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VI Mezioborové setkani mladych védeckych a vyzkumnych pracovnikii z oboru
chemie, biochemie, molekularni biologie a oborii pribuznych

Byl jsem pozadan editorem, abych napsal uvodni slovo ke sborniku praci VI. mezioborové konference mladych
biologii a chemikii. Protoze je to jiz Sesta konference, asi tézko vymyslim origindlni provolani prani zdaru, ¢i zbrusu
nové provolani radosti nad tim, Ze projekt, ktery jsme pired mnoha lety spolu s dalsimi nadSenci zacali, zddrne
pokracuje. Kdyz jsem zminil nadsence, chteél bych podéekovat celéemu tymu, ktery se na organizaci nyni podili. Snahou
Je, obsahnout jak oborovou pestrost oponenti, tak jejich geografické rozmisténi po celé republice. Nyni v odborné
komisi pracuji (uvadim jména bez titulii, protoze nez tento sbornik vyjde, urcité dojde zmenam, jak tomu bylo zatim u
kazdého rocniku) : Jaroslav Blahos, UEM AVCR, Praha, Jifi Damborsky, MU, Brno, Pavel Drasar, VSCHT, Praha,
Libor Grubhoffer JU, Ceské Budéjovice, Martin Kotora, PFF UK, Praha, Jitka Moravcova, VSCHT, Praha, Sdrka
Pospisilovd, FN, Brno, Ivo Stary, UOCHB AV CR, Praha, Jitka Ulrichova, UP, Olomouc. Viem mockrdt dékuji a velmi
si vazim jejich ochoty pomoci s narocnym vybérem. A nejen to, mam velikou radost, Ze s témito prednimi odborniky
mohu spolupracovat a ucit se od nich. Nejradostnéjsi vsak je, ze kvalita prihlasenych praci se stale zvysSuje, a pritom
priumeérny vek prihlasenych se stdle snizuje. Praci komise to komplikuje, protoze vybrat téch 65 nejlepsich praci pro
osobni presentaci na konferenci neni viibec jednoduché. Ale je to rozhodné velmi mild komplikace. Je videt, zZe
biochemie, biologie, molekularni biologie, chemie a vSechny pribuzné obory se rozvijeji velmi dynamicky a mladi lidé o
né maji zajem. Snad tato konference pomdhd v prohlubovani tohoto zdjmu a usnadni budouci komunikaci mezi
Jednotlivymi védci a védeckymi tymy.

Tento sbornik se pripravuje v mésici breznu 2006, samotnd konference se bude konat v cervnu 2006. Ted’ je za
oknem minus pét stupiii, obcas snézi a zima 2005-2006 se zda byt nekonecna. Rozhodné je to dobra doba na praci v
laboratori, nebo studium v knihovné..... Samotna konference je ale planovana na polovinu cervna a tak si nyni hlavne
preji, aby bylo priznivé pocasi, aby vsichni, co byli vybrani mohli prijet a aby se vSem, jak organizatorum, tak
soutezicim, na konferenci velmi libilo.

mf
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MUTAGENEZE LEKTINU PA-IIL A SOUVISEJICI
ZIY[ENY V AFINITNIM ,CHQVAN’I' VUVCI SACHARI-
DUM - EXPERIMENTALN{ A VYPOCETNI STUDIE

JAN ADAM?, MARTINA POKORNA?, MARTIN
PROKOP?, ZDENEK KRi7*, ANNE IMBERTY"®,
JAROSLAV KOCA? and MICHAELA
WIMMEROVA®*"

“Nérodni centrum pro vyzkum biomolekul a "Katedra
biochemie, PrF, Masarykova niverzita, Kotlarska 2, 611 37
Brno ‘CERMAV-CNRS, 601 rue de la Chimie, BP 53, 38041
Grenoble, Francie

Pseudomonas aeruginosa je piilezitostnym lidskym
patogenem schopnym napadat lidské tkang, je-li snizena celko-
va imunita organismu. Dva lektiny produkované touto bakterii
maji velky vyznam stran jeji virulence. Mimoto, ackoli vétSina
znamych lektin ma vic¢i monosacharidim malou afinitu,
lektin PA-IIL vykazuje vysokou afinitu vii¢i L-fukose — rovno-
vazna disociatni konstanta zde lei v mikromolarni oblasti'.

Srovnanim s databazi bakteridlnich genoml byla
odhalena existence podobnych lektini v  dalsich
podminénych patogenech. Jeden z nich, fytopatogen
Ralstonia solanacearum, produkuje lektin RS-IIL, preferujici
viak D-mannosu®. Srovnani PA-IIL s krystalovou strukturou
lektinu RS-IIL poukézalo na fakt, ze za afinitni zmény je
pravdépodobné zodpovédna tridda aminokyselin v ,,sacharid-
vazajici smycce”, coz bylo potvrzeno experimenty s
designovanymi, pfipravenymi a krystalizovanymi mutanty
PA-IIL. Pro stanoveni termodynamickych parametrii
interakce byla vyuzita isotermalni titra¢ni mikrokalorimetrie.

Paralelné¢ s experimentalnim studiem interakci téchto
mutantd byl zahajen projekt vyuzivajici metod vypocetni
chemie. Prostiednictvim mutageneze in silico a dokovacich
experimentti za predpokladu vysledkt korelujicich s experi-
mentalnimi daty, cilem tohoto projektu je vyvinout spolehli-
vou in silico metodu pro piedpovidani budoucich interakci.
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Nadorova onemocnéni jsou celosvétové zodpoveédna za
7 milioni Umrti roéné a podle Svétové zdravotnické
organizace jejich pocet bude v nejblizsich letech rust. Nejen
z tohoto divodu vyhlasilo mnoho zemi po celém svéte
programy zaméfené na pokles vyskytu zhoubnych
onemocnéni v populaci. Jednim z cild programu vypsaného
Ministerstvem zdravotnictvi CR a Ceskou onkologickou
spolecnosti je zlepSeni ¢asné diagnostiky mezi néz nalezi i
hledani novych potencionalni markerd tohoto zhoubného
onemocnéni. Jak se ukazuje, jednim z novych
potencionalnich markerd by mohl byt protein metalothionein
MT). MT patii do skupiny intracelularnich,
nizkomolekularnich na cystein velmi bohatych proteinti o
molekulové hmotnosti 6-10 kDa. Nejnovéjsi vyzkumy
naznacuji, ze pravdépodobné existuje vztah mezi mnozstvim
metalothioneinu a rychlosti rozvoje zhoubného nadoru. V na-
§i praci jsme se zaméfili na potvrzeni hypotézy
metalothioneinu jako potencionalniho naddorového markeru.
Pro tyto ucely jsme vyuzili riznych elektrochemickych
technik. Nejprve jsme se snazili zvolit a optimalizovat
techniku vhodnou pro stanoveni velmi malych koncentraci
MT nejen pro jeho samotnou sensitivni detekci, ale
predev§im pro moznost sledovani sledovani jakychkoliv
zmén jeho hladiny v lidském organismu. Pro tyto ucely jsme
optimalizovali chronopotenciometrickou rozpoustéci analyzu
(CPSA) ve spojeni s adsorptivni pienosovou technikou
(AdTS), kde jsme dosahli detekéniho limitu 11 zmol.
Soubézné s optimalizaci techniky AdTS CPSA jsme se
zam¢fili na ovéfeni metalothioneinu jako nadorového
markeru. Pro tyto ucely jsme AdTS ve spojeni s diferencni
pulsni voltametrii — Brdickova reakce. Pfed vice nez
sedmdesati lety objevil Rudolf Brdicka katalytické
vylucovani vodiku ze zakladniho elektrolytu v pfitomnosti
proteinti. Tato metoda byla dale vylepSena a vyuZita pro
analyzu proteini krevnich sér pacienti s nadorovym
onemocnénim. Celkem jsme analyzovali krevni séra 72
pacientti, u nichz bylo diagnostikovan melanom, nador prsu,
plic, stitné zlazy, ledvin, jicnu, tlustého stfeva, anebo
lymfoidni leukémie. U vSech typt zhoubnych nadori byl
pozorovan narust obsahu MT 2 az Skrat v porovnani s hla-
dinou zdravych lidi, ktera je okolo 0,6 uM. Zjistili jsme, Ze
prsu, u nichz byl primérny obsah MT 1,6 uM, pticemz u 9
pacientll piekrocila hladina MT 1 pM (64 %). V piipad¢
pacientli s melanomem byla primérna hladina MT 1,97 pM.
U pacienti se zhoubnym nadorem tlustého stfeva byla
prumérna hladina MT absolutné nejvyssi a dosahovala
hodnot 3,2 puM. Z nami ziskanych experimentalnich
vysledku je zfejmé, ze hladina sérového MT vyrazné stoupa
u vétSiny pacientll se zhoubnymi nadory.

Prdce na tomto projektu byla podporovana granty: GA CR
525/04/P132.
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IMOBILIZACE §OUBORI°J BIOLOGICKYCH )
A SYNTETICKYCH MAKROMOLEKUL NA PEVNE
POVRCHY

KAROLINA BOHATA, EDUARD BRYNDA a MILAN
HOUSKA

Ustav makromolekuldrni chemie AV CR v Praze,
Heyrovského nam. 2, 162 06 Praha 6

Cilem prace byla tvorba a studium stability
multivrstevnych systémt globuldrnich proteini a poly-
elektrolyti na pevnych povrsich. Multivrstvy byly vytvoieny
pomoci postupné depozice (tzv. layer-by-layer method),
ktera je zalozena na opakovaném stiidani adsorpce proteinu a
opacné nabitého polyelektrolytu.

Multivrstevné  soubory byly imobilizovany na
hydrofobni povrch (polystyrénovy film naneseny na ZnSe
krystalu). Jejich tvorba a stabilita byla sledovana metodou
reflexni infracervené spektroskopie (ATR-FTIR Attenuated
Total Reflection Fourier Transform Infrared). Vyzkum byl
predevsim zaméfen na studium faktord (pH, iontova sila,
neionogenni detergenty) ovliviiujicich tvorbu a stabilitu
vicevrstevnych systémi slozenych z bilkovin a poly-
elektrolytti. Experimenty ukazaly, Ze tvorba a stabilita
multivrstev  bilkovin a polyaniontdi muze byt snadno
kontrolovana pomoci pH roztoku, pficemz lze tyto soubory
rozpustit zvySenim pH nad isoelektricky bod bilkoviny.
Oproti tomu soubory vytvotené z bilkovin a polykationti se
pouze z Casti rozpousti pfi snizovani pH pod isoelektricky
bod bilkoviny nebo zvySovanim iontové sily okolniho
roztoku.

Dale byla sledovana depozice bilkovin z lidské krevni
plasmy na povrchy modifikované multivrstvami sérového
albuminu. Nezadouci usazovani bilkovin se podafilo vyrazné
snizit pokrytim umélého povrchu kovalentné sitovanou
albuminovou dvojvrstvou, zatimco depozice byla znaéné
vysokda, jestlize multivrstvy  albuminu  obsahovaly
polykationty.

Potencialné mohou byt vicevrstevné soubory albuminu
pouzity pro biokompatibilni potahovani povrchi umélych
materiald prichazejicich do kontaktu s krvi, nebo k modi-
fikaci povrchii zabrafiujici nezadoucimu usazovani (anti-
fouling) bilkovin z biologickych tekutin. Podobné lze
multivrstvy obsahujici polyklonalnich nebo monoklonalnich
protilatky (IgG typu) pouzit pro piipravu afinitnich povrchi
optickych imunosenzorl' nebo nosi¢ii pro afinitni separaéni
metody.

LITERATURA
1. Brynda E., Houska M., Wikerstél A., Brandenburg A.:
Biosensors Bioelectron. /7, 665 (2002).
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INAKTIVACE p53 A DELECE ATM V SOUBORU
B-CLL PACIENTU VE VZTAHU K MUTACNIMU
STATUSU IgVH A LECBE
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B-bunécna chronicka lymfocytarni leukémie (B-CLL)
je nejcastéjsi leukémii v zapadnim svété. B-CLL je béznymi
piistupy nelécitelnd. Mutace a delece ATM a p53, spolu
s mutacnim statusem imunoglobulinového fetézce (IgVH)
ma navic vliv i na 1é¢bu (resistence na chemoterapii). Za
fyziologicke situace je hladina p53 velmi nizka, kinasa ATM
v burikach stabilizuje a aktivuje kli€ovy tumor-supresor p53
prostiednictvim fosforylace - a to v pfipadé poskozeni DNA
nebo v pfitomnosti genotoxického stresu. Pokud je p53
mutovan, neni degradovan a akumuluje se v buiice tato
vysokd hladina proteinu je povazovana za negativni
prognosticky marker.

Delece geni ATM a p53 mapujeme cytogeneticky
prostiednictvim FISH hybridizaci, funkéni status p53
stanovujeme pomoci analyzy FASAY, konkrétni mutace

v p53 vyhledavame sekvenovanim a expresi tohoto proteinu
monitorujeme Western-blotem. Dale mame k dispozici data
o mutaénim statusu IgVH. V souboru 168 pacientii jsme
pozorovali 16 ptipadi mutaci p53 (9,5 %), vSechny tyto
mutace byly identifikovany sekvenovanim. Delece ATM se
vyskytla ve 21 ptipadech (18 %), pouze jediny pacient mé¢l
paralelni mutaci p53 a ATM. V tomto souboru jsme
pozorovali velmi silnou asociaci mezi deleci ATM a
nemutovanym IgVH, téz mezi mutovanym p53 a
nemutovanym IgVH. Nezaregistrovali jsme vliv 1écby na
vznik mutaci p53.

Na tomto dobie charakterizovaném souboru pacientll
provadime testy cytotoxicity — kombinace riznych cytostatik
a cytostatik a monoklonalnich protilatek.

Tento vyzkum sméfuje k racionalizaci vyuzivani
kombinaci chemoterapeutik u pacientii s B-CLL na zakladé
statusu molekularné-biologickych faktort.

NOVE SELEKTIVNI INHIBITORY CDK

PETR CANKAR?®, IVETA FRYSOVA®, JAN SLOUKA?,
VLADIMIR KRYSTOF®, PETER M. FISCHER®

a MIROSLAV STRNAD"

“Katedra organické chemie, Prirodovédecka fakulta
Univerzity Palackého, ti". Svobody 8, 771 46 Olomouc;
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Cyklin-dependentni  kinasy (CDK) fidi dulezité
vnitrobunééné procesy, jako je bunéény cyklus, transkripce
¢i apoptoza. Diky své dilezitosti v uvedenych procesech se
zahy staly vyznamnym cilem novych potenciondlnich che-
moterapeutik cilenych zvlasté proti nddorovym onemocné-
nim' a ndkteré z nich jsou jiz ve druhé fazi klinického
testovani>®. Déle se uvaZuje o moznych farmakologickych
aplikacich v oblasti inhibice replikace vir a zamezeni
mnoZeni nékterych bun&énych paraziti?.

Rutinnim testovanim heterocyklickych sloucenin byla
identifikovana nova skupina latek inhibujicich katalytickou
aktivitu CDK2/cyklin E kinasy. Zakladni sloucenina 3,5-di-
amino-4-fenylazopyrazol vSak vykazovala jen slabou inhi-
bi¢ni schopnost. Systematickym obménovanim substituentti
na fenylové skupiné (studiem vztahd mezi substituci a in-
hibi¢ni aktivitou) bylo zjiSténo, Zze hydroxy a nitroderivaty
patii mezi nejucingjsi inhibitory.

S nejsilngj§im inhibitorem byly provedeny dalsi
biochemické a biologické testy®. Kinetickym méfenim bylo
potvrzeno, Ze se jedna o kompetitivni inhibitor soutézici ve
vazebném misté s ATP, coz bylo déle dokadzano pomoci
rentgeno-strukturni analyzy krystalu CDK2 s inhibitorem.
Rovnéz byla zjisténa selektivita tohoto inhibitoru na panelu
rekombinantnich proteinkinas s pfekvapive jedinecnou afini-
tou k CDK9/cyklin T1 kinase, ktera je soucasti transkrip¢ni-
ho elongaéniho faktoru P-TEFb. Inhibitor byl schopen bloko-
vat proliferaci lidskych nadorovych bunéénych linii MCF7,
HOS, G361 a K562. Na zakladé ziskanych poznatki vztahu
struktury a biologické aktivity jsou dale tyto inhibitory
modifikovany za ucelem vys$Sich inhibi¢nich schopnosti
CDK a lepsi permeabilité skrz bunééné membrany.

Tato prace vznikla na zdkladé financni podpory MSMT CR
v ramci vyzkumného zaméru MSM 6198959216.
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Mnohé mikroorganismy tvofi pii ristu na pevném
médiu mnohobunééné utvary — kolonie.

V nasi laboratofi se zabyvame koloniemi kvasinky
Saccharomyces cerevisiae jako modelovymi objekty pro
studium mnohobunéénych kvasinkovych populaci. Kolonie
rostouci po dlouhou dobu na médiu s limitovanym
mnozstvim zivin je svymi vlastnostmi blizsi stavu, v jakém
se kvasinky nachazeji v pfirod€. V koloniich spolu kvasinky
mohou interagovat a piedavat si rizné signaly, které pak
vedou k rozdilné expresi genii v rtiznych mistech kolonie,
bunécné diferenciaci nebo vzniku prostorové usporadanych
struktur. Jednim ze signald, ptisobicich mezi koloniemi na
dlouhou vzdalenost, je plynny amoniak. Kvasinkové kolonie
jsou schopny pfijimat a vysilat amoniakovy signal, jehoz
produkce probiha v pulsech a je doprovazena alkalizaci
okolniho média. Jednotlivé pulsy produkce amoniaku jsou
oddéleny acidifikaci média.

Aby byly odhaleny zmény, ke kterym dochazi pfi
ptechodu do faze produkce amoniaku, byly provedeny
celotranskriptomové studie zmén exprese (microarrays)
beéhem tohoto pfechodu. Bylo nalezeno nékolik skupin gend,
jejichz exprese se méni. Mezi nejnapadnéjsi zmény patfilo
snizeni exprese genu zajist'ujicich mitochondrialni respiraci
a souCasné zvySeni exprese peroxisomalnich gend. Tyto
vysledky poukazuji na zménu metabolismu bunék v kolo-
niich. Dalsi vyraznou zménou bylo snizeni exprese gent
stresové odpovédi, coz naznaluje snizeni stresové zatéze
v kolonii. O tom, jak jsou tyto zmény dulezité, svédci
studium kmene s deleci v genu SOK2, ktery neni schopen
produkovat amoniak a ani u n& nedochdzi k expresnim
zménam popsanym vySe. Tento kmen vykazuje zhorSené
dlouhodobé prezivani bunek v koloniich.

Zajimalo nds, kterd ze zmén je pro prezivani kolonie
proti stresu. K tomu jsem zvolil studium tii kment s dele-
cemi ve vyznamnych genech oxidativni ochrany (SODI,
SOD2 a CTT1). Tyto kmeny jsem charakterizoval z hlediska
produkce amoniaku a dlouhodobého vyvoje kolonii. Dale
jsem sledoval produkci kyslikovych radikald a mnozstvi
a struktury mitochondrii béhem vyvoje kolonii. K objasnéni
zmén, ke kterym dochazi pii vyvoji kolonii u téchto kment,
jsem sledoval expresi vybranych gent.

Tato préce je podporovina grantem GA CR 525-05-0297,
Centrem za'klaﬂniho vyzkumu LC 531 a doktorskym
projektem GA CR 204/03/H066.

STUDY OF THE TRANSCRIPTIONAL ACTIVATION
OF CYP3A4

LUKAS CERVENY, PETR PAVEK, LUCKA
SVECOVA, and FRANTISEK STAUD

Department of Pharmacology and Toxicology, Faculty of
Pharmacy in Hradec Kralové, Charles University in Prague,
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cerveny@faf-cuni.cz
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Currently available studies indicate that two nuclear
receptors, constitutive androstane receptor (CAR; NRI1I3)
and pregane X receptor (PXR; NRI2), are involved in
transcriptional activation of some cytochrome P450
isoenzymes. PXR and CAR are activated in the presence of a
ligand and they bind as a heterodimer with retinoid X
receptor (RXR) to proximal PXR response element
(prPXRE) and distal xenobiotic-responsive enhancer module
(XREM) that are localized in regulatory regions of the CYPs.
Recently, it has been found that rifampicine is capable of
activating PXR- mediated transcription of CYP344 and
substances such as phenytoin and phenobarbital can activate
CAR- mediated transcription of CYP2B6.

The aim of our study was to test several antiepileptic
drugs for their ability to activate CAR- and/or PXR-
mediated transcription of CYP344 gene. For this purpose
HepG?2 cells were co transfected with the human expression
vector pCR3-CAR or pSG5-PXR human expression vector
and with XREM-CYP3A4-Luc reporter construct inserted
into pGL3-basic vector. This construct contained the
prPXRE ( 362/+53) and XREM ( 7836/-7208) of CYP344
driving luciferase gene expression.

Eight antiepileptic drugs were tested in this model for
detection of CAR activators of CYP3A44 transcription; in
particular: primidone, ethosuximid, clonazepam,
carbamazepine, phenytoin, phenobarbital, valproate and
lamotrigine. Phenytoin and valproate at a concentration of 25
uM significantly increased CAR-mediated transcriptional
activity of CYP344 (1.7 fold and 1.3 fold, respectively).
Further, concentration dependence of CAR- mediated
transcriptional activation of CYP344 on concentration of
valproate was investigated. Increase in the CAR mediated
transcriptional activity was observed for all concentrations
tested (EC50 = 177.14 uM). Additionally, the same
concentration range of valproate was used to test PXR
mediated transcriptional activation of CYP344. Increase of
PXR- mediated transcription was observed for all
concentrations tested (EC50 = 305.7 pM).

Based on these cell-based reporter assays valproate
seems to be capable to activate both CAR and PXR and we
suppose valproate activates CAR more effectively than PXR.
These findings should be proved by further studies (RT-
PCR).

SOLUBLE FORMS OF BOAR SEMINAL PLASMA
HYALURONIDASE

M. CIB[}LKOYA*"", P. MANAS[(OVAa,
V.JONAKOVA? and M. TICHA"

“Department of Biochemistry of Reproduction, Institute of
Molecular Genetics, AS CR, Prague 6; bDepartment of
Biochemistry, Charles University, Prague 2

The sperm membrane-bound hyaluronidase (PH-20) is
known to be essential for fertilization in different species.
However, the male reproductive tract contains also soluble
forms of this enzyme, whose role is not fully understood. In
some species, it is believed that these soluble forms are
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mostly degradation products of the membrane-bound
enzyme. In this study, we have investigated different forms
of soluble hyaluronidase in boar seminal plasma, that have
not been characterized yet.

Two forms of soluble hyaluronidase were detected in
boar seminal plasma (rel. mol. masses 50 000 and 65 000)
using SDS-electrophoresis and zymographic method. These
two forms can be separated by means of affinity
chromatography on heparin-Sepharose. They differ besides
their affinity to heparin, also in the pH optimum of their
enzyme activity. The soluble form with rel. mol. mass 50 000
was active both at the acidic (pH 3.7) and the neutral pH (pH
7.4) and was bound to immobilized heparin. The second
form (rel. mol. mass 65 000) was active only at acidic pH
and did not interact with heparin. Soluble hyaluronidase with
affinity to heparin (50 000) was detected in epididymal fluid
and in the SDS-extract of boar spermatozoa. Hyaluronidase
of rel. mol. mass 65 000, without affinity to heparin, was
found in boar seminal vesicles fluid.

Further studies are necessary to find out a relationship
between the soluble forms of boar hyaluronidase and the
membrane-bound one and to learn about their physiological
function in the reproduction process.

This work was supported by grants No. 303/04/P070 and
303/06/0895 GA CR and by the project AVOZ 50520514 AS
CR.

POKROKY V CHARAKTERIZACI LATEK
S ANTIMIKROBIALNI AKTIVITOU Z LAREV
MASARKY NEOBELLIERIA BULLATA

ALICE CIENCIALOVA™", TEREZA
NEUBAUEROVA®, RADEK SINDELKAY, MILOSLAV
SANDA? JOSEF CVACKA®, BOHUMIR KOUTEK®

a JIRI JIRACEK®

“Ustav organické chemie a biochemie A V CR, Flemingovo 2,
166 10 Praha 6, bKatedra biochemie PFF UK, Hlavova 8,
128 40 Praha 2, “‘Katedra biochemie a mikrobiologie, FPBT,
VSCHT v Praze, Technicka 3, 166 28 Praha 6, Ustav
molekuldrni genetiky AV CR, Flemingovo 2, 166 10 Praha 6
ciencial@uochb.cas.cz

Objev antibiotik v tficatych letech minulého stoleti
znamenal revoluci v historii mediciny. Nadmérné pouzivani
antibiotik vSak vedlo k naristu rezistence bakterii vici
antibiotikim. Od roku 1960 do roku 2000, kdy byly
zavedeny linezolidy, nebyla na trh uvedena zadna nova tfida
antibiotik. I pfes toto ptehlizeni nékteré spoleCnosti stale
hledaji nové latky s antimikrobialnim uc¢inkem, napiiklad na
bazi peptidul.

Jako zdroj izolace takovych peptidi jsme vybrali
organismus, ktery Casto ptichazi do stfetu s bakteridlnimi
infekcemi masatku Neobellieria bullata. K indukci tvorby
antibakterialnich peptidi u larev Neobelliera bullata jsme
pouzivali bakterialni suspenzi. Po ngkolika hodinach
inkubaci byla izolovana hemolymfa a postupnou centrifugaci
a srazenim  byly  oddéleny frakce  obsahujici
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nizkomolekularni peptidy a proteiny. Ziskané frakce byly
dale déleny chromatografickymi metodami. Izolované latky
byly charakterizovany pomoci SDS-PAGE, MALDI nebo
ESI hmotnostni spektrometrii. Antimikrobialné¢ aktivni
proteinové a peptidové frakce byly identifikovany N-
terminalni sekvenaci a analyzou tryptickych §tépt MALDI-
MS nebo ESI-MS/MS a porovnanim s udaji v databazich.
Antimikrobialni aktivita frakci byla detekovana metodou
vyhodnocovani odezvy ristu patogennich mikroorganisma
v zévislosti na pritomnosti testované latky. Pro testovani byly
pouzity bakterie Escherichia coli, Staphylococcus aureus
a Pseudomonas aeruginosa. V izolovanych frakcich se ndm
podarilo identifikovat jiz znamé antimikrobialni peptidy, 40
aminokyselinovy sapecin a dipeptid [-alanyltyrosin.
Antimikrobidlni  aktivitu ~ vykazovala  také  frakce
identifikovana jako transferin a zatim neidentifikovany
16 kDa protein. Izolovany B-alanyltyrosin byl analyzovan
pomoci ionexové chromatografie s ampérometrickou detekei
a byla zjisténa piitomnost ptimési, ktera nebyla oddélitelna
pomoci RP-HPLC. Dalsi peptidy jsou postupné izolovany
a analyzovany z hlediska antimikrobialnich vlastnosti.

