vyznamné zastupce rostlin, hub a Zivodi-
chi. Jak vyplyva z vlastni geomorfologie
Hiebectského hibetu, jde o tizemi dosti
neschidné (strmé svahy) a soucasné i po-
mérné nebezpec¢né (Casté pady stromu
nebo uvolnénych balvant, poddolované
partie, nendpadné puklinové jeskyné). Po-
hyb mimo cesty nebo za $patného pocasi
pii silném vétru, za vytrvalého desté je
opravdu jen na vlastni nebezpeci. V pfi-
padé NPR Rohové je navic mozny pohyb
pouze po hranicich rezervace, a to i co se
tyce vétsiny cest prochézejicich skrze chra-
néné tzemi.

Nejlepsim vychozim bodem je velké
odstavné parkovisté v obci Hiebec, odkud
1ze projit dva okruhy.

e Kratsi severni okruh o délce 7-8 km
vede po Cervené znacce (stezka Via Cze-
chia — Ceskomoravska) po zdpadni hranici
PR Hiebecovsky les. Po ¢ervené dospéje-
me aZ k vyhlidce Nad doly, na kterou se
paradoxné sestupuje po schodech dolt.
Zde je velmi dobfe patrné nestabilni hrana
kuesty s oddélenymi skalnimi opukovymi
bloky. Z vyhlidky se naskytne pohled na
jizni ¢ast hibetu s vrchem Roh jako jeho
hlavn{ dominantou. Odtud pokracujeme
po naucné stezce Hrebec¢ské dilni stezky.
Po 1 km se stezka rozdvojuje, pficemz se
dame vpravo a sestoupime na tpati kuesty.
Kousek po svahu pod ndmi uvidime tizko-
kolejnou Zeleznici, po niZ se vozil vytéZzeny
material z dolt Hiebe¢. Ze stezky odbodi-
me po neznadené cesté vpravo kousek pred
mistem, neZ by nau¢né stezka k¥izovala

koleje. Po pravé strané mineme byvaly dtl
Gerhard (v provozu dor. 1961) a po chvili
se jiz ocitneme v aredlu dol Hiebec. Bude-
me pokradovat rovné mezi chétrajicimi
budovami, aZ se otevie pohled vlevo, kde se
nachézi zminénd mési¢ni krajina. Kromé
exoticky puisobictho ¢lenitého reliéfu nabi-
z{ 1 vyhled do Moravskotiebovské kotliny.
Vzapéti dojdeme do serpentiny staré silnice
do Moravské Tfebové. Nyni se musime vy-
dat po silnici smérem z kopce (tim se vra-
time na nauc¢nou stezku). Po 600 m odbodi-
me na lesni cestu vpravo, z niZ po dalsich
600 m odboc¢ime opét vpravo na cestu,
kterd nas uz dovede zpét na parkoviste.

@ Delsi jizni okruh &itajici az 20 km obcha-
z{ po jejich hranicich celou NPR Rohov4,
které se rozkldd4 na nejmohutné&jsi ¢asti
kuesty. Na tomto vyleté se dockame poné-
kud jiného obrazku, nez nabizi okruh se-
verni. Jednak zde rychle utichne nepietr-
zity hluk R35 a nenalezneme tak vyrazné
pamétky lidské ¢innosti (byt i zde v minu-
losti probihaly prizkumné sondy, k t&€zbé
ale nikdy nedoslo) s vyjimkou stavu les-
nich porostti. Budeme kracet liduprazdnym
hlubokym lesem, ktery misty ukaze prale-
sovity raz, a po cesté zpét po hrané kuesty
se budeme obdivovat vyhledim a opatrné
naslapovat, kdyz budeme chtit pohléd-
nout ze srazu dold. Ze stejného parkovisté
nyni vyrazime na jih po nautné stezce
Borsovsky les. Po 500 m, kdy cesta vede
v kratkém tseku skrz rezervaci, dojdeme
na rozcesti, z néhoZ se vydame vpravo sta-
le po nau¢né stezce, kterd odsud kopiruje

