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VYUZITI ZRYCHLENE EXTRAKCE
ROZPOUSTEDLEM PRO STANOVENI ESTERU
KYSELINY FTALOVE A POLYCYKLICKYCH
AROMATICKYCH UHLOVODIKU V PUDACH
A RICNICH SEDIMENTECH

MARTIN ADAM, KAREL VENTURA

Katedra analytické chemie, Fakulta chemicko-technologickd,
Univerzita Pardubice, n. Cs. legii 565, 532 10 Pardubice,
e-mail: Martin.Adam@upce.cz

Pfi analytickém procesu hraje velmi vyznamnou roli pii-
prava vzorku pro analyzu. Tento krok je povazovén za ¢asové
vzorkd je Casto tieba analyt vhodnym zpiisobem izolovat od
pvodni matrice a soucasné jej co moznd nejvice nakoncen-
trovat.

Potieba zvySeni produktivity, sniZeni spotieby organic-
kych rozpoustédel, urychleni extrakce tuhych vzorkd a v ne-
posledni fadé i moznost automatizace vyzadovala vyvinout
nové extrakeni techniky.

Jako velmi perspektivni se jevi zrychlend extrakce roz-
poustédlem, jejiz popis byl publikovdn jako U.S. EPA metoda
3545 — Accelerated Solvent Extraction. V principu se jednd
o proces v systému tuha latka—kapalina, ktery je provadén pri
teplotach nad atmosférickym bodem varu pouzitych rozpous-
tédel a pti vysSich tlacich, jejichz tkolem je udrzet kapalny
stav extrakénich Cinidel. Diky zachovdni kapalného stavu je
tak mozné pouzit prakticky libovolnou smés rozpoustédel.
Cely extrakén{ proces trvd ve srovndni s klasickymi extrakc-
nimi postupy jen nékolik minut pfi minimalizaci objemu
rozpoustédel.

Moznost pouZiti metody zrychlené extrakce rozpoustéd-
lem pro analyzu vzork( Zivotniho prostfedi byla provéfena na
stanoveni obsahu esterti kyseliny ftalové ze vzorkd ptd a fic-
nich sedimentt a polycyklickych aromatickych uhlovodiki ze
vzorkd fi¢nich sedimentti. Extrakce byly provadény na pfistro-
ji FastEx 01, ktery byl ve spoluprdci s Univerzitou Pardubice
vyvinut na Ustavu analytické chemie v Brné a v roce 1998
vyroben v jeho dilnéch.

Jako analytickd koncovka byla zvolena metoda plynové
chromatografie s hmotnostnim detektorem. Analyza extraktd
byla provddéna na piistroji GC 17A s detektorem QP 5050A
(Shimadzu, Japonsko), ktery byl vybaven kapilarni kolonou
DB 5 (30 m x 0,25 wm, tloustka filmu fenylmethylsilikonu
0,25 mm).

Pii extrakci obou uvedenych typt sloucenin (ftaldty a PAH)
bylo dosazeno vysledkl s nizkou hodnotou relativni sméro-
datné odchylky (do 5 %). U vzorkt pfi stanoveni PAH byly
ziskany vysledky srovnatelné s certifikovanym obsahem sle-
dovanych sloucenin. Uvedenych vysledkt bylo dosazeno s niz-
kou spotiebou organickych rozpoustédel a soucasné pri kratké
dobé extrakce, coZ vyhovuje sou¢asnym pozadavkim na zpra-
covani vzorkt pfed vlastni analyzou.

Prdce byla provedena za podpory projektii MSMT C:‘R
(projekt VS-96058), MZP CR (projekt MR/14/95) a GA CR
(projekt 203/99/0044).
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STRUKTURA A FUNKCE RECEPTORU
SPRAZENYCH S G PROTEINY, MAPOVANI
KONTAKTNICH MIST S Go.-PROTEINY

JAROSLAV BLAHOS, MICHAELA HAVLICKOVA

LaboratoF Molekuldrni Fyziologie, 3. LF UK a FgU AV CR,
Ke Karlovu 4, 120 00 Praha 2

Priblizné 1 % sav¢iho genomu kéduje receptory sprazené
s G-proteiny (G-Protein Coupled Receptors — GPCR). Pres
odliSnou primarni strukturu riznych GPCR existuji spolecné
charakteristické znaky jako je sedm a-helixi kiiZujicich bu-
nécnou sténu. Jednotlivé GPCR se daji zaradit do nékolika
rodin. Treti rodinu tvofi metabotropni glutamdtové receptory
(mGlIuR), GABAj receptory, Ca-sensing receptory a dalsi.
Charakteristicky je zde velky extracelularni N-terminus tvofi-
ci vazebné misto pro agonisty. Typicka je také dimerizace.
MGlu receptory a Ca-sensing receptory se vyskytuji v homo-
dimerické formé, GABA receptor je heteromer tvofeny pro-
teiny GB1 a GB2.

Zmapovali jsme casti G-proteint které jsou rozliSovany
mGlu a GABAj receptory. Jednim tsekem je karboxylovy
konec Go-proteinu, predevsim pak ¢tvrtd aminokyselina od
konce'? Dile jsme popsali nové kontaktni misto s GPCR na
Ga-proteinu, které se nachdzi pobliz N-terminu. Navic jsme
potvrdili, Ze stejné jako receptory z prvni a druhé rodiny
GPCR, mGluR rozlisuji oblast Ga-proteinu zvany L9 loop
(oblast mezi B4 a 06)”.

Projekty jeZ jsou zaméiené na studium aktivace GABAy
receptord popisuji principy vazby ligandl extraceluldrn{ ¢asti
receptoru”. Ddle jsme se podileli na studiu procesu heterodi-
merizace® a aktivace G-proteind GABA receptory. Pomoci
mutageneze a heterologni exprese s funkénimi testy byla
odhalena podjednotka GABA receptoru rozliSujici a aktivu-
jici G-proteiny6.
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MODELOVE DIBLOKOVE KOPOLYMERY PEG
S DEGRADOVATELNOU ESTEROVOU VAZBOU

A. BRAUNOVA, M. PECHAR, K. ULBRICH

Ustav makromolekuldrni chemie, Akademie véd Ceské repub-
liky, Heyrovského n. 2, 162 06 Praha 6

Bézné pouzivana protirakovinnd 1éciva setrvavaji v krev-
nim feCisti v disledku své nizké molarni hmotnosti pouze
kratkou dobu a jsou pomérné rychle vylucovdna z organismu
glomeruldrni filtraci. Navdzanim nizkomolekuldrniho 1é¢iva
na makromolekularni nosi¢ je mozné dosahnout sniZeni rych-
losti vylucovani 1éciva z organismu, sniZzeni mnozstvi 1é¢iva,
potiebného k dosazeni terapeutického efektu, a zaroven zvy-
Seni rychlosti ukldddni 1é¢iva v fadé pevnych nddori v disled-
ku EPR (enhanced permeability and retention) efektu. Zvyse-
nd koncentrace 1éciva v nddoru vede ve svém dusledku ke
zvySeni specifity a efektivity 1é¢by. Nami studované dibloko-
vé kopolymery, obsahujici hydrolyticky $tépitelné esterové
a amidické vazby mezi bloky PEG, slouZi jako modely pro
piipravu vysokomolekuldrnich blokovych kopolymert na ba-
zi PEG, umoziujicich prodlouzenou cirkulaci lé¢iva v orga-
nismu a jeho pronikani do nddorové tkané na zdkladé EPR
efektu. Pri pfipravé diblokovych kopolymerl byl monofunkc-
ni PEG (M = 2000) modifikovan alifatickymi dikarboxylovy-
mi kyselinami (malonovd, jantarovd, glutarovd, maleinovd) na
monokarboxylovy polymer, obsahujici esterovou vazbu, ktery
poté kondenzaci s diaminem vytvofil polymer o dvojndsobné
moldrni hmotnosti (M = 4000). Takto pfipravené polymery
byly pouzity pro studium vztahu mezi strukturou a rychlosti
hydrolytické degradace esterové vazby, kterd je soucdsti sek-
vence spojujici dva bloky PEG. Bylo zjisténo, Ze rychlost
hydrolyzy esterové vazby, vzniklé zabudovanim nasycenych
kyselin do spojky mezi bloky, zdvisi na pH prostfedi. V mirné
alkalickém prostiedi (pH 7,4 a 8,0) je rychlost hydrolyzy
znacnd a se vzrustajicim pH roste. Stejné vyznamny je i vliv
struktury spojky. Prodlouzenim pivodni kyseliny o jednu
methylenovou skupinu se zpomaluje rychlost hydrolyzy este-
rové vazby priblizné€ tfikrdt. V oblasti pH 5,5 k hydrolyze
esterové vazby prakticky nedochdzi. Bylo prokdzano, ze pii-
tomnost dvojné vazby v tésném sousedstvi vazby esterové
silné zvysuje jeji schopnost hydrolyzy nejen v alkalické, ale
iv kyselé oblasti pH. Kopolymery na bdzi PEG budou i naddle
studovdny jako vhodné degradabilni nosice kancerostatik pro
1écbu nddorovych onemocnéni v oblasti mocovych cest a za-
zivaciho traktu.

Tento projekt je financovdn Grantovou agenturou Ceské re-
publiky (grant ¢. 307/96/K226).
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REGULACE VAZBY NADOROVEHO SUPRESORU
PROTEINU P53 K CILOVYM SEKVENCIM
V SUPERHELIKALNI DNA

VACLAV BRAZDA, EVA JAGELSKA,
LENKA KARLOVSKA, EMIL PALECEK

Laborator biofyzikdlni chemie a molekuldrni onkologie, Bio-
fyzikdlni vstav AV CR, Krdlovopolskd 135, 612 65 Brno,
e-mail: vaclav@ibp.cz

Normalni funkci proteinu p53 je udrZzovani homeostase
kontrolou bunééné proliferace, ukonceni diferenciace bun¢k
a programové fizeni bunécné smrti — apoptdza. Tyto regulacni
funkce proteinu p53 jsou zptisobeny predevsim sekvencné
specifickou transkripcni aktivaci celé fady gent. Mutace genu
p53 je nejcastéjsi somatickou mutaci nalezenou ve zhoubnych
nddorech cloveéka. Protein pS3 se vaze na cilovou sekvenci
5’-PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy-3’ (p5S3CON) a jak jsme
ukdzali také na superhelikdlni DNA (scDNA). Identifikovana
pfirozend vazebnd mista pro p53 jsou znacné heterogenni.
Pripravili jsme proto sadu plazmidovych konstrukta lisicich
se pouze cilovymi sekvencemi, které jsme vybrali z promotorti
nékterych vyznamnych proteinem p53 regulovanych gent
(RGC, p21, mdm2, GADD). Tyto konstrukty jsme podrobili
analyze, pfi které jsme sledovali vazebné vlastnosti proteinu
p53 izolovaného z bakteridlniho a bakulovirového expresniho
systému na jeho cilové sekvence na plazmidech s negativnim
nadsroubovicovym vinutim a nativni nadSroubovicovou hus-
totou. Ukdzalo se, Ze superhelicita mize vyznamné ovliviiovat
piistupnost cilovych sekvenci k vazbé proteinu p53. Vazebna
aktivita proteinu pS3 miiZe byt regulovdna riiznymi zpisobem,
napiiklad fosforylaci kasein kinasou II, protein kinasou C ¢i
vazbou jinych proteind a monoklondlnich protildtek (Mab).
Metodou snizeni pohyblivosti komplexu p5S3/Mab/DNA v aga-
rozovém gelu jsme ukdzali, Ze vazba proteinu na cilovou
sekvenci v scDNA je aktivovana MAb Bp53-6.1, Bp53-10.1,
Bp53-30.1, zatimco jiné MAb — DO-1, DO-13, IcA 9 tuto
vazbu neaktivuji. Nicméné mohou zpisobit zménu konforma-
ce proteinu pS3 zabraiujici jeho dalsi aktivaci pro vazbu na
cilové sekvence.

PREFERENCNI VAZBA DOMEN PROTEINU p53
NA SUPERHELIKALNI DNA

M. BRAZDOVA?, J. PALECEK?, M. FOJTA?,
S. BILLOVA?, V. SUBRAMANIAM", T. M. JOVIN",
E. PALECEK?®

“Biofyzikdlni vstav AV CR, 612 65 Brno, Ceskd republika,
*Department of Molecular Biology, Max Planck Institute for
Biophysical Chemistry, D-37018 Gottingen, Germany
Funkce genu p53, ¢asto oznacovaného za strazce genomu’,
je uzce spjata se specifickou vazbou jeho produktu, nadorové-
ho supresoru proteinu p53, na cilovou sekvenci (pS3CON).
Nedavno jsme ukdzali, ze cely lidsky protein se silné vdze na
negativné nadsroubovicovou DNA (superhelikdlni, sScDNA)
obsahujici &i neobsahujici cilovou sekvenci*>. V pfirodé na-
chdzime DNA, od malych bakteridlnich plazmid po ohromné
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eukaryotické chromozomy, s nadSroubovicovou strukturou.

Nase vysledky”~ naznacily, Ze vazba celého proteinu p53
na scDNA predstavuje jeden z novych vazebnych motivi
oznacovany za superhelikdlné selektivni vazbu. Pomoci elek-
troforetickych a imunochemickych metod jsme porovndva-
li vazbu bakteridlné exprimovanych dele¢nich mutantli na
scDNA s vazbou celého lidského proteinu (flp53, aminokyse-
liny 1-393). Pro detekci superhelikdlné selektivni vazby byl
vyuzit kompeti¢ni experiment, pii kterém se proteiny vdzaly
na plazmidovou scDNA v piitomnosti stejného mnozstvi jeho
linearizované formy. Silnd preferencni superhelikdlné selek-
tivni vazba byla pozorovdna kromé flp53 i u konstrukti aa44-
-393 a aa320-393. Delece poslednich 30 aa zredukovala tuto
vazbu na jen velmi slabé preferencni. Z porovnani chovani
jednotlivych konstruktt s flp53 vyplyvd, Ze C-termindlni ¢ast
(aa320-393) je nezbytna pro superhelikdlné selektivni vazbu
flp53 na scDNA (cit.®). Poznani tlohy jednotlivych proteino-
vych domén pii interakci s sScDNA miize pfinést informace
o tloze p53 pfi procesech transkripce a rekombinace.
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MODIFIED TFO (TRIPLEX FORMING
OLIGONUCLEOTIDES): NEW APPROACH
IN ANTIVIRAL GENE THERAPY

MARTIN BUNCEK

Department of Biochemistry, Faculty of Pharmacy, Charles
University, Prague, Czech Republic

Our project employs two novel technologies: targeting
oligonucleotides to double-stranded (ds) DNA sequences ca-
pable of forming triplex structures (TFO’s) and conjugating
these to DNA-destruction molecules activated by red shifted
wavelenghts. This strategy is not limited to dsDNA viruses,
circular or folded TFO’s can be used to target single stranded
nucleic acids. In this project we focused only to dsDNA
viruses which are associated with human diseases. Conjugates
of TFO and DNA-destruction molecules successful in antivi-
ral therapy must specifically bind to the conserved DNA se-
quences and destroy them. The binding properties of TFO’s
are evaluated using electrophoretic mobility shift analyses
and spectrophotometrically determined melting temperatures.
This approach allows a K determination.

