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Fluorescence microscopy (FM) is nowadays certainly 
one of the main tools in biological sciences. There are several 
reasons for the success of this technique: a) FM can be ap-
plied on a minimum-invasive way with high sensitivity even 
on living cells. b) FM has a good temporal and spatial resolu-
tion. c) FM is the basis and/or can be combined for a growing 
variety of single molecule approaches. One of the most popu-
lar single molecule techniques is Fluorescence Correlation 
Spectroscopy (FCS). This method is based on the fact that 
when illuminating a femtoliter volume element containing 
nanomolar concentrations of fluorescently labeled molecules, 
the fluorescence of only a few molecules or even a single 
molecule is detected. Usually diffusion of those molecules in 
and out of the femtoliter detection volume leads to large fluc-
tuation in the fluorescence signal. These fluctuations are 
monitored, correlated, and analyzed and give, in the simplest 
case, information on the diffusion coefficient and concentra-
tion of diffusing and fluorescing species. While the technique 
was originally suggested in the 70�s, its first reasonable ex-
perimental realization appeared in the 90�s. Though the 
method certainly went through a boom in the 90�s, it became 
soon very clear that the original single-spot FCS method is 
heavily limited. Thus several groups started to develop new 
variants of that technique aiming for higher precision.    

The fluorescence group located at the J. Heyrovský Insti-
tute of Physical Chemistry of the Academy of Sciences of the 
Czech Republic (http://www.jh-inst.cas.cz/~fluorescence/) 
was certainly significantly contributing to those develop-
ments. Specifically, in 2003 the group presented the first arti-
fact-free measurements of diffusion coefficients by FCS1. The 
so-called �z-scan� FCS does -in opposite to earlier ap-
proaches- not need external calibration. This method was then 
applied for answering fundamental questions in lipid bilayer 
research as well as for characterizing lipid �rafts� smaller than 
the resolution of an optical microscope (< 200 nm). A further 
methodological achievement was the first experimental reali-
zation of a confocal microscope allowing to perform Fluores-
cence Lifetime Correlation Spectroscopy (FLCS)2. This 
method is using the fluorescence lifetime information to dis-
tinguish the diffusion of different species. Most recently we 
have applied this method in for the elucidation of the DNA 
compaction mechanism. 

That compaction of DNA plays a role in the nuclei of 
several types of cells and becomes important in the non-viral 
gene therapy. Using standard single molecule fluorescence 
microscopy it was shown in a series of contributions by the 
group of K. Yoshikawa from Kyoto, Japan (http://
www.chem.scphys.kyoto-u.ac.jp/index_e.html), that spermine-
induced compaction of large DNA molecules (30−170 kbp) 
occurs in a discrete "all-or-non" regime, where the coexis-
tence of free and folded DNA molecules was observed. In the 

case of intermediate-sized DNA molecules (~10 kbp), so far, 
it was stated that the mechanism of folding is continuous. We 
show that FLCS can for the first time decide what kind of 
mechanism is undertaken in the compaction process of those 
intermediate sized DNA. The method takes advantage of a 
subtle lifetime change of an intercalating dye PicoGreen® 
during the titration with the condensing agent and based on 
that, it reveals the mechanism of the process and gives infor-
mation on the equilibrium state transition dynamics of the 
compaction process3. The method is used to compare the con-
densation process induced by different condensers.  
 
