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VII. Mezioborové setkani mladych biologii, biochemikii a chemikii

Tzv. ,,Konference mladych* oslavi letos jiz 7.vyroci. Byla jsem pozadana o napsani tivodniho slova ke sborniku
praci tohoto ro¢niku. Myslim, Ze jiz neni tfeba velkého opévovani akce, ktera se za téch 7 let dostala do povédomi
ceské védeckeé spoleCnosti a ziskala si znacnou prestiz. U jejiho zrodu stal muj (dnes jiz byvaly) kolega Martin Fusek.
Chtéla bych mu timto podékovat za napad, ktery tato setkani odstartoval a slibit, ze spoleén¢ s ostatnimi nadSenci, bez
nichz by uskutecnéni vSech ro¢nikll bylo nemyslitelné (mém na mysli pfedevs§im odbornou komisi, kterd vybira
Ucastniky i vitéze), budu v této tradici pokracovat.

Zaroven bych rada zminila, Ze firma Sigma-Aldrich obnovila po mnoha letech své piisobeni na Slovensku a proto
bych si préla, aby se dalsiho ro¢niku konference zucastnili téz mladi védecti nadSenci ze Slovenska. Jisté by to pfineslo
dalsi zpestieni, jesté vetsi konkurenci i moznost navazat nové kontakty.

Sedmému ro¢niku konference pieji hodné zdaru, v§em tGcastnikiim hodné uspéchi a péknych zazitkt a odborné

komisi opétovné zvladnuti nelehkého ukolu vybrat vitéze.

Daniela Dornerova
Sigma-Aldrich Praha
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STRUKTURNE FUNKCNI STUDIE AFINITNICH ZMEN
V LEKTIN-SACHARIDOVYCH SYSTEMECH;
POCITACOVA CHEMIE VE SLUZBACH
PROTEINOVEHO INZENYRSTVI

JAN ADAM®, MARTINA POKORNA®, CHARLES
SABIN’, ZDENEK KRiZ", ANNE IMBERTY",
JAROSLAV KOCA*® a MICHAELA WIMMEROVA®*

“Ndrodni centrum pro vyzkum biomolekul a ‘Katedra
biochemie, PFF, Masarykova niverzita, Kotlarska 2, 611 37
Brno; bCERMA V-CNRS, 601 rue de la Chimie, BP 53,
38041 Grenoble, Francie

Soucasné vypocetni kapacity a metody dovoluji provadét
sofistikované simulace a modelovani slozitych, avSak z hlediska
zivota organismi fundamentdlnich procest, jakymi jsou
biomolekularni interakce. Tyto postupy v sobé skryvaji vysoky
potencial z hlediska uspory experimentélniho ¢asu a prostiedku.

Lektiny jsou skupinou bilkovin vyznacujici se schopnosti
vazat sacharidové struktury s vysokou afinitou a specificitou.
Sacharidy se vyznaCuji vysokou variabilitou konformacnich
moznosti, at’ uz z hlediska izomerie nebo intermolekularnich
struktur, coz z nich Cini diilezité agens v procesu rozpoznavani,
zprostiedkovaného prave lektiny. Propojeni praktickych metod
molekularni biologie a strukturnich a funkénich analyz (X-ray
krystalografie, termodynamické metody) je kliCové pro
porozuméni vzajemnym souvislostem mezi strukturou a
vlastnostmi proteinti. Cim Uplngj§ je toto porozuméni, tim
ucinngji je mozno posléze designovat proteiny s definovanymi
pozadovanymi vlastnostmi — proteinové inzenyrstvi.

Studium zavislosti afinitnich zmén pii mutacich lektinu
PA-IIL kombinaci vySe uvedenych postupii odhalilo klicovou
roli aminokyselinového slozeni vazebného mista pro vazebné
preference’. Studované mutanty byly rovndz vytvoteny in silico
a vyuzity pro dokovaci experimenty, jejichz vysledky byly
korelovany s experimentalnimi daty. Cilem projektu je na zékla-
dé postupu “od zndmého k neznamému” vyvinout spolehlivou in
silico metodu pro predpovidani neznamych, budoucich interakei,
a to jak zhlediska strukturniho, tak termodynamického —
usnadnit tak budouci aplikace proteinového inzenyrstvi.

Podporovino grantem GA CR GD204/03/H0I6.
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1. AdamJ., Pokorna M., Sabin C., Mitchell E. P., Imberty
A., Wimmerova M.: podano k tisku.

DERIVATY THEOFYLINU A ADENINU JAKO
POTENCIALNILECIVA .
NEURODEGENERATIVNICH ONEMOCNENI

TOMAS BARTL, PETRA STASKOVA,
JAROSLAVA RAMBOUSKOVA,
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Neurodegenerativni  choroby pfedstavuji  zavaznou
skupinu onemocnéni centrdlni nervové soustavy. Velkd
pozornost je témto onemocnénim vénovana v souvislosti s
prudkym naristem vyskytu v lidské populaci a casto
progresivnim prubchem, ktery vede k postupnému ubytku
kognitivnich funkci. U fady z nich je naruSena schopnost
spravného usudku, logického uvazovani, schopnost orienta-
ce, v pokrodilych stadiich dochazi ke ztraté kontaktu s reali-
tou a celkovému rozpadu osobnosti'. Onemocnéni konéi
smrti pacienta, kauzalni 1é¢iva nebyla doposud vyvinuta.

Jako potencialni 1é¢iva téchto onemocnéni byla
pfipravena skupina derivati purinu. Slouc¢eniny odvozené od
purinovych bazi theofylinu Ia (n=1-5; m=1-3), Ib (m=1-3)
a adeninu II (n=1-3; m=1-3) obsahuji ve své molekule -
laktamovy kruh, ktery je charakteristicky pro celou fadu
kognitivné zesilujicich a antikonvulzivné plsobicich 1é¢iv.
Délka acylového fetézce, ktery spojuje purinové jadro s lak-
tamovym kruhem, ovliviyje lipofilitu sloucenin a tim i dis-
tribuci téchto potencidlnich 1é¢iv v organismu. Pti pfiprave
theofylinovych a adeninovych derivati byly zvoleny odlisné
syntetické postupy, nebot’ reaktivita a chemické vlastnosti
vychozich purinovych sloucenin jsou zcela rozdilné.
Struktura pfipravenych sloucenin byla potvrzena metodami
NMR a IC spektroskopie.
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Na zadkladé TLC na revezni fazi (RP-8), pouziti
vypoletni techniky a chemickych databazi® byl u
pfipravenych theofylinovych sloucenin uc¢inén odhad

rozdélovacich  koeficienti. Vybrané slouceniny byly
testovany na antioxidacni efekt a aktivitu = vici
aminopeptidasam a kaspasam, kter¢ do rozvoje

neurodegenerativnich chorob zasahuji. Testované slouceniny
vykazaly mirnou inhibi¢ni aktivitu vi¢i aminopeptidasam.

V souvislosti s pfechodem od 1é¢iv charakteru racemati
k opticky cistym enantiomerim byl pfipraveny racemat
slouCeniny Ib rozdélen za pouziti HPLC na chiralni koloné
s obsahem selektoru allobiohydrolasy a detekce UV-VIS na
jednotlivé enantiomery.

LITERATURA

1. TanziR. E., Bertram L.: Cell 120, 545 (2005).

2. http://146.107.217.178/1ab/alogps/start.html, stazeno
1.listopadu 2006.
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MULTIVALENTNI DERIVATY ELLIPTICINU

P. BASOVA™, K. KRENEK®, R. GAZAK",
K. BEZOUSKA" a V. KREN®

“Laboratori* Biotransformaci, Mikrobiologicky tistav AV CR,
142 20 Praha 4; bRatedra biochemie, Prirodovédecka
fakulta Univerzity Karlovy, Albertov 2030, 128 40 Praha 2

Ellipticin (1) je cytostatikum, jehoz derivaty jsou jiz v L.
a II. fazi klinickych testd. Pfevladajicimi mechanismy
protinddorového  U¢inku  jsou 7) interkalace do
dvojsroubovicové struktury DNA, ii) inhibice topoizomerasy
1T a iii) selektivni inhibice fosforylace proteinu p53. Vyhodou
ellipticinu je jeho vysoka ucinnost a pomérné nizka toxicita.
Hematologicka toxicita je prakticky nulova. Diky provedenym
SAR studiim je nyni mozné jeho strukturu dale optimalizovat.
U multivalentnich molekul nesoucich jako ligandy ellipticin, je
predpokladan podstatné vyssi ucinek (afinita k DNA).
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Hlavni naplni této prace je piiprava PAMAM

dendrimerti 1. a 2. generace a jeho konjugatt se strukturnimi
analogy 9-hydroxyellipticinu - 5-hydroxyindolem (3) a 2-
hydroxykarbazolem (2) a pfiprava 9-hydroxyellipticinu
(Schéma 1) jako ligandu pro konjugaci s moznosti dalsiho
navazani celého konjugatu na proteiny. Hydroxylace
ellipticinu v poloze C-9 nesnizuje jeho biologické ucinky
(dokonce zvySuje), proto je mozné tuto skupinu pouzit s
vyhodou pro konjugaci.
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Schéma 1

Tato prace byla podporena granty GA AV CR
TAA400200503, MSMT OC136 a 1M 4635608802

DIFLUOROMETHYLFOSFONAT JAKO (CF;H)- A
(CF,)’- SYNTETICKY ANALOG

PETR BEIER?, MIKHAIL ZIBINSKY" a G. K. SURYA
PRAKASH"

@ Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i,
Flemingovo namesti 2, 166 10 Praha 6; b Loker
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428

VII Amerika 2007

ulohu pii piipravé novych modernich biologicky aktivnich
latek a funkénich materiala"? Jednim z nov&jsich typu
fluorovanych funkénich skupin je difluoromethyl (-CF,H)
a difluoromethylen (-CF,-), které mohou byt pouzity pfi
nahrad¢ stericky a elektronicky blizkych skupin -OH nebo
-CH,OH resp. -O- (lit.**). V sougasné dobg je nejefektivngjsi

metodou pfi piipravé téchto typta latek nukleofilni
difluoromethylace difluoromethyl fenyl sulfonem
(PhSO,CF,H)*3.
?
EtO_I?_CFgH
OEt
1

Diethyl difluoromethylfosfonat (1) byl rovnéz pouzit
jako synteticky analog (CF,H)- a (CF;),- skupin pfi reakci s
karbonylovymi slou¢eninami a akyl bromidy, Schéma 1.
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R = alkyl R =aryl
Schéma 1: 7)) 1, LDA, ii) K,COs, iii) LiOH, iv) baze, PhCHO,
v) t-BuOK.
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IDENTIFYING PHOSPHORYLATION SITES IN THE
RETINOBLASTOMA TUMOR SUPPRESSOR
PROTEIN MAT3
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Retinoblastoma (RB) tumor suppressor related proteins
are negative regulators of the cell cycle whose activity is
thought to be controlled through phosphorylation by cyclin
dependent kinases (CDKs). Although 16 phosphorylation
sites have been mapped in human and mouse RB, the
functional significance of individual phosphorylations
remains unclear, and the role of RB phosphorylation in
plants and green algae has not been carefully examined. The
Chlamydomonas MAT3 gene encodes a RB homolog whose
loss leads to premature cell cycle entry and supernumerous
cell divisions. We have used in vivo labeling to show that
MAT3 is a phosphoprotein, and are employing several
strategies to identify its phosphorylation sites. Twelve tryptic
peptides that contain either phospho-serine or phospho-
threonine were detected from in vivo labeled MATS3,
indicating that the protein is multiply phosphorylated. In
parallel we have developed an in vitro kinase assay on
recombinant MAT3 using cell extracts or partially purified
cyclin  dependent  kinase  preparations. In  vitro
phosphorylation of MAT3 is sensitive to the CDK inhibitor
roscovitine, suggesting that CDKs are the major kinase
activity for MAT3. Both mass spectrometry and
phosphopeptide mapping were used to identify sites of
phosphorylation on recombinant MAT3, and most of the in
vitro sites match those seen in vivo. Moreover, kinase
activity towards several sites on MAT3 appears to be cell
cycle regulated, with increased activity present in post-
Commitment and mitotic extracts. Efforts are now under way
to confirm sites of phosphorylation by use of point mutations
and deletions in recombinant MAT3. The functional
significance of phosphorylation at different sites will be
tested by introducing phosphoacceptor mutations into a
MATS3 gene and assessing their ability to complement a mat3
deletion mutant.

ZVYSENI BIOSYNTEZY LIGNANU BUNECNOU
KULTUROU SCHISANDRA CHINENSIS )
PRIDAVKEM POLYMERNICH ADSORBENTU

LENKA BREZINOVA®, JIRT SLANINA®, )
HELENA VLASINOVA®, IRENA BOHATCOVA®
a LADISLAV HAVEL"

“Biochemicky ustav, Lékarskd fakulta, Masarykova
univerzita, Komenského nam. 2, 662 43 Brno; bUstav
biologie rostlin, Agronomicka fakulta, Mendlova zemédeélska
a lesnicka univerzita v Brné, Zemédélska 1, 613 00 Brno
Ibrezin@med.muni.cz

Plody Schisandra chinensis se pouzivaji po staleti v
zemich Dalného vychodu jako tonikum a antitusikum.
Uéinnymi sloudeninami jsou lignany s unikatni strukturou
odvozenou od dibenzo[a,c]cyklooktadienu. Tyto lignany
vykazuji Siroké spektrum biologickych ucinki, vcetné
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antivirové, antioxidaéni a hepatoprotektivni  aktivity'.
Neékteré lignany S.chinensis inhibuji replikaci viru HIV in
vitro. Nedavno bylo zjiSténo, ze lignan y-schizandin G¢inné
inhibuje P-glykoprotein, jehoz zvySena exprese je nejcastéjsi
piiginou resistence na cytostatika’. Mnozstvi lignani v
plodech je pomérné nizké (pfiblizné 1 % susiny) a sklada se
nejméné z 30 riznych lignani®, jejichz obsah je velmi
variabilni. Tyto okolnosti znaéné znevyhodiuji rostlinny
material jako zdroj pro ziskani Cistych lignan. Bunééné
kultury S. chinensis mohou piedstavovat vyhodny zdroj
téchto sekundarnich metabolitd.

Kultury S. chinensis, odvozené z endospermu a ne-
zralych zygotickych embryi, byly péstovany na mediu
Murashige a Skoog a mediu VWS5. Embryogenni kultury
byly zalozeny na mediich s pfidavkem ristovych regulatorti
(thidiazuron, 2,4-dichlorfenoxyocotva kyselina a benzylami-
nopurin)®. V nasi praci jsme studovali moznost ovlivnéni
biosyntézy lignant ptidavkem dvou neutralnich polymernich
adsorbentli, Amberlite XAD-2 (nepolarni adsorbent)
a Amberlite XAD-7 (stfedné polarni adsorbent) do kapalného
média béhem kultivace bunék. Analyza Sesti hlavnich
lignanti (schizandrin, gomisin A, deoxyschizandrin, gomisin
N, vy-schizandrin a wuweizisu C) byla provedena pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC).

Pokud byly bunééné kultury inkubovany bez piidavku
adsorbentll, vétSina lignanti byla lokalizovana pfevazné
intracelularné (71-98 %). Piidavek polymernich adsorbentt
zvysil nejen mnozstvi lignant lokalizovanych extracelularné
(z 2-29 % na 7-99,9 %), ale také vyrazné zvysil celkovou
biosyntézu lignanti (3—130krat). Zatimco Amberlit XAD-7
snizoval rust n€kterych kultur a to aZ o 40 %, Amberlite
XAD-2 neovliviioval rust kultur oproti kontrole. Zjistili jsme
také rozdilnou selektivitu vazby lignani na polymerni
pryskyfice. Zatimco Amberlite XAD-2 zvySoval celkovou
produkci deoxyschizandrinu, ktery tvofil 86-94 % vSech
adsorbovanych lignanti, Amberlite XAD-7 zvySoval zejména
mnozstvi wuweizisu C, ktery zahrnoval 55-79 % vsech
adsorbovanych lignanti na polymerni pryskyfici.

Pridavek nepolarnich polymernich adsorbentli je velmi
efektivni prostfedek k pfevedeni lignant do extracelularniho
prostiedi a ke zvySeni produkce téchto sekundarnich
metaboliti. Lignany adsorbované polymerni pryskyfici pak
mohou byt snadno ziskdny bez destrukce bunécné kultury,
coz je velkou vyhodou vzhledem k pomalému rtstu kultur.

Tato prdce je podporovina grantem GA CR 522/07/0995.
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THE INCORPORATION OF BLOOD PLATELET
CELLULAR PRION PROTEIN IN MEMBRANBE
RAFTS INDICATES ITS PHYSIOLOGICAL
FUNCTION
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Prion diseases, so called transmissible spongiform
encephalopathies, are neurodegenerative diseases, which
affect both humans and animals. The pathological prion
protein PrPsc, which is a conformationally altered isoform of
the host cellular prion protein (PrPc), is supposed to be the
causative agent'.

PrPc is expressed on many cell types an also on blood
components. The individual expression is highest in
lymphocytes and monocytes, however, the total amount is
higher in platelets and red blood cells”.

The lack of PrPc physiological function might be the
fundamental of prion diseases, therefore it is a big challenge
for scientists. Several studies have indicated that PrPc might
have role in oxidative stress. The most studied is PrPc in
nervous system, as it is obviously included in
pathophysiology of prion diseases. Hence, it was proposed
that PrPc might play a role in the physiology of neurons,
namely neurite outgrowth and synaptic function. The
function of PrPc in signalling events is also studied. Several
authors suggested its involvement in signal transduction of
lymphocytes and monocytes. Many signalling molecules
could be found in special membrane compartments called
membrane rafts. Membrane rafts are liquid-ordered
microdomains rich in cholesterol and sphingolipids®. They
also participate in platelet activation processes.

In present study we followed the localization of platelet
PrPc in membrane rafts. Platelets were either resting or
activated by thrombin receptor activating peptide (TRAP).
We studied how the platelet activation affects the distribution
of PrPc between raft and non-raft regions in cytoplasmic
membrane of platelets and their organelles. For this purpose
we isolated cytoplasmic membrane and organelles by
differential centrifugation both from resting and activated
platelets and subsequently we analyzed protein localization
in rafts. Membrane rafts were isolated by density gradient
centrifugation after their extraction from membrane using
detergent Igepal CA-360. Methyl-B-cyclodextrin (MBCD)
was used for cholesterol depletion and thus abolition of
protein interaction with rafts. The presence of PrPc and
control proteins known to associate with membrane rafts
(CD59, CD36) was determined by Western blot. Platelets
were also stained for fluorescence microscopy to observe
PrPc pattern.

Our experiments have demonstrated that approximately
one third of platelet PrPc is found in membrane rafts while
the rest is not in raft fraction. Interestingly, cytoplasmic
membrane and platelet organelles differed in this ratio. As
for cytoplasmic membrane activation of platelets led to
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increase of PrPc incorporated in rafts. Using cholesterol
depletion we confirmed the specifity of PrPc localization in
rafts. Finally, by fluorescence microscopy we have shown
the punctuate staining of PrPc suggesting its clustering in
membrane rafts.

Our data suggest that localization and behaviour of
PrPc in membrane rafts might implicate its function in
signalling cascades triggered in activated platelets.

Supported by GA CR 310/05/H533.
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PROTEINY KARCINOMU PRSU METODOU SELDI-
TOF MS
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kopec 7, 656 53 Brno

Pokrok genomickych a proteomickych metod umoziiuje
posun mediciny k personalizovanému pfistupu ve vztahu
k fyziologii a genetickému pozadi konkrétniho pacienta.
Znalost kompletni sekvence lidského genomu umoziiuje
predpovédét dispozice k uréitému onemocnéni, ale teprve
roz§ifeni na funkéni jednotky — proteiny — poskytuje
komplexni obraz stavu daného jedince.

Analyza expresniho profilu proteint séra, plasmy, tkané
nebo mo¢i mize poskytnout Siroké spektrum informaci o di-
agnoze, odpovidavosti na 1écbu ¢i monitorovani progrese
choroby. Technologie Ciphergen™ zalozena na principu
SELDI-TOF MS (Surface Enhanced Laser Desorption/Ioni-
sation Time of Flight Mass Spectrometry) je idealni nastroj
pro identifikaci novych, specifickych a citlivych biomarkert
v komplexnich biologickych vzorcich. Vyuziti chromato-
grafického povrchu ¢ipti (iontoménice, chelataéni povrchy,
hydrofobni povrchy aj.) pro specifickou vazbu ¢asti proteinti
z komplexni smési v biologickém vzorku vede ke
zjednoduSeni proteinového spektra, které je nasledné
analyzovano a intenzita jednotlivych pikd hodnocena
statisticky.

V prvni fazi celé studie jsme optimalizovali lyzi tkang,
povrch Cipu a nastaveni méfeni. Analyzovali jsme 110
vzorkll nadorové tkané pacientek s diagnézou karcinomu
prsu a 110 odpovidajicich vzorkli zdravé tkané prsu. Cely
soubor je charakterizovan na b&zné stanovované klinické
znaky spojené s danou diagndézou. Ziskana spektra v rozmezi
2 az 100 kDa byla kalibrovana na hmotnostni standardy,
intenzita byla normalizovana dle celkového iontového
proudu a detekovany piky o poméru signal/Sum vyssi nez 3.
Statisticka analyza byla provedena pomoci neparametrickych
testi Mann-Whitneyova resp. Kruskall-Wallisova (pro vice
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nez dvé hodnoty kategorické proménné), s cilem
identifikovat piky se statisticky vyznamnym (p < 0,001)
vztahem ke kli¢ovym parametrim hodnocenym kategoricky
(negativni — pozitivni, 1-2-3 atd.).

Z klasickych prediktivnich parametrd koreloval s pfi-
tomnosti estrogenového receptoru alfa pik o hmotnosti 4927
Da a dva piky v oblasti 8700 Da. Pik korelujici samostatné
s pritomnosti progesteronového receptoru nebyl
identifikovan. Korelace s pfitomnosti proteinu cyklinu D1
byla potvrzena u pika 3398 Da, 7553 Da a také v oblasti
8700 Da. Oproti tomu nebyl nalezen zadny jednoznaéné
korelujici pik s amplifikaci genu pro cyklin D1, amplifikaci
genu Her-2/neu ani s ptitomnosti proteinu Her-2. Pii analyze
parametrt gradingu byly nalezeny piky korelujici s jadernou
polymorfii (2318 Da a 2428 Da), s mitotickou aktivitou
(2307 Da), ale zadny z pikd nekoreloval s kvantitou
tubularnich formaci. Dale nebyly nalezeny piky korelujici
s expresi cytokeratinu 5/6, MUCI1, GCFP ani s velikosti
nadoru nebo s pfitomnosti uzlinovych metastaz v dobé
diagnozy. Vybrané piky byly dale purifikovany a postoupeny
k identifikaci.

Price byla podporena z financnich zdrojii IGA MZ CR NR /
8338-3/2005 a MSMT LC06035.

CESKE LECIVE ROSTLINY JAKO MOZNE ZDROJE
ANTIOXIDANTU

LUCIE BURICOVA a ZUZANA REBLOVA

VSCHT, Ustav chemie a analyzy potravin, Technickd 3,
16628 Praha 6
lucie.buricova@vscht.cz

Soucasti vyzkumu antioxidantd je také hledani novych
zdroji  téchto latek. Mezi bohaté zdroje piirodnich
antioxidantti patii i 1é¢ivé rostliny. Z tohoto divodu byly
vybrané ¢eské 1é¢ivé rostliny (v potravinafstvi pouzitelné bez
omezeni a kvét cerného bezu, pouzitelny pro vyrobu
ajovych smési do vye 30 % hmotnosti)! porovnany mezi
sebou na zéklad¢ jejich celkové antioxidaéni aktivity.

Antioxidaéni aktivita sedmnacti Ceskych 1éCivych
rostlin byla stanovena v suchych drogach ve vepfovém sadle
pomoci piistroje Oxipres a ve vodnych (Obr. 1) a etha-
nolovych extraktech metodou zhaseni radikdlu DPPH (2,2-
difenyl-1-pikryl-hydrazylu). Ve vodnych extraktech byly
stanoveny také veSkeré latky s redukénimi vlastnostmi
(metodou FIA s amperometrickou detekci)>. Za hlavni
metodu stanoveni antioxida¢ni aktivity byla zvolena metoda
zhaSeni radikalu DPPH, nebot’ aktivity naméfené na pfistroji
Oxipres byly velmi nizké, na ¢emz se mohla, jako jeden z
faktorli, podilet obtiznd extrahovatelnost antioxidantt ze
suSenych drog pifimo do sadla. Antioxidac¢ni aktivita
stanovena metodou DPPH dobfe korelovala s celkovym
obsahem latek s redukénimi vlastnostmi. Diky korelaci
téchto dvou metod muzeme fici, Ze antioxida¢ni aktivita
extraktl studovanych 1éCivych rostlin je zplsobena
predevsim primarnimi antioxidanty, které je mozné stanovit
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elektrochemickymi metodami na zékladé jejich snadné
oxidovatelnosti.

