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VAZBA p63 A p73 NA STRUKTURNE A SEKVENCNE
SPECIFICKE FORMY DNA
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Okrem B-formy pravoto¢ivej dvojzavitnice sa I'udska
chromozomalna DNA in vivo nachadza aj v dalSich
Struktirnych  usporiadaniach  (kvadruplex, kruciforma,
triplex, topoisomery), ktoré majii pravdepodobne svoje
opodstatnenie v regulacii  molekuldrne  biologickych
procesov.

Pomocou molekuldrne biologickych metéd sme sa
zamerali na menej zndmych homologov transkripéného
faktoru p53. Venovali sme sa viacerym konformaciam DNA,
pricom snahy o definiciu vdzobnych (CON) sekvencii
naznadujii nezanedbatelny prispevok konformacie DNA™® k
uchyteniu diméru/tetraméru sledovaného proteinu na DNA
za fyziologickych podmienok.

Pre naSu pracu boli pouzité¢ topologicky ako aj
sekvencne odlisné substraty DNA a centrdlne domény
proteinov rodiny p53 (cit.*®). V imunoprecipitaénych,
fluorescenénych a na EMSA zalozenych experimentoch bola
vizualizovana rozli¢na schopnost skiimanych proteinov
interagovat’ s vyznamne odlisSnymi substratmi DNA
(kvadruplex, kruciforma, triplex, topoisomery).

Z nasich vysledkov vyplyva, Ze proteiny p63 ap73
podobne ako protein p53 rozliSuji medzi jednotlivymi
Struktarami DNA. Taktiez bol pozorovany vplyv redoxnych
a iontovych podmienok na vybrané interakcie®. Popis novych
mechanizmov rodiny p53 pokracuje v snahe porozumiet’
sposobu fungovania tohto dolezitého signdlneho wuzlu
bunec¢nych pochodov.

Tato prace vznikla za podpory grantu GACR cislo 13-
36108S.
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STUDIES TOWARDS BIOLOGICALLY ACTIVE
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Nature’s chemical craftsmanship in converting simple
amino acids into biologically active complex bridged
diketopiperazine (DKP) alkaloids (Scheme 1) with diverse
bridge types and sizes inspired us to develop a new
methodology towards the synthesis of bridged DKPs.
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Scheme 1. Diversity of bridged DKP alkaloids

Taking advantage of the Persistent Radical Effect
(PRE)* variety of unnatural bridged DKPs were efficiently
synthesized  which are valuable as constrained
peptidomimetics for medicinal chemistry. Our studies
towards the synthesis of asperparaline C, bicyclomycin and
other alkaloids using the methodology developed in our

group will be presented.
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Scheme 2. Approach to bridged DKP alkaloids using the PRE

We acknowledge generous funding by the Institute of
Organic Chemistry and Biochemistry of the Academy of
Sciences of the Czech Republic (RV0:61388963) and the
Gilead Sciences and IOCB Research Centre.
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FYTOTOXICITA NANO(VEASTIIC OXIDU
ZINOCNATEHO SLEDOVANA NA BUNKOVEJ
SUSPENZII TABAKU BY-2

LUDMILA BALLOVA, PETR BABULA

Veterindrni a farmaceuticka univerzita Brno, Palackého
tiida 1/3, 612 42 Brno
ludmila.ballova@gmail.com

Nanocastice nachadzaji vd’aka svojim jedineCnym
vlastnostiam, velkej ploche a malého objemu, uplatnenie
V roznych odvetviach (chemicky, strojarsky,
elektrotechnicky  priemysel, medicina aj farmacia).
Nanocastice oxidu zino¢natého (ZnO NPs) patria do skupiny
najcastejSie pouzivanych nanocastic z radov oxidov kovov
vd’aka svojim antikorozivnym vlastnostiam, transparentnosti
a schopnosti pohlcovat UVA a UVB ziarenie. Nachadzaju
uplatnenie v Sirokej Skale komerénych pripravkov, ktoré nas
kazdodenne obklopuji (transparentné UV ochranné filmy,
elektronické zariadenia, sklo, keramika, stavebné materialy,
kozmetické pripravky, opalovacie krémy, atd.). Narast
pouzivania nanocastic moze mat’ aj potencialne negativne
dosledky v environmentélnej oblasti. Boli potvrdené toxické
vplyvy ZnO NPs na klasické toxikologické modely ako
napriklad baktérie, bunkové kultiry, riasy aj zivociSne
modely’. Oblast fytonanotoxikologie, skiimajica toxicky
vplyv nanocastic na rastliny, je zatial malo preskiimana.
Chybaju podrobnejSie Studie zameriavajuce sa na vlastnll
fytotoxicitu nanodastic, rovnako ako na mechanizmy
zapojené v toxicite na bunkovej Urovni. Predpokladany
ucinok ZnO NPs na rastliny spociva v troch mechanizmoch —
toxicita uvolneného i6nu Zn*, povrchova interakcia
S biologickymi systémami a produkcia negativne pdsobiacich
latok, napr. reaktivnych foriem kyslika (ROS)2 V nasej praci
sme si dali za ciel’ priniest nové a unikatne informacie
0 komplexnom podsobeni ZnO NPs na rastlinny model
Nicotiana tabaccum, L. cv. Bright Yellow — 2 (BY-2).
Ztohto dovodu sme aplikovali ZnO NPs v danej
koncentraénej rade - 0, 1, 10, 100 a 400 ml/l, v presne
stanoveni ¢as sme odoberali vzorky a skiimali sme u¢inky na
biochemickej a bunkovej Grovni. NaSe vysledky sledujuce
rast suspenzie tabaku poukazuju, ze ZnO NPs pri vyssich
koncentraciach vyvolavaju vyrazni redukciu aZz stagnaciu
rastu v porovnani s kontrolnou vzorkou bez nanocastic.
K spomaleniu  rastu  suspenzie dochadza vplyvom
nedostatocného prisunu zivin alebo nadbytku niektorych
elementov. V naSom pripade sa méze jednat' o vysoku az
toxicku hladinu zino¢natych iénov uvolnenych zo ZnO NPs,
ktorych mnozstvo v bunkach kultary BY-2 sa priamoumerne
zvySovalo s narastajucim mnozstvom aplikovanych ZnO NPs
vo vzorke. Rastlinné bunky sa pred nepriaznivymi vplyvmi
xenobiotik (napriklad ZnO NPs) chrania zvySenou
produkciou niektorych enzymov a sekundarnych metaboli-
tov. Takouto zmenou metabolizmu vSak dochadza k zniZeniu
syntézy medzi inymi aj rastovych faktorov a stavebnych
komponentov, ¢o nasledne vedie k spomaleniu rastu. Znizena
viabilita a zvy$ené mnozstvo odumretych buniek, spomalenie
rastu suspenzie, zvySena hladina volnych zino¢natych i6nov
Vv bunkach, =zmena v expresii aaktivite antioxidacne
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posobiacich enzymov u vzoriek kultivovanych s najvyssou
sledovanou koncentraciou ZnO NPs (400 mg/l) poukazuje,
Ze tieto nanocastice maju schopnost poskodzovar rastlinné
bunky ato pravdepodobne skrz volné radikaly
a uvolnovanie zino¢natych i6nov.

Tato prace vznikla za podpory grantu IGA 88/2013/FaF.
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Rostlinné alkaloidy aristolochové kyseliny (AA) jsou
latky vykazujici silné karcinogenni a nefrotoxické pisobeni.
Vystaveni tomuto karcinogenu vede k vyvoji specifického
onemocnéni oznacovaného jako nefropatie vyvoland AA
(Aristolochic Acid Nephropathy, AAN). Vedle tohoto
onemocnéni hraji AA téZ majoritni roli ve vyvoji balkanské
endemické nefropatie (BEN). Ta vykazuje signifikantni
podobnost s AAN. Obé& onemocnéni jsou doprovazena
vyvojem nadori moc¢ovych cest. Navzdory mnohym studiim
je etiologie BEN stale nejasna. Pfi vzniku této ledvinné
fibrosy hraje roli (vedle AA) mnoho faktori, mezi néz
fadime vliv polycyklickych aromatickych uhlovodiki,
tézkych kovl a téZ mykotoxinli, zejména ochratoxinu A
(OTA).

Vedle AA, jejichz participace na vyvoji BEN byla jiz
fadou studii plné prokazana, existuji téZz nazory, ze latkou
zodpovédnou za vyvoj BEN je pravé OTA. Otazkou tedy je,
zda by se na vyvoji BEN nemohly podilet ob& tyto latky
soucasng, resp. zda OTA n&jakym zpisobem neovliviiuje
genotoxicitu AA (tvorbu adukti AA s DNA). Z tohoto
divodu byla provedena studie, kterda simuluje situaci
v endemickych oblastech BEN, tj. souc¢asné ptisobeni obou
latek zaroven. Pro studii byl jako experimentalni model
vybran laboratorni potkan, kterému byla podavana smés AA,
OTA a obé¢ latky soucasné. Byl sledovan vliv OTA na osud
AA v organismu, a to jak na reakce aktivacni vedouci ke
vzniku 1ézi v DNA, tak tézZ na oxida¢ni O-demethylaci AA za
vzniku detoxika¢niho produktu AAla.

Analyza adukti s DNA v organech (jatra, ledviny a
plice) testovanych zvifat naznacuje, ze OTA sice sam adukty
s DNA netvofi, nicméné potencuje tvorbu adukttl tvofenych
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v DNA s AA. Objasnéni tohoto fenomenu bylo dalSim
krokem vnasi studii. Redukéni aktivace AA  je
determinovana aktivitami enzymut biotransformujicimi AA.
Proto byl sledovan téz vliv AA a OTA pravé na tyto enzymy
(CYP1A, CYP2C, NQO1). Experimenty in vitro ukazuji, ze
pritomnost OTA vede kinhibici detoxikace AA. Nartst
adukti s DNA in vivo mize tedy byt vysvétlen skutecnosti,
ze v organismu zistava vyssi koncentrace AA (vzhledem
k inhibované detoxikaci), ktera je nasledné redukéné
aktivovana za vzniku vys$ich mnozstvi adukti AA s DNA.

