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Aberrant DNA methylation is a major hallmark of
cancer. Hypermethylation of gene promoter sequences in
cancer cells results in transcriptional silencing of tumor
suppressor genes and contribute to malignant transformation.
Therefore, hypermethylation has long been explored in
cancer patients, including those with acute myeloid leukemia
(AML) and myelodysplastic syndrome (MDS) as a
therapeutic target. The cytosine analogues 5-azacytidine
(Vidaza) and 2'-deoxy-5-azacytidine (Dacogen) function as
DNA methyltransferase inhibitors and have shown
substantial potency in reactivating epigenetically silenced
tumor suppressor genes in vitro and are currently most
advanced drugs for epigenetic cancer therapies. Despite
encouraging results, mechanisms of in-vivo resistance to
these nucleoside analogues are complex and remain
unresolved due to which their clinical application is limited,
thereby urging the need for introduction and testing of new
drugs with more potential efficacy towards demethylation.
To characterize the demethylating activity of wide range of
compounds with the main focus on 5-azacytidine nucleosides
and their derivatives, we successfully established a
fluorescence detection system with very high sensitivity that
involves an endogenous promoter CGI of FLJ32130 gene
which was found to be methylated in human colon cancer
cell line; HCT116 and respond sensitively to 2'-deoxy-5-aza-
cytidine. Furthermore, to investigate the mechanisms of
resistance we we have developed HCT116 cell line resistant
to 2'-deoxy-5-azacytidine. Testing and validation of
demethylating agents using fluorescence detection system
together with molecular profiling of resistant HCT116 cells
is currently ongoing process.

This work was supported by Internal grant of Palacky Uni-
versity (LF_2012_018), BIOMEDREG (CZ.1.05/2.1.00/
01.0030) and Ministry of Industry and Trade of the Czech
Republic (FR-TI4/625).
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Karcinogenni a nefrotoxicky alkaloid, aristolochova
kyselina 1 (AAI), zplsobuje specifické onemocnéni
oznacované jako nefropatie vyvolana AAI (Aristolochic Acid
Nephropathy, AAN). Jednd se onemocnéni charakterizované
chronickym ledvinnym selhanim, tubulointersticialni fibrosou
a nadory mocovych cest. AAI je rovnéz hlavni pficinou
podobné ledvinné fibrosy provazené nadory mocovych cest,
balkanské endemické nefropatie (BEN). Nezodpovézenou
otazkou etiologie téchto onemocnéni je skuteCnost, ze ne
vSichni jedinci vystaveni ptisobeni AAI onemocni uvedenymi
chorobami. Jednim z vysvétleni mohou byt rozdilné hladiny a
aktivity enzymi metabolizujicich AAI, determinujicich
aktivaci ¢i detoxifikaci AAL. AAI je metabolizovana dvéma
typy reakci. Bud’ je oxida¢né detoxifikovana na demethylo-
vany metabolit, aristolochovou kyselinu Ia (AAla) nebo je
redukéné aktivovana na cyklicky N-acylnitreniovy ion tvorici
kovalentni adukty s DNA. NejvyznamnéjSim enzymem parti-
cipujicim na redukéni aktivaci AAI in vitro, ktery muze
determinovat vyvoj AAN nebo BEN, je NAD(P)H:chinonoxi-
doreduktasa (NQO1). Otazkou zistava, zda stejny enzym
aktivuje AAI téz in vivo.

Pro urceni participace NQOI1 v aktivaénim metabolismu
AAI in vivo bylo vyuZzito inhibitoru tohoto enzymu,
dikumarolu. Ten je efektivnim inhibitorem redukéni aktivace
AALI katalyzované NQOL1 in vitro. Nicméné, in vivo dikumarol
pekvapivé nepusobil jako inhibitor tvorby aduktli AAI s
DNA. Premedikace laboratornich potkanii uvedenym
inhibitorem pred jejich vystavenim AAI vedla totiz misto
predpokladaného snizeni tvorby adukti AAI s DNA k jejich
vyssi tvorbé in vivo. Dikumarol podany pted aplikaci AAI
zvifatim tedy pusobi jinym mechanismem, nez je jeho
inhibi¢ni vliv na NQO1. Sledovani exprese NQO!1 v testova-
nych organech vysvétlilo zjisténé vysledky. Dikumarol podany
experimentalnim zvifatim pted AAI indukuje expresi NQOI.
Navic, k indukci NQOT1 vede nejen kombinované podéani obou
latek, ale i podani AAI ¢i dikumarolu samotnych. ZvySena
exprese NQOT1 korelovala s tvorbou aduktit AAI s DNA in
vivo; zvySené hladiny NQO1 a jeho enzymové aktivity in vivo
vedly ke zvySené tvorbé adukti AAI s DNA. NQOL je tedy
enzymem, ktery je za aktivaci AAI (tvorbu aduktii s DNA) in
vivo jednozna¢né zodpovédny.

Podporovino GACR (projekt 303/09/0472) a Univerzitou
Karlovou (projekt UNCE 204025/2012).
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V poslednim desetileti si malé nekodujici RNA (sRNA)
ziskaly pozornost jako novy typ regulatorii genové exprese.
Tyto regulacni sRNA se diky c¢éaste¢né komplementarite
vazou k cilové mRNA a ovliviiuji G¢innost jeji translace.
Protein Hfq, bakterialni RNA chaperon, je diky svym RNA-
vazebnym vlastnostem dulezitym prostifednikem téchto
RNA-RNA interakci (obr. 1) a hraje také dulezitou ulohu ve
virulenci patogennich bakterii'.

Obr. 1. sSRNA-mRNA interakce zprosti-edkované proteinem Hfq*

V této praci se snazime objasnit roli RNA chaperonu
Hfq a sRNA ve virulenci Bordetella pertussis, puvodce
¢erné¢ho kasle. Metodami cilené mutageneze jsme ptipravili
kmen s deletovanym Afg genem a vyuzitim fady
molekularné-biologickych metod jsme porovnali jeho
vlastnosti s pivodnim rodi¢ovskym wild-type (wt) kmenem
se zietelem na zmény ve virulenci. Zjistili jsme, Ze delece
hfg genu v B. pertussis zpusobuje snizenou produkci
nékterych virulenénich faktori jako je napf. adenylat
cyklazovy toxin. Nésledné in vivo experimenty na mySim
infekénim modelu prokazaly, ze u hfg mutanta doslo ke
snizeni jeho virulence.

Toto pozorovani naznacuje, ze také SRNA by mohly
hrat roli v regulaci virulence B. pertussis. Proto jsme se je
rozhodli  identifikovat  pouzitim  riznych  pfistupt
(bioinformatika, microarray analyza a sekvenace vzorkl
RNA izolovanych z wt kmene a Afg mutanta). Pomoci
bioinformatiky byla predikovana fada SRNA, z nichz jsme k
bliz§imu ovéteni vybrali ty, jejichz existence byla také
potvrzena microarray analyzou a sekvenaci RNA. Tyto
sRNA byly dale ovéfeny Northern blotem. Na zakladé¢ téchto
vysledkd jsme ptipravili kmeny B. pertussis, které obsahuji
deleci v tusecich genomu odpovidajicich identifikovanym
sRNA. Predpokladame, ze nam tyto mutanty pomohou
objasnit roli nalezenych sSRNA ve virulenci.

Tato price vznikla za podpory grantu GACR P302/11/1940.
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Draha ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required
for Transport) je vysoce konzervovana transportni drdha
u vSech eukaryot. ESCRT proteiny hraji klicovou roli pri
transportu ubiqitovanych transmembranovych proteinti do
lysozému pro degradaci'. Kli¢ovy hragi jsou i) ESCRT-0
komplex, ktery zajistuje kumulaci cargo proteint, ii)
ESCRT-I a ESCRT-II komplexy, ktefi ohybaji membranu
aiii) ESCRT-II komplex, ktery membranu ,stiiha“. Cela
masinerie je pak recyklovana pomoci VPS4 AAA ATPasy.
Krom¢ transportu je dulezit¢ zminit, Ze tato draha je
zneuzivana vét§inou obalenych virt, jako je tieba HIV-1, pro
puceni ven z buiky.

Vznik vezikll je esencidlni biologicky proces,
obvzlast¢ pro transport transmembranovych proteint.
ESCRT komplexy katalyzuji puceni ve sméru ven z cytosolu.
Tento proces se 1isi od vSech ostatnich popsanych
mechanismt tim, Ze pfi ném nevznikd proteinovy ,kabat“
okolo nascentniho veziklu. Ned4avno bylo ukazdno pomoci in
vitro rekonstituce, ze molekularni mechanismus funkce
ESCRT-I a ESCRT-II protein komplexti, spociva v jejich
schopnosti ohybat membranu®,

ESCRT-I je heterotetramer slozeny z Vps23, Vps28,
Vps37 a Mvbl12. ESCRT-II je heterotetramer slozeny z 2x
Vps25, Vps22 a Vps36. Prestoze vétsSina domén z ESCRT
drahy byla jiz vykrystalizovana, vnitini flexibilita
znemoznila krystalizaci celych ESCRT komplext. Proto
jsme zvolili hybridni pfistup a refinovali jsme strukturu
ESCRT-P (viz obr. 1), ESCRT-II a ESCRT-I/II komplexii
proti datim ziskanym z malothlového rozptypu paprskt X
(SAXS), jednomolekulového Forstrova rezonanéniho
prenosu energie a elektron elektron rezonance.

Obr. 1. Struktura heterotetramerniho ESCRT-I komplexu spolu
s relativnim zastoupenim jednotlivych konformaci

Tento postup vygeneroval 18 reprezentativnich struktur
pro ESCRT-I/II superkomplex, které zahrnuji struktury velmi
kompaktni i struktury hodné extendované. OvSem vétSina
struktur ma tvar pilmésice. To ndm umoznilo vytvofit prvni
detailni mechanisticky model ESCRT drahy. V tomto
modelu ESCRT-I/II stabilizuje nascentni membranovy kréek
(viz obr. 2) a koordinuje vazbu cargo proteini™*’.
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Obr. 2. Sest kopii ESCRT-I (zelen&) a ESCRT-II (fialovE)
poskladano paralelné v nascentnim membranovém kréku

Dale nas zajimalo, jak je ESCRT-I proteinovy komplex
zneuzivan virem HIV. Proto jsme vyfesili strukturu MABP
domény, ktera je soucasti ESCRT-I komplexu specificka jen
pro vyssi eukaryota. Zjistili jsme, ze MABP doména je
membran vazajici doména a jako takova rekrutuje ESCRT-I
komplex na membranu. Vazbu na membranu zajistuje
hydrofobni smycka, ktera z proteinu vycniva a interkaluje se
do membréany (obr. 3)°.

Obr. 3. Hydrofobni smyéka MABP domény v experimentalni
elektronové hustoté
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Desaturasy mastnych kyselin (FAD, z angl. Fatty Acid
Desaturase, E.C. 1.14.19.1) jsou integralni enzymy membran
endoplasmatického retikula, které zavadi dvojné vazby do
fetézcl mastnych kyselin (MK). FAD se vyskytuji u vSech
eukaryotnich organisml a zisadné se podileji na udrzovani
fyzikalnich vlastnosti membran desaturaci MK membrano-
vych lipidi. U hmyzu, zejména u dvoukfidlych (mouchy)
amir, vS§ak FAD ziskaly zcela novou ulohu v biosyntéze
sexualnich feromoni - latek, které specificky zprostiedkuji
pareni mezi jedinci t¢hoz druhu. Tyto latky jsou nejastéji
nenasycené estery, alkoholy a aldehydy s alifatickym
fetézcem odvozenym od MK.

Cilem prace bylo ur¢it lohu FAD v produkci druhové
specifickych samcich sexualnich feromont u zastupct
blanoktidlého hmyzu: ¢melaka hajového (Bombus lucorum),
¢melaka skalniho (B. lapidarius) a ¢meldka zemniho (B.
terrestris), jez patfi knasim nejrozsifengj$im druhim
¢melakd a dramaticky se lidi ve slozeni sam&iho feromonu'.
V této skupiné hmyzu byla dosud identifikovana pouze jedna
FAD”.

Pro identifikaci FAD genii byla vyizolovana celkova
RNA z feromonové zlazy a tukové tkané samcti ¢melakda.
RNA-seq sekvenaéni technologii byly vytvofeny transkripto-
mové databaze, v nichz bylo predikovano Sest FAD genil.
Pro dalsi charakterizaci byly vybrany SPVE a NPVE FAD,
jejichz transkripty byly specificky abundantni ve fero-
monovych zldzach a jejichz relativni zastoupeni bylo
potvrzeno qPCR. NPVE a SPVE geny byly vneseny do
kvasinkového expresniho vektoru a exprimovany v kmenu S.
cerevisiae, jenz nese deletovany gen pro svou jedinou FAD a
neprodukuje nenasycené MK.

Analyza MK  izolovanych  z transformovanych
kvasinkovych kment ukéazala, ze NPVE desaturasy zavadéji
dvojnou vazbu na pozici A° do MK s délkou fetézce C4 aZ
C,g a mohou produkovat majoritni slozky saméich feromont
¢meldka hajového a skalniho. SPVE desaturasy vykazovaly
unikétni A* desaturasovou aktivitu, jez byla doposud zjisténa
jen u nekterych myfikotvarych rostlin (4dpiales).

Tato prace vznikla za podpory GACR grantu 203/09/1446.
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Protein p53 se specificky vaze na DNA a iniciuje nebo
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blokuje expresi mnoha gent v zavislosti na podminkach
v bunice. Produkty téchto genli mohou zastavit bunécny
cyklus (p21), vyvolat apoptozu (PUMA, NOXA) nebo
zastavit transkripci a translaci antiapoptotickych gent
(miRNA).

Testovali jsme interakci proteinu p53 s pfirozenymi
(p21, gadd45, mdm?2 a rgc) i uméle vytvorenymi (P1, P2)
cilovymi sekvencemi in vitro. Jedna z nejlépe interagujicich
sekvenci pochazela z promotoru genu p21. Tu jsme proto
vybrali pro dal§i experimenty. Protein p21 hraje také
vyznamnou roli v nadorech jak u jejich vzniku tak nésledné
pri 1écbé. Pomoci pokusii in vitro jsme ukazali, ze se p53
preferencné vaze na DNA s p53 cilovymi vazebnymi
sekvencemi. Superhelicita DNA je§té¢ zvySuje afinitu
proteinu p53 k vazbé na cilové sekvence. Analyzou in silico
promotoru p21 jsme zjistili vyskyt n€kolika sekvenci, které
teoreticky mohou vytvofit kiizovou strukturu. Dale jsme
studovali vazbu proteinu p53 k nékterym témto sekvencim
prostiednictvim chromatinové imunoprecipitace v nadoro-
vych liniich MCF7 a HCT116 za pouziti béznych cytostatik
(5-flourouracil, doxorubicin, roscovitin a cis-platina). Po
imunoprecipitacich jsme analyzovali mnozstvi proteinu p21
pomoci westernového prenosu ve vzorcich, u kterych jsme
zjistili vazbu p53 k promotoru p21. Nasledné jsme stejnou
metodou testovali posttranslacni modifikace serinu 15 a seri-
nu 392 v proteinu p53.

Nase vysledky ukazuji, ze protein p53 se nevaze ke
vSem znamym cilovym sekvencim v promotoru p21 genu,
ale vybere si preferenc¢né mista, ktera vytvaii kfizovou struk-
turu. Také mutantni protein p53 je schopen specifické
interakce s nékterymi vazebnymi misty v DNA. Konfokalni
mikroskopii jsme ukézali lokalizaci proteini p53 a p21. Po
genotoxickém zasahu se protein p5S3 akumuloval v jadie
a dochazelo k vyraznému zvySeni mnozstvi proteinu p21
v bufice.

Tato prace byla financovana z grantu GACR 301/10/1211
a P301/11/2076.
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Konstituéni dynamickd chemie' se zabyva studiem
tvorby dynamickych systémt, které jsou schopny
prostiednictvim reverzibilnich kovalentnich a nekovalentnich
interakci reagovat na plsobeni riznych fyzikalnich ¢i
chemickych stimuld (re)-adaptaci konstituce zucastnénych
molekul. Ptikladem reverzibilniho kovalentniho spojeni je
napf. tvorba hemiacetalt?, imin@ &i hydrazond'.

V nasi skupiné byla pfipravena fada vicefunkénich
trifluormethylketonti, resp. jejich hydrat, odvozenych od
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nékterych (hetero)aromatd (obr. 1). KliCovym krokem
ptipravy téchto latek byla reakce pfislusnych estert s TMS-
CF; iniciovand CsF’. Tyto reakce viak v naprosté v&tsing
ptipadii nebylo mozné provést bez aktivace vychoziho esteru
pomoci Lewisovy kyseliny (nejcastéji Sc(OTf);).
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Obr. 1. Pripravené vicefunkéni trifluomethylketony

U téchto derivatd byl zjistén potencial tvotit pomérné
vysoké zastoupeni hemiacetalii v reakci s alkoholy®. Byla
také provedena fada NMR studii, dokazujici dynamicky
charakter vznikajicich hemiacetalii*. Na zaklad dosavadnich
vysledkl bude déle zkoumano vyuziti téchto latek predevsim
jako stavebnich blokti dynamickych polymeru.

Tato prace vznikla za podpory vyzkumného zdaméru
MS0021620857.
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Cilem pfedlozené prace je vyvinout novou metodu pro
fizené vyluovani submikrometrovych objektl z alginato-
vych mikroc¢astic. Existuje mnoho spoustécich mechanismi,
jak uvolnit aktivni latky znosi¢l, napt. zménou teploty,
zménou pH, ozafenim'. Nage metoda je zaloZena na rozpadu
nosné Castice pomoci ristu kvasinek zabudovanych do
alginatového gelu. Obrazek 1 znazoriiuje schematicky tento
princip: Je-li kompozitni alginatova castice obsahujici
kvasinky a aktivni castice (lipozomy, magnetické
nanocastice) v prostiedi bez zivin, je stabilni po dlouhou
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dobu a nic z jejitho obsahu se neuvolfiuje. Je-li vSak takovato
mikrocastice vystavena zivnému médiu, kvasinky se zacnou
mnozit a jejich rapidni rist vede kroztrzeni Castice
auvolnéni nejen bunék, ale pravé 1 aktivnich
submikronovych ¢astic. Takovéto mikro¢astice mohou
predstavovat umélé spory, tedy objekty, které jsou
za nepfiznivych podminek neaktivni a zaktivuji se jen
v podminkach vhodnych pro rust kvasinkovych bunék.
Mikrokapsle tohoto typu by mohly najit uplatnéni napt. pro
vylu€ovani fungicidi ¢i pesticidi.

Vrameci této experimentalni prace byly pomoci
technologie InkJet Printing” p¥ipraveny hybridni alginitové
Castice obsahujici kvasinky v rtznych koncentracich. Byl
studovan rist bun¢k vedouci k rozpadu castice a ukazano
vylucovani modelovych submikronovych ¢astic (lipozomy a
magnetické nanocastice).

algindtovd mikrodastice
e -
@ N
~ hvasinka
& [ ] o,
<& ‘e
aktivni submikronové édstice
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mnoZeni bunék prasknuti mikrocéstice
Obr. 1. Schematické znizornéni principu bilogicky spousténého
vylucovani submikrometrovych objektu z alginatovych mikrocastic

Tato prace vznikla za podpory grantu Evropské vyzkumné
rady CHOBOTIX 200580.
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PROTEOMICKE PROFILOVANI BUNEK DETSKE
AKUTNI LEUKEMIE
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Akutni leukemie (AL) je nejcastéj$i malignitou
détského veéku charakteristickd mnoZzstvim aberaci na Girovni
DNA, mRNA i proteind. Funkéni disledky DNA a mRNA
aberaci zatim nejsou na bunéfné Urovni zcela objasnény.
Proto se vsoucasné dobé vénuje mnoho usili vyvoji
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senzitivnéj§ich nastroji, které mohou odhalit nové
diagnostické a prognostické znaky. SEC-MAP (Size-
exclusion Chromatography - Microsphere-based Affinity
Proteomics) je soubor 1728 populaci fluorescencné
znacenych latexovych mikrokuli¢ek, znichz kazda nese
protilatky proti riznym lidskym proteiniim'. Nabiotinylované
bunééné proteiny separujeme na gelové chromatografii na 24
frakci, které nasledné inkubujeme s mikrokulickami SEC-
MAP a vazbu detegujeme cytometricky pomoci
fluorescenéné¢ znaceného streptavidinu. Doposud jsme
vySetiili expresi cytoplasmatickych (n=980) a membrano-
vych (a DNA-vazebnych) (n=769) proteini u 69
diagnostickych vzorki AL. Diky schopnosti SEC-MAP
rozlisit proteiny dle hydrodynamického poloméru jsme
zjistili proteolyzu u 12 vzorkd, které jsme nasledné z analyzy
vyfadili. Analyzu vysledki jsme provedli pomoci
automatického softwaru vytvofeném v R-project’. Pro
normalizaci dat proteinové exprese jsme pouzili normalizaci
loess bézné pouzivanou pifi mRNA expresnim profilovani.
Takto jsme identifikovali 77 proteinti/proteinovych forem
(napt. SH2D1A, FAS, LAT, KIT, CD72) diferencialné
exprimovanych mezi jednotlivymi  kategoriemi AL
sohledem na bunény typ (B-bunétné, T-bunééné,
myelocytarni), genotyp (fuzni geny, aneuploidie) a odpoveéd
na lécbu. Zjistili jsme napf. vyssi expresi cAMP-dependentni
proteinkinasy PRKACA u TEL-AMLI pozitivnich AL.
V souCasné dobé data verifikujeme pomoci jinych
proteomickych metod, napt. WB. Protoze detegujeme nejen
expresi proteini, ale také jejich velikost, pfitomnost
v komplexu a dokonce lokalizaci v burice, fadi se tak SEC-
MAP k novym metodam funkéni proteomiky kombinujici
kapacitu DNA microarrays a dostupnost pritokové
cytometrie v ,high-throughput* hodnoceni leukemickych
vzorkd.

Tato prace vznikla za podpory grantu GAUK ¢. 596912.
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Geminalni bis(fosfinaty) piedstavuji slibnou stavebni
jednotku pro tvorbu makrocyklickych ligand vhodnych pro
komplexaci radionuklidii pouzivanych v nuklearni medicing.
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Pfednosti takovychto ligandii by méla byt vysoka rychlost
komplexace, ktera by vyrazné zkratila Cas od ptipravy
radionuklidu po jeho aplikaci.

Geminalni bis(fosfinaty) jsou vzhledem ke své jednoduché
struktuie prekvapivé malo prozkoumanou skupinou sloucenin.
Proto byly nejprve piipraveny jednoduché gemindlni
bis(fosfinaty) a aminobis(fosfinaty). Bylo zjisténo, ze nékteré
derivaty nejsou ve vodném roztoku neomezené stabilni narozdil
od analogickych geminalnich bis(fosfonatl). Stabilita je navic
siln¢ z&visla na pH a na typu postrannich substituenttl. Déle byly
zkoumany acidobazické a koordinacni vlastnosti pomoci
potenciometrie. Vétsina studovanych ligandi vykazuje vysokou
bazicitu atomti dusiku oproti jednoduchym aminomethylfosfi-
natim, coz koresponduje s vysokymi hodnotami stabilitnich
konstant komplexti s vybranymi dvojmocnymi kovy. Krystalova
struktura dvou komplexti byla zjisténa pomoci RTG analyzy.
Vyznamny vliv na koordina¢ni okoli méa hydroxylova skupina
pfitomna na centralnim atomu uhliku (byla pozorovana
neobvykla dvojjaderna a kubanova struktura).

Vyse uvedené poznatky byly vyuzity k ndvrhu a posléze
i k syntéze bis(fosfininatovych) derivati makrocyklickych
ligandt. Predbézné vysledky ukazuji, ze pfipravené derivaty
tvofi vysoce stabilni komplexy a jsou schopny velmi rychlé
komplexace jiz pti nizkych hodnotach pH.

Tato prdce vznikla za podpory grantu GACR P207/10/P153
a GAUK 310011.

POROVNANIE VYSKYTU ,,LYZYL OXIDAZA-LIKE
ENZYMOV V KONTROLNEJ A KERATOKONICKEJ
ROHOVKE

LUBICA DUDAKOVA, SARKA KALASOVA,
KATERINA JIRSOVA*

Laborator biologie a patologie oka, Ustav dédicnych
metabolickych poruch, Ke Karlovu 2, 128 08 Praha 2
katerina.jirsova@If1.cuni.cz

Rodina lyzyl oxidazy, zahrnajica lyzyl oxidazu (LOX)
a $tyri LOX-like enzymy, katalyzuje tvorbu vizieb medzi
elatinovymi a kolagénovymi vldknami. LOX a LOX-like
proteiny sa liSia hlavne vo svojej N-termindlnej sekvencii,
ktora im dodava Specifické funkcie. Nedavno sme popisali
niz§iu aktivitu a nepravidelni distribiiciu LOX v kerato-
konickych (KC) rohovkdch v porovnani so zdravymi
kontrolami. Aby sme rozsirili vedomosti o enzymoch
tvoriacich vdzby medzi kolagénmi, zamerali sme sa na
detekciu ostatnych ¢lenov tejto enzymovej rodiny v zdravej
a KC rohovke.

