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1. Úvod  
 
Středem zájmu bioanorganické chemie jsou přede-

vším ionty kovů, jejich vlastnosti a funkce v živé hmotě. 
Funkce kovů jsou přitom velmi rozmanité. Mohou napří-
klad sloužit jako receptory v signálních drahách buněk1, 
jako přenašeči elektronů v dýchacím nebo fotosyntetickém 
řetězci2, jako katalyzátory vysoce energeticky náročných 
reakcí (např. přeměna vzdušného dusíku na čpavek 
v nitrogenase3, oxidace vody na kyslík ve fotosystému II 
(cit.4), oxidace methanu na methanol v methan monooxy-
genase5) apod. Pochopení těchto procesů  nejen ohromně 
obohacuje naše poznání přírodních dějů, ale je i základním 
předpokladem pro zdárnou přípravu nových látek a materi-
álů, které budou vysoce funkční a šetrné k životnímu pro-
středí.   

Odhaduje se, že téměř každá třetí bílkovina (z nichž 
většina slouží jako enzymy) obsahuje ionty kovů, které 
jsou esenciální pro její funkci6. Podle počtu atomů kovu 
v aktivním místě pak mluvíme o metaloproteinech s mono-, 
di-, tri- poly-nukleárními centry. Není překvapivé, že ne-

málo chorob má přímou souvislost s funkční poruchou 
metaloproteinových komplexů (např. fenylketonurie7, arte-
roskleróza8, neurodegenerativní poruchy9–11 atd.).   

Vedle iontů kovů s jedním stálým oxidačním číslem 
(např. Na, K, Mg, Ca, Zn) se v biologických strukturách 
velmi často uplatňují ionty přechodných kovů (tj. Fe, Cu, 
Mn, Ni, Co, V, Mo), které mohou měnit v průběhu reakce 
oxidační či spinový stav a které díky své strukturní a elek-
tronové rozmanitosti dokáží zajistit celou plejádu bioche-
mických (redukčně-oxidačních = redoxních) přeměn. 
Z redoxně aktivních kovů je na Zemi nejrozšířenější železo.  

Obecně platí, že alfou a omegou ve studiu (metalo)
enzymů je pochopení jejich reakčních mechanismů a fak-
torů ovlivňujících jejich reakční selektivitu a/nebo substrá-
tovou specifitu. Je celá řada oborů, které se při tomto sna-
žení uplatňují a doplňují: biochemie, krystalografie, che-
mická syntéza, spektroskopie, elektrochemie a fyzikální 
(kvantová) chemie.  

Znalost struktur umožňuje prvotní zásadní náhled do 
katalytických vlastností (metalo)enzymů. Hlavní úlohu 
hraje stále ještě krystalografie (rentgenostrukturní analý-
za), jejíž použití je však omezené na enzymy v klidovém 
stavu (např. při absenci substrátu) nebo na enzymy připra-
vené s nepřirozenými substráty, kovy (např. Ga místo Fe), 
či ligandy (např. NO místo O2). Metaloenzym ovšem pro-
chází v průběhu katalyzované reakce metastabilními stavy 
(intermediáty), které jsou krystalografům pro svou reakti-
vitu a efemérnost většinou nedostupné. Pro vyřešení geo-
metrických struktur aktivních center enzymových interme-
diátů je tudíž nezbytné použití různých spektroskopických 
metod v kombinaci s kvantovou chemií. Přes veškerý arze-
nál, kterým disponuje bioanorganická spektroskopie 
a který pokrývá neobyčejně rozsáhlou oblast fotonových 
energií (od radiových vln po záření γ, tj. např. od nukleární 
magnetické rezonance po Mössbauerovu spektroskopii), je 
jen málo technik vhodných k přímočarému a jednoznačné-
mu definování geometrické struktury aktivního centra 
intermediátu. Jednou z mála takových metod je jaderná 
rezonanční vibrační spektroskopie (angl. nuclear resonan-
ce vibrational spectroscopy, NRVS), která selektivně 
„mapuje“ pohyb iontu/iontů železa, jenž je v přímém vzta-
hu ke geometrii aktivního centra metaloenzymu.    