3500
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Obr. 1: Celkova antioxida¢ni aktivita (AA) vodnych
extraktii, naméirena metodou DPPH, v mg askorbové
kyseliny na 1 g suSené drogy (+ smérodatna odchylka).
(1-hefmanek kvét, 2-bortivka plod, 3-ostruzina plod, 4-
jahoda list, 5-hluchavka kvét, 6-meduiika nat,, 7-malinik list,
8-cekanka koten, nat, 9-mata nat, 10-lipa kvét, 11-Cerny bez
kvét, 12-zeleny caj, 13-jefab Cerveny plod, 14-dobromysl
nat, 15-rakytnik plod, 16-matefidouska nat,, 17-fenykl plod,
18-8ipek plod)

MARN

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Extrakce latek s antioxidacnimi U¢inky, zhasejici
radikdl DPPH, byla 0¢inné&jsi horkou vodou nez ethanolem
za teploty mistnosti. Antioxida¢ni aktivity obou typu
extraktli spolu vSak silné koreluji. Vyznamnou antioxida¢ni
aktivitu (stanovenou jak ve vodném, tak v ethanolovém
extraktu) vykazovaly rostliny ¢eledi Rosaceae (list jahodniku
lesniho, list maliniku a list ostruziniku), dale pak rostliny
¢eledi Lamiaceae (nat’ medunky, nat’ matefidousky, nat’ maty
peprné, nat’ dobromysly a kvét hluchavky), spolu s kvétem
lipy (z Celedi Tiliaceae) a kvétem cerného bezu (z Celedi
Loniceraceae). 1 kdyz tyto rostliny mély nizsi antioxidacni
aktivitu nez zeleny Caj, mohou byt povazovany za dobré
zdroje antioxidanti vhodné nejen pro pfimou konzumaci, ale
také pro obohacovani potravin (jejich koncentrovanymi
extrakty) za uc¢elem zvyseni nutriéni hodnoty.

LITERATURA

1. Vyhlaska ¢. 330/1997 Sb. o potravinach a tabdakovych
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PYROSEQUENCING AS A TOOL FOR WHOLE
GENOME SEQUENCING OF Treponema pallidum
SUBSPECIES

DARINA CEJKOVA?, PETRA MATEJKQVA*‘, )
MICHAL STROUHAL?, MARIE ZOBANIKOVA?,
DAVID SMAJS*®, and GEORGE M. WEINSTOCK"

“Department of Biology, Faculty of Medicine, Masaryk
University Brno, CZ; bHuman Genome Sequencing Center,
Baylor College of Medicine, Houston, TX, USA
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Treponema pallidum includes several obligate human
pathogens. T. p. pallidum is an agent of sexually transmitted
syphilis, 7. p. pertenue and T. p. endemicum causes yaws and
endemic syphilis, respectively. Diseases caused by these
subspecies are quite distinct, although at the DNA level the
bacteria are nearly indistinguishable, being > 99% identical
based on hybridization experiments and whole genome
fingerprinting results.

Pyrosequencing (454 sequencing) is a massively-
parallel sequencing-by-synthesis system. In this study,
genomic DNA of 7. p. pertenue CDC-2 was completely
sequenced using 454 technology. In the first step, DNA
(10 ng) was amplified using REPLI-g kit (QIAGEN) leading
to 10.24 pg of amplified DNA. In the following step, 6 ug of
whole genome amplified DNA was used for pyrosequencing.
The total number of reads was 464,757 assembled in 1,669
contigs. The blastn analysis revealed 74 contigs homologous
to Treponema. N50 contig length was 52 kb. Average read
coverage for T. pallidum contigs was 36x. Obtained CDC-2
contigs covered 98.63 % of the genome sequence of T. p.
pallidum Nichols strain (AE000520).

Seventy-four gaps found in the genome assembly
varied between 1 bp and 5,963 bp. Gaps were clustered in 50
regions and amplification primers for these regions were
designed using Primer3 software. The PCR amplified regions
were sequenced by standard Sanger method. 28 gaps were
successfully closed by this approach. Ten remaining gaps
require primer walking approach and twelve require cloning
of PCR product and sequencing of resulting clones. The
CDC-2 genome (140,000 bp, i.e. 12 %) was compared to
another yaws strain, Samoa D. Based on these preliminary
results, more than 250 SNPs and approximately 200 single
nucleotide and other short indels are expected in the
complete genome sequence of CDC-2 strain.

Based on the analysis of assembled contigs,
pyrosequencing approach showed limitations in highly
repetitive regions and in homopolymer stretches. Discovery
of sequence differencies among different 7. pallidum strains
will lead to characterization of intra- and intersubspecies
Treponema pallidum variability and to indentification of
virulence determinants.

This work was supported by the Grant Agency of the Czech
Republic (grant No. 310/07/0321) and the Internal Grant
Agency of the Ministry of Health of the Czech Republic
(grant No. NR/8967-4/2006).

ANALYZA -1149 G/T SNP EXTRAHYPOFYZARNIHO
PROMOTORU GENU PRL U DIABETIKU I. TYPU

PAVLINA CEJKOVA®, MARKETA FOJTIKOVA®,
CTIBOR DOSTAL", LUDMILA TRESLOVA®, JOSEF
MAREK" a MARIE CERNA®

“Odd. bunécéné a molekuldrni biologie, 3. LF; bRevmatolo-
gicka klinika, 1. LF, ‘Diabetologické centrum, 3. LF a
FNKV; I interni klinika, 1. LF a FNKV, Univerzita
Karlova Praha
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Prolaktin (PRL) je polypeptidovy hormon produkovany
laktotrofnimi  buiikami adenohypofyzy. Vedle svych
endokrinnich u¢inkti PRL podobné jako cytokiny vykazuje
schopnost ovlivnit maturaci a diferenciaci imunitnich bunék.
Zvysené hladiny PRL (hyperprolaktinemie) byly detekovany
u nékterych autoimunitnich chorob, jako jsou systémovy
lupus erythematosus (SLE), revmatoidni artritida (RA) a
psoriaticka artritida (PsA). Exprese prolaktinu vSak byla
detekovana také wu extrahypofyzarnich tkani vcetné
imunitnich T lympfocyti a monocytt. Tato extrahypofyzarni
produkce je fizena alternativnim promotorem, kde se v pozici
-1149 nachazi jednonukleotidovy polymorfismus G/T. Vyssi
hladiny exprese PRL mRNA v lymfocytech koreluji s vy-
skytem G alely.

Cilem této prace bylo zjistit potencialni tlohu PRL
v patogenezi autoimunitniho diabetes a urcit distribuci -1149
G/T polymorfismu extrahypofyzarniho promotoru PRL genu
u T1DM pacienttl.

Frekvence alel a genotypt -1149 G/T polymorfismu
extrahypofyzarniho promotoru prolaktinového genu jsme
sledovali u stfedoCeské populaci diabetiki (N=49)
diagnostikovanych na zakladé stavajicich kriterii WHO. Jako
kontrolni soubor byli pouziti dobrovolni darci krve (N=104).
PCR-RFLP: Genomicka DNA byla izolovana z periferni
krve pomoci QiaAmp DNA Mini Kit (QIAGEN GmbH,
Hilden, Némecko). K detekci alel a genotypt -1149 G/T SNP
PRL byla pouzita metoda PCR-RFLP (restriction fragment
length polymorphism) s originalné¢ navrzenymi oligonukleo-
tidy. PCR produkty byly Stépeny Xapl restrikéni
endonuklasou, vysledné fragmenty separovany elektro-
foreticky na 4 % agarosovém gelu.

Genotypové a alelové frekvence -1149 G/T polymor-
fismu extrahypofyzarniho promotoru prolaktinového genu se
nelis$i mezi diabetickymi pacienty a kontrolni skupinou:
T1DM: GG = 40,8 %, GT = 40,8 %, TT = 18,4 %, kontroly:
GG = 404 %, GT = 41,3, TT = 18,3 %). -1149 G/T
polymorfismus extrahypofyzarniho promotoru prolaktino-
vého genu neni asociovany s autoimunitnim T1DM. Zda se
tedy, Ze tento polymorfismus hraje roli pouze v systémovych
a nikoliv organovych autoimunitnich onemocnénich.

Tato studie je soucasti Sirsiho projektu a byla financné
podporena Vyzkumnym zamérem Ministerstva Skolstvi a
mladeze MSM 0021620814: Prevence, diagnostika a terapie
diabetes mellitus, metabolickych a endokrinnich poskozeni.

OPPOSITE EFFECTS OF TWO ZINCI)
DITHIOCARBAMATES ON NFkB PATHWAY

BORIS CVEK", ZDENEK DVORAK", JAN TARABA",
LUKAS MULLER', RADIM VRZAL?,
and JITKA ULRICHOVA®

“Dept Med. Chem. Biochem., Medical Faculty, Palacky
University, Olomouc, bDept Chem., Faculty of Science,
Masaryk University, Brno, “Dept Anal. Chem., Faculty of
Science, Palacky University, Olomouc

cvekb@seznam.cz
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Inhibiting NFkB activation in anticancer and
antiinflammatory therapy is of topical interest. Current
research in molecular biology has dramatically advanced in
the understanding of the cellular events involved in NFkB
induction. Dithiocarbamates, in particular
diethyldithiocarbamate and pyrrolidindithiocarbamate, have
been known and widely used as strong inhibitors of NFkB
signaling pathway for more than ten years. Their activity is
frequently thought to be due to chelating of zinc or copper
present in serum supplemented in the culture medium.

Zinc(Il) diethyldithiocarbamate (Et2Zn) and zinc(Il)
dibenzyldithiocarbamate (Bz2Zn) were prepared by direct
synthesis in aqueous millien. They were structurally
characterized by X-ray analysis (solid phase) and mass
spectrometry (aqueous conditions). Et2Zn and Bz2Zn both
in 20 uM concentration were applied to HeLa cells. The
status of NFkB signaling was assessed as nuclear
translocation of p65 subunit. Surprisingly, Et2Zn activated
NFkB pathway, while TNF-a dependent activation of NFkB
was inhibited by Bz2Zn. Our results are preliminary and
further analyses comprising gene reporter assays will be
performed.

This work was supported by the Ministry of Education of the
Czech Republic (MSM 6198959216).

ELEKRONOVE DEFICITNI TRIPTYCENOVE
CYKLOFANY: STRUKTURA A VLASTNOSTI

VACLAV DEKOJ?, MARTIN B]::LOH,RADSK\:{*‘,
DETLEF SCHROEDER® a IVANA CISAROVA"

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo
nam. 2, 166 10 Praha 6; bKatedra organické chemie PFF
UK, Hlavova 2030, 128 40 Praha 2
vaclav.dekoj@seznam.cz

Bipyridylové cyklofany s inkorporovanym
triptycenovym skeletem pfedstavuji zajimavé stavebni bloky
pro vystavbu supramolekul. Metodami templatové fizené
syntézy byla piipravena homologickd tada [2]katenant
obsahujicich triptycenovy cyklofan jako jeden z makrocykli
katenanu. Mobilita jednotlivych cykli v katenanech byla
sledovana metodami NMR a porovnana s vlastnostmi
katenanu pfipraveného ve skupiné¢ prof. Stoddarta.
Samostatné triptycenové cyklofany jsou elektronové chudé a
snadno tvofi inkluzni charge-transfer komplexy s
elektronové bohatymi molekulami. Triptycenové cyklofany
také vykazuji zajimavé vlastnosti v oblasti studia
fragmentace polykationickych molekul v plynné fazi
metodami hmotnostni spektroskopie.
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PRIPRAVA TRITERPENOIDU SUBSTITUOVANYCH
NA KRUHU B A STUDIUM JEJICH KONFORMACE

MARTIN DRACINSKY a JAN SEJBAL

Ustav organické chemie a biochemie, Flemingovo nam. 2,
166 10 Praha 6
dracinsky@uochb.cas.cz
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V ptirodé se bézné¢ vyskytuji tetra- a pentacyklické
triterpeny odvozené od vice neZ 40 skeleti'”. V nedavné
dobé byla u nékterych derivat zjisténa vyznamna anti-HIV
a protinadorova aktivita. Nékteré polohy jsou u triterpent
ziskanych z pfirodniho materialu substituovany bézné, jiné
vzacné. Velmi vzacné se vyskytuji triterpeny substituované
na kruhu B. U n¢kterych derivatd lupanu se substituentem na
kruhu B byla nalezena zajimava biologicka aktivita (napf.
antibakterialni’, hepatoprotektivni, protinadorova®).

Syntéza triterpenoidd se substituentem na kruhu B je
pomérné obtizna, protoze kruh B je od ostatnich ¢asti skeletu
oddélen kvartérnimi uhliky, které nelze béznymi chemickymi
reakcemi “piekroCit”. V této praci byla zvolena strategie
castecného odbourani kruhu A a jeho nasledné dobudovani
se soucasnym zavedenim dvojné vazby do kruhu B. Vychozi
latkou byl betulin, ktery 1ze snadno izolovat z biezové kiry.
Jedenactistupniovou syntézou byl pfipraven lup-5-en-3,28-
-diol. Dvojna vazba byla poté hydroborovana a ze vzniklého
hydroxyderivatu byla pfipravena série 16 latek s riznymi
kyslikatymi substituenty na kruhu B (cit.%).

U nékterych nové pripravenych latek byla studovana
konformace kruhu A. Je zajimavé, ze substituent na kruhu B
ovliviiuje i konformaci kruhu A. Konformace kruhu A byla
studovana pomoci 'H NMR spektroskopie (sledovanim
vicindlnich interakénich konstant) a pomoci molekulového
modelovani. Kromé zidlickové konformace byly nalezeny
idvé rizné zkiizené vanickové konformace. Vysledky
molekulového modelovani jsou ve velmi dobré shodé¢ s ex-
perimentalnimi daty.

lupan
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SYNTHESIS AND ANTI-TUBERCULAR ACTIVITY
OF NEW ISONICOTINOYL HYDRAZONE
DERIVATIVES

J. M. FERRIZ, J. VINSOVA, A. IMRAMOVSKY,
and E. VAVRIKOVA

Faculty of Pharmacy, Charles University, Heyrovského
1203, 500 05 Hradec Kralové

ferriz@faf-cuni.cz

Isonicotinyl hydrazide (Isoniazid, INH) as a first-line
anti-tubercular drug is widely applied in combination with
other drugs such as Rifampicine, Pyrazinamide, Ethambutol
for the treatment of tuberculosis (TB). Modification of this
simple molecule is still up to date and has been the focus of
the work for several research groups with the aim of
improving biological activity and decreasing resistance'.

Synergetic act of INH and INH hydrazone is described
in literature”. This fact led us to prepare completely a new
type of isonicotinoyl hydrazone series, where the hydrazone
part is another biological active center.

This new type of molecule can be considered as a
double active substance that can play the role of a prodrug
with a prolonged liberation, where the hydrazone and the
components involved in it, can also act synergetically.

The first step was the synthesis of the hydrazone 1 that
is easily available from INH and diethoxymethyl acetate
(DEMAY’.
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The ethoxy group in compound 1 can be substituted by
nitrogen nucleophiles like INH, PZA, PAS, some quinolones
or sulfonamides etc. (2) to form products containing INH and
some other conventional drug bonded by the CH group (3).
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Some of the mentioned products (3) were tested in vitro
for their antitubercular activity at Hansen’s disease Center
(Colorado State University) as well as in The National
Reference Laboratory for Mycobacterium kansasii. The
stabilities of these compounds were tested by means of a RP-
HPLC method due to their decomposition in water-
acetonitrile solution.

These compounds show very good activity against non
tubercular strains in comparison with isoniazid as an internal
standard. In view of this fact, active research of this topic
continues.
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This work was financially supported by the Research project
MSM 002162082 and GAUK 285/2006/B-CH/FaF.
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AKTIVITY ANTIOXIDACNICH ENZYMU
V ROSTLINACH TABAKU SE ZVYSENOU
HLADINOU PROLINU STRESOVANYCH
SUCHEM NEBO TEPLOTNIM SOKEM
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MARIE HAVLOVA® a RADKA VANKOVA®

“Univerzita Karlova, PFF, Katedra fyziologie rostlin,
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Rostliny v ptirodnich podminkach jsou casto vystavené
nepfiznivym vlivim, v letnim obdobi zejména suchu
avysoké teploté. Tyto stresory nepfiznivé ovliviiuji rust
avyvoj rostliny a v neposledni fadé¢ i vynosy. Stresové
reakce jsou doprovazeny zvySenou produkci reaktivnich
forem kysliku (ROS), které oxidaci narusuji rovnovahu
buniky. K udrzeni stability bunky slouzi zejména antioxidacni
enzymaticky a neenzymaticky systém, UuCastnici se
odstraiovani ROS. Jinym mechanismem je syntéza
osmoticky aktivnich latek, napf. prolinu, jako adaptace na
stres. Vyuzili jsme rostliny Nicotiana tabacum (wild type -
WT) a transgenni se zvySenou produkci prolinu (M51) pro
studium odpovédi enzymatického antioxida¢niho systému na
abioticky stres a nasledné zotaveni. Rostliny byly 10 dni
stresovany suchem. Pii teplotnim Soku byla zvysSena
kultivaéni teplota na 40 °C po 6 hodin. Vzorky zotavenych
rostlin byly odebrany 24 hodin po ukonceni stresu.
Enzymatickd aktivita v extraktech cytosolickych proteint
zlisth a kofenll superoxidismutasy (SOD), askorbat-
peroxidasy (APX) a glutathionreduktasy (GR) byla méfena
spektrofotometricky, aktivita katalasy (CAT) byla urcena
pomoci kyslikové elektrody. Byly zjistovany zvlast’ aktivity
v hornim a dolnim listovém patru a kofenech.

Odpovédi antioxida¢nich enzymi zalezi jednak na
jednotlivych ¢astech rostlin i na stresu. Aktivita APX
v listech kontrol pisobenim obou stresti vzroste, kdezto
v transgennich klesa. V kofenech stresy vyvolaji jen velmi
malé zmeény aktivity APX. Aktivita katalasy v kofenech
nebyla detekovana vibec. Po HS aktivita CAT klesa ve
vSech listech obou typl tabaku, po suchu roste a to i po
recovery. Aktivita SOD v kontrolach po HS klesd, naopak
v transgennich roste. Vlivem sucha se méni jen v dolnim
patte listl, v hornim se neméni. Po recovery ve vSech listech
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u obou typu tabdku aktivita SOD klesa. V kofenech je
aktivita SOD nejvétsi a ucinkem stresi se pfiliS neméni.
Aktivita GR v podminkéach sucha se v listech obou rostlin
vyrazné zvysila, po teplotnim Soku naopak klesa, po zotaveni
se aktivita GR v dolnich listech snizi a v hornich listech
mirné zvysi. Krom¢ SOD jsou pusobenim stresii do veétsi
miry ovlivnény aktivity v listech ve srovnani s kofeny. HS
Casto pisobi inaktivaci enzymdi, ufinkem sucha aktivity
obecné rostou. Po zotaveni transgennich rostlin aktivity CAT
a APX v horni ¢asti rostliny a v kotenech vzrostly. Ve WT se
po zotaveni aktivity enzymu zvySuji pouze v kotenech.

Zvysend hladina prolinu ovlivnila odpovédi aktivit
antioxida¢nich enzymu, prolin zfejmé zasahuje do stresovych
odpovédi rostlinné buiky. Lze usuzovat, Ze transgenni
rostliny byly méné postizeny stresovymi podminkami,
v disledku ¢ehoz byly schopny po ukonéeni stresu obnovit
ve vyS$$i mife antioxidaéni enzymaticky systém.

Tyto vysledky jsou soucasti grantového projektu

¢. 206/06/1306, financovaného GA CR.

VLIV MASTNYCH KYSELIN NA PROLIFERACT A
VIABILITU PANKREATICKYCH BETA BUNEK

VLASTA FURSTOVA, TEREZA KOPSKA
a JAN KOVAR

Oddélent bunécné a molekuldrni biologie UBBMB, 3. LF
Univerzity Karlovy, Ruska 87,100 00 Praha 10
viasta. furstova@tiscali.cz

Chronicky zvySena hladina mastnych kyselin (MK)
vkrvi plispiva ke ztraté pankreatickych beta bunék
uonemocnéni diabetes mellitus 2. typu a to zejména
mechanismem apoptozy. Cytotoxicita MK u pankreatickych
beta bunck zavisi pravdépodobné na délce jejich uhlikového
fetézce a stupni jejich saturace. Cilem prace bylo porovnat
vliv riznych nasycenych a nenasycenych MK (kyselina
palmitova a stearova-nasycené, kyselina palmitolejova
a olejova-cis dvojna vazba, kyselina elaidova-trans dvojna
vazba, kyselina linolova-dvé dvojné vazby) na proliferaci
a viabilitu beta bunck lidské linie NES2Y.

Pro testovani vlivu MK jsme pouzili bezsérova,
chemicky definovand média umoziujici presné nastavit
koncentrace jednotlivych mastnych kyselin. Buiky linie
NES2Y jsme inokulovali do jamek 96-jamkové desticky
a nechali pfisednout 24 hodin. Poté jsme vyménili normalni
kultivaéni médium za médium obsahujici jednotlivé mastné
kyseliny vazané na Dbovinni sérovy albumin (BSA)
v nasledujicich pomérech: 0,03 mM:2 % BSA, 0,1 mM:2 %
BSA, 0,3 mM:2 % BSA, 1 mM:2 % BSA a 3 mM:5 % BSA.
Kontrolni butiky jsme kultivovali v médiu obsahujicim 2 % a
5 % BSA. Po 48 a 96 hodinach kultivace jsme stanovili pocet
zivych bunék po barveni trypanovou modii.

Zavedli jsme experimentdlni systém zalozeny na
bezsérovych a chemicky definovanych médiich, ktery je
vhodny pro studium vlivu mastnych kyselin na beta butiky in
vitro. U nasycenych MK, tj. kyseliny palmitové a stearove,
jsme zjistili vyrazny vliv na proliferaci a viabilitu v zavislosti
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na aplikované koncentraci mastné kyseliny. Po 48 hodinach
byl pocet bunek pii koncentraci 0,3 mM sniZzen oproti
kontrole o 52 % u kyseliny palmitové a o 66 % u kyseliny
stearové a témeét 100 % bunék kultivovanych s koncentra-
cemi 1 mM a 3 mM bylo mrtvych. Nenasycené MK s cis
dvojnou vazbou (kyselina palmitolejova, olejova a linolova)
nemély v tomto cCasovém intervalu vyraznéj$i vliv na
proliferaéni aktivitu s vyjimkou nejvyssi pouzité koncentrace
(3 mM), kde byl zfejmy pokles poctu bunék oproti kontrole
(0 20-60 % v zavislosti na pouzit¢é MK). Inhibice prolifera¢ni
aktivity vysokymi koncentracemi cis nenasycenych MK ve
srovnani s kontrolou byla markantnéjsi po 96 hodinach
kultivace. Pocet bunc¢k poklesl oproti kontrole o 45-75%
u koncentrace 1 mM a o 50-85% u koncentrace 3 mM
v zavislosti na pouzit¢é MK. Efekt frans MK kyseliny
elaidové byl odliSny v porovnani s jejim cis protéjskem
kyselinou olejovou. Nastup inhibiéniho plsobeni na
proliferaci se zde projevil po 96 hodinach pusobeni jiz
u koncentrace 0,1 mM, kdezto v ptipad¢ kyseliny olejové az
u koncentrace 1mM.

Inhibice proliferace a indukce bunééné smrti
u pankreatickych beta bunék linie NES2Y vyvolané
plsobenim nasycenych MK byly vyrazné¢ vys§i nez po
pisobeni nenasycenych MK. Uginné koncentrace byly
priblizné 10x nizsi a nastup G¢inku se projevil po kratsi dobé
kultivace. NaSe vysledky jsou v souladu s nékterymi
literdrnimi  Udaji o odliSném ptsobeni nasycenych a
nenasycenych MK na pankreatické beta buiky. Rozdily v
ucinku kyseliny elaidové a olejové poukazuji na moznost
vlivu cis a trans izomerie dvojné vazby na biologické ucinky
MK.

Zvysena hladina glukosy a mastnych kyselin jsou
povazovany za hlavni spoustéci mechanismy ztraty beta
bunék u DM2T.

Cytotoxicita MK u pankreatickych beta bunc¢k zavisi
pravdépodobné na délce jejich uhlikového fetézce a stupni
jejich saturace. Pfesné molekularni mechanismy, kterymi
indukuji bunéénou smrt, vS§ak nejsou znamé. Na modelu linie
lidskych pankreatickych beta bun€k chceme porovnat vliv
riznych nasycenych a nenasycenych MK: palmitova
a stearova (nasycené), palmitolejova a olejova (cis dvojna
vazba), elaidova (trans dvojna vazba), linolova (dvé dvojné
vazby). Zarovenn chceme pfispét k poznani molekularnich
mechanismt indukce bunééné smrti t€émito MK. Zaméfime
se hlavné na roli mitochondrialni drahy indukce apopt6zy.
pfipadné jinych typt proteas, uvolfiovani proapoptotickych
faktorti z mitochondrii (cytochrom c atd.), zmény mitochon-
dridlniho membranového potencidlu a zmény exprese
abunééné lokalizace proteini rodiny Bcl-2. Ziskané
poznatky pfisp&ji nejen k pochopeni mechanismi indukce
bunééné smrti MK u beta bunék, ale také by mohly pfispét
k nalezeni novych zptsobt terapie DM2T zaloZenych na
inhibici apoptdzy téchto bunék.

