı kolikrát se periodický vzor zavlńı ve vodorovném
a svislém směru.



172 KAPITOLA 13. ELEKTRONOVÁ MIKROSKOPIE

Periodicky se opakuj́ıćımi strukturami jsme se zabývali detailně v kapitole o rentgenové krystalo-
grafii (kapitola 12). Vı́me, že na vzdálenosti atomů v pravidelných krystalových mř́ıžkách záviśı směr,
ve kterém se dramaticky ześıĺı rozptýlené rentgenové zářeńı a tedy i mı́sto na detektoru, kde pozo-
rujeme difrakčńı skvrnu. Difrakci na krystalech tedy můžeme matematicky interpretovat následuj́ıćım
zp̊usobem. Elektronovou hustotu v krystalu si můžeme rozložit na součet periodických funkćı s r̊uznou
vlnovou délkou. Každá z těchto funkćı odpov́ıdá pravidelnému vzoru, který zesiluje rozptýlené rentge-
nové zářeńı v jiném směru. Intenzita difrakčńıch skvrn v jednotlivých směrech nám př́ımo ř́ıká, jak moc
která periodická funkce přisṕıvá k celkovému rozložeńı elektronové hustoty. Při rozptylu zářeńı fyzicky
docháźı k tomu, čemu se v matematice ř́ıká Fourierova analýza, rozklad nějaké matematické funkce
na součet funkćı sinus a kosinus. Proto také je matematickým základem výpočtu rozložeńı elektronové
hustoty Fourierova transformace difrakčńıho obrazce.

Proč ale rozkládat na periodické funkce obrazy molekul, které nejsou umı́stěny v pravidelných
krystalových mř́ıžkách? Každý detektor se skládá z konečného počtu N pixel̊u. Informace, kterou di-
gitálńı obraz nese, je tedy vždy kombinaćı N stav̊u detektoru, at’ už jde o jednopixelové stavy Pxy

z obrázku 13.3B, nebo periodické stavy Ψhk z obrázku 13.3C. I když je obraz na detektoru nepravidelný,
lze jej beze zbytku převést na kombinaci pravidelných vzor̊u Ψhk. Poč́ıtač přitom dělá to, k čemu fyzicky
docháźı v difrakčńım experimentu, tedy Fourierovu analýzu. Parametry h a k přitom hraj́ı stejnou roli,
jako Millerovy indexy v rentgenové krystalografii. Stejně jako Millerovy indexy definuj́ı polohu skvrn
v difrakčńım obrazci rentgenového zářeńı, můžeme periodické vzory Ψhk graficky znázornit jako body
o souřadnićıch h, k. Matematický postup, kterým ze závislosti intenzity na souřadnićıch x, y spoč́ıtáme
závislost na souřadnićıch h, k, neńı opět nic jiného, než Fourierova transformace. Intenzita v mı́stě
souřadnic h, k v grafu źıskaném Fourierovou transformaćı nám ř́ıká, jak moc přisṕıvá k p̊uvodńımu
obrazu periodický tvar, který má ve vodorovném směru h maxim a minim a ve svislém směru k maxim
a minim. Při zpracováńı obraz̊u je velkou výhodou, že můžeme ze závislosti na x, y spoč́ıtat závislost
na h, k a naopak.

Digitálńı povaha obrazu zaručuje, že veškerou informaci zachycenou v obraze můžeme vyjádřit po-
moćı konečného počtu periodických vzor̊u. Tento konečný počet ale zároveň omezuje rozlǐseńı, kterého
lze dosáhnout. Nejrychleǰśı změna periodického vzoru, kterou může detektor zachytit, je taková, kdy se
maxima a minima stř́ıdaj́ı v sousedńıch pixelech (Nyquist̊uv zákon). Maximálńı hodnota h a k je proto
rovna polovině počtu pixel̊u ve vodorovném a svislém směru. Pokud obraz obsahuje vzor s vyšš́ım počtem
maxim, uvid́ıme v obraze zvlněńı, které ve skutečnosti neexistuje. Zjednodušeně je to znázorněno na
obrázku 13.3D, kde je znázorněn detektor s osmi pixely ve každém směru. Maximálńı (Nyquistova) frek-
vence, kterou takový detektor může rozlǐsit, je 8/2 = 4. Na tento detektor promı́táme vzor, ve kterém
se ve skutečnosti vystř́ıdá šest tmavých a šest světlých proužk̊u na š́ı̌ri detektoru. Když si spoč́ıtáme,
jakou pr̊uměrnou intenzitu detekuj́ı jednotlivé pixely, zjist́ıme, že mı́sto vzoru se správným počtem ma-
xim (šest ve vodorovném směru) vid́ı detektor fiktivńı obrazec procházej́ıćı dvěma maximy. V běžném
životě můžeme vidět tento efekt v televizi, pokud v ńı vystupuje osoba s jemněǰśım vzorem oděvu, než
odpov́ıdá rozlǐseńı obrazovky.

Popsané omezeńı digitálńıho rozlǐseńı nás vede k tomu, abychom pečlivě zvážili, jaké zvětšeńı mikro-
skopu můžeme pro detektor s daným počtem pixel̊u použ́ıt. Pokud chceme např́ıklad popsat strukturu
s rozlǐseńım 0,2 nm, muśı jeden pixel dopadat vlna z oblasti maximálně 0,1 nm.

13.8 Amplitudový a fázový kontrast

Poměr signálu a šumu (S/N) v obrazech źıskaných elektronovým, ale i světelným, mikroskopem záviśı
na kontrastu mezi vlnou dopadaj́ıćı na detektor př́ımo a vlnou ovlivněnou vzorkem. Vzorek ovlivňuje
vlnu dvěma zp̊usoby. Prvńım z nich je amplitudový kontrast zp̊usobený částečným pohlceńım vlny
vzorkem. Velký amplitudový kontrast maj́ı vzorky

”
barvené“ těžkými atomy. Druhým typem vlivu

vzorku je fázový kontrast. Při pr̊uchodu vlny vzorkem docháźı k jej́ımu opožděńı, které popisujeme
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Obrázek 13.3: Vlastnosti digitálńıho obrazu. Na obrázku A je př́ıklad obrazu na detektoru skládaj́ıćım se z 5×5
pixel̊u. Jakýkoli obraz na tomto detektoru je lineárńı kombinaćı 25 možných stav̊u detektoru znázorněných na
obrázku B. Zároveň ale jakýkoli obraz na tomto detektoru je také lineárńı kombinaćı periodických vzor̊u na
obrázku C. Podle Nyquistova zákona může mı́t periodický vzor nejvýš dvě minima a maxima v každém směru.
Abychom byli schopni vyjádřit pomoćı periodických vzor̊u každý digitálńı obraz, muśıme vźıt v potaz vlněńı
směřuj́ıćı vzh̊uru i dol̊u (směr rozlǐsujeme znaménkem indexu k) a vlněńı s r̊uznou fáźı (např́ıklad kosinus a sinus,
který od kosinu rozlǐsujeme hvězdičkou v označeńı vzoru). Kombinaćı 3 vodorovných frekvenćı (h = 0; 1; 2), 5
svislých frekvenćı (k = −2;−1; 0; 1; 2) a 2 fáźı bychom źıskali 30 vzor̊u, 5 se jich ale opakuje dvakrát (na
obrázku C jsou vyznačeny červeně). Nezávislých vzor̊u je tedy 25, jak potřebujeme pro 25 pixel̊u. Zahrnut́ı
záporných hodnot h (vlny postupuj́ıćı doleva) by vedlo jen k opakováńı již zahrnutých vzor̊u. V dolńı části
obrázku C je ukázáno, že Fourierovou transformaćı periodických vzor̊u źıskáme závislost na vlnočtech vzor̊u,
která připomı́ná jednopixelové diagramy na obrázku B. V našem ilustrativńım obrázku označuje červená barva
zápornou hodnotu poskytnutou Fourierovou transformaćı. Při analýze obrazu ale většinou vynáš́ıme absolutńı
hodnotu (nerozlǐsujeme fázi). Na obrázku D je ilustrován Nyquist̊uv zákon (popsáno v textu).
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hodnotou indexu lomu. Proto má vlna, která prošla vzorkem, posunutou fázi v̊uči vlně, která vzorkem
neprošla. Rozd́ıl v intenzitě (amplitudě) vlny přitom může být nepatrný. Převážně fázový kontrast maj́ı
vzorky biomakromolekul, jejichž strukturu určujeme pomoćı kryoelektronové mikroskopie. Př́ıkladem
ze světelné mikroskopie mohou být stř́ıpky skla ve vodě nebo pr̊usvitné buňky neobsahuj́ıćı významné
množstv́ı pigmentu. Pokud na takové vzorky zaostř́ıme, jsou ve světelném mikroskopu velmi špatně
viditelné. K zobrazováńı takových vzork̊u jsou použ́ıvány speciálńı fázově kontrastńı mikroskopy. Pokud
takové zař́ızeńı nevlastńıme, můžeme zlepšit kontrast t́ım, že zaostř́ıme mı́rně pod sledovaný objekt.
Okraje buněk či stř́ıpk̊u, kde se setkávaj́ı prostřed́ı s r̊uzným indexem lomu, jsou při podostřeńı mnohem
lépe viditelné.

Princip podostřeńı je zjednodušeně představen na obrázku 13.4. Obraz předmětu je zvětšen optickou
soustavou (znázorněnou na obrázku jako jediná čočka). V mı́stě zaostřeńı obrazu se sč́ıtaj́ı se stejnou
fáźı vlny přicházej́ıćı r̊uznými cestami z pozorovaného předmětu, jak jsme si ukázali na obrázku 13.2.
Pokud vzorek absorbuje zářeńı (př́ıpad a na obrázku 13.4), je amplituda vlny prošlé vzorkem (na
obrázku 13.4 znázorněna tmavě zeleně) výrazně nižš́ı, než vlna vzorkem neovlivněná. Amplitudový
kontrast, symbolicky znázorněn rozd́ılnou velikost́ı zelených elips v horńı části obrázku, je významný.
Pokud ale vzorek neabsorbuje (př́ıpad b na obrázku 13.4), skládá se vlna prošlá vzorkem s p̊uvodńı
vlnou tak, že se amplituda výsledné vlny lǐśı od amplitudy p̊uvodńı vlny jen zanedbatelně a kontrast
mezi nimi je zanedbatelný. Jak jsme vysvětlili v kapitole 10 (část 10.3 a 10.5), je tomu tak proto, že vlna
vzniklá rozkmitáńım molekul vzorku je oproti dopadaj́ıćı vlně fázově opožděna o 90 ◦ a má mnohem
menš́ı amplitudu.

Situace se ale změńı, pokud nebude obraz zaostřen v d̊usledku sférické aberace3 nebo proto, že
detektor úmyslně posuneme z roviny zaostřeného obrazu (defocus). V tom př́ıpadě se v určitém pixelu
detektoru setkaj́ı vlny s rozd́ılnou fáźı, které se částečně odečtou. Tak vznikne fázový kontrast, at’ už
vzorek zářeńı pohlcoval (př́ıpad c na obrázku 13.4), nebo ne (př́ıpad d).

Podostřeńı (underfocus) použ́ıváme i v kryoelektronové mikroskopii. Pokud je elektronový mikro-
skop zaostřen, vznikne v určité rovině pod objektivovou čočkou zaostřený obraz vzorku, který daľśı
soustava čoček zvětš́ı a promı́tne na detektor. Jestliže neńı vlna vzorkem pohlcována v́ıce, než okoĺım
(molekulami vody v amorfńım ledu), nepozorujeme na detektoru žádný signál. Když ale mı́rně sńıž́ıme
proud v objektivové čočce, zaostřený obraz vznikne v jiné rovině, dále od objektivové čočky. Na detektor
bude ale stále promı́tána složená vlna z p̊uvodńı roviny, ve které neńı obraz zaostřený. Dı́ky rozostřeńı a
značné sférické aberaci elektromagnetických čoček docháźı k fázovému kontrastu mezi vlnou ovlivněnou
a neovlivněnou vzorkem.

Chceme-li źıskat kvalitńı data pro výpočet struktur, muśıme vzniku fázového kontrastu rozumět
kvantitativně. Využijeme opět analogii se světelnou vlnou. V části 10.3 jsme zmı́nili, že světelná vlna
rozptýlená molekulami bývá fázově opožděná o 90 ◦ oproti dopadaj́ıćı vlně. Jak v́ıme z části 13.4,
v mı́stě zaostřeného obrazu má světelný vlna stejnou fázi, jako když opoušt́ı objekt. Mimo zaostřený
obraz ale neńı vlna ovlivněná molekulami ve vzorku posunuta v̊uči vlně p̊uvodńı o 90 ◦. V závislosti
na délce optické dráhy maj́ı vlny rozptýlené vzorkem do r̊uzných směr̊u (a ohnuté čočkami zpět na
detektor) fázové posuny v celém rozsahu 0 ◦–360 ◦. Vlny posunuté o 180 ◦ při skládáńı s neovlivněnou
vlnou jej́ı amplitudu snižuj́ı a vytvářej́ı tak negativńı fázový kontrast. Naopak vlny s nulovým fázovým
rozd́ılem amplitudu p̊uvodńı vlny zvyšuj́ı a vedou k pozitivńımu fázovému kontrastu. Pro kvantitativńı
popis je výhodné využ́ıt toho, že d́ıky Fourierově transformaci umı́me obraz popsat pomoćı souřadnic
h a k. Na těchto souřadnićıch záviśı kontrast jednoduchým zp̊usobem: v soustředných kruźıch kolem
počátku (h = k = 0) osciluje mezi hodnotami +1 a −1 (obrázek 13.5). Tato závislost se nazývá
funkce přenosu kontrastu (contrast transfer function, CTF )4. Pro vyhodnoceńı vlivu podostřeńı na
źıskaný obraz stač́ı převést Fourierovou transformaćı obraz do souřadnic h, k, vynásobit funkćı přenosu

3Sférické aberace je optická vada, kdy se světelné paprsky na okraji čočky lámou v́ıc, než pobĺıž optické osy.
4Matematicky lze popsat oscilace funkćı sin(πCSλ

3k4/2−π∆zλk2), kde CS je koeficient popisuj́ıćı vliv sférické aberace
a ∆z udává, o kolik mikrometr̊u je obraz podostřen (defocus). Amplituda oscilaćı nav́ıc s rostoućım k klesá.
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Obrázek 13.4: Rozd́ıl mezi amplitudovým a fázovým kontrastem. Vlevo je znázorněna tvorba zaostřeného
obraz, vpravo obrazu rozostřeného a ovlivněného sférickou aberaćı čočky. Na obrázćıch a,c je srovnána intenzita
světla let́ıćıho mimo objekt (světle zeleně vlevo) s intenzitou ovlivněnou pr̊uchodem objektem s amplitudovým
kontrastem (tmavě zeleně vpravo). Na obrázćıch b,d je srovnána intenzita světla let́ıćıho mimo objekt (světle
zeleně vlevo) s intenzitou ovlivněnou pr̊uchodem objektem s amplitudovým kontrastem (tmavě zeleně vpravo).
Intenzita zářeńı dopadaj́ıćıho na detektor je znázorněna velikost́ı zelené elipsy v horńı části.
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kontrastu, a výsledek převést Fourierovou transformaćı zpět do souřadnic x, y.

Skutečnost, že funkce přenosu kontrastu osciluje mezi kladnými a zápornými hodnotami, má na
výsledný obraz zásadńı vliv. Tvar zobrazeného objektu je sice zachován, ale źıskaná intenzita neodpov́ıdá
elektronové hustotě. Tmavé oblasti obrazu jsou někde zobrazeny světle a naopak (obrázek 13.5A).
Částečně lze tento nedostatek odstranit tak, že se obraz převede do souřadnic h, k, v oblastech, kde je
násoben zápornou funkćı přenosu kontrastu, změńıme znaménko (provedeme inverzi kontrastu) a po
Fourierově transformaci zpět do souřadnic x, y źıskáme obraz podobněǰśı skutečné elektronové hustotě
(obrázek 13.5B). Neodstrańıme tak ale zásadńı problém, že CTF procháźı nulou a pro určité hodnoty
h, k tak ztrat́ıme signál.

Tento nedostatek řeš́ıme tak, že sńımáme obrazy studovaných biomakromolekul s r̊uznou hodnotou
podostřeńı (obrázek 13.5B,C). To vede k tomu, že v r̊uzných obrazech má CTF r̊uzné polohy bod̊u, kde
procháźı nulou. Jednotlivé obrazy pak zkombinujeme a tak doplńıme oblasti nulového signálu signálem
z jiných obraz̊u (obrázek 13.5D). T́ımto zp̊usobem źıskáme informaci v celém rozsahu h, k, abychom
mohli provést rekonstrukci struktury studované biomakromolekuly.

13.9 Poškozeńı vzorku

Navzdory chlazeńı na velmi ńızkou teplotu docháźı při kryoelektronové mikroskopii k významnému
poškozeńı vzorku. Na 1 nm2 dopadaj́ı stovky až tiśıce elektronu a ne všechny interaguj́ı se vzorkem
elasticky (bez přenosu energie). Některé elektrony předávaj́ı vzorku energii, což vede k jeho poškozeńı.
Při deľśım osvitu se v ledu zač́ınaj́ı tvořit bubliny, čemuž je třeba zabránit. Proto se snaž́ıme dávku
elektron̊u omezit na minimum. Např́ıklad neńı možné zaostřit mikroskop na oblast našeho zájmu, protože
již t́ım bychom vzorek zničili. Ostř́ıme zpravidla na mı́sta v okoĺı oblasti zájmu a předpokládáme, že
pr̊uměr nastavených hodnot bude odpov́ıdat zaostřeńı na mı́sto uprostřed. Naštěst́ı současné mikroskopy
dokáž́ı zaostřit a nasb́ırat data automaticky. Omezený počet elektron̊u, který může na vzorek dopadnout,
je také hlavńı př́ıčinou ńızkého poměru signálu k šumu.

13.10 Porovnáváńı dvojrozměrných obraz̊u

Abychom vylepšili velmi ńızký poměr signálu k šumu, snaž́ıme se nasńımat velké množstv́ı obraz̊u
s molekulami, jejichž strukturu chceme určit. Velmi zjednodušený př́ıklad je ukázán na obrázku 13.6, kde
se hypotetický detektor skládá jen z 1 280 pixel̊u (ve skutečnosti jde o miliony pixel̊u). Pro přehlednost
je na obrázku velmi vysoký poměr signálu k šumu (přibližně 4), ve skutečnosti bývá poměr o jeden až
dva řády horš́ı.

Ze sńımk̊u je třeba vyř́ıznout obrázky jednotlivých molekul (modré rámečky v pravé polovině
obrázku 13.6), jednotlivé obrázky mezi sebou porovnáváme, zjǐst’ujeme, které jsou si nejv́ıce podobné,
abychom je mohli zpr̊uměrovat. Pr̊uměrováńım sńıž́ıme náhodný šum a źıskáme obrázky, které maj́ı
lepš́ı kontrast.

K porovnáváńı obrázku můžeme použ́ıt analýzu hlavńıch komponent (principal component analy-
sis, PCA). Jde o př́ıstup, kterým je možné automaticky identifikovat skupiny obrázk̊u, které jsou si
podobné. Teoreticky bychom mohli porovnávat intenzitu každého pixelu v každém modrém rámečku
na obrázku 13.6 se všemi pixely všech ostatńıch rámečk̊u. Z matematického pohledu by to znamenalo
vynést intenzitu každého pixelu na jinou osu mnohorozměrného grafu (pro rámečky na obrázku 13.6
bychom pracovali v 64-rozměrném prostoru, protože každý rámeček má pixel̊u 64). Každému rámečku
by pak odpov́ıdal jeden polohový vektor v 64-rozměrném prostoru a my bychom hledali, které vektory
jsou si nejpodobněǰśı (nacházej́ı se nejbĺıž sobě). Takové srovnáńı by ale bylo př́ılǐs výpočetně náročné.
Metoda PCA vycháźı z předpokladu, že určité kombinace intenzit jsou pro jednotlivé tvary typické.
Tyto kombinace pak hledá a použije je jako nové osy v jiném mnohorozměrném prostoru. Zjednodušeńı
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Obrázek 13.5: Vliv funkce přenosu kontrastu na sńımané obrazy. Pokud by měl pozorovaný objekt velký am-
plitudový kontrast, pozorovali bychom obraz ukázaný ve sloupci a. Protože ale muśıme pracovat s fázovým
kontrastem a použ́ıt podostřeńı, źıskáváme obraz ukázaný ve sloupci e. Fourierova transformace toho obrazu
(sloupec d) je součinem Fourierovy transformace obrazu ze sloupce a, ukázané ve sloupci b a funkce přenosu
kontrastu (CTF), ukázané ve sloupci c. Šipky na obrázku označuj́ı Fourierovu transformaci, tečka mezi sloupci
b a c násobeńı. A, intenzita ovlivněna neupravenou CTF, osciluj́ıćı mezi kladnými (modrá barva) a zápornými
(červená barva) hodnotami, nulová hodnota Fourierovy transformace odpov́ıdá šedé barvě. B, provedena in-
verze kontrastu. CTF nabývá jen kladných hodnot, znázorněných odst́ıny šedi. Nulová hodnota Fourierovy
transformace odpov́ıdá b́ılé barvě. C, jako B, ale obraz byl sńımán s jiným podostřeńım. D, kombinace (pr̊uměr)
předchoźıch dvou měřeńı. CTF ve sloupci e je pr̊uměrem funkćı na předchoźıch dvou řádćıch a neprocháźı (krom
počátku) nulou.
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Obrázek 13.6: Identifikace obrázk̊u studované molekuly ve sńımku elektronové mikroskopie. Vlevo zjednodušený
př́ıklad sńımku, vpravo tentýž sńımek s vyř́ıznutými obrázky (modré rámečky)

je v tom, že stač́ı porovnat menš́ı počet skutečně nejtypičtěǰśıch kombinaćı a nemuśıme ztrácet čas
porovnáváńım každého pixelu s každým. Velmi jednoduchý př́ıklad je ukázán na obrázku 13.7 pro
kombinace pouhých dvou pixel̊u.

13.11 Rekonstrukce trojrozměrné struktury biomakromolekul

Naš́ım konečným ćılem je určit trojrozměrnou strukturu. Základńım problémem našeho úkolu je, že
jednotlivé obrázky představuj́ı pr̊uměty molekul v r̊uzných orientaćıch, ve kterých se nacházely v roztoku
těsně před rychlým zmrazeńım. Je na nás, abychom zjistili, jak jednotlivé projekce v̊uči sobě zorientovat,
abychom z dvojrozměrných pr̊umět̊u mohli rekonstruovat trojrozměrnou strukturu. Z matematického
pohledu jde vlastně o hledáńı tř́ı úhl̊u. Dva úhly určuj́ı směr, ze kterého se na molekulu (nebo přesněji
skrz molekulu) d́ıváme (směr, kterým mı́̌ŕı červené, modré a tmavě zelené šipky na obrázku 13.8A). Dva
pr̊uměty ze stejného směru mohou být v̊uči sobě pootočené v rovině sńımku. Takové vzájemné pootočeńı
popisuje třet́ı úhel. Tento třet́ı úhel odpov́ıdá rotaci kolem směru červené, modré, nebo tmavě zelené
šipky na obrázku 13.8A5

Rekonstrukce trojrozměrné struktury představuje sérii postupných krok̊u, ve kterých hledáme správné
orientace projekćı. V počátćıch jde o proces značně zat́ıžený náhodnými chybami, kdy doufáme, že prvńı
odhady tvaru molekuly se alespoň trochu podobaj́ı skutečné struktuře a že postupné zpřesňováńı nás
nakonec ke správné struktuře dovede.

Obecný postup je shrnut na obrázku 13.9. Vycháźıme z velkého počtu obrázk̊u vyř́ıznutých ze sńımk̊u
vzorku (šipka a), pro něž hledáme správnou orientaci v̊uči molekule (šipky b–d). Obrázky, které jsou
projekcemi molekuly ze stejného směru, vzájemně posuneme a natoč́ıme v rovině sńımku, abychom je
mohli přeložit (alignment, šipka b). Potřebná posunut́ı (translace) a natočeńı (rotace) ukazuj́ı světle

5Když použijeme analogie s fotografováńım, tak dva úhly určuj́ı směr, ze kterého nás fotograf fotil (směr př́ımky
v prostoru je popsán dvěma úhly), a třet́ı úhel ř́ıká, jestli fotograf držel fotoaparát rovně, nebo šikmo (v druhém př́ıpadě
budeme na fotografii vidět svou postavu nakloněnou).
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Obrázek 13.7: Princip analýzy hlavńıch komponent (PCA). Do grafu jsou vyneseny intenzity dvojic pixel̊u
vyznačených na obrázku vlevo (purpurový a azurový rámeček spojený zelenou šipkou). Dvojice intenzit s 25%
šumem vytvoř́ı tři shluky bod̊u, které jsou rozlǐseny barvou a odpov́ıdaj́ı třem r̊uzným projekćım molekuly
(projekce bez šumu jsou ukázány vpravo). Čárkované šipky představuj́ı kombinace intenzit (hlavńı komponenty),
které nejlépe rozlǐśı shluky. Ukázaný př́ıklad je zjednodušeńım, které lze ukázat na grafu. Ve skutečnosti bychom
hledali hlavńı komponenty v 64-rozměrném prostoru intenzit všech pixel̊u.

zelené šipky uvnitř obrázk̊u. Posunut́ı a natočeńı můžeme určovat vzhledem nějakému referenčńımu
obrazu, nebo bez vněǰśı reference (např́ıklad vzhledem k prvńımu vyř́ıznutému obrázku). Obrázky po-
rovnáváme (2D classification, viz část 13.10) a z těch, které odpov́ıdaj́ı stejným úhl̊um projekce (stejná
barva rámečku) poč́ıtáme pr̊uměrný obraz s lepš́ım poměrem signálu k šumu (class averaging, šipka c).
Srovnáńı s referenčńımi obrazy se známými úhly projekce zvyšuje správnost tř́ıděńı obrázk̊u podle úhl̊u
projekce. Zpr̊uměrovaným obrázk̊um přǐrad́ıme úhly projekce (angle assignment, šipka d). Jako úhly pro-
jekce (směry červených, zelených a modrých šipek pro jednotlivé zpr̊uměrované obrazy) použijeme známé
hodnoty pro referenčńı pr̊uměty. Pokud zač́ınáme bez vněǰśı reference, použijeme hodnoty náhodné.
Z pr̊umět̊u, které jsme orientovali v prostoru, zpětně vypoč́ıtáme tvar molekuly (3D reconstruction, šipka
e). Zpr̊uměrované a zorientované obrazy (na obrázku čtverečky orámované červeně, zeleně a modře)
můžeme považovat za st́ıny molekuly (obrázek 13.8A). Tvar molekuly můžeme spoč́ıtat jako oblast
v prostoru, kde se prot́ınaj́ı směry, ve kterých jsou st́ıny vrhány (obrázek 13.8B). Často ale provád́ıme
rekonstrukci v reciprokém prostoru (obrázek 13.8C). Źıskaný model molekuly použijeme k tomu, že
vypoč́ıtáme jeho projekce do r̊uzných směr̊u (re-projection, šipka f). Takto źıskané projekce můžeme
použ́ıt jako referenčńı obrazy v daľśım kole výpočt̊u (šipka h). Do každého daľśıho kola tak vstupuj́ı
projekce z v́ıce a v́ıce zpřesněného modelu molekuly, které srovnáváme se stále stejnými nasńımanými
obrázky. Celý postup opakujeme tak dlouho, dokud docháźı k zpřesňováńı modelu. Výsledkem (šipka g)
je mapa elektronové hustoty, velmi podobná výsledku rentgenové krystalografie. Do této mapy potom
stav́ıme model molekuly a ověřujeme jeho správnost, tak jak jsme popsali v kapitole 12.

V popsaném iterativńım postupu je kritické prvńı kolo, kdy zat́ım nemáme k dispozici žádné projekce
z modelu vypoč́ıtaného v předchoźım kole (šipka h). Kdyby měly nasńımané obrázky molekul vysoký
poměr signálu k šumu, bylo by nejobjektivněǰśı vypoč́ıtat počátečńı model struktury na základě teorie
Fourierovy transformace (šipka i). Základńı myšlenka je následuj́ıćı. Fourierovou transformaćı jednot-
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livých obrázk̊u źıskáme řezy trojrozměrné Fourierovy transformace tvaru molekuly (obrázek C). Teorie
Fourierovy transformace nav́ıc ř́ıká, že jde o řezy procházej́ıćı středem obrazu v reciprokém prostoru.
To už je dost geometrických údaj̊u na to, abychom dokázali spoč́ıtat, jak se r̊uzné řezy se v reciprokém
prostoru prot́ınaj́ı. Pak už stač́ı následovat postup ukázaný v dolńı části obrázku 13.8C a spoč́ıtat
tvar molekuly. Velký šum ve sńımćıch źıskaných kryoelektronovou mikroskopíı bohužel zatěžuje tuto
elegantńı metodu velkou náhodnou chybou. Proto se v praxi použ́ıvaj́ı a jsou dále intenzivně vyv́ıjeny
výpočetńı i experimentálńı postupy poskytuj́ıćı spolehlivěǰśı počátečńı model pro rekonstrukci. Celý
postup značně urychĺı, když zač́ınáme již s přibližnou znalost́ı tvaru molekuly (na základě dat s malým
rozlǐseńım, podobnosti s jinými molekulami a podobně, šipka j na obrázku 13.9). Rekonstrukci je možné
zahájit dokonce i s obecným tvarem jako koule, válec, atd. Všechny tyto př́ıstupy založené na subjektivńı
volbě startovńıho modelu ale nesou riziko, že nás naše volba zavede špatným směrem. Pokud budeme
poč́ıtač nutit, aby ve sńımćıch nacházel rysy shodné s počátečńım modelem, poč́ıtač je tam najde, i
kdyby sńımky obsahovaly čistý šum. Źıskaný počátečńı model použijeme k tomu, že vypoč́ıtáme jeho
projekce do r̊uzných směr̊u (šipka k), a použijeme je jako referenčńı obrazy v prvńım kole (šipka k).
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Obrázek 13.8: Rekonstrukce trojrozměrné struktury z projekćı se známou orientaćı. A, jednotlivé projekce
(barevně orámované čtverečky) si můžeme představit jako st́ıny molekuly vrhané do určitých směr̊u (barevné
šipky). B, rekonstrukci tvaru molekuly můžeme provést tak, že každý 2D obraz (st́ın) zpětně promı́tneme do
směru, odkud přicháźı. C, rekonstrukce v reciprokém prostoru. Pokud známe tvar objektu (např́ıklad rozložeńı
elektronové hustoty v molekule) ve skutečném trojrozměrném prostoru popsaném souřadnicemi x, y, z, můžeme
vždy d́ıky Fourierově transformaci popsat tento objekt v reciprokém prostoru, kde hraj́ı roli souřadnic Mille-
rových indexy h, k, l. Stejně dobře můžeme Fourierovou transformaćı popis objektu vyjádřený v souřadnićıch
h, k, l přepsat zpátky do reálného tvaru definovaného pomoćı souřadnic x, y, z. Pokud nav́ıc máme velký počet
r̊uzných dvojrozměrných projekćı objektu, můžeme je také Fourierovou transformaćı přepoč́ıtat do obraz̊u po-
psaných souřadnicemi h, k a zase zpět. Přitom plat́ı, že každý obraz projekce v souřadnićıch h, k představuje
jednu rovinu z popisu objektu v trojrozměrném reciprokém prostoru h, k, l. Nav́ıc v́ıme, že každá z těchto ploch
procháźı středem souřadné soustavy h, k, l. Proto je možné Fourierovy transformace jednotlivých pr̊umět̊u použ́ıt
jako řezy trojrozměrné Fourierovy transformace tvaru molekuly a chyběj́ıćı body v prostoru souřadnic h, k, l od-
hadnout interpolaćı. Chyba interpolace bude t́ım menš́ı, č́ım v́ıce r̊uzných pr̊umět̊u použijeme. Ze źıskaného
objektu v reciprokém prostoru pak tvar molekuly spoč́ıtáme zpětnou 3D Fourierovou transformaćı.
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Obrázek 13.9: Obecný postup rekonstrukce trojrozměrné struktury z dvojrozměrných sńımk̊u.



Kapitola 14

Nukleárńı magnetická rezonance

14.1 Jádra atomů jako strukturńı sondy

V předchoźıch dvou kapitolách jsme si popsali dvě základńı metody strukturńı analýzy biomakromo-
lekul s atomovým rozlǐseńım: rentgenovou krystalografii a elektronovou mikroskopii. Obě metody se
muśı v současné době vypořádat se skutečnost́ı, že stávaj́ıćı př́ıstroje nemaj́ı dostatečnou citlivost pro
pozorováńı jednotlivých molekul. V př́ıpadě rentgenové krystalografie se dostatečné citlivosti dosahuje
t́ım, že k difrakci docháźı na obrovském množstv́ı molekul pravidelně uspořádaných v krystalové mř́ıžce.
Kryo-elektronová mikroskopie nevyžaduje uspořádáńı do pravidelných krystalových mř́ıžek, ale pro re-
konstrukci struktury pr̊uměrujeme obrazy velkého množstv́ı molekul zamrzlých v amorfńım ledu. Oba
př́ıstupy jsou přitom založeny na předpokladu, že každá molekula zkoumané biomakromolekuly se vy-
skytuje ve stejné konformaci, nebo v malém počtu r̊uzných konformaćı.

V této kapitole si poṕı̌seme jiný př́ıstup, umožňuj́ıćı popis (skoro) všech atomů v molekulách, které
nejsou uspořádány do pravidelných krystalových mř́ıžek a dokonce nemuśı mı́t ani stejnou celkovou
strukturu. Pokud chceme źıskat detailńı informaci o struktuře takových molekul, je vhodné použ́ıt
sondy (značky) umı́stěné pobĺıž atomů, které chceme sledovat. Př́ıkladem takové značky může být
fluorescenčńı molekula specificky navázaná na protein. Nevýhodou fluorescenčńı značky ale je, že jej́ı
navázáńı je dosti velký zásah do struktury molekuly. Hroźı tak, že nebudeme zkoumat přirozenou
konformaci biomakromolekuly, ale konformaci ovlivněnou př́ıtomnost́ı značky. Nav́ıc máme jen omezený
počet mı́st v biomakromolekule, kam můžeme značku specificky navázat.

Existuj́ı ale značky, které strukturu biomolekuly neovlivńı v̊ubec, protože jsou v ńı už př́ıtomny.
Jde o atomy vod́ıku (přesněji o jádra nejběžněǰśıho isotopu vod́ıku 1H neboli protony). Tyto atomy
představuj́ı magnetické sondy, hustě rozmı́stěné v celé biomakromolekule. K tomu, abychom takovou
sondu mohli využ́ıt ke studiu struktury biomakromolekuly, potřebujeme tři věci:

1. Něco, co se dá měřit. V př́ıpadě magnetické sondy je to jej́ı magnetické pole. V části 14.3 uvid́ıme,
že měř́ıme frekvenci, se kterou se magnetické pole protonu měńı uvnitř silného magnetu. Proto se
metoda, o které mluv́ıme, nazývá nukleárńı magnetická rezonance (NMR): sledujeme rezonanci
s frekvenćı jaderných (nukleárńıch) magnetických poĺı.

2. Rozlǐseńı. Měřená vlastnost sond muśı mı́t v r̊uzných mı́stech biomolekuly r̊uznou hodnotu,
abychom rozeznali, kterou sondu sledujeme. Různou hodnotu měřené frekvence nám zajist́ı elek-
tronové obaly, které v molekulách st́ıńı (pozměňuj́ı) účinky silného magnetu, ve kterém je vzorek
umı́stěn. V části 14.7 si ukážeme, že jádra vod́ık̊u v r̊uzných mı́stech biomakromolekuly jsou obklo-
pena jinak rozloženými elektrony. St́ıněńı vněǰśıho silného magnetu se proto v okoĺı r̊uzných jader
vod́ıku lǐśı. V d̊usledku toho maj́ı magnetická pole jednotlivých jader vod́ıku odlǐsné frekvence.
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Obrázek 14.1: Námořńık na neznámém ostrově s jeho obyvateli.

3. Vztah ke struktuře.Muśıme být schopni měřit veličinu, která známým zp̊usobem záviśı na struktuře
biomakromolekuly. Takových veličin je v́ıce, v této části si poṕı̌seme využit́ı vlivu vzájemného
p̊usobeńı magnetických poĺı r̊uzných vod́ık̊u, jehož d̊usledkem je takzvaný nukleárńı Ovehauser̊uv
jev. O tomto jevu si řekneme v́ıce v části 14.8.

Aniž bychom se zat́ım snažili pochopit fyzikálńı podstatu vzájemného p̊usobeńı magnetických poĺı
jader vod́ıku, zkuśıme se zamyslet nad t́ım, jak lze tohoto p̊usobeńı využ́ıt. Jediné, co budeme potřebovat
vědět, je skutečnost, že se vr̊ustaj́ıćı vzdálenost́ı śıla vzájemného p̊usobeńı klesá. Tak jako klesá śıla
signálu dvou krátkovlnných vyśılaček s t́ım, jak se od sebe vzdaluj́ı osoby, které spolu pomoćı vyśılaček
hovoř́ı.

Zkusme si nejdř́ıve převést úkol určováńı struktury biomakromolekuly do lidsky představitelných
rozměr̊u. Předpokládejme, že mı́sto sestaveńı trojrozměrného modelu molekuly chceme nakreslit dvoj-
rozměrnou mapu ostrova (jako námořńık na obrázku 14.1). K tomu potřebujeme proměřit vzdálenosti
jednotlivých významných bod̊u ostrova (vrcholk̊u kopc̊u, konc̊u záliv̊u a mys̊u). Představme si, že máme
k dispozici čtyři krátkovlnné vyśılačky, odborně občanské radiostanice PMR446 (Personal Mobile Radio
446MHz). Jak odborný název napov́ıdá, vyśılačky lze naladit v pásmu 446MHz, což je mimochodem
bĺızko frekvenćı magnetických poĺı jader vod́ıku v typických př́ıstroj́ıch pro zkoumáńı biomakromolekul.
Každou z našich vyśılaček můžeme naladit na jeden ze čtyř kanál̊u, jejichž přesné frekvence jsou přibližně
o 119 kHz, 131 kHz, 144 kHz a 156 kHz vyšš́ı než základńı frekvence 446MHz. Jednu vyśılačku si necháme
a daľśı tři rozdáme přátel̊um. Domluv́ıme se, kdo si nalad́ı jaký kanál (jakou frekvenci) a postav́ıme se
na čtyři r̊uzné významné body ostrova (obrázek 14.2). Nejprve si všichni nalad́ı frekvenci naš́ı vyśılačky
a zaṕı̌sou si, jak silný maj́ı signál (obrázek 14.2A). Ze śıly signálu mohou odhadnout vzdálenost od naš́ı
vyśılačky (č́ım slabš́ı signál, t́ım větš́ı vzdálenost). Potom si všichni nalad́ı frekvenci druhé vyśılačky
a opět zaznamenaj́ı śılu signálu (obrázek 14.2B). Stejným zp̊usobem všichni změř́ı śılu signálu třet́ı
(obrázek 14.2C) a čtvrté (obrázek 14.2D) vyśılačky. Protože máme jen čtyři vyśılačky, museli bychom
se pro měřeńı daľśıch vzdálenost́ı přemı́stit. V př́ıpadě biomakromolekul máme ale k dispozici stovky
jader vod́ık̊u s r̊uznými frekvencemi magnetických poĺı, takže v jednom experimentu můžeme změřit
všechny vzájemné vzdálenosti. Když v́ıme, jak klesá signál se vzdálenost́ı, tak můžeme vzdálenost ze
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A B

C D

Obrázek 14.2: Měřeńı vzdálenost́ı vyśılačkami PMR 446. Frekvence vyśılačky, která právě vyśılá (rozd́ıl od 446MHz),
je ukázána na displaýıch. Na displaýıch vyśılaček, které jsou na př́ıjmu, je śıla signálu znázorněna čárkovým indikátorem
( ).
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śıly signálu vypoč́ıtat. Na základě vzdálenost́ı můžeme pak nakreslit mapu ostrova, tak, jako geodeti
kresĺı geometrické plány na základě vzdálenost́ı, které proměř́ı v terénu.

Strukturńı modely biomakromolekul poč́ıtáme velmi podobně. Mı́sto signálu vyśılaček sledujeme
signál jader vod́ık̊u. Potřebné rozlǐseńı nám mı́sto čtyř frekvenćı vyśılaček poskytnou rozd́ılné frekvence
magnetických poĺı jader vod́ık̊u v r̊uzných mı́stech biomakromolekuly (s r̊uzným elektronovým okoĺım).
A mı́sto závislosti śıly signálu na vzdálenosti vyśılaček využ́ıváme závislosti śıly signálu na vzdálenosti
jader vod́ıku. Aby se námořńık na obrázku 14.2 vyznal v naměřených vzdálenostech, musel samozřejmě
vědět, na jakou frekvenci má každý z jeho přátel naladěnou vyśılačku. Stejně tak při určováńı struk-
tury biomakromolekul muśıme vědět, jakou frekvenci maj́ı magnetická pole jednotlivých atomů vod́ıku
v jednotlivých aminokyselinách (např́ıklad jakou frekvenci má pole vod́ıku peptidové vazby v osmé
aminokyselině).