Tato práce vznikla za podpory grantu M�MT ČR LC 06063. 
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Sledovali sme dynamiku fluorescencie kumarínu C522 
v confined �truktúrach, teda v prostrediach obmedzujúcich 
voľný pohyb molekúl pou�itím femtosekundovej časovo-
rozlí�enej spektroskopie. Molekula kumarínu slú�i ako fluo-
rescenčná sonda. Rýchlosť deexcitácie sondy najviac ovplyv-
ňuje prítomnosť voľnej vody1.Vy�etrovali sme dva typy con-
fined �truktúr: v prvom prípade bol prístup vody k molekule 
kumarínu obmedzený adsorpciou kumarínu na povrch mon-
tmorillonitu, skúmala sa interakcia s disperziou montmorillo-
nitu vo vode. Montmorillonity patria medzi vrstevnaté hlini-
tokremičitany so záporným nábojom vrstiev. Záporný náboj je 
mo�né zni�ovať fixáciou lítiovými katiónmi2. Veľkosť náboja 
ovplyvňuje adsorpciu kumarínu na povrch, čím sa zni�uje 
mo�nosť kontaktu molekuly kumarínu s vodou. Prítomnosť 
záporne nabitého povrchu mo�e spomaliť solvatačnú odpoveď 
3 a� 5 krát v porovnaní s voľnou vodou3.Iným spôsobom 
obmedzenia prístupu voľnej vody k sonde je enkapsulácia 
sondy do cyklodextrínovej kavity4, prípadne uzavretie do 
reverznej micely  rôznej veľkosti. Analýza deexcitačných 
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kriviek ukazuje a� 1000 násobné spomalenie relaxačných 
časov v prostrediach obmedzujúcich prístup molekúl rozpú�-
ťadla k molekule kumarínu v porovnaní s čistým 
rozpú�ťadlom5. 

  
Táto práca vznikla za podpory grantov APVT-20-029804 
a APVV-0491-07. 
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V současné strukturní biologii je nejpopulárněj�í meto-
dou pro zkoumání proteinů krystalografie spojená s rentgeno-
vou strukturní analýzou. Tato metoda má v�ak některé zásad-
ní nedostatky. Jednak proteiny krystalizují za podmínek, které 
bývají poměrně vzdálené těm fyziologickým, při nich� protein 
funguje, co� mů�e mít za následek deformaci výsledné struk-
tury, jednak krystalografie není schopna postihnout dynamiku 
molekul, která je zásadní pro pochopení funkce enzymů. 

Naproti tomu klasické spektroskopické metody tato ome-
zení nemají a zejména fluorescenční spektroskopie se jeví 
jako příhodná pro studování proteinů, a to předev�ím pro její 
vysokou citlivost a �irokou �kálu experimentálních technik. 
Přirozeným fluoroforem je na proteinech aminokyselina tryp-
tofan. Zhá�ení fluorescence neutrálním zhá�edlem 
(akrylamid) umo�ňuje sledování prostorové přístupnosti rezi-
dua, pou�ití zhá�edla s nábojem (jodid) pak umo�ňuje získat 
i informaci o rozlo�ení povrchového náboje v okolí rezidua. 
Informace o dynamice rezidua pak doplňují časově rozli�ená 
měření intenzity a anizotropie fluorescence. Nevýhodou fluo-
rescenčních měření je, �e poskytují pouze lokální informace 
z okolí tryptofanového rezidua. Na�e zku�enost ukazuje, �e 
spektroskopické výsledky je vhodné doplnit informacemi 
z počítačových molekulárně-dynamických simulací enzymu. 
Tyto simulace jednak slou�í  jako vodítko při interpretaci 
spektroskopických dat, jednak pomáhají při návrhu dal�ích 
experimentů. 

Předmětem na�eho studia byla dynamika velké cyto-
plazmatické kličky Na+/K+-ATPasy po navázání přirozených 
ligandů (ATP, Mg2+). Pro spektroskopickou analýzu jsme 
připravili 9 jednotryptofanových mutantů, kdy jsme tryptofa-
ny vkládali na různá místa povrchu kličky. Na�e studie ukáza-
la, �e bez ligandu, v přítomnosti samotného Mg2+, nebo při 
současné přítomnosti Mg2+ i ATP se klička nachází 
v uzavřené konformaci, zatímco pokud je přítomno pouze 
ATP (bez Mg2+), nachází se klička v konformaci otevřené. 
Na�e výsledky tedy naznačují, �e zatímco vazba ATP kličku 
otevírá, následná vazba Mg2+ ji zase uzavírá, co� je v rozporu 
s dosavadní představou, �e nukleotid se vá�e na enzym jako 
komplex MgATP. Analýza povrchového náboje pak ukázala 
velké změny v okolí rezidua 648 a tyto změny mohou slou�it 
jako signál při komunikaci kličky s C-terminální částí enzy-
mu. 
 