Prace byla podporena vyzkumnym zamérem 3. LF UK MSM
0021620814.
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MONOCHLORINATED PHENOLS STUDIED BY
ELECTROCHEMICAL QUARTZ CRYSTAL
MICROBALANCE (EQCM)

MATILDA GERNATOVA a PAVEL JANDERKA

Institute of Chemistry, Faculty of Science, Masaryk
University, Kotlarska 2, 611 37 Brno
mgernatoval3@yahoo.co.uk, janderka@chemi.muni.cz

The quantitation of phenolic compounds in
environmental, industrial and food samples is currently of
great interest. The electrooxidation of phenols has thus
received considerable attention in connection with the
development of voltammetric and amperometric schemes for
their monitoring'. Advanced oxidation processes and other
methods can be also used for study of degradation and
oxidation processes of phenols™®. Unfortunately, the
oxidation of phenolic compounds at solid electrodes
produces phenoxy radicals which couple to form a
passivating polymeric film on the electrode™. The
electrochemical quartz crystal microbalance (EQCM) allows
real-time measurements of electrochemically induced mass
changes at electrode surfaces. Such dynamic monitoring of
instantaneous mass changes offers great promise for
investigating the kinetics and mechanism of numerous
potential-controlled surface reactions®”'°.

An electrochemical quartz crystal microbalance model
RQCM 603200 (Maxtek INC., California, USA) with a 5
MHz AT-cut quartz crystal was used. A three-electrode
compartment cell with platinum electrode as a working
electrode, reversible hydrogen electrode as a reference
electrode and Pt sheet as a counter electrode were used.
EQCM was connected with Autolab potentiostat
(Ecochemie, Netherlands) used for I/E data recording. The
solutions were deaerated with argon 5.0 (Messer, min.
99.999 vol. %) at 1 atm. pressure. 0.5 M H,SO, was used as
a supporting electrolyte. The studied monochlorophenols
(CPs) were 0-CP, m-CP and p-CP, each obtained from Merck
and used as received. We also studied chlorobenzene as a
parent compound.

This work was supported by research project
INCHEMBIOL No. 0021622412 from the Ministry of
Education, Youth and Sport.

REFERENCES

1. Gernatova M., Janderka P.: Chem. Listy 700, 877
(2006).

2. Ezerskis Z., Jusys Z.: J. Appl. Electrochem. 31, 1117
(2001).

3. Ureta-Zafiartu M. S., Bustos P., Diez M. C., Mora M.
L., Gutiérrez C.: Electrochim. Acta 46, 2545 (2001).

4. Caiizares P., Garcia-Gémez J., Saez C., Rodrigo M. A.:
J. Appl. Electrochem. 34, 87 (2004).

5.  Pera-Titus M., Garcia-Molina V., Bafios M. A.,
Giménez J., Esplugas S.: Appl. Catal., B 47, 219 (2004).

6. Polcaro A. M., Palmas S.: Ind. Eng. Chem. Res. 36,
1791 (1997).



Chem. Listy 101, 425-465 (2007)

7.  Ezerskis Z., Stalnionis G., Jusys Z.: J. Appl.
Electrochem. 32, 49 (2002).

8. Muna G. W., Tasheva N., Swain G. M.: Evniron. Sci.
Technol. 38, 3674 (2004).

9. Codognoto L., Machado S. A. S., Avaca L. A.: J. Appl.
Electrochem. 33, 951 (2003).

10. WangJ., Jiang M., Lu F.: J. of Electroanal. Chemistry
444, 127 (1998).

STUDY OF INVOLVEMENT OF CELLULAR PRION
PROTEIN IN ERYTHROPOESIS IN MICE

HANA GLI;LROVA“, MARTIN PANIGAJ?,
JAN ZIVNY® and KAREL HOLADA®

“Institute of Immunology and Microbiology, First Faculty of
Medicine, Charles University, Prague; bInstitute of
Pathological Physiology, First Faculty of Medicine, Charles
University, Prague

The essential event in pathology of prion diseases is
conversion of cellular prion protein (PrPc) to its
conformational isomer-abnormal infectious prion protein
(PrPsc). Four cases of prion transmission by blood
transfusion have been recently reported. However, the
mechanism of prion transmission by blood and a
physiological function of PrPc in blood cells remain unclear.
PrPc is expressed on CD34+ hematopoietic stem cells and its
expression is regulated during blood cell differentiation.
Interestingly, the expression of erythroid cell specific o-
hemoglobin stabilizing protein (AHSP) is downregulated in
patients suffering from prion infection. AHSP is expressed in
erythroid cells where it acts as a chaperone preventing
precipitation of a-globine subunits. These facts suggest
connection between erythropoesis and prion pathogenesis.

The aim of our study was to find if PrPc plays a role in
erythropoesis. An acute haemolytical anemia was induced in
mice by intra peritoneal (i.p.) administration of
phenylhydrazine (PHZ) in dose of 80 mg/kg. The course of
anemia was studied in mice with normal expression of PrPc
(wild type, WT) and PrPc knock out mice (PrP-/-). The effect
of PHZ on the erythropoesis was evaluated by analysis of
hematocrit (HCT) and erythropoetin (EPO) levels in plasma
and kidney. EPO expression in kidney was analysed by
quantitative RT-PCR. As an endogenous control 18S rRNA
was used. Levels of EPO in plasma were evaluated using
sandwich ELISA, HCT was counted manually. A rapid
decrease in HCT was observed in both WT and PrP-/- mice
during first day after induction of anemia. Drop of HCT was
followed by increase in expression of EPO mRNA in kidneys
and higher plasma levels of EPO. PrP-/- mice showed
significantly lower HCT during third to fifth day after
induction of anemia and higher production of EPO mRNA
and higher EPO levels in plasma suggesting involvement of
PrPc expression in erythropoesis. To confirm the role of PrPc
in erythropoesis the effect of PHZ in PrP-/- mice and Tga20
mice (PrP-/- mice with 20 copies of Prnp gene randomly
reintroduced) was compared. Tga20 mice displayed lower
decrease of HCT and lower production of EPO in
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comparison to PrP-/- mice. The course of anemia induced by
PHZ was significantly deeper in PrPc-/- mice. This
phenomenon could be explained as a result of lower ability
of PrPc-/- mice to deal with the oxidative stress caused by
PHZ. Reintroduction of PrPc gene in Tga20 mice rescued the
animals from severe anemia. Our results suggest that PrPc
may play a supporting role in the erythropoesis.

Supported by: GA CR 310/04/0419, 310/05/H533, MSM
0021620806

POUZITI SQUARE WAVE VOLTAMETRIE PRO
STANOVENI FLAVONOIDU A JEJICH TESTY JAKO
POTENCIONALNICH INDUKTORU CYTOCHROMU
P450

PAVEL HANUSTIAK?, PETR HODEK",

RADKA MIKELOVA®, VOJTECH ADAM®,
MIROSLAVA BEKLOVA®, LADISLAV ZEMAN®,
a RENE KIZEK"*

“Ustav veterindrni ekologie a ochrany Zivotniho prostredi,
FVHE, VFU, Palackého 1-3, 612 42 Brno; bKatedra
biochemie, PiF UK, Albertov 2030, 128 40 Praha,; ‘Katedra
teoretické a fyzikalni chemie, PFF MU, Kotlarska 37, 611 37,
Brno; Ustav chemie a biochemie, a *Ustav vyzivy zvirat a
picninarstvi, AF MZLU, Zemédelska 1, 613 00 Brno
kizek@sci.muni.cz

O biologickém plisobeni flavonoidi na zivoCichy je
znamo  malo.  Flavonoidy jsou  nizkomolekularni
heterocyklické slouceniny a jsou Kklasifikovany jako
sekundarni rostlinné metabolity vSudypfitomné v rostlinné
tisi. Podle jejich struktury je délime na flavonoly, flavony,
flavanony, katechiny, anthokyany, isoflavony,
dihydroxyflavonoly a chalkony. V nasem experimentu jsme
vybrali n¢které flavonoidy jako potencionalni induktory
cytochromt P450 u samcii laboratornich potkand'>. Studie
byla zaméfena na indukci CYP1A1, hlavniho cytochromu
P450, ktery se ucastni aktivace né&kterych karcinogent.
Pomoci techniky Western blotting jsme zjistili, ze nékteré
flavonoidy, napiiklad synteticky B-naftoflavon nebo piirodni
flavonoidy jako chrysin ¢i diosmin, u¢inné stimuluji expresi
CYP1AL1 ve stievni i jaterni tkani. Jiné testované flavonoidy,
napiiklad hesperetin, hesperidin a naringin neindukuji
expresi CYP1AL1 ve stfevech a jatrech potkani. Poté, co jsme
vyzkouseli nékteré flavonoidy jako potencionalni induktory
cytochromu P450, jsme navrhli vhodné elektrochemické
stanoveni vybranych flavonoidi (quercetin, quercitrin, rutin,
chrysin, diosmin) v télnich tekutinach. Jako stacionarni
techniku pro toto stanoveni jsme vybrali metodu square wave
voltametrie za pouziti uhlikové pastové elektrody a provedli
jeji  optimalizaci, pii které jsme sledovali zakladni
elektroanalytické chovani jednotlivych flavonoidd. Na
zaklad¢ takto ziskanych vysledkl jsme pro vlastni stanoveni
zvolili  nasledujici podminky: frekvence 180 Hz,
potencidlovy krok 1,95 mV a fosfatovy pufr o pH 7,0. Limit
detekce (3 S/N) se pro flavonoidy pohyboval od jednotek po
desitky nM, vyjma diosminu, u kterého se limit detekce
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nachazel v fadu jednotek pM koncentrace. Optimalizovanou
metodu jsme pouzili pro stanoveni flavonoidi v lidské moci.
Zjistili jsme, ze lidskd mo¢ vyznamné neovliviiuje signal
flavonoidti (navratnost signaltl pesahla 90 %) a mizeme je
tedy bezpecné stanovit i v pritomnosti lidské moci.
V navaznosti na ziskané vysledky jsme se poté pokusili
navrhnout i senzor pro analyzu nékterych flavonoidi v lidské
modi. Ziskané experimentalni vysledky byly také vyuzity pro
analyzu flavonoidl v jatrech potkant krmenych quercetinem
pomoci vysoce u¢inné kapalinové chromatografie s elektro-
chemickou detekei.

Prdce na tomto projektu byla podporovana granty: Liga
proti rakoviné Praha 2006 a RASO 2007 .
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VypilTi LIPAS Z Geotrichum candidum 4013 PRO
PRIPRAVU FARMACEUTICKY VYZNAMNYCH
LATEK

KLARA HLAVSOVA*‘,'MARIE ZAREVI’JCKA"’,
MARTINA MACKOVA® a HELENA SOVOVA®

“YSCHT v Praze, Technickd 5, 166 28 Praha 6,"bUOCHB AV
CR, Flemingovo namésti 2, 166 10 Praha 6; ‘UCHP AV CR,
Rozvojova 135, 165 02 Praha 6

Kvasinka Geotrichum candidum 4013 produkuje lipasu
vazanou na buiku a extracelularni lipasu. Byly pouzity pro
hydrolyzu oleje ze semen cerného rybizu (Ribes nigrum),
ktery obsahuje vysoké procento nenasycenych mastnych
kyselin. Hydrolyza probihala a) za atmosférického tlaku, ve
vodé pti 25 °C a b) v superkritickém CO, (SC-CO,) za tlaku
15 MPa, teploté 40 °C a pritoku CO, 0,43-0,48 g.min'1 (Obr.
D).
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Obr. 1: Reaktor pro enzymovou hydrolyzu oleje v SC-CO,:
(1) kompresor, (2) prostor syceni vodou, (3) prostor syceni
olejem, (4) reaktor obsahujici enzym, (5) vodni lazen, (6)
mikrometricky ventil, (7) ampulka s reakéni smési
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Enzymové reakce v SC-CO, kombinuji vyhody
biokatalyzatort (substratovou specifitu za mirnych reakénich
podminek) a superkritickych tekutin (rychly transport hmoty,
snadné déleni reakénich produkti od rozpoustédla
a ohleduplnost k Zivotnimu prostiedi).

Pti hydrolyze za atmosférického tlaku a v SC-CO, byly
ziskany frakce obsahujici smési acylglycerolt (tri-, di-,
mono-), glycerolu a volnych mastnych kyselin. Vzorky byly
analyzovany pomoci plynové chromatografie. Bylo zjisténo,
ze se pii hydrolyze prednostné uvoliuji nejen nasycené
mastné kyseliny, u kterych to 1ze pii pouziti 1,3-specifického
enzymu ocekavat, protoze jsou vV triacylglycerolech
rostlinnych oleji umistény pievazné v pozicich snl a sn3, ale
také olejova a linolova kyselina. V mensim méfitku byla
odstépovana také o-linolenova kyselina. Po porovnani
vysledki bylo zjisténo, ze vyssich vytézki bylo dosazeno pii
reakci v SC-CO, oproti hydrolyze za atmosférického tlaku.
Diky odstépeni nasycenych mastnych kyselin a olejové
kyseliny ~ doslo  k obohaceni  frakci  acylglyceroll
o nenasycené¢ mastné kyseliny, které v molekule obsahuji
vice dvojnych vazeb. Nenasycené mastné kyseliny, zvlasté
obsahuji-li ve své molekule vice dvojnych vazeb, jsou pro
lidsky organismus velmi dulezité, a jelikoz je nedokaze
syntetizovat, je nutné nenasycené mastné Kyseliny ziskavat
potravou. Hydrolysa oleje vyuZzivajici lipasy produkované
kmenem Geotrichum candidum 4013 by mohla byt novym
a uéinnym zpisobem piipravy potravinovych doplikd, které
obsahuji tyto zdravi prospésné kyseliny.

Autori dékuji za finanént podporu GA CR (203/04/120).

FREKVENCE VYBRANYCH GENOVYCH
POLYMORFISMU ASOCIOVANYCH SE
ZANETLIVYM STREVNIM ONEMOCNENIM —
STUDIE PACIENTU Z CR A SR
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MICHAL KOLORZ”, PETER LOUCKA”,
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“Ustav prirodnich 16¢iv, Ustav humanni farmakologie
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bartosoval@vfu.cz

Zanétlivé stfevni onemocnéni (IBD) je nemoc
charakterizovana chronickym zanétem gastrointestinalniho
traktu. RozliSuji se dva klinické subtypy, Crohnova choroba
(CD) a ulcerdzni kolitida (UC), které se od sebe odlisuji na
zékladé  rozdilnych  klinicko-patologickych  znaki'?.
Kumulace onemocnéni v rodinach, konkordance mezi
monozygotickymi dvojcaty ¢i etnické rozdilnosti podavaji
dikaz o vlivu genetickych faktorti na vznik tohoto
onemocnéni'.

V Ceské republice je prevalence CD 18-22 piipadd
a UC 40-45 pripadi na 100 000 obyvatel’. Doposud viak
chybéla data o cCetnostech mutaci v IBD-susceptibilnich
genech. Proto jsme se zaméfili na ureni Cetnosti mutaci u
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gent, které jsou v literatufe zminovany nejcastéji. Jedna se
o tfi mutace v genu NOD2 (R702W, G908R a 1007fs),
mutaci K469E v genu ICAM-1 a dele¢ni mutaci CCR5A32
v genu CCRS.

Do studie bylo zahrnuto 47 pacientd s CD, 12 s UC
a 63 zdravych dobrovolnikii. DNA byla izolovana z periferni
krve vySetfovanych jedincd. Pozadovany usek DNA, na
némz se vyskytoval hledany polymorfismus, byl amplifiko-
van pomoci polymerasové fetézové reakce. Ziskané
amplikony byly $tépeny restrikénimi endonukleasami, které
jsou pro jednotlivé polymorfismy specifické. Produkty
Stépeni byly elektroforeticky rozdéleny na agarosovém gelu
a vizualizovany ethidium bromidem. Asociace piitomnosti
mutantni alely s CD nebo UC byla statisticky vyhodnocena
x2 —testem pomoci kontingen¢nich tabulek.

Z nasich vysledkt vyplyva, ze mezi skupinou zdravych
dobrovolnikd a skupinou pacientt s UC neni zadny
signifikantni rozdil v pfitomnosti sledovanych mutaci genu
NOD2. I ptes maly pocet pacientd s UC se toto zjiSténi
shoduje s vysledky rozsahlé evropské studie®. Naopak byla
prokazana vazba mezi CD a polymorfismem 1007fs v genu
NOD2. Tato mutace mé i podle predeslych studii*®
nejvyraznéjsi korelaci k onemocnéni. U mutace K469E
v genu ICAM-1 jsme prokazali asocia¢ni vazbu jak s CD, tak
i s UC. Dele¢ni mutace CCR5A32 vykazuje srovnatelnou
frekvenci u vSech tii srovnavanych skupin, coz odpovida
dFivé&jsim pozorovanim jinych autori®. Dillezitym poznatkem
nasi studie bylo zjisténi, Ze u pacientd s CD signifikantné
vzrista pocet zmutovanych genti a tim i pocet mutaci, které
nesou. To podporuje tvrzeni, ze se v piipad¢ IBD jedna
o polygenni dédicnost'.

Nase prace dopliiuje celoevropské studie hledajici
kandidatni geny IBD. Na podkladé téchto skutecnosti bude
jednou mozné navrhnout genetické testy jako dopliujici
diagnozu ve spornych ptipadech IBD.

Prace byla vypracovaina za financni podpory grantii IGA
VFEU ¢. 28/2006/FaF a IGA MZ ¢. NR9342-3/2007.
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STUDIUM HOMEOBOXOVYCH GENU
SLADKOVODNI MEDUZY Craspedacusta sowerbyi

MILUSE HROUDOVA*™®, ZDENEK KREJCIK",
HYNEK STRNAD®, CESTMIR VLCEK® a VACLAV
PACES®

aUstav biochemie a mikrobiologie, VSCHT, Technicka 3,
166 28 Praha 6; bUstav molekuldrni genetiky AV CR,
Videnska 1083, 142 20 Praha 4

hroudovm@vscht.cz

Sladkovodni medtza Craspedacusta sowerbyi je
zastupcem zivocisného kmene zahavci (Cnidaria), ktery se v
poslednich letech stal pfedmétem intenzivniho studia v
oblasti molekularni genetiky a vyvojové biologie. Komplexni
genom zahavcet, kontrastujici s jednoduchou stavbou jejich
tél, je v mnoha ohledech podobngjsi genomim vysSich
obratlovcl, véetné Clovéka, nez je tomu u nékterych
evoluéné vyssich zivocichtt (Drosophila melanogaster,
Ceanorhabditis elegans).

Vyznamnou skupinou gend regulujicich ontogenezi
jsou homeoboxové geny kodujici transkripéni faktory. Jejich
struktura je silné¢ konzervovana v genomech vSech zivocichd
a nékterych rostlin. V ranych stadiich vyvoje zahavce se
podileji na formovani dalezitych morfologickych znakd, jako
je naptiklad télesnd symetrie, dale na vyvoji nervové
soustavy a smyslovych organd. Jsou soucésti vyznamnych
signalnich drah.

V ramci tohoto projektu byly v genomech dvou
zahavel (Hydra magnipapillata a Nematostella vectensis)
identifikovany homeoboxové geny pomoci pocitaéové HMM
analyzy (,,Hidden Markov Model®). Jednotlivé geny byly
zatazeny do rodin. Pro dal$i studium u Craspedacusta
sowerbyi byly vybrany nckteré méné cCasté rodiny (POU,
DLX, LIM). Na jejich homeodomény a specifické domény
byly navrzeny degenerované primery. Metodou PCR bylo
ziskano nekolik genovych fragmentd. Sekvenac¢ni analyzou
bylo potvrzeno, Ze se jedna o fragmenty 3 gent patficich do
rodiny POU.

Tato prace bude dale pokracovat prodlouzenim téchto
fragmentl na celé geny metodou RACE a sledovanim
transkripce jednotlivych ziskanych genii pomoci in situ
hybridizace v riznych tkanich dospélych jedincti a nékterych
vyvojovych stadii. V soucasné dobé je konstruovana
fosmidova knihovna genomovych fragmentti (30-45 kb),
ktera bude mimojiné pouzita pro analyzu okoli studovanych
homeoboxovych gent. Nase laboratof provadi Easte¢nou
analyzu genomu Craspedacusta sowerbyi za pouziti vyse
zminénych fosmidovych kloni pomoci sekvenacniho
systému GS20. V blizké budoucnosti se zamétime také na
studium celkového genového repertodru tohoto a nékterych
dalsich zahavct sekvenacni analyzou cDNA.

Tato studie byla podporovana vyzkumnymi zaméry a granty
MSMT 1M6837805002 (Center for Applied Genomics) a NB
Project AC CZ AV0Z50520514.
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STANOVENI A VYZNAM METHYLACE
PROMOTORU E6 GENU LIDSKEHO PA-
PILLOMAVIRU 16 V INTRAEPITELIALNICH
LEZICH A KARCINOMECH DELOZNIHO CIPKU

PAVLA HUBLAROVA?, PAVLA ROTTEROVA®,
LEOPOLD ROTTER®, ZDENA HORTIKOVA?Y,
VINAY BADAL®, RUDOLF NENUTIL?

a BORIVOJ VOJTESEK®

“Odd. onkol. a exper. patologie, Masarykitv onkologicky
ustav, Zluty kopec 7, 656 53 Brno, ®1. Patologicko —
anatomicky ustav, FN u sv. Anny Brno, Pekarska 53, 656 91
Brno, ‘Gynekologicko — porodnickd klinika FN Brno, Obilni
trh 11, 602 00 Brno, ISanatorium Helios, Stefdnikova 12/16,
602 00 Brno, °Inst. Mol. Cell Biol., 61 Biopolis Drive,
Proteos, Singapore, 138673, Malaysia

hublarova@mou.cz

Lidské papillomaviry (HPV) jsou malé neobalené
dsDNA viry s kruznicovym genomem. Vysoce rizikové
kmeny HPV c¢asto infikuji sliznici délozniho ¢ipku u Zen a
jsou proka-zatelné¢ pti¢inou vzniku intraepitelidlnich 1ézi
(CIN) a karcinomu délozniho ¢ipku. Mezi nejrizikovejsi
kmeny patii HPV 16 a 18. Proteiny rané faze exprese E6 a
E7 jsou v kooperaci schopné transformovat buiky
infikovaného  epitelu  funkénim  vyfazenim  dvou
nejdulezitéj$ich antionkogent — p53 a pRb. E6 v souinnosti
s ubikvitin ligasou hostitelské bunky oznaci p53 pro
degradaci, zatimco E7 umozni fosforylaci pRb, a uvolni tak z
vazby transkripéni faktor E2F, ktery spousti v bunkach
expresi protein zodpovédnych za ptechod do S faze.
Vzhledem k vysokému poctu infikovanych zen a relativné
nizkému poctu karcinomt délozniho ¢ipku, se ptedpoklada
existence epigenetického mechanismu kontroly vyvoje CIN a
karcinomu. Pfitomnost methylaci CpG ostrivkd v promotoru
genu pro E6 a E7 protein jsou soucasti regulace zZivotniho
cyklu HPV, stejné jako pfirozené obrany bunek proti
cizorodé DNA.

V nasi praci nejprve detekujeme piitomnost HPV 16
a 18 pomoci PCR s nové navrzenymi, vysoce specifickymi
primery, jako kontroly pouzivame nadorové cervikalni linie
SiHa (HPV16 pozitivni), HeLa (HPV18 pozitivni) a HT3
(HPV negativni). U HPV 16 pozitivnich vzorkd provadime
stanoveni methylace v promotoru genu E6 pomoci specifické
endonukleasy McrBc. Pozitivni kontrolou je nadorova
cervikalni bunéc¢na linie CaSki s nékolika sty methylovanych
kopii genomu HPV 16, negativni kontrolou je linie SiHa
s jednou aktivni kopii genomu HPV16.

Cilem naSeho projektu je stanovit frekvenci vyskytu
HPV 16 a 18 nejen u pacientek s CIN a karcinomem délozni-
ho ¢ipku ale i u nahodné¢ vybraného vzorku populace
asymptomatickych zen. U HPV16 pozitivnich vzorkli je
prubézné prokazovana methylace virového genomu.

Celkem bylo analyzovano 93 kartackovych stérti od
zdravych zen, kde se pozitivita HPV 16 pohybovala okolo
70 %, coz piedstavuje ve srovnani s odbornou literaturou
vyrazné vyss§i procento. Tento vysledek potvrzuje vysokou
citlivost nové zavedeného systému detekce, ktery je zaroven
i vysoce specificky. U skupin pacientek s patologickymi
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stupni CIN je incidence HPV 16 u CIN I 80 % (n=5); u CIN
II 83 % (n=6) a u CIN III 93 % (n=90). U karcinomu
délozniho ¢ipku byla pfitomnost HPV 16 prokézana v 55 %
ptipadti (n=35). Celkova incidence HPV 16 a 18 je u CIN III
a karcinomii okolo 95 %, coz se shoduje s daty uvadénymi
v literatufe. Na stanoveni methylaci genomu HPV 16 se
v soutasné dob¢ intenzivné pracuje, a proto zatim nelze
vyvodit jednoznaéné zavéry. Ocekavame, ze po vyhodnoceni
methylaci bude mozné vyjadfit individualni riziko pro Zeny
infikované HPV16 a rovnéz bude mozné prosadit tuto
metodu mezi zakladni diagnostiku CIN.