14.2 Srovnáńı NMR a difrakčńıch metod

Dř́ıve, než se pust́ıme do podrobněǰśıho popisu nukleárńı magnetické rezonance, zkusme si shrnout,
v čem se tato metoda lǐśı od technik založených na difrakci (od rentgenové krystalografie a elektronové
mikroskopie). V difrakčńıch metodách sledujeme, jak se použitá vlna ohýbá na elektronech molekul. To,
jak se vlna interaguj́ıćı s molekulou skládá v prostoru (do difrakčńıho obrazce nebo mikroskopického
obrazu) př́ımo odráž́ı strukturu molekuly (přesněji prostorové rozložeńı elektron̊u v molekule). Nejmenš́ı
detaily v rozložeńı elektron̊u v molekule jsou přibližně tak velké, jako vlnová délka použité elektromag-
netické nebo elektronové vlny. Citlivost difrakčńıch metod také souviśı s t́ım, jak se použitá vlna skládá
v prostoru: je zvýšena t́ım, že pozorujeme difrakčńı obrazec složený z vln ohýbaných velkým množstv́ım
pravidelně uspořádaných molekul, nebo obraz źıskaný přeložeńım velkého množstv́ı obraz̊u jednotlivých
molekul.

Nukleárńı magnetická rezonance neńı difrakčńı metoda. Sice také obvykle využ́ıvá elektromagne-
tické vlny, ale jiným zp̊usobem. Volba použité vlny nijak nesouviśı se vzdálenostmi atomů v prostoru.
Mı́sto skládáńı vln v prostoru nás zaj́ımá jejich kmitáńı v čase. Jak si ukážeme později, pro dosažeńı
maximálńı citlivosti voĺıme takové vlny, aby frekvence jejich kmitáńı rezonovala s frekvenćı časových
změn magnetických poĺı atomových jader. Hodnoty těchto frekvenćı nejsou jsou dány strukturou mo-
lekul, ale použitým magnetem v měřićım př́ıstroji. V současných př́ıstroj́ıch této frekvenci odpov́ıdaj́ı
vlnové délky v řádu deśıtek centimetr̊u, zcela mimo rozměry molekul. Takové vlny nám samozřejmě
o struktuře biomakromolekul nic neř́ıkaj́ı. Informaci o struktuře muśıme źıskat nepř́ımo, a to za cenu
větš́ıch nepřesnost́ı a celkově složitěǰśıho postupu. Př́ıkladem je měřeńı vzdálenost́ı zp̊usobem, který
jsme si popsali v části 14.1. To, že vlny použ́ıvané v NMR nemaj́ı př́ımý vztah ke struktuře, na druhou
stranu vysvětluje, proč nukleárńı magnetická rezonance nevyžaduje pravidelné uspořádáńı molekul. Po-
kud např́ıklad potřebujeme studovat nepř́ılǐs velké biomakromolekuly s atomovým rozlǐseńım v roztoku
za pokojové teploty, je nukleárńı magnetická rezonance vhodnou metodou.

14.3 Magnetické chováńı jader

V úvodu kapitoly o využit́ı magnetických vlastnost́ı jader atomů k určováńı struktury molekul je na
mı́stě otázka, odkud se magnetismus jader bere. Zdrojem magnetického pole je každý elektrický náboj,
který se pohybuje. Pokud je zdrojem smyčka, kterou protéká elektrický proud, popisuje śılu takového
magnetu magnetický moment µ⃗. Magnetický moment je úměrný momentu hybnosti, který popisuje
zakřivený pohyb náboje (elektron̊u) ve smyčce. Konstanta úměrnosti se nazývá magnetogyrický poměr
a obvykle se označuje ṕısmenem γ.

K pochopeńı momentu hybnosti dobře poslouž́ı př́ıklad pohybu Země kolem Slunce. Naše planeta
ob́ıhá Slunce po oběžné dráze (po orbitě). Tento pohyb můžeme popsat orbitálńım momentem hyb-
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nosti, což je vektor, jehož směr určuje osu, kolem které Země ob́ıhá, a velikost je součinem hybnosti
a vzdálenosti od Slunce.1 Země se ale také zároveň otáč́ı kolem vlastńı osy. Tento pohyb, anglicky
označovaný sl̊uvkem spin, popisuje vlastńı moment hybnosti.

Vyměňme ted’ v našem př́ıkladě Zemi za elektron a Slunce za jádro atomu (obrázek 14.3 vlevo).
Elektron se pohybuje kolem našeho jádra podobným zp̊usobem, jako kdyby putoval kruhovou smyčkou
z drátu. V elektrotechnice se velikost magnetického momentu takové smyčky definuje jako součin proudu
a plochy smyčky. Směr vektoru tohoto orbitálńıho magnetického momentu je stejný jako směr orbitálńıho
momentu hybnosti. Pokud bychom předpokládali, že elektron ob́ıhá po kruhové dráze, nedalo by nám
moc práce spoč́ıtat, že magnetogyrický poměr je roven jedné polovině poměru náboje k hmotnosti.
Podobně bychom mohli popsat vlastńı magnetický moment, spojený s otáčeńım elektronu kolem své
vlastńı osy (se spinem).

Kdybychom zkoumali pohyb elektronu kolem jádra podle zákon̊u kvantové mechaniky a teorie rela-
tivity, došli bychom k trochu paradoxńımu závěru, že pohyb elektron̊u nem̊užeme popsat jako otáčeńı
Země kolem vlastńı osy, ale že elektrony přesto maj́ı jak orbitálńı moment hybnosti, tak vlastńı mo-
ment hybnosti (často nazývaný jednoduše spin). Hodnota magnetogyrického poměru vlastńıho momentu
hybnosti se ale lǐśı od výsledku, který jsme si uvedli v předchoźım odstavci. Správnou hodnotu velmi
dobře předpov́ıdá kvantová mechanika v kombinaci s teoríı relativity. Kvantová mechanika nám také
ř́ıká, že ze všech stav̊u, ve kterých se může magnetický moment osamoceného elektronu v magnetickém
poli nacházet, jsou jenom dva stacionárńı (pokud je elektron ve stacionárńım stavu, setrvá v něm tak
dlouho, dokud jej vněǰśı př́ıčina nedonut́ı stav změnit). V chemii se tyto stacionárńı stavy popisuj́ı hod-
notou spinového kvantového č́ısla + 1

2 a − 1
2 , nebo symbolicky šipkami ↑ a ↓. Kdyby se elektron utrhl

z atomu a letěl volně prostorem, ztratil by orbitálńı moment hybnosti, ale vlastńı moment hybnosti by
mu z̊ustal. Vlastńı moment hybnosti maj́ı i částice, ze kterých se skládá jádro. Vlastńı moment hybnosti
a magnetický moment jádra se skládaj́ı dosti složitým zp̊usobem z př́ıslušných moment̊u částic, které
jádro tvoř́ı a drž́ı pohromadě. Proto se magnetogyrické poměry jader poč́ıtaj́ı velmi obt́ıžně, daj́ı se ale
velmi přesně změřit.

Pro zkoumáńı struktur biomakromolekul se téměř výhradně použ́ıvaj́ı jádra, která se podobaj́ı elek-
tronu t́ım, že jejich magnetické momenty maj́ı dva stacionárńı stavy. Z jader, která potkáváme v makro-
molekulách, jde o již zmı́něný proton (který tvoř́ı naprostou většinu jader vod́ıku v př́ırodě) nebo jádro
31P (jediný stabilńı izotop fosforu). Nav́ıc k tomuto druhu jader patř́ı 13C a 15N, ty však tvoř́ı pouze
1,1% jader uhĺıku a 0,4% jader duśıku, takže často muśıme biomakromolekuly těmito jádry obohacovat.

Nukleárńı magnetická rezonance je založená na pozorováńı magnetických moment̊u jader uvnitř
silných magnet̊u. Pro naši metodu je zásadńı, že v př́ıtomnosti vněǰśıho magnetického pole silného
magnetu koná vektor magnetického momentu precesńı pohyb kolem vektoru magnetické indukce tohoto
pole.2 Měřenou veličinou ve spektroskopii nukleárńı magnetické rezonance je frekvence tohoto precesńıho
pohybu ν. Frekvenci i směr precesńıho pohybu můžeme elegantně popsat vektorem úhlové rychlosti ω⃗,
jehož velikost je rovna 2πν a jehož směr určuje osu precese. Směr precesńıho pohybu nám udává pravidlo
pravé ruky (vzhledem k ω⃗, obrázek 14.3 vpravo). Úhlová rychlost záviśı pouze na magnetogyrickém

poměru γ a na magnetické indukci pole B⃗

ω⃗ = −γB⃗. (14.1)

Protože γ je předem známá konstanta, měřeńım úhlové rychlosti ω⃗ nebo frekvence ν vlastně měř́ıme
śılu (indukci) magnetického pole v mı́stě jádra.

1Matematicky definujeme moment hybnosti L⃗ jako vektorový součin L⃗ = r⃗× p⃗ = m(r⃗× v⃗), kde v⃗ je rychlost a r⃗ vektor
popisuj́ıćı polohu Země vzhledem k Slunci.

2Jinými slovy, vektor magnetického momentu se otáč́ı pod určitým úhlem kolem vektoru magnetické indukce, tedy
kolem vektoru, který popisuje směr a śılu magnetického pole. Obdobně koná precesńı pohyb roztočený setrvačńık v gra-
vitačńım poli, d́ıky tomu se např́ıklad udrž́ıme v sedle j́ızdńıho kola.
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B⃗

ω⃗

µ⃗ = γL⃗

Obrázek 14.3: Vlevo atom vod́ıku přirovnaný k Zemi ob́ıhaj́ıćı kolem Slunce. Vpravo znázorněńı precesńıho
pohybu magnetického momentu v magnetickém poli.

14.4 Ovlivněńı soubor̊u jader vněǰśım polem

Kvantová mechanika je nezbytná pro správný popis magnetických moment̊u jednotlivých jader. Při
měřeńı spekter nukleárńı magnetické rezonance ale pracujeme s makroskopickými vzorky (většinou
s necelým mililitrem roztoku molekul, které zkoumáme), které obsahuj́ı miliardy miliard jader (velmi
zjednodušená ilustrace je ukázána na obrázku 14.4). Proto celkové magnetické vlastnosti takových
vzork̊u popisuje dobře klasická, nekvantová fyzika.

Popis obrovských množstv́ı jader s magnetickými momenty nutně vyžaduje statistický př́ıstup. Prvńı
otázka, kterou si polož́ıme, bude proto ryze statistická. Jaká je pravděpodobnost, že magnetický moment
zkoumaného jádra mı́̌ŕı určitým směrem? V nepř́ıtomnosti magnetického pole jsou všechny oritentace
magnetického momentu stejně pravděpodobné. Výsledný magnetický moment celého vzorku je součet
vektor̊u, které popisuj́ı magnetické momenty jednotlivých jader. Protože se stejnou pravděpodobnost́ı
mı́̌ŕı do všech možných směr̊u, vzájemně se vyruš́ı a výsledný magnetický moment je nulový. Abychom
źıskali navenek pozorovatelný celkový magnetický moment, muśıme zajistit, aby jádra s r̊uznou orientaćı
magnetického momentu měla r̊uznou energii a některé orientace byly tedy v́ıce pravděpodobné, než jiné.
Nejjednodušš́ı zp̊usob, jak to zajistit, je umı́stit jádra do homogenńıho magnetického pole, tedy do pole,
ve kterém má vektor magnetické indukce, zpravidla označovaný B⃗0, všude stejný směr. Směr B⃗0 přitom
použijeme jako definici osy z souřadné soustavy, která nám pomůže magnetické chováńı jader popsat
konkrétńımi geometrickými pojmy.

Po umı́stěńı vzorku do magnetického pole pomalu naroste počet magnetických moment̊u, které mı́̌ŕı
stejným směrem, jako B⃗0 (tento směr je energeticky výhodněǰśı). Nadbytek magnetických moment̊u

orientovaných podél B⃗0 se navenek projev́ı jako nenulový celkový magnetický moment (obrázek 14.5).
Velikost celkového magnetického momentu dělená objemem vzorku se nazývá magnetizace a zpravidla
označuje ṕısmenkemM . V tepelné rovnováze je tento nadbytek malý i v nejsilněǰśıch magnetech, protože
magnetické momenty jader jsou velmi slabé a jen nepatrně přisṕıvaj́ı k energii molekul.

14.5 Excitace

Př́ıtomnost vněǰśıho magnetického pole sice učińı vzorek navenek magnetickým, neumožńı nám ale měřit
frekvenci precese magnetických moment̊u (alespoň ne běžným zp̊usobem). Ačkoli náš vzorek obsahuje
miliardy miliard magnetických moment̊u, které konaj́ı precesńı pohyb s (téměř) stejnou frekvenćı, detek-

tor tuto frekvenci neregistruje, protože celkový magnetický moment je orientován podél B⃗0 (otáčeńım
kolem svislého směru se azurová šipka na obrázku 14.5 nijak neměńı). Abychom mohli frekvenci měřit,



14.5. EXCITACE 189

Obrázek 14.4: Vlevo zjednodušený obrázek vzorku proteinu studovaného pomoćı NMR. Molekuly proteinu
jsou znázorněny jako tečky. Pro každou molekulu je znározněn jeden magnetický moment jako šipka. Vpravo
znázorněńı orientaćı magnetických moment̊u v nepř́ıtomnosti vněǰśıho magnetického pole. Počátky všech šipek
z obrázku vlevo jsou umı́stěny do stejného bodu. Obrázek ukazuje, že magnetické momenty (šipky) mı́̌ŕı se
stejnou pravděpodobnost́ı do všech směr̊u.

M⃗

B⃗0

M⃗

B⃗0

B⃗1

M⃗

B⃗0

B⃗1

Obrázek 14.5: Vlevo je ukázána distribuce magnetických moment̊u jader ve vněǰśım magnetickém poli o indukci
B⃗0 (fialová šipka). Celkový magnetický moment je znázorněn jako azurová šipka. Uprostřed je ukázána distribuce
magnetických moment̊u odpov́ıdaj́ıćı magnetizaci (azurová šipka) vychýlené mı́rně doprava daľśım magnetickým
polem o indukci B⃗1 (tenká fialová šipka), které otáč́ı magnetické momenty po směru hodinových ručiček. Vpravo
je ukázana tatáž distribuce otočená o polovinu kruhu v d̊usledku precese kolem B⃗0. Slabš́ı pole o indukci B⃗1,
otáčej́ıćı magnetické momenty po směru hodinových ručiček, v tento okamžik vraćı vektor magnetizace (azurovou
šipku) zpět do svislého směru.
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Obrázek 14.6: Vlevo znázorněńı pohybu vektoru magnetizace (jako azurová dráha na povrchu koule o poloměru
|M⃗ |) v př́ıtomnosti osciluj́ıćıho magnetického pole radiové vlny. Vpravo distribuce magnetických moment̊u jader
po sklopeńı vektoru magnetizace do směru kolmého na B⃗0.

muśıme zajistit, aby azurová šipka (celkový magnetický moment) mı́̌rila jinam, než vektor B⃗0, nejlépe
kolmo k němu.

Již v́ıme, že vektor magnetického momentu se otáč́ı kolem vektoru magnetické indukce. To nám
napov́ıdá, že k otočeńı azurové šipky můžeme použit daľśı magnetické pole, s indukćı B⃗1 kolmou ke směru
B⃗0.

3 Pokud bude vektor indukce B⃗1 mı́̌rit směrem k nám, bude otáčet azurovou šipku na obrázku 14.5
po směru hodinových ručiček. Ale pozor! Vektor B⃗1 nemůže jednoduše mı́̌rit jedńım směrem kolmým
na B⃗0. Jakmile bude azurová šipka nepatrně vychýlena po směru hodinových ručiček ze směru B⃗0, tedy
na našem obrázku doprava, začne kolem B⃗0 konat precesńı pohyb s frekvenćı ν0. Po době odpov́ıdaj́ıćı
polovině periody tohoto precesńıho pohybu se azurová šipka otoč́ı o p̊ul otáčky kolem svislé osy, takže
bude na obrázku mı́̌rit trochu doleva od svislého směru. To ale znamená, že v tomto okamžiku otáčeńı po
směru hodinových ručiček (efekt B⃗1 stále mı́̌ŕıćıho směrem k nám) bude azurovou šipku vracet zpátky
do svislého směru.

Vid́ıme, že vektor B⃗1 mı́̌ŕıćı stále jedńım směrem nezp̊usob́ı celkovou rotaci azurové šipky ze svislého
směru do směru vodorovného. Potřebujeme vektor B⃗1, který osciluje mezi směrem k nám a od nás se
stejnou frekvenćı, s jakou se vektor magnetizace (azurová šipka) otáč́ı kolem B⃗0. V tom př́ıpadě bude

B⃗1 stále v́ıce vychylovat azurovou šipku ze svislého směru. V okamžiku, kdy je azurová šipka vychýlená
doleva, mı́̌ŕı B⃗1 k nám a otáč́ı magnetizaci po směru hodinových ručiček, tedy ještě v́ıce vlevo dol̊u.
Ve chv́ıli, kdy je azurová šipka vychýlená doprava, mı́̌ŕı B⃗1 od nás a otáč́ı magnetizaci proti směru
hodinových ručiček, tedy ještě v́ıce vpravo dol̊u. Vektor magnetizace se tak v́ıce a v́ıce vzdaluje od
svislého směru po složité spirálové dráze, znázorněné na obrázku 14.6 vlevo. Po určité době bude azurová
šipka vodorovná, což je náš ćıl (obrázek 14.6 vpravo). Pokud v tomto okamžiku přestane pole s indukćı

B⃗1 p̊usobit, bude celkový magnetický moment (azurová šipka) rotovat ve vodorovné rovině kolem svislé
osy. Protože magnetický moment je sám zdrojem magnetického pole, vznikne tak maličké magnetické
pole otáčej́ıćı se s frekvenćı precese magnetických moment̊u pozorovaných jader. Pokud bude v bĺızkosti
ćıvka nebo smyčka z vodivého drátu, bude otáčej́ıćı se pole v drátu indukovat stř́ıdavé elektromotorické
napět́ı, osciluj́ıćı s frekvenćı precese. Toto napět́ı představuje signál, který v experimentu NMR měř́ıme.

3V našich úvahách i ve skutečném experimentu bude velikost B⃗1 vždy mnohem menš́ı, než velikost B⃗0.
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14.6 Interakce jader s nejbližš́ım okoĺım

Z popisu experimentu NMR v předchoźı části nijak nevyplývá, proč by měla precese magnetického
momentu některých jader zaj́ımat chemika či biochemika. Praktické využit́ı NMR v chemii a biochemii
souviśı s t́ım, že vněǰśı magnetické pole našeho magnetu neńı jediný vliv, kterému jsou magnetické
momenty jader vystaveny.

Kromě uměle vyvolaných poĺı interaguj́ı jádra s magnetickými poli v jejich bezprostředńım (mo-
lekulárńım) okoĺı. Tyto interakce jsou pro nás velmi zaj́ımavé, protože nesou informaci o rozložeńı
elektron̊u a jader atomů v nejbližš́ım okoĺı jádra. Jenom d́ıky těmto interakćım můžeme použ́ıt NMR
ke zkoumáńı vlastnost́ı molekul. Ve všech biomakromolekulách se setkáváme se třemi typy interakćı,
o kterých se zmı́ńıme v následuj́ıćıch odd́ılech trochu podrobněji.

14.7 Interakce s magnetickými poli párovaných elektron̊u

Silné magnetické pole spektrometru indukuje pohyb elektron̊u v molekulách. Důsledkem tohoto pohybu
(pohyb nabitých částic je vlastně elektrický proud a kolem vodič̊u pod proudem se vytvář́ı magne-
tické pole) je indukované magnetické pole, které p̊usob́ı proti směru vněǰśıho pole, které je vyvolalo.
Vněǰśı magnetické pole je proto v mı́stě jádra částečně st́ıněno elektronovým obalem (obrázek 14.7A).
Magnetické momenty jader jsou ale také ovlivněny poli, která vznikaj́ı v d̊usledku pohybu elektron̊u
v sousedńıch atomech. Pokud provád́ıme měřeńı v roztoku, směr a velikost těchto poĺı se velmi rychle
měńı, tak rychle, jak rychle se otáčej́ı molekuly v d̊usledku srážek s molekulami rozpouštědla.4 Velmi
zjednodušeně je to ukázáno na obrázku 14.7B a 14.7C. Azurové jádro na obrázku 14.7B se nacháźı
v takové poloze v̊uči šedému jádru, že pohyb elektron̊u šedého atomů zvyšuje magnetické pole v mı́stě
azurového jádra. Pokud ale srážka s rozpouštědlem pootoč́ı pozorovanou molulu do orientace ukázané
na obrázku 14.7C, octne se azurové jádro v poloze, ve které pohyb elektron̊u šedého atomů magnetické
pole mı́rně snižuje. Ve skutečných molekulách jsou pozorované magnetické momenty ovlivněny elektrony
několika sousedńıch atomů, takže je na mı́stě mluvit o vlivu rozložeńı elektronové hustoty, které neńı
v okoĺı pozorovaného jádra sféricky symetrické (snad s výjimkou atomů vzácných plyn̊u). Zmı́něné malé
a rychlé změny magnetického pole v d̊usledku srážek s rozpouštědlem jsou jedinou př́ıčinou toho, že po
vložeńı vzorku do magnetu se zvýš́ı počet magnetických moment̊u mı́̌ŕıćıch podél vněǰśıho magnetického
pole a dojde ke vzniku navenek pozorovatelné celkové magnetizace. Jak k tomu docháźı? Zkuśıme si
to popsat opět s pomoćı klasické fyziky. Neńı to sice korektńı, ale umožńı nám to źıskat intuitivńı
představu o hodně složitém, ale d̊uležitém jevu.

Magnetické momenty jsou absolutně netečné k mechanickému otočeńı molekuly. At’ molekulu natoč́ıme
jakkoli, magnetické momenty konaj́ı precesńı pohyb kolem směru vněǰśıho magnetického pole. Magne-
tické momenty ale ćıt́ı změny magnetických poĺı. Pokud v určitém okamžiku srážka s rozpouštědlem
roztoč́ı pozorovanou molekulu náhodou právě takovou rychlost́ı, jako je rychlost precesńıho pohybu,
dojde k tomu, co jsme si popsali pro radiové vlny. Spirála na obrázku 14.6 ukazuje schematicky pohyb
vektoru celkové magnetizace, tedy pr̊uměru všech magnetických momentech ve vzorku. Abychom si
o náhodných pohybech udělali trochu konkrétněǰśı představu, vyp̊ujč́ıme si obrázek 14.6 i pro popis
toho, co se děje mezi srážkami molekul s jednotlivými magnetickými momenty. Nesmı́me při tom ale
zapomı́nat, že takový popis neńı fyzikálně korektńı. Rozkmitáńı magnetického pole (v našem př́ıpadě
v d̊usledku nárazu molekuly rozpouštědla) ve směru kolmém na vněǰśı pole s frekvenćı rezonuj́ıćı s frek-
venćı precese určitého magnetického momentu začne otáčet magnetický moment přibližně po spirále
ukázané na obrázku 14.6 vlevo. Po spirále se můžeme pohybovat nahoru nebo dol̊u, v pr̊uměru budou
častěǰśı ty chv́ıle, kdy rotace molekul budou magnetický moment tlačit do energeticky výhodněǰśıho

4Jde o dobře známý Brown̊uv pohyb, z něhož nás ted’ zaj́ımá pouze náhodné pootáčeńı molekuly (rotace), nikoli posun
v určitém směru (translace). Krom pohybu celých molekul přisṕıvaj́ı ke koĺısáńı magnetických poĺı také vnitřńı pohyby
molekul. Vliv vnitřńıch pohyb̊u je sice menš́ı, ale z chemického a biologického pohledu jsou vnitřńı pohyby zaj́ımavěǰśı.



192 KAPITOLA 14. NUKLEÁRNÍ MAGNETICKÁ REZONANCE

směru (tedy do směru rovnoběžného s vněǰśım polem). Na rozd́ıl od radiových vln, které maj́ı stále
stejnou frekvenci, otáčeńı molekuly zasažené rozpouštědlem bude mı́t tu správnou rychlost a směr jen
na okamžik, než přijde daľśı náraz, který vzácnou souhru pokaźı. Magnetický moment se proto posune
po azurové spirále jen maličko a pak dlouho čeká, až zase přijde ta správná srážka, aby se posunul po
spirále o kousek dál. Mezit́ım možná dojde ke srážce, která vrát́ı magnetický moment zpátky. Jak jsme si
ale řekli, jde o náhodný jev, který nakonec v souboru všech magnetických moment̊u povede k takovému
rozložeńı magnetických moment̊u, které bude odpov́ıdat termodynamické rovnováze při dané teplotě.

Tak jako koĺısáńı magnetického pole kolmo na vněǰśı pole vede k ustaveńı rovnovážného rozložeńı
magnetických moment̊u a vzniku celkové magnetizace po vložeńı vzorku do magnetu, tak samozřejmě
navraćı magnetizaci zpět do rovnováhy poté, co jsme ji radiovými vlnami vychýlili do kolmého směru.
Dı́ky kolmým výchylkám tedy signál źıskáváme (kdyby nevznikla v rovnováze celková magnetizace,
nebylo by co sklápět radiovými vlnami do měřitelného směru), ale i ztráćıme. Na ztrátu signálu má

ale vliv i koĺısáńı rovnoběžné s vněǰśım konstantńım magnetickým polem B⃗0, tedy v našem uspořádáńı
svislé výchylky. Kolem svislého směru (směru B⃗0) totiž magnetické momenty konaj́ı precesńı pohyb
s frekvenćı, kterou měř́ıme. Pokud se všechny magnetické momenty pohybuj́ı se stejnou frekvenćı, tedy
koherentně, celková magnetizace během měřeńı rotuje se stejnou, přesně danou, frekvenćı kolem B⃗0.
V d̊usledku pohyb̊u molekul se ale každé jádro nacháźı v maličko jiném a stále se měńıćım magnetickém
poli. Protože frekvence precese je př́ımo úměrná magnetickému poli, tak se v každém okamžiku otáč́ı
každý magnetický moment s nepatrně odlǐsnou frekvenćı. Po deľśı době toto koĺısáńı frekvenćı vede
k
”
rozostřeńı“ celkové magnetizace a tedy úbytku měřeného signálu. Tento efekt je zvlášt’ silný u velkých,

pomalu se pohybuj́ıćıch molekul. To je jeden z d̊uvod̊u, proč je velmi obt́ıžné pomoćı NMR zkoumat
proteiny skládaj́ıćı se z v́ıce než 200 aminokyselin.

Diskuse koĺısáńı frekvenćı přirozeně vede k otázce, jakou frekvenci v experimentu NMR vlastně
měř́ıme. Asi nepřekvaṕı, že jde o frekvenci pr̊uměrnou, tedy o pr̊uměr frekvenćı magnetického momentu
pozorovaného jádra ve všech r̊uzně natočených molekulách v roztoku. Rozd́ılné rozložeńı elektronové
hustoty zp̊usobuje, že r̊uzná jádra téhož izotopu (např́ıklad proton v methylové skupině a proton v aro-
matickém systému) maj́ı r̊uznou pr̊uměrnou precesńı frekvenci. Ve spektrech pozorujeme takzvaný che-
mický posun, většinou označovaný δ. Protože pr̊uměrné precesńı frekvence umı́me měřit velmi přesně,
dokážeme dobře rozlǐsit chemický posun jader v r̊uzných skupinách. Chemický posun se obvykle vy-
jadřuje v milióntinách precesńı frekvence (jednotka ppm) v̊uči dohodnuté srovnávaćı molekule5 a pro
malé molekuly je nejčastěji využ́ıvanou informaćı o struktuře. Hodnoty chemického posunu proton̊u
v r̊uzných funkčńıch skupinách jsou uvedeny na obrázku 14.8. Vid́ıme, že jde vždy o hodnoty nižš́ı, než
pro volný proton (H+).

Rozložeńı elektronové hustoty samozřejmě obsahuje cennou informaci o struktuře (vzpomeňte na
rentgenovou difrakci). V současné době ale nedokážeme vliv interakćı s elektrony na frekvence jader ve
velkých molekulách dostatečně přesně předpovědět a hodnoty chemického posunu se využ́ıvaj́ı k určováńı
struktur jen omezeně.

14.8 Př́ımá interakce s magnetickými dipóly sousedńıch jader

Kromě elektronových oblak̊u se v sousedstv́ı pozorovaných magnetických moment̊u nacházej́ı také mag-
netické momenty okolńıch jader. Tyto magnetické momenty jsou zdroji malých lokálńıch poĺı, jejichž
velikost a směr záviśı na natočeńı celé molekuly (podobně jako velikost a směr poĺı zp̊usobených or-
bitálńımi magnetickými momenty elektron̊u). Magnetický dipólový moment sousedńıho jádra může
zvyšovat nebo snižovat magnetické pole v mı́stě sledovaného jádra, v závislosti na tom, v jaké poloze se
sousedńı jádro nacháźı vzhledem ke sledovanému jádru. Pokud je spojnice jader kolmá na směr indukce

5Fyzikálně nejpřirozeněǰśı by bylo srovnáńı s volným protonem. Volné protony ale nejsou chemikálie, kterou bychom
si mohli objednat z katalog̊u chemických firem. Proto se použ́ıvaj́ı jiné, stabilńı látky: v organické chemii tetramethylsilan
(TMS) a v biochemii 3-(trimethylsilyl)-propan-1-sulfonová kyselina, která je dobře rozpustná ve vodě.
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A B C

Obrázek 14.7: A, Klasický popis interakce pozorovaného magnetického momentu s orbitálńım magnetickým
momentem elektronu téhož atomu. Pozorované jádro je znázorněno azurovou barvou, elektron červeně. Vněǰśı
homogenńı magnetické pole je znázorněno tlustou fialovou šipkou, magnetické pole elektronu je znázorněno
tenkými fialovými magnetickými indukčńımi čarami (jejich hustota a tečna v daném mı́stě udávaj́ı velikost
a směr vektoru magnetické indukce, malé šipky vyznačuj́ı směr). Elektron se v magnetickém poli pohybuje
po kruhové dráze nakreslené červeně, směr pohybu elektronu je vyznačen červenou šipkou. Magnetické pole
orbitálńıho magnetického momentu vlastńıho elektronu snižuje celkové magnetické pole v mı́stě azurového jádra
(malá fialová šipka v mı́stě azurového jádra mı́̌ŕı dol̊u). B, interakce pozorovaného magnetického momentu
s orbitálńım magnetickým momentem elektronu sousedńıho atomu. Sousedńı jádro je nakresleno šedě. V této
orientaci molekuly magnetické pole orbitálńıho magnetického momentu elektronu sousedńıho atomu zvyšuje
celkové magnetické pole v mı́stě azurového jádra (indukčńı čáry v mı́stě azurového jádra mı́̌ŕı vzh̊uru, jak ukazuj́ı
malé fialové šipky). C, při otáčeńı celé molekuly se azurové jádro dastane do pozice, ve které pole orbitálńıho
magnetického momentu elektronu sousedńıho atomu zač́ıná snižovat celkové magnetické pole v mı́stě azurového
jádra (indukčńı čáry v mı́stě azurového jádra zač́ınaj́ı mı́̌rit dol̊u).

vněǰśıho pole, jako vlevo na obrázku 14.9, magnetické pole sousedńıho jádra má v mı́stě pozorovaného
jádra opačný směr a vněǰśı pole proto snižuje (malé zelené šipečky, označuj́ıćı směr magnetického pole
sousedńıho jádra v daném mı́stě, mı́̌ŕı na obrázku 14.9 dol̊u, opačně než velká fialová šipka vněǰśıho
pole př́ıstroje). Pokud ale otoč́ıme molekulu o 60 ◦ nebo o 90 ◦ (obrázek 14.9 vpravo), mı́̌ŕı pole sou-
sedńıho jádra v mı́stě pozorovaného jádra (šikmo) vzh̊uru a vněǰśı pole tak zesiluje. Pokud je magnetická
indukce sousedńıho jádra přesně kolmá na indukci vněǰśıho pole (obrázek 14.9 uprostřed), nemá mag-
netický moment sousedńıho jádra na pole v mı́stě pozorovaného jádra žádný vliv. Úhel mezi spojnićı
jader a indukćı vněǰśıho pole, pro který toto nastane, se nazývá magický úhel.

Protože precesńı frekvence jádra záviśı na magnetickém poli, nese spektrum molekuly v pevném
stavu (např́ıklad v krystalu) informaci o vzájemné orientaci jader. V roztoku se ovšem tato vzájemná
orientace stále měńı v d̊usledku Brownova pohybu molekul. Pole sousedńıch jader se tedy neustále
náhodně měńı (fluktuuj́ı). Pokud se molekula nacháźı ve zcela neuspořádaném (izotropńım) prostřed́ı,
např́ıklad ve vodném roztoku, pr̊uměrná hodnota poĺı sousedńıch jader je nulová. Přesto maj́ı tato pole
vliv na stav sledovaného jádra. Koĺısáńı okamžitých poĺı sousedńıch jader p̊usob́ı na rozložeńı magne-
tických moment̊u zcela stejným zp̊usobem, jak jsme si popsali pro pole tvořená orbitálńımi momenty
elektron̊u.

Daľśım d̊usledkem interakćı s magnetickým dipólovým momentem sousedńıho jádra je takzvaný
nukleárńı Overhauser̊uv jev (NOE, Nuclear Overhauser Effect): pokud selektivně ozařujeme radiovými
vlnami jen sledované jádro6 a ponecháme sousedńı jádro v rovnováze,7 interakce mezi magnetickými

6Selektivńı ozařováńı znamená, že použijeme velmi slabé radiové vlny s frekvenćı přesně rovnou pr̊uměrné rezonančńı
frekvenci jednoho jádra. Magnetické pole těchto vln bude sice pomalu, ale se správnou frekvenćı, vychylovat magnetické
momenty prvńıho jádra z rovnováhy. Magnetické momenty druhého jádra maj́ı frekvenci trochu odlǐsnou, takže je slabé
pole radiových vln nebude vychylovat do potřebného směru a k celkovému sklopeńı magnetizace druhého jádra proto
nedojde.

7V praxi se, zvlášt’ pro velké molekuly, použ́ıvá většinou trochu jiné uspořádáńı. Pr̊uběžně se z rovnováhy vychyluj́ı obě
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Obrázek 14.8: Typické hodnoty chemického posunu proton̊u v r̊uzných funkčńıch skupinách.

momenty jader zp̊usob́ı nejen to, že momenty obou jader nakonec dospěj́ı do rovnováhy, ale také to,
že rovnovážné rozložeńı magnetických moment̊u sousedńıho jádra (netknutých radiovými vlnami) bude
dočasně narušeno. Ozářeńım jednoho jádra tak zp̊usob́ıme nerovnováhu magnetických moment̊u jader
v bĺızkém okoĺı, což můžeme sledovat jako změnu intenzity měřeného signálu. Protože účinnost tohoto
jevu klesá s šestou mocninou vzdálenosti mezi jádry, použ́ıvá se NOE velmi často k měřeńı vzdálenosti
mezi jádry.

Srovnejme si ted’ vlivy orbitálńıch magnetických moment̊u elektron̊u a vlastńıch magnetických mo-
ment̊u jader. Dipól-dipólové interakce mezi jádry a nerovnoměrné rozložeńı indukovaných poĺı elektron̊u,
nazývané anizotropie chemického posunu, záviśı na orientaci molekuly a v d̊usledku pohyb̊u molekul
vedou ke koĺısáńı lokálńıch poĺı. Toto koĺısáńı zp̊usobuje relaxaci, tedy návrat rozložeńı magnetických
moment̊u do termodynamické rovnováhy. Pr̊uměrná hodnota koĺısaj́ıćıch poĺı v izotropńım prostřed́ı je
v př́ıpadě dipól-dipólové interakce nulová, v př́ıpadě interakćı s orbitálńımi momenty elektron̊u nenulová,
závislá na rozložeńı elektronové hustoty v okoĺı pozorovaného jádra a popsaná relativńım č́ıslem zvaným
chemický posun. Jedńım z projev̊u relaxace je nukleárńı Overhauser̊uv jev, zp̊usobený dipól-dipólovou
interakćı, který slouž́ı k měřeńı vzdálenost́ı mezi jádry.

14.9 Vliv sousedńıch jader zprostředkovaný elektrony vazeb

Na prvńı pohled se zdá, že v diskusi interakćı s orbitálńım magnetickým momentem elektron̊u a vlastńımi
magnetickými momenty okolńıch jader jsme vyčerpali všechna možná pole v okoĺı pozorovaných magne-
tických moment̊u. Přesto jsme se nezmı́nili o jednom zaj́ımavém a d̊uležitém druhu interakćı, nazývaném
J-interakce (J-coupling). Zat́ımco jsme dosud dávali vždy přednost klasickému popisu velkých soubor̊u
magnetických moment̊u, v př́ıpadě J-interakce vyjdeme z mikroskopického popisu dvojice interaguj́ıćıch
jader. Vlastně začneme ještě jednodušš́ım př́ıpadem, interakćı magnetického momentu jádra s vlastńım
magnetickým momentem elektronu (obrázek 14.10). Ponecháme přitom stranou, že ve skutečnosti neńı
poloha elektronu přesně lokalizována, že náš popis je klasický, ne kvantový. Jak lze čekat, tato interakce
se velmi podobá dipól-dipólové interakci s magnetickým momentem jiného jádra (obrázek 14.10), která

jádra, ale každé s jinou frekvenćı, danou jeho frekvenćı precese. Signál se pak zpracovává jako dvourozměrné spektrum.
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Obrázek 14.9: Interakce pozorovaného magnetického momentu s magnetickým dipólovým momentem sou-
sedńıho jádra. Pozorované jádro je znázorněno azurovou barvou, sousedńı jádro zeleně. Vněǰśı homogenńı mag-
netické pole je znázorněno tlustou fialovou šipkou v mı́stě azurového jádra, magnetické pole sousedńıho jádra je
znázorněno zelenými magnetickými indukčńımi čarami (jejich hustota a tečna v daném mı́stě udávaj́ı velikost
a směr vektoru magnetické indukce, malé šipky vyznačuj́ı orientaci). Čtyři obrázky zachycuj́ı čtyři orientace
molekuly pohybuj́ıćı se Brownovým pohybem v roztoku, θ je úhel mezi černou spojnićı jader (nemuśı mezi nimi
být kovalentńı vazba) a fialovým směrem indukce vněǰśıho magnetického pole. Azurové jádro se během rotace
postupně dostává z oblasti, ve které pole zeleného jádra snižuje vněǰśı magnetické pole (zelené šipky mı́̌ŕıćı
dol̊u), do oblasti, kde pole zeleného jádra vněǰśı pole zvyšuje (zelená šipka mı́̌ŕıćı nahoru).

se v izotropńım prostřed́ı zpr̊uměruje k nule. S jednou d̊uležitou výjimkou.
V jednom př́ıpadě magnetické pole v mı́stě pozorovaného jádra nezáviśı na vzájemné orientaci jádra

a elektronu (a nemá tedy smysl poč́ıtat pr̊uměr přes všechny orientace). Jde o př́ıpad, kdy se elek-
tron vyskytuje přesně v mı́stě jádra (obrázek 14.11A). V našem klasickém obrázku to samozřejmě
vypadá jako nesmysl, ale jádro a elektron nejsou kulečńıkové koule. Kvantová mechanika mluv́ı pouze
o pravděpodobnosti výskytu elektronu v určitém mı́stě a tuto pravděpodobnost popisuj́ı orbitaly.8

V nejjednodušš́ım př́ıpadě atomu vod́ıku se elektron v základńım stavu nacháźı v orbitalu s, a ten má
v mı́stě jádra nenulovou hodnotu (obrázek 14.11B). Elektron se tedy očividně může s určitou (nenulo-
vou) pravděpodobnost́ı nacházet v mı́stě jádra. V tomto př́ıpadě má magnetické pole elektronu v mı́stě
jádra stejný směr jako magnetický moment elektronu (obrázek 14.11A). Energetický př́ıspěvek této in-
terakce je proto př́ımo úměrný −µ⃗elektron · µ⃗jádro = −|µelektron||µjádro| cosα, kde α je úhel mezi

směry magnetických moment̊u jádra (na obrázku 14.11A nevyznačený) a elektronu. Tato interakce je
nazývána Fermiho kontaktńı a tvoř́ı většinou nejd̊uležitěǰśı část J-interakce mezi dvěma jádry.