Podporovano GACR (projekt 303/09/0472), GAUK (projekt
¢ 570513) a Univerzitou Karlovou (projekt UNCE

204025/2012).
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FOSFATIDYLINOSITOL 4-KINASY TYPU Il
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Fosfatidylinositol 4-kinasa typu lla (PI4K Ila) je

jednou ze ¢ty lidskych kinas katalyzujici fosforylaci
fosfatidylinositolového  kruhu ve 4. pozici. Pl4K lla
moduluje sloZzeni Dbiologickych membran, ovliviiuje

bunéénou signalizaci a vnitrobuné¢ny transport. Diky své
enzymové aktivité a specifickym proteinovym interakcim je
PI4K Ilo. asociovana s riznymi lidskymi onemocnénimi.
Podili se na neurologickych nemocich v disledku regulace
vnitrobunééného transportu zavislého na klatrinovych
vaccich. Nepostradatelnou roli hraje kinasa PI14K lla také ve
Wnt signalizaci a je nezbytna i pro internalizaci parazita
Listeria monocystogenes. Pomérné nedavno byla zjisténa jeji
ucast v transportu B-glukocerebrosidazy (GBA) do lysosymu.
Porucha tohoto transportu zplsobend inhibici enzymové

aktivity Pl4K lla vede k nemoci oznacované
jako ,,Gaucherdisease*.
Pro jeji biologickou dilezitost a kvuli absenci

selektivnich inhibitorti jsme se rozhodli pro blizsi strukturni
charakterizaci P14K llo. metodou proteinové krystalografie.
Abychom zvysili rozpustnost PI4K Ila  kindzy, sfuzovali
jsme ji s T4 lysozymem, coz je postup b&Zné pouzivany
u membranovych proteinti. Takto upraveny konstrukt byl
uspésné exprimovan v Escherichia coli a purifikovan pomoci
afinitni a gelové permeacni chromatografie. Ziskany protein
o vysoké Cistoté byl pouzit pro krystalizacni experimenty.
PI4K Ilo vykrystalizovala v kosoctverecné prostorové grupé
symetrie  P2,2,2 ( a=72.5A, b=75.4A, c=102.54,
a=Pf=y=90°). Nativni data byla zméfena na synchrotronu
vrozliseni 2,8 A. Nyni pracujeme na vyieSeni struktury
pomoci anomalni difrakce.

Tato prdce vznikla za podpory grantu MarieCurie FP7-
PEOPLE-2012-CIG, cislo projektu 333916, a Akademie véd
Ceské republiky (RVO: 61388963).
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VLIV PRECHODNYCH KOVU NAOSEKVENéNE
SPECIFICKOU VAZBU PROTEINU RODINY P53 in vitro
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Rodina proteinu p53 kodovand geny TP53, TP63
aTP73 ma vyznamnou roli v mnoha bunécnych procesech.
Nadorové supresory rodiny p53 vyzaduji pro svoji funkci
sekvenéné specifickou vazbu k responzivnim elementim
cilovych genti, kterou zajistuje centralni DNA-vazebna
doména (DBD). Bylo zjisténo, Ze v disledku oxidace
cysteini DBD dochazi u vSech ¢lenti rodiny p53 k inhibici
sekvenéné specifické vazby, kterd je spojena se ztratou
zine¢natych iontd?. Dalsimi studiemi bylo ukazano, ze
nadbytek ionti Zn®** podobng jako iontd t&Zkych kovi
naopak inhibuje sekvencéné specifickou vazbu proteinu
p53%4. Je znamo, e homeostiza zinku je vysledkem
koordinované regulace a intraceluldrni koncentrace Zn?* je
v korelaci s osudem buiiky. Zatimco absence zine¢natych
iontl brani syntéze funkEnich proteinl, jeho nadbytek je
cytotoxicky®.

V nasi praci jsme se zaméfili na studium vlivu
dvoumocnych kationtll zinku, kadmia, kobaltu a niklu na
sekvenéné specifickou vazbu proteind p53, p63 a p73.
Pozorovali jsme inhibici této vazby u centrdlnich domén
proteini zminénymi ionty kovli jiz pti mikromolarnich
koncentracich. Nase experimenty s DNA fragmenty a oligo-
nukleotidy, které obsahovaly sekvence promotorovych
oblasti cilovych gend rodiny p53 (napf. p21, MDM2),
potvrzuji inhibiéni efekt Zn?*. Je zajimavé, Ze zinetnaté ionty
vyrazné¢ méné inhibovaly proteiny p63 a p73 ve srovnani
s proteinem p53. Zatimco v ptipadé tézkych kovii jsme
pozorovali inhibici pfi velice podobnych koncentracich.

Tato  prace vzmikla za podpory grantii  OPVK
CZ.1.07/2.3.00/30.0019 a GACR ¢islo 13-36108S.
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ROLE DESATURAS MASTNYCH KYSELIN
V EVOLUCI SEXUALNICH FEROMONU MUR
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Sexualni feromony hmyzu jsou smési druhové vysoce
specifickych ptevazné tekavych latek, které slouzi k nalezeni
partnera téhoz druhu. I pfes stabilizujici piirozeny vybér, ktery
pusobi proti zménam ve sloZzeni feromonové smési, vSak u
hmyzu pozorujeme znacnou riznorodost feromonovych
struktur. Tento rozpor vysvétluje hypotéza, podle které pouze
skokové zmény ve feromonovém slozeni, jako je napiiklad
zallenéni nové latky do feromonové smési, mohou v populaci
hmyzu ptetrvat a vést az ke vzniku novych druhd.

U pocetné skupiny liSajovitych mur, jejiz zastupci slouzi
jako modelové organismy pro biochemické a molekularné-
biologické studie hmyzu, jsou typickymi feromonovymi
prekurzory jedno- a dvounenasycené mastné kyseliny (1IMK
a2MK). Klicovou roli v biosyntéze feromond zde hraji
membranové desaturasy mastnych kyselin, které zavadi dvojné
vazby do fetézci MK. Lisaj tabdkovy (Manduca sexta) viak
produkuje komplexni feromonovou smés, ktera navic obsahuje
derivaty tiinenasycenych mastnych kyselin (3MK). Tato prace
se vénuje identifikaci desaturas, které produkuji 3MK, a ob-
jasnéni jejich role v evoluci feromond mir.

V transkriptomu feromonové zlazy lisaje tabakového
jsme nalezli tfi abundantné transkribované geny desaturas.
Kromé genu MsexD2, jehoz roli v biosyntéze 1IMK a 2MK
jsme popsali v pedchozi studii®, byly nalezeny geny MsexD3
a MsexD5. MsexD3 a MsexD5 byly exprimovany v kvasinkach
Saccharomyces cerevisiae a analyzou produkovanych MK
bylo zjisténo, ze desaturuji vyhradné¢ 2MK na 3MK. Vysoka
sekvenéni podobnost geni MsexD2 a MsexD3 (91 %)
naznacuje, ze oba geny vznikly duplikaci ancestralniho genu.
Mutagenezi nekonzervovanych aminokyselinovych zbytka
uMsexD2 a MsexD3 a naslednou charakterizaci produkti
mutovanych desaturas jsme zjistili, Ze rozdilnou substratovou
specifitu MsexD2 a MsexD3 uréuje jediny aminokyselinovy
zbytek transmembranové domény na pozici 224. Substituce
Ala224—lle224 vedla u MsexD2 kzisku desaturasové
specifity MsexD3 a k produkci 3MK.

Vysledky studie ukazuji, ze schopnost produkovat 3MK
se u MsexD3 mohla vyvinout genovou duplikaci ancestralni
desaturasy a naslednou substituci jediného aminokyselinového
zbytku. Timto mechanismem mohla vzniknout komplexni
feromonova smés lisaje tabakového.

LITERATURA
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Mol. Biol. 37, 601 (2007).
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STI’JDIUM INTERAKCIi DNAA PROTEINU
V BUNKACH Acetobacter pasteurianus 3610
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DnaA protein patri do rodiny AAA+ proteinov. Je
kodovany dnaA génom na chromozome baktérii. Je to hlavny
inicia¢ny protein baktérii, jeho homolog bol identifikovany aj
v eukaryotoch. V procese iniciacie replikacie sa viaze na
DNA v pociatku replikacie (ori) v miestach so $pecifickou
sekvenciou, tzv. DnaA boxy'. Takisto interaguje s inymi
replikaénymi proteinmi napr. DnaB, Hu, IHFo?2

Tento protein je zloZzeny zo Styroch domén, z ktorych ma
kazda wvlastni Specifickd funkciu. N-termindlna doména
zabezpecuje protein-proteinové interakcie, oligomerizaciu DnaA
proteinu a jeho interakciu s DnaB proteinom. Druha doména je
vel'mi variabilna a sluzi ako spojovnik medzi prvou a tret'ou
doménou®. Na tretej doméne je lokalizované ATP vizobné
miesto, Walker A a Walker B motivy a sensor | a sensor Il
motivy. Tato doména je zodpovednd ako za vizbu ATP tak aj za
jeho hydrolyzu’. Na C-terminalnej doméne sa nachadza helix-
otaCka-helix DNA vézobna sekvencia. Mutécie v tejto oblasti
viedli k strate schopnosti proteinu viazat' sa na DNA®.

V nasej praci sme sa zamerali na §tidium DnaA proteinu
v bunkdch octovych baktérii. Na zaklade nukleotidove;j
sekvencie genému Acetobacter pasteurianus IFO 3281-01 sme
navrhli priméry na amplifikiciu dnaA génu. Bioinformatic-
kymi metédami sme porovnali dnaA gén z E. coli a z
Acetobacter pasteurianus 3610 na urovni nukleotidov aj
aminokyselin. Amplifikovany gén sme klonovali do vektoru
pET30a+, o zaistilo fuziu DnaA proteinu s His-taq znackou.
Fazny protein sme purifikovali na kolénke His-Select Nicel
Affinity Gel (Sigma). ,,Electro Mobility Shift Assay“ metodou
sme overili schopnost’ purifikovaného proteinu viazat' sa na
predpokladany pociatok replikacie ORI. Schopnost DnaA
proteinu interagovat’ s ontoldgmi z inych baktérii sme overili
vyuzitim dvojhybridného systému BACTH.

V naslednujucej praci sa chceme zamerat na presné
stanovenie predpokladanych aktivit (helikazova a ATPazova
aktivita) DnaA proteinu. A tieto vysledky porovnat’ s DnaA
proteinom z E. Coli.