Tato préce je podporovéina granty VZ MOU MZO 00209805
a Centrum MSMT LCO6035.

TRANSFOBMA'CE ROSTLIN Nicotiana tabacum
BAKTERIALNIM GENEM bphC PRO
DIHYDROXYBIFENYLDIOXYGENASU

ZUZANA CHRASTILOVA®, MARTINA
NOVAKOVA™", MARTINA MACKOVA™",
TOMAS MACEK"* a MIKLOS SZEKERES®

aUstav biochem. mikrobiol., VSCHT Praha, Technickd 3,
166 28 Praha 6; bUoCHB AV CR, Odd. prirodnich latek,
Flemingovo 2, 166 10 Praha 6; “Institute of Plant Biology,
Biol. Res. Ctr. Hungarian Acad. Sci., P.O.Box 521 H-6701,
Szeged, Hungary

chrastiz@vscht.cz

Globalni industrializace zapfi¢inila Unik velkého
mnozstvi toxickych latek do zivotniho prostiedi. Mezi tyto
toxické latky patii také polychlorované bifenyly (PCB),
zvlasté diky jejich perzistentnosti v zivotnim prostfedi a
moznosti jejich uniku do potravniho fetézce. Jednou z
moznosti dekontaminace zneciSténych ploch je vyuziti
biologickych systému, které jsou vetejnosti akceptovany a
jsou Setrné k zivotnimu prostiedi. Existuje mnoho zptisobd,
jak zvysit ucinnost odstraniovani xenobiotik, jednim z nich je
napt. vyuziti geneticky modifikovanych organismii.

Cilem této prace je zvysit schopnost rostlin degradovat
PCB vnesenim vhodného genu do rostlinného genomu, a tim
zvysit ucinnost degradace PCB v rostlinach. Pro tento ucel
byl vybran bakteridlni gen bphC z degradacni drahy
polychlorovanych bifenylt bakterie Comamonas testosteroni
B356. Produkt genu bphC (enzym 2,3-dihydroxybifenyl-1,2-
-dioxygenasa) $tépi bifenylovy kruh, zjednodusuje strukturu
a umoznuje dal$i metabolisaci v rostlinach. V minulosti jiz
byly pfipraveny rostlinné konstrukty obsahujici gen bphC ve
fusi s detekénim markerem GUS (gen pro B-glukuronidasu),
LUC (gen pro luciferasu) a s histidinovou kotvou a ve vSech
ptipadech byl pouzit promotor kvétdkové mozaiky CaMV
35S. Pfipravené plasmidy byly vneseny do bakterie
Agrobacterium GV3101 (pPM90RK), pomoci které byly
rostliny Nicotiana tabacum transformovany. Nejdiive byla
ovétena ucinna exprese fusnich gent bphC/GUS, bphC/LUC
a bphC/His v rostlinnych bunikdch metodou agrobakterialni
infiltrace - transientni exprese. Poté nasledovala trvala
transformace rostlin za pouziti agrobakterii. Bylo pfipraveno
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12 linii transgennich rostlin: 3 linie s geny bphC/GUS, 5 linii
s geny bphC/LUC a 4 linie s genem bphC/His. Piitomnost
transgenu byla detekovana na urovni DNA i mRNA metodou
PCR, popt. RT-PCR. Exprese genti bphC/GUS v liniich G1,
G2, G3 a genu bphC/LUC v liniich L1, L2, L3, L4, L5 byla
prokazana histochemicky. Z linii HI1, H2, H3, H4
(obsahujicich gen bphC/His) byl izolovan enzym BphC. Ten
byl dale identifikovan za pouziti metody Western blot
s nasledujici imunochemickou detekci. Enzymaticka aktivita
enzymu BphC produkovaného transgennimi rostlinami bude
v budoucnu stanovena.

Prce byla sponzorovina grantem MSMT Centrum 1M06030.

VYVOJ METODY PRO STANOVENI ADUKTU
STYREN OXIDU V LIDSKEM GLOBINU

MICHAL JAGR, JAROSLAV MRAZ a VLADIMIR
STRANSKY

Stétni zdravomni istav, Srobdrova 48, 100 42 Praha 10
michaljagr@centrum.cz

Cilem této prace je vyvoj citlivé analytické metody
vhodné ke stanoveni aduktd styren 7,8-oxidu (SO)
s aminokyselinami v lidském globinu. SO vznikd v
organismu metabolickou aktivaci styrenu pomoci cytochrom
P450 dependentniho-monooxygenasového systému. SO ma
genotoxické a mutagenni ucinky .

Biologické monitorovani expozice ¢lovéka styrenu
a SO, které jsou vyznamnymi surovinami v pramyslu
plastickych hmot, je v soucasné dobé& zaloZeno zejména na
stanoveni metaboliti kyseliny mandlové a fenylglyoxylové
vmo¢i’. Jinou perspektivni moznosti je vyuZiti tvorby
aduktt SO s nékterymi nukleofilnimi aminokyselinami
pfitomnymi v globinu. V minulosti jsme provedli GC/MS
a LC/MS analyzu pronasového hydrolyzatu globinu inkubo-
vané¢ho se SO in vitro, kde jsme detekovali kvantitativné
nejvyznamnéjsi adukty SO s cysteinem (SO-Cys), histidinem
(SO-His) a lysinem (SO-Lys). Identitu téchto sloucenin jsme
potvrdili pomoci pfedem syntetizovanych standardi’.
V globinu lidi exponovanych in vivo styrenu a SO je ovSem
obecné velmi nizka hladina aduktd SO (napt. pro adukty SO
s N-koncovym valinem u mysi exponovanych i.p. styrenu
byly publikovany hodnoty na trovni 15-305 pmol.g”
globinu)*. Proto bylo nutné vyvinout dostatetnd citlivou
analytickou metodu schopnou stanoveni podobné nizkych
hladin i u aduktd SO-Cys, SO-His a SO-Lys. V projektu je
diskutovano vyuziti metody extrakce na tuhé fazi (SPE) za
ucelem obohaceni hydrolyzatu globinu o adukty spolu se
soucasnym zbavenim se vétSiny ostatnich aminokyselin.
Metoda SPE byla zalozena na rozdilné hydrofilit¢ SO-Cys,
SO-His a SO-Lys adukti ve srovnani s ostatnimi
aminokyselinami. SPE kolonka Strata-X vykazala ve
srovnani s kolonkami jinych vyrobcl a stacionarnich fazi
nejlepsi schopnosti v retenci téchto adukti. Pfitom vétSina
ostatnich aminokyselin, vyjma fenylalaninu a tryptofanu
nebyla na kolonkéach zadrZovana.
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Bylo nutno i optimalizovat metodu derivatizace aduktd
pro jejich GC a GC/MS analyzu. Adukty byly silylovany za
produkce trimethylsilyl (TMS) ¢i tert-butyldimethylsilyl
derivati (TBDMS) a nebo byly acylovany chlormravencany.
TBDMS silylace (na rozdil od TMS) poskytovala s dobrou
reprodukovatelnosti pro kazdy adukt jediny, dostate¢né
stabilni derivat. Zato po derivatizaci adukti chlormravencany
nedoslo k detekeci predpokladanych derivati. Proto byla
nadale pouzivana derivatizace za vzniku TBDMS derivatu.

Tato prdce byla podporovina internim projektem SZU na
podporu mladych védcii ¢.4901-54.
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TETRAFOSFOROVA ANALOGA LN-DOTA:
KOMPLEXY BEZ VODY VE VNITRNI
KOORDINACNI SFERE

ZUZANA JANDUROVA

Katedra anorganické chemie, PFF UK, Hlavova 2030, 128
40 Praha
Jjandurov@natur.cuni.cz

Vyjimeénost MRI (,,Magnetic Resonance Imaging*),
klinického nastroje pro diagnostikaci napfiklad nadord,
podnécuje vyvoj stale lepSich CA (,,Contrast Agents®)
zvySujicich kvalitu snimkd'. Kritickou vlastnosti CA je
pfitom G&innost pienosu magnetické informace z Gd** iontu
latky k molekulam vody v jejim okoli. Koordinace vody
ptimo k Gd®" iontu neni nezbytn4, pokud je druha hydratagni
sféra komplexu, tvofend molekulami vody vazanymi
vodikovymi mistky k ligandu, dostatecné rozvinuta a mize
tak dochazet k pfenosu i prostfednictvim sféry této. Za
ucelem detailniho prozkoumani vlivu pouze druhé hydratacni
sféry byly syntetizovany tii tetrafosforova analoga ligandu
DOTA (DOTP!, DOTP™, DOTP®™) s riizn& hydrofilnimi
rameny, ktera jsou zaroven natolik objemna, ze jiz
neumoziuji koordinaci vody piimo ke Gd** iontu.
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Ligandy a jejich komplexy byly charakterizovany
potenciometricky a RTG analyzou, ktera, stejn¢ jako
luminiscenéni méteni, potvrdila absenci ptimo koordinované
vody. Studium struktury Ln** komplext v roztoku odhalilo
odlisnost komplexii Ln-DOTP"  a Ln-DOTP®™ (smés
izomert) od komplexu tfetiho, Ln-DOTP™ (majoritni
symetricky izomer RRRR), coz muize byt zplsobeno vodiko-
vymi vazbami mezi rameny komplexu s hydroxomethylo-
vymi skupinami. Analyza 'O LIS (,Lanthanide Induced
Shifts*) také poukazuje na odliSnou polohu molekul vody
druhé sféry u komplexit Ln-DOTP"™. Relaxometrickou studii
byl nakonec prokazan nezanedbatelny vliv druhé sféry
studovanych komplexi na parametry urcujici relaxivitu,
pficemz pocet molekul vody ve druhé hydratacni sféte
koreloval s hydrofilicitou liganda.

Studie byla podporovana GA CR (No. 203/03/0168)
a projekty COST D38 a DiMI.
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VYUZITI MAGNETOICKYCH BIOAFINITNICH
MIKROREAKTORU PRO IZOLACI
IMUNOGLOBULINU E Z LIDSKEHO SERA

BARBORA J@NKOYICOVA”, SAR,KA ROSNEROVA",
LUCIE FOJ,TIKOV{&", JOSEF KRALOVSKY" a
ZUZANA BILKOVA®

“Katedra biologickych a biochemickych véd a *Katedra
analytické chemie, FCHT, Univerzita Pardubice, Nam. Cs.
Legii 565, 532 10 Pardubice
Barbora.Jankovicova@upce.cz

Magnetické bioafinitni mikroreaktory jsou systémy,
které splnuji pozadavky kladené na metody pro izolaci a
detekci diagnosticky vyznamnych latek v komplexnim
biologickém materidlu. Vysoka selektivita a specifita metody
je zde zajisténa tvorbou biospecifického paru vazaného
ligandu s izolovanou latkou. Magneticky aktivni pevna faze
prinasi snadnou manipulaci a miniaturizaci celého systému.

Protilatky tfidy IgE (tj. imunoglobulin E) maji znacny
klinicky vyznam. ZvySené hladiny specifickych IgE
protilatek jsou hlavni pfi¢inou alergickych reakci, které se
pro svij rostouci trend v populaci stavaji zavaznym
medicinskym problémem. Koncentrace IgE ve fyziologic-
kém lidském séru je v porovndni s ostatnimi sérovymi
proteiny velmi nizkd (do 200 IU/ml). Cilem této prace je
vyvinout rychlou a t¢innou metodu izolace protilatek tiidy
IgE ze sér senzibilizovanych pacienti. Tyto protilatky budou
pouzity k ptipravé specifického imunosorbentu pro
vyhledavani klinicky vyznamnych tzv. alergogennich
epitopt komplexniho alergenu. Pfiprava vakcin pro specific-
kou imunoterapii obsahujicich pouze epitopy s alergogennim
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potencidlem  muze vyznamné snizit  rizikovost
hyposenzibiliza¢ni 1é€by a tedy i zatéz pro pacienta.

Vybér metod pro ucinnou izolaci IgE molekul byl
volen podle narokii na Cistotu a vytéznost metody. K izolaci
IgE ze sér senzibilizovanych pacientll byla pouzita metoda
frakcionované precipitace, technika chromatografie na
ménicich iontd a metoda bioafinitni chromatografie a to bud’
pomoci lektinu Concanavalinu A nebo pomoci specifickych
anti-IgE protilatek. K pfipravé specifickych bioafinitnich
nosict byly pouzity magnetické mikrocastice SIMAG-active
(Chemicell, Némecko) a Estapor (Merck, Némecko),
podminky vazby byly optimalizovany. Frakce IgE ziskané
riznymi metodami, pfip. jejich kombinaci, byly porovnany,
Cistota a mnozstvi izolovaného IgE byly ovéfovany
technikami SDS-PAGE a ELISA.

Tato prdce byla podporena, fondem Ministerstva Skolstvi,
mladeze a teélovychovy CR (MSM 0021627502) a Grantovou
agenturou CR (grant GA CR ¢. 203/05/0241).

STEROIDNI SLOUCENINY JAKO NOSICE
BIOLOGICKY AKTIVNICH LATEK

ONDREJ JURCEK™", ZDENEK WIMMER"
a PAVEL DRASAR®

aUstav chemie prirodnich latek, VSCHT, Technickd 5, 160 28
Praha 6; > UEB AV CR, Videriska 1083, 14220 Praha 4
ondrej.jurcek@vscht.cz

Steroidni latky jsou bézné pfitomny v télech rostlin
a zivoCicht. Jejich ziskavani je zaloZzeno pfedev§im na
izolaci z téchto pfirozenych piirodnich zdroji. Ekologickym
a ucinnym zpisobem jejich ziskavani je extrakce pomoci
rozpoustédel za superkritickych podminek (napf. CO, za
superkritickych podminek), kterd je provadéna v nasi
laboratofi. Separované steroidni slouceniny (fytosteroly
a fytoekdysteroidy) mohou byt dale pouzivany pro syntézy
supramolekularnich ~struktur. Nasim hlavnim cilem je
syntetizovat takové steroidni slouceniny, slozené z jedné ¢i
vice steroidnich jednotek, které by byly schopny uspésné
vnést a postupné a pomalu uvolnovat biologicky aktivni
latky v organismu.

Soucasnym modelem je pro nas aplikace juvenoidi
(bioanalogli juvenilnich hormonti — biologicky aktivnich
aucinnych latek vhodnych k regulaci pocetnosti populaci
hmyzich $kudci) do téla vybranych skodlivych druht

hmyzu'?. Interakce mezi biologicky aktivni latkou
a steroidni slou€eninou muze byt zajiSténa jak vazebné, tak
nevazebné. Bylo  pfipraveno  néckolik  prekursort

supramolekuldrnich struktur /-/V a nékolik steroidnich
slouCenin V-VIII s nejlépe vystiznym anglickym oznacenim
cleft  type, kde kinterakci sjuvenoidem dochazi
prostiednictvim esterové vazby. Slouceniny byly poskytnuty
pro biologické testovani.
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Latka
1 | m| mw

R=0Ac

ClxC2 cis | trans| cis

>C13=Cl4<| E E z z

R muze byt i H, acyl, alkyl.

v

ClxC2 cis |trans| cis |trans

>C13=Cl4<| E E z z

X=(CH,), y=24

v-vii

Za financni podporu projektu 2B06024 (SUPRAFYT)
a projektu MSM6046137305 dékujeme MSMT CR.
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FARMAKOGNOSTICKA STUDIE TAXONU
Helianthus annuus L.

JANA KARLICKOVA®, ZUZANA REHAKOVA?®,
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VLADIMIR BUCHTA"
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Pii provadéném screeningu antifungalni aktivity 50
druhii celedi Asteraceae vykazal taxon Helianthus annuus L.
v tomto in vitro testu signifikantni aktivitu'. Na zakladé
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pozitivniho vysledku byla provedena analyza rostlinného
materialu a pilotni studie biologické aktivity.

Byla provedena macerace suSenych listd vodou,
nasledovalo vytfepani dichlormethanem, chloroformem
a butanolem?. Dalgi &st listové drogy byla sonikovéna 80%
ethanolem. Byl proveden test na akutni toxicitu (Tubifex
tubifex test), ktery vyuziva krouzkovce (niténky) a slouzi
nam jako doprovodny test pro zachyceni zajimavého extraktu
(bioassay-guided separace). Akutni toxicita byla stanovena
u butanolového podilu (ECs5,=0,0131 g/ml) a vodného podilu
(EC50=0,0724 g/ml). Protoze butanolovy podil vykazal
v tomto testu aktivitu, byl dale délen na sloupci silikagelu,
vzniklo 34 frakci, které byly postupné spojovany na zaklade
vyhodnoceni vysledkd tenkovrstvé chromatografie. Vzniklé
spojené frakce (pojmenované HEA) byly testovany pomoci
DPPH testu na antiradikalovou aktivitu. Pozitivni vysledek
DPPH testu byl ziskan u téchto frakci HEA: HEA 6-8
(EC5p=0,213 mg/ml), HEA 25-28 (EC5,=0,132 mg/ml), HEA
29 (ECs5=0,353 mg/ml), HEA 30 (ECs5=0,153 mg/ml).
U téchto frakei s pozitivnim vysledkem v DPPH testu byla
pouzita i jind metoda FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power) pro stanoveni antiradikalové aktivity. Pouze frakce 6-
8 vykazala po 4 min 7x niz$i aktivitu nez standard Trolox
v tomto in vifro testu.

Déle byl zpracovavan i chloroformovy podil, byl délen
na Sephadexovém sloupci a ziskdny 3 frakce (frakce 1,
frakce 2, frakce 3). VSechny frakce byly podrobeny DPPH
testu a pozitivni svym vysledkem byla frakce 2
(EC50=0,41mg/ml) a frakce 3 (ECs5,=0,118mg/ml), u nich
byla provedena i metoda FRAP — pouze u frakce 3 byla
naméfena aktivita po 4 min 6x niz&i neZ u standardu’.

Antifungalni aktivita byla provedena u ethanolového
extraktu, dichlormethanového a butanolového podilu, frakei
HEA 20-21, HEA 20-24, HEA 29 pomoci Mikrodiluéni
bujonové metody v destickich na 8 kmenech (Candida
albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata, Trichosporon
beigelii,  Trichophyton  mentagrophytes,  Aspergillus
fumigatus, Absidia corymbifera). U ethanolového extraktu
byla aktivita prokdzana u vSech testovanych kmend hub,
u butanolového podilu pouze u Trichophyton
mentagrophytes. Ethanolovy extrakt bude dale zpracovavan a
testovan na antiradikalovou a fototoxickou aktivitu.

Tato prace vznikla za financni podpory grantu GAUK
118/2006/B BIO.
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AUTOKRINNY A PARAKRINNY MECHANISMUS
UCINKU VEGF U ASTROGLIALNYCH NADOROV

PETRA KNIZETOVA*, ALICE HLOBILKOVA,
MONIKA LEVKOVA a ZDENEK KOLAR

Ustav patolégie, Lekdrska fakulta, Univerzita Palackého,
Hneévotinska 3, 775 15 Olomouc
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Angiogenéza je dOlezitym procesom V progresii
nadoru. Vaskularny endotelidlny rastovy faktor (VEGF) je
multifunkénym cytokinom zodpovednym za angiogenézu,
vaskularnu permeabilitu, a hyperkoagulabilitu u viacerych
typov nadorov. VEGF posobi prostrednictvom dvoch
receptorov  Flt-1 a KDR (VEGFR1 a VEGFR2),
exprimovanych na povrchu cievneho endotelu, pricom
transdukcia signalu prebicha prostrednictvom
PI3K/Akt/PKB, PLCy/PKC a MAPK signalnych drah.
Nasledne po prenose signdlu dochadza k proliferacii,
migracii endotelidlnych buniek, ¢i indukcii ich permeability.

Spomedzi nadorov centralneho nervového systému st
najpocetnejsimi  nadory astroglidlneho povodu. Doba
prezivania pacientov s nadormi oznaovanymi ako ,high
grade” je niekol’ko mesiacov s maximom do dvoch rokov.
Tieto nadory sa vyznaduju zvySenou proliferaciou,
hypervaskularizaciou, vyraznou angiogenézou, a tvorbou
fokalnych nekroz. Viaceré studie poukazuju na ulohu VEGF
v patofyzioldgii astroglidlnych nadorov v zmysle jeho
parakrinného posobenia na nadorové cievne elementy. Jeho
zvySena expresia signifikantne koreluje so zvySenou
progresiou nadoru. Napriek faktu, Ze bola dokdzana expresia
VEGF receptorov aj na trovni glidlnych elementov nadoru,
neexistuje detailna §tadia zaoberajuca sa priebehom
intracelularnej  signalizdcie VEGF v  zmysle jeho
autokrinného pdsobenia.

V naSej praci sme sa zaoberali u¢inkom VEGF na
proliferaciu, motilitu a migraciu astroglidlnych nadorovych
linii, ako aj pricbchom signdlnej drahy VEGF na
intracelularnej Grovni. Podarilo sa nam dokazat' koexpresiu
VEGF a VEGFRI1/2 u vSetkych nami testovanych
astroglialnych  nadorovych linii. Tento dbokaz bol
nevyhnutnym predpokladom pre potvrdenie autokrinného
posobenia VEGF. MTT prolifera¢ny test potvrdil mitogénny
ucinok VEGF a uz po piatich mintitach posobenia indukoval
tvorbu ,,stress fibers®, ¢o jednoznacne poukazuje na zvySent
motilitu buniek. Reorganizdcia aktinového cytoskeletu
prebichala v smere migracie buniek. Na intracelularnej
urovni dochadzalo po aplikacii VEGF k masivnej
fosforylacii ERK1/2Thr202/Tyr204. Vzhl'adom na koaktiva-
ciu signalnych drah PI3K/Akt/PKB, Ras/c-Raf a PLCy/PKC
u endotelu vplyvom VEGF, sme stanovili hladinu
fosforylovanych foriem AktSer473, PLCyTyr783. Miera
fosforylacie AktSer473 a PLCyTyr783 nebola signifikantne
zvySena. Sucasna aplikdcia VEGF a c-Raf inhibitora
(GW5074) potlacila jeho stimula¢ny téinok. Pri sti¢asnom
posobeni VEGF v kombinacii s inhibitorom PI3K
(wortmannin) a inhibitorom PLCy (U73122), nedochadzalo
k potlaceniu VEGF zavislej aktivacie ERK1/2Thr202/Tyr204.
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Vyssie uvedené vysledky poskytuji novy nahlad na
ulohu VEGF ako auto/ parakrinného regulatora progresie
astroglidlnych nadorov stimulaciou proliferdcie a motility
nadorovych buniek na strane jednej, stimuldciou nadorovej
angiogenézy na strane druhe;j.

Tato praca bola financovand grantom IGAMZCRNR/7828-3
a MSM6198959216.

NEURALNI DIFERENCIACE EMBRYONALNICH
NADOROVYCH BUNEK P19 JE OVLIVNENA
ZMENOU INTRACELULARNIHO REDOXNIHO
STAVU

ROMAN KONO'PKA*‘", JIRI PACHERNIK”, ANTONIN
LOJEK® a LUKAS KUBALA®

“Biofyzikdlni ustav AV CR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno;
bpirodovédecka fakulta MU, Kotlarska 2, 611 37 Brno

Pluripotentni embryonalni kmenové buiky a embryo-
nalni nadorové buniky (EC) je mozné in vitro diferenciovat
do rtiznych bunéénych typi. Bezsérové prostredi indukuje v
EC bunkach neuralni diferenciaci, proces ktery je umocnén
pusobenim kyseliny retinové. Piedpoklada se, ze signalni
drahy aktivované béhem neurdlni diferenciace, jsou
senzitivni na intraceluldrni redoxni stav dany rovnovahou
mezi intracelularné produkovanymi reaktivnimi metabolity
kysliku (RMK) a hladinou intracelularnich antioxidanta.
Proto byla sledovana moznost ovlivnéni neuralni
diferenciace EC bunék in vitro modulaci intracelularniho
redoxniho stavu. EC buiiky P19 byly ovlivnény antioxidanty
glutationem, N-acetyl cysteinem, kyselinou askorbovou
a inhibitory enzymt podilejicich se na intracelularni
produkci RMK difenyl jodium chloridem a apocyninem.
Neuralni diferenciace byla sledovana na zakladé zmény
exprese proteinll charakteristickych pro pluripotentni nebo
nervové builky po dobu 1-4 dnid. Testované antioxidanty
snizovaly expresi Oct-4 (znak pluripotence) a E-cadherinu
(znak buné€k odli$nych od neuralnich) a zarovenl zvySovaly
expresi N-cadherinu (znak neurdlnich bunék) oproti
neovlivnénym  buiikkdm. Vybrané antioxidanty tedy
urychlovaly diferenciaci bunééné linie P19 do neuralnich
bunék. Nase vysledky potvrdily vyznam redoxniho stavu
buniky v regulaci bunééné difererenciace u pluripotentnich
bunék P19.

