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VYUéITÕ ZRYCHLEN… EXTRAKCE
ROZPOUäTÃDLEM PRO STANOVENÕ ESTERŸ
KYSELINY FTALOV… A POLYCYKLICK›CH
AROMATICK›CH UHLOVODÕKŸ V PŸD¡CH
A ÿÕ»NÕCH SEDIMENTECH

MARTIN ADAM, KAREL VENTURA

Katedra analytickÈ chemie, Fakulta chemicko-technologick·,
Univerzita Pardubice, n. »s. legiÌ 565, 532 10 Pardubice,
e-mail: Martin.Adam@upce.cz

P¯i analytickÈm procesu hraje velmi v˝znamnou roli p¯Ì-
prava vzork˘ pro anal˝zu. Tento krok je povaûov·n za ËasovÏ
nejn·roËnÏjöÌ a je zdrojem mnoha chyb. P¯i anal˝ze tuh˝ch
vzork˘ je Ëasto t¯eba analyt vhodn˝m zp˘sobem izolovat od
p˘vodnÌ matrice a souËasnÏ jej co moûn· nejvÌce nakoncen-
trovat.

Pot¯eba zv˝öenÌ produktivity, snÌûenÌ spot¯eby organic-
k˝ch rozpouötÏdel, urychlenÌ extrakce tuh˝ch vzork˘ a v ne-
poslednÌ ¯adÏ i moûnost automatizace vyûadovala vyvinout
novÈ extrakËnÌ techniky.

Jako velmi perspektivnÌ se jevÌ zrychlen· extrakce roz-
pouötÏdlem, jejÌû popis byl publikov·n jako U.S. EPA metoda
3545 ñ Accelerated Solvent Extraction. V principu se jedn·
o proces v systÈmu tuh· l·tkañkapalina, kter˝ je prov·dÏn p¯i
teplot·ch nad atmosfÈrick˝m bodem varu pouûit˝ch rozpouö-
tÏdel a p¯i vyööÌch tlacÌch, jejichû ˙kolem je udrûet kapaln˝
stav extrakËnÌch Ëinidel. DÌky zachov·nÌ kapalnÈho stavu je
tak moûnÈ pouûÌt prakticky libovolnou smÏs rozpouötÏdel.
Cel˝ extrakËnÌ proces trv· ve srovn·nÌ s klasick˝mi extrakË-
nÌmi  postupy jen nÏkolik minut p¯i minimalizaci  objemu
rozpouötÏdel.

Moûnost pouûitÌ metody zrychlenÈ extrakce rozpouötÏd-
lem pro anal˝zu vzork˘ ûivotnÌho prost¯edÌ byla provÏ¯ena na
stanovenÌ obsahu ester˘ kyseliny ftalovÈ ze vzork˘ p˘d a ¯ÌË-
nÌch sediment˘ a polycyklick˝ch aromatick˝ch uhlovodÌk˘ ze
vzork˘ ¯ÌËnÌch sediment˘. Extrakce byly prov·dÏny na p¯Ìstro-
ji FastEx 01, kter˝ byl ve spolupr·ci s Univerzitou Pardubice
vyvinut na ⁄stavu analytickÈ chemie v BrnÏ a v roce 1998
vyroben v jeho dÌln·ch.

Jako analytick· koncovka byla zvolena metoda plynovÈ
chromatografie s hmotnostnÌm detektorem. Anal˝za extrakt˘
byla prov·dÏna na p¯Ìstroji GC 17A s detektorem QP 5050A
(Shimadzu, Japonsko), kter˝ byl vybaven kapil·rnÌ kolonou
DB 5 (30 m ◊ 0,25 µm, tlouöùka filmu fenylmethylsilikonu
0,25 mm).

P¯i extrakci obou uveden˝ch typ˘ slouËenin (ftal·ty a PAH)
bylo dosaûeno v˝sledk˘ s nÌzkou hodnotou relativnÌ smÏro-
datnÈ odchylky (do 5 %). U vzork˘ p¯i stanovenÌ PAH byly
zÌsk·ny v˝sledky srovnatelnÈ s certifikovan˝m obsahem sle-
dovan˝ch slouËenin. Uveden˝ch v˝sledk˘ bylo dosaûeno s nÌz-
kou spot¯ebou organick˝ch rozpouötÏdel a souËasnÏ p¯i kr·tkÈ
dobÏ extrakce, coû vyhovuje souËasn˝m poûadavk˘m na zpra-
cov·nÌ vzork˘ p¯ed vlastnÌ anal˝zou.

Pr·ce byla provedena za podpory projekt˘ MäMT »R
(projekt VS-96058), MéP »R (projekt MR/14/95) a GA »R
(projekt 203/99/0044).

STRUKTURA A FUNKCE RECEPTORŸ
SPÿAéEN›CH S G PROTEINY, MAPOV¡NÕ
KONTAKTNÕCH MÕST S G -PROTEINY

JAROSLAV BLAHOä, MICHAELA HAVLI»KOV¡

Laborato¯ Molekul·rnÌ Fyziologie, 3. LF UK a FgU AV »R,
Ke Karlovu 4, 120 00 Praha 2

P¯ibliûnÏ 1 % savËÌho genomu kÛduje receptory sp¯aûenÈ
s G-proteiny (G-Protein Coupled Receptors ñ GPCR). P¯es
odliönou prim·rnÌ strukturu r˘zn˝ch GPCR existujÌ spoleËnÈ
charakteristickÈ znaky jako je sedm α-helix˘ k¯iûujÌcÌch bu-
nÏËnou stÏnu. JednotlivÈ GPCR se dajÌ za¯adit do nÏkolika
rodin. T¯etÌ rodinu tvo¯Ì metabotropnÌ glutam·tovÈ receptory
(mGluR), GABAB receptory, Ca-sensing receptory a dalöÌ.
Charakteristick˝ je zde velk˝ extracelul·rnÌ N-terminus tvo¯Ì-
cÌ vazebnÈ mÌsto pro agonisty. Typick· je takÈ dimerizace.
MGlu receptory a Ca-sensing receptory se vyskytujÌ v homo-
dimerickÈ formÏ, GABAB receptor je heteromer tvo¯en˝ pro-
teiny GB1 a GB2.

Zmapovali jsme Ë·sti G-protein˘ kterÈ jsou rozliöov·ny
mGlu a GABAB receptory. JednÌm ˙sekem je karboxylov˝
konec Gα-proteinu, p¯edevöÌm pak Ëtvrt· aminokyselina od
konce1,2. D·le jsme popsali novÈ kontaktnÌ mÌsto s GPCR na
Gα-proteinu, kterÈ se nach·zÌ poblÌû N-terminu. NavÌc jsme
potvrdili, ûe stejnÏ jako receptory z prvnÌ a druhÈ rodiny
GPCR, mGluR rozliöujÌ oblast Gα-proteinu zvan˝ L9 loop
(oblast mezi β4 a α6)4.

Projekty jeû jsou zamÏ¯enÈ na studium aktivace GABAB
receptor˘ popisujÌ principy vazby ligand˘ extracelul·rnÌ Ë·stÌ
receptoru3. D·le jsme se podÌleli na studiu procesu heterodi-
merizace5 a aktivace G-protein˘ GABAB receptory. PomocÌ
mutageneze a heterolognÌ exprese s funkËnÌmi  testy  byla
odhalena podjednotka GABAB receptoru rozliöujÌcÌ a aktivu-
jÌcÌ G-proteiny6.
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MODELOV… DIBLOKOV… KOPOLYMERY PEG
S DEGRADOVATELNOU ESTEROVOU VAZBOU

A. BRAUNOV¡, M. PECHAR, K. ULBRICH

⁄stav makromolekul·rnÌ chemie, Akademie vÏd »eskÈ repub-
liky, HeyrovskÈho n. 2, 162 06 Praha 6

BÏûnÏ pouûÌvan· protirakovinn· lÈËiva setrv·vajÌ v krev-
nÌm ¯eËiöti v d˘sledku svÈ nÌzkÈ mol·rnÌ hmotnosti pouze
kr·tkou dobu a jsou pomÏrnÏ rychle vyluËov·na z organismu
glomerul·rnÌ filtracÌ. Nav·z·nÌm nÌzkomolekul·rnÌho lÈËiva
na makromolekul·rnÌ nosiË je moûnÈ dos·hnout snÌûenÌ rych-
losti vyluËov·nÌ lÈËiva z organismu, snÌûenÌ mnoûstvÌ lÈËiva,
pot¯ebnÈho k dosaûenÌ terapeutickÈho efektu, a z·roveÚ zv˝-
öenÌ rychlosti ukl·d·nÌ lÈËiva v ¯adÏ pevn˝ch n·dor˘ v d˘sled-
ku EPR (enhanced permeability and retention) efektu. Zv˝öe-
n· koncentrace lÈËiva v n·doru vede ve svÈm d˘sledku ke
zv˝öenÌ specifity a efektivity lÈËby. N·mi studovanÈ dibloko-
vÈ kopolymery, obsahujÌcÌ hydrolyticky ötÏpitelnÈ esterovÈ
a amidickÈ vazby mezi bloky PEG, slouûÌ jako modely pro
p¯Ìpravu vysokomolekul·rnÌch blokov˝ch kopolymer˘ na b·-
zi PEG, umoûÚujÌcÌch prodlouûenou cirkulaci lÈËiva v orga-
nismu a jeho pronik·nÌ do n·dorovÈ tk·nÏ na z·kladÏ EPR
efektu. P¯i p¯ÌpravÏ diblokov˝ch kopolymer˘ byl monofunkË-
nÌ PEG (M = 2000) modifikov·n alifatick˝mi dikarboxylov˝-
mi kyselinami (malonov·, jantarov·, glutarov·, maleinov·) na
monokarboxylov˝ polymer, obsahujÌcÌ esterovou vazbu, kter˝
potÈ kondenzacÌ s diaminem vytvo¯il polymer o dvojn·sobnÈ
mol·rnÌ hmotnosti (M = 4000). Takto p¯ipravenÈ polymery
byly pouûity pro studium vztahu mezi strukturou a rychlostÌ
hydrolytickÈ degradace esterovÈ vazby, kter· je souË·stÌ sek-
vence spojujÌcÌ dva bloky PEG. Bylo zjiötÏno, ûe rychlost
hydrol˝zy esterovÈ vazby, vzniklÈ zabudov·nÌm nasycen˝ch
kyselin do spojky mezi bloky, z·visÌ na pH prost¯edÌ. V mÌrnÏ
alkalickÈm prost¯edÌ (pH 7,4 a 8,0) je rychlost hydrol˝zy
znaËn· a se vzr˘stajÌcÌm pH roste. StejnÏ v˝znamn˝ je i vliv
struktury spojky. ProdlouûenÌm p˘vodnÌ kyseliny o jednu
methylenovou skupinu se zpomaluje rychlost hydrol˝zy este-
rovÈ vazby p¯ibliûnÏ t¯ikr·t. V oblasti pH 5,5 k hydrol˝ze
esterovÈ vazby prakticky nedoch·zÌ. Bylo prok·z·no, ûe p¯Ì-
tomnost dvojnÈ vazby v tÏsnÈm sousedstvÌ vazby esterovÈ
silnÏ zvyöuje jejÌ schopnost hydrol˝zy nejen v alkalickÈ, ale
i v kyselÈ oblasti pH. Kopolymery na b·zi PEG budou i nad·le
studov·ny jako vhodnÈ degradabilnÌ nosiËe kancerostatik pro
lÈËbu n·dorov˝ch onemocnÏnÌ v oblasti moËov˝ch cest a za-
ûÌvacÌho traktu.

Tento projekt je financov·n Grantovou agenturou »eskÈ re-
publiky (grant Ë. 307/96/K226).

REGULACE VAZBY N¡DOROV…HO SUPRESORU
PROTEINU P53 K CÕLOV›M SEKVENCÕM
V SUPERHELIK¡LNÕ DNA

V¡CLAV BR¡ZDA, EVA JAGELSK¡,
LENKA KARLOVSK¡, EMIL PALE»EK

Laborato¯ biofyzik·lnÌ chemie a molekul·rnÌ onkologie, Bio-
fyzik·lnÌ ˙stav AV »R, Kr·lovopolsk· 135, 612 65 Brno,
e-mail: vaclav@ibp.cz

Norm·lnÌ funkcÌ proteinu p53 je udrûov·nÌ homeostase
kontrolou bunÏËnÈ proliferace, ukonËenÌ diferenciace bunÏk
a programovÈ ¯ÌzenÌ bunÏËnÈ smrti ñ apoptÛza. Tyto regulaËnÌ
funkce proteinu p53 jsou zp˘sobeny p¯edevöÌm sekvenËnÏ
specifickou transkripËnÌ aktivacÌ celÈ ¯ady gen˘. Mutace genu
p53 je nejËastÏjöÌ somatickou mutacÌ nalezenou ve zhoubn˝ch
n·dorech ËlovÏka. Protein p53 se v·ûe na cÌlovou sekvenci
5í-PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy-3í (p53CON)  a jak jsme
uk·zali takÈ na superhelik·lnÌ DNA (scDNA). Identifikovan·
p¯irozen· vazebn· mÌsta pro p53 jsou znaËnÏ heterogennÌ.
P¯ipravili jsme proto sadu plazmidov˝ch konstrukt˘ liöÌcÌch
se pouze cÌlov˝mi sekvencemi, kterÈ jsme vybrali z promotor˘
nÏkter˝ch v˝znamn˝ch proteinem p53 regulovan˝ch gen˘
(RGC, p21, mdm2, GADD). Tyto konstrukty jsme podrobili
anal˝ze, p¯i kterÈ jsme sledovali vazebnÈ vlastnosti proteinu
p53 izolovanÈho z bakteri·lnÌho a bakulovirovÈho expresnÌho
systÈmu na jeho cÌlovÈ sekvence na plazmidech s negativnÌm
nadöroubovicov˝m vinutÌm a nativnÌ nadöroubovicovou hus-
totou. Uk·zalo se, ûe superhelicita m˘ûe v˝znamnÏ ovlivÚovat
p¯Ìstupnost cÌlov˝ch sekvencÌ k vazbÏ proteinu p53. Vazebn·
aktivita proteinu p53 m˘ûe b˝t regulov·na r˘zn˝mi zp˘sobem,
nap¯Ìklad fosforylacÌ kasein kinasou II, protein kinasou C Ëi
vazbou jin˝ch protein˘ a monoklon·lnÌch protil·tek (Mab).
Metodou snÌûenÌ pohyblivosti komplexu p53/Mab/DNA v aga-
rÛzovÈm gelu jsme uk·zali, ûe vazba proteinu na cÌlovou
sekvenci v scDNA je aktivov·na MAb Bp53-6.1, Bp53-10.1,
Bp53-30.1, zatÌmco jinÈ MAb ñ DO-1, DO-13, IcA 9 tuto
vazbu neaktivujÌ. NicmÈnÏ mohou zp˘sobit zmÏnu konforma-
ce proteinu p53 zabraÚujÌcÌ jeho dalöÌ aktivaci pro vazbu na
cÌlovÈ sekvence.

PREFERENCNÕ VAZBA DOM…N PROTEINU p53
NA SUPERHELIK¡LNÕ DNA

M. BR¡ZDOV¡a, J. PALE»EKa, M. FOJTAa,
S. BILLOV¡a, V. SUBRAMANIAMb, T. M. JOVINb,
E. PALE»EKa

aBiofyzik·lnÌ ˙stav AV »R, 612 65 Brno, »esk· republika,
bDepartment of Molecular Biology, Max Planck Institute for
Biophysical Chemistry, D-37018 Gˆttingen, Germany

Funkce genu p53, Ëasto oznaËovanÈho za str·ûce genomu1,
je ˙zce spjata se specifickou vazbou jeho produktu, n·dorovÈ-
ho supresoru proteinu p53, na cÌlovou sekvenci (p53CON).
Ned·vno jsme uk·zali, ûe cel˝ lidsk˝ protein se silnÏ v·ûe na
negativnÏ nadöroubovicovou DNA (superhelik·lnÌ, scDNA)
obsahujÌcÌ Ëi neobsahujÌcÌ cÌlovou sekvenci2,3. V p¯ÌrodÏ na-
ch·zÌme DNA, od mal˝ch bakteri·lnÌch plazmid˘ po ohromnÈ
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eukaryotickÈ chromozomy, s nadöroubovicovou strukturou.
Naöe v˝sledky2ñ5 naznaËily, ûe vazba celÈho proteinu p53

na scDNA p¯edstavuje jeden z nov˝ch vazebn˝ch motiv˘
oznaËovan˝ za superhelik·lnÏ selektivnÌ vazbu. PomocÌ elek-
troforetick˝ch a imunochemick˝ch metod jsme porovn·va-
li vazbu bakteri·lnÏ exprimovan˝ch deleËnÌch mutant˘ na
scDNA s vazbou celÈho lidskÈho proteinu (flp53, aminokyse-
liny 1-393). Pro detekci superhelik·lnÏ selektivnÌ vazby byl
vyuûit kompetiËnÌ experiment, p¯i kterÈm se proteiny v·zaly
na plazmidovou scDNA v p¯Ìtomnosti stejnÈho mnoûstvÌ jeho
linearizovanÈ formy. Siln· preferenËnÌ superhelik·lnÏ selek-
tivnÌ vazba byla pozorov·na kromÏ flp53 i u konstrukt˘ aa44-
-393 a aa320-393. Delece poslednÌch 30 aa zredukovala tuto
vazbu na jen velmi slabÏ preferenËnÌ. Z porovn·nÌ chov·nÌ
jednotliv˝ch konstrukt˘ s flp53 vypl˝v·, ûe C-termin·lnÌ Ë·st
(aa320-393) je nezbytn· pro superhelik·lnÏ selektivnÌ vazbu
flp53 na scDNA (cit.6). Pozn·nÌ ˙lohy jednotliv˝ch proteino-
v˝ch domÈn p¯i interakci s scDNA m˘ûe p¯inÈst informace
o ˙loze p53 p¯i procesech transkripce a rekombinace.
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MODIFIED TFO (TRIPLEX FORMING
OLIGONUCLEOTIDES): NEW APPROACH
IN ANTIVIRAL GENE THERAPY

MARTIN BUN»EK

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 (TFOís) and conjugating
these to DNA-destruction molecules activated by red shifted
wavelenghts. This strategy is not limited to dsDNA viruses,
circular or folded TFOís 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 TFOís
are evaluated using electrophoretic mobility shift analyses
and spectrophotometrically determined melting temperatures.
This approach allows a KD determination.

