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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. ¢) 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. Heyrovsky 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 FCS'. 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)®. 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
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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 process’. The method is used to compare the con-
densation process induced by different condensers.

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSMT CR LC 06063.
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Sledovali sme dynamiku fluorescencie kumarinu C522
v confined Struktirach, teda v prostrediach obmedzujicich
volny pohyb molekal pouzitim femtosekundovej Easovo-
rozliSenej spektroskopie. Molekula kumarinu slazi ako fluo-
rescencna sonda. Rychlost’ deexcitacie sondy najviac ovplyv-
fiuje pritomnost’ volnej vody'.Vysetrovali sme dva typy con-
fined Struktur: v prvom pripade bol pristup vody k molekule
kumarinu obmedzeny adsorpciou kumarinu na povrch mon-
tmorillonitu, skiimala sa interakcia s disperziou montmorillo-
nitu vo vode. Montmorillonity patria medzi vrstevnaté hlini-
tokremicitany so zapornym nabojom vrstiev. Zaporny naboj je
mozné znizovat' fixaciou litiovymi kationmi’. Velkost' naboja
ovplyviiuje adsorpciu kumarinu na povrch, ¢im sa znizuje
moznost' kontaktu molekuly kumarinu s vodou. Pritomnost
zaporne nabitého povrchu moze spomalit’ solvatacnu odpoved’
3 a7 5krat vporovnani svolnou vodou’.Inym spdsobom
obmedzenia pristupu volnej vody k sonde je enkapsulacia
sondy do cyklodextrinovej kavity®, pripadne uzavretie do
reverznej micely rbéznej velkosti. Analyza deexcitaénych
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kriviek ukazuje az 1000 nasobné spomalenie relaxacnych
Casov v prostrediach obmedzujtcich pristup molekal rozpus-
tadla  kmolekule  kumarinu v porovnani s Cistym
rozpuitadlom”.

Tato praca vznikla za podpory grantov APVT-20-029804
a APVV-0491-07.
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V soucasné strukturni biologii je nejpopularnéj$i meto-
dou pro zkoumani proteinti krystalografie spojena s rentgeno-
vou strukturni analyzou. Tato metoda ma vsak nékteré zasad-
ni nedostatky. Jednak proteiny krystalizuji za podminek, které
byvaji pomérné vzdalené tém fyziologickym, pii nichz protein
funguje, coz muze mit za néasledek deformaci vysledné struk-
tury, jednak krystalografie neni schopna postihnout dynamiku
molekul, kterd je zasadni pro pochopeni funkce enzymd.

Naproti tomu klasické spektroskopické metody tato ome-
zeni nemaji a zejména fluorescenéni spektroskopie se jevi
jako pfihodna pro studovani proteind, a to predevsim pro jeji
vysokou citlivost a Sirokou Skalu experimentalnich technik.
Pirozenym fluoroforem je na proteinech aminokyselina tryp-
tofan. Zhaseni  fluorescence neutrdlnim  zhasedlem
(akrylamid) umoznuje sledovani prostorové pristupnosti rezi-
dua, pouziti zhaSedla s nabojem (jodid) pak umoznuje ziskat
i informaci o rozlozeni povrchového naboje v okoli rezidua.
Informace o dynamice rezidua pak dopliiuji casové rozlisena
méfeni intenzity a anizotropie fluorescence. Nevyhodou fluo-
rescencnich méfeni je, Ze poskytuji pouze lokalni informace
z okoli tryptofanového rezidua. NaSe zkuSenost ukazuje, ze
spektroskopické vysledky je vhodné doplnit informacemi
z pocitacovych molekularné-dynamickych simulaci enzymu.
Tyto simulace jednak slouzi jako voditko pfi interpretaci
spektroskopickych dat, jednak pomahaji pfi navrhu dalSich
experimentul.
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Predmétem naseho studia byla dynamika velké cyto-
plazmatické klicky Na"/K'-ATPasy po navazani piirozenych
ligandii (ATP, Mg®"). Pro spektroskopickou analyzu jsme
ptipravili 9 jednotryptofanovych mutantd, kdy jsme tryptofa-
ny vkladali na rizna mista povrchu kli¢ky. Nase studie ukaza-
la, e bez ligandu, v piitomnosti samotného Mg, nebo pfi
soutasné pritomnosti Mg” i ATP se klicka nachazi
v uzaviené konformaci, zatimco pokud je pfitomno pouze
ATP (bez Mg"), nachdzi se klitka v konformaci oteviené.
Nase vysledky tedy naznacuji, Ze zatimco vazba ATP klicku
otevira, nasledna vazba Mg®" ji zase uzavira, coZ je v rozporu
s dosavadni pfedstavou, ze nukleotid se vaZe na enzym jako
komplex MgATP. Analyza povrchového naboje pak ukazala
velké zmény v okoli rezidua 648 a tyto zmény mohou slouzit
jako signal pfi komunikaci klicky s C-termindlni ¢asti enzy-
mu.

