Chem. Listy 103, 427457 (2009) IX Amerika 2009

SIGMA-ALDRICH

ﬁ&\s

IX. MEZIOBOROVE SETKANI
MLADYCH BIOLOGU,
BIOCHEMIKU
A CHEMIKU
potadan¢ firmou Sigma-Aldrich

26.5.-29.5.2009
Devét skal — Zd’arské vrchy

5 sbornik redigovali
Radmila Rapkova, Vladimir Pouzar, Pavel Drasar

427



Chem. Listy 103, 427457 (2009) IX Amerika 2009

IX. Mezioborové setkani mladych biologii, biochemikii a chemikii z Cech a Slovenska

Globalizace nezadrzitelné ovlivituje nas Zivot a je mnohymi kritizovana. Jsou vSak i pozitivni aspekty. Spole¢nost
Sigma-Aldrich, pecujici o blaho chemik tak, jak si kdysi pfedsevzal jeji zakladatel, pan doktor Alfred Bader, pecuje o
toto blaho nejen v zemich Ceskych, ale i na Slovensku.

Budiz vzdéana Cest a poklona pani feditelce Daniele Dornerové, kterd se rozhodla pfed cca tfemi roky rozsitit
uspésnou a do znacné miry i prestizni soutéz mladych chemikdl, biochemikt a biologi ze zemi Ceskych i na Slovensko.
Mirné pocateéni rozpaky se téméf okamzité rozplynuly a dnes je tato soutéz Slovensko — Ceska tak, jako by ji byvala
od pocatku veki.

Rekl jsem, Ze je to soutéz prestizni a mohu to dolozit. Chemici z chemickych spoleénosti okolnich statii slidi
kolem a patraji, jak by takovou soutéZ mohli uspotfadat i oni, za pomoci mistnich zastoupeni firmy. Pokud se to
povede, méla pani feditelka a s ni i zosnovatel této akce, kolega Martin Fusek kdysi téZ vizi, Ze by mohlo vzniknout
cosi jako mezinarodni finale. Pokud vznikne, klobouk dold. A pokud se to nepovede, budeme mit v Cechach a na
Slovensku stale nasi ,,Ameriku®, akci, ktera ziskala toto kolokvialni pojmenovani po jednom z mist u Valasského

vvvvv

Americe zdar!

Pavel Drasar
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PRIPRAVA, VLASTNOSTI A STRUKTURA NOVYCH
METAL-ORGANIC FRAMEWORKS NA BAZE
4,4-AZO(BIS)PYRIDINU

MIROSLAV ALMASI", VLADIMIR ZELENAK®,
ZUZANA VARGOVA® a IVANA CISAROVA®

“Katedra anorganickej chémie, Prirodovedecka fakulta
UPJS, Moyzesova 11, 041 54 Kosice, Slovensko, bKatedra
anorganické chemie, Prirodovédecka fakulta UK, Praha,
Ceskd republika

almo2@szm.sk

Priprava, $tidium vlastnosti a aplikacii zlicenin typu
metal-organic frameworks (MOF) je jednou zvelmi
perspektivnych oblasti dne$nej materidlovej a anorganicke;j
chémie. MOF sa skimaju z hl'adiska mozného pouzitia ako
nosic¢ov lieCiv, katalyzatorov alebo ucinnych sorbentov pre
zachyt auskladnenie technologicky doélezitych plynov.
Klasické MOF, napriklad zluaceniny MOF-5 alebo MIL-101,
obsahuju ako zékladné stavebné jednotky kation kovu a 1,4-
benzéndikarboxylat (BDC) alebo 1,3,5-benzéntrikarboxylat
(BTC) ako naboj kompenzujiici aniéon. V nasej praci sme pri
syntéze zluCenin pouzivali okrem tychto stavebnych
jednotiek aj 4,4’-azo(bis)pyridin (AZPY) ako neutralny
mostikovy ligand (linker).

Pri syntéze zlicenin sme pouzili difuzne techniky s
vyuzitim semipermeabilnej membrany ako aj hydrotermalne
syntézy v autoklavach. Pouzitim tychto technik sme
pripravili nové zltceniny zlozenia
{[Zn(AZPY)(H,0),].(BDC).H,0}, (), {[Zn(AZPY)(1,4-
-BDO)J}, (1), {[Zny(OH)(AZPY)(1,4-BDC), s].H;0}, (111)
(Obr.1), {[Zny(AZPY)(BTC), (H,O0)].14H,0}, (1V),
{[Cu(AZPY)(HBTC)(H,0)].AZPY}, (V). Pripravené
zlu€eniny boli charakterizované Strukturne pouzitim rtg.
monokrystalovej Strukturnej analyzy ako aj beznymi
fyzikalnochemickymi metdédami. U zluceniny Ill, ktora vo
svojej Strukture obsahuje dutiny a otvorené kandly sme
Studovali sorpciu oxidu uhli¢itého volumetrickou metddou
(obr. 2). Sorp¢na kapacita oxidu uhli¢itého, stanovend pri
teplote 273 Kaod¢itana pri hodnote relativneho tlaku
P/P;=0.9 bola 1.04 mmol/g.
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Obr. 1. Struktira {[Zn,(OH)(AZPY)(1,4-BDC), s].H,0}, (111)
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Obr. 2. Stadium sorpcie oxidu uhligitého na 111

Tato praca bola podporovana STREP projektom 6. RP
“DeSANNS” (¢. FP6-SES6-020133), Agenturou na podporu
vyskumu a vyvoja na zdklade zmluvy ¢. RPEU-0027-06
(OrNaMat) a projektom VEGA MS SR (¢. 1/0119/08).

SYNZEZA n-KONJUGOVANYCH
OLIGOHETEROCYKLOV S VYSOKYM STUPNOM
STRUKTURALNEJ HOMOGENITY

ANITA ANDICSOVA a DANIEL VEGH

Slovenska technicka univerzita, Fakulta chemickej

a potravinarskej technologie, Oddelenie organickej chémie,
Radlinského 9, SK-812 37 Bratislava
anitka.andics@gmail.com

V sucasnosti je velky zaujem o funkcionalizované
oligo- a polyheterocykly s vysokym stupiiom Strukturalnej
homogenity, ktoré sa  vyznacuju  nekonvenénymi
elektrickymi, optickymi a magnetickymi vlastnostami.
Design m-konjugovanych oligoheterocyklov s vysokym
stupiiom homogenity je prednostne zalozeny na ,,stepwise®
koncepcii'. Perspektivnou reakciou syntézy prekurzorov
takychto latok je Vilsmeirova formylacia.

WW

R;1 =H, Cl, CHj, fluorene; R,=H, CHs, CN;
R3 = COOCHg, H; X = CH=CH, S, N-CHg

V trojstupiiovej syntéze je prvym krokom priprava
enolizovatelnych karbonylovych zlucenin | acetylaciou.
Druhym krokom je Vilsmeierova-Hackova-Arnoldova
reakcia®, kde izolovanym produktom je B-chlér akrolein 11,
ktory v d’alSom stupni cyklizuje na substituovany tiofén I11.
K pripravenému diméru Il sa po opakovanom pouziti



Chem. Listy 103, 427-457 (2009)

popisanych krokov prisyntetizuje d’alsi kruh, teda sa ziskava
oligoheterocyklus s vysokym stupiiom homogenity 1V.

Syntézou novych heterocyklickych zlicenin s presne
definovanou $truktirou sa ziskavaji nové materialy vyuzitel-
né v elektrotechnike, optoelektronike, nanotechnologiach.

Tato praca vznikla za podpory grantu: VEGA 1/4453/07.

LIETRATURA

1. Miillen K., Wegner G.: v knihe Electronic Materials:
The Oligomer Approach, Willey-VCH, New York 1998.

2. Arnold Z., Zemlitka J.: Collect. Czech. Chem.
Commun. 24, 2385 (1959).

Plv{I'PRAV’A FQSFINOVYCH LIGANDU
S HELIKALN{ CHIRALITOU PRO APLIKACE
V ASYMETRICKE KATALYZE

ANGELINA ANDRONOVA, IRENA G. STARA*
aIVO STARY*

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

Funkcionalizované neracemické heliceny se jevi jako
slibné ligandy pro pouziti v riznych enantioselektivnich
reakcich katalyzovanych komplexy tranzitnich kovid. V nasi
laboratofti byla vyvinuta diastereoselektivni syntéza helicent,
inherentn¢ chirdlnich trojrozmérnych struktur, zalozend na
[2+2+2] cyklotrimerizaci umoznujici pfipravit tyto latky v
preparativnim méf¥itku a ve vysoké optické &istots'.

Byl vypracovan jednoduchy a modularni synteticky
ptistup vedouci k pentacyklickym helikdlnim fosfinim
()-(P,S,9)-1, (-)-(P,S,5)-2 a (-)-(P,S,5)-3. Klicova cyklo-
isomerizace pfislusnych triyni za katalyzy CpCo(CO),
probiha ve  vysokém vytézku a s vynikajici
diastereoselektivitou (> 99 % de).

an an
o 0

0
(-)-(P.5.5)-1 ()-(P.S8)-2  ()-(P.S,9)-3
V piispévku bude podrobné diskutovana optimalizace
cyklotrimerizacnich reakci triynt i findlni transformace na
difenylfosfinoderivaty. Rovnéz budou zminény aplikace takto
pfipravenych chiralnich P-ligandi v enantioselektivni katalyze.

Podporovino Grantovou agenturou CR (reg.¢. 203/07/1664
a 203/09/1766) a Ministerstvem Skolstvi, mladeze a
telovychovy (Vyzkumné centrum: Biomolekuly a komplexni
molekularni systémy, reg.c. LC512).

LITERATURA
1. Svtar}'/ L, Stara I. G., Alexandrova Z., Sehnal P., Teply F.,
Saman D., Ruli$ek L.: Pure Appl. Chem. 78, 495 (2006).
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OXIDACN)’{ STRES A POLYMORFIZMUS
GLUTATION-S-TRANSFERAZY U ASTMY
BRONCHIALE

EVA BABUSIKOVA®, MILOS JESENAK", JOZEF
HATOK®, JANA JURECEKOVA®, PETER
BANOVCIN® a DUSAN DOBROTA®

Univerzita Komenského v Bratislave, “Ustav lekarskej
biochémie, b Klinika deti a dorastu, Jesseniova lekarska
fakulta v Martine, Mala Hora 4, 036 01 Martin, Slovensko
babusikova@jfmed.uniba.sk

Astma bronchiale (AB) je komplexné zapalové
ochorenie dychacich ciest, ktoré sposobuje variabilni
obstrukciu dychacich ciest so spontannou reverzibilitou a so
zvySenou vnimavostou dychacich ciest na podnety
vonkajSicho prostredia. Prominentnymi priznakmi AB st
kasel, piskot, dyspnoe a pocity napitia v hrudniku. Mnohé
Stidie naznacuji, ze dolezitym Cinitelom s genetické
faktory. Vzt'ah medzi génmi na chromozoémoch 5, 11 a 13
z hl'adiska priority defektu vo vztahu k dedi¢nosti AB je
stale neobjasneny. Astma vSak nie je jednoducha genetickd
abnormalita, ale zlozit¢ multigenetické ochorenie so silny
vplyvom prostredia. Ukazuje sa, ze oxidacny stres
a produkcia reaktivnych foriem kyslika (ROS) maji doleziti
ulohu v patogenéze AB. VysSie eukaryotické organizmy
nemoézu existovat’ bez kyslika, pretoze mnohé esencialne
vnatrobunkové reakcie, v ktorych je potrebny kyslik, tvoria
ROS. Toxicite spojenej s neprimeranou produkciou tychto
zliCenin  sa  predchddza antioxidanymi obrannymi
systémami, ktoré poskytuje zdravé bunkové prostredie.
Oxidacné vzplanutie je pri astme vysledkom mnohych
nespecifickych zapalovych ciest, na druhej strane viaceré
mediatory astmatického zapalu su efektivnymi spustacmi
produkcie ROS. Napriek tomu, ze ROS sa pripisuje uloha v
roznych ochoreniach dychacich ciest, existuje velmi malo
studii uskuto¢nenych na l'udskej populécii. V naSej studii
sme stanovovali markery oxidacného stresu a sledovali
polymorfizmus glutation-S-transferazy (GST) u deti, ktorym
bola diagnostikovana astma. Celkové mnozstvo tiolovych
skupin sa Statisticky vyznamne nezmenilo u deti s astmou v
porovnani s kontrolnou skupinou deti, hoci ich koncentracia
sa znizila. Koncentracia reaktivnych produktov s kyselinou
tiobarbiturovou bola u deti s astmou 0,0902 + 0,003 nmol/mg
a u kontrolnej skupiny 0,0710 + 0,004 nmol/l, ¢o predstavuje
Statisticky vyznamné zvySenie (P < 0,05). Nepritomnost
alely pre GST-M1 predstavovala 2,33krat vacsiu
pravdepodobnost na rozvinutie astmy. Pritomnost a
nepritomnost’ génu pre GST-T1 bola rovnakd v oboch
sledovanych populéciach. U deti s astmou bol v porovnani s
kontrolou vyraznejsie zastipeny polymorfizmus Ile/Val a
Val/Val pre GST-P1. U kontrolnej skupiny prevazoval typ
Ile/Tle. Ziskané vysledky naznacuji, ze zvySeny oxidaény
stres, GST-M1 nulovy polymorfizmus a GS7-PI Val/Val
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polymorfizmus mézu zohravat' ulohu v patogenéze astmy
bronchiale u deti v Zilinskom kraji.

Tato praca vznikla za podpory grantu Ministerstva
Zdravotnictva Slovenskej Republiky 2007/47-UK-12.

VLIV DEPRIVACE A NADBYTKU ZELEZA A VLIV
ETHANOLU NA EXPRESI MOLEKUL UCASTNI-
CICH SE TRANSPORTU NETRANSFERINOVEHO
ZELEZA PRES PLAZMATICKOU MEMBRANU
BUNEK VYBRANYCH LIDSKYCH LINII

KAMILA BALUSIKOVA, JITKA NEUBAUEROVA,
MARKETA DOSTALIKOVA-CIMBUROVA a JAN
KOVAR

Ustav biochemie, bunééné a molekuldrni biologie - Oddéleni
bunécné a molekularni biologie, 3. lékarska fakulta,
Univerzita Karlova, Ruska 87, 100 00 Praha 10
kamilabalusikova@seznam.cz

Organem, ktery je z hlediska metabolismu Zzeleza
nejvice poskozovan, jsou jatra. K poskozeni dochazi zejména
pfi zvysenych hladinach Zeleza v organismu, nebot’ jatra jsou
schopna akumulovat jeho nadmérné zasoby uvnitt hepato-
cytl. Dllezitym faktorem je proto mechanismus transportu
Zeleza, a to konkrétné netransferinového Zeleza, u jaternich
bunek.

Znamymi molekulami ucastnicimi se transportu
netransferinového Zeleza jsou DMT1 (divalent metal
transporter 1), membranovy importér Zzeleza, Dcytb

(duodenal cytochrom b-like), membranova ferrireduktasa,
ferroportin, membranovy exportér Zeleza, hephaestin,
membranova ferroxidasa, a ceruloplasmin, cytoplazmaticka
ferroxidasa.

Cilem nasi prace bylo zjistit, zda pfi deprivaci,
respektive nadbytku Zeleza, dochdzi ke zméné exprese
danych molekul a tedy k ptipadné regulaci absorpce ¢i
vylucovani Zeleza témito proteiny u jaternich bunék. Jako
model nam poslouzily burky lidského hepatocelularniho
karcinomu HEP-G2. V souvislosti se skuteCnosti, ze také
u alkoholickych pacientii dochédzi ke zvySené akumulaci
zeleza v jatrech, coz mize mit za nasledek rozvoj
alkoholického jaterniho onemocnéni (ALD), pficemz
mechanismus absorpce Zeleza v jatrech u ALD neni dosud
pln¢ objasnén, jsme sledovali, jak expresi transportnich
molekul ovliviiuje navic pfitomnost ethanolu v médiu.

Vzhledem k tomu, ze neexistuje zadny mechanismus
regulujici vyluCovani ionti zeleza z téla, je hladina Zeleza
v organismu regulovana predevsim absorpci zeleza z potravy
sttevnimi enterocyty. Jako dal$i model jsme proto zvolili
bunky lidského kolorektalniho karcinomu Caco-2, pficemz
nas dale zajimalo, zda mechanismus transportu Zeleza, na
urovni vstupu Zeleza do organismu, muize ovliviiovat
i alkohol prochazejici travicim traktem.

Ukazali jsme, Ze zmény v dostupnosti zeleza, tj.
deprivace Zeleza a nadbytek Zeleza', respektive piitomnost
ethanolu, ovlivituji expresi DMT1, Dcytb, ferroportinu,
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hephaestinu a ceruloplasminu na trovni mRNA i proteint
v zévislosti na daném typu bunék.

Tato prace vznikla za podpory vyzkumného zaméru 3. LF
UK: VZ MSM0021620814.

LITERATURA
1. Balusikova K., Neubauerova J., Dostalikova-
Cimburova M., Horak J., Kovar J..: Mol. Cell.

Biochem. 3217, 123 (2009).

LIDSKE EMBRYONALNI KMENOVE BUNKY
AKTIVUJi MOLEKULARNIMI MECHANISMY,
KTERE JSOU ZAPOJENY DO SIGNALNiCH DRAH
PRI POSKOZENI DNA

TOMAS BARTA**", VLADIMIR VINARSKY",
ZUZANA HOLUBCOVA?, DASA DOLEZALOVA™,
PETR DVORAK™” a ALES HAMPL™"

“Oddéleni molekuldrni embryologie, Ustav experimentdlni
mediciny AVCR, v.v.i., Kamenice 5, 625 00 Brno-Bohunice,
bBiologick)} ustav, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita,
Kamenice 5, 625 00 Brno-Bohunice

tom.barta@gmail.com

Lidské embryonalni
pluripotentni ~ buiiky

kmenové (hES) buiky jsou
derivované z  embryoblastu
preimplantaénich  blastocyst. Diky své  schopnosti
diferencovat se do vSech zarodeCnych vrstev jsou
potencionalnim zdrojem pro bunéénou terapii. Potencionalni
vyuziti v bunéfné terapii je vSak limitovano akumulaci
poskozeni DNA béhem kultivace hES bunék in vitro.

V somatickych buitkdch jsou v pribéhu bunééného
cyklu strategicky rozmistény kontrolni body, které zajist'uji
integritu genomu. Regulace kontrolnich bodd a bunécného
cyklu v embryonalnich kmenovych buikach se lisi od
regulace v diferencovanych somatickych butkach. Cilem
této studie bylo zjistit, zda hES buiky obsahuji molekularni
komponenty zapojené do ATM/ATR signalizace a zda maji
plné vyvinuty a funkéni G1/S a G2/M kontrolni body.

V této studii jsme stanovili efekt riznych davek UVC
zateni na hES bunky. Zjistili jsme, ze poskozeni DNA v G1
fazi zptisobuje akumulaci hES bun¢k v G1/S fazi bunécného
cyklu, coz naznacuje pfitomnost G1/S kontrolniho bodu.
CDK2 a regulatofi jeji aktivity (Cdc25A a p21) jsou klicové
molekuly, které jsou odpovédné za blok v G1/S kontrolnim
bodu. Pii poskozeni DNA dochazi k rychlé aktivaci
stresovych drah (p38, p53) s naslednou degradaci Cdc25A
a snizenim aktivity CDK2 i CDKI1. U hES bun¢k neni za
snizeni aktivit CDKI1/2 zodpovédny p21, ale rychld
degradace aktivacni Cdc25A fosfatasy.

