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Abstract

Different complementary approaches to the modelling of
molecular structures can be applied. These are first of all
the approaches based on atomic resolution of molecules
and the methods of statistical termodynamics connecting
atomistic approach with the phenomenological methods of
thermodynamics.
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Abstrakt

K poèítaèovému modelování molekulárních struktur a mo-
lekulárních interakcí lze pøistupovat rùznými zpùsoby,
které se vzájemnì doplòují. Jsou to pøedevším postupy
vycházející z atomového rozlišení molekul, dále pak
metody statistické termodynamiky, které spojují atomový
pøístup s fenomenologickými metodami termodynamiky.

1. Úvod

Vzájemné rozpoznávání a interakce molekul jsou
pøedmìtem zájmu mnoha oborù chemie, jako jsou
napøíklad chemie enzymù, protilátek, léèiv a syntetických
receptorù. V nìkolika posledních desítkách let se v tìchto
oblastech uplatnily metody poèítaèového modelování
(computer-aided molecular modelling, CAMM), resp. mo-
lekulární simulace. Zvýšený zájem øady autorù [1, 2] o tyto
metody se setkával se skepsí jiných odborníkù [3-6],
jejich� odmítavý postoj vyplýval ze slo�itosti problémù a
omezených mo�ností výpoèetní techniky. Ukázalo se, �e
støední cesta zalo�ená na kritickém pøístupu k problematice
a ovìøování výsledkù na základì experimentu jsou
východiskem z uvedeného dilematu.

V následujících kapitolách si naèrtneme tøi standardní
pøístupy u�ívané v poèítaèovém modelování. Pøedevším
jsou to mikroskopické metody vycházející z popisu mole-
kul v atomovém rozlišení. Na nì navazují metody statis-
tické termodynamiky, jejich� úkolem je simulovat
makroskopické vlastnosti molekulárních systémù na
základì mikroskopických modelù [7]. Statistická termo-
dynamika tak tvoøí most mezi pøístupem mikroskopickým

a makroskopickým, který je representován fenomenologic-
kými metodami termodynamiky a kinetiky.

Po stránce výpoèetní se v oblasti modelování velkých
molekul uplatní pøedevším postupy zalo�ené na mole-
kulární mechanice a proto se o nich zmíníme podrobnìji.
Pøesnìjší metody kvantové mechaniky jsou zde aplikovány
spíše jen na øešení nìkterých speciálních úloh, jako je
výpoèet rozlo�ení nábojù na molekulárních fragmentech a
podobnì. Pro vlastní modelování velkých molekul by byly
èasovì i metodicky pøíliš nároèné.

Zajímavá je kombinace obou metod, kdy kvantovì
mechanickými postupy øešíme úlohy jako jsou tvorba a
zánik kovalentních vazeb, zatímco ostatní èásti problému
jsou øešeny metodami molekulární mechaniky [1, 8, 9].

2. Mikroskopický pøístup

Na této úrovni hovoøíme o molekulárním modelování, kdy
se na základì mikroskopických modelù sna�íme vysvìtlit
strukturu molekul, jejich funkce a interakce [7]. Vobecném
pøípadì jsou modely molekul sestavovány z jednotlivých
atomù (metody de novo, anglicky té� from the scrab) [10,
11] nebo molekulárních fragmentù (anglicky fragment-
based methods) [12, 13]. Postupy vycházející ze znalosti
tøírozmìrné struktury alespoò jednoho z partnerù (napø.
receptoru) jsou v anglické literatuøe oznaèovány jako
„structure-based methods“, resp. „rational design“ [14-17].
Termín homologické modelování (anglicky té� knowl-
edge-based modelling, comparative modelling) [18-22] je
pou�it v pøípadech kdy je známa trojrozmìrná struktura ho-
mologické slouèeniny (napø. bílkoviny), v ní� nahradíme
její èást fragmentem modelované látky, ani� bychom
výraznì zmìnili výchozí tøírozmìrnou strukturu. Inverzní
modelování (anglicky té� inverse folding) oznaèuje pos-
tup, kdy danou tøírozmìrnou strukturu tvoøíme z primární
struktury tak, aby její prostorový tvar nebyl narušen [23].
Je to vlastnì extrémní pøípad homologického modelování,
kdy jsou v pøípadì proteinù nahrazeny všechny amino-
kyselinové zbytky. Další postupy molekulárního mode-
lování s atomovým rozlišením nalezneme napø.
v publikacích [24-28].