Poloklasický popis J-interakce je ukázán na obrázku 14.11C,D. Nakreslený elipsoid znázorňuje va-
zebný orbital σ obsazený dvěma elektrony, které podle Pauliho principu muśı mı́t opačný spin. Umı́stěńı
elektron̊u do určitých bod̊u na obrázku 14.11C je z kvantového pohledu chybné, můžeme pouze hovořit
o pravděpodobnosti, že se elektron v daném mı́stě vyskytuje. A tvar orbitalu napov́ıdá, že s nenulovou
pravděpodobnost́ı se oba elektrony mohou vyskytovat v mı́stě jader, jak je symbolicky naznačeno na
obrázku 14.11D. Stejně jako u interakćı diskutovaných výše nás zaj́ımá, jak změńı J-interakce mag-
netické pole v mı́stě pozorovaného jádra. Pro jednoduchost si představme, že magnetický moment
sousedńıho jádra mı́̌ŕı vz̊uru (zelená šipka na obrázku 14.11D. Z pohledu Fermiho kontaktńı interakce
je energeticky nejvýhodněǰśı stejná orientace magnetického momentu jádra a elektronu (který se právě
vyskytuje v mı́stě sousedńıho jádra). Protože elektrony maj́ı opačný spin a tedy i opačný magnetický
moment, tak nejvýhodněǰśı orientace magnetického momentu elektronu v mı́stě pozorovaného jádra
bude dol̊u. Tento elektron tedy bude pole v mı́stě pozorovaného jádra snižovat (v mı́stě, kde se nacháźı
elektron, má jeho pole stejný směr jako jeho magnetický moment).

Shrňme si, co jsme zjistili. J-interakce je vzájemné p̊usobeńı magnetických moment̊u jader zprostředkované
elektrony vazeb. Protože jde zejména o Fermiho kontaktńı interakce, tak př́ıspěvek v magnetickému

8Přesněji řečeno, druhé mocniny amplitud vlnových funkćı, které jednotlivé orbitaly představuj́ı.
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Obrázek 14.10: Interakce pozorovaného magnetického momentu s magnetickým dipólovým momentem elek-
tronu. Pozorované jádro je znázorněno azurovou barvou, elektron červeně. Vněǰśı homogenńı magnetické pole
je znázorněno tlustou fialovou šipkou v mı́stě azurového jádra, magnetické pole vlastńıho magnetického mo-
mentu elektronu je znázorněno červenými magnetickými indukčńımi čarami (jejich hustota a tečna v daném
mı́stě udávaj́ı velikost a směr vektoru magnetické indukce, malé šipky vyznačuj́ı směr). Čtyři obrázky zachycuj́ı
čtyři vzájemné polohy elektronu v̊uči jádru, θ je úhel mezi černou spojnićı jádra a elektronu a fialovým směrem
indukce vněǰśıho magnetického pole. Azurové jádro se během rotace postupně dostává z oblasti, ve které pole
elektronu snižuje vněǰśı magnetické pole (červené šipky mı́̌ŕıćı dol̊u), do oblasti, kde pole elektronu vněǰśı pole
zvyšuje (červená šipka mı́̌ŕıćı nahoru).

poli v mı́stě jádra nezáviśı na orientaci molekuly v magnetickém poli. Proto se také tato interakce
někdy nazývá skalárńı, nezávislá na směru. Pokud mı́̌ŕı magnetický moment sousedńıho jádra stejným
směrem jako indukce vněǰśıho magnetického pole, tak J-interakce celkové pole v mı́stě pozorovaného
jádra snižuje. Pokud by naopak magnetický moment sousedńıho jádra mı́̌ril opačným směrem než vněǰśı
pole, tak by J-interakce celkové pole v mı́stě pozorovaného jádra zvýšila. Úvahu lze rozš́ı̌rit na jádra
spojená několika vazbami.9 Jádro s magnetickým momentem orientovaným ve směru vněǰśıho pole
prostřednictv́ım elektron̊u vazeb bude snižovat magnetické pole v mı́stě jader od kterých jej děĺı sudý
počet kovalentńıch vazeb a zvyšovat magnetické pole v mı́stě jader od kterých jej děĺı lichý počet ko-
valentńıch vazeb. V př́ıpadě tř́ı (a v́ıce) vazeb hraje zásadńı roli také prostorové rozložeńı elektronové
hustoty, tedy torzńı úhel. Interakce je nejsilněǰśı pro torzńı úhly odpov́ıdaj́ıćı uspořádáńı s interaguj́ıćımi
jádry v poloze trans, nejslabš́ı interakce odpov́ıdaj́ı torzńım úhl̊um ±90 ◦. Graf závislosti interakčńı kon-
stanty mezi jádry spojenými třemi vazbami (3J) na torzńım úhlu se nazývá Karplusova křivka. Př́ıklad
si ukážeme v části 14.15.

Obdobně záviśı J-interakce přes dvě vazby na vazebném úhlu a J-interakce přes jednu vazbu na
délce vazby. Vazebné délky a úhly jsou ale téměř stejné ve všech konformaćıch. Zdálo by se tedy, že
tyto J-interakce jsou nezaj́ımavé. Jejich neměnnost je ale velmi užitečná. Můžeme jich totiž využ́ıt
ke korelaci interaguj́ıćıch jader, která bude nezávislá na konformaci. Užitečnost takových korelaćı si
ukážeme v sekci 14.13.

Nyńı bychom měli samozřejmě postoupit od popisu jedné dvojice jader ke statistickému popisu mili-
ard miliard takových dvojic ve skutečném vzorku. Takový popis je ale velmi složitý. Proto se spokojme
s t́ım, že si řekneme, že při měřeńı dvou jader ćıt́ıćıch vzájemnou J-interakci pozorujeme pro každé jádro
dvě precesńı frekvence lǐśıćı se o hodnotu interakčńı konstanty označované J . Tyto frekvence se při po-
hybu molekul neměńı, pokud nedocháźı ke změnám konformace v mı́stě jader (vazebných délek, úhl̊u
a zejména torzńıch úhl̊u). Rozd́ıl precesńıch frekvenćı zp̊usobený J-interakćı také nezáviśı na vněǰśım
magnetickém poli, hodnota rozd́ılu vyjádřená v Hz je stejná ve všech spektrometrech. Pokud je jádro

9J-interakce je pozorovatelná mezi jádry spojenými dvěma, třemi, vyj́ımečně až pěti kovalentńımi vazbami.
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Obrázek 14.11: A, magnetické pole vlastńıho magnetického momentu elektronu nacházej́ıćıho se v mı́stě jádra.
B, orbital s atomu vod́ıku má v mı́stě jádra nenulovou hodnotu. C, vlastńı magnetické momenty dvou elektron̊u
v témže vazebném orbitalu maj́ı opačný spin a tedy i magnetický moment. D, energeticky nejvýhodněǰśı orien-
tace magnetického momentu jádra ja souběžná s magnetickým momentem elektronu nacházej́ıćıho se v mı́stě
jádra. V d̊usledku toho je energeticky výhodná opačná orientace magnetických moment̊u dvou jader spojených
jednou kovalentńı vazbou, tvořenou dvěma elektrony s opačným magnetickým momentem. Pozorované jádro je
azurové, sousedńı jádro a jeho magnetický moment jsou znázorněny zeleně, ostatńı barvy jsou použity jako na
obrázku 14.10.

ovlivněno J-interakcemi s v́ıce okolńımi jádry, vlivy těchto interakćı se kombinuj́ı.

14.10 Spektrometr a experiment NMR

Jak vypadá spektrometr, tedy zař́ızeńı, které nám umožńı magnetické momenty ovlivňovat tak, jak
jsme si popsali, a měřit jejich frekvenci? Nezbytnou součást́ı spektrometru je silný magnet, vytvářej́ıćı
velmi homogenńı magnetické pole o indukci B⃗0. Jako zdroj slabš́ıho osciluj́ıćıho magnetického pole B⃗1

využ́ıváme magnetickou složku elektromagnetických vln. Stejně jako v př́ıpadě optické spektroskopie
tedy vystavujeme jádra elektromagnetickému vlněńı. Frekvence tohoto vlněńı muśı rezonovat s frek-
venćı precese magnetického momentu jádra, které pozorujeme. Proto hovoř́ıme o nukleárńı magnetické
rezonanci. Energetické rozd́ıly mezi orientacemi magnetických moment̊u jader jsou velmi malé, proto
je i frekvence elektromagnetického pole v NMR mnohem nižš́ı (v oblasti velmi krátkých radiových vln,
řádově 108 Hz), než frekvence zářeńı v optické spektroskopii. Vid́ıme, že daľśı d̊uležitou část́ı spektro-
metru NMR je radiový vyśılač.

Nejjednodušš́ı experiment NMR vypadá tak, že vzorek ozařujeme radiovými vlnami po dobu, během
které se skloṕı vektor magnetizace M⃗ z p̊uvodńıho směru rovnoběžného s B⃗0 do roviny kolmé na
B⃗0.

10 Po vypnut́ı elektromagnetického zářeńı bude M⃗ v této rovině rotovat kolem B⃗0. Co to znamená
z praktického pohledu měřeńı? Zat́ımco na začátku, v rovnovážném stavu, směřoval vektor nehybně
jedńım směrem, po ozářeńı po určitou dobu M⃗ rotuje. Jádra sama se nám tak stala zdroji proměnného
elektromagnetického pole, tedy vyśılači elektromagnetického zářeńı. Přesněji řečeno, jádra byla vždycky
zdroji proměnných elektromagnetických poĺı, ale tato pole se navzájem rušila. Ozářeńım radiovou vlnou
jsme ale soubor jader ovlivnili takovým zp̊usobem, že se jejich proměnná pole sč́ıtaj́ı a tvoř́ı měřitelné
elektromagnetické zářeńı.

10V běžných spektrometrech je tato doba dlouhá přibližně 10µs, záviśı na konkrétńım spektrometru, nastaveńı výkonu
vyśılače i složeńı vzorku. Při studiu protein̊u a nukleových kyselin se snaž́ıme źıskat co nejsilněǰśı signál, tedy sklopit
magnetizaci přesně do kolmého směru. Proto vždy před vlastńım experimentem měř́ıme, jak přesně je dlouhá doba
potřebná ke sklopeńı magnetizace o 90 ◦, ze svislého do vodorovného směru. Tomuto pomocnému měřeńı ř́ıkáme kalibrace
90◦ pulzu radiových vln.
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Toto zářeńı má frekvenci shodnou s precesńı frekvenćı magnetických moment̊u jader a můžeme
je zachytit detektorem v principu podobným rozhlasovému přij́ımači.11 Precesńı frekvence stejných
jader v r̊uzných mı́stech molekuly se přitom mı́rně lǐśı v d̊usledku interakćı s elektrony a ostatńımi
jádry, které jsme si podrobně popsali v části 14.6. Signál zachycený radiovým přij́ımačem tedy nemá
jednu frekvenci, ale skládá se z množstv́ı vln s mı́rně odlǐsnými frekvenci. Podobně vypadá signál
ve frekvenčně modulovaném rozhlasovém vyśıláńı na velmi krátkých vlnách. V rozhlasovém studiu
se zachyt́ı akustické vlny hlasu zpěváka či redaktora mikrofonem, převedou na elektrické oscilace se
stejnou frekvenćı (v rozsahu hertz̊u až kilohertz̊u) a smı́śı s vysokofrekvenčńı radiovou vlnou (o frekvenci
kolem 100MHz). Vzniklá vysokofrekvenčńı radiová vlna je tak modulovaná ńızkofrekvenčńım audio-
signálem. Tato vlna je ześılena, vyśılaćı anténou š́ı̌rena do prostoru a posléze zachycena anténou vašeho
rozhlasového přij́ımače. V něm se z modulované radiové vlny odstraněna vysokofrekvenčńı složka,12 a
ześılená ńızkofrekvenčńı audio-složka rozhlasového signálu je poslána do reproduktoru, který ji převede
na zvukové vlněńı věrně koṕıruj́ıćı akustické vlněńı zachycené ve studiu.

Přij́ımač spektrometru funguje obdobně. Pro jednoduchost si můžeme představit, že jsme jádra
ozářili radiovou vlnou se stejnou frekvenćı, jako je precesńı frekvence srovnávaćı látky, pomoćı které
definujeme nulu na škále chemického posunu. Chemický posun pak hraje podobnou roli jako frekvence
hlasu zpěváka v rozhlasovém vyśıláńı. Po vypnut́ı vyśılače zachyt́ı anténa přij́ımače signál generovaný
magnetickými momenty jader, který je modulovaný chemickým posunem. Ze ześıleného signálu jader
přij́ımač spektrometru odstrańı vysokofrekvenčńı složku, složku o stejné frekvenci, se kterou jsme jádra
ozařovali. Ze signálu zbude směs vln s frekvencemi odpov́ıdaj́ıćı chemickým posun̊um jader v r̊uzných
mı́stech molekuly. Takový výsledek měřeńı signálu proton̊u je ukázán na obrázku 14.12A pro velmi
jednoduchou molekulu, pro acetaldehyd (CH3—CH=O) se čtyřmi atomy vod́ıku ve dvou chemických
skupinách, třemi v methylové skupině a jedńım v aldehydové.

Obrázek 14.12A pěkně ukazuje, že odečteńı frekvenćı př́ımo ze záznamu měřeńı signálu je i pro
nejjednodušš́ı molekuly prakticky nemožné. Proto záznam převád́ıme do digitálńı formy a dále zpra-
cováváme. Nejčastěji ke zpracováńı použ́ıváme Fourierovu transformaci, kterou známe již z rentgenové
krystalografie. Na rozd́ıl od rentgenové krystalografie ale v NMR spektroskopii pracujeme se závislost́ı
měřeného signálu na čase. Výsledkem Fourierovy transformace je v př́ıpadě NMR spektrum intenzity
signálu pro r̊uzné frekvence. Tato intenzita je bĺızká nule pro frekvence, které se v signálu nevyskyto-
valy, ale vysoká pro hodnoty bĺızké frekvenćım precesńıho pohybu magnetických moment̊u v měřeném
vzorku. Spektrum acetaldehydu je ukázáno na obrázku 14.12B. Při pohledu na spektrum okamžitě
vid́ıme, že trojice proton̊u methylové skupiny koná precesńı pohyb s frekvenćı asi o 1 000 Hz vyšš́ı, než
je frekvence radiových vln vyśılače, zat́ımco frekvence aldehydového protonu je téměř o 5 000 vyšš́ı než
vyśılaćı frekvence.

Obrázky 14.12C,D nám připomı́naj́ı, že jsme při pov́ıdáńı o modulaci chemickým posunem zanedbali,
že magnetické momenty proton̊u interaguj́ı také mezi sebou prostřednictv́ım elektron̊u tř́ı kovalentńıch
vazeb, které lež́ı mezi methylovými vod́ıky a aldehydovým vod́ıkem. Ve skutečnosti pozorujeme pro
methylové protony signály o dvou frekvenćıch lǐśıćıch se v d̊usledku interakce s aldehydovým vod́ıkem.
Podobně signál aldehydového protonu je rozštěpen na čtyři signály v d̊usledku interakce s protony
methylové skupiny.

14.11 Vı́cerozměrná spektroskopie a korelace frekvenćı

V částech 14.4 a 14.5 jsme si popsali princip moderńıho spektrometru, který použ́ıvá krátké ozařovaćı
pulzy elektromagnetického zářeńı. Při studiu malých molekul nám často stač́ı jednoduchý experiment
s jedńım ozařovaćım pulzem, který skloṕı magnetizaci pozorovaných jader do vodorovné roviny. Po

11Přirovnáńı k radiu je vskutku na mı́stě. Ve spektrometrech s magnetem o indukci 9 až 12 tesla vyśılaj́ı jádra uhĺıku
na stejné frekvenci jako vaše obĺıbená FM stanice.

12Na tuto vysokofrekvenčńı složku je přij́ımač naladěn.
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Obrázek 14.12: A, časový záznam signálu magnetických moment̊u proton̊u acetaldehydu po odstraněńı vyso-
kofrekvenčńı složky. B, spektrum źıskané Fourierovou transformaćı tohoto signálu. C, detail části spektra okolo
precesńı frekvence proton̊u v methylové skupině. D, detail části spektra okolo precesńı frekvence proton̊u v al-
dehydové skupině. Signál byl nasimulován pro magnetické pole o indukci 11,75T a pro frekvenci radiové vlny
vyśılače odpov́ıdaj́ıćı precesńı frekvenci tetramethylsilanu.

nějakou dobu (přibližně sekundu) magnetizace každého jádra v této rovině rotuje s precesńı frekvenćı
magnetických moment̊u, které ji tvoř́ı. Během této doby můžeme měřit signál indukovaný v přij́ımaćı
anténě, než náhodné interakce s okoĺım přivedou magnetické momenty zpět do rovnováhy. V př́ıpadě bi-
omakromolekul s takovým experimentem nevystač́ıme, vzniklá spektra obsahuj́ı př́ılǐs mnoho frekvenćı,
které se často překrývaj́ı, a spektrum neńı možné vyhodnotit (obrázek 14.13). Naštěst́ı ozařovaćı pulzy
umožňuj́ı nejen počátečńı sklopeńı magnetizace, ale i daľśı manipulace s magnetickými momenty jader
v pr̊uběhu experimentu. Tyto manipulace mohou být poměrně složité. Jejich ćılem je vytvořit v molekule
takové stavy, při kterých se jaderné magnetické momenty nepohybuj́ı nezávisle jeden na druhém, ale jsou
určitým zp̊usobem provázány. Toto provázáńı mimo jiné umožňuje, že můžeme v jednom experimentu
měřit v́ıce frekvenćı. Mluv́ıme pak o v́ıcerozměrných spektrech.

Vı́cerozměrná spektra neobsahuj́ı jen informaci o rezonančńıch frekvenćıch jednotlivých jader, ale
nesou v sobě i údaj o tom, která jádra maj́ı navzájem provázané pohyby magnetických moment̊u.
Ř́ıkáme, že mezi takovými jádry existuje korelace. Frekvence, které ve v́ıcerozměrných spektrech kore-
lujeme, mohou být frekvence magnetických moment̊u stejného izotopu (nejčastěji 1H) v r̊uzných mı́stech
molekuly. Pak mluv́ıme o homonukleárńı korelaci. Může j́ıt ale o frekvence jader r̊uzných prvk̊u. Můžeme
např́ıklad korelovat frekvenci jádra 1H s frekvenćı 13C, 15N, nebo 31P. V takovém př́ıpadě, nazývaném
heteronukleárńı korelace, zpravidla potřebujeme, aby tyto izotopy byly př́ıtomny v téměř všech jádrech
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Obrázek 14.13: Př́ıklad jednorozměrného NMR spektra proteinu (myš́ı protein MUP I).

daného typu (např́ıklad, aby 13C netvořil asi jedno procento atomů uhĺıku, jak v př́ırodě, ale aby ale-
spoň 95% uhĺıku mělo jádro 13C). Můžeme proto ř́ıci, že studium protein̊u pomoćı NMR bylo umožněno
rozvojem dvou metod. Prvńı z nich je exprese rekombinantńıch protein̊u umožňuj́ıćı značeńı protein̊u
izotopy 13C, 15N, 2H. Druhou je technika NMR spektroskopie ve v́ıce dimenźıch a při v́ıce frekvenćıch,
která nám umožňuje heteronukleárńı korelace dosáhnout.

Př́ıklad dvourozměrného spektra s heteronukleárńı korelaćı je ukázán na obrázku 14.14. V tomto
spektru jsou provázány (korelovány) frekvence jader 1H a 15N. Použitá korelace je založena na in-
terakćıch mezi magnetickými momenty 1H a 15N, a to interakćıch zprostředkovaných elektrony tvoř́ıćı
kovalentńı vazbu mezi vod́ıkem a duśıkem.13 Ve srovnáńı s měřeńım jednorozměrných spekter precesńıch
frekvenćı 1H a 15N má tento dvojrozměrný experiment několik výhod:

1. Frekvence 15N měř́ıme s mnohem větš́ı citlivost́ı, než v jednorozměrném experimentu, který
zač́ıná vychýleńım magnetizace 15N. Je tomu tak proto, že v našem dvojrozměrném experimentu
zač́ınáme sklopeńım magnetizace 1H a signál 1H také měř́ıme. Precesńı frekvenci 15Nměř́ıme pouze
nepř́ımo, experiment je navržen tak, že signál 1H je modulován frekvenćı magnetizace 15N, která
se uprostřed experimentu ocitá ve vodorovné rovině. Tak je signál měřen s citlivost́ı odpov́ıdaj́ıćı
velikosti celkové magnetizace 1H, která je mnohem větš́ı, než magnetizace 15N.

2. Ve spektru nevid́ıme frekvence všech jader vod́ık̊u (těch je v molekule zkoumaného proteinu několik
tiśıc), ale pouze frekvence magnetických moment̊u proton̊u vázaných př́ımo na duśık (těch je jenom
přibližně dvě stě). Proto se frekvence jader v r̊uzných aminokyselinách a r̊uzných chemických
skupinách aminokyselin mnohem méně překrývaj́ı.

3. T́ım, že jsou signály rozprostřeny ve dvou dimenźıch, jsou mnohem lépe rozlǐseny. Pokud jsou
shodou okolnost́ı téměř stejné frekvence dvou proton̊u, většinou jsou dostatečně odlǐsné frekvence
duśık̊u 15N, na které jsou tyto protony navázány. Při pečlivé prohĺıdce spektra jsme tak schopni
rozlǐsit dvojice frekvenćı téměř všech NH skupin v proteinu.

4. Asi nejd̊uležitěǰśı výhodou tohoto experimentu je, že nese chemickou informaci : ř́ıká nám, který
vod́ık je navázán na který duśık. V samotném spektru jsou jednotlivé atomy popsány jejich frek-
vencemi. Abychom poznali, která frekvence odpov́ıdá kterému atomu, muśıme provést analýzu
zvanou přiřazeńı frekvenćı atom̊um, kterou si poṕı̌seme v části 14.13.

13Korelace se dosáhne t́ım, že se polarizace magnetických moment̊u proton̊u přeměńı na polarizaci magnetických mo-
ment̊u 15N. Technicky toho doćıĺıme pomoćı pulz̊u oddělených prodlevami, během kterých interaguj́ı magnetické momenty
jader 1H a 15N prostřednictv́ım elektron̊u ve vazbě N–H.
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Obrázek 14.14: Př́ıklad dvojrozměrného NMR spektra proteinu (myš́ı protein MUP I), poskytuj́ıćıho korelace
1H a 15N. Spektrum je ukázáno jako vrstevnicová mapa, na svislé a vodorovné ose jsou vyneseny precesńı
frekvence 15N a 1H, vrstevnice popisuj́ı intenzitu signálu.

14.12 Postup strukturńı analýzy protein̊u pomoćı NMR

Zat́ım jsme se snažili pochopit co to NMR je a jak je možné źıskat spektra NMR. Změňme ted’ úhel
pohledu a pod́ıvejme se na to, co nám NMR spektroskopie může ř́ıci o molekulách, které studujeme.

Interakce jader se svým okoĺım mohou být využity k źıskáńı informaćı o struktuře molekuly. Obecná
strategie určováńı struktury pomoćı NMR se dá rozdělit na dva druhy experiment̊u.

Prvńı typ experiment̊u slouž́ı k přiřazeńı naměřených frekvenćı odpov́ıdaj́ıćım atom̊um. Znamená
to, že vyjdeme ze známé konfigurace biomakromolekuly a, obrazně řečeno, na co nejv́ıce atomů na-
leṕıme št́ıtek, na kterém bude napsána hodnota frekvenćı. V těchto experimentech zpravidla měř́ıme
dvourozměrná a trojrozměrná spektra, která koreluj́ı frekvence jednotlivých jader a umožňuj́ı tak jejich
přǐrazeńı. Je-li např́ıklad v trojrozměrném spektru každý signál definován trojićı frekvenćı 1H, 13C, 15N,
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koreluje takové spektrum trojice atomů H, C, N, které k sobě nějakým zp̊usobem
”
patř́ı“. Podle druhu

experimentu může
”
patř́ı“ znamenat např́ıklad to, že se dané atomy vyskytuj́ı v téže skupině H—C—N.

Výsledkem prvńıho typu experiment̊u je tedy tabulka udávaj́ıćı rezonančńı frekvence jednotlivých jader
v molekule. Každé jádro v tabulce je tak označeno jeho rezonančńı frekvenćı.

Druhý typ experiment̊u opět využ́ıvá korelaćı, ale tentokrát již vztahuj́ıćıch se ne k topologii, ale
k prostorové struktuře. Např́ıklad korelace dvou proton̊u v experimentu sleduj́ıćım nukleárńı Over-
hauser̊uv jev mezi jádry znamená, že dané protony jsou si bĺızko v prostoru. Kvantitativńı měřeńı této
korelace (NOE) umožńı přibližně určit vzdálenost daných jader. Výsledkem druhého typu experiment̊u
je opět tabulka, která tentokrát shrnuje poznatky o trojrozměrné struktuře, źıskané z NMR experi-
ment̊u. Bez využit́ı tabulky prvńı bychom ale věděli pouze, že např́ıklad protony o frekvenci 8,73 ppm a
9,64 ppm jsou vzdáleny 0,3 až 0,4 nm. Kombinace výsledk̊u experiment̊u prvńıho a druhého typu nám
však umožńı ř́ıci, že takto bĺızko jsou ve struktuře např́ıklad vod́ıky peptidových vazeb osmé a dvacáté
aminokyseliny studovaného proteinu.

14.13 Sekvenčńı přǐrazeńı

Přǐrazeńı frekvenćı atomům se obvykle provád́ı ve dvou kroćıch. Nejprve se přǐrad́ı frekvence jader
peptidové páteře (sekvenčńı přiřazeńı) a v druhém kroku se provede přiřazeńı postranńıch řetězc̊u.

Jak jsme si již řekli, interpretace jednorozměrných protonových spekter protein̊u (obrázek 14.13) je
téměř nemožná ze dvou d̊uvod̊u. V d̊usledku obrovského množstv́ı signál̊u je spektrum špatně rozlǐsené
a neńı známé, který signál nálež́ı kterému atomu. Připrav́ıme-li protein značený 15N a měř́ıme-li dvou-
rozměrné spektrum s 1H-15N korelaćı, rozlǐseńı se dramaticky zlepš́ı rozvinut́ım spektra do druhé di-
menze (frekvence 15N) a sńıžeńım počtu signál̊u (spektrum obsahuje pouze 1H-15N korelace, tedy jen
protony vázané na duśık). Jdeme-li dále a označ́ıme-li protein 15N a 13C, můžeme měřit spektra troj-
rozměrná, která nejen že budou ještě lépe rozlǐsená, ale umožńı i určit, které aminokyselině daný signál
nálež́ı. Jinými slovy, heteronukleárńı korelaci (korelaci mezi jádry r̊uzného typu, která jsou spojena
kovalentńı vazbou) můžeme použ́ıt pro sekvenčńı přǐrazeńı.

Postup sekvenčńıho přǐrazeńı si můžeme ukázat na př́ıkladu krátkého peptidu, složeného z pěti
aminokyselin. Obrázek 14.15 ukazuje jedno dvojrozměrné spektrum takového peptidu, které poskytuje
korelaci 1H-15N, a dvě trojrozměrná spektra, označovaná HNCA a HN(CO)CA.14 Pokud pentapep-
tid neobsahuje NH skupiny v postranńıch řetězćıch, uvid́ıme v dvojrozměrném spektru čtyři signály
(měřitelné budou pouze signály NH skupiny v peptidové vazbě, koncová aminoskupina signály nepo-
skytne, protože jej́ı protony snadno disociuj́ı a během měřeńı se rychle vyměňuj́ı s protony vody).
Trojrozměrná spektra rozšǐruj́ı korelaci na uhĺıky α. Ve spektru HNCA (na obrázku 14.15 modře) jsou
korelovány protony a duśıky NH skupiny (v peptidové vazbě) aminokyseliny č́ıslo k s α-uhĺıkem téže k-
té aminokyseliny. Naopak ve spektru HN(CO)CA (na obrázku 14.15 červeně) jsou korelovány protony a
duśıky NH skupiny aminokyseliny č́ıslo k opět s α-uhĺıkem, ale tentokrát aminokyseliny č́ıslo k−1 (tedy
prostřednictv́ım karbonylového uhĺıku). Všimněte si, že promı́tnut́ım spektra HNCA nebo HN(CO)CA
źıskáme stejnou korelaci, jako vid́ıme v dvojrozměrném spektru. Jinými slovy, signály v trojrozměrných
spektrech lež́ı vždycky v

”
komı́nku“ stoj́ıćım nad mı́stem signálu v dvojrozměrném spektru (

”
komı́nky“

jsou také znázorněny na obrázku 14.15).

Na začátku vyhodnocováńı spekter nev́ıme, který signál odpov́ıdá které aminokyselině. Proto si
signály ve spektrech oč́ıslujeme libovolně (ale stejně ve všech spektrech). Př́ıklad č́ıslováńı je na obrázku 14.15
uveden v dvojrozměrném spektru. Daľśı postup je ukázán v dolńı části obrázku 14.15. Vybereme si jeden

14NMR experimenty použ́ıvané pro studium biomakromolekul se často označuj́ı podle jader, která jsou v nich kore-
lována. Např́ıklad zkratka HN(CO)CA nám ř́ıká, že jsou korelovány vod́ık, duśık a uhĺık α (CA). Uhĺık α je přitom
korelován prostřednictv́ım karbonylového uhĺıku (CO). V experimentu se polarizace magnetických moment̊u 15N převád́ı
na polarizaci magnetických moment̊u jádra 13C v karbonylu a dále na polarizaci magnetických moment̊u 13Cα. Frekvence
karbonylového uhĺıku ale neńı měřena, proto je CO v závorce.
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Obrázek 14.15: Př́ıklad sekvenčńıho přǐrazeńı pomoćı experiment̊u HNCA a HN(CO)CA. Nahoře je schema
korelace v jednotlivých experimentech (černě korelace 1H a 15N, modře korelace v HNCA, červeně korelace
v HN(CO)CA) a naměřená spektra. Dole je postup sekvenčńıho přǐrazeńı.

signál v HNCA spektru, např́ıklad signál označený 1 v 1H-15N korelaci. Pro tento signál si vyř́ızneme
z HNCA spektra proužek, který představuje řez prostředkem komı́nku. V této chv́ıli můžeme ř́ıci pouze
to, jaká frekvence jader α-uhĺıku odpov́ıdá NH skupině popsané dvojićı frekvenćı 1H a 15N, kterou
jsme si označili č́ıslem 1. Pak se snaž́ıme nalézt v HN(CO)CA spektru signál se stejnou frekvenćı 13C,
odpov́ıdaj́ıćı témuž α-uhĺıku (krok

”
a“ v dolńı části obrázku 14.15). V HN(CO)CA spektru samozřejmě

najdeme korelaci této 13C-frekvence s jinou NH skupinou, a to s NH skupinou následuj́ıćı aminokyseliny.
V našem př́ıpadě jde o NH skupinu označenou č́ıslem 3. Zprostředkovaně přes frekvenci α-uhĺıku se tak
dozv́ıme, které dvě NH skupiny následuj́ı v sekvenci po sobě. V kroku

”
b“ přilož́ıme k dvojici proužk̊u

proužek z HNCA spektra, který odpov́ıdá stejné NH skupině jako proužek z HN(CO)CA spektra (č́ıslo
tři). Krok

”
c“ je opakováńım kroku

”
a“ v HN(CO)CA spektru hledáme signál se stejnou frekvenćı 13C.

V našem př́ıpadě jej nalezneme v proužku 2. Pak připoj́ıme proužek 2 z HNCA spektra (krok
”
d“ a

hledáme v HN(CO)CA spektru signál se stejnou frekvenćı 13C. Žádný takovýto signál ale nenalezneme.
Znamená to, že sekvenčńı informace je zde přerušena (v našem př́ıpadě proto, že jsme dorazili na ko-
nec peptidu, při přǐrazováńı frekvenćı protein̊u je často sekvenčńı informace přerušena prolinem, který
neobsahuje NH skupinu). Pokračujeme proto opačným směrem. V kroku

”
e“ přilož́ıme k proužku 1

spektra HNCA proužek 1 spektra HN(CO)CA. V kroku
”
f“ hledáme, jaký signál v HNCA spektru má

stejnou frekvenci 13C jako signál 1 ve spektru HN(CO)CA. V našem př́ıpadě jde o signál č́ıslo 4. V kroku

”
g“ proto přilož́ıme proužek 4 spektra HN(CO)CA. Ted’ bychom měli hledat v HNCA spektru signál
se stejnou frekvenci 13C, žádný takový signál ale už ve spektru nenalezneme, protože jsme dorazili na
začátek peptidu. Výsledek analýzy nám ukazuje, že oč́ıslované NH skupiny v sekvenci následuj́ı v pořad́ı
4-1-3-2.

Srovnáńım HNCA a HN(CO)CA spektra tedy porovnáváme korelace téže NH skupiny s α uhĺıkem
dvou sousedńıch aminokyselin. Zprostředkovaně, prostřednictv́ım frekvence α-uhĺıku, se tak dozv́ıme,
které dvě NH skupiny následuj́ı v sekvenci po sobě. Můžeme tedy určit pořadová č́ısla všech NH skupin.
K sekvenčńımu přǐrazeńı se častěji využ́ıvá dvojice spekter, ve které jsou korelovány nejen α, ale i β
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uhĺıky (spektra HNCACB a CBCA(CO)NH15). Zahrnut́ı β uhĺık̊u snižuje možnost náhodného výskytu
shodné frekvence v uhĺıkové dimenzi a proto tato varianta experiment̊u bývá použ́ıvána nejčastěji.

V reálných př́ıpadech neńı možné nalézt sled sousedńıch aminokyselin podél celé délky peptidové
páteře (např́ıklad výskyt prolinu, který neobsahuje NH skupinu, vede k přerušeńı sekvence). Je ale možné
jednotlivé fragmenty sekvenčně přǐrazených frekvenćı přǐradit úsek̊um primárńı struktury na základě
hodnot chemických posun̊u jednotlivých jader. Využ́ıváme přitom zejména rozd́ıl̊u frekvenćı uhĺıku β,
které źıskáme ze spekter HNCACB a CBCA(CO)NH. Např́ıklad analýzou frekvenćı lze rozlǐsit glycin
(nemá žádný β uhĺık), alanin (δ ≈ 17 až 21 ppm),

”
dlouhé“ aminokyseliny E, H, K, M, P, Q, R, V, W

a redukovaný cystein (δ ≈ 26 až 36 ppm),
”
krátké“ aminokyseliny D, I, L, N, F, Y a cystin (δ ≈ 36 až

46 ppm), serin a threonin (δ ≈ 56 až 66 ppm).

14.14 Přǐrazeńı postranńıch řetězc̊u

Zat́ım jsme hovořili o korelaci mezi jádry r̊uzného druhu (heteronukleárńı korelace). Velmi užitečné jsou
také korelace mezi jádry stejného druhu, tedy mezi jádry, která maj́ı přibližně stejné rezonančńı frek-
vence (homonukleárńı korelace). Množinu takových jader, která jsou vzájemně propojena interakcemi
zprostředkovanými elektrony vazeb, nazýváme spinový systém. Alifatické aminokyseliny tvoř́ı izolované
spinové systémy jader 1H a 13C, zat́ımco aromatické aminokyseliny se skládaj́ı ze dvou izolovaných
spinových systémů (frekvence 13C alifatické a aromatické části se lǐśı natolik, že je nemůžeme považovat
za stejný typ jader).

Metody NMR umožňuj́ı měřit spektra, ve kterých jsou korelována všechna jádra spinového systému
(jde o takzvaný TOCSY16 experiment). Protože ze sekvenčńıho přǐrazeńı známe již frekvence α a β
uhĺık̊u a α a amidových proton̊u, homonukleárńı korelace v rámci aminokyseliny umožńı určit, kterým
atomům postranńıho řetězce patř́ı jednotlivé frekvence pozorované ve spektrech. V praxi se takováto
homonukleárńı korelace kombinuje s výše popsanou korelaćı heteronukleárńı, která umožňuje zvýšit
rozlǐseńı. Př́ıkladem experimentu pro určováńı frekvenćı postranńıch řetězc̊u je experiment HCCH-
TOCSY, ve kterém korelujeme všechny uhĺıky spinového systému navzájem pomoćı TOCSY a každý
z uhĺık̊u nav́ıc heteronukleárně s protony, které jsou na něj vázány. Spojeńı alifatických a aroma-
tických spinových systémů aromatických aminokyselin je založeno na heteronukleárńıch korelaćıch
využ́ıvaj́ıćıch několika jednovazebných interakćı zprostředkovaných elektrony vazeb. Např́ıklad experi-
ment (HB)CB(CGCD)HD koreluje alifatický β uhĺık s aromatickým δ protonem. Speciálńı experimenty
jsou použ́ıvány pro některé skupiny postranńıch řetězc̊u (guanidinovou v argininu, indolovou v tryp-
tofanu, imidazolovou v histidinu). Často se ale bez experiment̊u spojuj́ıćıch izolované spinové systémy
téhož postranńıho řetězce obejdeme a atomy v takových spinových systémech přǐrad́ıme na základě
vzdálenost́ı atomů v prostoru (viz část 14.15).

14.15 NMR spektra a struktura protein̊u

V předchoźıch částech jsme se seznámili s prvńı fáźı studia biomarkomolekul pomoćı NMR, s fáźı,
ve které přǐrazujeme frekvence jednotlivým atomům. Pojd’me se ted’ pod́ıvat, jak můžeme pomoćı
NMR určovat struktury protein̊u. Začneme př́ıstupem zmı́něným již v úvodńı části 14.1, stavbou troj-
rozměrného modelu na základě vzdálenost́ı mezi atomy vod́ıku.

15Jiná zkratka tohoto spektra odráž́ı to, že korelace jsou źıskány trochu jiným zp̊usobem. Experiment HN(CO)CACB
je také možné použ́ıt (a někdy nutné použ́ıt, konkrétně když jsou vod́ıky aminokyselin s výjimkou NH skupin označené
deuteriem), ale jeho citlivost je nižš́ı.

16Zkratka anglického TOtaly Correlated SpectroscopY. Tento experiment je založen na tom, že během měřeńı stále
,,opravujeme“ mı́rně se lǐśıćı frekvence jader v rámci spinového systému. Proto se jádra nechovaj́ı jako jádra s přiblǐzně
stejnou frekvenćı, ale jako jádra s přesně stejnou frekvenćı. Magnetické momenty jader s identickou frekvenćı interaguj́ı
tak, že ve spektrech pozorujeme korelace všech atomů stejného spinového systému.
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Obrázek 14.16: Př́ıklad dvojrozměrného NOESY spektra proteinu, poskytuj́ıćıho korelace proton̊u, které jsou
bĺızko v prostoru.

V části 14.8 jsme zmı́nili, že př́ımé interakce mezi bĺızkými magnetickými dipólovými momenty jsou
př́ıčinou nukleárńıho Overhauserova efektu (NOE). Intenzitu tohoto jevu můžeme měřit pomoćı experi-
mentu zvaného NOESY (zkratka Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY). Tento experiment využ́ıvá
homonukleárńı korelace, která neńı založena na interakci magnetických moment̊u zprostředkované elek-
trony vazeb, ale na př́ımé interakci mezi magnetickými momenty, které jsou si bĺızko v prostoru. Proto
intenzita signál̊u v NOESY spektru (př́ıklad ukázán na obrázku 14.16) př́ımo odpov́ıdá intenzitě NOE.
Strmý pokles intenzity NOE s rostoućı vzdálenost́ı jader se často využ́ıvá v určováńı trojrozměrné
struktury protein̊u a nukleových kyselin. S využit́ım známých vzdálenost́ı proton̊u (např́ıklad v CH2

skupinách nebo benzenových kruźıch) můžeme NOESY spektra kalibrovat. Vı́me např́ıklad, že vicinálńı
protony v aromatickém kruhu (tedy protony v poloze ortho) jsou vzdálené 0,25 nm. Z teorie dále v́ıme,
že intenzita NOE klesá s šestou mocninou vzdálenosti. Pokud tedy ve spektru např́ıklad vid́ıme, že
signál odpov́ıdaj́ıćı korelaci dvou vicinálńıch proton̊u tyrosinu č́ıslo 47 (tedy proton̊u Y47 Hδ a Y47 Hϵ)
má intenzitu 64 jednotek a signál mezi protony α valinu 6 a alaninu 124 má intenzitu jedné jednotky,
v́ıme, že vzdálenost mezi protony V6 Hα a A124 Hα je dvakrát deľśı,17 než vzdálenost proton̊u Y47 Hδ

a Y47 Hϵ. T́ımto př́ımočarým zp̊usobem můžeme z intenzit signál̊u ve spektru určit př́ımo meziatomové
vzdálenosti (obrázek 14.17 vlevo). Na základě meziatomových vzdálenost́ı byly určeny prvńı struktury
protein̊u poč́ıtané z experimentálńıch dat poskytnutých NMR. Mezi r̊uznými údaji o struktuře, které
NMR spektra poskytuj́ı, hraj́ı meziatomové vzdálenosti dodnes nejd̊uležitěǰśı roli.