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSM0021622430,
AV0Z50390512, AV0Z50390703, IM0538, LC06077, LSHG-
CT-2006-018739.
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FORMALNI TOTALNI SYNTEZA ESTRONU
ROBERT BETIK * a MARTIN KOTORA™"

“Katedra organické a jaderné chemie, Piirodovédecka
fakulta UK v Praze, Havova 8, 128 43 Praha 2

bUstav organické chemie a biochemie, Akademie ved Ceské
republiky, Flemingovo nam.2, 166 10 Praha 6
rbetik@seznam.cz; kotora@natur.cuni.cz.

Nasim cilem bylo vyvinout novou stereoselektivni a
enantioselektivni metodu pfipravy latek se steroidnim
skeletem, ktera by umoziovala pfipravu jejich ent-derivatt.
Nedavno byl publikovan novy synteticky postup piipravy
steroidnihio skeletu, ktery byl zalozeny na opakované
cyklizaci a,@-dient pomoci Cp,ZrBu, a nasledné reakci
s allylhalogenidy™*. Byla jim i realizovana formalni totalni
syntézu estronu’. My jsme se rozhodli tuto metodiku
modifikovat a zefektivnit.

Nova formalni totdlni syntéza estronu vyuziva
cyklizace dienu | (pfipraven¢ho podle literatury™?) pomoci
Cp,ZrBu, nasledované reakci s 2-brombuta-2,3-dienem
katalyzované CuCl. Cyklizace probiha diastercoselektivné
v jednom kroku za vzniku enynu Il. Dal§im krokem, pfi
némz vznikaji steroidni kruhy C a D, je Pausonova-Khan-
dova reakce enynu Il zprostiedkovana Co,(CO)g, ktera
vedla, téméf kvantitativné a diastereoselektivné, k derivatu
I11.  Poslednim krokem je redukce keto skupiny pomoci
smési  AlCl;/LiAlH,. Tato reakce poskytla znamy
meziprodukt 1V, ktery mize byt pfeveden na estron ve 2
krocich®. Celkové byl meziprodukt 1V pfipraven z komeréné
dostupnych latek v 7 krocich (50 %). Nejnovéjsi vysledky
ukazuji, ze modifikace tohoto postupu umozni i
enantioselektivni pfipravu derivatu IV.

OMe
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T CET
MeO MeO
1

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSMT CR 1M0508.
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OLIGOFENYLENACETYLENY NESOUCI
TETRATHIAF ULVALENOVE JEDNOTKY JAKO
MATERIALY PRO MOLEKULARNI ELEKTRONIKU

VACLAV DEKOJ, MARTIN BELOHRADSKY
aIVO STARY*

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

Pripravované linearni oligomery by dle vsSech

predpokladi mély vykazovat elektrickou vodivost.
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K vyuziti naznacené syntetické cesty doslo diky objevu
selektivity Sonogashirovy reakce I — II, kde je jod v meta-
poloze reaktivnéjsi a ocekavany izomer latky II pfi ni viibec
nevznika. Je tedy mozné jednoduchou syntetickou sekvenci
syntetizovat oligomery s jistotou ekvidistance tetrathiafulva-
lenovych (TTF) jednotek. Na oligomerech bude studovana
zmeéna absorbce v UV-VIS oblasti v zavislosti na oxida¢nim
stavu TTF jednotek a dale také srovnani elektrochemickych
a absorb¢nich vlastnosti jednotlivych oligomerid v zavislosti
na poctu TTF jednotek v oligomeru.

RICINUSIN- NOVY ANTIMIKROBIALNI PEPTID
Z KLISTETE Ixodes ricinus

VERONIKA DORNAKOVA*, NATALIIA RUDENKO,
MARYNA GOLOVCHENKO
a LIBOR GRUBHOFFER

Biologické Centrum v.v.i., AV CR - Parazitologicky iistav
a Jihoceskd univerzita v Ceskych Budéjovicich, Branisovskd
31,370 05 Ceské Budéjovice

dornav00@prf.jcu.cz

Novy gen kodujici antimikrobialni protein — ricinusin —
byl charakterizovan u klistéte I ricinus. Ziskana 405 bp
dlouha cDNA obsahuje jeden Cteci ramec (135 aminokyse-
lin), ktery koduje protein velky 14,5 kDa s 19 aminokyselin
dlouhou signalni sekvenci. Ricinusin obsahuje konzervativni
Sestici cysteind  typickou pro defensiny a unikatni
HEAHEAHEA repetice, ¢imz se od defensint lisi. Analyza
proteinové sekvence prokazala podobnost ricinusinu k
antimikrobialnim proteinim z klistéte Boophilus microplus
(microplusin)' a Amblyomma hebracum (hebraein)® se
stejnymi vlastnostmi. Ricinusin se timto stal tietim clenem
nové rodiny klistécich obrannych protein bohatych na
histidin.

Diferencialni exprese ricinusinu byla indukovana sanim
u larvy, nymfy i dospélci. Vyrazna exprese tohoto genu ve
slinnych zlazach a ve stievé ukazala, Ze ricinusin se podili na
Sirokém spektru imunitnich reakci. Analyza genomové
sekvence ricinusinu  prokazala  pfitomnost intront.
Rekombinantni protein, ziskany pomoci bakterialniho
expresniho systému, byl pouzit pro testovani antimikrobidlni
aktivity ricinusinu a jeho ucinnosti proti patogentim. Byla
ur¢ena minimalni inhibi¢ni koncentrace (MICs) ricinusinu
proti jednotlivym Gram-negativnim a Gram-positivnim
bakterii.

Tato prdace vznikla za podpory grantu MSM 6007665801 a
C06009 (Ministerstvo Skolstvi CR), Grantovd agentura
Ceské Republiky (524/03/H133 a 524/06/1479), Z60220518
(vyzkumny projekt Parazitologického tistavu AV CR).
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FIBRINOGENU PODOBNE PROTEINY U KLiSTETE
Dermacentor marginatus
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Proteiny FReD (fibrinogen-related domain) patii mezi
lektiny a u bezobratlych zivocichti se pravdépodobné ticastni
procesi  pfirozené imunity. Z hemolymfy klistéte
Ornithodoros moubata byl jiz dfive izolovan a charakteri-
zovan FReD protein Dorin M. V této praci byly
identifikovany a charakterizovany metodami analytické
biochemie a molekularni biologie dal$i podobné proteiny
u klistéte Dermacentor marginatus.

Konkrétni proteiny FReD1, 2, 3 a 4 byly detegovany
protilatkami proti Dorinu M. VSechny tyto proteiny jsou
glykosylovany, a maji vazebnou specifitu pro N-acetyl
hexosaminy, sialoglykoproteiny a kyselinu sialovou.

FReD1 (36 kDa) je modifikovan glykany obsahujicimi
D-mannosu a terminalni D-galaktosu; FReD2 a FReD3
(79/80 kDa) jsou pravdépodobné izomery, které ve svych
glykanech obsahuji D-mannosu a terminalni kyselinu
sialovou; FReD4 (177 kDa) ve svych glykanech o obsahuje
D-mannosu.

Imunofluorescenci bylo prokdzano, ze se vSechny
proteiny nachazi ve stfeveé, FReD1 a 2/3 byly lokalizovany
v hemocytech a FReD1 a 4 ve slinnych Zzlazach D.

marginatus.
Na zaklad¢ molekularné biologickych analyz byl dale
u D. marginatus identifikovan protein DMFREPI.

Nukleotidova a aminokyselinova sekvence potvrdily, Ze je
tento protein blizce piibuzny FReD proteinu z klistéte Ixodes
ricinus, Ixoderinu A. Dal$i dva nové proteiny FReD byly
nalezeny u klistat Haemaphysalis punctata a Hyalomma
impeltatus. Fylogenetické analyzy tfech novych proteint
FReD potrvrdily jejich piibuznost s ostatnimi klistécimi
proteiny FReD, a stejné tak i s Tachylektiny SA a 5B
(Tachypleus tridentatus). Jejich sekvence jsou ulozeny
v databazi Genbank pod C¢isly FJ176386, FJ176387,
FJ176388.
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TOTALNI SYNTEZA 4-F;-NEUROPROSTANU
A JEHO 4-EPIMERU

BARBARA EIGNEROVA™", THIERRY DURAND®
a MARTIN KOTORA™"

“Katedra organické a jaderné chemie, PiF UK v Praze, 128
43 Praha 2; bUstav organické chemie a biochemie AV CR,
166 10 Praha 6; ‘IBMM, UMR CNRS 5247, Université
Montpellier 1 et 2, Faculté de Pharmacie, 15. Av. Ch.
Flahault, F-34093 Montpellier cedex 05, France
kotora@natur.cuni.cz

Polynenasycené mastné kyseliny (PMK) hraji klicovou roli v
obrané¢ organismi vuéi oxidativnimu stresu. Pdsobenim
volnych radikall jsou pfeménovany in vivo na odbouratelné
organické slouceniny jako neuroprostany, isoprostany a
fytoprostany. Nedostatek PMK muze byt pfic¢inou vaznych
neurondlnich poskozeni, o jejichz rozsahu vypovida méteni
koncentrace neuroprostani v nervové tkani. Pro S§irsi
biologickou studii vyvstal pozadavek na vétsi mnozstvi 4-
Fs3-neuroprostanu la, a tudiz byla v ramci tohoto projektu
vypracovana jeho prvni totalni syntéza'.

Piprava intermediatu IV je popsana ve 13 krocich®?,
nasleduje krucialni pfipojeni dvou postrannich fetézct
Wittigovou a Horner-Wadworth-Emmonsovou olefinaci
(schéma 1)'. Biologicka studie bude zahrnovat i zkouméni
fluorovanych analogi téchto slou¢enin.
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Schéma 1. Retrosyntéza 4-Fs-neuroprostanu la

Tato prace vznikla za podpory Centra pro nova antivirotika
a antineoplastika MSMT (projekt ¢. IM0508) a granti
& MSM0021620857 MSMT a University Montpellier I BOR-
2008.
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KOMPLEXNA ULOHA FGF-2 U DUDSKYCH
EMRYONALNYCH KMENOVYCH BUNIEK

LIVIA EISELLEOVA®, KAMIL MATULKA®,
MICHAELA KUNOVA?, VLADIMIR )
ROTREKL?, ALES HAMPL*" a PETR DVORAK™"
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Ludské embryonalne kmenové (hES) bunky su
unikatnym bunkovym typom, ktory prinasa predovsetkym dva
velké prisluby: pochopenie molekuldrnych mechanizmov
Tudského vyvinu a chordb, a stavaji sa zaroven nekonecnym
zdrojom pre bunkové terapie. Zasadnym krokom k naplneniu
oboch tychto smerov je otdzka, ako udrzat’ a expandovat’ hES
bunky v nediferencovanom stave bez genetickych abnormalit.
Nase sucasné poznatky o optimalnom kultivaénom prostredi
zahfhaju okrem in¢ho aj niektoré rastové faktory, z nich
najdolezitejsi, ktory sa rutinne pouziva ako pridavok do
kultivaéného média, je FGF-2 (fibroblastovy rastovy faktor 2).

V predoslych Stadiach sme wukazali, ze pridavok
exogénneho FGF-2 stimuluyje MAPK signalnu drahu
aktivaciou FGFRs (FGF receptorov) a expresiou “kmenovych”
génov, a potlata gény apoptdézy a bunkovej smrti. Nasa
sucasna Stidia demonstruje komplexnu tlohu FGF-2 u hES
buniek: priamo podporuje ich samoobnovu (endogénny FGF-
2) a stimuluje bunkové prezivanie a adhéziu (exogénny FGF-
2), ¢o si dva javy, ktoré nepriamo vplyvaji na
nediferencovany rast. Syntéza FGF-2 u hESCs sa zvySuje v
odpovedi na stresové podmienky a zarovenn FGF-2 zohrava
protektivau Ulohu pri apoptéze indukovanej stresom.
Ukazujeme tiez, ze exogénny FGF-2 zvySuje klonogénnu
schopnost hESCs. Tieto data naznaCuji, Ze pridavok
exogénneho  FGF-2  prispieva  vyznamnou  mierou
k prezivaniu a adhézii hES buniek.

Tato prdca vznikla za podpory Ministerstva sportu, mlideze
a telovychovy (MSM0021622430, LC06077, IM0538)
a Akademii Véd CR (AV0Z50390512, AV0Z50390703).

STUDIUM DYNAMIKY MOLEKUL VODY V USTi
TUNELU HALOGENALKANDEHALOGENAS
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ZDRAHALS, MARTIN HOF” a JIRi DAMBORSKY"*

“Loschmidtovy Laboratore, PFF MU, 62500 Brno; bnstitut
fyzikalni chemie J. Heyrovského AV CR, v. v. i, 182 23
Praha 8; ‘Oddéleni funkcéni genomiky a proteomiky, PiF
MU, 625 00 Brno

andreaj@chemi.muni.cz

Halogenalkandehalogenasy  (EC  3.8.1.5)  jsou
mikrobidlni enzymy, které katalyzuji Stépeni vazby mezi
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uhlikem a halogenem v fadé halogenovanych alifatickych
uhlovodikt. Aktivni misto vnofeno mezi hlavni a ¢epickovou
doménu halogenalkandehalogenas je spojeno s povrchem
proteinu tunelem, ktery slouzi jako transportni cesta pro
substraty a produkty. Usti tunelu predstavuje evolucné
nejvariabilngjsi oblast enzymu.

Tato prace je zaméfena na studium dynamiky molekul
vody v blizkosti usti tunelu u dvou halogenalkandehalogenas
DbjA a DhaA s pouzitim casové rozliSené fluorescenéni
spektroskopie a pocitacové simulace molekulové dynamiky.
Pro pouziti casové rozlisené fluorescencni spektroskopie je
nutné protein oznacit fluorescencni sondou. V projektu jsme
vyuzili mechanismus kovalentniho oznaceni halogenalkan-
dehalogenas nesoucich mutaci v Kkatalytickém histidinu
fluorescenéni sondou kumarin a vyvinuli jsme protokol
umoziujici specifické oznaceni Usti tunelu a soucasnou
eliminaci volnych a nespecificky vazanych molekul kuma-
rinu. Casové rozliSend emisni spektra komplexu kumarinu
s halogenalkandehalogenasou prokdzala rozdily v polarité,
dostupnosti a pohyblivosti sondy a jejiho okoli u obou
studovanych enzymi. Kumarin vazany v halogenalkande-
halogenase DbjA je pohyblivéjsi a vykazuje vySS$i miru
hydratace nez sonda vazana v halogenalkandehalogenase
DhaA. Okoli kumarinu vazaného v halogenalkandehaloge-
nase DbjA ukazuje vy$si polaritu a niz8i viskozitu nez je
tomu u DhaA. Experimentalni data koresponduji vysledky
ziskanymi z vypocti molekulové dynamiky. Vysledky
odrazeji geometrii usti tunelu patrnou z krystalové struktury
obou enzymi. Dynamika solventu v usti tunelu bude
studovana u dalsich halogenalkandehalogenas a jejich variant
konstruovanych mistné-cilenou mutagenezi.

Tato prdce vznikla za podpory GA CR 203/08/0114 (M.H.,
J.D.), MSMT CR (J.S.), LC06010 (J.B.), MSM0021622412
(J.D.), MSM0021622413 (4.J.) a MSM0021622415 (Z.Z.).

BENZOTRISTIAZOL - NOVA STRUKTI’;RNA
DOMENA PRE ZLUCENINY S NELINEARNO
OPTICKOU ODOZVOU

ANDREA FULOPOVA, PAVOL ZAHRADNIK
a IVICA SIGMUNDOVA

Univerzita Komenského v Bratislave, Prirodovedeckad
fakulta, Katedra organickej chémie, Mlynska dolina,
842 15 Bratislava, Slovenska republika
fulopovaa@fns.uniba.sk

Organické molekuly obsahujice vo svojej Struktire
konjugované systémy vykazuji zaujimavé elektrické,
spektralne a iné vlastnosti. VSeobecne tieto zli¢eniny mozno
popisat’ schémou donor — n-konjugovany systém — akceptor.
Vsucasnosti sa  rozvija Stidium  kvadrupolarnych
a oktupolarnych  Struktar. Tieto zliCeniny vykazuju
nelinearne optické vlastnosti, t.j. po prechode Ziarenia
s vel’kou intenzitou cez ne dochadza k zmenam fyzikalnych
vlastnosti ziarenia. Je mozné pozorovat’ NLO javy ako napr.
zdvojnasobenie frekvencie Ziarenia alebo dvojfotonovi
absorpciu, teda sucasnii absorpciu dvoch fotdonov a prenos
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energie na jeden elektron. Toto nazyvame aj kubickou
nelinearno optickou odozvou. Materialy s NLO vlastnost'ami
maju Siroké uplatnenie nielen vo fotonike, prenose optickych
udajov, ale aj vneinvazivnej biomedicinskej diagnostike
a terapii.

Z hladiska chemickej Struktary  a fotochemicke;j
a termickej stability st vhodnymi derivatmi latky obsahujuce
heterocykly. Zameriavame sa na syntézu a teoretické
Stadium spektralnych vlastnosti a elektronovych
charakteristik oktupolarnych Struktir, konkrétne derivatov
benzotristiazolu. Na teoretické S$tudium elektrénovych
vlastnosti cielovych zlucenin boli pouzité semiempirické
kvantovochemické vypocty.

Nas§im cielom bolo zoptimalizovat’ pripravu 2,3,8-tri-
metylbistiazolo[4,5-¢; 5,4-g]-1,3-benzotiazolu (1), pripravit’
jeho derivaty (2a - e) astudovat’ ich elektrické a optické
vlastnosti.

HaC, HaC
=N =N @ cH, R
S [ % /
N  — N N
\%CHQ _— S R
s S s s
= =N
" C%N " c% R = Me, Ph, CH,CH,OH
3 s X =1, PFg
1 2a-e

INTERAKCE STRUKTURl:IiCH A OBALOVYCH
PROTEINU U RETROVIRU
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“Vysokd skola chemicko technologickd Praha, Technicka 3,
166 28 Praha; bYerkes National Primate Research Center,
Gatewood Rd 954, Atlanta 30329, USA
petra.grznarova@yvscht.cz

Transport retrovirovych obalovych glykoproteint
a jejich interakce se strukturnim polyproteinem Gag v pozdni
fazi zivotniho cyklu viru zatim nejsou plné objasnény. Tento
projekt je zaméfen na retroviry typu D, mezi které patii
i Mason-Pfizeriv opi¢i virus, jehoz ¢astice jsou skladany
v cytoplasmé infikované bunky a nasledné transportovany
k plasmatické membrané.