2.1 Molekulární mechanika (MM)

Pro tvorbu a hodnocení jednotlivých modelù s atomovým
rozlišením se nejèastìji u�ívá metod zalo�ených na
molekulární mechanice, která charakterizuje molekuly
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pomocí potenciální energie (energy-based molecular mod-
elling) [7, 29]. V molekulární mechanice bývá potenciální
energie zavedena jako rozvoj funkcí vyjadøujících intra-
molekulární a intermolekulární síly Coulombovy, van der
Waalsovy, dipólové, pøípadnì další síly, které nezávisejí na
intramolekulárních vazbách. Jsou proto nazývány poten-
ciály nevazebnými. Druhou skupinu tvoøí tzv. vazebné
potenciály vyjadøující síly vzniklé v dùsledku odchylek
vazebných parametrù (délky vazeb, valenèní úhly, torzní
úhly a pod.) navr�ené struktury od tabulkových hodnot
stanovených experimentálnì (nebo teoreticky) pro podob-
né látky jako je náš model. Tato skupina dílèích potenciálù,
a tím i celkový potenciál u�ívaný v molekulární mecha-
nice, je velièina relativní, vzta�ená k hypotetické støední
struktuøe jistých representativních látek [30, 31]. Zde le�í
jedna ze zásadních potí�í molekulární mechaniky: správná
volba potenciálù. Autoøi jednotlivých programù [32]
u�ívaných v molekulární mechanice se proto sna�í, aby
jejich potenciály a konstanty v nich ulo�ené, byly co
nejobecnìjší. Tak postupnì vznikly známé systémy
potenciálù CVFF (Consistent Valence Forcefield), CFF91
(second generation, or class II, forcefield), ESFF (Extensi-
ble Systematic Forcefield), AMBER a další, které jsou
sestavovány na základì experimentálních výsledkù, pøí-
padnì i kvantové mechaniky.

Molekulární mechanika dovoluje takto navr�ený
model optimalizovat metodami minimalizace potenciální
energie. Obvykle jsou to algoritmy nejvìtšího spádu
(steepest descent) nebo konjugovaných gradientù. Prvý
postup má vìtší polomìr konvergence (tj. dovede
optimalizovat i poèáteèní model znaènì vzdálený od
optimálního), avšak pomalu konverguje v blízkosti hle-
daného minima potenciální energie. U metody konju-
govaných gradientù je tomu právì naopak a proto se oba
pøístupy obvykle kombinují.

Pomocí molekulární mechaniky lze tedy sestavený
model dané molekuly (resp. dvojice interagujících
molekul) charakterizovat potenciální energií a následnì ho
optimalizovat.Výsledkem je právì jediný model. Vše se
dìje se zanedbáním kinetické energie, tj. výpoèty probíhají
pro teplotu absolutní nuly. V mnoha pøípadech, jako napø. v
konformaèní analýze [33, 34], nás však zajímají i další
mo�né konformace o nízké potenciální energii, pøípadnì
model, kterému pøísluší globální minimum potenciální
energie. K tomu slou�í metody, které procházejí konfor-
maèní prostor a zaznamenávají jednotlivé konformace (bez
optimalizace) a vytváøejí tak model statistického souboru
všech mo�ných konformací dané molekuly. Základním
po�adavkem je, aby takovéto metody byly ergodické, tj.
aby postupnì prošly celý konformaèní prostor. Potom lze
nahradit výpoèet èasových støedních hodnot molekulárních
parametrù støedováním pøes soubor. Tomuto po�adavku
zajisté vyhovuje systematický výbìr s pevnì stanoveným
krokem v konformaèním prostoru. Èasová nároènost, zej-
ména u vìtších molekul, uvedený postup diskvalifikuje.
Dáváme proto pøednost takovým metodám, které upøed-
nostòují výbìr konformací v oblastech s ni�ší potenciální
energií (anglicky biased sampling), tj. s vyšší pravdì-
podobností výskytu danou Boltzmannovým faktorem
exp(-E/kT), kde E je potenciální energie, k je Boltz-