Pouzili sme kryorezy ludskej kontrolnej a KC
rohovky. Expresia LOX-like enzymov bola sledovana
pomocou nepriamej fluorescenénej imunohistochémie
a pouzitim mysich protilatok anti-LOX-like 1 (sc-166632,
Santa Cruz) a anti-LOX-like 2 (ab60753, Abcam) a krali¢ich
anti-LOX-like 3 (sc-68939, Santa Cruz) a 4 (ab88186,
Abcam). Intenzita signalu bola hodnotena na fluorescenc-
nom mikroskope a za pouzitia $kaly: 0: bez signalu, 1: slaby,
2: stredne silny, 3: silny signal.
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Slaby signal LOX-like 1 sme pozorovali v kontrolnych
ako aj KC vzorkach a bol reprezentovany bodkovanym
vzorom. Po pouziti LOX-like 2 protilditky sme pozorovali
stredne silny az silny signal v epiteli, strome a endoteli
kontrolnych rohoviek. Nepravidelny signal v epiteli a gradi-
entové znizovanie intenzity signalu od stredne silného po
slaby sme pozorovali v strome KC rohoviek. Po pouziti LOX-
like 3 protilatky sme pozorovali mierne az intenzivne farbenie
epitelu a endotelu v kontrolnych i KC vzorkach. Intenzita
signdlu v stromalnej oblasti kontrolnych vzoriek bola slabd a
takmer uplne chybala vo vicsine KC vzoriek. Stredne silny az
silny signal v epiteli a endoteli a stredne silny signal v strome
s bodkovanym vzorom sme pozorovali kontrolnych a KC
rohoviek za pouzitia protilatky LOX-like 4.

LOX-like enzymy boli po prvy krat popisané v I'udskej
kontrolnej a KC rohovke. Takmer ziadny rozdiel sme
nenasli medzi kontrolnymi a KC rohovkami vo farbeni
s protilatkami LOX-like 1 a4. Pokles v intenzite signalu
protilatok LOX-like 2 a3 vKC vzorkach by mohol
indikovat’, ze idalsi Clenovia tejto enzymovej rodiny st
zapojeny v patogenéze keratokonu.

Tato praca vznikla za podpory grantu PRVOUK-P24/LF1/3.

ELEKTROCHEMICKA ANALYZA PCR AMPLIKONU
S INKORPOROVANYMI NUKLEOBAZEMI
ZNACENYMI ELEKTROCHEMICKY AKTIVNIMI
FUNKCNIMI SKUPINAMI

ZDENKA DUDOVA-VYCHODILOVA*?, HANA
PIVONKOVA?, JAN SPACEK?, VERONIKA
RAINDLOVA®, MICHAL HOCEK®, MIROSLAV
FOJTA®

“Biofyzikalni ustav AV CR, v.v.i., Kralovopolska 135, 612 65
Brno; bUstav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i,
Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6

dudova@ibp.cz

Modifikace molekul DNA znackami (funkEnimi
skupinami), které je ,,zviditelni“ mezi jinymi biomolekulami
a videdlnim piipadé i nekolikanasobné zvysi citlivost
techniky, kterou pouzijeme kjejich detekci, je velmi
oblibena. V praxi jsou obvykle vyuZzivany fluorescenéni
znaCky (napf. fluorescein). V na$i laboratofi se zabyvame
aplikaci funkénich skupin, které je mozné detegovat
elektrochemickymi metodami'?, tedy na zaklad prenosu
elektront mezi elektrodou a danou skupinou béhem
redoxnich d&ju. Pokud k vyméné elektron dochazi, mluvime
o elektrochemicky aktivnich skupinach (znackach). Kromé
jinych jsme zacali analyzovat chovani funkénich skupin
formylthiofenu navazanych na cytosiny a inkorporované do
DNA pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR). Délka
modifikovanych amplikonti je 474 bp. Tato modifikace miize
slouzit jako adaptor pro pfipojeni dalSich skupin, je
detegovatelna elektrochemicky a rovnéz muze slouzit pro
studium vlivu modifikace DNA na jeji strukturu a jeji
adsorpci na povrsich. Pro studium posledné zminénych jevi
byla vyuzita voltametrie s vnucenym stfidavym napétim
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(ACV). Ukézalo se, Ze snarustem poctu modifikovanych
cytosinti v fetézci DNA dochazi ke zvySeni jeji afinity
k povrchu elektrody, coz se projevi na jeji desorpci v oblasti
negativnich potenciald. Meéfeni modifikovanych PCR
amplikond cyklickou volumetrii (CV) ukazala katodicky pik
kolem potencidlu -1,09 V spojeny s redukci formylové
skupiny a adsorpéné-desorpéni signal pied pikem CA
indikujici redukci cytosinu a adeninu. V souCasné dobé
probiha obdobna analyza s DNA amplikony nesoucimi jiné
externi skupiny.

Tato prace vznikla za podpory grantu P206-12-G151.
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PRQLYLENDOPEPTIDASA Z KREVNICKY
STREVNI Schistosoma mansoni
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Schistosomosa je jedno z nejzavaznéjSich parazitar-
nich onemocnéni s vice nez 240 miliony nakazenych lidi. Je
zpisobeno krevnickami, motolicemi rodu Schistosoma.
Prolylendopeptidasa  (SmPEP) z  krevnicky  stfevni
Schistosoma mansoni piedstavuje novy potencidlni cil pro
1é¢bu schistosomosy.

SmPEP byla detegovana v extraktu z dospélych Cervu
pomoci enzymové aktivity, fluorescencni aktivitni proby
a imunoreaktivity. Funkéni SmPEP byla piipravena jako
rekombinantni protein v bakteridlnim expresnim systému
a byla chromatograficky purifikovana. Substratova specifita
SmPEP byla analyzovadna in vitro pomoci syntetickych
peptidovych knihoven a ptirozenych peptidovych substrati
a dale in silico pomoci 3D modelu SmPEP konstruovaného
homologickym modelovanim. Na zakladé téchto vysledka
byly navrzeny a syntetizovany nové peptidomimetické
inhibitory SmPEP, které byly u€inné in vitro a v testech in
vivo potlacovaly zivotaschopnost krevnicek.

Tato prace pfinasi prvni strukturné-funkéni analyzu
SmPEP jako potencidlniho cile pro vyvoj novych inhibi¢nich
1€civ.

Tato prace vznikla za podpory grantii GACR 302/11/1481
a projektu RVO61388963.
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FRUKTOSA-KYSLIKOVY BIQPALIVOVY CLANEK
NA BA?[ CHITOSANU A UHLIKOVYCH
NANOCASTIC

JAROSLAV FILIP, JANA SEFCOVICOVA, JAN
TKAC

Oddelenie glykobiotechnoldgie, Chemicky ustav, Centrum
glykomiky, SAV, Dubravska cesta 9, 845 38 Bratislava
jaroslav filip@savba.sk

Biopalivové  clanky  (biobaterie) jsou zafizeni
k jednokrokové transformaci chemické energie dodavaného
biopaliva na elektrickou energii pomoci spfazené oxidace
substratu na anod¢ a redukce depolarizatoru na katodé. Obé
reakce jsou katalyzovany pomoci enzymd ¢i celych
mikrobialnich bungk, imobilizovanych na povrch anody
akatody'. Znatné zvySeni mnozstvi i stability
imobilizovanych enzymt, a tedy i efektivity biobaterii, je
mozné diky vyuziti nanomateridld v imobiliza¢nim
elektrodovém rozhrani.

V prispévku je popsana konstrukce elektrodového
rozhrani na bazi uhlikovych nanocastic KetjenBlack (KB)
a uhlikovych nanotrubi¢ek (CNTs). Efektivita KB pro
adsorpci  elektrokatalytickych enzymi byla popséana
pfedev§im ve spojeni smatricemi 2z flourovanych
hydrofobnich polymerti, jenz byly v této praci nahrazeny
dostupnéjSim biopolymerem chitosanem (CHI). Celkova
vodivost elektrodového rozhrani byla zvySena inkorporaci
CNTs. Na elektrody modifikované smési KB-CNT/CHI byly
nasorbovany enzymy fruktosa dehydrogenasa (FDH; anoda)
a bilirubin oxidasa (BOD; katoda) s naslednou charakterizaci
elektrod pomoci cyklické voltamperometrie; FDH i BOD
byly schopny katalyzovat oxidaci/redukci daného substratu
za vzniku méfitelné proudové odezvy.

Tyto elektrody byly pouzity na konstrukei fruktosa-
kyslikového BFC poskytujiciho maximalni napéti 655 mV
a maximalni vykon 50 uW cm™ pii napéti 300 mV. Tyto
hodnoty byly zjistény za normalnich podminek; navic diky
absenci elektronovych mediatori neni nutné oddélovat
anodicky a katodicky prostor, coz vede k dal§imu snizeni
ceny zafizeni. Zaroven lze KB-CNT/CHI nanokompozit
vyuzit pro piipravu velkoplosnych, levnych a efektivnich
bioelektrod mimo jiné i diky pozitivnimu vlivu chitosanu na
spravnou orientaci BOD a efektivni vyménu naboje mezi
elektrodou, biokatalyzatory a elektrolytent’.

Prace byla vytvorena realizaci projektu "CEntrum pre
Materidly, vrstvy a systémy pre Aplikdacie a CHemlIcké proce-
sy v extrémNych podmienkAch" —etapa Il (www.machina.sk).
Tato prace byla podporovana Agenturou na podporu
vyzkumu a vyvoje na zakladé smlouvy ¢. APVV-0282-11.
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TRANSFORMACE LNU SETEHO GENEM HisCUP
PRO ZVYSENI AKUMULACE TEZKYCH KOVU
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Kontaminace zivotniho prostfedi tézkymi kovy je
celosvétove zavazny problém, na jehoz feSeni se mize vedle
klasickych fyzikalné-chemickych dekontaminacnych postupt
podilet také bioremediace. Dulezitou bioremedia¢ni metodou
je tzv. fytoremediace, ktera vyuziva rostliny pro akumulaci
tézkych kovli do nadzemnich skliditelnych &asti. Rostliny
ptirozené akumulujici vysoké koncentrace tézkych kovu
ovSem Casto pomalu rostou a netvoii dostatek biomasy. Proto
je snaha zvysit schopnost akumulace tézkych kovt u rostlin
s vhodnymi rdstovymi vlastnostmi pomoci molekularné
genetickych technik.

Metalothioneiny jsou proteiny ucastnici se homeostazy
kovli v eukaryotnich organismech a jejich potencial vazat
tézké kovy byl v této praci vyuzit k ptipravé transgennich
rostlin se zvySenou schopnosti akumulace tézkych kovi. Gen
CUP] koduje kvasniény metalothionein a pro dal$i zvysSeni
vazebné kapacity byl fuzovan s histidinovou kotvou
(HisCUP). Gen HisCUP byl vlozen pod konstitutivnim
promotorem viru kvétakové mozaiky do rostlinného vektoru
pGreen0029, ktery obsahuje gen pro rezistenci ke
kanamycinu umoziujici selekci transgennich rostlin. Exprese
genu HisCUP v rostlinach tabaku (Nicotiana tabacum) byla
potvrzena metodou transientni exprese na urovni mRNA i
proteinu.  Metalothionein ~ HisCUP byl  prokdzan
imunochemickou detekci a, po fuzi genu HisCUP s genem
pro GFP, rovnéz emitovanym fluorescencnim zatenim. Pro
trvalou transformaci byl zvolen len sety (Linum usitatissi-
mum) jako predstavitel technické plodiny mirného pasma s
dobfe  zvladnutou agrotechnikou. Pomoci  bakterie
Agrobacterium tumefaciens nesouci vektor s genem HisCUP
bylo ptipraveno 8 linii transgennich rostlin selektovanych na
médiu s kanamycinem a ze 7 z nich se podafilo ziskat
semena. Piitomnost genu HisCUP v genomech rostlin T1
generace byla potvrzena u vSech 7 linii. Nyni probihaji
pokusy o ovéfeni zvySené akumulace tézkych kovi v nad-
zemnich Castech transgenniho Inu setého.

Tato prdce byla podporovina granty MSMT LHI2087
a GACR P501/12/P521.

VLIV lNI:IIBITORliJ HISTONDEACETYLAS NA
PROTINADOROVY UCINEK CYTOSTATIK

TOMAS GROH"*, JAN HRABETA", JITKA
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STIBOROVA®
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Etoposid (VP-16), inhibitor topoisomerasy II, se
pouziva v 1é¢b¢é zhoubnych nadorti véetné neuroblastomu
(NBL). Inhibice topoisomerasy II v nadorovych bunkach
naruSuje integritu DNA a indukuje bunéfnou smrt. Jinym
mechanismem pasobi na nddorové bunky cisplatina (CDDP),
ktera se vaze kovalentné na DNA a kterd vede k inhibici
replikace a transkripce ovliviiujici bunéény cyklus a indukci
apoptozy. V této studii jsme testovali u¢inek VP-16 a CDDP
na lidské NBL linie v kombinaci s jednim z inhibitorti
histondeacetylas (HDAC), kyselinou valproovou (VPA).
VPA se pouziva k 1é¢bé epilepsie a bipolarnich poruch. Jeji
protinadorové ucinky, které souvisi s inhibici HDAC, vsak
byly popsany teprve nedavno. V nasi praci byl studovan
ucinek VP-16 a CDDP v kombinaci s VPA na NBL linie
véetné¢ jejich chemorezistentnich subklonti v podminkach
normoxie a hypoxie (1% O2). Pouzité koncentrace cytostatik
a VPA byly analogické jejich hladindm v séru lécenych
pacienti. Vysledky MTT testu a vysSetieni apoptozy
prokazuji, Ze NBL buné¢né linie jsou citlivé k VP-16, CDDP
i VPA. Za podminek hypoxie se protinadorové uc¢inky CDDP
a VP-16 snizovaly, uéinek VPA na NBL bunky hypoxie
neovlivnila. Vliv VPA na cytotoxicitu CDDP a VP-16 se lisi
v zévislosti na sledu aplikace téchto latek. Nejucinnéjsi
cytotoxicita byla nalezena po preinkubaci bun¢k s VP-16 ¢i
CDDP, nasledovana kultivaci bunék s VPA. Naopak
obracené potadi inkubaci (preinkubace bunék s VPA pied
kultivaci s VP-16 ¢i CDDP) cytotoxicitu cytostatik mirné
snizovalo. Tento rozdil lze vysvétlit ovlivnénim bunécného
cyklu NBL pfi preinkubaci s VPA, ktera zptsobuje zadrzeni
bun¢k v GO/G1 fazi, ve které jsou bunky k VP-16 i CDDP
malo citlivé. Obdobné, ale i protichidné vysledky byly
popsany u riznych nadorovych linii inkubovanych s cyto-
statiky a inhibitory HDAC. Zjisténé vysledky mohou mit
prakticky vyznam pro 1é¢ebné postupy v klinické onkologii.

Tato prace vznikla za podpory grantu GAUK ¢. 635712/2012
a GACR P301/10/0356.
SELEKTIVNA VAZBA PROTEINU p53 A BRCA-1 KU

KRIZOVYM STRUKTURAM DNA

LUCIA HARONIKOVA, VACLAV BRAZDA

Biofyzikdlni vistav Akademie véd Ceské republiky, v.v.i.,
Krdlovopolska 135, 612 65 Brno
luh@ibp.cz

Proteiny p53 a BRCA-1 st produktmi nadorovych
supresorovych génov a podiel’ajii sa na oprave DNA. Pri ich
poskodeni dochadza casto k mnadorovym ochoreniam.
U obidvoch proteinov hra kI'i¢ovu tilohu v ich funkcii vizba
k DNA. Afinita k DNA je ovplyvnena pritomnostou
Specifickej vidzbovej sekvencie, topoldgiou molekuly a jej
dizkou. V poslednych rokoch bola dokézana preferencna
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vézba proteinov k negativne superhelikalnym DNA, s poten-
cidlom tvorit’ krizové §truktary'?. Takéto Struktury vznikaja
prirodzene v DNA pri rdznych biologickych procesoch ako
napriklad replikacia, oprava poskodenej DNA, rekombindacia.
V tejto praci boli skimané vézby proteinov p53 a BRCA-1
fragmentu (AK 444 — 1057) voéi roznym $truktiram DNA
charakteristickymi  pre  poSkodenic DNA, konkrétne
oligonukleotidy tvoriace ss, ds, CC a GT nesparované baze,
krizovt $truktru a vydut’. V nekompeti¢nych experimentoch
na nedenaturujucom polyakrylamidovom géle sme dokdzali
véazbu p53 k fluorescencéne zna¢enym oligonukleotidom. p53
sa najlepSie viazal k oligonukleotidu tvoriaceho krizova
Struktdiru, a to uz pri molarnom pomere oligonukleotid: p53
1:0,5. U inych Struktar oligonukleotidov bola pozorovana
vézba az pri vys$§ich molarnych pomeroch. Podobne reaguje
aj protein BRCA-1, ktory sa viaZze s krizovou S$truktirou uz
od pomeru oligonukleotid: BRCA-1 1:0,5. V kompeti¢nych
experimentoch sme dokazali preferenciu proteinov ku
krizovej Struktire oproti inym oligonukleotidom. Zatial' ¢o
20-nasobok linearnej DNA u proteinu p53 vedie k zruSeniu
véazby s krizovou formou len o 45 %, u proteinu BRCA-1 je
to 58 %. Vizba proteinov na krizové Struktiry bola
zobrazena aj pomocou mikroskopie atomarnych sil.
Preskimanie povahy vézby proteinov BRCA-1 a p53 k DNA
moze viest’ k lepSiemu porozumeniu dejov odohravajtcich sa
v biologickych systémoch zavislych na tychto proteinoch.

Tato prace vznikla za podpory grantu P301/11/2076.
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HYPERSENZITIVITE: NASE PRVE VYSLEDKY
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Hypersenzitivny pazerdk je stav, pri ktorom vznikaju
algické senzacie ako je pyroza, nekardidlna bolest’ na
hrudniku aj u pacientov s negativnymi endoskopickymi
a histologickymi zmenami a s fyziologickym ¢asom kontaktu
zaludocnej kyseliny so sliznicou pazeraku. Jednym z hlav-
nych mechanizmov vzniku tychto stavov je prave
hypersenzitivita na urovni aferentnych nervov, pricom
mechanizmy  navodzujice  dlhodobu  neuroplastickt
hypersenzitivitu ezofagealnych aferentnych nervov nie su
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objasnené. Aj na zaklade nami dosiahnutych vysledkov
mobzeme v sucasnosti povedat, ze pazerdk je inervovany
tromi podtypmi nocireceptorov: spindlnymi i vagovymi
jugularnymi  neurokrestdlneho  pdvodu  a vagovymi
nodéznymi plakodalneho povodu. Podla sucasnych
poznatkov su neurotrofické faktory jediné zname molekuly
vznikajiice pri zépale schopné navodit dlhodobé zmeny
v aferentnych nervoch. Neutroficky faktor artemin (¢len
rodiny GDNF), signalizovany preostrednictvom tyrozin
kindzového receptora GFRo3, je jednym z predpokladanych
adeptov schopnych indukovat’ zmeny v patomechanizmoch
neuropatickej visceralnej bolesti.

Cielom naSich experimentoch bolo: 1) Specifikovat
podtyp aferentnych nervov inervujicich mukézu pazeraka
umorciat, 2) stanovit expresiu arteminu v humannych
biotickych vzorkach sliznice s refluxnou ezofagitidou.

Ako metédy sme pouzili: in  vivo transfekciu
aferentnych  neurdénov s adeno-asociovanym  virusom
produkujucim Green fluorescent protein, single cell RT-
PCR a kvantitativnu PCR. NaSe predbezné vysledky, ktoré
su v sulade s naSou hypotézou, jednoznacne poukazuji nato,
ze: a) sliznica pazerdka je inervovana neurokrestalnymi a nie
plakodalnymi zakonceniami, b) prave neurokrestalne (80-
90%) exprimuju receptor pre artemin GFRa3, c¢) expresia
arteminu je 5-nasobne zvySend v biopickych vzorkach
sliznice pazeraku u pacientov s refluxnou ezofagitidou.

Na zaver moézeme konStatovat, Ze artemin hra rolu
v mechanizme navodenia ezofagedlnej hypersenzitivity.
Komplexné pochopenie mechanizmov vzniku a perzistencie
visceralnej hypersenzitivity by otvorilo nové moznosti
v manazmente a liecbe pacientov s terapeuticky narocnymi
funkénymi ochoreniami gastrointestinalneho traktu.

Tato praca bola podporend projektom "CEVYPET"
spolufinancovanym zo zdrojov ES a Eurdpskeho fondu
regiondlneho rozvoja.
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Fluorescen¢ni nanodiamanty jsou nadéjnym materialem
s velkym potencidlem vyuziti v oblasti netoxickych nosict
1é¢iv a nezhasivych nanosenzord. Uplatnéni nanodiamanti
coby Siroce pouzitelného biosenzoru vyzaduje navrzeni
vhodné architektury jejich povrchu, umoznujici piipojeni
zadanych funkénich molekul pfi soucasném zachovani
koloidni stability. Kovalentnim navazanim hydrofobni vrstvy
na povrch nanodiamanti jsme vytvofili ¢astice zcela stabilni
v hydrofobnim prostiedi. Tyto ¢astice je mozné vyuzit jako
platformu pro vytvafeni lipozomim podobnych struktur, pfi
zachovani vSech vyhod plynoucich z pouziti pevnych &astic.
Ukazali jsme také, ze vytvofenim lipidické dvojvrstvy
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pomoci modifikovanych lipidi je mozné pfipravit koloidné
zcela stabilni Castice, jejichz funkéni vlastnosti lze volit
zménou typu funkcionalizace. V soufasné dobé dale
pokracujeme ve studiu studiu vznikajicich struktur a jejich
moznych aplikaci.

VLIV JMV3002, JMV4208 A JMV2959,
DLOUHODOBE PUSOBICICH NEPEPTIDOVYCH
ANTAGONISTU GHRELINU, NA MYSI MODEL
OBEZITY INDUKOVANE VYSOKOTUKOVOU
DIETOU

MARTINA HOLUBOVA®, VERONIKA NAGELOVA?,
LENKA MALETINSKA?, BLANKA ZELEZNA?,
MARTIN HALUZIK", ZDENA LACINOVA®, PETRA
KAVALKOVA®, JEAN-ALAIN FEHRENTZS, JEAN
MARTINEZ®

“UOCHB AV CR, 166 10 Praha 6 ; 3. interni klinika 1.LF
UK a VFN, 128 08 Praha 2; * IBMM, UMR 5247, CNRS-
UMI-UMII, Faculté de Pharmacie, 15 Av. Ch. Flahault,
34093 Montpellier, France

holubova@uochb.cas.cz

Ghrelin, hormon sekretovany zejména buiikami sliznice
zaludku, je doposud jedinym zndmym centralné ptisobicim
orexigennim peptidem pochazejicim z periferie. Pisobi jako
kratkodoby metabolicky signal pocitu hladu a dlouhodoby
signal adiposity, podporuje pozitivni energetickou bilanci
organismu, zvySuje piijem potravy a nasledné i télesnou
hmotnost'. Blokovani & neutralizace signalizace ghrelinu
prostiednictvim antagonistil ghrelinového receptoru GHS-R1
se tedy jevi jako potencialni terapeuticky ptistup vhodny pro
snizeni hmotnosti pii 16¢b& obezity”.

Nasi kolegové z CNRS v Montpellier ve Francii
syntetizovali fadu stabilnich antagonistd ghrelinového
receptoru zaloZzenych na substituovanych 1,2,4-triazolech.
Jejich davkové zavisly inhibi¢ni U¢inek na piijem potravy
jsme proveéfili v kratkodobém testu po jednorazovém
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subkutannim podani hladovym §tihlym mys$im. Cilem
predkladané studie bylo ovéfit efekt tfi ztéchto latek
(JMV4208, IMV3002 a JMV2959) na pfijem potravy,
télesnou hmotnost a metabolické parametry po dlouhodobém
podavani mysSim s obezitou indukovanou vysokotukovou
dietou.

Testované latky byly podavany subkutanné dvakrat
denné po dobu 14 dnt, vdavkach 10 a 20 mg/kg/den.
IMV4208 a JMV3002 signifikantné snizily piijem potravy
a zpusobily 10%, resp. 15% ubytek télesné hmotnosti. Pfi
podani ve vys8§i davce doslo k signifikantnimu ubytku
podkozni a perirendlni tukové tkané, v pripadé JMV3002
i tukové tkan¢ abdominalni. Ob¢ latky také snizily hmotnost
jater, zmirnily steatézu vyvolanou podavanim vysokotukové
diety a mirné zlepSily hodnoty metabolickych parametrd
(glukosa, insulin, leptin, adiponektin, triglyceridy, volné
mastné kyseliny). Podavani JMV2959 mélo obdobny efekt,
ten vSak vzhledem ke vzniku lokdlnich zanétd v misté
aplikace nelze pln€ pficist anorexigennimu pusobeni latky.
Ziskana data naznacuji mozné budouci vyuziti IMV4208 ¢i
JMV3002 v terapii obezity.