In the course of our project, we identified triplex target
sites in the dsDNA viruses (HIV, HSV and HPV), constructed
corresponding TFO’s and tested their binding properties in
vitro. Cleavage profile of dsDNA carrying these target sequen-
ces by TFO’s conjugated to photoactivable DNA-destructing
molecules is also determined.
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This work is supported by: MSMT CR project nr.: LNOOBI25;
IGA MZ CR grant nr.: NI/6180-3; Charles University internal
grant nr.: 112/2000/B BIO /FaF; Generi Biotech s.r.o.

AMIDICKE LIGANDY A JEJICH KOMPLEXY
S ANIONY

MICHAL CAJAN

Ndrodni centrum pro vyzkum biomolekul a Katedra organické
chemie, Prirodovédeckd fakulta, Masarykova univerzita, Ko-
tldrskd 2, 611 37 Brno, e-mail: cajan@chemi.muni.cz

Chemii receptort pro selektivni vazbu anioni je v posled-
ligandti schopnych komplexovat aniony bezesporu patii také
molekuly obsahujici amidickou funkéni skupinu -NHCO-.
nosti tohoto strukturniho motivu ve vSech oblastech aplikova-
né chemie je zndma také fada biologicky vyznamnych funkci.
Prikladem mohou byt amidické vodikové mistky nezbytné
pro specifickou vazbu anionii v aktivnich mistech proteint ¢i
enzymatické reakce zahrnujici selektivni pfemény aniond'?

Obecnym zdmérem naseho projektu je studium vlastnosti
amidickych ligandu, a pfedevsim pochopeni strukturnich a elek-
tronickych aspektti ovliviujicich jejich schopnost interagovat
s aniony. Experimentdlni i teoreticky popis interakci v kom-
plexu prokdzal piitomnost vodikové vazby vznikajici mezi
anionem a amidickym vodikem®. Je nasnadé, e vhodnym
vybérem substituentii 1ze komplexaéni vlastnosti amidické
skupiny modifikovat, a tedy i ovliviiovat silu této interakce.
Kombinaci experimentélnich strukturné analytickych metod
s metodami teoretickymi byly studovédny vlastnosti sady neu-
trdlnich ligandii na bazi aromatickych amidti a moZnosti akti-
vace jejich amidické skupiny pro interakci s aniony”. Nasledné
studie vénované komplexiim umoznily nalezeni a vysvétleni
fady souvislosti mezi jejich vlastnostmi a vlastnostmi ligan-
di*. Findlnim produktem je nékolik typt modeld umoziuji-
cich predikci strukturnich vlastnosti i stability téchto kom-
plexnich slou¢enin®™>. Znacnou vyhodou tohoto piistupu je
pouziti relativné madlo naro¢nych metod umoziujicich ¢astec-
né eliminovat komplikované a mnohdy malo dspé$né experi-
mentdln{ testy. Praktickd aplikace ziskanych poznatki je po-
tom orientovana na feSeni problému souvisejicich s vyvojem
novych, komplikovanéjsich ligandl se specifickymi vlast-
nostmi a cilovym urcenim.

Projekt je podporovdn grantem 203/00/1011 GA CR.
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KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE
NITRODERIVATU NAFTALENU A BIFENYLU

JOSEF CVACKA, JIRI BAREK, JIRI ZIMA

Katedra analytické chemie, PFF UK, Hlavova 2030, 128 43
Praha 2

Nitroderivéty polycyklickych aromatickych uhlovodikd
jsou biologicky aktivni slouceniny, jejichz pfitomnost v Zivot-
nim prostfedi byla prokdzana teprve v poslednich letech. Tyto
slouceniny, pfitomné v komplexnich matricich ve stopovych
mnozstvich 1ze analyzovat kapalinovou chromatografii. Pro
analyzu subnanogramovych mnozstvi 1-nitronaftalenu, 2-ni-
tronaftalenu, 2-nitrobifenylu, 3-nitrobifenylu a 4-nitrobifeny-
lu byla navrZzena metoda, vyuzivajici predfazenou redukci na
prislusné aminoderivdty. Vyhody tohoto postupu spocivaji
zejména v detekci, nebot aminoderivaty 1ze detegovat s pod-
ci nitronaftalenti a nitrobifenyld bylo testovdno nékolik pos-
tupt, z nichZ nejvyhodnéjsi se ukdzala byt redukce chloridem
titanitym v prostiedi citronanu sodného. Ke kvantitativni re-
dukci dochdzi okamzité - po smiseni methanolického roztoku
analytu (5. 107 az 1.10™ mol.dm™) s reduk¢énim ¢inidlem.
Smés aminosloucenin vzniklych pfi redukci se podafilo sepa-
rovat na chirdlni koloné¢ Chiradex v terndrni mobilni fdzi
methanol/acetonitril/voda, doba analyzy byla zhruba 30 min.
K detekci redukovanych analytt byl vyuZzit amperometricky
tenkovrstvy i tubuldrni detektor, chemiluminiscenéni detektor
a hmotnostni detektor. Tenkovrstvy amperometricky detektor
s diamantovou pracovni elektrodou umozioval detegovat ami-
noslouceniny az do koncentrace 1.107 mol.dm’3, amperomet-
ricky detektor s tubularni platinovou elektrodou do koncentra-
ce 2.1078 mol.dm™. Vhodnost hmotnostni detekce je diskuta-
bilni, nebof spektra jednotlivych izomert jsou téméft identickd,
navic mez detekce pro studované slouceniny je pouze 1.107°
mol.dm=v APCI modu. Chemiluminiscen&ni detekce je zhru-
ba stejné citlivd jako detekce fluorescencni.

IZOLACE A IDENTIFIKACE NOVYCH DERIVATU
6-BENZYLAMINOPURINU Z BUNEK
FOTOAUTOTROFNI KULTURY Chenopodium rubrum

KAREL DOLEZAL™", CRISTER ASTOT ",
JAN HANUS, GORAN SANDBERG",
MIROSLAV STRNAD*

“LaboratoF ristovych reguldtorii PFF UP a UEB AV CR,
Slechtitelii 11, 783 79 Olomouc, "Katedra lesnické genetiky
a rostlinné fysiologie SLU 901 83 Umed, Svédsko, “Isotopovd
laborator UEB AV CR Videriskd 1083, 142 20 Praha 4

Ve spolupréci s pracovniky Svédské zem&délské univerz-
ity byl vypracovén origindlni postup derivatizace cytokining'.
To umoznilo vyvinout dostate¢né citlivou metodu izolace,
purifikace a identifikace novych litek cytokininové povahy
z bunék fotoautotrofni kultury Chenopodium rubrum pomoci
kapildrni HPLC-frittFAB-MS. S vyuzitim této metody byly
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identifikovédny ze studované buné¢né kultury 6-[2-(B-D-gluk-
opyranosyloxy)benzylamino]purin a 6-[2-(3-D-glukopyranosy-
loxy)benzylamino]-2-methylthio-purin. Standardy identifiko-
vanych sloucenin byly pfipraveny metodami organické syntézy.
Srovndnim vysledkt fyzikdlné-chemického studia izolova-
nych latek se standardy byla dokoncena jejich identifikace.
Nové vyvinutd metoda pro identifikaci a kvantifikaci cytoki-
nind pomoci kapilarni HPLC-frit/FAB-MS se také ukdzala byt
vhodnou pro kvantitativni sledovdni biosyntézy cytokinini
prostfednictvim in vivo inkorporace deuteria z D,0O do cytoki-
ninii a jejich konjugata®*. Timto origindlnim postupem se také
podatilo kvantifikovat rychlost biosyntézy nové objevenych
sloucenin a prokdzat jejich endogenni pivod.
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SYNTEZA (35)-1-JOD-3-METHY LHEPTAN-3-OLU

KATERINA DUDOVA, VACLAV KOZMIK

Fakulta chemicko-technologickd, Univerzita Pardubice, n. Cs.
Legii 565, 532 10 Pardubice

Pozadovany (35)-1-jod-3-methyl-heptan-3-ol je prekur-
zorem biologicky aktivniho enantiomeru methylesteru (+/-)-
-15-deoxy-16-hydroxy-16-methyl-prostaglandinu E,, ktery je
ucinnou ldtkou v klinické praxi zavedeného prepardtu s gene-
rickym ndzvem ,,Misoprostol (dosud pouzivany ve formé
racemadtu). Biologické testy ale prokdzaly, Ze ic¢innou slozkou
racemického Misoprostolu je pouze enantiomer konfigurace
(11R,16S5), jehoz stereogenni centra maji konfiguraci totoZnou
s pfirodnimi prostaglandiny fady E,. Ve svété, v souladu
s doporucenim svétové zdravotnické organizace WHO, vSak
narGstd trend disledné pouzivat u nové zavadénych 1é¢iv jen
jejich icinné enantiomery.

V této préci byly ovéfeny nové metody piipravy racemic-
kého 1-jod-3-methyl-heptan-3-olu z ekonomicky dostupnych
surovin. Pro ziskani pozadovaného (S)-enantiomeru titulni
slouceniny byly studovany mozZnosti stépeni racemickych me-
ziprodukti téchto syntéz:

1. Enzymatické resoluce klicovych intermedidtli 2-methyl-
hexan-1,2-diolu a 3-methylheptan-1,3-diolu dostupnymi
lipasami a proteasami.

2. Stépeni 2-hydroxy-2-methylhexanové kyseliny a 3-hydro-

xy-3-methyl-heptanové kyseliny krystalizaci s dostupny-

mi opticky aktivnimi bazemi.

Sharplessovou oxidaci 2-butylprop-2-en-1-olu byl pfipra-
ven opticky aktivni (25)-2-methylhexan-1,2-diol jehozZ trans-
formaci byl ziskdan pozadovany (35)-1-jod-3-methyl-heptan-
-3-ol.
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EFFECT OF COLCHICEINE ON HUMAN
HEPATOCYTE: PROMISING RESULTS
FOR ITS THERAPEUTIC USE

ZDENEK DVORAK

Institute of Medical Chemistry and Biochemistry, Medical
Faculty of Palacky University, Hnévotinskd 3, 775 15 Olo-
mouc

The development of new drugs to protect the liver against
damage of various aetiology remains an important issue for
biochemical and toxicological research. Colchiceine (EIN)
was recently reported to be a hepatoprotective agent against
carbon tetrachloride in rats. Besides the in vivo experiments,
however, there is little information about the biological acti-
vity of EIN. EIN forms complexes with divalent cations and
its antimitotic activity is negligible in comparison with that of
colchicine. Recently, we published that EIN increases the
levels of CYP2C9, 2E1 and 3A4 proteins in human hepatocy-
tes, ll)ut had no effect on the levels CYP1A2, 2A6 and 2C19
(ref.").

In the present work, we examined the effect of EIN on CYP
protein expression in primary human hepatocyte cultures.
CYP mRNAs, protein levels and specific activities of CYP2C9,
2C19 and 3A4 were determined in hepatocyte cultures expo-
sed to EIN (10 uM). The toxicity of EIN (up to 100 uM) was
evaluated in parallel.

Based on in vitro experiments, we can conclude that:
1/EIN was not cytotoxic at concentration up to 10 uM, 2/ EIN
did not induce CYP2C9, 2C19 and 3A4 mRNAs, 3/EIN did
not increase the catalytic activities of CYP2C9,2C19 and 3A4
as well, 4/EIN had no effect on CYP2C19 protein level; it
increased slightly the level of CYP2C9 protein. This increase
can be explained by protein stabilisation and its mechanism is
presently being investigated.

These data imply that the use of EIN in human medicine
may be generally safe at potential therapeutic doses with
CYP-induced drug-drug interactions unlikely.

This work was supported by projects GA CR 303/99/P002 and
MSM 151100003.

REFERENCES

1. Dvotdk Z., UlrichovaJ., Modriansky M., Maurel P.: Acta

Univ. Palacki. Olomuc. Fac. Med. 143, 47 (2000).

BIODEGRADACE FENOLU BAKTERII Rhodococcus
erythropolis A KVASINKOU Candida maltosa

ARIANA FIALOVA, ALENA CEJKOVA, JAN MASAK

Vysokd Skola chemicko-technologickd, UKCHB, Technickd 5,
166 28 Praha 6

Produkce fenolickych sloucenin jako odpadnich ldtek z prii-
myslovych procest zptisobuje vdzné zatizeni Zivotniho pro-

stiedi. Fenolickymi latkami zneciSténé lokality je mozno de-
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kontaminovat tradi¢nimi fyzikdlné-chemickymi technikami,
ale nyné&jsi biodegradacni metody nabizeji relativné nizké
ndklady a také moznost tiplné mineralizace téchto toxickych
sloucenin. Porozuméni mechanismim enzymové katalyzy v de-
gradacni drdze fenolu je tudiz ddleZitou soucdsti komplexniho
studia biodegradace fenolu.

Tato préce je zaméfena na biodegradacni procesy u mikro -
organismi utilizujicich fenol (Rhodococcus erythropolis a Can-
dida maltosa).

Pudni bakterie R. erythropolis a kvasinka C. maltosa hy-
droxyluji fenol v reakci katalyzované nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat FAD — dependentni monooxygenasou. Tato
reakce je prvni v metabolické sekvenci utilizace dané aroma-
tické slouceniny jako jediného zdroje uhliku a energie. Fenol-
hydroxylasa hydroxyluje fenol na katechol a katechol 1,2-di-
oxygenasa poté katalyzuje reakci katecholu na cis,cis-mukonit.

Biodegradacni schopnost danych mikroorganismt byla
testovdna ve vztahu k podminkdm vnéjstho prostiedi (typ
média, teplota) a ve vztahu k prvnim enzymtim degradacn{
dréhy fenolu (fenolhydroxylasa EC 1.14.13.7, katechol 1,2-di-
oxygenasa EC 1.13.11.1). Byla sledovdna ucinnost dezinte-
grace a vliv pouzitého typu procesu dezintegrace na dané
enzymové aktivity. Také byla studovdna zdvislost koncentrace
fenolu a féze ristu mikroorganismt na aktivitu fenolhydroxy-
lasy, kterd byla méfena béhem kultivace.

Nameétené vysledky jsou jednak podkladem pro dalsi vy-
zkumy v oblasti enzymového vybaveni kvasinky C. maltosa
a bakterie R. erythropolis a jednak pro potencidlni praktické
vyuziti téchto mikroorganismi pro dekontaminaci fenolicky-
mi ldtkami znecisténych lokalit.

SUBSTRATE SPECIFITY
OF B -N-ACETYLHEXOSAMINIDASES
OF VARIOUS ORIGIN

P. FIALOVA, L. HUSAKOVA, Z. HUNKOVA,
M. KUZMA, L. WEIGNEROVA, V. KREN

Institute of Microbiology, Laboratory of Biotransformation,
Academy of Sciences of the Czech Republic, Videriskd 1083,
142 20 Prague 4, Czech Republic, e-mail: fialovap @biomed.
cas.cz

Glycosyltransferases and also glycosidases are able to use
various unnatural (modified) substrates. We have recently
demonstrated that some [-N-acetylhexosaminidases accept
6-O-acylated glycosyl donors and even catalyse their transgly-
cosylation giving yield to modified oligosaccharides'.

We are just investigating the influence of N-acyl modifi-
cation on the activity of -N-acetylhexosaminidases concern-
ing the affinity to the modified structures and possibly the
transglycosylation potential. Some scarce information on this
topic has also appeared in the literature.? For the aim of this
project, we synthetised p-nitrophenyl 2-(trifluoacetyl)amido-
-2-deoxy-f-D-glucopyranoside starting from GleNH,.HC1. The
synthesis route includes several steps via 3,4,6-tri-O-acetyl-2-
-acetamido-2-deoxy-a-D-glucopyranosyl chloride rearranged
to 1,3.4,6-tetra-O-acetyl-2-amino-2-deoxy-o-D-glucopyrano-
se hydrochloride, which was selectively N-trifluoracetylated,
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converted to a bromide and consequently to a p-nitrophenyl
glycoside (Ag,COj;, lutidine).