mannova konstanta a T je absolutní teplota. V následujícím
si všimneme dvou takových postupù.

2.2 Molekulární dynamika (MD)

Tato metoda vychází z aplikace Newtonových pohybových
rovnic klasické mechaniky na mikroskopický systém.
Poèáteèní model je vystaven náhlému (nebo postupnému)
“ohøevu” tak , �e jednotlivým atomùm je udìlen náhodný
impuls, pøièem� mno�ina všech impulsù pùsobících na
jednotlivé atomy vyhovuje Maxwellovu rozdìlení energie
odpovídající zvolené teplotì. Základní myšlenka pou�ití
tohoto postupu spoèívá v pøedpokladu, �e se atomy
pohybují v poli konstantní potenciální energie. To je
pøibli�nì splnìno po dobu øádovì 1 fs. Potom je nutné
potenciální energii systému znovu vypoèíst vzhledem k
nové geometrii molekuly a umo�nit tak, aby systém
postoupil na své trajektorii o další krok. Jde toti� o
deterministický øetìz událostí, kdy stav pøedcházející
jednoznaènì urèuje stav následující. V takto získaném
souboru konformací je mo�no vyhledat oblasti s malou
potenciální energií, tj. konformace s velkou pravdì-
podobností výskytu. K tomu nám slou�í øada analytických
metod, napø. èasto u�ívaná metoda matice støedních
kvadratických odchylek (anglicky RMS matrix) [35, 36].
Uvedený postup hodnotí shodu geometrie ka�dé nalezené
konformace se všemi ostatními. Pro N konformací dosta-
neme tak symetrickou matici velikosti N x N s nulovou
hlavní diagonálou a nízkými hodnotami podél ní, vzhle-
dem k tomu, �e dvì èasovì následující konformace jsou si
obvykle blízké. Pokud jistá konformace le�í v hlubokém
minimu potenciální energie, pak systém jakoby “krou�í” v
pøíslušné potenciální jámì, døíve ne� pøekoná blízkou
potenciální bariéru a pokraèuje na své dráze v konfor-
maèním prostoru. To se projeví na korelaèní matici shlu-
kem nízkých hodnot kolem pøíslušného bodu na hlavní
diagonále, který pøibli�nì representuje konformaci odpo-
vídající støedu dané potenciální jámy. Mimodiagonální
“ostrovy” nízkých hodnot nasvìdèují tomu, �e struktura
má tendenci se vracet do nìkterého potenciálního minima
definovaného pøíslušným øádkem (resp. sloupcem), na
kterém le�í náš “ostrov”. Tvar korelaèní matice ovšem
závisí na zvolené teplotì simulace. Nízká teplota neu-
mo�òuje èasté pøekonávání potenciálových bariér, tak�e
systém setrvává po dlouhou dobu v nìkterém lokálním
minimu a výbìr bodù v konformaèním prostoru je velice
omezen. Vysoká teplota simulace naopak “vyhání” systém
z oblastí nízké potenciální energie a tak špatnì detekuje
hledané konformace. Z tìchto dùvodù se èasto pou�ívají
postupy, kdy se systém pomalu ohøívá aby nedošlo na
poèátku simulace k velkým deformacím geometrie
studované molekuly a posléze se opìt pozvolna “chladí”,
aby bylo snadnìjší nalézt minima potenciální energie (tzv.
simulated annealing) [7].