Pro studium transportu obalovych glykoproteind
a jejich interakci s polyproteinem Gag byly pfipraveny
konstrukty pro expresi obalovych glykoproteind fuzovanych
s fluorescenénim proteinem (zluty, modry a <cerveny
fluorescenéni protein), a to vlozenim genu pro dany
fluorescen¢ni protein za sekvenci kddujici cytoplasmaticky
konec povrchové podjednotky obalovych glykoproteind.
Dale byly pfipraveny i konstrukty pro expresi retrovirového
strukturniho polyproteinu Gag flzovaného se zelenym
fluorescenénim proteinem (GFP), a to vloZzenim genu pro
GFP do expresniho vektoru obsahujiciho gen pro polyprotein
Gag a sekvenci pro obalové glykoproteiny. Spravnost
vloZzeni byla ovéfena sekvenaci a plasmidy byly
transfekovany do bun¢k tkanové linie COS-1 (bunky ledvin
opice African green monkey). V riznych casovych
intervalech od transfekce byly tyto buiky pozorovany
pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Exprese fuznich
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proteini a jejich inkorporace do sloZenych virovych &astic
byla ovéfena pomoci tzv. ,pulse chase* experimentu.
Transport obou polyproteinti v redlném case byl sledovan
i v dalSich dvou bunéénych liniich. Pohyb virovych proteint
znacenych fluorescen¢nimi proteiny v infikované buiice
a jejich potencialni interakce byly pozorovany pomoci ,,Delta
Vision Live Imaging® mikroskopu v realném case. Prvotni
pozorovani naznacuji, ze Gag migruje v kooperaci
s obalovymi glykoproteiny a bunéénymi vesikuly. Tento
ptedpoklad bude piredmétem podrobnéjstho ovétovani
v dalsich experimentech.

Tato prdce vznikla za podpory grantii Ministerstva Skolstvi
IM6837805002, MSM 514 6046137305, ME 904 a Grantové
agentury Ceské republiky KAN200100801, KAN208240651.

ZMENY SYNTAZ OXIDU DUSNATEHO V PRIEBEHU
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a MAGDALENA KUZELOVA®

“Katedra farmakolégie a toxikoldgie, Farmaceutickd fakulta
UK, Kalinciakova 8, 832 32 Bratislava, bUstav pre vyskum
srdca SAV, Dubravska cesta 9, 840 05 Bratislava
harcarova@fpharm.uniba.sk

Oxid dusnaty produkovany endotelovou NO syntazou
(eNOS)  znizuje  ischemicko-reperfuzne  poskodenie
myokardu (IRPM), nadmerna produkcia indukovatel'nou NO
syntazou (INOS) priebeh ischémie a reperfiizie zhorsuje'.
Diabetes, hypercholesterolémia a niektoré hypolipidemika
ovplyviluji  expresiu  a funkcénost’ syntdz NO. Nase
predchadzajuce vysledky dokazali, ze uvedené faktory
vyznamnym spdsobom zasahujii do procesu IRPM?. Cielom
prace preto bolo sledovat’ zmeny expresie proteinov eNOS,
jej aktivnej fosforylovanej formy pSerl177eNOS aiNOS
pocas  ischémie areperfizie myokardu potkanov
s vyvolanym diabetom (strepotozotocin, 80 mg/kg ip.)
a hypercholesterolémiou (tukovo-cholesterolova diéta, 20
g/denl) a premedikovanych hypolipidemikom simvastatinom
podavanym ako sucast’ stravy (10 mg/kg/den). Globalna
ischémia (30 min) areperfuzia (120 min) sa vyvolala na
izolovanych srdciach podla Langendorffa. Expresia
vybranych proteinov sa sledovala v 'avej komore myokardu
s vyuzitim metod SDS-PAGE a Western Blot.

Pocas ischémie sa vo vSetkych sledovanych skupinach
signifikantne znizil (P<0,01) podiel fosforylovanej formy
eNOS v tkanive l'avej komory myokardu. Po dvojhodinovej
reperfuzii sme vyznamné obnovenie fosforylacie
zaznamenali len u kontrolnych zvierat (P<0,001) a potkanov
s indukovanym diabetom a hypercholesterolémiou premedi-
kovanych simvastatinom (P<0,001). V celkovej expresii
eNOS sme nezaznamenali vyznamné zmeny. Premedikacia
diabeticko-hypercholesterolemickych potkanov simvasta-
tinom signifikantne znizila expresiu iNOS v porovnani
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srovnakou  nepremedikovanou  skupinou  (P<0,05).
Simvastatin = ovplyvnil expresiu iINOS a dynamiku
fosforylacie eNOS, ¢o modze prispievat k protektivnym
ucinkom na IRPM.

Tato praca vznikla za podpory grantov VEGA 1/4296/07
a FaFUK/34/2008.
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KOLONIE S. cerevisiae A ROLE FLO11 A DALSICH
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Buniky kvasinky S. cerevisiae vytvéteji pfi rGstu na
pevném médiu  kolonie pfedstavujici mnohobunééné
organizované struktury, ve kterych dochazi k mezibunéénym
interakcim. Tyto interakce pak maji vliv na formovani
a morfologii kvasinkové kolonie, kterd je za danych podminek
charakteristickd pro uréity rod, druh i kmen'. Kvasinkové
kolonie druhu S. cerevisiae jsou obvykle nestrukturované, téméf
hladké, kmen S. cerevisiae Y 1278 vSak vytvaii kolonie silné
zvrasnéné. Roli ve vytvareni této morfologie by mohl hrat
protein bunééné stény Flo11 ¢i dalsi komponenty bunééné stény.

Cilem této prace bylo pokusit se objasnit roli genu FLO!]
a dalsich gend podilejicich se na syntéze bunétné stény,
v morfologii kolonii kmene Y'S" odvozeného od S. cerevisiae
21278. Byl studovan vliv rtiznych zdroji uhliku na morfologii
kolonii a bungk, schopnost bun¢k zartstat do agaru a vytvaret
agregaty. V koloniich byla sledovana exprese FLOI11 s pouzitim
Northern blot analyzy a méfenim fluorescence fizniho proteinu
Flo11-GFP. Casovy pribéh lokalizace proteinu Flol11-GFP
v buiikach byl sledovan také pomoci fluorescenéni mikroskopie.
Vysledky experimentll ukazuji, Ze kvantita a lokalizace fiizniho
proteinu Flo11-GFP, v daném case vyvoje kolonie zavisi na
zdroji uhliku v kultivacnim médiu. Exprese FLO11 na médiich
se zdrojem uhliku glycerolem nebo ethanolem byla oproti
fermentovatelnym zdrojim vyrazné vyssi. Glycerol a ethanol
tedy pozitivné ovliviiuji  expresi genu FLOII, jejiz vyssi
intenzita zaroveti odpovidala vyraznému zvrasnéni kolonii.

Dale byl u kmenti s delecemi nekterych genti sledovan vliv
zmén v obsahu komponent bunééné stény na zvrasnénost
kolonii.

Prace byla podporovana granty IAA500200506 a LC531.
LITERATURA
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CENTROSOMALNI ABNORMALITY -
POTENCIALN{ ZDROJ GENETICKE NESTABILITY
LIDSKYCH EMBRYONALNICH KMENOVYCH
BUNEK?

ZUZANA HOL,UBCOVA*‘, TOMA'S BARTA™", DASA
DOLEZALOVA®*®, PETR DVORAK™" a ALES
HAMPL™"

“Biologicky tistav, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita,
Kamenice 5, 625 00 Brno, bOddéleni molekularni
embryologie, Ustav experimentdlni mediciny AV CR, v.v.i.,
Kamenice 5, 625 00 Brno

zholub@med.muni.cz

Lidské embryonalni kmenové (hES) buiky jsou
nediferencované pluripotentni bufiky derivované z lidské
blastocysty. Mohou dat vzniknout jakémukoli bunéénému
typu lidského téla a tim ptedstavuji obrovsky pfislib pro
bunécnou terapii budoucnosti. Jejich praktickému uplatnéni
v regenerativni mediciné se vSak stavi do cesty skute¢nost,
ze béhem in vitro kultivace tyto buiiky hromadi spontanni
mutace, jejichz vysledkem muze byt nadorova transformace.
Genetickou nestabilitu bunék fady malignich nadorti provazi
vyskyt centrosomalnich abnormalit. Zjistili jsme, ze kultury
hES bunék se vyznacuji zvySenym vyskytem bunék, které
vykazuji numerické aberace centrosomi. Frekvence vyskytu
centrosomalnich abnormalit v hES bunkéch je do zna¢né
miry ovlivnitelna kultivaénim povrchem. Béhem dlouhodobé
in vitro propagace hES bunék frekvence multicentrosomal-
nich mitos klesa, pravdépodobné jako vysledek ,,adaptace*
hES bunék na kultivaéni podminky. K redukeci numerickych
centrosomalnich aberaci vede také chemicka inhibice CDK2,
jejiz aktivita v hES bunkach je neobycejné vysoka. Tato
kinasa je klicova pro start centrosomalni duplikace. Také
hladina kinasy Aurora A, dal$i molekuly spojované se
zvySenym vyskytem nadpocetnych centrosomt, je v hES
bunkach velmi vysoka ve srovnani s lidskymi somatickymi
buikami. Navic chemicka inhibice jeji aktivity je
doprovazena snizenim frekvence multicentrosomalnich
mitos. Na zakladé téchto pozorovani predpokladame, ze
CDK2 a Aurora A se spolutcastni na hyperamplifikaci
centrosomtl v hES buiikdch. Abnormélni mitoticka déleni
iniciovand pfespocetnymi centrosomy se pak mohou stat
zdrojem genetické nestability v kulturach lidskych
embryonalnich kmenovych bun¢k.

Tato prace vznikla za podpory MSM0021622430,
AV0Z50390512, AV0Z50390703, 1M0538, 10S500040507,
NR/9293-3/200.

VYQER REFERENCNiCH GENI‘TJ PRO STUDIUM
ZMEN GENOVE EXPRESE BEHEM ZIVOTA SAMCU
CMELAKA ZEMNIHO (Bombus terrestris)

DARINA HORNAKOVA, PETRA MATOUSKOVA, )
JIRI KINDL, IRENA VALTEROVA a IVA PICHOVA
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Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo
nam. 2, 166 10 Praha 6
hornakova@uochb.cas.cz

Cmelaci jsou dalezitymi opylovadi rostlin a piedstavuji
vhodny model pro studium komunikace socidlniho hmyzu.
Pro tadu aktivit, jako napf. pro znackovani izemi a pareni
vyuzivaji feromony, které jsou druhové vysoce specifické.
U ¢meldka B. terrestris dochazi s vékem ke kvalitativnimu
i kvantifikativnimu sloZeni sexudlnich feromond, souvisejici
se zménou struktury sekrecnich bun€k labidlni zlazy
samecka'. Nasim cilem je uréit, které enzymy se podileji na
biosyntéze feromont, asledovat profil exprese gent
kodujicich tyto enzymy u B. terrestris rizného stafi.

Biologicka variabilita vzorkd aspravna kvantifikace
mRNA transkripnich hladin genti vyzaduji identifikaci
vhodnych referencénich gent, které doposud nebyly pro
¢melaky identifikovany. Pomoci programéi geNorm®
a NormFinder® jsme z 9 kandidati vybrali geny pro arginin
kinasu a fosfolipasu A2, které maji nejstabiln€jsi Groven
exprese Vv labidlni zlaze iv tukovém télese B. ferrestris
ruzného staii a které mohou slouzit jako referen¢ni geny pro
normalizaci qPCR experimentt pro B. terrestris.

Tato prace vznikla za podpory grantu 203/09/1446 od GA
CR.
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VLIV PROBI’OTVICKYC,H KULTUR NA REGULACI
EXPRESE ZANETLIVYCH GENU V MAKROFAZICH

JAN HOSEK® a MILAN BARTOS™"

“Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno,
Farmaceuticka fakulta, Palackého 1-3, 612 42 Brno;
bGenex CZ, Vinicni 235, 615 00 Brno

hosekj@vfu.cz

Probiotika jsou skupina specifickych nepatogennich
mikroorganismi, které vykazuji pozitivni efekt na zdravi.
Zahrnuji nejen 1é¢iva nebo potravinové dopliiky, ale také
bakterialni kultury obsazené v jidle, napi. kysané mlécné
vyrobky. Pfesny mechanismus jejich psobeni vsak doposud
neni, pfes intenzivni studium, uspokojive vysvétlen.

Jako zanét se oznacuje souhrn fyziologickych reakci na
poruseni integrity organismu, které vedou k ochrané proti
infikovani poskozeného mista, k lokalizaci poskozeni
a zhojeni. V regulaci zanétu a imunitni odpovédi hraji
dilezitou roli makrofagy.

V této praci jsme zkoumali vliv probiotické kultury
Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium sp. na expresi
mRNA prozénétlivych gentit pro TNFa (Tumor necrosis
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factor a) a MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein 1)
Jako biologicky objekt jsme zvolili makrofagy odvozené
z bunécné linie THP-1. Makrofagy byly oSetfeny tepelné
inaktivovanymi probiotickymi kulturami a nasledné¢ byla
sledovana jejich schopnost modulovat expresi vybranych
genll, resp. zanétlivou reakci vyvolanou lipopolysacharidy
(LPS).

L. acidophilus indukoval statisticky nevyznamné nizsi
expresi vSech sledovanych genti nez Bifidobacterium sp.
Spoluptisobeni LPS a probiotickych bakterii vykazovalo rysy
kompetice u exprese TNFa a ZFP36 1 h po stimulaci. U
exprese MCP-1 se naopak objevoval aditivni uc¢inek obou
komponent. Statisticky vyznamny po 4 h stimulaci LPS byl
aditivni efekt na expresi MCP-1 pti oSetfeni L. acidophilus a
kompetitivni G¢inek na expresi TNFa u Bifidobacterium sp.

Vysledky této studie ukazuji zvySenou schopnost
Bifidobacterium sp. indukovat prozanétlivy expresni profil
u makrofagl. Fyziologické a patofyziologické konsekvence
toho zjisténi budou dale podrobnéji zkouméany a objas-
novany.

Tato prace vznikla za podpory grantu 1GA VFU
112/2008/FaF a 7: ANDEM FT-TA5/025, Ministerstvo
primyslu a obchodu Ceské republiky.

HOMEOBOXOVE GENY V GENOMU

A TRANSKRIPTOMU SLADKOVODNI MEDUZY
CRASPEDACUSTA SOWERBYI. POTENCIALNI
ULOHA POU GENU V EVOLUCI SMYSLOVYCH
ORGANU

MILUSE HROUDOVA, JAKUB RIDL, HYNEK
STRNAD, CESTMIR VLCEK, PETR VOJTA, PAVEL
VOPALENSKY a VACLAV PACES

Ustav molekuldrni genetiky Akademie véd Ceské republiky,
Videnska 1083, 142 20 Praha 4
hroudova@img.cas.cz

Sladkovodni meduza Craspedacusta sowerbyi je
zastupcem zivo€isného kmene zahavci (Cnidaria, ttida
Hydrozoa), ktery se v poslednich letech stal prfedmétem
intenzivniho studia v oblasti molekularni genetiky a vy-
vojové biologie. Komplexni genom zahavcli kontrastujici
s jednoduchou stavbou jejich tél je v mnoha ohledech
podobnéjsi genomuim obratlovetl véetné ¢loveka, nez je tomu
u nekterych evoluéné vysSich modelovych organisma
(Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans).

Vyznamnou skupinou gent regulujicich ontogenezi
jsou homeoboxové geny. Kdoduji transkripéni faktory a jejich
nukleotidové sekvence jsou silné konzervovany napfi¢ celou
zivocisnou Fisi. V ranych stadiich vyvoje organismu se
podileji na formovani dilezitych morfologickych znakd, jako
je naptiklad télesnd symetrie, na vyvoji nervové soustavy
a smyslovych organi. Né&které znich jsou soucastmi
vyznamnych signalnich drah.

V ramci tohoto projektu byly v genomu Craspedacusta
sowerbyi  pomoci  sekvenci  zpfibuznych  Zzahavci
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identifikovany 4 homeoboxové geny patfici do rodiny POU
a 6 gend rodiny SINE. U genti POU byly metodou in situ
hybridizace na celém jedinci lokalizovany oblasti jejich
exprese. Byla pfipravena a ¢asteéné sekvenovana kosmidova
genomova knihovna Craspedacusta sowerbyi za tUcelem
ziskani ptehledu o struktufe genomu tohoto sladkovodniho
zahavce. Dale byla zkonstruovana BAC genomova knihovna
pro snadnou identifikaci a sekvenaci dal$ich homeoboxovych
gent a jejich okoli. Dalsi ¢ast této prace spociva ve studiu
a porovnani transkriptomu Craspedacusta sowerbyi
a Tripedalia cystophora (zéstupce zahavci tiidy Cubozoa).
Pro sekvenovani genomové DNA a cDNA vyuzivame
moderni sekvenacni technologie GS20, FLX a Titanium.

Z poc¢tu gend na jeden pramérné 35 kb dlouhy insert
v kosmidové knihovné lze usuzovat na velikost genomu
Craspedacusta sowerbyi kolem 220 MB. Transkriptom
dospélého jedince (medizy) Craspedacusta sowerbyi
obsahuje kolem tfi tisic unikatnich geni véetné 22 gent
homeoboxovych. Z porovnani po¢tu POU a SINE gent
v genomu a transkriptomu vyplyva, ze se do mRNA medizy
transkribuji vSechny geny POU a polovina gent SINE, coz
svédci o jejich vyznamné tloze v dospélém stadiu. Exprese
geni POU6 a POU4F3 kolokalizuje soumémné ve stiedu
kvadrantli zvonu medizy v mistech, kde se predpoklada
kumulace senzorickych receptorii. Nukleotidové sekvence
genit POU4FI, POU4F2 a POU4F3 poukazuji na
pravdépodobnou existenci spole¢ného pragenu POU4 pred
evoluénim vznikem zahavcl. V transkriptomu larvy
Tripedalia cystophora je téméf pét tisic unikatnich gent
véetné 16 geni homeoboxovych. Vys$§i mnozstvi
transkribovanych geni vtomto piipadé odpovidd potiebé
soucinnosti vice faktorti v rané ontogenezi zivocicha.

Tato studie byla podporovana vyzkumnymi zameéry a granty
MSMT 1M6837805002 (Center for Applied Genomics) a NB
Project AC CZ AV0Z50520514.

EXPRESNi ANALYZA GENU IMUNITNIHO
SYSTEMU V PATOGENEZI DIABETU 1 TYPU

MILUSE HUBACKOVA®* ZBYNEK HALBHUBER",
VENDULA STAVIKOVA®, MARIA KRIVJANSKA®
a KATERINA STECHOVA®

“2. LF Univerzity Karlovy a FN Motol, V Uvalu 84, 150 06
Praha 5; *Central European Biosystems, U Habrovky
247/11, 140 00 Praha 4

milkah@centrum.cz

Diabetes 1. typu (TID) je organové specifické Thl
autoimunitni  onemocnéni. Thl lymfocyty infiltruji
Langerhansovy ostrivky a jimi produkované cytokiny
podporuji selektivni destrukci beta bun€k cytotoxickymi
lymfocyty, coz vede zpocatku k nedostatecné a posléze
nulové produkci inzulinu. Cilem studie tedy bylo analyzovat
genovou expresi nékterych imunoregulaénich gentt v mono-
nuklearnich bunikdch periferni krve pted a po stimulaci
syntetickymi diabetogennimi autoantigeny. Pro nékteré
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cytokiny (Thl, Th2, Th3 a Thl7) byla expresni data
korelovana také s vysledky proteinovych microarray.

Pro pilotni studii byly ziskdny vzorky 6 pacienti
s T1D, 14 pfibuznych diabetika (5/14 bylo pozitivnich aspon
na jednu autoprotilatku = skupina DRLpoz) a 4 zdravych
kontrol. Poté byly bunky periferni krve stimulovany
diabetogennimi peptidy (derivovany peptid 3 GAD65, peptid
IA2 a proinzulin). Cytokiny byly méfeny pomoci ELISA
a kvantitativni proteinové microarray, genova exprese pak
pomoci high density Phalanx gene microarray s 30968
genomovymi a 1082 kontrolnimi préobami. Pro naslednou
analyzu pak bylo vybrano 58 imunoregulacnich gen.