Marian Novotny

Tajemstvi tvaru -

predikce 3D struktury proteinu

V 90. letech minulého stoleti bézela v Ceské televizi zabavna soutéz Kufr. Sou-
tézici meéli jako jeden z ikolti uhodnout funkci pfedméti, které zasilali divaci.
Funkci hadali na zakladé vzhledu - pfedmét si mohli vzit do rukou, otocit
nebo potézkat. Tvar predméta neziidka stacil k tomu, aby jeho funkci poznali.
Myslenka poradu vsak nebyla prilis originalni, lidé se pokouseji pochopit pod-
statu véci skrze detailni pozorovani jejich tvaru uz cela staleti — napft. jsou zna-
my studie ptacich kridel od Leonarda da Vinciho k pochopeni létani. Studovat
velké véci je casto mozné pouhym okem, ale uz kdyz se chceme podivat na detail
sloZzeného oka hmyzu, hodi se zvétsujici lupa, a pokud budeme chtit vidét
a porozumét, proc¢ kontakt s koprivou pali a s hluchavkou ne, budeme k vizua-
lizaci zahavého trichomu koprivy potrebovat spise mikroskop. Plati vSak, Ze
znalost tvaru je uzitecna pro pochopeni jejich funkce i v pfipadé dplné malych
objektu, jako jsou makromolekuly vyskytujici se uvniti bunék?

Odpoveédi na tuto otdzku zacaly p¥ichézet
velmi postupné v druhé poloviné 20. stoleti
diky experimentalné nesmirné naro¢nym
metodam, jako jsou rentgenova krystalo-
grafie a nukledrni magneticka rezonance,
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v posledni dobé i kryoelektronova mikro-
skopie. Tyto metody strukturni biologie
nidm umoznily nahlédnout dovnitf bunék
a sledovat dokonce pozice jednotlivych
atomu uvnitt proteinti — tedy terciarni (3D)
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vychodn{ hranici NPR. Po chvili dojdeme
na rozcesti U Vysokého Mostu, kde kuestu
pretina tidoli St¥ibrného potoka. Ze t¥{ cest
zvolime tu prostfedni, ktera dal lemuje
vychodni hranici NPR. Nasleduje zhruba
8,5km pochod stéle po hranici rezervace
az k silnici spojujici Pohledy a Kf¥enov. Na
ni odbo¢ime vpravo, abychom vzapéti od-
bocili vpravo jesté jednou. Lesni cesta nés
po 500 m dovede k dalsi odboc¢ce vpravo
na cestu, ktera se stac¢i zpét k NPR a jde
soubézné se zapadni hranici rezervace. Po
necelych 2 km se nase cesta setka s Cerve-
nou znackou a lesni cyklostezkou. Pokraco-
vat budeme po Cervené stéle v t&sné bliz-
kosti hranice NPR. Na rozcesti, k némuz
po chvili dorazime, si mtZeme udélat od-
bocku k vrchu Roh (660 m n. m.), nejvyssi-
mu bodu hibetu, pak se vratime a ptjde-
me po cervené znacce néco pres 300 m.
Nasledné odboc¢ime po lesni cesté, ktera se
opét priblizuje hranicim rezervace a vede
k vysila¢i nad obci Kamenna Horka. Od
vysila¢e pak mifi neznacend stezka pi¥imo
zpét do obce Hiebe¢, kde jsme na parko-
visti okruh zapocali.

Témito navrhy tras jsme samoziejmé
neobsahli celou kuestu a jisté stoji za to
navstivit i dalsi jeji ¢asti. Zejména PP Pod
skalou, kde se mtze naskytnout v nasi pii-
rodé vzacny pohled na vzrostlé tisy, které
misty vytvareji téméf zapojeny porost.

Pouzitou literaturu a mapu obou popsa-
nych vychézkovych okruhti najdete
na webové strance Zivy.