Tato praca bola podporend z grantu UK/353/2013.
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SYNTEZA EXTENDOVANYCH HELICENU

MICHAL BUCHTA® PETR HQLYa, GRAHAM J.
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Flemingovo ndm. 2, 166 10 Praha 6, ®Memorial University
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buchta@uochb.cas.cz

Heliceny jsou polycyklické aromatické latky,
jejichz helikalni  skelet je tvofen ortho-anelovanymi
benzenovymi jadry. Pfipojenim dalSich aromatickych jader
Ize helikalni skelet rozsifit a pfipravit tak extendované
heliceny. Pfedpoklada se, Ze by tyto rozsahlé n-konjugované
systémy mohly vykazovat zajimavé chiroptické vlastnosti
jako napt. extrémné vysoké hodnoty optické rotace, extrémni
CD spektra nebo cirkularné polarizovanou fotoluminiscenci.
Dalsi vyuziti neracemickych extendovanych helicenti by
mohlo byt v asymetrické katalyze.

Toto sdéleni se zabyva syntézou extendovanych
helicend 2, 3 a 4 z komer¢niho pyrenu 1 jako zakladniho
stavebniho bloku (schéma 1). V nékolika krocich byly
pfipraveny triyny jako vhodné intermediaty pro niklem
katalyzovanou [2 + 2 + 2] cyklotrimerizaci, kterd probiha ve
vysokém vytézku. Bylo ovéteno, ze metodika vyuzivajici
cykloisomerizaci  aromatickych  triynd  katalyzovanou
tranzitnimi kovy resp. diastereoselektivni cykloisomerizaci
centralng chiralnich triynt?, kterd byla vyvinuta v nagi
laboratofi pro efektivni syntézu penta- az undekahelicent®,
mizZe byt vyuzita i pro piipravu racemickych (rac-2) ¢i
opticky ¢istych ((M,R,R)-3 a (M,R,R)-4) extendovanych
helicent.

(MR,R)-4
R=OH

Schéma 1

Podporovano grantem GA CR (reg. ¢ P207/10/2207)
a UOCHB AV CR (RVO: 61388963).
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INTERAKCIA IHF PROTEINU S POCIATKOM
REPLIKACIE V BUNKACH Acetobacter pasteurianus

VIERA CIMOVA, JURAJ BUGALA, MARTIN BABIC,
JOZEF GRONES

Univerzita Komenského v Bratislave, PrF, Katedra
molekularnej biologie, Mlynska dolina, 842 15 Bratislava 4
vieracimova@gmail.com

IHF protein bol prvy krat popisany v bunkach baktérie
E. coli ako esencidlny protein pri miestne Specifickej
integracii a excizii bakteriofaga A. Nasledujtice in vitro ako aj
in vivo §tadie preukazali, ze okrem DNA rekombinacie tento
protein participuje v mnohych dalsich molekularno-
biologickych procesoch, ako je DNA replikdcia, DNA
transfer, DNA partitionig ¢i reguldcia génovej expresie. IHF
protein sa viaze na DNA, kde napoméha formovaniu vyssie
organizovanych nukleoproteinovych §truktur?.

Predchadzajtice stadie IHF proteinu v bunkach E. coli
odhalili jeho Struktiru, vlastnosti, ale aj ulohu v procese
DNA replikacie. IHF protein vSak doposial nebol
preskimany v bunkdch octovych baktérii. Primarna
aminokyselinovd  sekvencia jednotlivych  podjednotiek
proteinu sa v porovnani s IHF proteinom E. coli vyrazne 1isi,
¢o mbze mat vplyv na spdsob, akym protein interaguje
V bunkdach octovych baktérii.
IHFa

O . = & -

METVTRASLIEQTYQQVGLSRKESSVLLEDVLETVMDALERGES VKT SGF GTFS VRKKGQRSGRNPKTGEEVETL

PRSVLVFRPSOLLRAEVNHETLDAEAEKDHD
THF}
o BE— —= —

MTRSELITALMQKNPHLOLKEATRLVNIVFGT ITSSLAEGSRVELRGFGAFSVKERDPRIGRNPKTGVQVEVGKK

LVPFFKTGKELHQRLNKPVAGSKRSRS5V

Obr. 1. Sekundarna $truktara podjednotiek IHFo a IHFf

Z chromozému octovej baktérie  Acetobacter
pasteurianus LMG 1513 sme amplifikovali gény ihfa a ihfB
pre jednotlivé podjednotky IHF proteinu. PCR produkty sme
klonovali do expresného vektora pET30a*. Pripravené
konstrukty sme vyuzili na inducibilnu expresiu prislusnych
génov vo fuzii s hexahistidinovou sekvenciou (His-Tag) v T7
expresnom systéme buniek E. coli BL21 (DE3).
Nadprodukované His-Tag fuzované podjednotky IHFa
alHFB sme purifikovali afinithou chromatografiou na
niklovej matrici. Schopnost’ jednotlivych podjednotiek THF
proteinu interagovat’ s poCiatkom replikacie baktérie A.
pasteurianus LMG 1513 sme overili metdédou EMSA.
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1,2-DIHYDROPYRAZINY S
FOTOLUMINISCENCNIMI VLASTNOSTMI

RADEK COUFAL, DQSAN DR{&HONOVSKY, JAN
SVOBODA, IVANA CISAROVA, ZDENEK TOSNER

Prirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy v Praze, Hlavova
2030, 128 43 Praha 2
coufalr@natur.cuni.cz

Ackoli fyzikalng-chemické vlastnosti 1,4-dihydro-
pyrazinii jsou zndmé', co se tykd vlastnosti 1,2-
dihydropyrazind, existuje pouze omezené mnoZstvi praciZ.
V této praci byly redukci komplexnimi hydridy (NaBH,,
LiBH,) pfipraveny 1,2-dihydropyrazindiestery 1 a 2
(Schéma 1), které vykazuji zajimavé fluorescencni vlastnosti
v roztoku i v pevné fazi.

o) o 1
/
/[N\]\ //" H M komplexace
= modulace fluorescence
N T ‘
O
\\‘; Oﬁ/[\Nj\f
Co)
(0] (0]

Schéma 1. Pfipravené 1,2-dihydropyrazindiestery 1 a 2

Jejich fluorescence je vyrazné =zavislda na typu
rozpoustédla, lze ji ovliviiovat pomoci komplexace s ionty
kovi, se kterymi vykazuji vysoké hodnoty konstant stability
komplexace, a také se vyrazné li§i v roztoku a v pevné fazi.
V neposledni fadé tyto latky i jejich komplexy vykazuji
znaény Stokesdv posuv. Pfipravené latky byly detailné
charakterizované, véetn& rentgenostrukturni analyzy a jejich
vlastnosti byly studovany také na teoretické Grovni.

Vzhledem ke zminénym a dal§im zajimavym
vlastnostem téchto latek je mozné predikovat jejich
potencidlni vyuziti napf. na poli novych organickych
materiald s fotoluminiscenénimi vlastnostmi v pevné fazi,
biologickych senzort, ¢i bioorganické chemie.

Tato prace vznikla za podpory vyzkumného zdméru
MS0021620857.
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IDENTIFIKACE MicroRNA ZAPOJENYCH DO
REAKCE NA POSKOZENI DNA V MALIGNICH B
LYMFOCYTECH A JEJICH BIOLOGICKA

A KLINICKA RELEVANCE

KATERINA CERNA? JAN OPPELT? RAFFAELE
CAL’OGEROb, SARKA POSPISILOVA? MAREK
MRAZ*?

aCEITEC Masarykova univerzita, Zerotinovo nam. 9, 601 77
Brno; "Dept. of Biotechnology and Health Sciences,
University of Torino, Via Nizza 52, 10126 Torino
katerina.cerna384@gmail.com, marek.mraz@email.cz

MicroRNA  (miRNA) jsou dulezitymi  post-
transkripénimi reguldtory genové exprese. Deregulace
miRNA u nadorovych onemocnéni byla poprvé pozorovana
u chronické lymfocytarni leukemie (CLL). NaSe prace se
zametuje na identifikaci miRNA zapojenych do apoptotické
odpovédi CLL bunék po puisobeni fludarabinu (F), ktery je
zakladem 1écby u CLL. V minulosti jsme jiz prokazali, Zze
deregulace miRNA souvisi s prognézou CLL.

CLL buiky zperiferni krve pacientd byly in vitro
vystaveny pusobeni F (3,5 pg.ml™ /48 h). Rozdilna exprese
miRNA (kontrola vs. 3,5 pg.ml™; N=20) byla analyzovana
pomoci qRT-PCR a sekvenovanim nové generace (SOLID,
Illumina). Bylo identifikovano 6 miRNA zapojenych do
odpovédi na F. Nejlépe charakterizovanou a stabilné
indukovanou byla miR-34a. Na rozsahlé kohorté (N=158)
jsme testovali vyuziti miR-34a jako prognostického markeru
nezavislého na rutinné pouzivanych markerech (FISH, IgVH,
vek, pohlavi). Stanovenim mnozstvi molekul miR-34a ve
vzorku jsme identifikovali pacienty s extrémné neptiznivou
(celkové preziti 16 mésici vs. nedosazeno; p=0,0001;
HR=3,89; CI=2,05-7,39). V pfedchozich pracich jsme
popsali korelaci hladiny miR-34a s mutaénim stavem p53.
miR-34a vSak zustala i vkohort¢ s wt-p53 (N=116)
nejsilngjSim  prediktorem (15 mésici vS. nedosazeno;
p=0,002; HR=9,82; 95% Cl=2,30-42,05). Stejny trend jsme
pozorovali i u pacientti podstupujicich terapii zahrnujici F
(N=51), kde nizka bazalni hladina a nizké indukce po podani
terapie indikovala kratsi ¢as do selhani terapie (12 vs. 26
mésict; p<0,05) a ¢as do relapsu (15 mésict vs. nedosazeno;
p<0,05). Diky korelaci miR-34a a p53 abnormalit je na
zédklad¢ hladiny miR-34a moznd identifikace pacientll
s mutaci v p53, kterou nelze odhalit pomoci FISH. Nadale
probihd identifikace drah regulovanych miR-34a a dalsimi
miRNA zapojenymi do odpovédi na poskozeni DNA v B
bunkach.