Tato prace vznikla za podpory grantu GA UK ¢. 560112.
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STUDIUM B!OLOGICKYCH AKTIVIT ALKALOIDU
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Hlizy dymnivky duté (Corydalis cava, Fumariaceae)
byly vybrany jako zdroj isochinolinovych alkaloidii pro
studium jejich vybranych biologickych aktivit potencialné
vyuzitelnych v terapii Alzheimerovy choroby. Ze sumarniho
ethanolového extraktu hliz byl nejprve pfipraven alkaloidni
koncentrat obsahujici terciarni alkaloidy. Tento alkaloidni
extrakt byl dale zpracovavan béznymi chromatografickymi
metodami (sloupcova chromatografie, preparativni TLC),
které vedly k izolaci 15 isochinolinovych alkaloida.
Izolované alkaloidy byly testovany in vitro na inhibici
erytrocytarni AChE, sérové BuChE, BACE1 a schopnost
zhaset volné radikaly.

Inhibice AChE a BuChE byla métfena modifikovanou
spektrofotometrickou Ellmanovou methodou'. (+)-Kanadalin
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inhiboval AChE i BuChE zpisobem zavisly na davce (ICso =
20,1 £ 1,1 pM a 852 =+ 3,2 uM). (+)-Kanadin byl
nejucinngj$im inhibitorem AChE (ICso = 12,4 + 0,9 uM),
zatimco (+)-korykavidin a (+)-bulbokapnin byly efektivnimi
inhibitory BuChE (ICsy = 46,2 + 2,4 uM a 67,0 + 2,1 uM).
Dalsi izolované alkaloidy byly povaZovany za neaktivni

Zhaseci aktivita volnych radikala byla testovana DPPH
testem?. Nejvyssi aktivitu vykazovaly (-)-skulerin, (-)-sino-
akutin a (+)-bulbokapnin (ECsy = 102 + 6,2 uM, 209 + 8,1
UM a 279 + 16,7 uM). Dalsi alkaloidy byly povazovany za
neaktivni (ECsy >1000 uM).

Inhibice BACE1 izolovanych latek byla meéfena na
multijamkovém spektrofluorometru metodou vyuzivajici
FRET princip’ a pomoci imobilizovaného enzymového
reaktoru zapojeného do HPLC systému (hrBACEI1-IMER
metoda)*. (-)-Korykavamin a (+)-korynolin inhibovaly
BACE] ve FRET testu (ICso = 41,16 uM a ICso = 33,59 uM)
i v hr BACE-IMER metodé (ICs, = 1690 uM a ICso = 59,07
pM). Ostatni slouceniny byly neaktivni nebo nevykazovaly
zavislost mezi koncentraci latky a enzymovou inhibici.

Tato prace vznikla za podpory grantit GA UK 122309, SVV-
2012-265002 a projektu TEAB, ¢. CZ.1.07/2.3.00/20.0235.
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FYZIKALNE CHEMICKY POHLED NA OTEVIRANi{
MEMBRAN POMOCI DIMETHYLSULFOXIDU, VLIV
BEZNE PRITOMNYCH KATIONTU
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Dimethylsulfoxid (DMSO) se v praxi bézné vyuziva
k tzv. otevirani membran pro latky, které samovolné (nebo
jen vomezené mife) fosfolipidovymi membranami
neprochazeji. Jeho spiSe empirické vyuziti v této oblasti lze
nalézt jak v medicing, tak i vzem&délstvi'?. Samotny
mechanismus pusobeni DMSO dosud nebyl uspokojivé
objasnén. Duvodem je predevsim obtiznost provadéni
experimentli ve vodném prostiedi**. Pasobeni DMSO
na fosfolipidy v biologickych membranach je velmi zavislé
na dalSich pfitomnych slozkach. V pfispévku je popsano
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piisobeni vapenatych iontii (Ca’") na piimou interakci
s fosfolipidy. Vapenaté kationty tvoii ve vodném prostiedi
s DMSO komplexy obecného slozeni:
[Ca(DMSO)X(HZO)},]er, kdy X nabyva hodnot 2 az 6
v zavislosti na teploté a y 0 az 2. Tyto komplexy jsou velmi
stabilni, k ¢emuz ptispiva i tvorba intramolekularni vodikové
vazby. Tyto komplexy byly studovany experimentalné
pomoci hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem
a stability vzniklych komplext byly ovéfeny vypoctem.

Tato prace vznikla za podpory grantu MSMT (S grant).
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ZAPO:IEN,I' KOMPONENT FOSFOLIPIDOVEHO
SIGNALNIHO SYSTEMU A CYTOSKELETU
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V procesu rostlinné ,,imunity* se rozehrava orchestr
komplexnich dé&ju, které nakonec vyusti v Gi¢innou obrannou
odpovéd’ vudi biotickému stresu. ,,Zprava“ o pisobeni stresu
je mezi povrchem bunky a jadrem zprostfedkovavana
rozliénymi signalnimi drahami, které jsou mezi sebou
vzajemné propojené. Jednou znejvyznamnéjSich je draha
kyseliny salicylové (SA), kterd je vramci obrannych
mechanismu rostlin velmi intenzivné studovana jiz vice nez
20 let. Klicovym proteinem této signalizace je NPRI1
(nonpathogenesis related protein 1). Ten se vyskytuje
v cytosolu rostlinné bunky jako oligomer. Pfi akumulaci SA
v bunce vSak monomerizuje a tento monomer piechazi do
jadra bunky, kde indukuje transkripci obranného genu PRI
(pathogenesis related 1)'*. Bylo popsano, ze driha SA je
ovlivnéna interakci s fosfolipidovym systémem, konkrétné
fosfolipasou D (PLD, EC 3.1.4.4). Ta je v Arabidopsis
thaliana k6dovana 12 riiznymi geny®. PLD §t&pi fosfolipidy
za vzniku polarni hlavice a kyseliny fosfatidové (PA), ktera
je vyznamnym sekundarnim poslem’.

Pomoci RT-PCR jsme prokazali, ze butanol, jenz ovliv-
nuje aktivitu PLD, blokuje transkripci PR-I (pathogenesis
related protein 1) v pfitomnosti SA. S vyuzitim mutantt
NPR1-GFP jsme pomoci fluorescen¢ni mikroskopie pozoro-
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vali, ze n-butanol snizuje akumulaci monomeru NPRI1
v jadre. V nasi dalsi praci se zamétujeme na zjiSténi, ktera
z isoforem PLD je zodpovédna za ndmi zjisténé efekty v SA
draze. Na zakladé¢ analyzy vefejné¢  dostupnych
transkriptomickych dat byly vytipovany kandidatni isoformy,
jejichz transkripce se zvySuje po oSetfeni SA. V soucasné
dob& se snazime pomoci strategie artificial microRNA*
vytvofit mutantni rostliny s umlcenymi kandidatnimi geny
PLD.

Dale jsme pti studiu drahy SA zjistili, Ze v této signalni
drédze je zapojen doposud nezndmym zpisobem aktinovy
cytoskelet. Osetfili jsme rostliny Arabidopsis cytoskeletar-
nimi drogami a pomoci RT-PCR sledovali zvySenou expresi
PRI. Zaroven jsme v experimentech in vivo pozorovali, ze
SA zplsobuje rozpad aktinovych filament, podobnym
zpusobem jako po oSetieni cytoskeletarnimi drogami. Nasim
dalsim cilem je zjistit, jakym zptsobem je aktinovy
cytoskelet zapojen v signalni draze SA.

Financovano z ucelové podpory na specificky vysokoskolsky
vzkum MSMT (Rozhodnuti ¢. 21/ 2013) a grantu GACR
501/11/1654.
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V neurénoch Ca?* kontroluje procesy ako plasticita
a synapticky prenos. Porucha v regulacii koncentracie Ca>"
narusuje zivotaschopnost neurénu a jeho fyziologické
funkcie.

Na stadium zapojenia vapnikovych transportérov
v neurodegenerativnom procese sme pouzili model in vitro
fibrotickej jazvy'. Tvorend je zprimarnej kultary
cerebelarnych granularnych neurénov (CGNs) rasticich na
primarnych ko-kultirach kortikdlnych astrocytov a menin-
gealnych fibroblastov, ku ktorym bol pridany transformacny
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rastovy faktor Bl (TGF-B1). Spojenie astrocytov a fibro-
blastov vedie k tvorbe hustej siete so zretelnym ohrani¢enim
jazvy (tzv. glia limitans), ktord oddeluje poSkodenu 1éziu
alebo zapal od okolitého zdravého tkaniva.

Sledovali sme zmeny v génovej expresii vnitrobunko-
vych vépnikovych transportérov (IP;R1, IP;R2, RyRl,
RyR2, SERCA2) a transportéra v plazmatickej membrane
(NCX) na tGrovni mRNA a v pripade IP;R1 aj na Grovni
proteinu. Zmeny sme sledovali v naSom modele fibroticke;j
jazvy po ovplyvneni s2-APB (neselektivny blokator IP;
receptorov) a LY364947 (selektivny blokator tyrozin
kinazovej domény receptora pre TGF-f1). Z morfologického
hradiska sme sledovali zmeny v dizkach neuritov CGNs a zo
Struktirneho hladiska hustotu a lokalizaciu IP;R1 po
vystaveni CGNs t¢inkom odlisnych modulatorov.

Zistili sme, ze patofyziologické podmienky indukované
pomocou TGF-B1 viedli kzniZzeniu génovej expresie
vSetkych vapnikovych transportérov na trovni mRNA.
Aplikacia 2-APB znizila génova expresiu len IP;R1 a IP;R2.
LY364947 potvrdil u€¢inok TGF-B1 a navratil hladiny mRNA
u vsetkych transportérov na uroveni kontrolnych neurénov.
Rovnaky efekt sme pozorovali tiez na Urovni proteinu
IP;R1. TGF-B1 mal vplyv aj na skritenie dizok neuritov
CGNs a na presun IP;R1 z perinuklearneho do jadrového
priestoru.

Patofyziologicky model in vitro fibrotickej jazvy mal
vplyv nielen na skratenie dizok neuritov, ale aj na zmeny
v génovej expresii vapnikovych transportérov. Vplyva teda
na zmeny neuronélnej Ca>" homeostazy.

Tato prdaca vzmikla za podpory grantu VEGA 2/0097/11
a APVV-0212.10.
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V organismu se na detoxikaci cizorodych latek,
metabolismu 1é¢iv a bohuzel také aktivaci néckterych
karcinogent podili systém membranovych monooxygenas —
cytochromti P-450 (P450). Jednim z jejich redoxnich
partnerti je cytochrom bs, ktery kromé pienosu druhého
elektronu v reakénim cyklu P450 muze stimulovat jeho
katalytickou aktivitu.
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Pro studium struktury a interakci obou cytochromu
v lipidické membrané¢ jsme vyvinuli novou metodu
fotositovani. Nejprve jsme exprimovali fotoaktivovatelnou
nanosondu — cytochrom bs, jehoz 3 methioniny (dva
lokalizované v membranové doméné, jeden ve spojeni
membranové a katalytické domény) jsou nahrazeny
fotoaktivovatelnym analogem foto-methioninem. Ozafenim
ekvimolarni smési nanosondy a P450 2B4 rekonstituovanych
s lipidickou membranou jsme ziskali 3 kovalentni komplexy
o rizné stechiometrii'. Binarni komplex jsme dale
analyzovali pomoci hmotnostni spektrometrie s vysokym
rozlisenim.

Moznou interpretaci identifikovanych kovalentnich
spojeni jsou dva odlisné zplisoby vzajemné orientace obou
cytochromi: prvni umoziuje pienos elektrond z cytochromu
bs na P450, druhd naopak ze sterickych divodi ptenos
elektrontt neumozfiuje, nabizi ovSem mozné vysvétleni
podstaty modulace  katalytickych  vlastnosti ~ P450.
V neposledni fadé¢ se nam diky na$i nové metod¢ také
podatilo optimalizovat reskonstituéni protokol, ktery lépe

odpovida ,,in vivo“ — transmembranovému — uchyceni
proteinti.
Pro snadnéj$i identifikace protein-proteinovych

interakci a urCeni vlivu jednotlivych foto-methionind pfi
tvorbé kovalentnich komplexti byly zkonstruovany mutanty
nanosondy, které v aminokyselinové sekvenci obsahuji vzdy
pouze jeden foto-methionin, a s nimi byly nasledné sitovaci
experimenty zopakovany.

Ziskané strukturni informace budou dale vyuzity pro
zpteshovani ,,in silico” modelll interakce zkoumanych
proteind.

Financni podpora: GACR P207/12/0627, UNCE 204025/2012.
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STATINY oyLlyNUJi PLURIPOTENCI LIDSKYCH
EMBRYONALNICH KMENOVYCH BUNEK
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Lidské embryonalni kmenové buiky (hESC) maji
schopnost diferencovat do libovolného bunééného typu.
Pluripotence je predurCuje k vyuziti pro bunéénou terapii
v klinické mediciné. Takovému vyuziti pfedchazi nutnost
dlouhodobé propagace in vitro. Dlouhodoba kultivace vsak
vede k postupné ztraté jejich kmenovych vlastnosti a stability
genomu — tzv. adaptaci na podminky in vitro'.

Tato studie se zaméfila na studium kmenovych vlast-
nosti a genomové integrity hESC kultivovanych v ptitom-
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nosti statind, inhibitorG 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA
reduktasy. Statiny jsou bézné pouzivané jako Iéky na
hypercholesterolemii. Déle jsou zkoumany cesty puasobeni,
a to pfedevsim na riizné typy nadorovych bunék pies signalni
drihy se zapojenymi Ras proteiny””. Ras proteiny vyzaduji
pro svoji aktivaci modifikaci geranylgeranylpyrofosfatem,
jehoZ syntéza je v buiice blokovéna statiny®. Neni viak jasné,
na jakych dal§ich drahach se uinky statinl také projevuji.
Piestoze ve svété bézi bohaty vyzkum vlivu statind na
vaskularni systém a nadorové butky, co se kmenovych
bunék tyce, vliv statinti je v podstaté neznamy.

V této praci byl analyzovan bezprostfedni vliv statinti
na kmenové vlastnosti bunék a jejich efekt po nasledné
selekci pfi kultivaci hESC v pfitomnosti statini a to
z hlediska adaptace na dlouhodobou kultivaci. Jako model
adaptace byly pouzity buniky nizkych pasazi (neadaptované:
pasaz 20-50) a vysokych pasazi (adaptované: pasaz > 100).
Vliv statind byl studovan na hESC kultivovanych na
podpurné vrstvé mysich embryonalnich fibroblasti (MEF),
ze kterych byly manudlné selektovany pouze hESC pro
analyzy, nebo na bezbunééné podptrné matrici (BD
Matrigel™).

Zmény kmenovosti hESC jsou ¢asto spojeny se zménou
morfologie kolonii. Selekce se skutecné projevila zlepSenim
morfologie. Po puisobeni statinti byl pozorovan vyssi pomér
jasné ohraniCenych a velmi kompaktnich kolonii hESC
oproti rozvolnénym, nékdy i caste¢né diferenciovanym,
koloniim hESC adaptovanych na dlouhodobou kultivaci in
vitro.

Krom morfologickych zmén kolonii hESC byl
prokazan efekt statini na pluripotenci. Pdsobeni statini
zvysilo hladinu pluripotenéniho markeru Oct3/4 (zjisténou za
pomoci imunohistochemického barveni) u neadaptovanych
hESC a hladina dal§tho markeru pluripotence NANOG
zustala nezménéna. Na druhou stranu, exprese Oct3/4,
zjisténd pomoci PCR po zpétné transkripci (RT-PCR), byla
zvySena u adaptovanych hESC kultivovanych na MEF.

Z hlediska diferencia¢nich schopnosti hESC adaptova-
nych na kultivaci in vitro byla kvalitativné posouzena tvorba
embryoidnich télisek (EB) ze statiny oSetfenych hESC.
Jejich morfologicka analyza ukazala pozitivni vliv pisobeni
statinti na hESC.

Statiny tak oteviraji cestu, ktera miize vést k prekonani
ptekazek branicich dlouhodobé kultivaci hESC in vitro a
jejich moznému budoucimu vyuziti v klinické medicing.

Tato prace vznikla za podpory grantu Grantové agentury
Ceské republiky (Grant ¢.P302/12/G157) a projektu FNUSA-
ICRC (¢. CZ.1.05/1.1.00/02.0123) z Evropského fondu
regiondlniho rozvoje.
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EKTODOMENOVYCH CYSTEINU NA FUNKCI P2X7
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Purinergni P2X receptory, aktivované extracelularnim
ATP (adenosin 5’-trifosfatem), reprezentuji novy strukturalni
typ ligandem oteviranych iontovych kanali. U savel bylo
doposud identifikovano sedm P2X podjednotek (P2X1-
P2X7), které se formuji do funkénich homomeri nebo
heteromert. Podjednotky se skladaji ze dvou transmembra-
novych domén, intracelularniho N- a C- konce a rozsahlé
extracelularni  klicky, kde dochdzi knavazani ATP
s naslednym tokem kationti (zejména Na®, Ca®") skrze
centralni kanal aktivovaného P2X receptoru'. V ramei P2X
rodiny se vyznamn¢ odliSuje P2X7 receptor. Nejvyraznéj$im
rysem je to, ze v dlouhodobé pfitomnosti agonisty receptor
nedesenzitizuje jako ostatni P2X podtypy, ale jeho por
dilatuje a dosahuje propustnost pro organické kationty.
Tvorba péru v plazmatické membrané je spojena s nekontro-
lovanym vstupem Ca®’, navic aktivace receptoru stimuluje
signalni drahy vyvolavajici apoptozu. Naopak v pfitomnosti
nizké koncentrace agonisty stimuluje P2X7 receptor
bunéénou proliferaci. P2X7 gen je vysoce polymorfni, jeho
exprese a vlastnosti jsou zménény v nadorovych butikach?.

Spoleénym rysem vSech P2X receptord je pfitomnost
deseti konzervovanych cysteinovych zbytkt v extracelularni
domén&®. Tvoii nasledujici intramolekuldrni disulfidové
mustky (P2X7 cislovani): Cys119-Cys168 (SS1), Cys129-
Cys152 (SS2), Cys135-Cys162 (SS3), Cys216-Cys226 (SS4)
a Cys260-Cys269 (SS5). Jako prvni jsme ukazali ulohu
téchto cysteint a disulfidovych mustkd v transportu a funkci
P2X7 proteinu. Pomoci mutageneze in vitro a
elektrofyziologie jsme testovali vliv cysteinti na kinetiku
receptoru. Cysteinovd rezidua byla zaménéna za treonin,
jedno-/dvou- bodové mutace exprimovany v lidskych
embryonalnich ledvinovych bunikach (HEK293) a proudy
indukované pomoci BzATP (selektivni P2X7 agonista) byly
méfeny technikou terc¢ikového zamku. Membranova exprese
byla detegovana biotinylaci.
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Maximalni amplituda proudové odpovédi (I.c) byla
u nemutované¢ho P2X7 receptoru (P2X7-WT) 2.9 + 0.4 nA.
Nejprve jsme otestovali dvoubodové mutanty, kdy byly na
treonin zaménény oba cysteinové zbytky jednotlivych pari.
Dvoubodova SS1 mutace (C119T+C168T) méla maximalni
odpovéd’ zredukovanou na 14% ve srovnani s P2X7-WT
receptorem. Mutace dalSich cysteinovych para SS2
(C129+C152), SS3 (C135+C162), SS4 (C216+C226) nebo
SS5 (C260+C269) vyustila ve vznik nefunkénich nebo malo
funkénich receptord s hodnotou I, redukovanou o vice nez
95% (obr. 1). Biotinylace odhalila, Ze SS1-SS5 dvojbodové
mutace maji nizkou membranovou expresi a jsou prevazné
lokalizovany intracelularné.

S81: C119T+C168T
24 S§82: C129T+C152T
883: C135T+C162T

SS84: C216T+C226T
S85: C260T+C269T

Current [nA]

o0 c c
P2X7-WT SS1 SS2 SS3 854 SS5
Obr. 1. Maximalni proudové odpovédi u P2X7-WT a

dvoubodovych mutaci disulfidovych mistka

Jednobodova mutace C119T neméla na rozdil od
dvoubodové C119T+C168T snizenou hodnotu Imax a méla
zachovanou schopnost dilatace péru (obr. 2). Zachranu
funkce receptoru pravdépodobné zpusobuje vazba volného
Cysl68 s jinym reziduem. Jendobodova mutace C168T
stejné jako ostatni jednobodové mutace byly nefunkéni.

P2X7-WT C119T
<
E g
20s 208 ¥
Obr. 2. Casovy pribéh proudové odpovédi vyvolané

dlouhodobou aplikaci BZATP (300 mikroM)

Vysledky ukazuji, ze SS mustky jsou nezbytné pro
normdlni transport P2X7 proteinu do membrany a jeho
normalni funkci. Protoze v nékterych typech nadord je P2X7
povrchova exprese abnormalné zvysena, regulace povrchové
exprese muze predstavovat vyznamnou cestu k modulaci
receptorovych funkci pii patologickych stavech.

Prdce vznikla za podpory grantu GACR P304-12-P371.
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Periodontalne  ochorenia  predstavuji  vyznamny
stomatologicky problém'. Oxida¢ny stres je zahrnuty v pato-
genéze periodontitidy®. V predchadzajucich 3tadiach sa
ukazala vyznamna asociacia medzi salivarnymi markermi
lipoperoxidacie a stavom periodontitidy®. Ciel'om tejto tadie
bolo stanovit' vzt'ahy medzi d’al§imi markermi oxida¢ného
stresu a antioxidacného statusu, molekularnymi markermi
a klinickymi parametrami periodontalneho statusu.

Vzorky celkovych slin boli odobraté od 23 pacientov
s chronickou periodontitidou (vek 43,0 += 7,6) al9
kontrolnych pacientov (vek 39,1 + 8,8). U pacientov boli
stanovené nasledujuce klinické parametre - BOP, SBI, PI,
PPD a CAL. Oxidacny stres vslinach bol stanoveny na
zéaklade koncentracie latok reagujucich s kyselinou tiobarbi-
turovou (TBARS), produktov pokrocilej oxidacie proteinov
(AOPP), koncovych produktov pokrocilej glykozylacie
(AGEs) a hladin celkovej antioxida¢nej kapacity (TAC)
a antioxida¢nej schopnosti redukovat Zelezity Kkation
(FRAP). Celkové mnozstvo bakteridlnej DNA a mnozstvo
a integrita 'udskej DNA boli stanovené pomocou real-time
PCR analyzy.

Klinické parametre boli signifikantne horsie v skupine
pacientov s chronickou periodontitidou v porovnani s kontro-
Inou skupinou. Salivarne koncentracie TBARS boli vyssie
umuzov s periodontitidou v porovnani s kontrolnou skupi-
nou muzov o 192 % (p<0,01). Hladiny TAC a FRAP boli
niz§ie uzien s periodontitidou v porovnani s kontrolnou
skupinou zien o054 % pri oboch parametroch (p<0,01).
Salivarne TBARS korelovali s BOP, SBI, PPD a CAL
(p<0,05). Zistili sme asocidciu medzi antioxida¢nymi
markermi TAC aFRAP a PPD <3 mm a CAL< 3 mm
(»<0,01). Mnozstvo bakterialnej DNA a mnozstvo a integri-
ta l'udskej DNA sa vyznamne nelisili medzi pacientmi
s periodontitidou a kontrolnymi pacientmi.

Vysledky nasej Stidie rozSiruji moznosti objasnenia
patogenézy a lieCby periodontitidy prostrednictvom palety
salivarnych markerov oxidaéného stresu a antioxidacného
statusu.

Tato praca vznikla za podpory APVV grantu VMSP-11-0027-09.
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PﬁiPRAYA A CHARAKTERIZACE PBOT'EINU
S UNIKATNI SEKVENCI - POTENCIALNIHO
LEKTINU Z Agaricus bisporus
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Lektiny jsou proteiny neimunitniho pivodu, které maji
schopnost reverzibilné vazat sacharidy. Vyskytuji se
u vétSiny organismti a hraji dtlezitou roli pfi procesu
rozpoznavani v ramci jednoho organismu i mezi organismy
navzajem. Diky schopnosti specificky véazat urcité
sacharidové struktury naSly lektiny fadu praktickych
aplikaci. Mohou slouzit pro specificky transport 1é¢iv,
vyuzivaji se v histochemii pfi zkoumani zmén glykosylace
na povrchu bunék'. Rada lektint ma rovndz
imunomodulaéni, protinadorové nebo insekticidni vlastnosti
& mitotickou aktivitu’.

Nase prace se zabyva pfipravou a charakterizaci
potencialniho lektinu AB2L z Agaricus bisporus (zampion
dvouvytrusy), ktery nevykazuje vyznamnou sekvencni
homologii s zadnymi proteiny v databazi NCBI a rovnéz pro
né&j nebyly nalezeny vhodné strukturni homology pfi predikci
terciarni  struktury. Protein AB2L byl nalezen v lyzatu
z A. bisporus pomoci afinitni interakce se sacharidovymi
sorbenty (vsadkova metoda) a identifikovan hmotnostni
spektrometrii. Vzhledem k malému obsahu lektini v
plodnicich hub byl protein AB2L, na jehoz N-konec byla

pfipojena histidinovd kotva, pfipraven rekombinantni
technologii s vyuzitim expresniho systému E. coli.
Naslednou purifikaci metaloafinitni chromatografii, se

podafilo ziskat protein v dostate¢ném mnozstvi a Cistoté pro
dal$i experimenty. CD spektrometrii bylo zjisténo, Ze
sekundarni struktura proteinu AB2L je tvofena z ptevazné
vétSiny a-helixy. Oligomerni stav proteinu byl zkouman
pomoci analytické ultracentrifugy metodou sedimenta¢ni
rychlosti. Rovnéz bylo provedeno méfeni sedimentacni
rovnovahy. Pro protein AB2L byly nalezeny vhodné
krystalizaéni podminky ajeho struktura bude urcena
rentgenovou strukturni analyzou. Tento potencialni lektin
bude dale charakterizovan specialnimi metodami (SPR,
ITC).