strukturu proteinu. Proteiny jsou dynamic-
ké a mohou zaujmout vice tercidrnich struk-
tur, kterym fikdme konformace. Znalost
terciarni struktury ndm pomaha pochopit,
jak dané proteiny nebo jiné molekuly a je-
jich komplexy funguji (o trojrozmérném
uspofadéni bilkovin a jeho vyznamu viz
i glanky K vyuce v Zivé 2020, 6: 282-285
a CXXXVIII-CXXXIX). Obrazek z rentge-
nové krystalografie molekuly DNA, ktery
zachytila Rosalind Franklinové, vedl Jame-
se Watsona s Francisem Crickem k popisu
struktury DNA, ale i k porozuméni, jak
muize molekula DNA slouzit jako tdlozisté
informace a jak je tato informace pfesné
kopirovana z generace na generaci. Struktu-
ra proteinu ATPazy zase ukézala, jak burika
vyrabi ATP, a atoméarni struktury ribozomu
naznacily, jak vyznamnou roli hraji p#i vzni-
ku peptidové vazby molekuly RNA. Za tyto
objevy byly postupné udélovany Nobelovy
ceny, stejné jako za rozvoj metod struktur-
ni biologie a dalsi zdsadni objevy u¢inéné
s pfispénim téchto metod. Strukturni biolo-
gie dnes pfedstavuje rutinni metodu i v pro-
cesu vyvoje novych lé¢iv ¢i pochopent vy-
znamu bodovych mutaci pro vznik lidskych
onemocnéni. P¥ikladem mohou byt krysta-
lografické studie vazby gleevecu, pfelomo-
vého 1éku na chronickou myeloidni leuké-
mii, slouZzici k pochopeni, pro¢ je gleevec
vazéan jen malou skupinou tyrozinovych ki-
ndaz, a k identifikaci mist mutaci, které pove-
dou ke zvySené rezistenci viici tomuto 1éku
a nédsledné tipravam jeho struktury, aby se
i s témito mutacemi vypofadal (obr. 1).
Pfinos detailni znalosti trojrozmérného
uspofadéni molekul je dnes nezpochybni-
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Rust databazi UniProtKB a RCSB PDB (1995-2024)
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1 Struktura proteinu Abl kindzy
(Protein Data Bank — PDB kéd 2hyy)

v komplexu s lékem gleevec. Gleevec
vyznacen fialové a aminokyseliny, které
jsou s nim v kontaktu, zvyraznény.

2 Porovnani dostupnosti sekvenénich
a strukturnich dat — v grafu je znadzornén
pocet znamych sekvenci proteinii

v databazi UniProtKB a pocet experimen-
tdlné urcenych struktur v databazi
Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics Protein Data Bank

(RCSB PDB). Pocet zndmych sekvenci

je o tfi fady vyssi neZ pocet znamych
struktur.

3 Struktura enzymu ribonukledzy

(v databazi PDB registrovan pod zkratkou
5rsa), ktery pouzil Christian B. Anfinsen
pfi studiu denaturace a renaturace protei-
nu. Zluté disulfidické mistky, které
poméhaji udrzovat nativni 3D konformaci.
4 Srovnani experimentdlné urcené

a pfedpovédéné struktury termolyzinu
(PDB kéd 6tmn). Experimentélni
struktura proteinu zeleng, struktura
predikovana programem AlphaFold
modrozelené. Vizualizovdno programem
PyMol (obr. 1, 3 a 4)

telny, ale experimentalni uréenf struktur
zlstava stale casové i finanéné nakladné
a vyzaduje slozité a na idrzbu naro¢né vy-
baveni, které je tak omezené dostupné.
Pocet zndmych experimentalnich struktur
sice roste dfive netuSenym tempem diky
vyraznému pokroku ve viech oblastech od
ziskani primérnich dat aZ po pocitaové
metody urcen{ vyslednych struktur, ale ve
srovnani s poétem znamych sekvenci pro-
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teind je pocet experimentalné stanovenych
struktur zcela zanedbatelny (pohybuje se
na trovni promile zndmych sekvenci). Diky
nizké cené sekvenovani DNA se propast
v mnozstvi znamych sekvenci a znamych
3D struktur proteint ve skutecnosti stale
rychleji rozsifuje (obr. 2).

MuzZeme struktury predikovat?