In the course of our project, we identified triplex target
sites in the dsDNA viruses (HIV, HSV and HPV), constructed
corresponding TFOís and tested their binding properties in
vitro. Cleavage profile of dsDNA carrying these target sequen-
ces by TFOís conjugated to photoactivable DNA-destructing
molecules is also determined.

This work is supported by: MäMT »R project nr.: LN00B125;
IGA MZ CR grant nr.: NI/6180-3; Charles University internal
grant nr.: 112/2000/B BIO /FaF; Generi Biotech s.r.o.

AMIDICK… LIGANDY A JEJICH KOMPLEXY
S ANIONY

MICHAL »AJAN

N·rodnÌ centrum pro v˝zkum biomolekul a Katedra organickÈ
chemie, P¯ÌrodovÏdeck· fakulta, Masarykova univerzita, Ko-
tl·¯sk· 2, 611 37 Brno, e-mail: cajan@chemi.muni.cz

Chemii receptor˘ pro selektivnÌ vazbu anion˘ je v posled-
nÌch letech vÏnov·no znaËnÈ ˙silÌ. Do kategorie neutr·lnÌch
ligand˘ schopn˝ch komplexovat aniony bezesporu pat¯Ì takÈ
molekuly obsahujÌcÌ amidickou funkËnÌ skupinu ñNHCOñ.
KromÏ st·le se rozöi¯ujÌcÌho uplatnÏnÌ komplexaËnÌch vlast-
nostÌ tohoto strukturnÌho motivu ve vöech oblastech aplikova-
nÈ chemie je zn·ma takÈ ¯ada biologicky v˝znamn˝ch funkcÌ.
P¯Ìkladem mohou b˝t amidickÈ vodÌkovÈ m˘stky nezbytnÈ
pro specifickou vazbu anion˘ v aktivnÌch mÌstech protein˘ Ëi
enzymatickÈ reakce zahrnujÌcÌ selektivnÌ p¯emÏny anion˘1,2.

Obecn˝m z·mÏrem naöeho projektu je studium vlastnostÌ
amidick˝ch ligand˘, a p¯edevöÌm pochopenÌ strukturnÌch a elek-
tronick˝ch aspekt˘ ovlivÚujÌcÌch jejich schopnost interagovat
s aniony. Experiment·lnÌ i teoretick˝ popis interakcÌ v kom-
plexu prok·zal p¯Ìtomnost vodÌkovÈ vazby vznikajÌcÌ mezi
anionem a amidick˝m vodÌkem3. Je nasnadÏ, ûe vhodn˝m
v˝bÏrem substituent˘ lze komplexaËnÌ vlastnosti amidickÈ
skupiny modifikovat, a tedy i ovlivÚovat sÌlu tÈto interakce.
KombinacÌ experiment·lnÌch strukturnÏ analytick˝ch metod
s metodami teoretick˝mi byly studov·ny vlastnosti sady neu-
tr·lnÌch ligand˘ na b·zi aromatick˝ch amid˘ a moûnosti akti-
vace jejich amidickÈ skupiny pro interakci s aniony3.N·slednÈ
studie vÏnovanÈ komplex˘m umoûnily nalezenÌ a vysvÏtlenÌ
¯ady souvislostÌ mezi jejich vlastnostmi a vlastnostmi ligan-
d˘4. Fin·lnÌm produktem je nÏkolik typ˘ model˘ umoûÚujÌ-
cÌch predikci strukturnÌch vlastnostÌ i stability tÏchto kom-
plexnÌch slouËenin4,5. ZnaËnou v˝hodou tohoto p¯Ìstupu je
pouûitÌ relativnÏ m·lo n·roËn˝ch metod umoûÚujÌcÌch Ë·steË-
nÏ eliminovat komplikovanÈ a mnohdy m·lo ˙spÏönÈ experi-
ment·lnÌ testy. Praktick· aplikace zÌskan˝ch poznatk˘ je po-
tom orientov·na na ¯eöenÌ problÈm˘ souvisejÌcÌch s v˝vojem
nov˝ch, komplikovanÏjöÌch ligand˘ se specifick˝mi vlast-
nostmi a cÌlov˝m urËenÌm.

Projekt je podporov·n grantem 203/00/1011 GA »R.
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KAPALINOV¡ CHROMATOGRAFIE
NITRODERIV¡TŸ NAFTALENU A BIFENYLU

JOSEF CVA»KA, JIÿÕ BAREK, JIÿÕ ZIMA

Katedra analytickÈ chemie, P¯F UK, Hlavova 2030, 128 43
Praha 2

Nitroderiv·ty polycyklick˝ch aromatick˝ch uhlovodÌk˘
jsou biologicky aktivnÌ slouËeniny, jejichû p¯Ìtomnost v ûivot-
nÌm prost¯edÌ byla prok·z·na teprve v poslednÌch letech. Tyto
slouËeniny, p¯ÌtomnÈ v komplexnÌch matricÌch ve stopov˝ch
mnoûstvÌch lze analyzovat kapalinovou chromatografiÌ. Pro
anal˝zu subnanogramov˝ch mnoûstvÌ 1-nitronaftalenu, 2-ni-
tronaftalenu, 2-nitrobifenylu, 3-nitrobifenylu a 4-nitrobifeny-
lu byla navrûena metoda, vyuûÌvajÌcÌ p¯ed¯azenou redukci na
p¯ÌsluönÈ aminoderiv·ty. V˝hody tohoto postupu spoËÌvajÌ
zejmÈna v detekci, neboù aminoderiv·ty lze detegovat s pod-
statnÏ niûöÌ mezÌ detekce neû v˝chozÌ nitroderiv·ty. Pro reduk-
ci nitronaftalen˘ a nitrobifenyl˘ bylo testov·no nÏkolik pos-
tup˘, z nichû nejv˝hodnÏjöÌ se uk·zala b˝t redukce chloridem
titanit˝m v prost¯edÌ citronanu sodnÈho. Ke kvantitativnÌ re-
dukci doch·zÌ okamûitÏ po smÌsenÌ methanolickÈho roztoku
analytu (5.10ñ7 aû 1.10ñ4 mol.dmñ3) s redukËnÌm Ëinidlem.
SmÏs aminoslouËenin vznikl˝ch p¯i redukci se poda¯ilo sepa-
rovat na chir·lnÌ kolonÏ Chiradex v tern·rnÌ mobilnÌ f·zi
methanol/acetonitril/voda, doba anal˝zy byla zhruba 30 min.
K detekci redukovan˝ch analyt˘ byl vyuûit amperometrick˝
tenkovrstv˝ i tubul·rnÌ detektor, chemiluminiscenËnÌ detektor
a hmotnostnÌ detektor. Tenkovrstv˝ amperometrick˝ detektor
s diamantovou pracovnÌ elektrodou umoûÚoval detegovat ami-
noslouËeniny aû do koncentrace 1.10ñ7mol.dmñ3, amperomet-
rick˝ detektor s tubul·rnÌ platinovou elektrodou do koncentra-
ce 2.10ñ8 mol.dmñ3. Vhodnost hmotnostnÌ detekce je diskuta-
bilnÌ, neboù spektra jednotliv˝ch izomer˘ jsou tÈmÏ¯ identick·,
navÌc mez detekce pro studovanÈ slouËeniny je pouze 1.10ñ6

mol.dmñ3 v APCI modu. ChemiluminiscenËnÌ detekce je zhru-
ba stejnÏ citliv· jako detekce fluorescenËnÌ.

IZOLACE A IDENTIFIKACE NOV›CH DERIV¡TŸ
6-BENZYLAMINOPURINU Z BUNÃK
FOTOAUTOTROFNÕ KULTURY Chenopodium rubrum

KAREL DOLEéALa,b, CRISTER ÅSTOT b,
JAN HANUäc, G÷RAN SANDBERGb,
MIROSLAV STRNADa

aLaborato¯ r˘stov˝ch regul·tor˘ P¯F UP a UEB AV »R,
älechtitel˘ 11, 783 79 Olomouc, bKatedra lesnickÈ genetiky
a rostlinnÈ fysiologie SLU 901 83 Umeå, ävÈdsko, cIsotopov·
laborato¯ UEB AV »R VÌdeÚsk· 1083, 142 20 Praha 4

Ve spolupr·ci s pracovnÌky ävÈdskÈ zemÏdÏlskÈ univerz-
ity byl vypracov·n origin·lnÌ postup derivatizace cytokinin˘1.
To umoûnilo vyvinout dostateËnÏ citlivou metodu izolace,
purifikace a identifikace nov˝ch l·tek cytokininovÈ povahy
z bunÏk fotoautotrofnÌ kultury Chenopodium rubrum pomocÌ
kapil·rnÌ HPLC-frit/FAB-MS. S vyuûitÌm tÈto metody byly

identifikov·ny ze studovanÈ bunÏËnÈ kultury 6-[2-(β-D-gluk-
opyranosyloxy)benzylamino]purin a 6-[2-(β-D-glukopyranosy-
loxy)benzylamino]-2-methylthio-purin. Standardy identifiko-
van˝ch slouËenin byly p¯ipraveny metodami organickÈ syntÈzy.
Srovn·nÌm v˝sledk˘ fyzik·lnÏ-chemickÈho studia izolova-
n˝ch l·tek se standardy byla dokonËena jejich identifikace.
NovÏ vyvinut· metoda pro identifikaci a kvantifikaci cytoki-
nin˘ pomocÌ kapil·rnÌ HPLC-frit/FAB-MS se takÈ uk·zala b˝t
vhodnou pro kvantitativnÌ sledov·nÌ biosyntÈzy cytokinin˘
prost¯ednictvÌm in vivo inkorporace deuteria z D2O do cytoki-
nin˘ a jejich konjug·t˘2,3. TÌmto origin·lnÌm postupem se takÈ
poda¯ilo kvantifikovat rychlost biosyntÈzy novÏ objeven˝ch
slouËenin a prok·zat jejich endogennÌ p˘vod.
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SYNT…ZA (3S)-1-JOD-3-METHYLHEPTAN-3-OLU

KATEÿINA DUDOV¡, V¡CLAV KOZMÕK

Fakulta chemicko-technologick·, Univerzita Pardubice, n. »s.
LegiÌ 565, 532 10 Pardubice

Poûadovan˝ (3S)-1-jod-3-methyl-heptan-3-ol je prekur-
zorem biologicky aktivnÌho enantiomeru methylesteru (+/ñ)-
-15-deoxy-16-hydroxy-16-methyl-prostaglandinu E1, kter˝ je
˙Ëinnou l·tkou v klinickÈ praxi zavedenÈho prepar·tu s gene-
rick˝m n·zvem ÑMisoprostol  (dosud pouûÌvan˝  ve  formÏ
racem·tu). BiologickÈ testy ale prok·zaly, ûe ˙Ëinnou sloûkou
racemickÈho Misoprostolu je pouze enantiomer konfigurace
(11R,16S), jehoû stereogennÌ centra majÌ konfiguraci totoûnou
s p¯ÌrodnÌmi prostaglandiny ¯ady E1. Ve svÏtÏ, v souladu
s doporuËenÌm svÏtovÈ zdravotnickÈ organizace WHO, vöak
nar˘st· trend d˘slednÏ pouûÌvat u novÏ zav·dÏn˝ch lÈËiv jen
jejich ˙ËinnÈ enantiomery.

V tÈto pr·ci byly ovÏ¯eny novÈ metody p¯Ìpravy racemic-
kÈho 1-jod-3-methyl-heptan-3-olu z ekonomicky dostupn˝ch
surovin. Pro zÌsk·nÌ poûadovanÈho (S)-enantiomeru titulnÌ
slouËeniny byly studov·ny moûnosti ötÏpenÌ racemick˝ch me-
ziprodukt˘ tÏchto syntÈz:
1. EnzymatickÈ resoluce klÌËov˝ch intermedi·t˘ 2-methyl-

hexan-1,2-diolu a 3-methylheptan-1,3-diolu dostupn˝mi
lipasami a proteasami.

2. ätÏpenÌ 2-hydroxy-2-methylhexanovÈ kyseliny a 3-hydro-
xy-3-methyl-heptanovÈ kyseliny krystalizacÌ s dostupn˝-
mi opticky aktivnÌmi b·zemi.
Sharplessovou oxidacÌ 2-butylprop-2-en-1-olu byl p¯ipra-

ven opticky aktivnÌ (2S)-2-methylhexan-1,2-diol jehoû trans-
formacÌ byl zÌsk·n poûadovan˝ (3S)-1-jod-3-methyl-heptan-
-3-ol.

Chem. Listy 95, 318 ñ 338 (2001) Sigma-Aldrich konference, sbornÌk

321



EFFECT OF COLCHICEINE ON HUMAN
HEPATOCYTE: PROMISING RESULTS
FOR ITS THERAPEUTIC USE

ZDENÃK DVOÿ¡K

Institute of Medical Chemistry and Biochemistry, Medical
Faculty of Palacky University, HnÏvotÌnsk· 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, but had no effect on the levels CYP1A2, 2A6 and 2C19
(ref.1).

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 µM). The toxicity of EIN (up to 100 µM) was
evaluated in parallel.

Based on in vitro experiments, we can conclude that:
1/EIN was not cytotoxic at concentration up to 10 µM, 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.
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BIODEGRADACE FENOLU BAKTERIÕ Rhodococcus
erythropolis A KVASINKOU Candida maltosa

ARIANA FIALOV¡, ALENA »EJKOV¡, JAN MAS¡K

Vysok· ökola chemicko-technologick·, ⁄KCHB, Technick· 5,
166 28 Praha 6

Produkce fenolick˝ch slouËenin jako odpadnÌch l·tek z pr˘-
myslov˝ch proces˘ zp˘sobuje v·ûnÈ zatÌûenÌ ûivotnÌho pro-
st¯edÌ. Fenolick˝mi l·tkami zneËiötÏnÈ lokality je moûno de-

kontaminovat tradiËnÌmi fyzik·lnÏ-chemick˝mi technikami,
ale nynÏjöÌ biodegradaËnÌ metody nabÌzejÌ relativnÏ nÌzkÈ
n·klady a takÈ moûnost ˙plnÈ mineralizace tÏchto toxick˝ch
slouËenin. PorozumÏnÌ mechanism˘m enzymovÈ katal˝zy v de-
gradaËnÌ dr·ze fenolu je tudÌû d˘leûitou souË·stÌ komplexnÌho
studia biodegradace fenolu.

Tato pr·ce je zamÏ¯ena na biodegradaËnÌ procesy u mikro -
organism˘ utilizujÌcÌch fenol (Rhodococcus erythropolis a Can-
dida maltosa).

P˘dnÌ bakterie R. erythropolis a kvasinka C. maltosa hy-
droxylujÌ fenol v  reakci  katalyzovanÈ nikotinamid adenin
dinukleotid fosf·t FAD ñ dependentnÌ monooxygenasou. Tato
reakce je prvnÌ v metabolickÈ sekvenci utilizace danÈ aroma-
tickÈ slouËeniny jako jedinÈho zdroje uhlÌku a energie. Fenol-
hydroxylasa hydroxyluje fenol na katechol a katechol 1,2-di-
oxygenasa potÈ katalyzuje reakci katecholu na cis,cis-mukon·t.

BiodegradaËnÌ schopnost dan˝ch mikroorganism˘ byla
testov·na ve vztahu k podmÌnk·m vnÏjöÌho prost¯edÌ (typ
mÈdia, teplota) a ve vztahu k prvnÌm enzym˘m degradaËnÌ
dr·hy fenolu (fenolhydroxylasa EC 1.14.13.7, katechol 1,2-di-
oxygenasa EC 1.13.11.1). Byla sledov·na ˙Ëinnost dezinte-
grace a vliv pouûitÈho typu procesu dezintegrace na danÈ
enzymovÈ aktivity. TakÈ byla studov·na z·vislost koncentrace
fenolu a f·ze r˘stu mikroorganism˘ na aktivitu fenolhydroxy-
lasy, kter· byla mÏ¯ena bÏhem kultivace.

NamÏ¯enÈ v˝sledky jsou jednak podkladem pro dalöÌ v˝-
zkumy v oblasti enzymovÈho vybavenÌ kvasinky C. maltosa
a bakterie R. erythropolis a jednak pro potenci·lnÌ praktickÈ
vyuûitÌ tÏchto mikroorganism˘ pro dekontaminaci fenolick˝-
mi l·tkami zneËiötÏn˝ch lokalit.

SUBSTRATE SPECIFITY
OF -N-ACETYLHEXOSAMINIDASES
OF VARIOUS ORIGIN

P. FIALOV¡, L. HUä¡KOV¡, Z. HUNKOV¡,
M. KUZMA, L. WEIGNEROV¡, V. KÿEN

Institute of Microbiology, Laboratory of Biotransformation,
Academy of Sciences of the Czech Republic, VÌdeÚsk· 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 β-N-acetylhexosaminidases accept
6-O-acylated glycosyl donors and even catalyse their transgly-
cosylation giving yield to modified oligosaccharides1.