2.3. Metropolisova metoda Monte Carlo (MC)

Jak vyplývá z názvu Monte Carlo, jde o stochastickou
metodu, její� modifikaci publikoval v roce 1953 Metropo-
lis se svými spolupracovníky [37]. Proces zaèíná náhod-
ným krokem z poèáteèního bodu A0 konformaèního
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prostoru do nového bodu A1. Pokud zmìna potenciální
energie �E vypoètená molekulární mechanikou je záporná,
konformace v bodì A1 se zaznamená do pamìti a bod A1

pøijme se za nový poèátek. Náhodný posun se pak opakuje
do bodu A2. Jestli�e je naopak �E kladná, potom se porov-
ná hodnota Boltzmannova faktoru exp(-�E/kT) s náhodnì
vybraným èíslem z intervalu 0 a� 1. Jestli�e je Boltzman-
nùv faktor vìtší ne� nalezená hodnota, pøijme se konfor-
mace za nový poèátek a pokraèuje se v procesu do bodu A2.
V opaèném pøípadì se vracíme do pøedcházejícího bodu a
pokus s náhodným krokem v konformaèním prostoru opa-
kujeme.

Metropolisova metoda MC mù�e pøi dostateènì
vysoké teplotì T prohledávat i obtí�nì dostupné oblasti
vysoké potenciální energie. Na druhé stranì, zejména pøi
nízké teplotì, obtí�nì pøekonává vyšší energetické bariéry
a vykazuje tak pseudokonvergenci v místech lokálních
minim [38]. Na rozdíl od metody MD, kde jsou pohybové
rovnice integrovány numericky a vy�adují proto malý
èasový krok, Metropolisova metoda MC mù�e volit i delší
krok a tím i efektivnìji prohledávat konformaèní prostor.
Kroky lze navíc nasmìrovat pouze do zajímavých oblastí,
co� je v angliètinì oznaèováno jako importance sampling
nebo umbrella sampling [39].

3. Statistická termodynamika

Statistická termodynamika, jako�to souèást statistické
mechaniky, má za úkol z vlastností velkého výbìru
konformací molekul s atomovým rozlišením vysvìtlit
makroskopické vlastnosti molekul a jejich interakcí.
Hovoøíme o tzv. poèítaèové simulaci. Pomocí tìchto metod
lze napøíklad odvodit statistická analoga jednotlivých
termodynamických velièin. Základní funkcí, kterou se
sna�íme získat ze souboru konformací je tzv. partièní
funkce, která v pøípadì kanonického souboru (konstantní
poèet èástic N, objem V i teplota T) má tvar

Q E Ti
i

� ��exp( / )k [N, V, T]

kde Ei je (celková) energie i-té molekuly, k je Boltz-
mannova konstanta a T je absolutní teplota [40]. Z partièní
funkce Q lze pak odvodit analoga termodynamických
funkcí, jako napøíklad Helmholtzovy energie, pro kterou
platí

F T Q� �k ln

Absolutní hodnoty Helmholtzovy energie jsou však našim
metodám nedostupné [41]. V praxi nás však èasto zajímá
spíše zmìna Helmholtzovy energie pøi pøechodu mezi
dvìma rovnová�nými stavy A � B

�F T
Q

Q
B

A

� �k ln

kde jsou simulaèní metody ji� pou�itelné. V pøípadì
konstantního tlaku platí obdobný výraz i pro Gibbsovu
energii G, která je nejèastìji u�ívanou funkcí pøi popisu
chemických reakcí. Kvalita odhadu volné energie závisí na
rozsahu a zpùsobu výbìru v konformaèním prostoru.

Ukazuje se, �e zde spoèívá druhá slabina poèítaèové
simulace.