Dale jsme izolovali RNA z celych larev a z hemocyti
indukovanych i neindukovanych larev. Metodou q-PCR jsme
sledovali zmény exprese identifikovanych antimikrobialné
aktivnich frakci u indukovanych a neidukovanych larev. 2D-
elektroforézy jsme vyuzili k porovnani proteomu indukova-
nych a neindukovanych larev a ke zjisteni proteind, které se
mohou podilet na imunitni odpovédi Neobellieria bullata.

Tato price je podporovina grantem GA CR 203/05/0832,
FRVS grantem 315/2005 a vyzkumnym zamérem Z 4055
0506.
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KLONO\”AN,i A PURIFIKACE CATHEPSINU B2
Z CERKARII PTACI SCHISTOSOMY
TRICHOBILHARZIA REGENTI

KATE}'HNA DOLECKOVA?, LIBOR MIKES?, PETR
HORAK® a ADRIAN MOUNTFORD"

“Katedra parazitologie, Prirodovédecka fakulta UK, Vinicnd
7, 128 44 Praha, "The University of York, Department of
Biology (Area 5), YO10 5YW York, UK.
k.doleckova@centrum.cz

Trichobilharzia regenti, parazitickd motolice vodnich
ptakit z cCeledi Schistosomatidae, ma neobvyklou Zivotni
strategii. Na rozdil od béznych schistosom, které vyuZzivaji
k migraci krevni fecisté, vyhledava 7. regenti po proniknuti
kazi periferni nervovy systém a postupuje dal michou a moz-
kem, az do nosni dutiny definitivniho hostitele, kde dospélci
kladou vejce. Migrace zpusobuje degradaci tkani a neuro-
motorické poruchy jak u specifickych (vodni ptéci), tak u
nespecifickych hostiteld (experimentalné nakazené mysi).
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Do kize definitivniho hostitele se invazni larvy
(cerkarie) dostavaji diky aktivni penetraci. K tomu jim slouzi
penetracni zlazy, jejichz obsah za¢nou cerkarie po kontaktu
s kizi hostitele vyprazdiovat. Exkre¢né sekrecni produkty
zlaz obsahuji fadu latek, napf. proteasy serinového a cys-
teinového typu, lektiny, vapnik, eikosanoidy, calreticulin,
mukopolysacharidy apod.

V nasi laboratofi jsme se zaméfili na studium proteas.
Tyto enzymy umoziuji parazitim pronikat do hostitelskych
tkani a travit je, unikat imunitni odpovédi hostitele nebo
naopak hostitelskou imunitu stimulovat. Ze studia na
lidskych schistosomach vyplynulo, Zze pravé proteasy by se

mohly stat slibnymi serodiagnostickymi markery nebo
potencialnimi cili pro vyvoj novych chemoterapeutik.
Na zakladé sekvencnich homologii aktivnich

konzervovanych mist cathepsini B znamych u lidskych
schistosom byly vytvofeny degenerované primery a prove-
dena PCR. Byl ziskdn DNA fragment o délce cca 600 bp. Po
porovnani s databdzi DNA sekvenci BLAST byl rozpoznan
jako caste¢na nukleotidova sekvence pro cathepsin B,
pracovnim nazvem oznaceny jako TrCB2.

Vyuzitim sekvenéné specifickych primerti byla
provedena 5" a 3’ amplifikace koncti (RACE) pro ziskani
celého genu. Takto ziskany gen (1032 bp ~ 344
aminokyselin) vykazoval nejvétsi homologii s cathepsiny B2
z lidskych schistosom (81,1 % s SjCB2 ze S. japonicum
a 79,9 % s SmCB2 ze S. mansoni).

Uplna sekvence TrCB2 byla poté upravena pro
klonovéani do expresniho systému methylotrofni kvasinky
Pichia  pastoris a uspésné¢ exprimovana. Identita
exprimovaného proteinu byla potvrzena pomoci MALDI
MS/MS spektrometrie. Hladina exprese byla sledovana u péti
klont, z nichz se jako nejvice produktivni ukazal klon
TrCB2-4, jehoz exprimovany protein — cathepsin B2 byl
nasledné purifikovan v nékolika krocich. Po zahusténi
centrifugaci a odsoleni média s exprimovanym proteinem
pomoci dialyzy byl findln¢ cathepsin B2 piecistén na FPLC
katexové koloné.

Ziskany rekombinantni enzym bude vyuzit k pfiprave
monospecifickych mysich a kachnich protilatek a pro
funk¢ni a biochemickou charakterizaci peptidasy.

IZOLACE A CHARAKTERIZACE LATEK
S ANTIMIKROBIALNiMI UCINKY Z PRIRODNICH
ZDROJU

IVANA DOLEZILKOVA®, MARTINA MACKOVA®,
TOMAS MACEK” a TEREZA NEUBAEROVA®

aUstav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha, Technickd
3, Praha 6, 166 28, bUstav organické chemie a biochemie AV
CR, Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6

dolezili@vscht.cz

Dtusledkem toho, ze rostliny jsou ¢astym cilem riznych
pathogennich organismil, vyvinul se u nich u¢inny obranny
systém, ktery ma bud’ zabranit ¢i eliminovat poSkozeni
zpusobena napt. viry, bakteriemi, houbami nebo hmyzem.
V prvni fadé jsou to latky proteinové a peptidové povahy:
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lectiny, proteiny inaktivujici ribosomy, chitinasy, proteasy,
defensiny, peroxidasy, peptidy na bazi ubiquitinu,
ribonukleasy a peptidy s vysokym obsahem argininu a gluta-
matu. Dalsi skupiny tvoii vedle latek organické povahy,
zahrnujici  slouCeniny fenolické, nenasycené¢ laktony,
saponiny a dieny, rovn&Z dusikaté latky a peroxid vodiku'.
Béhem poslednich 15 let byla v mnoha rostlinach
identifikovana fada proteinii a peptidd s antimikrobialnimi
uéinky. Antimikrobialni peptidy ptedstavuji rdznorodou
skupinu nizkomolekularnich slou¢enin s rtznou sekvenci,
délkou a strukturou. Vykazuji aktivitu vici Sirokému spektru
mikroorganismti zahrnujici G+ a G bakterie, protozoa,
kvasinky, plisn¢ a viry. U nékterych peptidi byl pozorovan
také inhibicni uCinek na nadorové bunky. Proto se
antimikrobialni peptidy povazuji za idealni kandidaty pro
vyvoj novych 1éki proti obtizné 1é¢itelnym infekcim a né-
kolik malo zastupcti bylo u€innych rovnéz proti pathogeniim
zpiisobujici sexualng pienosné infekce véetnd HIV/HSVZ.

Tato prace je zaméfena na izolaci a charakterizaci latek,
predevsim pak kratkych peptidi s antimikrobidlnim a anti-
fungdlnim G¢inkem z rostlinného materialu. Nékteré z latek
jsou indukovany specifickymi biotickymi nebo abiotickymi
faktory, jiné jsou vytvafeny konstitutivné. Rozliéné typy
antimikrobialnich latek byly ziskany z hmyzu, z riznych ¢asti
rostlin (semen, listl, kofenti a kvétl) nebo mezibunéénych
tekutin. Antimikrobialni peptidy byly izolovany v nékolika
krocich srazenim bilkovinnych frakci areverzni HPLC a
charakterizovany fyzikalné-chemickymi metodami: UV-VIS
spektroskopii, SDS-PAGE elektroforézou a hmotnostni
spektrometrii. Byla testovana antibakteridlni a antifungalni
aktivita s cilem prokazat ucinnost a vhodnou koncentraci. Jako
testovaci modely byly pouzity pathogenni a potencialné
pathogenni bakterie: G: Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Agrobacterium rhizogenes; G+: Micrococcus
luteus, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus
megatherium, Bacillus cereus, Bacillus pumillus, Arthrobacter
ureafaciens. V piipadé testovani antifungalni activity byly
pouzity plisné: Fusarium culmorum, Cladosporium herbarum,
Aspergillus terreus a Alternaria sp. Metodicky byly pouzity
rychla screeningova metoda na agaru a metoda vyuZzivajici
pfistroj Bioscreen, kde je monitorovan rust bakterii v zavislosti
na dobé inkubace. Z rostlinného materialu se podatilo izolovat
frakci z listG Nicotiana tabacum, kterd pusobila inhibi¢né na
houby Cladosporium herbarum a Alternaria sp.

Autori dékuji grantové podpore GA CR 203/05/0832.
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THE ENVIRONMENTAL POLLUTANT
3-NITROBENZANTHRONE AND ITS HUMAN
METABOLITE 3-AMINOBENZANTHRONE INDUCE
THEIR ACTIVATING ENZYMES IN RATS
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The suspected human carcinogen 3-nitrobenzanthrone
(3-NBA) is one of the most mutagenic nitroaromatic
compounds identified in diesel exhaust and airborne
particulate matter. A major metabolite of 3-NBA, 3-
aminobenzanthrone (3-ABA), was detected in the urine of
salt mining workers occupationally exposed to diesel
emissions.] Both 3-NBA and 3-ABA were investigated for
their ability to induce biotransformation enzymes in rat liver
and for the influence of such induction on formation of DNA
adduct by these compounds. Rats were treated
intraperitoneally with 0.4, 4 or 40 mg/kg body weight of 3-
NBA or 3-ABA. When hepatic cytosolic fractions from rats
treated with 40 mg/kg body weight of 3-NBA or 3-ABA
were incubated with 3-NBA, DNA adduct formation,
measured by 32P-postlabelling analysis, was 10-fold higher
than in incubations with cytosols of control rats. The increase
in 3-NBA-derived DNA adduct formation corresponded with
a dose-dependent increase in protein expression and
enzymatic activity of the major phase I enzyme activating 3-
NBA in human and rat livers, NAD(P)H:quinone
oxidoreductase (NQOI1)2. Incubations of 3-ABA with
hepatic microsomes of rats treated with 3-NBA or 3-ABA
(40 mg/kg body weight) led to an up to 12-fold increase in 3-
ABA-derived DNA adduct formation compared to controls.
This observed stimulation of DNA adduct formation by both
compounds was attributed to their potential to induce protein
expression and enzymatic activity of cytochromes P450 1A1
and/or -1A2 (CYP1A1/2), the major enzymes responsible for
3-ABA activation in human and rat livers3. In addition,
experiments on modulation of mRNA expression by the
studied compounds, analyzed by real-time PCR, showed the
increased mRNA expression of hepatic CYP1A1 and NQO1
after treatment of rats with 40 mg 3-NBA/kg body weight.
Collectively, these results demonstrate for the first time that
by induction of hepatic NQO1 and CYP1A1/2, both 3-NBA
and 3-ABA increase their enzymatic activation to reactive
DNA adduct forming species, thereby enhancing their own
genotoxic potential.

This work was supported by Grant Agency of Czech Republic
(grant 303/05/2195).
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PRISPEVEK KE STUDIU MECHANISMU UCINKU
PROTINADOROVEHO LECIVA ELIPTICINU
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Elipticin a jeho derivaty (zejména 9-hydroxyderivaty)
jsou protinadorova 1é¢iva'. Dosud neni znim mechanismus
jejich plisobeni, silna vazba na DNA (zejména interkalace) je
viak nutnou podminkou jejich G&inku®. V této praci byla
studovana syntéza elipticinu a jeho interakce s DNA pomoci
teoretickych vypoctt a pomoci NMR experimentu.

Syntéza elipticinu a jeho derivatti vychazela z vhodné
substituovaného indolu. V péti reakénich krocich byl ziskan
Cisty elipticin v celkovém vytézku 12 %. Béhem celé reakéni
sekvence nebylo nutné pouzit chromatografické ¢isténi. Diky
syntéze nekterych derivath elipticinu se podafilo ovérit
strukturu produktii metabolismu elipticinu.

Vypocetni chemie je v posledni dob¢ stale oblibené;si
metoda pro studium chovani biomolekul a jejich interakei
sligandy. Velmi rozsifené jsou takzvané empirické
potencidly (silova pole), které jsou soucasti programl pro
molekulové modelovani (AMBER, HyperChem, ...) a jsou
pouzivany i pro studium interkalace do DNA. V této praci
byly wvysledky ziskané pomoci empirickych potencialt
porovnavany svypolty ab initio a bylo zji§téno, Ze
empirické potencidly jsou vhodné pro odhad interakénich
energii mezi interkaldtory a bazemi DNA, ale nejsou
schopny spravné zjistit vzajemné prostorové usporadani
v téchto komplexech.

Jinou moznosti, jak studovat interakce biomakro-
molekul, napfiklad DNA a proteinii, s malymi molekulami
(ligandy) je NMR spektroskopie®. Pouziti technik NOESY
umoznuje zjisténi tfidimenzionalni struktury molekul
v roztoku za fyziologickych podminek (pH, iontova sila)*’.
V této praci byly studovany interakce derivata elipticinu
s duplexy oligonukleotidi. Roztoky oligonukleotida byly
titrovany elipticinem a byly sledovany zmény 'H NMR
spekter zptisobené ptidavkem interkalatoru. Bylo zji§téno, ze
elipticin tvori s oligonukleotidy komplexy, jejichz stfedni
doba zivota se pohybuje viadu milisekund, geometrie
komplext odpovida interkalaci. Elipticin také méni stabilitu
dvousroubovicové struktury oligonukleotidu.

R
oy =
N
H
elipticin
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ROLE OF MICROTUBULES NETWORK IN AhR-
DEPENDENT CYP1A1 EXPRESSION IN HepG2
CELLS AND PRIMARY RAT HEPATOCYTES
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MODRIANSKY

Institute of Medical Chemistry and Biochemistry, Faculty of
Medicine, Palacky University, Hnévotinska 3, 775 15
Olomouc

Cytochrome P450 (CYP) 1Al is responsible for
production of carcinogenic reactive metabolites from
polycyclic aromatic hydrocarbons such as benzo[a]pyrene
but recent developments indicate its apparent role in cell
cycle progression. Expression of CYP1Al is subject to
regulation by aryl hydrocarbon receptor (AhR). We show
that induction of CYP1A1 in HepG2 cells and primary rat
hepatocytes by tetrachloro-p-dibenzodioxin (TCDD) is
restricted by colchicine and nocodazole. Both compounds
decrease CYP1A1l mRNA, protein, and activity levels in
HepG2 cells and mRNA level in primary rat hepatocytes.
Neither compound significantly affected [3H]-TCDD
binding to AhR, thus their effect on AhR transcriptional
activity proceeds via indirect means. For colchicine and
nocodazole, well-known microtubule interfering agents, we
also assessed their effects on microtubules integrity in both
cell types under investigation. Colchicine and nocodazole
disrupt cytoskeleton integrity with differential potency
depending on cell type. The observed inhibition of AhR
transcriptional activity by colchicine and nocodazole can be
associated with G2/M cell cycle arrest in HepG2 cells, as
demonstrated by Mytl protein hyperphosphorylation and
FACS analysis. However, in primary rat hepatocytes
cytoskeleton disruption is independent of cell cycle while
displaying the same influence on AhR-dependent gene
transcription. In our view, this is evidence in favor of
modulatory role of cytoskeleton in AhR-dependent
expression'.

This research was supported by grant MSM 6198959216
from the Ministry of Education, Youth and Sports of the
Czech Republic, and by grant GACR 303/04/P074 from the
Grant Agency of the Czech Republic.
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BIOTRANSFORMACE MONOTERPENICKYCH
SMESI POMOCI IN VITRO KULTURY PICEA ABIES
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Biotransformace monoterpenti je ekologicky Setrna
metoda pouzivana k pfipravé produkti, které se Ccasto
vyuzivaji v potravinaistvi &i parfumerii. Casto nahrazuje
klasickou organickou syntézu, nebot sjeji pomoci lze
snadné&ji dosahnout stereo- i regiospecifickych produktt a na-
vic 1ze tyto produkty povazovat za produkty pfirodni, které
jsou v danych primyslovych odvétvich velmi zadané.

Nase studie se zabyva biotransformaci monoterpenické
smeési, terpentynu, pomoci in vitro kultury P. abies. Cilem
prace byla identifikace produkti biotransformace a vy-
hodnoceni zévislosti relativniho zastoupeni produktii ve
smési v prub&hu biotransformace pro rizné vychozi
koncentrace terpentynu.

Bylo zjisténo, ze hlavni produkty biotranformace
terpentynu  odpovidaji produktim biotransformace jeho
jednotlivych slozek? (viz Schéma 1). Terpentyn je tedy
mozné pouzit pro biotransformaci smési monoterpenti bez
jejiho predchoziho déleni na jednotlivé slozky a zaroven
ziskat fadu cennych produktii v jediném biotransformacnim
kroku.

1 3//OH 4 O 5
OH _0
'
6 7
/ .OH (0]
I +
2 8 9

Schéma 1: Hlavni slozky terpentynu: a-pinen (1), B-pinen (2), a
hlavni produkty jeho biotransformace: frans-verbenol (3), verbenon
(4), trans-sobrerol (5), myrtenol (6), myrtenal (7), trans-pinokarveol
(8), pinokarvon (9)

OH
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CtBP-1/ BARS-50 INTERACTS DIRECTLY WITH
BASSOON AND PICCOLO, WHICH ARE ESSENTIAL
FOR ITS SYNAPTIC RECRUITMENT
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Neurotransmitter release is restricted to a specialized
region of the presynaptic plasma membrane — the active
zone. The cytoskeletal matrix at the active zone (CAZ) is
thought to play a fundamental role in the organization of
synaptic vesicle cycle, the definition of neurotransmitter
release sites and their precise alignment with the
postsynaptic neuroreception apparatus. Bassoon (Bsn) and
Piccolo (Pclo) are related CAZ-specific proteins. They are
thought to act as scaffolding proteins that organize
components of the exocytic and endocytic machineries at the
active zone. In a yeast-two-hybrid screen for potential
binding partners, we observed a direct interaction of Bsn
with the C-terminal binding protein 1/Brefeldin A-ADP-
ribosylation substrate of 50 kDa (CtBP1/ BARS-50).
CtBP1/BARS-50 was independently indentified as a nuclear
transcriptional co-repressor regulating several transcription
factors, and in addition as a cytoplasmic, Golgi-associated
protein involved in the Golgi structure maintenance and in
the membrane transport proceses. Although the binding site
of CtBP-1/BARS-50 is located outside of the characterized
Bsn/Pclo homology domains, we could also confirm its
binding to Pclo. CtBP-1/BARS-50 is expressed in
mammalian brain and co-localizes with Bsn and Pclo in
young and mature cultured hippocampal neurons. To assess
the role of Bsn and Pclo in synaptic targeting of CtBP-
1/BARS-50 we used hippocampal primary cultures from
mice lacking either Bsn or Pclo or both. Whereas the
synaptic localization of CtBP-1/BARS-50 is normal in
neurons from single mutant animals, it is completely
disrupted in neurons lacking both genes. The synaptic
targeting of CtBP-1/BARS-50 can be restored by expression
of GFP-tagged Bsn. Mice lacking either Bsn or Pclo are
viable while double mutants die within few hours after birth.
This suggests a partially redundant function of Pclo and Bsn
including the recruitment of common interaction partners to
the CAZ. CtBP-1/BARS-50 is the first example of this type
of proteins and a detailed analysis of its function may help to
understand the serious phenotype of double mutant mice and
in turn the molecular functions of Bsn and Pclo.
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ANALYZA S”l:RUKTURNI'CH,A FUNKCNiCH
VLASTNOSTI TEPLOTNE ZAVISLYCH MUTANTU
p53 V KVASINKACH
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Nédorovy supresor p53 je sekvencné specificky
transkripéni faktor, ktery zajistuje odpovéd buiiky na
bunécny stres a poskozeni DNA tim, ze aktivuje expresi fady
cilovych genl. Vysledkem této aktivace je ovlivnéni
regulace dilezitych bunéénych procestt jako je apoptdza
nebo zastava bunétného cyklu. Bylo zjisténo, Zze u vice nez
poloviny vsech lidskych nadorti se nachazi mutace v genu
p53. Vétsina téchto mutaci se vyskytuje v DNA vazebné
doméné proteinu p53 a ovliviluje tak jeho sekvencné
specifickou DNA vazebnou aktivitu.

Pro analyzu statutu p53 v nadorové tkani se vyuziva
fada technik, mezi néz patii funkcni analyza separovanych
alel v kvasinkach FASAY (functional analysis of Sseparated
alleles in yeast). Je to citliva, semikvantitativni metoda, ktera
na zakladé zbarveni kvasinkovych kolonii exprimujicich
lidsky protein p53 rozeznava kolonie obsahujici funkéni
protein p53 (bilé kolonie) od kolonii s nefunkéni formou
proteinu p53 (Cervené kolonie). Tato metoda také umoziuje
rozeznat mutace, které vedou pouze k Caste¢né inaktivaci
proteinu p53, napf. teplotné senzitivni mutace (rtizové
kolonie).

Pomoci metody FASAY jsme analyzovali status
proteinu p53 u riznych typ nadord. Identifikovali jsme 22
riznych teplotné zavislych mutaci, kde vétsina z nich (91%)
spada do DNA vazebné domény proteinu p53. U téchto 22
teplotné-zavislych p53 mutantd jsme dale analyzovali jejich
funk¢ni vlastnosti: na zakladé zbarveni kvasinkovych kolonii
jsme studovali transaktivaéni schopnosti jednotlivych
mutantii p53 ve vztahu k teplot¢ kultivace a k sekvenci
riznych responzivnich elementil. Zjistili jsme, Ze jednotlivi
teplotné¢ zavisli p53 mutanti se 1i§i mirou své teplotni
zavislosti, tj. lisi se teplotou, pfi které dochazi k plnému nebo
alesponn  CasteCnému  obnoveni jejich  transaktivaéni
schopnosti. VétSina teplotné zavislych mutant se také 1isi
mirou své aktivity na riznych typech promotorti, maji
takzvané diskriminujici povahu.

Pro studium konformac¢nich vlastnosti jednotlivych p53
mutanti jsme vyuzili konformacné specifickych protilatek
PAb1620 a PAb240 (v lidskych buinkach preferenéné
rozeznavaji standardni - nedenaturovanou respektive
mutantni - denaturovanou formu proteinu p53). Provedli
jsme imunoprecipitaci proteinu p53 exprimovaného v kva-

381

VI Amerika 2006

sinkach pfi tfech rGznych teplotach a dale jsme ovéfovali,
zda metoda FASAY milze byt vyuzita pii testovani
schopnosti radio- a chemoprotektivni latky Amifostin
reaktivovat transkripéni funkci mutantti p53.

Detailnéjsi analyza funkcnich a strukturnich vlastnosti
mutantt p53 a jejich podrobna stratifikace mohou byt
uzitecné pro lepsi pochopeni u€inkt specifickych mutantti na
procesy vedouci k transformaci nadorové buiiky a také pii
navrhovani potencidlnich terapeutik obnovujicich funkci
proteinu p53.

Tato prdce je podporovina grantem NR/8068-3 IGA MZ CR.
NUKLEOFILNi ADICE NA PRQTOBERBERINOVY
A BENZOFENANTHRIDINOVY SKELET

LENKA GRYCOVA, DAGMAR HULOVA,
STANISLAV STANDARA a RADEK MAREK*

Narodni centrum pro vyzkum biomolekul, Prirodovédecka
fakulta, Masarykova univerzita; ILBIT-A4, Kamenice 5,
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Kvarterni protoberberinové (KPA) a benzo[c]fenanthri-
dinové (KBA) alkaloidy patii mezi isochinolinové alkaloidy
a jsou soucasti velké skupiny sekundarnich metabolitd. KPA
se vyznacuji zna¢nou biologickou aktivitou. Interaguji s nu-
kleovymi kyselinami a proteiny, vykazuji fadu uéinkd na
organismus, napi. antibakteridlni, antimalarické nebo
cytotoxické.

Zakladem KPA je 5,6-dihydrobenzo[a,g]chinoliniovy
systém (/) s modifikacemi nej¢astéji v polohach 2,3,9 a 10 a
KBA 5-methylbenzo[c]fenanthridiniovy systém (/I]) se
substituci v polohach 23,7 a 8 KPA i KBA jsou
charakteristické poldrni iminiovou skupinou C=N" a jeji
citlivosti na nukleofilni atak. V takovém ptipadé dochazi ke
vzniku 8- (II) resp. 6- (IV) substituovanych derivati (viz
Schéma 1 a 2).
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Studium reakce isochinolinovych alkaloidi s dusi-
katymi nukleofily napomaha lep§imu porozumeéni interakce
alkaloidu s dusikatou bazi nukleovych kyselin.

Price byla provedena za podpory grantu GA CR
525/04/0017.
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VYUZITI AXIALNE CHIRALNiCH KARBAMA”l:fJ
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'H NMR
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Byl syntetizovan soubor axialné chiralnich chlorofor-
miath (derivatd 1,1°-bi(2-naftolu)), ze kterych nasledné byl
reakci s chirdlnimi aminy pfipraven set diastereoisomernich
karbamat?, jez byly dale studovany metodou 'H NMR.
Podobné byl pfipraven reakci chloroformiati s alkoholy set
diastereoisomernich karbonati. Byla zjisténa jednoznacna
korelace mezi navrzenym  prostorovym  modelem
(podpofenym vypolty in silico) a naméfenymi rozdily
chemickych posuni diastereoisomernich derivati v 'H NMR
spektrech. DalSim vynikajicim vysledkem je hodnota Appm
studovanych funkénich skupin pohybujicich se bézné mezi
0,1-0,4 ppm, naméfené maximum je Appm = 0,72. K jed-
noznaéné interpretaci vysledkl vyrazné pfispiva znacna
konformacni rigidita derivati. Hlavni vyhody nové metody
proti zavedenym ¢inidlim (napf. Mosherova kyselina) jsou
zejména: mimoiadné rozdily chemickych posund a jed-
noznatna predikce spektralniho chovani studovaného
derivatu, stejn¢ jako vynikajici reaktivita a dobra synteticka
a ekonomicka piistupnost obou enantiomert ¢inidel.