Ačkoli je NOE velmi užitečný, neńı jediným zdrojem informace o konformaci molekul, který NMR
poskytuje. Důležitou, byt’ sṕı̌se doplňkovou, úlohu hraj́ı daľśı údaje. Jedńım z nich je J-interakce mezi
magnetickými momenty jader oddělených třemi kovalentńımi vazbami. Jak již zmı́nili v části 14.9,

17Dvojnásobná vzdálenost znamená 26 = 64 krát menš́ı intenzitu.
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Obrázek 14.17: Schematické znázorněńı strukturńıch informaćı, které můžeme z NMR spekter źıskat pro ami-
nokyseliny, které lež́ı od sebe daleko v sekvenci proteinu. Vlevo je zeleně znázorněno měřeńı vzdálenosti mezi
protony methylových skupin v r̊uzných α-̌sroubovićıch. Tuto vzdálenost lze určit z hodnoty NOE mezi měřenými
protony. Vpravo je zelenými šipkami ukázána vzájemná orientace dvou α-̌sroubovic, kterou lze spoč́ıtat z hodnot
zbytkových interakćı měřených v jednotlivých šroubovićıch.

konstanta popisuj́ıćı velikost této interakce záviśı na torzńım úhlu prostředńı vazby. Př́ıklad závislost́ı
několika interakčńıch konstant na torzńım úhlu ϕ je ukázán na obrázku 14.18.

Protože torzńı úhly definuj́ı konformaci, bylo by jejich určeńı z tř́ıvazebných J-interakćı velmi
užitečné.18 K jednoznačnému určeńı torzńıho úhlu ovšem většinou nestač́ı změřit jednu interakčńı kon-
stantu, protože Karplusova křivka může nabývat stejné hodnoty pro čtyři r̊uzné torzńı úhly. Je proto
nutno měřit interakce mezi r̊uznými atomy definuj́ıćımi torzi kolem téže vazby. Jak si ale ukážeme
v části 14.16, i jediný typ interakčńı konstanty nám může hodně prozradit o sekundárńı struktuře.

Konformaci molekul neodrážej́ı jen interakce mezi magnetickými momenty jader, ale i interakce s or-
bitálńımi momenty elektron̊u. Údaj, kterým tyto interakce v roztoku popisujeme, chemický posun, je
dokonce nejd̊uležitěǰśı informaćı při strukturńı analýze malých molekul založené na NMR. Chemický
posun záviśı na elektronové hustotě v okoĺı měřeného jádra. V rentgenové krystalografii či elektronové
mikroskopii je rozložeńı elektronové hustoty právě to, co se snaž́ıme určit. Vypoč́ıtat rozložeńı elektro-
nové hustoty biomakromolekul z chemických posun̊u jader je ale př́ılǐs složitý úkol. Proto při strukturńı
analýze protein̊u a nukleových kyselin s dobře definovanou terciárńı strukturou využ́ıváme chemický
posun jen jako doplňkový údaj, poskytuj́ıćı informaci o lokálńı konformaci, nejbližš́ım okoĺı pozoro-
vaného jádra. Nejčastěji využ́ıváme empirické (odpozorované) vztahy mezi hodnotami torzńıch úhl̊u a
chemických posun̊u k tomu, abychom odhadli hodnoty torzńıch úhl̊u ϕ a ψ v páteři protein̊u.

Posledńı údaj o konformaci, který zmı́ńıme, vyžaduje zvláštńı př́ıpravu vzorku proteinu či nukleové
kyseliny. T́ımto údajem je opět př́ımá interakce mezi magnetickými momenty bĺızkých jader. Tentkrát
nejde o vliv okamžitých interakćı na návrat magnetických moment̊u do rovnováhy, jak tomu bylo př́ıpadě
NOE, ale opravdu o měřeńı pr̊uměrné hodnoty této interakce. A tato pr̊uměrná hodnota je v běžných
roztoćıch nulová. Jak ji tedy můžeme źıskat?

To, co jsme si o dipól-dipólových interakćıch dosud řekli, vycházelo z předpokladu, že se mohou
molekuly v roztoku otáčet stejně dobře ve všech směrech. Pokud ale některý směr zvýhodńıme (umı́st́ıme
molekulu do anizotropńıho prostřed́ı, např́ıklad do kapalného krystalu, který se uspořádá v silném
magnetickém poli spektrometru), nebude již pr̊uměr pole sousedńıch jader nulový. V tomto př́ıpadě

18Interakčńı konstanty, které intenzitu interakćı zprostředkovaných elektrony popisuj́ı, se určuj́ı bud’ z intenzit nebo
z rozštěpeńı signál̊u ve spektrech źıskaných speciálńımi experimenty.
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Obrázek 14.18: Závislosti tř́ıvazebných interakčńıch konstant na hodnotě torzńıho úhlu ϕ protein̊u (Karplusovy
křivky).

pozorujeme ve spektrech štěpeńı signál̊u, které záviśı na částečné orientaci molekuly ve zkumavce.
Měřeńı zbytkových dipolárńıch interakćı nám umožńı určit polohu vektor̊u mezi interaguj́ıćımi jádry
v̊uči vněǰśı souřadné soustavě. Tato vněǰśı souřadná soustava je určena osami, které popisuj́ı volnost
molekuly rotovat v r̊uzných směrech. Tyto směry jsou zase dány směrem B⃗0 a druhem kapalného
krystalu.

Pokud změř́ıme zbytkovou dipolárńı interakci pro jednu dvojici jader (geometricky popsanou výše
zmı́něným vektorem směřuj́ıćım od jednoho jádra k druhému), neumožńı nám to ještě jednoznačně určit
orientaci této dvojice v naš́ı vněǰśı souřadné soustavě. Pokud ale naměř́ıme zbytkových interakćı v́ıce
v rámci část́ı proteinu, jejichž lokálńı konformace známe, např́ıklad v dobře určených α-̌sroubovićıch,
můžeme opravdu spoč́ıtat, jak jsou tyto šroubovice v proteinu orientovány (obrázek 14.17 vpravo).
Totéž plat́ı např́ıklad pro vzájemnou orientaci domén větš́ıho proteinu.

Zbytkové dipolárńı interakce jsou velmi užitečné proto, že v̊ubec nezáviśı na vzdálenosti část́ı mole-
kuly, jejichž vzájemnou orientaci určujeme. Je tomu tak proto, že všechny orientace vlastně určujeme
v̊uči jedné společné souřadné soustavě. V tom se lǐśı zbytkové dipolárńı interakce od NOE, které nám
poskytnou údaje pouze o kontaktu část́ı molekul, jejichž protony se nacházej́ı v prostoru bĺızko sebe.
Z toho vyplývá, že zbytkové dipolárńı interakce hraj́ı nezastupitelnou úlohu při studiu málo kompaktńıch
molekul, pro které potřebujeme určit vzájemnou orientaćı část́ı, které jsou od sebe v prostoru daleko.

14.16 Sekundárńı struktura

Detailńı popis struktury na základě NMR měřeńı vyžaduje poměrně složité zpracováńı źıskaných dat,
které si poṕı̌seme v sekci 14.17. Ted’ se ale zkusme pod́ıvat na to, co se o struktuře můžeme dozvědět
rychle a bez složitých analýz.
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Obrázek 14.19: Vzdálenosti proton̊u ve struktuře α-̌sroubovice (vlevo) a skládaného listu (vpravo.

Na základě několika základńıch experiment̊u umı́me popsat prvky sekundárńı struktury proteinu.
Využ́ıváme k tomu předevš́ım údaje, které jsou shrnuty v následuj́ıćım výčtu a tabulce 14.1.

1. Hodnoty chemických posun̊u karbonylových uhĺık̊u a α-uhĺık̊u jsou vyšš́ı v α-̌sroubovićıch a nižš́ı
ve skládaných listech. Naopak hodnoty chemických posun̊u α-proton̊u a β-uhĺık̊u jsou nižš́ı v α-
šroubovićıch a vyšš́ı ve skládaných listech. Většinu z těchto chemických posun̊u źıskáme již z ex-
periment̊u, které použ́ıváme pro sekvenčńı přǐrazeńı. Můžeme proto

”
zadarmo“ źıskat odhad

rozložeńı prvk̊u sekundárńı struktury ještě dř́ıve, než v̊ubec začneme měřit spektra zaměřená
na určeńı geometrie (NOE, interakčná konstanty). Přestože je tato metoda velmi jednoduchá,
poskytuje poměrně věrohodné výsledky.

2. Vyhodnoceńım NOE mezi α-protony a amidovými protony peptidové vazby (obrázek 14.19)
můžeme určit sekundárńı strukturu podle následuj́ıćıch pravidel. Ve skládaných listech je vzdálenost
mezi α-protony a amidovými protony sousedńı aminokyseliny (na obrázku 14.19 purpurová) menš́ı
než vzdálenost mezi dvěma amidovými protony sousedńıch aminokyselin (na obrázku 14.19 ze-
lená), zat́ımco ve šroubovićıch je tomu naopak. Nav́ıc v α-̌sroubovićıch je malá vzdálenost mezi
α-protony a β-protony aminokyseliny vzdálené o tři rezidua. Dobře pozorovatelné jsou i NOE mezi
α-protony a amidovými protony aminokyselin vzdálených o tři a čtyři rezidua (azurové šipky na
obrázku 14.19). Ve šroubovici 310 je na rozd́ıl od α-̌sroubovice vzdálenost mezi α-protony a ami-
dovými protony aminokyselin vzdálených o tři rezidua kratš́ı než vzdálenost mezi α-protony a
β-protony těchto aminokyselin.

3. V téměř rovinném uspořádáńı skládaného listu jsou silněǰśı J-interakce mezi α-protony a ami-
dovými protony peptidové vazby než ve šroubovićıch. Hodnoty těchto snadno měřitelných tř́ıvazebných
interakčńıch konstant (bývaj́ı ve skládaných listech vyšš́ı než 8Hz a ve šroubovićıch nižš́ı než 5Hz
(tlustá čára na obrázku 14.18). V praxi se proto obvykle sekundárńı struktury rozlǐsuj́ı pouze na
základě této interakce, aniž by se měřily všechny interakčńı konstanty potřebné k matematicky
jednoznačnému výpočtu torzńıho úhlu ϕ. Torzńı úhel ψ se zpravidla z J-interakćı nepoč́ıtá v̊ubec,
protože př́ıslušné interakčńı konstanty jsou špatně měřitelné.

14.17 Výpočet konformace proteinu

Z výsledk̊u NMR experiment̊u źıskáme velké množstv́ı geometrických údaj̊u, zejména vzdálenosti mezi
atomy vod́ıku, některé torzńı úhly, informaci o sekundárńı struktuře a podobně. Na rozd́ıl od elektro-
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Tabulka 14.1: Údaje źıskané ze spekter NMR, které umožňuj́ı rozlǐsit sekundárńı struktury protein̊u.

Data β-list α-̌sroubovice

δ(C′), δ(Cα) ↓ ↑
δ(Cβ), δ(Hα) ↑ ↓

|Hα
i H

N
i+1| 0,22 nm 0,35 nm

|HN
i HN

i+1| 0,40 nm 0,28 nm

|Hα
i H

N
i+2| daleko 0,42 nm

|Hα
i H

N
i+3| daleko 0,34 nm

|Hα
i H

N
i+4| daleko 0,42 nm

3J(HNi Hα
i ) > 8Hz < 5Hz

nové hustoty, kterou źıskáme z rentgenové difrakce nebo elektronové mikroskopie, z výsledk̊u NMR
měřeńı neńı na prvńı pohled patrný tvar molekuly. Jsme v podobné situaci, jako když chceme nakres-
lit plán domu a k dispozici máme jen tabulku č́ıselných hodnot r̊uzných vzdálenost́ı. Muśıme proto
výsledky měřeńı zpracovat do grafické formy. Výpočetńı metody, které umožňuj́ı ze vzdálenost́ı vytvořit
trojrozměrný model, jsou označovány jako distančńı geometrie.

Pokud bychom znali přesně hodnoty všech vzdálenost́ı mezi jádry, poskytla by nám distančńı geome-
trie věrný tvar molekuly.19 Naměřené hodnoty jsou ale zat́ıženy experimentálńı chybou, takže určený
tvar molekuly se od skutečnosti dost lǐśı. To si můžeme sami ověřit, když se na molekulu pořádně
pod́ıváme. Vı́me, že konformace makromolekuly je dána hlavně torzńımi úhly. Vazebné délky a úhly by
měly být v proteinu stejné jako ve volných aminokyselinách. Rozd́ıly nás varuj́ı, že navržená struktura
neńı chemicky v pořádku.

Abychom źıskali chemicky rozumný model proteinu, použ́ıváme pro výpočet konformace metod mo-
lekulového modelováńı, které

”
věd́ı“, jak maj́ı aminokyseliny vypadat. Nejčastěji se použ́ıvá molekulová

dynamika, ve které jako startovńı konformaci můžeme použ́ıt třeba výsledek distančńı geometrie. Mezi
výpočtem struktury, jak jsme jej popisovali v kapitole 11, a využit́ım molekulové dynamiky v rámci
určováńı struktury z výsledk̊u NMR je ale d̊uležitý rozd́ıl. Pokud vycháźıme z výsledk̊u NMR expe-
riment̊u, použ́ıváme naměřené hodnoty (vzdálenosti atomů, torzńı úhly, zbytkové dipólové interakce)
jako dodatečné vazné podmı́nky. Molekulová dynamika se tedy nesnaž́ı naj́ıt celkově nejvýhodněǰśı
konformaci, ale vybrat chemicky nejpřijatelněǰśı strukturu v rámci možnost́ı, kterým odpov́ıdaj́ı ex-
perimentálńı data. Jinými slovy, NMR vymeźı na hyperploše potenciálńı energie menš́ı územı́ a ćılem
molekulové dynamiky je naj́ıt v tomto územı́ nejhlubš́ı údoĺı (obrázek 14.20).

Při opakovaném výpočtu źıskáme trochu odlǐsnou strukturu. Zpravidla proto provád́ıme výpočt̊u
několik a výsledné modely struktury přes sebe přelož́ıme (obrázek 14.21). V mı́stech, která jsou experi-
mentem nejlépe popsána, jsou jednotlivé modely téměř nerozlǐsitelné. Naopak v mı́stech, pro která máme
málo experimentálńıch údaj̊u, nebo v pohyblivých částech molekuly, kde nám experiment poskytne jen

19Výjimkou je chiralita. Ze vzdálenost́ı nejsme schopni určit, který z vzájemných zrcadlových obraz̊u je ten pravý.
Naštěst́ı v́ıme, že proteiny jsou stavěny z l-aminokyselin, takže nás tato nedokonalost nijak neomezuje.
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Obrázek 14.20: Př́ıklad hyperplochy potenciálńı energie v MD simulaci (vlevo), umělé energie přǐrazené od-
chylce od experimentálně určených vzdálenost́ı (uprostřed), a součtu obou energíı (vpravo). Oblast strukturńıch
souřadnic (označených x1, x2), která odpov́ıdá výsledk̊um měřeńı NMR, je vyznačena modře.

pr̊uměr geometrických údaj̊u, se modely lǐśı.

14.18 Struktura nukleových kyselin pomoćı NMR

Při určováńı struktur nukleových kyselin využ́ıvaj́ı stejné principy jako v př́ıpadě protein̊u. Postup práce
je však v mnohém odlǐsný. Důvodem je nákladnost izotopového značeńı nukleových kyselin a odlǐsnost
struktury, která čińı NMR nukleových kyselin experimentálně obt́ıžněǰśı. Ve srovnáńı s proteiny se
NOESY experimenty často použ́ıvaj́ı nejen v druhé fázi řešeńı struktury, ale i k přǐrazeńı frekvenćı.
Techniky frekvenčńıho přǐrazeńı můžeme u nukleových kyselin dělit na experimenty využ́ıvaj́ıćı interakce
zprostředkované elektrony kovalentńıch vazeb a na experimenty využ́ıvaj́ıćı NOE (dipolárńı interakce
prostorem). Oba př́ıstupy maj́ı své výhody a nevýhody a v praxi se často kombinuj́ı. Zde si uvedeme
jen př́ıklady postup̊u založených na využit́ı NOE.

Metody využ́ıvaj́ıćı NOE k frekvenčńımu přǐrazeńı jsou založeny na korelaćıch proton̊u nacházej́ıćıch
se bĺızko sebe v prostoru. V principu tedy nevyžaduj́ı izotopové značeńı vzorku. V jednodušš́ıch př́ıpadech
lze tedy t́ımto zp̊usobem studovat snadno dostupné vzorky nukleových kyselin v přirozeném zastou-
peńı. Pokud je již k dispozici značený vzorek, kombinuj́ı se tyto metody často s heteronukleárńı korelaćı
s uhĺıky a protony, protože takto lze zvýšit rozlǐseńı rozš́ı̌reńım spektra do daľśı dimenze. Nevýhodou
tohoto př́ıstupu je, že vzdálenosti mezi protony a tedy i pozorované korelace záviśı na konformaci dané
molekuly nukleové kyseliny.

• Korelace mezi imino (a amino) protony. V dvoušroubovicových strukturách jsou snadno pozorova-
telné korelace mezi protony vod́ıkových můstk̊u, které páruj́ı báze. Zpravidla jde o imino-protony,
ale i protony aminoskupin jsou často pozorovatelné, zejména za ńızkých teplot (vod́ıková vazba
výrazně zpomaĺı výměnu protonu s protonem vody, která ve volných aminoskupinách zp̊usobuje,
že signály proton̊u nejsou pozorovatelné). Takto lze źıskat sekvenčńı přǐrazeńı imino-proton̊u. Je
nutno si uvědomit, že pouze guanin a thymin/uracil je donorem vod́ıku, takže korelace je patrná
pouze mezi těmito bázemi (korelace

”
přeskakuje“ mezi jednotlivými vlákny šroubovice). Př́ıklady

spekter jsou uvedeny na obrázku 14.22. Všimněte si, že v př́ıpadě symetrických dvoǰsroubovic jsou
signály obou vláken identické.

• Korelace báze-cukr. Pro přǐrazeńı frekvenćı jsou cenné korelace H6/H8 proton̊u s protony H1′, H2′

(silněǰśı u dvoǰsroubovice A), H2′′(silněǰśı u dvoǰsroubovice B) pentosového kruhu. Protože lze
pozorovat korelace s vlastńı (deoxy)ribosou a s cukrem předchoźıho nukleotidu, poskytuj́ı zmı́něné
korelace údaje pro sekvenčńı přǐrazeńı (obrázek 14.23). Zároveň źıskáváme informaci o přǐrazeńı
cukru a báze v rámci jednoho rezidua.
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Obrázek 14.21: Peptidová páteř deseti struktur N-terminálńı domény podjednotky delta RNA polymerasy
bakterie Bacillus subtilis vypočtených na základě dat (vlevo) a model struktury s nejnižš́ı energíı (vpravo).

• Korelace proton̊u cukru.Korelaćı mezi protony v rámci (deoxy)ribosového kruhu lze využ́ıt k přǐrazeńı
frekvenćı proton̊u spinovým systémům jednotlivých báźı. Nav́ıc lze pozorovat korelace mezi pro-
tony cukr̊u soused́ıćıch nukleotid̊u. Nejsilněǰśı bývaj́ı korelace H5′′(i)-H2′′(i−1) v dvoǰsroubovićıch
B a H5′′(i)-H1′(i− 1) v dvoǰsroubovićıch A.

Využit́ı NOE k určováńı vzdálenost́ı mezi protony je u nukleových kyselin stejné jako u protein̊u.
Vzhledem k nižš́ımu počtu proton̊u v nukleových kyselinách bývá ale počet źıskaných meziatomových
vzdálenost́ı u nukleových kyselin nižš́ı ve srovnáńı s proteiny. Při určováńı struktury záviśı proto
výsledná konformace v́ıce na závěrečném výpočtu molekulovou dynamikou, než tomu je v př́ıpadě
protein̊u.

Torzńı úhly v molekulách nukleových kyselin se také obvykle určuj́ı z hodnot tř́ıvazebných in-
terakčńıch konstant. Relativně velké množstv́ı tř́ıvazebných interakćı je dostupné pro určováńı kon-
formaćı cukr̊u. Při interpretaci těchto dat ale můžeme narazit na komplikace zp̊usobené př́ıtomnost́ı
v́ıce konformaćı ve vzorku. Torzi kolem glykosidické vazby (χ) určujeme z tř́ıvazebných interakćı mezi
atomy H1′-C2 a H1′-C6 u pyrimidin̊u a H1′-C4 a H1′-C8 u purin̊u. Z torzńıch úhl̊u páteře lze poměrně
přesně určit β (z tř́ıvazebných interakćı mezi atomy H5′′-P5′, H5′-P5′, C4′-P5′), ε (z tř́ıvazebných inter-
akćı mezi atomy H3′-P3′, C2′-P5′, C4′-P3′) a γ (z tř́ıvazebných interakćı mezi atomy H5′′-H4′, H5′-H4′,
H5′′-C3′, H5′-C3′).

Výpočet struktury nukleové kyseliny na základě výsledk̊u NMR se v principu nelǐśı od výpočtu
protein̊u. Konkrétńı postup výpočtu se ale odlǐsuje. Odlǐsná struktura monomerńıch jednotek vyžaduje
jiné silové pole než proteiny. Geometrických údaj̊u z experimentu je obvykle méně, než v př́ıpadě pro-
tein̊u. Je tomu tak proto, že nejv́ıce informaćı poskytuj́ı atomy vod́ıku. Nukleové kyseliny obsahuj́ı
relativně méně vod́ık̊u než proteiny. Zvláštńı obt́ıž představuje tvar dvoǰsroubovice. Pokud vycháźıme
pouze ze vzdálenost́ı, źıskáme údaje jen mezi sousedńımi páry nukleotid̊u. Tyto údaje obsahuj́ı experi-
mentálńı chybu a tato chyba se postupně sč́ıtá, takže máme velmi zkreslenou představu o tom, jestli je
dvoǰsroubovice ohnutá. Tento nedostatek odstraňuj́ı údaje źıskané v anizotropńım prostřed́ı, např́ıklad
zbytkové dipólové interakce (viz sekci 14.8). Tyto údaje totiž odrážej́ı polohu vektor̊u mezi jádry vzhle-
dem k vněǰśımu magnetickému poli. Takto zprostředkovaně, přes vněǰśı pole (které určuje anizotropńı
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Obrázek 14.22: Př́ıklady NOESY spekter oblasti imino-proton̊u báźı. Červeně je znázorněna korelace mezi
protony v sekvenćıch (tečkovaně je označena nepozorovatelná korelace mezi protony s identickou rezonančńı
frekvenćı) a sekvenčńı informace ve spektrech. Vzhledem k tomu, že jde o diagonálně symetrická spektra,
sekvenčńı informaci lze sledovat dvěma zp̊usoby (plná a přerušovaná červená čára).
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Obrázek 14.23: Vlevo schema korelaćı mezi protony H1′ (v pentose) a H6 nebo H8 (v bázi), vpravo výsek
oblasti NOESY spektra, která obsahuje tyto korelace. Červeně je znázorněna sekvenčńı informace. Protože je
na obrázku ukázána pouze část spektra, sekvenčńı informaci můžeme sledovat jen jedńım zp̊usobem. Všimněte
si, že proton prvńı báze je korelován pouze s H1′ vlastńı pentosy a proton H1′ posledńı báze je korelován pouze
s H6 nebo H8 protonem vlastńı báze (v těchto př́ıpadech chyb́ı korelace se sousedem) – na základě toho je možné
určit směr sekvence.
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charakter prostřed́ı) můžeme určit polohu skupin, které jsou v sekvenci libovolně vzdálené.

14.19 Struktura oligosacharid̊u pomoćı NMR

Určováńı struktury (nederivatizovaných) sacharid̊u pomoćı NMR je komplikováno nedostupnost́ı izo-
topově značených vzork̊u a špatným rozlǐseńım protonových spekter (ze struktury vyplývá, že většina
proton̊u má velmi podobné okoĺı). Sekvenčńı přǐrazeńı se provád́ı pomoćı NOE, přǐrazeńı v rámci sacha-
ridových jednotek je založeno na NOESY a TOCSY experimentech. Počet NOE korelaćı pro určováńı
struktury mezi r̊uznými jednotkami sacharid̊u je většinou malý. K určováńı torzńıch úhl̊u v rámci
jednoho cukerného kruhu lze využ́ıt tř́ıvazebné interakce mezi protony. K určováńı torźı kolem glyko-
sidických vazeb je nutno měřit tř́ıvazebné interakce mezi protony a uhĺıky (v přirozeném zastoupeńı
13C). K odstraněńı některých ze zmı́něných problémů lze použ́ıt chemickou derivatizaci (např́ıklad me-
thylaci).

14.20 Pohyby molekul v NMR

Během měřeńı NMR sledujeme nejen amplitudu a frekvenci zářeńı jednotlivých jader, ale také postupné
slábnut́ı tohoto zářeńı, relaxaci. Signál během měřeńı slábne protože se postupně ztráćı koherence po-
hyb̊u jader a protože se orientace těchto magnetických moment̊u v souboru molekulách vracej́ı do
termodynamicky nejvýhodněǰśıho uspořádáńı.20 Hlavńı př́ıčinou relaxace jsou změny interakćı jader
s okoĺım (viz sekci 14.6), ke kterým docháźı v d̊usledku pohybu molekul. Proto můžeme NMR využ́ıt
nejen k popisu struktury molekuly, ale také k popisu pohyb̊u jednotlivých atomů (dynamiky molekuly).

Při sledováńı dynamiky protein̊u většinou měř́ıme tři relaxačńı údaje pro jádro 15N v páteři proteinu
(rychlost ztráty koherence, rychlost návratu do rovnováhy a nukleárńı Overhauser̊uv efekt mezi 15N a
1H ve skupině NH). Analýza těchto údaj̊u je poměrně jednoduchá za dvou předpoklad̊u Za prvé, pohyb
proteinu popisujeme jako kombinaci náhodné rotace (rotačńı difúze) celého proteinu a na ńı nezávislého
vnitřńıho pohybu. Za druhé, předpokládáme, že rotace celého proteinu je ve všech směrech stejná (což by
platilo přesně, kdyby měla molekula proteinu tvar koule). Za těchto podmı́nek můžeme ze tř́ı relaxačńıch
údaj̊u vypoč́ıtat tři údaje o rychlých pohybech páteře proteinu (v řádu 10−12 až 10−9 s). Źıskanými
parametry jsou rychlost, s kterou se v roztoku otáč́ı celá molekula (ta je pochopitelně stejná pro všechna
jádra), rychlost (frekvenci) a rozsah (amplitudu) vnitřńıch pohyb̊u. Pokud jsou jádra ovlivněna v́ıce než
jedńım vnitřńım pohybem, nebo pokud je tvar molekuly výrazně jiný, než kulový, potřebujeme k popisu
v́ıce údaj̊u. Proto často opakujeme měřeńı za r̊uzných podmı́nek (např́ıklad v r̊uzném magnetickém poli).
Omezeńım tohoto př́ıstupu je, že od celkové rotace rozlǐśıme jen pohyby rychleǰśı.

Pohyby, ke kterým docháźı v řádu mikrosekund až milisekund, můžeme popsat také, pokud přitom
docháźı ke změnám chemického posunu. V tomto př́ıpadě mluv́ıme o konformačńı výměně (chemický
posun se měńı v d̊usledku změny konformace) nebo o chemické výměně (chemický posun se měńı
v d̊usledku změny chemické struktury, např́ıklad disociace protonu, nebo interakce s jinou molekulou).
Pomoćı speciálńıch experiment̊u lze určit zastoupeńı jednotlivých forem proteinu (např́ıklad konfor-
mer̊u) a někdy i rychlost výměny.

Studium ještě pomaleǰśıch pohyb̊u je snadné. Protože doba měřeńı je přibližně jedna sekunda,
můžeme pomaleǰśı pohyby sledovat pohodlně opakovaným měřeńım.

Spektroskopie NMR nám tedy umožňuje źıskat nejen trojrozměrný obraz molekuly, ale dokonce
popis ve čtyřech dimenźıch (třech prostorových a jedné časové). To znamená, že urč́ıme nejen celkovou
strukturu, ale také to, které části molekuly jsou pohyblivěǰśı a jaký je rozsah a rychlost těchto pohyb̊u.

20Jde o dva r̊uzné děje, které prob́ıhaj́ı r̊uzně rychle. U velkých molekul docháźı ke ztrátě koherence během desetin
sekundy, ale k rovnováze se systém přibĺıž́ı až po několika sekundách. Proto signál přestáváme pozorovat již v desetinách
sekundy po excitaci, ale měřeńı můžeme opakovat nejdř́ıve po jedné sekundě.
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Informace o pohyblivosti může být d̊uležitá pro pochopeńı funkce studované molekuly. Ačkoli se v našem
pov́ıdáńı zaměřeném na určováńı struktur zmiňujeme o studiu pohyb̊u pouze okrajově, tato aplikace je
jednou z nejsilněǰśıch stránek NMR.

14.21 Omezeńı metody a pokročilé aplikace

Použitelnost NMR pro studium biomakromolekul má v současnosti r̊uzná omezeńı. Některá z nich
vyplývaj́ı z citlivosti metody. Uspořádáńı magnetických moment̊u jader se v dostupných magnetických
poĺıch za laboratorńı teploty jen nepatrně lǐśı od zcela náhodné orientace. Celková magnetizace jader
v souboru molekul tvoř́ıćım vzorek tak odpov́ıdá pouze tiśıcinám procenta magnetizace, kterou by
měly zcela uspořádané magnetické momenty těchto jader.

”
Aktivńı koncentrace“ jader ve vzorku je

tak o několik řád̊u nižš́ı, než celková koncentrace biomakromolekuly. To vyžaduje poměrně vysoké
koncentrace vzorku (řádově milimolárńı) a obohaceńı molekul vzácněǰśımi izotopy 13C a 15N. S t́ımto
omezeńım se snaž́ı výrobci spektrometr̊u bojovat na dvou frontách: zvyšováńım magnetického pole
(t́ım se zvýhodňuje jedna orientace magnetických moment̊u a tak se zvyšuje celková magnetizace) a
konstrukćı citlivěǰśıch detekčńıch zař́ızeńı.21 Zvýšeńı citlivosti v principu umožňuje bud’ práci s méně
koncentrovanými vzorky, nebo vynecháńı izotopového značeńı.22

Daľśı omezeńı souviśı s relaxaćı. Obecně lze ř́ıci, že č́ım je větš́ı molekula, t́ım pomaleji se pohy-
buje v roztoku, t́ım v́ıce času maj́ı jádra interagovat a t́ım rychleǰśı je relaxace. Např́ıklad u protein̊u
obsahuj́ıćıch v́ıce než 200 aminokyselin je relaxace tak rychlá, že zač́ınáme mı́t málo času na některé
d̊uležité experimenty. Toto úskaĺı je naštěst́ı možné elegantně obeplout. Byly navrženy experimenty, ve
kterých p̊usob́ı relaxace v d̊usledku interakćı s indukovaným polem elektron̊u proti relaxaćım v d̊usledku
interakćı se sousedńım jádrem. Při určitém magnetickém poli tak téměř nedocháźı ke ztrátě koherence.
Př́ıspěvky k relaxaci v d̊usledku interakćı se vzdáleněǰśımi protony lze potlačit př́ıpravou vzorku proteinu
značeného deuteriem (2H), v př́ıpadě protein̊u expreśı v mediu připraveném z těžké vody (2H2O). T́ımto
zp̊usobem lze studovat i velké biomakromolekuly, např́ıklad proteiny složené z tiśıc̊u aminokyselin.

Zvláštńım př́ıpadem molekul jsou přirozeně neuspořádané proteiny, jejichž konformace se stále měńı
a nedaj́ı se tedy popsat jedńım strukturńım modelem. Relaxace takových molekul je většinou pomalá
bez ohledu na počet aminokyselin. Neńı proto těžké naměřit spektra s vysokou intenzitou signálu. Je ale
d̊uležité dosáhnout dostatečného rozlǐseńı, protože pohyby molekuly pr̊uměruj́ı chemické posuny r̊uzných
aminokyselin k téměř stejným hodnotám. V současné době jsou k dispozici experimenty, které potřebné
rozlǐseńı poskytuj́ı. Pro neuspořádané proteiny nemá cenu hledat definovanou strukturu. Pomoćı analýzy
chemických posun̊u můžeme ale spoč́ıtat zastoupeńı jednotlivých konformaćı. Pomoćı metod citlivěǰśıch,
než je měřeńı NOE,23 můžeme sledovat i krátkodobou tvorbu kompaktńıch trojrozměrných struktur.

Dosud jsme mluvili jen o rozpustných proteinech. Velké úsiĺı je také vynakládáno na studium
membránových protein̊u. Membránové proteiny můžeme např́ıklad zkoumat v roztoku, když je za-
budujeme do malých lipidových micel. Strukturu protein̊u nerozpustných ve vodě lze studovat v pevné
fázi, nejlépe v mikrokrystalických vzorćıch. Měřeńı v pevné fázi jsou technicky náročněǰśı, než měřeńı
v roztoku, a je obt́ıžněǰśı určit přesnou konformaci větš́ıch molekul. Rozd́ıly použitelnosti metody pro
kapalné a pevné vzorky se ale snižuj́ı a struktury některých d̊uležitých protein̊u již byly určeny pomoćı
NMR v pevné fázi.

21Citlivost detekce je dána poměrem signálu k šumu. Pro lepš́ı potlačeńı šumu jsou v posledńı době detekčńı zař́ızeńı
chlazena plynným heliem na teplotu bĺızkou absolutńı nule.

22Značeńı 15N je několikrát levněǰśı než značeńı 13C. Proto je výhodné značeńı 13C vynechat a využ́ıt pouze přirozeného
zastoupeńı izotop̊u uhĺıku.

23Krátkodobé kontakty nebo deľśı vzdálenosti můžeme studovat pomoćı nepárových elektron̊u (volných radikál̊u). Když
takovou funkčńı skupinu vneseme do molekuly proteinu, urychĺı ve svém okoĺı výrazně relaxaci. Můžeme bud’ pozorovat
pokles intenzity signálu, nebo př́ımo měřit rychlosti relaxace.
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Kapitola 15

Bioinformatika

15.1 Co to je bioinformatika

V předchoźıch kapitolách jsme si popsali metody, pomoćı kterých můžeme zkoumat strukturu velkých
biologicky zaj́ımavých molekul. Za poměrně krátkou dobu použ́ıváńı těchto metod se biochemici a
biologové dozvěděli o struktuře biomakromolekul velmi mnoho. Dokonce tolik, že je již téměř nemožné
se v záplavě zveřejněných struktur vyznat. Nav́ıc předpov́ıdáńı struktur ze sekvence dosáhla úrovně
takové spolehlivosti, že má smysl struktury předpovězené z pořad́ı aminokyselin brát vážně. Protože
takové množstv́ı strukturńıch dat nelze zvládnout lidskou silou, posedáváńım v knihovně s tužkou v ruce,
vznikl nový vědńı obor, který se snaž́ı vnést do záplavy informaćı řád s pomoćı poč́ıtač̊u. Pro tento
obor se ujal název bioinformatika.

Bioinformatika se narodila v osmdesátých létech dvacátého stolet́ı. Matkou j́ı byla čile se vyv́ıjej́ıćı
poč́ıtačová technologie, otcem záměr sekvenovat co nejv́ıce DNA. Přečtené úseky DNA bylo nutno
vzájemně srovnávat a analyzovat. Úroveň výpočetńı techniky byla schopná množstv́ı dat zvládnout.
O několik let později začal rychle r̊ust počet biomakromolekul, u kterých se podařilo určit prostorovou
strukturu. Také strukturńı informace bylo třeba tř́ıdit. Dnes je bioinformatika nejd̊uležitěǰśı aplikaćı
poč́ıtač̊u v biologických vědách. Chceme-li tento nový obor definovat, můžeme ř́ıci, že bioinformatika je
informačńı technologie slouž́ıćı k uchováńı, zpracováńı a analýze biologických dat.

15.2 Genomové projekty

V sekci 9.4 jsme si ukázali, že určit sekvenci úseku DNA je poměrně snadné. To přivedlo molekulárńı bio-
logy na myšlenku přeč́ıst celou genetickou informaci některých organismů. Již v roce 1977 byl sekvenován
genom viru ϕX174, obsahuj́ıćı 5 000 nukleotid̊u a 11 gen̊u. V roce 1995 byla určena prvńı úplná sekvence
genomu skutečného organismu, bakterie Haemophilus influenzae, s 1,8 miliony nukleotid̊u a 1 700 gen̊u.
Ćılem genomového projektu bylo źıskat úplné sekvence DNA modelových organismů: střevńı bakte-
rie Escherichia coli, kvasinky Saccharomyces cerevisiae, červa Cenorhabditis elegans, huseńıčku rolńıho
(Arabidopsis thaliana), mušky Drosophila melanogaster, myšky Mus musculus, psa (Canis familiaris) a
autora celého projektu (Homo sapiens).

Genomový projekt se podobá postupu člověka neznalého arabštiny, který si poř́ıd́ı Korán. Bude
potřebovat několik dn̊u na to, aby se naučil arabská ṕısmena. V tom okamžiku bude schopen celý
Korán

”
přeč́ıst“, tak jak my umı́me

”
přeč́ıst“ genom. Bude ale trvat měśıce, než náš čtenář Koránu

začne rozumět tomu, co čte. Stejně tak je velký rozd́ıl mezi samotnou genetickou informaćı a funkcemi
buňky, které kóduje.
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Zmı́nili jsme se již v sekci 8.2, že vyjádřeńı (exprese) informace uložené v DNA je složitý proces. Je
proto dobré si uvědomit jednotlivé úrovně genetické informace:

1. Genom je informace zapsaná v DNA tvoř́ıćı chromosomy, je společná všem buňkám organismu.

2. Transkritpom je část genomu, která je exprimována v buňce v dané fázi jej́ıho vývoje.

3. Proteom je sada vzájemně interaguj́ıćıch molekul geneticky kódovaných protein̊u, která dává
buňkám jej́ı individuálńı charakter.

Jistě vás nepřekvaṕı, že ze všech modelových genomů se největš́ımu zájmu těš́ı genom člověka.
Sekvenace lidského genomu zahájená v polovině 80. let dvacátého stolet́ı představuje dvacetileté úsiĺı
mnoha laboratoř́ı. Mimořádná popularita lidského genomového projektu vyprovokovala technický vývoj
sekvenovaćıch automat̊u a potřebných výpočetńıch metod. Roku 2000 byla představena předběžná verze,
lidský genom

”
nanečisto“ (first draft). K této předběžné verzi se dopracovaly nezávisle dva velké týmy:

sdružeńı akademických laboratoř́ı International Consortium Human Genome Project a komerčńı firma
Celera Genomics. Daľśıch dvacet let trvalo dokončeńı četby zvlášt’ obt́ıžných část́ı genomu. Již předběžné
výsledky sekvenace ukázaly, že lidský genom obsahuje asi třicet tiśıc gen̊u, které ovšem kóduj́ı mnohem
v́ıce protein̊u. Stovky gen̊u źıskal člověk z bakteríı. Zaj́ımavé jsou také poznatky o samovolných změnách
genetické informace, o mutaćıch. Genetická informace se měńı dvakrát rychleji u muž̊u než u žen. Celkem
bylo odhaleno 1,4 milionu jednobodových polymorfismů (rozd́ıl̊u genomů v jednom nukleotidu). Dnes
je již kompletně přečtena genová informace mnoha organismů.

15.3 Biologické databáze

Biologické databáze jsou vlastně elektronické kartotéky biologicky zaj́ımavých údaj̊u. Dı́ky své elektro-
nické formě jsou mnohem pružněǰśı než to, čemu se obvykle ř́ıkalo

”
kartotéka“ ve 20. stolet́ı (plechové

skř́ıně plné kartiček z tvrdého paṕıru). Údaje v elektronických databáźıch můžeme mnohem snadněji
tř́ıdit, analyzovat, porovnávat s jinými daty.

Biologických databáźı je mnoho druh̊u. Databáze můžeme tř́ıdit podle r̊uzných měř́ıtek, např́ıklad
podle obsahu. Nás budou nejv́ıce zaj́ımat databáze sekvenćı a prostorových struktur protein̊u a nuk-
leových kyselin.

Jiným měř́ıtkem je zp̊usob uložeńı dat. Databáze může obsahovat jednotlivé položky jako jednoduché
textové soubory (flat files, obrázek 15.1). Data mohou být ale také uspořádána jako v tabulkách,
mluv́ıme pak o relačńıch databáźıch. Řádky takových tabulek tvoř́ı jednotlivé položky, zat́ımco sloupce
odpov́ıdaj́ı základńım charakteristikám položek (obrázek 15.2). Třet́ı možnost́ı je ukládáńı dat ve formě
abstraktńıch objekt̊u, takovým databáźım ř́ıkáme objektově orientované. Jednotlivé objekty můžeme
spojovat do vyšš́ıch objekt̊u a zacházet s nimi jako s celky, což umožňuje velmi efektivńı analýzu dat.

Ještě jiný zp̊usob tř́ıděńı rozlǐsuje tři druhy databáźı sekvenćı podle zp̊usobu jejich vzniku. Prvńım
druhem jsou databáze primárńı, které obsahuj́ı vlastńı sekvence. Druhým typem jsou databáze sekundárńı,
které obsahuj́ı daľśı údaje odvozené ze sekvenćı. Třet́ım druhem jsou databáze složené, které slučuj́ı
několik primárńıch databáźı.