Tato práce vznikla za podpory grantu GA ČR 203/07/0564. 
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Oxid �elezitý představuje typickou polymorfní sloučeni-
nu nabízející řadu strukturních forem v závislosti na podmín-
kách přípravy či na geofyzikálních a geochemických paramet-
rech při kterých vzniká v přírodě. V nanokrystalickém stavu 
vykazují v�echny strukturní formy řadu unikátních vlastností, 
které jsou vyu�itelné v různých oblastech moderních nano-
technologií. Termodynamicky nejstabilněj�í hexagonální α-
Fe2O3 modifikace (hematit) je, ve formě nanočástic, velmi 
účinný katalyzátor v řadě procesů heterogenní katalýzy a také 
velmi perspektivní materiál pro fotokatalytické �těpení vody. 
Druhá nejčastěj�í strukturní forma, kubický γ-Fe2O3 
(maghemit), reprezentuje společně s magnetitem (Fe3O4) stra-
tegický materiál v řadě diagnostických i terapeutických lékař-
ských aplikací. Díky kombinaci vhodných magnetických 
(ferimagnetických, superparamagnetických), povrchových 
a velikostních charakteristik je vhodně funkcionalizovaný 
(povrchově upravený) nanomaghemit pou�íván pro vylep�ení 
kontrastu při zobrazování metodou magnetické rezonance, 
jako magnetický nosič pro cílený transport léčiv, při léčbě 
nádorových onemocnění metodou hypertermie nebo při mag-
netickém značení a separaci buněk. Kosočtverečná ε-Fe2O3- 
modifikace byla doposud připravena téměř výhradně ve formě 
asymetrických tyčinkovitých nanočástic, které vykazují ob-
rovskou koercitivní sílu okolo 2T při pokojové teplotě. Tato 
hodnota, která je nejvy��í naměřená mezi v�emi oxidy kovů, 
činí ε-Fe2O3- velmi perspektivní fází pro vývoj nové generace 
magnetických záznamových médií. Poslední a nejvzácněj�í 
strukturní formou je kubický β-Fe2O3, který lze připravit me-
todou chemické depozice par (CVD) ve formě unikátních 
dutých nanočástic tvořených několika slupkami s tlou�ťkou 3-
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5 nm. Kromě zmíněných (nano)krystalických fází existuje 
oxid �elezitý i ve formě ultramalých (1−3 nm) nedifraktují-
cích amorfních nanočástic s neperiodickou mří�í, které, 
zejména ve formě nanokompozitů s SiO2 a Au, fungují jako 
velmi účinné senzory vlhkosti a magneto-optické senzory1,2.     

�iroký aplikační potenciál v�ech strukturních modifikací 
Fe2O3 indukoval, zejména v posledních letech, extenzivní 
vývoj nových syntetických postupů směrem 
k monodisperzním nanočásticím s definovanou strukturou, 
velikostí a morfologií. Tyto preparační postupy zahrnují na-
příklad sol-gel, sonochemické, depoziční, precipitační a pyro-
lytické syntézy. Termicky indukované dekompozice vhod-
ných Fe-prekurzorů v pevné fázi (�prekurzorové syntézy�) 
představují jednoduchý, levný a technologicky nejatraktivněj-
�í syntetický přístup, neboť umo�ňují jednokrokovou přípravu 
velkého mno�ství produktu. Navíc mohou být vlastnosti nano-
částic úspě�ně řízeny volbou reakčních podmínek (teplota, 
tlak, atmosféra, čas) a  pou�itého prekurzoru (struktura, veli-
kost, morfologie). Na příkladech  teplotních dekompozicí 
hexakyano�eleznatanu �elezitého, �ťavelanu a octanu �elezna-
tého na vzduchu bude demonstrován mnohdy slo�itý mecha-
nismus tvorby nanočástic, způsob řízení jejich krystalinity, 
struktury a velikosti, stejně jako mo�nost přípravy oxidické 
fáze striktně kopírující morfologii prekurzoru (��ablonové 
syntézy�)3−5. Jestli�e je dekompozice prováděna v přítomnosti 
vhodné biokompatibilní fáze, lze jednokrokově přípravit po-
vrchově modifikované magnetické nanočástice, jak bude uve-
deno na příkladu nanomaghemitu funkcionalizovaného kyse-
linou palmitovou6 (obr. 1). 