MODULARNI SYNTEZA STEROIDU
S AROMATICKYM A-KRUHEM

PAVEL HERRMANN*® a MARTIN KOTORA™"

“ Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo
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Cilem projektu je vyvinout jednoduchou a jednotnou
syntetickou metodiku pro pfipravu  polycyklickych
ptirodnich sloucenin (isoprenoidd). NaSe strategie je
zalozena na opakovaném pouziti jednoho ¢inidla za riznych
reakénich podminek. Timto ¢inidlem je dibutylzirkonocen
(Negishiho ¢inidlo), ktery reaguje s rlznymi substraty za
vzniku stabilnich organozirkoni¢itych sloucenin, které
mohou byt déle vyuzity k tvorb& C-C vazeb'™.

Schiidnost této strategie byla demonstrovana na syntéze
derivati estronu. Napiiklad steroid 2, (+)-3-methoxyestra-
1,3,5(10)-trien-16-on, byl pfipraven ve tfech krocich ze
snadno dostupného styrenu 1. Kazdy krok je zalozen na
pouziti Negishiho C¢inidla za vzniku organozirkonicité
slou¢eniny. Tyto meziprodukty jsou nasledné ,in situ®
transmetalovany  katalytickym mnozstvim CuCl na
organomé&dné slouceniny, které pak reaguji s riznymi
elektrofily. Ve vysledku pak dochézi k postupné vystavbeé
celého steroidniho skeletu.  Dale budou diskutovany
syntetické aspekty celé syntézy a jejich moznosti a limity
aplikace pro pfipravu (£)-3-methoxyestra-1,3,5(10)-trien-17-
-onu 3. V neposledni fadé budou uvedeny vysledky smétujici
k vyvoji enantioselektivni varianty uvedenych syntéz.

3x szZrBUZ

Projekt byl ﬁnaﬂcovdn z Centra pro nova antivirotika a anti-
neoplastika MSMT (Projekt ¢. 1M6138896301) a grantem
322/2005/B-CH/PrF GAUK.
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SINGLE HEPTAHELICAL DOMAIN IS TURNED ON
UPON ACTIVATION OF A DIMERIC
METABOTROPIC GLUTAMATE RECEPTORS
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The metabotropic glutamate (mGlu) receptors are G-
protein-coupled receptors (GPCRs) that exist and function as
homodimers composed of two identical subunits covalently
bound in the extracellular domain. The relevance of
dimerization of these receptors in respect to activation of the
transmembrane heptahelical domain (HD) of each subunit
upon full receptor activation is of particular interest. We
constructed several chimerical receptors in which quality
control of GABAD receptor heterodimerization and cell-
surface expression was used. This allowed us to measure G-
protein coupling efficacy of dimeric mGlu receptors in which
only one subunit bears specific mutations. Single mutation in
the third intracellular loop is known to fully prevent G-
protein activation when present in both subunits. We show,
that when present only in a single subunit per dimer, this
mutation decreases coupling efficacy. In contrast when a
single HD has engineered binding site for allosteric inhibitor
and is blocked in its inactive state by such compound, no
decrease in receptor activity is observed. In a receptor dimer
in which the same subunit binds the negative modulator and
is also mutated in its i3 loop, the compound enhances
agonist-induced activity. We propose, that this phenomenon
reflects a ‘better’ activation of the adjacent HD. Our data are
in agreement with a model in which a single HD is turned on
upon activation of homodimeric receptors. Complementary
with these results are data obtained using positive allosteric
modulators in experiments with similar settings. Here the
most interesting finding is that occupation of a single HD is
enough for full enhancement effect.

Situation of asymmetric functioning of mGlu receptors
corresponds to findings on GABADb receptor activation
process.

This work was supported by.:Grant Agency of Czech
Republic (301/03/1183, 301/03/H095, 204/05/0920), Grant
Agency of Czech Academy of Science (KJB5039402),
AVOZ50390512.
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SENSITIVE AND CISPLATIN RESISTANT OVARIAN
CANCER CELL LINES

VIKTOR HORVATH?, KAREL SOUCEK®, LENKA
SVIHALKOVA-SIN DLEROVA?, JIRINA .
HOFMANOVA?®, PETR SOVA®, and ALOIS KOZUBIK*

“Laboratory of Cytokinetics, Institute of Biophysics,
Academy of Sciences of the Czech Republic, Kralovopolska
135, 612 65 Brno; bpPLIVA-Lachema a.s., Karasek 1, 621 33
Brno

horvath@ibp.cz

383

VI Amerika 2006

Cisplatin is one of the most potent antitumour agents
which display high efficiency in the treatment of ovarian
cancer. However, cisplatin is active in a limited range of
cancer types, and its effects are often decreased due to
intrinsic or acquired resistance. LA-12 (currently under the
1% phase of clinical evaluation) is a novel octahedral
platinum(IV) complex containing a bulky hydrophobic
ligand — adamantylamine. In our previous studies'” we
showed that LA-12 was able to overcome both the acquired
and the intrinsic cisplatin resistance. In addition, we
investigated the effects of LA-12 on cytokinetic parameters
of ovarian cancer cell lines with different sensitivity to
cisplatin - A2780 (ciplatin sensitive), A2780cis (with
acquired cisplatin resistance) and SK-OV-3 (with intrinsic
resistance to cisplatin), and compared them with the effects
caused by cisplatin. Interestingly, we found the differences in
cell cycle perturbation after 24 h cisplatin or LA-12 sustained
treatment. Activation of cell cycle checkpoints is a general
cellular response after exposure to cytotoxic agents.
Therefore we characterize in more detail several signal
transduction pathways that are activated in response to
exposure to the DNA damage-inducing agents such are
studied platinum-based compounds.

Exposure to LA-12 resulted in accumulation of A2780
and A2780cis cells in S phase, while cisplatin caused G2/M
arrest in sensitive and S phase arrest in resistant cells after 24
h of treatment. Detailed simultaneous flow cytometric
analysis of cell cycle distribution and DNA synthesis
revealed that cisplatin in A2780 cells primarily caused
transient S-phase arrest as LA-12, but this arrest was shifted
to G2/M at later time points (24 h). Moreover, at 24 h we
detected decreased cdk-2-associated kinase activity using in
vitro kinase assay. Western blot analysis indicated a
concentration-dependent accumulation of p53 protein which
is implicated modulation of cell cycle, as the result of
cellular response to DNA damage. Equitoxic LA-12 (ICsg)
and cisplatin (IC50) concentrations increased p53 protein
levels already after 6 h of treatment followed by increasing
of p21™ levels at 12-24 h time points in studied cell lines,
both significantly higher after cisplatin treatment. In the
present study, we expanded our investigations to examine the
effects of equitoxic concentrations of LA-12 or cisplatin in
A2780 and A2780cis cells on the protein expression of either
p53-targeted genes that have been shown to be important in
the cellular response to DNA damage including Bax,
Gadd45, Mdm?2 or cell cycle regulatory genes such as Cyclin
A, Cyclin B1 or cdk-2.

Supported by the IGA grant No. 108500040507 of the
Academy of Sciences of the Czech Republic and by the
Ministry of Industry and Trade of the Czech Republic ,
Contract No. PZ-722/29, “New Medicines for Cancer
Therapy”
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Chlorované pesticidy, jako naptiklad derivaty DDT,
hexachlorbenzenu a fada dalSich byly velmi hojné uzivany
v ochrané rostlin. Je zndmo, ze rezidua téchto pesticidi se
v zivo¢isném i lidském organismu ukladaji do tukové tkang,
a z ni mohou prechazet do vajec ptakli nebo matetského
mléka savcl. Navic ve veétSich koncentracich pak mohou
zpusobovat nadorova onemocnéni ¢i neplodnost. Zakladni
rozdéleni pesticidi je urceno podle cilové skupiny
organismu. Déle ¢lenime pesticidy podle obsahu jedné ¢i
vice ucinnych latek. Z chemického hlediska ucinna latka
mize byt jak anorganického, tak organického pivodu.
Pouzivani anorganickych pesticidii se omezuje, protoze
kontaminuji Zivotni prostfedi. AvSak organické pesticidy
jsou stale velmi hojné vyuzivany v ochrané rostlin. Jsou to
vétsinou organofosforové, organochlorové a karbamatové
slouceniny. Pasobi velmi intenzivné na cely organismus
a vétsinou dlouhodobé.

Cl.

Cl Cl
DDT (4,4’- dichlordifenyltrichlorethan)

Cl

Proto je pottebné vyvijet jednoduché a presné nastroje
k detekei takovych chemickych slougenin'?. Nami navrzeny
senzor je zalozeny na detekci chloridii na uhlikové pastové
elektrodé anebo elektrodé ze skelného uhliku, jak ve
stacionarnim, tak pratokovém systému. V prostiedi je
koncentrace chlorovanych uhlovodikd velmi nizkd, nizsi nez
jsme efektivné schopni zméfit na samostatné uhlikové
elektrods (10 M). Pro dosaZeni lepsi senzitivity a selektivity
bylo mozné uhlikovou pastovou elektrodu modifikovat
ptidavkem dusi¢nanu stiibrného. Modifikaci elektrody byl
limit detekce chloridii snizen az na koncentraci 10" M. Takto
vytvoienou metodu bylo nutné pfevést do praxe a navrhnout
biosenzor. Toho jsme mohli dosahnout diky dalsi modifikaci
uhlikové elektrody, tentokrat enzymem dehalogenasou
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bakterie Pseudomonas paucimobilis. Dehalogenasy byly
popsany jako enzymy schopné odstépovat z halogenovanych
uhlovodikt prave halogen. Takto uvolnény halogen je mozné
analyzovat nami  vypracovanou elektroanalytickou
metodikou.  Sledovali  jsme  S§tépeni  modelového
chlorovaného uhlovodiku (1-chlorhexan). Na zékladé nasich
vysledki bylo mozné dehalogenasy vyuzit pro navrzeni
nového biosenzoru k detekei chlorovanych pesticida’.

Prdce na tomto projektu byla podporovana grantem: GACR
525/04/P132.
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NESYMETRICKY SUBSTITUOVANE
BIPYRIDIN-N,N-DIOXIDY V ORGANOKATALYZE
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Homogenni  enantioselektivni  katalyza  sméfuje
v poslednich letech k pouzivani katalytickych systémut
neobsahujicich slou¢eniny ptechodnych kovi. Zajem o tuto
oblast je podminén hlavné ekologickymi a ekonomickymi
diavody. Pozornost je zaméfena na tzv. organokatalyzatory,
coz jsou chiralni organické molekuly schopné katalyzovat
ruzné reakce. Jednou ze skupin takovych sloucenin jsou
pyridin-N-oxidy  resp.  bipyridin-N,N-dioxidy, slouzici
v enantioselektivni katalyze jako chirélni Lewisovy béze'.

Cilem nasi prace je vyvinout jednoduchou metodu
vedouci k opticky ¢istym slouceninam typu bipyridin-N,N-
dioxid (Schéma 1) a otestovat jejich vyuziti v organické
syntéze.

Schema 1

OH

X
R

57-87% ee
1. PhCN/CpCo(CO), 2. MCPBA 3. (S)-Binol
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Piiprava téchto latek byla zalozena na [2+2+2]
cyklotrimerizaci  pyridyldiynd s nitrily’>  katalyzované
CpCo(CO),. Timto zpltisobem byla piipravena celd fada
slou¢enin, z nichz byly vybrany pro dalsi pouziti ty, u kte-
rych se dala pfedpokladat vysoka racemizacni bariera. Tyto
bipyridiny byly nasledné oxidovany na piislusné dioxidy.
Cisté enantiomery byly ziskany kokrystalizaci s S-potazmo
R-Binolem. Katalyticka aktivita a enantioselektivita novych
chirdlnich nesymetricky substituovanych dioxidd byla
testovana v Sakurai-Hosomiho reakci (adici allylsilanG na
karbonylové slouceniny). Jako modelové latky byly vybrany
substituované benzaldehydy. Dosazené vysledky jsou velice
slibné: katalyzatory maji TON v¢étsi nez 100 i pfi -78 °C a
enantioselektivity se pohybuji v rozmezi 57-87 % ee
v zévislosti na pouzitém aldehydu.

LITERATURA

1. Chelucci G., Murineddu G., Pinna G. A.: Tetrahedron:
Asymmetry 15, 1373 (2004).

2.  Hrdina R., Stara 1.G., Dufkova L., Scott M., Cisafova
I., Kotora M.: Tetrahedron 62, 968 (2006).

STUDIUM HOMEOBOXOVYCH GENU
SLAKOVODNI MEDUZY CRASPEDACUSTA
SOWERBYI

MILUSE HROUDOVA, CESTMIR VLCEK, HYNEK
STRNAD, ZDENEK KREJCIK a VACLAV PACES

Ustav molekuldrni genetiky Akademie véd Ceské republiky,
Flemingovo namesti 2, 16637 Praha 6
hroudova@img.cas.cz.

Sladkovodni meduza Craspedacusta sowerbyi je
zastupcem zivocisného kmene zahavci (Cnidaria), ktery se
v poslednich letech stal predmétem intenzivniho studia
v oblasti molekularni genetiky a vyvojové biologie. Rozsahly
genom zahavcl kontrastujici s jednoduchou stavbou jejich tél
je v mnoha ohledech podobngjsi genomim vyS$sich
obratlovcl, vcetné Cloveéka, nez je tomu u nékterych
evoluéné vyssich zivoéicht (Drosophila, Ceanorhabditis).

Vyznamnou skupinou genti regulujicich ontogenezi
jsou homeoboxové geny kodujici ve vétSin€ piipada
transkripéni faktory. Jejich struktura je silné konzervovana
napii¢ celou zivodisnou fi§i. V ranych stadiich vyvoje
zahavce se podileji na formovani dilezitych morfologickych
znakd, jako je napiiklad télesna symetrie, dale na vyvoji
nervové soustavy a smyslovych organt, jsou soucasti
vyznamnych signalnich drah.

V na$i praci jsme se zaméfili na nékteré méné Casté
rodiny homeoboxovych gent (SIX, POU a LIM). Na zéklad¢
specifické analyzy (HMM analyza) databazi prubéznych
sekvenacnich dat (TRACE data) pfibuznych zahavct byly
navrzeny degenerované primery na prislusné specifické
domény jednotlivych rodin. Metodou PCR byly ziskany
genové fragmenty, které byly ovéfeny sekvenaci a metodou
RACE byly nasledné prodlouzeny na celé hledané geny.
Bylo identifikovano n€kolik zastupcii homeoboxovych rodin
SIX a POU a provedeno porovnani s nékterymi dal$imi
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zahavei a vy$8imi zivolichy. Tato prace bude dale
pokracovat testovanim transkripce jednotlivych gend v riz-
nych tkanich dospélych jedinct i nékterych vyvojovych
stadii metodou in situ hybridizace. Déle se zaméfime na
identifikaci a studium dalsich homeoboxovych genti.

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

ANALYZA PRIMARNICH INTERAKCI HOSTITEL -
PATOGEN

ROMAN HRSTKA', ZUZANA KROCOVA®, BORIVOJ
VOJTESEK® a JIRI STULIK"

“Masarykiiv onkologicky ustav, Oddéleni experimentdini a
onkologické patologie, Zluty kopec 7, 656 53 Brno;
bUniverzita obrany, Ustav molekuldrni patologie, Trebesskd
1575, 500 01 Hradec Kraloveé

Francisella tularensis je vysoce virulentni fakultativné
anaerobni bakterie zpUsobujici zoondézy u fady savcu.
Piestoze byla nedavno dokonena sekvenace genomu F.

tularensis, mechanismy virulence a intracelularniho
prezivani tohoto patogena zUstdvaji z velké Casti stale
nezodpovézeny.

Po infekci mySich makrofaghi bylo mozné pozorovat
kontinuélni mnozeni tohoto mikroorganismu, dokud nedoslo
ke zhrouceni celého bunééného aparatu. Bylo prokazano, ze
v ranych fazich infekce, ptiblizné po Sesti hodinach, dochazi
k indukci apoptézy. Naopak v pozdgjsich cEasovych
intervalech infekce, asi po tficeti hodinach, byly u bunék
pozorovany prvni zndmky nekrézy.

Nicméné pravé v souvislosti s indukci apoptdzy
dochazelo piekvapive k aktivaci p42/p44 MAPK a naopak k
inhibici p38 MAPK. Vzhledem ke zdanlivé nelogi¢nosti
téchto procesi byla provedena analyza genové exprese
ptislusnych signalnich drah. Bylo zjisténo, Ze po infekci
dochazi k signifikantnimu narastu exprese geni navozujicich
autofagii, pro jejiz iniciaci je praveé aktivace p42/p44 MAPK
zasadni. Tato hypotéza byla néasledn¢ potvrzena na zakladé
konverze MAP-LC3-1 na MAPLC3-II a pfedev§im pak
pomoci elektronové a konfokalni mikroskopie.
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RiZENi' STEREOSELEKTIVITY ENZYMU
FYZIKALNE-CHEMICKYMY PARAMETRY

RADKA CHALOUPKOVA, ZBYNEK PROKOP,
MONIKA STRAKOVA, TOMAS MOZGA a JIRI
DAMBORSKY




Chem. Listy 100, 371-414 (2006)

Loschmidtovy laboratore, Masarykova univerzita, Kamenice
5/44, 625 00 Brno
Jiri@chemi.muni.cz

Vyuzitelnost enzymi k produkci vysoce Cistych
chemikalii v primyslovych procesech vyzaduje splnéni celé
fady kritérii. Uvazujeme-li aplikace v asymetrickych
biosyntézach, pak jednim z vyznamnych kritériii je
enantioselektivita. Mnohé enzymy nejsou schopny pfi
fyziologickych podminkach produkovat latky vysoké
stereochemické Cistoty. Manipulace s fyzikalné-chemickymi
parametry muze piedstavovat atraktivni zplsob pro dosazeni
pozadované urovné kontroly a fizeni stereochemie enzymove
katalyzovanych reakci. V této praci byl studovan vliv teploty
a pH na strukturni stabilitu, aktivitu a enantioselektivitu
enzymu. Jako modelovy enzym byla vybrana halogen-
alkandehalogenasa DbjA z Bradyrhizobium japonicum
USDAI110 (cit."). DbjA vykazuje novou substritovou
specifitu' a je soudasng prvnim enzymem z rodiny
halogenalkandehalogenas s potvrzenou enantioselektivitou.
Vysokou enantioselektivitu  vykazoval tento enzym
k vybranym B-substituovanym bromovanym alkanim a bro-
movanym esterfim’.

Aktivita, enantioselektivita a konformaéni chovani DbjA
byly studovany pii rizné teplot¢ a pH. Konforma¢ni zmény
enzymu byly sledovany pomoci CD spektroskopie. Zjisténa
teplota tani (7,,) byla 47,3 £ 0,2 °C. Ze strukturniho hlediska
vykazoval studovany enzym velkou toleranci ke zméné pH.
Jeho sekunddrni struktura nebyla ovlivnéna v rozsahu pH
5,3-10,3. V silné kyselém prostiedi (pH<5.3) dochazelo k
agregaci proteinu, zatimco v siln¢ alkalické prostiedi
(pH>10.3) enzym  zaujimal neuspoiddanou konformaci.
Teplotni a pH optima DbjA byla stanovena aktivitnim
méfenim se substratem 1-iodhexanem. Maximalni aktivita
enzymu byla detekovana pii 50 °C a pH 9,7. Nejvyssi
enantioselektivita DbjA s 2-brompentanem byla namétena pti
teploté¢ 20 °C. Zatimco vliv pH na enantioselektivni rozliSeni
2-brompentanu studovanym enzymem nebyl zjistén, teplota
vyznamné ovliviiovala enantioselektivitu DDbjA. Snizeni
teploty z 50 na 20 °C zvysilo enantioselektivitu DbjA
tiinactkrat. Na zakladé naméfené teplotni zavislosti
enantioselektivity byla vypoétena racemicka teplota spolu s
diferencnimi aktivaénimi parametry entalpii a entropii pro
dehalogenaci 2-brompentanu. Zjisténa racemicka teplota byla
85,6 °C, ArsAH byla -69,5 kJ/mol a Ag_sAS byla 0,2 kJ/mol.
Enzym DbjA preferencné katalyzoval entalpicky zvyhodnény
(R)-enantiomer 2-brompentanu.

Tato pozorovani demonstruji, ze halogenalkade-
halogenasa DbjA ma vysokou aktivitu a strukturni stabilitu
v §irokém rozmezi pH. Kromé toho muze byt
enantioselektivita DbjA  vdc¢i  vybranym  substratim
vylepSena snizenim reakéni teploty. Fyzikalné-chemické
parametry proto predstavuji vyznamny a velmi snadny
zpusob pro modelovani katalytickych vlastnosti enzymu
vyuzitelnych v biotechnologiich.
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NOVE SEDMICLENNE CYKLY JAKO PRODUKTY
A MEZIPRODUKTY ESTERIFIKACE
SALICYLANILIDU

A. IMRAMOVSKY, J. VINSOVA a F. J. MONREAL

Farmaceuticka fakulta UK, Heyrovského 1203, 500 05
Hradec Kralove
imramovsky@faf.cuni.cz

Salicylanilidy patii mezi antibakterialni latky s vysokou
antimykobakterialni aktivitou vi¢i Mycobacterium tubercu-
losis H37Rv, ale také nékterym atypickym kmentim, vici
nimz jsou bézna antituberkulotika méné¢ UCinnd ¢i
neu¢inna'?. Pro biologicky uginek je nezbytna fenolickd
hydroxyskupina, kterd je pravdépodobné zodpovédnd za
rozpojeni oxidativni fosforylace. NaSe snaha o jeji
esterifikaci aminokyselinou vede k nové skupiné biologicky
aktivnich latek typu proléciv, u kterych zlstane zachovana
vysoka aktivita, zlep§i se rozpustnost a snizi toxicita.

R2

o HN
)~o
N
o [
[¢)

Pii piipravé esterd aminokyselin s nejucinnéj$imi
salicylanilidy byly zjiStény necekané cyklizace za vzniku
zcela novych sedmiélennych ortho-kondenzovanych hetero-
cykld — substituovanych 3,4-dihydro-benzo[f][1,4[-oxazepin-
-2,5-diont 1. Tyto typy sloucenin nejsou v literatufe dosud
popsany, nebyla nalezena ani jejich zjednoduSena struktura.
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Jejich vznik byl prokazan pii esterifikaci nekterych
salicylanilidd s Z-Gly a Z-L-Ala, hraji vSak také roli pfi
pfesmyku uvolnéné aminoskupiny napf. esteru fenylalaninu
se salicylanilidem (schéma 1), kdy se v rychlém sledu reakci
molekula pteskupi za vzniku diamidu II, jehoz struktura byla
potvrzena na zakladé 2D experimentd (GHSQC a GHMQC).
NMR, MS. Volny fenolicky hydroxyl byl dokdzan Emerson-
ovou a Gibbssovou reakci. K ¢isténi meziprodukti a final-
nich produktt byl s uspéchem pouzit Chromatotron, Model
7924T, ktery je vysoce ufinnou a rozpoustédla Setfici
chromatografickou metodou.

Prispévek vznikl za financéni podpory FRVS 151/2006, MSM
0021620822 a IGA MZd 14/8238-3.
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PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF
STYRENE OXIDE ADDUCTS WITH AMINO ACIDS
IN HUMAN GLOBIN

MICHAL JAGR, JAROSLAV MRAZ, KAREL
CTIBOR, VLADIMIR STRANSKY, and MARTIN
POSPISIL

National Institute of Public Health, Srobdarova 48,
100 42 Prague 10
michaljagr@centrum.cz

Styrene, an important monomer used in plastics
industry, is metabolized to a genotoxic intermediate styrene-
7,8-oxide (SO). Besides extensive detoxification through the
enzyme-mediated hydrolysis, a minor part of SO can produce
stable covalent adducts at various nucleophilic sites in the
body, e.g. with DNA or proteins. In blood protein globin, the
amino acids reported to form adducts with SO are Cys, His,
Asp, Glu, N-terminal Val, Lys, and Tyr. However, several
SO adduct species are commonly detected for each amino
acid because of simultanous formation of both 2-hydroxy-1-
phenylethyl (21HPE) and 2-hydroxy-2-phenylethyl (22HPE)
regioisomers, combined with the diastereomerism due to the
chiral properties of SO. Additionally, binding of SO to His
can occur via Nx or Nt in the imidazol ring of His.

The main aim of our study was to identify major
isomers of the SO adducts with Cys, Lys, and His in human
globin. For reference purposes, the synthetic standards were
prepared. The (S)- and (R)- SO enantiomers were reacted
with Cys or Na-protected Lys and His. Following
deprotection and purification on a silica gel column, the
individual isomers were separated by semi-preparative
HPLC and characterized using GC/MS, HPLC/MS, and 1H-
NMR. Human globin incubated with a 100-fold molar excess
of SO was hydrolyzed with pronase. Released amino acids
and adducts were then derivatized by a terc-
butyldimethylsilyl reagent, and analyzed by GC-MS. The
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most abundant regioisomers were 21HPE in Cys-SO and
Lys-SO, and Nrt-22HPE in His-SO. All remaining
regioisomers were also detected. The diastereomers were not
resolved by GC, however, some pairs could be separated by
HPLC. The most abundant SO adducts can serve as potential
biomarkers of the exposure to styrene.

This study was supported by the Internal Grant Agency of the
Czech Ministry of Health, grant NJ/7387-3.
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ESTERY VYBRANYCH MASTNYCH KYSELIN

A BIOLOGICKY AKTIVNICH ALKOHOLU JAKO
MOZNE HORMONOGENNI LATKY PRI REGULACI
HMYZiCH SKUDCU

ONDREJ JURCEK®, JITKA MORAVCOVA®
a ZDENEK WIMMER"

“YSCHT, Ustav chgmie pﬁrodm:ch latek, Technicka 3,
160 28 Praha 6; bUoCHB AV CR, Oddgéleni prirodnich
latek, Flemingovo namésti 2, 166 10 Praha 6

Prace se tyka syntézy analogl juvenilnich hormoni
(juvenoidi), biologicky aktivnich slou¢enin, které mohou mit
vliv na morfologii a fyziologii vybranych druhti hmyzu
amohou ucinné a ekologicky snizit hustotu populaci
hmyzich skidct. Za u¢elem modifikace vlastnosti juvenoidni
molekuly (protrahovany ucinek, moznost aplikace do
organismu spoleéné s potravou apod.) se v dalsi fazi syntézy
provadi derivatizace juvenoidu.

o
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o 1) 0o @)
o
a O\)\)LO/\

a:NaBH, @

o
b: Saccharomyces cerevisiae O\)\)L
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R: acyly vybranych kyselin
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V tomto vyzkumu jsme se zaméfili na esterifikace
vybranymi mastnymi kyselinami.Vzniklé estery
(juvenogeny) je mozné povazovat za aplikaéni formy
analogt juvenilnich hormont. V travicim traktu hmyzu, pfi
peroralnim podani, dochazi k rozstépeni esterové vazby a k
pomalému uvoliiovani analogu juvenilniho hormonu do
organismu. Vychozim meziproduktem syntézy juvenoidi
této série je 2-(4-hydroxybenzyl)-1-cyklohexanon (1), ktery
postupem naznadenym ve Schématu 1 poskytl isomerni
juvenoidy (3) a (4), které byly v poslednim reakénim kroku
transformovany v juvenogenni estery (5) a (6).