Tato préce vznikla za podpory grantu GA CR 203/07/0564.
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Oxid zelezity ptedstavuje typickou polymorfni slouceni-
nu nabizejici fadu strukturnich forem v zavislosti na podmin-
kach pfipravy ¢i na geofyzikalnich a geochemickych paramet-
rech pfi kterych vznika v pfirodé. V nanokrystalickém stavu
vykazuji viechny strukturni formy fadu unikatnich vlastnosti,
které jsou vyuzitelné v riznych oblastech modernich nano-
technologii. Termodynamicky nejstabilngj$i hexagonalni o.-
Fe,0; modifikace (hematit) je, ve form& nanocastic, velmi
ucinny katalyzator v fad€ procest heterogenni katalyzy a také
velmi perspektivni material pro fotokatalytické §tépeni vody.
Druhd nejcastéj$i strukturni forma, kubicky v-Fe,Os
(maghemit), reprezentuje spole¢n¢ s magnetitem (Fe;O,) stra-
tegicky material v fad¢ diagnostickych i terapeutickych 1ékat-
skych aplikaci. Diky kombinaci vhodnych magnetickych
(ferimagnetickych, superparamagnetickych), povrchovych
a velikostnich charakteristik je vhodné funkcionalizovany
(povrchové upraveny) nanomaghemit pouzivan pro vylepseni
kontrastu pii zobrazovani metodou magnetické rezonance,
jako magneticky nosi¢ pro cileny transport 1éCiv, pfi 1écbé
nadorovych onemocnéni metodou hypertermie nebo pii mag-
netickém znaceni a separaci bun¢k. Kosoctverecna e-Fe,Os.
modifikace byla doposud pfipravena témeét vyhradné ve formé
asymetrickych ty¢inkovitych nanocastic, které vykazuji ob-
rovskou koercitivni silu okolo 2T pti pokojové teploté. Tato
hodnota, ktera je nejvyssi naméfena mezi vSemi oxidy kovi,
¢ini e-Fe,Os. velmi perspektivni fazi pro vyvoj nové generace
magnetickych zaznamovych médii. Posledni a nejvzacnéjsi
strukturni formou je kubicky B-Fe,Os, ktery 1ze pfipravit me-
todou chemické depozice par (CVD) ve formé unikatnich
dutych nanocastic tvofenych nékolika slupkami s tloustkou 3-
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Obr. 1. Mossbauerovo spektrum (2K/5T) a AFM snimek nanoc¢as-
tic maghemitu funkcionalizovanych kyselinou palmitovou

Snm. Kromé zminénych (nano)krystalickych fazi existuje
oxid zelezity i ve formé& ultramalych (1-3 nm) nedifraktuji-
cich amorfnich nanocastic sneperiodickou miizi, které,
zejména ve form¢ nanokompoziti s SiO, a Au, funguji jako
velmi G¢inné senzory vlhkosti a magneto-optické senzory'”.