Podporeno NGS-PTL (FP7-HEALTH-2012-INNOVATION-1,
¢ 306242); EHA Research Fellowship award; GACR (14-
22712P); IGA MZ CR NT11218-6/201;
CZ.1.07/2.4.00/17.0042; MUNI/A/0723/2012; SoMoPro Il
Prggramme, CZ.1.07/2.3.00/30.009, spolufinancovano z EU
a CR.
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VCELI JED AKO ZDROJ ANTIMIKROB,IéLNYCH
PEPTIDOV: STUDIUM MECHANIZMU UCINKU

SABINA CUJOVA, VACLAV CEROVSKY

Ustav organické chemie a biochemie, AVCR, Flemingovo
nam. 2, 166 10 Praha 6
cujova@gmail.com

Evolucia a prirodzeny vyber obdarila vSetky organizmy
roznorodymi obrannymi systémami potrebnymi pre prezitie.
Jednym z obrannych systémov, ktory je sucastou vrodenej
imunity a tvori prva obranni liniu, su antimikrobialne
peptidy (AMP)L. Prvé AMP boli izolované v 80. rokoch
z hmyzu?. Tieto malé a roznorodé peptidy hraju doleZitd rolu
pri preziti v bakteridlne bohatych prostrediach. Dnes AMP
patria medzi slubnt skupinu latok, ktoré by mohli byt
vyuzité proti  baktéridm  rezistentnym na dostupné
antibiotika".

COD-1 je kladne nabity amfipaticky AMP, tvoriaci
a-helix, ktory bol izolovany zjedu divokej véely Colletes
daviesanus. Tato praca Studuje réznymi biofyzikalnymi
metddami mechanizmus uéinku COD-1 a jeho syntetickych
analogov (CODs). Pri sledovani interakcii CODs s umelymi
fosfolipidovymi membranami-lipozomami, bolo metddou
uniku calceinu zistené, Ze k naruseniu membran peptidmi
dochéddza len v pripade lipozémov imitujucich bakterialnu
membranu. Lipozémy imitujice membranu erytrocytov
naruSené neboli. Vysledok koresponduje sich dobrou
antimikrobidlnou aktivitou proti Gram pozitivnym a Gram
negativnym baktériam a nizkou hemolytickou aktivitou.
Sledovanie zmeny fluorescencie tryptofanu, ktory je
sucastou dvoch analogov COD-1, umoznilo presnejSie
zistenie ako peptidy interaguji s lipozémami imitujicimi
bakteridlnu membranu a membranu erytrocytov. Interakcie
CODs-fosfolipidovda membrana boli tiez Studované na
E. coli. Zistilo sa, Ze¢ CODs naru$uji vonkajs$iu i vnatorna
membranu E. coli. Tieto skuto¢nosti boli zistené meranim
zmeny fluorescencie 1-N-fenylnaftylamin a sledovani B-ga-
laktozidazovej aktivity po pridani peptidu. Vysledky
z transmisnej elektronovej mikroskopie ukazali ze COD-1
naruSuje membranu v mieste delenia E. coli a spdsobuje
uvolnenie bakteridlneho obsahu von z baktérie.

Tato praca vznikla za podpory grantu GAUK 645012.
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VLIV YYBI,{ANYCH PRIRODNICH LATEK NA
GLOBALNI EXPRESI mikroRNA
V HEPATOCYTECH
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Polyfenoly jsou bohaté zastoupeny v ovoci, zeleniné
av napojich jako je kéva nebo caj. Obecné se jedna
0 pozitivné pusobici (cytoprotektivni) latky, jejich podil
Vv bézné potraveé je relativné vysoky a povazuji se za velmi
prinosné. Pozitivni vlastnosti téchto latek nemusi byt jen
vyhradné antioxidaéni, ale mohou se zapojovat do regulace
exprese proteind ovlivnénim transkripce ¢i translace.
Napriklad post-transkripéni regulace pomoci mikroRNA se
projevi na proteomu bunky, coz vede k ovlivnéni fenotypu.
Vybrané polyfenoly: kyseliny kavova, gallova, a vanilova,
kvercetin, taxifolin, silybin a dehydrosilybin byly testovany
pro jejich schopnost ovlivnit globdlni expresi miRNA.
Exprese mikroRNA byla sledovana pomoci Cipové
technologie na bunécné linii HepG2 a primarnich lidskych
hepatocytech. Pouzili jsme koncentraci 1 uM, protoZze ma
zanedbatelnou toxicitu a je fyziologicky dosazitelna
v lidském séru. Doba expozice byla 24 hodin. NaSe data
ukazuji na urcitou podobnost v ovlivnéni exprese mikroRNA
u strukturné podobnych latek i celkové. Shlukovaci analyza
odhalila vyznamnou podobnost v ovlivnéni mikroRNA
kyselinou gallovou a silybinem. N¢které ovlivnéné
mikroRNA se podileji na epigenetickych zménach regulaci
DNA methyltransferasy (miR-29¢, miR-301b), expresi
cyklinu D3 (miR-138-2) nebo exprese Bcl2 a CREB (miR-
34b). Exprese nékterych mikroRNA byly zvySeny nebo
snizeny podobné u HepG2 i primarnich lidskych hepatocytt.
Zavérem  konstatujeme, ze fyziologicky dosazitelna
koncentrace vybranych polyfenoli mtize zplsobit zmény
Vv expresi mikroRNA u lidi.

Tato prdce vznikla za podpory granti IGA_LF 2014_014
a CZ.1.05/2.1.00/01.0030.
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INZENYRSTVI METABOLICKE DRAHY PRO
BIODEGRADACI ANTROPOGENNIHO POLUTANTU
METODAMI SYNTETICKE BIOLOGIE
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RECETOX, PiF MU, 62500, Brno; "FNUSA-ICRC, 65691
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Metabolické inzenyrstvi pfitahuje v poslednich dvou
dekadach pozornost védecké komunity i primyslu pfedevsim
pro svij potencial pfi produkci latek s velkou pfidanou
hodnotou ¢i biodegradaci toxickych polutanti pomoci
geneticky upravenych hostitelskych organismti. Komplexita
metabolickych déju v zivé butice byla v§ak doposud piekazkou
pro racionalni design pfirodnich i syntetickych metabolickych
drah. Rozvoj metod syntetické biologie, pocitacového
modelovani a novych analytickych technik dnes umozuje
studium multienzymovych reakei v podminkach in silico a in
vitro. Ziskané znalosti je mozné nasledné uplatnit i pro
optimalizaci funkce studovanych metabolickych drah ve
vhodném hostitelském organismu in vivo.

V nasem projektu jsme tento postup uplatnili pfi
inzenyrstvi syntetické metabolické drahy pro biodegradaci
toxického antropogenniho polutantu 1,2,3-trichlorpropanu v
bakterii Escherichia coli*. Funkce metabolické drahy slozené
ze ti1 enzymu pivodem ze dvou rtiznych mikroorganismuti byla
nejprve testovana v podminkéch in vitro®. Aktivita enzymu
katalyzujiciho prvni reakci v draze byla zlepSena pomoci
proteinového  inZenyrstvi®. Z  kinetickych  parametrii
jednotlivych enzymii jsme sestavili matematicky model®, ktery
byl vyuzit pro simulace dynamického chovani dréhy za
riznych podminek umoziiujici jeji optimalizaci.

Matematicky model jsme nasledné pouzili i pro
raciondlni design drahy v E. coli®. Na ziklads in silico
simulaci jsme optimalizovali expresi tii enzymu, zlepsili
zivotaschopnost  hostitelského organismu v  pfitomnosti
toxického substratu, definovali hlavni limitni krok syntetické
drahy a navrhli postup pro jeji dalsi optimalizaci. Nase studie
tak prezentuje novy koncept racionalniho inzenyrstvi
syntetickych metabolickych drah.

Tato préice vznikla za podpory grantu GACR P503/12/0572
agrantu  Evropského  regiondlniho  fondu  rozvoje
CZ.1.05/1.1.00/02.0123.
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K* TRANSPORTERY KVASINEK RODU Candida
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Nekolik desitek druhii kvasinek rodu Candida jsou
oportunni patogeny zpusobujici Cetné infekce sliznic
aptedev§im zdvazné systémové infekce s vysokou
mortalitou u imunokompromitovanych pacienti. VétSina
klinicky nejvyznamnéjsich druhii v éele s C. albicans jsou
blizce ptibuzné diploidni organismy patticich do kladu CUG,
u kterych tento kodon znaci serin misto kanonického leucinu.
Naproti tomu klinicky velmi vyznamny druh C. glabrata
svym c¢astym vyskytem a obvyklou rezistenci k azolovym
antimykotikim je organismus haploidni, blizce pfibuzny
s modelovym druhem Saccharomyces cerevisiae.

Draslik je hlavni vnitrobunéény kationt vSech zivych
bun¢k, kvasinky nevyjimaje. Zatimco intracelularni
koncentrace K* u kvasinek se pohybuje mezi 200 mM a 300
mM, extracelularni koncentrace K* je typicky o dva fady
nizsi. Patogenni kvasinky tak kompetuji s buikami hostitele
o draslik dostupny v krvi a plazmé, jehoz koncentrace se
pohybuje mezi 4-5 mM.

V na$i praci jsme se zaméfili na in silico analyzu
transportéri  importujicich K* u  osmi  Klinicky
nejvyznamnéjsich druht Candid a Saccharomyces cerevisiae
jako modelového organismu. Do soucasnosti byly u kva-
sinkovych organismi popsany Ctyfi ruzné systémy
s prokdzanou importni aktivitou pro draselné kationty (TRK,
HAK, ACU a KCH). Nami vytvoieny cluster orthologl
zahrnuje 28 gent a 2 pseudogeny. Z tohoto poctu je pouze 6
gent ovéfenych (vétsSina pouze u S. cerevisiae). Dukladna
analyza kodujicich sekvenci by méla pfedchdzet a ulehdit
experimentalni  praci  vedouci  k objasnéni  funkce
jednotlivych transportérd. Vzhledem k tomu, Ze nekteré vyse
zmifované systémy se vyskytuji vyluéné u kvasinkovych
organismil a u zaddného dosud nebyla popsdna podobnost
S transportéry zivocisnych bunék, jevi se tyto transportéry
jako slibny cil potencialnich antimykotik.

Tato prace vznikla za podpory grantu GA CR P302/12/1151.
D14Abble - TRACKING DOWN A PUTATIVE
SUPPRESSOR OF VARIEGATION

VERONIKA GRES'AKOVAa*b, SLAVOMIR KINSKY?,
RADISLAV SEDLACEK?*®, TREVOR EPP?

3Laboratory of transgenic models of diseases, IMG ASCR,
142 20 Prague 4, °Faculty of Medicine, Palacky University,
771 26 Olomouc, “Czech Centre for Phenogenomics
(BIOCEV/IMG), IMG AS CR, 142 20 Prague 4
veronika.gresakova@img.cas.cz

Formation of heterochromatin is important for many
aspects of nuclear function, including suppression of
endogenous retroviruses, control of gene-dosage, and
silencing of genes affected by DNA damage (senescence
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associated heterochromatic foci). In order to identify genes
important for heterochromatin formation, an ENU (N-ethyl-
-N-nitrosurea) mutagenesis screen was conducted on a
transgenic mouse line containing a GFP reporter transgene
that exhibits variegated expression in erythrocytes®. Mutants
that suppress or enhance variegation were termed Modifiers
of Murine Metatable Epialleles (Momme) and to date, more
than 40 mutant mouse lines have been identified in the
dominant screen.