A wide enzymatic screening comprising our enzymatic
library of fungal glycosidases and several animal and plant
enzymes for the possible cleavage and activation or inhibition
effects of this substrate was performed. With some enzymes
(esp. B-N-acetylhexosaminidase from bovine epididymis and
from jack beans) this substrate caused a significant increase in
the affinity to the standard substrate (p-NP-B-GlcNAc). Fur-
thermore, B-N-acetylhexosaminidase from Penicilium oxali-
cum was able to hydrolyze it slightly. Our proposed mecha-
nism for this behaviour is that -N-acetylhexosaminidase wil-
lingly accepts this substrate into its active site but is unable to
split its glycosidic bond effectively enough and, therefore,
exhibits a certain level of inhibition.

These results indicate that although the substrate specifity
of B-N-acetylhexosaminidases is low enough to accept and
even transglycosylate some significantly modified substrates,
the replacement of an N-acetyl group by a sterically similar
N-trifluoracetyl group is unacceptable. However, glycosyl
fluorides are widely used in enzymatic reactions for the study
of reaction mechanisms and in glycosylations.

Support by the grant 303/99/1382 from the Grant agency of
the Czech Republic is highly acknowledged.
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FOTOAFINITNI ZNACENI AKTIVNIHO CENTRA
CYP2E1 FLUORONITROANISOLY

TOMAS FRONEK, PETR HODEK,
MARIE STIBOROVA

Pirodovedeckd fakulta UK, katedra biochemie, Hlavova 2030,
128 40 Praha 2

Cytochromy P450 (CYP) jsou majoritni enzymy biotran-
sformujici xenobiotika. Pozndnf{ architektury aktivniho centra
CYP umoziuje pfedpovidat, jakym zpiisobem bude xenobio-
tikum v organismu CYP preménovano. To je stéZejni pro
predpovézeni jeho potencidlni toxicity, karcinogenity ¢i mu-
tagenity. Umoznuje rovnéz konstrukci 1€Civ s protrahovanym
ucinkem nebo léCiv inhibujicich CYP.

Jedna z dc¢innych metod vhodnych pro studium aktivniho
centra CYP je metoda fotoafinitntho znaceni. Ta umoziuje
pomoci tzv. fotoafinitni sondy identifikovat aminokyseliny
aktivniho centra izoformy CYP, pro néz je sonda substrdtem.

Poznéni fotoafinitnich sond CYP2EI je stfedem zajmu

CYP, ktery se ucastni chemické kancerogenese a ii) dosud
nebyly nalezeny zddné vhodné sondy pro znaceni tohoto CYP.

Na zdkladé metabolickych studif s nitroanisoly, jenz jsou
specifické substraty pro CYP2EL, jsme jako fotoafinitni sondy
navrhli 2-fluoro-4-nitroanisol (2FNA) a 4-fluoro-2-nitroani-
sol (4FNA), které jsou potencidlné fotolabilni.
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V prvém kroku byly provddény metabolické studie za
ucelem zjisténi, zda jsou 2FNA a 4FNA skutecné substraty
CYP2EL1 nebo jiné izoformy CYP. Nejefektivnéji byly 2FNA
a 4FNA metabolizovdny, v souladu s nasimi predpoklady,
mikrosomy izolovanymi z jater potkana ¢i krdlika obsahu-
jicimi CYP2E]1, déle pak mikrosomy obsahujicimi CYP2B.
Tyto vysledky byly potvrzeny inhibicnimi experimenty se
specifickymi inhibitory jednotlivych izoformem CYP a téz
sledovdnim ovlivnéni pfemény specifickych substratd jednot-
livych izoforem CYP testovanymi flouronitroanisoly. Dale
byly testovany fotochemické vlastnosti studovanych fluoroni-
troanisoli. 2FNA se projevil jako ldtka vysoce fotolabilni,
kterd jiz po velmi kratké expozici UV zdfenim poskytuje
fotosubstitu¢ni produkt s nukleofily (proteiny). Naopak 4FNA
vykazuje podstatné horsi fotochemické vlastnosti.

Z vysledku vyplyvad, ze 2FNA je unikdtni sonda potencidl-
né velmi vhodnd pro modifikaci aktivniho centra CYP2E]L,
popt. CYP2B. Pozndni aminokyselin katalytické domény téch-
to enzyml modifikovanych nalezenou selektivni sondou, je
stéZejni pro vyfeseni architektury aktivniho centra obou cyto-
chromd P450.

Podporovdno GAUK (246/1999) a MSMT CR (MSM 1131
00001).

POUZITI METODY LFER K CHARAKTERIZA CI
INTERAKCNICH MECHANISMU

V ELEKTROMIGRA CNICH SEPARACNICH
METODACH

KATERINA GOGOVA

Katedra fyzikdlni a makromolekuldrni chemie, PF'F UK, Al-
bertov 2030, 128 40 Praha 2

Kapildrni elektroforéza je jiz fadu let stéZejni separacni
metodou v oblasti ionogennich latek (rutinné pro klinické
aplikace, analyzy DNA, chirdlni analyzy a analyzy kovi). Jeji
pouziti se naddle vyznamné rozsifilo s vyvojem elektrochro-
matografickych metod, kde jsou vyhodné kombinovény elek-
tromigracni principy s chromatografickymi (vysoka ucinnost
elektromigrac¢nich metod s vysokou selektivitou staciondrnich
fazi v chromatografii). Dynamického rozdélovdni neutrdlnich
nebo nabitych litek mezi volny roztok a micely vyuziva
miceldrn{ elektrokinetické chromatografie (MEKC). Dal$im
slibnym smérem se zda byt pouziti nabitych linedrnich poly-
merd, které mohou ovliviiovat migraci analytd i tehdy, nejsou-
-li zesitovdny ¢i piftomny ve formé micel.

Zamérili jsme se na srovndni selektivity separace v sys-
témech s nabitym linedrnim polymerem (poly(diallyldimethy-
lamonium chlorid), PDA) a monomery podobného chemic-
kého slozeni ( trimethylamonium chlorid, TMA, triethylamo-
nium chlorid, TEA, dimethylpyrolidinium chlorid, DMP).
Z experimentdlné ziskanych reten¢nich faktort plyne, Ze ack-
oliv i monomerni aditiva vndSeji do systému retenci, poly-
merni struktura je rozhodujicim faktorem pii separaci. Pro
srovndni selektivity separace v systému s nabitym linedrnim
polymerem (Polybrene) a miceldrnim systémem (oktyltrime-
thylamonium bromide, OTMA, pod i nad krickou miceldrni
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koncentraci) jsme pouzili model ,linear free energy relation-
ship* (LFER). Model vychdzi z korelace experimentdlné zis-
kanych vysledkd ( zde reten¢ni faktor, nebo enzymovd aktivita
apod.) a solvatacnich parametrt jednotlivych analyti (dostup-
né v literatuie). Vysledkem jsou pak parametry charakterizu-
jict vlastnosti pseudostaciondrni faze (hydrofobicitu a dals{
typy moznych interakci). Pro polymerni{ systém je vyznamna
n-T interakce a interakce n-n elektrond, v pfipadé miceldrniho
systému pristupuje jesté parametr charakterizujici hydrofobi-
citu a schopnost tvorby kavity, coz je v souladu s miceldrn{
teorii.

7-HYDROXYLOVANE EPIMERY
DEHYDROEPIANDROSTERONU V LIDSKEM SERU
A VE SLINACH: SROVNANI GC/MS

A RADIOIMUNOANALYZY

H. HAVLIKOVA?, M. HILL?, O. LAPCIK?,
R. MORFIN®, R. HAMPL?

“Institute of Endocrinology, 116 98 Praha 1, "Conservatoire
National des Arts et Metiers, Paris

Citlivé a presnd metoda stanoveni 7-hydroxylovanych epi-
mert dehydroepiandrosteronu (7-OH-DHEA) je predpokla-
dem ke studiu jejich biologickych funkci zahrnujicich antiglu-
kokortikoidni a imunomodula¢ni i¢inky, nebo aktivacni d¢in-
ky jejich 7-oxo metabolitli v respiratnim fetézci. Hladina
téchto steroidti v lidském séru vykazuje pohlavni a v€kovou
zdvislost. ZvySend hladina 7a-OH-DHEA byla nalezena v sé-
ru pacientl trpicich Alzheimerovou chorobou. V této souvis-
losti se nabiz{ studium role té€chto steroidi v centrdlnim ner-
vovém systému a u pacientl s autoimunitnim onemocnénim.

Byla tedy vytvofena a ovéfena novd metodika GC/MS
stanoveni 7-OH-DHEA, a ta byla porovndna s diive popsanou
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metodou radioimunoanalytickou. Hladiny 7a-OH-DHEA a 7f3-
-OH-DHEA byly méfeny nejen v lidském séru, ale také ve sli-
ndch, kde byly nalezeny asi pétkrat niz$i koncentrace. V obou
télnich tekutindch byla prokdzdna silnd korelace mezi hladi-
nami epimerti 7-OH-DHEA. Ve slindch muzti byly naméfeny
vys$i hladiny obou epimerti neZ u Zen analogicky k vySSim
hladindm jejich steroidniho prekurzoru DHEA v séru. V této
souvislosti se nabizi neinvazivni stanoveni 70-OH-DHEA
a 7B-OH-DHEA ve slindch pfi hodnoceni imunitni odpovédi
organismu jako vhodnad alternativa ke stanoveni v séru.

ANALYZA PLAZMIDOVE DNA BAKTERIALNIHO
KMENE Alcaligenes sp. a8

VERA HEJKALOVA, PAVEL ULBRICH,
HYNEK STRNAD, VACLAV PACES

Centrum molekuldrni genetiky, Ustav molekuldrni genetiky,
VSCHT AV CR, Praha

Polychlorované bifenyly (PCBs) jsou zdvaznymi xenobio-
tiky Zivotniho prostfedi. Pfi jejich bakteridlnim odbourdvéan{
vznikaji limitni meziproduky — chlorbenzodty (CBs). Bakte-
ridlni kmen rodu Alcaligenes sp. A8 byl izolovéan pro svou
schopnost degradovat chlorbenzodty, konktrétné 2,5-dichlo-
robenzodt. Bylo prokdzano, Ze geny kodujici proteiny podile-
jici se na degradaci CBs jsou lokalizovdny na plazmidové
DNA. Jednd se o geny dolni metabolické drahy odbourdvdni
PCBs (tzv. ,,ortho cleavage pathway*‘), kdy dochazi ke $tépeni
aromatického jddra a odbourdni CBs az na trikarboxylové
kyseliny. Ziskdni uplné genetické informace uloZené v plaz-
midové DNA a charakterizace degradacni drdhy by mohlo
prispét k osvétleni mechanismu regulace téchto genti a umoz-
nit dalsi cilené manipulace vedouci ke zlepSeni degradability
i jinych vlastnosti tohoto kmene.

Pro ziskdni dplné sekvence plazmidové DNA je tieba
vychazet z dostatecného mnozstvi ¢isté DNA. Byla optimali-
zovana metoda izolace a purifikace megaplazmidu. Cistd plaz-
midovd DNA byla ziskdna metodou izolace pomoci CTAB
a purifikace centrifugaci v CsCl gradientu. Pro ziskani nuk-
leotidové sekvence plazmidové DNA byly zvoleny dvé vzd-
jemné se dopliujici strategie. Prvni spocivd ve vytvoreni
plazmidové (pUC19) knihovny (Sacl, HindIIl.) o velikosti
fragmentt 4—15 kb. Tyto plazmidové klony jsou ddle sekve-
novany metodou shotgunového sekvenovdni. V druhé strategii
je celkové izolovand DNA parcidlné $tépena restrikénimi en-
donukleasami (Sau 3A, Hin PI) a fragmenty o vhodné velikosti
(1-2 kb) jsou ligovdny do linearizovanych (Bam HI, Acc I)
sekvenacnich vektori pUC19 a M13mp18. Sekvenace je pro-
vaddéna Sangerovou dideoxy metodou s pouZzitim fluorescen-
¢né znaCenych primert a automatického sekvendtoru A.L.F.
Express sequencer (Pharmacia). Sekvenacni data jsou déle
editovdna, skldddna do kontig a analyzovdna. Nyni je projekt
ve fazi skladani jednotlivych kontigt a jejich ndsledné analyzy
(vyhledavani ORFG, porovndni jejich aminokyselinové sek-
vence s aktudlni databankou vSech proteint.). Byl identifiko-
van klastr gend tzv. ,ortho cleavage pathway“, které jsou
zodpovédné za biodegradacni schopnosti kmene Alcaligenes
sp. A8.
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SYNTHESIS AND BIOLOGICAL ACTIVITY
OF 6-ARYLPURINES: NUCLEOSIDES
AND ANALOGUES OF BASE-PAIRS OR TRIPLETS

MICHAL HOCEK™, DALIMIL DVORAK",
MARTINA HAVELKOVA®, ANTONIN HOLY*

“Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, Academy
of Sciences of the Czech Republic, 166 10 Prague 6, e-mail:
hocek@uochb.cas.cz, bPrague Institute of Chemical Techno-
logy, 166 28 Prague 6

Structural modifications of biogenic purine bases and nu-
cleosides very often lead to their antimetabolites displaying
diverse types of biological activity (antiviral, antitumor etc.).
Within the framework of our systematic investigation' of
purine derivatives bearing carbon substituents in the position
6 we have developed a new facile and efficient method for the
synthesis” of 6-arylpurines based on the Suzuki-Miyaura reac-
tions of 6-halopurines with arylboronic acids. A significant
cytostatic activity has been discovered” in several substituted
6-phenylpurine ribonucleosides 1. The series of nucleosides
of this type has recently been extended to sugar- (deoxy- and
acyclonucleosides)4 and base-modified (6-aryl-, 6-hetaryl- and
6-benzylpurine derivatives) analogues. Synthesis and structu-
re-activity relationship of this class of compounds will be
discussed in the first part of the presentation. In another
direction of our current research we focus on the synthesis of
novel covalently linked analogues of Watson-Crick base pairs
or Hoogsteen triplets consisting of two or three purine and/or
pyrimidine rings linked by diverse types of carbon linkers (e.g.
phenylene, alkylidene etc.) as shown in two very recent exam-
ples: syntheses of bis(purin-6-yl)benzenes 2 and tris(purin-6-
-yl)benzenes 3 making use of double Stille coupling of bis(tri-
alkylstannyl)benzenes with 6-halopurines or cyclotrimeriza-
tions® of 6-alkynylpurines, respectively. Synthetic approaches
to these and many other types of base-pairs/triplets analogues
will be the subject of the second part of the presentation.