Po specifické stimulaci byla nalezena nejvyssi genova
exprese u skupiny DRLpoz. Tyto osoby maji pozitivni
autoprotilatky, ale normalni intravenézni toleran¢ni
glukosovy test. U skupiny DRLpoz byla nalezena vyznamné
vyssi exprese pro: IFN-gamma, IL-1, -2, -6, -13, -22, -31,
GATA-3, JUNB, IL-6R, STAT-6, TGF-beta.
Nejvyznamnéjsi deregulace byla zjisténa u IL-23R: 12krat
pro DRLpoz a 23krat pro T1D pacienty. U T1D pacienti
byla nalezena po stimulaci bun¢k vyznamna aktivace gent
IL-2, IL-33 a JUNB a deregulace IL-4, STAT-6 a GATA-3.
Data proteinovych microarray byla v souladu s daty
genovych expresi.

Vysledky pilotni studie naznacuji, Ze nejen buiiky Thl,
ale i nerovnovaha bun¢k Th2/Th17 mize byt v patogenezi
T1D velmi dulezita. Dalsi studium je vSak nezbytné.

Tato prace byla podporovana projekty ¢.: 00064203 a NPVII
2B06019.

PRIPRAVA TERAPEUTICKY AKTIVNICH PEPTIDU
V BAKTERIICH Escherichia coli

ZUZANA CHRASTILOVA™’, BARBORA
HOUSKOVA?, KLARA RICHTEROVA®, MARTINA
HLADIKOVA®, AKSANA DZIAHTSIARYK:,
MARTINA MACKOVA?, VLADIMIR KRAL*"

a JOST LUDWIG**

“YSCHT Praha, Ustav biochemie a mikrobiologie, 166 28
Praha 6; bZentiva a.s. Praha, 102 37 Praha 10; “Jihoceskd
univerzita, Ustav fyzikalni biologie, 373 33 Nové Hrady;
Universitit Bonn, IZMB / MolekulareBioenergetik,
Kirschallee 1, D-53115 Bonn, Némecko
zuzana.chrastilova@vscht.cz

Pozice a vyznam peptidovych a proteinovych 1é¢iv ve
farmaceutickém primyslu neustale sili a stava se jeho
nezastupitelnou soucasti. Tzv. biofarmaceutika ¢i biolé¢iva
se vyuzivaji pro 1écbu fady diive nelécitelnych nebo obtizné
lé¢itelnych  nemoci, jako je rakovina, autoimunitni
onemocnéni, cukrovka atd. V minulosti se peptidy a proteiny
s farmakologickym uc¢inkem ziskavaly extrakci z pfirodnich
zdroji, nyni se jejich vyroba piesouva k novym, modernim
technologiim, a to pfedev§im k technologiim vyuzivajicim
DNA rekombinantni techniky, které navic umoziuji tpravu
peptidi a proteind ,,na miru“ tak, aby mély optimalni
farmakologické vlastnosti.
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Cilem nasi prace je vybrat a pfipravit vhodny expresni
systém pro produkci terapeutického peptidu ve vysokych
vytézcich, tento peptid izolovat a purifikovat z mikrobialni
kultury a nakonec pfipravit ve vhodné 1ékové formé, ktera
peptid ochrani a dopravi do cilového mista v organismu.

Pro produkeci terapeutického peptidu (TP) byla zvolena
bakterie Escherichia coli a bylo testovano nékolik expresnich
systéml: a) exprese samotného genu pro TP, b) exprese
s vyuzitim fuzniho proteinu (exprese genu pro TP ve fuzi
s genem pro protein vazajici maltosu (maltose binding
protein, MBP)) a c) exprese s vyuzitim genové polymerace
(exprese genu pro TP v osmi kopiich, tzv. TP oktameru).

Pripravili jsme n¢kolik expresnich systémt vyuzivaji-
cich vySe zminéné piistupy s cilem zvysit vytézek produkce
peptidi v bakteriich Escherichia coli. Piistupy s vyuzitim
fazniho proteinu (b) a s vyuzitim genové polymerace (c) se
ukazaly jako vhodné metody piipravy terapeutickych peptidi
v E. coli. Nejvyssi vytézky poskytuje technika genové
polymerace. V soucasné dob¢ se zabyvame piipravou lékové
formy ptipraveného peptidu s vyuzitim nanoc¢astic vhodného
biodegradovatelného polymeru.

Tato prace vznikla za podpory grantu MPO 24-2TP1/030 a
MSM 6046137305.

ULOHA AROMATICKYCH REZIDUI
TRANSMEMBRANOVYCH DOMEN VE
STRUKTURE A FUNKCI P2X RECEPTORU

MARIE JINDRICHOVA®, VOJTECH VAVRA?,
TOMAS OBSILY, S. S. STOJILKOVIC”
a HANA ZEMKOVA®

“Fyziologicky ustav A VCR, v. v. i., Videriska 1083, 142 20
Praha 4; *Section on Cellular Signaling, Program in
Develop. Neuroscience, NICHD, NIH, Bethesda, USA
Jjindrichova@biomed.cas.cz

Purinergni P2X receptory (P2XR) jsou iontové kanaly
aktivované extracelularnim ATP. Jsou dulezité pfi pienosu
bolesti, kontrakci hladkych svali, imunitni odpovédi
a mnoha jinych fyziologickych procesech. U obratlovcl bylo
doposud objeveno sedm P2X podjednotek (P2X1-7). Kazda
podjednotka se sklada ze dvou transmembranovych domén
(TM1, TM2), spojenych extracelularni klickou obsahujici
ATP vazebné misto a intracelularniho N- a C-konce. Obé
TM domény maji helikalni uspofadani, tvoii por iontového
kanalu a jsou zapojeny v mechanismu jeho otevirani
a zavirani (gating). TM1 doména nepfimym zpisobem
ovliviiyje citlivost P2XR k ATP. Pouzili jsme alaninovou
skenovaci mutagenezi a elektrofyziologickou techniku
,patch clamp* a identifikovali jsme aromaticka rezidua TM1
domény P2X4R, ktera jsou dulezitd pro funkci receptoru.
Zamenili jsme za alanin také aromatickd rezidua v horni ¢asti
TM1 u receptord P2X1, P2X2, P2X3 a P2X7. Nahrada
konzervovaného TMI1 tyrosinu méla receptor-specificky
ucinek: u P2X1 vznikl nefunkéni receptor; P2X2, P2X3
a P2X4 mutace mély zvySenou citlivost k ATP
doprovazenou prodlouzenym uzaviranim iontového kandlu.
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Funkce receptoru P2X7 nebyla vyznamné ovlivnéna.
Alaninova zdména nékterych dalSich aromatickych rezidui
v horni ¢asti TM1 domény P2X receptort méla podobny,
avSak mensi ucinek. U P2X4R jsme zjistili, Zze
nahrada konzervovaného tyrosinu za dal$i aminokyseliny
zpusobi zvyseni citlivosti receptoru v poradi: Gly > Ile > Ala
> Cys > Trp > Phe > Tyr. Dale jsme zjistili, ze dvojité
mutovany receptor se kinetikou podoba divokému typu
P2X4R, pokud alaninem byla nahrazena aromaticka rezidua
nachazejici se mna stejné strané TMI1 helixu jako
konzervovany tyrosin, a naopak mutace nachazejici se na
opacné stran¢ helixu byla bez u¢inku. Vysledky prokazaly,
ze aromatickd rezidua vhorni c¢asti TMI, predevSim
konzervovany tyrosin, jsou dilezita pro vazbu ATP a gating
iontového kanalu P2X receptord.

Tato prace vznikla za podpory grantu GA AV I44500110910.
NOVE N,N'-DIOXIDY V ASYMETRICKE SYNTEZE
PRIRODNICH LATEK

ANETA KADLCIKOVA?® a MARTIN KOTORA®*"

“Katedra organické a jaderné chemie, PiF UK v Praze,
128 43 Praha 2; bUstav organické chemie a biochemie,
AV CR, 166 10 Praha 6

daise@seznaml.cz; kotora@natur.cuni.cz

Derivaty chiralnich bipyridinii jsou jedny z nejvice
vyuzivanych katalyzatorii v asymetrické syntéze, kde
vystupuji bud’ jako Lewisovské baze nebo mohou slouzit
jako ligandy pro pfechodné kovy. My bychom chtéli
predstavit novou metodu pro pfipravu novych nesymetricky
substituovanych  chirdlnich  bis(tetrahydroisochinolinit),
jejichz oxidaci vzniknou dva diastereomerni bis(tetrahydro-
isochinolin)-N,N'-dioxidy. Tato metoda spociva v [2+2+2]-
cyklotrimerizaci  tetraynu s  benzonitrilem a (R)-
tetrahydrofuran-2-karbonitrilem za pouziti katalyzatoru
CpCo(CO), za vzniku bis(tetrahydroisochinolinu), ktery byl
poté oxidovan pomoci kyseliny meta-chlorperoxybenzoové
na piisluiny N, N -dioxid (schéma 1)

-N

C ’a
©/ CpCo(CO),

+

Schéma 1
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Vzniklé (R,R)- a (S,R)-diastereomery byly od sebe
oddéleny jednoduchou sloupcovou chromatografii na
silikagelu. Katalytickd aktivita a asymetricka indukce
ptipravenych N,N’-dioxidli byla vyzkouSena v allylacnich
reakcich  benzaldehydd. Opticka Cistota ziskanych
homoallylalkoholi dosahovala 96%ee (schéma 2). Tyto
homoallylalkoholy slouzily jako chiralni synthony pro
ptipravu intermediatd vyuzitelnych v syntéze piirodnich
latek (schéma 2).

(0] ) 1 mol% OH
)j\ + ~LSiCl; ——
Ar” TH Kat.  Ar X
az 96%ee
(0]
= 5
Ar
Schéma 2

Tato prace vznikla za podpory Centra zakladniho vyzkumu
MSMT (projekt ¢. LC06070, Struktura a syntetické aplikace
komplexii prechodnych kovit GA CR (projekt ¢
203/05/0102).
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PROTEIN C-MYBVSNIZUJ E FREKVENCI
APOPTOZY BUNEK KARCINOMU STREVA BEZ
UCASTI PROTEINU COX2

LUCIA KNOPFOVA, KRISTINA NESPOROVA,
PETR BENES a JAN SMARDA

Ustav experimentdlni biologie, PFirodovédeckd fakulta,
Masarykova univerzita, Kotlarska 2, 611 37 Brno
Lknopfova@seznam.cz

Kolorektalni karcinom piedstavuje jedno z nejcas-
t¢jsich nadorovych onemocnéni postihujici obyvatele
primyslovych zemi. Proces transformace stfevnich bun¢k
zahrnuje postupné hromadéni mutaci a/nebo zmény exprese
nékolika protoonkogentl a nadorovych supresord. Jednim z
nich je protoonkogen c-myb. Hladina proteinu c-Myb, ktery
funguje jako transkripéni faktor a podili se na regulaci
proliferace, diferenciace a apoptdzy, je v burikach stfevnich
nadorll Casto zvySena. Mezi geny, jejichz exprese je
regulovéana proteinem c-Myb a jejichZ zvySena aktivita byla
také prokazana ve stievnich nadorech, patii cox-2 kodujici
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cyklooxygenasu 2. Inhibitory Cox-2 jsou povazovany za
perspektivni protinddorova 1é¢iva. Vyznam aktivace Cox-2
pro pronadorovy ucinek proteinu c-Myb ve stfevnich
bunkach je tedy z klinického hlediska zajimavy a neni dosud
objasnén.

Cilem tohoto projektu je uréit funkci proteinu c-Myb
v tizeni apoptdzy stievnich bunék a objasnit vyznam Cox-2
pfi zprostiedkovani G¢inkt tohoto transkripéniho faktoru.
Pripravili jsme derivaty bunéénych linii karcinomu stieva
HCT116 a HT-29 se zvySenou, resp. snizenou hladinou c-
Myb. Ové¢fili jsme korelaci mezi hladinou proteinu c-Myb
a mirou exprese cox-2. Testovali jsme citlivost bunck se
zménénou hladinou proteinu c-Myb ke dvéma induktorim
apop6zy: k cis-platiné a TRAILu. Podatilo se ndim prokazat,
ze bunky se zvySenou hladinou c-Myb jsou k cis-platiné
i TRAILu odolngjsi nez buiiky kontrolni. Analogicky, buiky
se snizenou hladinou c-Myb byly k uvedenym induktorim
apoptozy citlivéj$i. Nasledné jsme v buinikdch vystavenych
cis-platiné a TRAILu inhibovali aktivitu Cox-2. Zjistili jsme,
ze inhibice Cox-2 zvySuje viabilitu bunc¢k ovlivnénych
induktory apoptdzy. Tyto vysledky dokazuji, Ze protein c-
Myb snizuje frekvenci apoptézy bunck karcinomu stieva
a tento anti-apoptoticky ucinek neni zprostiedkovan
cyklooxygenasou 2.

Tato prace byla podporovana granty 204/08/H054
a 301/09/1115 GACR a MSM0021622415 MSMT
a 144501630801 GAAV CR.

ST{'JD;UM PROTEjNOV TIOREDOXINOVEHO
SYSTEMU BAKTERIE Streptomyces coelicolor A3(2)

MICHAELA KOHARYOVA?, PETRA STEFANKOVA?,
IMRICH BARAK" a MARTA KOLLAROVA®*

“Katedra biochémie, Prirodovedecka fakulta UK, Mlynskd
dolina CH-1, 842 15 Bratislava; bUstav molekularnej
biologie SAV, Dubravska cesta, 845 51 Bratislava 45
kollarm@jns.uniba.sk

Vsetky aerdbne organizmy napriek tomu, ze Ziju vo
vysoko oxida¢nom prostredi (21 % kyslika na trovni hladiny
mora), vnutro buniek uchovavaju v redukovanom stave.
V cytoplazme boli identifikované dva dolezité systémy, ktoré
uchovavaju redukovany stav proteinov: tioredoxinovy
systém a glutation/glutaredoxinovy systém'. Gram-pozitivna
pddna baktéria S. coelicolor A3(2) je unikatnym modelovym
organizmom, pretoze nedokaze syntetizovat' glutation.
Tioredoxinovy systém je jej hlavnym redoxnym systémom
udrzujicim redoxnii homeostazu, ovplyviiujiucim aktivitu
mnohych d’al$ich bielkovin a zi¢astiujucim sa ochrany pred
oxidacnym stresom. Genoém S. coelicolor A3 (2) koduje az 3
gény pre tioredoxiny, 2 gény pre pravdepodobné tioredoxiny,
1 gén pre tioredoxinreduktazu a d’alsie dva pre pravdepodob-
nu tioredoxinreduktazu. Skons$truovali sme nadprodukéné
kmene vbunkach E. coli pre tioredoxin A, A2, A3
a tioredoxinreduktdzu B. Proteiny sme izolovali a
charakterizovali ich vlastnosti. Tioredoxin A2 a A3 vykazuja
odlisné  vlastnosti v porovnani s tioredoxinom  A.
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Tioredoxinreduktaza B ma vysSiu afinitu k tioredoxinu A.
Podarilo sa nam vyriesit' krystdlova Struktiru tioredoxinu
A v rozliSeni 1,5 A (cit.?).

LITERATURA
1. Holmgren A.: Thioredoxin. Annu. Rev. Biochem. 54,
237 (1985).

2. Stefankova P., Maderova J., Barak 1., Kollarova M.,
Otwinowski Z.: Acta Crystallogr. F61, 1 (2005).

NOVE POLYMERY PRO KRYSTALIZACI
BIOLOGICKYCH MAKROMOLEKUL: APLIKACE
NA PROTEIN CD69

PETR KOLENKO™", JAN DOHNALEK™‘, JARMILA
DUSKOVA®, TOMAS KOVAL!, TEREZA SKALOVA®,
ANDREA STEPANKOVA™" a JINDRICH HASEK®

“Ustav makromolekuldrni chemie AV CR, 162 06 Praha 6;
YKatedra inZenyrstvi pevnych latek, FJFI, CVUT, Trojanova
13, 120 00 - Praha 2; “Fyzikalni ustav AV CR,
Cukrovarnicka 10, 162 00 Praha 6

kolenpel @fjfi.cvut.cz, hasek@imc.cas.cz

Krystalizace biologickych makromolekul je nejproble-
matictéjSim krokem pti urovani 3D struktur biologickych
makromolekul. Omezené mnozstvi polymerd pouZzivanych
v komerc¢nich krystalizacnich sadach vold po navrhu
a testovani novych polymert nebo ko-polymerd. Databaze
struktur proteini (PDB) poskytuje zaznamy o stovkach
struktur, ve kterych byly pozorovany interakce polymer-
protein"®. Tyto interakce byly analyzovany, aby byl
umoznén raciondlni navrh novych polymera s potencidlem
krystalizovat doposud neuspeésné testované a nové proteiny
ijejich komplexy.

Soubor osmi novych polymerd byl uspésné testovan na
nékolika proteinech. Nejlepsi difrakéni kvalitu prokazaly
krystaly extracelularni domény lidského receptoru CD69
pfipravené pomoci nového polymeru. Struktura CD69 byla
uréena v rozlideni 1,37 A, coZ je nejvyssi rozlideni ze viech
znamych struktur tohoto proteinu. Struktura podava
detailngj$i nahled na intra- a intermolekuldrni interakce
proteinu CD69.

Bylo prokazano, ze nové polymery pouzit¢ v nami
pfipravené krystalizacni sadé¢ jsou vhodnymi kandidaty
rozSifujicimi  nizky pocet polymerd pouzivanych v
komer¢nich sadach. Né&které z nich mohou byt pouzity
dokonce jako kryoprotektanty.

Tato prace vznikla za podpory GA AV CR (projekt I4AA
500500701), GA CR (projekt 305/07/1073) a Integrovaného
projektu SPINE2-Complexes Evropské komise cislo 031220.
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PURlFIKACLL& REKOMBINANTNEHO )
TRANSKRIPCNEHO FAKTORA NFI PRE ANALYZU
A IDENTIFIKACIU PROTEINOVYCH PARTNEROV

GABRIEL KOLLAROVIC*‘, DUSANA MAJERA",
KATARINA LUCIAKOVA® a PETER BARATH*

“Ustav experimentdlnej onkologie SAV, Vidrska 7, 833 91
Bratislava, Slovenskd republika *Present address: Jozef
Stefan Institute, Jamova 39, SI-1000, Ljubljana, Slovenia
gabriel.kollarovic@savba.sk

Transkripény faktor NFI (Nuclear Factor I) hra dolezita
ulohu v signalnych drahach, ktoré vedu k vyvinu a diferen-
ciacii buniek u vyssich eukaryotov'. Pri §tadiu expresie génu
pre translokator adeninovych nukleotidov — 2 (ant2) sme
identifikovali NFI ako transkripény faktor zodpovedny za
represiu transkripcie v G, faze bunkového cyklu®. Ciefom
tejto prace bolo exprimovat a purifikovat’ rekombinantny
NFI protein s N-terminalnymi znackami His6 a GST
a identifikovat’ proteinovych partnerov. NFI pomocou
afinitnej chromatografie.