DEFENCE RESPONSE OF Brassica napus AGAINST
PATHOGEN Leptosphaeria maculans - COMPATIBLE
AND INCOMPATIBLE INTERACTION

BARBORA KORBELOVA™, VLADIMIR SASEK’,
LENKA BURKETOVA® and OLGA VALENTOVA®

“Institute of Experimental Botany, AS CR, Na Karlovce la,
160 00 Prague 6; bDepartment of Biochemistry and
Microbiology, ICT Prague, Technicka 3, 160 28 Prague 6
korbelova@ueb.cas.cz
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The subject of this research is a study of defence
response of Brassica napus against fungal pathogen
Leptosphaeria maculans using microscopy,
spectrophotometry and molecular biology methods. The
fungus Leptosphaeria maculans (Desm.) represents the most
serious disease, causing so-called “blackleg disease” of
oilseed rape and canola. This threatening disease is spread
worldwide, including the Czech Republic, where causes
significant yield losses. Two isolates of L.maculans (virulent
and avirulent) are used in this research.

During the defence response to the pathogen the plants
produce callose which is detected by spectrofluorometry and
microscopy methods wusing aniline blue. Callose
accumulation is increased during defence response B. napus
against L. maculans and differs in compatible and
incompatible interaction. Reactive oxygen species, esp.
hydrogen peroxide, is another of the defence response
change. Determination of hydrogen peroxide is done using
xylenol orange in vitro and 3,3'-diaminobenzidine (DAB) in
situ. Accumulation speed of hydrogen peroxide is different in
using virulent and avirulent isolates in case avirulent isolate
accumulation is speedier. DAB staining shows hydrogen
peroxide accumulation near L. maculans hyphae. The
antioxidant ~ enzyme  activity is  measured by
spectrophotometry method using product increasing or
substrate decreasing. Increasing of guaiacol dependent
peroxidase activity is significant using avirulent isolate L.
maculans. The infect plants induce pathogenesis-related
proteins. This induction is studied by PR genes expression
using RT-PCR. The gene expression is higher in infect plant
than control plant.

Acquired results purvey knowledge of defence response
of B. napus to L. maculans compatible and incompatible
interaction.

Supported by grants MSMT KONTAKT CZ-4 a MSMT
1POSMES825, MSMT MD 45 2, and GACR 522/03/0353.

ZMENA ENANTIOSELEKTIVITY A SUBSTRATOVE
SPECIFITY HALOGENALKANDEHALOGENASY
PROTEINOVYM INZENYRSTVIM

TANA KOUDELAKOVA?, ZBYNEK PROKOP?,
YUKARI SATO”, MARTA MONINCOVA?,
ANDREA JESENSKA? LUCIE GRODECKA®,
TOSHYIA SENDAS, YUJI NAGATA" a

JIRi DAMBORSKY*

“Loschmidtovy laboratore, Masarykova univerzita, Brno;
bDepartment of Life Sciences, Tohoku University, Sendai,
Japonsko,; ‘National Institute of Advanced Industrial Science
and Technology, Tokio, Japonsko

Jiri@chemi.muni.cz; http://loschmidt.chemi.muni.cz/peg/

Objev enantioselektivity u halogenalkandehalogenas (EC
3.8.1.5) umoznil vyuziti enzymi této proteinové rodiny k vyrobé
nékterych alkoholti s vysokou optickou Eistotou. Opticky Cisté
alkoholy mohou byt vyuZivany jako prekurzory 1éCiv,
agrochemikalii nebo potravindfskych aditiv. Opticky Cisté
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alkoholy lze pfipravit pomoci dehalogenas enantioselektivni
hydrolyzou racemickych smési halogenovanych sloucenin.
Jedine¢na enantioselektivita viici riznym druhtim substrat byla
prokdzdna u halogenalkandehalogenasy DbjA izolované
z bakterie Bradyrhizobium japonicum USDA110. Cilem tohoto
projektu bylo rozsifit enantioselektivitu DbjA na jiné enzymy z
rodiny halogenalkandehalogenas metodami  proteinového
inZenyrstvi. Pro Gpravu mistné fizenou mutagenezi byla vybrana
dehalogenasa DhaA z bakterie Rhodococcus rhodochrous
NCIMB 13064, ktera se DbjA nejvice strukturné podoba.

Hlavni rozdil mezi DhaA a DbjA spociva v pfitomnosti
inzerce 130HHTEVAEEQDH 4 vloZené mezi hlavni a vi¢ko-
vou doménou DbjA. Koédujici sekvence byla vnesena do
genu dhad pomoci inverzni polymerasové fetézové reakce.
Déle bylo v DhaA zrekonstruovano aktivni misto DbjA
kumulativni mistné fizenou mutagenezi. Substitucemi
v misté¢ 8 aminokyselin (W141F, P142A, F144A, G171R,
A172V, KI175G, C176G a V245A) vzniklo 6 novych
rekombinantnich gend, které byly heterologné exprimovany
v bakterii Escherichia coli BL21 (DE3). Cisté proteiny byly
ziskany afinitni chromatografii. Sekundarni struktura protei-
nl byla ovéfena méfenim cirkuldrniho dichroismu. Dehalo-
genasova aktivita mutantnich proteini viéi 1,3-dibrom-
propanu a jejich enantioselektivita se sadou [-substituo-
vanych alifatickych bromalkanti a jednim B-halogenovanym
esterem byly testovany plynovou chromatografii. Finalni
mutantni enzym byl testovan spolu s DhaA a DbjA na
substratovou specifitu se sadou 30 substrati s cilem
porozumét zménam vnesenym do aktivniho mista mutacemi.

Vsechny proteiny byly produkovany v rozpustné formée.
Meéfeni cirkularmiho dichroismu ukézalo, ze dva proteiny nejsou
poskladané. Toto pozorovani bylo v souladu se zjisténim, ze ze
Sesti mutantnich protein byly jen &tyfi aktivni vaéi 1,3-
dibrompropanu.  Findlni kumulativni mutant vykazoval
specifickou aktivitu srovnatelnou s ptirozenym enzymem DhaA.
Vsechny aktivni proteiny byly testovany na enantioselektivitu.
Inzerce unikatni sekvence spolu se zménami aktivniho mista
sice nevedla ke zvySeni enantioselektivity s 2-brompentanem,
Castecné vsak zvysila enantioselektivitu s 2-bromhexanem a 2-
bromheptanem a vyznamné zlepSila enantioselektivitu vici
ethyl-2-brompropionatu (E-hodnota se zvysila ze 72 na >200).
Finadlni mutantni enzym téZ vykazoval pozménénou
substratovou specifitu, ktera se lisila jak od DhaA, tak od DbjA.
Findlni mutatni protein byl vyrazn¢ aktivngjsi vaci 1,2-
dibromethanu, 1-brom-2-chlorethanu a 4-brombutyronitrilu nez
oba vychozi enzymy.

PRiPRAV'A A VYUZ,ITi ,FOSFI,TfJ ODVOZENYCH
Z HELIKALNE CHIRALNICH LATEK

ZUZANA KRAUSOVA’, PETR SEHNAL?,
IRENA G. STARA®, IVO STARY*", DAVID SAMAN*
a PETER EILBRACHT®

WUstay organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo 2,
166 10 Praha 6; bOrgam'sche Chemie, Fb 3, Dortmund
University, Otto-Hahn-Str. 6, D-44221 Dortmund, Germany
alexa@uochb.cas.cz



Chem. Listy 101, 425-465 (2007)

Vyuziti inherentné chiralnich helicend v asymetrické
katalyze je dosud minimalni, ackoliv by robustni helikélni
ligandy mohly byt u¢innymi induktory chirality. Nami
vyvinuty obecny zptisob pfipravy helikalné chiralnich latek,
ktery je zaloZen na intramolekularni [2+2+2] cykloizomeraci
aromatickych triynii za katalyzy' kobaltem(I) & niklem(0),
umoziiuje pfipravit tyto latky v preparativnim méFitku?.
Takto byl pripraven analog [6]helicenu 1 v opticky Cisté
forme.

Latky 2 az 4 byly ptipraveny reakci helicenu 1 s pfi-
slusnymi fosforochloridity v pfitomnosti hydridu sodného
v THF. Vzniklé fosfity byly vyuzity jako chiralni ligandy pfi
enantioselektivni allylové aminaci. Nadéjné vysledky byly
dosazeny s ligandem 3, kdy reakci latky 5§ s benzylaminem
za katalyzy komplexem iridia(I) vznikd produkt 6 v 95%
vytézku a 90% enantiomernim nadbytku.

N S0 w0 S . S0

:O’P O Tol iﬂl O Tol Eo’ O Tol

O 4 >0 o0
(P,S)-(+)-2 (P,S)-(+)-3 (P.S)-(+)-4

PhX"N0co,Me

=
Ligand 3 Ph7F
5 [icob)cly, (S)-(+)-6
CH,Cl,, 35 °C 90 % ee (95 %)

Podporovino  Grantovou — agenturou CR  (reg. ¢
203/07/1664), Ministerstvem primyslu a obchodu/Zentiva
(reg. ¢. FI-IM/073), a Ministerstvem Skolstvi, mladeze a
telovychovy (Vyzkumné centrum: Biomolekuly a komplexni

molekularni systémy, reg. ¢. LC05457).

LITERATURA

1. (a) Teply F., Stara I. G., Stary 1., Kollarovi¢ A., Saman
D., Rulisek L., Fiedler P.: J. Am. Chem. Soc. 124, 9175
(2002). (b) Teply F., Stara I. G., Stary 1., Kollarovi¢ A.,
Saman D., Vysko¢il S., Fiedler P.: J. Org. Chem. 68,
5193 (2003).

2. Stara I. G., Alexandrova Z., Teply F., Sehnal P., Stary
L., Saman D., Budé&sinsky M., Cvacka J.: Org. Lett. /3,
2547 (2005).

ENZYMOVE SYSTEMY BAKTERIE Comamonas
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Bakterie Comamonas testosteroni je vyznamnym
primarnim degradérem fenolu. Je schopna utilizovat
fenolické latky jako jediny zdroj energie a uhliku pro svij
rust. Tato schopnost biodegradace fenolickych polutantt
mize byt uplatnéna pii biologickych dekontaminacich
znecisténého zivotniho prostredi. Prvni a soucasné limitujici
reakci aerobni degradace fenolu je hydroxylace na katechol.
Za tento krok je zodpovédna ptedev§sim NADPH-
dependentni fenolhydroxylasa (EC 1.14.13.7). Katechol je u
prokaryot nasledné Stépen katechol-2,3-dioxygenasou (EC
1.13.11.2) na semialdehyd kyseliny 2-hydroxymukonové
(META draha), ktery se dale metabolizuje az na pyruvat.
Tento konecny produkt buiky zaclenuji do svého
intermedidrniho metabolismu. V predkladané studii doku-
mentujeme, ze¢ je NADPH-dependentni fenolhydroxylasa,
primarni enzym biodegradace fenolu, exprimovana v C.
testosteroni, konkrétné v cytoplasmé studované bakterie.
Vysledky experimentt signalizuji, ze NADPH-dependentni
fenolhydroxylasa je timto mikroorganismem exkretovana do
vnéjsiho prostfedi (ristového média), ve kterém je aktivni.
Vyse uvedena flavinovd monooxygenasa byla castecné
purifikovana (frakéni precipitace polyethylenglykolem 6000,
gelova permeacni chromatografie na sloupci Sepharosy-4B)
s vytézkem 0,15 % z celkové aktivity enzymu. Ziskany
enzym byl charakterizovan z hlediska kinetiky degradace
fenolu a byla stanovena jeho molekulova hmotnost. Jedna se
o protein slozeny ze ¢tyf podjednotek o celkové molekulové
hmotnosti ~240 kDa. Piedklddand prace je pilotni studii, ve
které byla NADPH-dependentni fenolhydroxylasa z C. festo-
steroni poprvé purifikovana. Vyznamna je téz charakterizace
enzymu, kterd pfispiva k navrhu a optimalizaci biologického
slozeni bioreaktort pouzivanych pro degradaci fenoll z
odpadnich vod.

Financéné podporovino GACR (grant 303/05/2195 a
104/04/0686).

MYELOPEROXIDASA SE VAZE NA
EXTRACELULARNI MATRIX V ZAVISLOSTI NA
GLYKOSAMINOGLYKANECH
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Myeloperoxidasa je enzym hojné exprimovany
v neutrofilnich granulocytech hrajici vyznamnou roli v akut-
nich a chronickych zanétlivych chorobach. Béhem zanétlivé
reakce je myeloperoxidasa uvolfiovdna aktivovanymi
neutrofilnimi granulocyty do krve, vaze se na endotelialni
vystelku, prochazi endotelem a je ukladana do subendotelial-
niho prostoru. AvSak mechanismus ukladani myeloperoxi-
dasy a ovlivnéni jeji enzymatické aktivity neni znamo. Proto
byla sledovdna modulace vazby myeloperoxidasy na
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extracelularni matrix a jeji komponenty. Dale byla
sledovana modulace enzymatické aktivity myeloperoxidasy
v ptitomnosti slozek extracelularni matrix. Bylo prokazano,
ze myeloperoxidasa se vaze jak na izolovanou extracelularni
matrix, tak na jeji slozky, purifikovany fibronektin a kolagen.
Vazba myeloperoxidasy byla zavisla na pfitomnosti
glykosaminoglykant, testovaného heparinu a chondroitinu.
Nadbytek heparinu a chondroitinu  blokoval vazbu
myeloperoxidasy na extracelularni matrix. Myeloproxidasa
v ptitomnosti fibronektinu a kolagenu vykazovala mirné
zvySenou enzymatickou aktivitu oxidace a chlorinace
modelovych substrati. Celkové ziskané vysledky prokazaly
vazbu myeloproxidasy na extracelularni matrix zavislou na
glykosaminoglykanech a enzymatickou aktivitu navazané
myeloperoxidasy.

NOVE (THIA)CALIXAREN-PORFYRINOVE
RECEPTORY PRO KOMPLEXACI FULLERENU

ONDREJ KUNDBAT. JAN BUDKA, IVAN STIBOR
a PAVEL LHOTAK

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

-CH,-, -S-

porfyrin

X
D -CH=N-, -CH,-NH-, -NH-CO-NH-,
-CO-NH-, -(CH,),-CO-NH-, -CO-

Receptory vzniklé spojenim (thia)calix[4]arenu s
porfyrinovymi  jednotkami  prostfednictvim  vhodného
mustku, znamé téz jako molekularni pinzety, jsou v posledni
dobé vyznamnou skupinou latek schopnych komplexovat
fullereny Cgy a Cyo. Porfyrinova ¢ast interaguje s fullerenem,
zatimco (thia)calixarenovy skelet slouzi jako vhodné
molekulové leSeni. Ukazuje se, ze miru asociace lze ovlivnit
riznymi zpusoby, a to napf. volbou rozpoustédla (benzen vs.
toluen), nebo derivatizaci porfyrinové ¢asti (elektronové
bohaté vs. elektronové chudé, piip. zadné substituenty).
Tvorba komplexu zavisi taktéz na pouzitém calixarenu
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(calixaren vs. thiacalixaren), na misté spojeni obou jednotek
(horni vs. dolni okraj calixarenu), na poctu pfipojenych
porfyrinovych jednotek k (thia)calixarenu a v neposledni
fad¢ na vybéru vhodné spojky (iminova, aminova, amidova,
mocovinova, etherickd, esterova funkce). Vhodnou
kombinaci jednotlivych moznosti bylo dosazeno i vysoké
selektivity komplexace C7o/Cg, ktera bude vyuzita pro déleni
smési fullerend.
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APOPTOZA NEUTROFILNICH GRANULOCYTU
V PRUBEHU AKUTNIHO ZANETU

TEREZA LANGROVA®™®, ZBYSEK SLADEK™"
a DUSAN RYSANEK"

“Ustav morfologie, fyziologie a genetiky zvirat, MZLU v Brné,
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Apoptéza  neutrofild a nasledna  fagocytdza
apoptotickych neutrofild makrofagy jsou dilezité pro
uspésné ukonceni reakci akutniho zanétu mlécné zlazy.
Apoptdza je charakterizovana specifickymi biochemickymi
kroky, které ji odliSuji od nekrozy. Jednim z nich je
translokace fosfatidylserinu (PS) z vnitini na vngj$i vrstvu
cytoplazmatické membrany buniky, ktera podstupuje
apoptozu. Detekce raného stadia apoptdzy se provadi pomoci
fluorescin-konjugovaného Annexinu V, ktery ma pfirozenou
afinitu k PS. Vaze se s translokovanym PS a tim umoziuje
detekci apoptotickych bunék.

Cilem této studie bylo zjistit zmény v podilu
apoptotickych neutrofilnich granulocytti v prubchu rezoluce
zanétlivé reakce mlécné zlazy skotu. Zanétliva reakce byla
indukovana komponenty bunééné stény G+ bakterii
(muramyldipeptid-MDP) a G- bakterii (lipopolysacharid-
LPS), jako inertni induktor byl pouzit PBS.

Prabéh zanétlivé reakce po indukci byl sledovan ve
¢tyfech Casovych bodech - 24 h a 48 h (iniciace zanétlivé
reakce), 72 h a 168 h (rezoluce zanétlivé reakce). Pritokovou
cytometrii byl zjistén celkovy pocet bunck, podil
neutrofilnich granulocytl (neutrofill), podil apoptotickych a
nekrotickych neutrofilti. Prib&éh zanétlivé reakce se lisil
v zavislosti na pouzitém induktoru. Po indukci PBS bylo
zjisténo vyrazné zvySeni apoptotickych neutrofild b&hem
iniciace zanétlivé reakce, b&hem rezoluce pak snizovani
podilu apoptotickych neutrofild. Po indukci MDP a LPS byl
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prubéh zanétlivé reakce charakteristicky pozvolnym
nartstem podilu apoptotickych neutrofill, zanétliva reakce
méla tedy delsi dobu trvani.

Z vysledkt studie je zfejmé, Ze bakteridlni toxiny,
MDP a LPS, vyrazné prodluzuji dobu trvani akutniho zanétu.
Zdravi mlécné 7zlazy zavisi na rychlém odstranéni
apoptotickych neutrofil makrofagy a navratu postizené
tkané do pavodniho stavu. Proto by latky modulujici
apoptozu nemély byt opomijeny pii studiu zanétlivé reakce
organismu.

Tato prdce vznikla za financni podpory vyzkumného zaméru
MZE 0002716201.

PREPARATION OF WELL DEFINED SILICA
NANOPARTICLES AND THEIR ENCAPSULATION
VIA IN-SITU EMULSION/MINIEMULSION
POLYMERIZATION

MARIAN LEHOCKY

Institute of Physics and Materials Engineering, Faculty of
Technology, Tomas Bata University in Zlin, Nad Stranémi
4511, 760 05 Zlin

lehocky@post.cz

The importance and advantages of monodispersed
nanometer-sized particles were shown not only in the scientific
field, but also in various industrial applications, e.g. catalysts,
pigments, pharmacy, etc. Of these particles, SiO, nanoparticles
are used to make electronic substrates, thin film substrates,
electrical insulators, thermal insulators humidity sensors, etc.
The properties of amorphous silica of high specific surface
area, from the smallest colloidal particles to macroscopic gels,
depend largely on the chemistry of the surface of the solid
phase. This is of practical importance in the technology of
cracking catalysts, mineral processing, ceramics and
adsorbents. It is also directly involved in the manufacture and
use of siliceous fillers and thickening agents in organic
systems including paints, inks, elastomers, and lubricating
greases. Within the last decade, a much clearer picture of the
nature of siliceous surfaces has been obtained, and new
products based on chemical modifications of these surfaces
have been developed. Nevertheless, the knowledge of
chemical functionalities on the silica nanoparticle surfaces is
still poor and has not been fully described.

The prepared/commercial silica nanoparticles were
modified and encapsulated by in situ emulsion/miniemulsion
polymerization of poly(styrene) in order to obtain hybrid
organic/inorganic nanocomposites. The innovation of this
process is made by use of SPM as a co-surfactant during the

polymerization.
In this work, the chemical surface composition,
wettability, porosity, and thermal properties, of silica

nanoparticles were investigated prior to the preparation of the
nanocomposites. The characterization during different stages
of process such as nanoparticles activation, surface
modification, and encapsulation with polystyrene was accessed
by FT-IR spectroscopy, TEM and SEM.
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ACTIVATION OF CASPASE-12 IN LYTIC OR
APOPTOTIC CELLS INFECTED BY VACCINIA
VIRUS RECOMBINANTS

JANA LISKOVA, MARTINA SPISAKOVA, MARIE
KALBACOVA, and ZORA MELKOVA

Institute of Immunology and Microbiology, 1st Medical
Faculty of Charles University, Prague, Czech Republic
Jjanefox@biolog.cz

Vaccinia virus (VV) infection of most cell types
induces a lysis of the cell that is considered equivalent to
necrosis. However, we have previously observed that VV
infection of two epithelial cell lines, HeLa G and BSC-40,
increased activation and activity of caspases, compared to
mock-infected cells. Despite of the lytic character of
infection, these effects were prevented by simultaneous
expression of Bcl-2 by VV. Expression of Bcl-2 decreased
also cleavage of a death substrate cytokeratin-18 in HeLa G
cells, while it increased its levels in BSC-40 cells as it
induced their apoptosis by an unknown mechanism. We have
further observed that expression of Bcl-2 by VV induced
changes in levels of free calcium in cytoplasm as well as in
organelles. Therefore, we have focused on activation of
caspase-12 and the role of calpain during VV infection and
in Bcel-2-induced apoptosis.

We infected several cell lines with recombinant
vaccinia viruses expressing Bcl-2 or control genes luciferase
or chloramphenicol acetyltransferase (CAT) in the presence
or absence of two different inhibitors of calpain (calpain
inhibitor V and calpastatin peptide). Then we analyzed the
samples by western blotting using antibodies against
caspase-12, several death substrates as well as against
spectrin alpha-IL, a specific substrate of calpain.

Our results show that pro-caspase-12 is cleaved into a
fragment corresponding to the size of an active caspase-12
during VV infection in BSC-40, HeLa G and 143TK(-) cells.
Simulateneously, the cleavage of spectrin alpha-II was
observed in VV infected cells. Inhibition of calpain activity
by calpastatin peptide or calpain inhibitor V (0.2 and 2 puM)
somewhat increased levels of active caspase-12 and
decreased cleavage of spectrin alpha-II. The effects of
calpain inhibitors on levels of other death substrates like
PARP or cytokeratin-18 are currently being analyzed.

SYNTEZA A VLASTNOSTI RACEMICKYCH
A OPTICKY CISTYCH AZAHELICENU

JIRI MISEK?", FILIP TEPLY", IRENA G. STARA™,
MILOS TICHY?, DAVID SAMAN?,
IVANA CISAROVA" a IVO STARY*"

“Ustav organické chemie a biochemie, AV CR, Flemingovo n.
2, 166 10 Praha 6. “Katedra anorganické chemie, Karlova
Univerzita, Albertov 2030, 128 40 Praha 2
misek@uochb.cas.cz
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Azaheliceny jsou helikalné chirdlni slouceniny,
skladajici se z ortho-anelovanych benzenovych a
pyridinovych kruhti. Jejich unikatni topologie a elektronické
vlastnosti by mohly vést k fadé aplikaci v enantioselektivni
katalyze, molekularni elektronice, chirdlnim rozpoznavani
apod. Dosud vsak chbi jednoducha a obecna metoda piipravy
azahelicent'. Z t&chto diivodd jsme vyvinuli novou metodu
syntézy azahelicenl, ktera je =zaloZzena na [2+2+2]
cyklotrimerizaci®, vychdzi z jednoduchych stavebnich bloki
a umoziuje pfipravit fadu jinak nedostupnych izomert.
Piikladem je syntéza 1-aza[6]helicenu 4 (Schéma 1).

Konfigura¢né stabilni hexacyklické derivaty byly
roz§tépeny na enantiomery a byla urcena jejich racemizacni
bariéra. Schopnost koordinovat piechodné kovy byla
demonstrovana pripravou stiibrnych komplexd, jejichz
struktura byla potvrzena rentgenostrukturni analyzou (napf.
komplex (P,P)-5 viz. Obr. 1.). Dale byla zjisténa vysoka
protonova afinita u vétSiny piipravenych sloucenin.

Dalsi komplexacni studie, méteni bazicit v roztoku
a pouziti opticky aktivnich azahelicenovych derivati v asy-
metrické katalyze bude dale zkoumano.