V 50. letech 20. stoleti byly vyvinuty meto-
dy umoziiujici zjistit aminokyselinovou
sekvenci bilkovin a zéroven byly provede-
ny experimenty, které ukazaly, Ze 3D struk-
tury proteint by mohlo byt moZné pfed-
povidat — pravé z pofadi aminokyselin
v polypeptidovém Fetézci. Kliovymi se
staly pokusy amerického biochemika Chris-
tiana B. Anfinsena a jeho tymu, jenZ studo-
val zptisob, jakym se protein ,,bali* do své
finalni 3D struktury. Ke studiu si vybral
maly protein ribonukledzu — enzym, ktery
§tépi molekulu RNA a lze u néj snadno
sledovat jeho enzymovou aktivitu (obr. 3).
Anfinsen tento protein izoloval z bunék
a pfidal k nému denatura¢ni latky mocovi-
nu a merkaptoetanol. Pfiddnim mocoviny
se rozpadnou nekovalentni interakce mezi
postrannimi Fetézci aminokyselin uvnitf
proteinu a po pfidani merkaptoetanolu do-
jde k redukci disulfidickych vazeb mezi
postrannimi fetézci cysteinti uvnitt protei-
nu. Kombinovany efekt t&chto dvou ¢ini-
del zptisobi rozpad 3D struktury proteinu
ribonukleazy, coz 1ze dolozit tim, Ze protein
prestane byt enzymaticky aktivni. Pokud
takto denaturovany protein v bezbunéc-
ném prostiedi ziskal po odstranéni moco-
viny a merkaptoetanolu ¢as k zpétnému
sbalenf do spravné struktury a k oxidaci,
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byl schopen obnovit svou enzymatickou
aktivitu az na 90 % puvodnich hodnot.
Anfinsen z téchto pokusti vyvodil, Ze veske-
rd informace, kterou protein potfebuje ke
sbaleni do nativni 3D konformace, je ulo-
Zena v pofadi jeho aminokyselin. Za tento
elegantni a jednoduchy pokus pak ziskal
Nobelovu cenu a oteviel novou cestu k po-
znani 3D struktur proteind.

Pocatky predpovidani 3D struktury
proteini

Nanestésti je v8ak casto velky rozdil mezi
poznéanim, Ze je problém Ffesitelny, a nale-
zenim feSeni daného problému — a to byl
i p¥ipad 3D struktury proteint. Védci védé-
li vice nez 50 let, Ze 3D strukturu proteinu
by mélo jit pfedpovédét i ze sekvence, a na
této hypotéze pracovalo mnoho vyzkum-
nych tymu po celém svété. Pokrok ale byl
po dlouhou dobu velmi skromny.

Jak to vime? Predikce 3D struktury pro-
teint byla tak zajimavou védeckou otazkou,
7e byla v r. 1994 zfizena soutéZ ¢i experi-
ment CASP (Critical Assessment of protein
Structure Prediction), jejimz cilem bylo
sledovat pokrok a vyvijet transparentni
systémy hodnoceni predikce 3D struktury
proteinti. Autofi soutéZe vyuzili toho, Ze
experimentalni ur¢eni 3D struktury protei-
nd je zdlouhavy proces, ktery nékdy trva
roky, ai findlni kroky zaberou mésice, a tak
mohou experimentatofi poskytnout sek-
vence proteint, jejichz struktury pravé
dokon¢uji, k teoretickym experimentim.
Autoti CASP proto vZdy jednou za dva roky
na jafe vyzvali védce k zaslani sekvenci pro-
teint, jejichZ struktury majf pfed dokonce-
nim, a tyto sekvence pak nabidli tymim
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vyvijejicim metody pfedpovidani 3D a po-
skytli jim nékolik mésict ¢asu k predikci.
Mezitim bylo dokonéeno experimentélni
ur¢en{ téchto struktur, a proto se daly na
konci roku srovnat vysledky teoretické
predikce s experimentdlné uréenymi 3D
strukturami a posoudit, jak moc se (ne)da¥i
je pfedpovédét ze sekvence. Dalsi vyznam-
nou soucasti CASP experimentu je maxi-
malni otevienost soutézicich — autofi me-
tod se schézeji a diskutuji, jak postupy dale
vylepSovat, metody publikuji a poskytuji
zdarma. Vysledky CASP i pfes tuto vyji-
mec¢nou otevienost po dlouhou dobu ukazo-
valy, Ze predikce 3D struktury ze sekvence
je stéle v plenkach — uzitecné vysledky se
dafilo ziskévat jen pro velmi malé protei-
ny. Védci se v té dobé snazili problém Fesit
tak, Ze naleznou konformaci daného fetézce
aminokyselin proteinu s nejniz$i moznou
energii. Tento piistup, jakkoli logicky, zatim
pfinasel limitované vysledky pro velmi
malé proteiny.