V rámci předná�ky budou diskutovány i některé mimo-
řádné vlastnosti environmentálních a mimozemských nano-
částic na bázi oxidů �eleza. Budou zmíněny například nejno-
věj�í výsledky v bioaplikacích nanočástic magnetitu 
z magnetotaktických bakterií nebo pozoruhodné magnetické 
vlastnosti ilmeno-hematitových lamelárních nanostruktur, 
které se vyskytují také na Marsu, a které vykazují neobvykle 
intensivní magnetismus7. Nanokrystalické oxidy �eleza srá�e-
jící se z kyselých důlních vod lze zase vyu�ít jako vysoce 
čisté prekurzory pro termickou syntézu nanočástic nulmocné-
ho �eleza, reprezentujících ekologicky akceptovatelný a při-
tom neobyčejně efektivní materiál pro reduktivní technologie 
sanace podzemních vod8.   
 

LITERATURA 
  1. Zboril R., Mashlan M., Petridis D.: Chem. Mater. 14, 969 

(2002). 
  2. Machala M., Zboril R., Gedanken A.: J. Phys. Chem., B 

111, 4003 (2007).  
  3. Hermanek M., Zboril R., Mashlan M., Machala L., 

Schneeweiss O.: J. Mater. Chem. 16, 1273 (2006).  
  4. Zboril R., Machala M., Mashlan M., Sharma V. K.: Crys-

tal Growth  & Design 4, 1317 (2004). 
  5. Hermanek M., Zboril R., Medrik I., Pechousek J., Gregor 

C.: J. Am. Chem. Soc. 129, 10929 (2007). 
  6. Zboril R., Bakandritsos A., Mashlan M., Tzitzios V., 

Dallas P., Trapalis Ch., Petridis D.: Nanotechnology 19, 
095602 (2008). 

  7. Robinson P., Harrison R. J., McEnroe S. A., Hargraves 
R. B.: Nature 418, 517 (2002). 

  8. Filip J., Zboril R., Schneeweiss O., Zeman J., Cernik M., 
Kvapil P., Otyepka M.: Environ. Sci. Technol. 41, 4367 
(2007). 

 
 
7L-05 
VYU�ITÍ ZETA POTENCIÁLU K POSTIHNUTÍ JEVŮ 
NA FÁZOVÉM ROZHRANÍ 
 
ROMAN MAR�ÁLEK 
 
Přírodovědecká fakulta, Ostravská univerzita v Ostravě,  
30. dubna 22, 701 03 Ostrava 
roman.marsalek@osu.cz   
 

Příspěvek se zabývá vyu�itím zeta potenciálu jako veliči-
ny, která má své místo při studiu jevů na fázovém rozhraní, 
v tomto případě předev�ím adsorpce z vodných roztoků na 
uhlíkatých materiálech. Změny zeta potenciálu byly sledová-
ny ve dvou základních systémech. A to adsorpce iontů tě�-
kých kovů na uhlíkatých materiálech a na jílových minerá-
lech. Dále pak při studiu adsopce tenzidů na různých typech 
uhlí. V obou případech naměřené hodnoty zeta potenciálu 
(resp. jeho změn) korespondují s naadsorbovaným mno�stvím 
tě�kého kovů či povrchově aktivní látky.  