Pripravené estery byly testovany v laboratofich na svou
biologickou ucinnost a vysledky byly porovnany mezi sebou.
COST projekt D29.001 (MSMT).

FLUORESCENCNE ZNACENE LIGANDY NMDA
RECEPTORU

VOJTECH KAPRAS™", HANA CHODOUNSKA?
a LADISLAV VYKLICKY, Jr.t
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166 10 Praha 6; bpitrodovédecka fakulta, Univerzita
Karlova v Praze, Hlavova 8, 128 43 Praha 2; “Fyziologicky
ustav, AV CR, Videniska 1083, 142 20 Praha 4
kapras@uochb.cas.cz

Procesy v centralni nervové soustavé jsou poslednich
nékolik let pfedmétem Cetnych studii. Ve stiedu pozornosti
stoji synaptické receptory a jejich vlastnosti, z chemického
hlediska zvla§ts pak neuroaktivni latky'. Nage prace se
zaméfuje na syntézu polarnich derivati neurosteroidi
ovliviijicich aktivitu NMDA receptoru, specieln¢ pak na
vztah mezi zkoumanym steroidem a vazebnym mistem®.

Pro popis vazebného mista jsou nezbytné fluorescencéné
znacené syntetické derivaty. Jejich pfiprava je cilem
predkladané prace. Na zakladé nami dfive zjisténych
strukturné-aktivitnich zavislosti byly derivaty nativnich
neurosteroidd, substituované v polohach 7, 17 a 21, v dal$im
postupu uvazovany jako fyziologicky neucinné. NaSe
pozornost se zaméfila na substituci v poloze 3 a 11
steroidniho skeletu, nebot’ substituenty v téchto polohach
neodporuji vazbé steroid-receptor.

Nejlépe je prostudovana vazba fluorescenénich znaéek
na aminoskupinu substratu’. Proto jsme jako modelové
slou€eniny zvolili steroidni konjugaty s aminokyselinami.

Byly pfipraveny fluorescenéné znacené slouceniny a
ovéfena jejich aktivita na NMDA receptoru.

Grant: GAAV CR 1444055305, vyzkumny zamér Z4 0550506
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CHARACTERIZATION OF TRICHOBILHARZIA
REGENTI CERCARIAL PEPTIDASES

MARTIN KASNY?, LIBOR MIKES?, KATERINA
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“Department of Parasitology, Faculty of Science, Charles
University, Vinicna 7, 128 44 Prague 2, Czech Republic,

Department of Biology (Area 5), The University of York,
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Proteolytical enzymes (peptidases) are essential for the
life cycle of many trematode species and other parasites'.
Peptidases of the bird schistosome Trichobilharzia regenti
represent a key factor in the disruption of outer squamous
layer of the skin during the invasion into their host (ducks).
After penetration the larve (schistosumula), uniquely among
the schistosomes, migrates through the peripheral and central
nervous system (spinal cord, brain and olfactorial nerves) to
the nasal area where adults lay eggs®. Although the T, regenti
parasites can complete their life cycle only in a bird, their
cercariae are able to invade mammals including man and
survive for a limited period of time®. Repeated invasion can
stimulate an allergic reaction in man, which is manifested as
cercarial dermatitis®.

Using ZAP cDNA library from sporocyst (7. regenti
snail larvae stage) and employing PCR the full-length T.
regenti cathepsin B1 (cysteine peptidase) was amplified. By
DCG-04 - irreversible cysteine peptidase affinity probe we
identified a 33 kDa protein, probably cathepsin B1 too. The
predominant cysteine peptidase activity in T. regenti
cercariac was detected with the panel of fluorogenic
synthetic peptidyl amidomethylcoumarin substrates and
specific inhibitors. Major proteins from 7. regenti cercarial
extracts were analyzed by mass spectrometry methods
(MALDI TOF/TOF). Recorded results were continualy
compared with human trematode Schistosoma mansoni
(causes parasitic disease - schistosomiasis) and some signifi-
cantly similar biochemical and functional characteristics of
peptidases were observed. Based on this study we disclose
the possibility to use non-human specie T. regenti as an
alternative laboratory model in development of new
chemoterapeutics or vaccine against S. mansoni trematodes.

The work was supported by Collaborative Research Initiative
Grant (University of York, UK - Charles University, CZ),
Wellcome Trust. POST DOC grant (no.524/04/P082), Grant
agency of the Czech Republic.
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A RECOMBINANT MAIZE B-GLUCOSIDASE
RETARGETED TO THE VACUOLE REVEALS THAT
THE VACUOLE IS THE STORAGE ORGANELLE
FOR t-ZEATIN-O-GLUCOSIDE
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FRIMLOVA®*, ALENA REKOVA®, JIRi MALBECK",
and BRETISLAV BRZOBOHATY"*

“Dept Functional Genomics Proteomics, Masaryk University,
CZ-611 37 Brno, CR; bIstit. Biophysics AS CR, CZ-612 65,
Brno, CR; “Depart Mol. Biol. Radiobiol., Mendel University
of Agriculture and Forestry, CZ-613 00 Brno, CR; “Inst. Exp.
Botany AS CR, CZ-165 02 Prague, CR. *Present Address:
Centre for Plant Molecular Biology, University of Tiibingen,
72076 Tiibingen, Germany

Cytokinins (CKs), N-substituted adenines, are a class
of plant hormones with the ability to trigger cell division in
conjunction with auxin in tissue culture. They are also
involved in regulating a wide range of developmental

processes such as chloroplast differentiation, nutrient
assimilation and translocation, seed germination, leaf
expansion, flowering and senescence. CKs bearing a

hydroxylated isoprenoid substituent are called zeatin-type
CKs after trans-zeatin  (6-[4-hydroxy-3-methyl-but-2-
enylamino]purine), the most abundant naturally-occurring
CK.

CKs in plant cells are distributed among the various
sub-cellular compartments in a manner that is as yet poorly
understood. It is known that t-zeatin-O-glucoside (ZOG)
occurs transiently in chloroplasts and is enriched in vacuoles
of Chenopodium rubrum when cell cultures are supplied with
labelled CK.

A molecular tool for exploring the regulation of the
intracellular metabolic conversions of CKs requires that the
following two conditions be satisfied:

a) The tool disrupts normal metabolism in a tractable
fashion, e.g., by releasing active hormone from a transient
“store” of inactive conjugates.

b)  Transgenic plants are available that express the tool in
different sub-cellular locations.

A B-glucosidase, Zm-p60.1, was isolated from maize
coleoptiles and shown to release active CK from its storage
forms, and was subsequently shown to be localized to the
plastid. Using recombinant DNA technology, the cDNA
encoding the wild-type enzyme (with the native plastid-
targeting signal peptide) was modified so that the
recombinant version was localised to the vacuole. Transgenic
plants over-expressing this re-targeted version were
constructed and thus the above two conditions were satisfied.

The results presented show that cytokinin metabolism
is disrupted in the transgenic plants. The differing location of
the enzyme in the two variants disrupts CK metabolism in
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different ways. We also present evidence, for the first time
from intact plants, that the terminal storage organelle for
Z0G is the vacuole.

Supported by grants from the Ministry of Education of the
Czech Republic (Nos. MSM 143100008 and LNO0OA0S1), the
AS CR (AVOZ50040507), the GA AS CR (No. IAA600380507
and I44600040612).

RozéiRENi A EKOLOGICKY VY,ZNAM, ]
AEROBNICH FOTOSYNTETICKYCH BAKTERI{

MICHAL KOBLIZEK"", MICHAL MASIN®®
a ONDREJ PRASIL*”

”Mikrobio{ogick)} istav AV CR, Opatovicky mlyn, 379 81
Treborn; bUstavﬁ/zikdlni biologie JcU, Zamek 136, 373 33
Nové Hrady

Nedavny objev pfitomnosti aerobnich fotosyntetickych
bakterii v tropickém Pacifiku vzbudil silny zdjem o tuto
skupinu mikroorganismti. Nasledna studie prokazala, ze v
oligotrofnich vodach severovychodniho Tichého oceanu
tvoii tyto organismy kolem 10 % mikrobialniho spolecen-
stva. Aerobni fotosyntetické bakterie predstavuji malou
podskupinu Proteobakterii, obsahuji fotosyntetickd reakéni
centra tvoiena bakteriochlorofylem a na rozdil od svych
blizce pfibuznych purpurovych bakterii jsou striktné aerobni.

Pritomnost fotosyntetickych bakterii jsme sledovali
v ruznych lokalitaich svétového oceanu pomoci unikatniho
vysoce citlivého fluorometru, ktery byl vyvinut ve spolupraci
s firmou Photon Systems Instruments s.r.o. Brno. V oligo-
trofnich oblastech jizniho Tichého oceanu (transekt
Velikonoéni ostrov - Concepcion, Chile) se mnozstvi
bakteriochlorofylu pohybovalo od 0,5-1 pM. Podobné
vysledky jsme zaznamenali i v Atlantickém oceanu, kde byl
zmapovan polednikovy trasekt z Kapského mésta (Jizni
Afrika) do Falmouth (Velka Britanie). Fotoheterotrofni
bakterie jsou pifitomny v povrchové vrstvé do 200 m v celé
studované casti Atlantiku, tj. od nizkych do stfednich
zemépisnych Sifek. V oligotrofnich oblastech se mnozstvi
bakteriochlorofylu pohybovalo mezi 0,5-2 pM, v bohatych
oblastech severniho Atlantiku se obsah zvysil az na 6 pM.

Fotosyntetické bakterie byly téz registrovany v eutro-
fnim Baltském mofi. V této oblasti podléha mnozstvi
fotosyntetickych bakterii vyraznym sezoénnim vykyvim
sroénim maximem v kvétnu, s pfiblizné mésicnim
zpozdénim za jarnim maximem fytoplanktonu. Mnozstvi
fotoheterotrofii pak s nastupem podzimu pozvolna klesa a je
témét zanedbatelné v zimé.

Kolem 40 kment fotoheterotrofnich bakterii bylo
vyizolovano z riznych oblasti svétového oceanu. Na zakladé
sekvenace geni 16S ribozomalni podjednotky byly
vyizolované kmeny zafazeny do tfech zakladnich rodt
Roseobacter, Erythrobacter a Citromicrobium nalezejicich do
skupiny o-Proteobakterii. Izolat Erythrobacter sp. NAP1 byl
navrzen k celkové sekvenaci genomu, kterou provedl
Ventriv Institut metodou shotgun. PredbéZzna manualni
anotace potvrdila pfitomnost genti pro bakteridlni reak¢ni
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centra, geny pro asimilaci CO, ¢i fixaci dusiku v8ak nalezeny
nebyly. To odpovidd faktu, ze ziskané kmeny nejsou
schopny C¢isté autotrofniho ristu a vyZzaduji piitomnost
organického substratu. Pomoci soucasného méfeni respirace
a fotosyntézy bylo zjiSténo, Ze tyto organismy mohou
CasteCné nahrazovat energii oxidativni fosforylace pomoci
fotofosforylace. Fotosynteticka reakéni centra tak slouzi jako
alternativni zdroj ATP. Tato metabolicka strategie je ziejmé
vyhodna v moiském ekosystému charakteristickém omeze-
nymi zdroji zivin. Fotosyntetické bakterie tvoii 1-10 %
veskerych moiskych bakterii, coz signalizuje jejich
vyznamnou roli v mofském uhlikovém cyklu.
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DESIGN, SYNTEZA A STUDIUM MESOMORFNICH
VLASTNOSTI LOMENYCH KAPALNYCH KRYSTALU
NA BAZI DERIVATU 7-HYDROXYNAFTALEN-2-
-KARBOXYLOVE KYSELINY

MICHAL KOHOUT?, yACLAV KOZMiK“, JIRI
SVOBODA®, VLADIMIRA NOVOTNA" a MILADA
GLOGAROVA"

“Ustav organické chemie, VSCHT Praha, Technickd 5, 166
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Studium lomenych kapalnych krystalti prochézi
bouflivym rozvojem. Neddvno jsme v této oblasti zavedli
novy typ centralniho jadra a vyuzili jej pro syntézu novych
typi kapalné-krystalickych materiald!>. Cilem této prace
bylo pfipravit nové typy nesymetrickych lomenych
kapalnych krystald odvozenych od 7-hydroxynaftalen-2-
karboxylové kyseliny (Obr. 1) a studovat jejich mesomorfni
chovani pomoci DSC, studiem textur a rentgenostrukturni

analyzou.
2 A
Jesaasney
o X o o
o}

/©/l\ OR
ro OY 1
o)

X=H, Cl, CN, CH,
R=CgHy7, CioHaps CioHoss CigHogs CiiHyy
Ry = CgHyz CioHap CioHas CigHpgs CiiHpy

Obr. 1
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Budou diskutovany vlastnosti nové pfipravenych
a dosud nepopsanych derivati centralniho jadra dale pak
rozdily zptisobené zaménou centralniho jadra, vliv substituce
tohoto jadra a délky postrannich fetézcti na celkové zmény
v mesomorfnim chovani jednotlivych kapalnych krystalti
v pfipravenych seriich novych latek.

Price byla podporovina Grantovou agenturou Ceské
republiky (projekt ¢. 202/05/0431) a Ministerstvem Skolstvi,
mladeze a télovychovy (projekt MSM223100001).
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OBRANNE REAKCE BRASSICA NAPUS NA
HOUBOVY PATOGEN LEPTOSPHAERIA MACULANS
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Cilem této prace je studium obrannych reakci Brassica
napus na houbového patogena Leptosphaeria maculans.
nejrozsitenéj$i patogen rostlin rodu Brassica, zejména
B. napus a B. rapa. V této praci jsou pouzity dva izolaty
L. maculans — virulentni a avirulentni.

Béhem obrannych reakci na patogena dochazi k tvorbé
kalozy, ktera je stanovena spektrofotometrickou a mikrosko-
pickou metodou pomoci specifického barveni anilinovou
modfi. Virulentni izolat vyvolava v rostlinach vyssi
akumulaci kaldzy nez izolat avirulentni. Pfi mikroskopickém
pozorovani je patrné, ze virulentni izolat L. maculans
prorustd déloznim listem, zatimco avirulentni izolat je
lokalizovan v blizkosti mista inokulace. Dal§im zplsobem
obrany B. napus proti patogenu je produkce reaktivnich
forem kysliku, zejména peroxidu vodiku. Peroxid vodiku je
stanoven spektrofotometrickou metodou pomoci xylenolové
oranze in vitro a specifickym barvenim 3,3’-diamino-
benzidinem (DAB) in situ. U rostlin infikovanych
avirulentnim izolatem L. maculans je tvorba peroxidu vodiku
rychlejsi nez v ptipad¢€ infekce virulentnim izoldtem. Barveni
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pomoci DAB ukazuje, ze peroxid vodiku je lokalizovan
v déloznim listu v blizkosti hyf L. maculans. V infikovanych
rostlinach dochézi k indukci PR-proteinti. Tato indukce je
sledovana molekularné-biologickymi metodami pomoci
exprese PR1 a PR2 gend. Exprese PR gent je hodnocena
pomoci RT-PCR. V infikovanych rostlinach je exprese gent
PR1 a PR2 vyssi nez v kontrolnich rostlinach.

Ziskané vysledky rozSifuji dosavadni poznatky o
obranné odpovédi B. napus pti kompatibilni a inkompatibilni
interakci s L. maculans.

Tato prdce je podporovina granty MSMT KONTAKT CZ-4
a MSMT 1PO5SMES25.

SYNTEZ{& A FYZIKALNI VLASTNOSTI 'NOVYCH
LOMENYCH KAPALNE KRYSTALICKYCH
MATERIALU

ANNA KOVAROVA®, VACLAV KOZMIK®, JIR{
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GLOGAROVA"

“Ustav organické chemie, VSCHT Praha, Technickd 5,
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182 21 Praha 8

kovarova@vscht.cz

V poslednich letech jsme pfipravili fadu latek
odvozenych od 1-substituovanych naftalen-2,7-diold, které
vykazovaly rizné typy mesofazi'?. Z naméfenych vysledki
je zfejmé, ze zavedeni tohoto centralniho jadra je velmi
perspektivni, a proto se nadale zabyvame syntézou molekul
odvozenych od tohoto jadra. Tato prace pojednava o syntéze
a fyzikdlnich vlastnostech nesymetrickych kapalné
krystalickych monomert® a déale pak latek s parcidlng
perfluorovanym koncovym fetézcem 1.

. 200,
O

Dale se zabyvame piipravou nové série latek, jejichz
centralni jadro je odvozeno od thiofen-2-karboxylové
kyseliny /1.

o
JLTi::L\ o
OJK@\
X =H, CH,, Cl, CN OR,

R =CoH,;, (CH,)sCH=CH,
Ry = CioHa1 CroHas, (CH,)gCH=CH,, Re
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s COOH
HO
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Mesomorfni chovani novych latek bylo studovano
pomoci DSC, studiem textur a rentgenostrukturni analyzou.

Price byla podporovina Grantovou agenturou Ceské
republiky (projekt ¢. 202/05/0431) a Ministerstvem Skolstvi,
mlddeze a télovychovy (projekt MSM 223100001).
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STANOVENI EXPRESNiCH PROFILU U PACIENTU
S MYELODYSPLASTICKYM SYNDROMEM (MDS)

A. KRACMAROVA, H. BRUCHOVA, J. CERMAK a
R. BRDICKA
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alzbeta.kracmarova@uhkt.cz

Myelodysplasticky  syndrom (MDS) predstavuje
heterogenni skupinu onemocnéni neefektivni hematopoézy,
ktera postihuji kmenové buniky kostni dfené. Charakteristic-
kymi projevy MDS jsou dysplazie v nékolika vyvojovych
fadach, periferni cytopenie a zvySené riziko leukemické
transformace, nebot’ ptiblizné u 1/3 vSech diagnostikovanych
pacientd dochazi k ptechodu MDS v akutni myeloidni
leukemii (AML). MDS postihuje zvlasté star§i populaci,
pficemz incidence tohoto onemocnéni je odhadovana v
intervalu 3.5-10/100 000. Jedinym pfistupem umoziujicim
vyléceni pacienta nadale zustava alogenni transplantace
kmenovych bungk. Siroké spektrum klinickych, morfo-
logickych a genetickych projevit se stalo zakladem pro
pozdéjsi rozliSeni jednotlivych podtypt (FAB ¢ WHO
klasifikace).

Etiologie a kompletni genetické pozadi MDS nejsou
doposud uspokojivé vysvétleny, ptfiCemz pravé biolipové
technologie usnadnuji feSeni téchto otazek, diky moznosti
soucasného testovani (kvalitativni i kvantitativni) velkého
poctu genti v ramci jednoho vzorku. Stejné jako v piipadé
jinych malignich onemocnéni je zvlastni pozornost
soustfedéna zejména na stanoveni expresnich profild
onkogent, tumor-supresorovych a gent regulujicich bunéény
cyklus'**.

Vysettovany soubor zahrnoval celkem 12 pacientd
s MDS v dobé stanoveni diagnézy (3 pacienti s RA/5q-,
3 pacienti s RCMD, 3 pacienti s RAEB II a 3 pacienti
s RAEB-T) a 1 pacienta se sekundarni AML transformované
z MDS. Pro stanoveni expresnich profild byly pouzity
nylonové membrany Atlas Human Cancer cDNA Arrays
(Clontech) s 588 sondami pro geny, které se mohou castnit
nadorové transformace buiky. Z leukocyti periferni krve
pacientll byla izolovana celkovd RNA, ktera byla posléze
reverzni transkripci pfevedena na komplementarni DNA
(cDNA) a soucasné radioaktivné naznacena pomoci o-32P
[dATP]. Detekované expresni profily pacienti byly
porovnany s expresnim profilem kontrolniho smésného
vzorku, ktery obsahoval material od zdravych jedinct
ruznych vékovych skupin. Dvojnasobné zvyseni ¢i sniZeni
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hadiny pfislusné mRNA bylo pti komparativnich analyzach
povazovano za signifikantni.

U vétSiny pacienti s MDS byl zaznamenan pokles
v expresi 10 genl: junB, casper, CRAF1, c-fms, XRCCI,
zyxintzyxin-2, MMP9, PDGFA, interleukin-13 a RPSA.
Zmény expresnich hladin nékterych gent tzce korelovaly
s prislusnym subtypem MDS. Obecné bylo pozorovano, Ze
expresni profily pacientti v pocatecnich stadiich MDS, tedy
refrakterni anémie (RA) a refrakterni cytopenie s multi-
linearni dysplazii (RCMD), vykazovaly méné odchylek od
kontrolniho vzorku nez pacienti s pokrocilejSimi subtypy
MDS jako jsou refrakterni anémie s excesem blastii 2 (RAEB
II) a refrakterni anémie v transformaci do AML (RAEB-T).
Hladiny exprimovanych gent, které byly detekované u paci-
enta se sekundarni AML transformované z MDS, mély velmi
podobny charakter jako u pacientd s RAEB-T.

Podporeno: VZ MZ CR 0002373602.
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Z pitedchoziho vyzkumu' vyplynulo, e existuje urdita
podobnost mezi slozenim alifatickych latek v samcich
znackovacich feromonech® a zastoupenim mastnych kyselin
(véetné od nich odvozenych latek) v jejich tukovych
télesech. Pomoci riznych chromatografickych metod bylo
tedy analyzovano slozeni tukovych téles samct u vybranych
druhti ¢melédkt a pa¢melaka (Bombus pratorum, B. silvarum,
B. subterraneus, Psithyrus bohemicus, P. rupestris).

Tkanovy extrakt byl nejprve rozdélen na tenké vrstve,
odkud byly vybrany a zpracovany pouze triacylglyceroly
(TAG). Pripravené vzorky byly analyzovany metodou
LC/MS s chemickou ionizaci za atmosférického tlaku®. Pro
lepsi separaci TAG byla optimalizovana metoda s nevodnym
chromatografickym systémem. Byly pouzity dvé reverzni
kolony C18 (15 c¢m a 30 cm dlouhé) zapojené do série”.

392

VI Amerika 2006

Kvdli lepsi citlivosti pro nékteré molekularni ionty TAG byla
pouzita postkolonovd derivatizace amonnymi ionty.
V tukovych  télesech  ¢meldkli se hojné  vykytuji
triacylglyceroly obsahujici Sestnacti a osmnactiuhlikové
kyseliny, a to nejcastéji nasledujici: OLnO, PLnO, PoPoO,
PoPoP, POO nebo OOO (kde Ln je linolenova kyselina, O je
olejova kyselina, P je palmitova kyselina a Po je
palmitolejova kyselina). Mimo to obsahuji tukova télesa
¢melaki jesté mnozstvi triacylglycerold s dvanacti, ¢trnacti
a viceuhlikatymi kyselinami, jejichz zastoupeni se u riznych
druht lisi. Zcela jedine¢nym se z hlediska TAG ukazal byt
druh B. pratorum, ktery ma velké mnozstvi triacylglyceroli
obsahujicich kyselinu (26:2). Coz ukazuje na moznou
souvislost se slozenim feromonu v labidlni Zlaze, kde se
vyskutuje pentakosa-7,17-dien.

Vzorky TAG byly dale transesterifikovany a pro
identifikaci a kvantifikaci jednotlivych mastnych kyselin
byla pouzita metoda GC/MS. Vysledky téchto analyz
potvrdily nejhojnési zastoupeni Sestnacti a osmnacti-
uhlikovych mastnych kyselin v ¢melacich triacylglycerolech.
Ve vétsiné vzorkll prevlada kyselina olejova. Analyza
mastnych kyselin pomoci GC/MS dale pomohla upfesnit
nékteré sporné vysledky.

Slozeni mastnych kyselin i triacylglyceroli se zda byt
druhové specifické, mezi jedinci stejného druhu existuji jen
malé rozdily. Mezi jednotlivymi druhy pak existuji rozdily
ve vyskytu, mnozstvi a miry nasycenosti triacylglycerolt.

Prdce byla provedena za podpory Grantové agentury AV CR
(grant cislo A4055403 a vyzkumného zaméru cislo Z4 055
905).
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DEHYDROGENASY METABOLISMU
KORTIKOSTERONU U KURAT
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Ve mineralokortikoidnich tkanich (ledviny, tlusté stfevo
aj.), hydroxysteroid dehydrogenasy (HSD) chrani tyto tkané
pred vysokou koncentraci glukokortikoid (GK). Zabezpecuji
tak specificitu u¢inku aldosteronu pfes jinak nespecificky
mineralokortikoidni receptor. Naopak, jiné HSD lokalné
zvysuji koncentraci aktivnich glukokortikoidt a tak vysledna
koncentrace aktivnich steroidii ve tkanich je spiSe zavisla na
aktivité téchto enzymu nez na jejich plazmatické koncentraci.
K inaktivaci kortikosteronu v buiice dochéazi oxidaci na uhliku
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C11 nebo redukci na C20 a je vysledkem aktivit enzymu 1183-
hydroxysteroid dehydrogenasy isoformy 2 (118HSD2) a 20-
hydroxysteroid dehydrogenasy (20HSD). ZvySeni lokalni
koncentrace GK je zavislé na aktivit¢ 11BHSD isoformy
I1(11BHSDI1). V naSich experimentech jsme sledovali
lokalizaci téchto enzymid v ptacich tkanich a za vyuziti
internetové kuteci EST databazi a alignement programi jsme
sestrojili mRNA sekvenci kuteciho enzymu 20HSD. Ziskanou
sekvenci jsme rekombinantné exprimovali a protein dale
purifikovali a podrobili analyze jeho enzymovou aktivitu.
Rezy kufecich tkani (ledviny, tlusté stfevo) metabolizovaly
kortikosteron na 20-dihydrokortikosteron a z mens$i ¢asti na
11-dehydro-20-dihydrokortikosteron; jatra  metabolizovala
kortikosteron vyhradné na 20-dihydrokortikosteron. Pfi pouziti
progesteronu jako substratu fezy kufecich tkani redukovaly
progesteron jen na 20p-dihydroprogesteron a redukce substratu
byla dependentni na kofaktoru NADPH. Pomoci internetové
EST databaze a alignment programt jsme in silico sestrojili
mRNA sekvenci kufeciho enzymu 20BHSD a porovnali ji se
znamymi sekvencemi u sav€ich druhtt (75 % sekvencni
homologie). Sekvence byla vloZzena do bakteridlniho
expresniho vektoru pET-15b a rekombinantné exprimovana v
E. coli (BL21). Fazni protein, ktery byl od cytosolarnich
proteintt oddélen pomoci Ni-NTA purifikaéniho systému,
metabolizoval kortikosteron na uhliku C20 na neaktivni 20p-
dihydrokortikosteron.  Purifikovany  protein  vykazoval
NADPH kofaktorovou specificitu a kinetické vlastnosti
podobné vlastnostem savéi 20BHSD. Kvantitativni RT-PCR
potvrdila distribuci tohoto enzymu v kufecich tkanich s
nejvyssi expresi mRNA pro 20BHSD v tlustém stievé a
ledving. Zda se, ze enzym 20BHSD svoji aktivitou ochrafiuje
bunky kufecich tkani pred vysokymi koncentracemi
glukokortikoidii a gestageni a to zamezenim vazby téchto
steroidil na nespecificky mineralokortikooidni receptor.