Schéma 1.
Obr. 1.
Podporovéno  Grantovou  agenturou CR  (reg. ¢

203/07/1664), Ministerstvem priumysiu a obchodu/Zentiva
(reg. ¢. FI-IM/073) a Ministerstvem Skolstvi, mladeze a
telovychovy (Vyzkumné centrum: Biomolekuly a komplexni
molekularnt systéemy, LCO5AS57).
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DEGRADACE PCB V ROSTLINNYCH BUNKACH
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Metabolismus xenobiotik u rostlin 1ze obecné délit do
ttech fazi. Aktivaéni (1. faze), zahrnuje procesy oxidace,
redukce nebo hydrolyzy xenobiotika. Této faze se ucastni
nékolik enzymovych systémi, jsou to hlavné systémy
monooxygenas  (oxidas) scytochromem P-450 jako
terminalni oxidasou a peroxidasy. Ve druhé fazi (konjugacni)
se reaktivni skupiny xenobiotik spojuji s funkénimi
skupinami endogennich molekul (napf. sacharidy, glutathion,
aminokyseliny) za iCasti transferas. Ve 3. fazi jsou rozpustné
nefytotoxické konjugaty ukladany do vakuol. Funkce a
mechanismus plsobeni rostlinnych enzymd pfi transformaci
xenobiotik  vSak nejsou doposud zcela dostateéné
prostudovany. Peroxidasy hraji dalezitou roli v celém
metabolismu rostliny, kde se ucastni fady fysiologickych
funkei'.

S cilem objasnit funkci rostlinnych peroxidas rtiznych
druhtt pfi transformaci polychlorovanych bifenylti byly
izolovany surové bunétné extrakty z Nicotiana tabacum
(tabak virginsky), Armoracia rusticana (kien selsky) a
Solanum nigrum (lilek Cerny). Surové enzymové extrakty
byly castecné purifikovany siranem amonnym do 20-80 %
nasyceni a nasledné odsoleny. Preparaty kultur Solanum
nigrum a Nicotiana tabacum byly pouzity pro reakce in vitro
s individualnimi kongenery polychlorovanych bifenylt.
Uginnost pfemény se u obou rostlinnych druht ligila, zarovei
se projevila riznd ucéinnost piemény vuci strukturné
odlisnym kongenerim. Nejvyssi konverze byla u obou dvou
druhti analyzovana u 4-chlorbifenylu (PCB3), téméi 80 %
ptvodni koncentrace (10 pmol/l). Dihydroxy-2,5- dichlorbi-
fenyl byl identifikovan metodou GC-MS jako produkt reakce
peroxidasy kultury Nicotiana tabacum s 2,5-dichlorbi-
fenylem (PCB9). Naproti tomu produkty reakce peroxidasy
kultury Solanum nigrum se stejnou slouceninou byly 2-
chlorbifenyl, trichlorbifenyly a hydroxybenzoové kyseliny.

Béhem kultivace tkanové kultury Nicotiana tabacum
s polychlorovanymi bifenyly byly po nativni elektroforese
pozorovany zmény v isoenzymovém sloZeni peroxidasy.
Nekteré isoenzymy byly pfitomnosti PCB inhibovany,
u nékterych se naopak aktivita zvysila. Specifickd aktivita
peroxidasy v 10. dnu kultivace s PCB byla sedmkrat vyssi
nez u kontroly (bez PCB).

Pii kultivaci kultury Nicotiana tabacum s PCB-9 v pii-
tomnosti inhibitoru peroxidas, propylgalatu, byla degradace
PCB-9 méné uc¢innad (o 10 %) nez bez inhibitoru. Dveé
separované isoenzymové frakce kultury Nicotiana tabacum
prokazaly stejnou uéinnost transformace PCB-3.

Tato studie ukazala, ze rostlinné peroxidasy jsou
schopné metabolizovat PCB na hydroxylované derivaty
polychlorovanych bifenylt.

Autori dekuji grantové podpore MSMT 1P05745ME a MSMT
Centrum I1M06030.
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PROTEIN p53 ZASTAVUJE PROLIFERACI
A INDUKUJE DIFERENCIACI v-MYB
TRANSFORMOVANYCH MONOBLASTU
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Protein p53 je transkripcni faktor znamy pro svij
zasadni vliv na regulaci bunééné proliferace, programované
bunécné smrti a diferenciace. V této praci jsme exprimovali
exogenni p53 v bunkach linie ptac¢ich monoblastt BM2
transformovanych onkogenem v-myb viru ptaci myeloblasto-
zy (AMV). Prokéazali jsme, ze buinky BM2 produkuji
mutantni endogenni protein p53. Protoze mutantni formy p53
mohou tvofit s p53 wt neaktivni tetramery a pisobit tak jako
dominantné negativni inhibitory funkce p53 wt', exprimovali
jsme v buitkdich BM2 ¢DNA koédujici lidsky protein p53.
Tento protein se na mutantni kufeci protein p53 nevaze
a tetramery s nim netvoriZ.

Ukazali jsme, ze i pfes velmi nizkou sekvencni
homologii ptaciho a lidského proteinu p53 (53 %) je lidsky
protein p53 v buitkkdich BM2 funkéni: zastavil proliferaci
BM2 ve fazi G2 bunéfného cyklu a mirné snizil jejich
viabilitu (20 %). Buniky exprimujici p53 také vykazovaly
zvySenou produkci reaktivnich kyslikovych radikalda, coz
jsme prokazali NBT testem a testem chemiluminiscence,
zvySenou  aktivitu  nespecifickych  esteras, snizené
intracelularni pH a zmény exprese povrchovych markert.
Vsechny tyto znaky svéd¢i pro to, ze lidsky pS53 vyvolal
diferenciaci monoblasti BM2 do stadia monocytd. Zatimco
protein p53 si udrzel schopnost ovliviiovat diferenciaci
buné¢k BM2, schopnost vyvolat apoptézu jsme neprokazali.
Absence apoptdzy u bunck BM2 exprimujicich lidsky p53
patrné souvisi s nedostate¢nou schopnosti tohoto proteinu
aktivovat expresi genu bhax, coz jsme prokazali
transaktivacnimi testy. NaSe vysledky ukazuji, Ze i vyrazné
mezidruhové strukturni rozdily nemusi eliminovat funkci
dalezitych proteini. [ kdyz lidsky protein p53 ztratil
schopnost indukce programované bunééné smrti v BM2
bunkach, jeho schopnost regulace proliferace a diferenciace
byla i v téchto podminkach zachovana a to dokonce za
ptitomnosti funkéniho onkoproteinu v-Myb.

Tato prace byla sponzorovina grantem 301/06/0036 Granto-
vé agentury Ceské republiky a grantem MSM0021622415
Ministerstva Skolstvi, mladeze a télovychovy cCeské republiky.
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IZOLACE A CHARAKTERIZACE
ANTIlV!IKROBIALNl’CH PEPTIDU Z LAREV
MASARKY Neobellieria bullata
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Stale klesajici ucinnost dosud vyvinutych antibiotik stavi
do popiedi mikrobiologickych vyzkumt hledani novych latek s
antimikrobialnim u¢inkem, naptiklad na bazi kratkych peptidd.
Jako zdroj izolace takovych peptidii jsme vybrali organismus,
ktery cCasto pfichazi do stfetu s bakterialnimi infekcemi —
masatku Neobellieria bullata.

Indukci  antibakteridlnich peptidi  jsme provadéli
bakteridlnim pathogenem Escherichia coli v larvalnim stadiu
tohoto organismu. Po né€kolika hodinové inkubaci byla ziskana
hemolymfa, ze které byly postupnou centrifugaci a riznymi dru-
hy sréZeni izolovany nizkomolekularni peptidy. Tyto peptidy
byly dale déleny chromatografickymi metodami (RP-HPLC,
adsorbéni a ionexovou chromatografii) na jednotlivé frakce.
Identifikace a charakterizace téchto frakei byla provadéna
metodami SDS-PAGE, hmotnostni spektrometrii a N-termindlni
sekvenaci. Konecnym krokem bylo porovnani zjisténych
sekvenci s databazemi peptidi. Antimikrobialni aktivita frakci
ziskanych po purifikacnich krocich byla testovana dvéma
metodami. Pro prvotni screening byla pouzita difuzni metoda,
v niz se hodnoti praméry zén vytvotenych v disledku inhibice
ristu mikroorganismu. Tato metoda umoziiuje jednoduchym
zpusobem a s velmi malym mnozstvim testované latky vytadit
neaktivni frakce. Cely prib¢h rlstu mikroorganismu a zdznam
potencialniho antimikrobialniho ué¢inku ziskanych peptidovych
frakci byl sledovan na pfistroji BIOSCREEN C. Ten kromé
kontinualniho sledovani ristu po dobu nékolika hodin umoziuje
i provedeni pokusu v nékolika paralelach. Na zakladé méfeni je
mozné i statistické kvantitativni vyhodnoceni inhibice, a to
porovnanim tzv. specifické ristové rychlosti a maximalni
rychlosti testovaciho mikroorganismu. Jako testovaci modelové
mikroorganismy byly vybrany obavané pathogeny, zastupci
gramnegativnich bakterii - Escherichia coli a Pseudomonas
aeruginosa, grampozitivni zastupce - Staphylococcus aureus.

Z vysledkl je zfejma inhibiCni aktivita né€kolika frakci
ziskanych po methanolovém srazeni a RP-HPLC, které byly
identifikovany v hemolymf¢ indukovanych larev, zatimco
v neindukovanych larvach se tyto frakce nevyskytovaly. Jedna
z frakei (M13) v koncentraci cca 1000 pgml! stoprocentnd
inhibovala rist Pseudomonas aeuruginosa, zatimco dalsi frakce
M14 inhibovala S aureus i E. coli a v ptipadé¢ M15 byla inhibice
rstu detekovana pouze u Staphyloccus aureus. Pozdgji byly tyto
frakce identifikovany jako sapeciny A a C. Uginné koncentrace
vySe uvedenych frakci se fadové shodovaly skoncentracemi
komer¢nich antibiotik (vankomycin, kanamycin).

Prace na tomto projektu byla sponzorovana granty GACR
203/05/0832 a grantem FRVS 1676 G4/ 2007.
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OXIDACNI POSKOZENI PROTEINU PRI STARNUTI
LISTU TABAKU (Nicotiana tabacum L.)
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Volné radikdly produkované pii aerobni respiraci
zpusobuji oxidacni poskozeni, které se s pfibyvajicim vékem
kumuluje, a je tak pfi¢inou starnuti a smrti. Ter¢em pusobeni
volnych radikald jsou zékladni bunécéné slozky — lipidy,
proteiny a nukleové kyseliny. Nejéastéjsim produktem
oxidace proteini jsou slouceniny s karbonylovou skupinou,
aldehydy a ketony, vznikajici na fetézcich aminokyselin.
Proteiny se 1i§i v citlivosti na poskozeni volnymi radikaly.
Senescence je také regulovand fytohormony, napf.
cytokininy, které jsou povazovany za inhibitory senescence.

Sledovaly jsme zmény obsahu cytosolickych proteind,
jejich oxidacéni poskozeni, jakym zpiisobem je ovlivnéno
oxida¢ni poSkozeni cytosolickych proteinti cytokininy a zda
lze nalézt korelaci mezi oxidaénim poSkozenim proteinQ
anastupem senescence listu. K pokusim jsme pouzily
rostliny tabaku (Nicotina tabacum L.), jak kontrolni, tak
transgenni rostliny s pozménénou koncentraci cytokinind.

V pribéhu senescence listil tabdku dochazi ke zménam
obsahu cytosolickych proteinti. Pomoci spektrofotometric-
kych metod a SDS-elektroforézy jsme zjistily, ze celkovy
obsah cytosolickych proteinti klesa v listech v zavislosti na
jejich starnuti. Nejvice proteinlt obsahuji mladé listy,
nejméné staré listy tabaku. Nejvice proteinti obsahuji
v rostlinné buiice chloroplasty, a tak je pfirozené, ze se
starnutim klesé i velikost a pocet téchto organel. Zastoupeni
jednotlivych proteinii se vSak v zavislosti na stafi méni.
Koncentrace vétSiny cytosolickych proteini v listech v zavis-
losti na stari klesa, ale mohou se vyskytovat i proteiny, které
jsou v senescenci syntetizovany. V nasem piipadé takovymto
proteinem byl cytosolicky protein o velikosti 66 kDa.
Kontrolni rostliny obsahovaly v mladych listech vice
proteinti, nez transgenni rostliny, ve starych listech byl ale
tento pomér obraceny. To pravdépodobné souvisi
s omlazenim listd transgennich rostlin v disledku zvySené
syntézy cytokinini. Tyto vysledky se shoduji i se
zpomalenou degradaci chlorofylu.

Béhem pfirozené senescence listii tabaku dochazi také
k naristu  celkového obsahu oxidaéné poskozenych
cytosolickych proteinti. Oxidacni poskozeni proteind jsme
méfily pomoci DNPH vazajiciho se na karbonylové skupiny
a jejich obsah jsme stanovily spektrofotometricky jako
koncentraci vzniklého dinitrofenylhydrazonu. Vysledky
ukézaly, ze prubéh koncentrace oxidovanych proteini ma
charakter signalu pro spusténi senescence. V nejstarSich
listech nebylo nejvice oxidovanych proteind, protoze uz
v nich dochazelo kjejich odbourdvani, tzn. uz v nich
probihala senescence. Transgenni rostliny vykazovaly
obdobné hodnoty, jako kontrolni rostliny. Proto se zda, Ze
metabolismus oxidovanych proteinti je pravdépodobné fizen
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nezavisle na hladiné cytokinind a souvisi pouze s vékem
listu.

Tyto vysledky jsou soucasti grantového projektu financova-
ného GA CR (& 522/03/0312).

STIMULACE NEUTROFILNICH GRANULOCYTU
LIPOPOLYSACHARIDEM JE SPOJENA

S FOSFORYLACI REGULACNI PODJEDNOTKY
p47phox NADPH OXIDASY

KATERINA OKENKOVA™", ROMAN KONOPKA*™",
a LUKAS KUBALA®

“Biofyzikalni uistav AV CR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno;
bPﬁrodovédeckdfakulta MU, Kotlarska 2, 611 37 Brno

Oxidativni ~ vzplanuti ~ fagocytti,  charakteristické
intenzivni produkci volnych kyslikovych radikala, je
indukovéano fadou prozanétlivych mediatori. Za zvysSenou
produkci volnych radikald je zodpovédna NADPH oxidasa.
Béhem stimulace fagocyti dochazi k aktivaci jednotlivych
podjednotek NADPH oxidasy spojenych s jejich fosforylaci
a zménou lokalizace vazbou na membranu fagozému, presny
mechanismus stimulace vSak neni znam. Proto jsme se
zaméfili na lipopolysacharidem indukovanou aktivaci
NADPH oxidasy v lidskych neutrofilnich granulocytech
amysich makrofazich RAW 264.7. Oxidativni vzplanuti
bylo detekovano luminolem-amplifikovanou chemiluminis-
cenci s pouzitim riznych aktivatori -opsonizovaného
zymosanu (OZP), forbol myristat acetatu (PMA), kalciového
ionoforu (Cal) a bakterialniho peptidu N-formylmethionyl-
leucyl-fenylalaninu ~ (FMLP), spoustéjicich  oxidativni
vzplanuti  odliSnymi  mechanismy. Byla sledovana
fosforylace klicové podjednotky NADPH oxidasy p47phox a
vliv inhibitort ERK1/2 a p38 kinas na lipopolysacharidem
indukovanou forforylaci p47phox. Lipopolysacharidem
indukovana stimulace byla zjisténa jak u lidskych
neutrofilnich granulocytli, tak mySich makrofagh RAW
2647 a byla rovnéz spojend s vyraznym zesilenim
oxidativniho vzplanuti - toto zesileni bylo rozdilné u
jednotlivych aktivatort. Stimulace fagocytti korelovala se
zvySenim fosforylace p47phox, ktera byla ovlivnéna
inhibitory vybranych kinas. Vysledky prokazaly, ze
stimulace fagocyti lipopolysacharidem, vedouci ke zvyseni
oxidativniho vzplanuti, je spojena s fosforylaci regula¢ni
podjednotky p47phox.

OVER-EXPRESSION OF HUMAN ASPARTYL
(ASPARIGINYL) p-HYDROXYLASE IN LEUKEMIA

EVA OTAHALOVA®, MICHAEL S. LEBOWITZ",
and HOSSEIN A. GHANBARI®

“Institute of Hematology and Blood Transfusion,
U Nemocnice 1, 128 20 Prague; bPanacea Pharmaceuticals,
Inc., 207 Perry Parkway, Gaithersburg, MD 20877, USA
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Human aspartyl (aspariginyl) B-hydroxylase (HAAH)
has been established as an excellent biomarker for cancer
diagnosis based on its biochemical and cellular properties
and known biological function. The enzyme normally
catalyzes a protein modification, the B-hydroxylation of
aspartyl and/or asparaginyl residues found in EGF-like
domains of blood clotting factors, proteins of the
extracellular matrix and various cellular signaling proteins'.
Increased HAAH expression has been detected at the protein
and mRNA levels specifically in tumor cells. Over-
expression of HAAH results in its translocation to the
cellular surface® where it is a potential target for antibody-
based cancer therapy.

By immunohistochemical staining we identified HAAH
over expression in more than 20 different types of cancer,
including leukemias. HAAH was not detected to an
appreciable extent in normal tissues including non-cancerous
(benign) proliferative disorders. We identified the HAAH
protein by ELISA and Western blotting in the serum of
cancer patients. The protein was undetectable in sera from
non-diseased individuals and thus serum protein levels of
HAAH are diagnostic for cancer. To detect HAAH at the
mRNA level we developed a quantitative real-time
polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis. Treatment of
cancer cells with anti-HAAH monoclonal antibodies (anti-
HAAH mAbs) in vitro lead to the loss of malignant
phenotype - proliferation, motility and invasiveness.

We found increased expression of the HAAH transcript
(~5-fold and ~10-fold) in leukocytes from patients with both
chronic myelogenous leukemia (CML) and acute
myelogenous leukemia (AML) respectively. In case of AML
we studied HAAH as a possible marker to diagnose and
monitor disease treatment as well as minimal residual
disease. In the case of CML we have proven HAAH to be a
suitable tool for the determination of responders and non-
responders to Imatinib therapy prior to the initiation of
treatment. For this purpose we have developed a clinically
proven assay to follow HAAH transcript changes caused by
the presence of Imatinib. Furthermore we studied influence
of anti-HAAH mAbs on primary cells driven from patients
with AML and CML.

We proved HAAH to be a suitable tool for the
determination of likely response to Imatinib during CML
treatment. HAAH may also be helpful in AML monitoring.
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VYUZITI a-GLYKOPYRANOSYLP,ROPENﬁ
PRO STEREOSELEKTIVNI SYNTEZU
(1—3)-C-DISACHARIDU

KAMIL PARKAN a LADISLAV KNIEZO
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parkank@vscht.cz

V poslednich letech je vénovano velké usili nalezeni
novych syntetickych cest sméfujicich k C-disacharidim,
analoglim  piirodnich  disacharidd' a  potencialnim
inhibitorim glykosidas a glykosyltransferas. Spojeni dvou
monosacharidii pfes methylenovy mistek, kterym se C-
disacharady 1i$i od pfirodnich disacharidd, zptsobuje jejich
rezistenci jak ke kyselé, tak i enzymatické hydrolyze.

Potencidlem nami navrzené syntézy je moznost
ptipravit ze snadno dostupnych a-glykopyranosylpropenti I s
vysokou stereoselektivitou az ¢tyfi diastereomerni (1—3) C
disacharidy, ve kterych je pfislusny o-glykopyranosylovy
nebo B-glykopyranosylovy zbytek vazany ptes methylenovy
mistek s 2,3-dideoxy arabino-hexopyranosou v D nebo L
konfiguraci.
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Vychozi a-glykopyranosylpropen I byl ozonolyzou
snadno transformovan na chranény o glykopyranosyl-
acetaldehyd II, ktery jednoduchou epimerizaci poskytl p-
glykopyranosylacetaldehyd III. Z obou aldehyda II a III byly
po WittigovE reakci a nasledné enantioselektivni cykloadiéni
reakci®  ziskdny Gisté  stereoisomery  substituovaného
dihydropyranu, které ve dvou dalSich krocich poskytly Cisté
C-disacharidy IV a V, resp. VI a VIL.

Prace byla provedena v ramci reSeni vyzkumného zaméru
MSMT ¢. 6046137305.

LITERATURA

1. Dondoni A., Marra A.: Chem. Rev. 104, 2557 (2004).

2. Vich O., Knieo L., Dvotakovéa H., Raich I. Valenta S.:
Collect. Czech. Chem. Commun. 70, 2086 (2005).

MAPOVANI STRUKTURY INTERAKTOMU
PROTEINU 14-3-3 ZA POMOCI
BIOKONJUGACNICH TECHNIK A HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRIE
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Proteiny 14-3-3 tvoii Sirokou rodinu eukaryotickych,
dimerickych proteint, které se podileji na regulaci mnoha
bunénych procest, mj. reguluji signalni drahy nebo
apoptozu, interakei s klientnimi molekulami prostfednictvim
fosfoserinového/fosfotreoninového  vazebného  motivu.
Vazebna schopnost proteinti 14-3-3 je zcela zavisld na
dimerické struktufe, kterd je in vivo regulovana cilenou
fosforylaci aminokyselin nachazejicich se na rozhrani
dimeru. Cilem této prace byla validace experimentalnich
a teoretickych modeld'? struktury proteinu 14-3-3 pomoci
progresivni metody chemickych modifikaénich ¢inidel
v kombinaci s analyzou ziskanych kovalentnich aduktt
technikou hmotnostni spektrometrie.

Nejprve byly provedeny optimalizaéni experimenty pro
sitovaci reakci s ¢inidlem EDC (1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimid), které vytvaii spojeni
blizkych lysinovych zbytki a N-
-konce, s C-koncem nebo postrannimi aminokyselinovymi
fetézci kyseliny asparagové a glutamové. Nejlepsi podminky
byly nalezeny na =zékladé vyhodnoceni 1D elektro-
foreogrami a produkty téchto reakci byly charakterizovany
na peptidové urovni po proteolyze v gelu hmotnostni
spektrometrii.  Stejny postup byl pouzit také pro
biokonjugaéni reakce s bifunkénimi sitovacimi ¢inidly DSG
(N-hydroxysukcinimidyl glutarat) a DSS (N-hydroxy-
sukcinimidyl suberat) vytvarejici vazby mezi prostorové
priblizenymi lysinovymi zbytky. Kromé pfirozeného,
rekombinantniho proteinu 14-3-3zeta byla za stejnych
podminek biokonjugacnich reakci suvedenymi Cinidly
studovéana také struktura mutovaného 14-3-3zeta se zaménou
serinu na pozici 58, ktery je jednim z in vivo regulacnich
mist. Vysledky z 1D elektroforeogramii ukazuji, ze mutant
Ser(58)Asp neni schopen vytvafet dimery, a potvrzuji tak
kritickou ulohu tohoto zbytku pro katalytickou aktivitu
proteinu 14-3-3. Tento mutant byl také pouzivan ve vSech
biokonjugacnich  experimentech pro porovnani miry
interakce podjednotek proteinu 14-3-3 v riznych reakénich
podminkach.

Hmotnostni analyzou (MALDI-TOF; LC-FTMS -
z angl. Liquid Chromatography Fourier Transformation Mass
Spectrometry) byly identifikovany intramolekularni a
intermolekularni mistky v molekule proteinu 14-3-3zeta. Dle
naSich vysledkd je N-terminalni oblast jedné podjednotky
prostorové vice pfiblizend k helixu D druhé monomerni
jednotky, oproti krystalografickému modelu®.

Obdobnym pfiistupem je vna$i laboratofi studovana
také interakce proteinu 14-3-3 s regulacni doménou tyrosin
hydroxylasy, ktera byla popsana jako jeden z viibec prvnich
reakénich partnerti proteind 14-3-3.

Tato prace byla finanéné podporovana grantem GA
CR(303/06/0928), instituciondlnim zamérem AV0Z50200510
a vyzkumnym centrem MSMT Lc545.
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VYUZITI PIEZOELEKTRICKYCH BIOSENZORU KE
STANOVENI IMUNOGLOBULINU
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Méfeni piezoelektrickymi biosenzory patii k perspek-
tivnim metoddm v oblasti imunodetekci. Pfi konstrukci
piezoelektrickych biosenzorti se vyuzivd standardni QCM
(Quartz Crystal Microbalance), na jejichz zlatou elektrodu se
kovalentn¢ imobilizuje antigen pfislusny ke stanovované
protilatce. Diky piezoelektrickému jevu se vazba protilatky
na antigen projevi fyzikalné méfitelnou veli¢inou — zménou
frekvence kmitani. Velkou vyhodou pouzité metody je
absence potieby jakéhokoliv znaCeni ¢i pouziti sekundarni
protilatky. Sledovani vazby protilatky na antigen probiha
vredlném case a zvazebnych kiivek je mozno vypocitat
zakladni kinetické konstanty. Tyto biosensory byly pouzity
k modelové detekci specifickych protilatek pfi probihajici
tularemické infekci u laboratornich mysi BALB/c a také
k vybéru a charakterizaci monoklonalnich protilatek v ramci
jejich pfipravy.