Obr. 1. Mössbauerovo spektrum (2K/5T) a AFM snímek nanočás-
tic maghemitu  funkcionalizovaných kyselinou palmitovou 
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Obr. 1. Adsorpční izoterma dodecylsulfátu sodného (SDS) na 
černém uhlí a vyvolané změny zeta potenciálu 
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Vý�e uvedené skutečnosti dokumentuje obr. 1, na kterém 
je patrné, �e naadsorbované mno�ství SDS (a) při dané rovno-
vá�né koncentraci (ce) je �přímo úměrné� změně zeta potenci-
álu. Tento fakt je mo�né vyu�ít při hodnocení mechanismu 
adsorpce  tenzidů. Výsledky lze dále aplikovat při odstraňová-
ní tenzidů z odpadních vod (adsorpcí na vhodných sorben-
tech) nebo při studiu flotačního procesu, ve kterém se tenzidy 
uplatňují jako tzv. sběrače. V případě adsorpce iontů tě�kých 
kovů byl, mimo jiné, kladen důraz na vliv pH na adsorpční 
proces. A také zde je mo�né nalézt souvislost mezi adsorpční 
kapacitou a zeta potenciálem. Mezi dal�í studované případy 
vyu�ití měření zeta potenciálu lze jmenovat hodnocení oxidic-
kých katalyzátorů či anorganických pigmentů.  

 
Tato práce vznikla za podpory  grantu MPO č. 2A-1TP1/083 
a GA ČR č. 105/07/P041. 
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Dynamický rozvoj terahertzovej spektroskopie v časovej 
doméne, vyu�ívajúcej optoelektronické spínače na báze fem-
tosekudových laserov (THz-TDS) zabezpečuje jej nasadenie 
pri charakterizácii dielektrických materiálov1, polovodičov, 
tuhých látok napr. skiel ale aj organických zlúčenín ako poly-
mérov a biomolekulárnych systémov2 v ďalekej infračervenej 
oblasti. Ďal�ie oblasti intenzívneho nasadenie tejto techniky 
sú pri obrane proti terorizmu, topografického zobrazovania, 
kontrole objemových materiálov a detekcie chemických zlú-
čenín.  

Terahertzovú spektroskopiu v časovej doméne sme pou-
�ili na charakterizáciu ílových minerálov zo skupiny sľúd pre 
stanovenie ich dielektrických vlastností. Pou�ité optoelektro-
nické spínače na báze nízkoteplotného GaAs nám umo�nili 
detekciu vlnočtov v ďalekej infračervenej oblasti od 3,3 do 
40,0 cm−1 ktorá zodpovedá frekvenciám 0,1 a� 1,2 THz. Skú-
mané vzorky boli vybrané tak aby sa lí�ili svojím kry�taloche-
mickým zlo�ením jednak v izomorfných substitúciách jednot-
livých vrstiev ale aj v obsahu medzivrstvových katiónov. 
Merdzivrstvové katióny boli ďalej jednak hydratované naprí-
klad Mg2+ katión v prípade vermikulitu a dehydratované ka-
tióny napríklad K+ a Mg2+ v prípade flogopitu, biotitu and 
muskovitu. Pre tieto prírodné vrstevnaté materiály bola stano-
vená frekvenčná závislosť komplexného indexu lomu zahŕňa-
júca porovnanie reálnej časti indexu lomu a absorpčného in-

dexu. Koherentná detekcia THz pulzov umo�nila výpočet 
hrúbok pou�itých sľúd priamo z jednotlivých meraní pou�itím 
iterácie z fixného bodu3. 
 