SYNTEZA FUNKCIONALIZOVAN\:{CH ]
6-(ALKYL)PURINU NUKLEOFILNI ADICI NA
6-VINYL NEBO 6-ETHYNYLPURINY

MARTIN KUCHAR a MICHAL HOCEK

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

Puriny, substituované v poloze 6, vykazuji Siroké
spektrum biologické aktivity'. Znamé jsou antimykobakteri-
alni, antibakterialni a cytotoxické vlastnosti 9-benzyl-6-
arylpurinii. Zatim se ale stdle malo vi o biologické aktivité
purint, které maji v poloze 6 funkcionalizované substituenty.
Jako vhodna metoda k jejich pfiprave se ukdzala nukleofilni
adice na dvojnou nebo trojnou vazbu™".

Nukleofilni adice primarnich a sekundarnich amind na
trojnou vazbu vede za laboratorni teploty k pfislusSnym
enaminim. Adici alkohold a thiold za katalyzy malym
mnozstvim pfislusného alkoholatu (thiolatu) na trojnou
vazbu ziskame acetaly, resp. dithioacetaly.
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V piipadé adice N-nukleofili na vinylpuriny jsme za
laboratorni teploty ziskali sérii aminti. Adice alkoholi
a thiold vedla k etherim a sulfidim. Kyselym odstranénim
THP chranicich skupin jsme ziskali volné baze.
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Tato vypracovana metodika dosahuje dobrych vytézka
a byla usp&s$né pouzita k syntéze fady novych latek.

Tato prace je soucasti vyzkumného projektu Z4 055 0506,
ktery byl podporovany MSMT “Centrum Novd antivirotika

a antineoplastika“ 1M0508 a firmou Sumitomo Chemical,
Co. (Osaka, Japan). Autori dékuji Dr. Votrubovi za testovani
biologicke aktivity a Dr. Pohlovi za NMR spektra.

LITERATURA

1. (a) Hocek M., Holy A., Votruba I., Dvotakova H.: J.
Med. Chem. 43, 181 (2000).

(b) Hocek M., Holy A., Votruba 1., Dvotakova H.:
Collect. Czech. Chem. Commun. 66, 483 (2001).

(c) Hocek M., Holy A., Dvorakova H.: Collect. Czech.
Chem. Commun. 67, 325. 2002

2. Overés A. T., Bakkestuen A. K., Gundersen L. L., Rise
F.: Scan. Chem. Acta 54, 1116 (1997).

3. LiuF., Dalhus B., Gundersen L. L., Rise F.: Scan.
Chem. Acta, 53,269 (1999).

4. (a) Kawasaki T., Nagatsugi F., Ali Md. M., Maeda M.,
Sugiyama K., Hori K., Sasaki S.: J. Org. Chem. 70, 14
(2005).

(b) Nagatsugi F., Kawasaki T., Usui D., Maeda M.,
Sasaki S.: J. Am. Chem. Soc. 121, 6753 (1999).

PRIPRAVA, CHARAKTERIZACE A KOQRDINACM'
VLASTNOSTI NOVYCH FERROCENOVYCH
FOSFINKARBOXYLOVYCH KYSELIN

MARTIN LAMAC,* IVANA CISAROVA a PETR
STEPNICKA

Katedra anorganické chemie, Prirodovédecka fakulta
Univerzity Karlovy, Hlavova 2030, 128 40 Praha 2
lamacm@volny.cz

Fosfinové ligandy obsahujici ferrocenovy skelet byly
v nedavné minulosti Uspé$né vyuzity v oblasti katalyzy
organickych reakci' a dalsi rozvoj aplikaci této skupiny latek
Ize jesté oCekavat. V ramci naseho vyzkumu jsme se zamétili
na studium chemie ferrocenovych fosfinkarboxylovych
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kyselin®, zvlasté s ohledem na strukturni rysy jejich koordi-
nacnich slouCenin. Aktudlnim vysledkem na$i prace je
piiprava racemické 2-[(difenylfosfino)methyl]ferrocenkarbo-
xylové kyseliny (I), izomerni k dfive pfipravené [2-(difenyl-
fosfino)ferrocenyl]octové kyseling®. Déle byly piipraveny
modelové komplexy troj- a jednomocného rhodia. Jedna se o
komplexy [RhCl(n5-C5Me5)(RL-kP)] (R = H: IIa, R = Me:
1Ib), kde HL oznacuje P-monodentatni kyselinu I a MeL jeji
methylester, a dale o komplex [Rh(CO)(L-xO,P)(PCy3)]
(M), ve kterém se fosfinkarboxylat L- koordinuje jako O,P-

chelatujici ligand*.

cooy /Rh ol
@PWZ d?\//\': \CI
/ N\
1~ ~cooH d pn Ph
| lla, Y =H
Ilb, Y = Me
CN
Ph\ o
P E
GO @\
C—o— PPh
Fe 1\ \PCy3 Fe ?
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IVa, E = Me
1l
IVb, E = PPh,

Obr. 1

V soucasné dobé se zabyvame syntézou opticky ¢istych
chiralnich ferrocenovych fosfinkarboxylovych kyselin.
V prubéhu téchto pokust bylo zjisténo, ze o-alkylace
racemického [2-(difenylfosfino)ferrocenyl]acetonitrilu probi-
ha s vysokou stereoselektivitou za vzniku produkti typu
IV.5. Popsand reakce piedstavuje alternativni piistup v
syntéze chiralnich ferrocenovych derivata.
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INDUCTION OF EXPRESSION OF NAG-1/MIC-
1/GDF-15 IN PROSTATE AND COLON EPITHELIAL
CELLS USING NONSTEROIDAL ANTI-
INFLAMMATORY DRUGS

EVA LI'NCOVA“"’, KAREL SOUCEK‘, VIKTOR
HORVATH?®, JIRINA HOFMANOVA®, and ALOIS
KOZUBIK®

“Laboratory of Cytokinetics, Institute of Biophysics, Brno,
612 65; *Department of Biochemistry, Faculty of Science,
Masaryk University, Brno

Colon and prostate cancer are leading cause of cancer
death in the Western world. Antitumorigenic effects of
nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are well
established in several types of cancer disease. However,
mechanisms driving these processes are not known in all
details. Finding the biomolecular mechanisms associated
with effects of NSAIDs in prostate and colon cancer is an
important endeavor, and potentially will lead to novel
treatment strategies. It has been shown that some effects of
NSAIDs are independent on inhibition of activity of
cyclooxygenases. Induction of NAG-1/MIC-1/GDF-15, gene
from transforming growth factor-f superfamily is associated
with pro-apoptotic and anti-tumorigenic effects of some
NSAIDs.

In our study, we compared effects of selected NSAIDs
on induction of NAG-1 protein in several cancer and non-
cancerous prostate and colon epithelial cell lines. We found
significant differences in response to treatment by NSAIDs
and induction of NAG-1 protein between individual cell
lines. Generally, only cells with intact p53 function were able
to induce expression of NAG-1 protein after treatment by
NSAIDs. This observation correlates with property of
NSAIDs to inhibit proliferation and induce apoptosis in p53-
null cell lines. Function of NAG-1 protein in effects of
NSAIDs was proofed using NAG-1 siRNA in selected cell
lines. Our observation showed importance of p53 status in
sensitivity to anti-proliferative and pro-apoptotic effects of
NSAIDs.

Supported by Ministry of Industry and Trade of the Czech
Republic, contract No. Pz-Z2/29 and IGA AV CR
108500040507.

HUMAN CARBONIC ANHYDRASE

P. MADER?, J. BRYNDA?, V. KRAL?,

P. REZACOVA™", R. STOURACOVA™, M. FABRY?,
J.ZAVADA?, Z. ZAVADOVA®, L. RULISEK®,

M. KOZIiSEKY, and J. SEDLACEK®

“Inst. of Molecular Genetics, Flemingovo 2, CZ-166 37
Praha 6; bUT SW Med. Ctr, 5323 Harry Hines Blvd, Dallas,
Texas 75390, ‘UC at Denver, Health Sciences Ctr, 4200 E.
Ninth Ave. Denver, CO 80262, “Inst. of Organic Chemistry
and Biochemistry, Flemingovo 2, CZ-166 37 Praha 6
mader@img.cas.cz
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Among fourteen human carbonic anhydrases, only the
CA IX isoform is strongly associated with certain types of
cancer. A unique structural feature of CA IX is its extra
component - the proteoglycan-like (PG) segment, located at
the amino terminus of the molecule. Conceivably, this
segment could be of relevance for oncogenesis, therefore it
deserves a more detailed investigation.

The PG amino acid sequence [Q16790; gi:5915865]
comprises 59 residues:
SSGEDDPLGEEDLPSEEDSPREEDPPGEEDLPGEEDLPG
EEDLPEVKPKSEEEGSLKLE

A remarkable feature of the PG segment of the CA IX
molecule is a high content of dicarboxylic amino acids (27 D +
E out of total 59 residues) and a low content of basic ones (4 R
+ K). Most of the dicarboxylic amino acids are grouped in four
identical repeats of the motif GEEDLP (bold) and in its three
modified versions. The epitope peptide used in this study
(underlined) seems to be an adequate structural representation
of the protein antigen since predictions show lack of any
secondary structure in the PG domain. Abnormal expression of
CA IX in various commonly occurring carcinomas suggests its
involvement in oncogenic pathways. CA IX is also a cell
adhesion molecule (CAM) that can mediate attachment of cells
to non adhesive solid support'. For a secondary structure-
lacking, flexible peptide it might be intuitively expected that
such ligand would adopt a complementary shape and undergo
stabilization in the complex with its cognate antibody: this
would be accompanied with a loss of the conformational
freedom and with an unfavorable entropy contribution,
measurable with microcalorimetry methods. We show here
that upon the epitope peptide binding a substantial structural
re-arrangement occurs also in one of the antibody
hypervariable loops and that the accompanying local
stabilization can be traced in comparisons of the crystal
structures of the free and complexed antibody. Somewhat
unexpectedly, all substantial 3D structural transitions occur in
the hypervariable loops other than those that form counterparts
of the epitope dicarboxylic amino acid residues and that
provide for major enthalpy contributions.

REFERENCES
1. J.Zavada, Z. Zavadova, J. Pastorek, Z. Biesova, J.
Jezek, J. Velek: Br. J. Cancer. 82, 1808 (2000).

PROCARYOTIC EXPRESSION OF THE
NUCLEOCAPSID PROTEIN GENE OF PORCINE
CIRCOVIRUS TYPE 2 AND USE OF THE PROTEIN
IN ELISA FOR SEROLOGICAL DIAGNOSIS OF
POSTWEANING MULTISYSTEMIC WASTING
SYNDOME IN PIGS

ZUZANA MARCEKOVA?, EVA KOSINOVA®, IVAN
PSIKAL®, and PETER SEBO*

“Institute of Microbiology, Czech Academy of Sciences,
Videnska 1083, 142 20 Prague; b Veterinary Research
Institute, Hudcova 70, 621 32 Brno
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Post-weaning  multisystemic ~ wasting ~ syndrome
(PMWS) is now a well-established disease of swine herds,
causing important economic losses in many European
countries, North America and Asia. PMWS is linked to the
emergence of a new porcine circovirus type 2 (PCV2) that is
a small non-enveloped circular single-stranded DNA virus in
the Circoviridae family. PCV2 has two major open reading
frames (ORFs). ORF1 encodes the viral replicase and is less
variable, while ORF2 encodes the viral capsid protein (Cap)
and displays a higher rate of variation. This implies that
ORF2 may determine the type-specific features of PCV2.
Simple and reliable diagnostic methods are sorely needed for
detection of PCV2-specific antibodies and monitoring of
PCV2 infection. In this study, we aim to develop a modified
direct enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for
detection of PCV2 using the recombinant capsid protein Cap
as an antigen. The cap gene was cloned using an E. coli
expression vector yielding Cap protein fused to a C-terminal
6xHIS affinity tag (Cap-6xHIS). Unfortunately, however, no
expression was observed. It is shown that lack of expression
of Cap-6xHIS was due to rare codon usage in 5° portion of
cap gene encoding an arginine rich N-terminal sequence
MTYPRRRYRRRRHRPRSHLG. When this sequence was
deleted, the final CapA20aa-6xHIS protein was produced at
high levels. The purified truncated protein has been
successfuly used to develop an ELISA (acapELISA) for
serological detection of PCV2 infection in pig farms.
Comparison of the sc,,ELISA with comercialy available
SERELISA® PCV2 Ab Mono Blocking shows a higher
sensitivity of the c,, ELISA.

ANALYZA INTERAKCI RODICOVSKYCH GENOMU
MEZIDRUHOVEHO HYBRIDA S. LATIFOLIA x
S. VISCOSA NA CYTOGENETICKE UROVNI

MICHAELA MARKOVA

Laborator vyvojové genetiky rostlin, Biofyzikalni uistav, AV
CR, Brno

Rod Silene L. z ¢eledi Caryophyllaceae (hvozdikovité)
predstavuje jedine¢ny systém pro studium determinace
pohlavi a evoluce pohlavnich chromozomi u rostlin, nebot’
do tohoto rodu patii druhy s rozlicnymi strategiemi
determinace pohlavi. Dioecie (dvoudomost) se zde objevila
v obdobi pted 8-24 milidny let, zatimco u savcu jiz pred 300
miliony let. Je zde tedy mozno studovat rana stadia evoluce
pohlavnich chromozomi. Tento rod je také velmi vhodny pro
konstrukci mezidruhovych hybridi a to zejména proto, Ze
vSechny dvoudomé druhy zde maji stejny pocet chromozomut
(2n=24). Dvoudomé S. latifolia byla opylena in planta
hermafroditni S. viscosa za tUCelem studia interakce
rodi¢ovskych genomt.

Metoda GISH (genomic in situ hybridization) umoznila
jednoznaéné rozliSit rodiCovskou ptisluSnost chromozomu
v hybridu. V interfazi zGstavaji rodi¢ovské genomy
separovany a tvoii domény. Mitdéza probiha bez aberaci, coz
svédci o stabilit¢ hybridnitho genomu. Podrobngjsi analyza
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chromozomti pomoci FISH sond ukézala, Ze hybrid ma
striktné aditivni charakter a nedochdzi u né¢j k zadnym
prestavbam. Repetitivni sekvence X43.1, izolovand z S.
latifolia, se u S. viscosa nenachazi a je tedy zfejmé druhové
specifickd. Studovala jsem také lokalizaci markeru DD44,
ktery je u S. latifolia vazan na pohlavni chromozomy. Byly
nalezeny signaly v genomu S. viscosa, a také na jednom
autozomu pochazejicim z S. viscosa v hybridovi. Dle
v§eobecné uznavané teorie evoluce pohlavnich chromozomtl,
se tyto vyvinuly z paru autozomu. Zde se tedy nabizi velmi
zajimava otazka, zda je tento autozom S. viscosa evolu¢nim
pfibuznym pohlavnich chromozomut. Jsou chromozomy S.
latifolia schopné parovat se v meidze se svymi homeology
uS. viscosa? Pripadné péarovani chromozomu X s jeho
homeologem by umoznilo ptimo studovat rozsah homologie
a udalosti vedouci ke vzniku pohlavnich chromozomu
(delece, inverze, duplikace ...)

Podrobna cytogeneticka analyza odhalila nepravidelny
pribéh meidzy. Zvlasté v anafdzi I a anafazi II dochazi ke
vzniku Cetnych opozdénych chromozomi a mustkl. Zjistila
jsem, ze chromozomy S. latifolia a S.viscosa se jiz pii
meidze téméf nejsou schopny parovat. Tyto chromozomy
ziejmé v prib&hu evoluénich zmén divergovaly natolik od
svého spole¢ného predka, ze zde jiz neni mozné na
cytogenetické urovni parovani analyzovat. Neschopnost
synapse chromozomi miZze byt zpisobena také rozdilem ve
velikosti rodi¢ovskych genomi. Chromozom X je asi dvakrat
vetsi nez prumérny autozom S. viscosa. GISH a FISH
dokumentuji, ze pravé chromozom X se na mustcich podili
velmi c¢asto. Skutecnost, ze se chromozom X ze S. latifolia
v hybridu vibec neparuje, znemoznila prozatim potvrzeni
existence jeho homeologa u S. viscosa. Pro vyfeSeni této
otazky bude tieba izolovat dal§i pohlavné vazané markery,
pouzitelné o obou druhti. Hybrid S. latifolia x S. viscosa bude
nadale vyuzivan také pro studium evoluce repetitivnich DNA
sekvenci.

Tento vyzkum byl podporovin Grantovou agenturou CR
(204/05/H505 a 521/05/2076).

ANALYZA EXPRESE P53-SIGNALNICH GENU
U MALlGNiCH BLASTU PO PUSOBENI
METHOTREXATU

EVA MICHALOVA'®, JAROSLAV STERBA™, SONA
BABCANOVA®, KATERINA KRIVANKOVA',
DALIBOR VALIK® a BORIVOJ VOJTESEK"

“Masarykitv onkologicky vistav, Oddéleni patologie, Zluty
kopec 7, 656 53 Brno,; “Masarykiiv onkologicky ustav,
Oddélent laboratorni mediciny, Zlut)ﬁ kopec 7, 656 53 Brno;
‘Fakultni nemocnice Brno, Klinika détské onkologie,
Cernopolni 9, 663 62 Brno

Methotrexat je nejcastéji pouzivanym antifolatem pii
1é¢be pacientl s akutni leukémii. Pusobi jako silny inhibitor
enzymu dihydrofolatreduktasy podilejiciho se na regulaci
metabolismu folati v bunice, coz vede k celkovému sniZeni
syntézy DNA. Vlastni mechanismus odpovédi leukemickych
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bunék na ,high-dose* terapii methotrexatem vSak neni
doposud zcela objasnén.

Z kostni dfené pacienti s akutni leukémii byly
izolovany naivni blasty a kultivovany s methotrexatem 24
hodin ex vivo. Byla provedena imunocytochemicka analyza
p53 a pomoci techniky cDNA GEArray byly sledovany
zmény exprese p53-signalnich gend u pacientl trpicich ALL
a AML.

U vSech pacienti bylo mozné pozorovat zvySenou
expresi fady proapoptickych genti napt. BBC3 ¢i BAX a na-
opak velmi nizkou hladinu, ptipadné pokles exprese BCL2.
U dané skupiny pacient byla pozorovana pouze bazalni
transkripéni aktivita TP53 a ani vlivem methotrexatu se
vyrazné¢ nemeénila. Naproti tomu dochazelo k vyznamnym
zménam v expresi genu kodujiciho protein MDM2 negativné
regulujici endogenni hladinu p53. PGsobenim methotrexatu
rostla u vétSiny pacientl exprese gent, jejichz produkty
navozuji zastavu bunééného cyklu: p21Wafl/Cipl, pl6ink4
a MTBP. Ze skupiny genl kodujicich produkty schopné
modifikovat p53 byly prokazany vysoké hladiny exprese
CSNKI1A1, JNKK2, SIRT1 ¢i HIPK2. Zmény exprese po
vystaveni bunék methotrexatu byly detekovany i u fady
transkripénich faktord ¢i vazebnych proteind (SP1, p300).
U kazdého pacienta byly zaznamenany vyrazné zmény
exprese i u dalSich gend, avSak tyto zmény mély spise
individualni charakter.

Z vysledkl studie vyplyva, Ze methotrexat navozuje
u malignich blasti zmény v expresi fady p53-signalnich
gend. Nicméné byla detekovana zna¢nd mira variability
v transkripéni aktivité jak pfi porovnani expresnich profilti
vramci jednotlivych typi leukémie, tak i u pacientll se
stejnou diagnozou. Piesto se podafilo nalézt nékolik
kandidatnich genu, které by mohly hrat vyznamnou tlohu pfi
objasnéni mechanismu bunécné odpovédi na pisobeni
cytostatika.

Prace byla podporena z financnich zdroji: IGA MZ CR No.
NR8338-3/2005 a MZO 000209805.

DEGENERACE NEURONALNjCH BUNEK
HIPPOCAMPU PO PERINATALNI EXPOZICI
ALKOHOLU

M. MILOTOVA
Fyziologicky ustav 1.LF UK, Albertov 5, 128 00 Praha?2

Experiment sméfuje k objasnéni vlivu ethanolu, jako
neurotoxické latky, na vyvoj populaci neuronalnich a glial-
nich bunék v hippocampu. Tato studie by mohla pfispét k ob-
jasnéni poskozeni mozku v perinatdlnim obdobi.

V tomto experimentu jsme podavali 20 % roztok
ethanolu, p.o., bfezim samicim laboratornich potkant typu
Wistar. Uginna latka byla aplikovéna denng, od prvniho dne
biezosti (21 dnl) do odstaveni mlad’at (28.den). Mlad’ata tak
byla vystavena prenatalni i postnatalni expozici ethanolu. 35.
den postnatalniho vyvoje byla mlad’ata transaortalné perfun-
dovana (neutralnim roztokem paraformaldehydu) v hluboké
thiopentalové narkoéze, jejich mozky vyjmuty a zpracovany
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na kryostatu. Nasledné byly fezy obarveny kombinaci DNA
barveni Hoechst (Sigma-Aldrich) a Fluoro-Jade B (Histo-
Chem Inc.). Preparaty byly hodnoceny ve svételném
mikroskopu AX 70 s epifluerescenci.

U zvifat, ktera byla transaortaln¢ perfundovana 35. den
postnatalniho vyvoje, jsme se predev§im zamétili na morfo-
logické zmény v oblastech hippocampu: CA1 a CA3 a na
oblast dorzalniho a ventralniho listu gyrus dentatus. Ve vSech
oblastech bylo mozné pozorovat skupiny stale degenerujicich
bunék. Ddle jsme tu identifikovali buiky s jemné
granulovanymi jadry a velké mnozstvi glie.

U 35-ti dennich zvitat, ktera byla vystavena prenatalni
a postnatalni expozici 20 %-niho ethanolu, byly v CAla CA3
oblasti hippocampu a v obou listech gyrus dentatus jasné
patrné morfologické zmény neuronalnich a glidlnich bunék.
Pozoruhodné bylo zjisténi, Ze i tyden od posledni expozice
alkoholu, zde bylo mozné pozorovat jesté degenerujici
buniky, coz svéd¢i o nastartovani uréitého procesu,
pravdépodobné apoptodzy. Apoptickému mechanismu zaniku
neurondlnich a glidlnich bun€k by nasvédCovala i identifi-
kace bun€k s jemné segmentovanymi jadry, coz je jeden z
hlavnich znakti apoptézy. V ostatnich oblastech hippocampu
bylo také mozné pozorovat morfologické zmény
neuronalnich a glidlnich bunék.

SYNTHESIS OF FULLY AROMATIC
AZAHELICENES

JIRI MISEK, FILIP TEPLY, IRENA G. STARA*, IVO
STARY*, and DAVID SAMAN

Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, AS CR,
Flemingovo nam. 2, 166 10 Prague 6
misek@uochb.cas.cz

Azahelicenes and their derivatives have been rather rare
although they might find interesting applications in various
branches of chemistry. As the presence of nitrogen usually
disqualifies the photodehydrocyclization approach'?, we
have developed an alternative route using intramolecular
[2+2+2] cycloisomerization®> of heteroaromatic triynes
under Co(I) or Ni(0)catalysis.
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Using this novel approach, we have prepared
tetrahydroazahelicenes 1-3. For the final dehydrogenation
step, routine methods have proved to be unsuccesful.
Therefore, we have developed a new protocol based on
microwave-assisted MnO, oxidation. It has provided a direct
acces to a series of fully aromatic azahelicenes.

Supported by the Grant Agency of the Czech Republic (Reg.
No. 203/06/1792), Ministry of Industry and Trade/Zentiva
(Reg. No. FI-IM/073), and Ministry of Education, Youth and
Sports (Center for Biomolecules and Complex Molecular
Systems, Reg. No. LCO5A57).
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OXIDACNI POSKOZENI A ANTIOXIDACNI
OCHRANA V LISTECH TABAKU SE ZVYSENOU
EXPRESI CYTOKININOXIDASY/DEHYDROGENASY
BEHEM STARNUTI

ZUZANA MYTINOVA™", NADA WILHELMOVAP,
VACLAV MOTYKA®, DANIEL HAISEL", JIRI
MALBECK" a PETR DOBREV®

“Univerzita Karlova, Prirodovédecka fakulta, Katedra
fyziologie rostlin, Albertov 6, 128 43 Praha 2; bUstav
experimentalni botaniky AV CR, Na Karlovee 1a, 160 00
Praha 6; “Ustav experimentalni botaniky AV CR, Rozvojovd
135, 165 00 Praha 6 — Lysolaje

Béhem starnuti se v builkdch tvofi reaktivni formy
kysliku (ROS-reactive oxygen species). Primarnim zdrojem
jejich produkce jsou chloroplasty, ve kterych jsou také
viditelné prvni symptomy. Predpoklada se, ze ROS
vyznamné prispivaji k spusténi senescence, posledni faze
starnuti. Tyto volné radikdly napadaji biomakromolekuly
a tim ni¢i bunééné kompartmenty a zplsobuji tak oxidaéni
stres a nasledné poskozeni. Udrzeni hladiny ROS je v rost-
linach zajisténo prostfednictvim antioxidacniho systému
(enzymatického a neezymatického). Senescence je také
regulovana fytohormony, napf. cytokininy, které jsou
povazovany za inhibitory senescence. Jedna z moznosti
regulace obsahu cytokinini je nevratna degradace
katalyzovana cytokininoxidasou / dehydrogenasou.