Vlastnosti a vazebné schopnosti proteinu AB2L by
mohly najit vyuziti v biotechnologii ¢i medicing.

Tato prace vznikla za podpory projektu CEITEC — Stiedo-
evropsky  technologicky institut CZ.1.05/1.1.00/02.0068
z Evropského fondu regiondlniho rozvoje.
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Reakce S§tépu proti hostiteli (GVHD) je zavaznou
komplikaci alogenni transplantace krvetvornych kmenovych
bunék' (aHSCT). Hlavnimi efektorovymi buitkami GVHD
jsou alogenni T-lymfocyty, vyznamnou ulohu sehravaji také
molekuly smérujici T-lymfocyty do mista postizeni. Cilem
této prace bylo proto stanovit expresi aktivacnich molekul
Thl (TBX21)* a Th2 (GATA3)? lymfocytii a lymfocytarnich
integrini (ITGA4 a ITGB7)".

Série vzorkd periferni krve od Sestnacti pacienti
indikovanych k aHSCT byla odebrana do protektivniho
média pred zahajenim pripravného rezimu (chemoterapie),
v den podani $tépu kmenovych bunék (pfed podanim) a dale
14, 21, 28, 100 a 180 dni po transplantaci. Relativni exprese
mRNA vyse uvedenych geni byla stanovena metodou qRT-
PCR.

Piipravny rezim pfed transplantaci snizil expresi
ITGB7 a GATA3 (P =0,003; P=0,0001). Relativni exprese
TBX21 byla po pfipravném rezimu naopak zvySena (P =
0,015) a klesla po transplantaci (P = 0,035). Ve vzorcich
odebranych 100 a 180 dni po transplantaci se exprese ITGB7
a GATA3 v priméru vratila k hodnotdm naméfenym pred
zahajenim piipravného rezimu. U TBX21 se relativni
exprese ve vzorcich ze dne 100 a 180 po transplantaci
zvysila oproti stavu pied pfipravnym rezimem (P = 0,005; P
= 0,022). Exprese ITGA4 nebyla signifikantné ovlivnéna
a také se nezménila celou sledovanou dobu po transplantaci.

Nase pilotni data naznacuji, Ze u pacientd indikovanych
k HSCT snizuje pfipravny rezim expresi aktivatoru Th2
imunitni odpovédi (GATA3) a integrinu ITGB7. Relativni
exprese genu TBX21 (Thl marker) se zvySuje po
chemoterapii, klesa po ptevodu darcovskych bunék a opét se
zvySuje s odstupem po transplantaci. Po rozsifeni souboru
budeme nase data hodnotit také ve vztahu k vyskytu
a zavaznosti GVHD.

Tato prdace vznikla za podpory projektii IGA MZ CR
NTI12454, IGA UP 2013_009 a CZ.1.05/2.1.00/01.0030.
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ULOHA BIELKOVIN HSP70 A HSP90
V PROGRAMOVANEJ BUNKOVEJ SMRTI
V LEUKEMICKEJ BUNKOVEJ LINII HL-60
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Kleukémiam snajvy$§im percentom uspesnosti
v lieCbe mozeme zaradit' akitnu promyelocytova leukémiu
(APL). Z epidemiologického hladiska incidencia APL sa
pohybuje okolo 0,7 pripadov na miliéon obyvatelov za rok.
Mikrogranularny variant APL tzv. M3 (podl'a FAB klasifika-
cie) predstavuje leukemickd bunkova linia HL-60. Charakte-
ristickou ¢rtou buniek pri APL je porucha vyzrievania nad
Stadium promyelocytu. V pripade APL ide o translokaciu
medzi chromozéomami 15 a 17 tzv. t(15;17)(q22;q12).
V liecbe akutnych leukémii s v sicasnosti v predklinickom
a klinickom testovani rézne druhy molekal ako napr.
inhibitory proteazému (bortezomib), inhibitory histonovych
deacetylaz (butyrat sodny), prip. inhibitory bielkovin
bunkového stresu. V poslednych rokoch sa ukazuje, zZe
jednym z molekulovych mechanizmov podmieiujicich
prezivanie a citlivost’ leukemickych buniek na cytostatikd je
zvySena expresia Dbielkovin bunkového stresu, ktoré
vyznamnym spdsobom zasahuju do inicidcie apoptdzy. Nové
moznosti v terapii onkologickych ochoreni predstavuju prave
antiapoptické bielkoviny (blokujice apoptézu), kam patria
bielkoviny tepelného Soku Hsp70 a Hsp90. Hsp70 a Hsp90
st vyznamnym negativnym regulatorom vonkajsej (recepto-
rovej) a vnutornej (mitochondridlnej) drahy apoptdzy.
V na$ej praci sme zamerali na sledovanie u¢inku inhibitorov
bielkovin tepelného Soku pre Hsp70 (pifitrin-y, metylénova
modrd) a pre Hsp90 (tanespimycin, skr. 17-AAG) v rdznych
koncentraciach na prezivanie a chemosenzitivitu leukemic-
kych bunieck HL-60 samostatne alebo v kombinacii
s vybranymi druhmi cytostatik (cytarabin, daunorubicin
a mitoxantréon) po 24, 48 a 72 hodinach. Zmeny v hladinach
bielkovin Hsp70 a Hsp90 sme sledovali po posobeni tepelné-
ho Soku (42 °C, 2 h), po pdsobeni inhibitorov metylénova
modra a 17-AAG westernblotovou analyzou. Nase vysledky
naznacuju, ze k zvyseniu hladiny Hsp70 doslo 24 h a 48 h po
ovplyvneni buniek tepelnym Sokom. Metylénova modra
s koncentraciami 0.5 pmol/l a vy$$imi viedla k znizenému
relativnemu prezivaniu HL-60. Metylénova modra (0.5
umol/l) v kombinacii s daunorubicinom viedla k zvysenej
citlivosti HL-60 v porovnani s ostatnymi cytostatikami.
Pifitrin-p s koncentraciami 20 pmol/l a vy$$imi viedol
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k znizenému relativnemu preZivaniu HL-60. Stidium
vzadjomnych interakcii medzi apoptézou a pdsobenim
bielkovin tepelného Soku by mohol prispiet’ k lepSiemu
chapaniu chemorezistencie leukemickych buniek.

Tato prdca vznikla za podpory Grantu Univerzity
Komenského UK/108/2012.

PRIPRAVA FOTO-CYTOCHROMU B5 JAKO NOVEHO
NASTROJE PRO STUDIUM INTERAKCI REAKCNICH
PARTNERU V MONOOXYGENASOVEM SYSTEMU
CYTOCHROMU P450
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Cytochrom bs (cyt bs) je povazovan za fakultativni
soucast monooxygenasového systému. Mize stimulovat,
inhibovat nebo neovliviiovat reakce katalyzované
monooxygenasovym systémem. Podstata mechanismu
pusobeni nebyla dosud zcela objasnéna.

Pro studium role cyt bs vtomto systému byl
exprimovan a purifikovan modifikovany cyt bs, ktery
obsahuje foto-reaktivni analog methioninu s diazirinovym
kruhem (foto-cyt bs). Po fotoaktivaci UV zafenim vznika
vysoce reaktivni karbeniovy intermediat, ktery miize vytvaret
kovalentni vazbu s blizkym aminokyselinovym fetézcem
druhého proteinu nebo jinou molekulou a kovalentné propojit
reakéni partnery.

Piipraveny foto-cyt bs byl pouzit k identifikaci
interakci s cytochromem P450 2B4 (CYP2B4). Reakéni
smés, obsahujici foto-cyt bs a CYB2B4 v ekvimolarnim
poméru, byla fotolyzovana a produkty byly separovany SDS
elektroforézou na polyakrylamidovém gelu. Na elektroforeo-
gramu byly detegovany 3 kovalentni komplexy o vyssi
relativni molekulové hmotnosti nez ma CYP2B4. Kovalentni
komplexy byly nasledné proteolyticky Stépeny a analyzo-
vany hmotnostni spektrometrii (MALDI-TOF/TOF), ktera
prokazala, ze CYP2B4 a foto-cyt bs vytvaieji heterooligo-
mery v molarnim poméru 1:1, 1:2 a 2:1.

Mnozstvi vytvofenych kovalentnich komplexti bylo
vyrazn¢ zvySeno Vv pfitomnosti  substratu CYP2B4,
diamantanu. Tyto vysledky ukazuji, ze vazba substratu
zvySuje afinitu mezi cytochromem P450 a cyt bs (cit.").

Tato prace vznikla za podpory GACR (305/09/H00S,
P207/12/0627, P301/10/0356 a 303/09/0472) a projektu
Univerzity Karlovy v Praze (UNCE 204025/2012).
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TIOREDOXINREDUKTAZA - NOVY TERC PRE
VYVOJ LIECIV
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Tioredoxinovy systém a jeho proteinové zlozky
tioredoxin (Trx) a tioredoxinreduktaza (TrxR) boli
identifikované v organizmoch na vsetkych evoluénych
stuptioch - od archaea cez prokaryoty az po eukaryoty,
vratane ¢loveka.

Redoxna homeostdza vo vybranych modelovych
organizmoch (aktinomycéty S. coelicolor a M. tuberculosis)
je udrziavand vyluéne prostrednictvom tioredoxinového
systétmu, a to z dbovodu, Ze tieto baktérie nedokdzu
syntetizovat' glutation a neobsahuji ani ziadny podobny
systém s oxida¢no-redukénou schopnostou. TrxR je jediny
znamy enzym schopny za fyziologickych podmienok redu-
kovat oxidovany Trx'. Vdaka vyraznym odli$nostiam
v molekulovej hmotnosti, $trukttre, substratovej Specificite a
aj v mechanizme UCinku sa bakteridlne TrxR stavaja
terapeutickym terCom pre vyvoj novych antibiotik a inhibi-
torov>. Pre vyriesenie 3D §truktar proteinov a nasledny vy voj
novych lie¢iv je limitujucim  faktorom  priprava
difraktujucich krystalov a ziskanie kvalitnych Strukturalnych
udajov. Hoci je Struktura TrxR M. tuberculosis znama, jej
parametre v rozliSeni 3 A sa ukazali ako nepostadujiice pre
vyvoj ¢inného inhibitora’. Pomocou difiizie cez plynnu
fazu, pouzitim visiacej a sediacej kvapky sme vykrystali-
zovali jej pribuznu, rekombinantni TrxR zo S. coelicolor
(TrxB SCO3890). Ihlickovité krystaly narastli v podmienke:
0.2 M Li2SO4, 0.1 M bis-Tris pH 5.5, 25% PEG 3350
a krystal difraktoval do vzdialenosti 2.4 A (cit‘4). Kvalita
difrakénych Gdajov  bola postatujuca na vystavbu
Strukturneho 3D modelu. Vyrie$ena 3D Struktira sa pouzije
na cieleny navrh a nasledné testovanie novych latok
s inhibi¢nymi vlastnost’ami.
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OVLIVNENI TOXICITY XENOBIOTIK POMOCI
MIR-29

SONA KOLLINEROVA, MARTIN MODRIANSKY

Ustav 1ékai'ské chemie a biochemie, Lékaiska fakulta,
Univerzita Palackého, Hnévotinska 3, 775 15 Olomouc
sonakoll@seznam.cz

MikroRNA (miRNA) jsou kratké nekodujici jedno-
fetézcové RNA tvofici neddvno objevenou skupinu
regulatori genové exprese na post-transkripcni urovni.
Schopnost miRNA podilet se na regulaci biologickych
procest, jako je bunéfnad proliferace, diferenciace nebo
apoptoza, dava ptedpoklad jejich zapojeni do procesu
kancerogeneze'. MiR-29 se vyskytuje ve tiech izoformach —
miR-29a, miR-29b a miR-29¢ a je znama jako nadorovy
supresor, nebot’ regulaci anti-apoptotickych proteinti Tcl-1
a Mcl-1 blokuje apoptosu®.

MiRNA mohou pfimo nebo neptimo regulovat enzymy
ovliviiujici metabolizaci 1é¢iv a nasledkem toho ovliviuji
kapacitu a distribuci 1é¢iv odrazejici se v pozménéné
citlivosti bundk k toxinim®. Proto jsme se zaméiili na
studium potencialné synergického ucinku miR-29 s vybra-
nymi cytostatiky — azacytidinem a etoposidem. HeLa buiky
byly transfekovany syntetickymi prekurzory pro miR-29,
¢imz jsme dosédhli vice jak 1000 nasobného zvySeni exprese
miR-29, a nésledné buiiky vystavily plisobeni cytostatiky.
Azacytidin inhibuje DNA methyltransferasy (DNMT), coz
ovliviiuje expresi gentl. MiR-29 také negativné reguluji
DNMT, proto lze ocekavat navySeni toxicity. Etoposid
zastavuje bunéfné déleni v G1/S fazi, scimz souvisi
schopnost miR-29 inhibovat CDK®6, ktera je dilezita v G1/S
fazi. Pusobenim kombinace cytostatika s miR-29 doslo
ke zvyseni toxicity. Vysledky téchto experimenti naznacuji
mozné budouci vyuziti miR-29 v biologické 1écbé
nadorovych onemocnéni.

Tato prace vznikla za podpory grantu LF 2013 _008.
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Adenylatcyklazovy toxin (CyaA) je dulezitym faktorem
virulence bakterie Bordetella pertussis — pivodce cerného
kasle. Tento toxin se vaze na myeloidni fagocytické buiky
exprimujici 2 integrin CD11b/CD18 (CR3 nebo Mac-1)
atranslokuje svou enzymatickou adenylatcyklazovou
doménu dovnitt bunék, kde katalyzuje tvorbu klicové
signalni molekuly, cAMP. Pfi translokaci adenylatcyklazové
domény dochézi zarovei ke vstupu iontii Ca>* do buiiky a ke
tvorbé kation-selektivnich kanalti, kterymi unikaji K' ionty
zbuiky. Geneticky pfipraveny toxoid, postradajici
adenylatcyklazovou aktivitu (CyaA-AC"), je nyni klinicky
testovan jako nastroj pro dopravu antigennich epitopti do
dendritickych bunék a navozeni antigen-specifické imunitni
odpovédi CD8" T lymfocytli. Kromé schopnosti CyaA-AC
dopravit antigen pro vyS$tépeni v cytosolu bunék a naslednou
prezentaci na molekulach MHC I, je pro navozeni T bunééné
imunity téz dulezité adjuvantni pusobeni toxoidu, které
doposud nepopsanym mechanismem aktivuje maturaci
dendritickych bunék.

CyaA-AC spousti fenotypickou maturaci dendritickych
bunék derivovanych z mysi kostni dfené (DC) projevujici se
zvySenou expresi povrchovych molekul MHC II, CDS80,
CD86, CD40 a CD54. Exprese téchto povrchovych molekul
po inkubaci stoxoidem byla vy$§i i u DC derivovanych
zmysi, které méli vyfazeny gen pro expresi nekterych
signalnich  molekul  participujicich  na rozpoznavani
patogend, coz pravdépodobné znaci, ze toxoid maturuje DC
nezavisle na téchto molekulach a zaroven to ukazuje Cistotu
vzorku toxoidu. Pfi této fenotypické maturaci DC dochazi
také k produkci cytokinu IL-6 a chemokinii KC, LIX nebo
MCP-1, zaroven ale toxoid nevyvolava produkci
prozanétlivych cytokint TNF-o, IL-12 nebo IL-1f.
Toxoidem aktivované DC nicméné maji schopnost vyvolat
uCD4" a CDS8" T bunék antigen-specifickou produkci
cytokind IFN-y a IL-17. Pisobeni CyaA-AC™ dale vyvolava
expresi CCR7 a produkci PGE2, coz piispiva ke zvysené
spontanni i chemotaktické migraci DC. S pouzitim toxoidu
se snizenou kanalotvornou aktivitou (CyaA-QR-AC) jsme
ukazali, ze schopnost toxoidu permeabilizovat membrany
a vyvolavat tnik K* z bunék je kli¢ova pro aktivaci protein
kinaz p38 a JNK, které reguluji maturaci a migraci v DC.
Dendritické bunky ze slezin mysi, kterym byl intravendzné
podan toxoid, maji vyssi expresi CD86, nez DC z kontrol-
nich mysi.

Tyto vysledky ukazuji, Ze mechanismus adjuvantniho
pusobeni zavisi na kanalotvorné aktivité toxoidu CyaA-AC,
ktera vyvolava nik K" iontd z bunék a tim aktivuje kinazy
p38 a INK, jez jsou soucasti obranného mechanismu proti
pusobeni porotvornych toxintl.

Tato prdce vznikla za podpory grantu GACR 310/08/0447
a 310/09/P582.
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FOSFONATOVE OLIGONUKLEOTIDY S ATOMEM
SIRY V INTERNUKLEOTIDOVE VAZBE

ONDREJ KOSTOV*, IVAN ROSENBERG
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Nahrazeni fosfodiesterové C3'-O-P-O-C5" vazby v oli-
godeoxynukleotidech ~ fosfonatovym  C3'-O-P-C-O-C5’
uskupenim vedlo k vyznamnému zvySeni hybridiza¢ni
schopnosti s komplementarnim RNA  fetézcem'?. Navic
hybridni duplex obsahujici takto modifikované DNA vlakno
stimuloval aktivitu RNasy H>. Kromé toho, zavedeni tohoto
typu fosfonatové vazby do 2',5' oligoadenylatli zachovalo
vlastnosti agonisty RNasy L (lit.*). Toto zji§téni nas vedlo ke
studiu nukleosid-5'-S-metylfosfonati®, 5'-O-metylfosfono-
thioatd, a 5'-O-metyl-(H)-fosfinatl.

Pro piipravu nukleosid 5’-S-metylfosfonati 1b (Schéma 1)

jsme vyvinuli dvé metody, vhodné pro fosfotriesterovou

kondenzaci oligonukleotidii bez oxida¢niho kroku, ktery by

jinak vedl ke vzniku nezadoucich S-oxida.
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Schéma 1

Nukleosid-5'-O-metyl-(H)-fosfinay 2 byly ptipraveny
primou alkylaci nukleosidu 3 syntonem 4 (ref.®) (Schéma 2).
Monomer 2 byl inkorporovan do oligomeru H-fosfonatovou
metodou a vznikla vazba byla oxidovana sirou.
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Price byla podporena grantem GA CR 202/09/0193 a
vyzkumnym projektem ustavu RVO: 61388963.
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NOVE MRI KONTRASTNI LATKY VYUZIVAJICI
PRENOSU SATURACE
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Tomografie magnetické rezonance (MRI) je dulezitou
zobrazovaci a diagnostickou metodou klinické mediciny.
Poskytuje snimky s vysokym prostorovym rozliSenim (pod
1 mm®) a zajistuje jak anatomické informace, tak data
o funkénim stavu riznych organti. V porovnani s radiomedi-
cinskymi zobrazovacimi metodami PET, SPECT nebo CT
nevyuziva MRI vysoceenergetického ionizujictho zéfeni,
jedna se tedy o metodu relativné bezpecnou a neinvazivni.

Ke zlepSeni kontrastu patologii ¢i riznych specifickych
tkani v MRI obrazu slouzi kontrastni latky. Vedle klasickych
kontrastnich latek 7} a T,, které ovliviiuji relaxaci protonti
vody, zacala byt pozornost vénovana tzv. kontrastnim latkam
typu CEST (Chemical Exchange Saturation Transfer), které
jsou zalozeny na pfenosu saturace prostfednictvim chemické
vymény mezi vyménitelnymi protony vody a dané
diamagnetické ¢i paramagnetické latky, a které vykazuji
vhodné vlastnosti pro rozvoj novych aplikaci v MRI
Zobrazeni za pouziti téchto latek je fizeno radiofrekvencnimi
pulzy
o specifické frekvenci, ktera je charakteristickd pro dany
vyménitelny proton. Pozorovany kontrast je tedy podle
potieby mozné ,,zapnout” a ,,vypnout*'.

Tato prace byla zaméfena na  pfipravu
makrocyklickych ligandi odvozenych od skeletu DO3A
s vymeénitelnymi protony na koordinujicich se aminovych
skupinach pendantnich ramen, u kterych byly po komplexaci
sionty Eu** a Yb® studovany vlastnosti souvisejici
s pozadavky kladenymi na vySe zminéné kontrastni latky
CEST. Po optimalizaci parametri a podminek pro méfeni
experimentt CEST NMR byly u roztoki pfipravenych
komplexti studovany moznosti pienosu saturace ze signalu
vymeénitelného protonu daného komplexu na signal H,O
v roztoku v zavislosti na riznych parametrech. Bylo zjiSténo,
ze u nékterych komplexti k pfenosu saturace skutecné
dochazi a v Z-spektrech (tj. v zavislosti relativni intenzity
signalu vody na presaturacni frekvenci) je mozné signaly
CEST- pozorovat. Efekt CEST byl studovan také pomoci
MRI skeneru na pracovisti vIKEM. I tyto experimenty
CEST pfinesly pozitivni vysledky a to i pti hodnotach pH
odpovidajicich  fyziologickym podminkdm. Komplexy
ptipravenych ligandd maji tedy velky potencial pro dalsi
vyuziti v MRI a jejich vlastnosti budou dale studovany.

Tato prace vznikla za podpory grantu GA CR P207/11/1437.
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REKOMBINANTNI POLYEPITOP ODVOZENY

Z VYBRANYCH TYPU OSPC Borrelia burgdorferi
INDUKUJE IMUNITNI ODPOVED PROTI
SIROKEMU SPEKTRU ANTIGENNICH VARIANT
PATOGENNICH BORRELI{
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Lymeska borelioza je na Gzemi zadpadni Evropy a USA
nejcastéjsi infekéni choroba pienosna ze zvifete na ¢loveka.
Piivodcem onemocnéni jsou bakterie druhového komplexu
Borrelia burgdorferi, prendsené na clovéka kliStétem.
Onemocnéni mize prechazet do chronické, obtizné 1é¢itelné
faze. Prevence onemocnéni vhodnou ockovaci latkou by
mohla komplikacim pfedejit. Outer surface protein C (OspC)
lokalizovany v zevni membrané Borelii patii mezi
nejvyznamngj$i kandidatni antigeny budouci vakciny. Jeho
vysoka variabilita v§ak zabranuje pouzit jeden OspC antigen
k wvyvolani efektivni imunitni odpovédi branici infekei
Sirokym spektrem popsanych kmenti Borelii.

Vnasi studii jsme vytvofili fuzni chimericky
rekombinantni protein (CHOspC), slozeny zimunodomi-
nantnich domén OspC protein popsanych u klinicky
nejvyznamngjich kment Borelii, fizovany na N' konci
s His-tag znackou pro metaloafinitni puirifikaci. Protein byl
exprimovan v E. coli a purifikovan pomoci metaloafinitni
agarosové kolony a nasledn¢ pomoci preparativnich
elektroforetickych metod. Identita proteinu byla potvrzena
pomoci MALDI-TOF.

CHOspC byl pouzit v kombinaci s Freundovym
adjuvans k experimentalni imunizaci mysi kmene Balb/C (5
Q9). Po d&trnacti dnech od ukonCeni imunizace bylo
odebrano sérum ke stanoveni hladiny protilatek specificky
reagujicich s riznymi OspC proteiny pomoci metod Western
blot a Anti-Borrelia line blot (Euroline). Jako kontrola bylo
pouzito sérum mySi imunizovanych standartnim OspC
antigenem kmene B. burgdorferi B31 a mysi imunizovanych
nepiibuznym antigenem Hsp90 Candida albicans.

Séra mysi vakcinovanych CHOspC  specificky
reagovala na Western blotu s celobunéénym lyzatem B.
burgdorferi a na na diagnostickém Anti-Borrelia line-blotu
se vSemi pfitomnymi OspC antigeny (B. burgdoreferi, B.
afzelii a B. garinii), kdezto séra mys$i vakcinovanych
standardnim OspC reagovala s bunéénym lyzatem vyrazné
slabgji a v testu line-blot regovala pouze s jednim OspC.
Polyepitopova vakcina tak nabizi moznou cestu k feseni
problému variability povrchovych antigen borelii pfi navrhu
preventivni vakciny proti Lymeské borrelioze.