We are just investigating the influence of N-acyl modifi-
cation on the activity of β-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.2 For the aim of this
project, we synthetised p-nitrophenyl 2-(trifluoacetyl)amido-
-2-deoxy-β-D-glucopyranoside starting from GlcNH2.HCl. The
synthesis route includes several steps via 3,4,6-tri-O-acetyl-2-
-acetamido-2-deoxy-α-D-glucopyranosyl chloride rearranged
to 1,3,4,6-tetra-O-acetyl-2-amino-2-deoxy-α-D-glucopyrano-
se hydrochloride, which was selectively N-trifluoracetylated,

β
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converted to a bromide and consequently to a p-nitrophenyl
glycoside (Ag2CO3, 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. β-N-acetylhexosaminidase from bovine epididymis and
from jack beans) this substrate caused a significant increase in
the affinity to the standard substrate (p-NP-β-GlcNAc). Fur-
thermore, β-N-acetylhexosaminidase from Penicilium oxali-
cum was able to hydrolyze it slightly. Our proposed mecha-
nism for this behaviour is that β-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 β-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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FOTOAFINITNÕ ZNA»ENÕ AKTIVNÕHO CENTRA
CYP2E1 FLUORONITROANISOLY

TOM¡ä FRONÃK, PETR HODEK,
MARIE STIBOROV¡

P¯ÌrodovÏdeck· fakulta UK, katedra biochemie, Hlavova 2030,
128 40 Praha 2

Cytochromy P450 (CYP) jsou majoritnÌ enzymy biotran-
sformujÌcÌ xenobiotika. Pozn·nÌ architektury aktivnÌho centra
CYP umoûÚuje p¯edpovÌdat, jak˝m zp˘sobem bude xenobio-
tikum v organismu CYP p¯emÏÚov·no. To je stÏûejnÌ pro
p¯edpovÏzenÌ jeho potenci·lnÌ toxicity, karcinogenity Ëi mu-
tagenity. UmoûÚuje rovnÏû konstrukci lÈËiv s protrahovan˝m
˙Ëinkem nebo lÈËiv inhibujÌcÌch CYP.

Jedna z ˙Ëinn˝ch metod vhodn˝ch pro studium aktivnÌho
centra CYP je metoda fotoafinitnÌho znaËenÌ. Ta umoûÚuje
pomocÌ tzv. fotoafinitnÌ sondy identifikovat aminokyseliny
aktivnÌho centra izoformy CYP, pro nÏû je sonda substr·tem.

Pozn·nÌ fotoafinitnÌch sond CYP2E1 je st¯edem z·jmu
¯ady laborato¯Ì, jelikoû i) CYP2E1 je jeden z nejd˘leûitÏjöÌch
CYP, kter˝ se ˙ËastnÌ chemickÈ kancerogenese a ii) dosud
nebyly nalezeny û·dnÈ vhodnÈ sondy pro znaËenÌ tohoto CYP.

Na z·kladÏ metabolick˝ch studiÌ s nitroanisoly, jenû jsou
specifickÈ substr·ty pro CYP2E1, jsme jako fotoafinitnÌ sondy
navrhli 2-fluoro-4-nitroanisol (2FNA) a 4-fluoro-2-nitroani-
sol (4FNA), kterÈ jsou potenci·lnÏ fotolabilnÌ.

V prvÈm kroku byly prov·dÏny metabolickÈ studie za
˙Ëelem zjiötÏnÌ, zda jsou 2FNA a 4FNA skuteËnÏ substr·ty
CYP2E1 nebo jinÈ izoformy CYP. NejefektivnÏji byly 2FNA
a 4FNA metabolizov·ny, v souladu s naöimi p¯edpoklady,
mikrosomy izolovan˝mi z jater potkana Ëi kr·lÌka obsahu-
jÌcÌmi CYP2E1, d·le pak mikrosomy obsahujÌcÌmi CYP2B.
Tyto v˝sledky byly potvrzeny inhibiËnÌmi experimenty se
specifick˝mi inhibitory jednotliv˝ch izoformem CYP a tÈû
sledov·nÌm ovlivnÏnÌ p¯emÏny specifick˝ch substr·t˘ jednot-
liv˝ch izoforem CYP testovan˝mi flouronitroanisoly. D·le
byly testov·ny fotochemickÈ vlastnosti studovan˝ch fluoroni-
troanisol˘. 2FNA se projevil jako l·tka vysoce fotolabilnÌ,
kter· jiû po velmi kr·tkÈ expozici UV z·¯enÌm poskytuje
fotosubstituËnÌ produkt s nukleofily (proteiny). Naopak 4FNA
vykazuje podstatnÏ horöÌ fotochemickÈ vlastnosti.

Z v˝sledk˘ vypl˝v·, ûe 2FNA je unik·tnÌ sonda potenci·l-
nÏ velmi vhodn· pro modifikaci aktivnÌho centra CYP2E1,
pop¯. CYP2B. Pozn·nÌ aminokyselin katalytickÈ domÈny tÏch-
to enzym˘ modifikovan˝ch nalezenou selektivnÌ sondou, je
stÏûejnÌ pro vy¯eöenÌ architektury aktivnÌho centra obou cyto-
chrom˘ P450.

Podporov·no GAUK (246/1999) a MäMT »R (MSM 1131
00001).

POUéITÕ METODY LFER K CHARAKTERIZACI
INTERAK»NÕCH MECHANISMŸ
V ELEKTROMIGRA»NÕCH SEPARA»NÕCH
METOD¡CH

KATEÿINA GOGOV¡

Katedra fyzik·lnÌ a makromolekul·rnÌ chemie, P¯F UK, Al-
bertov 2030, 128 40 Praha 2

Kapil·rnÌ elektroforÈza je jiû ¯adu let stÏûejnÌ separaËnÌ
metodou v oblasti ionogennÌch l·tek (rutinnÏ pro klinickÈ
aplikace, anal˝zy DNA, chir·lnÌ anal˝zy a anal˝zy kov˘). JejÌ
pouûitÌ se nad·le v˝znamnÏ rozöÌ¯ilo s v˝vojem elektrochro-
matografick˝ch metod, kde jsou v˝hodnÏ kombinov·ny elek-
tromigraËnÌ principy s chromatografick˝mi (vysok· ˙Ëinnost
elektromigraËnÌch metod s vysokou selektivitou stacion·rnÌch
f·zÌ v chromatografii). DynamickÈho rozdÏlov·nÌ neutr·lnÌch
nebo  nabit˝ch  l·tek  mezi voln˝ roztok  a micely vyuûÌv·
micel·rnÌ elektrokinetickÈ chromatografie (MEKC). DalöÌm
slibn˝m smÏrem se zd· b˝t pouûitÌ nabit˝ch line·rnÌch poly-
mer˘, kterÈ mohou ovlivÚovat migraci analyt˘ i tehdy, nejsou-
-li zesÌùov·ny Ëi p¯Ìtomny ve formÏ micel.

ZamÏ¯ili jsme se na srovn·nÌ selektivity separace v sys-
tÈmech s nabit˝m line·rnÌm polymerem (poly(diallyldimethy-
lamonium chlorid), PDA) a monomery podobnÈho chemic-
kÈho sloûenÌ ( trimethylamonium chlorid, TMA, triethylamo-
nium  chlorid, TEA, dimethylpyrolidinium chlorid, DMP).
Z experiment·lnÏ zÌskan˝ch retenËnÌch faktor˘ plyne, ûe aËk-
oliv i monomernÌ aditiva vn·öejÌ do systÈmu retenci, poly-
mernÌ struktura je rozhodujÌcÌm faktorem p¯i separaci. Pro
srovn·nÌ selektivity separace v systÈmu s nabit˝m line·rnÌm
polymerem (Polybrene) a micel·rnÌm systÈmem (oktyltrime-
thylamonium bromide, OTMA, pod i nad krickou micel·rnÌ
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koncentracÌ) jsme pouûili model Ñlinear free energy relation-
shipì (LFER). Model vych·zÌ z korelace experiment·lnÏ zÌs-
kan˝ch v˝sledk˘ ( zde retenËnÌ faktor, nebo enzymov· aktivita
apod.) a solvataËnÌch parametr˘ jednotliv˝ch analyt˘ (dostup-
nÈ v literatu¯e). V˝sledkem jsou pak parametry charakterizu-
jÌcÌ vlastnosti pseudostacion·rnÌ f·ze (hydrofobicitu a dalöÌ
typy moûn˝ch interakcÌ). Pro polymernÌ systÈm je v˝znamn·
π-π interakce a interakce n-n elektron˘, v p¯ÌpadÏ micel·rnÌho
systÈmu p¯istupuje jeötÏ parametr charakterizujÌcÌ hydrofobi-
citu a schopnost tvorby kavity, coû je v souladu s micel·rnÌ
teoriÌ.

7-HYDROXYLOVAN… EPIMERY
DEHYDROEPIANDROSTERONU V LIDSK…M S…RU
A VE SLIN¡CH: SROVN¡NÕ GC/MS
A RADIOIMUNOANAL›ZY

H. HAVLÕKOV¡a, M. HILLa, O. LAP»ÕKa,
R. MORFINb, R. HAMPLa

aInstitute of Endocrinology, 116 98 Praha 1, bConservatoire
National des Arts et Metiers, Paris

Citliv· a p¯esn· metoda stanovenÌ 7-hydroxylovan˝ch epi-
mer˘ dehydroepiandrosteronu (7-OH-DHEA) je p¯edpokla-
dem ke studiu jejich biologick˝ch funkcÌ zahrnujÌcÌch antiglu-
kokortikoidnÌ a imunomodulaËnÌ ˙Ëinky, nebo aktivaËnÌ ˙Ëin-
ky jejich 7-oxo metabolit˘ v respiraËnÌm ¯etÏzci. Hladina
tÏchto steroid˘ v lidskÈm sÈru vykazuje pohlavnÌ a vÏkovou
z·vislost. Zv˝öen· hladina 7α-OH-DHEA byla nalezena v sÈ-
ru pacient˘ trpÌcÌch Alzheimerovou chorobou. V tÈto souvis-
losti se nabÌzÌ studium role tÏchto steroid˘ v centr·lnÌm ner-
vovÈm systÈmu a u pacient˘ s autoimunitnÌm onemocnÏnÌm.

Byla tedy vytvo¯ena a ovÏ¯ena nov· metodika GC/MS
stanovenÌ 7-OH-DHEA, a ta byla porovn·na s d¯Ìve popsanou

metodou radioimunoanalytickou. Hladiny 7α-OH-DHEA a 7β-
-OH-DHEA byly mÏ¯eny nejen v lidskÈm sÈru, ale takÈ ve sli-
n·ch, kde byly nalezeny asi pÏtkr·t niûöÌ koncentrace. V obou
tÏlnÌch tekutin·ch byla prok·z·na siln· korelace mezi hladi-
nami epimer˘ 7-OH-DHEA. Ve slin·ch muû˘ byly namÏ¯eny
vyööÌ hladiny obou epimer˘ neû u ûen analogicky k vyööÌm
hladin·m jejich steroidnÌho prekurzoru DHEA v sÈru. V tÈto
souvislosti se nabÌzÌ neinvazivnÌ stanovenÌ 7α-OH-DHEA
a 7β-OH-DHEA ve slin·ch p¯i hodnocenÌ imunitnÌ odpovÏdi
organismu jako vhodn· alternativa ke stanovenÌ v sÈru.

ANAL›ZA PLAZMIDOV… DNA BAKTERI¡LNÕHO
KMENE Alcaligenes sp. a8

VÃRA HEJKALOV¡, PAVEL ULBRICH,
HYNEK STRNAD, V¡CLAV PA»ES

Centrum molekul·rnÌ genetiky, ⁄stav molekul·rnÌ genetiky,
VäCHT AV »R, Praha

PolychlorovanÈ bifenyly (PCBs) jsou z·vaûn˝mi xenobio-
tiky ûivotnÌho prost¯edÌ. P¯i jejich bakteri·lnÌm odbour·v·nÌ
vznikajÌ limitnÌ meziproduky ñ chlorbenzo·ty (CBs). Bakte-
ri·lnÌ kmen rodu Alcaligenes sp. A8 byl izolov·n pro svou
schopnost degradovat chlorbenzo·ty, konktrÈtnÏ 2,5-dichlo-
robenzo·t. Bylo prok·z·no, ûe geny kÛdujÌcÌ proteiny podÌle-
jÌcÌ se na degradaci CBs jsou lokalizov·ny na plazmidovÈ
DNA. Jedn· se o geny dolnÌ metabolickÈ dr·hy odbour·v·nÌ
PCBs (tzv. Ñortho cleavage pathwayì), kdy doch·zÌ ke ötÏpenÌ
aromatickÈho j·dra a odbour·nÌ CBs aû na trikarboxylovÈ
kyseliny. ZÌsk·nÌ ˙plnÈ genetickÈ informace uloûenÈ v plaz-
midovÈ DNA a charakterizace degradaËnÌ dr·hy by mohlo
p¯ispÏt k osvÏtlenÌ mechanismu regulace tÏchto gen˘ a umoû-
nit dalöÌ cÌlenÈ manipulace vedoucÌ ke zlepöenÌ degradability
i jin˝ch vlastnostÌ tohoto kmene.

Pro zÌsk·nÌ ˙plnÈ sekvence plazmidovÈ DNA je t¯eba
vych·zet z dostateËnÈho mnoûstvÌ ËistÈ DNA. Byla optimali-
zov·na metoda izolace a purifikace megaplazmidu. »ist· plaz-
midov· DNA byla zÌsk·na metodou izolace pomocÌ CTAB
a purifikace centrifugacÌ v CsCl gradientu. Pro zÌsk·nÌ nuk-
leotidovÈ sekvence plazmidovÈ DNA byly zvoleny dvÏ vz·-
jemnÏ  se doplÚujÌcÌ  strategie.  PrvnÌ  spoËÌv·  ve vytvo¯enÌ
plazmidovÈ (pUC19) knihovny (Sac1, HindIII.) o velikosti
fragment˘ 4ñ15 kb. Tyto plazmidovÈ klony jsou d·le sekve-
nov·ny metodou shotgunovÈho sekvenov·nÌ. V druhÈ strategii
je celkovÏ izolovan· DNA parci·lnÏ ötÏpena restrikËnÌmi en-
donukleasami (Sau 3A, Hin PI) a fragmenty o vhodnÈ velikosti
(1ñ2 kb) jsou ligov·ny do linearizovan˝ch (Bam HI, Acc I)
sekvenaËnÌch vektor˘ pUC19 a M13mp18. Sekvenace je pro-
v·dÏna Sangerovou dideoxy metodou s pouûitÌm fluorescen-
ËnÏ znaËen˝ch primer˘ a automatickÈho sekven·toru A.L.F.
Express sequencer (Pharmacia). SekvenaËnÌ data jsou d·le
editov·na, skl·d·na do kontig˘ a analyzov·na. NynÌ je projekt
ve f·zi skl·d·nÌ jednotliv˝ch kontig˘ a jejich n·slednÈ anal˝zy
(vyhled·v·nÌ ORF˘, porovn·nÌ jejich aminokyselinovÈ sek-
vence s aktu·lnÌ databankou vöech protein˘.). Byl identifiko-
v·n klastr gen˘ tzv. Ñortho cleavage pathwayì, kterÈ jsou
zodpovÏdnÈ za biodegradaËnÌ 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 HOCEKa*, DALIMIL DVOÿ¡Kb,
MARTINA HAVELKOV¡b, ANTONÕN HOL›a

aInstitute 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 investigation1 of
purine derivatives bearing carbon substituents in the position
6 we have developed a new facile and efficient method for the
synthesis2 of 6-arylpurines based on the Suzuki-Miyaura reac-
tions of 6-halopurines with arylboronic acids. A significant
cytostatic activity has been discovered3 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-
tions5 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/
K001). It was performed within the framework of the Research
Project Z4 055 905.
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KOMBINATORICK¡ CESTA K PIKOMOL¡RNÕMU
INHIBITORU L…KOVÃ REZISTENTNÕCH HIV-1
PROTEAS

MARTIN HRADÕLEK, CYRIL BAÿINKA,
MARK…TA RINNOV¡, JAN WEBER,
MILAN SOU»EK, JAN KONVALINKA

⁄stav organickÈ chemie a biochemie AV »R, Flemingovo n. 2,
166 10 Praha 6

Navrhli, a s vyuûitÌm Fmoc/terc.Bu orthogon·lnÌho chr·-
nÏnÌ, jsme na Rink-Amid MBHA prysky¯ici syntetizovali
knihovnu pseudopeptid˘ s obecn˝m vzorcem Cbz-izoster-
-Aaa-Xxx-NH2. Pouûili jsme celkem öest izoster˘ a v pozicÌch
Aaa a Xxx 48 r˘zn˝ch α-aminokyselin (Aaa = jednotlivÈ
aminokyseliny; Xxx = ekvimol·rnÌ smÏs vöech 48 aminoky-
selin). Bylo tak p¯ipraveno celkem 6 podknihoven, p¯iËemû
kaûd· obsahovala 48 smÏsÌ 48 r˘zn˝ch pseudopeptid˘.

U jednotliv˝ch smÏsÌ pak byla zjiöùov·na inhibiËnÌ aktivita
k Ëty¯em HIV-1 proteas·m: P¯irozenÈ (wild type) HIV-1 PRWT,
a d·le k proteas·m rezistentnÌm v˘Ëi pouûÌvan˝m lÈËiv˘m:
Saquinaviru HIV-1 PRSAQ (mutace G98V, L90M); Indinaviru
HIV-1 PRIND (mutace V82A); Ritonaviru HIV-1 PRRIT (muta-
ce A71V, V82T, I84V).