Siroky aplika¢ni potencial viech strukturnich modifikaci
Fe,0; indukoval, zejména v poslednich letech, extenzivni
Vyvoj novych syntetickych postupti smérem
k monodisperznim nanocasticim s definovanou strukturou,
velikosti a morfologii. Tyto preparacni postupy zahrnuji na-
ptiklad sol-gel, sonochemické, depozi¢ni, precipitacni a pyro-
lytické syntézy. Termicky indukované dekompozice vhod-
nych Fe-prekurzorti v pevné fazi (,,prekurzorové syntézy*)
predstavuji jednoduchy, levny a technologicky nejatraktivné;j-
§i synteticky pfistup, nebot’ umoziuji jednokrokovou pfipravu
velkého mnozstvi produktu. Navic mohou byt vlastnosti nano-
Castic uspesné fizeny volbou reakénich podminek (teplota,
tlak, atmosféra, ¢as) a pouzitého prekurzoru (struktura, veli-
kost, morfologie). Na ptikladech teplotnich dekompozici
hexakyanozeleznatanu zelezitého, Stavelanu a octanu zelezna-
tého na vzduchu bude demonstrovan mnohdy slozity mecha-
nismus tvorby nanocastic, zptisob fizeni jejich krystalinity,
struktury a velikosti, stejné jako moznost pfipravy oxidické
faze striktné kopirujici morfologii prekurzoru (,,Sablonové
syntézy“)*~. Jestlize je dekompozice provadéna v pritomnosti
vhodné biokompatibilni faze, 1ze jednokrokové pfipravit po-
vrchové modifikované magnetické nanocastice, jak bude uve-
deno na piikladu nanomaghemitu funkcionalizovaného kyse-
linou palmitovou® (obr. 1).

V ramci prednasky budou diskutovany i ne¢které mimo-
fadné vlastnosti environmentalnich a mimozemskych nano-
Castic na bazi oxidd zeleza. Budou zminény naptiklad nejno-
v&j§i  vysledky v bioaplikacich nanocéastic magnetitu
z magnetotaktickych bakterii nebo pozoruhodné magnetické
vlastnosti ilmeno-hematitovych lamelarnich nanostruktur,
které se vyskytuji také na Marsu, a které¢ vykazuji neobvykle
intensivni magnetismus’. Nanokrystalické oxidy Zeleza sraze-
jici se zkyselych dtlnich vod lze zase vyuzit jako vysoce
Cisté prekurzory pro termickou syntézu nanocastic nulmocné-
ho Zzeleza, reprezentujicich ekologicky akceptovatelny a pfi-
tom neobycejné efektivni material pro reduktivni technologie
sanace podzemnich vod®,
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Prispévek se zabyva vyuzitim zeta potencialu jako velici-
ny, kterd ma své misto pfi studiu jevii na fazovém rozhrani,
v tomto piipadé predev§im adsorpce z vodnych roztokii na
uhlikatych materialech. Zmény zeta potencialu byly sledova-
ny ve dvou zakladnich systémech. A to adsorpce iontd téz-
kych kovl na uhlikatych materidlech a na jilovych minera-
lech. Dale pak pfi studiu adsopce tenzidli na ruznych typech
uhli. V obou piipadech naméfené hodnoty zeta potencialu
(resp. jeho zmén) koresponduji s naadsorbovanym mnozstvim
tézkého kovti i povrchove aktivni latky.

a (mmoll/g)

—@—adsompce

Azeta potencial (mV)

—O0— zeta potencial

ce (mmol/l)

Obr. 1. Adsorpéni izoterma dodecylsulfaitu sodného
¢erném uhli a vyvolané zmény zeta potencialu