This work was supported by the Grant Agency of the Czech
Republic (grants No. 203/98/P027, 203/00/0036 and 203/96/
KO001). It was performed within the framework of the Research
Project Z4 055 905.
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KOMBINATORICKA CESTA K PIKOMOLARNIMU
INHIBITORU LEKOVE REZISTENTNICH HIV-1
PROTEAS

MARTIN HRADILEK, CYRIL BARINKA,
MARKETA RINNOVA, JAN WEBER,
MILAN SOUCEK, JAN KONVALINKA

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, F lemingovo n. 2,
166 10 Praha 6

Navrhli, a s vyuzitim Fmoc/terc.Bu orthogondlniho chra-
néni, jsme na Rink-Amid MBHA pryskyfici syntetizovali
knihovnu pseudopeptidd s obecnym vzorcem Cbz-izoster-
-Aaa-Xxx-NH,. Pouzili jsme celkem Sest izosteri a v pozicich
Aaa a Xxx 48 riznych o-aminokyselin (Aaa = jednotlivé
aminokyseliny; Xxx = ekvimoldrni smés vSech 48 aminoky-
selin). Bylo tak pfipraveno celkem 6 podknihoven, pficemz
kazda obsahovala 48 smési 48 rliznych pseudopeptidi.

U jednotlivych smési pak byla zjisSfovdna inhibi¢n{ aktivita
k &tyfem HIV-1 proteasam: Pfirozené (wild type) HIV-1 PR™™,
a ddle k proteasdm rezistentnim vaci pouzivanym 1é¢ivim:
Saquinaviru HIV-1 PR3 (mutace G98V, L90M); Indinaviru
HIV-1 PR™P (mutace V82A); Ritonaviru HIV-1 PR (muta-
ce A71V, V82T, I84V).

Po vyhodnoceni vysledkt byly syntetizovdny jednotlivé
slozky téch smési, které vykazovaly inhibi¢ni aktivitu k jed-
notlivym proteasdm. S vyuZitim stejnych syntetickych metod,
jako v piipadé smési, bylo pfipraveno Sest fad pseudopeptidd,
celkem 288 jednotlivych ldtek.

Syntetizované pseudopeptidy byly jednotlivé podrobeny
testovani se ¢tyfmi zminénymi proteasami.

Tfi nejaktivnéjsi slouceniny byly vycistény HPLC a byla
presné stanovena jejich inhibi¢ni aktivita k pfirozené i k mu-
tantnim proteasdm. VSechny tfi latky jsou subnanomoldrnimi
inhibitory HIV-1 PRY " pii pH 4,7 a vykazuji zna¢nou inhibi¢-
ni aktivitu i vici rezistentnim mutantnim proteasam. Nejak-
tivnéjsi sloucenina Cbz-Pst-Glu-Hph-NH, je pikomoldrnim
inhibitorem pfirozené HIV proteasy a subnanomoldrnim inhi-
bitorem vSech testovanych rezistentnich proteas.

Tato prdce byla vypracovdna v rdmci vyzkumného zdaméru Z4
055 905.

ENZYMATIC SYNTHESIS

OF N-ACETYLMANNOSAMINE
CONTAINING OLIGOSACCHARIDES
AND THEIR IMMUNOA CTIVITY

L. HUSAKOVA®, V. KREN?, M. KUZMA®,
E. HERKOMEROVA?, K. BEZOUSKA"

“Institute of Microbiology, Laboratory of Biotransformation,
142 20 Prague 4, hFaculty of Science, Charles University
Prague, 128 40 Prague 2, e-mail: husakova@biomed.cas.cz

ManNAc containing oligosaccharides are important im-
munodeterminants of some pathogenic bacteria. Occurrence
of ManNAc is often linked to virulence and evading from the
immunity surveillance.
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GIcNAcB1—4ManNAc (1) was prepared from chitobiose
(1) by Lobry de Bruyn — Alberda van Ekenstein rearrangement
under catalysis of Ca(OH),. Resulting mixture is separable
with difficulty only by analytical HPLC. Chitobiose in reac-
tion mixture was selectively removed by hydrolysis by [3-N-
-acetylhexosaminidase from Aspergillus oryzae; GIcNAcf1—
4ManNAc is resistant to the enzyme hydrolysis. Resulting
disaccharide can be easily isolated by gel filtration. Analogous
epimerization of GaINAcf1—4GIcNAc is possible as well.

Trisaccharide GaINAcB1—4GlcNAcB1—4ManNAc (1V)
was prepared by enzymatic transglycosylation of pNP-GalNAc
(I1I) onto GlcNAcPB1—4ManNAc (I]) catalyzed by [3-N-ace-
tylhexosaminidase from A. oryzae. Hybrid linear trisaccharide
was identified as one of the strongest oligosaccharidic ligands
of NK-cell activating receptor NKR-P1.

VYUZITI KOMPARATIVNI PCR
PRI MONITOROVANI L
B-LYMFOPROLIFERATIVNICH ONEMOCNENI

R. IVANEK, J. CERNY, A. SLAVICKOVA
1. Interni klinika VFN a 1. LF UK, Praha
Piitomnost molekuldrnich markerti u mnohych hematolo-

gickych onemocnéni umoziuje vyuziti vysoce citlivé metody
PCR k sledovani 1écby a detekci minimdlni{ rezidudlni choro-
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by. AvSak vzhledem k mozZnému pietrvavdni pozitivity, kterd
miZe byt nadto zptsobena napf. rezidui bunék po chemotera-
pii, je vhodné&jsi pouZit né€kterou z metod kvantitativni PCR
(Q-PCR), a tak vcas odhalit moznou klondlni expanzi. K me-
toddm Q-PCR dobfe aplikovatelnym na klinickych pracovis-
tich patif komparativni PCR, coZ je koamplifikace sekvence
specifické pro chorobu a sekvence interniho standardu systé-
mem rozdilnych primer(, nazyvanou tézZ multiplex PCR.

Touto praci prezentujeme moznost kvantifikace klondlni-
ho pieskupeni gend pro té€zky imunoglobulinovy fetézec (IgH)
jakozto markeru B-lymfoproliferativntho onemocnéni a srov-
navaciho markeru — 61. exon H-ras (Harvyho ras) protooko-
genu. Metoda vychdzi z porovndvani dvou nebo vice diagnos-
tickych vzorka z riznych obdobi 1é¢by pacienta v jedné PCR.
Mnozstvi produktt amplifikace jsou kvantifikovdna softwa-
rovou analyzou digitalizovaného zdznamu elektroforetického
gelu, pfiCemZ je mozno dojit bud k relativnim vysledktim
popisujicim vzestup nebo pokles markeru malignich bunék
v porovndvanych vzorcich nebo i k absolutnim vysledkiim
odectenym z kalibra¢ni kfivky, kterd je ziskana amplifikaci
DNA linie nesouci stejny specificky marker v téze PCR. Pro
ovéreni klinického vyznamu byly vysledky komparativni PCR
IgH/ras porovndvany s ostatnimi konven¢nimi laboratornimi
vySetfenimi a korelovany s klinickym stavem pacientti. Z na-
Sich pozorovani vyplyvd, Ze tato metoda by mohla najit uplat-
néni pfi terapeutickych rozhodnutich.

Tato prdce je podporovina grantem MSMT CEZ: J13/98:
1111/00004.



Chem. Listy 95, 318 — 338 (2001)

STUDIUM STRUKTURY ORGANOCINICITYCH
SLOUCENIN OBSAHUJICICH O, C, O-,PINCER*
LIGANDY

ROMAN JAMBOR, ALES RUZICKA,
LIBOR DOSTAL, JAROSLAV HOLECEK

Katedra obecné a anorganické chemie, Fakulta chemicko-
-technologickd, Univerzita Pardubice, n. Cs. legii 565, 532 10
Pardubice, e-mail: roman.jambor@upce.cz

V soucasné dobé je nase studium zaméteno na strukturni
vlastnosti organocini¢itych soucenin obsahujicich potencio-
ndlni terdentdlni Y, C, Y-cheldtujici ligandy (Y = N, O, P).
Velmi médlo vysledkl je zndmo v ndmi zkoumané oblasti
organocinicitych sloucenin obsahujicich O, C, O-,pincer
ligandy (obr. 1).

/
(0] (0] (0]
SnR3 SnR3 SnR3
(@] (0] (0]

\

R = aryl, halogen

Obr. 1. Studované organocinicité slou¢eniny

Studované slouceniny vykazuji fadu velice zajimavych
vlastnosti, zejména strukturnich a fyzikdlnich. Strukturni vlast-
nosti byly studovdny zejména pomoci RTG difrakce na mo-
nokrystalickém materidlu, NMR v roztocich a tuhé fazi a né-
kterych dalsich metodik.

LITERATURA

1. Mehring M., Schiirmann M., Jurkschat K.: Organometal-

lics 17, 1227 (1998).

2. Cisafova 1., Jambor R., Razicka A., Holecek J.: Acta
Cryst., Sect. C, v tisku.
3. Jambor R., Rizic¢ka A., Brus J., Cisafova 1., Holecek J.:

Inorg. Chem. Commun., v redakci.

SERINE PROTEINASE INHIBITORS
IN AGGREGATED FORMS OF BOAR SEMINAL
PLASMA PROTEINS

P. JELINKOVA?, P. MANASKOVA?, M. TICHA”,
V. JONAKOVA?

“Institute of Molecular Genetics, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Prague, bDepartment of Biochemistry, Char-
les University, Prague, Czech Republic

Under physiological conditions most boar seminal plasma
proteins are present as aggregates (Jondkovdetal., 2000). Only
a small portion of proteins was found in the low molecular
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weight fraction corresponding to monomers or dimers. Study
of the composition of protein-aggregated forms containing
serine proteinase inhibitors is the subject of the present com-
munication. Boar seminal plasma proteins were separated by
gel chromatography into five fractions. Most inhibitors were
found in fraction V (M,~5 000-20 000), less in fraction I
(M>150000). Fraction V was further separated by RP HPLC.
Isolated proteins were characterized by SDS-PAGE and im-
munoblotting, N-terminal amino acid sequencing and the de-
termination of proteinase inhibition activity. The following
protein components were identified:

Fraction V M,  N-terminal Immuno-
sequence -detection

-Micro-seminoprotein 10 000 ZCYFIP ... -

Proteinase inhibitor 7500 KKTRKEPD... -

AQN 1 spermadhesin 13000 AQNKGPHK... anti-AQN 1

Lactoferrin 70000 ............ anti-lactoferrin

To study the possible complexes of proteinase inhibitors,
fraction V was separated by gel chromatography. Proteinase
inhibitor (M,~7 500) was eluted either alone or with the
spermadhesin AQN 1. This fact might indicate the formation
of an associated form of these two components.

This work was supported by the Grant Agency of the Czech

Republic, grants Nos. 303/99/0357 and 524/96/K162; grant
No. MSM 113100001.

FUNKCNI ANALYZA C-KONCE PROTEINU NHA1
Z. KVASINKY Saccharomyces cerevisiae

OLGA KINCLOVA

Fyziologicky iistav AV CR, Videriskd 1083, 142 20 Praha 4,
kinclova@biomed.cas.cz

Pro vSechny Zivé organismy je nezbytné zachovdvat stdlé

buné&¢né cytoplazmy kvasinek je K*, ktery se i¢astni mnoha
fyziologickych procesti (napf. regulace buné¢ného objemu
a vnitrobuné¢ného pH). Naopak vysokd koncentrace Na*¢i Li*
je pro vétsinu bunék toxickd. Na*/H" antiportery patii mezi
transportni systémy, které antiportnim mechanismem vyuzi-
vajicim gradient protond pfes membranu efektivné eliminuji
toxické kationty z bunék. Gen NHAI kvasinky S. cerevisiae
kéduje Na*/H* antiporter plazmatické membrany dlouhy 985
aa. Na rozdil od homolognich Na*/H" antiporter z jinych
kvasinek, protein Nhal md extrémné dlouhy hydrofilni C-ko-
nec (554 aa, 56,2 % z celého proteinu) a transportuje pies
membrdnu kromé Na*a Li* také K*a Rb". Pro zjisténi funkce
C-konce Nhalp a jeho vlivu na aktivitu a substratovou speci-
fitu pfenasece bylo zkonstruovano 13 postupné zkracovanych
verzi genu NHAI, od kompletniho (2955 nt, 985 aa) po nej-
krats$i (1416 nt, 472 aa) koncici pouze 41 aminokyselinovych
zbytkli za posledni transmembrdnovou oblasti, které byly
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funk¢né exprimovdny v kmeni S. cerevisiae citlivém k alka-
lickym kationtim (B31, genotyp nhalAenal-4A). Pomoci
fluorescencniho znaceni GFP (green fluorescent protein) byly
piislu§né proteiny lokalizovdny v plazmatické membrané.
Testovdnim bunék nesoucich rtizné verze Nhalp na toleranci
k vysokym koncentracim alkalickych kationti a méfenim
vystupu kationtti z bunék byla identifikovdna oblast C-konce
Nhalp dtilezitd pro zachovdni maximadlni transportni aktivity
Nhalp pro ionty Na®, Li* a Rb*. Na druhou stranu bylo
zjisténo, Ze C-konec proteinu Nhal nenfi dilezity pro toleranci
bunék k vysokym vn&jsim koncentracim K*. Hraje viak vy-
znamnou roli /) v regulaci obsahu vnitrobunééného K*, ¢imz
prenase¢ prispivd k zachovdni objemu a cytoplazmatického
pH buiiky, a 2) v bunécné odpovédi k nahlym zméndm osmo-
larity prostiedi.

SYNTEZA, REAKTIVITA A APLIKACE
[1IBENZOTHIENOJ3,2-5][1]BENZOTHIOFENU

BEDRICH KOSATA, VACLAV KOZMIK,
JIRI SVOBODA

Ustav organické chemie, VSCHT, 166 28 Praha 6, e-mail:
kosatab@vscht.cz

Systematicky vyzkum v oblasti kondenzovanych hetero-
pentalendi'™ vedl k ndvrhu [1]benzothieno[3,2-b][1]benzo-
thiofenu (/) jako potencidlniho jadra latek s kapalné krystalic-
kymi vlastnostmi. V této praci shrnujeme vysledky studia jak
syntézy tak reaktivity heterocyklu 1.

10

Prokdzali jsme, zZe elektrofilni substituce probihaji v latce
1 do poloh 2 a4. Regioselektivitu substituce 1ze fidit reakénimi
podminkami za tvorby 2-substituovanych derivatt. Substituce
do druhého stupné pak vedou piednostné k 2,7-disubstituova-
nym sloucenindm. Nitroderivaty byly vyuzity k syntéze alko-
Xy substituovanych derivatd heterocyklu 1 nukleofilnimi sub-
stitucemi. Metalace latky 1 ndsledovand reakci s vhodnym
elektrofilem je cestou pro selektivni pfipravu 1-substituova-
nych derivatd.

Vysledky studia reaktivity [1]benzothieno[3,2-b][1]ben-
zothiofenu jsme aplikovali na piipravu série 2,7-diacyl- a 2,7-
-dialkylderivati. Bylo zjisténo, Ze v této sérii tvoii nékteré
derivaty jednu a vice kapalné krystalickych mezofézi*.
LITERATURA
1. Vichal P., Pihera P., Svoboda J.: Collect. Czech. Chem.
Commun. 62, 1468 (1997).

Pihera P., Svoboda J.: Collect. Czech. Chem. Commun.
65, 58 (2000).

2.
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3. Pihera P., Palecek J., Svoboda J.: Collect. Czech. Chem.
Commun. 63, 681 (1998).
4. Kosata B., Kozmik V., Svoboda J., Novotna V., Vanék

P., Glogarova M.: 6" European Conference on Liquid
Crystals, March 25-30, 2001, Halle, Germany.

OPTIMALIZACE SYNTEZY PREKURZORU
ANALOGU HMYZICH JUVENILNICH HORMONU '

P. KRATINA? J. MORAVCOVA? Z. WIMMER"

“VSCHT, Technickd 5, 160 28 Praha 6, "UOCHB AV CR,
Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6

Juvenilni hormony i jejich syntetické analogy hraji dtle-
zitou ulohu pii vyvoji a rozmnozovani hmyzu. Pro tuto vlast-
nost v soucasné dobé zastupuji skupinu ic¢innych novodobych
insekticidt®.