Sledovali jsme fotosyntetickou ucinnost, oxida¢ni
poskozeni proteinti a antioxidaéni ochranu (enzymatickou
i neenzymatickou) u listli transgenniho tabaku se zvySenou
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expresi cytokininoxidasou/dehydrogenasou (CKX)1 s riz-
nym staiim. Transgenni rostliny vykazovaly zvySenou
aktivitu CKX a tudiz snizeny obsah cytokinini. Nardst
aktivity CKX zptisobil i zménu fenotypu. Rostliny byly nizsi,
kefickovitého vzhledu, mély méné listl, ty byly mensi
atlustsi. Kofenovy systém transgennich rostlin byl
vyvinutgj§i. Pomoci parametrd kinetiky fluorescence
chlorofylu jsme zjistili, ze fotosynteticky aparat transgennich
rostlin v nejstarsich listech byl mnohem méné poskozen ve
srovnani s kontrolami. Obsah rozpustnych proteinti byl ve
starych listech vys$§i nez tomu bylo u kontrol a oxidacni
poskozeni téchto proteini bylo nizs§i v celé rostling.
Transgenni rostliny vykazovaly vys$§i obsah chlorofylu ve
vsech listovych patrech. Antioxida¢ni ochrana pfedstavovana
B-karotenem a xantofylovymi pigmenty byla v transgennich
rostlinach zvySena. Nartst aktivity glutathionreduktasy
oproti kontrole byl pozorovan v celé transgenni rostling,
aktivita superoxiddismutasy byla zvySena jen v mladych
listech, aktivita askorbatperoxidasy ve starych listech a
aktivita katalasy byla v mladych listech sniZzena.

Piestoze transgenni rostliny mély niz§i obsah
cytokinind, nebyly u nich pozorovany projevy senescence na
rozdil od kontrolnich rostlin. Nelze tedy zcela vyloucit
existenci vztahu mezi zvySenou aktivitou CKX a lepsi
antioxida¢ni obranou a ochranou fotosyntetického aparatu.

Tyto vysledky jsou soucasti grantového projektu
financovaného GA CR (¢. 522/03/0312 a ¢. 206/03/0313.)
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IN VITRO INFLUENCE OF GLIVEC AND OTHER
TYROSINE KINASE INHIBITORS ON PRIMARY
CML CELLS

EVA OTAHALOVA, HANA KLAMOVA, )
CEDRIK HASKOVEC, and JANA MORAVCOVA

Institute of Hematology and Blood Transfusion,
U Nemocnice 1, 128 20 Prague 2, Czech Republic
eva.otahalova@uhkt.cz

The first choice treatment of chronic myeloid leukemia
(CML) is Glivec (imatinib mesylate, STI571). However,
patients resistant to Glivec exist. The resistance can be
caused by mutations in the ATP-binding site, BCR-ABL
amplification, or involvement of other protein kinases who
take over the role of BCR-ABL in the CML pathogenesis'.

In our study we tested 40 CML patients before and
during Glivec therapy (3—20 months after the first dose).
Before the therapy we implemented an in vitro short term
cultivation (24-48 hours) of the primary cells with Glivec (1
and 10 uM) and other inhibitors of protein kinases. Namely
we used PP2 (selective inhibition of Src family), Herbimycin
A (inhibition of Src family, PDGF and c-ABL), JAK
Inhibitor I (inhibition of JAKs), AG 490 (inhibition of JAK
family and EGFR), Wortmannin (inhibition of PI3-kinase,
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MAP kinases and PDGF) and PD 98059 (inhibition of MAP
kinases). The effect of inhibitors was characterized by cell
vitality monitoring, proliferation (expression of the
proliferative marker Ki67) and expression of BCR-ABL and
WTI genes. Gene expression was measured by real-time RT-
PCR. Protein levels were monitored by Western blotting.

According to the expression of WTI1 after in vitro
cultivation of primary cells with Glivec the monitored
patients were divided into two groups:

1. RESPONDERS: In the case of 33 patients (83 %) the
Glivec induction led to cell vitality deterioration, monitored
genes down-regulation (to 30 % of the original expression in
non-affected cells on average). All patients from this group
clinically responded to Glivec therapy well. All of them
reached complete hematologic response within 4 weeks after
the first dose, 10 of them complete cytogenetic remission for
the present.

2. NON-RESPONDERS: In the case of the 7 remnant
monitored patients (17 %) only a slight gene down-
regulation (to 90 % of the original expression in non-affected
cells) was observed. The phenomenon of cell vitality
deterioration and monitored genes down-regulation was here
attained after cultivation with inhibitors of Src family kinases
(PP2, Herbimycin A). These patients did not respond to
Glivec therapy, 3 of them died so far. We observed increased
number of BCR-ABL copies and accessory chromosomal
changes.

Our results suggest that in some cases of Glivec
resistant patients the role of BCR-ABL in the CML
pathogenesis could be supplanted by Src kinases. Further
monitoring of the involved patients is necessary to determine
the suitability of this approach for clinical practice.

This study was supported by grant NR/8758 - 3 IGA MZCR.
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF
NADPH-DEPENDENT PHENOL HYDROXYLASE
FROM YEAST CANDIDA TROPICALIS

JAN PACA and MARIE STIBOROVA

Department of Biochemistry, Faculty of Science, Charles
University, Albertov 2030, 128 40 Prague 2
Jjan.paca@volny.cz

Phenol is an aromatic pollutant present in wide variety
wastewaters. Candida tropicalis can use phenol as the sole
carbon and energy source. The first step of the aerobic
degradation pathways of phenol in yeast involves its
hydroxylation to catechol. Catechol can undergo fission
either by an intradiol or an extradiol type of cleavage (o- or
m-fission). There is very little known of the phenol-oxidizing
enzymes in this microorganism. Cytosolic NADPH-
dependent phenol 2-hydroxylase (EC 1.14.13.7) oxidizes
phenol in various eukaryotic microorganisms. Here we
proved, that this enzyme is responsible for the first step of
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phenol degradation also in C. tropicalis. But information on
this enzyme isolated from C. tropicalis is scarce.

We found that NADPH-dependent phenol hydroxylase
is present in cytosolic subcellular fraction isolated from C.
tropicalis grown on phenol as a carbon source. This enzyme
is induced by phenol itself. The major metabolite formed
from phenol by cytosolic NADPH-dependent
phenolhydroxylase of C. tropicalis was characterized by
UV/vis absorbance and mass spectroscopy as well as by the
chromatographic properties on HPLC. The characteristics are
identical to those of catechol. The enzyme was purified from
the cytosolic fraction of C. tropicalis to homogeneity by the
procedure consisting these steps: chromatography on DEAE-
Sepharose, fractionation by polyethylene glycol 6000 and gel
filtration  on  Sepharose = 4B.  NADPH-dependent
phenolhydroxylase of C. tropicalis is a homotetramer having
a molecular mass of 240 000. pH optimum of the enzyme
lies at pH of 7.4-7.6. The results are the first report showing
isolation and partial characterization of cytosolic NADPH-
dependent phenol hydroxylase from yeast C. tropicalis
capable of oxidation of phenol to catechol.

The work was financially supported by the Grant Agency of
the Czech Republic (grant 303/05/2195).

tmRNA VE YYYOJI STREPTOMYCET
PRODUKUJICICH ANTIBIOTIKA

PETRA PALECKOVA, JAN BOBEK, JURGEN
FELSBERG a KAREL MIKULIK

MBU, AV CR, Videriska 1083, 142 20 Praha 4

Bakterialni tmRNA oznacovana také jako SsrA, nebo
10Sa RNA ma klicovou ulohu v kontrole kvality pro-
teosyntézy. Je to unikatni molekula s funkci tRNA a mRNA
v procesu oznacovaném jako trans-translace. Kdyz ribosomy
prekladaji  3'konec nekompletni mRNA nebo mRNA
nemajici stop kodon, na tRNA c¢ast tmRNA je pfenesen
alanin alanyl-tRNA synthetasou za vzniku alanyl-tmRNA.
Alanin vstupuje do akceptorového(A) mista ribosomu, pak je
spojen s nehotovym polypeptidovym fetézcem. To je signal
pro translaci mRNA ¢asti tmRNA kodujici specificky
polypeptid, ktery rozeznava ATP-zavisla proteinasa a pak je
cely nehotovy peptid degradovan. Ribosomy jsou uvolnény z
tmRNA kontrolni mechanismus nedegraduje pouze aberantni
polypeptidy jednou vytvofené, ale brani vzniku aberantnich
polypeptidi rychlou eliminaci poskozené mRNA. Bylo
zjisténo, ze funkéni trans-translaéni systém je vyzadovan pro
preziti nékterych bakterii v pfitomnosti antibiotik.

Dosud nebyla objasnéna funkce tmRNA u streptomycet
produkujicich antibiotika interferujici s proteosyntézou.
Abychom objasnili vyznam tmRNA u producenta
tetracyklinu  Streptomyces aureofaciens, sledovali jsme
rozdily v hladinach tmRNA v prib&hu vyvoje bungk, které
syntetizovaly tetracyklin a u bunék, kde zménou kultivacnich
podminek tetracyklin nebyl produkovan. Buiky produkujici
tetracyklin, dosahuji maxima rychlosti proteosyntézy ve 24 h
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kultivace. ZvySeni koncentrace tetracyklinu na 200 pg/ml je
spojeno s rychlym poklesem rychlosti proteosyntézy; buniky
akumuluji ribosomdlni podjednotky a hladina tmRNA
vzristd az do 48 h kultivace. Bunky, které neprodukuji
tetracyklin maji hladinu tmRNA o 30 % niz§i, maximum
rychlosti proteosyntézy je dosazeno ve 32 h (je asi o0 40 %
niz§i neZ maximum u bunék syntetizujicich tetracyklin) a ne-
dochazi k akumulaci ribosomalnich podjednotek. Je znamo,
ze tetracyklin interferuje s vazbou aminoacyl-tRNA na A-
misto ribosomu. Zjistili jsme, ze akumulace tetracyklinu je
spojena i se zvySenim rychlosti syntézy ppGpp. Obsazeni A-
mista vede k poklesu syntézy stabilni RNA a tim lze
vysvétlit i redukci rychlosti translace o 80 % v pozdéjsi fazi
vyvoje kultury, kdy dosahuje produkce tetracyklinu az
2000 pg/ml. Nadprodukce tetracyklinu vede ke vzniku
tetracyklin-ribosomalnich agragatd, které rychle sedimentuji
a jsou neaktivni pfi translaci. Nase vysledky nasvédCuji, ze
vzrist hladiny tmRNA v pocatecnich fazich biosyntézy
tetracyklinu je spojen s uvoliiovanim ribosomi z aberantnich
komplexti. Sledovali jsme ucinek subletalnich koncentraci
kiromycinu, chloramfenikolu, streptomycinu a tetracyklinu
na hladinu tmRNA u S. aureofaciens. Zjistili jsme, Zze
uvedena antibiotika zvySuji hladinu tmRNA. Streptomycety
jsou pudni mikroorganismy, které jsou vystaveny rlznym
zménam prostiedi vyvolavajici stres. My jsme sledovali
ucinek chladového a teplotniho Soku na hladinu tmRNA.
Zjistili jsme, ze pokles teploty z 28 °C na 12 °C stimuluje
maturaci prekursorové tmRNA a zvySuje hladinu funkéné
aktivni tmRNA. Teplotni Sok z 28 °C na 37 °C vedl k
vyraznému poklesu tmRNA. Vysledky naSich experimentt
prokazaly, ze trans-translacni systém je dilezitou soucasti
mechanismii  umoziujici pfeziti mikroorganismii  ve
stresovych podminkéch.

VLIV RUZNYCH KONCENTRACI’ KADMIA NA
MATURACI SOMATICKYCH EMBRYI SMRKU

JIRI PETREK®, DANIELA SIGUTOVA?, JAN
VITECEK?, JITKA PETRLOVA®, LADISLAV
HAVEL?, JIRi BALOUN?, VOJTECH ADAM"*
a RENE KIZEK"

“Ustav biologie rostlin, a bUstav chemie a biochemie,
Mendelova zemédélska a lesnicka univerzita, Zemédélska 1,
613 00 Brno, “Katedra analytické chemie, Prirodovédecka
fakulta, Masarykova univerzita, Kotlarska 2, 611 37 Brno
J.petrek@email.cz, kizek@sci.muni.cz

Somaticka embryogeneze se stala velmi vyznamnou
metodou pro rychlé mnozeni jehli¢natych i listnatych stromut
in vitro; umoziiuje bcéhem kratkého casového obdobi
produkovat velkd mnozstvi identickych rostlin z malych
explantati. Cely proces somatické embryogeneze probiha na
zivnych médiich v laboratornich podminkach a znacéné se
podobé procesu vytvareni zygotickych embryi v semenech
na stromech, zejména u konifer'. Cely proces od odvozeni
embryogenni kultury az po ziskani novych rostlin Ize rozdélit
do né&kolika fazi: indukce, proliferace a multiplikace
zakladnich embryondlnich struktur (proembrya, rana
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somatickd embrya), maturace somatickych embryi (SE) za
pomoci abscisové kyseliny (ABA), desikace zralych SE,
konverze desikovanych SE v rostlinky (“kli¢eni) a rlst
prvnich jehlic, a nakonec pfevedeni vyvinutych rostlinek do
substratu. Mezi takto vzniklymi zarodky a zarodky
zygotickymi neexistuje vyrazny rozdil; pravé pro tuto jejich
podobnost miizeme kultury somatickych embryi vyuzit jako
modelové kultury pro sledovani vlivu tézkych kovi na
embryogenezi.

V na$i praci jsme studovali, jaky vliv ma tézky kov
(kadmium) na pribéh maturace somatickych embryi smrku.
Sledovali jsme riist a zivotnost kultury, mnoZzstvi
vytvofenych zralych somatickych embryi a také obsah
thiolovych sloucenin (glutathion a fytochelatin), kterymi se
kultura brani proti pasobeni tézkych kovl. Pouzili jsme tii
rizné koncentrace kadmia (50, 250 a 500 uM Cd(NO;),)
a ziskané vysledky porovnali s variantou bez té¢zkého kovu.
Pro experimenty byla vybrana kultura ranych somatickych
embryi (RSE) smrku pichlavého™®. Pro stanoveni riistu
kultur byla vyuzita optimalizovand metoda analyzy obrazu.
Ke stanoveni zivotnosti bunék jsme vyuzili tzv. ,test
dvojitétho barveni zalozeny na selektivni permeabilité
cytoplasmatické membrany. Krom¢ zakladnich biologickych
parametrd (rust a zivotnost) byl zkouman vliv kadmia na
schopnost tvofit maturujici (zrajici) SE. Ze zjisténych
poznatkl jasné vyplynulo, Ze kadmium inhibuje tvorbu
zralych SE. V pribéhu experimentu byla dale sledovana
aktivita intracelularnich esteras, kterou lze v tomto piipadé
vyuzit jako dal$i marker Zzivotnosti bun€k, a mnozstvi
vytvofenych obrannych latek (thiolovych sloucenin —
glutathion, fytochelatin), jejichz syntézou se rostliny
intenzivné brani proti pusobeni tézkych kovi. Vysledna
aktivita intracelularnich esteras byla v korelaci s tvorbou
thiolovych sloucenin a klesala do ¢tvrtého tydne kultivace,
poté naopak rostla, coZ souvisi s dozravanim SE*.

Price na tomto projektu byla podporovina grantem: GA CR
525/04/P132.
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STUDIUM AVIDINU/STREPTAVIDINU

V GENETICKY MODIFIKOVANYCH ROSTLINACH
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ZabezpeCeni potravinaiskych surovin pro stale
expandujici lidskou populaci je hlavnim cilem Organizace
OSN pro vyzivu a zemédélstvi (FAO). K dosazeni tohoto
cile je nezbytné vyuzit novych biotechnologickych postupti.
Navic sledovani kvality potravin je vyznamnou prioritou
Evropské unie a moderniho potravinafského primyslu. Pro
vyzivu je vyuzivano nékolik malo rostlinnych druhd, jako
napiiklad je¢men (Hordeum vulgare), ryze (Oryza sativa),

slune¢nice (Helianthus annus), pSe-

Avidin 100 pg.mI'' nice (Tritium aestivum) a kukufice

w (Zea mays). Vsechny tyto vySe
jmenované rostliny jsou predmétem
z4jmu genetickych modifikaci
(GMO) za ucelem ziskani vyhodné
vlastnosti. Je znamo, ze produkce
kvalitnich potravin je velmi casto
potlatena  pusobenim  $kodlivého
a nezadouciho hmyzu'?. Nedavno se
zjistilo, Ze avidin je toxicky pro
Siroké spektrum Skidci (motyly,
brouci, a dvoukiidly hmyz). Z tohoto
divodu byl gen pro avidin pfenesen
do rostlin kukufice. GMO kukufice
exprimuji ~ dobfe avidin, avSak
studium intenzity exprese v ruznych
pletivech rostliny je stale velmi obtizné. Z téchto divodu je
nezbytné vyvijet specifické a jednoduché postupy pro detekci
a kvantifikaci avidinu/streptavidinu v rostlindch. Navic
zvySena poptavka a produkce o geneticky modifikovanymi
druhy rostlin pfinasi potfebu informovat zakaznika. Velmi
vhodnym nastrojem studia exprese avidinu mohou byt
elektrochemické senzory. V nasi praci bylo elektrochemické
méfeni provedeno na analyzatoru Autolab. Systém elektrod
byl slozen z uhlikové pastové pracovni elektrody, Ag/AgCl/3
M KCI referentni elektrody a platinovy dratek pomocné
elektrody. Acetatovy pufr (0,1 M CH;COOH + 0,1 M
CH;COONa, pH 4,0) byl pouzit jako zékladni elektrolyt.
Parametry pro adsorptivni transferové rozpoustéci square

.....

0.7 0.8 0.9 1.0

Potencial (V)

potencial = 0,1 V, a potencial = 1,3 V, amplituda = 25 mV,
step potencial = 5 mV, a frekvence = 200 Hz.
Elektroanalytické stanoveni umoznilo ultrasenzitivni analyzu
avidin/streptavidinu v koncentraci niz$i nez 0,7 fM (3,2 zmol
v 5 ul kapce) a 174 nM v extraktu semen transgenni
kukufice. Nami vypracovana elektrochemickd metoda byla
dale vyuzila pro stanoveni avidinu i u jinych GMO (ryze
arostlina bramboru). Déale byla tato metoda ovéfena pri
stanoveni avidinu v nékolika rozdilnych kukuficnych
produktl dostupnych v obchodni siti.

Prdce na tomto projektu byla podporovina granty: GACR
525/04/P132.
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svétla raznych vlnovych délek pracujici

Organické svétlo emitujici diody (OLEDy)' jsou zdroje
na principu

elektroluminiscence pochazejici z organické slouceniny.
Organickou slou¢eninou mize pak byt jak nizkomolekularni
latka — nejcastéji koordinacni slouc¢enina nebo konjugovany
polymer. OLEDy jsou technologii budoucnosti’ pro displeje,
elektronicky papir a rizna dalsi zobrazovaci zafizeni, protoze

maji

oproti klasickym CRT obrazovkdm nebo LCD

displejum fadu prednosti, zejména malou spotiebu energie,
vysoké rozliseni a kontrast. Jejich dalsi dileZitou ptednosti je
fakt, ze jsou konstrukéné velmi tenké a ohebné.

zejména

Tato prace se zabyva ladénim optickych vlastnosti,
barvy emise, v aluminum tris(8-hydoxy-

chinolinolatu (AlQ;). AlQ; byl jednou z prvnich slou¢enin, u
kterych byla zjisténa elektroluminiscence pfi nizkém napéti3.
V nasi studii jsme ladili energeticky rozdil HOMO-LUMO v
8-hydroxy-chinolinolatovém ligandu pfipojenim elektronové
chudych nebo elektronové bohatych aromatickych nebo
heteroaromatickych konjugovanych substituenti®® v poloze
5. U ptipravenych sloucenin byly studovany jejich optické
vlastnosti, pfedevSsim vlnova délka emise a kvantovy
vytézek. Byla také studovana elektroluminiscence OLEDU
zkonstruovanych z pfipravenych slougenin®.
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AMPHIPHILIC CALIX[4]ARENES: IMPORTANT
FACTORS FOR COMPLEXATION OF SMALL
MOLECULES

MICHAELA POJAROVA*’, GENNADY A.
ANANCHENKO?, KONSTANTIN A. UDACHIN?,
JOHN A. RIPMEESTER?, ANTHONY W. COLEMAN®,
and IVAN STIBOR"

“NRC Steacie Institute for Molecular Sciences, National
Research Council Canada, Sussex Dr. 100, K14 OR6
Ottawa, Ontario, Canada; "Depart Org. Chem., VSCHT,
Technicka 5, 166 00 Prague 6, Czech Republic, ‘Institut de
Chimie et Biologie des Proteins, Lyon Cedex, France

Calix[n]arenes represent a promising group of
compounds which can be used for complexation of a variety
of substances and these abilities can be improved by
chemical modification of the host. The Friedel-Crafts
acylation of the upper rim provides easy access to the so-
called amphiphilic calix[n]arenes which are still able to
complex small molecules and also to self-organize into solid
lipid nanoparticles in water to serve as prospective carrier
systems. In this work we studied the main factors leading to
the formation of different types of inclusion complexes with
various guest molecules, such as TEMPO!, stilbene?,
dibenzylketone®, THF or dioxane®. The crystalline inclusion
complexes were isolated from the solutions of calixarenes in
liquid guest or in ethanol in the presence of guests and they
were characterized by BC CP-MAS NMR, TGA, DSC,
powder and single-crystal XRD. It was found that the
important factor for the complexation of small molecules is
the length of the acyl chain and the presence of carbonyl
group. The latter fixes the position of first two carbon atoms
of acyl arm in the plane with phenyl ring and therefore
improves the guest access to the calixarene pocket for the
case of p-hexanoyl calix[4]arene. However, the increasing
arm length diminishes the accessibility of the cavity due to
strong van der Waals interactions with acyl arms of
neighboring calixarenes in crystal lattice. Therefore, the
higher calixarenes (starting with p-dodecanoyl) can build
only self-included complexes where acyl arm of one
molecule is included into the cavity of another molecule. In
comparison to the p-acyl calix[4]arenes the p-n-alkyl
calix[4]arenes can form only self-included complexes due to
the absence of “directing” effect of C=0O group.

This work was supported in part by the CNRS-NRC
collaborative program.
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THE ANTICANCER DRUG ELLIPTICINE BINDS
COVALENTLY TO DNA AFTER ITS ACTIVATION
BY PEROXIDASES

JITKA POLJAKOVA®, TOMAS ECK$CHLAGER",
EVA FREI, and MARIE STIBOROVA®

“Dept Biochem., Fac. Sci., Charles University, Albertov
2030, 128 40 Prague 2; bClin. Paed. Haematol. Oncol., ond
Faculty of Medicine, Charles University, V Uvalu 84, 150 00
Prague 5; “Dept Mol. Toxicol., German Cancer Reserach
Center, Im Neuenheimer Feld 280, 69 120 Heidelberg,
Germany

Ellipticine is a potent antineoplastic agent, whose mode
of action is considered to be based mainly on DNA
intercalation, inhibition of topoisomerase II and cytochrome
P450 (CYP)-mediated formation of covalent DNA adducts.
This agent and some its derivatives are used in the therapy of
breast cancer and leukemia. This is the first report on the
molecular mechanism of ellipticine oxidation by peroxidases
(human myeloperoxidase, human and ovine cyclooxy-
genases, bovine lactoperoxidase, horseradish peroxidase) to
species forming ellipticine-DNA adducts. The enzymatic
systems present in the tumor cells mediate the activation of
the antineoplastic agents to form two ellipticine-derived
DNA adducts. Using NMR spectroscopy, the structures of
two ellipticine metabolites were identified; the major product
is the ellipticine dimer, in which the two ellipticine skeletons
are connected via N6 of the pyrrole ring of one ellipticine
molecule and C9 in the second one. The minor metabolite is
ellipticine N2-oxide. Using **P postlabeling and [*H]-labeled
ellipticine, we showed that ellipticine binds covalently to
DNA after its activation by peroxidases. The DNA adduct
pattern induced by ellipticine consisted of a cluster of up to
four adducts. The two adducts are indistinguishable from the
two major adducts generated between deoxyguanosine in
DNA and either 13-hydroxy- or 12-hydroxyellipticine or in
rats treated with ellipticine, or if ellipticine was activated
with human hepatic and renal microsomes. The results
presented here are the first characterization of the
peroxidase-mediated oxidative metabolites of ellipticine and
we have proposed species, two carbenium ions, ellipticine-
13-ylium and ellipticine-12-ylium, as reactive species
generating two major DNA adducts seen in vivo in rats
treated with ellipticine.

Activation of ellipticine to a DNA binding species by
peroxidases is an interesting finding in view of the
compound’s activity against human leukemia and other
tumors like neuroblastoma cancer. The results obtained in
this study might, moreover, be employed for development of
new drugs utilizing in gene therapy and for tumor targeting.

Supported by the GACR (203/06/0329) and Ministry of
Education of CR (grant MSM0021620813).
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SLEDOVANI RﬁSTU CEVNICH ]
ENDOTHELIALNICH BUNEK NA FIBRINOVYCH
VRSTVACH

TOMAS RIEDEL, EDUARD BRYNDA, JAN
EVANGELISTA DYR, ELENA FILOVA, JAROSLAV
CHLUPAC a LUCIE BACAKOVA
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Poskozené cévy jsou bézné premostény syntetickymi
cévnimi protézami. Trombogenita povrchu muze vést
k ucpani protéz, obzvlasté u protéz s malym primérem.
Povrchové modifikace, vcéetné osazeni endothelialnimi
bunkami  (EC), jsou provadény pro  zlepSeni
hemokompatibility. Fibrinové sit¢ se pouzivaji k utésnéni
pletenych cévnich protéz aby se zabranilo krvaceni. Fibrin
soucasné vylepsuje adhezi a risst EC na cévnich protézach'.