(SDS) na
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Vyse uvedené skutecnosti dokumentuje obr. 1, na kterém
je patrné, ze naadsorbované mnozstvi SDS (a) pti dané rovno-
vazné koncentraci (c.) je ,,pfimo umérné* zméné zeta potenci-
alu. Tento fakt je mozné vyuzit pfi hodnoceni mechanismu
adsorpce tenzidi. Vysledky lze dale aplikovat pii odstranova-
ni tenzidd z odpadnich vod (adsorpci na vhodnych sorben-
tech) nebo pii studiu flota¢niho procesu, ve kterém se tenzidy
uplatiiuji jako tzv. sbérace. V piipadé adsorpce iontl tézkych
kovti byl, mimo jiné, kladen dtraz na vliv pH na adsorp¢ni
proces. A také zde je mozné nalézt souvislost mezi adsorpéni
kapacitou a zeta potenciadlem. Mezi dalsi studované piipady
vyuziti méfeni zeta potencialu 1ze jmenovat hodnoceni oxidic-
kych katalyzatord ¢i anorganickych pigmentu.

Tato prace vznikla za podpory grantu MPO ¢. 2A-1TP1/083
a GA CR & 105/07/P041.
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Dynamicky rozvoj terahertzovej spektroskopie v casovej
doméne, vyuzivajicej optoelektronické spinace na baze fem-
tosekudovych laserov (THz-TDS) zabezpecuje jej nasadenie
pri charakterizacii dielektrickych materidlov', polovodicov,
tuhych latok napr. skiel ale aj organickych zlicenin ako poly-
mérov a biomolekularnych systémov’® v d’alekej infradervenej
oblasti. Dalie oblasti intenzivneho nasadenie tejto techniky
su pri obrane proti terorizmu, topografického zobrazovania,
kontrole objemovych materidlov a detekcie chemickych zlu-
cenin.

Terahertzovi spektroskopiu v ¢asovej doméne sme pou-
zili na charakterizaciu ilovych mineralov zo skupiny slud pre
stanovenie ich dielektrickych vlastnosti. Pouzité optoelektro-
nické spinace na baze nizkoteplotného GaAs ndm umoznili
detekciu vinoétov v d’alekej infradervenej oblasti od 3,3 do
40,0 cm™' ktora zodpoveda frekvenciam 0,1 az 1,2 THz. Ska-
mané vzorky boli vybrané tak aby sa lisili svojim krystaloche-
mickym zlozenim jednak v izomorfnych substitiiciach jednot-
livych vrstiev ale aj v obsahu medzivrstvovych kationov.
Merdzivrstvové kationy boli d’alej jednak hydratované napri-
klad Mg*" katién v pripade vermikulitu a dehydratované ka-
tiény napriklad K" a Mg®" v pripade flogopitu, biotitu and
muskovitu. Pre tieto prirodné vrstevnaté materialy bola stano-
vend frekvencna zavislost’ komplexného indexu lomu zahfna-
juca porovnanie realnej Casti indexu lomu a absorpéného in-
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dexu. Koherentna detekcia THz pulzov umoznila vypocet
hrubok pouzitych sl'ud priamo z jednotlivych merani pouzitim
iteracie z fixného bodu’.