The underlying causative mutations have been
identified for many of the Momme mutants, and most
correspond to genes well-known for their role in
heterochromatin formation (e.g. Dnmtl, Dnmt3b, Hdacl,
Snf2h etc.). However, one gene identified twice in the screen
(MommeD6 and MommeD20) remains largely unknown —
D14Abble. The MommeD6 line contains a nonconservative
substitution and the b line contains a splice site mutation?.
Both are homozygous lethal during gastrulation with
compound heterozygosity replicating the homozygous
phenotype.

Our goal is to identify the molecular function of
D14Abble and understand its possible role as a suppressor of
variegation. Preliminary results from our yeast 2-hybrid
screen suggests that D14Abble could indeed be associated
with chromatin remodeling complexes.

This work was supported by AS CR (RVO 68378050), and by
Ministry of Education, Youth and Sports, CR (OP RDI
CZ.1.05/1.1.00/02.0109 (BIOCEV)), and OPVK projects
CZ.1.07/2.3.00/20.0102 and CZ.1.07/2.3.00/30.0027.
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LOKALIZACE DVOJN}'{CH VAZEB U
TRIACYLGLYCEROLU POMOCI HPLC/APCI-MS?

EVA HAKOVA*", VLADIMIR VRKOSLAV? JOSEF
CVACKA®?

aUniverzita Karlova v Praze, Prirodovédeckd [{’akulta,
Katedra analytické chemie, 128 43 Praha 2; Ustav
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hakova@uochb.cas.cz

Triacylglyceroly (TGs) se fadi kjedné znejhojné&ji
zastoupenych lipidovych tfid u rostlin i Zivogicha’. Jejich
chemicko-fyzikalni vlastnosti i biologicka aktivita tzce
souvisi se stupném nenasycenosti a polohou dvojnych vazeb
v acylech?. Lokalizace dvojnych vazeb v nenasycenych
slouceninach je zna¢né obtizna, zvlasté pokud obsahuji
dlouhé fetézce nebo pokud jsou soucasti komplexnich smési
&i se vyskytuji ve vzorku ve velice malém mnoZstvi®.
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Vétsina metod pro lokalizaci dvojnych vazeb vyuziva
elektronovou ionizaci (EI), nej¢astéji s vyuzitim pfistroji pro
plynovou chromatografii s hmotnostni detekci (GC/MS).
Tyto techniky umoziiuji analyzovat t€kavé a tepelné stabilni
lipidy nebo jejich derivaty. Proto jsou vzorky, které tyto
podminky nespliuji, podrobené hydrolyze, coz vede ke ztraté
informaci o tom, jak byly mastné kyseliny (FA) pivodné
v lipidech vAzany’. Nami nové vyvinutd metoda pro
lokalizaci dvojnych vazeb v TGs vyuziva tandemovou
hmotnostni  spektrometrii s chemickou ionizaci za
atmosférického tlaku (APCI). Polohu dvojné vazby je mozné
urcit pomoci radikélkationtu CsHsN™ (m/z 55), ktery vznika
reakcemi acetonitrilu v APCI zdrojich. V APCI-MS/MS
spektru lze pozorovat adukty [M+55]" a jejich fragmenty,
které odpovidaji §tépeni C-C vazeb v okoli ptivodni dvojné
vazby>*,

Pro studium poloh dvojnych vazeb bylo vyuzito
komeréné¢ dostupnych standardi a také standardd
piipravenych procesem randomizace (interesterifikace)
v mikroméfitku. Standardy se liSily délkou uhlovodikového
fetézce, polohou i poftem dvojnych vazeb. Analyza
regioisomerid TGs poskytla informace také o polohach FAs
na glycerolovém fetézci. Aplikovatelnost této metody byla
dale studovana pii analyze TGs v rostlinnych olejich
a novorozeneckém mazku.

Tato prace vinikla za podpory SVV260084 a grantu GACR
P206/12/0750.
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MIKROSKOPIA ATOMARNYCH SIL AKO UCINNY
NASTROJ SLEDOVANIA VAZBY NADOROVEHO
SUPRESORU BRCAL1 (444-1057) NA LOKALNE DNA
STRUKTURY

LUCIA HARONIKOVA, VACLAV BRAZDA

Biofyzikalni tistav AV CR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno
luh@ibp.cz

Rakovina prsniku a vajec¢nikov je ¢asto spojena s pos-
kodenim génu pre tumorovy supresor BRCAI, ktory sa
podiel'a na mnohych bunkovych procesoch. Funkciu proteinu
BRCAL1 zabezpecuje interakcia s mnohymi proteinmi a tak-
tiez vdzba k DNA. U tohto proteinu bola pozorovana
preferen¢na vézba na superhelikdlnu DNA s potencidlom
tvorit’ krizova formu[1]. Vyskyt netypickych Struktir DNA
in vivo, ako su krizova forma, triplex, kvadruplex, zohrava
vyznamnu tlohu v regulacii bunkovych procesov.
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Studovali sme fragment proteinu BRCAI (444-1057)
viazany k plazmidovej DNA s vlozenymi sekvenciami s po-
tencidlom tvorit' krizova formu, triplex a kvadruplex.
Pomocou mikroskopie atomarnych sil boli zobrazené
jednotlivé formy DNA a taktiez komplexy s proteinom.
Protein BRCA1 sa viazal k DNA najmd vo forme
oligomérnych komplexov s preferenciou pre lokalne
Struktury. Pomery naviazaného proteinu k réznym
plazmidom boli StatistiCky vyhodnotené. Pri molarnom
pomere vizby DNA k proteinu 1:20 sa na 1000 molekul
DNA viaze protein BRCA1 (444-1057) 0 20 % viac k super-
helikalnej ako k linearnej forme plazmidu pBluescript.
Taktiez boli vyhodnotené objemy komplexov proteinu
viazaného na DNA. Vysledky z mikroskopie atomarnych sil
su podporené vdzbovymi experimentmi proteinu BRCAI1
S plazmidmi na agarézovom géle.

Zobrazenie komplexov proteinu BRCA1 s DNA na
urovni jednotlivych molekal je velkym prinosom pri
charakterizovani vizby. Dékladné poznanie védzbovych
vlastnosti tumorového supresoru BRCA1 moéze viest k
IepSiemu porozumeniu funkcie tohto proteinu zapojeného do
mnohych regulaénych drah a k porozumeniu vyznamu tohto
proteinu u nadorovych ochoreni.
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SUPRAMOLEKULARNI INTERAKCE
ORGANICKYCH ANIONTU S BAMBUSURILEM
ZPROSTREDKOVANE MOLEKULAMI VODY

VACLAV HAVEL, VLADIMIR SINDELAR

Ustav chemie, Masarykova univerzita, Kamenice 5, 625 00
Brno, Centrum pro vyzkum toxickych latek v prostredi,
Kamenice 5, 625 00 Brno

223301@mail.muni.cz

Supramolekularni interakce molekul vody jsou velmi
dalezité, jak v pfirodnich systémech (terciarni struktura
proteint)’, tak v syntetickych systémech (molekularni kapsle
tvofené resorciareny a nebo pyrogallolareny)?.

Do skupiny takovychto systémi je nyni mozné
zapoCitat také supramolekularni komplexy bambusurild,
protoze vznik ur€itych komplexi s vysSi stechiometrii je

mozny pouze v pfitomnosti vody vazané v kavité
makrocyklu®.
Bambusurily jsou skupinou supramolekularnich

receptortt aniontli pfipravovanou kysele katalyzovanou
reakei substituovanych glykolurilii s formaldehydem®.

V nedavno publikované praci jsme demonstrovali jejich
schopnost tvofit komplexy s organickymi anionty (benzoat, p-
toluensulfonat), ale pouze pokud rozpoustédlo obsahuje
molekuly vody, které zprostiedkovavaji tuto interakei®. V tomto
ptipadé pak vznikd supramolekularni struktura, kde jedna
molekula vody uprostied molekuly makrocyklu zprostredkovava
interakce mezi dvéma molekulami hosta (obr. 1).
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Obr. 1.

struktura
bambusurilu. Molekuly rozpoustédla a TBA protionti byly
vynechany pro lepsi piehlednost

Krystalova tosylaitového  komplexu

Tato prdace vznikla za podpory GA CR (13-155768S),
AMVIS/KONTAKT Il (LH11012), projektu CETOCOEN (no.
CZ.1.05/2.1.00/01.0001) z Evropského fondu pro regionalni
rozvoj a programu Brno Ph.D. Talent, financovaného
statutdrnim méstem Brno.
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ASYMMETRIC SYNTHESIS OF g-AMINO-o-
HYDROXY ESTERS: APPLICATION TO THE
SYNTHESIS OF THE UNUSUAL LARGAMIDE H
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Marine cyanobacteria are fruitful producers of natural
products with broad spectrum of biological activity including
anticancer, antibiotic, antifungal, antiviral and proteinase-
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inhibiting activity"2. All these compounds are for this reason
attractive targets for biomedical research. Largamide H is an
unique member of the family of peptides and depsipeptides
containing a 2,5-dihydroxylated B-amino acid moiety 1.

Here, a methodology is reported which allows a general
approach to anti-p-amino-a-hydroxy acid derivatives, which
is applied in a short total synthesis of the natural amino acid
1. The key step is based on a tandem asymmetric conjugate
addition of chiral lithium amides to o,p-unsaturated
esters/SET oxidation/radical oxygenation.

This work is supported by a grant from GA CR (reg. n. 13-
40188S) and the Gilead Sciences & IOCB Research Centre.
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MODIFIKACE POVRCHU ,,PHOTON- ]
UPCONVERTING* NANOCASTIC PRO PRIPRAVU
BIOKONJUGATU
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Unikétni  anti-Stokesova luminiscence ,,photon-up-
converting*“ nanoc¢astic (UCNP) dava nové moznosti ve vyvoji
bioanalytickych metod, metod pro biologicka zobrazovani i
fotodynamickou terapiil. Povrch UCNP i jinych typd
nanocastic se obvykle modifikuje nanesenim kiemicité vrstvy.
Tuto vrstvu lze nasledné upravovat zavedenim funkénich
skupin zajist'ujicich stabilitu, biokompatibilitu a umoziujicich
piipravu biokonjugatli s proteiny, nukleovymi kyselinami a
jinymi biomolekulami. Kontrola procesu vytvofeni kiemicité
vrstvy je vSak obtizna, proto jsou hledany nové metody
umozfiujici monitorovat rist kiemicité vrstvy, analyzovat jeji
tloustku a monodispersitu vznikajicich nano¢astic.