Projekt byl podporen granty: LF 2012 011, LF 2013 013,
TA01011165 a GAP304/10/1951.
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S-NITROSOGLUTATHIONREDUKTASA U Brassica
oleraceae A Lactuca sativa

LUCIE KUBIENOVA', TEREZA TICHA, MARTINA
TYLICHOVA, DAVID KOPECNY, LENKA LUHOVA,
MAREK PETRIVALSKY

Katedra biochemie, Prirodovédecka fakulta, Univerzita
Palackého, Slechtitelii 11, 783 71 Olomouc
lkubienova@seznam.cz

Jednim z hlavnich faktort regulace celkového mnozstvi
S-nitrosoglutathionu (GSNO) jako nejrozsitenéj$iho S-nitro-
sothiolu je aktivita enzymu S-nitrosoglutathionreduktasy
(GSNOR). GSNOR nalezejici do rodiny alkoholdehy-
drogenas tiidy III (ADH3; EC 1.1.1.1) je oznaovan také
jako S-(hydroxymethyl)glutathiondehydrogenasa (EC
1.1.1.284) a ma stézejni ulohu v katabolismu GSNO,
zprostiedkované i regulaci celkové hladiny S-nitrosothiolti
a podili se tim na ochrané buné€k prfed nitrosativnim stresem.
GSNOR a prislusné geny byly jiz charakterizovany naptiklad
u Solanum lycopersicum (SIGSNOR)' a Arabidopsis thaliana
(AtGSNOR)®.  Prezentovana prace je zaméfena na
biochemickou charakterizaci rostlinné GSNOR z Brassica
oleraceae (BoGSNOR) a Lactuca sativa (LsGSNOR). Geny
pro BoOGSNOR (GenBank JX104828, 1140 bp) a LsGSNOR
(GenBank JX104827, 1134 bp) byly exprimovany
v Escherichia coli produkujici rekombinantni proteiny
nesouci 6xHis-tag na N-konci a vysledné enzymy byly
purifikovany na koloné Co(II)-IDA-Sepharose a nebo na
komerénich kolonkach HisPur™ Cobalt Spin. Byly uréeny
kinetické parametry purifikovanych enzymu, vcetné pH
ateplotniho optima, substratové specificity a inhibi¢nich
vlastnosti vybranych sloucenin. BoGSNOR a LsGSNOR
vykazuji velmi podobné molekulové-kinetické vlastnosti
S SlGSNORl, AtGSNOR? a s rekombinantni lidskou
GSNOR  (hGSNOR)’.  Vyznamnym rozdilem oproti
hGSNOR je nizka reaktivita dosud studovanych rostlinnych
enzyml s hydroxymastnymi kyselinami. Tyto rozdily jsou
zpusobené piitomnosti anion-vazebné kapsy v aktivnim
misté¢ enzymu, jak bylo prokdzano detailni funkéni a stru-
kturni analyzou SIGSNOR'. Byla studovéana role GSNOR pii
vyvoji rostlin, a to u péti genotypl Lactuca spp. liicich se
mirou rezistence k patogenu Bremia lactucae a u B.
oleraceae. Genotypy citlivé k mnapadeni B. lactucae
vykazovaly téméf dvojnasobné vyssi GSNOR aktivitu
a genovou expresi v kofenech i listech ve srovnani s
rezistentnimi genotypy.

Tato prace vznikla za podpory grantu LH11013.
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BIOCHEMICKA CHA}{AKTERIZACE
FOSFOENOLPYRUVAT KARBOXYKINASY
Z Mycobacterium tuberculosis

IVA MACHOVA, JAN SNASEL, IVA PICHOVA

Ustav organické chemie a biochemie, AV CR, v.v.i.,
Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
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Mycobacterium tuberculosis je vyznamny lidsky
patogen, ktery rocné zpiisobi smrt az 1,7 miliont lidi na
celém svets'. Zasadnim problémem infekci M. tuberculosis
je jeho schopnost ptezivat v hostitelském organismu
v perzistentnim stavu, tj. bez jakychkoliv symptomi nemoci.
Predpokladd se, ze az 1/3 svétové populace je latentné
infikovana timto patogenem a ptiblizné v 10 % piipada dojde
k propuknuti aktivni formy nemoci’. Piechod mezi latentni
a aktivni formou pfedstavuje velkou zménu i na tGrovni
metabolismu bakterie. Pochopeni molekularni podstaty
tohoto ptechodu je dtlezité pro identifikaci mist pro zasah
novych potencidlnich 1é¢iv.

Cilem této prace je charakterizace jednoho z vyznam-
nych enzymi centralniho metabolismu této patogenni
bakterie — fosfoenolpyruvat karboxykinasy (Pepck), E.C.
4.1.1.32, ktera zprostfedkovava propojeni mezi anaplerotic-
kymi a glukoneogenetickymi procesy. V nasi studii jsme se
zabyvali jak substratovou specifitou, tak i ostatnimi biofyzi-
kalnimi parametry, jakymi jsou zavislosti sledovanych reakci
na pH, inkubaéni teploté, pfitomnosti kofaktort ¢i vlivu
oxido-redukéniho potencidlu prostiedi na aktivitu enzymu.
Predb&zné informace o prostorovém uspoiadani byly ziskany
pomoci gelové permeaéni chromatografie, analytické
ultracentrifugace a méfenim cirkularniho dichroismu.

Pepck z M. tuberculosis patii mezi tzv. GDP/GTP
dependentni kinasy. Pomoci bodové mutageneze jsme
potvrdili  dulezitost pfitomnosti tfi  konzervativnich
fenylalaninovych zbytkd pro vazbu GDP/GTP, které jsou
nepostradatelné pro ucinnou katalyzu reakci probihajicich
jak v glukoneogenetickém, tak v anaplerotickém sméru.

Tato prdce vznikla za podpory SysteMtb Collaborative
Project (245187), financovaného ze Sedmého ramcového
programu Evropské komise.
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SYNTEZY KARBOCYKLICKYCH
NUKLEOSIDOVYCH ANALOGU
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Analogy nukleosidli, kde je nahrazen sacharidovy
zbytek pfislusnym karbocyklickym motivem, tvofi zajima-
vou skupinu latek. Vzhledem ktomu, Ze mnoho téchto
analogli je biologicky aktivnich, jsou tyto slouceniny
v popredi zajmu organickych chemiki i biologd'. Syntézy
téchto latek jsou casto odlisné od jiz dobfe propracované
metodologie pouzivané u klasickych nukleosidovych analogti
s centralnim sacharidovym motivem®. Tato prace se zabyvé
syntézou karbocyklického analogu pseudoisocytidinu 1
a ptibuznych sloudenin®.

HO / N\W/NHZ
NH

HO  oH®

1
Byla vyvinuta flexibilni diasteroselektivni syntéza
umoziujici selektivni manipulaci substituenti v pozicich 2,
3" a5, které hraji kliovou roli v biologické aktivité téchto
latek (Schéma 1)*.

HO HO
1’ 1
SO eSO
32 312
HO  ©OH HO ©H

Schéma 1. Obecna struktura pFipravenych karbocyklickych
nukleosidii

Nami vyvinutd metodologie navic umoziuje zavést
kvartérni 1'-OH skupinu na cyklopentanovy skelet (Schéma
2)°. Tento strukturng novy typ nukleosidovych analogii miize
pfinést nové informace o vztahu mezi strukturou a
biologickou aktivitou nukleosidovych analogu.

HO
+-B
~OK
3\_/>OH
HO OH

Schéma 2. Obecna struktura pripravenych karbocyklickych
nukleosidi s OH skupinou v pozici 1°

Tato prace vznikla za podpory grantii FN u sv. Anny v Brné —
Mezinar. ctr. klin. vyzkumu (FNUSA — ICRC; CZ.1.05/
1.1.00/02.0123) a programu SoMoPro (projekt SRGA771);
financovana EU v ramci 7 RP (FP/2007-2013), grant ¢.
229603 a spolufinancovan JM krajem.
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SULFIDOV,A SIGNALIZACIA ZVYSUJE EXPRESIU
Na'/Ca® VYMENNIKA A POTENCUJE EXPRESIU
BETA ADRENERGICKYCH RECEPTOROV

JANA MARKOVA®, LUBOMIRA LENCESOVA?®,
SONA HUDECOVA® LUCIA CSADEROVA®, KAROL
ONDRIAS?, OLGA KRIZANOVA?

“Ustav molekuldrnej fyzioldgie a genetiky, Slovenskd akadé-
mia vied a "Molekuldrno medicinske centrum, Viarska 5,
833 34 Bratislava

Na'/Ca®*  vymennik (NCX) je antiportérovy
membranovy protein vapnikovych iénov, ktory sa zicastiiuje
na vapnikovej homeostaze. Zmeny v expresii a funkcii NCX
su spojené s rozvojom mnohych ochoreni ako napriklad
ischémia, hypertenzia, diabetes a iné. Je zname, Ze  adrener-
gickd signalizacia zohrava vyznamnu tlohu pri regulécii
vapnikovej homeostazy a aj pri regulacii NCX v srdcovom
tkanive!. Zmeny v expresii a funkcii NCX v stvislosti
s nadorovymi ochoreniami st vSak pomerne malo zname.
Sirovodik (H,S) je novoobjaveny gasotransmiter, ktory bol
donedavna znamy len ako toxicky plyn. H,S sprostredkovava
indukciu angiogenézy a modze zohravat ochrannu ulohu
v procese arteriosklerézy a hypertenzie’. Je tie znamy pre
svoj anti-apoptoticky, alebo pro-apopticky G&inok®. Preto
nasim cielom bolo preStudovat vztah B adrenergickych
receptorov s NCX, zistit, ¢ H,S moduluje vztah
adrenergickych receptorov. a NCX a preStudovat ich
vzajomny mechanizmus. Ako model nadorovych ochoreni
sme pouzili stabilni bunkovd liniu HeLa. Ako H,S donor
sme pouzili morfolin-4-ium-4-methoxyfenyl (morfolino)
fosfinodithiodt GYY4137 (10uM), ktory uvolniuje H,S ovel’a
pomaliie nez NaHS (lit.*)

Zistili sme ze H,S zvysuje expresiu NCX na
urovni mRNA a proteinu.

13. Amerika

Kontrola Negativna kontrola

Obrazok 1. Imunofluorescenéne znaeny NCX (zelena farba) v
kontrolnych a v GYY4137 ovplyvnenych HeLa bunkach. Negativna
kontrola bola znacena bez primarnej protilatky.

Tato sulfidova regulacia NCX funguje prostrednictvom
NF-«kB transkripéného faktora, ked’ze po utlmeni NF-kB sme
narast expresiec NCX v skupine ovplyvnenej GYY4137
nepozorovali. Aktivita NCX po ovplyvneni GYY4137 bola
zvySena. Po pridani dithiothreitolu (DTT), ktory redukuje
disulfidové vizby bol narast aktivity NCX zablokovany.
Zvysena aktivita NCX v désledku posobenia H,S mdze mat’
za nasledok naruSenie vapnikovej homeostizy a moze
prispievat’ k zmenenej regulacii vapnika v nadorovych
bunkach.

Zistili sme, ze sulfidova signalizdcia ma vplyv aj B
adrenergické receptory. Posobenim H,S sa zvysila expresia
Bl a B3 adrenergickych receptorov. Expresia [32
adrenergického receptora sa po ovplyvneni GYY4137
nemenila v porovnani s kontrolnou skupinou buniek, ani na
urovni mRNA, ani na urovni proteinu. Pomocou metddy
imunoprecipitacie NCX sme pozorovali ko-
imunoprecipitaciu NCX s Bl a 3 typom adrenergického
receptora. Posobenim GYY4137 sme pozorovali zvySené
mnozstvo Bl a B3  adrenergickych  receptorov
koimunoprecipitovanych s NCX. Pomocou imunofuores-
cencnej metddy sme takisto pozorovali kolokalizaciu B1 a B3
adrenergickych receptorov s NCX. Na zdklade tychto
vysledkov teda predpokladame, ze B1 a B3 adrenergické
receptory mozu byt s NCX funkéne a fyzicky prepojené.
Prepojenie ulohy adrenergickych receptorov a vapnikovej
signalizdcie cez NCX v regulécii onkologickych ochoreni
predstavuje mozny slubny ciel potencidlnej lieCby a
prevencie.

Tato praca vznikla za podpory grantov APVV/0045/11
CEMAN a ITMS 2624022007 1.
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In vivo MLSB RESISTANCE - A MODEL STUDY
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Extensive use of antimicrobial agents in the treatment of
animal infections or their use as prophylactic agents present
a possibility and risk for the selection of resistant bacteria,
which could be either causative agents of a specific disease
or just a part of commensal microbiota. With the ever
growing fear of entering the post-antibiotic era, food
producing animals are identified as a potential source of
resistant strains that could be transmitted to humans through
the food chain'. This study examined the effect of the
pressure of three different antibiotics (tylosin, lincomycin
and tetracycline) on the spread of a genetic determinant of
macrolide-lincosamide-streptogramin B (MLSg) resistance
(conjugative plasmid pAMP1 carrying the ermB gene
encoding for MLSy resistance?) in vivo. For that purpose,
four weeks old chickens colonized with Enterococcus
faecalis carrying pAMP1 (the challenge strain) were
perorally exposed to the antibiotics during one week. The
spread of ermB gene within intestinal microflora was
monitored through a two week period by qPCR.

qPCR revealed a high prevalence of the ermB gene in the
faecal DNA during and one week after the antibiotic treatment.
Increase of ermB was observed with all antibiotics during the
whole monitored period, whereas the challenge species E.
faecalis rapidly declined over time. This suggests that the ge-
netic determinant of resistance (pAMf1) was rather transferred
and spread through the intestinal mictoflora other than E.
faecalis. Currently, metagenomic analyses (454 pyrosequen-
cing) of faecal DNA are in progress to provide a more detailed
insight into the microbiome of the chicken intestine.

Different species of the genera Enterococcus and
Streptococcus were isolated from cloacal swabs taken at four
different time points during and after antibiotic treatment.
Most of them expressed a high level resistance to
erythromycin, lincomycin and tetracycline and all isolates
were positive for ermB by PCR. Macrorestriction analysis
(PFGE) of E. faecalis and Enterococcus faecium revealed
four different clones (those of E. faecalis differed from the
challenge strain). This again implies that MLSy resistance
spread within intestinal microflora considering the challenge
strain as a donor. At the moment, plasmid restriction analysis
is in progress to elucidate whether the isolates harbour the
same plasmid as that of the challenge strain.

Similar as already reported in piglets® and turkey” the
results of this study imply that under specific (tylosin,
lincomycin) and even non-specific (tetracycline) antibiotic
pressure, bacteria tend to mobilize and exchange genetic
material between different species in the chicken intestinal
microflora and that the faeces could represent a potential
source of resistant strains in the environment.

The work was supported by the Ministry of Agriculture CR
(projects QH91231 and Mze0002716202) and by the
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Ministry of Education, Youth and Sports CR (project CZ
1.05/2.1.00/01.0006; ED 0006/01/01 AdmireVet).
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PURIFIKACE A STABILIZACE LIDSKE BETAIN-
HOMO-CYSTEIN S-METHYLTRANSFERASY 2
A VYVOJ JEJICH PRVNICH INHIBITORU

JANA MLADKoyA, VAQ;AV yANEK, TlegAS
ELBERT, MILOS BUDESINSKY, JIRI JIRACEK

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i.,
Flemingovo ndam. 2, 166 10 Praha 6

Betain-homocystein S-methyltransferasa 2 (BHMT-2) je
cytosolicky metaloenzym katalyzujici pfenos methylové
skupiny z S-methylmethioninu na L-homocystein za vzniku
dvou molekul L-methioninu'. Daldimi sav&imi enzymy
ucastnicimi se remethylace homocysteinu jsou pouze betain-
-homocystein S-methyltransferasa (BHMT) a methionin
synthasa.

BHMT-2 ma ze 73 % stejnou aminokyselinovou sek-
venci jako BHMT a oba enzymy se vyskytuji pouze v jatrech
a ledvinac®. Fyziologické funkce BHMT-2 dosud nejsou
znamé a to i proto, Ze se jedna o velmi nestabilni enzym a
také z divodu absence selektivnich inhibitort.

V této studii’ byla Usp&ing ziskéna stabilni lidsk4
rekombinantni BHMT-2 pomoci kopurifikace s lidskou re-
kombinantni BHMT. Inhibitory BHMT-2 byly navrzeny
a syntetizovany jako analogy piechodného stavu substratl ¢i
produktt. (2S,8RS,11S)-5-Thia-2,11-diamino-8-methyldode-
ka-nova kyselina je prvni 0¢inny a zaroven selektivni
inhibitor BHMT-2 (obr. 1).

Stabilizace BHMT-2 kopurifikaci s BHMT naznacuje
oligomerizaci téchto podobnych enzymii in vivo. Uéinny a sele-
ktivni inhibitor BHMT-2 bude velmi uvzite¢ny v nasledujicich
studiich fyziologickych funkci BHMT-2 in vivo.

NH;
HOOC/R/Y\/S\/\I/COOH
CHs NH;

Obr. 1. Struktura prvniho selektivniho inhibitoru BHMT-2

BHMT-2: K:2P 77 nM
BHMT:  ICso 77 uM

Autori dékuji za podporu grantu GA CR P207/10/1277 a vyz-
Jumnému zaméru UOCHB AV CR, v.v.i. RVO:61388963.
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VLIV ELICITINU NA ODEZVU BIOFOTONU
U ROSTLIN Nicotiana tabacum
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Terminem biofotony se oznacuji fotony emitované
v rozsahu vilnovych délek 300-800 nm nepfetrzité ze vSech
zijicich  biologickych  systémii. Mechanismus emise
biofotonti spociva v tvorbé metastabilnich excitovanych
molekul vznikajicich oxida¢nimi reakcemi. Rozkladem
pfechodnych sloucenin, jako jsou karbonyly a singletovy
kyslik, se vytvaii fetézové reakce, které jsou pravdépodobné
zdrojem emise biofotonl. ZvySena lokalni tvorba biofotont
se spolu s lipidickou peroxidaci vyskytuje béhem oxida¢niho
a nitrosativniho stresu. U rostlin byla emise fotonid
pozorovana pii kli¢eni semen, po infekci patogenem, pii
teplotnim stresu, nedostatku vody nebo po oSeteni tézkymi
kovy'.

Elicitiny jsou velmi uéinné elicitory, které vyvolavaji
obrannou reakci u rostlin. Jde o malé extracelularni proteiny
sekretované rody Phytophthora a Pythium z tadu Pythiales
oddéleni Oomycet vyvolavajici hypersenzitivni reakci u n¢k-
terych rostlinnych druhti z ¢eledi Solanaceae a Brassicaceae.
Elicitiny se do bunék dostavaji prostfednictvim specifickych
receptorit a v bufice zplsobuji aktivaci MAP-kinas, zmény
v intracelularnich hodnotach pH nebo tvorbé reaktivnich
forem kysliku (ROS)?.

Produkce biofotont byla sledovana v listech a bunééné
suspenzi Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi po ptidavku
elicitinlt oligandrinu, kryptogeinu a jeho mutantd L41F,
V84F, V84F/L41F, L80F/V84F lisicich se ve schopnosti
stimulovat  produkci ROS spojenou s naslednou
hypersenzitivni reakei a tvorbou nekrézy. Lokalni vyskyt
biofotonu byl detegovan jiz 6 h po lokalni infiltraci elicitinu
kryptogeinu a jeho mutanti V84F a L8OF/V84F, které
vyrazné stimuluji produkci ROS. V prib&éhu nasavani
roztokl elicitinGi fapikem listu a u bunééné suspenze byla
tvorba biofotonll zpozdéna. Modulatory ROS byly vyuzity
pro studium role na produkci biofotont. Inhibitory
superoxiddismutasy, NADPH-oxidasy a peroxidasy snizily
produkci biofotonl. ZvySena hladina malondialdehydu 6 h
po infiltraci elicitinu kryptogeinu a mutanti V84F
a L80F/V84F poukazuje na probihajici proces lipidické
peroxidace spojeny s pozorovanou rozsdhlou nekrozou.

Tento vyzkum byl podpoien grantem GACR P501/12/0590.
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ENANTIOSELEKTIVNi ALLYLACE THIOFEN-2-
KARBALDEHYDU

PETR MOTLOCH, MARTIN KOTORA*

Katedra  organické chemie, Prirodovédeckda  fakulta
Univerzity Karlovy v Praze, Hlavova 2030, 128 43 Praha 2
kotora@natur.cuni.cz

Ruzné substituované chiralni bipyridin-N,N'-dioxidy
vystupujici jako Lewisovy béaze se v posledni dobé ukazuji
jako jedny z nejvhodnéjsich katalyzatort pro enantioselektiv-
ni allylace aromatickych aldehydt, jak z diivodu vysokych
asymetrickych indukci, tak i z divodu pouzivaného mnozstvi
(vétinou 1 mol%)'. Tyto Lewisovy baze je mozné piipravit
snadnou cyklotrimerizaci hexadekatetraynu s chiralnimi
nitrily, &imz se ziské cela fada katalyzatori (obr. 1)>°.

Obr. 1. Piiklad pFipravenych Lewisovych bazi

Katalyticka aktivita a mira asymetrické indukce vyse
zminénych katalyzatord byla studovana u enantioselektivni
allylace thiofen-2-karbaldehydu (schéma 1). Vhodnou
volbou pouzitého katalyzatoru, rozpoustédla a teploty byly
nalezeny optimalni podminky pro velmi vysokou
asymetrickou indukeci (az 97 % ee).* Piipraveny opticky &isty
homoallylovy alkohol 1 bude dale vyuzit pro novy zptisob
enantioselektivni ptipravy antidepresiva (S)-duloxetinu.

katalyzator

S _ (1 mol%) s, OH
| )—CHO + Sl ——— W 1
az 97 % ee \

O—Naft-1-yl

S OH | S

| ., 7
s\ _’ NHMe
(S)-duloxetin

Schéma 1. Enantioselektivni allylace thiofen-2-karbaldehydu

Tato prdce vznikla za podpory grantu GACR P207/11/0587
a vyzkumného zameru MS0021620857.
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ULOHA IZOFOREM PROTEINU P63 V BIOLOGII
TRIPLE-NEGATIVNIHO KARCINOMU PRSU
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Protein p63 zrodiny nadorového supresoru p53 je
nezbytny pro spravny vyvoj epithelii a epidermalnich
struktur. V bunikdch se vyskytuje v podobé dvou N-
koncovych izoforem. Plnodélkova izoforma TAp63 ma
podobné jako p53 schopnost spustit apoptézu v reakci na
poskozeni DNA, v lidskych tkanich se vS§ak v mnohem vétsi
mife vyskytuje zkracena izoforma ANp63, a to predevSim
v bazalnich progenitorovych bunikach epidermis a jinych
epithelii, prostaty a prsu. Jeji zvySena hladina byla popsana
u vétSiny dlazdicobunéénych karcinomut a je povazovana za
potencialni marker nadorovych kmenovych bunégk.
U adenokarcinomu prsu naopak dochdzi k vymizeni exprese
ANp63, vyjimkou je skupina tzv. triple-negativnich
karcinomt prsu (ER-, PR-, HER2-), kde je hladina ANp63
zvySena. Cilem této prace je blize popsat vyznam proteinu
p63 u tohoto typu karcinomu, ktery se vyznacuje vysokou
agresivitou, nizkou citlivosti k biologické 16€bé a S$patnou
prognodzou pro pacienta.

Jako studijni model byla pouzita triple-negativni
bunéénd linie MDA-MB-468, do které byly stabilné
transfekovany dva plazmidy umoziiujici indukovat v bui-
kéach expresi jednotlivych izoforem p63 pomoci tetracyklinu.
Po indukci exprese ANp63, ne vSak TAp63, doslo ke zmeéné
morfologie bunék a postupné ztraté jejich adheze k podkladu.
Pro triple-negativni karcinomy prsu je charakteristicka
zvySena exprese receptoru epidermalniho ristového faktoru,
EGFR. Vysoka hladina EGFR a aktivace této signalni drahy
je zaroven u nékterych bunénych linii spojena s poklesem
bunééné adheze. V rdmci tohoto projektu bylo prokazano, ze
indukce exprese ANp63, ne vSak TAp63, vede u bunck
MDA-MB-468 k aktivaci signalni drahy EGFR a nasledné
ztrat¢ adheze. SniZzenou adhezi bunék mélo za nasledek
i piisobeni epidermalniho rustového faktoru, ligandu EGFR.
Naopak zablokovani EGFR specifickou monoklonalni
protilatkou vedlo ke zvySeni podilu pfisedlych bunék.

Dale bylo provedeno srovnani expresnich profili bunék
bez indukce a s indukovanou expresi izoforem p63 pomoci
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c¢DNA mikrocipi. Byla zjisténa zména exprese mnoha gent,
jejichz produkty se podileji na remodelaci cytoskeletu,
adhezi a migraci bunék a budou predmétem dal§iho
vyzkumu. Projekt bude dale pokracovat
imunohistochemickym barvenim setu bazalnich karcinomu
a SILAC studii zmén exprese proteini na povrchu bunék po
indukci ANp63.

Tato prace vznikla za podpory Evropského fondu pro
regiondlni rozvoj a statniho rozpoctu CR (OP VaVpl —
RECAMO, CZ.1.05/2.1.00/03.0101) a IGA NT/13794-4/2012.

ANTIMIKROBIALNI PEPTIDY Z JEDU DIVOCE
Z1JiCi VCELY ODSTRANUJI BIOFILM A PUSOBI
SYNERGICKY S ANTIBIOTIKY PROTI Pseudomonas
aeruginosa

ONDREJ NESUTA*, LENKA MONINCOVA, ZDENEK
VOBURKA, LUCIE BEDNAROVA, JIRINA
SLANINOVA, VACLAV CEROVSKY

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i.,
Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
nesuta@uochb.cas.cz

Antimikrobialni peptidy izolované zjedu hmyzu tadu
blanoktidlych (Hymenoptera) jsou znamé pro jejich Siroké
spektrum  antimikrobialnich G¢inkti zahrnujici Gram-
pozitivni a Gram-negativni bakterie a kvasinky, vcetné
patogent'?.