Prillom v urceni 3D struktur proteint
Pomoc ptisla z nedekaného sméru — jiz
zminované sekvenovani se stalo natolik
dostupnou metodou, Ze se sekvendéni data-
béze zacaly plnit a pro mnoho proteinti
byly k dispozici vy3si stovky, nebo dokon-
ce tisice sekvenci homolognich proteinti
z blizce pfibuznych i vzdéalenégjsich orga-
nismu. Srovnavani homolognich proteint
ukazalo, Ze v sekvenci proteint se vyskytuji
pozice, jejichz fyzikalné-chemické vlast-
nosti spolu koreluji. Pokud se napf. na pozi-
ci 10 vyskytuje kladné nabitd aminokyse-
lina, tak na pozici 20 se nachaz{ zaporné
nabitd. Pokud je v8ak aminokyselina na
pozici 10 u jiného homologu téhoZ proteinu
hydrofobni, i aminokyselina na pozici 20
prestava byt u stejného homologu zdporné
nabit4 a stane se také hydrofobni. Pravdé-
podobné proto, aby fyzicka blizkost, ¢i do-
konce kontakt, ktery mezi sebou mohou mit
aminokyseliny na pozicich 10 a 20, mohly
zustat zachovany, byt chemicka povaha
interakce se mize zménit, napf. z elektro-
statické na hydrofobni. Predikce 3D struk-
tury se tedy promeénila z tilohy, kterd hleda
3D konformaci s nejnizsi energif, na tlohu,
kdy se ve velkych datasetech p¥ibuznych
sekvenci proteinu hledaji pozice, které se
koordinované proménuji. Zasadni milnfk
v predikci 3D struktur proteini tak pied-
stavoval rozvoj sekvena¢nich metod.

V1. 2018 se soutéZe CASP poprvé tcast-
nila komeréni firma Deep Mind. Tato brit-
sko-americk4 firma, kterou zalozil britsky
pocitatovy védec Demis Hassabis a na-
sledné koupila firma Google, se vénuje
rozvoji metod umélé inteligence a do $irsi-
ho povédomi vstoupila v r. 2015 se svym
programem AlphaGo, jenz dokazal porazit
evropského S8ampiona ve hie Go. Program
dale vylepsovala, aZ porazil i nejlepsiho
hrace svéta, a dnes je podle odborniki ¢lo-
vékem neporazitelny.

V oblasti predikce 3D struktur proteint
firma predstavila program AlphaFold. Al-
phaFold se rovnou stal vitézem soutéze
CASP a zaznamenal d¥ive netuseny pokrok
i v predikci zaloZené ¢isté na sekvenci pro-
teind. Skute¢ny prtlom pak pfisel v r. 2020,
kdy druhé verze programu AlphaFold ne-
jenZe presvédcive zvitézila v soutézi CASP,
ale hlavné predikovala prakticky aplné
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5 Predikce komplexu proteinu s nukleo-
vou kyselinou a ionty kovi. Nové verze
experimentalnich nastroji dovedou
predikovat i komplexy proteint — na obr.
komplex meganukledzy s DNA, vidpena-
tym iontem (zelené) a sodikovym iontem
(fialové). Predikce z AlphaFold serveru
vizualizovéna programem PyMol.
Vsechny orig. M. Novotny

pfesné skoro viechny z pfiblizné 100 sek-
venci, které byly soucasti soutéZe. Prediko-
vané struktury byly ¢asto k nerozeznéani
od experimentalné urcenych i na trovni
postrannich fetézcti aminokyselin (obr. 4
ana 2. str. obalky). Velky pokrok v tispés-
nosti v8ak zaznamenali i dalsi sout&zici.
Na ¢em je tedy zaloZen ispéch novych me-
tod pro pfedpovéd 3D struktury proteinti?