Na QCM zlatou elektrodu, modifikovanou cysteaminem,
byl pomoci glutardialdehydu véazdn antigen pfipraveny
mrazicim cyklem z mikroorganismu Francisella tularensis
LVS. Jako méfeny vzorek poslouzily mysi séra nakazenych
tularémii (IMS) inokulaci davky LDsy, normalni mysi séra
(NMC) a jako kontrola séra z mysi, do nichz byl inokulovan
mikroorganismus E. coli (CMS). Béhem pétiminutového
nanaSeni séra v plnopritoéné cele bylo mozno detekovat
protilatky ~ vIMS tifeti den po inokulaci na hlading
vyznamnosti 0,95 (t-test, n=3) signalem 75 Hz, od patého dne
na hladiné vyznamnosti 0,99 signalem ptes 80 Hz.

Pro charakterizaci monoklondalnich protilatek (mAb)
specifickych proti F. tularensis byl pouzit senzor
s lipopolysacharidovou (LPS) frakci antigenu pfipraveného
extrakci v EDTA — Tris-HCI pufru z F. tularensis a pro tcely
negativni kontroly z Escherichia coli a Bacillus subtilis.
Timto zplsobem byly testovany kinetické parametry a speci-
fita experimentalné pfipravené mAb. Rovnovazna konstanta
K, afinitni reakce pro protilatku 4H3BD3 byla stanovena
7049216207, pticemz disociacni konstanta reakce k, Cinila
0,0064440,00026 s Negativni kontrola ziskana z biosen-
zoru s imobilizovanym LPS z E. coli nebo B. subtilis byla
méné nez 0,5 % oproti signalu z biosenzoru s LPS z F.
tularensis. Byl rovnéz sestaven graf pro piepocet signalii na
titr ziskany metodou ELISA.

Analyza imunoglobulini jak v klinické, tak v techno-
logické oblasti je v soucasnosti mozna jen s pomoci slozitych
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a materialné naroénych metod. Pouziti piezoelektrickych
biosenzori poukazuje na moznost vyuziti jednoduché
aparatury v kombinaci s méfenim nendronym na reagencie.

FLUQRESCEN(“:Nj SENZORY PRO ANIONY
A ZPUSOBY ZVYSENI JEJICH CITLIVOSTI

RADEK POHL® a PAVEL ANZENBACHER Jr."

“Ustav organické chemie a biochemie, A VCR F lemingovo ndm.
2, 166 10 Praha 6; bCenter - for Photochemical Science, Bowling
Green State University, Bowling Green, Ohio 434 03, USA
pohl@uochb.cas.cz

Vyvoj citlivych  senzorli pro aniony zlstava stale
vyzvou pro chemiky. Hlavnim divodem je fakt, ze anorga-
nické aniony, na rozdil od anorganickych kationt, vykazuji
riznou geometrii, zna¢nou delokalizaci naboje a solvataci,
a nasledkem toho je vazani aniond na senzor méné ucinné.
Senzory zalozené na zméné fluorescence vyvolané vazbou
anionu na senzor jsou zvlasté atraktivni, protoze jsou velmi
citlivé pii malé koncentraci analytu. Celkovou odezvu
senzoru na ptitomnost anionu Ize zlepsit bud’ zvysenim afini-
ty senzor-anion nebo prostfednictvim citlivéjsiho prenosu
signalu. Prvni pfistup znamena Casto slozitou nékolikastup-
novou syntézu cilového senzoru a ztratu odezvy v redlném
case z diivodu pomalé disociace komplexu senzor-anion.

V nasem piispévku' jsme se zaméfili na zvyseni
citlivosti jiz znamého fluorescenéniho senzoru pro aniony —
DPQ** (2,3-di(1H-2-pyrrolyl)chinoxalinu). Prvnim pfistu-
pem je piipojeni chromoforu, ktery je vhodny pro resonanéni
pfenos excitaéni energie, na pivodni DPQ senzor. Druhym
pfistupem je pfipojeni konjugovaného chromoforu na
puvodni senzor, coz umoziuje delokalizaci excitovaného
stavu konjugovaného systému. Oba pfistupy umoziuji zvysit
citlivost modifikovanych DPQ senzorti, coz umoziuje
pouzivat tyto senzory v n€kolikanasobné mensim mnozstvi
nez puvodni DPQ senzor a snizit detekéni limit pro nékteré
aniony.

LITERATURA

1. Pohl R., Aldakov D., Kubat P., Jursikova K., Marquez
M., Anzenbacher P. Jr.: Chem. Commun. 2004, 1282.

2. Black C. B., Andrioletti B., Try A. C., Ruiperez C.,
Sessler J. L.: J. Am. Chem. Soc. /21, 10438 (1999).

3. Anzenbacher P. Jr., Try A. C., Miyaji H., Jursikova K.,
Lynch V. M., Marquez M., Sessler J. L.: J. Am. Chem.
Soc. 122, 10268 (2000).

NOVE MOZNOSTI PYRIMIDINOVYCH
ACYKLICKYCH FOSFONATU V PROTINADOROVE
CHEMOTERAPII: SYNTEZY POTENCIALNICH
MULTISUBSTRATOVYCH INHIBITORU
THYMIDINFOSFORYLASY

KAREL POMEISL, ANTONIN HOLY,
IVAN VOTRUBA a RADEK POHL
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Acyklické nukleosidové fosfonaty (ANP) predstavuji
vyznamné slouceniny z hlediska jejich farmakologického
vyuziti, nebot” se vyznacuji Sirokou Skalou biologickych
aktivit' napf. proti nékterym DNA-virim a retrovirim. V
souCasnosti se nas§ vyzkum zaméfuje také na syntézy
katabolicky stalych pyrimidinovych ANP derivatd, které jsou
navrhovany jako nové typy potencidlnich multisubstratovych
inhibitoréi thymidinfosforylasy”®. JelikoZ tento enzym plni
dilezitou roli v procesu angiogenese, mohly by v budoucnu
nalézt tyto slouceniny uplatnéni napf. v protinadorové

chemoterapii.
o
oy
OH

Obr. 1

V této studii jsme navrhli n¢kolik typl pyrimidinovych
ANP slou€enin, u kterych jsme soucasné sledovali jejich
inhibi¢ni aktivitu vici thymidinfosforylase. Na zaklade¢
biochemickych vysledki jsme se dale pokusili modifikovat
jejich struktury s cilem ovlivnit inhibi¢ni u¢inek v rtiznych
smérech, abychom tak 1épe porozuméli jejich vztahu
k struktufe enzymu. V mnoha pfipadech byla a stale je tato
snaha povzbuzovana i vyvojem takovych syntetickych
postupti, které se vyznacuji svoji jednoduchosti (napft.
fluorace ANP slougenin®’, cross-coupling reakce atd.) &
nizkou  toxicitou produkti  zplisobenou toxickymi
necistotami.

Tato studie byla podporovéina grantem GA CR (Centrum
Nova antivirotika a antineoplasmatika (IM0508), Evropské
Unie (Descartes Prize HPAW-CT-2002-9001) a Gilead
Sciences (Foster City, CA, USA).
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Cytokinins are plant hormones, which play important
role in plant development. Their level in plant tissues is
controlled by the enzyme cytokinin dehydrogenase (CKX,
EC 1.5.99.12)". According to older reports®, some yeast and
mammalian enzymes can cleave a cytokinin (or its
derivative) to hypoxanthine and an amine derived from the
N6 side-chain. We are searching for enzymes involved in
such an alternative pathway of the cytokinin degradation that
may be acting in plants and possibly also cleaving cytokinin-
derived drugs in human cells®. Of this class of enzymes,
bacterial adenine deaminase (ADE, EC 3.5.4.2; deamination
of adenine to hypoxanthine and ammonia) was recently the
first to have the crystal structure solved*, but no structure of
eukaryotic adenine deaminase is available yet. On the amino
acid sequence level, ADEs found in lower eukaryotes, such
as Ascomycetes®, show higher degree of similarity with
human adenosine deaminase (EC 3.5.4.4), which is being
intensely studied for their participation in many diseases,
than with prokaryotic enzymes.

Hence, yeast adenine deaminases SPBC1198.02
(Schizosaccharomyces pombe) and AAH1 (Saccharomyces
cerevisiae) were chosen for the study due to their less
complex genetic origin and partial amino acid sequence
similarity to plant and animal enzymes. Full gene sequences
that contain no introns were amplified by PCR from DNA of
the yeasts, cloned into pDRIVE vector and replicated in E.
coli TOP10 cells. Restriction analysis followed by sequence
analysis confirmed correctness of the inserts. The genes were
then cloned into pET101/D-TOPO expression vector under
IPTG inducible promoter. The vector also facilitated the
fusion of C-termini of the recombinant proteins to V5
epitope domain and 6xHis tag. The proteins produced in E.
coli BL21 Star™(DE3) cells were detected in the cell extract
by Western blotting with the antibody against the V5 epitope
and purified by one step affinity chromatography on Ni-
NTA. Optimum conditions for activity assay using UV
monitoring of the substrate/product concentrations were
found and specific activities and K, values determined for
both enzymes. Cytokinin degradation was observed only for
the S. pombe enzyme. Large scale preparations of the
enzymes for crystallographic trials are under way.

Supported by the grants MSM 6198959216 and GACR
522/06/0022.
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SYNTE;A A VLASTNOSTI OLIGOMERNICH
DERIVATU TETRATHIAFULVALENU §
TRIPTYCENOVYM JADREM

JIRI RYBACEK™”, PETR HOLY?, JIRI ZAVADA?,
KRISTINE KILSA” a MOGENS B. NIELSEN"

@ Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Fi lemingovo 2,
166 10 Praha 6; ® Dept Chemistry, University of Copenhagen,
Universitetsparken 5, DK-2100 Copenhagen &, Denmark

Tetrathiafulvalen (TTF) pfedstavuje elektronové
bohatou  strukturni  jednotku  hojné  vyuzivanou
v materidlovém inZenyrstvi ¢i supramolekularni chemii'. Za
svou popularitu vdééi TTF nejen vyborné syntetické
dostupnosti mnoha jeho derivatl, ale piedev§im svym
redoxnim vlastnostem. Lze jej totiz snadno oxidovat ve dvou
zpravidla vratnych jednoelektronovych krocich nejprve na
radikal-kation a posléze na dikation. Za tucelem studia
vzdjemného vlivu TTF jednotek rliznym zplsobem
rozlozenych v prostoru byla pfipravena série oligomernich (1
az 12 TTF jednotek) derivatli s geometricky vyhodnym
triptycenovym jadrem, ptiklad je na obrazku.
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Bis-, tetrakis- a hexakis(brommethyl)triptyceny se substituc-
nim motivem ftalové ¢i tereftalové kyseliny byly pfipraveny
jednoduchym sledem reakei (esterifikace, redukce a zaména
hydroxylu za brom) z pfislusnych triptycenkarboxylovych
kyselin, jejichz syntéza byla jiz dfive vypracovana v nasi
skuping”. Nésledné byly témito reaktivnimi halogenderivaty
alkylovany mono- a dithioldty odvozené od piislusnych
tetrathiafulvalen-2,3,6,7-tetrathiold. Elektrochemickymi
a spektroelektrochemickymi méfenimi byl studovan vztah
mezi polohou pilvinnych potenciald a absorpénich maxim
oxidovanych ¢astic a poctem a prostorovym uspoiadanim
TTF jednotek.

Autori dékuji za finanéni podporu GA CR (203/03/0087)
a Danich Research Agency (grant #2111-04-0018).
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VYUZITI TRIPTYQENKARBOXYLOYYCH ]
KYSELIN K SYNTEZE OLIGOMERNICH DERIVATU
1,4-DITHIAFULVENU
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Tetrathiafulvalen je snadno oxidovatelny elektronovy
donor, ktery nasel diky svym uzite¢nym vlastnostem Siroké
uplatndni v materidlové a  supramolekuldrni  chemii'.
Rozsifeni konjugace pomoci olefinické, acetylenické nebo
aromatické spojky vedlo k fadé derivati s optimalizovanymi
vlastnostmi®. Triptycenkarboxylové kyseliny® piedstavuji
rigidni stavebni bloky, které jsou snadno dostupné ve dvou
reakénich krocich ze substituovanych anthracend a ukazaly
se jako vhodné intermediaty pro syntézu fady funkénich
derivatl triptycenu.

Fischerovou esterifikaci pfipravené estery lze snadno
zredukovat uc¢inkem LiAlH, na hydroxymethyltriptyceny a
ty pak parcialni oxidaci (pisobenim PCC nebo Swernovou
oxidaci) prevést na odpovidajici aldehydy. Wittigovou nebo
Wittigovou-Hornerovou* reakei takto pfipravenych aldehydi
s fosfoniovou soli II nebo obdobnym fosfonatem byla
pfipravena  fada triptycenem  rozSifenych  derivatu
tetrathiafulvalenu (pfiklad je wuveden v nasledujicim
schématu).
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Elektrochemicka méfeni ukazala, Ze u vSech
ptipravenych latek dochazi k dvéma nevratnym oxida¢nim
krokim. Pfipravené latky by v budoucnu mohly najit
uplatnéni v supramolekularni chemii pfi tvorbé komplexd.
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CHIRALNI] MESO-SUBSTITUCE
CALIX[4|PYRROLOVYCH MAKROCYKLU
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Slouceniny, ve kterych je aktivni struktura (farmakofor,
chromofor, aj.) spojena svektorem typu peptidového,
oligonukletidového, & sacharidového' segmentu, vzbuzuji
stale vétsi zajem. Pouziti chirdlniho polarniho vektoru
odvozeného od struktury sacharidu pifeduruje takovou
supramolekularni strukturu jako mozny prostiedek pro
molekularni rozpoznavani v polarnim (napf. vodném)
prostiedi. Podobné slouceniny, odvozené od porfyrinu, jsou
diky svym unikatnim vlastnostem studovany mimo jiné i
jako senzibilizatory pro fotodynamickou terapii ¢i pro silné
interakce s DNA a nukleotidy®.

Cilem prace je konstrukce konjugatli se spojenim
porfyrin-sacharid 1, ve kterych je cukerny skelet pfipojen
k makrocyklu v meso poloze pomoci C-C vazby, ktera je na
rozdil od klasické O-glykosidové vazby odolna wvici
hydrolytickému, potazmo enzymovému S§tépeni. Kromé toho
jsou studovany i meso-1,1-binaftylové calix[4]fyriny 2, které
mohou slouzit pro selektivni rozpoznavani sacharidd, ale i
oligosacharidl v roztocich’.

V neposledni fadé se podafilo pfipravit meso-C-
»glykosylované® calix[4]pyrroly 3. Ty maji diky flexibilité
pyrrolového jadra schopnost ptizpuisobit se komplexovanému
ligandu. Jejich spojeni s chirdlnimi sacharidy mize pozitivné
ovlivnit selektivitu komplexanich reakci a zvysit
rozpustnost téchto latek v polarnich systémech. VSechny
latky jsou dale studovany.

R
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Prace byla provedena v ramci resSeni vyzkumného zameéru
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VLIV HNOJENI DUSiKEM A FOSFOREM NA
OBSAH OLEJE A MASTNYCH KYSELIN
U SLUNECNICE ROCNI (Helianthus annus L.)

PETR SKARPA

Ustav agrochemie, pridoznalstvi, mikrobiologie a vyZivy
rostlin, Agronomicka fakulta, Mendelova zemédélska

a lesnicka univerzita v Brné, Zemédelska 1, 613 00 Brno
pskarpa@seznam.cz

Dusik a fosfor se fadi mezi makrobiogenni ziviny,
ovliviiujici fadu metabolickych déji v rostlinném organismu.
Dusik se podili zejména na proteosyntéze, je soucasti
pyrimidinovych a purinovych bazi dulezitych k tvorbé
nukleovych kyselin. Tvoii dulezitou slozku chlorofylu,
zasahuje do metabolismu vitamint i dalSich biokatalytickych
latek. Fosfor je piedevS$im soucasti fosfolipidd,
fosforylovanych sacharidii a peptidd, nukleovych kyselin,
adenylatt (NAD', NADP") a sloucenin ADP, ATP. Jeho
podil na metabolickych procesech souvisi s pfenosem
signald, vyuzitim a pfeménou energie. Ob¢ tyto ziviny maji
vyznamnou souvislost s metabolismem rostlinnych enzymd,
dalezitych v biochemii lipidového metabolismu, které
katalyzuji reakce od acetylkoenzymu A az k vyslednym
produktim. Nejcastéj$imi rostlinnymi lipidy jsou estery
glycerolu a mastnych kyselin.

Cilem experimentu bylo zjistit vliv dusiku a fosforu na
obsah oleje vnazkach sluneénice a na tvorbu mastnych
kyselin nasycenych (kyselina palmitova 1 a stearova 2) a
nenasycenych (kyselina palmitoolejova 3, olejova 4, linolova
5 a linoleova 6).

1 0 2 0

HO CH
g
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Experiment byl zalozen vysetim slunecnice odridy
Jazzy formou nadobového pokusu ve 4 variantach (1.
kontrola, 2. N v davce 1g/nadoba, 3. N v davce 1g/nadoba +
P na trovni 81 mgkg"' a 4. N vdavce lg/nadoba + P na
trovni 116 mg.kg"' zeminy). V pribshu vegetace byly var.
2-4 dohnojeny dusikem v davce 1g /nadoba. Po sklizni byl
stanoven v nazkach celkovy obsah oleje (Twiselmann) a
obsah mastnych kyselin (plynova chromatografie).
Z vysledku je patrné statisticky vysoce prukazné (P< 0,01)
navyseni obsahu oleje oproti kontrole (51,8 % olejnatost),
které se projevilo u vSech variant hnojenych dusikem (v
pruméru o vice nez 6 % rel.). Vliv P na olejnatost nebyla
prokadzana. Obsah mastnych kyselin se pohyboval v rozmezi:
kys. palmitova 6,2-6,3 %, kys. stearova 3,4-3,7 %, kys.
palmitoolejova 0,06-0,07 %, kys. olejova 15,4-16,1 %, kys.
linolova 74,1-74,4 % a kys. linoleova 0,12-0,13 %. Aplikace
zivin se pozitivné projevila pouze u kyseliny olejové. Jeji
obsah se u 2. a 3. varianty zvysil o vice nez 2 %, u varianty 4
témet o 4,5 %. Avsak ani u jedné ze sledovanych kyselin
nebyla zjisténa vlivem hnojeni signifikantni (P< 0,05) zména
v jejich obsahu.

VLIV UV ZARENI NA BIOQHEMICKE PROJEVY
APOPTOZY NEUTROFILNICH GRANULOCYTU
KRVE

PETR SLAMA™", ZBYSEK SLADEK™"
a DUSAN RYSANEK"

“Ustav morfologie, fyziologie a genetiky zvifat, MZLU v Brné,
Zemédélskd 1, 613 00, Brno, *Oddéleni imunologie, Vyzkumny
ustav veterinarniho lékarstvi, Hudcova 70, 621 32 Brno
xslama@node.mendelu.cz

UV zéfeni je obecné povazovano za induktor apoptdzy
bungk. Ke specifickym znakiim apoptozy patii biochemické
zmény, které jsou nejcastéji realizované na cytoplazmatické
membrané a v jadte. Biochemické zmény, ke kterym dochazi
pfi apoptéze na cytoplazmatické membrané, zahrnuji
translokaci fosfatidylserinu. Fosfatidylserin je zakladni
slozkou cytoplazmatické membrany, je umistény na jeji
vnitini strané. K translokaci fosfatidylserinu z vnitini strany
cytoplazmatické membrany na jeji povrch dochazi v ¢asném
stadiu  apoptdzy. Tento d&j umozfiuje rozpoznani
apoptotickych buné¢k makrofagy a jejich nasledné odstranéni
fagocytdzou. Annexin-V je pfirozenym ligandem
fosfatidylserinu a pokud je konjugovan s FITC (fluorescein
isothiocyanate), lze detekovat bunky podIéhajici ¢asnému
stadiu apoptozy.

Cilem prace bylo stanoveni vlivu UV zafeni na
biochemické projevy apoptézy neutrofilnich granulocytl
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(neutrofild) krve in vitro. Vzorky krve byly na 30 minut
vystaveny ucinkim UV zéfeni (germicidni lampa, 30 W, ve
vzdalenosti 500 mm) a poté inkubovany jednu hodinu a ¢tyfi
hodiny pii 37 °C a 5 % atmosféry CO,. Pro studium
apoptdzy byla pouzita pritokova cytometrie. Apoptotické
neutrofily byly detekovany po piedchozim simultannim
barveni Annexinem-V (FITC) a propidium jodidem.

Byl zjistén statisticky vysoce vyznamny rozdil
(P<0,01) v podilu apoptotickych neutrofili mezi kontrolnimi
vzorky a vzorky ovlivnénymi UV zéfenim. Po jedné hodiné
inkubace bylo zaznamenano u kontrolnich vzorkd 11,1 % a
po ctyfech hodinach inkubace 16,1 % apoptotickych
neutrofilti. U pokusnych vzorkd (UV zafeni) bylo zjisténo po
jedné hodiné inkubace 24,1 % a po ctyfech hodinach
inkubace 30,3 % apoptotickych neutrofild.

Jak je zvysledkl patrné, UV zafeni je spolehlivym
induktorem apoptézy bovinnich neutrofild krve vin vitro
podminkach. Po expozici neutrofili UV zafeni doslo
piiblizné¢ k dvojnasobnému zvySeni podilu apoptotickych
neutrofilti oproti kontrolnim vzorktim.

Tato prdce vznikla za financni podpory vyzkumného zaméru
MZE 0002716201.

POUZITI VINYL NONAFLATU A VINYL TRIFLATU
PRI Pd-KATALYZOVANE ALKOXYKARBONYLACI
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V soucasné dobé¢ je velka pozornost vénovana pouziti
vinyl triflatd pro Pd-katalyzované reakce (napf. Heckova
reakce, Suzukiho ¢i Sonogashiriiv coupling). Jejich vyhodou
je snadna pfiprava z karbonylovych sloucenin (napt. reakci
s anhydridem kyseliny trifluoromethansulfonové v pfitom-
nosti baze).

5T
- P sl

R'= CgH,,, resp. CH(CH,)OBz R?=F,C-SO,

R*= COOMe R® = F,C-F,C-F,C-F,C-SO,
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Nevyhodou je nestabilita ¢inidla na vzduchu. Proto se
zajem obraci k ¢inidlu, které je stabilnéjsi, méné tékavé a
jehoz derivaty jsou velmi dobrou odstupujici skupinou —
nonafluorobutansulfonylfluoridu'.

Triflatova 1 nonaflatovd skupina jsou vhodnymi
substraty pro Pd-katalyzovanou inserci oxidu uhelnatého za
vzniku alkoxykarbonylovych slougenin'?. Uvedena metodika
bylo vyzkouSena na Sa-cholestan-3-onu a (20R)-3-0xo0-5p-
pregnan-20-yl benzoatu: 3-oxo skupina téchto ketont byla
pfevedena na vinyl nonaflat, resp. vinyl triflat. V ptispévku
budou diskutovany rGzné syntetické a stereochemické
aspekty uvedenych syntéz. Popsané reakce predstavuji
vhodny zpusob piipravy steroidnich derivati s hydrofilnim,
metabolicky stabilnim substituentem v poloze 3, které jsou
allosterickymi inhibitory neuronovych receptord’.

Prace byla provedena v ramci vyzkumného zdmeéru
ZA 055 0506, za podpory grantu GA AV I444055305.
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NAHLEDNUTI DO STRUKTURY A FUNKCE
LEKTINU RS20L Z BAKTERIALNIHO
FYTOPATOGENU Ralstonia solanacearum
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Lektiny jsou proteiny neimunitniho ptvodu, které
aglutinuji buniky a precipituji glykokonjugaty. Tyto lektiny
specificky rozpoznavaji cukerné zbytky obsazené na povrchu
bunécnych stén a membran, a tak méni fyziologii ovliviujici
aglutinaci, mitozu a dalsi biochemické zmény v burice. Jejich
specifita je obvykle definovana monosacharidy a oligosacha-
ridy, které jsou tak i nejlepSimi inhibitory. Zajem o studium
lektinti spociva v jejich Siroké paleté vlastnosti a potencial-
nich aplikaci (zemé&dé&lstvi, farmakologie, imunologie, 1é¢ba
rakovinového bujeni atd.).

Ralstonia solanacearum je Dbakteridlni fytopatogen
zpusobujici hnilobnd onemocnéni mnoha ekonomicky
vyznamnych zemédélskych plodin, jako jsou napriklad
brambory, rajcata, lilek, banany, tabdk a mnoho dalSich.
Nejvétsim problémem je, Ze proti tomuto patogennimu
mikroorganismu doposud nebyla objevena G¢inna terapie
aani nebyla vySlechténa dostate¢né rezistentni odruda
hospodaiskych plodin.
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Rostlinné a zivoCisné patogeny vyuZzivaji protein-
sacharidovych interakci ke strategii rozpoznavani a invazi do
hostitele. Hlavnim smyslem studie je porozuméni
molekuldrnim mechanismiim, které umoziluji patogenni
bakterii takto napadat, kolonizovat a ovliviiovat
fyziopatologii jejich hostitele. Takovéto studie mohou
napomoci k vytvotreni koncepce U€inného boje proti témto
patogennim agens.