Je nutné také upozornit na to, že databáze se stále vyv́ıjej́ı. Nové vznikaj́ı a staré se slučuj́ı. Or-
ganizace, které databáze spravuj́ı se transformuj́ı nebo dokonce zanikaj́ı. A i u navenek nezměněných
databáźı prob́ıhá stálý a rychlý vývoj výpočetńıch prostředk̊u, pomoćı kterých se databáze prohledávaj́ı
a analyzuj́ı. Informace o databáźıch proto rychle zastarává a mı́sto konkrétńıch fakt je lépe pamatovat
si, kde nalezneme odkazy na aktuálńı stav. Takový zdroj informaćı poskytuje Swiss Institute of Bioin-
formatics již od roku 1993 pod názvem Expasy. Na sklonku roku 2013 vznikla evropská

”
střecha“ nad

databázemi a výpočetńımi zdroji zvaná ELIXIR. Internetové stránky těchto platform jsou vhodným
začátkem hledáńı současných databáźı a prostředk̊u jejich analýz.
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ID   MUP1_MOUSE     STANDARD;      PRT;   180 AA.
AC   P11588; Q61921;
DT   01−OCT−1989 (Rel. 12, Created)
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).
GN   MUP1.
OS   Mus musculus (Mouse).
OC   Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
OC   Mammalia; Eutheria; Rodentia; Sciurognathi; Muridae; Murinae; Mus.
OX   NCBI_TaxID=10090;
RN   [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, lachrymal, and submaxillary gland
RT   mouse major urinary protein mRNAs: mosaic structure and construction
RT   of panels of gene−specific synthetic oligonucleotide probes.";
RL   Mol. Cell. Biol. 7:1938−1946(1987).
RN   [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).
RN   [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., Collins 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.I., 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   Raha S.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.C.,
RA   Rodriguez A.C., Grimwood J., Schmutz J., Myers R.M.,
RA   Butterfield Y.S.N., Krzywinski M.I., Skalska U., Smailus D.E.,
RA   Schnerch A., Schein J.E., Jones S.J.M., Marra M.A.;
RT   "Generation and initial analysis of more than 15,000 full−length
RT   human and mouse cDNA sequences.";
RL   Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99:16899−16903(2002).
RN   [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
CC       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   −−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−
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   or send an email to license@isb−sib.ch).
CC   −−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−
DR   EMBL; M16355; AAA39767.1; −.
DR   EMBL; M28649; AAA39764.1; ALT_INIT.
DR   EMBL; BC012221; AAH12221.1; −.
DR   EMBL; J00607; AAA39760.1; −.
DR   HSSP; P02762; 1MUP.
DR   MGD; MGI:97233; Mup1.
DR   InterPro; IPR002345; Lipocalin.
DR   InterPro; IPR000566; Lipocln_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
//

Obrázek 15.1: Př́ıklad 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.

Obrázek 15.2: Databáze odkaz̊u na odborné články jako př́ıklad relačńı databáze.

15.4 Databáze sekvenćı protein̊u

Známé sekvence protein̊u jsou uchovávány v r̊uzných primárńıch databáźıch. Nejd̊uležitěǰśı a nejužitečněǰśı
jsou následuj́ıćı dvě

• SWISS-PROT je nejpouž́ıvaněǰśı databáźı proteinových sekvenćı. Tato databáze vznikla na ženevské
univerzitě, později ji převzal European Bioinformatics Institute (EBI), nyńı o ni pečuje Swiss In-
stitute of Bioinformatics (SIB). SWISS-PROT je zaměřen na vysokou kvalitu položek. Každou
sekvenci prováźı podrobná anotace, tedy popis funkce, struktury, domén, posttranslačńıch modifi-
kaćı atd. Tyto popisy jsou psány lidskou rukou, což zaručuje jejich vysokou kvalitu. SWISS-PROT
obsahuje minimálńı počet opakuj́ıćıch se (a proto zbytečných, redundantńıch) položek, umožňuje
účinné prohledáváńı a je propojen s mnoha daľśımi databázemi. Př́ıklad položky databáze SWISS-
PROT je uveden na obrázku 15.1

• TrEMBL obsahuje všechny sekvence protein̊u odvozené z databáze sekvenćı DNA, která bude
zmı́něna v sekci 15.5. Anotace jsou tvořeny automaticky poč́ıtačem, což umožňuje velmi rychlý,
ale méně kvalitńı popis sekvence. Zkontrolované položky jsou potom ručně anotovány a přesouvány
do databáze SWISS-PROT.

Obě zmı́něné databáze byly integrovány do UniProt KnowleddgeBase (pod názvy UniProt/Swiss-
prot a UniProt/TrEMBL). UniProt KB tak můžeme považovat za př́ıklad složené databáze sekvenćı
protein̊u.

Zat́ım jsme hovořili pouze o databáźıch, které obsahuj́ı jednotlivé sekvence protein̊u s př́ıslušným
popisem. Pod́ıvejme se nyńı na databáze sekundárńı, které obsahuj́ı již výsledky analýz sekvenćı. Nejdř́ıve
si ale muśıme vysvětlit, co takovým výsledkem analýzy sekvence vlastně je.

Každá sekvence uložená v primárńı databázi je konkrétńı údaj, jeden kamı́nek v mozaice. Když se
nám podař́ı takových kamı́nk̊u odkrýt v́ıce, zač́ınáme vidět obraz, který mozaika znázorňuje. Několika
sekvenćım je společný určitý obecný rys, nějaké pravidlo, podle kterého je daný druh molekuly postaven.
Např́ıklad prvńı aminokyselina muśı být methionin, druhá a třet́ı glycin, čtvrtá nějaká aromatická, pátá
cystein, šestá a sedmá mohou být libovolné, osmá muśı být kyselina glutamová nebo asparagová, devátá
alifatická hydrofobńı, atd. Tvorba sekundárńı databáze je tedy proces abstrakce. Zat́ımco v primárńıch
databáźıch jsou uloženy konkrétńı sekvence, sekundárńı databáze obsahuj́ı abstraktńı principy.
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Nejjednodušš́ım př́ıkladem abstrakce je sekvenčńı motiv. Sekvence protein̊u obsahuje obvykle úseky,
které jsou velmi podobné částem sekvenćı jiných protein̊u a úseky, které se naopak ostatńım sekvenćım
podobaj́ı málo. Úseky sekvenćı, které se s drobnými obměnami objevuj́ı v r̊uzných proteinech, se nazývaj́ı
motivy. Podle zacházeńı s motivy můžeme sekundárńı databáze dělit na následuj́ıćı tři skupiny:

1. Databáze obsahuj́ıćı jednotlivé motivy. Př́ıkladem může být nejstarš́ı sekundárńı databáze PRO-
SITE, která využ́ıvá předevš́ım primárńı databázi SWISS-PROT a je udržována stejnou institućı
(SIB). Motivy jsou v ńı uloženy ve formě regulárńıch výraz̊u1. Záznamy v databázi PROSITE
jsou uloženy ve dvou oddělených souborech, prvńı obsahuje vlastńı data a druhý podrobnou do-
kumentaci. Data jsou źıskávána automatickým v́ıcenásobným přiložeńım sekvenćı (viz sekci 15.8)
a ručńım výběrem úsek̊u, které jsou konzervované (nacházej́ı se s malými obměnami v r̊uzných
proteinech). Dokumentace je zpracována ručně. Ćılem databáze PROSITE je umožnit identifikaci
skupin př́ıbuzných protein̊u (proteinových rodin).

2. Databáze obsahuj́ıćı soubor všech motiv̊u v sekvenci (takzvaný fingerprint, česky otisk prstu sek-
vence). Fingerprinty mohou být definovány na základě frekvenčńıch matic (tabulek udávaj́ıćıch,
jak často se která aminokyselina nacháźı na daném mı́stě; př́ıkladem je databáze PRINTS ).

3. Databáze obsahuj́ıćı nejen motivy, ale výsledky analýz celých sekvenćı. Použitou abstrakćı v těchto
databáźıch jsou profily (tabulky udávaj́ıćı, jak často se na daném mı́stě nacháźı určitá amino-
kyselina nebo jak často na tomto mı́stě docháźı k inzerci nebo deleci2; př́ıkladem je databáze
PROFILES ) nebo skryté Markovovy modely (matematické statistické algoritmy, které popisuj́ı
výstavbu sekvence jako sled inzerćı, delećı, nebo shod v aminokyselině na každém mı́stě sekvence;
př́ıkladem je databáze Pfam).

Uvedené sekundárńı databáze (a některé daľśı) jsou sdruženy pod návem InterPro.
Každá sekundárńı databáze má své výhody a nevýhody. Je na nás, abychom se rozhodli, který

př́ıstup je nejlepš́ı pro řešeńı problému, kterým se zabýváme. Také si muśıme uvědomit, že sekundárńı
databáze obsahuj́ı i chyby vyplývaj́ıćı z analýzy sekvenćı. Každý postup vyhledáváńı společných rys̊u
nese riziko, že vid́ıme př́ıbuznost tam, kde ve skutečnosti neńı, nebo naopak př́ıbuznost přehlédneme.
Různé databáze analyzuj́ı stejné sekvence r̊uzně a mohou v nich tedy vidět r̊uzné (skutečné i jen zdánlivé)
abstraktńı principy. K údaj̊um, které ze sekundárńıch databáźı źıskáme, je proto nutno přistupovat
kriticky. Je vhodné analyzovat sekvenci s využit́ım r̊uzných metod a hledat, v čem se výsledky shoduj́ı
(consensus). Zvýš́ıme tak pravděpodobnost správného závěru analýzy.

15.5 Databáze sekvenćı DNA

V sekci 15.4 jsme si popsali databáze, které uchovávaj́ı sekvence protein̊u. V databáźıch jsou proteinové
sekvence uloženy jako pořad́ı aminokyselin pomoćı nám dobře známé abecedy, která se skládá z dva-
ceti ṕısmen. Ve skutečnosti je ovšem většina sekvenćı protein̊u určena na základě sekvenace DNA a
z abecedy DNA do abecedy protein̊u přeložena pomoćı genetické kódovaćı tabulky (takzvaná koncepčńı
translace). Známých sekvenćı úsek̊u DNA je ale v́ıce než těch, které tvoř́ı geny určitého proteinu. Během
desetilet́ı byla v laboratoř́ıch přečtena spousta úsek̊u DNA, které nekóduj́ı žádný protein, nebo krátkých
úsek̊u, ze kterých nemůžeme určit úplnou sekvenci proteinu. Aby byl vnesen jakýsi řád i do těchto dat,

1Zápis konkrétńı sekvence je nepřetržitá řada znak̊u, každým znakem je jedno z dvaceti ṕısmen symbolizuj́ıćı určitou
aminokyselinu. Zápis motivu je obecněǰśı. Jednotlivým znakem může být opět jedno ṕısmeno (to znamená, že na daném
mı́stě je vždy určitá aminokyselina), nebo volba z v́ıce ṕısmen (to znamená, že na daném mı́stě je vždy jedna z uvedených
aminokyselin), nebo speciálńı znak, zvaný divoká karta či žoĺık, za který můžeme dosadit jakoukoli aminokyselinu. Motiv,
který jsme si jako př́ıklad popsali slovně, můžeme zapsat pomoćı následuj́ıćıho regulárńıho výrazu:

M-G-G-[FYW]-C-x2-[DE]-[IVL].
2Delece je vypuštěńı aminokyseliny ze sekvence, inzerce je zařazeńı daľśı aminokyseliny.
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bylo založeno několik databáźı, které ukládaj́ı sekvence úsek̊u DNA. Nejd̊uležitěǰśı jsou následuj́ıćı tři
databáze

ENA (European Nucleotide Archive) je evropská databáze vyvinutá v (European Molecular Biology
Laboratory). GenBank je obdobná americká databáze vyvinutá v National Center for Biotechnology
Information (NCBI) při National Institute of Health (NIH) v Bethesdě. DNA Data Bank of Japan
(DDBJ ) je třet́ı d̊uležitou databáźı, vyvinutou japonským Národńım ústavem genetiky. Všechny tři
databáze úzce spolupracuj́ı a vyměňuj́ı si nové položky. Obsahem by se proto neměly lǐsit, takže roz-
hodnut́ı, kterou databázi využ́ıt, vyplývá hlavně z toho, který vyhledávaćı systém nám v́ıce vyhovuje.

Vedle zmı́něné trojice databáźı, která uchovává všechny DNA sekvence s anotaćı, existuj́ı i databáze
specializované. Jako př́ıklad můžeme uvést databázi GSDB, která uchovává sekvence určené v rámci
genomových projekt̊u, nebo databázi dbEST, která obsahuje takzvané exprimované sekvenčńı značky
(EST 3).

15.6 Databáze struktur biomakromolekul

Přesná prostorová struktura byla určena jen pro malou část protein̊u, jejichž sekvenci známe. I tak
se známé struktury poč́ıtaj́ı na tiśıce. Nepřekvaṕı proto, že byly vytvořeny databáze, ve kterých jsou
struktury protein̊u (a nejen protein̊u) uloženy.

Nejd̊uležitěǰśı databáźı struktur je Protein Data Bank (PDB) která byla vyvinuta v Brookhaven
National Laboratory a od roku 1998 je udržována v rámci Research Collaboratory for Structural Bioin-
formatics (RCSB). Od roku 2003 je spolu s obdobnou evropskou (PDBe) a japonskou (PDBj ) databáźı
součást́ı Worldwide Protein Data Bank (wwPDB), která od roku 2006 zahrnuje i databázi NMR dat
(BioMagResBank).

PDB uchovává struktury všech protein̊u (ale i jiných biomakromolekul), které byly určeny rentgeno-
vou difrakćı, nukleárńı magnetickou rezonanćı a kryo-elektronovou mikroskopíı. Struktury jsou uloženy
v textových souborech, které obsahuj́ı informace o proteinu a souřadnice jeho atomů. Každá struk-
tura je označena jedinečným identifikačńım kódem, složeným ze čtyř znak̊u (č́ıslic a ṕısmen), např́ıklad

”
1DUF“. Struktury je možné hledat také podle kĺıčových slov. Souřadnice atomů můžete uložit ve svém
poč́ıtači, nebo si můžete trojrozměrný model molekuly prohlédnout na internetových stránkách PDB.

Kromě PDB existuj́ı i databáze obsahuj́ıćı analýzy struktur, podobně jako sekundárńı databáze ob-
sahuj́ı analýzy sekvenćı. Databáze PDBSum obsahuje shrnut́ı informaćı z PDB a přehledem analýzy
struktury. Daľśı databáze analyzuj́ıćı struktury slouž́ı klasifikaci protein̊u. Nejstarš́ımi takovými da-
tabázemi jsou SCOP a CATH.

Databáze SCOP (Structural Classification of Proteins) byla vyvinuta v MRC Laboratory of Molecu-
lar Biology ve Velké Británii. Struktury jsou porovnávány kombinaćı automatických a ručńıch metod a
tř́ıděny na třech úrovńıch. Nejvýše stoj́ı v hierarchii fold. Do stejného foldu patř́ı proteiny se stejnými
elementy sekundárńı struktury, ale bez známky př́ıbuznosti. Daľśı úrovńı je superrodina (superfamily),
sdružuj́ıćı proteiny s podobnou strukturou i funkćı (což svědč́ı pro jejich společný p̊uvod), ale s velmi
rozd́ılnými sekvencemi. Konečně do stejné rodiny (family) patř́ı proteiny, které se podobaj́ı strukturou
i sekvenćı (v́ıce než 30% aminokyselin shodných).

Odlǐsnou strukturńı hierarchii, obsaženou př́ımo v názvu, použ́ıvá databáze CATH (Class-Architecture-
Topology-Homology), vyvinutá na University College London. Nejvýše v hierarchii stoj́ı tř́ıda (class).
Každý protein je zařazen do jedné ze čtyř tř́ıd: α-proteiny, β-proteiny, α-β-proteiny (obsahuj́ı pro-
teiny α/β i α+β) a proteiny s ńızkým obsahem sekundárńı struktury. Daľśı úrovńı je architektura
(architecture), která popisuje vzájemné prostorové uspořádáńı prvk̊u sekundárńı struktury, aniž by se
zabývala t́ım, jak jsou tyto prvky propojeny. Na třet́ı úrovni, topology, jsou pak proteiny dále tř́ıděny
podle topologie spojeńı prvk̊u sekundárńı struktury. Čtvrtou úrovńı je homology. Do skupiny se stejnou

3EST (Expressed Sequence Tag) je krátký náhodně zvolený úsek sequence cDNA (viz sekci 8.4), pomoćı kterého
můžeme sledovat, jestli docháźı k expresi daného genu v určité tkáni.
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homologíı patř́ı proteiny, které maj́ı v́ıce než 35% sekvence shodné (předpokládá se, že maj́ı společného
předch̊udce).

15.7 Párové přiložeńı sekvenćı (pairwise sequence alignment)

Chceme-li porovnat dvě sekvence, hledáme zp̊usob, jak je přiložit vedle sebe tak, aby proti sobě bylo
co nejv́ıce stejných aminokyselin (obrázek 15.4). Takový zp̊usob se nazývá anglicky pairwise alignment,
což můžeme do češtiny přeložit jako párové přiložeńı. Náš úkol je komplikován t́ım, že u jedné sekvence
mohlo doj́ıt k vyřazeńı (deleci) některé aminokyseliny, nebo naopak k zařazeńı (inzerci) aminokyseliny
nové. Proto lze lepš́ıho přiložeńı dosáhnout tehdy, když máme možnost do sekvence vkládat i mezery
(anglicky gap). Tohoto prostředku muśı být ale už́ıváno s mı́rou. Neomezeným vkládáńım mezer můžeme
samozřejmě dosáhnout toho, že i úplně odlǐsné sekvence přilož́ıme tak, aby proti sobě vždycky ležely
stejné aminokyseliny.

Ještě složitěǰśım úkolem je přiložit vedle sebe nejen stejné aminokyseliny, ale také aminokyseliny
podobné. Podobnost aminokyselin je třeba nějakým zp̊usobem definovat. Jednou možnost́ı je sestavit
tabulku (matici) pravděpodobnost́ı, se kterou docháźı k záměně (mutaci) aminokyselin př́ıbuzných
protein̊u v př́ırodě. Př́ıkladem takové tabulky je matice zvaná BLOSUM62 (BLock SUbstitution Matrix,
spoč́ıtaná pro proteiny s alespoň 62% identických aminokyselin), ukázaná na obrázku 15.3.

Již z tohoto jednoduchého úvodu je zřejmé, že párové přiložeńı je poměrně složitý úkol. Řeš́ıme jej
pomoćı matematických model̊u, jejichž vlastnosti měńıme nastaveńım r̊uzných parametr̊u.

C S T P A G N D E Q H R K M I L V F Y W

C +9 -1 -1 -3 0 -3 -3 -3 -4 -3 -3 -3 -3 -1 -1 -1 -1 -2 -2 -2

S -1 +4 +1 -1 +1 0 +1 0 0 0 -1 -1 0 -1 -2 -2 -2 -2 -2 -3

T -1 +1 +5 -1 0 -2 0 -1 -1 -1 -2 -1 -1 -1 -1 -1 0 -2 -2 -2

P -3 -1 -1 +7 -1 -2 -2 -1 -1 -1 -2 -2 -1 -2 -3 -3 -2 -4 -3 -4

A 0 +1 0 -1 +4 0 -2 -2 -1 -1 -2 -1 -1 -1 -1 -1 0 -2 -2 -3

G -3 0 -2 -2 0 +6 0 -1 -2 -2 -2 -2 -2 -3 -4 -4 -3 -3 -3 -2

N -3 +1 0 -2 -2 0 +6 +1 0 0 +1 0 0 -2 -3 -3 -3 -3 -2 -4

D -3 0 -1 -1 -2 -1 +1 +6 +2 0 -1 -2 -1 -3 -3 -4 -3 -3 -3 -4

E -4 0 -1 -1 -1 -2 0 +2 +5 +2 0 0 +1 -2 -3 -3 -2 -3 -2 -3

Q -3 0 -1 -1 -1 -2 0 0 +2 +5 0 +1 +1 0 -3 -2 -2 -3 -1 -2

H -3 -1 -2 -2 -2 -2 +1 -1 0 0 +8 0 -1 -2 -3 -3 -3 -1 +2 -2

R -3 -1 -1 -2 -1 -2 0 -2 0 +1 0 +5 +2 -1 -3 -2 -3 -3 -2 -3

K -3 0 -1 -1 -1 -2 0 -1 +1 +1 -1 +2 +5 -1 -3 -2 -2 -3 -2 -3

M -1 -1 -1 -2 -1 -3 -2 -3 -2 0 -2 -1 -1 +5 +1 +2 +1 0 -1 -1

I -1 -2 -1 -3 -1 -4 -3 -3 -3 -3 -3 -3 -3 +1 +4 +2 +3 0 -1 -3

L -1 -2 -1 -3 -1 -4 -3 -4 -3 -2 -3 -2 -2 +2 +2 +4 +1 0 -1 -2

V -1 -2 0 -2 0 -3 -3 -3 -2 -2 -3 -3 -2 +1 +3 +1 +4 -1 -1 -3

F -2 -2 -2 -4 -2 -3 -3 -3 -3 -3 -1 -3 -3 0 0 0 -1 +6 +3 +1

Y -2 -2 -2 -3 -2 -3 -2 -3 -2 -1 +2 -2 -2 -1 -1 -1 -1 +3 +7 +2

W -2 -3 -2 -4 -3 -2 -4 -4 -3 -2 -2 -3 -3 -1 -3 -2 -3 +1 +2 11

Obrázek 15.3: Matice BLOSUM62.

Nalézt párové přiložeńı celé dlouhé sekvence (globálńı přiložeńı) je výpočetně velmi náročné. Algo-
ritmy párového přiložeńı se proto často oṕıraj́ı o hledáńı podobnost́ı v rámci krátkých úsek̊u sekvence
(lokálńı přiložeńı). Tak pracuj́ı nejběžněǰśı algoritmy FastA a BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool). Vylepšená verze algoritmu BLAST, která umožňuje vložeńı mezer, je dnes nejpouž́ıvaněǰśı me-
todou prohledáváńı databáźı. Algoritmus nejprve vyhledává přiložeńı krátkých úsek̊u sekvence bez
mezer, pak se snaž́ı rozš́ı̌rit přiložeńı tak, aby proti sobě leželo co nejv́ıc shodných aminokyselin. Pro
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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        20        30        40        50        60
unknow DHHAASCKNEWFSYNGKCYFFSTTTKTWALAQKSCSEDDATLAVIDSEKDMAFLKRYAGG
       : :..::...: .:. ::::.::. ..:. ::..:::  :::::::::::: ::::::: 
unknow DSHVSSCSEDWVGYQRKCYFISTVKRSWTSAQNACSEHGATLAVIDSEKDMNFLKRYAGR
               10        20        30        40        50        60

               70        80        90       100       110       120
unknow LKHWIGLRNEASQTWKWANGKEFNSWFNVTGSKKCVSLNHTDVASVDCEANLHWICSKPS
        .::.::..: .. :::.::::::.:::::::.::: :..:.:.:..:: ::.:::.:: 
unknow EEHWVGLKKEPGHPWKWSNGKEFNNWFNVTGSEKCVFLKNTEVSSMECEKNLYWICNKPY
               70        80        90       100       110       120

        
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 

Obrázek 15.4: Př́ıklad párového přiložeńı (výstup programu LALIGN ).

měřeńı shody se poč́ıtá určité skóre, takže hledáme páry s vysokým skóre (high-scoring pairs). Nakonec
se přiložeńı vylepš́ı vložeńım mezer. Abychom mohli odhadnout, nakolik přiložeńı odhaluje skutečnou
př́ıbuznost sekvenćı, výsledky algoritmů obsahuj́ı i údaj o pravděpodobnosti, že přiložeńı je d́ılem náhody
(hodnota p v algoritmu BLAST), nebo očekávaný počet úsek̊u dané délky, které jsou náhodou shodné
v prohledávané databázi (hodnota E). Máme-li přiložeńı věřit, muśı být hodnoty p i E co nejmenš́ı.

Pod zkratkou BLAST se ve skutečnosti skrývá celou rodinu programů. Jedńım z nich je PSI-BLAST
(Position-Specific Iterated BLAST ), který kombinuje metody párového a v́ıcenásobného přiložeńı, o kterém
bude řeč v části 15.8. V prvńı fázi hledá nejlepš́ı párové přǐrazeńı. V rámci nejlepš́ıch výsledk̊u tohoto
kroku provede v́ıcenásobné přiložeńı a vytvoř́ı profil, o kterém jsme mluvili při diskusi sekundárńıch
databáźı v sekci 15.4. Na základě profilu znovu prohledává databáze a snaž́ı se naj́ıt vzdáleně př́ıbuzné
sekvence, které v minulém kroku přehlédl. Takovýmto opakovaným prohledáváńım umı́ PSI-BLAST od-
halit i velmi slabou podobnost. PSI-BLAST je proto jednou z nejcitlivěǰśıch metod detekce vzdálených
př́ıbuzných. Tato výhoda ale může být i nevýhodou. Do profilu se nám mohou vloudit sekvence tvořené
kratičkými stále se opakuj́ıćımi úseky (takzvané oblasti s ńızkou komplexitou). Př́ıkladem může být ko-
lagen, v němž se pravidelně opakuje trojice aminokyselin Gly-Pro-Pro. V takovém př́ıpadě prohledáváńı
selže a snaž́ı se nám vnutit zdánlivou podobnost se zcela odlǐsnými proteiny.

15.8 Vı́cenásobné přiložeńı (multiple sequence alignment)

Často chceme vědět nejen to, jak se sobě navzájem podobaj́ı dvě sekvence. Chceme zkoumat vzájemnou
podobnost v rámci celé skupiny sekvenćı, která např́ıklad patř́ı do stejné proteinové rodiny. Snaž́ıme se
proto přiložit k sobě v́ıce sekvenćı tak, abychom vytvořili tabulku, ve které bude na každém řádku jedna
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sekvence a ve sloupćıch pod sebou budou co nejpodobněǰśı aminokyseliny. Tato metoda, zvaná multiple
sequence alignment (MSA, v́ıcenásobné přiložeńı sekvenćı), je nepostradatelná při analýze genových
rodin a tvorbě sekundárńıch databáźı.

Nejlepš́ı zp̊usob přiložeńı je poskládat sekvence tak, aby každý sloupeček tabulky tvořily aminoky-
seliny, které jsou na stejném mı́stě ve struktuře proteinu. Protože prostorovou strukturu známe jen pro
omezený počet protein̊u, muśıme často skládat tabulky v́ıcenásobného přiložeńı jen na základě sekvenćı,
podle podobnosti aminokyselin. Např́ıklad kyselina asparagová by se měla nejlépe ocitnout ve sloupečku
tvořeném kyselinou asparagovou. Pokud to nejde, tak by měla být ve sloupečku tvořeném zejména kyse-
linou glutamovou (té se nejv́ıc podobá nábojem) nebo asparaginem (tomu se podobá velikost́ı a tvarem
postranńıho řetězce). Již méně je kyselina asparagová podobná krátkým polárńım aminokyselinám a
velmi se lǐśı od aminokyselin s dlouhými nepolárńımi postranńımi řetězci.

Je možné hledat najednou nejlepš́ı přiložeńı celé skupiny sekvenćı. Takovým zp̊usobem pracuj́ı si-
multánńı metody, které jsou však výpočetně náročné. Častěǰśı je postupné budováńı tabulky přiložeńı
pomoćı progreśıvńıch (postupných) metod. Obĺıbeným programem založeným na postupném př́ıstupu
je CLUSTAL. Tento program k sobě postupně přikládá dvojice sekvenćı, tř́ıd́ı je podle vzájemné po-
dobnosti a vytvář́ı strom př́ıbuznosti, jaký znáte ze šlechtických rodokmen̊u. Nejpodobněǰśı sekvence
odpov́ıdaj́ı sousedńım větv́ım stromu, zat́ımco málo podobné sekvence představuj́ı vzdálené větve.
Rozš́ı̌renou verźı tohoto programu je CLUSTAL W, který se na základě mezer již vložených do sekvenćı
snaž́ı vkládat mezery daľśı a tak hledat zp̊usoby přiložeńı velmi málo podobných sekvenćı (obrázek 15.5).
Od roku 2011 vyv́ıjená verze CLUSTAL Omega znamená výrazné zlepšeńı v analýze velkého množstv́ı
frekvenćı.

15.9 Předpov́ıdáńı struktury ze sekvence

Když jsme si popisovali architekturu protein̊u v kapitole 2, zd̊urazňovali jsme, že plán struktury je
obsažen již v genu, v jeho sekvenci. Celou kapitolu 11 jsme věnovali otázce, jestli umı́me plán struk-
tury bez experimentálńıch údaj̊u spoč́ıtat. Odpověd’ byla sṕı̌se rozpačitá. Chápeme sice základńı fy-
zikálńı principy, které určuj́ı, jaká konformace je nejvýhodněǰśı. Neumı́me ale př́ıslušné rovnice přesně
řešit. Výpočetńı metody, které se pokoušej́ı co nejvěrněji popsat př́ırodńı zákony, jsou př́ılǐs výpočetně
náročné, než aby mohly být použity pro biomakromolekuly složené z tiśıc̊u atomů. Metody moleku-
lové mechaniky, využ́ıvaj́ıćı mı́sto zákon̊u kvantové mechaniky zjednodušuj́ıćı popis, jsou značně ne-
spolehlivé, maj́ı-li naj́ıt nejvhodněǰśı konformaci pouze na základě sekvence. V této části si polož́ıme
otázku, jestli nám v předpov́ıdáńı struktury nemůže pomoci bioinformatika. Jestli neńı možné pečlivou
analýzou ohromného množstv́ı údaj̊u v databáźıch odhalit nějakou jednoduchou souvislost mezi sekvenćı
a strukturou. Nemuśıme rozumět fyzikálńım př́ıčinám, stačilo by jen zjistit, že jisté pořad́ı aminokyselin
vždycky znamená určitou strukturu.

15.10 Předpověd’ sekundárńı struktury

Pokusme se nejprve předpovědět sekundárńı strukturu na základě sekvence (primárńı struktury). To, co
o sekundárńıch strukturách v́ıme z části 2.5, zchlad́ı náš optimismus hned na začátku. Již podle definice
jsou sekundárńı struktury pravidelná prostorová uspořádáńı, která by neměla záviset na postranńıch
řetězćıch aminokyselin (a tedy ani na sekvenci). Ve skutečnosti tato nezávislost neńı úplná. Statis-
tická analýza ukazuje, že určité sekundárńı struktury jsou pro určité aminokyseliny o něco výhodněǰśı
a pro jiné aminokyseliny naopak méně výhodné. Byly vyvinuty algoritmy, které předpov́ıdaj́ı, s ja-
kou pravděpodobnost́ı bude aminokyselina v určitém mı́stě sekvence součást́ı α-̌sroubovice, β-listu,
pravidelného ohybu, nebo nepravidelné smyčky. Tyto algoritmy mohou být založeny na statistickém
vyhodnoceńı, analýze tvaru postranńıch řetězc̊u, nebo na analýze př́ıbuznosti (homologie). Všechny
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CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

lcl|39479                     −−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−
gi|114643484                  −−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−MSSE
gi|4502681                    −−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−MSSE
gi|109095584                  −−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−MSSD
gi|297691098                  −−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−MMIR
gi|281307080                  −−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−
gi|296211377                  −−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−MSSE
gi|10835551                   −−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−
gi|291392855                  −−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−MDSE
gi|73997679                   MAEEAARGQIMDLLNYQKVSGFYDIDASDSGKIQLVSSFYMYSCEKAHFRQQGKPAAYHN
                                                                                          

lcl|39479                     −−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−
gi|114643484                  NC−−−−FVAENSSLHPESGQENDATSPHFSTRHEGSFQVPVLCAVMNVVFITILIIALIA
gi|4502681                    NC−−−−FVAENSSLHPESGQENDATSPHFSTRHEGSFQVPVLCAVMNVVFITILIIALIA
gi|109095584                  HC−−−−YVTENSSLHPESGQENDATSPRFSTHREGSFQVPVLCAVMNVVFITILIIALIA
gi|297691098                  HNGRSDMVLRTFFLYTLFRILLFSFYPLLYHHLAQHSILRLVLHAVGIWFLLLLKQSIFL
gi|281307080                  −−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−
gi|296211377                  NC−−−−FITENSSLHPKSKQESDANSPHFSTQREGFFQVPVLCAVVNVVFITILIITLIA
gi|10835551                   −−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−
gi|291392855                  DCS−−−−ITENSSLHLESDQKDVAASYRFAASHEGSLQVPVPCAVMYVVFTTILVIALIA
gi|73997679                   NTFRLEFIINFLS−−−−−−−SDQAASPHFATQHEGSLQVPIPCAVVNVVLITVLIIALIA
                                                                                          

lcl|39479                     −−−−−−−−−−−MENLESFDHHAASCKNEWFSYNGKCYFFSTTTKTWALAQKSCSEDDATL
gi|114643484                  LSVGQYNCPGQYTFSMPSDSHVSSCSEDWVGYQRKCYFISTVKRSWTSAQNACSEHGATL
gi|4502681                    LSVGQYNCPGQYTFSMPSDSHVSSCSEDWVGYQRKCYFISTVKRSWTSAQNACSEHGATL
gi|109095584                  LSVGQYNCPGQYTFSMPSDSHVSSCSDDWVSYQRKCYFISTVKRSWTSAQSACSEHGATL
gi|297691098                  FTVGQYNCPGQYTFSMPSDSHVSSCSEDWVGYQRKCYFISTVKRSWTSAQNACSEHGATL
gi|281307080                  −−−−−−−−−GQYTFSMPSDSHVSSCSEDWVGYQRKCYFISTVKRSWTSAQNACSEHGATL
gi|296211377                  LSVGKYNCPGQYTFSVPSDSDVSSCLDDWVGYQRKCYFISTVKKSWTSAQNACSEHGATL
gi|10835551                   −−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−VSSCSEDWVGYQRKCYFISTVKRSWTSAQNACSEHGATL
gi|291392855                  LSVGRYNCPSQCEFSAPAESHVSSCSDDWIGYQRKCYYISTTTYNWTLAQNFCSKLGATL
gi|73997679                   LSVGQYNCPDPDISLVPSNSRVSSCSDDWIGYQRKCYFISTETKNWTLAQKFCYKQGATL
                                                     **   *  *  ***  **    *  **  *    ***

lcl|39479                     AVIDSEKDMAFLKRYAGGLKHWIGLRNEASQTWKWANGKEFNSWFNVTGSKKCVSLNHTD
gi|114643484                  AVIDSEKDMNFLKRYAGREEHWVGLKKEPGHPWKWSNGKEFNNWFNVTGSEKCVFLKNTE
gi|4502681                    AVIDSEKDMNFLKRYAGREEHWVGLKKEPGHPWKWSNGKEFNNWFNVTGSDKCVFLKNTE
gi|109095584                  AVIDSVKDMNFLKRYAGGDEHWVGLKKEPGHPWKWSNGKEFNNWFNLTGSEKCAFLKNTE
gi|297691098                  AVIDSEKDMNFLKRYTGREEHWVGLKKEPGHPWKWSNGKEFNNWFNVTGSEKCVFLKNTE
gi|281307080                  AVIDSEKDMNFLKRYAGREEHWVGLKKEPGHPWKWSNGKEFNNWFNVTGSDKCVFLKNTE
gi|296211377                  VVIDSEKDMNFLKRYAGRGEHWVGLKKEPGQTWKWSDGKEFNNWFNFTGSEKCVFLNNTE
gi|10835551                   AVIDSEKDMNFLKRYAGREEHWVGLKKEPGHPWKWSNGKEFNNWFNVTGSDKCVFLKNTE
gi|291392855                  AVIDPAKDMSFLQRYAGGAGHWIGLRNEAGQTWKWSNGKDLSNRFNITESESCAYLNSTG
gi|73997679                   AFIDSEKDMIFLKRYVGRVKHWIALKNEDGQTWKWSNGREFSNWLNLTGFENCTFMNSTE
                                **  *** ** ** *   **  *  *    ***  *       * *    *     * 

lcl|39479                     VASVDCEANLHWICSKPSR−
gi|114643484                  VSSMECEKNLYWICNKPYK−
gi|4502681                    VSSMECEKNLYWICNKPYK−
gi|109095584                  VSSMECEKNLYWICNKPYKS
gi|297691098                  VSSMECEKNLYWICNKPYK−
gi|281307080                  VSSMECEKNLYWICNKPYK−
gi|296211377                  VSSMECEKNLHWICNKPYK−
gi|10835551                   VSSMECEKNLYWICNKPYK−
gi|291392855                  IGSTGCDKSLHWICSKPSK−
gi|73997679                   VSSTACENNLHWICSKSSK−
                                *  *   * *** *    

Obrázek 15.5: Př́ıklad v́ıcenásobného přiložeńı (výstup programu CLUSTAL W ).
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metody ale vycházej́ı z pravidel, která byla formulována na základě sekvenćı těch protein̊u, jejichž pro-
storová struktura byla určena experimentálně. Př́ıklad předpovědi sekundárńı struktury je ukázán na
obrázku 15.6.

15.11 Předpověd’ terciárńı struktury

Posuňme se nyńı v hierarchii struktur výše a zkusme ze sekvence předpovědět, jaká bude terciárńı
struktura proteinu. Náš úkol bude snazš́ı, pokud je již známá prostorová struktura proteinu s podobnou
sekvenćı. Takové proteiny mohou posloužit jako výchoźı formy (templáty) pro př́ıstup zvaný homologńı
modelováńı. Obecně můžeme postupovat takto:

1. Ze struktury templátu vezmeme polohy uhĺık̊u peptidové páteře a postranńıch řetězc̊u. Pravidelné
strukturńı motivy použijeme jako základ modelu naš́ı molekuly.

2. Snaž́ıme se namodelovat méně pravidelné části struktury: ohyby a smyčky.

3. Navržený model dále upřesňujeme a ověřujeme jeho správnost.

T́ımto postupem můžeme velmi rychle určit strukturu proteinu, aniž bychom museli provádět složitý
experiment. Nezbytnou podmı́nkou ale je, že již známe strukturu př́ıbuzného proteinu. Co když př́ıbuzný
protein s experimentálně určenou strukturou zat́ım k dispozici neńı? Můžeme předpovědět prostorovou
strukturu př́ımo ze sekvence aminokyselin? Od roku 2020 to možné je. Prvńı program schopný spoleh-
livě předpovědět terciárńı strukturu ze struktury primárńı (ze sekvence), byl AlphaFold2 společnosti
DeepMind, využ́ıvaj́ıćı zejména znalosti sekvenćı evolučně př́ıbuzných pořad́ı aminokyselin zkoumaného
proteinu. Zkusme se tedy zamyslet nad t́ım, co nám ř́ıká srovnáńı sekvenćı o prostorovém uspořádáńı
molekul proteinu.

15.12 Srovnáńı sekvenćı a předpověd’ terciárńı struktury

To, že informace o struktuře terciárńı je skryta ve struktuře primárńı, by nás nemělo překvapit. Ge-
netická informace je přece kódována a předávána na úrovni sekvence. Pořad́ı aminokyselin tedy jedno-
značně udává, jak se má hlavńı řetězec proteinu ve svém přirozeném prostřed́ı sbalit. Pot́ıž je, že my
dosud nerozumı́me vztahu mezi sekvenćı a strukturou natolik, abychom terciárńı strukturu dokázali
ze sekvence vypoč́ıtat. Souvislosti mezi primárńı a terciárńı strukturou ale můžeme odhalit, když si
srovnáme sekvenćı v́ıce. Ukážeme si to na př́ıkladech dvou proteinových rodin.

Důležitými regulačńımi enzymy jsou proteinkinasy. Lidský genom kóduje celou řadu proteinkinas,
které jsou zapojeny na r̊uzných úrovńıch r̊uzných signálńıch drah, ale které maj́ı velmi podobnou struk-
turu i sekvenci. Srovnáńı sekvenćı r̊uzných proteinkinas ukazuje, že ve všech kinasách je zachována sek-
vence GXGXXG, kde G je glycin a X nějaká jiná aminokyselina (obrázek 15.7A). Kdybychom nevěděli
nic o vlastnostech aminokyselin, dovedlo by nás srovnáńı sekvenćı k obecnému závěru, že motiv GX-
GXXG je asi z nějakého d̊uvodu d̊uležitý. Protože ale známe vlastnosti postranńıch řetězc̊u r̊uzných
aminokyselin, v́ıme ledacos o Ramachandranově diagramu, a protože v́ıme, jak se glyciny chovaj́ı ve
stovkách známých struktur, můžeme j́ıt o krok dál. Můžeme předpovědět, že ve struktuře proteinki-
nas se sekvence GXGXXG neskládá do pravidelné sekundárńı struktury, ale tvoř́ı ohyb, pro který je
výhodná př́ıtomnost glycin̊u s méně omezenými hodnotami torzńıch úhl̊u, než maj́ı jiné aminokyse-
liny. Pravděpodobná př́ıtomnost ohybu je prvńı d̊uležitá strukturńı informace, kterou jsme ze srovnáńı
sekvenćı źıskali.