Piiprava jedné ze zdkladnich struktur je zndzornéna ve
schématu. Reakce 2, odchranéni fenolové skupiny, probihala®
s malou vytéznosti (do 50 %) a produkt byl obtizné izolova-
telny. Hydrolyza etherické vazby se provadéla ptisobenim
konc. HBr v prostiedi acetanhydridu. Produkt se zpracovaval
piiddnim vody a CaCO; a extrahoval se do diethyl etheru.
Extrakce byla znepfijemnéna pritomnosti suspenze anorganic-
kych soli ve vodné i organické fazi. Pti optimalizaci syntézy
jsme navrhli pouziti PTC (Phase Transfer Catalyst) pro usnad-
néni kontaktu reaktantti. Vybrali jsme tributylamonium sulfét
atetrabutylfosfonium bromid. Reakce® probihaly bez rozpous-
tédla, vytézek vzrostl nad 80 %.

Nasledujici cile jsou ovéfit reakce 3 a 4 a ddle navrhnout
ptipravu alkyl-O-glykosida.
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Tato prdce byla vypracovdna v ramci vyzkumného zaméru Z4
055 905.

LITERATURA

1. Projekt COST D10/0005/98 (D10.10).

2. Hrdy I, Kuldova J., Wimmer Z.: Vesmir 79, 636 (2000).

3. Wimmer Z., Romanuk M.: Collect. Czech. Chem. Com-
mun. 46, 2573 (1981).

4. Hwang K., Park S.: Syn. Commun. 7993, 2845.

KONSTRUKCE A EVALUACE MODELU SAVCIHO
CYTOCHROMU P450 2B4

B. KUBICKOVA, L. ANTONOVIC, B. SOPKO,
P. HODEK

Katedra biochemie, Prirodovédeckd fakulta UK, Hlavova 2030,
128 40 Praha 2

Cytochromy P450 (CYP) jsou hemoproteiny ucastnici se
metabolismu napf. hormont, 1é¢iv, polutanti, kancerogend.
Preména téchto latek cytochromy P450 vede k exkreci z orga-
nismu nebo jejich toxifikaci ¢i aktivaci na mutageny. Proto
jsou tyto enzymy predmétem intenzivniho vyzkumu. Odhale-
ni struktury jejich aktivniho centra, kde dochdzi k metabolické
preméné substrat,, md zdsadni vyzman pro pochopeni vztahu
struktury a funkce CYP v procesu aktivace kancerogent a me-
tabolismu 1é¢iv. Nd§ vyzkum je proto zaméfen na konstrukce
3D modelu aktivniho centra CYP 2B4 a jeho validace metodou
fotoafinitniho znacenti.

Technika homologniho modelovéni je zalozena na pted-
pokladu podobnosti globdln{ struktury ndmi studovanych sav-
¢ich a mikrobidlnich CYP, jejichz struktura je diky X-paprsk-
ové krystalografii zndma. Jako templdt pro modelovdni byl
tedy pouzit mikrobidlni CYP 102, ktery je povazZovdn za struk-
turné nejblizsi savéim CYP. Po predikci sekunddrni struktury
CYP 2B4 bylo provedeno vzdjemné prifazeni sekvenci s CYP
102 (zohlediiujici globdlni podobnosti). S pouZzitim struktur-
niho templatu (CYP 102) byl konstruovan 3D model CYP 2B4
a ,,dokovan* hem. Energetickou optimalizac{ byl ziskan ho-
mologni 3D model CYP 2B4.

Model CYP 2B4 byl ovéfovan dokovanim specifického
substratu CYP 2B4, diamantanu. Nalezend orientace diaman-
tanu v aktivnim centru (vzhledem k hemu) je v souladu s ex-
perimentdlné prokdzanou hydroxylaci této latky v poloze 3.
K dal$imu potvrzeni modelu byly vyuzity vysledky ziskané
z fotoafinitntho znaceni aktivniho centra CYP 2B4 pomoci
tif sond: N-(p-azidobenzyl)-N-methyl-p-aminobenzylamin (I),
N-(p-azidobenzyl)-N-methyl-p-aminophenethylamin (IT) a N-
-(p-azidophenethyl)-N-methyl-p-aminophenethylamin (III).
Vzhledem k tomu, Ze 1ze predpoklddat vazbu téchto sond na
hem CYP, je mozno identifikovat aminokyselinové zbytky ve
vzddlenosti dané délkou molekuly sondy od atomu Zeleza
hemu. Pomoci sondy II se podafilo identifikovat Arg 197
nachdzejici se v helixu F ve spravné vzddlenosti od hemu.
Neschopnost sond I a III oznacit aminokyselinové zbytky je
v souladu s nepfitomnosti urcujicich aminokyselin v expono-
vané oblasti aktivniho centra. Ziskané experimentdlni vysled-
ky potvrzuji spravnost modelu CYP 2B4.
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NH; SIGNALIZACE: ULOHA AMINOKYSELIN
A JEJICH PERMEAS

MARTIN KUTHAN

Katedra genetiky a mikrobiologie, PFF UK, Vinicnd 5, 128 44
Praha 2

Role amoniaku jako signdlni molekuly je zatim madlo
prozkoumadna, ale jiZ nyni je zndmo, Ze hraje udlohu v dile-
zitych biologickych procesech (napt. pii diferenciaci hlen-
ky Dictyostelium discoideum ¢i dokonce pii prenosu signdld
v nervové tkdni).

V nasi laboratofi byla objevena a popsdna signalizace mezi
kvasinkovymi koloniemi, vyuZivajicimi plynnou signdlni mo-
lekulu NH;. Amoniak je produkovédn v pulzech a jeho produk-
ce je vyrazné zesilena u sousedicich kolonii, které se navic
asymetricky inhibuji v ristu. Narozdil od komplexniho média,
nedochdzi pfi ristu kvasinkovych kolonif na minimdlnim mé-
diu k produkci amoniaku ani k asymetrické inhibici ristu. Oba
efekty byly obnoveny po pfidani smési aminokyselin do mi-
nimdlniho média. Navic mutant kvasinky Saccharomyces ce-
revisiae shr3, defektni v permeasdch transportujicich ami-
nokyseliny, amoniak neprodukuje. Dal$im potvrzenim role
aminokyselin bylo zjisténi, Ze kmen S. cerevisiae defektni
v nizkoafinitni permease aminokyselin (Gapl), ma vyrazné
snizenou produkci amoniaku. Tato zjiSténi naznacovala, zZe
v procesu NH; signalizace hraji né¢jakou tilohu aminokyseliny.
Sledovali jsme proto vliv pfitomnosti jednotlivych aminoky-
selin v minimdlnim médiu na produkci amoniaku koloniemi
Candida mogii. Na zdklad€ naSich experimentd jsme byli
schopni rozdélit aminokyseliny na ty, jejichZ pfitomnost v mi-
nimalnim médiu vede k vysoké produkci amoniaku (Asn, Pro,
Asp, Ala, Glu, Arg, Gly a Ser) a aminokyseliny, v jejichz
pritomnosti kolonie C. mogii amoniak témét neprodukuji.
Produkce resp. absence produkce amoniaku vyrazné ovliviiuje
morfologii kolonii a asymetrickou inhibici ristu. Kolonie
,,produkujici” amoniak jsou tvofeny pseudohyfami i kvasink-
ovymi buikami, pficemz kvasinkové buiky prevladaji ze-
jména v Césti kolonie rostouci smérem k partnerské kolonii,
tedy v oblasti, kde by mélo dochazet k maximalni indukci
produkce amoniaku. Kolonie ,,neprodukujici* amoniak, jsou
tvoreny prevazné pseudohyfami a hyfami.

VYUZITI VLASTNI MODIFIKACE ANALYZY
KATECHOLAMINU POMOCI HPLC

PRI DIAGNOSTICE FEOCHROMOCYTOMU

U PACIENTU SE SEKUNDARNI HYPERTENZI

HANA LENOBELOVA®, RENE LENOBEL®,
SYLVA DOSTALOVA?, RENATA JURAKOVA?,
DAVID STEJSKAL™, IVO ORAL'

“Oddéleni laboratorni mediciny Nemocnice Sternberk, bLabo-
rato¥ riistovych reguldtorii UP Olomouc, ‘Interni oddélent
Nemocnice Sternberk

Feochromocytom je maly tumor dfené nadledvin, ktery
se klinicky manifestuje fadou rozdilnych symptomu (malig-
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ni hypertenzi, ortostatickou hypotenzi, hypermetabolismem
a neuropsychickou labilitou). Pfi¢inou téchto symptomt je
nadprodukce katecholamint a jejich prekurzord. Diagnostic-
ky algoritmus u pacientli s podezfenim na feochromocytom
spociva v klinickém vySetfeni (se zaméfenim na typické sym-
ptomy), zobrazovaci diagnostice (CT, NMR, scintigrafie) a la-
boratorni analyze (katecholaminy a jejich metabolity v plazmé
i moci, neuron specifickd enolasa v séru). Protoze feochromo-
cytom muize byt uloZen také extraadrendlné a laboratorni
vysetieni se v bézné klinické praxi velice zobeciiuji (bézné se
stanovuje pouze kyselina vanilmandlovd v moci), zlstdvd
podle nékterych autordi az 75 % pacientti s feochromocyto-
mem nediagnostikovano.

Na nasem oddéleni jsme z tohoto divodu zavedli vlastni

modifikaci stanoveni katecholamind a jejich metabolitt (ad-
renalin, noradrenalin, dopamin, normetanefrin, metanefrin,
kyselina vanilmandlov4, kyselina homovanilinovd). Analyzy
provddime v plazmé nebo moci vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii na reverzni fazi s fluorescencni detekci (RP-
-HPLC-FD) po vhodné dpravé vzorku. Izolace noradrenalinu,
adrenalinu a dopaminu v moci i plazmé se provadi extrakci na
oxidu hlinitém s ndslednou derivatizaci fluorescencni znac-
kou. Ziskané fluorescenc¢ni derivdty se déli na RP-HPLC-FD.
Izolace metanefrinu a normetanefrinu v moci se provadi dvou-
stupiiovou ionexovou chromatografii s ndslednou kvantifkaci
pomoci nativni fluorescence na RP-HPLC-FD. Izolace kyse-
liny vanilmandlové a homovanilinové v moc¢i probihd jedno-
stupniovou ionexovou chromatografif s ndslednou kvantifikac{
pomoci nativni fluorescence metodou RP-HPLC-FD. U pa-
cientti s podezienim na feochromocytom pouZivame nasledu-
jict ,,biochemicky* algoritmus:
pri nizkém klinickém podezieni nebo jako screening vy-
Setfujeme metanefrin a kyselinu vanilmandlovou v moci
(diagnosticka specifita i senzitivita této kombinace se po-
hybuje kolem 99 %),
pfi vysokém klinickém suspiciu, patologickych ndlezech
metabolitli v moci, nebo pii normdlnim screeningu a vy-
sokém klinickém suspiciu provddime stanoveni dopami-
nu, adrenalinu a noraderanalinu v moci i plazmé za hospi-
talizace, stanoveni kyseliny homovanilinové v moci, event.
provddime clonidinovy test (100 % diagnostick4 specifita
i senzitivita).
Za posledni dva roky jsme na nasem oddéleni vysetfili 289
pacientt z celého regionu Severni Moravy s podezienim na
feochromocytom (na jinych pracoviStich této oblasti se t.C.
rutinni stanoveni katecholaminti neprovadi). U 11 probandd
tohoto souboru (4 %) jsme diagnostikovali feochromocytom,
ktery byl ndsledné operacné odstranén; u vSech probandd
doslo k ustupu klinickych obtiZi. Prokdzali jsme pomérné
nizkou senzitivitu i specifitu kyseliny vanilmandlové (senzi-
tivita 90 %, specifita 79 %), vysokou senzitivitu i specifitu
metanefrinu (97 % senzitivita, 100 % specifita) a absolutn{
specifitu i senzitivitu komplexniho vySetieni v¢. clonidinové-
ho testu.

V soucasné dobé provddime vySe uvedend vySetfeni pro
zdravotnicka zafizeni celé severni Moravy; analyzy provadéji
3 vysokoskolsky vzdélani pracovnici. Vysledky vyddvame 1x
mésicné.
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STRUKTURNI A DYNAMICKA POCITACOVA
ANALYZA VAZBY INHIBITORU K PROTEASE
VIRU HIV-1

MARTIN LEPSIK

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, F lemingovo n. 2,
166 10 Praha 6

Inhibitory HIV proteasy jsou latky, které jsou soucasti
smési pouzivanych k 1écbé AIDS. Jejich pouziti ov§em kom-
plikuje fakt, Ze proteasa v pribéhu terapie mutuje a ziskdva
k 1écivu rezistenci. Fenomén rezistence je proto nutné ze
strukturniho i dynamického hlediska dobfe prozkoumat, aby
bylo mozné ptikroc¢it k navrhu novych uc¢innéjsich 1ékda.

Jednim z velice vhodnych néstroji pro takovou analyzu je
pouziti molekulové mechaniky a dynamiky. Jednd se o vypo-
cetni metody, které s pomoci sady parametrd (potencidlu)
dokdz{ minimalizovat energii chemického systému, resp. sle-
dovat jeho ¢asovy vyvoj.

V této prici jsme vychdzeli z modelti komplext proteasy
s riznymi inhibitory zaloZenych na krystalovych strukturdch.
Rezistentni mutanty byly modelovdny pomoci molekulové
dynamiky. Rozpoustédlo bylo simulovano pouzitim dielektri-
ka zdvislého na vzddlenosti. Ze strukturnich charakteristik
byla sledovdna pifitomnost vodikovych mustkt a van der Waal-
sovskych kontaktd mezi inhibitorem a proteasou. Z dynamic-
kych vlastnosti jsme se zabyvali zanikdnim a znovuvytvéie-
nim vodikovych mustkt a stdlosti, resp. nestdlosti van der
Waalsovskych kontaktt.

Porovnéni uvedenych charakteristik u komplexd jednotli-
vych inhibitord ndm umoziuje vysvétlit u¢inek urcitého inhi-
bitoru jak na proteasu divokého typu, tak i na jeji mutanty.
Timto zplisobem se tato prace snazi prispét k vysvétleni me-
chanismti rezistence.

Tato prdce byla vypracovdna v rdmci vyzkumného zdméru Z4

055 905.