 
  

2. Fyzikální principy NRVS spektroskopie 
 
NRVS spadá do kategorie spektroskopií, které pracují 

s fotony o extrémně vysokých energiích (záření γ). Základ-
ním fyzikálním jevem spjatým s touto metodou (stejně 
jako s Mössbauerovou spektroskopií – MöS) je jaderná 
excitace nuklidu 57Fe, což odpovídá přechodu mezi základ-
ním a prvním jaderným spinovým stavem o energii 
~14,4 keV. Nutno dodat, že jádro 57Fe má v tomto prvním 
excitovaném stavu kvadrupólový moment, díky kterému 
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(v důsledku jeho interakce s okolním, nesouměrně rozlože-
ným elektrickým nábojem) se tento excitovaný stav štěpí 
na dvě hladiny (obvykle do ~200 neV). To se v MöS pro-
jeví dubletem jaderných přechodů. Význam MöS 
v chemických vědách právě plyne z této skutečnosti, tedy 
že energie a rozštěpení tohoto dubletu jsou ovlivněny che-
mickým prostředím, což reflektuje elektronový (oxidační 
a spinový) stavu iontu a povahu ligandového pole. V pří-
padě NRVS jsou spolu s jadernou rezonancí pozorovány 
také výrazně slabší pásy. Energie těchto pásů odpovídají 
energii jaderného přechodu navýšenou (nebo sníženou) 
o energetické rozdíly těch molekulových vibračních stavů, 
ve kterých má atom Fe nenulovou amplitudu kmitu. 
NRVS tak představuje citlivou sondu detegující výhradně 
vibrační módy reaktivního centra, což je dále možné 
v součinnosti s výpočty kvantové chemie využít k rekon-
strukci jeho geometrické struktury. Zásadní výhodou ve 
srovnání s optickými metodami detekujícími molekulární 
vibrace (tj. rezonanční Ramanovy a infračervené spektros-
kopie) je tedy fakt, že nedochází k interferencím se zbyt-
kem bílkoviny a rozpouštědla, které by znemožnily měření 
nebo analýzu spekter. 

Významný rozvoj a širší užití NRVS přišlo však až 
s počátkem první dekády 21. století spolu s rozvojem 
a zdokonalením synchrotronového zařízení. Na těchto 
zařízeních je totiž možné připravit velmi krátké a intenziv-
ní pulsy vysoce monochromatického záření γ a ladit ener-
gii fotonů s rozlišením pouhého ~1 meV (~8 cm–1). Takto 
vysoké rozlišení je přitom zásadní pro měření jednotlivých 
jaderných rezonančních vibračních (NRV) přechodů. Zá-
roveň vysoká intenzita záření (= počet fotonů dopadající 

na jednotku plochy za jednotku času) je nutná pro realizaci 
tohoto velmi neefektivního děje. Je fascinující, že 
k detekci vibračních přechodů o energii do ~125 meV (do 
~1000 cm–1) se pracuje s fotony nesoucími 105–106 krát 
vyšší energii (14,4 keV).  

Experimentální provedení je schematicky uvedeno na 
obr. 1. Jednotlivé shluky elektronů z oběhového prstence 
synchrotronu prolétnou téměř světelnou rychlostí 
strukturou periodicky se střídajících magnetů tzv. un-
dulárorem, přičemž vyzáří fotony s energiemi v rozmezí 
šest až několik stovek keV. Ty následně prochází sousta-
vou monochromátorů, které postupně filtrují fotony o po-
žadované energii (s rozptylem oněch zmíněných ~8 cm–1). 
Takto „čistý“ svazek nakonec vstoupí do vzorku. Ve smě-
ru kolmém na tento paprsek je umístěn detektor. Ten se 
otevře s časovým zpožděním ~100 ns oproti vstupujícímu 
svazku, což zajišťuje oddělení slabého NRV signálu od 
„okamžitého“ rozptylu způsobeného interakcí s elektrono-
vými obaly (<10–3 ns). Trik s časově kontrolovaným měře-
ním je proveditelný díky době života prvního excitovaného 
jaderného stavu (140 ns), která je velmi dlouhá vzhledem 
k rychlosti elektronových dějů. Sluší se podotknout, že 
relaxace excitovaného stavu je komplexní proces. Excito-
vané jádro 57Fe při relaxaci do základního stavu vypudí 
elektron z vnitřního atomového orbitalu 1s, přičemž vznik-
lá vakance je okamžitě zaplněna elektronem z atomového 
orbitalu 2p. Vyzáří se při tom foton o energii 6,4 keV (tzv. 
K fluorescence). Právě tyto fluorescenční fotony jsou 
detektorem zaznamenány, čímž je registrováno, že došlo 
k absorbci kvanta energie, které bylo do vzorku vysláno. 
Na obr. 2 vlevo je pro ilustraci znázorněn signál pozorova-