Pri snahe o priamu purifikdiciu NFI proteinov
prostrednictvom fiznych znaciek sme zaznamenali vyskyt
kopurifikovanych kontaminantov. Tieto kontaminanty sme
odstranili prepurifikaciou na imobilizovanom heparine, ktory
svojou Struktirou mimikuje DNA molekulu. Po uspesnej
purifikacii rekombinantného NFI-A1 na Heparin-Sepharose
a nasledne na Ni- a GSH-Sepharose s vytazkom 3 az 10 pg
purifikovaného proteinu na liter bakteridlnej kultiry sme
potvrdili jeho funkénost pomocou EMSA a DNasel
protection assay. Pouzitim takto pripravenej proteinovej
navnady sme metddou afinitnej chromatografie a hmot-
nostnej spektrometrie identifikovali niekol’ko potencidlnych
partnerov NFI-A1, s ktorych hnRNP K a eEF1A mézu hrat’
ulohu pri rastom regulovanej expresii génov.

Za analyzu pomocou hmotnostnej spektrometrie dakujem
RNDY¥. Zbynkovi Zdrdhalovi, PhD., z Ustavu experimentdlnej
biologie Masarykovej Univerzity, Brno. Tato prdaca bola
podporovand grantmi APVT, ¢ 26-002102 a VEGA, ¢.
2/6060/26 a ¢. 2/0074/08.
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PRIPRAVA APO-CYTOCHROMU bs HETEROLOGNI
EXPRESI V Escherichia coli A JEHO VYUZITI PRO
OBJASNENI MECHANISMU PUSOBEN{
CYTOCHROMU bs V REAKCICH
KATALYZOVANYCH CYTOCHROMY P450

VERA KOTRBOVA, DAGMAR AIMOVA, MAREK
INGR, LUCIE BOREK-DOHALSKA a MARIE
STIBOROVA
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Cytochrom bs (cyt bs) je hemoprotein lokalizovany
v membranach endoplasmatického retikula, kde se podili na
reakcich katalyzovanych cytochromy P450 (CYP). V zavis-
losti na izoform& CYP a pouzitém substratu, ptisobi bud’ jako
stimulator nebo inhibitor CYP, anebo jako protein, ktery
aktivitu CYP neovliviiuje. Pfedpoklada se, Ze plsobeni cyt bs
muze vychdzet ze dvou mechanismi: (i) jeho pfimé
participace na pienosu elektroni na CYP a (ii)) jeho
allosterického pisobeni na konformaci CYP. K vysvétleni,
jakym mechanismem cyt bs reakce CYP skute¢né ovliviuje,
je tedy nezbytné posoudit efekt nejen nativniho cyt bs, ktery
je vzhledem k pfitomnosti hemového kofaktoru schopny
pfenosu elektront, ale i cyt bs, u néhoz je tato neproteinova
prostheticka skupina odstranéna (apo-cytochrom bs, apo-cyt
bs). Postup pro efektivni odstranéni hemové slozky
z nativniho cyt bs, a tedy ziskani apo formy v jeho piirozené
konformaci, neni dosud zndm. V naSich experimentech jsme
zkouseli dva potencialni postupy. Jednim byla extrakce hemu
z nativniho cyt bs chemickou cestou, acetonem pii pH 3.
Tento postup vSak vedl kdenaturaci jeho proteinové
molekuly. Druhou metodou byla pfiprava apo-cyt bs
heterologni expresi v E. coli. Pro pfipravu apo-cyt bs byl
vyvinut originalni postup jeho exprese, a to za absence
prekurzoru syntézy hemu v ristovém médiu pro produkéni
bakteridlni kmen. Gen pro membranovou formu krali¢iho cyt
bs byl pfipraven z komeréné syntetizovanych oligonukleo-
tidd pomoci PCR a spravnost jeho sekvence byla ovéfena
sekvenovanim. Expresnim vektorem z plasmidu pET-22b
byly transformovany buniky E. coli Bl-21 (DE3) Gold.
Produkce apo-cyt bs byla indukovana pomoci IPTG.
Rekombinantni apo-cyt bs byl izolovan z membranové
frakce, do které byl exprimovam, solubilizaci a purifikaci
ionexovou chromatografii na DEAE-Sepharose CL6B.
Purifikovany apo-cyt bs byl uspésné rekonstituovan na
nativni, hemovou, pIn¢ funkéni formu titraci roztokem
heminu. Ta vykazovala identické vlastnosti jako nativni cyt
bs jater kralika.

Podporovino MSMT CR (MSM0021620808), GA UK
(127208) a GA CR (203/09/0812).

NEZVYKLA REGIOSELEKTIVITA V CHEMII
THIACALIXARENU (META-SUBSTITUCE) A JEJI
VYUZITI PRO SYNTEZU ANIONTOVYCH

A FULLERENOVYCH RECEPTORU
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“Ustav organické chemie,"Ustav chemie pevnych ldtek,
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Supramolekularni chemie vyuziva slabych, tzv.
nevazebnych interakei k navrhu a syntéze latek schopnych
rozpoznavat a tvofit komplexy s kationty, anionty, piipadné
neutralnimi latkami, a to v mnoha pfipadech s vysokou
selektivitou.

Derivaty thiacalix[4]arenu hraji ve skupiny relativné
snadno modifikovatelnych makrocyklti vyznamnou roli.
Protoze dosud je znama jedind prace zabyvajici se Sg
aromatickou tetraalkylovaného derivatu thiacalixarenu,
zaméfili jsme se na tento typ reakci. Byl proveden
systematicky vyzkum nitrace, bromace, sulfonace a pfimé
formylace. Vibec poprvé byly syntetizovany derivaty se
substituenty v meta-polohach, oproti tomu v calixarenové
chemii dochazi za danych podminek vyhradné k para-
substituci.

Takto piipravené derivaty byly dale pfevedeny na
iminové a mocovinové receptory, jejichz komplexaéni
chovani vi¢i aniontim a fullerenim Cqy a C;o v riznych
rozpoustédlech pomoci 'H NMR anebo UV-VIS titraci jsou
prave studovany.

Obr. 1. Krystalografické struktury formyl- (vlevo) a nitro-derivéatu
(uprostied), ukazka struktury aniont/fullerenového receptoru
(vpravo)

Tento vyzkum byl podporen Grantovou agenturou Ceské
republiky (grant 104/07/1242 a grant 203/09/0691).
APOPTOZA NEUTROFILU PO KULTIVACI

S BAKTERIEMI

TEREZA LANGROVA® a PETR SLAMA™®

“Mendelova zemédélskd a lesnicka univerzita v Brné,
Zemédeélska 1, 613 00 Brno; bezkumn)} ustav veterinarniho
lékarstvi, v.v.i., Hudcova 70, 621 00 Brno
xlangrov@node.mendelu.cz

Apoptéza je programovand bunécna smrt, kterd
predstavuje geneticky fizeny sled morfologickych a bio-
chemickych pochodl. Apoptéza mize byt vyvolana nejen
regulatory vyvoje organismu, ale také pisobenim toxickych
faktorti!. Mezi morfologické zmény apoptotickych bungk
patii kondenzace cytoplasmy a chromatinu jadra -
karyopyknosis, svrasténi bunck a zaskrcovani cytoplasmatic-
ké membrany - zeiosis a fragmentace bunc¢k do
apoptotickych télisek. Mezi biochemické znaky apoptdzy
patii vedle fragmentace jaderné DNA také translokace
fosfatidylserinu z vnitini na vné&j§i stranu cytoplasmatické
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membrany. Annexin Vje protein, ktery se vaze
s fosfatidylserinem a umoziuje tak detekci apoptotickych
bungk pritokovou cytometrii’.

V této studii byly neutrofily ziskané vyplachem mlécné
zlazy jalovic kultivovany po dobu Sesti hodin s bakteriemi
Staphylococcus aureus a Streptococcus uberis a bylo
zjistovano, jak tato kultivace ovlivni apoptoézu neutrofild
a dynamiku zmén, které béhem apoptoézy probihaji. Podil
apoptotickych bunek byl zjistovan pritokovym cytometrem
po barveni Annexinem V a propidium jodidem, stadia
apoptozy svételnou mikroskopii.

Vysledky ukazaly, Zze interakce obou bakterii
s neutrofily vede k vyraznému poklesu poctu apoptotickych
bunék a také ve zménu zastoupeni jednotlivych stadii
apoptozy. Statisticky velmi vyznamné vys$i podil byl
zaznamenan v poltu apoptotickych télisek u bunck
kultivovanych s bakteriemi. S. aureus a S. uberis jsou
pivodci zanétu mlécné zlazy skotu. Vysledky studie
prokazaly, ze ovliviiuji fyziologické funkce bunék obranného
systému — neutrofilti. Ve studiu apoptézy bunck imunitniho
systému organismu je nutné pokracovat a zjisténé skutecnosti
pak vyuzit v prevenci a terapii zanétlivych onemocnéni.

Tato prace vznikla za financni podpory vyzkumného zaméru
MZE0002716202.
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IMUNOCHEMICKA DETEKCE ISOFLAVONOIDU
V AVOKADU AMERICKEM (Persea americana)
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Isoflavonoidy (3-fenylchromony) jsou charakteristické
sekundarni metabolity bobovitych rostlin (Leguminosae),
postupné ale narista evidence o jejich vyskytu v fadé dalsich
taxond'.

V této studii jsme testovali zastupce Celedi Lauraceae
(vaviinovité). Listy a plody avokada amerického (Persea
americana) byly lyofilizovany, rozemlety a extrahovany
smési methanol — voda 70 : 30. Extrakty byly analyzovany
nasledujicimi dvéma metodami:

a) Extrakty byly frakcionovany semipreparativni HPLC na
reverzni fazi C18 a poté analyzovany ELISA metodami
specifickymi pro daidzein, genistein, biochanin A a jejich
derivaty v polohach 7a 4’.

b) Extrakty byly analyzovany pomoci HPLC-MS-SIM.

V  rostliné byly zaznamenany frakce, jejichz
imunochemické chrakteristiky a reten¢ni casy odpovidaly
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standardim  daidzeinu, genisteinu, isoformononetinu,
formononetinu, biochaninu A.
Jedna se o prvni prikaz jednotlivych isoflavonoidi

u zastupce Celedi Lauraceae.

Prdce vznikla za podpory projektii 525/09/0994 GACR a
MSM 6046137305.
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I'JLOHA'CYT:OSKELET'U A FOSFOLIPASY D
V SIGNALNICH KASKADACH PRI OBRANNE
REAKCI ROSTLIN
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Po napadeni rostliny patogenem nastava komplexni
obrannd odpovéd. Rostlinnd buitka reaguje souCasné na
nékolika trovnich naptiklad zménou elektrickych potencialt
na membranach, mechanickym preskupovanim cytoskeletu'
a organel uvnitf bunky a biochemickymi zménami napf.
aktivaci enzymi a produkci sekundéarnich posli a potazmo
efektorovych proteinii a jinych sloucenin. Tyto tfi druhy
zmén se ruzné kombinuji pii indukci a uskute¢novani
signalnich kaskad, které nakonec vyusti v obrannou
odpovéd?. Tim, Ze buitka reaguje na nékolika trovnich
soucasn¢, zajistuje VveEtsi robustnost, rychlost, a tak
i efektivitu celé reakce. Pochopit a popsat nacasovani
a propojeni vsech reakcei je tikol nadmiru slozity.

Nasim ukolem je najit souvislost mezi signalni
kaskadou kyseliny salicylové a dynamikou aktinovych
filament a mikrotubulti. Spojovacim ¢lankem téchto dvou
systéml by mohla byt fosfolipasa D - PLD. V praci bylo
prokazano, ze po oSetfeni kyselinou salicylovou nedochazi
u rostlin Arabidopsis thaliana (s inzeréni mutaci v genu pro
fosfolipasu D- PLDy3) ke zvySené expresi PR proteint
(pathogen related). Exprese téchto PR proteint je produktem
signalni kaskady, ve které je zapojena kyselina salicylova’.
Isoforma fosfolipasy D- PLDy3 navic piimo interaguje
s aktinem. Dale byla sledovana dynamika mikrotubularniho
a aktinového cytoskeletu po aplikaci kyseliny salicylové
v netransformovanych a transgennich rostlindch A. thaliana
s cytoskeletem vizualizovanym pomoci navazaného GFP
a u rostlin A. thaliana s inzeréni mutaci genu pro fosfolipasu
D- PLDy3.

Tato préce vznikla za podpory MSMT (vyzkumné centrum
LC06034).
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STUDIUM DIFUZE V CASTICOVYCH
KOMPOZITECH NA EPOXIDOVE BAZI

TOMAS MOTKA a JAROMIR SNUPAREK

Ustav chemie a technologie makromolekularnich latek,
Fakulta chemicko-technologicka, Univerzita Pardubice,
ndam. Cs. Legii 565, 532 10 Pardubice
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Epoxidové pryskyfice maji diky svym vlastnostem
velmi S§iroké pouziti v mnoha primyslovych odvétvich
véetn¢ tradi¢niho vyuziti ve stavebnictvi a prumyslu
natérovych hmot. Diky svym vynikajicim elektroizola¢nim
vlastnostem nachazeji také uplatnéni v elektrotechnickém
primyslu jako izolanty a zalévaci prostiedky. Mezi dalsi
vhodné vlastnosti patii skvéla adhese, dobra odolnost proti
mechanickému namahani, chemicka a tepelna odolnost.
Casticové kompozity, vzniklé piidavkem pomérné nizkého
mnozstvi plniv a jinych pfisad, maji vyrazné lepsi vlastnosti
ne samotnd epoxidovéa matrice'.

Pochody vedouci ke zhorSeni ¢i uplné ztraté vlastnosti
systému je nutno posuzovat komplexné jako souhrn nékolika
fyzikalné-chemickych procest, které jsou navzajem
propojeny a ovlivnény. Jednim z téchto procest je difuze
pronikajiciho agresivniho média, nejcastéji kapaliny,
vytvrzenym epoxidovym systémem.

Metody hodnotici mechanické vlastnosti exponovaného
kompozitu jsou napiiklad dynamickd termomechanicka
analyza (DMA) a termomechanicka analyza (TMA). Mezi jiz
klasické zptisoby studia difuze patii metoda optické
mikroskopie, jenz je zalozena na expozici vzorku
sledovaného systému v obarveném roztoku difundujici
kapaliny a nasledné optické detekci postupu difuzniho cela
barviva matrici. Dal§i metoda mikroskopovych sklicek
vyuziva zakladnich principd metody optické mikroskopie,
umoziiuje vSak oproti metodé€ optické mikroskopie studium
difuze i u plnénych, mirn¢ prasvitnych epoxidovych
systéml. Vzhledem ke zméndm v matrici, zpusobené
difundujici kapalinou, dochazi pronikajicim svétlem k jeho
lomu na rozhrani ,exponované matrice — neexponovana
matrice* a tim 1 k vytvofeni difuzniho ¢ela. A to po expozici
v roztoku neobarvené difundujici kapaliny®.

Cilem prace je postihnout souvislosti mezi
mechanickymi vlastnosti a stupném difuze v zévislosti na
stupni vytvrzeni epoxidového systému a obsahu Casticového
plniva.
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Chem. Listy 103, 427-457 (2009)

ANALYZA EXPRESE A FUNKCE MICRORNA
U CHRONICKE LYMFATICKE LEUKEMIE

MAREK MRAZ, KARLA MALINOVA, SARKA
PAVLOVA, JIRI MAYER a SARKA POSPISILOVA

Centrum molekuldrni biologie a genové terapie, Interni
hematoonkologicka klinika FN Brno, Cernopolm' 9,625 00
Brno

marek.mraz@email.cz

Predstavy o komplexnosti regulace genové exprese
byly nedavno rozSifeny o ulohu molekul microRNA
(miRNA), coz jsou vysoce konzervované RNA tvotici 3-5 %
ze vSech genu v lidském genomu (tj. cca 1000 gent).
miRNA ovliviyji stabilitu a translaci mRNA cilovych gent
a maji zasadni funkce v bunééné diferenciaci, proliferaci
a apoptoze'. Prvnim potvrzenim vyznamu miRNA u nadort
bylo zjisténi o lokalizaci dvou miRNA miR-15a a miR-16-1
v oblasti 13ql4, kterda je deletovana u 50 % ptipadt
chronické lymfatické leukémie (CLL). Za protein regulovany
témito miRNA byl pozdéji oznacen Bcl2, ktery se vyznamné
podili na deregulaci apoptézy a bunééného cyklu u CLL. K
vzniku dal$ich defekt v regulaci bun. cyklu mize dochazet
v prubéhu onemocnéni (napt. delece/mutace p53) atim
k progresi choroby. V nasi praci jsme se zaméfili na analyzu
exprese miRNA u nejagresivnéjsiho subtypu onemocnéni
s deleci/mutaci genu p53 a hledani miRNA hrajicich tGlohu
v patogenezi CLL.

Pro analyzy byla odebrana periferni krev 30 pacientt
s CLL, u nichz byly zji$tény standardni prognostické udaje
(FISH, mutacni status p53, mutaéni status tézkého fetézce
imunoglobulinu (IgVy), exprese ZAP+). Pomoci metodiky
qRT- PCR (35 vybranych miRNA) a microArray byla
v separovanych nadorovych bunkach studovana exprese
miRNA. Byla zjisténa snizend exprese tfi miRNA — miR-
34a, miR-29c a miR-17-5p — u pacienti s deletovanym
a/nebo mutovanym p53 (del/mut p53 n=12 vs. wt p53
n=18)>. Tyto miRNA reguluji proteiny &asto studované
v souvislosti s patogenezi CLL. miR-34a reguluje expresi
Bcl2 proteinu a miR-29¢ reguluje proto-onkogeny Tcll
a Mecll, jejichz abnormalni exprese je znama z mySich
modelt vzniku CLL. miR-17-p je regulovana c-myc (klastr
miR-17-92) a tidi expresi E2F1, p21, cyklinu D1. Vysledky
naznacuji, ze analyza exprese miRNA mize byt nastrojem
pro uréeni progndzy a piistupu k terapii pacientti. Vzhledem
k predpokladanému vlivu zminénych miRNA na dalsi
dilezité proteiny mohou tyto hrat podstatnou roli v samotné
kancerogenezi CLL*®.

Prace byla podporena IGA MZ CR NR/9293-3/2007.
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EFEKT NENASYCENYCH MASTNYCH KYSELIN NA
BUNECNOU SMRT VYVOLANOU PUSOBENIM
NASYCENYCH MASTNYCH KYSELIN

VLASTA NEMCOVA-FURSTOVA, TEREZA KOPSKA
a JAN KOVAR

Oddeéleni bunécné a molekuldrni biologie UBBMB &
Centrum pro vyzkum diabetu, metabolismu a vyZivy,
3. lékarska fakulta UK, Ruska 87, 100 00 Praha 10
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Chronicky zvySena hladina mastnych kyselin (MK)
v krvi pfispiva u nemocnych s diabetem 2. typu k ubytku
pankreatickych beta bunck, a to zejména mechanismem
bunécné smrti (apoptdzy). Na experimentalnim modelu linie
lidskych pankreatickych beta bunék NES2Y jsme jiz diive
ukazali, ze saturované MK (e.g. kyselina palmitova
a stearova), na rozdil od nesaturovanych MK (kyselina
palmitolejova a olejovd) indukuji v koncentraci 1 mM
a vy§§ich bun&nou smrt'. Cilem prace bylo otestovat vliv
nenasycenych MK na proapoptotické puisobeni nasycenych
MK u bunééné linie NES2Y.