Pokročme se srovnáńım sekvenćı dál a pod́ıvejme se na aminokyseliny těsně před a za sekvenćı
GXGXXG. Aminokyselina s pořadovým č́ıslem o čtyři nižš́ım, než prostředńı glycin smyčky (pozice
−4), je u většiny proteinkinas arginin nebo lysin. Naopak aminokyselina s pořadovým č́ıslem o čtyři
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Conf:

Pred:

CCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCEEEEEECCCCCHHHHHHPred:
MENLESFDHHAASCKNEWFSYNGKCYFFSTTTKTWALAQKAA:

10 20 30 40

Conf:

Pred:

HHHHCCCEEEEECCHHHHHHHHHHCCCCCEEEEEECCCCCPred:
SCSEDDATLAVIDSEKDMAFLKRYAGGLKHWIGLRNEASQAA:

50 60 70 80

Conf:

Pred:

CEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCEEECCCCCCEEPred:
TWKWANGKEFNSWFNVTGSKKCVSLNHTDVASVDCEANLHAA:

90 100 110 120

Conf:

Pred:

EEEECCCCPred:
WICSKPSRAA:

Legend:

 = helix

 = strand 

 = coil 

Conf:  = confidence of prediction

- +

Pred: predicted secondary structure

AA: target sequence

Obrázek 15.6: Př́ıklad předpovědi sekundárńı struktury (výstup programu PSIPRED).
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A B C D

−4 +4

SRC VKLGQGCFGEV

HCK KKLGAGQFGEV

ABL HKLGGGQYGEV

LCK ERLGAGQFGEV

SLK GELGDGAFGKV

SBK RELGKGTYGKV

Obrázek 15.7: Informace o struktuře źıskané srovnáńım sekvenćı r̊uzných lidských proteinkinas. A, Srovnáńı
sekvenćı šesti proteinkinas. B, přeložené struktury proteinkinas SRC (šedá) a SLK (šedomodrá). C, obarvené
aminokyseliny z panelu A ukázané ve struktuře proteinkinasy SRC. Atomy kysĺıku jsou znázorněny červeně,
duśıku modře a uhĺık̊u v glycinech zeleně. D, obarvené aminokyseliny s panelu A ukázané ve struktuře protein-
kinasy SLK. Barvy jsou použity jako na panelu C.

vyšš́ım, než prostředńı glycin (pozice +4), je v těchto proteinkinasách kyselina glutamová nebo aspa-
ragová. Zachováńı kladně nabitého lysinu či argininu v pozici −4 a kyselé aminokyseliny v pozici +4
naznačuje, že kladný a záporný náboj těchto postranńıch řetězc̊u je pro strukturu d̊uležitý. Z tohoto
srovnáńı bychom ale nedokázali ř́ıci, zda náboje interaguj́ı mezi sebou, nebo s jinými aminokyslinami.
Pokud by neexistovala rodina proteinkinas, která má naopak v pozici −4 kyselý zbytek a v pozici
+4 kladně nabitou aminokyselinu. To, že změna náboje v jedné pozici vyžaduje také opačný náboj
v pozici druhé, nás vede k domněnce, že mezi pozicemi −4 a +4 existuje př́ımá, strukturně d̊uležitá,
elektrostatická interakce. Kdyby nebyla struktura žádného proteinu ještě vyřešena, byl by tento závěr
pouze teoretickou hypotézou. Protože ale takové elektrostatické interakce byly pozorovány v mnoha
známých strukturách, jde o daľśı informaci o terciárńı struktuře proteinkinas, která je nepř́ımo experi-
mentálně podložená. A skutečně. Řada terciárńıch struktur proteinkinas byla vyřešena a ohyb s glyciny
stabilizovaný elektrostatickou interakćı se ve všech skutečně vyskytuje (obrázek 15.7B,C).

Jako druhý př́ıklad źıskáńı strukturńı informace ze srovnáńı sekvenćı si poṕı̌seme analýzu sekvence
stejného proteinu z mnoha r̊uzných organismů. T́ım proteinem bude přenašeč kysĺıku ve svalech, myoglo-
bin. Podobně jako v proteinkinasách, jsou i v myoglobinu glyciny, které nacháźıme ve všech sekvenćıch
(obrázek 15.8A). Např́ıklad 65. aminokyselina je vždy glycin, zat́ımco následuj́ıćı aminokyseliny jsou
v r̊uzných organismech r̊uzné. Předpověd’ sekundárńıch struktur ze sekvence (viz část 15.10) přitom
ukazuje, že na rozd́ıl od sekvence GXGXXG proteinkinas je v myoglobinu Gly 65 uprostřed šroubovice.
Totéž plat́ı pro Gly 25 v myoglobinu. Glycin přitom neńı typickou aminokyselinou α-̌sroubovic. V sek-
venci myoglobinu je několik glycin̊u zachovaných na konćıch α-̌sroubovic, ale pouze Gly 25 a Gly 65
jsou uprostřed šroubovic. Můžeme se tedy domńıvat, že pro př́ıtomnost těchto glycin̊u v prostředku
dvou r̊uzných šroubovic je nějaký strukturńı d̊uvod. Glycin je nejmenš́ı aminokyselina, vlastně bez po-
stranńıho řetězce. Jednou z možnost́ı je, že jsou si ty dvě šroubovice s glyciny ve struktuře tak bĺızko,
že na postranńı řetězec aminokyselin 25 a 65 už prostě neńı mı́sto. Tuto hypotézu si můžeme snadno
ověřit, protože myoglobin je prvńım proteinem, jehož struktura byla experimentálně popsána. Pohled
na krystalovou strukturu ukazuje, že se α-̌sroubovice s Gly 25 a Gly 65 uprostřed téměř dotýkaj́ı a
v mı́stě dotyku se opravdu nacházej́ı naše dva glyciny (obrázek 15.8B).

Dvacátá sedmá aminokyselina myoglobinu většiny organismů je kyselina glutamová. Můžeme očekávat,
že tato kyselina bude d̊uležitá pro elektrostatickou interakci s nějakou kladně nabitou aminokyselinou,
tak jako kyseliny proteinkinas. Bez znalosti struktury by ale bylo obt́ıžné ř́ıci, se kterým lysinem nebo ar-
gininem glutamát č́ıslo 27 interaguje. Naštěst́ı maj́ı některé organismy, např́ıklad velryby, mı́sto Glu 27
o něco kratš́ı kyselinu asparagovou. Pečlivá analýza mnoha sekvenćı ukazuje, že organismy s deľśım
Glu 27 maj́ı jako 118. v pořad́ı vždy kratš́ı z kladně nabitých aminokyselin, lysin (obrázek 15.8A).
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A
24 64 116

Homo sapiens člověk HGQEV HGAT QSKH d l o u h á ⊖ · · · ⊕ krátká
Sus scrofa prase HGQEV HGNT QSKH

Equus caballus k̊uň HGQEV HGTV HSKH

Dugong dugon moroň indický HGLEV HGTT QSKH

Balaena mysticetus velryba grónská HGQDV HGNT HSRH krátká ⊖ · · · ⊕ d l o u h á
Physeter macrocephalus vorvaň obrovský HGQDI HGVT HSRH

B C

Obrázek 15.8: Informace o struktuře myoglobinu źıskané srovnáńım sekvenćı r̊uzných organismů. A. Srovnáńı
sekvenćı myoglobinu šesti organismů. B. Struktura myoglobinu vorvaně. Atomy kysĺıku jsou znázorněny červeně,
duśıku modře a uhĺık̊u v glycinech zeleně. C. Srovnáńı struktur myoglobinu vorvaně (šedá barva) a koně (azurová
barva). Vyznačeny jsou postranńı řetězce aminokyselin 27 a 118.

Naopak velryb́ı myoglobin s kratš́ım Asp 27 má jako 118. aminokyselinu deľśı arginin. Srovnáńı velkého
množstv́ı sekvenćı nám tedy napov́ıdá, že mezi aminokyselinami č́ıslo 27 a 118 by mohla být struk-
turně d̊uležitá elektrostatická interakce, která vyžaduje, aby vzdálenost mezi páteř́ı (uhĺıky α) byla
zachována. Deľśı záporná aminokyselina se proto páruje s kratš́ı kladnou a naopak. Tuto hypotézu
si můžeme snadno ověřit pohledem na krystalovou strukturu (obrázek 15.8C). Uvid́ıme, že postranńı
řetězce aminokyselin č́ıslo 27 a 118 skutečně elektrostatickou interakci tvoř́ı.

Podobných př́ıklad̊u bychom mohli uvést v́ıc. V sekvenćıch se také odraźı pravidelné stř́ıdáńı hydro-
fobńıch a hydrofilńıch aminokyselin ve svazku šroubovic nebo β-soudku, zachováńı hydrofobńıch řetězc̊u
u aminokyselin tvoř́ıćıch jádro proteinu a podobně. Vid́ıme, že existuje souvislost mezi zachováńım typu
aminokyselin na určitých pozićıch v sekvenci a prostorovým uspořádáńım aminokyselin na těchto po-
zićıch v trojrozměrné struktuře. Tuto souvislost bychom mohli zkusit popsat pomoćı konkrétńıch pravi-
del (např́ıklad

”
zachováńı opačného náboje znamená bĺızkost v prostoru a otočeńı postranńıch řetězc̊u

k sobě“) a tato pravidla definovat srozumitelně pro poč́ıtač (tedy matematicky). Když bychom pak
poskytli poč́ıtače údaje o zachováńı aminokyselin v mnoha sekvenćıch, měl by poč́ıtač umět spoč́ıtat
trojrozměrný model proteinu. AlphaFold2 ale postupuje jinak. Využ́ıvá př́ıstup umělé inteligence zvaný
strojové učeńı (machine learning), v konkrétńı variantě hloubkového učeńı (deep learning). Úkolem
poč́ıtače neńı jen na základě naprogramovaných pravidel vypoč́ıtat ze srovnáńı sekvenćı prostorovou
strukturu. Poč́ıtač sám hledá pravidla popisuj́ıćı souvislost mezi srovnáńım sekvenćı a prostorovou
strukturou.

Metody strojového učeńı se stále vyv́ıjej́ı a zlepšuj́ı. Protože ale program publikovaný roku 2021
představoval revoluci v předpov́ıdáńı terciárńıch struktur, zaslouž́ı si, abychom si jej popsali v následuj́ıćı
kapitolce konkrétněji.
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15.13 AlphaFold2

Práci s programem AlphaFold2 můžeme rozdělit do dvou fáźı. V prvńı, uč́ıćı fázi (training) nechali
autoři program naj́ıt parametry, se kterými co nejvěrněji předpov́ıdá struktury ze srovnáńı sekvence.
Tato fáze prob́ıhala tak, že AlphaFold2 opakovaně předpov́ıdal z v́ıcenásobného přiložeńı sekvenćı známé
struktury protein̊u, srovnával je se strukturami źıskanými předt́ım experimentálně, a měnil parametry
predikčńıho algoritmu tak, aby se předpověd’ co nejv́ıce bĺıžila skutečnosti. V druhé fázi program použil
parametry nalezené během prvńı fáze k tomu, aby ze srovnáńı sekvenćı předpověděl struktury, které
autoři dosud neznali. Toto nejprve prob́ıhalo v rámci soutěže, ve které struktury některých protein̊u
byly experimentálně vyřešeny, ale dočasně utajeny. Soutěž́ıćım tv̊urc̊um predikčńıch programů byly
poskytnuty sekvence těchto protein̊u. Na základě nich měli předpovědět struktury soutěžńıch protein̊u.
Předpovědi pak organizátoři srovnali s experimentálně źıskanými strukturami. Poté, co AlphaFold2
v soutěži drtivě zv́ıtězil, s přesnost́ı předpověd́ı bĺızkou přesnosti samotných experimentálńıch metod,
byl program poskytnut uživatel̊um. Ti si mohou zopakovat druhou fázi sami pro sekvenci jejich zájmu.
Zároveň bylo zahájeno systematické předpov́ıdáńı neznámých struktur ze známých sekvenćı uložených
v databáźıch. Dnes už proto většinou ani neńı třeba, aby uživatel program sám spouštěl, stač́ı mu pouze
nahlédnout do databáźı, kde předpovězenou strukturu najde.

Poṕı̌seme si ted’ stručně predikčńı algoritmus, použitý v obou fáźıch. Nejprve provedeme v́ıcenásobné
přiložeńı sekvence proteinu, jehož strukturu předpov́ıdáme, s ostatńımi sekvencemi v databáźıch. Źıskaný
výsledek obvykle trochu zjednoduš́ıme, abychom sńıžili počet sekvenćı, se kterými poč́ıtač dále pra-
cuje.4 Vı́cenásobné přiložeńı převede poč́ıtač na tabulku (označ́ıme si ji M), kde počet sloupečk̊u je
počet aminokyselin v sekvenci a počet řádk̊u je počet přiložených sekvenćı. Takové tabulky se nazývaj́ı
reprezentace. V programu AlphaFold2 převád́ı sekvence na reprezentace modul Embedder. Položkami
v tabulce M nejsou jednotlivá ṕısmena nebo č́ısla, ale celé skupiny č́ısel (matematicky vektory), které
popisuj́ı vlastnosti aminokyseliny. Z řádku tabulkyM , který popisuje sekvenci proteinu, jehož strukturu
má poč́ıtač předpovědět (tento řádek si označ́ıme S), si vytvoř́ı daľśı tabulku (reprezentaci) popisuj́ıćı
vzájemné vztahy mezi jednotlivými aminokyselinami sekvence. Tato tabulka (označme ji Z) má stejně
sloupc̊u i řádk̊u (podle počtu aminokyselin). Každé poĺıčko tabulky Z je opět vektor, který popisuje jak
spolu každá dvojice aminokyselin v sekvenci souviśı z pohledu struktury. Pokud je k dispozici protein
s podobnu sekvenćı a známou strukturou (templát), je možné informace o známé struktuře (vzdálenosti,
torzńı úhly) zapracovat do tabulky. AlphaFold2 ale funguje i bez templátu, jen na základě v́ıcenásobného
přiložeńı.

Jak si máme představit převedeńı sekvenćı na reprezentace? Pokud např́ıklad vlastnosti každé ami-
nokyseliny v tabulceM chceme popsat 256 č́ısly, muśı být v poč́ıtači uloženo 20·256 = 5120 parametr̊u.5

Právě hodnoty těchto 5120 parametr̊u AlphaFold2 hledá během uč́ıćı fáze. Daľśı zpočátku neznámé pa-
rametry je třeba naj́ıt pro převod sekvence na vektory v tabulce Z a pro dva kroky předpov́ıdáńı, které
si poṕı̌seme ńıže.

Prvńı krok v předpovědi provád́ı modul zvaný Evoformer. Tento modul upravuje tabulky M a Z
a vyměňuje informaci mezi nimi. Z porovnáńı sloupc̊u v tabulce M upravuje informace o strukturńı
bĺızkosti aminokyselin v tabulce Z.6 Naopak na základě vztah̊u mezi aminokyselinami v tabulce Z
přidává váhu těm aminokyselinám (zapsaným jako položky na řádćıch tabulkyM), které by měl výpočet
zohlednit nejv́ıc (jsou pro strukturu d̊uležitěǰśı, protože např́ıklad odpov́ıdaj́ı aminokyselinám, které jsou
podle tabulky Z bĺızko sebe v prostoru). Evoformer upravuje nav́ıc tabulkuM t́ım, že hledá vztahy mezi
sekvencemi, které si zasluhuj́ı větš́ı pozornost. V tabulce Z zase provád́ı úpravy, které zajist́ı zachováńı

4Sekvence setř́ıd́ıme a z každé skupiny podobných sekvenćı vybereme jen jednu. Nav́ıc je spoč́ıtán statistický údaj
popisuj́ıćı rozložeńı aminokyselin v této skupině.

5AlphaFold2 ve skutečnosti použ́ıvá v́ıce než dvakrát větš́ı počty parametr̊u, aby mohl vźıt do úvahy např́ıklad inzerce
v přiložených sekvenćıch a statistiku spojenou s výběrem jedné sekvence ze skupin podobných sekvenćı.

6Takto by AlphaFold2 vyhodnotil náš př́ıklad zachováńı aminokyselin s opačnými náboji, protože ve sloupćıch tabulky
M je uložena informace o zachováńı aminokyselin na stejné pozici.
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správné geometrie.7

Druhým krokem v předpovědi je samotný výpočet trojrozměrného modelu Strukturńım modulem.
Tento modul nejprve s využit́ım tabulky Z uprav́ı hodnoty (váhy) v jednořádkové tabulce S (tedy v re-
prezentaci sekvence proteinu, jehož strukturu předpov́ıdáme), tak aby co nejlépe odpov́ıdaly d̊uležitosti
pro strukturu. Z hodnot tabulky S vypoč́ıtá hodnoty vzájemného posunut́ı a natočeńı jednotlivých ami-
nokyselin. Teprve potom spoj́ı aminokyseliny do polypeptidového řetězce, dopoč́ıtá torzńı úhly a tak urč́ı
polohy jednotlivých atomů. Nakonec se provád́ı krátká simulace molekulové dynamiky s optimalizaćı
energie. Pouze v tomto kroku se použ́ıvá silové pole postavené na základě chemických znalost́ı.

Oba kroky se několikrát opakuj́ı. V uč́ıćı fázi se předpovězená struktura se porovná se struktu-
rou źıskanou z experimentálńıch dat. Učeńı znamená, že se celý postup mnohokrát opakuje. Poč́ıtač
přitom měńı č́ıselné parametry, které definuj́ı jednotlivé výpočetńı kroky. Změny, které předpověd’

struktury zlepšuj́ı, zachovává a snaž́ı se tak nalézt parametry, které vedou k předpovědi bĺızké ex-
perimentálně určené struktuře. Když takové parametry nalezne pro celou skupinu struktur vybraných
k učeńı, považuje program za

”
vyučený.“

Program AlphaFold2 naučený na strukturách uložených v databázi PDB předpov́ıdá nové struk-
tury (neznámé v době předpovědi, ale experimentálně určené později) se správnost́ı bĺıž́ıćı se chybě
experimentálńıch metod samotných. Z tohoto pohledu můžeme i bioinformatiku považovat za metodu
určováńı struktury biologicky zaj́ımavých molekul. Př́ıklad předpovědi je ukázán na obrázku 15.9.

7Pokud jsou např́ıklad aminokyseliny 75 a 237 vzdáleny 1 nm a aminokyseliny 237 a 541 0,5 nm, nemohou být amino-
kyseliny 75 a 541 od sebe dál, než 1,5 nm.
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Obrázek 15.9: Př́ıklad předpovědi terciárńı struktury pomoćı programu AlphaFold2. Jako vstup slouž́ı
v́ıcenásobné přiložeńı sekvence znázorněné červeně vlevo nahoře se sekvencemi z databáze (na obrázku Uni-
prot KB). Reprezentace sekvenćı M (přiložené sekvence) a S (sekvence hledaného proteinu) jsou znázorněny
červeně, párové reprezentace Z modře. Položky matic M , S a Z nejsou ukázány jako č́ıselné vektory, ale pomoćı
barevných pixel̊u. Pro jednoduchost obrázky ukazuj́ı jen malý počet aminokyselin v sekvenćıch a malý počet
přiložených sekvenćı. Využit́ı již známých struktur (templát̊u) neńı v obrázku zahrnuto.
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Kapitola 16

Energie r̊uzných interakćı

V jednoduchých př́ıpadech lze elektrostatické p̊usobeńı mezi molekulami a jejich částmi popsat nepř́ılǐs
složitými rovnicemi. V této části se pod́ıváme na několik d̊uležitých př́ıklad̊u. Jde o r̊uzné varianty
Coulombova zákona. Odvozeńı uvedených rovnic často jednoduché neńı, v učebnićıch většinou chyb́ı
a v literatuře se hledá obt́ıžně. Zde si uvedeme i poměrně zdlouhavá odvozeńı, aby čtenář nemusel
zdlouhavě pátrat, odkud se vzaly r̊uzné mocniny vzdálenosti mezi interaguj́ıćımi náboji a dipólovými
momenty a závislosti na teplotě.

16.1 Energie dvou náboj̊u

Energii U elektrostatické interakce mezi náboji Q1 a Q2, které se nacházej́ı ve vakuu ve vzájemné
vzdálenosti r, vypoč́ıtáme ze śıly F , kterou se opačné náboje přitahuj́ı a stejné náboje odpuzuj́ı. Velikost
této śıly je

F =
1

4πϵ0

Q1Q2

r2
, (16.1)

kde ϵ0 je elektrická permitivita vakua (8,854.10−12 Fm−1). Energie je rovná práci, která by se vyko-
nala (nebo kterou bychom museli vynaložit) při přemı́stěńı náboj̊u ze vzdálenosti, kde na sebe náboje
již nep̊usob́ı (což by musela být nekonečná vzdálenost), do vzdálenosti r. Tuto práci spoč́ıtáme tak, že
posč́ıtáme všechny maličké práce dU spojené s posunut́ım náboje o nepatrný kousek dr′. Matematicky
to lze napsat jako integrál

U =

r∫
rref

Fdr′ =

r∫
∞

Fdr′ =
Q1Q2

4πϵ0

r∫
∞

1

r2
dr′ =

1

4πϵ0

Q1Q2

r
. (16.2)

Pokud budeme cht́ıt uvádět energii náboj̊u v jednom molu molekul, muśıme výsledek vynásobit
Avogadrovým č́ıslem:

U =
NA

4πϵ0

Q1Q2

r
. (16.3)

Je také dobré si uvědomit, že zat́ımco energie je veličina skalárńı, śıla je vektor, má směr. Směr śıly
můžeme do Coulombova zákona zahrnout pomoćı jednotkového vektoru mı́ř́ıćıho ve směru śıly. Takový
jednotkový vektor můžeme zapsat jako r⃗/r, kde r⃗ je vektor udávaj́ıćı vzájemnou polohu interaguj́ıćıch
náboj̊u v dané souřadné soustavě a r je velikost tohoto vektoru, tedy vzdálenost náboj̊u:

237
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F⃗ =
1

4πϵ0

Q1Q2

r2
r⃗

r
=

1

4πϵ0

Q1Q2

r3
r⃗. (16.4)

Daľśı užitečnou veličinou je elektrická intenzita, tedy elektrická śıla p̊usob́ıćı na jednotkový náboj
v elektrickém poli jiného náboje o velikosti Q:

E⃗ =
1

4πϵ0

Q

r2
r⃗

r
=

1

4πϵ0

Q

r3
r⃗. (16.5)

16.2 Energie náboje a elektrického dipólu v jedné molekule

Energie U interakce mezi nábojem Q a trvalým elektrickým dipólovým momentem o velikosti qd, který
odpov́ıdá dvojici náboj̊u +q a −q ve vzájemné vzdálenosti d, je rovná práci spojené s otočeńım dipólu
v poli náboje Q. Dle dohody zač́ınáme dipól otáčet z polohy znázorněné na obrázku 16.1 vlevo. Jak
je ukázáno na obrázku 16.1, na každý náboj Q p̊usob́ı śıla směřuj́ıćı od nebo k náboji Q (na obrázku
červeně). Pokud je vzdálenost dipólu od náboje Q mnohem větš́ı, než vzájemná vzdálenost náboj̊u +q
a −q, lze śıly považovat za téměř rovnoběžné (na obrázku znázorněno černě). Posunut́ı +q a −q v̊uči
Q lze pak vyjádřit pomoćı úhlu θ, definovaného na obrázku 16.1 vpravo. Celkovou práci na posunut́ı
obou náboj̊u o hodnotu ∆r ≪ r lze spoč́ıtat

U =

r+∆r∫
r

F1dr
′ +

r−∆r∫
r

F2dr
′ =

qQ

4πϵ0

r+∆r∫
r

1

(r′)2
dr′ − qQ

4πϵ0

r−∆r∫
r

1

(r′)2
dr′

= − qQ

4πϵ0

(
1

r +∆r
− 1

r
− 1

r −∆r
+

1

r

)
=

qQ

4πϵ0

2∆r

r2 −∆r2
≈ qQ

4πϵ0

2∆r

r2
=

1

4πϵ0

qQ

r

d

r
cos θ.

(16.6)

Po vynásobeńı Avogadrovou konstantou

U =
NA

4πϵ0

qQ

r

d

r
cos θ, (16.7)

kde červená barva zvýrazňuje, č́ım se vztah lǐśı od energie dvou náboj̊u. Porovnáńı s rovnićı 16.5
nám ř́ıká, že

U =
NA

4πϵ0

qQ

r3
dr cos θ =

NA

4πϵ0

qQ

r3
r⃗ · d⃗ = NAqE⃗ · d⃗, (16.8)

čehož využijeme při zkoumáńı vzájemného p̊usobeńı dvou elektrických dipól̊u.

16.3 Energie náboje a elektrického dipólu v r̊uzných mole-
kulách

Pokud jsou náboj a elektrický dipól v r̊uzných molekulách, které se mohou v̊uči sobě volně otáčet, dává
smysl poč́ıtat pr̊uměrnou energii pro všechny vzájemné orientace. Obecně můžeme pr̊uměr veličiny X,
která záviśı na jiné veličině u, spoč́ıtat jako∫

u

P (u)X(u)du, (16.9)
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Obrázek 16.1: Interakce elektrického dipólového momentu s nábojem.

kde P (u) je pravděpodobnost, že pro dané u bude mı́t X hodnotu X(u). Tuto pravděpodobnost
poskytuje Boltzmann̊uv zákon

P (u) =
e−U(u)/RT

Z
=

euw

Z
, (16.10)

kde

u = cos θ, (16.11)

w = − NA

4πϵ0

dqQ

r2RT
(16.12)

a Z je součet všech možných hodnot euw, zvaný partičńı funkce. Tento součet můžeme spoč́ıtat jako
integrál

Z =

π∫
0

P (cos θ) sin θdθ = −
−1∫
1

euwdu =

1∫
−1

euwdu =
ew − e−w

w
. (16.13)

Při výpočtu integrálu jsme využili toho, že

du

dθ
=

d(cos θ)

dθ
= − sin θ, (16.14)

takže sin θdθ = −du. Pr̊uměrnou energii potom můžeme spoč́ıtat jako integrál
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⟨U⟩ =

1∫
−1

P (u)U(u)du =
−RTw

ew − e−w

1∫
−1

ueuwdu = −RT
(
w
ew + e−w

ew − e−w
− 1

)
(16.15)

= −RT w(e
w + e−w)− (ew − e−w)

ew − e−w
, (16.16)

kde
−1∫
1

ue−uwdu jsme spoč́ıtali integraćı per partes. Ačkoli jsme źıskali přesný výsledek, můžeme

jej ještě zjednodušit. Můžeme využ́ıt toho, že exponenciálńı funkci lze vyjádřit jako nekonečnu řady
rostoućıch mocnin

e±w =
1

0!
(±w)0 + 1

1!
(±w)1 + 1

2!
(±w)2 + 1

3!
w3 + · · · = 1± w +

1

2
w2 ± 1

6
w3 + · · · (16.17)

Protože jsme předpokládali, že d ≪ r, můžeme také předpokládat, že w ≪ 1. Proto můžeme
zanedbat vysoké mocniny w. Jmenovatele ve výsledku rovnice 16.16 je pro velmi malá w přibližně

ew − e−w ≈ 1 + w + · · · − 1 + w − · · · ≈ 2w. (16.18)

Při vyč́ısleńı čitatele muśıme být ale opatrněǰśı. Kdybychom zanedbali všechny vyšš́ı mocniny, než
prvńı, vylili bychom s vaničkou i d́ıtě: źıskali bychom nulu. Když ale zachováme mocniny až do w3,
źıskáme

w(ew + e−w)− (ew − e−w) ≈ w(2 + w2)− (2w +
1

3
w3) = (2w + w3)− (2w +

1

3
w3) =

2

3
w3. (16.19)

Celkově tedy

⟨U⟩ = −RT w(e
w + e−w)− (ew − e−w)

ew − e−w
≈ −RT

2
3w

3

2w
=
RTw2

3
= − 1

3RT

(
NA

4πϵ0

qdQ

r2

)2

, (16.20)

kde je červeně vyznačen rozd́ıl od energie dipólu a náboje pevně zakotvených v jedné molekule.

16.4 Energie dvou elektrických dipól̊u v jedné molekule

Vzájemná interakce dvou elektrických dipólových moment̊u vlastně zahrnuje vzájemné silové p̊usobeńı
čtyř náboj̊u. Jak ukazuje obrázek 16.2, k popisu vzájemné polohy dvou dipól̊u potřebujeme určit
vzájemnou orientaci dvou vektor̊u v prostoru (d⃗1, d⃗2). Pro zápis vektor̊u je výhodné použ́ıt sférické
souřadnice:

d1x = d1 sin θ1 cosϕ1, (16.21)

d1y = d1 sin θ1 sinϕ1, (16.22)

d1z = d1 cos θ1 (16.23)

a



16.4. ENERGIE DVOU ELEKTRICKÝCH DIPÓLŮ V JEDNÉ MOLEKULE 241
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Obrázek 16.2: Interakce dvou elektrických dipólových moment̊u. Žlutě vybarvený trojúhelńık lež́ı v rovině xz.

d2x = d2 sin θ2 cosϕ2, (16.24)

d2y = d2 sin θ2 sinϕ2, (16.25)

d2z = d2 cos θ2 (16.26)

Souřadnou soustavu můžeme přitom vždy zvolit tak, aby ϕ1 = 0 (aby d⃗1 leželo v rovině xz), jak je
ukázáno na obrázku 16.2.

Analýza vzájemné interakce čtyř náboj̊u nebo dvou dipól̊u je poměrně náročná, ale značně nám ji
zjednoduš́ı vztah 16.8. Stač́ı nám určit, jakou intenzitu E⃗ (tedy śılu p̊usob́ıćı na jednotkový náboj)
má elektrické pole prvńıho dipólu v mı́stě, kde se nacháźı druhý dipól. Energii pak snadno spoč́ıtáme
pomoćı skalárńıho součinu podle rovnice 16.8:

U = NAq2E⃗ · d⃗1. (16.27)

Kde ale vźıt intenzitu E⃗? Obecně to je dosti složitý úkol. Intenzita E⃗ v mı́stě určeném polohovým
vektorem r⃗ je vektorovým součtem sil, kterými na jednotkový náboj v daném mı́stě p̊usob́ı oba náboje
prvńıho dipólu. Na obrázku 16.2 jsou intenzity odpov́ıdaj́ıćı těmto silám znázorněny červenou šipkou E⃗−
(intenzita záporného náboje) a modrou šipkou E⃗+ (intenzita záporného náboje). V souřadné soustavě,
použité na obrázku 16.2, maj́ı obě intenzity nulovou složku ve směru y. Složky ve všech směrech můžeme
vyjádřit

E−,x = E− sinα, (16.28)
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E−,y = 0, (16.29)

E−,z = E− cosα (16.30)

a

E+,x = E+ sinβ, (16.31)

E+,y = 0, (16.32)

E+,z = E+ cosβ, (16.33)

kde E− a E+ jsou velikosti (absolutńı hodnoty) intenzit a úhly α, β jsou vyznačeny na obrázku 16.2.

Absolutńı hodnoty E− a E+ jsou nepř́ımo úměrné druhé mocnině vzdálenosti od př́ıslušného náboje
(červená úsečka délky a a modrá úsečka délky b na obrázku 16.2):

E− =
q1

4πϵ0

1

a2
, (16.34)

E+ =
q1

4πϵ0

1

b2
. (16.35)

Siny úhl̊u α, β můžeme vyjádřit pomoćı sinové věty

sinα =
d1
2a

sin θ1, (16.36)

sinβ =
d1
2b

sin(π − θ1) =
d1
2b

sin θ1. (16.37)

K vyjádřeńı kosin̊u zase použijeme větu kosinovou

d21
4

= a2 + r2 − 2ar cosα⇒ = cosα =
a2 + r2 − d2

1

4

2ar
, (16.38)

d21
4

= b2 + r2 − 2br cosβ ⇒ = cosβ =
b2 + r2 − d2

1

4

2br
. (16.39)

Jak ukazuje obrázek 16.2, celková intenzita ve směru x je součtem složek intenzit E− a E+ v tomto
směru:

Ex = E+,x +E−,x = E+ sinβ+E− sinα =
q1

4πϵ0

d1 sin θ1
2

(
1

b3
+

1

a3

)
=

q1
4πϵ0

a3 + b3

a3b3
d1 sin θ1

2
. (16.40)

Celková intenzita ve směru z je naopak rozd́ılem svislých složek intenzit E− a E+:

Ez = E+,z + E−,z = E+ cosβ − E− cosα =
q1

4πϵ0

1

2r

(
b2 + r2 − d2

1

4

b3
−
a2 + r2 − d2

1

4

a3

)
. (16.41)

Vzdálenosti a a b nám poskytne opět kosinová věta
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a2 =
d21
4

+ r2 − d1r cos θ1, (16.42)

b2 =
d21
4

+ r2 − d1r cos(π − θ1) =
d21
4

+ r2 + d1r cos θ1. (16.43)

Po dosazeńı do čitatele rovnice 16.41

Ez =
q1

4πϵ0

1

2r

(
2r2 − d1r cos θ1

b3
− 2r2 + d1r cos θ1

a3

)
=

q1
4πϵ0

((
1

b3
− 1

a3

)
r −

(
1

b3
+

1

a3

)
d1 cos θ1

2

)
=

q1
4πϵ0

(
a3 − b3

a3b3
r − a3 + b3

a3b3
d1 cos θ1

2

)
. (16.44)

Výrazy a3 + b3 a a3 − b3 můžeme převést na součiny

a3 + b3 = (a+ b)(a2 + b2 − ab) (16.45)

a3 − b3 = (a− b)(a2 + b2 + ab). (16.46)

Součet a2 + b2 můžeme snadno převést na 2r2 + d21/2, ale snaha vyjádřit ab, a+ b a a− b pomoćı r
a d1 vede k nepřehledným odmocninám

ab =

√(
d21
4

+ r2 − d1r cos θ1

)(
d21
4

+ r2 + d1r cos θ1

)
=

√(
d21
4

+ r2
)2

− (d1r cos θ1)
2
=

=

√
d41
16

+ r4 +
d21r

2

2
− (d1r cos θ1)

2
= r2

√
1 +

(
d1
2r

)4

−
(
d1
r

cos θ1

)2

. (16.47)

a+ b =
√
(a+ b)2 =

√
a2 + b2 + 2ab =

√√√√
2r2 +

d21
2

+ 2r2

√
1 +

(
d1
2r

)4

−
(
d1
r

cos θ1

)2

= r

√√√√
2 +

1

2

(
d1
r

)2

+ 2

√
1 +

(
d1
2r

)4

−
(
d1
r

cos θ1

)2

, (16.48)

a− b =
a2 − b2

a+ b
=

2d1 cos θ1√
2 + 1

2

(
d1

r

)2
+ 2

√
1 +

(
d1

2r

)4 − (d1

r cos θ1
)2 . (16.49)

Pro d1 ≪ r můžeme naštěst́ı zanedbat vyšš́ı mocniny zlomku d1/r, což výrazy pro ab, a+ b a a− b
dramaticky zjednoduš́ı:

ab = r2 (16.50)

a+ b = 2r (16.51)

a− b = d1 cos θ1, (16.52)
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takže

a3 + b3

a3b3
=

(a+ b)(a2 + b2 − ab)

a3b3
=

(2r)(2r2 − r2)

r6
=

2

r3
(16.53)

a3 − b3

a3b3
=

(a− b)(a2 + b2 + ab)

a3b3
=

(d1 cos θ1)(2r
2 + r2)

r6
=

3d1 cos θ1
r4

. (16.54)

Po dosazeńı do vztah̊u pro Ex a Ez

Ex =
q1

4πϵ0

d1 sin θ1
r3

(16.55)

Ez = − q1
4πϵ0

2d1 cos θ1
r3

. (16.56)

Konečně,

U = NAq2E⃗ · d⃗2 = NAq2(Exd2x+Eyd2y+Ezd2z) =
NA

4πϵ0

q1q2
r

d1
r

d2
r

(sin θ1 sin θ2 cosϕ2 − 2 cos θ1 cos θ2),

(16.57)
kde červená barva zvýrazňuje, č́ım se vztah lǐśı od energie dvou náboj̊u.

16.5 Energie dvou elektrických dipól̊u v r̊uzných molekulách

Výpočet pr̊uměrné energie interakce elektrických dipól̊u ve dvou molekulách, které se mohou v̊uči sobě
volně otáčet, jak ukazuje obrázek 16.2, je dosti zdlouhavý. Při poč́ıtáńı pr̊uměr̊u muśıme integrovat přes
všechny tři úhly θ1, θ2, ϕ2. Exponenciálńı člen Boltzmannova zákona můžeme opět psát jako

e−U/RT = euw, (16.58)

kde

w = − NA

4πϵ0

q1q2
r

d1
r

d2
r

(16.59)

podobně jako ve vztahu pro náboj a dipól, ale

u = sin θ1 sin θ2 cosϕ2 − 2 cos θ1 cos θ2. (16.60)

Pr̊uměrnou energii pak poč́ıtáme jako

⟨U⟩ =

2π∫
0

dϕ2
π∫
0

π∫
0

Ueuw sin θ1dθ1 sin θ2dθ2

Z
=

−RTw
2π∫
0

dϕ2
π∫
0

π∫
0

ueuw sin θ1dθ1 sin θ2dθ2

2π∫
0

dϕ2
π∫
0

π∫
0

euw sin θ1dθ1 sin θ2dθ2

. (16.61)

Vztah se velmi zjednoduš́ı, když si uvědomı́me, že

ueuw =
deuw

w
. (16.62)
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Protože w nezáviśı na úhlech θ1, θ2, ϕ2, můžeme podle w derivovat celý integrál. Integrál v čitateli
je tak vlastně derivaćı partičńı funkce Z podle w:

⟨U⟩ =
−RTw dZ

dw

Z
. (16.63)

Když si uvědomı́me, že

d(lnZ)

dZ
=

1

Z
, (16.64)

můžeme psát

⟨U⟩ = −RTwd(lnZ)

dw
= −RTw d

dw
ln

 2π∫
0

dϕ2

π∫
0

π∫
0

euw sin θ1dθ1 sin θ2dθ2

 . (16.65)

Při výpočtu integrálu Z můžeme opět exponenciálńı závislost vyjádřit jako mocninnou řadu

euw =
1

0!
(uw)0 +

1

1!
(uw)1 +

1

2!
(uw)2 +

1

3!
(uw)3 + · · · = 1 + uw +

1

2
(uw)2 +

1

6
(uw)3 + · · · (16.66)

a předpokládat, že w ≪ 1. Tentokrát bude moci zanedbat všechny mocniny vyšš́ı než druhou a
integrovat výraz

(
1 + uw +

1

2
(uw)2

)
sin θ1 sin θ2 = sin θ1 sin θ2 + w sin2 θ1 sin

2 θ2 cosϕ2 − 2w sin θ1 cos θ1 sin θ2 cos θ2 +

2w2 cos2 θ1 cos
2 θ2 sin θ1 sin θ2 − 2w2 sin2 θ1 cos θ1 sin

2 θ2 cos θ2 cosϕ2 +
w2

2
sin3 θ1 sin

3 θ2 cos
2 ϕ2

(16.67)

Integrály výraz̊u obsahuj́ıćıch cosϕ2 muśı být rovné nule, protože integrujeme přes celou periodu
(přes všechna ϕ2 od nuly do 2π) a integrály funkćı sinus a kosinus přes celou periodu (úměrné pr̊uměrným
hodnotám těchto funkćı) jsou nulové. Ze stejného d̊uvodu je nulový integrál výrazu

2 sin θ1 cos θ1 sin θ2 cos θ2 =
1

2
sin(2θ1) sin(2θ2), (16.68)

protože úhly θ1 a θ2 integrujeme od nuly do π, což odpov́ıdá celé periodě pro 2θ1 a 2θ2 (od nuly
do 2π). Stač́ı nám tedy spoč́ıtat integrály třech výraz̊u. Výpočet usnadńı substituce u1 = cos θ1 a
u2 = cos θ2, pro které plat́ı du1 = sin θ1dθ1 a du2 = sin θ2dθ2.

Prvńı integrál je

2π∫
0

dϕ2

π∫
0

π∫
0

sin θ1dθ1 sin θ2dθ2 =

2π∫
0

dϕ2

−1∫
1

−1∫
1

du1du2 = [ϕ2]
2π
0 [u1]

−1
1 [u2]

−1
1 = 8π. (16.69)

Druhý integrál je

2w2

2π∫
0

dϕ2

π∫
0

π∫
0

cos2 θ1 cos
2 θ2 sin θ1dθ1 sin θ2dθ2 = 2w2

2π∫
0

dϕ2

−1∫
1

−1∫
1

u21u
2
2du1du2

= 2w2 [ϕ2]
2π
0

[
u31
3

]−1

1

[
u32
3

]−1

1

=
16

9
πw2. (16.70)
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Při řešeńı třet́ıho integrálu nav́ıc využijeme toho, že cos2 ϕ2 = 1
2 (1+cos(2ϕ2). Integrál členu cos(2ϕ2)

přes dvě celé periody (pro ϕ2 od nuly do 2π, tedy pro 2ϕ2 od nuly do 4π) je nula. Stač́ı tedy spoč́ıtat

w2

4

2π∫
0

dϕ2

π∫
0

π∫
0

sin3 θ1 sin
3 θ2dθ1dθ2 =

w2

4

2π∫
0

dϕ2

π∫
0

π∫
0

(1− cos2 θ1)(1− cos2 θ2) sin θ1dθ1 sin θ2dθ2

=
w2

4

2π∫
0

dϕ2

−1∫
1

−1∫
1

(1− u21)(1− u22)du1du2 =
w2

4
[ϕ2]

2π
0

[
u1 − u31

3

]−1

1

[
u2 − u32

3

]−1

1

=
8

9
πw2. (16.71)

Sečteńım integrál̊u źıskáme Z = 8π(1+w2/3). Podle rovnice 16.65 muśıme lnZ zderivovat podle w:

d(lnZ)

dw
=

d(ln(8π(1 + w2/3)))

dw
=

d(ln 8π + ln(1 + w2/3))

dw
=

2w/3

1 + w2/3
≈ 2w

3
, (16.72)

kde jsme v posledńım kroku předpokládali, že w ≪ 1.
Dosazeńım do rovnice 16.65 źıskáme výsledný vztah,

⟨U⟩ = −RTwd(lnZ)

dw
= −RT w

2

3
= − 2

3RT

(
NA

4πϵ0

q1q2
r

d1
r

d2
r

)2

, (16.73)

ve kterém jsou červeně zvýrazněny rozd́ıly od vztahu pro energii dvou iont̊u.