POTKANI HYPODAKTYLNI MUTACE -
GENETICKE MAPOVANI A CHARAKTERIZACE
KONGENNICH KMENU

FRANTISEK LISKA

Ustav biologie a Iékaiské genetiky, 1. lékaiskd fakulta, Uni-
verzita Karlova, Albertov 4, 120 00 Praha 2

V soucasné dobé€ se u savct predpokladd az 4000 gend,
jejichz zérodecné mutace mohou vést k autosomalné recesivné
dédi¢né samci infertilité. Tyto mutace maji Casto pleiotropni
efekt i na dal8f orgdnové systémy. Jedna z téchto mutaci je
pfedmétem naSeho vyzkumu. Potkani hypodaktylie (Hd) je
autosomalné recesivni postizeni vyvoje koncetin a spermato-
geneze. Projevuje se variabilni redukei pocétu prsti a ¢lanki
prsti na preaxidlni strané prednich i zadnich koncetin. Posti-
Zeni koncetin samcd a samic je stejné. VSichni homozygot-
ni samci jsou infertilni. Maji zmenSend varlata a nadvarlata
a zmen$ené mnozstvi morfologicky abnormalnich a nepohy-
blivych spermii. Mutovany gen byl lokalizovdn na potkani



Chem. Listy 95, 318 — 338 (2001)

chromozom 10 pomoci 152 zpétnych kiiZenct (samice origi-
nalniho kmene Wistar Hd (WHD) a samec F1 (WHDxBrown
Norway)). Jemnéjsi mapovani provddime pomoci populace F2
hybridd WHDxBN (Brown Norway). Kriticky segment chro-
mosomu 10, kde se nachdzi Hd mutace, se tak podaftilo zizit
na cca 1,7 cm mezi mikrosatelitnimi markery D10Rat116
a D10Rat160. Zaroveri byla pozorovana tiplna vazba Hd se sku-
pinou markertt D10Mit8 (v genu pro synaptobrevin 2), D1I0Wox 12
(v genu pro sex hormone binding globulin), D1I0Wox14 (v ge-
nu pro asialoglykoproteinovy receptor) a s dvéma anonymni-
mi markery. Kriticky segment vSak zfejmé obsahuje i dalsi
geny, které mohou byt pozi¢nimi kandiddty Hd. Pfenesenim
alely Hd na genetické pozadi inbrednich kmend SHR (spon-
taneously hypertensive rat) a BN jsme vyvinuli kongenn{
kmeny SHR-Hd a BN-Hd. U SHR-Hd je sniZend penetrance
a expresivita postizeni koncetin, zatimco u kmene BN-Hd je
tézké postizeni koncetin, dokonce vétsi nez u kmene WHD.
Homozygotni samci obou kongennich kment jsou sterilnf,
avsak hmotnost varlat, nadvarlat i pocet spermif je signifikan-
tné vyssi nez u kmene WHD. Tato pozorovéni svédéi pro vliv
modifikujicich genl na expresi Hd. NaSe dal$i prace bude
smétovat k identifikaci mutantniho genu, ptipadné i k mapo-
vani modifikujicich minor gent.

OXIDACE ALKOHOLU ENZYMOVYM SYSTEMEM
FEROMONOVE ZLAZY LISAJE TABAKOVEHO

ANNA LUXOVA, ALES SVATOS

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

Vyuziti enzymatické katalyzy v organické syntéze patii
mezi standardni postupy organické chemie. Dosud nebyl po-
psdn enzym katalyzujici oxidaci alkohold na aldehydy. Ko-
necnym krokem biosyntézy sexudlniho feromonu u samic
lisaje tabdkového (Manduca sexta) je oxidace hexadec-11-en-
-1-olt a hexadeca-10,12-dien-1-0ld na odpovidajici aldehydy.
Tato pfemeéna je katalyzovdna enzymovym oxida¢nim systé-
mem lokalizovanym ve feromonové Zldze motyla na spodn{
Casti abdomenu. Z predbéznych vysledkd bylo patrné, ze
vypreparovany abdomen jak v intaktni, tak v homogenizované
formé, katalyzuje oxidaci dalSich strukturnich typi alkohold,
které nejsou pfirozenym prekurzorem feromonu. Na zakladé
tohoto zjisténi jsme zacali studovat vlastnosti enzymu tykajic{
se jeho vyuZiti v organické syntéze. A to pfedevs$im substrd-
tovou specificitu a stabilitu za riznych podminek. Studovany
enzymaticky systém je za in vitro podminek (hexan/fosfatovy
pufr) velmi robustni s tepelnou stabilitou do 50 °C (teplotni
optimum 30 °C) a je mozné jej recyklovat (5x). Jeho substra-
tovd specificita byla ur¢ena na rtiznych alkoholech: 7) s linedr-
nim nerozvétvenym fetézcem, 2) nenasycené, 3) s aromatic-
kym jadrem v postrannim fetézci, 4) sekundarni. Zjisténé
poradi reaktivity je 3>1>2>>4. Primarn{ alkoholy 1, 2, 3 Ize
selektivné oxidovat ve smési se sekundarnimi alkoholy. Dal-
$im zajimavym zjisténim je profil vytézkd oxidace homolo-
gické fady primdrnich nasycenych alkohold od Sesti do dvaceti
uhlikd. Nejmensi konverze pfemény alkohol-aldehyd byla
zjisténa u hexadekanolu. U enzymového systému nyni urcu-
jeme jeho zdkladni biochemické charakteristiky a pokusime
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se o izolaci a podrobnéjsi strukturni charakterizaci. Budouc-
nost vsak spatiujeme v produkci oxidasy geneticky modifik-
ovanymi mikroorganismy, do kterych bude vnesen gen kédu-
jict proteosyntézu naSeho enzymu.

Tato prdce byla vypracovdna v rdmci vyzkumného zaméru Z4
055 905.

SELEKTIVITA OXIDACE KARCINOGENNIHO
1-FENYLAZO-2-HYDROXYNAFTALENU (SUDAN I,
C.I. SOLVENT YELLOW 14) CYTOCHROMEM P450
1A1

VACLAV MARTINEK, MARIE STIBOROVA

Katedra biochemie, Prirodovédeckd fakulta UK, Albertov 2030,
128 40 Praha 2

Sudan I je karcinogenem jater a mo¢ového méchyte studo-
vanym jako modelové karcinogenni azobarvivo, které neob-
sahuje aminoskupiny ve své molekule. Je metabolizovén cy-
tochromy P450 (CYP), které jej oxiduji na C-hydroxy a C-di-
hydroxyderivaty nebo oxida¢né S$tépi na benzendiazoniovy
ion (BDI). BDI je reaktivnim intermedidtem vdzajicim se
kovalentné na DNA. Majoritni adukt tvofeny v DNA z BDI
byl identifikovan jako 8-(fenylazo)guanin'.

V préci identifikujeme CYP oxidujici Sudan I. Nejlépe
Sudan I oxiduji CYP1A mikrosomi indukovanych B-naftofla-
vonem (B-NF) (82 %), méné pak CYP2B PB mikrosomii
a enzymy mikrosomi indukovanych etanolem ¢i mikrosomui
neindukovanych zvitat (vSechny — 15 %). Pfitom je tato oxi-
dace efektivné inhibovdna inhibitorem CYP1A1/2 o-NF, za-
timco inhibitorem CYP1A2 furafyllinem ovlivnéna neni. Pre-
meéna Sudanu I CYP1A1 byla potvrzena pouzitim potkani-
ho rekombinantnitho enzymu (CYP1Al) rekonstituovaného
s NADPH:CYP reduktasou. Studovany karcinogen je rovnéz
oxidovdn v rekonstituovaném systému obsahujicim lidsky
rekombinantni CYP1A2, ale ucinnost oxidace je asi dvaceti-
procentni oproti CYP1A1. Vzhledem k tomu, Ze CYP experi-
mentdlnich zvifat nemusi byt vZdy vhodnym modelem simu-
lujicim katalytické vlastnosti lidskych enzymd, potvrzujeme
vysledky i s enzymy lidskymi. Pouzity byly mikrosomy obsa-
hujici lidské rekombinantni CYP1Al, CYPI1A2, CYPIBI,
CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6, CYP2EL, CYP3A4 aCYP3A4
s cytochromem b, tzv. Supersomes™. Sudan I je opé&t nejucin-
néji oxidovan lidskym CYPIAI1. K charakterizaci oxidace
Sudanu I CYP1A1 bylo rovnéz pouzito kinetickych studii.

V préci prokazujeme, zZe lidsky CYP1A1 je nejefektivnéj-
$im cytochromem P450 oxidujicim karcinogenni azobarvivo
Sudan I. Vysledky jsou interpretovdny z hlediska potencidlni-
ho rizika vystaveni lidské populace studovanému karcinoge-
nu.

Podporovdno granty MSMT CR (MSM 1131 00001) a GA CR
(203/99/1003 a 203/99/1628).

LITERATURA

1. Stiborovd M., Asfaw B., Frei E., Schmeiser H. H., Wi-
essler M.: Chem. Res. Toxicol. 8, 489 (1995)



Chem. Listy 95, 318 — 338 (2001)

POZNANI MECHANISMU KARCINOGENITY
0-ANISIDINU, KANCEROGENU S DOSUD
NEVYJASNENYMI PRINCIPY UCINKU

MARKETA MIKSANOVA, MARIE STIBOROVA

Katedra biochemie, Prirodovédeckd fakulta, Univerzita Kar-
lova, Albertov 2030, 128 40 Praha 2

o-Anisidin (2-methoxyanilin) je intenzivné pouzivan jako
intermedidt pii vyrobé azobarviv. Jde o silny karcinogen mo-
¢ového méchyte. Studium mechanismu jeho karcinogenity je
sttedem zdjmu fady laboratofi. Je tomu tak proto, Ze se jednd
nejen o nebezpecny polutant pracovniho prostfedi chemic-
kych provozu, ale navic, Ze principy jeho ucinku zistdvaji
dosud neodhaleny. K vysvétleni karcinogenniho tc¢inku o-ani-
sidinu je nezbytné i) poznani enzym, kterymi je metaboli-
zovan, ii) identifikace struktury reak¢nich metabolitl a iii)
poznani, zda metabolity zasahuji do inicia¢ni a progresni faze
kancerogenese, tedy zda tvoii adukty v DNA.

Metabolismus studovaného karcinogenu je zprostfedko-
van hydroxyla¢nimi reakcemi katalyzovanymi cytochromy
P450 a v mocovém méchyfi i jedno-elektronovymi radikdlo-
vymi oxidacemi peroxidas, jenZ jsou v mocovém méchyti
bohaté¢ zastoupeny. Majoritnim produktem oxidace o-anisidi-
nu cytochromy P450, izolovanym pomoci HPLC a ur¢enym
MS-MS spektrometrif, je derivat N-hydroxy-2-methoxyanilin.
Efektivnéji nez cytochromy P450 je o-anisidin oxidovan lak-
toperoxidasou, kifenovou peroxidasou a prostaglandin H syn-
tasou. Unikdtnim vysledkem je identifikace produktl oxidace
o-anisidinu peroxidasami. Pomoci MS-MS spektrometrie by-
lo poprvé pfimo zjisténo, Ze primdrné tvoreny radikdl o-anisi-
dinu poskytuje ¢tyfi majoritni barevné produkty diimin, chi-
nonimin, azodimer a slou¢eninu obsahujici tfi methoxybenze-
nové kruhy, jejiz pfesnd struktura dosud nebyla urcena.

Vysledky ptinaseji i odpovéd na otdzku mechanismu kar-
cinogenniho piisobeni o-anisidinu. V pribéhu oxidace o-an-
isidinu peroxidasami dochdzi k vazbé reaktivnich metabolitd
na DNA. Analyzou pomoci metody ,,32P—postlabellingu“ byla
prokdzédna tvorba kovalentnich adukti v DNA, pfi¢emz cilo-
vymi deoxynukleosidy jsou zbytky deoxyguanosinu. Diimin
generovany z primdrné tvoieného N-centrovaného radikdlu
o-anisidinu peroxidasou je pravé tim metabolitem, ktery kova-
lentné modifikuje deoxyguanosin v DNA. Vysledky jasné
prokazuji, Ze o-anisidin je genotoxickym karcinogenem zasa-

Autorky dékuji za podporu MSMT CR (MSM 1131 00001)
a GA CR (grant 203/99/1003).

VLIV ACETYLDACE HISTONU NA DIFERENCIACI
MONOBLASTU TRANSFORMOVANYCH
ONKOGENEM v-myb

A. NEMAJEROVA™", J. SMARDA®, J. SMARDOVA®

“Masarykiiv onkologicky istav, Oddéleni bunécné a moleku-
ldrni onkologie, Zluty kopec 7,656 53 Brno, "Katedra genetiky
a molekuldrni biologie, Prirodovédeckd fakulta, Masarykova
univerzita, Kotldrskd 2, 611 37 Brno

Protein CBP (CREB-binding protein) je koaktivator trans-
kripce, ktery je schopen interagovat s mnoha transkripénimi
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faktory (c-/v- Myb, CREB, c-Fos, c-/v-Jun, p53, jadernymi
receptory a dal§imi proteiny). CBP je histon-acetyltransferasa
a acetylaci histond aktivné zasahuje do procesu transkripce.
cDNA kodujici lidsky protein CBP jsme klonovali do expres-
niho vektoru pMT-IRES-CD4, ktery umoziuje inducibiln{
expresi genu CBP z metalothioneinového promotoru v hosti-
telskych burikach a zdroven jejich i¢innou purifikaci prostied-
nictvim dicistronicky exprimovaného markerového genu CDA4.
Po stabilni transfekci bunék BM2 plazmidem pMT-CBP-
-IRES-CD4 technikou lipofekce jsme selektovali stabilni trans-
fektanty.

V bunikich BM2CBP jsme ovéfili expresi genu CBP na
urovni RNA a proteint a potvrdili jsme tvorbu komplexu mezi
proteiny CBP a v-Myb. Samotnd indukce exprese CBP sice
nezménila morfologii bunék BM2 ani prolifera¢ni rychlost,
ciace jako je forbolovy ester TPA a inhibitor histon-deacetylas
trichostatin A (TSA). Ukézali jsme, Ze ptsobeni TSA vede
v bunikdch BM2 i BM2CBP k hyperacetylaci histontl a k za-
staveni bunééného cyklu ve fazi G1. Bunky BM2CBP (v men-
§1 mife i BM2) tvoii pisobenim TSA mnohojaderné buiiky,
které svou morfologii vyznamné pfipominaji osteoklasty. Pro-
to jsme v bunkdch BM2CBP po pusobeni TSA testovali
nékteré pro osteoklasty specifické markery. Prokdzali jsme, ze
se nejednd ani o osteoklasty ani o osteoklastim podobné
buriky. TSA indukuje diferenciaci bunék BM2 a BM2CBP na
makrofagové polykaryony, které se tcastni zanétlivych pro-
cestl.

Tato prdce byla podporovdna granty IGA MZ CR & NM-16/3
a MZ0002980501

TESTOVACI SYSTEM PRO STUDIUM ODEZVY
ROSTLIN NA STRES

PETRA NESNEROVA, ALES SVATOS,
TOMAS MACEK

UOCHB AV CR, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6, VSCHT
Praha, Technickd 3, 166 28 Praha 6, e-mail: Petra_Nesnerova
@yahoo.com

Zkoumdni vztahd mezi vné&j$im prostiedim a stresem v rost-
lindch je v posledni dobé vénovdna stdle vétsi pozornost, stejné
tak, jako studiu mechanismu, které jsou odezvou na stresovy
faktor a pomoci nichz se rostlina proti vzniklému stresu brani.
Metody pouzivané ke studiu stresovych reakci vétSinou
neumoziuji ziskani vysledkl bez poranéni rostlin. Proto se
snazime navrhnout novy testovaci model, pfi jehoz vyuziti je
mozné pracovat s intaktnimi rostlinami a ziskat objektivné;jsi
a reprodukovatelné vysledky (na pozadi se neprojevi vliv
mechanického poranéni). Stresovou reakci Ize u rostlin navo-
dit mj. aplikaci jasmonové kyseliny (JA) nebo jejtho methyl-
esteru (MJ), kterd slouzi pfi studiu obrannych mechanismi
jako endogenni signdl vyvoldvajici u rostlin reakce velmi
podobné reakcim vyvolanym mechanickym poranénim, by-
lozravci nebo hmyzem. Jako modelovou rostlinu pouzivdme
netransformované rostliny Nicotiana tabacum (L). K porov-
ndni odezvy a optimalizaci byly pouzivdny celé rostliny nebo
jednotlivé listy rostlin (in vitro nebo in vivo), malé rostliny
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primarni elicitory — prosystemin (200 AK)
oligosacharid

malé proteiny systemin (18 Ak)
sekunddrni metabolity }
enzymy a dals{ lipasa
v
linolenova kyselina
v

jasmonova Kkyselina

obranna reakce (aktivace genii)
sekunddrni metabolity
obranné proteiny
inhibitory proteas
enzymy atd.