Nenasycené MK jiz od koncentrace 0,2 mM kompletné
inhibuji apoptoticky efekt 1 mM koncentrace nasycenych
MK (P<0,01), jak jsme zjistili spoctenim zivych bunck po 96
hodinach inkubace bunék NES2Y s testovanymi MK. Po
indukci bunééné smrti ptisobenim nasycenych MK (1 mM,
24 h) jsme detegovali signifikantni zvySeni hladiny
aktivované kaspasy-2 (P<0,02) a mirné zvySeni hladiny
aktivovanych kaspas-8 a kaspas-9 (P<0,05). Nedetekovali
jsme vsak signifikantni zvySeni hladiny aktivované kaspasy-3.
Hladinu aktivovanych kaspas vyrazné snizila piitomnost
nenasycené MK (P<0,05). Plsobeni nasycenych MK
nevyvolalo ve sledovanych bunikdch zvySeni hladiny
»reactive oxygen species“ (ROS) ani vyrazné snizeni
mitochondridlniho membranového potencidlu (Ay,), které
by piedchazelo aktivaci kaspas.

Bunééné smrt indukovana nasycenymi MK u pankrea-
tickych beta bun€k je zprostfedkovana zejména aktivaci
kaspasy-2 bez aktivace kaspasy-3 a nedochazi pii ni
k vyraznym zménam v hladinach ROS a v drovni Ay,
Nenasycené MK jsou schopny efektivné inhibovat bunécnou
smrt indukovanou pusobenim nasycenych MK vcetné
aktivace kaspas. Vysledky naSich experimenti poukazuji na
skutecnost, ze mitochondrialni drdha indukce apoptozy neni
hlavni drahou bunééné smrti spousténé pisobenim
nasycenych MK.

Prace byla podporena vyzkumnym zamérem 3. LF UK MSM
0021620814.
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EXPRESE GENU OPERONU PRO KONVERZI
ALDOXIMU, NITRILU A AMIDU Z RHODOCOCCUS
ERYTHROPOLIS A4

ADAM PAVLIK, O. VOLKOVA, M. KNOPPOVA,
J.NESVERA a M. PATEK

Mikrobiologicky vistav, Akademie véd Ceské republiky, v. v.
1., Videnska 1083, 142 20 Praha 4
adam.pavlik@biomed.cas.cz

Kmen Rhodococcus erythropolis A4 produkuje vysoké
aktivity nitrilhydratasy (>14000 U/L) a amidasy (>1700 U/L)
v kulturdch, u nichz byly optimalizovany zdroje zivin
a induktori. Tyto enzymy Ilze vyuzit pro hydrolyzu
alifatickych i aromatickych nitrild a amidi. Geny pro
podjednotky nitrilhydratasy byly klonovany a izolaci
okolnich chromosomovych oblasti byl nalezeny geny
odpovédné za drdhu pfemény aldoximi na karboxylové
kyseliny. Kompletni sekvence tohoto useku (9552 bp,
GenBank Acc. No. AM946017) zahrnuje osm stejné
orientovanych gent fidicich metabolismus aldoximu, nitrilt
a amidd: nhr4 (regulator 4), oxd (aldoximdehydratasa), nhr2
(regulator 2), nhrl (regulator 1), ami (amidasa), nhal, nha2
(alfa a beta podjednotky nitrilhydratasy) a nhr3 (regulator 3).
RNA-hybridizace neprokazala spoleény velky transkript
téchto gent, ale kratsi transkripty pokryvajici 1 az 4 geny.
Gen pro amidasu (ami) je pfepisovan samostatné (transkript
1,6 kb), dale spolecné s geny nhal, nha2 (transkript 3 kb)
a do spolecného transkriptu genti ami, nhal, nha2 a nhr3 (5
kb). Fragmenty obsahujici potencialni promotorové oblasti
operonu byly klonovany v promoter-probe vektoru pEPRI.
Transkripéni aktivitu vykazovaly oblasti pfed geny oxd,
nhr2, nhrl, ami, nhal a nhr3. Metodou primer-extension byl
nalezen transkripéni pocatek genu ami. S pouzitim DNA-
afinitni chromatografie a hmotnostni spektrometrie jsou
vyhledavany proteiny, které se vazou na regulacni oblast
genu ami. Gen ami byl klonovan v expresnich vektorech
pEXT20 (exprese v Escherichia coli) a pFEX16 (exprese
v R. erythropolis). Aktivita enzymu produkovaného buiikami
E. coli potvrdila, Ze proexpresi genu pro amidasu
v heterolognim systému neni potfeba pfitomnost dalsiho
genu (napi. aktivatoru). Cilem analyz mechanismu regulace
genu ami a jeho homologni nebo heterologni exprese je
ziskat kmen, ktery by vykazoval vysokou aktivitu amidasy.

Tato price vznikla za podpory grantu MSMT LC06010
BIOTRANS.

INTERAKCE N-TERMINALNIHO ZBYTKU
KYSELINY MYRISTOVE S MATRIXOV\;(I,V[
PROTEINEM MASON-PFIZEROVA OPICiHO VIRU
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Polyprotein Gag je prekursorem vSech strukturnich
proteinti a hraje vyznamnou tlohu pfi tvorbé a puceni virové
Castice. N-terminalni doména Gag, matrixovy protein (MA),
interaguje s bunéénou membranou, protoze je na povrchu
nezralé virové Castice. MA interaguje s cytoplasmatickou
membranou pomoci kladné nabitych zbytkli aminokyselin
a myristoylu kovalentné¢ pfipojeného k N-termindlnimu
glycinu. Bylo popsano nékolik jedno a vicebodovych mutaci
MA, které ovliviiji Zivotni cyklus M-PMV'.

V na$i praci jsme se zaméfili na urceni molekularni
podstaty zmény fenotypu zptsobené mutacemi T411/T781
a Y28F/Y67Fv M-PMV MA. Castice nesouci tyto mutace
nejsou schopny pucet skrz cytoplasmatickou membranu
a akumuluji se u ni"%.

Ur¢ili jsme tfirozmémé struktury obou mutantd
a divokého typu MA pomoci NMR spektroskopie. Mutace
nezpusobila zasadni zmény celkové struktury proteinu, ale
zmutované hydrofobni aminokyseliny jsou orientovany do
jadra proteinu, kde mohou interagovat se zbytkem kyseliny
myristové. Tato zjisténi podporuji hypotézu, ze zvyseni
hydrofobicity jadra proteinu brani uvolnéni myristoylu pro
interakci s membranou, a tak brani puceni nezralych
virovych ¢astic z buiiky. Pro potvrzeni této hypotézy jsme se
zaméfili na urCeni struktury myristoylovaného MA
s dirazem na interakci myristoylu s jadrem proteinu a na
rozdily mezi mutanty a divokym typem.

Tato prdace byla financovana z prostredkii: Ministerstvo
Skolstvi CR 1M6837805002, MSM 6046137305 a ME 904,
GACR # 203/07/0872 a grant # CA 27834 od National
Institutes of Health
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NEUROBLASIOMOVA BUNECNA LINIE )
REZISTENTNI K ELLIPTICINU - GENETICKA
A EXPRESNI CHARAKTERISTIKA
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Neuroblastom vysokého rizika (HR NBL) je jednim
z nejhite 1é¢itelnych nadort détského veéku. Stale se proto
hledaji nové Iéky a 1é¢ebné postupy. Jednim z nich muze byt
i cytostatikum ellipticin, u kterého jsme prokazali
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cytotoxicky efekt na bunky HR NBL in vitro. Interkalace do
DNA a inhibice topoizomerasy II alfa (TOP24) jsou
povazovany za jedny z hlavnich mechanismii jeho cytotoxic-
kého ucinku. Ellipticin plsobi po metabolické aktivaci také
jako alkyla¢ni c¢inidlo, kovalentné modifikujici DNA.
Vyznamnym faktorem ovliviiujicim jeho Gcinek a specificitu
muze byt i rozdilna individualni vybava enzymy dilezitymi
pro jeho bioaktivaci. Cilem nas§i prace bylo poznat
mechanismy, které vyvolavaji rezistenci vaci ellipticinu.
Lidskda HR NBL linie rezistentni k ellipticinu (UKF-NB-
4rELLI) byla ziskana dlouhodobou kultivaci UKF-NB-4
s postupné se zvysujici koncentraci ellipticinu. UKF-NB-
4rELLI jsme analyzovali pomoci komparativni genomové
hybridizace, zmény chromosomovych oblasti ovéfili
fluorescencni in situ hybridizaci, expresi gentl jsme testovali
metodou expresni ,,microarray” a ovéfili RT PCR. Zjistili
jsme zmény v expresi fady genl. Za nejvyznamnéj$i u
rezistentni linie povazujeme sniZeni exprese topoizomerasy 1
a 2A, provazené ztratou zmnozeni genu TOP2A. Dal§im
mechanismem, ktery mize byt zodpovédny za rezistenci vici
ellipticinu, je zvySena exprese antiapoptotického genu Bcl-2.
Apoptozu je mozné zablokovat i deleci genu B4AX. UKF-NB-
4rELLI' m4 oblast 19q s lokalizaci genu BAX ,,deletovanou®,
exprese MRNA BAX vsak zistavda beze zmén. Oblasti
chromosomtt 7q21 (MDRI), 1024 (MRP2), 12ql13-14
(LRPI), 16p13 (MRP1I), byvaji u chemorezistentnich nadort
amplifikované. UKF-NB-4rELLI Zzadné takové zmény, ani
zmény exprese na urovni mRNA, nevykazuje. Na urovni
proteinu jsme vSak nalezli zvySeni exprese LRP a MRP2.
Ziskané vysledky potvrzuji, Ze rezistence vici ellipticinu je
podminéna nékolika rozdilnymi mechanismy.

Prace vznikla za podpory MSMT (MSM0021620813) a GA
UK (7926/2007).

PEPTIDOGLYKANOVE HYDRQLAZY Z CECADE )
Enterococcaceae AKO POTENCIALNE ENZYBIOTIKA

LENKA SERENCOVA, MARIA PIKNOVA, PETER
PRISTAS a PETER JAVORSKY

Ustav fyziolégie hospodarskych zvierat, SAV, Soltésovej 4-6,
040 01 Kosice
serencova@saske.sk

Hydrolazy bakteridlnych bunkovych stien si v stcas-
nosti znaéne Studovanou triedou enzymov. Ich substratom je
najdolezitejSia  zlozka bunkovych stien baktérii —
peptidoglykan. Vd’aka ich tzkej cielovej $pecificite a nizkej
pravdepodobnosti vzniku rezistencie sa uvazuje o moznos-
tiach ich terapeutického vyuzitia, ako alternativy klasickych
antibiotik'. Purifikované peptidoglykanové hydroldzy maja
oproti bezne pouzivanym antibiotikdm niekol’ko vyhod,
predovsetkym cielené usmrcovanie antibioticky
rezistentnych patogénnych baktérii, schopnost, ktort
zabezpe&uji ich CWT (cell wall tagreting) domény?.

V poslednej dobe sa jednou z hlavnych pri¢in nozoko-
midlnych infekcii stdvaju enterokoky’. O peptidogly-
kanovych hydroldzach s cielovou Specificitou proti tejto
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skupine baktérii existuje len malo poznatkov. V nasej praci
sme sa zamerali na Stidium enterolyzinu A (EnlA),
peptidoglykanovej hydrolazy s lytickou aktivitou proti
Sirokému  spektru  potencidlnych patogénov, vratane
enterokokov. EnlA bol na naSom ustave heterologicky
exprimovany a purifikovany, ako rekombinantny, biologicky
aktivny protein®. V naSej praci sme Studovali modularnu
organizaciu EnlA s vyuzitim komparativnej sekvenénej
analyzy. Naslednou fuziou CWT domény EnlA so zelenym
fluorescenénym proteinom (GFP) a testovanim tohto fuzneho
proteinu sme potvrdili predpokladanu funkciu CWT domény
ajej vyznam pre cielova Specificitu EnlA. Podobnym
sposobom planujeme kombinovat CWT a katalytické
domény roznych peptidoglykdnovych hydroldz s cielom
pripravit nové, Gi¢innejsie a uzko ciel'ovo Specifické enzymy.

Tato praca bola podporovana grantom APVV-0586-07
a VEGA 2/0006/08.
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[7IHELQUAT: FLEXIBILNI SYNTEZA
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Byl vyvinut modularni vysoce prakticky synteticky
ptistup knové skupiné vodorozpustnych fluorescentnich
dikationickych helikalnich struktur se sedmi
kondenzovanymi kruhy — [7]helquatim. Prvnim krokem této
ptipravy je Sonogashirtv kaplink chloroisochinolinu
splynnym  acetylenem. Pro syntézu  symetrickych
[7]helquati  je produkt Dbiskvarternizovan pfislusSnym
triflitem za vzniku symetrického triynu', pii piipravé
nesymetrickych  struktur se provede nejprve mo-
nokvarternizace prvnim triflatem v toluenu a po izolaci se
monokation kvarternizuje jinym triflatem v dichlormethanu
za vzniku nesymetrického triynu. Nasleduje klicova [2+2+2]
cykloisomerace? triynu, kdy vznika piisluiny [7]helquat. Na
purifikaci kationickych struktur neni tfeba chromatografie —
sta¢i promyti vhodnymi rozpoustédly ¢&i extrakce. Struktury
nékterych triynii a helquatd byly potvrzeny rentgenovou
difrakei'.
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Dikationty planujeme testovat jako organokatalyzatory.
Na zéklad¢ podobnosti s viologeny lze ocekavat herbicidni
aktivitu®. Mozn4 interakce s DNA je zkouména.
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Projekt byl podporen projekty UOCHB (Z4 055 0506) a GA
CR (203/09/0705).
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FOSFANYLFERROCENQVE AMIDY NESOUCH ]
2-HYDROXYETHYLOVE SKUPINY NA AMIDOVEM
DUSIKU

JIRI SCHULZ, IVANA CISAROVA
a PETR STEPNICKA®

Univerzita Karlova v Praze, PrF, Katedra anorganické
chemie, Hlavova 2030, 128 40 Praha 2
schulz@natur.cuni.cz, stepnic@natur.cuni.cz

Béhem studia koordina¢nich vlastnosti a katalytického
uplatnéni fosfinoferrocenovych karboxylovych kyselin' jsme
se zaméfili rovnéz na studium odvozenych fosfinoamidu.
Scilem navézat na pfedchozi praci® jsme se rozhodli
pripravit dva nové fosfinoferrocenové amidy nesouci 2-
hydroxyethylové skupiny na amidovém dusiku a studovat
jejich koordina¢ni vlastnosti a moznosti katalytického
vyuziti.

Amidy 1 a 2 byly pfipraveny amidaci 1'-(difenyl-
fosfino)-ferrocenkarboxylové  kyseliny (Hdpf)'?. Tyto
ligandy mohou diky svému polarnimu charakteru a moznosti
tvorby vodikovych vazeb vykazovat zvySenou rozpustnost

448

IX Amerika 2009

v polarnich organickych rozpoustédlech a také slouzit jako
synthony pro  supramolekularni  chemii  komplexi
ptechodnych kovii. Z tohoto divodu byly pfipraveny rovnéz
palladnaté¢ komplexy (3, L = 1; 4, L = 2). Pomoci
rentgenostrukturni analyzy bylo zjiSténo, ze pfipravené
ligandy i jejich palladnaté komplexy tvoii v pevném stavu
komplikované supramolekularni struktury prostfednictvim
vodikovych vazeb, ménici se od jednorozmérnych fetézcl az
po trojrozmémé molekularni sité. Katalyticka aktivita
palladnatych komplexii 3 a 4 byla testovana v palladiem
katalyzované Suzukiho reakci fenylborité kyseliny s aryl-
bromidy ve vybranych polarnich rozpoustédlech.

ey (B
Fe Fe
° O o
@ % /__/
NH NH
4 5
\jOH OH
Schéma 1. Fosfanylamidy 1 a 2
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ELEKTROCHEMICKA DETEKCE HYBRIDIZACE
DNA AFLATOXINOGENNICH PLISNI S VYUZITIM
UHLIKOVYCH ELEKTROD

PETRA SNEVAJSOVA®, LUKAS TISON*
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Bioanalytické stanoveni DNA ma obvykle za tkol urcit
pfitomnost ur¢ité sekvence nukleotidii ve vzorku. Pro
analyzu se vyuziva hybridizace vzorku s komplementarni
sekvenci (sondou €i probou) na zékladé komplementarity
bazi v DNA. K elektrochemické detekci hybridizace DNA se
nejvice pouzivaji elektrody uhlikové a =zlaté. Detekce
hybridizace DNA na elektrodach vyuziva nejriznéjsich
principt, véetné vlastni elektroaktivity DNA,
elektrochemicky aktivnich indikatori, kovalentné znacenych
signalnich sond' atd.

Cilem prace je zavést metodiku pro elektrochemickou
detekci vybraného useku DNA koédujiciho biochemickou
cestu syntézy aflatoxinu B; u nékterych kment plisni rodu
Aspergillus. Princip metody se zaklada na aktivit¢ enzymu
alkalické fosfatasy (ALP). CilovA DNA je nejdiive
imobilizovana na povrch elektrody, poté hybridizuje se
sondou znacenou biotinem. Na biotin je navazan konjugat
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streptavidinu s ALP. Alkalicka fosfatasa katalyzuje pfeménu
elektroinaktivniho substratu 1-naftylfosfatu na elektroaktivni
produkt 1-naftol, jehoz signal je detegovan voltametricky.

K tomuto ucelu bylo vyuzito tfielektrodového
usporadani, kdy jako mérna elektroda byla pouzita uhlikova
pastova elektroda (CPE) nebo uhlikova tisténa elektroda
(SPCE), srovnavaci argentchloridova elektroda a jako
pomocna elektroda platinova. Metoda byla nejdiive
optimalizovana pro syntetické oligonukleotidy. Nejvhodnéjsi
parametry jednotlivych krokd elektrochemické detekce
hybridizace DNA byly nasledné vyuzity pfi analyze vzorkl
DNA izolovanych z nékterych kment aspergild.

Tato price vznikla za podpory grantu MSMT CR
(MSM0021627502), GA CR (203/08/1536; 203/09/0148) a
LC 06035.
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AKCEPTORY A SEKUNDARNI ZDROJE
SINGLETOVEHO KYSLIKU A JEJICH
SUPRAMOLEKULARNI KOMPLEXY

S CYKLODEXTRINY

LENKA SLAVETINSKA', JIRI MOSINGER" a PAVEL
KUBAT®

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, 166 10 Praha
6; bKatedra anorganické chemie, PFF UK, 128 40 Praha 2;
"Ustavfyzikdlni chemie AV CR, 182 23 Praha 8
slavetinska@uochb.cas.cz

Singletovy kyslik 'O, nasel uplatnéni predeviim diky
svému silnému cytotoxickému a oxidativnimu pisobeni
viadé aplikaci, jako jsou mnapf. fotodynamicka lécba
nadorovych onemocnéni a atherosklerosy, inaktivace virl
a bakterii, fotodesinfekce mikrobidlné znecisténych vod
a vyvoj novych ekologicky Setrnych herbicidd a
insekticida)'. Singletovy kyslik reaguje [4+2] cykloadici
s aromatickymi slou¢eninami (anthracenové a naftalenové
derivaty) za vzniku rdzné stabilnich endoperoxidd. Jejich
termolyzou dochazi ke zpétné reakci, pii které vznika
pivodni sloucenina a wuvoliiuje se kyslik, céastecné
v singletovém stavu. Takovéto aromatické slouceniny pak
mohzosu byt oznaovany za akceptory a sekundarni zdroje 'O,
(cit.™).