16.6 Energie náboje a indukovaného elektrického dipólu

Vněǰśı elektrické śıly p̊usob́ıćı na elektrony vedou ke vzniku indukovaných elektrických dipól̊u i v jinak
nepolárńıch molekulách. Velikost indukovaného dipólu je úměrná elektrické intenzitě (elektrické śıle
na p̊usob́ıćı na jednotkový náboj) indukuj́ıćıho pole. Orientace indukovaného dipólu je dána směrem,
kterým na elektrony śıla p̊usob́ı. Protože má elektron záporný náboj, je tento směr opačný ke směru
elektrické intenzity E⃗. Můžeme tedy psát

qd⃗ = −αϵ0E⃗. (16.74)

Konstantou úměrnosti obsahuje takzvanou polarizovatelnost α, ochotu elektron̊u nechat se vněǰśı
silou posunout. Permitivita vakua ϵ0 je zahrnuta do konstanty úměrnosti z historických d̊uvod̊u.

Zkusme ted’ odvodit, jaká je energie molekuly s polarizovatelnými elektrony pobĺıž náboje Q. Jako
obvykle, energii spoč́ıtáme jako práci, kterou by dipól vykonal, kdybychom jej přemı́stili z mı́sta s nulo-
vou elektrickou intenzitou (tedy z nekonečna) do dané vzdálenosti od náboje Q. Vyjdeme přitom z dř́ıve
odvozeného vztahu pro energii elektrického dipólu v poli náboje Q:

U =
1

4πϵ0

qdQ

r2
cos θ = qdE cos θ = qd⃗ · E⃗. (16.75)

Př́ıspěvek k práci dU ′ při každém maličkém posunut́ı dipólu můžeme tedy spoč́ıtat

dU ′ = qd⃗ · dE⃗′ = −αϵ0E⃗′ · dE⃗′ = −1

2
αϵ0d(E

′)2, (16.76)

kde E⃗′ je elektrická intenzita ve vzdálenosti r′. Celkovou energii źıskáme integraćı všech př́ıspěvk̊u
k práci
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U =

r∫
∞

dU ′ = −1

2

E∫
0

αϵ0d(E
′)2 = −1

2
αϵ0E

2 = −αϵ0
2
NA

(
1

4πϵ0

)2
Q2

r2
, (16.77)

kde červená barva označuje rozd́ıly od vztahu pro energii dvou náboj̊u.

16.7 Energie permamentńıho a indukovaného elektrického dipólu

Obdobně můžeme odvodit i energii dipólu indukovaného permanentńım elektrickým dipólem. S využit́ım
vztah̊u pro energii dvou permanentńıch dipól̊u

dU ′ = qd⃗ · dE⃗′ = −αϵ0E⃗′ · dE⃗′ = −αϵ0(E′
xdE

′
x + E′

zdE
′
z) = −1

2
αϵ0(d(E

′
x)

2 + d(E′
z)

2) (16.78)

a

U =

r∫
∞

dU ′ = −1

2

E∫
0

αϵ0(d(E
′
x)

2+d(E′
z)

2) = −1

2
αϵ0(E

2
x+E

2
z ) = −αϵ0

2
NA

(
1

4πϵ0

)2
q2

r2
d2

r2
(1 + 3 cos2 θ),

(16.79)
kde červená barva opět označuje rozd́ıly od vztahu pro energii dvou náboj̊u.

16.8 Energie dvou indukovaných elektrických dipól̊u

Indukované dipóly vznikaj́ı také v nepř́ıtomnosti vněǰśıch elektrických sil v d̊usledku kmitáńı elektron̊u
(elektronové hustoty) v molekulách. Fritz London, po kterém je toto silové p̊usobeńı pojmenováno,
analyzoval energii indukovaných dipól̊u takto. Energie dvou interaguj́ıćıch indukovaných dipól̊u se skládá
z energie prvńıho dipólu U1, energie druhého dipólu U2 a energie jejich vzájemného p̊usobeńı U12. Protože
prvńı dipól tvoř́ı rozkmitaný elektron, U1 je energie kmitaj́ıćı částice, na kterou p̊usob́ı elektrická śıla
F⃗1 a jej́ıž výchylka od rovnovážné polohy popisuje vektor d⃗1. Ze známých vztah̊u pro energii pružiny
(U = kd2/2) a výchylku d pružiny o tuhosti k (F⃗ = −kd⃗) můžeme spoč́ıtat

U1 =
1

2
k1d

2
1 = −1

2
F1d1 = −1

2

1

4πϵ0

q21
d1

= −1

2

1

4πϵ0

q31
q1d1

. (16.80)

Dále v́ıme, že dipólový moment q1d1 je úměrný elektrické intenzitě: q1d1 = −α1ϵ0E1:

U1 = −1

2

1

4πϵ0

q31
q1d1

=
1

2

1

4πϵ0

q31
α1ϵ0E1

=
q21d

2
1

2α1ϵ0
. (16.81)

Obdobně

U2 =
q22d

2
2

2α2ϵ0
. (16.82)

Energii U12 známe z rovnice 16.57, kterou převedeme ze sférických do kartézských souřadnic:

U12 =
1

4πϵ0

q1q2
r

d1
r

d2
r

(sin θ1 sin θ2 cosϕ2 − 2 cos θ1 cos θ2) =
1

4πϵ0

q1q2
r3

(d1xd2x + d1yd2y − 2d1zd2z) .

(16.83)
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Když sečteme všechny tři př́ıspěvky k energii a v prvńıch dvou rozeṕı̌seme d21 a d22 na jednotlivé
složky, źıskáme

U =
q21(d

2
1x + d21y + d21z)

2α1ϵ0
+
q22(d

2
2x + d22y + d22z)

2α2ϵ0
+

1

4πϵ0

q1q2
r3

(d1xd2x + d1yd2y − 2d1zd2z) . (16.84)

Pro jednoduchost budeme předpokládat, že náboje i polarizovatelnosti jsou pro oba dipóly stejné:

U =
q2(d21x + d21y + d21z)

2αϵ0
+
q2(d22x + d22y + d22z)

2αϵ0
+

1

4πϵ0

q2

r3
(d1xd2x + d1yd2y − 2d1zd2z) . (16.85)

London zde zavedl substituci

x+ =
d1x + d2x√

2
, x− =

d1x − d2x√
2

⇒ d1x =
x+ + x−√

2
, d2x =

x+ − x−√
2

, (16.86)

y+ =
d1y + d2y√

2
, y− =

d1y − d2y√
2

⇒ d1y =
y+ + y−√

2
, d2y =

y+ − y−√
2

, (16.87)

z+ =
d1z + d2z√

2
, z− =

d1z − d2z√
2

⇒ d1z =
z+ + z−√

2
, d2z =

z+ − z−√
2

. (16.88)

Po dosazeńı do vztahu pro energii źıskal vztah

U =
q2

2αϵ0

((
1 +

α

4πr3

) (
x2+ + y2+

)
+
(
1− α

4πr3

) (
x2+ − y2+

)
+
(
1− α

2πr3

)
z2+ +

(
1 +

α

2πr3

)
z2−

)
,

(16.89)

který je formálně součtem energíı šesti kmitáńı s výchylkami x+, x−, y+, y−, z+, z− a tuhostmi

k1 =
q2

2αϵ0

(
1 +

α

4πr3

)
, k2 =

q2

2αϵ0

(
1 +

α

4πr3

)
, k3 =

q2

2αϵ0

(
1− α

4πr3

)
,

k4 =
q2

2αϵ0

(
1− α

4πr3

)
, k5 =

q2

2αϵ0

(
1− α

2πr3

)
, k6 =

q2

2αϵ0

(
1 +

α

2πr3

)
.

Tuhost pružiny obecně souviśı s vlastńı frekvenćı kmitáńı ν vztahem k = 4π2ν2m, kdem je hmotnost.
Z toho vyplývá, že vlastńı frekvenćı kmitáńı pro naši šestici můžeme spoč́ıtat

νj =
1

2π

√
kj
2m

=
1

2π

q

2

√
1 + aj√
αϵ0m

=
ν0
2

√
1 + aj , (16.90)

kde 1 + aj jsou výrazy v závorkách v seznamu tuhost́ı, uvedeném výše. Když vynásob́ıme tyto
frekvence Planckovou konstantou h (6,626.10−34 J s), źıskáme podle zákon̊u kvantové mechaniky energie.
Výrazy

√
1 + aj můžeme zapsat jako mocninnou řadu

√
1 + aj = 1 +

aj
2

−
a2j
8

+ . . . (16.91)

Pro dostatečně velké vzdálenosti dipól̊u, kdy α ≪ r3, můžeme zanedbat vyšš́ı než druhé mocniny.
Celkovou energii šesti kmitáńı můžeme pak spoč́ıtat
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U =
hν0
2

(
2

√
1 +

α

4πr3
+ 2

√
1− α

4πr3
+

√
1− α

2πr3
+

√
1 +

α

2πr3

)
=

hν0
2

(
2 +

α

4πr3
− α2

4(4π)2r6
+ 2− α

4πr3
− α2

4(4π)2r6

+1− α

4πr3
− α2

2(4π)2r6
+ 1 +

α

4πr3
− α2

2(4π)2r6

)
= 3hν0 −

3hν0
4

α2

(4π)2r6
. (16.92)

Prvńı člen, nezávislý na vzdálenosti dipól̊u r, popisuje energii samotných indukovaných dipól̊u.
Druhý člen je hledaná energie vzájemného p̊usobeńı indukovaných dipól̊u U12. Pokud budou mı́t indu-
kované dipóly r̊uzné polarizovatelnosti, bude energie jejich vzájemné interakce

U12 = −3hν0
2

α1α2

(4π)2r6
ν0,1ν0,2
ν0,1 + ν0,2

. (16.93)
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Kapitola 17

Metody chemické syntézy na
pevném nosiči

17.1 Karbodiimidová metoda syntézy peptid̊u

1. Zablokujeme všechny α-aminoskupiny a všechny reaktivńı skupiny postranńıch řetězc̊u. Jako
blokuj́ıćı skupina α-aminoskupiny se použ́ıvá 9-fluorenylmethyloxykarbonyl (Fmoc) nebo terc-
butyloxykarbonyl (tBoc).

2. C-koncovou aminokyselinu karboxyskupinou navážeme na pevný nosič. Výhoda použit́ı pevného
nosiče je v tom, že rostoućı peptid z̊ustává připojený k nosiči, takže po každém kroku můžeme
snadno vyměnit reakčńı roztok.

3. Odblokujeme α-aminoskupinu C-koncovou aminokyseliny vázané na nosič1.

4. Přidáme předposledńı aminokyselinu a aktivujeme jej́ı karboxylovou skupinu. Z praktických d̊uvod̊u
se použ́ıvá dvoustupňová aktivace dicyklohexylkarbodiimidem aN -hydroxybenzotriazolem2, která
výrazně omeźı nežádoućı reakce. V prvńım kroku docháźı k adici karboxylové kyseliny na dicyklo-
hexylkarbodiimid a meziprodukt je převeden na ester benzotriazolu. Tento ester reaguje s volnou
aminoskupinou posledńı aminokyseliny za vzniku peptidové vazby.

5. Předchoźı dva kroky opakujeme tolikrát, kolik aminokyselin má obsahovat vzniklý peptid. Pocho-
pitelně přidáváme vždy př́ıslušnou blokovanou aminokyselinu podle sekvence.

6. Nakonec odblokujeme všechny funkčńı skupiny, uvolńıme peptid z nosiče a vyčist́ıme jej.

17.2 Fosforamiditová metoda syntézy nukleotid̊u

1. Zablokujeme všechny aminoskupiny a hydroxyly. Po celou dobu syntézy je třeba chránit ami-
noskupiny báźı a v př́ıpadě RNA 2′-hydroxyl. Jako blokuj́ıćı skupina 5′-hydroxylu se použ́ıvá
dimethoxytrityl.

2. 3′-koncový nukleotid navážeme přes 3′-hydroxyl na pevný nosič.

1Použit́ı r̊uzných blokuj́ıćıch skupin umožňuje selektivńı odblokováńı jedné funkčńı skupiny. Např́ıklad v amoniaku
docháźı k odštěpeńı Fmoc, ale ne tBoc, který se naopak odštěpuje v kyselině trifluoroctové.

2nebo N -hydroxysukcinimidem.
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3. Kyselinou trichloroctovou odblokujeme 5′-hydroxyl koncového nukleotidu vázaného na nosič.

4. Přidáme předposledńı nukleotid s 3′-hydroxylem esterifikovanýmN -diisopropyl-β-kyanoethylfosforamiditem.
Tato skupina reaguje v př́ıtomnosti tetrazolu s volným 5′-hydroxylem posledńıho nukleotidu za
vzniku triesteru kyseliny fosforité. Nezreagovaný 5′-hydroxyl nevratně zablokujeme acetylaćı.

5. Jodem zoxidujeme triester kyseliny fosforité na triester kyseliny fosforečné.

6. Předchoźı tři kroky opakujeme tolikrát s př́ıslušným aktivovaným nukleotidem, kolik nukleotid̊u
má obsahovat vzniklý produkt.

7. Nakonec odblokujeme 5′-hydroxyl prvńıho nukleotidu, amoniakem odštěṕıme posledńı nukleotid
z nosiče a kyanoethyl z fosfát̊u, zahřát́ım uvolńıme ostatńı chráněné funkčńı skupiny a oligonuk-
leotid přečist́ıme.



Kapitola 18

Kvantové metody

18.1 Kvantová mechanika atomů

I ty největš́ı biomakromolekuly se skládaj́ı z atomů. Atomy jsou tvořeny jádrem a elektrony. Jak po-
stupujeme k menš́ım a menš́ım částićım, přestávaj́ı platit fyzikálńı zákony tak, jak jsme na ně zvykĺı.
Pro popis malých částic muśıme mı́sto naš́ı klasické mechaniky použ́ıt obecněǰśı metodu – kvantovou
mechaniku. V př́ıpadě elektron̊u je kvantové chováńı již tak výrazné, že nám neumožňuje ř́ıci přesně, kde
se elektrony v daný okamžik nacházej́ı. To ale neznamená, že mı́sto výskytu elektron̊u je zcela náhodné.
Pro popis elektron̊u se použ́ıvá komplexńı matematická funkce (jako proměnné v ńı vystupuj́ı souřadnice
a čas), které fyzici ř́ıkaj́ı vlnová funkce. Mı́sto toho, abychom sledovali, jak se p̊usobeńım vněǰśıch sil
měńı polohy a rychlosti elektron̊u, sledujeme jak se měńı vlnová funkce1. Kvantová mechanika nám
pak poskytuje předpisy, jak z vlnové funkce źıskat informace o fyzikálńıch veličinách elektron̊u. Jednou
takovou užitečnou informaćı je pravděpodobnost, že se v daný okamžik elektron vyskytuje v určitém
mı́stě. Tuto pravděpodobnost můžeme spoč́ıtat jako druhou mocninu (absolutńı hodnoty) vlnové funkce
ψ, tedy jako součin vlnové funkce a funkce s ńı komplexně sdružené (tedy s opačným znaménkem ima-
ginárńı části, označuje se hvězdičkou): ψψ∗.

V atomech se elektrony vyskytuj́ı jen v určitých stavech. Každý stav má určitou energii (energie
se tedy neměńı spojitě, ale poskakuje od stavu ke stavu) a je popsán určitou vlnovou funkćı. Vlnová
funkce elektronu v atomu nebo molekule se nazývá orbital. Nemůžeme tedy ř́ıci, že se v určitém stavu
nacháźı elektron v určitém mı́stě, ale můžeme ř́ıci, že každý stav má určitou pravděpodobnost výskytu
elektron̊u a že tuto pravděpodobnost můžeme spoč́ıtat pomoćı uvedeného předpisu ψψ∗.

Nejjednodušš́ım atomem je atom vod́ıku. Jeho jádro je tvořeno jediným protonem, v jehož okoĺı
se vyskytuje jediný elektron. Mezi kvantovými chemiky se atom vod́ıku těš́ı zvláštńı oblibě. Vzájemné
p̊usobeńı částic lze přesně analyzovat pouze pro dvojici částic2 a atom vod́ıku je jedńım ze vzácných
př́ıpad̊u dvojčásticové soustavy, která má nějaký chemický význam. Vlnové funkce atomu vod́ıku jsou
natolik populárńı, že pronikly až do středoškolských učebnic v grafickém znázorněńı, uvedeném na
obrázku 18.1.

Ostatńı atomy maj́ı v́ıce než jeden elektron a přesné řešeńı kvantových rovnic, které poskytuj́ı jejich
vlnových funkce, neńı možné. Často se proto použ́ıvá zjednodušené řešeńı, nazývané Hartreeho-Fockova
metoda. Zjednodušeńım je zde předpoklad, že jednotlivý elektron nevid́ı své kolegy jako jednotlivé
částice, ale jako jakýsi rozmazaný pr̊uměrný záporný náboj3. Sl̊uvko ,,nevid́ı“ zde označuje elektrosta-

1Tyto změny vlnové funkce popisuje obecný předpis známý pod jménem Schrödingerova rovnice.
2Toto plat́ı nejen pro kvantovou mechaniku, ale i pro mechaniku klasickou. Problém tř́ı těles je v astronomii stejně

neřešitelný jako problém tř́ı částic v kvantové fyzice.
3Zjednodušeńı v́ıceelektronového problému na jednoelektronový znamená, že se elektrony budou chovat, jako by o sobě

navzájem ,,nevěděli“. Ve skutečnosti ovšem elektrony nejsou nezávislé, jejich výskyt v atomu je korelován. Chyba, které
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Obrázek 18.1: Schematické znázorněńı prvńıch pěti orbital̊u atomu vod́ıku. Modré šrafováńı odpov́ıdá kladnému
znaménku vlnové funkce, červené šrafováńı odpov́ıdá zápornému znaménku vlnové funkce.

tické odpuzováńı mezi stejně nabitými částicemi. Z fyzikálńıho pohledu potom řeš́ıme pohyb jediného
elektronu v elektrickém poli tvořeném kladně nabitým jádrem a rozptýleným záporným nábojem4.
Pokud předpokládáme, že obláček ostatńıch elektron̊u kolem jádra má pěkně kulový tvar, dostaneme
stejné tvary atomových orbital̊u jako v př́ıpadě atomů vod́ıku. Chemici se proto neostýchaj́ı použ́ıvat
tyto orbitaly, které jsou odvozeny z vod́ıkových, i pro ostatńı atomy.

18.2 Molekulové orbitaly

Když sestav́ıme z atomů molekulu, změńıme prostřed́ı, ve kterém se elektrony pohybuj́ı. Nepřekvaṕı
proto, že muśıme hledat nové stavy elektron̊u. Tyto nové stavy budou popsány novými vlnovými funk-
cemi (novými orbitaly). Je tedy nutno rozlǐsovat atomové orbitaly elektron̊u v izolovaných atomech a
molekulové orbitaly elektron̊u v molekulách, jinak bychom nemohli popsat vznik chemických vazeb.

Při hledáńı molekulových orbital̊u pochopitelně naráž́ıme na stejnou překážku, se kterou jsme se se-
tkali u atomů s v́ıce elektrony: kvantové rovnice nelze přesně řešit. Můžeme opět použ́ıt starý trik a hle-
dat řešeńı pro jediný elektron, zat́ımco ostatńı elektrony nahrad́ıme jejich elektrickým polem (Hartreeho-
Fockova metoda). Molekuly jsou ale složitěǰśı než atomy t́ım, že neobsahuj́ı jen v́ıce elektron̊u, ale i v́ıce
jader. Naštěst́ı jsou jádra mnohem těžš́ı než elektrony a pohybuj́ı se daleko pomaleji. Tyto pomalé po-
hyby lze bez větš́ıch chyb zanedbat, když popisujeme rychlé hemžeńı elektron̊u5. Abychom mohli tento
postup použ́ıt, muśıme samozřejmě vědět, kde se nacházej́ı jádra všech atomů v molekule. Jakmile známe
polohy jader, můžeme vypoč́ıtat tvar elektrického pole, ve kterém se nacházej́ı elektrony a poč́ıtat jejich
orbitaly.

Pokud chceme spoč́ıtat neznámou strukturu, polohy jader atomů pochopitelně neznáme. V tom
př́ıpadě postupujeme tak, že provád́ıme kvantový výpočet opakovaně s r̊uzným rozmı́stěńım jader atomů
a hledáme, které rozmı́stěńı atomů je nejvýhodněǰśı. Tento postup se nazývá optimalizace geometrie,
jde vlastně o minimalizaci energie molekuly. O takovýchto minimalizaćıch budeme hovořit v sekci 18.3,
takže řešeńı problému polohy jader zat́ım odlož́ıme. V následuj́ıćıch řádćıch budeme pro jednoduchost
předpokládat, že polohy jader známe.

Vrat’me se ted’ k hledáńı molekulových orbital̊u (jak jsme si řekli, předpokládáme že polohy jader
známe). Pokud se nám nechce hledat vhodný tvar pole ostatńıch elektron̊u pro Hartreeho-Fockovu

se dopoušt́ıme t́ım, že tuto korelaci zanedbáme, se projev́ı zvýšeńım energie o př́ıspěvek zvaný korelačńı energie.
4V literatuře se můžete setkat také s názvem metoda konzistentńıho pole neboli metoda SCF (z anglického self-

consistent field). Toto označeńı vycháźı ze zp̊usobu, jakým se hledá popis zpr̊uměrovaného p̊usobeńı ostatńıch elektron̊u.
5Toto zjednodušeńı se nazývá Bornova-Oppenheimerova aproximace.
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metodu, můžeme využ́ıt toho, co už známe. Kvantová mechanika nás uč́ı, že z určitého počtu ato-
mových orbital̊u můžeme źıskat stejný počet molekulových orbital̊u lineárńı kombinaćı. Srozumitelněji
řečeno, jednotlivé vlnové funkce (atomové orbitaly) vynásob́ıme vhodným koeficientem a pak je všechny
sečteme. Abychom źıskali tolik molekulových orbital̊u, kolik bylo atomových, muśıme sč́ıtáńı opakovat
s r̊uznými koeficienty tolikrát, z kolika atomových orbital̊u vycháźıme. Tato metoda, srdci obyčejného
chemika bĺızká, bývá nazývána metodou molekulových orbital̊u jako lineárńıch kombinaćı atomových
orbital̊u (metodou MO-LCAO). Důvod jej́ı obliby je jednoduchý, můžeme použ́ıt dobře známé atomové
orbitaly a bez velkého poč́ıtáńı kvalitativně popsat chemické vlastnosti molekuly.

Chceme-li použ́ıt metodu MO-LCAO, muśıme vědět, jakým zp̊usobem orbitaly sč́ıtat a odč́ıtat. Jako
vod́ıtko slouž́ı tato obecná pravidla:

• Výsledný molekulový orbital muśı odpov́ıdat symetrii (tvaru) molekuly.

• Zpravidla stač́ı použ́ıt valenčńı atomové orbitaly (atomové orbitaly popisuj́ıćı elektrony, které
maj́ı v daném atomu nejvyšš́ı energii, jsou tedy nejvolněji vázány k jádru a nejochotněji měńı sv̊uj
stav za tvorby chemické vazby).

• Atomové orbitaly, které sč́ıtáme, muśı mı́t vhodný tvar a vzájemnou orientaci, muśı se co nejv́ıce
překrývat.

• Sč́ıtáme anebo odeč́ıtáme orbitaly, které popisuj́ı elektrony s přibližně stejnou energíı.

Jako př́ıklad si můžeme uvést hledáńı molekulových orbital̊u vody (obrázek 18.2). Chceme źıskat
orbitaly, které věrně zobraźı tvar molekuly vody. Molekula vody je symetrická vzhledem k otočeńı
o 180 ◦ kolem osy, která p̊uĺı úhel ̸ H–O–H. Nav́ıc má dvě zrcadlové roviny symetrie které se prot́ınaj́ı
ve zmı́něné ose: v jedné lež́ı všechny tři atomy a druhá je na ni kolmá. Valenčńı atomové orbitaly, které
máme k dispozici, jsou dva orbitaly 1s atomů vod́ıku, jeden orbital 2s atomu kysĺıku a tři orbitaly 2p
atomu kysĺıku. Když tyto orbitaly přelož́ıme přes sebe tak, aby odpov́ıdaly tvaru molekuly vody a aby
se co nejv́ıce překrývaly, źıskáme šest molekulových orbital̊u.

Atomové orbitaly nemı́vaj́ı pro sestavováńı molekulových orbital̊u nejvýhodněǰśı symetrii. Proto
chemici s oblibou použ́ıvaj́ı jinou sadu orbital̊u, než poskytuje atom vod́ıku. Tyto orbitaly, zvané hyb-
ridńı, lze opět źıskat lineárńı kombinaćı. Tentokrát ovšem sč́ıtáme atomové orbitaly téhož atomu mezi
sebou. Jestliže vod́ıkové atomové orbitaly dobře odrážely kulovou symetrii jádra vod́ıku, hybridńı or-
bitaly slouž́ı jako polotovary, které jsou již konstruovány tak, aby odpov́ıdaly okoĺı atomu v typických
sloučeninách. Např́ıklad atom uhĺıku, který se ocitne v alifatické sloučenině, bývá symetricky obklopen
čtyřmi sousedńımi atomy, které lež́ı ve vrcholech pomyslného čtyřstěnu. Pro vytvořeńı molekulových
orbital̊u alifatických sloučenin si proto chemik přichystá vhodný hybridńı orbital. Vezme jeden orbital
2s a tři orbitaly 2p uhĺıku a posč́ıtá je tak, aby źıskal čtyři navlas stejné orbitaly, které budou mı́t
stejnou symetrii jako čtyřstěn. Pro látky jako karboxylové kyseliny nebo alkeny, ve kterých je uhĺık
obklopen jen třemi atomy v roźıch pomyslného trojúhelńıka, si připrav́ı jinou sadu tř́ı orbital̊u, které
maj́ı požadovanou symetrii. Podrobněǰśı popis postupu tvorby molekulových orbital̊u pro biologicky
zaj́ımavý př́ıklad peptidové vazby můžete naj́ıt v dodatku 19.

18.3 Metody ab initio

Po kvalitativńım popisu molekulových orbital̊u přistupme k vlastńımu kvantitativńımu výpočtu or-
bital̊u, které popisuj́ı biologicky zaj́ımavé molekuly. Nejseriózněǰśı zp̊usob, jakým lze tyto výpočty
provádět, je odmı́tnout všechny nápovědy, které nám nab́ıźı experiment a zkušenosti popsané v li-
teratuře. Takový výpočet se hrdě oṕırá jen o obecné zákony kvantové mechaniky a základńı fyzikálńı
konstanty a označuje se jako př́ıstup ab initio6.

6Od začátku.
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Obrázek 18.2: Osa symetrie a roviny symetrie molekuly vody. Vpravo je schematicky znázorněno šest mole-
kulových orbital̊u, které vyhovuj́ı symetrii molekuly vody. Orbital s nejnižš́ı energíı je nakreslen dole, orbital
s nejvyšš́ı energíı nahoře. Barevné šrafováńı ukazuje znaménko vlnové funkce.
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Jak jsme si již řekli, přesný výpočet je možný jen pro nejjednodušš́ı př́ıpady. Proto metody ab initio
použ́ıvaj́ı nejr̊uzněǰśıch zjednodušeńı a přibližná řešeńı hledaj́ı pomoćı výkonných poč́ıtač̊u.

Metody ab initio můžeme použ́ıt k výpočtu energie molekuly v určité konformaci (takzvaný single-
point výpočet), nebo k hledáńı energeticky nejvýhodněǰśı konformace, př́ıpadně k výpočtu jiných vlast-
nost́ı molekuly. Hledáńı stavu molekuly s nejnižš́ı energíı (minimalizace energie), které nás zaj́ımá
předevš́ım, prob́ıhá podle zásad uvedených v sekci 11.8.

1. Vypočteme energii v určité konformaci7.

2. Vypočteme śıly, které p̊usob́ı na atomy v dané konformaci. Śılu lze spoč́ıtat jako derivaci energie
v daném bodě v r̊uzných směrech, tedy gradient.

3. Necháme p̊usobit vypočtené śıly na atomy a vypočteme, jak tyto śıly změńı konformaci.

4. Znovu vypočteme energii a śıly, ted’ již pro pozměněnou konformaci.

5. Srovnáme výsledky kroku 1 s výsledky kroku 4. Pokud jsou splněna konvergenčńı kritéria, poč́ıtáńı
konč́ı. Pokud nalezneme ve výsledćıch rozd́ıl, opakujeme kroky 2 až 4.

Během výpočtu ab initio je nutné poč́ıtat vlnové funkce (orbitaly), které popisuj́ı chováńı elektron̊u
v molekule. V sekci 18.2 jsme si ukázali, že molekulové orbitaly lze źıskat lineárńı kombinaćı atomových
orbital̊u. Nemuśıme ovšem vycházet z orbital̊u atomu vod́ıku, molekulové orbitaly můžeme vypoč́ıtat
lineárńı kombinaćı nejr̊uzněǰśıch sad orbital̊u. Taková sada funkćı, jej́ıž kombinaćı lze źıskat požadovaný
orbital, se matematicky nazývá báze. Volba vhodné báze funkćı je pro výpočet velmi d̊uležitá.

Nejpřirozeněǰśı báźı funkćı pro výpočty ab initio jsou staré dobré atomové orbitaly. Jde o vlnové
funkce, které exponenciálně klesaj́ı se vzdálenost́ı od jádra8. Funkce vycházej́ıćı ze zjednodušeného
popisu atomových orbital̊u se nazývaj́ı orbitaly Slaterova typu (STO, Slater type orbitals). Jak vid́ıme
na obrázku 18.3, exponenciálńı křivka je pro nulovou vzdálenost od jádra ,,̌spičatá“ (má nespojitou
prvńı derivaci). Poč́ıtáńı s orbitaly STO je ale poměrně složité. Z praktických d̊uvod̊u se proto jako báze
použ́ıvaj́ı vlnové funkce, které maj́ı v exponentu druhou mocninu vzdálenosti. Exponenciálńı křivku tak
nahrazujeme Gaussovou křivkou. Samozřejmě tak źıskáme vlnové funkce na hony vzdálené atomovým
orbital̊um a nemůžeme očekávat, že tyto funkce budou dobře popisovat naši molekulu. Když ale sečteme
několik Gaussových křivek, źıskáme křivku, která má tvar velmi podobný exponenciále. Takto dospějeme
k popisu molekul, který je vhodný pro výpočty, za cenu, že báze obsahuje větš́ı počet funkćı zvaných
orbitaly Gaussova typu (GTO, Gauss type orbitals). Obrázek 18.3 ukazuje jednoduchý př́ıklad upravené
báze pro atom vod́ıku, bázi označovanou STO-3G. V ńı je jeden orbital Slaterova typu (1s) nahrazen
třemi orbitaly Gaussova typu. Jiným př́ıkladem je báze 6-31G. Označeńı ukazuje, že orbital 1s (STO) je
třeba nahradit jedńım GTO, který vytvoř́ıme součtem šesti Gaussových křivek. Každý ze čtyř orbital̊u
STO, které odpov́ıdaj́ı 2s a 2p orbital̊um, je třeba nahradit dvěma GTO, z nichž jeden je složen ze tř́ı
Gaussových křivek a druhý je tvořen jedinou Gaussovou křivkou.

Popsané báze sice dobře odrážej́ı nejvýhodněǰśı rozložeńı elektron̊u, nepopisuj́ı ale polarizaci (přesuny
elektron̊u v elektromagnetickém poli). Proto se k bázi přidávaj́ı ještě takzvané polarizačńı funkce, které
odpov́ıdaj́ı vyšš́ım atomovým orbital̊um9. Mluv́ıme pak o rozš́ıřených báźıch, jejichž ,,nadstandardńı
vybaveńı“ se v označeńı báze projev́ı jako hvězdička. Např́ıklad báze 6-31G∗ přidává sadu orbital̊u d
jako polarizačńı funkci uhĺık̊u, zat́ımco báze 6-31G∗∗ přidává nav́ıc orbitaly p jako polarizačńı funkce
vod́ıku.

7Metody ab initio ovšem nejsou omezeny na konformačńı změny, můžeme pomoćı nich popsat i chemické reakce.
8Přesněji řečeno, u funkćı vypoč́ıtaných z rovnic kvantové mechaniky jde o exponenciálńı závislost na vzdálenosti r

vynásobenou mnohočlenem, který obsahuje celoč́ıselné mocniny vzdálenosti (např́ıklad (a0 +a1r+a2r2)e−br, kde a0, a1,
a2, b jsou konstanty). Pro vytvořeńı báze se mnohočleny nahrazuj́ı zjednodušeným výrazem rae−br. Nám bude stačit,
když se zaměř́ıme na exponenciálńı část zjednodušených funkćı.

9Orbitaly, které odpov́ıdaj́ı polarizačńım funkćım, maj́ı vyšš́ı vedleǰśı kvantové č́ıslo l, než odpov́ıdá zaplněným orbi-
tal̊um daného atomu.
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Obrázek 18.3: Graf vlevo ukazuje srovnáńı tvaru exponenciály (plná čára) a Gaussovy funkce (čerchovaná čára).
Graf vpravo ilustruje, jak lze přibližně nahradit exponenciálu součtem tř́ı Gaussových funkćı.
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Až dosud jsme zmiňovali pouze výpočty založené na Hartreeho-Fockově metodě, založené na zjed-
nodušuj́ıćım popisu jednoho elektronu v poli nahrazuj́ıćım ostatńı elektrony. Takové zjednodušeńı vnáš́ı
do výpočtu chyby, protože každý elektron ve skutečnosti ,,ćıt́ı“ nejen pr̊uměrný náboj ostatńıch elek-
tron̊u, ale také to, kde se ostatńı elektrony nacházej́ı. Tyto chyby je třeba opravovat složitými výpočty.
V současné době lze tento poměrně př́ımočarý postup použ́ıt jen pro soubory několika málo atomů.
Muśıme totiž opravovat zanedbáńı toho, že ,,každý v́ı o každém“, takže počet opravných výpočt̊u prudce
roste pro větš́ı molekuly (téměř s druhou mocninou počtu atomů). Existuj́ı ale metody založené na
zcela odlǐsném principu, který je označován jako teorie funkcionálu hustoty (DFT, density functional
theory). Tato teorie ř́ıká, že popis elektron̊u, které na sebe v molekule vzájemně p̊usob́ı, lze nahradit
výhodněǰśım popisem. Elektrony můžeme popsat jako částice bez náboje, které na sebe nep̊usob́ı. Toho,
aby se takové neutrálńı částice chovaly stejně jako elektrony v molekule, dosáhneme t́ım, že je umı́st́ıme
do zvláštńıho elektrického pole. Teorie DFT dokazuje, že vždycky existuje pole, kterým lze vzájemné
p̊usobeńı elektron̊u popsat. Toto pole ovšem neznáme, muśıme je hledat pomoćı složitých výpočt̊u.

Na prvńı pohled se zdá, že jsme si moc nepomohli. Stejně jako v Hartreeho-Fockově metodě muśıme
složitě dodatečně zahrnovat to, že elektrony o sobě ,,věd́ı“. Je tu ale zásadńı rozd́ıl. Ono tajemné
elektrické pole metody DFT je jen jedno pro celou molekulu, stejné pro všechny elektrony. Opravy tedy
nemuśıme provádět zp̊usobem ,,každý s každým“, jako v Hartreeho-Fockově metodě, ale jenom jednou
pro každý elektron. Pomoćı metod DFT lze proto dnes provádět ab-initio kvantové výpočty i s několika
deśıtkami atomů.

Daľśım d̊uležitým rozd́ılem mezi Hartreeho-Fockovou metodou a metodou DFT je zp̊usob, jakým
źıskáme kýžený výsledek – energeticky výhodné rozložeńı elektron̊u v prostoru, které udává tvar mo-
lekuly. Hartreeho-Fockova metoda je založena na tom, že z vlnových funkćı můžeme spoč́ıtat energii i
rozložeńı elektron̊u v prostoru. Hledáme proto takovou vlnovou funkci, která odpov́ıdá nejnižš́ı ener-
gii. Z této vlnové funkce pak můžeme vypoč́ıtat rozložeńı elektron̊u (elektronovou hustotu) v základńım
stavu molekuly a jiné užitečné veličiny. Metoda DFT postupuje opačně. Hledáme př́ımo takové rozložeńı
elektron̊u v prostoru (takovou funkci elektronové hustoty), která odpov́ıdá nejnižš́ı energii elektron̊u
v tom tajemném elektrickém poli, které teorie DFT zavád́ı. Pokud chceme źıskat i vlnovou funkci,
můžeme ji vypoč́ıtat zpětně z elektronové hustoty. T́ım se dostáváme i k názvu metody. Mluv́ıme
o funkcionálu hustoty, protože energii vyjadřujeme jako funkcionál funkce elektronové hustoty10.

18.4 Semiempirické metody

Náročnost metod ab initio vedla k mnoha snahám o zjednodušeńı výpočtu. Při použit́ı těchto metod se
vzdáváme snahy o fyzikálně přesný popis molekuly a raději hledáme cestičky, jak některou část výpočtu
nahradit dosazeńım nějakého experimentálńıho údaje, nebo jak se určitému výpočtu zcela vyhnout.

Prvńım zjednodušeńım semiemprirických metod je, že výpočet omezuj́ı jen na elektrony s nejvyšš́ı
energíı, které se pod́ılej́ı na tvorbě chemických vazeb (valenčńı elektrony).

Druhým zjednodušeńım je, že omeźıme počet funkćı, ze kterých orbitaly skládáme (zjednoduš́ıme
bázi). Obvykle se jako báze použ́ıvaj́ı orbitaly s a p Slaterova typu.

Daľśı zjednodušeńı se týká překryv̊u atomových orbital̊u, ze kterých vyráb́ıme orbitaly molekulové.
V sekci 18.2 jsme si ř́ıkali, že pro tvorbu molekulových orbital̊u (pro tvorbu chemické vazby) je nutný co
nejlepš́ı překryv atomových orbital̊u. V semiempirických metodách se některé méně významné překryvy
zanedbávaj́ı. Podle toho, co všechno zanedbáme, mluv́ıme o metodách11 NDDO, INDO, CNDO. Nejo-
patrněǰśı je metoda NDDO, naopak nejdrastičtěǰśı je metoda CNDO.

10Funkce je matematický předpis, jak přǐradit hodnotu nějaké veličiny (v našem př́ıpadě energie) určitým hodnotám
proměnných (v našem př́ıpadě souřadnic). Funkcionál je matematický předpis, jak přǐradit hodnotu nějaké veličiny
(v našem př́ıpadě energie) určité funkci jako celku (v našem př́ıpadě funkci elektronové hustoty).

11Názvy metod jsou anglické zkratky, které popisuj́ı, jak daleko jde která metoda v zanedbáńı překryv̊u: neglect of
diatomic differential overlaps, intermediate neglect of differential overlaps, complete neglect of differential overlaps.
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Zanedbáńım překryv̊u se dopoušt́ıme chyby ve výpočtu. Tuto chybu můžeme trochu napravit t́ım, že
nahrad́ıme č́ıselné hodnoty překryv̊u nějakým opravným parametrem. Tento opravný parametr můžeme
bud’ odhadnout z tvaru atomových orbital̊u, nebo vypoč́ıtat z výsledk̊u r̊uzných experiment̊u12.

Zvláštńı rodinu metod tvoř́ı takzvané Hückelovy metody, které zaváděj́ı opravné parametry ne mı́sto
vypoč́ıtaných překryv̊u, ale př́ımo mı́sto hodnot potenciálńı energie v rovnićıch kvantové mechaniky.
Parametry v Hückelových metodách vlastně odpov́ıdaj́ı ionizačńım energíım atomů (energíım, které
jsou potřeba k odtržeńı elektronu z atomu). Proto je hledáńı parametr̊u v tomto př́ıpadě velmi snadné
a takzvaná rozš́ıřená Hückelova metoda (EHM, Extended Hückel Method) poskytuje parametry pro
všechny prvky periodické tabulky. EHM jsou nejlepš́ı pro výpočty vlastnost́ı molekul obsahuj́ıćı atomy
přechodných prvk̊u, naopak se nepř́ılǐs hod́ı pro optimalizaci tvaru molekuly.