V této praci predstavujeme nové objeveny o-helikalni
peptid, nazvany HYL, izolovany z extraktu jedovych vackt
divoce zijici véely Hylaeus signatus pomoci RP-HPLC.
Metodami Edmanova odbouravani a ESI-QTOF MS byla
uréena jeho aminokyselinova sekvence a pfesna molekulova
hmotnost: ~ H-Gly-Ile-Met-Ser-Ser-Leu-Met-Lys-Lys-Leu-
-Ala-Ala-His-Ile-Ala-Lys-NH, (1696.98 Da).

HYL a jeho analoga jsme pfipravili metodou syntézy
peptidi na pevné fazi. HYL vykazoval antimikrobialni
a antifungalni aktivitu a nebyl toxicky vuéi eukariotnim
bunkdm. Zmény ve struktufe HYL za ucelem zlepSeni
antimikrobidlnich aktivit vétSinou vedly ke zvySeni
hemolytické aktivity jako miry toxicity. Navrzeny analog
HYL-6 byl siln¢ aktivni proti multi-rezistentnim klinickym
izolathm Staphylococcus aureus (S.a.) a Pseudomonas
aeruginosa (P.a) a nebyl hemolyticky. Naslednym
zkou$enim na modelech biofilmu tvofenych S.a. a P.a. jsme
prokazali, ze nékteré ze studovanych peptidi vyznamné
snizuji mnozstvi takto uskupenych bakterialnich bungk.
Testovani HYL a jeho analog vkombinaci s riznymi
antibiotiky proti P.a. ukazalo, Zze nckterd znich plsobi
synergicky s tetracyklinem a rifampicinem.

Na zéklad¢ hlubsiho studia zminénych jevl
predpokladame, ze tyto peptidy usnadiuji vstup antibiotika
do bakterialni buniky naruSenim ochranné bariéry, kterou
tvofi  bakteridlni ~membrana. Tato vlastnost ¢ini
z antimikrobialnich ~ peptidd  vhodné kandidaty pro
kombinaéni terapii.
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NOVE STA];ILIZA'TORY G-KVADRUPLEXU: DNA
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V poslednich letech zaznamenaly rozmach obory
zabyvajici se terapeutickym potencidlem malych molekul,
které mohou stabilizovat nebo narusit G-kvadruplex —
strukturu tvofenou oblastmi DNA a RNA bohatymi na
guanin. Riizné biologicky relevantni struktury
G-kvadruplexu DNA poskytuji platformu pro terapeutické
ovlivnéni genové exprese pravé malymi molekulami.

27, n paralelni G-quadruplex

/ \ R-enantiomer

S-enantiomer

-2 T T
200 300 400
Alnm —
Obr. 1. Priklad spektra ECD paralelné usporadaného

modelového G-kvadruplexu a zastupce z testovanych latek

V na8i praci se zabyvame moznostmi stabilizace
paralelné¢ uspofadanych DNA G-kvadruplexd chiralnimi
aromaty. Prestoze se spektra oligonukleotidu a ligandd
prekryvaji (obr. 1), zvolili jsme pro sledovani zmén
sekundarni struktury vlivem teploty elektronovy cirkularni
dichroismus (ECD) — tato spektralni metoda je vuci témto
zménam obzvlasté citliva. Dalsi vyhodou ECD je, ze jsme
relativné rychle schopni zjistit, zda nedochazi k degradaci
nekteré ze slozek systému oligonukleotid-ligand.
Spektroskopie ECD nam tak poskytuje mnoho informaci
ohledné stavu a interakci jednotlivych slozek. Relevanci
vysledki ECD jsme podpotili DNA polymerazovou eseji,
kde jsme diky dels$imu fetézci oligonukleotidu blize
realnému stavu. Zjistili jsme, Ze substituce aromatického
skeletu ptipravenych latek vyznamné ovliviluje Gc¢innost
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stabilizace G-quadruplext.. Kombinace vysledkd obou metod
slouzi nejen pro zhodnoceni G¢innosti jednotlivych ligandd,
ale také jako preselekce pro nasledné biologické experimenty
a hlavné jako zpétna vazba pro skupinu syntetiki, ktefi tyto
ligandy pfipravuji.

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSMT CR (¢
21/2013) a GA CR (P208/11/0105).
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Jiz pomémé dlouho jsou znamy biologické vlastnosti
fosfonatii a nékteré jejich aplikace v organické syntéze.
Fosfonaty obsahuji C-P vazbu, kterd je na rozdil od
fosfatové O—P vazby odolna vici hydrolyze. Zavedeni fluoru
do a polohy fosfonati zvysSuje jejich kyselost a jejich
podobnost fosfatim, cehoz se da vyuzit naptiklad pro
inhibici nékterych enzymii'.

V nasi laboratofi se zabyvame chemii fluorovanych
fosfonati, které vyuzivame pro piipravu fluorovanych latek.
Derivaty fluormethylfosfonatu, jako jsou naptiklad diethyl
difluormethylfosfonat(1)%, tetracthyl fluormethylenbisfosfo-
nat (2)° nebo diethyl fluorfenylsulfonylmethylfosfonat (3)°,
se daji wvyuzit vorganické syntéze jako nukleofilni
fluoralkylaéni €inidla.

Podatilo se ndm vyvinout metodu pro piipravu diethyl
fluornitromethylfosfonatu (4), nové latky, kterd spada do
rodiny vySe uvedenych derivatd. 4 podléhd v bazickém
prosttedi reakcim saldehydy za wvzniku potencidlné
biologicky aktivnich geminalnich fluor-nitro-olefinii 5.
Konjugovana adice 4 na Michaelovské akceptory v bazickém
prostiedi ptedstavuje syntetickou metodu pro ptipravu o-
fluor-a-nitrofosfonatt 6.

F_P-OEt EO g ﬁ OEt o\\s//o E‘ OEt p
- - S - O,N._ _R-OEt
T OBt  EO Y OBt PN OE 2OV opt
F F F F
1 2 3 : 4
. iil
R'= alkyl, aryl NO, R2 O
R2=H, alkyl, aryl A E EWGQY 'B<83
EWG = Ac, COPh, COOBu, NOy, SO,Ph  R? £ 'NO,
5 6

Schéma i) R'CHO, baze, THF, -78 °C az 0°C; ii) EWG-CH=CH-
R?, iPr,NH, THF, -30 °C az 25 °C.

Tato prdce vznikla za podpory grantu GA CR 203/08/P310 a
vyzkumného planu AV CR (RVO: 61388963).



Chem. Listy /07, 403444 (2013)

LITERATURA
1. Romanenko V.D., Kukhar V. P.: Chem. Rev. 106, 3868
(2006).

2. Chunikhin K. S., Kadyrov A. A., Pasternak P. V.,
Chkanikov N. D.: Russ. Chem. Rev. 79, 371 (2010).

3. Beier P., Opekar S., Zibinsky M., Bychinskaya I.,
Prakash G. K. S.: Org. Biomol. Chem. 9, 4035 (2011).

4. Koizumi T., Hagi T., Horie Y., Takeuchi Y.: Chem.
Pharm. Bull. 35, 3959 (1987).

STEREOSELEKTIVNI SYNTEZA C-ANALOGU
SIALYL LEWIS X
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Sacharidy, vyskytujici se ve formé glykoproteinﬁ1 na
povrchu bunéénych membran tvoii tzv. ,,sacharidovy kod*,
ktery je specificky rozpoznavan proteinovymi receptory.
Tyto interakce jsou zakladem mezibunééné komunikace
a vyznamné ovliviiuji mnohé, Zivotné dulezité procesy, které
mohou byt pro organismus jednak velmi uzitecné (napf.
rozmnozovani), ale i fatalni jako napf. rizné zanéty, virova

resp. bakterialni infekce nebo rakovinova metastaze.
OBn
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Schéma 1.

Nasim cilem je vyuziti Pd-katalyzovaného kaplingu pro
syntézu C-analogu trisacharidového epitopu tzv. Sialyl Lewis
X 7, ktery je odpovédny za zanétliva onemocnéni, vyskytuje
se na povrchu rakovinnych bunék, ale je také velmi dilezity
pii procesu oplodnéni’.

Pro ptipravu C-trisacharidu 7 jsme vyuzili v nasi
laboratoii ovéfeny stereoselektivni postup®, kterym je mozné
z komeréné dostupné L-fukosy pfipravit v multigramovém
mnozstvi potiebny keton 3, ktery lze Wittigovou reakci
pfevést na potiebny bromid 4. Vyuzitim Suzukiho reakce
a nasledné stereoselektivni hydroborace byl ziskan zminény
C-analog epitopu Sialyl Lewis X 7 (Schéma 1).

Tato prace vznikla za podpory grantu IGA 342 88 1232,
GACR P207/12/P713.
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V poslednich letech jsou ve vétsi mife studovany
bifunkéni makrocyklické ligandy vhodné pro radioizotopy
médi (napt. *'Cu, **Cu a “’Cu). Vznikajici koordinaéni
slouCeniny diky svym vhodnym fyzikadlnim a chemickym
vlastnostem nachazeji Siroké uplatnéni na poli nuklearni
mediciny, a to jak v diagnostice, tak i v terapii nadorového
onemocnéni.

Na zékladé predchozich vysledka'? byly pripraveny
a studovany dva nové cyklamové bifunkéni derivaty (obr. 1)
nesouci fosfinatové pendantni skupiny 4-methyl-11-(p-
aminobenzyl)-1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan-1,8-bis-(me-
thylenfosfinova kyselina) a fosfonatové pendantni skupiny 4-
methyl-11-(p-aminobenzyl)-1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan-
-1,8-bis(methylenfosfonova kyselina).

Ligandy byly zkoumany z hlediska termodynamické
stability a kinetické inertnosti jejich komplexi. Ze ziskanych
hodnot protoniza¢nich konstant a konstant stabilit komplext
prechodnych kovii (Cu, Zn, Ni) bylo potvrzeno, ze plné
substituované ligandy jsou velmi vhodnymi kandidaty pro
selektivni komplexaci dvojmocné médi, nebot’ tvoii s kovem
velmi stabilni komplexy (logBu. = 18,3 a 23,2 pro fosfinat
a fosfonat). Kysele katalyzovanou dekomplexaci (acid-
assisted decomplexation) byla zjisténa mala kineticka
inertnost u obou vzniklym komplext (polocas disociace v 1M
HCIO, je 47 s a 44 s pro fosfinat a fosfonat, 25 °C).

Tyto vlastnosti nabizeji moznost vyuziti téchto latek pii
separaci radioizotopti médi (oddé€leni matetskych/dcefinnych
izotopti zinku a niklu) a nasledné pouziti radioizotopt
v nukleérni medicing.

H u [ /\QNHQ HO™ H Ni\QNHz

Obr. 1. Strukturni vzorce ligandd
Tato prdce vznikla za podpory grantu GA CR P207/11/1437.
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¢-Myb-RiZENA DEREGULACE MAPK p38 A JNK:
POTENCIALNI MECHANISMUS REZISTENCE
NADOROVYCH BUNEK KOLOREKTA

K CYTOTOXICKYM AGENS

LUCIE PEKARCIKOVA*, LUCIA KNOPFOVA, JAN
SMARDA

Ustav experimentdlni biologie, Prirodovédeckd fakulta,
Masarykova univerzita, Kamenice 5, 625 00, Brno
Pekarcikova. Lucie@seznam.cz

Nase studie se zabyva funkci proteinu c-Myb v biologii
kolorektalnich karcinomi a jejich odpovédi na chemoterapii.
c-Myb se jako transkripéni faktor uplatiluje v procesech
bunééné proliferace, diferenciace a apoptdzy. Jeho exprese je
nezbytnd hlavné v nezralych buinkach hematopoetického
systému, ale také v dalsich typech télnich tkani jako jsou
napt. tkané epitelidlni. Zména fyziologické hladiny proteinu
c-Myb ma transformacni potencial a soucasné studie
dokladaji deregulovanou hladinu proteinu c-Myb v riznych
typech solidnich nadord - stfevnich, prsnich karcinomech,
nadorech hlavy, krku, prostaty'. Nadmé&ma exprese genu
MYB je spojena  sSpatnou  progndézou  pacientl
s kolorektalnimi nadory®. Aktualnim problémem pii 16¢b&
nadorll je rezistence nadorovych bunék k chemoterapii.
Objasnénim  funkce proteinu c-Myb v  procesech
podporujicich pfezivani bun€k po expozici cytotoxickymi
latkami mutzeme ptispét k efektivnéj$imu zacileni 1écby
nadort s deregulovanou hladinou proteinu c-Myb.

Jako modelovy systém pro studium funkce proteinu c-Myb
v regulaci bunééné smrti/ptezivani jsme vytvorili derivaty
bunéénych linii CT26 a HCT116 odvozené z kolorektalnich
karcinomt s ektopickou expresi genu c-myb (MYBup
bunécné linie). Vysledky méfeni bunécné  viability
prutokovou cytometrii ukazuji vyznamné vyS$Si pfezivani
buné&nych linii MYBup po expozici cisplatiné a doxo-
rubicinu v porovnani s kontrolnimi liniemi. Zaméfili jsme se
na identifikaci efektorti proteinu c-Myb pro objasnéni tohoto
ucinku. Metodou westernového prenosu jsem v CT26
a HCT116 vystavenych cisplatiné zjistili korelaci hladiny
proteinu c-Myb s aktivaci proteind, které jsou soucasti
signalnich drah podporujicich bunééné piezivani a proli-
feraci. U buné¢nych linii MYBup jsme detegovali zvysenou
hladinu fosforylovanych forem proteini p38 a c-Jun.
Vyuzitim specifickych inhibitort fosforylace proteint
studujeme signalni souvislost mezi zvySenou hladinou
proteini p-p38 a p-c-Jun alepSim prezivanim bunck
stievniho karcinomu s ektopickou expresi genu c-myb.

Z vysledki nasi studie vyplyva, ze transkripéni faktor
c-Myb aktivuje signalni drdhy p38 a JNK a podporuje
bunécné prezivani v pfitomnosti cytotoxickych latek.

Tato prdce je podporovana grantem NT-13441 IGA MZ CR
a CZ.1.07/2.3.00/20.0183 ESF.
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VLIV MUTACE H71A V Kzél,’SIDOVEM PROTEINU
MASON-PFIZEROVA OPICIHO VIRU NA TVORBU
NEZRALYCH RETROVIROVYCH CASTIC

RUZENA PICHALOVA, SARKA PECHOUCKOVA,
TIBOR FUZIK, PAVEL ULBRICH, TOMAS RUML

Ustav biochemie a mikrobiologie, Vysokd $kola chemicko-
technologicka v Praze, Technicka 3, 166 28 Praha 6
pichalor@vscht.cz

Skladani viriont je kliCovym krokem zivotniho cyklu
retrovird. Pfi tomto procesu nejdiive dochazi k tvorbé
tzv. nezralé Castice, kterd je tvorena radialné usporadanymi
strukturnimi polyproteiny Gag, seskupenymi do nedokonale
uzaviené, téméf sférické, hexamerni mfizky. Poté nezrala
Castice opousti hostitelskou buiikku a Gag je Stépen na
jednotlivé funkéni domény. Tim dochdzi ke strukturni
prestavbé nezralé castice a vzniku infekéniho, zralého,
virionu'. Pro detailni pochopeni procesu skladani je nutni
podrobna znalost struktury nezralého viru. V loiiském roce
byla pomoci kryo-elektronové mikroskopie vyfesena struk-
tura nezralé ¢astice Mason-Pfizerova opi¢iho viru (M-PMV)
s vysokym rozligenim®, coz umoznilo zobrazit uspofadani
kapsidového proteinu (CA) v ramci této Castice. Ukazalo se,
ze histidin (H71), ktery je soucasti ¢tvrtého a-helixu v N-
terminalni doméné (NTD) CA M-PMV, se Ucastni trimerni
intermolekularni interakce mezi dvéma sousednimi dimery
NTD CA®. Jiz dfive bylo zjisténo, ze samotny polyprotein
Gag je schopny tvofit nezralé virim-podobné castice (VLP)
in vitro®. V této praci jsme studovali in vitro tvorbu VLP
z dele¢niho mutantu Gag M-PMV, konkrétné z flazniho
kapsidového a nukleokapsidového proteinu s mutaci H71A
a zjistovali jsme, zda je vySe popsand interakce nutnd pro
skladani VLP in vitro. Retrovirovy protein byl produkovan
v bunikdch Escherichia coli, ze kterych byl izolovan
v dostatecném mnozstvi a Cistoté. Skladani a morfologie
VLP byla analyzovana pomoci transmisni elektronové
mikroskopie a ultracentrifugace v sacharosovém gradientu
a SDS-PAGE. Ziskané vysledky ptispivaji k detailnimu
pochopeni procesu skladani retrovirovych ¢astic a mohly by
napomoci cilenému navrhu inhibitord tohoto procesu.

Tato prace byla financovana z ucelové podpory na specificky
vysokoskolsky vyzkum (MSMT ¢.21/2013) a z grantu GA CR
(P302/12/1895).

LITERATURA
1. Briggs J. A., Krausslich H. G.: J. Mol. Biol. 410, 491
(2011).



Chem. Listy /07, 403444 (2013)

2. Gheysen D., Jacobs E., de Foresta F., Thiriart C.,
Francotte M., Thines D., de Wilde M.: Cell. 59, 103
(1989).

3. Bharat T. A. M., Davey N. E., Ulbrich P., Riches J. D.,
de Marco A., Rumlova M., Sachse C., Ruml T., Briggs
J. A. G.: Nature 487, 385 (2012).

VPLYV BORTEZOMIBU NA EXPRESIU BIELKOVIN
BCL-2 RODINY A INICIACIU MITOCHONDRIALNEJ
APOPTOZY V NEURONALNYCH BUNKACH

IVANA PILCHOVA*, KATARINA KLIKOVA,
ANDREA STEFANIKOVA, KATARINA
KLEACANOVA, PETER RACAY

Univerzita Komenského v Bratislave, Ustav lekarskej
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Spoloénym znakom pre zavazné neurodegenerativne
ochorenia je akumulacia nerozpustnych proteinovych
agregatov spojena s poruchou ich degradacie. S obdobnym
javom sa stretdvame aj v selektivne zranitenych oblastiach
hipokampu po ischémii. Po 15-mintitovej globalnej ischémii
indukovanej pomocou 4-cievneho podvézu (4-VO) u potka-
na, dochddza ku masivnemu hromadeniu polyubikvitin-
ovanych zhlukov bielkovin s molekulovou hmotnostou
vysSou ako 110 kDa (cit."). Ischémiou indukovana tvorba
agregatov anasledna indukcia proteazomalneho stresu je
jednou z moznych pri¢in oneskorenej smrti neurénov, ktorej
mechanizmus e$te nie je uplne neobjasneny. Zamerali sme sa
preto na sledovanie u¢inkov bortezomibu (Velcade, PS-341),
selektivneho inhibitora 26S proteazomu, na [ludska
glioblastomovi bunkovt liniu T98G. Prezivanie bunek sme
hodnotili MTT testom s koncentraciou bortezomibu od 5 do
100 nM. Vyrazny toxicky ucinok sa prejavoval v koncen-
traciach vyssich ako 10 nM apo viac ako 24 hodinach
inkubacie. Ziskané vysledky boli porovnané s relativnym
mnozstvom bielkovin stanovenym Western blot analyzou z
lyzatov buniek po 4 a24 hodinovej inkubacii s réznymi
koncentraciami bortezomibu. Ku signifikantnému narastu
hladiny polyubikvitinovanych agregatov vacsich ako 110
kDa dochadzalo po 4 aj 24 hodinach, aj ked’ 4-hodinova
inkubécia s bortezomibom nie je asociovana s iniciaciou
apoptozy a poklesom prezivania buniek T98G. Bortezomib
indukuje stresovit odpoved’ uz po 4 hodinach kultivacie a to
vo forme signifikantne zvySenej hladiny bielkoviny
tepelného Soku Hsp70, ktora ma cytoprotektivnu funkciu. Po
24 hodinach sa okrem Hsp70 signifikantne zvysila aj hladina
Hsp90, no bez pozitivneho efektu na prezivanie buniek.
Utinok bortezomibu na zmenu relativnych  hladin
proteazomom regulovanych bielkovin z Bcl-2 rodiny, ktoré
su zodpovedné za regulaciu apoptdzy, sa prejavuje az po 24
hodinach. Dochadza ku poklesu hladiny antiapoptickej
bielkoviny Mcl-1 anaopak ku zvySeniu hladiny
proapoptickej bielkoviny Noxa, no rozdiely oproti bazalnym
hodnotdm nie st Statisticky vyznamné. NaSe vysledky
potvrdzuju, Ze bortezomib ma na bunky T98G toxicky vplyv,
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ktory indukuje stresovia odpoved’ austi do apoptdzy.
Zaroven indukuje tvorbu polyubikvitinovanych agregatov
bielkovin, ktoré nie st primdrnou pri¢inou inicidcie
apoptozy.

Tato prdca bola podporena grantom APVV-0245-11 a GUK
59/2012.
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VROZENE ERYTROCYTARNI ENZYMOPATIE V CR
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Enzymopatie, genetické onemocnéni vyznacujici
se vrozenymi abnormalitami erytrocytarnich enzymt, jsou
jednou z pti€in rozvoje vrozené nesférocytarni hemolytické
anémie (HNSHA). Mezi nejrozsifenéjsi enzymové defekty
patii  deficit  glukosa-6-fosfatdehydrogenasy = (G6PD)
a pyruvatkinasy (PK). Zakladni screeningové testy jsou
schopny ur€it pouze pravdépodobnou pti¢inu hemolytické
anémie, ale neumozfuji jiz déale rozliSit defekty mezi
jednotlivymi enzymy. Piesna diagndza je stanovena aZ na
zaklad¢ snizené aktivity daného enzymu a nasledné
potvrzena molekularng-genetickou analyzou'.

V nasi laboratofi jsme zavedli screeningové metody,
které napomahaji rozliSit defekty mezi jednotlivymi
skupinami enzymopatii vedouci k hemolytické anémii. Tyto
metody zahrnuji stanoveni koncentrace oxidovaného a redu-
kovaného glutathionu (defekt glutathionového metabolismu
erytrocytu), ADP a ATP (nedostacujici glykolyza)
prostfednictvim HPLC-MS/MS a spektrofotometrického
stanoveni poméru pyrimidinovych a purinovych bazi
urCyjictho  deficit enzymu pyrimidin-5"-nukleotidasy.
Soucasné byla zoptimalizovdna metodika stanoveni aktivit
16 enzym, jejichz defekt mtize vést k HNSHA.

Analyzy byly aplikovany na 19 pacientech s podezie-
nim na hemolytickou anémii zptisobenou enzymopatii. U 11
z nich byl potvrzen enzymovy deficit — G6PD (4) a PK (7).
Osekvenovanim genu G6PD byly prokazany mutace vedouci
k aminokyselinové zaméné D282H (varianta G6PDSeatle),
F381L (varianta G6PDOlomouc, sourozenci) aF216T.
V pfipadé genu PKLR prokazala molekularné-geneticka
analyza mutace vedouci k zaméné aminokyselin R510Q,
R532W, R498H, R486W, D293V a G275R s riznou Cetnosti
vyskytu. VétSina mutaci geni G6PD a PKLR patii ke
znamym, bézné se vyskytujicim mutacim; nekteré z nich
byly popsany iv eské populaci’. Vyjimkou jsou mutace
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F216T (gen G6PD) a D293V (gen PKLR), které doposud
nebyly v literatufe popsany.

Tato prace vznikla za podpory grantu NT11208 (IGA MZ
CR).
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ANTIO)’(IDA("INi UCINKY PYRIMIDINOVYCH
DERIVATU A JEJICH STABILITA V DMSO
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Substituované pyrimidiny se v builkdch pfirozené
vyskytuji nejen jako prekurzory pro biosyntézu nukleotidd,
zéakladnich stavebnich jednotek DNA, ale funguji také jako
koenzymy a slouCeniny s makroergni vazbou (analoga
adenosintrifosfatu, ATP). Modifikované pyrimidiny vykazuji
celou fadu biologickych ugink(, zejména virostatické',
antibiotické” a cytostatické®.