Cyklodextriny CD jsou znamé tvorbou inkluznich
»host-guest* komplexti s fadou organickych i anorganickych
molekul vazanych do cyklodextrinové kavity kombinaci
hydrofobnich a elektrostatickych interakei. Tvorba ,host-
guest® komplexi ma za nasledek zménu fyzikdlnich
a  fotofyzikalnich  vlastnosti inkludovanych latek.
Cyklodextriny jsou studovany zejména jako nosice léku,
nebot” zvySuji stabilitu ,,guest® molekul vuéi tepelné
degradaci, zvySuji jejich rozpustnost a také biologickou
aktivitu®,
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V této studii byla pfipravena série vodorozpustnych
aromatickych endoperoxidi vyuzitelnych jako sekundarni
zdroje '0,, u nichZ byla prokazana schopnost vytvétet ,host-
guest komplexy s cyklodextriny. Sledovan byl také vliv
cyklodextrini na fyzikadlni a fotofyzikalni vlastnosti
inkludovanych akceptori/sekundarnich zdroji 'O,.
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NOVE MOZNOSTI PRI DETEKCI LATENTNI
INFEKCE BAKTERII Mycobacterium tuberculosis —
STANOVENI CYTOKINU POMOCI PRUTOKOVE
CYTOMETRIE A KVANTITATIVNIHO PCR

ONDRE]J STANEK®, IRENA LINHARTOVA?, ILONA
BIBOVA®, MARCELA SIMSOVA" a PETER SEBO*

“Mikrobiologicky istav Akademie véd Ceské republiky,
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V posledni dob& opét stoupd pocet lidi nakaZenych
tuberkul6zou a to nejen v rozvojovych zemi tetiho svéta, ale
v disledku migrace také v zemich vyspélych. Odhaduje se,
Ze jedna tfetina svétové populace je nakaZena latentni
formou tohoto onemocnéni, oteviend forma se ndsledné
rozvine u desetiny takto infikovanych, v poloviné piipadi
v prvnich dvou letech po kontaktu s bakterii. Kazdy cloveék
s otevienou formou tuberkulézy pak priblizné infikuje
dal$ich 10-15 lidi. Kritickym bodem v boji proti této zdkeiné
nemoci je v€asné a presné odhalen{ latentni infekce bakterii
Mycobacterium tuberculosis (LTBI). V soucasné dobé pro
tyto ucely nejpouzivanéj$i Tuberkulinovy koZni test,
zaloZeny na stimulaci PPD (Purified Protein Derivative), je
vSak nepfesny diky kifZovym reakcim s antigeny
environmentalnich mykobakteriii a pouzivané BCG vakciny.
Tento  nedostatek se  podafilo  vyfeSit unovych
diagnostickych testi pouzitim antigeni CFP-10 (10-kDa
culture filtrate protein) a ESAT-6 (6-kDa early secreted
antigenic target). Ty jsou kddovany v lokusu RD1 (Region of
Diference) pfitomném pouze u infekénich kmend. Tyto
antigeny spolecné s antigenem Tb 7.7 jsou pouZivany
v komer¢né dostupném kitu ,,Quantiferon TB-gold in tube*
pro detekci latentni tuberkulézy, zaloZeném na in vitro
restimulaci T-bunééné odpovédi v krvi pacienta provdzenou
zvySenou expresi IFN-I, ktery je ndsledné stanoven metodou
ELISA. Porovndvali jsme hladinu IFN-1 po in vitro
restimulaci perifernich mononukledrnich krevnich bunék jak
volnymi antigeny CFP-10, Esat-6 a Tb 7.7, tak i ekvi-
molarnim komplexem CFP-10/Esat-6, smési vSech tif
antigeni a ve formé antigen-fizniho proteinu s adenylat
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cykldzovym toxoidem, jako nosi¢e a dopravce antigenu.
Hladina IFN-0 byla stanovena pomoci prutokové cytometrie
(FACS) a kvantitativnim PCR (q-PCR). Ziskana data byla
soubézné porovnivina s komerénim kitem Quantiferonem
TB-gold. Z prvnich vysledku je patrné, Ze pro stimulaci
bunék s kvantifikaci na pratokovém cytometru a q-PCR je
tfeba jen Ctvrtiny c¢asu a diky dostate¢né nizkému
detek¢nimu limitu je vyuZito i velmi nizkého poctu
pamétovych T-bun€k. Mezi dalsi vyhody patii moZnost
stanovit poc¢et CD4+ a CD8+ T-bunék uvoliujicich IFN-I u
metody pritokové cytometrie, coZ je obzvlasté dulezité
u CD4+ deficientnich pacientd a u gq-PCR je podstatnou
vyhodou moZnost snadného stanoveni ostatnich cytokinti.

Tato prdace vzmikla za podpory grantii KAN200520702
a NPVII 2B06161.

ANAL\ZZA EXPRESE CYKLINU D1 U LYMFOMU
Z BUNEK PLASTOVE ZONY

LENKA STEFANCIKOVA™, MOJMIR MOULIS™,
PAVEL FABIAN’, IVA FALKOVA®, INGRID
VASOVA*® a JANA SMARDOVA™"*

“Ustav patologie a “Interni hematoonkologickd klinika, FN
Brno, Jihlavska 20, 625 00 Brno, bUstav experimentalni
biologie, PiF MU, 611 37 Brno, °LF MU, 662 43 Brno,
10ddéleni patologie, MOU, Zluty kopec 7, 565 53 Brno
stefancikoval@seznam.cz

Lymfom zbunék plastové zoény (mantle cell
lymphoma, MCL) je vzacné, agresivni a prognosticky malo
pfiznivé nadorové onemocnéni. Vznika abnormalni
proliferaci B bun¢k ve vnéjsim okraji folikul lymfatickych
uzlin. Cytogeneticky je MCL charakterizovan translokaci
t(11;14)(q13;q932), kterd je pfitomna v nadorové tkani témer
vSech pacientd. Tato translokace vede k ptediazeni
zesilovace transkripce genu pro tézky fetézec imunoglobuli-
nu pfed gen pro cyklin D1. Dusledkem je vysoka exprese
cyklinu D1, regulatoru bunécného cyklu.

Detailné jsme analyzovali cyklin D1 v nadorové tkani
33 pacientd s MCL diagnostikovanych ve FN Brno v letech
2003 az 2008. Translokaci t(11;14) jsme stanovovali
fluorescenéni hybridizaci in situ (FISH). ZvySenou hladinu
mRNA cyklinu D1 jsme zjistovali kompetitivni reverzné
transkriptazovou PCR (RT-PCR) a mnozstvi proteinu jsme
detegovali westernovym pfenosem a imunohistochemicky.
Vysledky vsech metod spolu korelovaly. U 31 piipada (94
%) jsme prokazali translokaci t(11;14) a zvySenou hladinu
jak mRNA, tak proteinu cyklinu D1. Ke stanoveni proteinu
cyklinu D1 westernovym pienosem jsme pouzili dvé
protilatky (SP4 a CDI1.1). Zatimco protilatka SP4 byla
vysoce citliva a specifickd a detegovala pouze cyklin D1,
protilaitka CD1.1 ukazovala u nékterych piipadi vedle
cyklinu D1 1 dal$i protein. Na zdklad¢ jeho molekulové
hmotnosti a srovnanim s vysledky kompetitivani RT-PCR se
mobhlo jednat o cyklin D2. To jsme prokazali protilatkou Ab-
4 specifickou pro cyklin D2, ktera jasn¢ urcila jeho zvySenou
hladinu u 2 pfipadd (6 %) bez t(11;14). Onkogenni ucinek
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cyklinu D1 je u téchto vzacnych piipadi MCL nahrazen
cyklinem D2.

Prace byla podporena  IGA MZ NR/9305-3, MSMT
0021622415 a GA CR 204/08/H054.

PREFERENCNI SELEKCE ISOMERU
p-GALAKTONO-1,5-LAKTONU ENZYMEM
B-GALAKTOSIDASOU Z Arthrobacter sp. C2-2 PRO
VAZBU DO AKTIVNIHO MiSTA
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JAN DOHNALEK", JARMILA DUSKOVA®, PETR
KOLENKO", JINDRICH HASEK" a PETRA
LIPOVOVA®

“Katedra inZenyrstvi pevnych latek, FJFI, CVUT, Trojanova
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Stanoveni tfidimenzionalni (3D) struktury nativniho
enzymu a 3D struktur jeho komplexd s riznymi ligandy
v fadé¢ ptipadii pomohlo vysvétlit mechanismus katalyzované
reakce. Struktura pfirozeného typu enzymu p-galaktosidasy’
z antarktické bakterie Arthrobakter sp. C2-2, vyfeSena v nasi
laboratofi, je nyni doplnéna o struktury komplext tohoto
enzymu se tfemi rdznymi ligandy. Tato série komplexl
enzymu vysvétluje strukturni zmény zplsobené vazbou
jednotlivych typti (analog tranzitniho stavu, produkt,
inhibitor) ligandi do aktivniho mista enzymu.

Molekula inhibitoru D-galaktonolaktonu byla nalezena
v aktivnim misté enzymu ve své méné stabilni formé® — jako
D-galaktono-1,5-lakton, ackoli krystal byl macen v roztoku
isomeru D-(—)-galaktono-1,4-laktonu (Sigma-Aldrich, syno-
nymum D-(—)-galactonic acid y-lactone). Pfitomnost isomeru
d-galaktonolaktonu je dasledek specifity enzymu. Tento &
isomer vytvaii specifické kontakty s Glu442 a iontem Na',
které by v pifipadé pfitomnosti isomeru y nebyly mozné.
Vazba molekuly D-galaktono-1,5-laktonu do aktivniho mista
zpusobuje rozsahlé strukturni zmény enzymu, které budou
diskutovany.

V dalsi prezentované 3D struktufe je molekula
produktu D-galaktosy navdzana v podobné poloze a také
vytvaii specifické kontakty s Glu442 a iontem Na'.
V ptipadé komplexu enzymu s inhibitorem — isopropyl p-D-
1-thiogalaktopyranosid (IPTG) — je molekula IPTG navéazana
v jiné poloze v aktivnim misté, ale hydroxyly 4- a 6-
vytvareji stejné specifické interakce jako u piedchozich dvou
komplext.

Tato prace vznikla za podpory grantu GA AV (projekt
KJB500500512), GA CR (projekt 305/07/1073) a IGS CVUT
(projekt CTU0803914,).
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MOLEKULARNi A FUNK('INi,ANAL’YZA PROTEINU
INTERAGUJICICH S ADAPTEROVYM PROTEINEM
Daxx

JAN SVADLENKA, LUKAS CERMAK, JAN BRAZINA
a LADISLAV ANDERA

Oddélent bunécné signalizace a apoptézy, Ustav molekuldrni
genetiky AV CR, v.v.i., Videriskd 1083, 142 20 Praha 4
Jan.Svadlenka@img.cas.cz

Daxx je multifunkéni adaptérovy protein. Podili se na
apoptotické signalizaci po aktivaci receptora Fas, TGFB ¢i
pii oxidacnim stresu a glukosové deprivaci, potlaceni jeho
exprese ovliviiuje citlivost nékterych bunéénych linii
k apoptoze a jeho geneticka inaktivace vede k thynu mySich
zérodki v diisledku masivni apoptézy'. O komplexnosti d&ji,
jichz se Daxx ucastni, svéd¢i i jeho uloha pii regulaci
transkripce. Daxx je pfevazné jaderny protein asociovany
s chromatinem a PML-télisky*, ktery interaguje s mnoha
transkripénimi faktory (napf. NF-xB, p53, Smad4, aj.)
a ziejmé prostfednictvim své asociace s histondeacetylasami
HDACI1 a 2, proteinem asociovanym s DNA-metylasou
DMAPI1 ¢i chromatinremodelujici ATPasou ATRX, aj. se
podili na jejich represi'.

Pro objasnéni funkce proteinu je dilezité poznani jeho
interaktomu. Proto jsme se zaméfili na vyhledani novych
interakénich  partnert proteinu Daxx v kvasinkovém
dvojhybridnim systému. Kromé& dvou jeho jiz dfive
popsanych interakci s ATRX a DMAPI jsme takto nalezli 10
dalsich potencidlnich interakénich partnerti, napi. tumor-
supresorovou chromatin-remodelujici ATPasu Brgl ¢i
ubikvitin-hydrolasu asociovanou s komplexem BRCAI
BAPI. Daxx s témito proteiny interaguje jak in vitro, tak po
nadprodukci v bunkdach HEK293FT. Navic kolokalizuje
s Brgl na promotorech nékterych genti a potladeni jeho
exprese vede inhibici aktivace téchto genti indukované Brgl.
Né&s§ nasledujici vyzkum se zaméfi na podrobnéjsi
charakterizaci uvedenych interakci a objasnéni Ulohy
proteinu  Daxx pti regulaci funkce téchto interakénich
partnert.
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FOSFINOFERROCENOVE KONJUGATY
VYBRANYCH AMINOKYSELIN — SYNTEZA,
KOORDINACNI VLASTNOSTI A KATALYTICKE
POUZITI

JIRI TAUCHMAN, IVANA CISAROVA a PETR
STEPNICKA"

Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta,
Katedra anorganické chemie, Hlavova 2030, 128 40 Praha 2
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Nase skupina se dlouhodobé zabyva chemii
fosfinokarboxylovych kyselin odvozenych od ferrocenu'.
V posledni dob&é jsme se zaméfili predevSsim na
fosfinoferrocenové amidy a to véetné chiralnich sloucenin
pouzitelnych v asymetrické katalyze (napt. 1-3)>>.

Spektrum  pfipravenych sloucenin jsme nedavno
roz§ifili o nové karboxyfosfino-ferrocenové derivaty
s aminokyselinovymi pendanty, viz napf. sloucenina 4.
Koordina¢ni vlastnosti jednoduchého amidu 4 a liganda
ptibuznych byly zkoumany v palladnatych komplexech
a jejich Kkatalytické vlastnosti testovany v Suzukiho-
Miyaurové reakci provadéné v ruznych rozpoustédlech.
Chiralni obdoby ligandu 4 (odvozené od chirdlnich
aminokyselin a/nebo chiralnich ferrocenovych
fosfinokarboxylovych kyselin) byly rovnéz pripraveny
a testovany v asymetrické allylové alkylaci.

Me
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e C(O)NH—{ e C(O)NH—{
R R

1 2

R=H (Rp.R) R=H (Sp)
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Tato préce je soucdsti projekti MSMT CR (LC06070
a MSM0021620857).
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VAZBA MUTANTNI FORMY PROTEINU p53

K INTRONOVYM A INTERGENNIM SEKVENCIM
TVORICIM TRIPLEX DNA REGULUJE EXPRESI
GENU U BUNEK U251

VLASTIMIL TICHY?, TIMO QUANTE®, LARS
TOGEL®, KORDEN WALTER", LUCIE
NAVRATILOVA®, MATEJ LEXA®, WOLFGANG
DEPPERT", GENRICH V. TOLSTONOG", EMIL
PALECEK® a MARIE BRAZDOVA™

“Biofyzikdlni chemie a molekuldrni onkologie, Biofyzikdlni
ustav AV CR, v.v.i., 612 65 Brno; b Tumor Virology, HPI for
Experimental Virology and Immunology, D-20251 Hamburg,
BRD; ‘Masarykova univerzita, Fakulta informatiky, 602 00
Brno, CR

Mutace v genu pro TP53 je Castou pfic¢inou vyskytu
karcinomt u lidi. Nejvice modifikaci tohoto genu je tvofeno
missense bodovou mutaci (zména jedné aminokyseliny),
diky které jsou mutantni proteiny p53 (mutp53) funkéné
pozménény. Mutp53 proteiny pfitom ztraci schopnost
sekvenéné specifické vazby na DNA, a tim i funkce
nadorového supresoru, a naopak ziskavaji vlastnosti
onkogenni. Vna$i praci jsme spojili chromatinovou
imunoprecipitaci (ChIP) s DNA klonovéanim a sekvenovanim
(ChIP-cloning) k identifikaci vazebnych mist mutp53
proteinti v glioblastomové linii U251 a dokazali jsme jejich
funk¢nost jak in vitro tak in vivo. Pomoci gelové retardacni
analyzy (EMSA) jsme potvrdili, Ze ziskané sekvence jsou
rozpoznavany izolovanym rekombinantnim proteinem
R273H piedev§im v superhelikdlni DNA. Vazebna mista
lokalizovana piedev$im do intronovych oblasti genti méla
repetitivni charakter nezbytny pro tvorbu sekundarnich
struktur stabilizovanych superhelicitou DNA, jejichz vyskyt
se nam podafilo dokazat pomoci S1 nukleasy. Navic funkéni
analyzy vedly k identifikaci gent PPARGCIA a FRMDS,
které jsou regulovany mutp53 prostfednictvim vazby na
zminéné sekvence DNA a pravdépodobné také diky asociaci
s jadernou matrix a transkripénimi faktory Spl a YY1.

Na zakladé téchto poznatki se domnivame, Ze
onkogenni funkce mutp53 proteinu mohou byt zpusobeny
jeho interakci s intronovymi a intergennimi sekvencemi
tvoficimi sekunddrni struktury, které vedou k regulaci
specifickych gentl na zaklad¢ reorganizace chromatinu.

Tato prace vznikla za podpory grantu EC QLGA-CT-2001-
52001, EC MERG-6-CT-2005-014875, MSMT 1K04119, GA
CR 204/06/P369 a 204/08/1560 a Vyzkumného Centra
LC06035.

ZNACENI DNA STABI,LNilV!l ISOTOPY: VZTAH
MEZI METABOLICKYM DEJEM A JEHO
MIKROBIALNIMI PUVODCI

ONDREJ U,HLiK*‘"’, K{&TE]’HNA JECNA?, MARTINA
MACKOVA?, CESTMIR VLCEK®, PETR STURSA®
a TOMAS MACEK™"

IX Amerika 2009

“FPBT VSCHT v Praze, Ustav biochemie a mikrobiologie,
166 28 Praha 6; bUstav organické chemie a biochemie AV
CR, 166 10 Praha 6; “Ustav molekuldrni genetiky AV CR,
Videniska 1083, 142 20 Praha 4

ondrej.uhlik@seznam.cz

Molekularné biologické techniky v poslednich letech
rozsifily moznosti studia bakterialnich populaci, mimo jiné
hlavnich ucastnikil bioremediace kontaminovanych lokalit,
Casto nekultivovatelnych a tedy neidentifikovatelnych
v laboratofi. Revoluéni metoda, kterd umoziuje najit vztah
mezi metabolickym dé&jem probihajicim v prostfedi a iden-
titou jeho mikrobidlnich pivodectl, je zalozena na znaceni
DNA stabilnimi isotopy uhliku '*C. Jejim principem je
inkubace  environmentilniho  vzorku s '*C-znadenym
substratem, ktery cast bakteridlni populace vyuziva jako
zdroj uhliku, a dochdzi tak k inkorporaci isotopii *C do
DNA. Nasledna izolace celkové DNA a ultracentrifugace
v gradientu cesné soli umoziuje oddéleni "*C-DNA od
neznatené DNA inaktivni ¢asti populace. Ziskany
metagenom je dale vyuzivan pro sekvencni analyzu
zajistujici taxonomické zafazeni populaci 1 analyzu
funkénich genti. Uvedenymi postupy byly charakterizovany
bakterialni populace metabolizujici bifenyl v pidé kontami-
nované polychlorovanymi bifenyly (PCB) a v rhizosféfe
kienu selského rostouciho v této zeminé. Analyza knihoven
gendi 168 rRNA sestrojenych z C-DNA ukézala, Ze
metabolismu bifenylu v nevegetované pidé dominuji
bakterie rodu Paenibacillus, zatimco v rhizosféte kienu
selského to jsou bakterie rodu Hydrogenophaga. Analyza
funkénich gend nasvédCuje tomu, Ze tyto bakterie jsou
schopny degradovat obdobné spektrum PCB jako kmen
Pseudomonas  alcaligenes ~ B-357.  Dalsi  bakterie
metabolizujici bifenyl pfislusi rodim Achromobacter,
Variovorax, Methylovorus, Methylophilus, a n€které bakterie
se nepodatilo na urovni rodu identifikovat a je mozné, ze se
jedna o dosud nepopsané rody. Vysledky této prace
poukazuji na vliv rostlin na aktivitu jednotlivych populaci.
Zaroven potvrzuji nezastupitelnou tlohu techniky znaceni
DNA stabilnimi isotopy v mikrobialni ekologii.