Táto práca je podporovaná vedeckou grantovou agentúrou 
VEGA číslo 1/4457/07. 
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Pomocí nejpřesněj�ích metod kvantové chemie (metoda 
spřa�ených klastrů se zahrnutím tříelektronových excitací, 
CCSD(T) a poruchové metody, MPn) byly studovány 
struktury a stabilizační energie molekulárních komplexů, 
které hrají významnou roli v biodisciplínách.  Zvlá�tní 
pozornost byla věnována párům basí nukleových kyselin a to 
jak vázaných vodíkovou vazbou, tak i patrových. Stabilizační 
energie byly určeny na CCSD(T) úrovni při uva�ování 
velkých basí atomových orbitalů, případně na úrovni limitu 
kompletní base. Výsledné stabilizační energie komplexů 
s vodíkovými vazbami a zvlá�tě patrových komplexů jsou 
velké (30 a 15 kcal mol−1), mnohem vět�í ne� bylo dosud 
známo. Analýza energetických příspěvků (pomocí poruchové 
metody SAPT) ukázala, �e dominantním  členem u patrových 
komplexů je Londonova dispersní energie, zatímco 
elektrostatická energie určuje orientaci basí v páru. Teoretický 
popis dispersní energie je velmi náročný a některé metody 
zcela selhávají (např metody DFT). Dispersní energie hraje 
v biologických systémech jedinečnou úlohu a bude ukázáno, 
�e dvou�roubovicová struktura DNA je jednoznačně určena 
dispersními interakcemi. Podobný závěr platí i o struktuře 
hydrofobního jádra bílkovin. 
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Protein p18INK4c (p18) z rodiny inhibitorů proteinových 
kinás (INK) je modulární protein slo�ený z pěti ankyrinových 
(ANK) motivů. Proteiny tvořené ANK motivy jsou předmě-
tem intenzivního zájmu, proto�e jejich struktura je stabilizo-
vána zejména lokálními kontakty1 a slou�í tak jako modelové 
systémy pro hlub�í pochopení stability a mechanismu skládá-
ní modulárních proteinů. Z hlediska biomechanických vlast-
ností jde rovně� o velmi atraktivní biomolekuly2. Zásadní 
otázkou stále zůstává, jakou roli hrají jednotlivé strukturní 
motivy v celkové stabilitě proteinu a co ji vlastně určuje. 

 Věnovali jsme se studiu stability p18 (156 reziduí) 
a jeho různě velkých fragmentů, tedy celkem 55 peptidovým 
fragmentům od velikosti jedné α-�roubovice (~10 reziduí) a� 
po dva ANK motivy (~55 reziduí), metodou klasické moleku-
lové dynamiky v explicitním solventu (detaily simulací pro-
gramem AMBER 8.0 s pou�itím silového pole parm99 jsou 
uvedeny v literatuře3). Stabilita p18 byla dále studována simu-
lací tepelné denaturace (4×20 ns simulace za 500 K) podle 
Daggettové4. Celková délka simulací činila 3,2 µs.  

Simulace různě velkých fragmentů umo�ňuje posoudit 
stabilitu jednotlivých strukturních motivů a také vliv struktur-
ního kontextu na stabilitu. Výpočty ukazují, �e α-�roubovice, 
páry α-�roubovic a motivy α-�roubovice-otočka-α-�roubovice 
nejsou stabilní. Minimální stabilní motiv je tvořen alespoň 
systémem dvou motivů α-�roubovice-otočka-α-�roubovice. 
Toto zji�tění koresponduje s experimentálním pozorováním, 
�e nejmen�í známý protein tvořený ANK motivy musí být 
vystavěn alespoň ze dvou ANK motivů. Simulace dále proká-
zaly, �e stabilita N- a C-terminálních motivů je významně 
vět�í ne� stabilita stejných vnitřních motivů. To naznačuje, �e 
na stabilitu proteinů tvořených ANK motivy mají významný 
vliv terminální ANK motivy. 

Vysokoteplotní simulace ukázaly mechanismus teplem 
indukované denaturace p18, kde C-terminální ANK motivy 
(ANK III, IV a V) jsou na vysokou teplotu méně citlivé ne� 
N-terminální (ANK I a II). Systém má tendenci se denaturo-
vat ve směru od N-konce k C-konci. 