Po vyhodnocenÌ v˝sledk˘ byly syntetizov·ny jednotlivÈ
sloûky tÏch smÏsÌ, kterÈ vykazovaly inhibiËnÌ aktivitu k jed-
notliv˝m proteas·m. S vyuûitÌm stejn˝ch syntetick˝ch metod,
jako v p¯ÌpadÏ smÏsÌ, bylo p¯ipraveno öest ¯ad pseudopeptid˘,
celkem 288 jednotliv˝ch l·tek.

SyntetizovanÈ pseudopeptidy byly jednotlivÏ podrobeny
testov·nÌ se Ëty¯mi zmÌnÏn˝mi proteasami.

T¯i nejaktivnÏjöÌ slouËeniny byly vyËiötÏny HPLC a byla
p¯esnÏ stanovena jejich inhibiËnÌ aktivita k p¯irozenÈ i k mu-
tantnÌm proteas·m. Vöechny t¯i l·tky jsou subnanomol·rnÌmi
inhibitory HIV-1 PRWT p¯i pH 4,7 a vykazujÌ znaËnou inhibiË-
nÌ aktivitu i v˘Ëi rezistentnÌm mutantnÌm proteas·m. Nejak-
tivnÏjöÌ slouËenina Cbz-Pst-Glu-Hph-NH2 je pikomol·rnÌm
inhibitorem p¯irozenÈ HIV proteasy a subnanomol·rnÌm inhi-
bitorem vöech testovan˝ch rezistentnÌch proteas.

Tato pr·ce byla vypracov·na v r·mci v˝zkumnÈho z·mÏru Z4
055 905.

ENZYMATIC SYNTHESIS
OF N-ACETYLMANNOSAMINE
CONTAINING OLIGOSACCHARIDES
AND THEIR IMMUNOACTIVITY

L. HUä¡KOV¡a, V. KÿENa, M. KUZMAa,
E. HERKOMEROV¡a, K. BEZOUäKAb

aInstitute of Microbiology, Laboratory of Biotransformation,
142 20 Prague 4, bFaculty 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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GlcNAcβ1→4ManNAc (II) was prepared from chitobiose
(I) by Lobry de Bruyn ñ Alberda van Ekenstein rearrangement
under catalysis of Ca(OH)2. Resulting mixture is separable
with difficulty only by analytical HPLC. Chitobiose in reac-
tion mixture was selectively removed by hydrolysis by β-N-
-acetylhexosaminidase from Aspergillus oryzae; GlcNAcβ1→
4ManNAc is resistant to the enzyme hydrolysis. Resulting
disaccharide can be easily isolated by gel filtration. Analogous
epimerization of GalNAcβ1→4GlcNAc is possible as well.

Trisaccharide GalNAcβ1→4GlcNAcβ1→4ManNAc (IV)
was prepared by enzymatic transglycosylation of pNP-GalNAc
(III) onto GlcNAcβ1→4ManNAc (II) catalyzed by β-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.

VYUéITÕ KOMPARATIVNÕ PCR
PÿI MONITOROV¡NÕ
B-LYMFOPROLIFERATIVNÕCH ONEMOCNÃNÕ

R. IV¡NEK, J. »ERN›, A. SLAVÕ»KOV¡

1. InternÌ klinika VFN a 1. LF UK, Praha

P¯Ìtomnost molekul·rnÌch marker˘ u mnoh˝ch hematolo-
gick˝ch onemocnÏnÌ umoûÚuje vyuûitÌ vysoce citlivÈ metody
PCR k sledov·nÌ lÈËby a detekci minim·lnÌ rezidu·lnÌ choro-

by. Avöak vzhledem k moûnÈmu p¯etrv·v·nÌ pozitivity, kter·
m˘ûe b˝t nadto zp˘sobena nap¯. rezidui bunÏk po chemotera-
pii, je vhodnÏjöÌ pouûÌt nÏkterou z metod kvantitativnÌ PCR
(Q-PCR), a tak vËas odhalit moûnou klon·lnÌ expanzi. K me-
tod·m Q-PCR dob¯e aplikovateln˝m na klinick˝ch pracoviö-
tÌch pat¯Ì komparativnÌ PCR, coû je koamplifikace sekvence
specifickÈ pro chorobu a sekvence internÌho standardu systÈ-
mem rozdÌln˝ch primer˘, naz˝vanou tÈû multiplex PCR.

Touto pracÌ prezentujeme moûnost kvantifikace klon·lnÌ-
ho p¯eskupenÌ gen˘ pro tÏûk˝ imunoglobulinov˝ ¯etÏzec (IgH)
jakoûto markeru B-lymfoproliferativnÌho onemocnÏnÌ a srov-
n·vacÌho markeru ñ 61. exon H-ras (Harvyho ras) protooko-
genu. Metoda vych·zÌ z porovn·v·nÌ dvou nebo vÌce diagnos-
tick˝ch vzork˘ z r˘zn˝ch obdobÌ lÈËby pacienta v jednÈ PCR.
MnoûstvÌ produkt˘ amplifikace jsou kvantifikov·na softwa-
rovou anal˝zou digitalizovanÈho z·znamu elektroforetickÈho
gelu, p¯iËemû je moûno dojÌt buÔ k relativnÌm v˝sledk˘m
popisujÌcÌm vzestup nebo pokles markeru malignÌch bunÏk
v porovn·van˝ch vzorcÌch nebo i k absolutnÌm v˝sledk˘m
odeËten˝m z kalibraËnÌ k¯ivky, kter· je zÌsk·na amplifikacÌ
DNA linie nesoucÌ stejn˝ specifick˝ marker v tÈûe PCR. Pro
ovÏ¯enÌ klinickÈho v˝znamu byly v˝sledky komparativnÌ PCR
IgH/ras porovn·v·ny s ostatnÌmi konvenËnÌmi laboratornÌmi
vyöet¯enÌmi a korelov·ny s klinick˝m stavem pacient˘. Z na-
öich pozorov·nÌ vypl˝v·, ûe tato metoda by mohla najÌt uplat-
nÏnÌ p¯i terapeutick˝ch rozhodnutÌch.

Tato pr·ce je podporov·na grantem MäMT CEZ: J13/98:
1111/00004.
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STUDIUM STRUKTURY ORGANOCÕNI»IT›CH
SLOU»ENIN OBSAHUJÕCÕCH O, C, O-ÑPINCERì
LIGANDY

ROMAN JAMBOR, ALEä RŸéI»KA,
LIBOR DOST¡L, JAROSLAV HOLE»EK

Katedra obecnÈ a anorganickÈ chemie, Fakulta chemicko-
-technologick·, Univerzita Pardubice, n. »s. legiÌ 565, 532 10
Pardubice, e-mail: roman.jambor@upce.cz

V souËasnÈ dobÏ je naöe studium zamÏ¯eno na strukturnÌ
vlastnosti organocÌniËit˝ch souËenin obsahujÌcÌch potencio-
n·lnÌ terdent·lnÌ Y, C, Y-chel·tujÌcÌ ligandy (Y = N, O, P).
Velmi m·lo v˝sledk˘ je zn·mo v n·mi zkoumanÈ oblasti
organocÌniËit˝ch slouËenin  obsahujÌcÌch  O, C, O-Ñpincerì
ligandy (obr. 1).

StudovanÈ slouËeniny vykazujÌ ¯adu velice zajÌmav˝ch
vlastnostÌ, zejmÈna strukturnÌch a fyzik·lnÌch. StrukturnÌ vlast-
nosti byly studov·ny zejmÈna pomocÌ RTG difrakce na mo-
nokrystalickÈm materi·lu, NMR v roztocÌch a tuhÈ f·zi a nÏ-
kter˝ch dalöÌch metodik.
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SERINE PROTEINASE INHIBITORS
IN AGGREGATED FORMS OF BOAR SEMINAL
PLASMA PROTEINS

P. JELÕNKOV¡a, P. MA“¡SKOV¡a, M. TICH¡b,
V. JON¡KOV¡a

aInstitute 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 (Jon·kov· et al., 2000). Only
a small portion of proteins was found in the low molecular

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 (Mr~5 000ñ20 000), less in fraction I
(Mr>150 000). 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 Mr N-terminal Immuno-
sequence -detection

β-Micro-seminoprotein 10 000 ZCYFIP Ö ñ
Proteinase inhibitor 7 500 KKTRKEPDÖ ñ
AQN 1 spermadhesin 13 000 AQNKGPHKÖ anti-AQN 1
Lactoferrin 70 000 ÖÖÖÖ anti-lactoferrin

To study the possible complexes of proteinase inhibitors,
fraction V was separated by gel chromatography. Proteinase
inhibitor (Mr~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.

FUNK»NÕ ANAL›ZA C-KONCE PROTEINU NHA1
Z KVASINKY Saccharomyces cerevisiae

OLGA KINCLOV¡

Fyziologick˝ ˙stav AV »R, VÌdeÚsk· 1083, 142 20 Praha 4,
kinclova@biomed.cas.cz

Pro vöechny ûivÈ organismy je nezbytnÈ zachov·vat st·lÈ
hladiny iont˘ uvnit¯ bunÏk. JednÌm z nejd˘leûitÏjöÌch kationt˘
bunÏËnÈ cytoplazmy kvasinek je K+, kter˝ se ˙ËastnÌ mnoha
fyziologick˝ch proces˘ (nap¯. regulace bunÏËnÈho objemu
a vnitrobunÏËnÈho pH). Naopak vysok· koncentrace Na+Ëi Li+

je pro vÏtöinu bunÏk toxick·. Na+/H+ antiportery pat¯Ì mezi
transportnÌ systÈmy, kterÈ antiportnÌm mechanismem vyuûÌ-
vajÌcÌm gradient proton˘ p¯es membr·nu efektivnÏ eliminujÌ
toxickÈ kationty z bunÏk. Gen NHA1 kvasinky S. cerevisiae
kÛduje Na+/H+ antiporter plazmatickÈ membr·ny dlouh˝ 985
aa. Na rozdÌl od homolognÌch Na+/H+ antiporter˘ z jin˝ch
kvasinek, protein Nha1 m· extrÈmnÏ dlouh˝ hydrofilnÌ C-ko-
nec (554 aa, 56,2 % z celÈho proteinu) a transportuje p¯es
membr·nu kromÏ Na+ a Li+ takÈ K+ a Rb+. Pro zjiötÏnÌ funkce
C-konce Nha1p a jeho vlivu na aktivitu a substr·tovou speci-
fitu p¯enaöeËe bylo zkonstruov·no 13 postupnÏ zkracovan˝ch
verzÌ genu NHA1, od kompletnÌho (2955 nt, 985 aa) po nej-
kratöÌ (1416 nt, 472 aa) konËÌcÌ pouze 41 aminokyselinov˝ch
zbytk˘  za poslednÌ transmembr·novou  oblastÌ,  kterÈ  byly

Obr. 1. StudovanÈ organocÌniËitÈ slouËeniny
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funkËnÏ exprimov·ny v kmeni S. cerevisiae citlivÈm k alka-
lick˝m  kationt˘m  (B31,  genotyp nha1∆ena1-4∆). PomocÌ
fluorescenËnÌho znaËenÌ GFP (green fluorescent protein) byly
p¯ÌsluönÈ proteiny lokalizov·ny v  plazmatickÈ membr·nÏ.
Testov·nÌm bunÏk nesoucÌch r˘znÈ verze Nha1p na toleranci
k vysok˝m koncentracÌm alkalick˝ch kationt˘ a mÏ¯enÌm
v˝stupu kationt˘ z bunÏk byla identifikov·na oblast C-konce
Nha1p d˘leûit· pro zachov·nÌ maxim·lnÌ transportnÌ aktivity
Nha1p pro  ionty Na+, Li+ a Rb+. Na druhou stranu  bylo
zjiötÏno, ûe C-konec proteinu Nha1 nenÌ d˘leûit˝ pro toleranci
bunÏk k vysok˝m vnÏjöÌm koncentracÌm K+. Hraje vöak v˝-
znamnou roli 1) v regulaci obsahu vnitrobunÏËnÈho K+, ËÌmû
p¯enaöeË p¯ispÌv· k zachov·nÌ objemu a cytoplazmatickÈho
pH buÚky, a 2) v bunÏËnÈ odpovÏdi k n·hl˝m zmÏn·m osmo-
larity prost¯edÌ.

SYNT…ZA, REAKTIVITA A APLIKACE
[1]BENZOTHIENO[3,2-b][1]BENZOTHIOFENU

BEDÿICH KOäATA, V¡CLAV KOZMÕK,
JIÿÕ SVOBODA

⁄stav organickÈ chemie, VäCHT, 166 28 Praha 6, e-mail:
kosatab@vscht.cz

Systematick˝ v˝zkum v oblasti kondenzovan˝ch hetero-
pentalen˘1ñ3 vedl k n·vrhu [1]benzothieno[3,2-b][1]benzo-
thiofenu (I) jako potenci·lnÌho j·dra l·tek s kapalnÏ krystalic-
k˝mi vlastnostmi. V tÈto pr·ci shrnujeme v˝sledky studia jak
syntÈzy tak reaktivity heterocyklu 1.

Prok·zali jsme, ûe elektrofilnÌ substituce probÌhajÌ v l·tce
1 do poloh 2 a 4. Regioselektivitu substituce lze ¯Ìdit reakËnÌmi
podmÌnkami za tvorby 2-substituovan˝ch deriv·t˘. Substituce
do druhÈho stupnÏ pak vedou p¯ednostnÏ k 2,7-disubstituova-
n˝m slouËenin·m. Nitroderiv·ty byly vyuûity k syntÈze alko-
xy substituovan˝ch deriv·t˘ heterocyklu 1 nukleofilnÌmi sub-
stitucemi. Metalace l·tky 1 n·sledovan· reakcÌ s vhodn˝m
elektrofilem je cestou pro selektivnÌ p¯Ìpravu 1-substituova-
n˝ch deriv·t˘.

V˝sledky studia reaktivity [1]benzothieno[3,2-b][1]ben-
zothiofenu jsme aplikovali na p¯Ìpravu sÈrie 2,7-diacyl- a 2,7-
-dialkylderiv·t˘. Bylo zjiötÏno, ûe v tÈto sÈrii tvo¯Ì nÏkterÈ
deriv·ty jednu a vÌce kapalnÏ krystalick˝ch mezof·zÌ4.
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OPTIMALIZACE SYNT…ZY PREKURZORŸ
ANALOGŸ HMYZÕCH JUVENILNÕCH HORMONŸ

P. KRATINAa, J. MORAVCOV¡a, Z. WIMMERb

aVäCHT, Technick· 5, 160 28 Praha 6, b⁄OCHB AV »R,
Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6

JuvenilnÌ hormony i jejich syntetickÈ analogy hrajÌ d˘le-
ûitou ˙lohu p¯i v˝voji a rozmnoûov·nÌ hmyzu. Pro tuto vlast-
nost v souËasnÈ dobÏ zastupujÌ skupinu ˙Ëinn˝ch novodob˝ch
insekticid˘2.

P¯Ìprava jednÈ ze z·kladnÌch struktur je zn·zornÏna ve
schÈmatu. Reakce 2, odchr·nÏnÌ fenolovÈ skupiny, probÌhala3

s malou v˝tÏûnostÌ (do 50 %) a produkt byl obtÌûnÏ izolova-
teln˝. Hydrol˝za etherickÈ vazby se prov·dÏla p˘sobenÌm
konc. HBr v prost¯edÌ acetanhydridu. Produkt se zpracov·val
p¯id·nÌm vody a CaCO3 a extrahoval se do diethyl etheru.
Extrakce byla znep¯ÌjemnÏna p¯ÌtomnostÌ suspenze anorganic-
k˝ch solÌ ve vodnÈ i organickÈ f·zi. P¯i optimalizaci syntÈzy
jsme navrhli pouûitÌ PTC (Phase Transfer Catalyst) pro usnad-
nÏnÌ kontaktu reaktant˘. Vybrali jsme tributylamonium sulf·t
a tetrabutylfosfonium bromid. Reakce4 probÌhaly bez rozpouö-
tÏdla, v˝tÏûek vzrostl nad 80 %.

N·sledujÌcÌ cÌle jsou ovÏ¯it reakce 3 a 4 a d·le navrhnout
p¯Ìpravu alkyl-O-glykosid˘.
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Tato pr·ce byla vypracov·na v r·mci v˝zkumnÈho z·mÏru Z4
055 905.

LITERATURA

1. Projekt COST D10/0005/98 (D10.10).
2. Hrd˝ I., Kuldov· J., Wimmer Z.: VesmÌr 79, 636 (2000).
3. Wimmer Z., RomaÚuk M.: Collect. Czech. Chem. Com-

mun. 46, 2573 (1981).
4. Hwang K., Park S.: Syn. Commun. 1993, 2845.

KONSTRUKCE A EVALUACE MODELU SAV»ÕHO
CYTOCHROMU P450 2B4

B. KUBÕ»KOV¡, L. ANTONOVI», B. SOPKO,
P. HODEK

Katedra biochemie, P¯ÌrodovÏdeck· fakulta UK, Hlavova 2030,
128 40 Praha 2

Cytochromy P450 (CYP) jsou hemoproteiny uËastnÌcÌ se
metabolismu nap¯. hormon˘, lÈËiv, polutant˘, kancerogen˘.
P¯emÏna tÏchto l·tek cytochromy P450 vede k exkreci z orga-
nismu nebo jejich toxifikaci Ëi aktivaci na mutageny. Proto
jsou tyto enzymy p¯edmÏtem intenzivnÌho v˝zkumu. Odhale-
nÌ struktury jejich aktivnÌho centra, kde doch·zÌ k metabolickÈ
p¯emÏnÏ substr·t˘, m· z·sadnÌ v˝zman pro pochopenÌ vztahu
struktury a funkce CYP v procesu aktivace kancerogen˘ a me-
tabolismu lÈËiv. N·ö v˝zkum je proto zamÏ¯en na konstrukce
3D modelu aktivnÌho centra CYP 2B4 a jeho validace metodou
fotoafinitnÌho znaËenÌ.