Gelova elektroforéza je jednim z nejdilezitéjSich nas-
trojii pro analyzu a purifikaci biomolekul, nanocastic i jejich
biokonjugatii®> . Obtizna detekce kiemicitého obalu i nedo-
statek piistroji pro detekci UCNP vsSak dosud branily vyuziti
gelové elektroforézy pro studium téchto nanocastic. Zde
popsané metody tento problém piekonavaji a umoziuji detekci
modifikovanych UCNP pomoci standardni elektroforetické
instrumentace; velikost vznikajicich nanocastic, polydispersita
i pfitomnost agregat tak muize byt snadno analyzovana.
Popsana metoda byla pouzita pro optimalizaci syntézy vysoce
monodisperznich UCNP s extrémné tenkou povrchovou
ktemicitanovou vrstvou, ktera je potiebnd pro zvyseni
citlivosti imunochemickych stanoveni. Vytvofeny povrch
nesouci karboxylové skupiny umoziuje také snadnou
konjugaci protilatek. Lze piedpokladat, ze vyvinuta metoda
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najde uplatnéni i pii vyvoji pfesné definovanych nanoc¢astic
vyuzitelnych pro biologicka zobrazovani a fotodynamickou
terapii.

Prdace byla podporena z programu CZ.1 .07/2.3.00/30;0009, az
Evropského socidlniho fondu a statniho rozpoctu CR a dale
,, German Academic Exchange Service (DAAD).

LITERATURA
1. Gorris H. H., Wolfbeis O. S.: Angew. Chem. Int. Ed. 52,
3584 (2013).

2. Hlavacek A., Bouchal P., Skladal P.: Microchim. Acta
176, 287 (2012).

3. Hlavacek A., Skladal P., Electrophoresis 33, 1427 (2012).

4.  Pyell U. Electrophoresis 31, 814 (2010).

PRIPRAVA A STUDIUM VLéSTNOSTI' KAPALNE
KRYSTALICKYCH DIMERU TVARU W
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Kapalné krystaly jsou materialy proslavené predevsim
diky kapalné krystalickym displejim (LCD). Uplatnéni vSak
nachazi i v jinych zafizenich. Kapalné krystalické dimery jsou
pfedmétem zajmu hlavné jako strukturné definované modely
pro kapalné krystalické polymery a jako potencialni mesogeny
vykazujici biaxidlni nematickou fazi. Studiem dimert
lomenych mesogenti bylo ukazéno, ze nejzasadnéjsi vliv na
mesomorfni chovani ma typ spojovaciho Fetézce™.

Vramci projektu  jsme pfipravili nové kapalné
krystalické dimery tvaru W (Schéma 1), u kterych jsme se
pokusili strukturnimi zménami modifikovat jejich mesomorfni
vlastnosti. Modifikace se tykaly délky vnitinich alkylovych
fetézel, typu polarnich spojek, typu terminalnich flexibilnich
fetézcl a téz zamény centralnich spojovacich jader.

et S
RO/©/ O(CHZ)nky/(CHZ)mO \©\OR

Z=CO00, N=N
R = CioHas, CyHigCaFe, CiiHapSiMe)0Si(Me)s, CoyHaySi(Me),0Si(Me),0SiMe),

S
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Schéma 1. Obecna struktura pfipravenych dimeri

Mesomorfni chovani bylo studovano polariza¢ni
optickou mikroskopii a diferen¢ni skenovaci kalorimetrii.

Tato prdce vznikla za podpory grantu GA CR (projekt ¢
P204/11/0723 and 13-14133S).
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N-(PYRONIN-9-YLIDEN)AMIDY: NOVA SKUPINA
FLUOROFOROV S EXTREMNE VYSOKYM
STOKESOVYM POSUNOM

PETER HORVATH, PETER SEBEJ, PETR KLAN*

RECETOX a Ustav chemie, Prirodovédeckd fakulta,
Masarykova univerzita, Kamenice 5, 625 00 Brno
horvath@mail.muni.cz, *klan@sci.muni.cz

Je popisané len malé mnozstvo fluorescenénych farbiv
pyroninového typu obsahujucich dusik v polohe C9 (cit*?).
Odpovedajiice C9-acylimino derivaty doteraz nie si zndme.

Navrhli a konvencnymi syntetickymi metodami sme
pripravili nové fluorescenéné farbiva 1 zklicového
intermediatu — 9-aminopyroninu. Tato metodoldgia umoziiuje
priame pripojenie na karboxylovu skupinu cielovej biomolekuly
2 alebo pripojenie pomocou vhodnej bioortogonalnej skupiny 3
za vzniku N-(pyronin-9-ylidén)amidového fluoroforu. Tieto
zluCeniny vykazuji mimoriadne vysoké Stokesove posuny
(>200 nm), vysoké kvantové vytazky fluorescencie a dobrt
fotostabilitu.

V prispevku  budu  diskutované moznosti pripravy
popisovanych  zlu€enin, racionalizované  trendy  ich
fotofyzikalnych vlastnosti a nacrtnuté ich mozné aplikacie.
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Této préca vznikla za podpory grantov poskytnutych GA CR
(13-25775S), Recetox (projekty CETOCOEN,
CZ.1.05/2.1.00/01.0001, CZ.1.07/2.3.00/30.0037) a AXA Fond.
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SYNTEZA NOVYCH VYSOCE FLUOROVANYCH
ANALOG HOVEYDOVA-GRUBBSOVA
KATALYZATORU DRUHE GENERACE
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Separacni techniky lehké a tézké fluorové chemie jsou
velmi uzitenym nastrojem pro oddéleni polyfluorovanych
substratli od nefluorovanych. Tyto metody lze s vyhodou
vyuzit pro recyklaci nakladného katalyzatoru, jakym je napf.
Hoveydtv-Grubbstiv  katalyzator 2. generace, ktery se
vyuzivé pro metatezni reakce.

V na$i laboratofi se zabyvame syntézou novych
polyfluorovanych analog rutheniovych komplexti, které
budou vysoce fluorofilni a soucasné si zachovaji reaktivitu
podobnou komeréné dostupnym katalyzatorim®. Nedavno se
nam podafilo pfipravit komplexy I-11l, jejichz spolecnym
prvkem je substituce v pozici 4 a 5 imidazolidinového cyklu
(Schéma 1).

Kli¢ovym krokem syntézy byla adice 1H,1H,2H,2H-
perfluoroktyllithia na N,N'-dimesitylethandiylidendiamin.
Tato reakce byla piekvapiveé vysoce stereoselektivni, protoze
vznikl vyhradng threo-isomer. Racemicky diamin byl
v nasledujicim  kroku zacyklen reakci s triethyl-
orthoformidtem. Takto pfipravena dihydroimidazoliova stl
poskytla reakci s Hoveydovym-Grubbsovym katalyzatorem
1. generace (R = H nebo CgF;3) fluorované komplexy | a I1.
Vysoce fluorofilni komplex Il byl nasledné pfipraven
z komplexu | substituci chloridovych ligandi za perfluor-
3,6-dioxaheptanoaty. Aktivita pfipravenych katalyzatora
byla uspésné testovana v modelovych metatezich alkent.

Modifikaci vychoziho diiminu je pak mozné pfipravit
celou fadu katalyzatord nesoucich navic polyfluorované
fetézce na aromatickych jadrech NHC ligandu.

F13Qe CeF13
2

NTE

R2,R|f]_

YO R'

Schéma 1. Nové rutheniové komplexy I-111

R'=H,R?=Cl I 87%
R'=CgF3,R2=Cl Il 76%
R? = CF30CF,CF,0OCF,CO0

R'=H 80 %

Tato prace vznikla za podpory grantu GACR 207/10/1533.
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VLIV STRUKTURY GERANYLOVéNYCH A
PRENYLOVANYCH FLAVONOIDU NA JEJICH
ANTIFLOGISTICKOU AKTIVITU
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Flavonoidy jsou pfirozené¢ se vyskytujici rostlinné
sekundarni metabolity, které vnich zastdvaji mnoho
vyznamnych funkci (napf.  antibakteridlni  agens)™.
V soucasnosti je vSak nejvétsi pozornost vénovana jejich
v klinické praxi. Piitomnost alifatickych postrannich fetezcti
zvysuje jejich lipofilitu a tim do znané miry modifikuje
jejich biologickou aktivitu.

Pro ucely této studie byly vybrany flavonoidy
izolované z paulovnie plstnat¢é [Paulownia tomentosa
(Thunb.) Siebold et Zucc. ex Steud. (Paulowniaceae)], a to
12 novych (I-XI1) a 11 jiz znamych flavonoidu s alifatickym
postrannim fetézcem (XI1-XXIII).
potencidl vSech 23 izolovanych flavonoidi na bunééném
modelu lidské bunécné linie THP-1 a identifikovat strukturni
motivy danych latek, které jsou zodpovédné za tento efekt.
U vybranych aktivnich latek byl také zkouman mechanismus
ucinku.
vitro model lipopolysacharidem (LPS) stimulovanych bunék
THP-1. Po indukci zanétlivé reakce byla detegovana
schopnost testovanych latek snizovat sekreci pro-zanétlivého
cytokinu TNF-a. Bylo zjisténo, ze lipofilita Casteéné
ovlivituje anti-flogistickou aktivu, ale vétsi vliv vykazala
zména substituce postranniho fetézce a B-kruhu. U latek
vykazujicich signifikantni biologickou aktivitu (1V, VII, X,
X1V, XXI11) byly detailn€ji zkoumany mechanismy ucinku.
Bylo zjisténo, vSechny tyto latky kromé sekrece TNF-a
snizuji 1 jeho transkripci na urovni mRNA. V dalsich
experimentech bylo zjisténo, ze latky IV, VII, X, X1V a XXII
inhibuji jadernou translokaci NF-kB, ktery tidi transkripci
TNF-a skrze blokovani degradace proteinu IkB, ktery
inaktivuje tento transkripéni faktor.

Tato prace potvrdila opravnénost vyuzivani rostlinnych
extraktti bohatych na flavonoidy Vv lidovém 1éCitelstvi jako
antiflogistik. Zkoumané latky vykazovaly vyrazny proti-
zanétlivy UcCinek, ktery je alespon zcasti zplsoben
blokovanim signalni drahy NF-kB.