Tato praca je podporovand vedeckou grantovou agentiirou
VEGA cislo 1/4457/07.
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Pomoci nejpfesnéjsich metod kvantové chemie (metoda
spfazenych klastri se zahrnutim tifelektronovych excitaci,
CCSD(T) a poruchové metody, MPn) byly studovany
struktury a stabilizacni energie molekuldrnich komplexd,
které hraji vyznamnou roli v biodisciplinach.  Zvlastni
pozornost byla vénovana parim basi nukleovych kyselin a to
jak véazanych vodikovou vazbou, tak i patrovych. Stabiliza¢ni
energie byly ureny na CCSD(T) urovni pii uvaZovani
velkych basi atomovych orbitald, pfipadné na trovni limitu
kompletni base. Vysledné stabilizani energie komplexa
s vodikovymi vazbami a zvlasté¢ patrovych komplexu jsou
velké (30 a 15 kcal mol™"), mnohem vé&tsi nez bylo dosud
znamo. Analyza energetickych ptispévkl (pomoci poruchové
metody SAPT) ukézala, ze dominantnim c¢lenem u patrovych
komplexti je Londonova dispersni energie, zatimco
elektrostatickd energie urcuje orientaci basi v paru. Teoreticky
popis dispersni energie je velmi narocny a nékteré metody
zcela selhavaji (napt metody DFT). Dispersni energie hraje
v biologickych systémech jedineénou tGlohu a bude ukazano,
ze dvousroubovicova struktura DNA je jednoznaéné urcena
dispersnimi interakcemi. Podobny zavér plati i o struktufe
hydrofobniho jadra bilkovin.
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STABILITA NEGLOBULARNIHO PROTEINU
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Katedra fyzikalni chemie, Univerzita Palackého v Olomouci,
t. Svobody 26, 771 46 Olomouc
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Protein p18™** (p18) zrodiny inhibitori proteinovych
kinas (INK) je moduléarni protein slozeny z péti ankyrinovych
(ANK) motivl. Proteiny tvoiené ANK motivy jsou pfedmeé-
tem intenzivniho zajmu, protoze jejich struktura je stabilizo-
véna zejména lokalnimi kontakty' a sloui tak jako modelové
systémy pro hlubsi pochopeni stability a mechanismu sklada-
ni modularnich proteint. Z hlediska biomechanickych vlast-
nosti jde rovnéz o velmi atraktivni biomolekuly’. Zasadni
otazkou stale zistava, jakou roli hraji jednotlivé strukturni
motivy v celkové stabilité proteinu a co ji vlastné urcuje.

Vénovali jsme se studiu stability pl18 (156 rezidui)
a jeho rizné velkych fragmentd, tedy celkem 55 peptidovym
fragmentim od velikosti jedné a-Sroubovice (~10 rezidui) az
po dva ANK motivy (~55 rezidui), metodou klasické moleku-
lové dynamiky v explicitnim solventu (detaily simulaci pro-
gramem AMBER 8.0 s pouzitim silového pole parm99 jsou
uvedeny v literatute®). Stabilita p18 byla dale studovéna simu-
laci tepelné denaturace (4x20 ns simulace za 500 K) podle
Daggettové®. Celkové délka simulaci Ginila 3,2 ps.

Simulace rizné velkych fragmentii umoziiuje posoudit
stabilitu jednotlivych strukturnich motivi a také vliv struktur-
niho kontextu na stabilitu. Vypoéty ukazuji, Ze a-Sroubovice,
pary a-Sroubovic a motivy a-Sroubovice-otocka-a-Sroubovice
nejsou stabilni. Minimalni stabilni motiv je tvofen alespon
systétmem dvou motivll a-Sroubovice-otocka-a-§roubovice.
Toto zjisténi koresponduje s experimentalnim pozorovanim,
ze nejmensi znamy protein tvofeny ANK motivy musi byt
vystavén alespon ze dvou ANK motivil. Simulace déle proka-
zaly, Ze stabilita N- a C-terminalnich motivl je vyznamné
veétsi nez stabilita stejnych vnitinich motivi. To naznacuje, ze
na stabilitu proteinti tvofenych ANK motivy maji vyznamny
vliv terminalni ANK motivy.

Vysokoteplotni simulace ukazaly mechanismus teplem
indukované denaturace pl8, kde C-terminalni ANK motivy
(ANK III, IV a V) jsou na vysokou teplotu méné citlivé nez
N-terminalni (ANK I a II). Systém ma tendenci se denaturo-
vat ve sméru od N-konce k C-konci.