V nasi studii jsme kultivovali cévni endothelialni buiky
na upraveném polystyrénovém povrchu dvourozmérnymi
fibrinovymi  strukturami  (2DFb) a  trojrozmérnymi
fibrinovymi sitémi (3DFb). 2DFb struktury byli pfipraveny
opakovanym ménénim roztoku fibrinogenu, trombinu a inhi-
bitorti trombinu D-phenylanalyl-L-prolyl-L-arginyl chloro-
methylketonu (PPACK) a hirudinu. Ruzné typy fibrinovych
struktur jsme ziskali pouzitim riznych koncentraci
fibrinogenu v roztoku. 3DFDb sité na povrchu jsme pfipravili
po adsorpci fibrinogenu, nasledné aktivaci trombinem a
pfidanim roztoku fibrinogenu s antithrombinem III a
heparinem. 3DFb sit¢ v objemu jsme piipravili nartstem
fibrinové sit¢ od povrchu bez pouziti inhibitori trombinu.
Morfologii fibrinovych struktur a siti jsme pozorovali
transmisnim elektronovym mikroskopem.

Kultivaéni médium bylo obohaceno aprotininem,
inhibitorem fibrinolyzy. Cisty polystyrénovy povrch bez
predchozi tUpravy byl pouzit jako kontrolni vzorek.
V porovnani s timto vzorkem bylo mnozstvi endothelialnich
bunék 1 den po nasazeni u vSech vzorkd vyssi.
Nejsignifikantnéjsi rozdily v po¢tu bunék byly u objemovych
3DFb vzorkli, nicméné buiikky na 2DFb Iépe proliferovaly
apo 7 dnech kultivace byl jejich pocet stejny nebo u
nekterych vzorkti dokonce vy$si nez u prostorovych siti.
Imunocytochemické barveni alfa-v integrinu, ktery
zprosttedkovava interakci EC s ﬁbrinogenemz, a vinkulinu
ukazalo dobfe vyvinuté fokalni adhezni plaky na EC
rostoucich na vSech fibrinovych vrstvach. Vétsina EC byla
pozitivn¢ znacena na piitomnost von Willebrandova faktoru,
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dilezitého markeru diferenciace EC. Z téchto vysledki lze
usuzovat, ze chovani bunék lze regulovat riiznou strukturou
fibrinovych siti pfipevnénych k povrchu.

Modifikace umélych cévnich protéz témito fibrinovymi
strukturami s pfipadnou pre-kultivaci EC na povrchu, by
mohla byt aplikovana na cévnich protézach pied jejich
zavedenim do pacientova organismu.

LITERATURA

1. Cardon A., Chakfe N., Thaveau F., Gagnon E., Hartung
0., Aillet S., Kerdiles Y., Dion Y.M., Kretz J.G.,
Doillon C.J.: Ann. Vasc. Surg. /4, 543 (2000).

2. Chen Yi-Ping, OToole T.E., Leong L., Liu B.Q.,
Diazgonzales F., Ginsberg M.H.: Blood. 86, 2606
(1995).

NIKOTIN ZMiRNi DEGENERACI NEURONU
HIPPOCAMPU VYVOLANOU PODANIM KAINATU

V. RILJAK
Fyziologicky ustav 1. LF UK, Albertov 5, 128 00 Praha 2

Aplikace kainatu, analogu glutamatu, je celosvétové
uzivany experimentalni model lidské temporalni epilepsie.
Na experimentdlnich modelech ftady jinych chorob
(Parkinsonova choroba apod.) bylo prokazano, ze nikotin ma
nebo by mohl mit protektivni a 1é¢ebny potencial. Tato latka
je v poslednich letech intenzivné studovana, nebot jeji
pouziti pii terapii zminénych chorob se zda velmi slibné.

Cilem této prace bylo objasnit, zda centralni nervovy
systém  (pfedev8$im  hippocampus), projevi mirngjsi
degenerativni zmény v piipadé, Ze bude zvifatim pied
podanim kainatu aplikovan nikotin.

Experiment byl provadén na laboratornich potkanech
kmene Wistar, staii 35 dni. Prvni skupiné byl podan nikotin
(Sigma) i.p. v davce lmg/kg. Druhé skupiné byl podan
kainat (Sigma) 10mg/kg.Tteti skupiné byl podan nikotin i.p.
v davce 1mg/kg a nasledné jim byl po 30 minutach podan
kainat 10mg/kg (konvulsivni davka). Ctvrté skuping byl
podan fyziologicky roztok v objemech odpovidajicich latkam
uc¢innym. Dva dny po aplikaci byla zvifata transkardidlné
perfundovana neutralnim paraformaldehydem, jejich mozky
obarveny jednak kombinaci barveni Fluoro-Jade B (Histo-
Chem Inc.) a Hoechst (Sigma-Aldrich) (vyhodnoceni
rozsahu neurodegenerace) a jednak byly barveny na
NADPH-diaforazu (NADPH-d), ke kvantifikaci nitrergniho
systému CNS.

Hippocampus zvifat, jimz byl pfed aplikaci kainatu
podan nikotin, vykazoval vyrazné¢ mirnéjs$i degenerativni
zmény, nez hippocampus zvifat, kterym byl podédn pouze
kainat. Méné postizeny byly ptedevsim oblasti CA1 a CA3
hippocampu. Kvantifikace NADPH-d pozitivnich bunék
ukazala signifikantni nartst jejich denzity po aplikaci
nikotinu a jejich vyrazny ubytek po aplikaci kainatu.
U skupiny, které byly podany obé latky doslo k
signifikantnimu narastu denzity NADPH-d pozitivnich
bunék v CA1 oblasti hippocampu.
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Zjistény ubytek denzity NADPH-d pozitivnich bunék
u zvitat, kterym byl podan pouze kainat, je ziejmée zptisoben
excitotoxickymi vlastnostmi kainatu, které mohou vyvolat
zanik nervovych bunék. Vzestup denzity NADPH-d
pozitivnich bun¢k u skupiny, které byl podan pouze nikotin,
je mozno vysvétlit zménou genové exprese nitric oxid
syntazy a naslednym vzestupem rezistence CNS k dalsi noxe
(v naSem pfipadé kainatu). NADPH-d pozitivni bufiky byly
viadé studii popsany jako relativné rezistentngj$i ve
srovnani s populacemi jinymi.

A NOVEL SELF-PROCESSING MODULE DERIVED
FROM THE FRPC PROTEIN OF NEISSERIA
MENINGITIDIS FOR A SINGLE-STEP
PURIFICATION OF FREE RECOMBINANT
PROTEINS

LENKA §ADiLKpVA. RADIM OSICKA, ,KATERINA
PROCHAZKOVA, IRENA LINHARTOVA, and PETER
SEBO

Institute of Microbiology of the Academy of Sciences of the
Czech Republic, Videnska 1083, CZ-142 20 Prague 4

Purification of recombinant proteins to homogeneity is
often a challenging process and typically requires several
chromatographic steps that must be individually optimized
for each protein of interest. To overcome this difficulty, a
system that enables purification of free recombinant proteins
in a single affinity chromatographic step has been developed.
The system is based on a 250 amino acid residues long self-
processing module of the FrpC protein of Neisseria
meningitidis that is genetically fused at its C-terminus to an
affinity tag enabling simple one-step purification and at its
N-terminus to a protein of interest. Upon binding of the
fusion protein to an affinity matrix and washing out of
contaminating proteins, specific cleavage between amino
acid residues Asp and Pro of the self-processing module is
induced by calcium ions. This results in release of the free
protein of interest, having only one extra amino acid residue
(Asp) at its C-terminus. The self-processing module - affinity
tag fusion partner remains trapped on the affinity matrix.
This system has been successfully tested with several
proteins of interest (adenylate cyclase, chloramphenicol
acetyltransferase, B-galactosidase, maltose-binding protein,
or glutathione-S-transferase) and two different affinity tags
(chitin-binding domain, or poly-His).

MODULAR SYNTHESIS OF FUNCTIONALISED
[11JHELICENE-LIKE MOLECULES

PETR SEHNAL, IVO STARY*, IRENA G. STARA,
ZUZANA ALEXANDROVA, and DAVID SAMAN

Institute of Organic Chemistry and Biochemistry
Academy of Sciences of the Czech Republic, Flemingovo
ndam. 2, 166 10 Prague 6; sehnal@uochb.cas.cz
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We have developed a novel approach to higher
functionalised helical scaffolds' utilizing double [2+2+2]
cycloisomerization®® of aromatic molecules containing six
acetylene units mediated by Co(I) and Ni(0) complexes.

The synthesis utilises building block 2 readily available
from the known diester 1. Further 3 synthetic steps provide a
1:1 mixture of diastereoisomeric diacetates easily separable
by column chromatography. Desilylation gives the key
hexaynes 4 and 5, respectively. Achiral hexayne 4 cyclises to
a racemate of helical compound 6. Hexayne 5 is itself a d,/-
pair and its cyclisation leads to a preferential formation of
one of the two possible diastereoisomeric helical compounds
7a or 7b with up to 85:15 selectivity. Further synthetic
modifications of the helical diacetates are in progress.

MeOOC. COOMe 3 steps OHC CHO
o, —
[ —

HO OH IO oTf

1 2 Il s
z
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FUNKCNI ANALYZA MUTACI V GENU BRCAL:
HIT & FIX METODA

EVA SCHOLZOVA a ZDENEK KLEIBL

Ustav Biochemie a experimentalni onkologie, 1. LF UK,
U Nemocnice 5, 128 53 Praha 2
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Mutace v genu BRCA1 (Breast Cancer 1; OMIM
113705) jsou zodpovédny za vice jak 90 % dédi¢nych
karcinomti prsu a/nebo ovaria. Funkéni charakteristika
mutaci odhalenych b&hem screeningu ohrozené populace
Zen' je nutna k presnému posouzeni rizika vzniku nadoru.
Metody funkéni analyzy mutovaného genu zvySenim jeho
exprese za pouziti konvencnich plazmidd neumoziuji
rekapitulaci fyziologickych regulaci in vivo a ve svém
duasledku mohou vést k zavadéjicim vysledkim.

Konstrukce mutaci v systému BAC (Bacterial Artificial
Chromosome) zarucuje expresi zvoleného genu ve
fyziologickych hladinach a se zachovanim in vivo regulaci.
Spole¢né s metodou RNA interference tvoii versatilni systém
umoziujici funk¢ni analyzu mutaci v genu BRCAL.

Na zaklad¢ vysledkli mutacni analyzy populace Zen
ohrozenych dédiénym karcinomem prsu/ovaria' jsme vybrali

mutace v genu BRCAl (c.181T>G, c.1747A>T,
¢.3700_3704del5, ¢.5266dupC) pro funkéni analyzu.
Konstrukce mutaci v BAC byla zprostfedkovana

rekombinacnim systémem bakteriofaga A. Pomoci tzv.,hit &
fix” metody? bylo mozné efektivng ziskat i BAC s tak
jemnymi mutacemi v genu BRCAI, které jsme pro funkéni
analyzu vybrali.

V prvém kroku se zaméni v BAC cca 20 nukleotidd
wild-type (wt) BRCA1 sekvence v okoli baze, kde se nachazi
dand mutace. K tomuto ucelu se do bakterii vpravi
denaturovand linearni DNA, kterd je na obou koncich
homologni k wt BRCA1 sekvenci alesponi v délce 80
nukleotidt a aktivuje se rekombinace. Po selekci pozitivnich
klomi jsou v druhém kroku tyto nukleotidy stejnym
postupem pifeménény zpét na origindlni sekvenci a soucasné
je vpravena zadand mutace. Jelikoz je v kazdém kroku
metody zménéno vice nukleotidii (cca 20), screening pomoci
specifické PCR nebo hybridizace je velmi efektivni.

Otestovali jsme n€kolik shRNA specifickych proti genu
BRCAI1 a vytvorili klony bunéénych linii karcinomu prsu
exprimujici tyto shRNA a snizujici selektivné expresi wt
BRCA1 mRNA. Klony s odstuptiovanou expresi wt BRCA1
budou pouzity pro transfekci BAC nesouciho vybranou
mutaci v BRCA1l genu a naslednou funkéni analyzu
zavislosti exprese mutované a wt BRCA1 formy in vitro
v bunéénych liniich karcinomu prsu.

Zavedeni a optimalizace BAC/RNAi systému pro
studium funkénich vlastnosti mutaci v genu BRCA1 bude
nadéale vyuzivano pro funkcni analyzu mutaci v BRCALI
genu a odhad rizika vzniku karcinomu prsu/ovéria u nosicek
téchto mutaci.

Projekt vyzkumu byl podporovan grantem IGA ¢. NR/8345-4.
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SYNTEZA A TRANSFORMACIE
(HYDROXYMETYL)PURINOV

PETER SILHAR a MICHAL HOCEK
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6-Hydroxymetyl-9-(B-D-ribofuranozyl)purin, izolovany
z peniazovky Skvrnitej (Collybia maculata), sa vyznaluje
antifungalnymi, cytotoxickymi a antivirdlnymi (vesicular
stomatitis virus) vlastnostami. Hydroxymetylova skupina je
naviac vyhodna na dalSie funk¢né transformacie, ¢im sa
otvara cesta k novym modifikovanym purinom nesucich
funkcializované substituenty.

OR'
X R'OCH,znl

N 1 Z N
Qo R Ny -
SNT N Pd(PPhy), N~ N

R THF,rt. 4-12h R
2x 75-95% axy

R'=Piv, Bz, Ac
OH

Y
2 N = N
I — T
N~ N N~ N
R R

Y = CHzHal, CHF,, CHO,
atd.

Na zaklade tychto skutocnosti sme sa snazili vyvinat
novi, lepSiu metodiku na pripravu (hydroxymetyl)purinov.
Uspeli sme pouzitim acyloxymetylzink iodidov 1y v Negi-
shiho Pd-katalyzovanych cross-coupling reakciach s prislus-
nymi 6-halogenpurinmi 2X. Spomenuté reakcie prebichali
hladko pri laboratornej teplote za vzniku 6-(acyl-
oxymetyl)purinov 4xy vo velmi dobrych vytazkoch.
Pripraveny 6-(hydroxymetyl-9-(B-D-ribofuranozyl)purin vy-
kazuje vysoku cytostaticku aktivitu (IC50=10 nM) a znaény
inhibi¢ny efekt voc€i adenozin deamindze. Touto novou
metodou je mozné pripravit 6-(hydroxymetyl), resp. 2-ami-
no-6-(hydroxymetyl)purinové bazy a nukleozidy v dvoch az
troch krokoch s dobrym celkovym vytazkom .

Z doterajsicho vyskumu regioselektivity tychto reakcii
s 2,6-dihalogenpurinmi je zrejmé, Ze 6-(acyloxymetyl)-2-
chloropuriny, resp. 2-(acyloxymetyl)-6-chloropuriny je
mozné pripravit s vysokou regioselektivitou vo velmi
dobrom vytazku, ¢im sa otvara cesta pripravy 2,6-
disubstituovanych purinov s rozdielnymi substituentami.

Dalsie funkéné transformacie hydroxylovej skupiny,
ako napriklad halogenacie, oxidacie a na ne nadvézujuce
reakcie boli a st predmetom nasho vyskumu, ktorého
vysledky budu tiez prezentované.

Tato prdca je castou vyskumného projektu Z4 055 0506,
ktory bol podporovany MSMT “Centrum Nova antivirotika
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a antineoplastika” 1M0508 a firmou Sumitomo Chemical,
Co. (Osaka, Japan). Autori dakuju Dr. Votrubovi za
testovanie pripravenych zlucenin na cytostaticku aktivitu a
inhibiciu adenozin deamindzy a Dr. Pohlovi za NMR spektra.

CHARAKTERIZACE NOVE BUNECNE LINIE EM-G3
Z KARCINOMU PRSU POMOCI DVOJROZMERNE
ELEKTROFOREZY A HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRIE

KATERINA SMUTNA*", IRENA SELICHAROVA?,
KAREL UBIK®, EVA MATOUSKOVA®, MARKETA
BROZOVA® a JIRT JIRACEK®

“Ustav organické chemie a biochemie A V CR, Flemingovo 2,
166 10 Praha 6; bKatedra biochemie PFF UK, Hlavova 8,
128 40 Praha 2; Ustav molekuldrni genetiky AV CR,
Flemingovo 2, 166 10 Praha 6

smutna@uochb.cas.cz

Karcinom prsu je nejcastéjSim zhoubnym nadorem
uzen. Ani pies neustaly rozvoj lééebnych metod vsak
nedoSlo prozatim k zasadnimu zlomu v 1éCebnych
vysledcich. Ke studiu nadord jsou v soucasné dobé
vyuzivany  klasické  proteomické  postupy.  Cilem
proteomickych analyz je <casto nalezeni specifickych
proteinovych markert, které by mohly pomoci stanovit
vcasnou diagndzu a urcit individualni 1é¢bu pro pacientky s
karcinomem prsu.

Proteomické studie karcinomil za pomoci dvojrozmérné
elektroforézy mohou byt provadény bud’ pfimo z nadorovych
biopsii, anebo srovnavanim bunéénych kultur vypéstovanych
z nadorovych bunék. Model bunéénych kultur je povazovan
za vyhodnéjsi, protoze souCasnymi metodami nelze zcela
vérohodné analyzovat tak komplexni materidl, jakym jsou
biopsie.

V naSem piipad¢ se podafilo ziskat zcela novou
bunéénou linii EM-G3, izolovanou z primarniho duktalniho
karcinomu prsu. Cilem této studie bylo porovnat proteinové
slozeni této nové linie s proteiny z bunééné kultury
vypéstované ze zdravé prsni tkané¢ (NME - normal mammary
epithelia).

Proteiny extrahované z bunék byly analyzovany
pomoci dvojrozmérné SDS-PAG elektroforézy. Nésledovala
identifikace proteinovych §tépti metodami MALDI-MS nebo
ESI-MS/MS a porovnani takto ziskanych spekter s udaji
v databazich. Timto postupem byly identifikovany proteiny,
které se vyskytuji bud’ pouze v bunééné linii EM-G3 ¢i
pouze v NME burikach a které by mohly byt potencialnimi
nadorovymi markery. Déale se nam podafilo prokazat, ze
nova bunéénd linie EM-G3 je linii s progenitorovym
charakterem, coz znamend, Ze reprezentuje rannou fazi
vyvoje tumoru.

Tato prace byla podporovana internim grantem MZd NR-
8323-3 Prognosticke faktory karcinomu prsu a vyzkumnym
zamerem Z 4055 0506.
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VZNIK REAKTIVNICH FOREM KYSLIKU
A DUSIKU PRI AKTIVACI KREVNICH DESTICEK

A. SOBOTKOVA?, J. SUTTNAR?, K. KNEROVA®
aJ.E.DYR®

“Ustav hematologie a krevni transfuze, U Nemocnice 1,
128 20 Praha 2; besokd Skola chemicko-technologicka,
Technicka 5, 166 28 Praha 6

Krevni desticky se ucastni celé fady procesu, které
zahrnuji interakci desticek s receptory endotelu, ,,rolovani“
desticek po povrchu endotelu, adhezi, agregaci a finalni
tvorbu trombu. Vzhledem ke slozitosti uvedenych pochodt
je zfejmé, ze aktivacni kaskada desticek je velmi jemné
regulovana. V mnoha studiich se ukazuje, Ze jednim
z regulatort aktivace destiCek mohou byt reaktivni formy
kysliku (ROS) a dusiku (RNS). Tyto latky jsou endogenniho
nebo exogenniho ptivodu .

Jednim z moznych mechanismti ovlivnéni aktivace
destiCek je pusobeni reaktivnich forem v systému
fosfatasa/kinasa ve prospéch kinasové aktivity’. Déle je
mozna ptima modifikace bilkovin G¢inkem ROS vedouci k
pozménéni jejich struktury a nasledné i jejich vlastnosti.
Prikladem tohoto faktu je jiz popsana nitrace VASPu
(vasodilator-sensitive phosphoprotein)’. Cilem této prace
bylo izolovat, pokud mozno identifikovat oxida¢né
modifikované bilkoviny, které vznikaji pii aktivaci krevnich
desticek rliznymi agonisty.

Z krve zdravych darct byly izolovany krevni desticky,
které jsme v pfitomnosti fibrinogenu aktivovali Ctyfmi
riznymi agonisty agregace (kolagen, trombin, TRAP, ADP).
Sediment aktivovanych i neaktivovanych desticek byl
lyzovéan roztokem dodecylsiranu sodného (SDS), karbonyly
vzniklé bcéhem aktivace byly oznaceny dinitrofenyl
hydrazinem. Dinitrofenylhydrazinové produkty karbonylo-
vanych bilkovin i nitrované bilkoviny byly detegovany
imunochemicky po jednorozmérné SDS-PAGE.

Pro lepsi rozdé€leni bilkovin jsme dale pouzili metodu
dvojrozmérné elektroforézy (1. smér izoelektricka fokuzace
na immobilinovych gelech, 2. smér SDS-PAGE) s naslednou
derivatizaci na PVDF membrané. Nekteré zony
modifikovanych bilkovin byly podrobeny identifikaci
hmotnostni spektrometrii na principu MALDI-TOF.

Pomoci imunochemické detekce proti DNP skupindm
bylo v sedimentu desti¢ek aktivovanych kolagenem nalezeno
nékolik vyznamnych zén redukovanych i neredukovanych
bilkovin obsahujicich karbonyly.

Jednu z vyznamnych zén oxidaéné modifikovanych
bilkovin jsme identifikovali pomoci databaze Swiss-Prot
(www.expasy.org/sprot/). S 95 % pravdépodobnosti se jedna
o cytoskeletarni bilkovinu vinkulin. Tato bilkovina spolu s
dalsimi strukturnimi latkami spolupracuje na reorganizaci
cytoskeletonu béhem aktivace krevnich desti¢ek. Otazkou je,
zda modifikace této bilkoviny pii aktivaci kolagenem ma
fyziologicky vyznam.

Tato prace vznikla diky podpore grantii IGA NA/7616-3, VZ
UHKT MZ02373601 a GACR 303/03/0249.

406

VI Amerika 2006

LITERATURA

1. KrotzF., Sohn Y., Pohl U.: Arterioscler. Thromb. Vasc.
Biol. 24, 1988 (2004).

2. Finkel T.: Curr. Opin. Cell Biol. 10, 248 (1998).

3. Sabetkar M., Low S. Y., Naseem K. M., Bruckdorfer K.
R.: Free Radic. Biol. Med. 33, 728 (2002).

TUBULIN TYROSINE LIGASE EXPRESSION
CORRESPONDS TO CHANGES IN THE
TYROSINATION/DETYROSINATION STATUS OF
o TUBULIN IN PROSTATE CANCER CELLS

KAREL SOUCEK™”, ANH D. PHUNG?", J. CHLOE
BULINSKI, RICHARD W. HARPER", MICHAEL
MCMANUS', and JASON P. EISERICH"*¢

“Lab. Cytokinetics, Inst. Biophys., 612 65 Brno, CR. bDept
Int. Med., “Dept Physiol. Membr. Biol., and dCancer Ctr,
School Med., U of California, Davis, CA 95616 USA. ‘Dept
Biol. Sci. Pathol. & Cell Biol., Columbia U, New York, NY
10027 USA. 'Diabetes Ctr, U of California, San Francisco
USA

Prostate cancer is the second cause of cancer death
among men in the Western world. Defining the biomolecular
changes associated with prostate cancer is an important
endeavor, and potentially will lead to novel strategies for
early diagnosis and treatment of prostate cancer.
Microtubules play important roles in many aspects of cell
function, and are targets for therapy in most forms of cancer,
including prostate cancer.

Detyrosination/tyrosination of the C-terminus of o-
tubulin is a unique posttranslational modification where the
C-terminal  tyrosine is cyclically removed by a
carboxypeptidase and readded by a tubulin tyrosine ligase
(TTL).

It has been shown that detyrosination/tyrosination cycle
of o-tubulin is associated with progression through the cell
cycle and is involved in cellular differentiation, the precise
role of this posttranslational modification in cancer is not
known.

Molecular profiling of multiple o-tubulin posttrans-
lational modifications revealed several prostate cancer cell
lines displaying decreased expression of tubulin tyrosine
ligase protein that was associated with markedly increased
elaboration of detyrosinated o-tubulin. Using lentiviral-
mediated transfection of a vector expressing TTL siRNA we
were able to stably suppress TTL protein expression and
induce higher levels of detyrosinated o-tubulin in non-
cancerous prostate epithelial cells. These results suggest that
the dysregulated tubulin detyrosination/tyrosination cycle is
caused by decreased expression of TTL. Our results
demonstrate a useful tool for the study of function of this
specific  posttranslational modification of o-tubulin
(detyrosination) that will aid in the elucidation of its role in
cancer.
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SYNTEZA A CYTOTOXICKE UCINKY NEKTERYCH
DERIVATU 3-HYDROXY-4(1H)-CHINOLONU

MIROSLAYV SOURAL', JAN HLAVAC®, PAVEL
HRADIL® a MARIAN HAJDUCH®

“Katedra organické chemie PFF Univerzity Palackého, Tr.
Svobody 8, 77200 Olomouc, bLab. experimentalni mediciny
FEN, Oddéleni pediatrie a onkologie , Lékarska fakulta
Univerzity Palackého, Puskinova 6, 775 20 Olomouc
souralm@seznam.cz

V poslednich letech se naSe pracovi§t¢ mimo jiné
intenzivné veénuje syntéze a studiu biologické aktivity
derivatt 2-fenyl-3-hydroxy-4(1H)-chinolonu. Tyto slouce-
niny nebyly v minulosti blize studovany, nebot’ existovaly
pouze ojedinélé metody jejich piipravy. V poloviné
devadesatych let vSak byla objevena synteticka cesta
vychazejici z fenacylesteri anthranilovych kyselin', ktera
umoziuje piipravu celé fady téchto derivata.

Sledované derivaty 2-fenyl-3-hydroxy-4(1H)-chinolonu
jsou aza-analoga flavonolti — rozsahlé skupiny piirodnich
latek s Sirokym spektrem biologickych, mimo jiné i
protinadorovych uc¢inkti. Dosud jedind publikovana prace
zabyvajici se kancerostatickou aktivitou 3-hydroxy-4(1H)-
chinoloni prokazala ucéinnost chlorovanych derivata na
nékterych nadorovych bun&nych linich®.

V soucasné dobé¢ je nase pozornost zamefena mimo jiné
na derivaty typu 1 obsahujici dva 3-hydroxy-4(1H)-chino-
lonové skelety v jedné molekule a derivaty typu 2 a 3
substituované karboxylovou skupinou®. V ramci studia ana-
logti 3-hydroxy-4(1H)-chinolonu byla rovnéz vypracovana
synteticka cesta vedouci k derivatim 3-amino-2-fenyl-4(1H)-
~chinolonu®.

Cytotoxicita pfipravenych derivati byla testovana in
vitro na péti nadorovych bunéénych liniich (A549, K562,
K562-Tax, CEM, CEM-DNRB), sledovany byly vztahy mezi
strukturou a u¢innosti.