Semiempirické metody umožňuj́ı kvantové výpočty pro molekuly skládaj́ıćı se ze stovek atomů. Je
možné vypoč́ıtat molekulové orbitaly, energie jednotlivých stav̊u, rozložeńı náboje v molekule, řády
vazeb a spektrálńı vlastnosti molekul, které zmı́ńıme v kapitole 10. Semiemprické metody mohou za-
hrnovat i vliv rozpouštědla na chováńı molekuly. Daň za zjednodušeńı výpočt̊u ale může být velká.
Zahrnut́ı překryv̊u orbital̊u do empirických parametr̊u a úplné zanedbáńı vnitřńıch orbital̊u mohou vést
k závažným chybám ve výpočtu některých veličin.

12Zavedeńım opravných parametr̊u vznikla modifikovaná metoda NDDO (označovaná MNDO). MNDO byla dále vy-
lepšena a nazvána Austin Model 1 (podle University of Austin). Některé hodnoty parametr̊u v těchto metodách bylo
možné vypoč́ıtat z r̊uzných experiment̊u. Za zbývaj́ıćı byla zkusmo dosazována r̊uzná č́ısla. Č́ısla, se kterými metoda po-
skytovala nejlepš́ı výsledky, byla použita jako parametry, pro které neexistovaly experimentálńı údaje. Později byl postup
hledáńı zbývaj́ıćıch parametr̊u zopakován automaticky s použit́ım poč́ıtačové optimalizace. Metoda, která použ́ıvá tyto
parametry nalezené poč́ıtačem, se nazývá MNDO-PM3 (parametrická metoda č́ıslo tři).



Kapitola 19

Peptidová vazba jako př́ıklad
chromoforu

Pokusme se pod́ıvat podrobněji na to, jak se interakce se světlem projev́ı na malé části molekuly proteinu,
na peptidové vazbě. Začneme t́ım, že si poṕı̌seme jednotlivé stavy elektron̊u této skupiny. Vı́me, že tyto
stavy popisujeme pomoćı vlnových funkćı. Abychom takovému popisu porozuměli, zkuśıme si (dosti
zjednodušeně) odvodit vlnové funkce peptidové vazby.

19.1 Atomové orbitaly

Ze středńı školy jistě dobře znáte schematické znázorněńı vlnových funkćı elektron̊u atomu vod́ıku
v prostoru1 (Obrázek 19.1).

Tyto obrázky jsou vlastně prostorovou obdobou izobar na meteorologických mapách. Vyznačuj́ı
mı́sta v prostoru, kde má vlnová funkce stejnou hodnotu. Obvykle se pro každý orbital znázorňuj́ı jen

1Neńı d̊uvod, proč bychom si nemohli uvést definice těchto orbital̊u (bez zahrnut́ı relativistických vliv̊u) jako

funkćı souřadnic x, y, z: 1s = 1√
π

(
Z
a

)3/2
e−

Zr
a , 2s = 1√

2π

(
Z
a

)3/2 (
2− Zr

a

)
e−

Zr
2a , 2px = 1

4
√
2π

(
Z
a

)5/2 x
r
e−

Zr
2a ,

2py = 1

4
√
2π

(
Z
a

)5/2 y
r
e−

Zr
2a , 2pz = 1

4
√
2π

(
Z
a

)5/2 z
r
e−

Zr
2a , kde r2 = x2 + y2 + z2, Z je počet proton̊u v jádře a a je

poloměr dráhy elektronu nejbližš́ıho jádru v klasickém Bohrově popisu.
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Obrázek 19.1: Schematické znázorněńı atomových orbital̊u.
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dvě,,izobary“, pro jednu kladnou (zde znázorněna modře) a jednu zápornou (zde znázorněna červeně)
hodnotu vlnové funkce. V peptidové vazbě máme jeden vod́ık, pro který nám bude stačit nejnižš́ı
orbital 1s. Dále máme v peptidové vazbě po jednom atomu uhĺıku, kysĺıku a duśıku. Když budeme
předpokládat, že s dvojićı elektron̊u v nejnižš́ım stavu 1s se nic neděje, stač́ı nám pro každý z těchto
atomů čtyři orbitaly (jeden 2s a tři 2p). To je dohromady třináct orbital̊u. Pokud budeme cht́ıt popsat
vazby k sousedńım α-uhĺık̊um, budeme od každého z těchto α-uhĺık̊u potřebovat ještě jeden orbital,
tedy celkem 15 atomových orbital̊u.

19.2 Hybridńı orbitaly

Z popsaných 15 atomových orbital̊u chceme sestavit molekulové orbitaly, kterých muśı být také patnáct.
Nové orbitaly můžeme spoč́ıtat jako lineárńı kombinaci atomových orbital̊u. To znamená, že každý
atomový orbital vynásob́ıme určitým koeficientem a tyto př́ıspěvky sečteme. Je výhodné tento výpočet
dělat nadvakrát, nejprve sestrojit takzvané hybridńı orbitaly, ze kterých se nám výsledné molekulové
orbitaly už budou dobře poč́ıtat.

Začněme s karbonylovým uhĺıkem. Budeme předpokládat, že peptidová vazba lež́ı v rovině xy. V této
rovině tvoř́ı uhĺık tři σ-vazby s okolńımi atomy. Pro jejich popis si připrav́ıme tři hybridńı orbitaly, které
budeme označovat sp2. Vypoč́ıtáme je ze tř́ı atomových orbital̊u 2s, 2px, 2py:

sp21 =

√
1

3
2s +

√
2

3
2px (19.1)

sp22 =

√
1

3
2s−

√
1

6
2px +

√
1

2
2py (19.2)

sp23 =

√
1

3
2s−

√
1

6
2px −

√
1

2
2py (19.3)

Graficky si výpočet2 orbital̊u sp2 můžeme znázornit tak, jak ukazuje obrázek 19.2.
V horńı části obrázku jsou znázorněny orbitalu při pohledu shora na rovinu xy, v dolńı části při

stejném úhlu pohledu jako na předchoźım obrázku. Podobným zp̊usobem můžeme vytvořit i tři sp2

orbitaly duśıku. Trochu jiné orbitaly vypoč́ıtáme pro kysĺık. Spolu s orbitalem 2s vezmeme pouze jeden
orbital 2p (2px), ze kterých sestroj́ıme dva orbitaly: sp2 a s2p.

sp2 =

√
1

3
2s +

√
2

3
2px (19.5)

s2p =

√
2

3
2s−

√
1

3
2px (19.6)

(19.7)

2Pokud vám neńı jasné, proč jsme za koeficienty zvolili právě ty podivné odmocniny, vzpomeňte, jak jsme definovali
pravděpodobnost elektronu v určitém mı́stě v prostoru: ψψ∗ (pro naše orbitaly zvolené jako reálné funkce můžeme psát
jednoduše ψ2). Pokud bude elektron ve stavu popsaném orbitalem ψ, muśı platit, že součet pravděpodobnost́ı výskytu ve

všech mı́stech prostoru dá jedničku (někde elektron být muśı). Matematicky řečeno,
∫
V
ψ2dV = 1 (V znač́ı, že integrujeme

přes celý objem). Zkusme si to třeba pro orbital sp2

1 =

∫
V

(sp21)
2dV =

∫
V

(√
1

3
2s +

√
2

3
2px

)2

dV =
1

3

∫
V

(2s)2dV +
2

3

∫
V

(2px)
2dV +

2
√
2

3

∫
V

2s2pxdV =
1

3
+

2

3
+ 0

(19.4)
Protože posledńı integrál je nulový (2s2px je lichá funkce, to je dáno symetríı orbital̊u), můžeme ř́ıci, že pravděpodobnost

výskytu v sp21 je dána z jedné třetiny pravděpodobnost́ı výskytu v 2s a ze dvou třetin pravděpodobnost́ı výskytu v 2px.
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���������������������
���������������������

2
1 sp2

2
sp2

32px 2py

2px 2py

sp2
1

sp2
2

sp2
3

���������������������������
���������������������������

���������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������
��������������������

��������������������

	�	�		�	�		�	�		�	�		�	�		�	�		�	�	


�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�


��������������������

��������������������


�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�

�
�


�����������������������������������

����

����������������������������������������

���������������������������������������� �� �����������������������������������

�����������������������������������
�����������������������������������������������

���������������������������������������������

������������������������������
������������������������������

���������
���
���������
���

������������������������������
 � �  � �  � �  � �  � �  � � 

!�!�!!�!�!!�!�!!�!�!!�!�!!�!�!
"�"�""�"�""�"�""�"�""�"�""�"�"

++

sp

#�#�##�#�##�#�##�#�#
$�$�$$�$�$$�$�$$�$�$

%�%�%%�%�%%�%�%%�%�%
&�&&�&&�&
&�&

2s

+ + +

2s

+ +

'�''�'(�((�( )�))�)**

Obrázek 19.2: Orbitaly sp2

Grafické znázorněńı je obdobné předchoźımu (obrázek 19.3).
A nakonec budeme potřebovat jeden sp3 orbital od každého α-uhĺıku, který vypočteme z orbitalu

2s a ze tř́ı orbital̊u 2p (takto źıskáme čtyři orbitaly sp3, zbývaj́ıćı tři bychom mohli použ́ıt na popis
daľśıch tř́ı σ-vazeb α-uhĺıku)

sp31 =
1

2
2s +

1

2
2px +

1

2
2py +

1

2
2pz (19.8)

sp32 =
1

2
2s +

1

2
2px − 1

2
2py −

1

2
2pz (19.9)

sp33 =
1

2
2s− 1

2
2px − 1

2
2py +

1

2
2pz (19.10)

sp34 =
1

2
2s− 1

2
2px +

1

2
2py −

1

2
2pz (19.11)

19.3 Molekulové orbitaly

Konečně jsme připraveni vypoč́ıtat molekulové orbitaly peptidové vazby. Pod́ıvejme se nejprve na or-
bitaly σ. V peptidové skupině máme 5 σ-vazeb, budeme tedy poč́ıtat 10 σ orbital̊u (5 vazebných a 5
antivazebných). K výpočtu použijeme jeden 1s orbital vod́ıku, sedm sp2 orbital̊u (po třech z uhĺıku a
duśıku a jeden kysĺıkový) a dva sp3 orbitaly sousedńıch α-uhĺık̊u.

σ(Cα
1C) =

√
1

2
sp3(Cα

1 ) +

√
1

2
sp23(C) (19.12)

σ∗(Cα
1C) =

√
1

2
sp3(Cα

1 )−
√

1

2
sp23(C) (19.13)

σ(CO) =

√
1

2
sp21(C) +

√
1

2
sp2(O) (19.14)



264 KAPITOLA 19. PEPTIDOVÁ VAZBA JAKO PŘÍKLAD CHROMOFORU
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Obrázek 19.3: Orbitaly s2p
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Obrázek 19.4: Tvorba orbital̊u σ.

σ∗(CO) =

√
1

2
sp21(C)−

√
1

2
sp2(O) (19.15)

σ(CN) =

√
1

2
sp22(C) +

√
1

2
sp22(N) (19.16)

σ∗(CN) =

√
1

2
sp22(C)−

√
1

2
sp22(N) (19.17)

σ(NH) =

√
1

2
sp21(N) +

√
1

2
1s(H) (19.18)

σ∗(NH) =

√
1

2
sp21(N)−

√
1

2
1s(H) (19.19)

σ(NCα
2 ) =

√
1

2
sp23(N) +

√
1

2
sp3(Cα

2 ) (19.20)

σ∗(NCα
2 ) =

√
1

2
sp23(N)−

√
1

2
sp3(Cα

2 ) (19.21)

Graficky je tvorba orbital̊u σ a σ∗ ze dvou sp2 orbital̊u znázorněna na obrázku 19.4.
Všimněte si, že při tvorbě hybridńıch atomových orbital̊u jsme kombinovali orbitaly, které vycházely

z jednoho atomu, tedy z jednoho bodu v prostoru. Ted’, když tvoř́ıme molekulové orbitaly, kombinu-
jeme atomové orbitaly r̊uzných atomů (na obrázku označených X a Y), tedy vycházej́ıćı ze dvou bod̊u
v prostoru.

Když už máme popsané vazby σ, pod́ıvejme se ted’ na vazby π. Mezi p̊uvodńımi patnácti atomovými
orbitaly byly tři orbitaly 2pz, které jsme nepoužili k hybridizaci. Tyto orbitaly lež́ı nad a pod rovinou
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Obrázek 19.5: Tvorba orbital̊u π.

xy a můžeme je použ́ıt k tvorbě tř́ı orbital̊u π (obrázek 19.5).

π1 =

√
1

3
2pz(O) +

√
1

3
2pz(C) +

√
1

3
2pz(N) (19.22)

π2 =

√
1

2
2pz(O) +

√
1

2
2pz(N) (19.23)

π∗
3 =

√
1

3
2pz(O)−

√
1

3
2pz(C) +

√
1

3
2pz(N) (19.24)

Po vytvořeńı σ a π orbital̊u nám zbyly ještě dva nepoužité orbitaly kysĺıku (2py a s2p). Tyto orbitaly
tvoř́ı nevazebné molekulové orbitaly n a n′.

n = 2py(O) (19.25)

n′ = s2p(O) (19.26)

19.4 Energie stav̊u a vlnové délky přechod̊u

Vı́me, že rezonančńı frekvence přechod̊u elektron̊u ze základńıho stavu do stavu vyšš́ıho je dána rozd́ılem
energíı těchto stav̊u. Pod́ıvejme se tedy na energie stav̊u popsaných jednotlivými orbitaly. Schematicky
je energetické rozložeńı orbital̊u ukázáno na obrázku 19.6.

Zleva doprava jsou nakresleny orbitaly tak, jak jsme je postupně poč́ıtali. Rámeček vymezuje to,
co nás zaj́ımá (tedy skupinu CONH s vazbami na sousedńı uhĺıky). Různé typy molekulových orbital̊u
jsou znázorněny barevně, pomoćı barev je naznačeno, kombinaćı kterých atomových orbital̊u jsme jed-
notlivé typy molekulových orbital̊u źıskali. Dále je na obrázku zachyceno obsazeńı orbital̊u elektrony
v základńım stavu. Konečně jsou na obrázku znázorněny dva přechody do vyšš́ıch stav̊u. Jde o přechody,
které ve spektrech obvykle vid́ıme v ultrafialové oblasti. Světlo o vlnové délce kolem 190 nm je pohl-
ceno při přechodu z nevazebného π2 orbitalu do antivazebného π∗

3 orbitalu. Kolem 220 nm pozorujeme
absorpci při přechodu z nevazebného n orbitalu do antivazebného π∗

3 orbitalu.

19.5 Tranzitńı dipóly a pravděpodobnosti přechod̊u

Pokud chceme znát i pravděpodobnost přechodu (tedy absorpčńı koeficient), muśıme umět spoč́ıtat
také tranzitńı elektrické dipólové momenty. Co to vlastně je elektrický dipólový moment? Je-li záporný
náboj elektron̊u rozmı́stěn symetricky kolem kladného náboje jádra (jak by napov́ıdaly tvary orbital̊u),
je dipólový moment nulový. Pokud ale dojde k přemı́stěńı elektron̊u takovým zp̊usobem, že výsledný
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záporný náboj elektron̊u bude vzdálen od jádra o vzdálenost r ve směru r⃗, můžeme takovou polarizaci
popsat elektrickým dipólovým momentem

µ⃗e = qr⃗ (19.27)

kde q je výsledný náboj. Protože kvantová teorie umı́ popsat pravděpodobnost výskytu elektronu
(a tak i rozložeńı náboje) pomoćı vlnové funkce, pomůže nám i nalézt dipólový moment:

µ⃗e = q

∫
V

ψr⃗ψ∗dV (19.28)

mı́sto náboje jsme vlastně do rovnice 19.27 dosadili vyjádřeńı pravděpodobnosti výskytu elektronu.
Tak, jak jsme si v rovnici 19.28 vypoč́ıtali dipólový moment molekuly s elektrony ve stavu ψ, můžeme
si spoč́ıtat i tranzitńı elektronový dipólový moment přechodu ze stavu ψ1 do stavu ψ2:

µ⃗e,tr = q

∫
V

ψ2r⃗ψ
∗
1dV (19.29)

Integrály v rovnićıch 19.28 a 19.29 znamenaj́ı, že muśıme seč́ıst všechny lokálńı př́ıspěvky dµ⃗e,tr

k celkovému tranzitńımu momentu µ⃗e,tr. Vezměme si např́ıklad přechod z orbitalu 2s do orbitalu 2pz.
Zkusme nejprve sč́ıtat př́ıspěvky k µ⃗e,tr podél osy z. V horńı polovině (tedy pro kladné z) maj́ı obě
vlnové funkce kladné znaménko, takže součin ψ1ψ2 bude kladný a př́ıspěvek zψ1ψ2 bude také kladný.
Naopak v dolńı polovině (pro záporné z) maj́ı vlnové funkce opačné znaménko, takže součin ψ1ψ2 bude
záporný a př́ıspěvek zψ1ψ2 opět kladný (z je ted’ záporné). Tedy př́ıspěvky k tranzitńımu momentu
µ⃗e,tr budou vždy podél osy z kladné. Co když budeme podobně sč́ıtat př́ıspěvky podél osy x? V horńı
části obrázku jsou obě vlnové funkce kladné pro kladné i záporné x. Proto se nám př́ıspěvky v mı́stě
s kladným x vyruš́ı s př́ıspěvky v mı́stě se záporným x (obě vlnové funkce jsou symetrické, sudé vzhledem
k x, takže ψ(x) = ψ(−x)). Stejně tak to dopadne i v dolńı polovině obrázku, kde je zase součet ψ1ψ2

záporný pro kladné i záporné x. Totéž bychom zjistili i podél osy y. To znamená, že celkový př́ıspěvek
ve směru os x a y bude nulový, vektor µ⃗e,tr bude směřovat ve směru osy z.

Podobnou analýzou znaménka orbital̊u π2 a π∗
3 bychom zjistili, že tranzitńı elektrický dipólový

moment přechodu π2 → π∗
3 je kolmý k ose z a směřuje od duśıku ke kysĺıku. Naopak analýza orbital̊u

n a π∗
3 ukazuje, že všechny složky tranzitńıho elektrického dipólového momentu jsou nulové. Přechod

π2 → π∗
3 je tedy elektricky povolený, zat́ımco přechod n→ π∗

3 je elektricky zakázaný.

Tranzitńı elektrický dipólový moment popisuje přesun pravděpodobnosti výskytu elektronu (a tedy
i přesun náboje) určitým směrem. Jde tedy o popis jakési translačńı změny během přechodu. Kromě
toho docháźı při přechodu i k rotačńım změnám pravděpodobnosti výskytu elektronu a tedy ke kru-
hovému toku náboje. Jak v́ıte z fyziky, kruhový tok náboje vyvolá vznik magnetického pole. Kromě
tranzitńıho elektrického dipólového momentu je tedy přechod mezi stavy popsán i tranzitńım magne-
tickým dipólovým momentem. Analýza znaménka a tvaru orbital̊u by nám např́ıklad ukázala, že přechod
n→ π∗

3 má nenulový tranzitńı magnetický dipólový moment, je tedy magneticky povolený.

Vzájemné interakce elektrických a dipólových moment̊u zp̊usobuj́ı rozd́ılnost v absorpci levotočivě a
pravotočivě polarizovaného světla (cirkulárńı dichroismus). Zat́ımco zrcadlově symetrické molekuly maj́ı
elektrické a magnetické momenty navzájem kolmé a tedy neinteraguj́ıćı, v chirálńıch molekulách k in-
terakci docháźı. Peptidová vazba, která nás předevš́ım zaj́ımá, je ovšem rovinný útvar a sama o sobě je
tedy zrcadlově symetrická. V proteinech však docháźı k interakćım mezi tranzitńımi momenty r̊uzných
vazeb. Rozd́ıly mezi absorpćı kolem 220 nm souviśı předevš́ım s interakcemi elektrického tranzitńıho
momentu jedné vazby s magnetickým tranzitńım momentem jiné vazby. Naopak rozd́ıly absorpćı kolem
195 nm jsou dány vzájemným p̊usobeńım elektrických dipól̊u r̊uzných vazeb. To, že cirkulárńı dichro-
ismus záviśı na interakćıch dipól̊u jednotlivých vazeb vysvětluje, proč je tato technika tak užitečná ke
zkoumáńı sekundárńıch struktur, které se lǐśı právě vzájemnou orientaćı peptidových vazeb.
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19.6 Světlo a sekundárńı struktura

Jakým zp̊usobem odráž́ı schopnost absorbovat světlo sekundárńı strukturu (pravidelné uspořádáńı mo-
nomerńıch jednotek biopolymeru)? Představme si monomerńı jednotku, jej́ıž elektrony mohou přecházet
z jednoho stavu do druhého. Elektrony v těchto dvou stavech budou popisovat dvě vlnové funkce a
přechod mezi těmito stavy bude popsán jedńım tranzitńım elektrickým dipólovým momentem. Utvořme
z takových monomerńıch jednotek dimer. Každá jednotka bude moci přecházet z jednoho stavu do
druhého, celkem máme čtyři stavy a dva tranzitńı dipóly. Kdyby byly tyto dvě monomerńı jednotky od
sebe izolovány, měly by dva stavy stejnou energii (stav s prvńı jednotkou v nižš́ım stavu a druhou ve
vyšš́ım a stav s druhou jednotkou v nižš́ım stavu a prvńı ve vyšš́ım). V dimeru jsou ale tranzitńı dipóly
bĺızko sebe a navzájem interaguj́ı (prvńı lež́ı v elektrickém poli druhého a naopak). Proto neźıskáme
výše zmı́něné stavy se stejnou energíı, ale stavy jiné. Stav, odpov́ıdaj́ıćı energeticky výhodněǰśımu
uspořádáńı dipól̊u (s energíı o něco sńıženou) a stav odpov́ıdaj́ıćı energeticky nevýhodnému uspořádáńı
dipól̊u (s energíı o něco zvýšenou). Proto bude dimer absorbovat světlo při dvou vlnových délkách.
Popsaným stav̊um budou samozřejmě odpov́ıdat i nové vlnové funkce a z těchto vlnových funkćı bu-
deme moci spoč́ıtat výsledné tranzitńı elektronové dipólové momenty dimeru (budou úměrné součtu a
rozd́ılu jednotlivých tranzitńıch dipólových moment̊u). Rozd́ıly energíı nám budou udávat vlnové délky
absorpce dimeru a výsledné tranzitńı dipólové momenty budou udávat pravděpodobnost absorpce při
jednotlivých vlnových délkách (absorpčńı koeficienty).

Pokud budeme ve výstavbě makromolekuly pokračovat, můžeme z monomerńıch jednotek vybu-
dovat např́ıklad pravidelnou šroubovici. Źıskáme tedy sekundárńı strukturu. Z tranzitńıch dipól̊u mo-
nomerńıch jednotek źıskáme tři výsledné tranzitńı dipólové momenty. Jeden bude rovnoběžný s osou
šroubovice a dva budou na ni kolmé. Energie přechod̊u popsaných dvěma tranzitńım dipóly kolmými
na osu šroubovice bude ale téměř stejná, takže ve spektru uvid́ıme dva absorpčńı pásy.

Tvorba pravidelných šroubovic (α-̌sroubovic protein̊u či dvoǰsroubovic DNA) se v absorpčńıch spek-
trech projev́ı rozštěpeńım do několika pás̊u a poklesem absorbance ve srovnáńı s neuspořádanou struk-
turou3. Ačkoli se mnoho nedov́ıme o strukturńıch detailech pravidelně uspořádaných makromolekul,
můžeme pomoćı poklesu absorbance sledovat tvorbu sekundárńıch struktur kvantitativně.

3Obvykle sledujeme pokles absorbace.
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Kapitola 20

Dodatek k rentgenové krystalografii

20.1 Anomálńı rozptyl

V kapitole 12.13 jsme si představili anomálńı rozptyl jako jev, který nám může pomoci vyřešit fázový
problém. Následuj́ıćı text nab́ıźı poněkud konkrétněǰśı popis.

Zopakujme si nejdř́ıve, co jsme si řekli o intenzitě reflex́ı s opačnými Millerovými indexy v nepř́ıtomnosti
těžkých atomů. Elektrony, které lež́ı na Braggových rovinách, budou rozptylovat se stejnou fáźı ve směru
definovaném Braggovou rovinou, fáze zářeńı rozptýleného na elektronech mezi Braggovými rovinami je
posunutá úměrně kolmé vzdálenosti elektronu od Braggovy roviny (plné šipky na obrázku 20.1A). Stejná
sada Braggových rovin popisuje ale také odraz na opačné straně roviny, tedy pod přesně opačným úhlem
(čárkované šipky na obrázku 20.1A). Jestliže odraz paprsku znázorněného plnou čarou na obrázku 20.1A
odpov́ıdá rovině s Millerovými indexy (h k l), druhou stranu stejné roviny (od které se odráž́ı čárkovaný
paprsek) popisuj́ı Millerovy indexy (−h−k −l). Dvojice reflex́ı s indexy (h k l) a (−h−k −l) se označuje
jako Friedel̊uv pár. Pokud nedocháźı k interakci zářeńı s elektrony, maj́ı strukturńı faktory Friedelova
páru fázi stejné velikosti, ale opačného znaménka. Matematicky řečeno, jde o komplexně sdružená č́ısla
F (h k l) = F ∗(−h − k − l). Jinými slovy, čárkované šipky na obrázku 20.1A jsou zrcadlovým obrazem
plných šipek.

Pokud se ale frekvence zářeńı bĺıž́ı rezonančńı frekvenci, pohlcený foton vybud́ı přechod elektronu do
jiného stavu a vyzářený foton bude mı́t jinou amplitudu i fázi1. Tento rozd́ıl je znázorněn krátkou tučnou
šipkou na obrázku 12.11B a nazývá se anomálńı rozptyl. Všimněte si, že tato šipka pootoč́ı vektory
F⃗D(h k l) i F⃗D(h k l) ve stejném směru (změńı fázi obou strukturńıch faktor̊u o stejnou hodnotu). Po

přičteńı př́ıspěvk̊u těžkého atomu (včetně anomálńıho rozptylu) k F⃗P(h k l) a F⃗P(−h − k − l) źıskáme

výsledné strukturńı faktory F⃗PD(h k l) a F⃗PD(−h − k − l), které maj́ı r̊uznou amplitudu – plná a
čárkovaná kružnice na obrázku 20.1B maj́ı r̊uzný poloměr. Strukturńı faktory Friedlova páru nejsou
v př́ıtomnosti anomálńıcho rozptylu komplexně sdružené F (h k l) ̸= F ∗(−h − k − l). Tento rozd́ıl

vynikne lépe, když si mı́sto černé čárkované šipky F⃗PD(−h −k − l) nakresĺıme jej́ı zrcadlový obraz (což

neńı nic jiného, než komplexně sdružený vektor F⃗ ∗
PD(−h − k − l)). Obrázek 20.1C ukazuje, že vektor

F⃗ ∗
PD(−h − k − l) se nepřekrývá s plnou šipkou F⃗PD(h k l) a má i jinou amplitudu (r̊uzné poloměry

kružnic). Rozd́ılná amplituda se projev́ı v difrakčńım obrazci jako r̊uzná intenzita reflex́ı s indexy (h k l)
a (−h − k − l).

Pokud jsme schopni rozlǐsit intenzity reflex́ı s opačnými hodnotami index̊u h, k, l, můžeme anomálńı
rozptyl využ́ıt pro řešeńı fázového problému podobně jako v př́ıpadě isomorfńıho nahrazeńı. Graficky
je takový postup ukázán na obrázku 20.2.

1Pokud budou všechny rozptylovat stejně, nebude ovlivněna amplituda, ale jen fáze
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Obrázek 20.1: Friedel̊uv pár a anomálńı rozptyl. Obrázek A zachycuje situaci v nepř́ıtomnosti těžkého atomu,
obrázky B a C v př́ıpadě, že je př́ıtomen těžký atom vykazuj́ıćı anomálńı rozptyl. Vlevo je znázorněna poloha
lehkých atomů (nakreslených červeně, zeleně a modře) a jednoho těžkého atomu (nakresleného azurovou barvou)
mezi Braggovými rovinami, vpravo Argand̊uv diagram ukazuj́ıćı sč́ıtáńı strukturńıch faktor̊u jednotlivých atomů
(strukturńı faktory a atomy jsou nakresleny stejnými barvami). Čárkovaně jsou nakresleny strukturńı faktory pro
odraz od spodńı strany Braggových rovin. Černé šipky představuj́ı výsledné strukturńı faktory pro molekulu bez
těžkého atomu (F⃗P) a s těžkým atomem (F⃗PD). Obrázek C zachycuje srovnáńı strukturńıho faktoru F⃗PD(h k l)
s hodnotou komplexně sdruženou se strukturńım fatorem F⃗PD(−h − k − l) (vektor F⃗ ∗

PD(−h − k − l)). Tučné
azurové šipky znázorňuj́ı fázový rozd́ıl v d̊usledku anomálńıho rozptylu.
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Obrázek 20.2: Využit́ı anomálńıho rozptylu k řešeńı fázového problému. Na obrázku A jsou zakresleny struk-
turńı faktory. F⃗P znač́ı strukturńı faktor nativńı biomakromolekuly (stejný pro (h k l) a (−h −k − l)), který neńı
ovlivněn anomálńım rozptylem. Vektory F⃗D (r̊uzné pro (h k l) a (−h − k − l)) jsou strukturńı faktory těžkých
atomů, které vykazuj́ı anomálńı rozptyl. Vektory F⃗PD jsou výsledné strukturńı faktory derivátu s těžkými atomy.
Ve skutečnosti známe pouze vektory F⃗D(h k l) a F⃗D(−h−k−l) a amplitudy |FP|, |FPD|(h k l) a |FPD|(−h−k−l).
Obrázky B až C ukazuj́ı princip řešeńı. Nejprve si nakresĺıme plnou kružnici o poloměru |FP|, která zachycuje
veškerou informaci o strukturńım faktoru nativńı molekuly (obrázek B). Potom zaneseme do diagramu údaje
o derivátech. Vektory F⃗D(h k l) a F⃗D(−h − k − l) můžeme zakreslit př́ımo. Jak jsme si vysvětlili v popisu
obrázku 12.10, muśı střed plné kružnice, znázorňuj́ıćı amplitudu |FP|, ležet v konci vektoru F⃗D. To plat́ı pro
(h k l) i (−h − k − l), proto zakresĺıme vektory F⃗D(h k l) a F⃗D(−h − k − l) tak, aby směřovaly do středu
plné kružnice, jak je ukázáno na obrázku C. Nakonec zakresĺıme tečkovanou a čárkovanou kružnici odpov́ıdaj́ıćı
strukturńım faktor̊um F⃗PD, které jsou ovlivněny anomálńım rozptylem a lǐśı se znaménkem index̊u h, k, l. Tyto
kružnice maj́ı proto r̊uzné poloměry. Jejich posunut́ı vzhledem k plné kružnici, odpov́ıdaj́ıćı strukturńımu faktoru
nativńı bimakromolekuly neovlivněné anomálńım rozptylem, je dáno směry F⃗D (středy kružnic lež́ı v počátćıch
F⃗D(h k l) a F⃗D(−h − k − l)). Podobně jako při použit́ı isomorfńıho nahrazeńı nám řešeńı udávaj́ı pr̊useč́ıky
kružnic. Tam, kde se všechny kružnice protnou, lež́ı konce hledaných vektor̊u (obrázek D).
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Kapitola 21

Dodatek k nukleárńı magnetické
rezonanci

21.1 Skalárńı interakce a přǐrazeńı spekter NMR nukleových
kyselin

Jak bylo zmı́něno v kapitole 14.12, frekvenčńı přǐrazeńı protein̊u je založeno na jednovazebných skalárńıch
interakćıch. Výhodou tohoto př́ıstupu je nezávislost na konkrétńı konformaci. Frekvenčńı přǐrazeńı nuk-
leových kyselin pomoćı skalárńıch interakćı naráž́ı na to, že jednovazebné interakce často nejsou k dis-
pozici a je nutno využ́ıvat dvou- i tř́ıvazebných interakćı. V d̊usledku toho je tento př́ıstup u nukleových
kyselin komplikován ńızkou citlivost́ı a závislost́ı na konformaci u některých experiment̊u (jak dobře
v́ıme, tř́ıvazebné interakce záviśı na torzńıch úhlech).

21.2 Přǐrazeńı páteře (sekvenčńı přǐrazeńı)

Fosfátové skupiny páteře nukleových kyselin obsahuj́ı kysĺık, který nemá vhodné izotopy pro NMR.
Sekvenčńı přǐrazeńı je proto založeno předevš́ım na tř́ıvazebných interakčńıch konstantách 3J(PC) a
3J(PH). Prvńı interakce využ́ıvá např́ıklad HCP experiment, který poskytuje korelace H4′(i)-C4′(i)-P(i)
a H4′(i−1)-C4′(i−1)-P(i) (obdoba HNCA a HN(CO)CA u protein̊u). Druhou interakci využ́ıvá HPHCH
experiment, který poskytuje korelace H5′(i)-C5′(i)-P(i), H5′′(i)-C5′(i)-P(i) a H3′(i − 1)-C3′(i − 1)-
P(i). Třet́ı možnost́ı je PCCH-TOCSY experiment (varianta HCCH-TOCSY experimentu popsaného
pro proteiny), který využ́ıvá 3J(PC) interakce ke korelaci fosforu s pentosovým kruhem, následuje
homonukleárńı TOCSY korelace cukerných uhĺık̊u a heteronukleárńı korelace s navázaným protonem.
Tak je možné korelovat fosfor s r̊uznými atomy (deoxy)ribosy.

21.3 Přǐrazeńı v cukrech

K přǐrazeńı proton̊u a uhĺık̊u v (deoxy)ribose se použ́ıvá HCCH-TOCSY experiment, který byl popsán
pro proteiny.
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21.4 Korelace báze-cukr

Ke korelaci H6 (pyrimidin̊u) a H8 (purin̊u) s H1′ cukru se použ́ıvá dvojice HCN experiment̊u, z nichž
jeden excituje uhĺıky alifatické a druhý aromatické. Źıskáme tak korelace H6-C6-N1(pyrimidin̊u), H8-C8-
N9 (purin̊u) a H1′-C1′-N1 (pyrimidin̊u) a H1′-C1′-N9 (purin̊u). Opět jde o obdobu HNCA a HN(CO)CA
u protein̊u. Zmı́něných korelaćı lze dosáhnout i použit́ım jednoho experimentu (HCNCH), jehož citlivost
je ale nižš́ı.

21.5 Přǐrazeńı v báźıch

Základńım úkolem přǐrazeńı v báźıch nukleových kyselin je přǐrazeńı jednotlivých proton̊u. Ke korelaci
proton̊u v polohách 5 a 6 pyrimidin̊u lze využ́ıt jednovazebných interakćı 1J(CH) a 1J(CC). Korelace
vzdáleněǰśıch proton̊u využ́ıvá často v́ıcevazebných skalárńıch interakćı, které bývaj́ı v aromatických
heterocyklických spinových systémech báźı poměrně intenzivńı (naopak některé jednovazebné skalárńı
interakce jsou velmi slabé). Často se použ́ıvá princip TOCSY. Jako př́ıklad můžeme uvést opět HCCH-
TOCSY experiment, použ́ıvaný ke korelaci H2 a H8 u adeninu, nebo HNC-TOCSY-CH experiment (na
rozd́ıl od předchoźıho koreluje v prvńım kroku imino-protony s uhĺıky přes imino-duśık, tedy obdobně
jako v HNCA experimentu), použ́ıvaný ke korelaci H1 a H8 u guaninu.



Kapitola 22

Dodatek k bioinformatice

22.1 Matice BLOSUM62

V této části si konkrétněji poṕı̌sme konstrukci matice BLOSUM62, která umožňuje vyhodnotit podob-
nosti r̊uzných aminokyselin při párovém přiložeńı sekvenćı. Použijeme přitom př́ıkladu, který uvedli
autoři v publikaci představuj́ıćı matice BLOSUM (Henikoff a Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89
(1992) 10915-10919).

Základem konstrukce matic BLOSUM je přiložeńı sekvenćı velmi podobných protein̊u, při kterém
neńı třeba vkládat mezery. Výsledkem je tak tabulka, kde pod sebou jsou sekvence r̊uzných protein̊u a
nad sebou aminokyseliny stejného pořadového č́ısla v sekvenci. V př́ıpadě matice BLOSUM62 použili
autoři přiložeńı sekvenćı (přesněji úsek̊u sekvenćı), ve kterých bylo alespoň 62% aminokyselin na stejném
mı́stě v sekvenci identických.

Jak byla spoč́ıtána č́ısla, ze kterých se matice BLOSUM62 skládá? Tato č́ısla vyhodnocuj́ı četnost,
s jakou v přiložených sekvenćıch docháźı k výměně jedné aminokyseliny za jinou, např́ıklad alaninu
za serin. Představme si, že jsme přiložili 10 sekvenćı (źıskali tabulku s deseti řádky), ve kterých má
stejné pořadové č́ıslo v dev́ıti sekvenćıch alanin a v jedné serin. Uvědomme si nejdř́ıve, kolik dvojic
aminokyselin muśıme porovnat, abychom zjistili, jak často došlo ke změně. Ve skupině N aminokyselin
je to (N2 − N)/2 = N · (N − 1)/2 dvojic (stejné č́ıslo, jako počet vzájemných utkáńı při sportovńım
turnaji). V našem př́ıpadě máme 10 sekvenćı, tedy 10 · 9/2 = 45 dvojic. Jaká je četnost záměny ami-
nokyseliny s naš́ım pořadovým č́ıslem? Když budeme porovnávat aminokyseliny ve všech možných 45
dvojićıch, v dev́ıti př́ıpadech budeme srovnávat serin s alaninem (četnost dvojice AS je 9), ani jednou
nenaraźıme na dva seriny z r̊uzných sekvenćı (četnost dvojice AS je 0) a ve zbývaj́ıćıch 36 dvojićıch
bude v obou sekvenćıch alanin (četnost dvojice AA je 36). Takto bychom měli popsat všechny možné
páry 20 aminokyselin, kterých je celkem 20 + 19 + · · · + 1 = 210. Jiné aminokyseliny se ale na našem
pořadovém mı́stě nevyskytuj́ı, takže četnosti všech ostatńıch pár̊u budou nulové.

Nyńı spoč́ıtejme pozorovanou pravděpodobnost výskytu jednotlivých aminokyselin v každém páru.
Protože četnost výskytu páru AA mezi všemi 45 možnými dvojicemi je 36, pravděpodobnost výskytu
tohoto páru je 36/45 = 0,8. V tomto páru jsou obě aminokyseliny alaniny, takže pravděpodobnost
výskytu alaninu v jednom páru je také 36/45 = 0,8. Četnost výskytu páru AS (totéž, co SA) je 9
mezi všemi 45 možnými dvojicemi. Pravděpodobnost výskytu tohoto páru je tedy 9/45 = 0,2. Polo-
vinu tohoto páru tvoř́ı alanin a polovinu serin. Pár AS tedy přisṕıvá polovičńı hodnotou 0,2/2 = 0,1
k pravděpodobnosti nalezeńı alaninu i serinu. Celkem je tedy pravděpodobnost výskytu alaninu v jed-
nom páru (36 + 9/2)/45 = 0,9 a pravděpodobnost výskytu serinu v jednom páru (9/2)/45 = 0,1.
Pravděpodobnost nalezeńı ostatńıch aminokyselin je na základě našich dat samozřejmě nulová. Obecně
si můžeme výpočet pozorované pravděpodobnosti výskytu páru qij zapsat
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qi =
fii

20∑
i=1

i∑
j=1

fij

, (22.1)

a výpočet pozorované pravděpodobnosti výskytu aminokyseliny i v páru i, j zapsat

pi = qi +
∑
j ̸=i

1

2
qij =

fii +
∑
j ̸=i

1
2fij

20∑
i=1

i∑
j=1

fij

, (22.2)

kde fij jsou četnosti výskytu páru aminokyselin i a j (např́ıklad alanin a alanin nebo alanin a serin)
na daném pořadovém č́ısle sekvence a jmenovatel popisuje celkový počet dvojic (součet četnost́ı výskytu
všech pár̊u).

V daľśım kroku vypoč́ıtáme očekávanou pravděpodobnost výskytu každého páru. Očekávaná pravděpodobnost
výskytu páru eij je eii = p2i pro dvojice stejných aminokyselin a eij = pipj + pjpi = 2pipj pro dvojice
r̊uzných aminokyselin. Prvky matice BLOSUM jsou pak definovány jako

bij
.
= 2 log2

(
qij
eij

)
, (22.3)

kde symbol
.
= znamená zaokrouhleńı výsledku na celé č́ıslo a dvojka před logaritmem je škálovaćı

faktor. Pokud je pozorovaná pravděpodobnost výskytu páru vyšš́ı, než očekávaná, tedy pokud je záměna
aminokyselin četněǰśı, než by odpov́ıdalo výskytu aminokyselin, je prvek matice kladný. Pokud je pozo-
rovaná pravděpodobnost výskytu páru nižš́ı (záměna aminokyselin vzácněǰśı, než by odpov́ıdalo jejich
výskytu), je prvek matice záporný.
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