Prace byla podporena granty LC512 a MSM6198959216.
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Teorie funkciondlu hustoty — DFT — se v kratké dobé
nastrojii  teoretické chemie. Vedle nespornych vyhod
v rychlosti a pfesnosti popisu kovalentnich systému trpi ale
inedostatky, hlavné v oblastech excitovanych stavl
a mezimolekulovych interakci. Neddvno bylo ukéazano, ze
jeden z téchto nedostatkl — neschopnost popsat dlohodosaho-
vou disperzni interakci — mtize byt efektivné odstranén ptida-
nim empirické disperzni korekce'. Ta je zaloZena na asympto-
tickém vztahu pro disperzni energii Cy4/r%, ktery je pro malé
vzdalenosti zatlumen. Navrhli jsme vylepSeny tvar tlumici
funkce s korektnim chovanim pro velké vzdalenosti a jedno-
duchym empirickym Skéalovanim omezujicim dvoji zapocitani
korelaénich efektt?. Skalovaci parametry byly ziskany fitové-
nim na vysoce kvalitni referen¢ni vypocty. S rostoucim po-
¢tem aplikaci DFT-D se postupné presvédcujeme o kvalité
metody a pienositelnosti navrzenych parametrti. Umoziuje
nam s vybornou pfesnosti vypocitat nejen interak¢éni energie,
ale i geometrie. Pfestoze byly parametry ptivodné navrzeny
pro popis nevazebnych interakci v molekularnich kom-
plexech, ukazuji se vhodnymi i pro intramolekulovou disperz-
ni interakci®. Spolehlivé predpovidaji energeticky nejvyhod-
néjs$i konformery malych peptidd a poskytuji pro né také kva-
vence jsou v lepsi shodé s MP2, neZ samotnd DFT (cit.*).
Piestoze je disperzni korekce v DFT-D empirickd a je tedy
tieba ji dale peclivé testovat, prozatim se profiluje jako piesna
a spolehliva metoda spojujici rychlost DFT s kvalitou vysled-

Tato price vznikla za podpory grantu MSMT CR MSM
6198959216 a grantu LC 512.
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Ribozym Hepatitidy D (HDV ribozym) je RNA motiv
nachazejici se v cirkularni RNA lidského viru Hepatitidy D,
ktery je zodpovédny za autokatalytické samostépeni multi-
merniho RNA vlakna vznikajiciho pfi replikaci viru prostied-
nictvim ,,double-rolling mechanismu. Pfedchozi experimen-
talni studie ukazaly, Ze nukleotid C75 nachazejici se
v aktivnim misté ribozymu je esencialni pro katalyzu, nicmé-
né jeho konkrétni role v mechanismu reakce nebyla dosud
identifikovéna.

Dva alternativni katalytické mechanismy, v nichz C75
hraje roli acido-bazického katalyzatoru, byly navrzeny. Za-
timco krystalové struktury jsou v souladu s modelem, v némz
C75 vystupuje jako obecna baze deprotonujici U-1(2°-OH)
nuklefilni skupinu, ktera atakuje $t€peny fosfat, biochemické
studie jsou spiSe konzistentni s modelem, v némz C75 je pro-
tonovany a funguje jako obecna kyselina poskytujici proton
odstupujici alkoholové 5°-O skuping.

V této praci byl studovan reakéni mechanismus geno-
mické formy HDV ribozymu pomoci hybridni QM/MM me-
todologie. Bylo nalezeno, Ze nukleotid C75 je schopen puso-
bit v kontextu celkové struktury HDV ribozymu jako obecna
béze s reakéni barierou ~20 kcal mol™', ktera je srovnatelna
s experimentalni hodnotou. Naprotitomu, na zakladé¢ dostup-
nych strukturnich dat nebylo dosud mozno nalézt reakéni cestu,
v niz by nukleotid C75 vystupoval jako obecna kyselina.

Tato studie byla podporovana granty LC512, LC06030),
MSM0021622413 a MSM6198959216 Ministerstva Skolstvi
CR, a granty 44400040802 a 10S500040581 Grantové
Agentury AV CR, dale AV CR, grant no. AV0OZ50040507

a AV0Z50040702.
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