Pøipomeòme si, �e Gibbsova energie je stavová
funkce, a tutí� její zmìna mù�e být poèítána podél libovol-
né reversibilní cesty spojující poèáteèní a koneèný stav
systému [41]. Uvedená vlastnost však ji� neplatí pro
jednotlivé slo�ky Gibbsovy energie, na které je èasto
rozkládána [42-51].

Pro úplnost uvádíme nìkteré postupy u�ívané v oblasti
molekulární simulace, jejich� souèástí jsou metody
molekulární dynamiky nebo Monte Carlo, generující zák-
ladní soubory molekulárních konformací. Mezi nejznámìj-
šími patøí metoda perturbaèní (anglicky Free Energy
Perturbation Method, FEP), která je rigorosní, ale velice
nároèná na výpoèetní èas [1, 16, 41, 42, 52-55].
Alternativní postup je tzv. termodynamická integrace (TI,
anglicky té� Continuous-Coupling Technique) [1, 41, 54].
Tøetí, èasto u�ívaná metoda je metoda pomalého rùstu,
která za urèitých omezujících podmínek, vyplývá z
minulých dvou metod [1]. Kombinací FEP a IT vznikla
úèinná metoda FDTI (Finite Difference Thermodynamic
Integration) [56], která je u�ita napø. v programu
DISCOVER fy BIOSYM [32].

Ponìkud jinou filosofii pou�ívá postup známý pod
anglickým názvem “Potential of Mean Force”, kdy výpo-
èet postupuje podél reakèní cesty daného procesu, èím�
umo�òuje lepší výbìr ne� ostatní metody [42, 52, 53]. Z
novìjších postupù jmenujme na tomto místì metodu
lineární interakèní energie (LIE) [57, 58] nebo metodu
�-dynamiky [42, 59, 60]. Klasifikace nìkterých metod je
uvedena v práci Lee et al [61].

4. Makroskopický pøístup

Do této skupiny metod patøí pøedevším chemická termo-
dynamika a chemická kinetika. Obì metody vycházejí z
postulátù odvozených z experimentù s makroskopickými
objemy látek bez pøihlédnutí k jejich atomové struktuøe.
Fenomenologické velièiny, které vystupují v teoreticky
postulovaných vztazích, jsou pøi poèítaèovém modelování
nahrazeny pøíslušnými analogy, odvozenými metodami
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Obrázek 1. Termodynamický cyklus. Porovnání energie vazby
enzymu E s inhibitorem I(1), resp. I(2). Zmìny �G1 a �G2

odpovídají chemickým cestám, zmìny �G3 a �G4 alchymis-
tickým cestám.



statistické termodynamiky ze souborù získaných simulaè-
ními postupy.

4.1 Chemická termodynamika

Uvedený obor zkoumá výmìnu energie mezi ustálenými
stavy soustav a nezajímá se o èasový prùbìh zmìn mezi
nimi. Zmìna Gibbsovy energie je významnou mírou
fyzikálních i chemických procesù, jako napø. solvatace
látek [52, 62, 63], inhibice enzymù [45, 61, 64, 65], vazby
ligandù na proteiny vèetnì receptorù [47, 48, 66-69]. Dále
pak v úlohách týkajících se interakce enzymu se substrátem
[45, 70-73] a interakce protilátky s antigenem [71, 74].
Rovnì� byly publikovány práce týkající se vlivu mutací na
energii vazby [75-77], konformaèních zmìn [78] nebo
reakcí typu SN2 [79].