Tato prace vznikla za podpory OP pro vzdélani a konku-

renceschopnost (¢. CZ.1.07/2.3.00/30.0014) a grantii IGA
VFU Brno cislo 74/2012/FaF a 12/2010/FaF.
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RNF168 ZAVISLA ODPOVED NA DNA POSK()DENIE
V PODMIENKACH NEDOSTATKU UBIKVITINU

KATARINA CHR'OMAE", JURAJ KRAMARA?,
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qUstav molekuldrni a translacni mediciny, Hnévotinskd 5,
77900 Olomouc; "Danish Cancer Society, Strandboulevarden
49, DK-2100 Kodan, Dansko

katka.chr@gmail.com

Syntéza a degradacia proteinov su prisne regulované
procesy esencidlne pre udrzanie bunkovej homeostazy.
Proteiny urfené na degradaciu st oznacené linearnymi
retazcami malého polypeptidu-ubikvitinu a nasledne
rozpoznavané multienzymovym komplexom proteazoému,
kde st proteolyticky Stiepené. Konjugédcia proteinov
s ubikvitinom zohrdva aj doéleziti signdlnu ulohu, a to
predovsetkym v procese opravy DNA. Inhibicia katalytickej
aktivity proteazému Specifickymi inhibitormi znemoziiuje
recyklaciu ubikvitinu, dochadza k vycerpaniu jeho hladiny
v bunke a k zastaveniu ubikvitin zavislych procesov vratane
signalizacie DNA poskodenia. Dosledkom je absencia
mnohych kl'iGovych proteinov drah opravy DNA v miestach
poskodenia. Medzi uvedené proteiny patria aj 53BP1
a BRCA1 hrajuce doéleziti tulohu v opravnych drédhach
NHEJ a HR.

V naSej Stadii sa nam podarilo identifikovat’ viacero
nadorovych bunkovych linii, u ktorych tento fenomén neplati
a protein 53BP1 po kombinovanej aplikacii ionizacného
ziarenia a inhibitoru proteazomu v oblasti zlomov DNA
Ciastocne perzistuje. Pri  objasfovani pri¢in  tohto
zaujimavého fenotypu sme sa zamerali na hladinu expresie
viacerych enzymov ubikvitina¢nej kaskady opravnych drah
DNA. Nadobudnuté vysledky naznacili, ze za fenotyp je
pravdepodobne zodpovedna niekolkonasobne zvySena
hladina E3 ubikvitin ligdzy RNF168 v sledovanych liniach.
Korelaciu medzi perzistenciou S3BP1 v miestach poskodenia
po inhibicii proteazomu a hladinou RNF168 potvrdili aj ex-
perimenty s ¢iastoénym ,.knockdownom* resp. nadexpresiou
RNF168. Predpokladame, Ze v pripade buniek so zvySenou
hladinou proteinu RNF168 sa po indukcii poskodenia DNA
asuCasnej aplikacii inhibitoru proteazému preferencne
spusta na chyby nachylnd oprava DNA-NHEJ licencovana
proteinom 53BP1.

Vzhl'adom na to, Ze nadmerna oprava prostrednictvom
NHEJ méa za nasledok zvySenie gendomovej nestability
veducej k bunkovej smrti, inhibicia proteazomu v kombinacii
s chemoterapeutikami spdsobujucimi poskodenie DNA (resp.
s radioterapiou) by sa dala vyuzit' na selektivnu eradikéaciu
nadorovych buniek vykazujucich zvysené hladiny E3
ubikvitin ligaz.
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STRUKTURNE-FUNKCNI STUDIUM LEKTINU PHL
Z Photorabdus asymbiotica A JEHO VYZNAM
V PATOGENEZI

GITA JANCAl?iKOVAavb, MICHAELA
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Masarykova univerzita, Kotlarska 2, 611 37 Brno;
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Lektiny tvofi vyznamnou skupinu  proteind
a glykoproteinti, kterd se diky jejich schopnosti specificky
rozpoznavat a reverzibiln¢ vazat glykokonjugaty ucastni celé
fady fyziologickych a patologickych procest. Podili se
napiiklad na imunologickych reakcich, interakcich bunck
Vv tkanich, ale také na interakcich patogent s hostitelem, coz
muize byt prvotnim krokem v rozvoji infekci. V dnesni dobé
maji také velmi §iroké uplatnéni v celé fadé odvétvi, jako
napf. biochemie, bunéfna biologie nebo medicina, kde

mohou slouzit pro detekci a charakterizaci riznych
sacharidovych ~ komponent  glykokonjugatl,  izolaci
biomolekul, histologickd vySetfeni, stanoveni krevnich

skupin a dalsi.

Né&s projekt je zaméfen na studium lektinu PHL
z patogenni bakterie Photorabdus asymbiotica, ktery spada
spoleéné s Photorabdus luminiscens a Photorabdus tempe-
rata do rodu Photorabdus. P. luminiscens a P. temperata
jsou charakterizovany jako striktné hmyzi patogeny, oproti
tomu je P. asymbiotica jest€ navic patogenem lidskym
zpusobujicim pfedevsim infekeci mékkych tkani. PHL lektin
byl vybran na zakladé sekvenéni podobnosti s lektinem z P.
luminiscens a pfedpovézené strukturni podobnosti s lektiny
ztzv. AAL rodiny, které se vyznacuji svoji specifitou
k fukose. Do této rodiny patii napf. lektin z Aleuria aurantia,
ktery inhibuje opravu epitelii, nebo lektin z Ralstonia
solanaccearum, ktery je jednim zkliCovych faktort
virulence tohoto rostlinného patogena.

Pro strukturni a funkéni charakterizaci PHL lektinu
byla vyuzita celd fada metod: rezonance povrchového
plasmonu, isotermalni titra¢ni kalorimetrie, analyticka
ultracentrifugace, hemaglutinace, rentgenostrukturni analyza
a dalsi. Diky nim byla urCena nejen sacharidova specifita
lektinu, ale také jeho struktura, ktera odhalila ptitomnost 14
moznych vazebnych mist. Oproti lektinim z AAL rodiny,
které jsou charakteristické strukturou Sestilopatkového
B-propeleru, je PHL lektin unikatni a obsahuje t&chto lopatek
sedm. Diky =ziskdni proteinovych krystali s riznymi
sacharidy byla také prokazana pfitomnost dvou typi
vazebnych mist, do kterych jsou vazany ligandy s odlisnou
polaritou. Stejné jako u pfibuznych lektinti byla prokazana
specifita k fukose, coz miZe naznacovat jeho vyznamnou roli
Vv prubéhu samotné infekce. Vazebné vlastnosti PHL budou

Tato prdce vznikla za podpory projektu GACR (13-25401S)
aCEITEC — Stredoevropsky  technologicky  institut
(CZ.1.05/1.1.00/02.0068) z EF pro regiondlni rozvoj.
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TOPOIZQMERAZOVA II’\JHIBI’(V?NA AKTIVITA
VYBRANYCH BISTAKRINOVYCH DERIVATOV

JANA JANpCKOYAa, SLAVKA H’AMUIEA,KOVAb,
JAN KORABECNY®, JANA KASPARKOVA", VIKTOR
BRABECY, KAMIL KUCA®, MARIA KOZURKOVA?

8Katedra biochémie, bKatedra organickej chémie, PrF
Univerzita P. J. S’aﬁz’rika, 041 01 Kosice; “Katedra
toxikolégie, FVZ UO, 500 01 Hradec Krdlové; d0ddelenie
mol. biofyziky a farmakolégie, BFU AV CR, 312 35 Brno
jana.janockova@gmail.com

Topoizomerazy su esencialne enzymy, ktorych hlavnou
funkciou je =zabezpeCit' priebeh niektorych bunkovych
procesov. Vo vsetkych bunkach sa vyskytuju dva zakladné
typy topoizomeraz — topoizomerasa | a II, ktoré sa navzajom
lisia ~mechanizmom ucinku asvojimi  biologickymi
funkciami®. Topoizomerazy su dolezité pre bunkova
proliferaciu a ich inhibicia spdsobuje zastavenie bunkového
cyklu a nasledne méze viest' az k bunkovej smrti. Inhibicia

topoizomeraz je jednym z mechanizmov  G¢inku
cytotoxickych  a chemoterapeutickych  lie¢iv,  ktorych
protirakovinova aktivita sa spdja sich schopnostou

inhibovat’ topoizomerazu I, ktora je kovalentne naviazana na
DNA. Kovalentny komplex topoizomeraza-DNA je
stabilizovany topoizomerdzovymi inhibitormi, ¢o nakoniec
vedie k letalnemu poskodeniu DNA v priebehu replikacie?.
Niektoré typy topoizomerazovych inhibitorov sa v sti¢asnosti
zarad’uju medzi potencidlne protirakovinové lieCiva, napr.
kamtotecinové derivaty (inhibitory topoizomerazy I),
aminoakridinové a antracyklinové derivaty (inhibitory
topoizomerazy 11)°.

Této praca je zamerana na testovanie topoizomerazovej
inhibi¢nej aktivity série novych bis-takrinovych derivatov (1-
(x-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridine-9-yl-amino)alkyl)-
3-(1,2,3,4-tetrahydroacridine-9-yl)thiourea/urea, 1-X1).
Sposob interakcie danych ligandov s ctDNA bol Studovany
pomocou rdéznych biofyzikalnych a biochemickych metdd
(UV-Vis, fluorescenéna spektroskopia, cirkularny a linearny
dichroizmus, viskozimetria). Topoizomerazovy inhibi¢ny
ucinok ligandov bol urceny elektroforetickymi separaénymi
metodami. Studované derivaty inhibovali topoizomerazu
lpri 30 uM koncentracii. Z UV-Vis spektroskopickych
titracii  boli  stanovené vdzobné konstanty ligandov
vkomplexe sctDNA (K = 0,3.107 — 8.10% M%),
Z experimentalych vysledkov vyplyva, Ze nami Studované
ligandy su schopné interakcie s ctDNA a ovplyviluju aktivitu
topoizomeraz.