Dle naSich dosavadnich znalosti, bakterie R.
solanacearum produkuje tfi rozpustné lektiny (RSL, RSIIL
a RS20L). RSL (MW 9900 Da) jevi cukernou specifitu k L-
fukose” a astednou sekvenéni homologii s lektinem AAL
zhouby Aleuria aurantia®. RS-IIL (MW 11601 Da)* se
podobé strukturou i vlastnostmi lektinu PA-IIL z bakterie
Pseudomonas aeruginosa, ktera je lidskym podminénym
patogenem. Lii se viak cukernou specifitou®. Posledni z této
trojice je lektin RS20L (MW 19906 Da), ktery vykazuje
vazebnou schopnost k L-fukose, D-manose a D-xylose.

Tato prace popisuje strukturu a funkéni vlastnosti
RS20L. Tento lektin nema sekvencni homologii s zadnou
doposud znamou aminokyselinovou sekvenci. Prestoze
vyfeseni krystalové struktury naznacilo vysokou strukturni
podobnost s zivo¢isSnymi galektiny, RS20L D-galaktosu
Nerozpoznava.

Dalsi funkéni studie pomoci povrchové plazmonové
rezonance (SPR) a mikrokalorimetrickych metod umoznily
charakterizovat vazebné vlastnosti (afinita, kinetika reakce) a
termodynamické parametry.

Tato prace byla podporovana Ministerstvem Skolstvi (MSM
0021622413) a Grantovou agenturou CR (204/03/H016).
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PROTEOMICKA A PEPTIDOMICKA
CHARAKTERIZACE KLINICKY VYZNAMNYCH
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SPEKTROMETRI{
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MARTIN ZABKA" a VLADIMIR HAVLiCEK"

“Prirodovédeckd fakulta UK, Katedra biochemie, Albertov
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Negativni ptisobeni houbovych plisni na zdravi ¢loveka
zahrnuje alergie, infekéni nemoci a mykotoxikozy. Alergie
nepiiznivé ovliviluji Zivot vice jak 20 % populace, systémové
mykotické infekce jsou vaznym problémem imunokom-
promitovanych  pacientt po transplantacich a po
chemoterapiich. Hlavni cestou priniku houbovych plisni do
lidského organismu je tvorba spor a jejich Sifeni vzduchem.

Cilem prace je nalezeni specifickych biomarkert
patogenicity kmenti sporulujicich vlaknitych hub se
zaméfenim na kmenoveé specifické peptidové sekundarni
metabolity ¢i proteinové makromolekuly na povrchu spor.
Kromé jejich identifikace a charakterizace je testovana jejich
imunomodulacni aktivita.

Studovany jsou jak patogenni, tak nepatogenni kmeny
sporulyjicich vlaknitych hub rodin Aspergillus, Beauveria,
Emericella, Paecilomyces, Phoma, Pseudalescheria, Stachy-
botrys a Trichothecium. Kromé pifimé analyzy celych
houbovych spér pomoci MALDI-TOF ¢i extraktl spor meto-
dou hmotnostni spektrometrie ve spojeni s HPLC (s cilem
hledani a optimalizace podminek pfipravy vzorku s aplikaci
pro rychlou vySetiovaci metodu) jsme pouzili vétSinu
dostupnych proteomickych piistupi (1D nebo 2D
elektroforéza, enzymové $t€peni proteinové skvrny v gelu,
charakterizace vzniklé peptidové smési MALDI-TOF nebo
LC-MS/MS analyzou — zangl. Liquid Chromatography
Tandem Mass Spectrometry - s vyslednou identifikaci
proteinu) pro nalezeni proteind, jejichz pfitomnost ¢i absence
relevantné odliSuje klinicky patogenni kmeny vlaknitych
hub.

Vétsina testovanych druhii poskytuje reprodukovatelné
pomérné jednoducha ale specifickh MALDI-TOF spektra
v nizkém i vysokém rozsahu hodnot m/z a tak nabizi moznost
vyuziti pro metodu rychlého rozliSeni a identifikace kment
vlaknitych hub. Detailni LC-MS/MS analyzou extraktd spor
piibuznych kmenii Beauveria a Paecilomyces byl popsan
a charakterizovan novy cyklicky peptid.

Proteomickd analyza studovanych kmenu byla diky
absenci genomovych databazi vétSiny studovanych kment
uspésna pouze LC-MS/MS analyzou. Ta poskytla velmi
zajimavé vysledky predev$im pro studovany a klinicky
vyznamny  kmen  houby  Aspergillus.  Pfitomnost
identifikovanych proteint (hydrofobin, superoxid dismutasa
[Cu-Zn] a hemolysin) nejen odlisuje jednotlivé kmeny rodiny
Aspergillus dle historie vzorku (pivodu) a tedy potencialni
patogenicity, ale je i relevantni z pohledu mozné virulence
pozitivnich kmenti a jejich interakce v téle hostitele.
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Rychlost, nizky detekéni limit a vysoka specificnost
metody identifikujici patogenni kmen jsou zdkladni kameny
pro usp&nou lécbu pacientd ¢i zjisténi kontaminace
potravin, a hmotnostni spektrometrie jako analytickd metoda
spliluje vSechny tyto pozadavky.

Tato prace byla finanéné podporovana grantem GA
CR(203/05/P575), instituciondlnim zamérem AV0Z50200510
a vyzkumnym centrem MSMT Lc545.

JAK POZNAME ROSTLINU VHODNOU PRO
FYTOREMEDIACI PROSTREDI ZNECISTENEHO
TEZKYMI KOVY?
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Vysledky studii mechanismt detoxikace a metabolismu
toxickych tézkych kovil prispivaji nejen k lepSimu pochopeni
zékladnich biologickych mechanismiti probihajicich v zivych
organismech, ale také ke tvorbé novych biotechnologickych
postupii a zafizeni. Nedavno byly objeveny rostlinné druhy,
které jsou schopny tézké kovy akumulovat bez viditelné
deprese a zpomaleni rustu. Této schopnosti je mozné
vyuzivat praveé u fytoremediaci, ktera je definovana jako uziti
zelenych rostlin k pfesunu, akumulaci nebo odstranovani
kontaminantli z zivotniho prostiedi. Proti piisobeni tézkych
kovii ptisobi v rostliné hned nékolik riznych mechanismu,
ale zda se, ze tim nejdilezitéjSim je syntéza latek bohatych
na cystein, predevs§im glutathionu a fytochelatind. Tyto
polypeptidy maji zakladni strukturu (y-Glu-Cys),-Gly, kde se
dipeptidicka repetice glutamové kyseliny a cysteinu (y-Glu-
Cys) mize opakovat 2 az 11krat (nejcastéji 2-5krat).

Piedpoklada se, ze rostliny, které maji veétsi schopnost
akumulace tézkych kovi, jsou schopny syntetizovat vyssi
mnoZstvi obrannych thiolovych slougenin'?. Proto jsme se
vnasi praci zaméfili na navrZzeni vhodnych technik pro
posouzeni  schopnosti  rostlin  fytoremediovat  pidu
zneCisténou tézkymi kovy pomoci detekce thiolovych latek.
Pro tyto tucely jsme nejdiive vyuzili techniku zvanou
Brdickova reakce. Pouzité bunééné suspenzni kultury
tabakovych bunék BY-2 a explantatové kultury embryi
smrku rGznych klonl byly vystaveny koncentracim
kademnatych a olovnatych iontti od 10 po 1 000 pM. Zjistili
jsme, ze se embryondlni kultury vyznauji vyrazné vyssi
odolnosti vuci tézkym kovim.

Dale jsme jako experimentalni model zvolili rostliny
kukuftice, které jsme analyzovali pomoci vysoce ucinné
kapalinové chromatografie s elektrochemickou detekei, kde
byly limity detekce glutathionu a raznych forem
fytochelatinti okolo 1 respektive 10 ng/ml. Rostliny kukufice
byly vystaveny Sesti riznym koncentracim kadmia (50, 100,
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150, 200, 400 a 500 uM) po dobu Sesti dni. Obsah thioll u
vSech ovlivnénych rostlin se vzrustajici koncentraci apliko-
vaného kadmia a dobou expozice vzrista asi o 500—-1800 %
(v porovnani s kontrolou). Na konci expozice byl roven
ptiblizné 1700 ng na gram svézi hmotnosti u nejvyssi
aplikované davky. Zatimco obsah PC, mezi tfetim a ¢tvrtym
dnem expozice dosahl svého maxima a poté se jiz pfili$
neménil. A dale v disledku vyuzivani platinovych derivati
jako efektivnich cytostatik jsme se rozhodli zkoumat vliv
cisplatiny (0, 5, 10, 20, 40, 80 a 160 umol.l'l) na okiehek po
dobu péti dnti. Od tietiho dne dochazi k vyrazné metabolické
zméng, kterd je charakteristickd prudkym poklesem obsahu
volné cisplatiny a vyraznym vzestupem obsahu thiolovych
latek.

V této praci je ukazano, ze citlivé analytické techniky
mohou slouzit jako nastroje pro charakterizaci rdznych
rostlinnych druhd s ohledem na jejich vyuziti ve
fytoremediacich.

Prdce na tomto projektu byla podporovina granty: GA CR
522/07/0692 a 1M06030.
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MECHANISM OF GENOTOXICITY OF THE
ENVIRONMENTAL POLLUTANT
3-NITROBENZANTHRONE AND ITS METABOLITE
3-AMINOBENZANTHRONE
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“Department of Biochemistry, Charles University, 128 40
Prague 2; bstitute of Cancer Research, Sutton, Surrey SM2
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3-Nitrobenzanthrone (3-NBA) is a suspected human
carcinogen identified in diesel exhaust and air pollution. The
main metabolite of 3-NBA, 3-aminobenzanthrone (3-ABA)
has been found in urine samples of salt mine workers
occupationally exposed to diesel emissions, demonstrating
that human exposure to 3-NBA in diesel emissions can be
significant and is detectable. 3-NBA is carcinogenic in rats,
causing lung tumours after intratracheal instillation and is
also an exceptionally potent mutagen. We identified the
phase I and II enzymes, which are responsible for 3-NBA
genotoxicity, participating in activation of 3-NBA and 3-
ABA. Among the phase I enzymes, the most of the reductive
activation of 3-NBA to form DNA adducts in vitro is
attributable to NAD(P)H:quinone oxidoreductase (NQO1),
while  N,O-acetyltransferases (NATs), followed by
sulfotransferases SULT1A1 and 1A2, are the major phase II
enzymes activating 3-NBA. 3-ABA is oxidatively activated,
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predominantly by human hepatic CYP1A1 and 1A2, to form
the same DNA adducts as 3-NBA. Kinetics of 3-NBA
reduction by NQO1 and that of 3-ABA oxidation by
microsomal CYP enzymes was studied in detail. 3-ABA,
found to be the main metabolite of 3-NBA in human, is the
final reductive metabolite of this carcinogen formed also in
vitro, by 3-NBA reduction with NQO1. 3-ABA is oxidized to
N-OH-3-ABA derivative, which is responsible for formation
of the DNA adducts. Structures of three major adducts were
identified as 2-(2’-deoxyadenosin-N6-yl)-3-aminobenzan-
throne, N-(2’-deoxyguanosin-N2-yl)-3-aminobenzanthrone
and N-(2’-deoxyguanosin-8-yl)-3-aminobenzanthrone. To
evaluate the importance of hepatic cytosolic enzymes in
relation to microsomal NADPH:cytochrome P450 (CYP)
reductase (CPR) in the activation of 3-NBA in vivo, we
treated hepatic CPR-null and wild-type C57BL/6 mice with
3-NBA. 3-NBA is predominately activated by cytosolic
nitroreductases (NQO1) rather than microsomal CPR. In the
case of 3-ABA, CYP1A1/2 enzymes are essential for the
oxidative activation of 3-ABA in livers.

Supported  GACR  (303/05/2195)
(MSM0021620808).

and MSMT CR

CHARAKTERIZACE RHIZOSFERNICH BAKTERII
KRENU SELSKEHO Vv PUDE KONTAMINOVANE
POLYCHLOROVANYMI BIFENYLY
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Polychlorované bifenyly (PCB) jsou organické
slouceniny obecné¢ho vzorce Ci,H;oCl,. Do 80. let byly
PCB syntetizovany ve velkém mnozstvi. Kdyz se zjistilo, ze
se akumuluji v Zivotnim prostfedi a mohou mit negativni vliv
na lidské zdravi, byla jejich produkce zastavena. Protoze
chemické ¢i fyzikdlni metody odstrafiovani téchto latek
z zivotniho prostiedi jsou velmi nakladné, pozornost se
soustied'uje k fytoremediaci — vyuziti konsorcii rostlin
ajejich rhizosférnich bakterii pro degradaci. Rostliny
uvoliuji do pidy organické latky, které podporuji bakterie
odbouravajici organické kontaminanty; rhizosféra se tak
stavda dokonalym prostfedim pro mikrobialni degradaci
polutantu (rhizoremediace).

Jako modelovy systém pro izolaci a naslednou
charakterizaci bakterii degradujicich PCB jsme pouzili kfen
selsky (dArmoracia rusticana) a jeho rhizosférni bakterie.
Protoze interakce mezi rostlinou a jejimi rhizosférnimi
bakteriemi jsou ovlivnény celou fadou biologickych a abio-
tickych podminek (napf. stres zpusobeny ristem rostliny
v kontaminované pud¢€), byly rostliny oSetfovany roztoky
brassinosteroid — fytohormontl, které napomahaji rostliné
piekonavat stres. Rhizosférni bakterie byly izolovany
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kultivaci na mineradlnim médiu s bifenylem jako jedinym
zdrojem uhliku a poté podrobeny analyze ribosomalnich
proteint s vyuzitim MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.
Touto metodou je mozné identifikovat bakterie na urovni
rodu, druhu i kmenu. Protoze dosud nejsou pfistupné
databaze s témito spektry, byla spektra izolovanych bakterii
porovnavana se spektry v literatufe jiz popsanych degradéri
PCB (Burkholderia xenovorans 1B400, Comamonas
testosteroni B356, Pseudomonas pseudoalcaligenes JABI
adalsi) a metoda porovnavani spekter rovnéz slouzila
k monitorovani kvalitativnich zmén v mikrofldte. Zadny
z doposud popsanych degradéri PCB nebyl detekovan.

Izolované bakterie byly testovany na pfitomnost bphA I
genu (gen kodujici prvni enzym bifenylového operonu —
drahy, kterou bakterie vyuzivaji pro degradaci PCB). Gram
negativni nefermentujici bakterie byly identifikovany pomoci
sady NEFERMtest 24 (Lachema, CR). Tato metoda se ale
ukazala pro tyto ucely jako nevhodna, a proto se pfistoupilo
k identifikaci (pfip. klasifikaci) pomoci sekvenace gent
kédujicich 16S rRNA. Spektra identifikovanych bakterii pak
poslouzi k vytvoreni knihovny, kterd umozni do budoucna
podstatné jednodussi, levnéjsi a rychlejsi identifikaci bakterii
degradujicich PCB.

Tato prdce byla podporovina projekty MSMOC-111 Cost
859, MSMT Grant NPVII 2B06156, GACR 203/06/0563.
ANALYZA TEPLOTNE ZAVISLYCH MUTANTU p53
V LIDSKYCH NADOROVYCH BUNKACH H1299
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Nadorovy supresor p53 je sekvenéné specificky
transkripéni faktor, ktery v odpovéd na bunény stres
transaktivuje své cilové geny a podili se tak na kontrole
bunécného cyklu, regulaci apoptdzy a oprav DNA. U vice
nez poloviny lidskych nddorti byly nalezeny mutace v genu
p53. Nejcastéjsi jsou bodové mutace a to predevsim
v centralni doméné p53, kterd odpovida za sekvencné
specifickou vazbu na DNA. Tyto mutace maji za nasledek
ztratu schopnosti proteinu p53 vazat se na DNA v
promotorech cilovych gent a tim aktivovat jejich transkripci.

Mutace v genu p53 lze detekovat riznymi metodami,
naptiklad funkéni analyzou separovanych alel v kvasinkach
(,,functional analysis of separated alleles in yeast“ —
FASAY), ktera vyuziva schopnosti lidského proteinu p53
fungovat i vkvasinkovych bunkdch Saccharomyces
cerevisiae jako transkripéni faktor a nasledné transkripce
reportérského genu ADE2. Na selekénim médiu pak lze
rozlisit bilé kolonie exprimujici standardni p53 a Cervené
kolonie exprimujici mutantni p53. Vyhodou FASAY je, zZe
dokaze odlisit CasteCné inaktivujici mutace p53, napf.



Chem. Listy 101, 425-465 (2007)

teplotné zavislé mutace p53, které zptuisobuji rizové zbarveni
kvasinkovych kolonii.

S vyuzitim metody FASAY jsme shromazdili 23
teplotné zavislych (¢#d) mutaci p53 z rtznych lidskych
nadort. V kvasinkovém expresnim systému jsem studovali
funkéni a konformadni vlastnosti td mutantd p53 vzhledem
ke tfem rtiznym responsibilnim elementim (RE) odvozenym
z promotorovych oblasti cilovych gent p53 (p21, bax, RGC)
ve tfech riznych teplotach (25, 30, 35 °C). Vsechny
analyzované varianty p53 jsme dale pfechodné exprimovali
v lidskych  nadorovych bunkdach H1299 odvozenych
z plicntho  karcinomu. V nich jsme provedli jejich
transaktivacni a konformacni analyzu vzhledem k typu RE
(p21, bax, RGC) ve dvou raznych teplotach (32, 37°C).
Srovnavali jsme vlastnosti #d mutantli p53 v kvasinkovych
a lidskych bunkach.

Zjistili jsme, ze td mutanti p53 se chovaji velmi
podobné jak v lidském, tak i kvasinkovém expresnim
systému. Vykazuji teplotni zavislost a diskriminativni
charakter (tzn. li$i se mirou afinity k riznym RE) v lidskych
i kvasinkovych buinikdch. Analyza v lidskych nadorovych
bunkach H1299 je citlivejsi. Zatimco FASAY hodnoti
transkripéni aktivitu proteind p53 jen podle barevné Skaly
kvasinkovych kolonii, transaktivaéni test v lidskych burnkach
zalozeny na méfeni aktivity luciferasy umoziiuje presnéjsi
stanoveni transaktiva¢nich schopnosti proteind p53. Také
dokdze rozeznat mutanty p53 svysSi transaktivacni
schopnosti nez mé standardni p53.

Podrobné studium rtiznych funkénich variant proteinu
p53 muize pomoci pochopeni procesii a funkce proteinu p53
v nadorovych builkach a navrzeni novych terapeutik
reaktivujicich p53.

Tato prace byla podporena grantem MSM 0021622415.

VYUZITI MONOSUBSTITUOVANYCH FTALOVYCH
KYSELIN PRO URCENI ABSOLUTNI
KONFIGURACE CHIRALNICH ALKOHOLU
POMOCI '"H NMR

JAN VAVRA a LUDVIK STREINZ

Ustav organické chemie a biochemie Akademie véd CR,
Oddéleni prirodnich latek, Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha
vavraj@email.cz, streinz@uochb.cas.cz

Jednokrokovou syntézou bez nutnosti chromatografie
byly pfipraveny arylethylsubstituované ftalové kyseliny,
které byly nasledné pouzity pro derivatizaci sady chiralnich
sekundarnich alkohold' metodou esterifikace s DCC/DMAP.
Byly diskutovany hodnoty rozdili chemickych posuni Ad
v 'H NMR v zavislosti na pfitomném arométu (Ph, 1-Np, 2-
Np). Diky nejvy$sim hodnotdm ve vétSiné ptipada byla pro
dalsi experimenty vybrana kyselina 2-{[1-(2-
naftyl)ethoxy]karbonyl}benzoova. Dale byla zjistovana
korelace mezi absolutni konfiguraci zkoumaného alkoholu a
znaménkem AS piisluSnych diastereomernich vodiki na
zaklad¢  navrzeného  modelu  (nejpravdépodobnéjsi
konformace vypoctena metodou geometrické optimalizace).
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Bylo zjisténo, ze pravidelnosti hodnot A umoziuji pouziti
¢inidla pro stanoveni absolutni konfigurace sekundarnich
alkohold, avsak ukazalo se, Ze rozdily posunt nejsou vyssi
nez napt. u Mosherovy kyseliny. Presto snadna a
ekonomicky dostupnd syntéza bez nutnosti déleni
jednotlivych enantiomert ¢inidla ¢ini tuto kyselinu

zajimavou alternativou.
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Prdce byla podporovina Grantovou agenturou Ceské
republiky (projekt ¢.203/05/2141).

\

SO\
ﬁ\\
N\

LITERATURA
1. SecoJ. M., Quinoa E., Riguera R.: Chem. Rev. 104, 17
(2004).

IZOLACE, PURIFIKACE A CHARAKTERIZACE
NADPH-DEPENDENTNi FENOLHYDROXYLASY
KVASINKY Candida tropicalis PARTICIPUJICI NA
PRVNI FAZI BIODEGRADACE FENOLU
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Pfi biodegradacich dochazi k rozkladu chemickych
latek prostfednictvim metabolického potencialu fady mikro-
organismu. Jednd se obvykle o metody ekonomické a Setrné
k naSemu zivotnimu prostiedi. Kvasinka Candida tropicalis
vykazuje schopnost vyuzivat fenol jako hlavni zdroj uhliku a
energie pro sviyj rast. Nase laboratof pracuje s kmenem Ct2,
ktery byl izolovan z kontaminované pidy na Mostecku.

Na prvnim kroku degradace fenolu, tedy jeho oxidaci
na katechol, participuji jak enzymy mikrosomalni (systém
oxygenas se smisenou funkci a cytochromem P450 jako
terminalni oxidasou), tak cytosolarni. Zde se jedna
o NADPH-dependentni fenolhydroxylasu (EC 1.14.13.7).
Cytosolarni NADPH-dependentni  fenolhydroxylasa je
fenolem indukovana, buiky kultivované v mediu
obsahujicim fenol vykazovaly zvySenou aktivitu tohoto
enzymu.

Izolace NADPH-dependentni fenolhydroxylasy byla
optimalizovana na nasledujici ¢tyfi kroky: chromatografii na
sloupci DEAE-Sepharosy (k eluci proteinit byl pouzit
gradient NaCl), rechromatografii na stejném nosi¢i, frakéni
precipitaci polyethylenglykolem 6000 a gelovou permeacni
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chromatografii na sloupci Sephacrylu S300. Purifikovany
enzym byl Caste¢né charakterizovan. Jednd se o tetramer
o celkové molekulové hmotnosti 240 000. Kinetika
enzymové reakce katalyzované timto enzymem odpovida
reakéni kinetice Michaelise a Mentenové. pH optimum
tohoto enzymu lezi v oblasti pH 7,4-7,6. Ze spektralni
analyzy plyne, ze se jednd o flavinovy enzym. Kvalita
ziskaného enzymového preparatu byla potvrzena pomoci
SDS elektroforézy na polyakrylamidovém gelu (SDS-
PAGE).

Financné podporovino GA CR (grant 303/05/2195
a 104/04/0686) a MSMT CR (grant MSM 0021620808).

MODIFIKACE CASTIC MASON-PFIZEROVA |
OPICIHO VIRU PRO JEJICH TERAPEUTICKE
VYUZITI

IRENA VORA¢I§OVA. PAVEL ULBRICH,
SIMON BEDNAR a TOMAS RUML

Ustav biochemie a mikrobiologie a Centrum aplikované
genomiky, Vysokd skola chemicko-technologicka v Praze,
166 28 Praha 6

V posledni dobé vzrusta pocet studii zabyvajicich se
terapeutickym vyuzitim modifikovanych virovych castic.
Jedna se ptredevs§im o dopravu terapeutickych genli do
specifickych tkani nebo imunoterapie. Vyhoda virovych
vektorl spociva v jejich G¢inné infekci bunek a ve velikosti
nesené DNA ¢i RNA.

Tato prace se zabyva modifikaci ¢astic pfipravenych ze
strukturnich proteini Mason-Pfizerova opi¢iho viru (M-
PMV) a jejich naslednym vyuzitim pro genové terapie ¢i
imunizaci. Jiz diive byl vna$i laboratofi vyvinut vysoce
ucinny in vitro systém tvorby viru podobnych castic ze
strukturniho polyproteinu Gag M-PMV a jeho dele¢nich
mutantl. Tohoto systému bylo vyuzito pii pripravé
modifikovanych ¢astic. Modifikace povrchu ¢astic spocivala
v N-koncovém prodlouzeni strukturniho proteinu specific-
kym peptidem, ktery by Eastice slozené in vitro cilil do
urcitych typt bunck. Pro smérovani castic do specifickych
tkani byly vybrany peptidy, které interaguji s rakovinnymi
bunkami prostaty a s endothelidlnimi bunkami. K imuno-
terapiim byl vybran peptid, ktery je soucasti membranového
antigenu bunék prostaty (PSMA). Castice modifikované
timto peptidem je mozné vyuzit k imunizaci proti rakoviné
prostaty.

Vobou piipadech se nam podafilo pfipravit
modifikované castice. Schopnost peptidi cilit ¢astice do
recipientnich bun¢k, vstup c¢astic do buiky a uvolnéni
neseného terapeutického genu bude sledovana na tkanovych
kulturach. Imunizace pfipravenymi ¢asticemi bude testovana
na mysim modelu.
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