Technika homolognÌho modelov·nÌ je zaloûena na p¯ed-
pokladu podobnosti glob·lnÌ struktury n·mi studovan˝ch sav-
ËÌch a mikrobi·lnÌch CYP, jejichû struktura je dÌky X-paprsk-
ovÈ krystalografii zn·ma. Jako templ·t pro modelov·nÌ byl
tedy pouûit mikrobi·lnÌ CYP 102, kter˝ je povaûov·n za struk-
turnÏ nejbliûöÌ savËÌm CYP. Po predikci sekund·rnÌ struktury
CYP 2B4 bylo provedeno vz·jemnÈ p¯i¯azenÌ sekvencÌ s CYP
102 (zohledÚujÌcÌ glob·lnÌ podobnosti). S pouûitÌm struktur-
nÌho templ·tu (CYP 102) byl konstruov·n 3D model CYP 2B4
a Ñdokov·nì hem. Energetickou optimalizacÌ byl zÌsk·n ho-
molognÌ 3D model CYP 2B4.

Model CYP 2B4 byl ovÏ¯ov·n dokov·nÌm specifickÈho
substr·tu CYP 2B4, diamantanu. Nalezen· orientace diaman-
tanu v aktivnÌm centru (vzhledem k hemu) je v souladu s ex-
periment·lnÏ prok·zanou hydroxylacÌ tÈto l·tky v poloze 3.
K dalöÌmu potvrzenÌ modelu byly vyuûity v˝sledky zÌskanÈ
z fotoafinitnÌho znaËenÌ aktivnÌho centra CYP 2B4 pomocÌ
t¯Ì sond: N-(p-azidobenzyl)-N-methyl-p-aminobenzylamin (I),
N-(p-azidobenzyl)-N-methyl-p-aminophenethylamin (II) a N-
-(p-azidophenethyl)-N-methyl-p-aminophenethylamin (III).
Vzhledem k tomu, ûe lze p¯edpokl·dat vazbu tÏchto sond na
hem CYP, je moûno identifikovat aminokyselinovÈ zbytky ve
vzd·lenosti danÈ dÈlkou molekuly sondy od atomu ûeleza
hemu. PomocÌ sondy II se poda¯ilo identifikovat Arg 197
nach·zejÌcÌ se v helixu F ve spr·vnÈ vzd·lenosti od hemu.
Neschopnost sond I a III oznaËit aminokyselinovÈ zbytky je
v souladu s nep¯ÌtomnostÌ urËujÌcÌch aminokyselin v expono-
vanÈ oblasti aktivnÌho centra. ZÌskanÈ experiment·lnÌ v˝sled-
ky potvrzujÌ spr·vnost modelu CYP 2B4.

SIGNALIZACE: ⁄LOHA AMINOKYSELIN
A JEJICH PERMEAS

MARTIN KUTHAN

Katedra genetiky a mikrobiologie, P¯F UK, ViniËn· 5, 128 44
Praha 2

Role amoniaku  jako  sign·lnÌ  molekuly  je zatÌm m·lo
prozkoum·na, ale jiû nynÌ je zn·mo, ûe hraje ˙lohu v d˘le-
ûit˝ch biologick˝ch procesech (nap¯. p¯i diferenciaci hlen-
ky Dictyostelium discoideum Ëi dokonce p¯i p¯enosu sign·l˘
v nervovÈ tk·ni).

V naöÌ laborato¯i byla objevena a pops·na signalizace mezi
kvasinkov˝mi koloniemi, vyuûÌvajÌcÌmi plynnou sign·lnÌ mo-
lekulu NH3. Amoniak je produkov·n v pulzech a jeho produk-
ce je v˝raznÏ zesÌlena u sousedÌcÌch koloniÌ, kterÈ se navÌc
asymetricky inhibujÌ v r˘stu. NarozdÌl od komplexnÌho mÈdia,
nedoch·zÌ p¯i r˘stu kvasinkov˝ch koloniÌ na minim·lnÌm mÈ-
diu k produkci amoniaku ani k asymetrickÈ inhibici r˘stu. Oba
efekty byly obnoveny po p¯id·nÌ smÏsi aminokyselin do mi-
nim·lnÌho mÈdia. NavÌc mutant kvasinky Saccharomyces ce-
revisiae shr3, defektnÌ v permeas·ch transportujÌcÌch ami-
nokyseliny, amoniak neprodukuje. DalöÌm potvrzenÌm role
aminokyselin bylo zjiötÏnÌ, ûe kmen S. cerevisiae defektnÌ
v nÌzkoafinitnÌ permease aminokyselin (Gap1), m· v˝raznÏ
snÌûenou produkci amoniaku. Tato zjiötÏnÌ naznaËovala, ûe
v procesu NH3 signalizace hrajÌ nÏjakou ˙lohu aminokyseliny.
Sledovali jsme proto vliv p¯Ìtomnosti jednotliv˝ch aminoky-
selin v minim·lnÌm mÈdiu na produkci amoniaku koloniemi
Candida mogii. Na z·kladÏ naöich experiment˘ jsme byli
schopni rozdÏlit aminokyseliny na ty, jejichû p¯Ìtomnost v mi-
nim·lnÌm mÈdiu vede k vysokÈ produkci amoniaku (Asn, Pro,
Asp, Ala, Glu, Arg, Gly a Ser) a aminokyseliny, v jejichû
p¯Ìtomnosti kolonie C. mogii amoniak tÈmÏ¯ neprodukujÌ.
Produkce resp. absence produkce amoniaku v˝raznÏ ovlivÚuje
morfologii  koloniÌ a asymetrickou inhibici  r˘stu. Kolonie
ÑprodukujÌcÌì amoniak jsou tvo¯eny pseudohyfami i kvasink-
ov˝mi buÚkami, p¯iËemû kvasinkovÈ buÚky p¯evl·dajÌ ze-
jmÈna v Ë·sti kolonie rostoucÌ smÏrem k partnerskÈ kolonii,
tedy v oblasti, kde by mÏlo doch·zet k maxim·lnÌ indukci
produkce amoniaku. Kolonie ÑneprodukujÌcÌì amoniak, jsou
tvo¯eny p¯ev·ûnÏ pseudohyfami a hyfami.

VYUéITÕ VLASTNÕ MODIFIKACE ANAL›ZY
KATECHOLAMINŸ POMOCÕ HPLC
PÿI DIAGNOSTICE FEOCHROMOCYTOMU
U PACIENTŸ SE SEKUND¡RNÕ HYPERTENZÕ

HANA LENOBELOV¡a, REN… LENOBELb,
SYLVA DOST¡LOV¡a, RENATA JUR¡KOV¡a,
DAVID STEJSKALa,c, IVO ORALc

aOddÏlenÌ laboratornÌ medicÌny Nemocnice äternberk, bLabo-
rato¯ r˘stov˝ch regul·tor˘ UP Olomouc, cInternÌ oddÏlenÌ
Nemocnice äternberk

Feochromocytom je mal˝ tumor d¯enÏ nadledvin, kter˝
se klinicky manifestuje ¯adou rozdÌln˝ch symptom˘ (malig-

NH3
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nÌ hypertenzÌ, ortostatickou hypotenzÌ, hypermetabolismem
a neuropsychickou labilitou). P¯ÌËinou tÏchto symptom˘ je
nadprodukce katecholamin˘ a jejich prekurzor˘. Diagnostic-
k˝ algoritmus u pacient˘ s podez¯enÌm na feochromocytom
spoËÌv· v klinickÈm vyöet¯enÌ (se zamÏ¯enÌm na typickÈ sym-
ptomy), zobrazovacÌ diagnostice (CT, NMR, scintigrafie) a la-
boratornÌ anal˝ze (katecholaminy a jejich metabolity v plazmÏ
i moËi, neuron specifick· enolasa v sÈru). Protoûe feochromo-
cytom m˘ûe b˝t uloûen  takÈ  extraadren·lnÏ a laboratornÌ
vyöet¯enÌ se v bÏûnÈ klinickÈ praxi velice zobecÚujÌ (bÏûnÏ se
stanovuje pouze kyselina vanilmandlov· v moËi), z˘st·v·
podle nÏkter˝ch autor˘ aû 75 % pacient˘ s feochromocyto-
mem nediagnostikov·no.

Na naöem oddÏlenÌ jsme z tohoto d˘vodu zavedli vlastnÌ
modifikaci stanovenÌ katecholamin˘ a jejich metabolit˘ (ad-
renalin, noradrenalin, dopamin, normetanefrin, metanefrin,
kyselina vanilmandlov·, kyselina homovanilinov·). Anal˝zy
prov·dÌme v plazmÏ nebo moËi vysoko˙Ëinnou kapalinovou
chromatografiÌ na reverznÌ f·zi s fluorescenËnÌ detekcÌ (RP-
-HPLC-FD) po vhodnÈ ˙pravÏ vzorku. Izolace noradrenalinu,
adrenalinu a dopaminu v moËi i plazmÏ se prov·dÌ extrakcÌ na
oxidu hlinitÈm s n·slednou derivatizacÌ fluorescenËnÌ znaË-
kou. ZÌskanÈ fluorescenËnÌ deriv·ty se dÏlÌ na RP-HPLC-FD.
Izolace metanefrinu a normetanefrinu v moËi se prov·dÌ dvou-
stupÚovou ionexovou chromatografiÌ s n·slednou kvantifkacÌ
pomocÌ nativnÌ fluorescence na RP-HPLC-FD. Izolace kyse-
liny vanilmandlovÈ a homovanilinovÈ v moËi probÌh· jedno-
stupÚovou ionexovou chromatografiÌ s n·slednou kvantifikacÌ
pomocÌ nativnÌ fluorescence metodou RP-HPLC-FD. U pa-
cient˘ s podez¯enÌm na feochromocytom pouûÌv·me n·sledu-
jÌcÌ Ñbiochemick˝ì algoritmus:
ñ p¯i nÌzkÈm klinickÈm podez¯enÌ nebo jako screening vy-

öet¯ujeme metanefrin a kyselinu vanilmandlovou v moËi
(diagnostick· specifita i senzitivita tÈto kombinace se po-
hybuje kolem 99 %),

ñ p¯i vysokÈm klinickÈm suspiciu, patologick˝ch n·lezech
metabolit˘ v moËi, nebo p¯i norm·lnÌm screeningu a vy-
sokÈm klinickÈm suspiciu prov·dÌme stanovenÌ dopami-
nu, adrenalinu a noraderanalinu v moËi i plazmÏ za hospi-
talizace, stanovenÌ kyseliny homovanilinovÈ v moËi, event.
prov·dÌme clonidinov˝ test (100 % diagnostick· specifita
i senzitivita).
Za poslednÌ dva roky jsme na naöem oddÏlenÌ vyöet¯ili 289

pacient˘ z celÈho regionu SevernÌ Moravy s podez¯enÌm na
feochromocytom (na jin˝ch pracoviötÌch tÈto oblasti se t.Ë.
rutinnÌ stanovenÌ katecholamin˘ neprov·dÌ). U 11 proband˘
tohoto souboru (4 %) jsme diagnostikovali feochromocytom,
kter˝ byl n·slednÏ operaËnÏ odstranÏn; u vöech proband˘
doölo k ˙stupu klinick˝ch obtÌûÌ. Prok·zali jsme pomÏrnÏ
nÌzkou senzitivitu i specifitu kyseliny vanilmandlovÈ (senzi-
tivita 90 %, specifita 79 %), vysokou senzitivitu i specifitu
metanefrinu (97 % senzitivita, 100 % specifita) a absolutnÌ
specifitu i senzitivitu komplexnÌho vyöet¯enÌ vË. clonidinovÈ-
ho testu.

V souËasnÈ dobÏ prov·dÌme v˝öe uveden· vyöet¯enÌ pro
zdravotnick· za¯ÌzenÌ celÈ severnÌ Moravy; anal˝zy prov·dÏjÌ
3 vysokoökolsky vzdÏlanÌ pracovnÌci. V˝sledky vyd·v·me 1◊
mÏsÌËnÏ.

STRUKTURNÕ A DYNAMICK¡ PO»ÕTA»OV¡
ANAL›ZA VAZBY INHIBITORŸ K PROTEASE
VIRU HIV-1

MARTIN LEPäÕK

⁄stav organickÈ chemie a biochemie AV »R, Flemingovo n. 2,
166 10 Praha 6

Inhibitory HIV proteasy jsou l·tky, kterÈ jsou souË·stÌ
smÏsÌ pouûÌvan˝ch k lÈËbÏ AIDS. Jejich pouûitÌ ovöem kom-
plikuje fakt, ûe proteasa v pr˘bÏhu terapie mutuje a zÌsk·v·
k lÈËivu rezistenci. FenomÈn rezistence je proto nutnÈ ze
strukturnÌho i dynamickÈho hlediska dob¯e prozkoumat, aby
bylo moûnÈ p¯ikroËit k n·vrhu nov˝ch ˙ËinnÏjöÌch lÈk˘.

JednÌm z velice vhodn˝ch n·stroj˘ pro takovou anal˝zu je
pouûitÌ molekulovÈ mechaniky a dynamiky. Jedn· se o v˝po-
ËetnÌ metody, kterÈ s pomocÌ sady parametr˘ (potenci·lu)
dok·ûÌ minimalizovat energii chemickÈho systÈmu, resp. sle-
dovat jeho Ëasov˝ v˝voj.

V tÈto pr·ci jsme vych·zeli z model˘ komplex˘ proteasy
s r˘zn˝mi inhibitory zaloûen˝ch na krystalov˝ch struktur·ch.
RezistentnÌ mutanty byly modelov·ny pomocÌ molekulovÈ
dynamiky. RozpouötÏdlo bylo simulov·no pouûitÌm dielektri-
ka z·vislÈho na vzd·lenosti. Ze strukturnÌch charakteristik
byla sledov·na p¯Ìtomnost vodÌkov˝ch m˘stk˘ a van der Waal-
sovsk˝ch kontakt˘ mezi inhibitorem a proteasou. Z dynamic-
k˝ch vlastnostÌ jsme se zab˝vali zanik·nÌm a znovuvytv·¯e-
nÌm vodÌkov˝ch m˘stk˘ a st·lostÌ, resp. nest·lostÌ van der
Waalsovsk˝ch kontakt˘.

Porovn·nÌ uveden˝ch charakteristik u komplex˘ jednotli-
v˝ch inhibitor˘ n·m umoûÚuje vysvÏtlit ˙Ëinek urËitÈho inhi-
bitoru jak na proteasu divokÈho typu, tak i na jejÌ mutanty.
TÌmto zp˘sobem se tato pr·ce snaûÌ p¯ispÏt k vysvÏtlenÌ me-
chanism˘ rezistence.

Tato pr·ce byla vypracov·na v r·mci v˝zkumnÈho z·mÏru Z4
055 905.

POTKANÕ HYPODAKTYLNÕ MUTACE ñ
GENETICK… MAPOV¡NÕ A CHARAKTERIZACE
KONGENNÕCH KMENŸ

FRANTIäEK LIäKA

⁄stav biologie a lÈka¯skÈ genetiky, 1. lÈka¯sk· fakulta, Uni-
verzita Karlova, Albertov 4, 120 00 Praha 2

V souËasnÈ dobÏ se u savc˘ p¯edpokl·d· aû 4000 gen˘,
jejichû z·rodeËnÈ mutace mohou vÈst k autosom·lnÏ recesivnÏ
dÏdiËnÈ samËÌ infertilitÏ. Tyto mutace majÌ Ëasto pleiotropnÌ
efekt i na dalöÌ org·novÈ systÈmy. Jedna z tÏchto mutacÌ je
p¯edmÏtem naöeho v˝zkumu. PotkanÌ hypodaktylie (Hd) je
autosom·lnÏ recesivnÌ postiûenÌ v˝voje konËetin a spermato-
geneze. Projevuje se variabilnÌ redukcÌ poËtu prst˘ a Ël·nk˘
prst˘ na preaxi·lnÌ stranÏ p¯ednÌch i zadnÌch konËetin. Posti-
ûenÌ konËetin samc˘ a samic je stejnÈ. Vöichni homozygot-
nÌ samci jsou infertilnÌ. MajÌ zmenöen· varlata a nadvarlata
a zmenöenÈ mnoûstvÌ morfologicky abnorm·lnÌch a nepohy-
bliv˝ch spermiÌ. Mutovan˝ gen byl lokalizov·n na potkanÌ
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chromozom 10 pomocÌ 152 zpÏtn˝ch k¯Ìûenc˘ (samice origi-
n·lnÌho kmene Wistar Hd (WHD) a samec F1 (WHDxBrown
Norway)). JemnÏjöÌ mapov·nÌ prov·dÌme pomocÌ populace F2
hybrid˘ WHDxBN (Brown Norway). Kritick˝ segment chro-
mosomu 10, kde se nach·zÌ Hd mutace, se tak poda¯ilo z˙ûit
na cca 1,7 cm mezi mikrosatelitnÌmi markery D10Rat116
a D10Rat160. Z·roveÚ byla pozorov·na ˙pln· vazba Hd se sku-
pinou marker˘ D10Mit8 (v genu pro synaptobrevin 2), D10Wox12
(v genu pro sex hormone binding globulin), D10Wox14 (v ge-
nu pro asialoglykoproteinov˝ receptor) a s dvÏma anonymnÌ-
mi markery. Kritick˝ segment vöak z¯ejmÏ obsahuje i dalöÌ
geny, kterÈ mohou b˝t poziËnÌmi kandid·ty Hd. P¯enesenÌm
alely Hd na genetickÈ pozadÌ inbrednÌch kmen˘ SHR (spon-
taneously hypertensive rat) a BN jsme vyvinuli kongennÌ
kmeny SHR-Hd a BN-Hd. U SHR-Hd je snÌûen· penetrance
a expresivita postiûenÌ konËetin, zatÌmco u kmene BN-Hd je
tÏûkÈ postiûenÌ konËetin, dokonce vÏtöÌ neû u kmene WHD.
HomozygotnÌ samci obou kongennÌch kmen˘ jsou sterilnÌ,
avöak hmotnost varlat, nadvarlat i poËet spermiÌ je signifikan-
tnÏ vyööÌ neû u kmene WHD. Tato pozorov·nÌ svÏdËÌ pro vliv
modifikujÌcÌch gen˘ na expresi Hd. Naöe dalöÌ pr·ce bude
smÏ¯ovat k identifikaci mutantnÌho genu, p¯ÌpadnÏ i k mapo-
v·nÌ modifikujÌcÌch minor gen˘.