Obr. 1. Schéma experimentálního zařízení pro měření jaderných rezonančních vibračních spekter 
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ný na detektoru, z něhož je patrná jistá paralela s Ramano-
vou spektroskopií: vedle dominantního (elastického) píku 
se objevují po jeho obou stranách také řádově slabší sate-
litní (neelastické) pásy spojené navíc s vyzářením nebo 
pohlcením vibračních kvant. 

Z naměřených dat lze pomocí matematického aparátu 
(s použitím programu PHOENIX)12 extrahovat samotné 
NRVS spektrum, tj. částečnou hustotu vibračních stavů 
(PVDOS) vynesenou proti energii (E) vibračních kvant 
(viz obr. 2 vpravo). Zvídavý čtenář může nalézt další po-
drobnosti v Sturhahnově práci13. Částečná hustota vibrač-
ních stavů PVDOS( ) (slovo „částečná“ poukazuje na ty 
vibrační módy, jež zahrnují pohyb 57Fe) je definována 
takto: 

kde sčítáme přes všechny vibrační módy a  představuje 
tzv. faktor módového složení (angl. mode composition 
factor), který lze chápat jako frakci energie vibrační-
ho módu  připadající atomu k s hmotností mk a  amplitu-
dou kmitu rk (v našem případě k =Fe): 
 

zatímco  je tvar spektrálního pásu daného módu 
. Dodejme, že pro náhodně orientované vzorky jsou 
spektra normalizovaná: 
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2
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3. Kvantověchemické výpočty NRVS spekter 
 
Rovnice (1) a (2) představují také „styčnou plochu“ 

mezi experimentálními spektry a teoretickými výpočty. 
Takové výpočty je možné provést metodami kvantové 
chemie, nejčastěji metodami teorie funkcionálu hustoty 
(angl. density functional theory, DFT). Teoretický postup 
při výpočtu spekter je pak ve stručnosti tento: Nejprve se 
vhodnou metodou DFT optimalizuje geometrie strukturní-
ho modelu (odhlédněme na okamžik, jak takový model 
připravíme), což znamená minimalizaci jeho potenciální 
energie v dimenzi s 3N–6 stupni volnosti (N – počet atomů 
v molekule). K výpočtu vibračních pohybů molekuly se 
vychází z přiblížení, že funkce potenciální energie má 
v blízkosti svého minima povahu mnohorozměrné parabo-
ly (tzv. harmonická aproximace). Následně se tedy sesta-
ví matice hmotnostně vážených druhých derivací potenci-
ální energie podle kartézských souřadnic atomů, tzv. hessi-
án, který je dále diagonalizován transformační maticí. Tato 
transformační matice zprostředkovává vztah mezi vnitřní-
mi a kartézskými souřadnicemi. Řešením uvedeného po-
stupu jsou nakonec tzv. normální vibrační módy (jakási 
báze interních molekulových pohybů) a frekvence jejich 

kmitů. Pro tyto módy je už jednoduché určit veličinu  
podle (2), což vede podle rovnice (1) a normalizační pod-
mínky (3) k vypočteným spektrům NRVS. Člen 
z (1) se uvažuje jako Gaussova funkce (obvykle 
s pološířkou 15 cm–1).  