Udi- a trisubstituovanych 5-aminopyrimidini byly
objeveny také antioxidagni* vlastnosti, které byly pozorové-
ny pomoci dvou in vitro experimentll a na buné¢ném mode-
lu. V obou in vitro experimentech byla nejvyssi antioxida¢ni
aktivita zjiSténa u  2,4,6-trisubstituovanych 5-amino-
pyrimidind, zatimco na bunééném modelu byly zcela
neaktivni. Diivodem by mohla byt omezena prichodnost pies
bunéfnou membranu, a proto byly pfipraveny jejich
lipofilngj§i derivaty, u kterych byla antioxidacni aktivita
prokdzana. Latky s nejvy$si antioxidacni aktivitou byly
soucasné nejvice nachylné k oxidaci dimethylsulfoxidem®
(DMSO). Zasobni roztoky latek v DMSO se jiz po nékolika
hodinach velmi vyrazné zbarvily a jejich antioxidacni
aktivita klesla. Oxida¢ni produkty byly identifikovany
pomoci UV/VIS, NMR a HR-MS a byl navrzen reakéni
mechanismus. Je  pravdépodobné, ze mechanismus
antioxida¢niho uéinku trisubstituovanych 5-aminopyrimidint
uzce souvisi se schopnosti téchto latek se oxidovat vlivem
DMSO v poloze 5. Piestoze se DMSO velmi ¢asto pouziva
jako rozpoustédlo v biochemickych experimentech, je nutné
mit na paméti, ze jeho oxida¢ni ucinky mohou velmi
negativné ovliviiovat ziskané vysledky. Prokazali jsme, Ze
pro sledovani antioxidacni aktivity latek je DMSO jako
solvent zcela nevhodny, protoze muze testované latky
prednostné oxidovat a produkty této oxidace uz pak zadné
antioxida¢ni vlastnosti nevykazuji.
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Tato prdce vznikla za podpory grantu MSMT CR #IM0508
a je soucasti projektu cislo Z40550506 AV CR.
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HYBRIDI\,II' NANOSYSTEMY OXID TITANICITY-
FOSFONAT PRO DIAGNOSTIKU A TERAPII

IVAN REHOR”, JAN CERNY®, PAVLA JENDELOVAS,
DANIEL JIRAKY, IVAN LUKES"*

“UOCHB AV CR, F| lemingovo 2, 166 10 Praha 6; bprr UK,
Albertov 6, 128 40 Praha 2; ‘UEM AV CR v.v.i., Videriska
1083, 142 20 Praha 4; d[KEM, Videnska 1958, 140 21 Praha 4
lukes@natur.cuni.cz

Multimodalni  diagnosticko-terapeutickd nanosonda
zcela nového typu byla pfipravena a Gspé$né pouzita pro
zobrazovani bunék a pro zabijeni rakovinnych bunck za
podminek in-vitro'. Nano&astice TiO, tvoii jadro sondy, na
kterém jsou pomoci fosfonovych skupin pfipojeny dva typy
molekul — chelaty gadolinia(Ill) zodpovédné za kontrast
v tomografii magnetické rezonance (MRI) a fluorescencni
znacky pro optické zobrazovani. Pfipravena sonda vykazuje
vysokou 'H #, relaxivitu® stejné jako hustotu relaxivity —
klicové paramety pro jeji pouziti v MRI. Pfitomnost
fluorescenéni zna¢ky umoziuje jeji vizualizaci pomoci fluo-
rescenéni mikroskopie.

Q o)
O N, -0

12nm

Schéma 1. Struktura pfipravené nanosondy

Pouzitelnost sondy pro medicinské zobrazovani byla
studovana na fadé typi zivych bun&énych linii'?. Sonda
nevykazovala toxicitu v zadném z uvedenych modell a bylo
zjisténo jeji dlouhodobé skladovani v lyzozomech. Oznacené
bunky byly uspé$né¢ vizualizovany in-vitro pomoci
fluorescencéni mikroskopie a MRI. Bylo demonstrovano, ze
netoxicka biokompatibilni sonda mtize byt pouzita k zabijeni
rakovinnych bunék UV zéafenim. Dosazené¢ vysledky



Chem. Listy /07, 403444 (2013)

prokazuji aplikovatelnost nového druhu nanosondy pro

diagnostiku a terapii a pfedstavuji pifinos porozuméni
interakce mezi fosfonovymi kyselinami a oxidickymi
povrchy®.
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RO;DiLNA REAKTIVITA ALKYL ARYL SULFQNﬁ
S BAZEMI A TRANSMETALACE GENEROVANYCH
KARBANIONTU
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Siln¢ elektrony pfitahujici sulfonylova skupina,
podobn¢ jako karbonylova skupina, zplsobuje zvySeni
kyselosti sousednich a-protontl. Deprotonace téchto latek je
proto relativné snadna. Na tomto efektu je zaloZena Juliova
olefinace a ji pfibuzné reakce.

Nedavno byl objeven neocekavany pribéh v metalaéni
selektivits p,p-disilylovaného sulfonu'. Tato sloucenina
podléha nejprve fizené ortho-metalaci, nehled¢ na ptitomnost
a-protonu, vysledna aryl lithna stl se nasledné po zahiati
pfesmykne na pivodné ocekavanou sulfonylalkyl lithnou stl.

V tomto piispévku bude prezentovana detailni studie
reaktivity rozvétvenych alkyl fenyl sulfont s bazemi. Bude
pojednano o tom, jak struktura vychoziho sulfonu ovliviiuje
regioselektivitu deprotonace.
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Zabyvali jsme se téz otazkou, zda pfesmyk probiha
inter- ¢i intramolekularng. V piispévku budou prezentovany
vysledky cross-over experimentd, stejn¢ tak jako kinetické
studie transmetalace. Pfi téchto experimentech byly
pozorovany znacné kinetické izotopové efekty, jak pro
pocateéni deprotonaci, tak pro transmetalaci. Tyto efekty
velkou mérou ztézuji uréeni mechanismu transmetalace.

Tato prdce vznikla za podpory grantu P207/11/1598 (GA
CR), RVO: 61388963 (UOCHB AV CR) a MSM0021620857
(MSMT CR).
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DERIVATY KYSELINY BETULINOVE INHIBUJI
AKTIVITU TRANSKRIPCNICH FAKTORU GLI
A PROLIFERACI NADOROVE LINIE
GLIOBLASTOMU
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MILAN URBAN", JAN SAREK", MARIAN
HAJDUCH"*
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Inhibitory drahy sonic hedgehog jsou novou skupinou
1é¢iv solidnich nadorti, ve kterych je tato draha aktivni.
Signalni draha sonic hedgehog ma dilezitou ulohu v em-
bryonalnim vyvoji, avSak mutace Vv receptoru pro
sekretovany protein sonic hedgehog homolog (Shh) jsou
pfi¢inou vzniku napf. bazocelularntho  karcinomu.
Konstitutivni aktivace drahy vede ke zvySené expresi
onkogent regulovanych transkripénimi faktory Glil a Gli2.
V souboru malych molekul odvozenych od kyseliny
betulinové jsme identifikovali 3 strukturné blizké inhibitory
Gli 1/2 zprostiedkované transkripce v bunééné linii lidského
glioblastomu U87-MG. Pomoci RT-PCR byla ovéfena
downregulace mRNA transkripti vybranych cilovych gent,
mezi které patii Bcl2, cyklin D1 i samotny Gli2. Studované
slouCeniny snizovaly proliferaci bun¢k glioblastomu U87-
MG, ve kterych je drdha sonic hedgehog aktivni,
a zpusobovaly blok v G1 fazi bunééného cyklu. V dalsi praci
chceme zjistit, zda studované latky moduluji aktivitu Glil a
Gli2 na urovni transkripénich faktorti anebo pusobi vyse v
signalni draze jako specifické inhibitory drahy sonic
hedgehog.

Tato prace vznikla za podpory grantii: UP (LF 2012 018),
BIOMEDREG (C.1.05/2.1.00/01.0030), TE01020028.
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CHARAKTERIZACE ROLE PROTEINU RecQ4
V HOMOLOGNi REKOMBINACI

HANA SEDLACKOVA, ZDENKA BARTOSOVA,
LUMIR KREJCI

Laboratory of Recombination and DNA Repair, National
Centre for Biomolecular Research and Department of
Biology, Masaryk University, Kamenice 5/47, 625 00 Brno
hsedlackova@mail. muni.cz

Rothmund-Thomsontiv syndrom (RTS) je autozomalni
recesivni onemocnéni. Typickym klinickym pfiznakem RTS
je Cervena vyrazka, znama jako poikiloderma. Pacienti navic
trpi ofnim zékalem, kosternimi defekty a vys§i nachylnosti
k rakoving kiZe akosti'>. Mutace v genu RECQ4, které
byly zjistény u pacientd s RTS, vedou k produkci nefunk¢-
nich verzi proteinu RecQ4. Zkracené verze proteinu RecQ4
pak mohou zplsobit poruchy v opravnych mechanismech
DNA, jejichz vysledkem je rozsahlé poskozeni lidské
genetické informace™®.

Domény proteinu RecQ4 jsou velmi podobné jako u
ostatnich ¢lent RecQ helikas, avSak jeho helikasova
aktivita neni zatim zcela objasnéna apiesna funkce
proteinu RecQ4 je dosud neznama. Nicméné, nedavna
geneticka data ukazuji, ze protein RecQ4 by mohl mit
velmi dilezitou roli pfi replikaci a opravé DNA pomoci
homologni rekombinace (HR)'.

Podatilo se nam identifikovat funk¢ni interakci mezi
RecQ4 a strukturné specifickou endonukleazou Mus81/Emel,
ktera se podili na rozkladani rekombinacni meziproduktl a
zastavené replikaéni vidlice, a také zmapovat interakéni
doménu uvnitt RecQ4, ktera je zodpovédna za tuto interakci.
Nasledn¢ byla také objevena schopnost RecQ4 a jeho
zkracenych verzi stimulovat endonukleazovou aktivitu
komplexu Mus81/Emel na syntetickych DNA strukturach
predstavujici potencialni in vivo substraty. Dale byly také
zkoumany DNA vazebné vlastnosti proteinu RecQ4, ktery
obsahuje jednu piedpokladanou DNA vazebnou doménu.
Avsak pii bliz§im studiu jsme identifikovali vice DNA
vazebnych domén, které by mohly mit velky vyznam pfi
uloze RecQ4 v HR.

Vsechny tyto udaje poukazuji na dilezitou roli proteinu
RecQ4 pii regulaci rekombinace a replikace. Nicméné, dalsi
studie pro pochopeni molekularniho mechanismu a role
proteinu RecQ4 pfi vzniku velmi zdkefného onemocnéni
jako je RTS jsou nezbytné.
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BIOSENZOR NA SLEDOVANIE PRIEBEHU
BAEYEROVEJ-VILLIGEROVEJ BIOOXIDACIE

ANDREA SCHENKMAYVEROVA*, JAROSLAV
KATRLIK, MAREK BUCKO, PETER GEMEINER

0dd. glykobiotechnologie Chemicky ustav SAV, Dubravska
cesta 9, 845 38 Bratislava, SR
chemasch@savba.sk

Baeyerove-Villigerove (BV) oxidacie sa vicsinou
uskutocniuju pouzitim geneticky upravenych buniek E. coli s
nadexprimovanym enzymom zo skupiny Baeyerovych-
Villigerovych monooxygendz (BVMO)'. BVMO umoziuja
selektivnu oxidaciu ketonov na estery alebo laktony
vyuzivané vo farmaceutickom priemysle, pripadne ako
arémy?. Aj ked’ boli vyvinuté spektrofotometrické metody na
sledovanie aktivity BVMO?, priebeh reakcie sa zvyGajne
monitoruje plynovou chromatografiou. My sme sa rozhodli
pripravit’ biosenzor, ktory je rozmerovo maly, umoziuje
rychle monitorovanie, 'ahko sa pripravuje a je lacny.

(6]
o _..\\\\\O
0,
2 e >,:
E. coli @ o+ 0
CPMO ity
rac-bicyclo[3.2.0] (-)-(1S,5R)-2-oxabicyclo  (-)-(1R,5S)-3-oxabicyclo
hept-2-en-6-one [3.3.0]oct-6-en-3-one [3.3.0]oct-6-en-2-one
ee 0% ee>99%

mt‘i‘o 97 : 3
Obr. 1. Schéma biooxidacie

E. coli snadexprimovanou cyklopentanén monooxy-
genazou boli vyuzité ako biorozpoznavacia zlozka. Baktérie
boli imobilizované v polyelektrolytovom géle vo forme
membrany, ktora bola upevnenda na Kkyslikova mikro-
elektrodu umoziiujucu citlivé meranie s nizkym Sumom.
Takto pripraveny biosenzor umoznil od¢itanie signalu analy-
tu do 30 s od jeho pridavku a pre (z)-cis-bicyklo[3.2.0]hept-
-2-én-6-6n bol linedrny rozsah kalibraénej krivky 2-130 uM
acitlivost 1,8 nA/uM. Nebola zaznamenand odozva na
ziadny z testovanych interferentov. Pocas jedného tyzdna
skladovania pri 4 °C nebol pozorovany pokles citlivosti
biosenzora. Vyvinuty biosenzor bol pouzity pri off-line
monitorovani celého priebehu BV biooxidacie.

Tato prdaca bola podporovana z grantu VEGA ¢. 1/0229/12
a na zaklade zmluvy ¢. APVV-0302-10.
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SYNTEZA BICYKLICKYCH PEPTIDOMIMETIK
NA PEVNE FAZI

EVA SCHUTZNEROVA™*, ALLEN G. OLIVER",
JAROSLAV ZAJICEK®, VIKTOR KRCHNAK™"
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Zatimco objevy prvnich lé¢iv byly spiSe ndhodné,
v prubéhu farmaceutického vyzkumu se utvoril novy obor -
medicinalni chemie. Spojuje organickou chemii, biochemii
a farmakologii a umoziiuje cilenou syntézu novych biologic-
ky aktivnich latek. Jednou z velmi efektivnich metod syntézy
je kombinatorialni chemie s pouzitim syntézy na pevné fazi'.

CF3CO,
M 3 3
3 QMe R R R\N/\
RY. NN N, O
NH OMe R2 ‘H(N 1 . ﬂ\ R2 \“.%(N_w
2 — AV = g
Rﬁ““KWN\R*O p " RGN ?)H 0
L OH O R
| I n v
ON
R! = -CHyCO-NH-(CHp);-NH, RZ=H R®=Tos 2
-CH-CO-NH, Me Fmoc —OCFS
<(CHz)3-NH, 2-Nos O,N
-CH,-OH OH 4-Nos
-CHy-CO-NH ON OCHs

NH,
[} NO,

Schéma 1. Schéma syntézy latek 111 a IV z acyklickeho
prekurzoru | pies iminiovy ion Il

V této praci popisujeme stercoselektivni syntézu
(18,55)-6-0xa-3,8-diazabicyklo[3.2.1]oktand IlIl na pevné
fazi s vyuzitim strategie typické pro Merrifieldovu®
peptidovou syntézu. Tento piistup nam umoznil piipravit
malou knihovnu latek svou strukturou podobnych latkdm
piirodnim - tropanovym alkaloidim®. Na pevné fazi byly
pripraveny acyklické intermediaty |, které se plsobenim
kyseliny trifluoroctové jednak $tépily z pryskyfice a zaroven
dochézelo k tandemové cyklizaci iminiového iontu |1l
a nukleofilni adici, ktera vedla k izolaci dvou produkta 11
a IV. Byl studovan vliv substituentd s riznym elektronovym
efektem na vznik 111 a IV. Ptipravené latky byly podrobeny
biologickému testovani.

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSMT CR ME09057
a P207/12/0473 od GACR.
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NOVE y@KglNAéNi NASTROJE PRO INDUKCI
T-BUNECNE IMUNITY
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Pro mnoho vakcina¢nich, imunoterapeutickych a ¢astec-
né také diagnostickych aplikaci je velmi dilezité indukovat
specifickou imunitu zprostfedkovanou a T lymfocyty. To
stale ale predstavuje technicky problém. Prezentace antigenu
(Ag) specifickym T-lymfocytim totiz zavisi na zpusobu
doruceni Ag do antigen prezentujicich bun¢k (APC). Pro
prezentaci epitopti na MHC II molekulach specifickym CD4"
T, bunkam je zadouci doruéeni Ag do endosomu APC,
zatimco epitopti na MHC 1 molekulach cytotoxickym CD8"
T lymfocytim (CTL) vyzaduje doruceni Ag do kiizové-
prezentujici organely nebo cytosolu APC.

Nové jsme pro tyto ucely vyvinuli alternativni a vysoce
flexibilni systém, ktery umoziluje cileni Ag do APC pres
ruzné povrchové receptory. Nejdiive jsou geny pro antigeny
fuzovany se ¢tecim ramcem kodujicim streptavidin (SA)
a z hybridniho genu je pak exprimovan fuzni Ag-SA nebo
SA-Ag protein jako tetramer svelmi vysokou afinitou
k biotinu. K zacileni do raznych subtypt APC jsou pak
ptipraveny  komplexy @ Ag-SA s  biotinylovanymi
monoklondlnimi  protilatkami  (biot.mAb)  specificky
rozeznavajicimi povrchové receptory APC.

Pro oveéfeni ucinnosti vyvinutého systému byly
pouzity epitopy ze slepi¢iho ovalbuminu a mykobakterialni
antigeny CFP-10, ESAT-6 a Tb10.4, které byly geneticky
pfipojeny na N- nebo C-konec streptavidinu. Ag-SA nebo
SA-Ag proteiny byly produkovany a izolovany jako
rozpustny tetramer, ktery byl ndsledné smichén s biot.mAb
proti receptorim CD11b, CD11c, MHC II a DEC 206 za
vzniku komplexu Ag-SA-biot.mAb. Indukce specifickych T-
bunéénych odpovédi byla analyzovana na mysich
dendritickych bunkach in vitro a in vivo. Z vysledkl vyplyva,
ze pro indukci u¢inné imunitni odpovédi je tieba velmi nizké
davky Ag (~ 1 nM). V zavislosti na pouzité protilatce byl Ag
prezentovan in vivo jak v komplexu s MHC 1, tak i s MHC 1II
glykoproteiny, coz umoznilo navodit specifické CTL tak
CD4' T, imunitni odpovédi proti danym antigentim.
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ANALOGY FLUORESCEINU S NEAROMATICKYMI
SUBSTITUENTY V POLOZE 9 A JEJICH
FOTOCHEMIE
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Pyroninovda a xanthenonova barviva, analogy
fluoresceinu, jsou Siroce vyuzivany v biomolekuldrnich
védach jako fluorofory™?. Témét viechny znamé strukturni
motivy tohoto typu obsahuji aromaticky substituent v poloze
9 tricyklického chromoforu.

Ptipravili jsme dvé nové tiidy malo prozkoumanych
analogli téchto barviv s nearomatickymi substituenty
v poloze 9 a prozkoumali jejich fotochemii.

Xanthen-9-ylmethylova skupina se ukazala jako
perspektivni fotolabilni chranici skupina pro karboxylové
a fosforecné kyseliny odstupujici po ozafeni viditelnym
(zelenym) svétlem (Schéma a)°.

Strukturné podobny pyroninovy chromofor po ozafeni
(zlutym svétlem) odstépuje dithianovy motiv a zaroven
dochazi k rozitépeni vazby uhlik-uhlik (Schéma b).* Oba
tyto procesy lze jednoduse sledovat pomoci zmén absorbce a
fluorescence, coz je pfislib moznych zajimavych aplikaci
diskutovanych procesd.

HO 0] O hv 2>530 nmHO 0] OH
2 T " r O
9/ aq. CH;0H
-HX e}
X

X = Br, OAc, OP(O)(OEt),
O O
b) Z
aq. CH;0H
- —HX'
X s O
) e
S

Schéma. Fotochemické $tépeni a) esteru kyseliny xanthen-9-yl-
methanolu a b) vazby uhlik-uhlik v pyroninovém barvivu

R

Tato préce vznikla za podpory grantu GACR (203/09/0748)
a Evropské unie (CETOCOEN, CZ.1.05/2.1.00/01.0001)
spravovaném MSMT CR.
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KATALYTICKY MECHANISMUS STEPENI
GLYKOSIDICKE VAZBY 8-OXOG ENZYMEM
hOGG1 - TEORETICKY MODEL
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Oprava poskozené DNA patii mezi zakladni obranné
mechanismy builky uréené k ochrané genetického kodu
v zivych organismech'. Jednou z &asto poskozenych DNA
bazi je guanin, ktery se vlivem reaktivnich kyslikatych ¢astic
muize zménit na 8-oxoguanin (8-0xoQG). Je prokazano, ze tato
béaze mize byt pfi¢inou vzniku rakoviny®. Oxidovany guanin
mize byt opraven celou Skalou opravnych enzymi z rodiny
DNA glykosylas. Vtéto praci jsme se zabyvali
mechanismem Stépeni glykosidické vazby 8-0xoG enzymem
hOGGI.

V soucasné dobé& existuji dveé krystalové struktury,
které zachycuji interakci hOGG1 a substratu, DNA
obsahujici 8-0x0G. Na zdkladé rozboru téchto struktur jsme
metodami kvantové chemie studovali jiz difive navrzené
reakéni mechanismy a navrhli novy reakéni mechanismus.
V nové navrzeném mechanismu, klicové reziduum hOGGI,
protonizovany lysin 249, atakuje glykosidicky dusik N9
oxidovaného guaninu. Dusik N9 ma diky snizené aromaticité
8-0x0G a zejména diky stabilizaci zajisténé enzymem
hOGG! schopnost interagovat s NH;3 skupinou lysinu 249.
Diky této koordinaci muze dojit k energeticky vyhodné
substituci glykosidické vazby 8-oxoG za kovalentni N9-H
vazbu vjediném reakénim kroku. Teoreticky vypoctena
aktivacni energie tohoto noveé navrzeného mechanismu” je
v plném souladu s experimentalné¢ naméfenou aktivacni
bariérou a v porovnani s ostatnimi konkuren¢nimi mechanis-
my je energeticky nejméné naroéna. Novy mechanismus
vyuziva neplanarity glykosidického dusiku® 8-oxoG a tim
nabizi novy pohled na mechanismy podobnych
enzymatickych reakci.

Tato prdce vznikla za podpory grantu GACR 13-276768S.
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SYNTEZA, MOLEKULOVA STRUKTURA
A KATALYTICKE VLASTNOSTI A§YMETRICKYCH
FERROCENOFANOVYCH FOSFINU
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Univerzita Karlova v Praze, Hlavova 2030, 128 40 Praha 2
karel skoch@natur.cuni.cz

Chiralni fosfinoferrocenové ligandy byly jiz mnohokrat
uspésné pouzity v asymetrické Kkatalyze. Jejich tuspéch
stimuloval vyvoj novych ferrocenovych fosfinii' a to véetnd
derivath ptemosténych ferrocentl, tzv. ferrocenofant. Ackoliv
jiz byla pfipravena ferrocenfanova analoga uspéSnych
ligandi®, dosud nebyla vénovana pozornost ligandim
obsahujici asymetricky uhlik jako jediny prvek chirality.

Pro pfipravu monodentatnich fosfinoferrocenofant la-f
se jevila nejsnazsi ,,one-pot reakce synteticky dostupného’
chiralniho alkoholu 11 s odpovidajicim diarylfosfinem®. P¥i
zachovani konfigurace stereogenniho centra tato reakce
poskytuje vysoké vytézky pro celou fadu diarylfosfint a byla
vyuzita k ptiprave série Sesti elektronové i stericky odlisnych
C-chiralnich ligandt la-f.

OH PAr la Ph
N 1. Me3SiCl/Nal R Ib 2-CgH4Me
3 2. HPAr, Ic 4-CgHy4Me
Fe Id 2,4,6-CgH,Me;
le 4-CgH,OMe
n la-f

If 4-CgH,CF

Kooordinacni vlastnosti novych fosfinti byly studovany
v modelovych reakcich la sionty palladnatymi a ligandy
byly testovany ve dvou typové odlisnych katalytickych
reakcich: v palladiem katalyzované asymetrické allylové
alkylaciav aza Moritové Baylisové-Hillmanové reakci.

CH,(COOMe), CH(COOMe),

BSA, "Pd/ArzPR"
R2 ArPR, \)k Nf’ Q
\©\¢N‘R1

_—
RZ

Tato price vznikla za podpory grantu GA CR P207/10/0176.
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NANODIAMANTY JAKO CILENE FLUORESCENCNI
ZNACKY
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Fluorescenéni nanodiamanty  jsou zajimavou
alternativou k dosud pouzivanym fluorescen¢nim znackam.
Mezi jejich nejvyznamnéjsi vyhody patii extrémné stabilni
fluorescence nepodléhajici fotodestrukei (jevu typickému pro
organicka barviva a biologické fluorofory) a blikani
(charakteristickému pro kvantové te¢ky). Velmi vyznamnou
vlastnosti nanodiamantt, kterou kvantové tecky postradaji, je
biokompatibilita a nizkd toxicita, umoziujici pouzivani
nanodiamantl pro biologické aplikace. Cilem této prace je
efektivné prfipojit na povrch nanodiamanti biomolekuly
schopné cileni rakovinnych buné¢k a tim i jejich vizualizace.
Imobilizaci vice cilicich biomolekul na povrchu
nanodiamantu dochazi v disledku jevu multivalence k mno-
honasobnému zvyseni afinity k bunéénému receptoru a tedy
k zesileni interakce biomolekul s rakovinnou buikou. Pro
snadnéj$i a UCinn€j§i funkcionalizaci povrchu byly
nanodiamanty dekorovany vrstvou zesitovaného silikagelu
a hydrofilniho polymeru. U takto funkcionalizovanych
nanodiamantd byly dosazeny klicové vlastnosti pro
bioaplikace, jako je koloidni stalost v prostiedi s iontovou
silou, protein rezistentni vlastnosti povrchu, zizeni distribuce
velikosti Castic ¢i zlepSeni jejich kulatosti. Pro pfipojeni
biomolekul na povrch byla pouzita alkyn-azid cykloadice

katalyzovand médnymi ionty. Biomolekuly i povrch
nanodiamantu  byly proto  funkcionalizovany  bud’
alkynovymi nebo azidovymi skupinami. Internalizace

konjugatti fluorescencnich nanodiamantid s cilicimi moleku-
lami (transferinem a ligandy glutamat karboxypeptidasy II)
do rakovinnych bunék byla poté pozorovana pomoci
konfokalni mikroskopie. Prace piedstavuje integrovany
pfistup  k biokompatibilizaci a cileni anorganickych
fluorescencnich ¢astic: struktura vytvotend na jejich povrchu
transformuje koloidné nestabilni struktury na biokompati-
bilni platformu vhodnou pro biokonjugace a nasledné
selektivni cileni.
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STUDIUM STRUKTURNE-FUNKCNIHO
MECHANISMU LIDSKEHO REGULACNIHO
PROTEINU 14-3-3(

RENATA SNAJDROVA™, TOMAS JECMEN®",
TOMAS OBSIL®, MIROSLAV SULC™*"

“Mikrobiologicky ustav AV CR, v.v.i., Videriskd 1083, Praha,
bUniverzita Karlova, Hlavova 8, Praha
snajdrova@biomed.cas.cz

Proteiny rodiny 14-3-3 se ucastni regulace celé fady
bunéénych procesi: mimo jiné bunétné signalizace,
apoptozy nebo suprese nadorového bujeni. Jedna se o kon-
zervované molekuly exprimované ve vSech eukaryotnich
bunkach. Jejich vSestrannost tkvi ve schopnosti vazat a ovli-
viovat aktivitu fady funkéné velmi rozdilnych substratovych
proteinti. Jednim z piedpokladanych regulacnich mechanis-
mu je tvorba homodimerniho komplexu nésledovana vazbou
a modulaci aktivity fosforylovaného substratu/proteinu.
Ackoli se jejich studiu z pochopitelnych divodi vénuje
velkd pozornost, podstata strukturniho mechanismu funkce
proteinti 14-3-3 neni dosud zcela odhalena.