 
Práce byla podpořena granty LC512 a MSM6198959216. 
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Teorie funkcionálu hustoty � DFT � se v krátké době 
prosadila jako jeden z neju�itečněj�ích a nejpou�ívaněj�ích 
nástrojů teoretické chemie. Vedle nesporných výhod 
v rychlosti a přesnosti popisu kovalentních systémů trpí ale 
i nedostatky, hlavně v oblastech excitovaných stavů 
a mezimolekulových interakcí. Nedávno bylo ukázáno, �e 
jeden z těchto nedostatků � neschopnost popsat dlohodosaho-
vou disperzní interakci � mů�e být efektivně odstraněn přidá-
ním empirické disperzní korekce1. Ta je zalo�ena na asympto-
tickém vztahu pro disperzní energii C6/r6, který je pro malé 
vzdálenosti zatlumen. Navrhli jsme vylep�ený tvar tlumící 
funkce s korektním chováním pro velké vzdálenosti a jedno-
duchým empirickým �kálováním omezujícím dvojí započítání 
korelačních efektů2. �kálovací parametry byly získány fitová-
ním na vysoce kvalitní referenční výpočty. S rostoucím po-
čtem aplikací DFT-D se postupně přesvědčujeme o kvalitě 
metody a přenositelnosti navr�ených parametrů. Umo�ňuje 
nám s výbornou přesností vypočítat nejen interakční energie, 
ale i geometrie. Přesto�e byly parametry původně navr�eny 
pro popis nevazebných interakcí v molekulárních kom-
plexech, ukazují se vhodnými i pro intramolekulovou disperz-
ní interakci3.  Spolehlivě předpovídají energeticky nejvýhod-
něj�í konformery malých peptidů a poskytují pro ně také kva-
litněj�í geometrie, ne� náročněj�í metoda MP2. Vibrační frek-
vence jsou v lep�í shodě s MP2, ne� samotná DFT (cit.4). 
Přesto�e je disperzní korekce v DFT-D empirická a je tedy 
třeba ji dále pečlivě testovat, prozatím se profiluje jako přesná 
a spolehlivá metoda spojující rychlost DFT s kvalitou výsled-
ků jinak dostupnou pouze podstatně náročněj�ími výpočty.  
 
Tato práce vznikla za podpory grantu M�MT ČR MSM 
6198959216 a grantu LC 512. 
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Ribozym Hepatitidy D (HDV ribozym) je RNA motiv 
nacházející se v cirkulární RNA lidského viru Hepatitidy D, 
který je zodpovědný za autokatalytické samo�těpení multi-
merního RNA vlákna vznikajícího při replikaci viru prostřed-
nictvím �double-rolling� mechanismu. Předchozí experimen-
tální studie ukázaly, �e nukleotid C75 nacházející se 
v aktivním místě ribozymu je esenciální pro katalýzu, nicmé-
ně jeho konkrétní role v mechanismu reakce nebyla dosud 
identifikována.  

Dva alternativní katalytické mechanismy, v nich� C75 
hraje roli acido-bazického katalyzátoru, byly navr�eny. Za-
tímco krystalové struktury jsou v souladu s modelem, v něm� 
C75 vystupuje jako obecná báze deprotonující U-1(2�-OH) 
nuklefilní skupinu, která atakuje �těpený fosfát, biochemické 
studie jsou spí�e konzistentní s modelem, v něm� C75 je pro-
tonovaný a funguje jako obecná kyselina poskytující proton 
odstupující alkoholové 5�-O skupině. 

V této práci byl studován reakční mechanismus geno-
mické formy HDV ribozymu pomocí hybridní QM/MM me-
todologie. Bylo nalezeno, �e nukleotid C75 je schopen půso-
bit v kontextu celkové struktury HDV ribozymu jako obecná 
báze s reakční barierou ~20 kcal mol−1, která je srovnatelná 
s experimentální hodnotou. Naprotitomu, na základě dostup-
ných strukturních dat nebylo dosud mo�no nalézt reakční cestu, 
v ní� by nukleotid C75 vystupoval jako obecná kyselina. 
 
Tato studie byla podporována granty LC512, LC06030, 
MSM0021622413 a MSM6198959216 Ministerstva �kolství 
ČR, a granty IAA400040802 a 1QS500040581 Grantové 
Agentury AV ČR, dále AV ČR, grant no. AV0Z50040507 
a AV0Z50040702. 
 
 

 