Schéma 1. Signdlni kaskdda u rostlin

(stdfi 2-9 tydnl) péstované ze seminek, kalus a bunécnd
suspenze. Jako elicitor stresu je pouzivan racemicky MJ a JA
v intervalu koncentraci, jehoz spodni mez je srovnatelnd s kon-
centraci téchto ldtek produkovanych poranénou rostlinou v pfi-
rozenych podminkdch. Tékavé latky (ocimen, elemen, dri-
madien) vylu¢ované poranénymi rostlinami do ovzdusi jsou
uvnitf méfici aparatury extrahovdny pfimo ze vzorku pomoci
mikroextrakce na pevnou fazi (SPME) na vldkno potazené
polymethylsilikonovou fazi. Latky jsou analyzovany pomoci
plynové chromatografie a identifikovdny hmotnostni spektro-
metrii. Optimalizaci podminek byly jako nejvhodnéjsi pro
pouziti malych rostlin a indukci MJ stanoveny tyto podminky:
staff rostlin — 6 tydnt, koncentrace MJ -5 g na jednu rostlinu,
meéfeni na GC — 20-24 hodin od zacdtku indukce. Dany
modelovy systém je mozné vyuzit v zakladnim i aplikovaném
vyzkumu (pfi studiu vlivu riznych ldtek na rostliny, napf.
fytohormony a jim podobné litky).

Tato prdce byla vypracovdna v ramci vyzkumného zaméru Z4
055 905.

PRIPRAVA FENYL-HYDROXYETHYL DERIVATU
GUANINU JAKO STANDARDU
PRO DIAGNOSTIKU POSKOZENI DNA

JAN NOVAK, IGOR LINHART

Ustav organické chemie, Vysokd skola chemicko-technolo-
gickd, Technickd 5, 166 28 Praha 6

PoSkozeni DNA alkylujicimi latkami lze diagnostikovat
detekei piislusnych derivatd purinovych basi v mo¢i a nukleo-
tidovych derivatd v leukocytech vysoce citlivymi analyticky-
mi metodami.

U lidi exponovanych styrenu jsou fenyl-hydroxyethyl de-
rivity guaninu vyznamnymi indikétory poskozeni'. V praci je
popséna piiprava O°-derivati guaninu metodu aktivace 2-ami-
no-6-chlor purinu 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktanem?®. Vznikly
2-amino-6-(1-azonia-4-azabicyklo[2.2.2]-1-oktyl)purin (,,DAB-
CO-purin®) rea-guje snadno s natrium 1-fenylethan-1,2-diold-
tem za vzniku dvou regiosomernich produktd, O°-(1-fenyl-2-
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-hydroxyethyl)-guaninu (o-adukt) a 06-(2-fenyl-2-hydroxy—
ethyl)guaninu (B-adukt). Jako majoritni byl ziskdn B-adukt.
Dale byly zkoumdny alkyla¢ni reakce 2-amino-6-chlorpurinu
s 2-brom-2-fenyl-ethanolem a s 2-brom-1-fenylethanolem s ci-
lem pripravit derivaty substituované v poloze 7. Struktura
pripravenych ldtek byla ovéfena pomoci NMR, UV a hmot-
nostnimi spektry.

Prdce byla podporovdna granty MSM 223100001 minister-
stva Skolstvi CR a 313/99/1460 GA CR.
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A METODOLOGY TO ASSESS RISK OF ORGANIC
COMPOUNDS IN THE UNDERGROUND
ENVIRONMENT

JAROSLAV NOVAK®, RICHARD TYKVA®,
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Organic compounds used in modern industry and agricul-
ture represent a serious environmental risk. Therefore, it is
necessary to observe the toxicity of such compounds in the
underground environment (e.g., uptake by plant roots, pollu-
tion of groundwater, etc.). The complex environmental toxi-
city of such a compound consists of two components, namely
that of the analyzed compound and another one of its soil
degradation products.

Our metodology includes isolation of microbial strains
from the sites where the investigated organic compound(s)
should be used, biodegradation analyses and measurement of
the toxicity of the parent compound and its biodegradation
products.

The described metodology was tested using a carbamate
juvenoide with oostatic activity after application to flies Sar-
cophaga bullata. Microbial strains from soil samples were
isolated and those which degraded the tested compound were
selected. Biodegradation experiments consist of incubation of
the radiolabeled juvenoid with the selected microorganisms in
liquid media followed by radio-HPLC where four radioactive
peaks were isolated. The main degradation product was iden-
tified, and two other fractions represent mixtures of degrada-
tion products. In relation to the parent compound, we found
lower toxicity for all three fractions representing biodegrada-
tion products.

Another application of the developed methodology is in
preparation for commercially available pesticides, in which
we will extend the metod with experiments on soil columns in
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cooperation with Germany (GSF, Neuherberg) including iden-
tification of degradation products by radio-HPLC/MS.

This work was performed under the Research Project Z4 055 905.

JE ,DNA ZEBRICEK* SPOLEHLIVOU ZNAMKOU
APOPTOZY?

JAN PEYCHL, EMIL RUDOLF, JAN NOVAK,
JIRT HUSAK

Ustav lékai'ské biologie a genetiky, Lékarskd fakulta v Hradci
Krdlové, Univerzita Karlova, Simkova 870, 500 01 Hradec
Krdlove

Internukleosomova fragmentace DNA je povazovdna za
jednu z charakteristickych zndmek programované bunécné
smrti — apoptdzy. Lze ji detekovat pomoci metody horizontdl-
ni elektroforézy v agar6zovém gelu jako tzv. DNA Zebficek
(DNA ladder assay). Proto jsme tuto metodu zatadili do naSich
studif bunécéné smrti indukované in vitro. Jako model jsme
zvolili butiky stabilizované bunécné linie Hep 2 odvozené
z lidského karcinomu laryngu a buiiky stabilizované bunécné
linie HL. 60 odvozené z lidské promyelocytdrni leukémie.
K indukci apoptdzy jsme pouzili 24 hodinové ovlivnéni bu-
nék etoposidem (inhibitor topoizomerasy II) v koncentraci
10 pg.ml™". Po izolaci a elektroforéze DNA z ovlivnénych
bunék jsme typicky DNA Zebric¢ek nalezli pouze u DNA buné¢k
linie HL. 60. U bunék linie Hep 2 jsme tento typ fragmentace
DNA nezachytili. Pomoci mikroskopickych metod jsme vSak
u ovlivnénych bunék obou bunéénych linif prokazali typické
morfologické projevy apoptdzy: pohyb vybézkl cytoplazma-
tické membrdny, svrasténi bun€k, kondenzaci a fragmentaci
chromatinu. Etoposidem ovlivnéné bunky linie Hep 2 vyka-
zaly rovnéz pozitivitu v imunohistochemickych vysetienich
na piftomnost kaspasy 3, kterd je soucdsti apoptotické kaskd-
dy. Nase vysledky naznacuji, Ze internukleosomovd fragmen-
tace DNA nenf zcela spolehlivou zndmkou apoptdzy induko-
vané in vitro u bunék rizného ptivodu.

Prdce vznikla za podpory Vyzkumnych zdméri Ministerstva
Skolstvi, mlddeze a télovychovy FD MSM 111500002 a FD
MSM 111500004

MECHANISMY REGULUJICI AKTIVITU
NADOROVEHO SUPRESORU PROTEINU P53

A MOZNOSTI AKTIVACE JEHO NEFUNKCNICH
FOREM V NADOROVE BUNCE

SARKA POSPISILOVA®, VACLAV BRAZDA",
PETR MULLER?, EMIL PALECEK",
BORIVOJ VOJTESEK®

“Masarykiiv onkologicky istav, Zluty kopec 7, 656 53 Brno,
bBiofyzikdlni istav AV CR, Krdlovopolskd 135, 612 65 Brno

Procesy bunécné proliferace a diferenciace jsou v buiice
presné regulovdny fadou extraceluldrnich i intraceluldrnich
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mechanism, jejichzZ naruseni ma zpravidla za ndsledek ma-
lign{ transformaci buiiky. K nejvyznamnéjsim faktortim podi-
lejicim se na regulaci bunécného cyklu patii protein p53,
nadorovy supresor indukovany buné¢nym stresem, ktery v zd-
vislosti na mife poSkozeni genetické informace indukuje bud
zastaveni buné¢ného cyklu v G, fdzi, které umozZni reparaci
poskozené DNA pied jeji dalsi syntézou, a nebo spousti me-
chanismy vedouci k programované smrti bunky—apoptoze.
Mutace v genu pro p53 byly nalezeny u vice neZ 50 % lidskych
malignit, coz dokazuje jeho nepostradatelnou tlohu v regulaci
bunécného cyklu a ochrané bunky proti ndidorovému bujeni.
Z tohoto diivodu je protein p53 nazyvdn jako ,,strdzce geno-
mu.

Lidsky protein p53 je jaderny fosfoprotein o velikosti 393
aminokyselin, jehoZ mechanismus ptisobeni je realizovén jeho
schopnosti védzat se na specifické sekvence DNA (tzv. p53
consensus sekvence) a fungovat jako sekvencné specificky
transkripéni faktor. Za fyziologickych podminek se protein
p53 nachdzi v bunikdch pievdzné v latentni konformaci (nevy-
kazuje DNA-vazebnou aktivitu) a jeho hladina je velmi nizkd
a teprve pfi odpovédi buiiky na stresové podminky (napf.
expozici buriky faktorim poskozujicim DNA) dochézi k jeho
aktivaci a stabilizaci. Aktivace latentniho proteinu p53 k vazbé
na DNA je zpravidla zprostfedkovdvana alosterickou modifi-
kaci jeho C-koncové regulacni domény a muze se pii ni
uplatnit né€kolik mechanismi, napf. vazba monoklondlnich
protildtek rozpozndvajici epitopy v C-koncové doméné pro-
teinu. Vyznamnym fyziologickym mechanismem aktivace la-
tentniho proteinu p53 jsou jeho post-translacni modifikace,
predevsim fosforylace na specifickych Ser a Thr, které zpro-
stfedkovdvaji odpovéd buiky na extraceluldrni nebo intrace-
lularn{ stresové faktory. V nasi praci jsme se zabyvali vlivem
jednotlivych post-transla¢nich modifikaci na DNA-vazebnou
aktivitu proteinu a podatilo se nam prokazat, zZe fosforylace
proteinu cdk2/cyklin A na Ser 315, Protein kinasou C na Ser
378 a Casein kinasou I na Ser 392 maji na rozdil od modifikac{
N-koncové domény proteinu schopnost indukovat piechod
p53 zlatentni do aktivni konformace, coz se projevi vyraznym
zvysenim vazby p53 na promotorové sekvence DNA. Pritom-
nost téchto post-translacnich modifikaci jsme prokdzali také
in vivo, pfi¢emz mira modifikace se u riiznych nddorovych
bunéénych linii vyrazné li$i a mize byt indukovana poskoze-
nim DNA.

Post-translacni modifikace se tedy jevi byt jednim ze
zdkladnich regulacnich mechanismi aktivity p53, pficemz
fosforylace Ser 315, 378 a 392 pravdépodobné patfi mezi
klicové regulacni signdly zprostiedkovavajici reakci na posk-
ozeni DNA a bunécny stres. Z téchto poznatkti vyplyvd, Ze
nejen mutace v genu pro p53, ale také naruSeni biochemickych
drah zprostfedkovdvajici jeho post-transla¢ni modifikace, ma-
ji zdsadni vliv na aktivitu proteinu p53 a musi byt zohlednény
v piipadné protinadorové terapii zaloZzené na obnové funkéni-
ho proteinu p53.

Tato prdce byla financovdna z grantovych projektii GA CR
301/00/P094 a 312/99/1550 a IGA MZ CR 4783-3.
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NOSICE GENOVE INFORMACE NA BAZI
POLYELEKTROLYTOVYCH KOMPLEXU
POLYKATIONT/DNA

T. RESCHEL?, C. KONAK?, K. ULBRICH?,
D. OUPICKY? L. W. SEYMOUR"

“Ustav makromolekuldrni chemie, Akademie véd Ceské repub-
liky, Heyrovského n. 2, 162 06 Praha 6, "CRC Institute for
Cancer Studies, University of Birmingham B15 2TA, Birmin-
gham

Genovd terapie, jejimz hlavnim dkolem je doprava speci-
fického genu do vybranych bunék nebo tkdnf{ a zajisténi jeho
transkripce a tim i terapeutického uc¢inku, byla navrZena jako
jedna z moznosti 1écby fady onemocnéni. V soucasné dobé se
vyzkum soustieduje na vyvoj tif typd vektord vhodnych pro
dopravu genti — virdlni nosi¢e DNA, komplexy DNA s kation-
tovymi liposomy a komplexy se syntetickymi polykationty.
Aby tyto systémy byly aktivni in vivo, je nutné zajistit jejich
stabilitu v krevnim fecisti, eliminovat interakci s komponen-
tami retikuloendotelidlniho systému, zajistit prodlouZenou cirku-
laci, dostatecné maly rozmér pro ucinnou extravasaci, umoznit
cilené smérovani a transport pfes buné¢nou membrdnu, ochrd-
nit DNA pred degradaci lysosomalnimi enzymy a zajistit i¢in-
ny piepis genetického materidlu v jadfe bunky. Nami studo-
vany systém, ktery by mél spliiovat vyse uvedené pozadavky,
vychdzi z pouziti komplexi plazmidové DNA s polykationty
povrchové modifikovanymi hydrofilnimi polymery nesouci-
mi funkéni molekuly (smérovatelné jednotky, fusogenni sku-
piny atd.).

Pro v8echny typy studovanych polykationtt byla fluores-
cen¢ni metodou ovéfena jejich schopnost tvorit polyelektro-
lytové komplexy s DNA (PEC) a byl studovan vliv podminek
pripravy na vlastnosti PEC (pomér +/— ndboje, pH pufru,
rychlost michdni, teplota).

Biofyzikdlni vlastnosti komplexd polykationt/DNA jsou
ovlivnény typem a molekulovou vahou pouzitého polykation-
tu. Bylo prokdzéno, Ze stabilita komplexd vici disociaci v roz-
toku NaCl vzrlstd v fadé od kvarternich bazi pies tercidrni
aminy k aminim primdrnim. Dal§im faktorem, ktery pfispiva
ke zvySené stabilit¢ komplext, je zvySeni molekulové hmot-
nosti polykationtu pouzitého pro pripravu PEC. Ve stejné fadé
také vzristd in vitro transfek¢ni aktivita komplexid polyka-
tiontl s plazmidovou DNA.