Projekt je zaméfen na strukturné-funkéni studium
modelové lidské isoformy 14-3-3( scilem objasnit roli
flexibilnich ~ ¢asti v mechanismu interakce a vazby
studovanych proteind. Metodicky je vyuzita kombinace
hmotnostni spektrometrie s vysokym rozlisenim (HRMS),
sitovacich technik (chemického sitovani pomoci EDC
karbodiimidu nebo pomoci fotoaktivovatenych proteinovych
nanosond) a H/D vymény. Nova a unikatni metoda
fotoaktivovatenych proteinovych nanosond je zalozena na
inkorporaci fotoaktivovatelného analogu Met ptfimo do
sekvence studovaného proteinu, ktery po fotolyze napada
jakykoli aminokyselinovy zbytek v blizkém okoli za vzniku
kovalentni  vazby. Vzniklé cross-linky jsou pak
identifikovany pomoci MS svysokym rozliSenim a
tandemové MS/MS a ziskana data jsou s vyuzitim 3D in
silico modelovani pfevedena do popsanych rentgenostruktur-
nich dat proteinu 14-3-3C.

Potvrdili jsme, ze mutant 14-3-3(Ser58Asp (simulujici
monomerni formu fosforylovaného 14-3-3 v této pozici)
zustava ve form¢ monomeru. Vysledky s homodimernim 14-
3-3( ukazaly ve shodé¢ s ptedchozimi studiemi, Ze N-termi-
nalni ¢ast jedné podjednotky je v interakci s druhou podjed-
notkou pies helixy aC” a aD” spole¢né s flexibilni smyckou
C/D. Dale bylo zjisténo, ze k interakci mezi dvéma mono-
mery 14-3-3( rovnéz prispivaji nové nalezené iontové pary
spojujici Glu81 s Lys8 nebo s N-terminalni aminoskupinou'.

Ziskané vysledky potvrdily vyuzitelnost zvoleného
postupu k zachyceni interakci a strukturnich mechanismit
proteinu 14-3-3 v homo ¢i heterodimernich komplexech s
vazebnymi partnery.

Tato préce vznikla za podpory GA CR (P207/12/0627),
projektu UK (UNCE 204025/2012) a GA UK.
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PORUSENA FUNKCE INSULINOVE SIGNALIZACNI
KASKADY A ZVYSENA PATOLOGICKA
FOSFORYLACE PROTEINU Tau V HIPOKAMPU
STARYCH fa/fa (ZUCKER) POTKANU
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Alzheimerova nemoc (AN) je neurodegenerativni
onemocnéni mozku, které je nejCastéj$i pfi¢inou vzniku
demence. Mezi zavazné rizikové faktory ovliviiujici rozvoj
AN patii vysoky vék a diabetes mellitus druhého typu
(DM2T)!. Nedavné studie prokézaly, Ze sniZend funkce
insulinové signaliza¢ni kaskady v centralni nervové soustave
vede k patologické fosforylaci proteinu Tau, ktery je dilezity
pro stabilizaci struktury neuront?.

Vnasi studii byla metodou Western blotu pomoci
specifickych protilatek sledovana insulinova signalizaéni
kaskada a patologicka fosforylace proteinu Tau v hipokampu
mladych (stafi 12 tydntl) a starych (stafi 33 tydnid) fa/fa
(Zucker) potkanti, ktefi maji nefunk¢ni leptinovy receptor,
coz vede k rozvoji obezity a insulinové rezistence.

V porovnani s mladymi potkany dochazelo u starych
fa/fa potkant, i starych S$tihlych kontrolnich jedincu, ke
snizeni fosforylace proteini insulinové signalizaéni kaskady:
PDKI1 (fosfoinositid-dependentni proteinkinasa-1, Ser214),
Akt (proteinkinasa B, PKB, Ser473) a GSK-3p (glykogen
syntasa kinasa-3B, Ser9). Fosforylace Ser9 inhibuje
kinasovou aktivitu GSK-3B. Je-li fosforylace na Ser9
snizena, aktivita GSK-3p, jedné z hlavnich kinas proteinu
Tau, se zvysi’. V disledku snizeni fosforylace Ser9 v GSK-
3B doslo ke zvyseni patologické fosforylace proteinu Tau
(Ser396) u starych potkant oproti mladym jedinctim.
U obéznich fa/fa potkanti byla fosforylace Tau vys§i nez
u stejné starych Stihlych kontrol.

Vtéto praci bylo prokazéno, Zze snizeni funkce
insulinové signaliza¢ni kaskddy v hipokampu starych
potkantl, obéznich fa/fa i Stihlych kontrol, vede k patologické
fosforylaci proteinu Tau. Jelikoz hladina glukosy v krvi
u starych fa/fa potkani byla jen mirné zvysena, zda se, ze
patologicka fosforylace proteinu Tau nastdva uz pii prediabe-
tickém stavu insulinovou rezistenci bez hyperglykémie.
Pfesny mechanismus a uloha leptinu vSak musi byt dale
prozkoumany.

Tato prace vznikla za podpory grantu GACR P303/12/0576
a RV0:61388963 (Ceska republika), VEGA 2/0089/11
(Slovensko) a 803/N-Stowacja/2010/0 (Polsko).
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SUPRAMOLEKULARN{ KATALYZATORY
STEREOSELEKTIVNICH OXIDACI NA BAZI
KONJUGATU CYKLODEXTRINU

S HETEROARENIOVYMI SOLEMI

JIRI STURALA, RADEK CIBULKA

Ustav organické chemie, VSCHT Praha, Technickd 5, 166 28
Praha 6
Jiri.sturala@vscht.cz

Flavin-cyklodextrinové konjugaty' 1 piedstavuji jedny
z dosud nejucinngjsich organokatalyzatord enantioselektiv-
nich oxidaci sulfidii na sulfoxidy peroxidem vodiku. Vysoka
enantioselektivita je zajiSténa pfitomnosti cyklodextrinu,
ktery je schopen komplexovat lipofilni substrat ve své kavite.
1 kdyZ jsou flaviniové katalyzatory u¢inné, jejich syntéza je
relativné obtizna a stabilita nizka. Formalnim zjednodusenim
flavinového skeletu dojdeme k diaziniovym solim, které se
také ukazaly byt ucinnymi katalyzatory oxidaci peroxidem
vodiku. Pyraziniové® a hlavn& pyrimidiniové soli jsou
jednoduché na syntézu a maji vysokou stabilitu pfi zachovani
vlastnosti flaviniovych katalyzatort.

Na  zdkladé poznatki o  vysoké ucinnosti
pyrimidiniovych soli pfi katalyze oxidaci jsme navrhli
katalyzatory 2, které by byly dostupnéjsi a stabilngjsi oproti
flavinovym analogim 1. Dal§im rozdilem je pfipojeni
cyklodextrinové jednotky k redox-aktivnimu centru pomoci
,click chemistry*.
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Flavin-cyklodextrinové a Pyrimidin-cyklodextrinové konjugaty
V prezentaci bude wukizano studium reaktivity

substituovanych pyrimidiniovych soli a jeji porovnani
s dosud pouzivanymi flaviniovymi a pyraziniovymi solemi.
U pymidiniovych soli byla studovana kinetika oxidace
modelového substratu — thioanisolu, schopnost tvorit adukty
s nukleofily a elektrochemické vlastnosti v zavislosti na
pozici a typu substituentu na pyrimidiniovém jadfe.
Rychlostni konstanty a palvinné potencialy byly pouzity ke
konstrukci Hammetovskych zévislosti. Déle byla studovana
metodika pfipojeni pyrimidiniovych soli k modelovym
azidim prostednictvim ,,click chemistry*.
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REDOXNiOSTAV CENTRALNICH DOMEN -
PROTEINU p63 A p73 REGULUJE SEKVENCNE
SPECIFICKOU VAZBU
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Proteiny rodiny p53 jsou znamy piedevsim pro jejich
ulohu pii prevenci karcinogeneze, avSak proteiny p63 a p73
hraji vyznamnou roli také ve vyvoji a diferenciaci'?. Pii
odpovédi buriky na stres vyvolany zménou redoxniho stavu
dochazi k oxidaci transkripéniho faktoru p53. Oxidace jeho
centralni vazebné domény (DBD), ktera je mezi ¢leny rodiny
p53 strukturn€é i1 sekvencéné vysoce homologni, ovliviiuje
mezi jinymi sekvenéné specifickou vazbu na DNA*,
Centralni doména proteinu p53 obsahuje evoluéné
konzervované cysteiny, piiCemz tfi znich se podili na
koordinaci zine¢natého iontu. Oxidace téchto cysteint
znemoziiuje vazbu zinku, coZz nasledné zpUsobuje
konforma¢ni zmény a ztratu DNA vazebné schopnosti
proteinu’. Proteiny p63 a p73 maji také svou Glohu v p53
aktivovanych drahach pfi odpovédi na stres. Diky strukturni
a sekvencni podobnosti rozpoznavaji vazebné elementy
proteinu p53, ale také sva unikdtni vazebna mista. Vliv
zmény redoxniho stavu na vazebné vlastnosti proteintt p63
a p73 vsak dosud nebyl popsan.

V na$i praci porovnavame vliv oxidace centralnich
domén proteind p53, p63 a p73 na jejich sekvenéné
specifickou vazbu. Zména redoxniho stavu vyvolana
oxida¢nim ¢inidlem diamidem inhibovala u vSech proteint
vazbu k sekvenci typické pro p53 (pS3CON). Zjistili jsme, ze
samotna interakce proteintt s DNA stejné jako ptidavek
zinecnatych iontd ma ochranny ucinek pfed naslednou
oxidaci. Dale byla prokazana moznost ¢astecné reverzibility
oxidace u vSech vazebnych domén, nejsnadnéji u proteinu
po3.

Tato prace vznikla za podpory grantit GACR P301/10/2370
a 13-36108S.
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IZOFORMY MYOZINU 1C V BUNKOVOM JADRE
A ICH VZAJOMNE VZTAHY
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Oddeleni biovlogie bunééného jadra, Ustav molekularni
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Tomas.Venit@img.cas.cz

Jadrovy myozin I (NMl) je izoformou
cytoplazmatického myozinu 1C a vznikd alternativaym
Startom transkripcie z Myolc génu, pricom na N-termi-
nalnom konci molekuly obsahuje 16 aminokyselin navyse
oproti Myolc proteinu. Predoslé stadie odhalili rolu NM1
v transkripcii  prostrednictvom RNA Polymerazy I a II,
v prestavbe chromatinu a v pohybe chromozomov. Prvych 16
aminokyselin, ktoré st $pecifické pre NM1, boli povazované
za jadrovy lokalizacny signdl, ktory smeruje NM1 do jadra.
Stadiom deleénych mutantov sme objavili, Ze jadrovy
lokaliza¢ny signal sa nachadza v strednej Casti molekuly a
preto je spolo¢ny pre obe izoformy Myolc proteinu.

Za tucelom lepsieho pochopenia funkcii NM1 sme
pripravili génovy knock-out tohto proteinu bez zmeny
expresie cytoplazmatického Myolc proteinu. Po Siroko-
siahlej fenotypizacii sme prekvapivo nenasli ziaden zjavny
fenotyp suvisiaci s popisanymi funkciami NM1 v bunkovom
jadre. Naproti tomu, sme objavili zmenu v mineralnej hustote
kostného tkaniva a v pocte a velkosti Cervenych krviniek
u mutantnych mysi. Tieto zmeny vSak nesuvisia s jadrovymi
procesmi ale naopak poukazujii na doteraz nepreskimané
funkcie NM1 proteinu v cytoplazme.

Otazkou ostava, ako je mozné, Ze mutantné mysi
prezivaju napriek potrebe NMI1 v procese transkripcie.
Ked'ze sme dokazali, ze cytoplazmaticky Myolc je schopny
presunu do jadra rovnakym sposobom ako NMI, testovali
sme jeho schopnost’ nahradit NM1 v procese transkripcie.
V U208 bunkach s redukovanou expresiou oboch izoforiem
a naslednym exprimovanim exogénneho Myolc proteinu
sme merali mieru RNA Pol I transkripcie a zistili, Ze
exogénne exprimovany Myolc protein dokaze funkéne
nahradit’ NM1 protein. Zaroven sme dokazali, ze Myolc sa
viaze na CTD doménu RNA polymerazy I a da sa
predpokladat’, ze bude plnit' rovnaka funkciu ako NMI1
i v transkripcii prostrednictvom tejto polymerazy. Nakoniec
sme merali celkova distribuciu oboch izoforiem v jadre
a v cytoplazme a mieru expresie Myolc u NM1 mutantnych
mysi. Distribucia oboch izoforiem je porovnatelna a delécia
NM1 génu nevedie k nadmernej expresii Myolc proteinu.
Preto predpokladame, ze vyskyt oboch izoforiem
v bunkovom jadre je nadbyto¢ny a obe izoformy sa v procese
transkripcie vzajomne nahradzaju.
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AMELOBLASTIN, VNITRNE NESTRUKTUROVANY
PROTEIN SKLOVINY, TVORi NADMOLEKULARNI
STRUKTURY PRES KRATKY N-TERMINALNI
SEGMENT KODOVANY EXONEM 5
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SEMERADTOVA, LENKA REZABKOVA, VACLAV
VEVERKA, LUCIE BEDNAROVA, JAN MALY,
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Vyvoj zubni skloviny, nejtvrd$i substance zivého
organismu, je zajiStovana evoluéné velmi konzervovanym
procesem biomineralizace a kontrolovana extracelularnimi
matrixovymi proteiny. Vnitiné nestrukturovany matrixovy
protein ameloblastin (AMBN) je nejvice zastoupenym ne-
amelogeninovym proteinem vyvyjejici se skloviny. Pomoci
transgenni mysi, kterd exprimovala AMBN zkraceny o seg-
ment koédovany exony 5 a 6 (AMBNAS-6) bylo ukazano, ze
AMBN je zéasadnim elementem pro spravny vyvoj zubni
skloviny. Navic bylo ukdzano, ze by AMBN mohl byt
adhezivni molekulou regulujici diferenciaci a proliferaci
ameloblasti. Vzhledem k obtizim pfipravy rekombinantniho
AMBN dosud chybi detailni strukturni a funkéni studie
tohoto proteinu.

V této praci jsme vytvotili protokol pro produkci
vysoce Cisttho nedegradovaného lidského AMBN
v mnozstvich, kterd umoziuji strukturné tento protein
charakterizovat. Pomoci gelové permeaéni chromatografie,
analytické  ultracentrifugace,  transmisni  elektronové
mikroskopie a mikroskopie atomarnich sil ukazujeme, zZe
AMBN asociuje do nadmolekularnich struktur tvaru stuzky
s primérnou vyskou 0,18 nm a S$itkou 18 nm. Tyto
nadmolekularni struktury vykazovaly rGznou délku v roz-
mezi desitek az stovek nanometri. Nasledné provedena
delecni analyza a NMR spektroskopie ukazuje, ze AMBN
tvofi nadmolekularni struktury ptes kratky N-terminalni
segment kodovany exonem 5. Tento segment obsahuje dvé
nezavisle strukturované oblasti.

Nami prezentovana data mohu vysvétlit fenotyp
pozorovany u mutantni mys$i exprimujici AMBNAS-6, u niz
nedochazelo k tvorbé spravné orientované skloviny.

Tato prace vznikla za podpory grantu GA CR P302/10/0427.
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Cerny, Ondfej
Cefovsky, Vaclav
David, Tomas

De Simone, Angela
Divoka, Martina
Divoky, Vladimir
Doubek, Michael
Dracinsky, Martin
Drahonovsky, Dusan
Dud’akova, Lubica
Dudova-Vychodilova, Zdenka
Dusenka, Robert
Dvorék, Jan

Dvorék, Petr

Dzijak, Rastislav
Dzubadk, Petr
Eckschlager, Tomas
Elbert, Tomas
Fajtova, Pavla
Fehrentz, Jean-Alain
Filip, Jaroslav
Fillerova, Regina
Fiser, Jan

Fiser, Karel

Fiser, Radovan
Fojta, Miroslav

Frei, Eva

Frydrych, Ivo

Fiizik, Tibor
Gajdosechova, Lucia
Gemeiner, Peter
Grobar¢ikova, Svetlana
Groh, Tomas

429,

413,
423,

416,

405,

407,

405,

417
441
422
405
438
405
414
438
405
417
419
413
405
436
442
430
442
405
406
412
441
407
421
434
407
436
427
414
411
416
414
424
419
427
441
439
439
420
407
408
426
434
408
433
409
421
434
422
429
409
414
433
433
420
434
408
410
410
413
411
417
442
435
412
427
411
414
411
420
412
409
422
410
405
435
432
440
436
413
412

443

Hajduch, Marian
Halicka, Juraj
Haluzik, Martin
Haronikova, Lucia
Hatok, Jozef
Havlickova, Jana
Havlik, Jan
Hermann, Petr
Hocek, Michal
Hodek, Petr
Holéakova, Jitka
Holm, Anders
Holubova, Martina
Holy, Antonin
Horn, Martin

Hot, David

Hozak, Pavel
Hrabéta, Jan
Hrusak, Ondiej
Hubalkova, Pavla
Hudecova, Sona
Hudecek, Jiti
Hylse, Ondfej
Chlebek, Jakub
1lik, Petr

Jaglic, Z.

Jahn, Ullrich

Jakl, Michal
Jaklova Dytrtova, Jana
Janda, Martin
Jansa, Petr
Jansakova, Katarina
Jaskova, Katarina
Je¢men, Tomas
Jelinkova, Sarka
Jendelova, Pavla
Jilkova, Adéla
Jindfichova, Marie
Jiracek, Jiti

Jirak, Daniel
Jirsova, Katefina
Jurkovi€ova, Dana
Kalagova, Sarka
Kalendova, Alzbéta
Kalina, Tomas
Kamodyova, Natalia
Kanderova, Veronika
Katrlik, Jaroslav
Kavalkova, Petra
Kavan, Daniel
Kavkova, Eva
Keidel, Kristina
Kla¢anova, Katarina
Klacanova, Katarina
Klan, Petr
Klevcova, Petra
Klikova, Katarina
Kniezo, Ladislav
Knopfova, Lucia
Knoppova, Barbora
Koberova, Monika
Koharyova, Michaela
Kollarik, Marian
Kollarova, Marta
Kollinerova, Sona
Komarek, Jan
Kope¢ny, David
Kosova, Martina
Kostov, Ondiej
Kotek, Jan

Kotora, Martin
Krejéi, Lumir
Krchiak, Viktor
Krchova, Tereza
Krizanova, Ol'ga
Krskova, Katarina
Kieckova, Pavlina
Kftupka, Michal
Kubicek, Vojtéch
Kubienova, Lucie

405,

413,
409,

409, 423,

416,

407,

416, 421,

423,

416,

409, 423,

435
413
414
412
420
423
413
431
410
421
420
409
414
434
411
405
442
412
409
430
426
421
425
414
428
427
435
415
415
415
434
419
416
440
417
434
411
418
427
434
410
416
410
442
409
419
409
436
414
416
419
405
420
433
438
420
420
431
432
424
421
421
413
421
422
419
424
422
423
431
428
436
437
423
426
440
409
424
409
424
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Kup, Tomas

Kuzyk, Pavlo
Lacinova, Cubica
Lacinova, Zdena
Leclerc, C.
Lencesova, Cubomira
Levova, Katefina
Linhartova, 1.
Luhova, Lenka
Lukes, Ivan
Lund-Johansen, Fridtjof
Macékova, Katefina
Macek, Pavel
Macek, Tomas
Machova, Iva
Maier, Luka$
Majlessi, L.
Maletinskd, Lenka
Maly, Jan

Mancini, Francesca
Mares§, Michael
Markova, Jana
Marosevic, Durdica
Martinez, Jean
Masek, Josef
Masin, Jif{
Matouskova, Jindiiska
Mertlikova-Kaiserova, Helena
Mikulaskova, Barbora
Mladkova, Jana
Modriansky, Martin
Mojzikova, Renata
Monincova, Lenka
Moricova, Pavla
Motloch, Petr
Mrézek, Frantisek
Miiller, Pavel
Nagelova, Veronika
Navratil, Tomas
Navratilova, Lucie
Navratilova, Zdenka
Nekulova, Marta
Nesuta, Ondfej
Nosek, Vladimir
Novak, Petr
Novéakova, Martina
Novotna, Jana
Obsil, Tomas
Oliver, Allen G.
Olszanecki, Rafal
Ondria8, Karol
Opekar, Stanislav
Opletal, Lubomir
Oroszova, Beata
Osicka, Radim
Osickova, Adriana
Parkan, Kamil
Paruch, Kamil
Paurova, Monika
Pavlovitova, Michaela
Péchouckova, Sarka
Pekarc¢ikova, Lucie
Petiek, Martin
Petiivalsky, Marek
Pichalova, Ruizena
Pichova, Iva
Pilchova, Ivana
Piterkova, Jana
Pivorikova, Hana
Pohlova, Lenka
Poljakova, Jitka
Pospisilova, Dagmar
Pospisilova, Pavla
Prchalova, Darina
Prochazkova, Eliska
Prochazkova, Sona
Racay, Peter
Raindlova, Veronika
Ragka, Milan
Richter, Jan
Rohozkova, Jana
Rosenberg, Ivan

424,
409,

414,

408
418
416
414
437
426
405
437
428
434
409
414
442
412
425
425
437
440
442
414
411
426
427
414
424
422
415
434
440
427
422
433
429
428
428
420
438
414
415
441
420
429
429
408
416
412
430
440
437
440
426
430
414
431
442
442
431
425
431
416
432
432
420
428
432
425
433
428
410
430
412
433
433
407
434
409
420
410
424
439
442
423

444

Rotrekl, Vladimir
Rozycki, Bartosz
Ruml, Tomas
Rehof, Ivan
Rehova, Lucie
Rehulka, Jif
Rezaova, Pavlina
Rezabkové, Lenka
Sadilkova, Lenka
Sedlackova, Hana
Semeradtova, Alena
Schenkmayerova, Andrea
Schmeiser, Heinz H.
Schiitznerova, Eva
Slaby, Ivan
Slanina, Tomas
Slaninova, Jifina
Snasel, Jan

Stan&k, Ondfej
Stiborova, Marie
Straka, Michal
Stuchly, Jan
Sukova, Martina
Surdenikova, Lenka
Sverstad, Alexander
Sychrovsky, Vladimir
Sécha, Pavel

Sarek, Jan

Sagek, Vladimir
gebej, Peter
Sebela, Marek
Sebera, Jakub
Sebesta, Petr

Sebo, Peter
Seféovicova, Jana
Skoch, Karel
glegerové, Jitka
Smarda, Jan
Snajdrova, Renata
Spacek, Jan
Spolcova, Andrea
Stacko, Peter
Stefanikové, Andrea
gtép{mek, FrantiSek
gtépniéka, Petr
Sturala, Jiti

Sulc, Miroslav
Tanaka, Yoshiyuki
Tereh, Tamas
Ticha, Tereza
Tichy, Vlastimil
Tkag, Jan

Tomala, Jakub
Trantirek, Luka$
Turanek, Jaroslav
Tylichova, Martina
Ulbrich, Pavel
Urban, Milan
Urbanova, Marie
Vachova, Jana
Valentova, Olga
Valterova, Irena
Vangk, Vaclav
Vecerek, Branislav
Venit, Tomas
Veverka, Vaclav
Vitek, Antonin
Vlkova, H.
Voburka, Zdenék
Vogel, Heiko
Vojtések, Bofivoj
Vondrasek, Jiii
Vrbova, Miroslava
Wald, Tomas
Wimmerova, Michaela
Wintner, Jiirgen
Wirz, Jakob

Wu, Weiwei
Zajicek, Jaroslav
Zemkova, Hana
Zobrad, Stefan
Zelezna, Blanka

417
406
432

413, 434, 439
435
435
421
442
422
436
442
436
405
437
442
438
429
425
437

405, 412, 421
415
409
433
413
413
438
439
435
414
438
424
438
407

405, 422, 437, 442
411
439
439
432

416, 440
410
440
438
420
408
439
441

416, 421, 440, 442
438
417
424
441
411
422
438
424
424
432
435
430
411
415
407
427
405
442
442
420
427
429
407
429

411, 442
412
442
419
438
438
409
437
418
440
414, 440