OXIDACE ALKOHOLŸ ENZYMOV›M SYST…MEM
FEROMONOV… éL¡ZY LIäAJE TAB¡KOV…HO

ANNA LUXOV¡, ALEä SVATOä

⁄stav organickÈ chemie a biochemie AV »R, Flemingovo n. 2,
166 10 Praha 6, luxova@uochb.cas.cz

VyuûitÌ enzymatickÈ katal˝zy v organickÈ syntÈze pat¯Ì
mezi standardnÌ postupy organickÈ chemie. Dosud nebyl po-
ps·n enzym katalyzujÌcÌ oxidaci alkohol˘ na aldehydy. Ko-
neËn˝m krokem biosyntÈzy sexu·lnÌho feromonu u samic
liöaje tab·kovÈho (Manduca sexta) je oxidace hexadec-11-en-
-1-ol˘ a hexadeca-10,12-dien-1-ol˘ na odpovÌdajÌcÌ aldehydy.
Tato p¯emÏna je katalyzov·na enzymov˝m oxidaËnÌm systÈ-
mem lokalizovan˝m ve feromonovÈ ûl·ze mot˝la na spodnÌ
Ë·sti  abdomenu. Z p¯edbÏûn˝ch v˝sledk˘  bylo patrnÈ, ûe
vypreparovan˝ abdomen jak v intaktnÌ, tak v homogenizovanÈ
formÏ, katalyzuje oxidaci dalöÌch strukturnÌch typ˘ alkohol˘,
kterÈ nejsou p¯irozen˝m prekurzorem feromonu. Na z·kladÏ
tohoto zjiötÏnÌ jsme zaËali studovat vlastnosti enzymu t˝kajÌcÌ
se jeho vyuûitÌ v organickÈ syntÈze. A to p¯edevöÌm substr·-
tovou specificitu a stabilitu za r˘zn˝ch podmÌnek. Studovan˝
enzymatick˝ systÈm je za in vitro podmÌnek (hexan/fosf·tov˝
pufr) velmi robustnÌ s tepelnou stabilitou do 50 ∞C (teplotnÌ
optimum 30 ∞C) a je moûnÈ jej recyklovat (5◊). Jeho substr·-
tov· specificita byla urËena na r˘zn˝ch alkoholech: 1) s line·r-
nÌm nerozvÏtven˝m ¯etÏzcem, 2) nenasycenÈ, 3) s aromatic-
k˝m j·drem v postrannÌm ¯etÏzci, 4) sekund·rnÌ. ZjiötÏnÈ
po¯adÌ reaktivity je 3>1>2>>4. Prim·rnÌ alkoholy 1, 2, 3 lze
selektivnÏ oxidovat ve smÏsi se sekund·rnÌmi alkoholy. Dal-
öÌm zajÌmav˝m zjiötÏnÌm je profil v˝tÏûk˘ oxidace homolo-
gickÈ ¯ady prim·rnÌch nasycen˝ch alkohol˘ od öesti do dvaceti
uhlÌk˘. NejmenöÌ konverze p¯emÏny alkoholñaldehyd byla
zjiötÏna u hexadekanolu. U enzymovÈho systÈmu nynÌ urËu-
jeme jeho z·kladnÌ biochemickÈ charakteristiky a pokusÌme

se o izolaci a podrobnÏjöÌ strukturnÌ charakterizaci. Budouc-
nost vöak spat¯ujeme v produkci oxidasy geneticky modifik-
ovan˝mi mikroorganismy, do kter˝ch bude vnesen gen kÛdu-
jÌcÌ proteosyntÈzu naöeho enzymu.

Tato pr·ce byla vypracov·na v r·mci v˝zkumnÈho z·mÏru Z4
055 905.

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

V¡CLAV MARTÕNEK, MARIE STIBOROV¡

Katedra biochemie, P¯ÌrodovÏdeck· fakulta UK, Albertov 2030,
128 40 Praha 2

Sudan I je karcinogenem jater a moËovÈho mÏch˝¯e studo-
van˝m jako modelovÈ karcinogennÌ azobarvivo, kterÈ neob-
sahuje aminoskupiny ve svÈ molekule. Je metabolizov·n cy-
tochromy P450 (CYP), kterÈ jej oxidujÌ na C-hydroxy a C-di-
hydroxyderiv·ty nebo oxidaËnÏ ötÏpÌ na benzendiazoniov˝
ion (BDI). BDI je reaktivnÌm intermedi·tem v·zajÌcÌm se
kovalentnÏ na DNA. MajoritnÌ adukt tvo¯en˝ v DNA z BDI
byl identifikov·n jako 8-(fenylazo)guanin1.

V pr·ci identifikujeme CYP oxidujÌcÌ Sudan I. NejlÈpe
Sudan I oxidujÌ CYP1A mikrosom˘ indukovan˝ch β-naftofla-
vonem (β-NF) (82 %), mÈnÏ pak CYP2B PB mikrosom˘
a enzymy mikrosom˘ indukovan˝ch etanolem Ëi mikrosom˘
neindukovan˝ch zvÌ¯at (vöechny ñ 15 %). P¯itom je tato oxi-
dace efektivnÏ inhibov·na inhibitorem CYP1A1/2 α-NF, za-
tÌmco inhibitorem CYP1A2 furafyllinem ovlivnÏna nenÌ. P¯e-
mÏna Sudanu I CYP1A1 byla potvrzena pouûitÌm potkanÌ-
ho rekombinantnÌho enzymu (CYP1A1) rekonstituovanÈho
s NADPH:CYP reduktasou. Studovan˝ karcinogen je rovnÏû
oxidov·n  v rekonstituovanÈm systÈmu obsahujÌcÌm lidsk˝
rekombinantnÌ CYP1A2, ale ˙Ëinnost oxidace je asi dvaceti-
procentnÌ oproti CYP1A1. Vzhledem k tomu, ûe CYP experi-
ment·lnÌch zvÌ¯at nemusÌ b˝t vûdy vhodn˝m modelem simu-
lujÌcÌm katalytickÈ vlastnosti lidsk˝ch enzym˘, potvrzujeme
v˝sledky i s enzymy lidsk˝mi. Pouûity byly mikrosomy obsa-
hujÌcÌ lidskÈ rekombinantnÌ CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1,
CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4 a CYP3A4
s cytochromem b5, tzv. SupersomesTM. Sudan I je opÏt nej˙Ëin-
nÏji oxidov·n lidsk˝m CYP1A1. K charakterizaci oxidace
Sudanu I CYP1A1 bylo rovnÏû pouûito kinetick˝ch studiÌ.

V pr·ci prokazujeme, ûe lidsk˝ CYP1A1 je nejefektivnÏj-
öÌm cytochromem P450 oxidujÌcÌm karcinogennÌ azobarvivo
Sudan I. V˝sledky jsou interpretov·ny z hlediska potenci·lnÌ-
ho rizika vystavenÌ lidskÈ populace studovanÈmu karcinoge-
nu.

Podporov·no granty MäMT »R (MSM 1131 00001) a GA »R
(203/99/1003 a 203/99/1628).
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POZN¡NÕ MECHANISMU KARCINOGENITY
o-ANISIDINU, KANCEROGENU S DOSUD
NEVYJASNÃN›MI PRINCIPY ⁄»INKU

MARK…TA MIKäANOV¡, MARIE STIBOROV¡

Katedra biochemie, P¯ÌrodovÏdeck· fakulta, Univerzita Kar-
lova, Albertov 2030, 128 40 Praha 2

o-Anisidin (2-methoxyanilin) je intenzivnÏ pouûÌv·n jako
intermedi·t p¯i v˝robÏ azobarviv. Jde o siln˝ karcinogen mo-
ËovÈho mÏch˝¯e. Studium mechanismu jeho karcinogenity je
st¯edem z·jmu ¯ady laborato¯Ì. Je tomu tak proto, ûe se jedn·
nejen o nebezpeËn˝ polutant pracovnÌho prost¯edÌ chemic-
k˝ch provoz˘, ale navÌc, ûe principy jeho ˙Ëinku z˘st·vajÌ
dosud neodhaleny. K vysvÏtlenÌ karcinogennÌho ˙Ëinku o-ani-
sidinu je nezbytnÈ i) pozn·nÌ enzym˘, kter˝mi je metaboli-
zov·n, ii) identifikace struktury reakËnÌch metabolit˘ a iii)
pozn·nÌ, zda metabolity zasahujÌ do iniciaËnÌ a progresnÌ f·ze
kancerogenese, tedy zda tvo¯Ì adukty v DNA.

Metabolismus studovanÈho karcinogenu je zprost¯edko-
v·n hydroxylaËnÌmi reakcemi katalyzovan˝mi cytochromy
P450 a v moËovÈm mÏch˝¯i i jedno-elektronov˝mi radik·lo-
v˝mi oxidacemi peroxidas, jenû jsou v moËovÈm mÏch˝¯i
bohatÏ zastoupeny. MajoritnÌm produktem oxidace o-anisidi-
nu cytochromy P450, izolovan˝m pomocÌ HPLC a urËen˝m
MS-MS spektrometriÌ, je deriv·t N-hydroxy-2-methoxyanilin.
EfektivnÏji neû cytochromy P450 je o-anisidin oxidov·n lak-
toperoxidasou, k¯enovou peroxidasou a prostaglandin H syn-
tasou. Unik·tnÌm v˝sledkem je identifikace produkt˘ oxidace
o-anisidinu peroxidasami. PomocÌ MS-MS spektrometrie by-
lo poprvÈ p¯Ìmo zjiötÏno, ûe prim·rnÏ tvo¯en˝ radik·l o-anisi-
dinu poskytuje Ëty¯i majoritnÌ barevnÈ produkty diimin, chi-
nonimin, azodimer a slouËeninu obsahujÌcÌ t¯i methoxybenze-
novÈ kruhy, jejÌû p¯esn· struktura dosud nebyla urËena.

V˝sledky p¯in·öejÌ i odpovÏÔ na ot·zku mechanismu kar-
cinogennÌho p˘sobenÌ o-anisidinu. V pr˘bÏhu oxidace o-an-
isidinu peroxidasami doch·zÌ k vazbÏ reaktivnÌch metabolit˘
na DNA. Anal˝zou pomocÌ metody Ñ32P-postlabellinguì byla
prok·z·na tvorba kovalentnÌch adukt˘ v DNA, p¯iËemû cÌlo-
v˝mi deoxynukleosidy jsou zbytky deoxyguanosinu. Diimin
generovan˝ z prim·rnÏ tvo¯enÈho N-centrovanÈho radik·lu
o-anisidinu peroxidasou je pr·vÏ tÌm metabolitem, kter˝ kova-
lentnÏ modifikuje deoxyguanosin v DNA. V˝sledky jasnÏ
prokazujÌ, ûe o-anisidin je genotoxick˝m karcinogenem zasa-
hujÌcÌm do iniciaËnÌ f·ze kancerogenese.

Autorky dÏkujÌ za podporu MäMT »R (MSM 1131 00001)
a GA »R (grant 203/99/1003).

VLIV ACETYLACE HISTONŸ NA DIFERENCIACI
MONOBLASTŸ TRANSFORMOVAN›CH
ONKOGENEM v-myb

A. NEMAJEROV¡a,b, J. äMARDAb, J. äMARDOV¡a

aMasaryk˘v onkologick˝ ˙stav, OddÏlenÌ bunÏËnÈ a moleku-
l·rnÌ onkologie, élut˝ kopec 7, 656 53 Brno, bKatedra genetiky
a molekul·rnÌ biologie, P¯ÌrodovÏdeck· fakulta, Masarykova
univerzita, Kotl·¯sk· 2, 611 37 Brno

Protein CBP (CREB-binding protein) je koaktiv·tor trans-
kripce, kter˝ je schopen interagovat s mnoha transkripËnÌmi

faktory (c-/v- Myb, CREB, c-Fos, c-/v-Jun, p53, jadern˝mi
receptory a dalöÌmi proteiny). CBP je histon-acetyltransferasa
a acetylacÌ histon˘ aktivnÏ zasahuje do procesu transkripce.
cDNA kÛdujÌcÌ lidsk˝ protein CBP jsme klonovali do expres-
nÌho vektoru pMT-IRES-CD4, kter˝ umoûÚuje inducibilnÌ
expresi genu CBP z metalothioneinovÈho promotoru v hosti-
telsk˝ch buÚk·ch a z·roveÚ jejich ˙Ëinnou purifikaci prost¯ed-
nictvÌm dicistronicky exprimovanÈho markerovÈho genu CD4.
Po stabilnÌ transfekci bunÏk BM2 plazmidem  pMT-CBP-
-IRES-CD4 technikou lipofekce jsme selektovali stabilnÌ trans-
fektanty.

V buÚk·ch BM2CBP jsme ovÏ¯ili expresi genu CBP na
˙rovni RNA a protein˘ a potvrdili jsme tvorbu komplexu mezi
proteiny CBP a v-Myb. Samotn· indukce exprese CBP sice
nezmÏnila morfologii bunÏk BM2 ani proliferaËnÌ rychlost,
ale ovlivnila jejich reakci na nÏkterÈ vnÏjöÌ induktory diferen-
ciace jako je forbolov˝ ester TPA a inhibitor histon-deacetylas
trichostatin A (TSA). Uk·zali jsme, ûe p˘sobenÌ TSA vede
v buÚk·ch BM2 i BM2CBP k hyperacetylaci histon˘ a k za-
stavenÌ bunÏËnÈho cyklu ve f·zi G1. BuÚky BM2CBP (v men-
öÌ mÌ¯e i BM2) tvo¯Ì p˘sobenÌm TSA mnohojadernÈ buÚky,
kterÈ svou morfologiÌ v˝znamnÏ p¯ipomÌnajÌ osteoklasty. Pro-
to jsme v buÚk·ch BM2CBP po p˘sobenÌ TSA testovali
nÏkterÈ pro osteoklasty specifickÈ markery. Prok·zali jsme, ûe
se nejedn· ani o osteoklasty ani o osteoklast˘m podobnÈ
buÚky. TSA indukuje diferenciaci bunÏk BM2 a BM2CBP na
makrof·govÈ polykaryony, kterÈ se ˙ËastnÌ z·nÏtliv˝ch pro-
ces˘.

Tato pr·ce byla podporov·na granty IGA MZ »R Ë. NM-16/3
a MZ0002980501

TESTOVACÕ SYST…M PRO STUDIUM ODEZVY
ROSTLIN NA STRES

PETRA NEäNÃROV¡, ALEä SVATOä,
TOM¡ä MACEK

⁄OCHB AV »R, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6, VäCHT
Praha, Technick· 3, 166 28 Praha 6, e-mail: Petra_Nesnerova
@yahoo.com

Zkoum·nÌ vztah˘ mezi vnÏjöÌm prost¯edÌm a stresem v rost-
lin·ch je v poslednÌ dobÏ vÏnov·na st·le vÏtöÌ pozornost, stejnÏ
tak, jako studiu mechanism˘, kterÈ jsou odezvou na stresov˝
faktor a pomocÌ nichû se rostlina proti vzniklÈmu stresu br·nÌ.
Metody pouûÌvanÈ ke studiu stresov˝ch reakcÌ vÏtöinou
neumoûÚujÌ zÌsk·nÌ v˝sledk˘ bez poranÏnÌ rostlin. Proto se
snaûÌme navrhnout nov˝ testovacÌ model, p¯i jehoû vyuûitÌ je
moûnÈ pracovat s intaktnÌmi rostlinami a zÌskat objektivnÏjöÌ
a reprodukovatelnÈ v˝sledky (na pozadÌ se neprojevÌ vliv
mechanickÈho poranÏnÌ). Stresovou reakci lze u rostlin navo-
dit mj. aplikacÌ jasmonovÈ kyseliny (JA) nebo jejÌho methyl-
esteru (MJ), kter· slouûÌ p¯i studiu obrann˝ch mechanism˘
jako endogennÌ sign·l vyvol·vajÌcÌ u rostlin reakce velmi
podobnÈ reakcÌm vyvolan˝m mechanick˝m poranÏnÌm, b˝-
loûravci nebo hmyzem. Jako modelovou rostlinu pouûÌv·me
netransformovanÈ rostliny Nicotiana tabacum (L). K porov-
n·nÌ odezvy a optimalizaci byly pouûÌv·ny celÈ rostliny nebo
jednotlivÈ listy rostlin (in vitro nebo in vivo), malÈ rostliny
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prim·rnÌ elicitory prosystemin (200 AK)
oligosacharid
malÈ proteiny systemin (18 Ak)

sekund·rnÌ metabolity
enzymy a dalöÌ lipasa

linolenov· kyselina

jasmonov· kyselina

obrann· reakce (aktivace gen˘)
sekund·rnÌ metabolity

obrannÈ proteiny
inhibitory proteas

enzymy atd.