Projekt je podporovan grantem MSM61 98959216
Ministerstva Skolstvi, mladeze a sportu Ceské republiky.
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3a,7a-DIHYDROXY-50-PREGNAN-20-ON A 3a,70-
DIHYDROXY-5-PREGNAN-20-ON: SYNTEZA A
HYDROFILNI DERIVATIZACE

EVA STASTNA™ a HANA CHODOUNSKA®

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo
namésti 2, 166 10 Praha 6; bKatedra organické a jaderné
chemie, Albertov 6, 128 43 Praha 2
stastna@uochb.cas.cz hchod@uochb.cas.cz

V rémci projektu, ktery se zabyva aktivitou NMDA
receptoru, byly pfipraveny nové derivaty 3a,7a-dihydroxy-
Sa-pregnan-20-onu I a 3a,70-dihydroxy-5p-pregnan-20-onu
II s ptedpokladanou biologickou aktivitou. Tato u¢innost je
podminéna polarni substituci v poloze C3 (napf. sulfatovou
skupinou'?).

I
30,7a-Dihydroxy-5o-pregnan-20-on I byl ziskan
vicestupiiovou syntézou dle literatury’ z komer&né

dostupného pregnenolon acetatu (I1I).

AcO HO™

1

Kyselina chenodeoxycholova IV byla transformovana
postupem uvedenym v literatufe* na 3o,7a-dihydroxy-5p-
pregnan-20-on diacetat (V), ktery byl hydrolyzovan na
derivat II.

COOH

v \Y

Derivaty I a II byly nasledné substituovany
hydrofilnimi skupinami (napf. sulfatovou, hemisukcinatovou
a nikotinoylatovou) v poloze 3 a 7.
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Prace byla provedena v ramci vyzkumného zameru ZA 055
0506, za podpory grantu GA AV I444055305.
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STECHIOMETRICKE META'LOVANE PURINY
A JEJICH VYUZITI V SYNTEZE BIOLOGICKY
AKTIVNICH LATEK

TOMAS TOBRMAN a DALIMIL DVORAK

Ustav organické chemie VSCHT, Technickd 5, Praha 6
tobrmant@vscht.cz

Purinové derivaty substituované v polohach 6 a 2
vykazuji Siroké spektrum biologickych aktivit. Naptiklad
6-aryl a 6-alkynylpuriny jsou znamy jako -cytostaticky
aktivni latky', u 6-methylpurinu byla pozorovana silna
cytotoxicita’. Roscovitin a dalsi 2,6,9-trisubstiuované puriny
jsou inhibitory cyklin-dependentnich kinas®. Tyto vlastnosti
vedou k syntéze novych derivati purinu, které obsahuji
v poloze 2 a/nebo 6 rizné funkéni skupiny. V soucasné dobé
jsou k tomuto ucelu s vyhodou pouzivany postupy zalozené
na stechiometrickych nebo  katalytickych  reakcich
metalovanych purind®.

Cilem na$i prace je piiprava a studium stechio-
metrickych reakci purini metalovanych v poloze 2, 6 nebo 8
s riznymi elektrofily. Pfiprava metalovanych purini'? je
zalozena na vymeéné halogen/kov reakci odpovidajicich
jodpurini s isopropylmagnesium  chloridem  nebo
butyllithiem za riznych podminek. V zévislosti na pouzitém
¢inidle a reak¢énich podminkach 1ze izolovat rizné produkty.
V piipadé purin-6-ylmagnesium chloridu 1 ziskame reakci
s aldehydy sekundarni alkoholy 6, tedy latky které mohou
pusobit jako inhibitory adenosin deaminasy. Magnesiované
puriny 2 a 3 lze modifikovat v poloze 6 nebo 2 reakci
s elektrofily za vzniku 2,6-disubstituovanych derivatt 7 a 8.
Pfitomnost atomu chloru u takto vzniklych produktech lze
vyuzit k dalsi derivatizaci. Pfitom vznikaji 2,6,9-
trisubstituované puriny strukturné podobné Olomoucinu a
Roscovitinu.

MgCl cl MgCl

NN NN NN

P Y PN

kN/ N C\Mg)\N/ N Cl)\N/ N

R ) R R
3

Li Cl
L ﬁ
\)i > M—mgcl
(P N> QN, N\% o
R R
4 5

ﬂEIek{rofil (obvykle aldehyd)

E cl E E a
NN N)\IN\ N)\i"‘\ N)\iN\ N)\iN
I I | I > I Y€
kN/ N> E)\N/ N> Cl)\N/ N> kN/ N kN/ N
R R R R R
6 7 8 9 10

408

VI Amerika 2006

Zajimavych vysledki bylo dosazeno pii pokusu o stabi-
lizaci lithia v poloze 6 purinového jadra. Podafilo se ndm
ptipravit purin-6-yllithium 4 (R = Li), které je termicky
stabilnéjsi nez 6-lithiované 9-alkylpuriny 4 (R = alkyl),
u kterych byla popsina migrace lithia do polohy 8 (cit.”).
Reaktivita takto pfipraveného purinyllithia 4 a dalSich
metalovanych purint (napt. 5) bude rovnéz diskutovana.

Prdce byly financovina Grantovou agenturou Ceské
republiky (Grant 4islo: 203/03/0035)
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PRIPRAVA 6-ARYL- A 6-HETEROARYLPURINU
[2+2+2]-CYKLOTRIMERIZACEMI

PAVEL TUREK™®, MARTIN KOTORA™" a MICHAL
HOCEK"

“Katedra organické a jaderné chemie, PFF UK, Hlavova 8,
128 43 Praha 2, bUstav organické chemie a biochemie AV
CR, Flemingovo nameésti 2, 166 10 Praha 6
turpav@uochb.cas.cz, kotora@natur.cuni.cz

6-Arylpurinové baze a nukleosidy vykazuji zajimavé
biologické vlastnosti (cytostatickd, antibakteridlni a anti-
myko-bakterialni aktivita).

Jedna z moznych metod vystavby benzenového kruhu
na purinech spociva ve vyuziti [2+2+2]-cyklotrimeriza¢nich
reakei alkynylpurini s alkyny ¢i diyny zprostiedkovanych
slou€eninami piechodnych kovl. V prvni fazi jsme se zameé-
fili na pfipravu 6-arylpurini | kocyklotrimerizaci 6-
alkynylpurini s o,®-diyny. Jako nejaktivnéjsi katalyzatory
cyklotrimerizace se ukazaly byt' komplexy Ni(0).

S
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Pro piipravu 6-pentasubstituovanych arylpurint Il byla
pouzita metoda zalozend na reakci zirkonacyklopentadienti
s 6-alkynylpuriny? v p¥itomnosti stechiometrického mnozstvi
komplexu NiBr,(PPh;),. Dal§im cilem bylo vypracovat
metodu pro pfipravu 6-heteroarylpurint I11. V tomto ohledu
byl studovan piistup zalozeny na kocyklotrimerizaci 6-di-
ynylpurini s riznymi alkyl-, aryl- a heteroarylnitrily za
katalyzy CpCo(CO),. Tato reakce byla studovana za riznych
reakénich podminek (zpusob iniciace katalyzatoru, teplota,
vliv rozpoustédla). Vybrané pfipravené 6-aryl- a 6-hetero-
arylpuriny byly testovany na cytostatickou aktivitu.

Tento projekt byl proveden za podpory grantu GA CR
(203/03/0035) a Centra pro nova antivirostatika
a antineoplastika MSMT (1M6138896301).
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STUDIUM BAKTERIALNICH SYMBIONTU PRI
BIODEGRADACI POLYVINYLALKOHOLU

T. VACLAVKOVA, A. VLCKOVA, J. RUZICKA,
M. KOUTNY a M. COUFALIKOVA

Ustav technologie ivotniho prostiedi a chemie, Univerzita
Tomase Bati ve Zliné, nam. TGM 275, 762 72 Zlin
vaclavkova@ft.utb.cz

Polyvinylalkohol (PVA) patii mezi Siroce uZzivané
syntetické polymery, ktery je za wurCitych okolnosti
pti biodegradaci polyvinylalkoholu se velmi ¢asto uplatiiuji
bakterialni symbiotické vztahy, v nichz jedna kultura
produkuje enzymy potiebné pro rozklad PVA a druhd
poskytuje urité riistové faktory pro onu kulturu prvni'.

V této praci byla studovana degradace PVA kulturou
OT3 v symbiotickém vztahu s Rhodococcus erythropolis.
Smésna kultura obou bakterii byla schopna rozlozit PVA ze
vstupni koncentrace 500 mg/l béhem 42 dnti cca z 80 %.
Nekteré vysledky ukazaly, Ze charakter jejich symbiotického
vztahu je odlisny od jinych, jiz popsanych, a proto byla
usporadana série pokust degradaci PVA pro objasnéni
faktoru symbiosy téchto kultur. Koncentrace PVA v poku-
sech byla méfena spektrofotometricky pouzitim Finleyho
metody, zaloZzené na barevné reakci PVA s jédem v ptitom-
nosti kyseliny borité. Vysledky ukézaly, ze kultura OT3 je
schopna degradace 1 v pfitomnosti mrtvé biomasy
Rhodococcus erythropolis (78,1 % degradace), z ¢ehoz bylo
mozné usuzovat, ze R. erythropolis ji nedodava enzym, ale
urcity rustovy faktor. Protoze k obdobnym vysledkiim vedl
ipfidavek inaktivni katalasy ke kultufe OT3 (70 %
degradace), bylo mozné usoudit, Ze onim faktorem symbiosy
je néktera aminokyselina nebo hem.
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VYUZITi KOBALTOVYCH KOMPLEX}"J
CYKLOBUTADIENU V MOLEKULOVE
ELEKTRONICE

MICHAL VALASEK" a JOSEF MICHL"

“Katedra organické chemie, Prirodovédecka fakulta,
Univerzita Karlova, Hlavova 2030, 128 40 Praha
Department of Chemistry and Biochemistry, University of
Colorado, Boulder, CO80309-0215, U.S.A.
michalvalasek@hotmail.com
Dikarbonyl(n’-cyklopentadienyl)kobalt  [CpCo(CO),]
50-ti letech!. Jednou z jeho reakci je tvorba
cyklobutadienovych komplext . e
/N
derivatii®. Tyto cyklobutadienové RR.
komplexy, diky své &tvercové
napiiklad v molekulové elektronice’ nebo materialové
chemii®.
komplexti substituovanych tetrafenylcyklobutadiend. Takto
piipravené sendvicové komplexy, majici vhodné funkéni
pomoci Suzukiho kaplingu®. Propojeni je bud’ pfimé nebo
ptes “aktivni mista” (1,10-fenanthrolin, 2,2 -bipyridyl), ¢imz
je ptes “molekulové izolatory” (bicyklo[1.1.1]pentany, 10-ti
a 12-ti vrcholové p-karborany, bicyklo[2.2.2]oktan) pro

ma velmi Siroké uplatnéni v chemii organokovil v poslednich
Rauschovou dimerizaci tolanovych
<D

symetrii, nachazeji Siroka uplatnéni

Bude predstavena metoda ke konstrukci kobaltovych
skupiny v para polohach na fenylu, byly navzajem propojeny
vznikaji “molekulové nanosenzory”. Posledni typ propojeni
vodivostni studie.

Y - H, SMe, S-terc-Bu, COOH,...
X-TMS, |, ...
Spojka - Ph, bifenyl, "molekulové izolatory", 1,10-Fenanthrolin, ...

Také bude prezentovana piiprava samoskladného
kobaltového komplexu zakonceného karboxylovymi kyseli-
nami, ktery ma substituovany cyklopentadienovy kruh
vykazujici afinitu k povrchu rtuti. Dale bylo vyuzito téchto
elektrondonornich ~ komplexd  pfi  konstrukci  série
,,molekulovych diod”.

Tento projekt byl financovan z granit GA UK 417/2004 a GA
CR 203/04/0921.
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STRUCTURAL STUDIES OF LIGAND BINDING OF
NATURAL KILLER CELL RECEPTOR, PROTEIN
CD69

ONDREJ VANEK?, PETR NOVAK", VLADIMIR
KOPECKY*, VLADIMIR KREN", JIRI BRYNDA"
a KAREL BEZOUSKA™

“Dept Biochem., Fac. Sci., Charles Universit, Hlavova 8, 128
40 Prague 2; st Microbiol., AS CR, Videnska 1083, 142
20 Prague 4, “Inst. Phys., Faculty of Mathematics and
Physics, Charles University, Ke Karlovu 5, 121 16 Prague 2;
“Inst. Mol. Genetics, AS CR, Flemingovo 2, 166 36 Prague 6

CD69 protein', an early activation antigen of human
lymphocytes, is one of the most studied surface receptor
molecules involved in tumour recognition by natural killer
cells. Although there is certain knowledge about its function
from immunological point of view, detailed structural
description of target recognition by natural killer cells is
missing, including identification of CD69 natural ligand.
CD69 receptor belongs to a group of C-type lectin-like
lymphocyte receptors and till now several types of possible
ligands have been identified or proposed: calcium cation,
various carbohydrate structures and even peptides. Crystal
structures of carbohydrate recognition domain (CRD) of
CD69 molecule have been already published™, but
crystallization conditions used does not favour ligand
binding. In this work we present our structural approach to
describe CD69 binding properties together with list of novel
therapeutically interesting ligands identified by inhibition
tests or equilibrium dialysis. After recombinant production
and optimalization of in-vitro refolding of soluble CRD
domain of CD69 protein, we analyzed its homogeneity by
FT-ICR mass spectrometry and its secondary structure was
determined by drop coating deposition Raman spectroscopy
method4. Further, ligand binding was examined both by
Raman spectroscopy and by protein crystallization. We
tested several types of proposed CD69 ligands, from single
monosaccharide ligand N-acetyl-D-glucosamine, to more
complex structures, such as antenary oligosaccharides
isolated from hen egg white protein ovomucoid, synthetic
peptidomimetic ligands based on calixarene core, or
heptapeptide ligand from mycobacterial heat shock protein
hsp60, which all binds with high affinity to CRD domain of
CD69 receptor. Although we found crystallization conditions
at neutral pH necessary for ligand binding and we achieved
high resolution crystal structures (the best at 1.8 A), none of
the ligand molecules were found in, except for calcium

VI Amerika 2006

cations, which were proven by anomalous scattering on
synchrotron.

This work was supported by Ministry of Education of the
Czech Republic No. MSM 0021620808, by Institutional
Research Concept No. AVOZ 50200510, by Grant Agency of
the Czech Republic No. 301/05/P567, and by Grant Agency
of the Academy of Sciences of the Czech Republic No.
A5020403.
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ANTIMIKROBNI PROSTREDEK PRO OSETROVANI
OBUVI

PAVLINA VLTAVSKA, JAN RUZICKA, RAHULA
JANIS a PETR HLAVACEK

Fakutla technologicka, Univerzita Tomdse Bati ve Zliné,
Nam. T.G.M. 275, 762 72 Zlin
vitavska@ft.utb.cz

Vzhledem ke stale se zvySujicimu procentu populace
trpicimu mykotickymi onemocnénimi je tieba vyvijet a tes-
tovat nové protimikrobni latky. Mezinarodni statistiky
uvadéji, ze u kazdé tfeti osoby se na nohou vyskytuji
mykosy' a je tedy nezbytné zaméfit se kromé 1é¢by i na
prevenci téchto stavil. Velkou roli mize zejména u diabetikti
sehrat noseni obuvi vybavené podsivkovymi a stélkovymi
materialy s Upravami inhibujicimi rist patogennich mikro-
organismu (plisni, kvasinek i bakterii) a pfipadné i omezuji-
cimi rozvoj saprofytickych druht.

V soucasné dob¢ chybi na nasem trhu vhodné ptipravky
s zadoucimi protimikrobnimi vlastnostmi a proto se naplni
prace stalo oveéfeni uCinnosti pfipravku na bazi
monoacylglycerolu kyseliny kaprylové, u né¢hoz jiz byla
prokdzana vyznamni protimikrobni u¢innost’. Uprava
podsivkovych a  stélkovych  materiald  uvedenym
(navrzenym) prostiedkem byla testovana agarovymi testy,
v nichz byla odolnost upravenych vzorkl sledovana po jejich
kontaminaci patogenni plisni 7. mentagrophytes, patogenni
kvasinkou C. albicans, saprofytickou plisni 4. niger
a bakteriemi E. coli, K. pneumonie a S. aureus. Vysledky
ukazaly, Zze uprava materidli sice neinhibovala rlst
saprofytické plisné A4. niger, avSak zcela zabranila rozvoji
vSech testovanych patogennich druhti mikroorganismd.
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SYNTEZA MODIFIKOVANYCH NUKLEOZIDOV
A OLIGONUKLEOTIDOV NESUCICH BIPYRIDINOVE
ALEBO FENANTROLINOVE LIGANDY

MILAN VRABEL a MICHAL HOCEK

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

Oligonukleotidy obsahujice vo svojej Struktire
elektrochemicky marker su ¢asto pouzivanym nastrojom
v chemickej biologii alebo biofyzike (napr. pre Stadium:
hybridizacie DNA, interakcii protein-nukleovych kyselin,
prenosu naboja)'. Nukleobdza, znadena elektrochemickym

markerom, moéze po zabudovani do Struktiry DNA

reflektovat’  elektrochemické  zmeny  detekovatelné
fyzikalnymi metodami®.

a) N &)‘( NH,

2a-2b 2 N S

PA(APPC 'j & L =/ fw”)N

N
= ¢
N
DMTrO.
O

NH2

DMTrO

NHy  cul, Et;N Tro

Br< f\) \/—\' 3a
30-68%

e

N NH,

2c-2d

oy m f
KoCO;3 DMTrO
\d 3c

OH OH

DMTrO.

Vzhl'adom na uvedené skuto¢nosti sme sa rozhodli pre
syntézu modifikovanych nukleozidov nesticich bipyridinové
alebo fenantrolinové ligandy, ktoré moézu po komplexacii
s prechodnymi kovmi sluzit’ ako elektrochemické markery.

Sonogashira cross-coupling reakciou etynylbipyridinu
(2a) alebo etynylfenantrolinu (2b) s chranenym 8-bromo-
deoxyadenozinom (1) za katalyzy paladiom sme pripravili
konjugaty (3a) a (3b) v dobrych vytazkoch. Suzuki cross-
coupling reakcia pinakol esterov zodpovedajicich borono-
vych kyselin bipyridinu (2¢) a fenantrolinu (2d) poskytla
prislusné fenylénom premostené derivaty (3¢) a (3d).

Etynylbipyridinovy derivat (3a) bol po benzoylacii
amino skupiny adeninu prevedeny na N,N-diisopropyl-
fosforamidat a nasledne zabudovany pomocou S$tandartnej
automatickej oligonukleotidovej syntézy do Struktiry
oligonukleotidu vo vytazku 30 %.

Vzhladom na uvedené vysledky sme sa v dalSom
kroku rozhodli pre pripravu modelovych zlG¢enin pre
komplexacné reakcie s prechodnymi kovmi. Vysledky tejto
Casti prace budu v prezentacii taktiez diskutované.

Tato prdaca je sucastou EC Specific Targeted Research
Project Control of Assembly and Charge Transport Dyna-
mics of Immobilized DNA (CIDNA) a bola podporovand
Grantovou Agentirou CR (grant ¢ 203/03/0035). Autori
dakuju Dr. Pohlovi za meranie NMR spektier a Dr.
Rosenbergovi za syntézu oligonukleotidu.
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TRANSFORMACE C,HLOR,BENZOOVYCH KYSELIN
ROSTLINNYMI TKANOVYMI KULTURAMI

BLANKA VRCHOTOVA®, M. MACKOVA?,
T. MACEK" a K. FRANCOVA?*

“Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT, Technickd 3,
166 28 Praha 6; bUstav organické chemie a biochemie AV
CR, Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
vrchotob@yvscht.cz

V pftirodé se chlorbenzoové kyseliny mohou vyskytovat
v dasledku pouziti herbicidi v zemédélstvi, jsou
meziproduktem pii vyrobé nékterych barviv a 1ékd a v ne-
posledni fad¢ vznikaji jako produkty horni bakterialni drahy
odbouravani polychlorovanych bifenyld. Jejich dalsi osud a
moznost odstranéni z Zzivotniho prostfedi zavisi na jejich
koncentraci, struktufe a také na organismech vyskytujicich se
v daném ekosystému.

Bakterialni metabolismus chlorbenzoovych kyselin je
jiz pomérné dobfe prostudovan na rozdil od rostlinného.
Cilem mé prace je zjistit, zda jsou rostliny schopné
transformovat chlorbenzoové kyseliny, urcit produkty, které
pfi tomto procesu vznikaji a zméfit toxicitu jednotlivych
chlorbenzoovych kyselin pro buiiky vyssich rostlin.

Jako model byly vybrany rostlinné tkanové kultury tii
rostlinnych druhi  péstované in vitro. Embryogenni
morfologicky diferencovana kultura kienu selského
(Armoracia rusticana K 54), kalusova kultura tabaku
virzinského (Nicotiana tabacum var. Wisconsin 38)
a diferencovana kultura typu “hairy root* lilku cerného
(Solanum nigrum SNC 90), u kterych byla primarné
prokazana schopnost degradace PCB.

Bylo prokazano, Zze rostlinné buniky metabolisuji
chlorbenzoové kyseliny. Uginnost procesu je zavisla
podobné jako u mikroorganismi na mnozstvi a poloze chlorti
v molekule chlorbenzoové kyseliny a pouzitém rostlinném
druhu. Nejvyssi schopnost transformace (témét 100 %)
prokazaly buiiky rostlinné tkanové kultury lilku ¢erného s 2-,
3-, 4-chlorbenzoovou kyselinou, 2,3-di, 24-di, 2,5-
dichlorobenzoovou kyselinou a 2,3,5-trichlorobenzoovou
kyselinou.

Analyza produktti transformace 2,4-dichlorobenzoové
kyseliny buikami kultury lilku ¢erného prokazala vznik
methylesteru 2,4-dichlorobenzoové kyseliny. Obdobné byl
methylester nelezen i po transformaci 2,3-dichlorobenzoové
kyseliny.
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Meéfeni toxicity jednotlivych chlorbenzoovych kyselin
na modelu diferencované kultury typu “hairy root* lilku
¢erného prokazalo riiznou toxicitu pro buiiky vyssich rostlin.
Nejvyssi toxicita pro rostlinné buniky byla naméfena u

Py

chlory v molekule chlorbenzoové kyseliny.

Tato prdce byla podporovéina granty GA CR 203/06/0563
a MSM 6046137305

DIFFERENTIAL EFFECTS OF SELECTED
NATURAL COMPOUNDS WITH ANTI-
INFLAMMATORY ACTIVITY ON THE
GLUCOCORTICOID RECEPTOR AND NF-«B IN
HeLa CELLS

RADIM VRZAL and ZDENEK DVORAK

Institute of Medical Chemistry and Biochemistry, Medical
Faculty, Palacky University, Hnévotinska 3, 775 15 Olomouc

In this work we investigated the effects of natural
compounds with anti-inflammatory activity (berberine,
sanguinarine, chelerythrine and colchicine) on two important
anti-inflammatory and pro-inflammatory players, i.e.
glucocorticoid receptor (GR) and nuclear factor kappa B
(NF-kB), respectively'.

Colchicine and berberine had no effect on the nuclear
translocation of the p65 subunit of NF-kB and these
compounds did not affect nuclear translocation of the GR as
well. Colchicine caused rapid degradation of the GR protein.
Sanguinarine and chelerythrine elicited the nuclear
translocation of both p65 and GR. None of the tested
compounds triggered GR and/or NF-xB transcriptional
activities, as monitored by reporter assays using HeLa cells
transiently transfected with glucocorticoid response element
(pGRE-LUC) and/or NF-kB elements fused to luciferase
gene (pNF-«kB-luc), respectively. The binding of 3H-labelled
glucocorticoid to GR was significantly decreased by
sanguinarine and chelerythrine.

In conclusion, structurally diverse natural antiflogistics
displayed differential effects on GR and NF-kB, the factors
being often targets in the inflammatory combat.

This research was supported by grant MSM 6198959216
from the Ministry of Education, Youth and Sports of the
Czech Republic, and by grant GACR 303/04/P074 from the
Grant Agency of the Czech Republic.
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FUNCTION OF THE ANTI-APOPTOTIC Bcl-2
PROTEIN IS CHANGED BY POSTTRANSLATIONAL
MODIFICATION

EVA ZAHRADNiCKOVAf, JANA VANKOVA®,
VENDULA MACECKOVA® a JAN SMARDA?
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Linie monoblastd transformovanych onkogenem v-myb
viru pta¢i myeloblastézy (BM2) je vhodnym modelem pro
studium AML. V na$i laboratofi ji vyuzivame pro analyzu
molekularnich mechanismu proliferace, diferenciace a apop-
tézy. Jednim z proteini ovliviiujicich prubéh programované
bunécné smrti je anti-apoptoticky protein Bcl-2, ktery je v
burice lokalizovan v membranach mitochondrii, ER nebo
jadra. Predpoklada se, ze jeho ucinek je pevazné dtsledkem
interakce s pro-apoptotickymi proteiny, které jsou touto
vazbou inaktivovany. Pro podrobné&jsi studium funkce
proteinu Bcl-2 jsme vytvotili derivat linie BM2 exprimujici
gen bel-2. Neocekavané jsme prokazali, ze buiky BM2 se
zvy$enou hladinou proteinu Bel-2 (BM2Bcl2) vykazovaly jiz
po 24 hodindch vyrazné snizenou viabilitu, kondenzaci
chromatinu, fragmentaci jader a internukleozomové Stépeni
DNA. Westernovym pienosem jsme v bunikich BM2Bcl2
prokazali vyskyt neobvyklych forem proteinu Bcl-2 o vyssi
molekulové hmotnosti, jejichz pfitomnost je ziejmé
disledkem posttranslaénich modifikaci. Vyskyt tézsich
forem neni specificky pouze pro linii BM2Bcl2, detekovali
jsme je i ve fibroblastech QT6 a bunkach osteosarkomu
Saos-2 po transfekci cDNA kodujici Bel-2. Fosfospecifickou
protilatkou jsme prokazali, ze se jedna o modifikaci
fosforylaci. Z imunoprecipitacnich experimentd vyplyva, ze
hyperfosforylovany protein Bcl-2 neni schopen interakce se
svymi cilovymi proteiny (napf. Beclin-1) a proto ziejmé neni
schopen plnit svou anti-apoptotickou funkci.

Tato prace byla podporovana granty 301/06/0036 Grantové

agentury Ceské republiky a MSM0021622415 Ministerstva
Skolstvi mladeze a télovychovy Ceské republiky.
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