 
 

4. Struktura reaktivního intermediátu halogenasy 
  
Nyní jsme konečně vybavení prostředky, s nimiž mů-

žeme vyrazit do terénu bioanorganické chemie a studovat 
komplexní struktury s centry Fe. Jako příklad si uvedeme 
řešení struktury aktivního místa vysoce reaktivního inter-

2
ke

)~~( vvL 

Obr. 2. Měřená hrubá data a extrakce NRVS spektra 
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mediátu syringomycin halogenasy (enzym zkráceně zvaný 
SyrB2). Tato práce, na které se velkou měrou podílel autor 
tohoto článku, byla provedena pod vedením prof. Solomo-
na na Stanfordově universitě14. Metaloenzym SyrB2, jako 
součást biochemické cesty pro syntézu fytotoxinu syrin-
gomycinu, přispívá k této syntéze tím, že za přítomnosti 
chloridových iontů a kofaktoru -ketoglutarátu aktivuje 
molekulu kyslíku (O2), což následně vede ke chloraci me-
thylové skupiny postranního řetězce aminokyseliny – 
L-treoninu15. Vedle toho byla identifikována aminokyseli-
na L-norvalin, kterou enzym SyrB2 hydroxyluje místo 
toho, aby ji halogenoval16. SyrB2 proto poutá pozornost 
hned z několika důvodů. Za prvé je to jeho schopnost pro-
vádět substituci na alifatickém řetězci (přeměna –CH3 na –
CH2Cl). Za druhé je to duální reaktivita tohoto enzymu 
(tvorba –CH2Cl vs. –CH2OH). V prvém případě to zřejmě 
znamená, že reakční cesta (koordináta) tohoto enzymu 
prochází vysoce reaktivním intermediátem, schopným 
štěpit inertní vazbu C–H (disociační energie vazby C–H 
v L-treoninu je přibližně 390 kJ mol–1). Vzhledem 
k předpokladu, že trhání této vazby je krokem určujícím 
rychlost celkové reakce, je možné z kinetických měření 
určit energetickou bariéru pro tento krok (tj. ~80 kJ mol–1)

(cit.16) a porovnat s energetikou kvantověchemicky navr-
ženého mechanismu. K tomu je však zapotřebí znalost 
výchozí struktury – intermediátu.  

Aby bylo možné takový nestálý intermediát charakte-
rizovat pomocí NRVS, je třeba se nejprve vypořádat s jeho 
přípravou. V první řadě je třeba připravit metaloenzym 
s poměrně vzácným isotopem 57Fe (pouze ten je použitel-
ný v NRVS i v MöS). Dále je nutné vyřešit problém nízké 
rozpustnosti molekulového kyslíku v roztoku, což limituje 
možnost dosažení vyšších koncentrací („O2-depen-
dentního“) intermediátu. Pro tento účel byla vyvinuta ele-
gantní technika, při níž se používá metaloenzym nazvaný 
ClO2

– dismutasa, který generuje O2 z chloritanu přímo 
in situ17.  S  jeho pomocí lze velmi rychle přesytit roztok 
molekulovým kyslíkem, a dosáhnout tak vysokých kon-
centrací, tj. až ~10 mM (přibližně desetkrát víc než kon-
venčními metodami). Navíc tuto metodu je snadné kombi-
novat s metodou rychlého zmražení (angl. rapid freeze 
quench, RFQ), díky které lze zastavit reakci v je-
jím průběhu. Aby se zvýšila šance na zastavení reakce 
v momentě, kdy se utváří požadovaný intermediát, přistu-
puje se navíc k záměně nativního substrátu za jeho inertní 
analog (v případě SyrB2 se místo L-treoninu použil 
L-cyklopropanglycin). Tím se vznikající intermediát stabi-
lizuje, a tak se prodlužuje jeho doba života a zároveň na-
vyšuje jeho koncentrace. Vzorek s  takto zachyceným in-
termediátem je ještě před samotným NRVS měřením po-
droben analýze Mössbauerovou spektroskopií, kterou se 
ověřuje čistota vzorku (tj. kolik procent z celkové koncen-
trace Fe připadá na oxidační stavy IV, III a II; přičemž 
oxidační stav FeIV diagnostikuje přítomnost intermediátu). 