SchÈma 1. Sign·lnÌ kask·da u rostlin

(st·¯Ì 2ñ9 t˝dn˘) pÏstovanÈ ze semÌnek, kalus a bunÏËn·
suspenze. Jako elicitor stresu je pouûÌv·n racemick˝ MJ a JA
v intervalu koncentracÌ, jehoû spodnÌ mez je srovnateln· s kon-
centracÌ tÏchto l·tek produkovan˝ch poranÏnou rostlinou v p¯i-
rozen˝ch podmÌnk·ch. TÏkavÈ l·tky (ocimen, elemen, dri-
madien) vyluËovanÈ poranÏn˝mi rostlinami do ovzduöÌ jsou
uvnit¯ mÏ¯ÌcÌ aparatury extrahov·ny p¯Ìmo ze vzorku pomocÌ
mikroextrakce na pevnou f·zi (SPME) na vl·kno potaûenÈ
polymethylsilikonovou f·zÌ. L·tky jsou analyzov·ny pomocÌ
plynovÈ chromatografie a identifikov·ny hmotnostnÌ spektro-
metriÌ. OptimalizacÌ podmÌnek byly jako nejvhodnÏjöÌ pro
pouûitÌ mal˝ch rostlin a indukci MJ stanoveny tyto podmÌnky:
st·¯Ì rostlin ñ 6 t˝dn˘, koncentrace MJ ñ 5 µg na jednu rostlinu,
mÏ¯enÌ  na GC ñ 20ñ24  hodin  od  zaË·tku indukce. Dan˝
modelov˝ systÈm je moûnÈ vyuûÌt v z·kladnÌm i aplikovanÈm
v˝zkumu (p¯i studiu vlivu r˘zn˝ch l·tek na rostliny, nap¯.
fytohormony a jim podobnÈ l·tky).

Tato pr·ce byla vypracov·na v r·mci v˝zkumnÈho z·mÏru Z4
055 905.

PÿÕPRAVA FENYL-HYDROXYETHYL DERIV¡TŸ
GUANINU JAKO STANDARDŸ
PRO DIAGNOSTIKU POäKOZENÕ DNA

JAN NOV¡K, IGOR LINHART

⁄stav organickÈ chemie, Vysok· ökola chemicko-technolo-
gick·, Technick· 5, 166 28 Praha 6

PoökozenÌ DNA alkylujÌcÌmi l·tkami lze diagnostikovat
detekcÌ p¯Ìsluön˝ch deriv·t˘ purinov˝ch basÌ v moËi a nukleo-
tidov˝ch deriv·t˘ v leukocytech vysoce citliv˝mi analytick˝-
mi metodami.

U lidÌ exponovan˝ch styrenu jsou fenyl-hydroxyethyl de-
riv·ty guaninu v˝znamn˝mi indik·tory poökozenÌ1. V pr·ci je
pops·na p¯Ìprava O6-deriv·t˘ guaninu metodu aktivace 2-ami-
no-6-chlor purinu 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktanem2. Vznikl˝
2-amino-6-(1-azonia-4-azabicyklo[2.2.2]-1-oktyl)purin (ÑDAB-
CO-purinì) rea-guje snadno s natrium 1-fenylethan-1,2-diol·-
tem za vzniku dvou regiosomernÌch produkt˘, O6-(1-fenyl-2-

-hydroxyethyl)-guaninu (α-adukt) a O6-(2-fenyl-2-hydroxy-
ethyl)guaninu (β-adukt). Jako majoritnÌ byl zÌsk·n β-adukt.
D·le byly zkoum·ny alkylaËnÌ reakce 2-amino-6-chlorpurinu
s 2-brom-2-fenyl-ethanolem a s 2-brom-1-fenylethanolem s cÌ-
lem p¯ipravit deriv·ty substituovanÈ v poloze 7. Struktura
p¯ipraven˝ch l·tek byla ovÏ¯ena pomocÌ NMR, UV a hmot-
nostnÌmi spektry.

Pr·ce byla podporov·na granty MSM 223100001 minister-
stva ökolstvÌ »R a 313/99/1460 GA »R.
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A METODOLOGY TO ASSESS RISK OF ORGANIC
COMPOUNDS IN THE UNDERGROUND
ENVIRONMENT

JAROSLAV NOV¡Ka, RICHARD TYKVAa,
VÃRA VLAS¡KOV¡b, STANISLAV FORMANc,
TOM¡ä RUMLc

aInstitute of Organic Chemistry and Biochemistry, Academy
of Science of the Czech Republic, bInstitute of Experimental
Botany, Academy of Science of the Czech Republic, cDepart-
ment of Biochemistry and Microbiology, Institute of Chemical
Technology, Prague, Czech Republic

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.

Thiswork was performed under theResearch ProjectZ4 055 905.

JE ÑDNA éEBÿÕ»EKì SPOLEHLIVOU ZN¡MKOU
APOPT”ZY?

JAN PEYCHL, EMIL RUDOLF, JAN NOV¡K,
JIÿÕ HUS¡K

⁄stav lÈka¯skÈ biologie a genetiky, LÈka¯sk· fakulta v Hradci
Kr·lovÈ, Univerzita Karlova, äimkova 870, 500 01 Hradec
Kr·lovÈ

Internukleosomov· fragmentace DNA je povaûov·na za
jednu z charakteristick˝ch zn·mek programovanÈ bunÏËnÈ
smrti ñ apoptÛzy. Lze ji detekovat pomocÌ metody horizont·l-
nÌ elektroforÈzy v agarÛzovÈm gelu jako tzv. DNA ûeb¯ÌËek
(DNA ladder assay). Proto jsme tuto metodu za¯adili do naöich
studiÌ bunÏËnÈ smrti indukovanÈ in vitro. Jako model jsme
zvolili buÚky stabilizovanÈ bunÏËnÈ linie Hep 2 odvozenÈ
z lidskÈho karcinomu laryngu a buÚky stabilizovanÈ bunÏËnÈ
linie HL 60 odvozenÈ z lidskÈ promyelocyt·rnÌ leukÈmie.
K indukci apoptÛzy jsme pouûili 24 hodinovÈ ovlivnÏnÌ bu-
nÏk etoposidem (inhibitor topoizomerasy II) v koncentraci
10 µg.mlñ1. Po izolaci a elektroforÈze DNA z ovlivnÏn˝ch
bunÏk jsme typick˝ DNA ûeb¯ÌËek nalezli pouze u DNA bunÏk
linie HL 60. U bunÏk linie Hep 2 jsme tento typ fragmentace
DNA nezachytili. PomocÌ mikroskopick˝ch metod jsme vöak
u ovlivnÏn˝ch bunÏk obou bunÏËn˝ch liniÌ prok·zali typickÈ
morfologickÈ projevy apoptÛzy: pohyb v˝bÏûk˘ cytoplazma-
tickÈ membr·ny, svr·ötÏnÌ bunÏk, kondenzaci a fragmentaci
chromatinu. Etoposidem ovlivnÏnÈ buÚky linie Hep 2 vyk·-
zaly rovnÏû pozitivitu v imunohistochemick˝ch vyöet¯enÌch
na p¯Ìtomnost kaspasy 3, kter· je souË·stÌ apoptotickÈ kask·-
dy. Naöe v˝sledky naznaËujÌ, ûe internukleosomov· fragmen-
tace DNA nenÌ zcela spolehlivou zn·mkou apoptÛzy induko-
vanÈ in vitro u bunÏk r˘znÈho p˘vodu.

Pr·ce vznikla za podpory V˝zkumn˝ch z·mÏr˘ Ministerstva
ökolstvÌ, ml·deûe a tÏlov˝chovy FD MSM 111500002 a FD
MSM 111500004

MECHANISMY REGULUJÕCÕ AKTIVITU
N¡DOROV…HO SUPRESORU PROTEINU P53
A MOéNOSTI AKTIVACE JEHO NEFUNK»NÕCH
FOREM V N¡DOROV… BU“CE

ä¡RKA POSPÕäILOV¡a, V¡CLAV BR¡ZDAb,
PETR M‹LLERa, EMIL PALE»EKb,
BOÿIVOJ VOJTÃäEKa

aMasaryk˘v onkologick˝ ˙stav, élut˝ kopec 7, 656 53 Brno,
bBiofyzik·lnÌ ˙stav AV »R, Kr·lovopolsk· 135, 612 65 Brno

Procesy bunÏËnÈ proliferace a diferenciace jsou v buÚce
p¯esnÏ regulov·ny ¯adou extracelul·rnÌch i intracelul·rnÌch

mechanism˘, jejichû naruöenÌ m· zpravidla za n·sledek ma-
lignÌ transformaci buÚky. K nejv˝znamnÏjöÌm faktor˘m podÌ-
lejÌcÌm se na regulaci bunÏËnÈho cyklu pat¯Ì protein p53,
n·dorov˝ supresor indukovan˝ bunÏËn˝m stresem, kter˝ v z·-
vislosti na mÌ¯e poökozenÌ genetickÈ informace indukuje buÔ
zastavenÌ bunÏËnÈho cyklu v G1 f·zi, kterÈ umoûnÌ reparaci
poökozenÈ DNA p¯ed jejÌ dalöÌ syntÈzou, a nebo spouötÌ me-
chanismy vedoucÌ k programovanÈ smrti buÚkyñapoptÛze.
Mutace v genu pro p53 byly nalezeny u vÌce neû 50 % lidsk˝ch
malignit, coû dokazuje jeho nepostradatelnou ˙lohu v regulaci
bunÏËnÈho cyklu a ochranÏ buÚky proti n·dorovÈmu bujenÌ.
Z tohoto d˘vodu je protein p53 naz˝v·n jako Ñstr·ûce geno-
muì.

Lidsk˝ protein p53 je jadern˝ fosfoprotein o velikosti 393
aminokyselin, jehoû mechanismus p˘sobenÌ je realizov·n jeho
schopnostÌ v·zat se na specifickÈ sekvence DNA (tzv. p53
consensus sekvence) a fungovat jako sekvenËnÏ specifick˝
transkripËnÌ faktor. Za fyziologick˝ch podmÌnek se protein
p53 nach·zÌ v buÚk·ch p¯ev·ûnÏ v latentnÌ konformaci (nevy-
kazuje DNA-vazebnou aktivitu) a jeho hladina je velmi nÌzk·
a teprve p¯i odpovÏdi buÚky na stresovÈ podmÌnky (nap¯.
expozici buÚky faktor˘m poökozujÌcÌm DNA) doch·zÌ k jeho
aktivaci a stabilizaci. Aktivace latentnÌho proteinu p53 k vazbÏ
na DNA je zpravidla zprost¯edkov·v·na alosterickou modifi-
kacÌ jeho  C-koncovÈ regulaËnÌ domÈny a m˘ûe se p¯i nÌ
uplatnit nÏkolik mechanism˘, nap¯. vazba monoklon·lnÌch
protil·tek rozpozn·vajÌcÌ epitopy v C-koncovÈ domÈnÏ pro-
teinu. V˝znamn˝m fyziologick˝m mechanismem aktivace la-
tentnÌho proteinu p53 jsou jeho post-translaËnÌ modifikace,
p¯edevöÌm fosforylace na specifick˝ch Ser a Thr, kterÈ zpro-
st¯edkov·vajÌ odpovÏÔ buÚky na extracelul·rnÌ nebo intrace-
lul·rnÌ stresovÈ faktory. V naöÌ pr·ci jsme se zab˝vali vlivem
jednotliv˝ch post-translaËnÌch modifikacÌ na DNA-vazebnou
aktivitu proteinu a poda¯ilo se n·m prok·zat, ûe fosforylace
proteinu cdk2/cyklin A na Ser 315, Protein kinasou C na Ser
378 a Casein kinasou II na Ser 392 majÌ na rozdÌl od modifikacÌ
N-koncovÈ domÈny proteinu schopnost indukovat p¯echod
p53 z latentnÌ do aktivnÌ konformace, coû se projevÌ v˝razn˝m
zv˝öenÌm vazby p53 na promotorovÈ sekvence DNA. P¯Ìtom-
nost tÏchto post-translaËnÌch modifikacÌ jsme prok·zali takÈ
in vivo, p¯iËemû mÌra modifikace se u r˘zn˝ch n·dorov˝ch
bunÏËn˝ch liniÌ v˝raznÏ liöÌ a m˘ûe b˝t indukov·na poökoze-
nÌm DNA.

Post-translaËnÌ  modifikace  se tedy  jevÌ b˝t  jednÌm ze
z·kladnÌch regulaËnÌch mechanism˘ aktivity p53, p¯iËemû
fosforylace Ser 315, 378 a 392 pravdÏpodobnÏ pat¯Ì mezi
klÌËovÈ regulaËnÌ sign·ly zprost¯edkov·vajÌcÌ reakci na poök-
ozenÌ DNA a bunÏËn˝ stres. Z tÏchto poznatk˘ vypl˝v·, ûe
nejen mutace v genu pro p53, ale takÈ naruöenÌ biochemick˝ch
drah zprost¯edkov·vajÌcÌ jeho post-translaËnÌ modifikace, ma-
jÌ z·sadnÌ vliv na aktivitu proteinu p53 a musÌ b˝t zohlednÏny
v p¯ÌpadnÈ protin·dorovÈ terapii zaloûenÈ na obnovÏ funkËnÌ-
ho proteinu p53.

Tato pr·ce byla financov·na z grantov˝ch projekt˘ GA »R
301/00/P094 a 312/99/1550 a IGA MZ »R 4783-3.
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NOSI»E GENOV… INFORMACE NA B¡ZI
POLYELEKTROLYTOV›CH KOMPLEXŸ
POLYKATIONT/DNA

T. RESCHELa, ». KO“¡Ka, K. ULBRICHa,
D. OUPICK›a, L. W. SEYMOURb

a⁄stav makromolekul·rnÌ chemie, Akademie vÏd »eskÈ repub-
liky, HeyrovskÈho n. 2, 162 06 Praha 6, bCRC Institute for
Cancer Studies, University of Birmingham B15 2TA, Birmin-
gham

Genov· terapie, jejÌmû hlavnÌm ˙kolem je doprava speci-
fickÈho genu do vybran˝ch bunÏk nebo tk·nÌ a zajiötÏnÌ jeho
transkripce a tÌm i terapeutickÈho ˙Ëinku, byla navrûena jako
jedna z moûnostÌ lÈËby ¯ady onemocnÏnÌ. V souËasnÈ dobÏ se
v˝zkum soust¯eÔuje na v˝voj t¯Ì typ˘ vektor˘ vhodn˝ch pro
dopravu gen˘ ñ vir·lnÌ nosiËe DNA, komplexy DNA s kation-
tov˝mi liposomy a komplexy se syntetick˝mi polykationty.
Aby tyto systÈmy byly aktivnÌ in vivo, je nutnÈ zajistit jejich
stabilitu v krevnÌm ¯eËiöti, eliminovat interakci s komponen-
tami retikuloendoteli·lnÌho systÈmu, zajistit prodlouûenou cirku-
laci, dostateËnÏ mal˝ rozmÏr pro ˙Ëinnou extravasaci, umoûnit
cÌlenÈ smÏrov·nÌ a transport p¯es bunÏËnou membr·nu, ochr·-
nit DNA p¯ed degradacÌ lysosom·lnÌmi enzymy a zajistit ˙Ëin-
n˝ p¯epis genetickÈho materi·lu v j·d¯e buÚky. N·mi studo-
van˝ systÈm, kter˝ by mÏl splÚovat v˝öe uvedenÈ poûadavky,
vych·zÌ z pouûitÌ komplex˘ plazmidovÈ DNA s polykationty
povrchovÏ modifikovan˝mi hydrofilnÌmi polymery nesoucÌ-
mi funkËnÌ molekuly (smÏrovatelnÈ jednotky, fusogennÌ sku-
piny atd.).

Pro vöechny typy studovan˝ch polykationt˘ byla fluores-
cenËnÌ metodou ovÏ¯ena jejich schopnost tvo¯it polyelektro-
lytovÈ komplexy s DNA (PEC) a byl studov·n vliv podmÌnek
p¯Ìpravy na vlastnosti PEC (pomÏr +/ñ n·boje, pH pufru,
rychlost mÌch·nÌ, teplota).

Biofyzik·lnÌ vlastnosti komplex˘ polykationt/DNA jsou
ovlivnÏny typem a molekulovou vahou pouûitÈho polykation-
tu. Bylo prok·z·no, ûe stabilita komplex˘ v˘Ëi disociaci v roz-
toku NaCl vzr˘st· v ¯adÏ od kvarternÌch bazÌ p¯es terci·rnÌ
aminy k amin˘m prim·rnÌm. DalöÌm faktorem, kter˝ p¯ispÌv·
ke zv˝öenÈ stabilitÏ komplex˘, je zv˝öenÌ molekulovÈ hmot-
nosti polykationtu pouûitÈho pro p¯Ìpravu PEC. Ve stejnÈ ¯adÏ
takÈ vzr˘st· in vitro transfekËnÌ aktivita komplex˘ polyka-
tiont˘ s plazmidovou DNA.

Tento projekt je financov·n GA »R (grant Ë. 307/96/K226)
a European Union Biotechnology Program (IC20CT97005).