Èasto se vyu�ívá tzv. termodynamického cyklu, zalo-
�eného na Hessovì druhém termochemickém zákonu [80],
který dovoluje volit cestu výpoètu, dostupnou pøi mode-
lování. Jako pøíklad si uvedeme úlohu, kdy hledáme energii
vazby mezi enzymem E a jeho inhibitorem I(1), respektive
chemicky odlišným inhibitorem I(2). Lze pøedpokládat, �e
vyšší bariera svìdèí o úspìšnìjší inhibici. Jestli�e poèá-
teèní stavy i koneèné stavy jsou rovnová�né, pak z obr.1
plyne rovnost

�� � � � � �G G G G G2 1 4 3� � �

To znamená, �e rozdíl Gibbsových energií podél chemic-
kých cest (2 a 1) je roven rozdílu Gibbsových energií podél
tzv. alchymistických cest (4 a 3). O alchymii se zde hovoøí
ve spojitosti s transmutací jednoho chemicky odlišného
inhibitoru v druhý [52]. Tuto transmutaci lze simulovat na
poèítaèi napøíklad metodami, které jsme uvedli v pøedchá-
zející kapitole a vyhnout se tak výpoètu (èi experimentu)
podél chemické cesty.

4.2 Chemická kinetika

V protikladu k termodynamice se chemická kinetika zají-
má pøedevším o èasový prùbìh reakcí a výpoèet pøísluš-
ných rychlostních konstant. Poèítaèové modelování v této
oblasti obvykle vychází z Eyringovy teorie [81, 82], tzv.
aktivovaného komplexu [31, 72, 83-87], který je transitním
stavem AB# na reakèní cestì od reaktantù A a B k produk-
tùm P (obr.2)

A B AB P�
�
	 �

#

Pøesto�e je aktivovaný komplex nestabilní, autoøi uvedené
teorie s ním pracovali jako se stavem rovnová�ným [88,
89] a dospìli v jednoduchém pøípadì ke vztahu mezi rych-
lostní konstantou k dopøedné reakce a Gibbsovou aktivaèní
energií �G# ve tvaru

k T h G RT� �( / )exp( / )#
k �

kde R je plynová konstanta [40, 89-96]. Jestli�e se na
reakèní cestì nachází více transitních stavù, pak je úloha
slo�itìjší. Pokud mezi transitními stavy jeden co do výšky

energetické bariéry dominuje, pak lze úlohu výraznì
zjednodušit [97].

V øadì pøípadù, jako napøíklad u nìkterých enzymatic-
kých reakcí, je v blízkosti vrcholu aktivovaného komplexu
lokální minimum Gibbsovy energie, (hlubší ne� kT), co�
umo�òuje tvorbu reaktivního meziproduktu [31, 71, 88,
98-100] zjistitelného i experimentálnì [101-103]. Tako-
výmto reaktivním meziproduktem je u katepsinu B, resp. u
a-chymotrypsinu, acylenzym v tetraedrickém uspoøádání,
který je vhodným objektem modelování struktury v
blízkosti transitního stavu, a tím i odhadu aktivaèní energie
daného reakèního kroku. Vyší rychlostní konstanta k mù�e
svìdèit o vhodnìjším substrátu daného enzymu.

5. Závìr

Poèítaèové modelování struktur molekul a interakce mole-
kul prošlo bìhem posledních dvaceti let rychlým vývojem.
Øada prací prokázala dobrou shodu mezi teoreticky odvo-
zenými poèítaèovými modely a realitou. Teprve budouc-
nost však uká�e, do jaké míry lze naše poznatky o stavbì a
chování látek formulovat teoreticky na takové úrovni, �e
poèítaèové øešení plnì nahradí chemický experiment expe-
rimentem poèítaèovým. V ka�dém pøípadì je ji� dnes
jasné, �e poèítaèové modelování má svá dìtská léta za
sebou. Jeho nejrozšíøenìjší vyu�ití pro návrh léèiv v mno-
hém pøedznamenalo jeho další pou�ití a rozvoj.

Tato práce byla podpoøena Grantovou agenturou Èeské
republiky (grant 307/96/K226), Ministerstvem prùmyslu a
obchodu Èeské republiky (grant #PP-Z1/24/99) a Minis-
terstvem školství (projekt LN00A032 - Centrum pro
komplexní biomolekulární systémy a biomolekuly)
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