Tato prdce vznikla za podpory projekti MSMT NPVII 2B0
8031, GA CR 525/09/1058, MSM 6046137305 a Z 40550506.

VYUZITI 1-ADAMANTYLU PRO MODIFIKACI
BIOLOGICKY AKTIVNICH LATEK

ROBERT VI'C’HA*, MICHAL ROUCHAL a ZUZANA
KOZUBKOVA

Ustav chemie, Fakulta technologicka, Univerzita Tomase
Bati ve Zline, Nameésti T. G. Masaryka 275, 762 72 Zlin
rvicha@ft.utb.cz

V roce 1964 byly poprvé popsany antiviroické ucinky
l-adamantylaminu', coz spolu s objevem metody syntézy
adamantanu pouzitelné i v primyslovém métitku?, vyvolalo
prudky rozvoj chemie derivati adamantanu. V soucasné
dobé nachazi slouCeniny obsahujici ve struktufe
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adamantanovy skelet uplatnéni v celé fad¢ oblasti, zejména
pak v chemii lé¢iv a polymernich matridlt. Jistym pojitkem
mezi témito dvéma oblastmi je schopnost adamantanu
vytvaret relativné pevné inkluzni komplexy s cyklodextriny,
¢ehoz se vyuziva pro transport 1é¢iv biologickych systémech
nebo pro tvorbu supramolekularnich polymernich asamblazi.

Protoze pouziti jednoduchych, komeréné dostupnych
derivatd adamantanu (adamantylamin ¢i derivaty kyseliny
adamantankarboxylové) muze vést ke ztraté biologickych
aginkdt  diky znaéné sterické néaro¢nosti adamantanu’,
pfipravili jsme sérii anilini a benzylamini substituovanych
v poloze meta nebo para 1-adamantylem, oddélenym od
aromatického kruhu linkerem s proménnou polaritou (viz
Schéma 1) a studovali jsme strukturu jejich komplext s 3-
cyklodextrinem (CD) a vliv na inhibi¢ni aktivitu derivatl
purinu via¢i CDK 2. U samotnych aminl s polarnimi
substituenty byla prokazana v roztoku i v pevné fazi tvorba
dimerd stabilizovanych vodikovymi vazbami. Komplexy
amini s CD pak vykazovaly pseudorotaxanovou strukturu.
Pozitivni vysledek ptfedstavuje pozorovana inhibi¢ni aktivita
nékterych novych purinovych derivatd srovnatelna s analogy
bez adamantylového substituentu a neovlivnéna komplexaci
s CD.

Tato prdce vznikla za podpory grantu GA CR 203/06/P362.
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IZOLACE A CHARAKTERIZACE KATECHOL-1,2-
DIOXYGENASY KVASINKY Candida tropicalis
PARTICIPUJICI NA BIODEGRADACI
FENOLICKYCH LATEK

L. V’ILiMKOVA, V. KREMLA(’;KOVA, J.PACA Jr.,
J. PACA a MARIE STIBOROVA
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Katedra biochemie, PrF, Univerzita Karlova, Albertov 2030,
128 40 Praha 2
lenvil@post.cz

Biodegradace chemickych latek mohou probihat diky
metabolickému potencialu fady mikroorganismi, kdy
dochazi kzaclenéni metaboliti xenobiotika do jejich
intermediarniho  metabolismu. U  kvasinky  Candida
tropicalis byla zjisténa schopnost vyuzivat fenol jako hlavni
zdroj uhliku a energie. Pro nas je tedy vhodnym
mikroorganismem pro studium enzymu podilejicich se na
degradaci fenolu. Nase laboratof pracuje s kmenem Ct2,
ktery byl izolovan z kontaminované pidy na Mostecku.

Fenol indukuje u kvasinky C. tropicalis tvorbu enzymt
podilejicich se na jeho degradaci. V cytoplasmé je
lokalizovana NADPH-dependentni fenolhydroxylasa (EC
1.14.13.7), ktera katalyzuje 1. krok degradace, tedy oxidaci
fenolu na katechol. Enzym katechol-1,2-dioxygenasa (EC
1.13.11.1) poté s$tépi vznikly katechol tzv. ortho-drahou
(intradiolovym Stépenim) na kyselinu cis,cis-mukonovou. Ta
je dale odbourana az na sukcinat a acetyl-CoA.

Vyse zminéné enzymy byly zcytosolu izolovany za
pouziti chromatografie na sloupci DEAE-Sepharosy (k eluci
proteinit byl pouzit gradient NaCl). Eluat byl rozdélen na
frakce, ve kterych byla detekovana fenolhydroxylasova
a katecholdioxygenasova aktivita. Tyto frakce byly poté
separatn¢ dialyzovany a podrobeny rechromatografii na
DEAE-Sepharose. Nakonec byly ziskané enzymové
preparaty lyofilizovany a v této form¢é zmrazeny pro dalsi
experimenty. Purifikovana katechol-1,2-dioxygenasa byla
Castetné charakterizovana. Jedna se o dimer, jehoz
molekulova hmotnost byla urena pomoci gelové
chromatografie na sloupci Sephadexu G-100 a SDS
elektroforézy na polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE). pH
optimum tohoto enzymu lezi v oblasti pH 7,5-9,5. Provedena
byla rovnéz N-termindlni sekvenace.

Tato prdce vznikla za podpory grantu GA CR (303/05/2195
a 104/04/0686) a MSMT CR (0021620808).

MOZNE VYUZITI VIROVYCH CASTIC JAKO
VEKTORU PRO DORUCENI GENU

IRENA VORA(“;IgovA. PAVEL ULBRICH, TIBOR
FUZIK a TOMAS RUML

Vysoka Skola chemicko-technologicka v Praze, Technicka 3,
166 28, Praha 6; Ustav biochemie a mikrobiologie a
Centrum aplikované genomiky

irena.vorackova@vscht.cz

Pti genovych terapiich se jako nosict (vektort)
terapeutickych gentl nejcastéji pouziva replika¢né defektnich
viri. V posledni dobé se zacinaji intenzivnéji vyuZzivat
upravené virové Castice. Tyto Castice maji nékteré vlastnosti
podobné celym virGm, ale jsou neinfekéni, protoze
neobsahuji zadné virové geny.

Nase prace je zaméfena na terapeutické vyuziti
upravenych virovych ¢astic odvozenych od Mason-Pfizerova
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opi¢iho viru, ktery patfi mezi retroviry. Jiz dfive jsme
prokédzali tvorbu castic z retrovirového strukturniho
polyproteinu Gag v systému in vitro v ptitomnosti riznych
typt nukleovych kyselin (RNA, DNA). Takto vzniklé ¢astice
se po modifikaci povrchu urcitymi oligopeptidy daji vyuzit
bud’ jako vektory pro genové terapie ¢i pro imunizace.
Peptidy, vystavené na povrchu ¢astic, by mély interagovat
s receptory cilovych bunék a dorudit tak prostfednictvim
¢astic neseny gen do bunky ¢i slouzit jako antigen pro tvorbu
protilatek.

Byly vybrany oligopeptidy, které by mély interagovat
s receptory prostatickych nadorovych bun€k a vaskuldrnich
endothelidlnich bunék. Byla potvrzena tvorba modifikova-
nych ¢astic v pfitomnosti RNA i DNA. Byl testovan vstup
Castic s inkorporovanym genem pro zeleny fluorescencni
protein (GFP) do specifickych tkanovych kultur. Zatim
nebyla potvrzena exprese GFP v buinikdch inkubovanych
s modifikovanymi ¢asticemi. Nyni se proto zaméfujeme na
prikaz interakce ¢astic s receptory piislusnych bun¢k pomoci
imunofluorescencni mikroskopie ¢i pienosu virovych
proteinti na membranu s naslednou imunochemickou detekeci.

Pro imunizace byla vybrana ¢ast sekvence prostatic-
kého membranového antigenu a Casticemi s touto sekvenci
byly imunizovany mysSi. Obdrzeli jsme monoklonalni
protilatky, které jsou nyni testovany. Na vyuziti tohoto
systému je podana patentova ptihlaska.

Tato prace je podporovana granty 1M6837805002, MSM
6046137305, KJB 50127070 a SCO/06/E001.

ZOBRAZOVANI DISTRIBUCE LIPIDU
NA POVRCHU ROSTLIN A HMYZU
METODOU MALDI IMAGING

VLADIMIR VRKOSLAV®, ALEXANDER MUCK?",
JOSEF CVACKA® a ALES SVATOS®

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i., 166 10
Praha 6; *Max Planck Institute for Chemical Ecology, Hans-
Knoll-Str. 8, D-07745 Jena, Germany
Vrkoslav@uochb.cas.cz

Povrch téla vyssich rostlin a hmyzu je pokryt vrstvou
kutikularniho vosku. Slozeni kutikularnich voskli se
u jednotlivych organismu liSi, vzdy se ale jedna o latky
s nizkou polaritou. Kutikularni vosky maji hlavné ochrannou
funkci, ale nékteré jeho slozky také mohou hrat dulezitou roli
v komunikaci hmyzu nebo ovliviiovat vztahy mezi rostlinami
a jejimi $kddci. Znalost lokalizace lipidi na povrchu
organismu muze vyrazng ptispét k pochopeni téchto vztaht.

V ptedlozeném projektu jsme demonstrovali vyuziti
metody MALDI imaging pro mapovani lipidi na listech
rostlin a kiidlech hmyzu. Sledovdna byla distribuce
voskovych esteri (WE) a uhlovodikti (HC). Jako matrice
byla pouzita kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (DHB), jeji
lithna (LiDHB) a sodna (NaDHB) sil. Homogenni vrstvy
LiDHB a NaDHB byly vytvofeny sprejovanim. DHB byla
deponovana sublimaci. Pti ionizaci s matrici NaDHB byly ve
spektrech identifikovany molekulové adukty WE [M+Na]+.
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U vzorku pokrytych DHB dochézelo k ionizaci WE také.
Kationiza¢nim Ccinidlem se staly sodné a draselné ionty
pfitomné na povrchu biologického materidlu. Pokud byla
pouzita matrice LiDHB, ve spektrech byly pozorovany navic
ionty odpovidajici lithnym aduktim HC. Na obrazku jsou
uvedeny fotografie listu rostliny Arabidopsis thaliana
pokrytého matrici (a), distribuce WE C46H9202 na jeho
povrchu (b), fotografie kiidla mouchy Neobellieria bullata
(¢) a distribuce HC C39H76 (d).

Obr. 1.

Vyvinutd metoda je vhodnym néstrojem pro zobrazovani
distribuce lipidii na kutikule hmyzu a rostlin.

Tato prace byla ﬁnancovydna z vyzkumného zameéru
€. 740550506 a z grantu GA CR 203/09/0139.

VYUZITI HELIKALNE CHIRALNiCH LIGANDU
V ENANTIOSELEKTIVNI KATALYZE

JAROSLAV ZADNY, NATHAN C. CLEMENCE,
ZUZANA KRAUSOVA, IRENA G. STARA*
aIVO STARY*

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

Helikalng¢ chirdlni slouceniny byly doposud jen
omezené¢ vyuzivany v asymetrické syntéze. Divodem byla
jejich obtizna priprava v opticky ¢isté formé&. Pomoci
[242+2] diastereoselektivni cyklotrimerizace' triyndi se
podatilo syntetizovat methoxyhelicen 1 o vysoké optické
Cistoté (>99 % ee). Naslednym odchranénim byl pfipraven
pfislusny helicenol 2, ktery byl reakci s chlordioxa-
fosfolanem pieveden na fosfit 3. Tento chiralni ligand byl
vyuzit v asymetrické allylové aminaci se sekundarnimi
aminy” katalyzované komplexem iridia, kdy bylo dosaZeno
enantiomerniho nadbytku az 82 % ee.
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Bylo tak potvrzeno, Ze uvedené heliceny a jejich derivaty
predstavuji skupinu latek potencionalné zajimavou pro
vyuziti v enantioselektivnich reakcich katalyzovanych
komplexy pfechodnych kovi.

Podporovino GA CR (reg.¢. 203/07/1664 a 203/09/1766),
MSMT (Biomolekuly a komplexni molekuldrni systémy, reg.c.
LC512).
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MECHANISMUS VAZBY SMH PROTEINU
NA TELOMERICKOU DNA

MICHAL ZIMMERMANN, CTIRAD HOFR, PAVLA
SULTESOVA, IVA MOZGOVA, PETRA
PROCHAZKOVA SCHRUMPFOVA a JIRI FAJKUS

Oddeleni Funkcni Genomiky a Proteomiky PiF MU,
Kamenice 5, 625 00 Brno
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Telomery jsou nukleoproteinové struktury, které chrani
konce chromozomtl a zajist'uji zachovani stability a integrity
genomu. Vyzkum struktury a regulace délky telomer je
v soucasné dobé v centru védeckého zajmu, zejména diky
prokéazané souvislosti mezi zkracovanim telomer a starnutim
bunék (senscence) na jedné stran¢ a mechanismem zachovani
délky telomer pii preméné zdravych bunék na buiky
rakovinné (karcinogeneze) na stran¢ druhé.

Telomery modelové rostliny Arabidopsis thaliana jsou
tvofeny mnohondsobnym opakovanim sekvence 5’-
TTTAGGG-3’. Predchozi studie zabyvajici se hledanim
telomer-vazebnych proteint u Arabidopsis identifikovaly
jako mozné kandidaty na tuto funkci proteiny rodiny Single-
Myb-Histone (SMH), nazyvané AtTRB. AtTRB proteiny se
in vitro véazi na dvoufetézcovou telomerickou DNA a jsou
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schopny interagovat s proteinem AtPOTI1, ucastnicim se
regulace délky telomer.

Néplni prace je kvantitativni popis interakci DNA
a SMH proteint AtTRB1 a AtTRB3 in vitro. Pomoci
spektroskopického méfeni anizotropie fluorescence a gelové
retardaéni analyzy byla stanovena stoichiometrie vazby
a afinita proteini AtTRB kDNA o rizném poctu
telomerickych repetic. Méfeni afinity za podminek rizné
iontové sily umoznilo uréit podil specifickych interakci na
tvorbé komplexu. Na zéklad¢ ziskanych vysledkti byl nové
navrzen mozny funkéni model vytvafeni komplexu proteint
AtTRB a telomerové DNA'. Detailni popis interakci
zastupci SMH proteini a telomerické DNA prispél
k pochopeni strukturni dynamiky telomer.

Tato prace vznikla za podpory granti MSMT CR
& MSM0021622415 a GACR ¢ 521/08/P452 a 204/08/H054.
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Je¢na, Katefina
Jesenak, Milo$
Jindtichova, Marie
Jurecekova, Jana
Kadl¢ikova, Aneta
Kindl, Jifi
Knopfova, Lucia
Knoppova, M.
Koharyova, Michaela
Kokoska, Ladislav
Kolenko, Petr
Kollarova, Marta
Kollarovi¢, Gabriel
Kopska, Tereza
Kotora, Martin
Kotrbova, Véra
Koval, Tomas
Kovar, Jan

Kovat, Vojtéch
Kozubkova, Zuzana
Kral, Vladimir
Krausova, Zuzana
Kremlackova, V.
Krivjanska, Maria
Kroupa, Jan
Kienek, Peter
Kubat, Pavel
Kubinova, Lucie
Kundrat, Ondrej
Kuzelova, Magdaléna
Langrova, Tereza
Lankova, Petra
Lapcik, Oldfich
Lexa, Matgj
Lhotak, Pavel
Libra, Antonin
Linhartova, Irena
Lipov, Jan
Lipovova, Petra
Luciakova, Katarina
Ludwig, Jost
Macek, Tomas
Mackova, Martina
Majera, Dusana
Malinova, Karla
Matejikova, Jana
Matouskova, Jindfiska
Matouskova, Petra
Mayer, Jifi
Mosinger, Jifi
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439
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443
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449
446
450
442
439
452
452
442
445
436
444
437
445
449
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Motka, Tomas
Moulis, Mojmir
Mozgova, Iva
Mraz, Marek
Muck, Alexander
Navratilova, Lucie
Némcova-Fiirstova, Vlasta
Nesporova, Kristina
Nesvera, J.
Neubauerova, Jitka
Novotna, Zuzana
Obsil, Tomas
Olzynska, Agnieszka
Paca, J.

Paca, J. Jr.

Paces, Vaclav
Palec¢ek, Emil
Palkova, Zdena
Patek, M.

Pavlik, Adam
Pavlova, Sarka
Petrasek, Jan
Pichova, Iva
Piknova, Maria
Pojarové, Michaela
Poljakova, Jitka
Pospisilova, Sarka
Prchal, Jan

Pristas, Peter
Prochazka, Pavel
Prochazkova Schrumpfova, Petra
Prokudina, Jelena A.
Quante, Timo
Rainey, Jasmine
Ravingerova, Tana
Ridl, Jakub
Richterova, Klara
Rouchal, Michal
Rudenko, Nataliia
Ruml, Tomas
Rumlova, Michaela
Serencové, Lenka
Severa, Lukas
Schulz, Jifi
Schwarzerova, Katefina
Sigmundov4, Ivica
Skalova, Tereza
Slama, Petr
Slavétinska, Lenka
Stan¢k, Ondiej
Stara, Irena G.
Stary, Ivo

Stibor, Ivan
Stiborova, Marie
Stojilkovié, S. S.
Strnad, Hynek
Svatos, Ales
Sykora, Jan

Saman, David
Sebo, Peter
Simsova, Marcela
Smarda, Jan
Smardova, Jana
Snévajsova, Petra
Shuparek, Jaromir
Stavikova, Vendula
Stefanéikova, Lenka
Stefankova, Petra
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448
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438
450
441

Stechova, Katefina
Stépankova, Andrea
Stépnicka, Petr
Stérba, Jan

gtursa, Petr
Sultesova, Pavla
Svadlenka, Jan
Tauchman, Jifi
Teply, Filip
Tereza, Skalova
Tichy, Vlastimil
Tison, Lukas
Togel, Lars

Tolstonog, Genrich V.

Uhlik, Ondfej
Ulbrich, Pavel
Valentova, Olga
Valterova, Irena
Vancova, Marie
Vargova, Zuzana
Vasova, Ingrid
Vavra, Vojtéch
Végh, Daniel
Vicha, Robert
Vilimkova, L.
Vinarsky, Vladimir
Vlach, Jiti

Vligek, Cestmir
Vojta, Petr
Volkova, O.
Vopélensky, Pavel
Vorackova, Irena
Vrkoslav, Vladimir
Vytfasova, Jarmila
Walter, Korden
Zahradnik, Pavol
Zdrahal, Zbyn¢k
Zelenak, Vladimir
Zemkova, Hana
Zimmermann, Michal
Zadny, Jaroslav
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