STRUCTURAL BASIS OF THE HIV-1 AND HIV-2
PROTEASE INHIBITION BY A MONOCLONAL
ANTIBODY

PAVLÕNA ÿEZ¡»OV¡a, JULIEN LESCARb,
JIÿÕ BRYNDAa, MILAN F¡BRYa,
MAGDA HOÿEJäÕa, RENATA äTOURA»OV¡a,
GRAHAM BENTLEYa, JURAJ SEDL¡»EKa

aDepartment of Gene Manipulation, Institute of Molecular
Genetics, Academy of Sciences, 166 37 Prague 6, Czech Re-
public, bESRF, BP220, 38043 Grenoble, cUnitÈ díImmunolo-
gie Structurale, Dept. díImmunologie, 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 1ñ7), 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 Å 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 TÃéK›CH KOVŸ
V ROSTLIN¡CH

IVANA äPIROCHOV¡a, TOM¡ä VANÃKb,
PETR SOUDEKb, ZDENÃK KAFKAa,
JANA PUN»OCH¡ÿOV¡a

aFakulta technologie ochrany prost¯edÌ, VäCHT, Technic-
k· 5, 166 28 Praha 6, bOddÏlenÌ explant·tov˝ch kultur, ⁄stav
organickÈ  chemie  a biochemie  AV »R, Flemingovo n. 2,
166 10 Praha 6

DÌky intenzivnÌ Ëinnosti ËlovÏka se do ûivotnÌho prost¯edÌ
dost·vajÌ st·le vyööÌ koncentrace ökodliv˝ch l·tek, kterÈ se
v p¯ÌrodÏ bÏûnÏ nevyskytovaly. D˘sledkem toho je zneËiötÏn·
p˘da, voda i vzduch s dopadem na ûivÈ organismy vËetnÏ
ËlovÏka. Ve snaze zvr·tit tento trend hled· ËlovÏk metody
remediace (ozdravÏnÌ) zaloûenÈ na fyzik·lnÌch, chemick˝ch
i biologick˝ch principech. V nÏkter˝ch p¯Ìpadech se ukazuje,
ûe i rostliny mohou b˝t, dÌky sv˝m specifick˝m vlastnostem,
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p¯i tomto procesu uûiteËnÈ. TÏchto jejich vlastnostÌ by bylo
moûno vyuûÌt pro remediaci p˘d zneËiötÏn˝ch tÏmito nebez-
peËn˝mi kontaminanty, aù uû organick˝mi Ëi anorganick˝mi.

CÌlem tÈto pr·ce je sledov·nÌ podmÌnek kumulace tÏûk˝ch
kov˘ konkrÈtnÏ Pb2, Ni2+, Zn2+,Cd2+. Sledov·nÌ je prov·dÏno
na intaktnÌch rostlin·ch in vitro kultury hybridu osiky (Popu-
lus tremula x tremuloidaes). P¯edbÏûnÈ v˝sledky ukazujÌ, ûe
kultura osiky kumuluje olovnatÈ ionty, aniû by se projevil
negativnÌ dopad kontaminace na r˘st rostlin. MÏ¯enÌ dokonce
prok·zala progresivnÌ n·r˘st biomasy.

Vedle tÏchto pokus˘ byly realizov·ny experimenty na
lokalitÏ kontaminovanÈ tÏûk˝mi kovy (konkrÈtnÏ Pb, Zn). Zde
byly pouûity rostliny sluneËnice a kuku¯ice, kterÈ byly vys·-
zeny na kontaminovanou lokalitu a za 4 mÏsÌce sklizeny
separov·ny a analyzov·ny. V˝sledky tohoto experimentu byly
p¯ekvapivÈ a naznaËily, ûe koncentrace kontaminujÌcÌho kovu
v zeminÏ (nebo p˘dnÌ vodÏ) nemusÌ b˝t z·kladnÌm faktorem
ovlivÚujÌcÌ intenzitu kumulace kovu v rostlinÏ.

Tato pr·ce je podporov·na projektem COST 837.10. Byla
vypracov·na v r·mci v˝zkumnÈho z·mÏru Z4 055 905.

HELICENY ñ PÿÕM¡ SYNT…ZA IZOMERACÕ
AROMATICK›CH cis,cis-DIENTRIINŸ

FILIP TEPL›, IRENA G. STAR¡,
ADRIAN KOLL¡ROVI», IVO STAR›,
DAVID äAMAN

⁄stav organickÈ chemie a biochemie, Akademie vÏd »eskÈ
republiky, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6, e-mail: fteply@
uochb.cas.cz

Vyvinuli jsme nov˝ syntetick˝ p¯Ìstup k [5]-, [6]- a [7]he-
licenu, kterÈ reprezentujÌ unik·tnÌ π-konjugovanÈ inherentnÏ
chir·lnÌ molekuly. KlÌËov˝m stupnÏm p¯Ìpravy je intramole-
kul·rnÌ [2+2+2] cykloizomerace aromatick˝ch cis,cis-dientri-
in˘ v p¯Ìtomnosti Ni(COD)2 nebo CpCo(CO)2. P¯i tÈto reakci,
kter· zahrnuje posun 6 π-elektron˘, doch·zÌ k simult·nnÌmu
uzav¯enÌ t¯Ì aromatick˝ch kruh˘ (pro [5]helicen ∆H = ñ136
kcal.molñ1, AM1 v˝poËet) a vybudov·nÌ ˙plnÈho helicenovÈ-
ho skeletu. V p¯Ìtomnosti Ni(COD)2 byl [5]-, [6]- a [7]helicen
izolov·n ve v˝tÏûku 83 % ([5]), 86 % ([6], 1→2) a 60 % ([7]).

KonvergentnÌ syntÈza cis,cis-dientriinu 1 vych·zÌ ze zn·-
mÈho (Z)-β,o-dibromstyrenu1 a 1-brom-2-naftaldehydu2. Obec-
nÈ vyuûitÌ tohoto postupu, kter˝ odpovÌd· principu atomovÈ
ekonomie a p¯i nÏmû vzr˘st· komplexita molekuly v posled-
nÌm stupni syntÈzy, je p¯edmÏtem dalöÌho studia stejnÏ jako
enantioselektivnÌ verze klÌËovÈ cykloizomerace.

Tato pr·ce byla podporov·na GA »R (grant Ë. 203/99/1448).
Byla vypracov·na v r·mci v˝zkumnÈho z·mÏru Z4 055 905.
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PURIFIKACE, KRYSTALIZACE A RENTGENOV¡
STRUKTURNÕ ANAL›ZA KUKUÿI»N…
CYTOKININ-GLUKOSID-SPECIFICK…

-GLUKOSIDASY

JITKA V…VODOV¡
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Kuku¯iËn· cytokinin-glukosid-specifick· β-glukosidasa,
Zm-p60.1, n·leûÌ do t¯Ìdy β-glukosidas, kterÈ jsou souË·stÌ
rodiny 1 glykosyl hydrolas. β-glukosidasy jsou d˘leûitou sku-
pinou enzym˘, kterÈ ötÏpÌ glykosidickou vazbu disacharid˘,
oligosacharid˘ nebo konjugovan˝ch glykosid˘. β-Glukosida-
sa Zm-p60.1 je povaûov·na za jeden z klÌËov˝ch enzym˘
podÌlejÌcÌch se na regulaci r˘stu a v˝voje rostlin dÌky svÈ
schopnosti ötÏpit biologicky aktivnÌ cytokininy z jejich z·sob-
nÌch a transportnÌch forem. Enzym Zm-p60.1 se v rostlin·ch
vyskytuje jako homodimer lokalizovan˝ v plastidech (chloro-
plastech).

Pro pochopenÌ katalytickÈ aktivity, specificity a obecnÏ
i funkce enzym˘ v biologickÈm systÈmu je zcela nezbytn·
znalost jejich t¯Ìdimenzion·lnÌ struktury. V souËasnÈ dobÏ
je k ¯eöenÌ tohoto problÈmu zpravidla pouûÌv·na proteinov·
krystalografie. Tato modernÌ metoda umoûÚuje pomocÌ rent-
genovÈ  strukturnÌ anal˝zy velmi  p¯esnÏ  urËit prostorovou
strukturu makromolekul·rnÌch systÈm˘, jejichû molekulov·
hmotnost m˘ûe dosahovat nÏkolika desÌtek aû stovek kD.

Postup anal˝zy t¯Ìdimenzion·lnÌ struktury enzymu lze roz-
dÏlit do nÏkolika f·zÌ. PrvnÌm krokem byla nadprodukce pro-
teinu v E. coli a jeho purifikace pomoci afinitnÌ chromato-
grafie a gelovÈ filtrace. N·sledovalo hled·nÌ a optimalizace
podmÌnek vhodn˝ch pro p¯Ìpravu krystal˘ proteinu. Po zÌsk·nÌ
a zpracov·nÌ difrakËnÌch dat 1 byla struktura enzymu urËena
metodou molekul·rnÌho nahrazenÌ. Jako model byla pouûita
β-glukosidasa z T. repens2. Strukturu Zm-p60.1 tvo¯Ì jedno-
domÈnov˝ (β/α)8 barel s aktivnÌm centrem v podobÏ solvato-
vanÈ kapsy, uvnit¯ kterÈ se v·ûÌ pravdÏpodobnÏ 2ñ3 molekuly
glycerolu. V souladu se Ñz·drûn˝mì mechanismem enzyma-
tickÈ hydrol˝zy glykosidickÈ vazby se v aktivnÌm centru vy-
skytujÌ residua tvo¯ÌcÌ katalytick˝ p·r ñ donor protonu Glu186
a nukleofil Glu401 (cit.3).
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CARCINOGENIC AND NEPHROTOXIC ALKALOIDS
ARISTOLOCHIC ACIDS ARE ACTIVATED BY
D,T-DIAPHORASE: P-POSTLABELING ANALYSIS
OF DNA ADDUCT FORMATION

HANA VOäMIKOV¡, MARIE STIBOROV¡

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-N6-yl)-aristolactam I and two minor
adducts, 7-(deoxyguanosin-N2-yl)-aristolactam I and 7-(de-
oxyadenosin-N6-yl)-aristolactam II were detected1. 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 32P-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
KATALYZOVAN¡ ROZTOKEM HGI

MARTIN ZEMAN

KTFCH P¯F MU, Kotl·¯sk· 2, 611 37 Brno, e-mail: zemanm
@chemi.muni.cz

P¯i zkoum·nÌ fotokatalytick˝ch ˙Ëink˘ pr·ökov˝ch polo-
vodiË˘ v alkoholu  se uk·zalo, ûe jodid  rtuùnat˝, kter˝ je
v ethanolu znaËnÏ rozpustn˝, katalyzuje cyklizaci 2-aminoa-
zobenzenu i v p¯ÌpadÏ, ûe je zfiltrov·n. Roztoky byly analy-
zov·ny hlavnÏ pomocÌ HPLC a DP polarografie. DosavadnÌ
z·vÏry jsou n·sledujÌcÌ:

Reakce je roztokov· a je ovlivnÏna koncentracÌ jodidu
rtuùnatÈho. Koncentrace katalyz·toru m· vliv nejen na reakËnÌ
rychlost, ale i na zastoupenÌ produkt˘. Reakce neprobÌh· ve
vodnÏ-alkoholickÈm roztoku  na pr·ökovÈm HgI2, kter˝ je
v p¯Ìtomnosti vody nerozpustn˝. Osvit nevratnÏ mÏnÌ vlast-
nosti HgI2 na HPLC kolonÏ. NadmÏrn· koncentrace reaktantu
zbrzdÌ fotokatalyzovanou reakci, patrnÏ z d˘vodu absorbce
svÏtla.

Reaktant:

2-aminoazobenzen

Produkty:

2-fenylbenztriazol

2-fenylbenztriazol-N-oxid

POUéITELNOST DAPSONU A CISAPRIDU
JAKO LIGANDŸ PÿI IZOLACI CYTOCHROMŸ P450
AFINITNÕ CHROMATOGRAFIÕ

ROMAN ZUBERa, EVA ANZENBACHEROV¡b,
PAVEL ANZENBACHERa

a⁄stav farmakologie a bLÈka¯skÈ chemie LF UP, HnÏvotÌn-
sk· 3, 775 15 Olomouc

JaternÌ cytochromy P450 u savc˘ jsou nejd˘leûitÏjöÌmi
enzymy metabolismu cizorod˝ch l·tek. V lidsk˝ch j·terch je
p¯Ìtomno nÏkolik forem P450; p¯itom forma 3A4 se podÌlÌ na
biotransformaci tÈmÏ¯ poloviny vöech pouûÌvan˝ch lÈËiv. Po-
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dobn· forma P450 3A je p¯Ìtomna i u miniprasat, potenci·lnÌch
d·rc˘ jater/hepatocyt˘ pro xenotransplantace nebo konstrukci
bioartefici·lnÌch jaternÌch n·hrad. CÌlem bylo izolovat tuto
formu z minipraseËÌch jater a charakterizovat ji z hlediska
substr·tovÈ selektivity a struktury aktivnÌho mÌsta.

Izolace forem P450 je vzhledem k jejich poËtu a podob-
n˝m vlastnostem nesnadn·. Proto bylo vyuûito moûnostÌ afi-
nitnÌ chromatografie. Byly p¯ipraveny  dva typy afinitnÌch
nosiË˘ s ligandy dapsonem a cisapridem (substr·ty formy 3A4,
navÌc pro p¯Ìtomnost aminoskupiny vhodnÈ pro nav·z·nÌ na
epoxy-aktivovanou sepharosu CL-6B).

NosiË s nav·zan˝m cisapridem je schopen selektivnÏ za-
drûovat formu P450 3A, jak bylo prok·z·no pomocÌ SDS-
-PAGE a Western blotu. V p¯ÌpadÏ nosiËe s nav·zan˝m dap-
sonem naproti tomu nedoölo k vazbÏ P450 3A, v·zaly se vöak
jinÈ formy P450.

Oba nosiËe majÌ tedy afinitu k cytochrom˘m P450, ale
odliönou selektivitu. Cisaprid se zd· b˝t vhodn˝ jako afinitnÌ
ligand p¯i purifikaci cytochromu P450 3A z jater miniprasat.

Auto¯i dÏkujÌ GA »R za finanËnÌ podporu grantu Ë. 203/
99/0277.

Chem. Listy 95, 318 ñ 338 (2001) Sigma-Aldrich konference, sbornÌk

338



REJSTÿÕK AUTORŸ (podtrûeni jsou p¯edn·öejÌcÌ)

Adam M. 318
AntonoviË L. 329
Anzenbacher P. 337
Anzenbacherov· E. 337
Åstot C. 321

Barek J. 321
Ba¯inka C. 325
Bentley G. 335
Bezouöka K. 325
Billov· S. 319
Blahoö J. 318
Braunov· A. 319
Br·zda V. 319, 334
Br·zdov· M. 319
Brynda J. 335
BunËek M. 320

CvaËka J. 321

»ajan M. 320
»ejkov· A. 322
»ern˝ J. 326

Doleûal K. 321
Dost·l L. 327
Dost·lov· S. 329
Dudov· K. 321
Dvo¯·k Z. 322
Dvo¯·k D. 325

F·bry M. 335
Fialov· A. 322
Fialov· P. 332
Fojta M. 319
Forman S. 333
FronÏk T. 323

Gogov· K. 323

Hampl R. 324
Hanuö J. 321
Havelkov· M. 325
HavliËkov· M. 318
HavlÌkov· H. 324
Hejkalov· V. 324
Herkomerov· E. 325
Hill M. 324
Hocek M. 325
Hodek P. 323, 329
HoleËek J. 327
Hol˝ A. 325
Ho¯ejöÌ M. 335
HradÌlek M. 325
Hunkov· Z. 322
Hus·k J. 334

Huö·kov· L. 322, 325

Iv·nek R. 326

Jagelsk· E. 319
Jambor R. 327
JelÌnkov· P. 327
Jon·kov· V. 327
Jovin T. M. 319
Jur·kov· R. 329

Kafka Z. 335
Karlovsk· L. 319
Kinclov· O. 327
Koll·roviË A. 336
KoÚ·k ». 335
Konvalinka J. 325
Koöata B. 328
KozmÌk V. 321, 328
Kratina P. 328
K¯en V. 322, 325
KubÌËkov· B. 329
Kuthan M. 329
Kuzma M. 322, 325

LapËÌk O. 324
Lenobel R. 329
Lenobelov· H. 329
LepöÌk M. 330
Lescar J. 335
Linhart I. 333
Liöka F. 330
Luxov· A. 331

Macek T. 332
MaÚ·skov· P. 327
MartÌnek V. 331
Mas·k J. 322
Miköanov· M. 332
Moravcov· J. 328
Morfin R. 324
M¸ller P. 334

Nemajerov· A. 332
NeönÏrov· P. 332
Nov·k J. 333, 334
Nov·k J. 334

Oral I. 329
Oupick˝ D. 335

PaËes V. 324
PaleËek E. 319, 334
PaleËek J. 319
Pechar M. 319
Peychl J. 334

PospÌöilov· ä. 334
PunËoch·¯ov· J. 335

Reschel T. 335
Rinnov· M. 325
Rudolf E. 334
Ruml T. 333
R˘ûiËka A. 327

ÿez·Ëov· P. 335

Sandberg G. 321
Sedl·Ëek J. 335
Seymour L. W. 335
SlavÌËkov· A. 326
Sopko B. 329
SouËek M. 325
Soudek P. 335
Star· I. G. 336
Star˝ I. 336
Stejskal D. 329
Stiborov· M. 323, 331,

332, 337
Strnad M. 321
Strnad H. 324
Subramaniam V. 319
Svatoö A. 321, 322
Svoboda J. 328

äaman D. 336
ämarda J. 332
ämardov· J. 332
äpirochov· I. 335
ätouraËov· R. 335

Tepl˝ F. 336
Tich· M. 327
Tykva R. 333

Ulbrich K. 319, 335
Ulbrich P. 324

VanÏk T. 335
Ventura K. 318
VÈvodov· J. 336
Vlas·kov· V. 333
VojtÏöek B. 334
Voömikov· H. 337

Weber J. 325
Weignerov· L. 322
Wimmer Z. 328

Zeman M. 337
Zima J. 321
Zuber R. 337

Chem. Listy 95, 339 (2001) Autorsk˝ rejst¯Ìk

339