NRVS spektra intermediátu halogenasy SyrB2 zachy-
ceného s chloridovým a bromidovým ligandem (značeno 
jako SyrB2-Cl a SyrB2-Br) byla měřena na dvou zaříze-
ních:  v Japonsku (Spring-8) a USA (APS)14. Z obr. 3a je 
hned patrné, že spektra mají bohatou strukturu. Vedle tří 
výrazných pásů (označených 1, 2 a 3 v obr. 3a) jsou také 
očividné změny v intenzitách a energiích těchto pásů při 
záměně chloridu za bromid. Tyto charakteristiky jsou při-
tom velmi citlivé na geometrické uspořádaní reaktivního 
centra Fe, jak je ostatně naznačeno na obr. 3b,c. Zatímco 
vypočtené NRVS spektrum pro strukturu A (s iontem FeIV 

majícím koordinační sféru uspořádanou do trigonální bipy-
ramidy) reprodukuje všechny tyto podstatné charakteristi-
ky, struktura B s oktaedrálním ligandovým polem je zcela 
nevyhovující. Analýza teoretických modelů (nejen struktur 
A a B) a porovnání jejich spekter s experimentálními spek-
try je podrobně rozebrána v cit.14. Tyto modely byly sesta-
veny na základě krystalové struktury metaloenzymu 
v klidovém stavu při absenci substrátu18, která je výchozím 
bodem pro kvantověchemické (DFT) modelování aktivace 
O2 vedoucí na intermediát s reaktivní skupinou FeIV=O, 
schopnou dále štěpit vazby C–H. Ze všech modelů inter-
mediátu obstála při srovnání NRVS spekter právě struktura 
A z obr. 3. Z analýzy této struktury vyplývá podstatné 
zjištění, že v aktivním místě intermediátu je vazba C–H 
orientovaná kolmo k rovině O=FeIV–Cl–. To se totiž jeví 
jako zásadní předpoklad pro halogenaci, která následuje po 

Obr. 3. Změřená NRVS spektra reaktivního intermediátu 
halogenasy SyrB2 s chloridovým či bromidovým ligandem (a) 
spolu s vypočtenými spektry pro strukturní model A (b) a B 
(c). Upraveno z cit. 19 
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ataku na tuto vazbu skupinou FeIV=O (cit.14). Struktura A 
je pak velmi důležitým milníkem pro úplné pochopení 
katalytického cyklu a reakční selektivity enzymu SyrB2 – 
halogenace vs. hydroxylace. Následné modelování meto-
dami kvantové chemie pak podává úplný obrázek o celém 
reakčním (katalytickém) cyklu SyrB2, tedy vhled do role 
a funkce jednoho ze zástupců poměrně početné rodiny 
mononukleárních nehemových metaloenzymů s iontem 
železa v aktivním místě (mononuclear non-heme iron en-
zymes). 

 
 

5. Závěr 
 
V tomto bodě naše povídání o SyrB2 přerušíme, ne-

boť naším cílem bylo zejména přiblížit čtenáři poměrně 
novou spektroskopickou metodu, seznámit jej s jejími 
principy a upozornit na její rostoucí význam a uplatnění 
v bioanorganické chemii a metaloenzymologii, jak je do-
kumentováno na příkladu reaktivního intermediátu syrin-
gomycin halogenasy. 
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In this article, the nuclear resonance vibrational spec-

troscopy (NRVS) is reviewed. This includes its principles 
and applications in bioinorganic chemistry and metalloen-
zymology. The NRVS technique is very appealing for its 
power to probe selectively vibrational modes associated 
with the Fe centers that allows one to define unambiguous-
ly geometric structures of such sites. This has been demon-
strated on one example of the NRVS application – the 
recent determination of the highly reactive intermediate of 
the halogenase SyrB2.     