Kouzlo AlphaFoldu

AlphaFold je program, ktery vyuziva tzv.
hlubokého uéeni, aby pro jakoukoli sekven-
ci proteinu, ktera ma ptibuzné sekvence
(coz jsou prakticky v8echny, které nebyly
uméle vytvofeny), sestavil 3D strukturu
proteinu s atomérnim rozliSenim (mutZe-
me v ni ur¢it polohy viech atomu jednot-
livych aminokyselin). AlphaFold se u¢il,
jak vypadé proteinova struktura a jak vy-
padaji kontakty aminokyselin, z databaze
experimentalné urcenych struktur protei-
nud (Protein Data Bank, PDB). V sekvenci
hleda korelované pozice, a tudiz aminoky-
seliny, které by mohly byt v kontaktu, a to
za pomoci srovnani homolognich sekvenci,
jez identifikuje ve velkych databazich ob-
sahujicich miliardy proteinovych sekvenci.
K trénovani i predikci samotné vyuZzival
specialni typ procesoru zvany TPU (Tensor
Processing Unit), vyvinuty firmou Google
specidlné pro strojové uceni, ktery byl pro
akademické tymy pracujici na predikci
struktur nedostupny.

Post AlphaFold éra

AlphaFold byl autory, pfestoze pochazeji
z komer¢niho prostfedi, poskytnut v duchu
soutéZe CASP k volnému pouziti, coZ ved-
lo k revoluci ve strukturni biologii. Diky
spolupraci s Evropskym bioinformatickym
institutem (EBI) vznikla i databéze predi-
kovanych struktur AlphaFold Database,
protoZe tvorba struktury ze sekvence byla
na béZzném pocitaci stdle nadro¢na. Pocet
dostupnych strukturnich dat se tak zvedl
o tfi az ¢tyfi fady z desitek tisic proteint
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pfed r. 2022 na soucasné stovky miliont
proteinti s predikovanou 3D strukturou.

Vyvoj metod pro 3D strukturu makro-
molekul se nezastavil a k dispozici jsou
dnes desitky néstrojt, v nichZ se uplatiuji
postupy aplikované v AlphaFoldu. Tyto
programy vyuzivaj{ dostupnost struktur-
nich dat k tomu, aby pfedpovidaly, jaké
komplexy mohou monomerické proteiny
tvofit, kde mohou byt mista posttranslac-
nich dprav a jak budou vypadat nebo zda
a kde mohou konkrétni proteiny vazat nuk-
leové kyseliny, malé molekuly jako kofak-
tory ¢i léky (obr. 5). Strukturni informace
slouzi i k odhadu vyznamu mutaci, které
pozorujeme napf. v lidské populaci. Dva
lidé se velmi hrubym odhadem v priméru
lisi ve tfech milionech nukleotidd, a tak
neni Gplné snadné urdit, které rozdily mo-
hou napft. zptisobit zdvazné onemocnéni.
Dostupné strukturni data v3ak pomahaji
Fesit i tento problém. V r. 2024 byl pfed-
staven AlphaFold 3, ktery umi nejen predi-
kovat strukturu monomeru proteinti, ale
i fadu dalsich dloh zminénych vyse. Tato
verze je dokonce dostupna jako webovy
server (https://alphafoldserver.com/), kde
si nejnovéjsi program mize vyzkouset
uplné kazdy — zkuste si to také.

V1. 2024 ziskali jiZ zminény Demis Has-
sabis a americky chemik a po&itacovy védec
John Jumper Nobelovu cenu za chemii —
za predikci proteinové struktury a za vyfe-
Seni problému, ktery popsal Ch. B. Anfinsen
pred vice nez 50 lety. D. Hassabis popisoval,
ze se pokusili vytesit predikci 3D struktu-
ry proteint ze t¥f ddvodt. Slo o problém,
na ktery bylo aplikovatelné strojové uceni.
Dale byla k dispozici kvalitni a validovani
trénovaci data v podobé strukturni databa-
ze PDB a existoval systém, jak zhodnotit
kvalitu predikce (v podobé soutéze CASP).
V neposledni fadé je problém zaujal, pro-
toze ma celospolecensky dopad — predikce
3D struktur proteintt mtZe pomoci pocho-
pit dopad nékterych mutaci na vznik rtz-
nych onemocnéni a dostupnost detailnich
strukturnich dat povede i k usnadnéni vy-
voje novych 1é¢iv.

Predpovéd 3D struktur je unikatni meto-
dou, kterd ma potencial ménit zivoty lidi
a zéaroveii, na rozdil od fady dalsich po-
kroc¢ilych biologickych metod, ji 1ze pro-
vozovat prakticky zdarma odkudkoli na
bézném poditaci.

ziva 3/2025
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