Tento projekt je financovdan GA CR (grant ¢. 307/96/K226)
a European Union Biotechnology Program (IC20CT97005).
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STRUCTURAL BASIS OF THE HIV-1 AND HIV-2
PROTEASE INHIBITION BY A MONOCLONAL
ANTIBODY

PAVLINA REZACOVA?, JULIEN LESCAR®,
JIRI BRYNDA?, MILAN FABRY?,

MAGDA HOREJSI?, RENATA STOURACOVA?,
GRAHAM BENTLEY?, JURAJ SEDLACEK?®

“Department of Gene Manipulation, Institute of Molecular
Genetics, Academy of Sciences, 166 37 Prague 6, Czech Re-
public, PESRF, BP220, 38043 Grenoble, ‘Unité d’Immunolo-
gie Structurale, Dept. d’ Immunologie, Institut Pasteur, 75724
Paris, France

The HIV protease (HIV PR) is a homodimeric enzyme
belonging to the family of aspartyl proteases. This enzyme
plays an essential role in the HIV life cycle, and is thus one of
the most attractive targets for design of specific inhibitors. The
murine monoclonal antibody (mAb) 1696, produced by im-
munisation with the HIV-1 protease, inhibits the catalytic
activity of the enzyme of both the HIV-1 and HIV-2 isolates,
with inhibition constants in the low nanomolar range. This
antibody cross-reacts with peptides that include the N-termi-
nus of the enzyme (residues 1-7), a region which is highly
conserved in sequence among different viral strains and which,
furthermore, is crucial for homodimerization to the active
enzymatic form.

We report here the crystal structure of a recombinant
single-chain Fv fragment of mAb 1696, expressed in E. coli,
as a complex with a cross-reactive peptide from the HIV-1
protease at 2.7 A resolution.

The antibody-antigen interactions observed in this com-
plex provide a structural basis for understanding the origin of
the broad reactivity observed between mAb 1696 with the
HIV-1 and HIV-2 proteases and their respective N-terminal
peptides. In addition, a possible mechanism of HIV protease
inhibition by mAb 1696 is proposed that could help the design
of inhibitors aimed at binding inactive monomeric species.

STUDIUM KUMULACE TEZKYCH KOVU
V ROSTLINACH

IVANA SPIROCHOVA®, TOMAS VANEK",
PETR SOUDEK", ZDENEK KAFKA®,
JANA PUNCOCHAROVA®

“Fakulta technologie ochrany prostiedi, VSCHT, Technic-
kd 5, 166 28 Praha 6, *Oddéleni explantdtovych kultur, Ustav
organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo n. 2,
166 10 Praha 6

Diky intenzivni ¢innosti clovéka se do zivotniho prostiedi
dostdvaji stdle vyssi koncentrace Skodlivych latek, které se
v pfirodé bézné nevyskytovaly. Diisledkem toho je znecisténd
puida, voda i vzduch s dopadem na Zivé organismy vcetné
clovéka. Ve snaze zvritit tento trend hledd clovék metody
remediace (ozdravéni) zaloZené na fyzikdlnich, chemickych
i biologickych principech. V nékterych piipadech se ukazuje,
Ze i rostliny mohou byt, diky svym specifickym vlastnostem,
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pri tomto procesu uZzitecné. Téchto jejich vlastnosti by bylo
mozno vyuZzit pro remediaci ptid zneciSténych témito nebez-
pecnymi kontaminanty, at uz organickymi ¢i anorganickymi.

Cilem této préce je sledovani podminek kumulace t€zkych
kovi konkrétn& Pb?, Ni**, Zn?*,Cd*". Sledovini je provadéno
na intaktnich rostlindch in vitro kultury hybridu osiky (Popu-
lus tremula x tremuloidaes). Predbézné vysledky ukazuji, ze
kultura osiky kumuluje olovnaté ionty, aniZ by se projevil
negativni dopad kontaminace na rist rostlin. Méfeni dokonce
prokdzala progresivni ndrtist biomasy.

Vedle téchto pokusti byly realizovdny experimenty na
lokalité kontaminované t€zkymi kovy (konkrétné Pb, Zn). Zde
byly pouzity rostliny slune¢nice a kukufrice, které byly vysd-
zeny na kontaminovanou lokalitu a za 4 mésice sklizeny
separovany a analyzovany. Vysledky tohoto experimentu byly
prekvapivé a naznacily, Ze koncentrace kontaminujictho kovu
v zeminé (nebo pldni vodé) nemusi byt zdkladnim faktorem
ovliviiujici intenzitu kumulace kovu v rostling.

Tato prdce je podporovdna projektem COST 837.10. Byla
vypracovdna v ramci vyzkumného zaméru Z4 055 905.

HELICENY - PRIMA SYNTEZA IZOMERACI
AROMATICKY CH cis,cis-DIENTRIINU

FILIP TEPLY, IRENA G. STARA,
ADRIAN KOLLAROVIC, IVO STARY,
DAVID SAMAN

Ustav organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské
republiky, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6, e-mail: fteply @
uochb.cas.cz

Vyvinuli jsme novy synteticky piistup k [5]-, [6]- a [7]he-
licenu, které reprezentuji unikdtni w-konjugované inherentné
chirdlni molekuly. Kli¢ovym stupném piipravy je intramole-
kuldrni [2+2+2] cykloizomerace aromatickych cis,cis-dientri-
int v piftomnosti Ni(COD), nebo CpCo(CO),. Pii této reakci,
kterd zahrnuje posun 6 m-elektront, dochdzi k simultannimu
uzavieni tif aromatickych kruht (pro [SThelicen AH = —136
kcal.mol™', AMI vypocet) a vybudovani tipIného helicenové-
ho skeletu. V piftomnosti Ni(COD), byl [5]-, [6]- a [7]helicen
izolovén ve vytézku 83 % ([5]), 86 % ([6], 1 =2) a 60 % ([7]).

Konvergentni syntéza cis,cis-dientriinu 1 vychdzi ze zni-
mého (Z)-B,o-dibromstyrenu' a 1-brom-2-naftaldehydu®. Obec-
né vyuZiti tohoto postupu, ktery odpovidd principu atomové
ekonomie a pti némz vzrastd komplexita molekuly v posled-
nim stupni syntézy, je pfedmétem dalSiho studia stejné jako
enantioselektivni verze klicové cykloizomerace.

I
e
I
S¢h
Il
I

a) Ni(COD),, PPh,, 86 %
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Tato prdce byla podporovdna GA CR (grant ¢. 203/99/1448).
Byla vypracovdna v ramci vyzkumného zameéru Z4 055 905.
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PURIFIKACE, KRYSTALIZACE A RENTGENOVA
STRUKTURNI ANALYZA KUKURICNE
CYTOKININ-GLUKOSID-SPECIFICKE

B -GLUKOSIDASY

JITKA VEVODOVA

Ndrodni centrum pro vyzkum biomolekul a Laborator funkcni
genomiky a proteomiky rostlin, Prirodovédeckd fakulta, Ma-
sarykova univerzita, Kotldrskd 2, 611 37 Brno, e-mail: vevod
@chemi.muni.cz

Kukufi¢nd cytokinin-glukosid-specifickd [-glukosidasa,
Zm-p60.1, ndlezi do tiidy B-glukosidas, které jsou souddsti
rodiny 1 glykosyl hydrolas. B-glukosidasy jsou dilezitou sku-
pinou enzymt, které Stépi glykosidickou vazbu disacharidu,
oligosacharidi nebo konjugovanych glykosidd. B-Glukosida-
sa Zm-p60.1 je povazovdna za jeden z kliCovych enzymi
podilejicich se na regulaci ristu a vyvoje rostlin diky své
schopnosti §tépit biologicky aktivni cytokininy z jejich zdsob-
nich a transportnich forem. Enzym Zm-p60.1 se v rostlinich
vyskytuje jako homodimer lokalizovany v plastidech (chloro-
plastech).

Pro pochopeni katalytické aktivity, specificity a obecné
i funkce enzymi v biologickém systému je zcela nezbytnd
znalost jejich tfidimenziondlni struktury. V soucasné dobé
je k feSeni tohoto problému zpravidla pouzivdna proteinova
krystalografie. Tato moderni metoda umoziluje pomoci rent-
genové strukturni analyzy velmi pfesné urcit prostorovou
strukturu makromolekuldrnich systémd, jejichz molekulova
hmotnost miize dosahovat nékolika desitek az stovek kD.

Postup analyzy tfidimenziondlni struktury enzymu Ize roz-
délit do nékolika fazi. Prvnim krokem byla nadprodukce pro-
teinu v E. coli a jeho purifikace pomoci afinitni chromato-
grafie a gelové filtrace. Nasledovalo hleddni a optimalizace
podminek vhodnych pro pfipravu krystald proteinu. Po ziskdni
a zpracovdni difrakénich dat ! byla struktura enzymu uréena
metodou molekuldrniho nahrazeni. Jako model byla pouZzita
B-glukosidasa z T. repens®. Strukturu Zm-p60.1 tvoii jedno-
doménovy (B/ar)g barel s aktivnim centrem v podobé solvato-
vané kapsy, uvnitf které se vazi pravdépodobné 2—3 molekuly
glycerolu. V souladu se ,,zddrznym* mechanismem enzyma-
tické hydrolyzy glykosidické vazby se v aktivnim centru vy-
skytuji residua tvorici katalyticky pdr — donor protonu Glu186
a nukleofil Glu401 (cit.”).

LITERATURA

1. Vévodova J., Marek J., Zouhar J., Brzobohaty B., Su

X.-D.: Acta Cryst. D 57, 140 (2001).



Chem. Listy 95, 318 — 338 (2001)

2. BarettT., Suresh C. G., Tolley S. P., Dodson E. J., Hughes
M. A.: Structure 3, 951 (1995).
3. Vévodova J., et al.: ptipraveno k publikaci.

CARCINOGENIC AND NEPHROTOXIC ALKALOIDS
ARISTOLOCHIC ACIDS ARE ACTIVATED BY
D,T-DIAPHORASE: ¥P-POSTLABELING ANALYSIS
OF DNA ADDUCT FORMATION

HANA VOSMIKOVA, MARIE STIBOROVA

Department of Biochemistry, Faculty of Science, Charles Uni-
versity, Albertov 2030, 128 40 Prague 2

Aristolochic acid (AA), a naturally occurring nephrotoxin
and carcinogen, is implicated in a unique type of renal fibrosis,
designated Chinese herbs nephropathy (CHN) (Ref.1). We
identified the AA-DNA adducts in kidneys and in a ureter
obtained after renal transplantation. One major DNA-adduct
of AA, 7-(deoxyadenosin-N°-yl)-aristolactam I and two minor
adducts, 7-(deoxyguanosin-Nz-yl)-aristolactam I and 7-(de-
oxyadenosin-N°-yl)-aristolactam II were detected'. Under-
standing which enzymes are involved in AA activation and/or
detoxication is important in the assessment of an individual
susceptibility to this natural carcinogen. We have identified
xanthine oxidase and CYP1A1, CYP1A2 as well se NADPH:
CYP reductase as activating systems capable of reductively
activating AA to the same DNA adducts observed in CHN
patients. Here we examine the ability of another enzyme,
D,T-diaphorase, to activate AA to metabolites forming DNA
adducts with the nuclease P1 version of the **P-postlabeling
assay.

Hepatic cytosols of rats generated AA-DNA adduct pat-
terns reproducing those found in renal tissue in CHN patients.
The efficiency of cytosols to form AA-DNA adducts was
increased by pretreatment of rats with inducers of D, T-diapho-
rase, and what is more interesting, also with AA. Dicumarol,
an inhibitor of D,T-diaphorase, significantly decreased the
amounts of adducts formed by cytosols. Likewise, cofactors
of D,T-diaphorase, NADH and NADPH, supported the DNA
adduct formation of AA. These results demonstrate an impor-
tant role of this enzyme in activation of AA in the cytosolic
system and were corroborated with purified enzyme that we
isolated from rat hepatic cytosol. Using a structural modeling
of AA binding to active center of D,T-diaphorase, we contri-
bute to explanation of the mechanism of AA activation by this
enzyme. The results are the first report demonstrating AA
activation by D,T-diaphorase.

Supported by GA CR (303/99/0893) and MECR (MSM 1131
00001 ).
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FOTOCYKLIZACE 2-AMINOAZOBENZENU
KATALYZOVANA ROZTOKEM HGI,

MARTIN ZEMAN

KTFCH PrF MU, Kotldrskd 2, 611 37 Brno, e-mail: zemanm
@chemi.muni.cz

Pii zkoumadni fotokatalytickych d¢inki praskovych polo-
vodict v alkoholu se ukdzalo, Zze jodid rtutnaty, ktery je
v ethanolu zna¢né rozpustny, katalyzuje cyklizaci 2-aminoa-
zobenzenu i v piipadé, zZe je zfiltrovan. Roztoky byly analy-
zovény hlavné pomoci HPLC a DP polarografie. Dosavadni
zavéry jsou ndsledujici:

Reakce je roztokova a je ovlivnéna koncentraci jodidu
rtutnatého. Koncentrace katalyzdtoru md vliv nejen na reakéni
rychlost, ale i na zastoupeni produktti. Reakce neprobihd ve
vodné-alkoholickém roztoku na praskovém Hgl,, ktery je
v piftomnosti vody nerozpustny. Osvit nevratné¢ méni vlast-
nosti Hgl, na HPLC kolon€. Nadmérnd koncentrace reaktantu
zbrzdi fotokatalyzovanou reakci, patrné z divodu absorbce

svétla.
Reaktant: N==N
NH,
2-aminoazobenzen
Produkty:

IO
SN
2-fenylbenztriazol

Lo O

0]

2-fenylbenztriazol-N-oxid

POUZITELNOST DAPSONU A CISAPRIDU
JAKO LIGANDU PRI IZOLACI CYTOCHROMU P450
AFINITNI CHROMATOGRAFII

ROMAN ZUBER?, EVA ANZENBACHEROVA?®,
PAVEL ANZENBACHER?

“Ustav farmakologie a "Lékaiské chemie LF UP, Hnévotin-
skd 3, 775 15 Olomouc

enzymy metabolismu cizorodych litek. V lidskych jaterch je
pritomno nékolik forem P450; pfitom forma 3A4 se podili na
biotransformaci t¢éméf poloviny vSech pouzivanych Ié¢iv. Po-
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dobnd forma P450 3A je pfitomna i u miniprasat, potencidlnich
ddrcii jater/hepatocytli pro xenotransplantace nebo konstrukcei
bioarteficidlnich jaternich ndhrad. Cilem bylo izolovat tuto
formu z miniprasecich jater a charakterizovat ji z hlediska
substrdtové selektivity a struktury aktivniho mista.

Izolace forem P450 je vzhledem k jejich poctu a podob-
nym vlastnostem nesnadnd. Proto bylo vyuZzito moznosti afi-
nitni chromatografie. Byly pifipraveny dva typy afinitnich
nosici s ligandy dapsonem a cisapridem (substrdty formy 3A4,
navic pro piftomnost aminoskupiny vhodné pro navdzani na
epoxy-aktivovanou sepharosu CL-6B).

338

Sigma-Aldrich konference, sbornik

Nosi¢ s navdzanym cisapridem je schopen selektivné za-
drzovat formu P450 3A, jak bylo prokdzdano pomoci SDS-
-PAGE a Western blotu. V piipadé nosice s navdzanym dap-
sonem naproti tomu nedoslo k vazb& P450 3A, vdzaly se v§ak
jiné formy P450.

Oba nosice maji tedy afinitu k cytochromim P450, ale
odlisnou selektivitu. Cisaprid se zdd byt vhodny jako afinitn{
ligand pfi purifikaci cytochromu P450 3A z jater miniprasat.

Autori dékuji GA CR za finanéni podporu grantu ¢ 203/
99/0277.
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