Tato praca vznikla za podpory grantov VEGA grant
1/0001/13 a VVGS-PF-2013-78.
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PRIPRAVA A EVALUACE BIFUNKCNICH
THIOMOCOVINOVYCH
ORGANOKATALYZATORU ODVOZENYCH
OD SACHARIDU A AMINOKYSELIN
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Bifunkéni  thiomogovinové katalyzatory'  obsahuiji
mimo thiomocovinové skupiny jesté druhou funkéni skupinu,
vétsinou terciarni amin nebo fosfin. Pfitomnost dvou
funkénich skupin jim umoziuje aktivovat soucasné obé
komponenty chemické reakce, napt. elektrofil i nukleofil
v nukleofilni adiéni reakci. Thiomocovinova skupina
aktivuje elektrofilni komponentu reakce tvorbou vodikovych
vazeb. Druha funkéni skupina aktivuje nukleofilni
komponentu reakce a pusobi riznym mechanismem.
Terciarni amin interaguje s vodikovym atomem pro-
nukleofilu, zatimco terciarni fosfin se aduje na jeho
nasobnou vazbu. Tento komplexni zptisob aktivace substratd
pfipomina ¢innost enzymu v biologickych systémech.

S ohledem na dosavadni poznatky v oblasti asymetrické
organokatalyzy byly navrzeny bifunkéni thiomocovinové
katalyzatory typu I obsahujici terciarni fosfin (schéma 1).
Ptiprava téchto katalyzatorii vychéazi ze snadno dostupnych
a v biomase hojné zastoupeny vychozich latek — D-glukosy
a L-aminokyselin. Diilezitymi meziprodukty v nami navrzené
syntéze jsou glukopyranosylisothiokyanat II a aminofosfin
1.

Ptipravené  organokatalyzatory byly evaluovany
v Morita-Baylis-Hillmanové reakci® aromatickych aldehydii
s alkylakrylaty a alkyl-vinyl ketony (schéma 2). Postup
pripravy katalyzatorii a vysledky dosazené pfi jejich evaluaci
budou detailné diskutovany v ptispévku.

CH,OR

j:uacnr{ RO., g
RO, A , /[ D-glukosa

o i -JR\\ RO ‘*~Amc:s:>
ROTYINTTNTYY D+ OR

or A F PPhz g

I R
H- hlfl L-aminockyselina

R Ac, Ms, Bn, MEM, .. ? \;'F'h :>
R iPr, CHoCH{CHalo, CHoPH, . 1 2

Schéma 1. Schéma piipravy bifunkénich organokatalyzatori I

o o 10 mol. % I OH j‘
- o~
Ar"Jl“H ﬂ R THF, rt Ar R

Schéma 2. Morita-Baylis-Hillmanova reakce

Tato prace vznikla za podpory grantu GAUK 704213.
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Fosducin (Pdc) je 28 kDa protein nachéazejici se v sitnici
oka, v&iSince a ji pfibuznych tkénich, a v sympatickych
gangliich. Tento regulacni protein je soucasti kaskady prenosu
svételného signalu v oku, kde reguluje jeho intenzitu. Regulaci
funkce Pdc zajistuje protein 14-3-3.

Funkce 14-3-3 nebyla v procesu doposud detailné
specifikovana. Predpokladd se, ze by 14-3-3 mohl branit
tvorbé Pdc/Gy, vazbou Pdc, nebo branit fosfatasam
defosforylaci dvojité fosforylovaného Pdc (Pdc-dP), kde dP je
nezbytna k vazbé Pdc se 14-3-3 a uz pouha ,,singlefosforylace*
zapfiCiiuje rozpad Pdc/Gy,. Zda se, ze 14-3-3 interaguje
s nestrukturovanou N-termindlni doménou Pdc, kde se nachazi
nejen obé fosforylacni mista, ale také sumoylacni sekvence.
14-3-3 by v procesu sumoylace Pdc mohl tedy hrat roli.

Nasim cilem je biofyzikaln¢ charakterizovat komplex
Pdc-dP/14-3-3 a dale uvazovat o biologické relevanci.
Technikou AUC jsme zjistili, Ze stechiometricky pomér Pdc-
dP : 14-3-3 v komplexu je 1:2 a Ky je 4 uM. Technikami
Casoveé-rozlisené fluorescencéni spektroskopie jsme popsali
pohyby samotnych molekul a komplexu. Nejvice je vazbou
ovlivnéna N-terminalni ¢ast Pdc, ale slabé interakce jsme
pozorovali i v C-ter. doméng. Dal§i ndmi pouzivané techniky
jsou H/D vyména spojend s MS, DLS, Bio-NMR, SAXS,
zhaseni tryptofanové fluorescence. VSechny tyto techniky ndm
shodné potvrzuji chovani obou proteini v komplexu, ato, ze
N-ter. doména Pdc se zda byt v spiSe nestrukturovana a vazba
14-3-3 nema na C-ter. doménu Pdc velky vliv. Vazba je slabd,
ale pro jeji uskutenéni je nutna piitomnost obou fosfati (S54,
S73) na Pdc. N-ter. d. se pii vazbé nachazi ve vazebném
zlabku 14-3-3, zatimco strukturovana C-ter. doména vycniva
ven.

Tato préce vznikla za podpory grantit GA CR P305/11/0708,
GA UK 28510, GA UK 793913 a projektit MSM0021620857,
AV0z50110509.
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SYNTEZA NOVEHO MOLEKULARNiHO ROTORU
PRO TVORBU POVRCHOVYCH INKLUZI{
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Na§ vyzkum je zaméfen na piipravu organizovanych
poli navzajem interagujicich molekularnich rotorG sefaze-
nych v trojuhelnikovitém uspofadani. Diky této geometrii
mohou dané systémy vykazovat ferroelektrické vlastnosti
nasledné vyuzitelné napt. v molekularni elektronice.

Cely koncept je =zalozen na tvorbé inkluznich
komplexti, kde hostem je vlastni molekuldrni rotor a
hostitelskou strukturou je dany porézni povrch se znamou
topologii — Vtomto pifipadé hexagonalni  tris(o-
fenylendioxy)cyklotrifosfazen (TPP). Pro tyto tucely byl
navrzen a nasledné syntetizovan rotor na bazi triptycenu
(Obr. 1).

Vlastni rotor se skladd ze ctyt hlavnich casti: (a)
nepolarni rigidni télo na bazi bicyklo[1.1.1]pentyl/bifenylu,
jehoz tkolem je proniknout do prazdnych kanalt TPP za
vzniku inkluzniho komplexu a zarucit tak, ze vlastni rotor
bude orientovan kolmo k povrchu, (b) triptycenova zarazka,
ktera zabrani tomu, aby se cely rotor nasoukal do TPP
kanalii, (c) butadiynova spojka fungujici jako osicka a (d)
dichlorfenylovy  rotator s permanentnim  dipdlovym
momentem a nizkou vnitini bariérou rotace.

a5

a{;
{
o{

Obr. 1. Struktura studovaného molekuldrniho rotoru.

V prubéhu ptrednasky bude diskutovana jak syntéza
molekularniho rotoru, tak analyza inkluzniho komplexu
rotor@TPP a piedbézna data ziskana méfenim dielektrickych
spekter.

Tato prace vznikla za financni podpory ,, European Research
Council under the European Community’s Seventh
Framework Programme (FP7/2007-2013) ERC grant
agreement no. 227756 a UOCHB AV CR RVO: 61388963.
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ALLYLACE B-KETOESTERIoJ POMOCI MORITA-
BAYIZIS-,HILLMANOVYC,H (MBH) KARBONATU ZA
VYUZITI ASYMETRICKE ORGANOKATALYZY

MARTIN KAMLAR, JAN VESELY

Katedra organické chemie, Prirodovédecka fakulta
Univerzity Karlovy v Praze, Hlavova 8, 128 43 Praha 2
kamlar.m@centrum.cz

Asymetrickd  organokatalyza vyuzivajici malych
organickych molekul jako katalyzatori se v poslednich
letech zafadila mezi komplementarni metody pro pfipravu
enantiomerné Cistych latek. Jednim z mnoha odvétvi
organické syntézy, kde se tento koncept uplatnil, je i allylova
alkylace vyuZivajici derivatd Morita-Baylis-Hillmanovych
(MBH) aduktti (karbonatt ¢i acetatd). Tento typ sloucenin
reaguje za katalyzy chirdlnimi fosfiny ¢i tercidrnimi aminy
s fadou nukleofilt za vzniku chirdlni C-C, C-N, C-S ¢&i C-O
vazby'.

V navaznosti na naSi predeslou praci v oblasti
organokatalyzy? jsme se rozhodli rozsifit vyuziti MBH
karbonatl | v oblasti asymetrickych allylacnich reakci. Jako
vhodné nukleofily byly vybrany stéricky naro¢né, avsak
dostupné B-ketoestery Il odvozené od cyklopentanonu,
indanonu a tetralonu, které jsme vyuzili pro ptipravu latek
Il obsahuyjicich chiralni kvarterni centrum. K indukci
enantioselektivity byly vyuzity komeréné¢ dostupné
katalyzatory odvozené od chinolinovych alkaloidd.

o . 2
BocO o terc. amin (10 %) (%( ® R
H})L _— X Z

o}
X
R’ rRz2* (] . R
<x\(n) ore MTBE (1mL), 20°C TeoRe

! " n
R' = Ph, p-CIPh, p-BrPh, p-NO,Ph, pMeOPh, ee az 95 %, dr az 10:1
1-thienyl, 1-naphthyl vitézek az 85 %
R? = OMe, Me
R3= Me, Et, allyl, propargyl, i-Pr, adamantyl, t-Bu
n = CHj,, CH,CH,

Cf( = CH,CHj, CgHy

Schéma 1. Asymetrickd allylace B-oxoesteri pomoci MBH
karbonati

Tato prdce vznikla za podpory grantu GA CR P207/10/0428
MSMT MSM0021620857a GA UK 427011.
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STUDIE K TOTALNI SYNTEZE ENT-PROGESTERONU

VOJTECH KAPRAS, ULLRICH JAHN

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

Steroidy se v ptirodé nachazeji pouze vjedné
enantiomerni formé diky konzervativnim biosyntetickym
cestam. Jasné definovana vazebna mista jadernych receptort
zfeteln€ rozliSuji mezi pfirozenymi (nat-) a enantiomernimi
(ent-) steroidy. Ukazuje se ovSem, Ze nékteré membranové
receptory (napi. GABA,) jsou ovliviiovany i opacnymi
enantiomery  steroidéi!, pravddpodobnd skrze zménu
vlastnosti membrany. Ent-steroidy tak tvoii zajimavy nastroj
pro zkouméni vazby steroidd na receptor. Na§ projekt
navazuje na vyzkum uCinkd neuroaktivnich steroidi na
NMDA receptor®. Tento prispévek se zaméfuje na totalni
syntézu ent-progesteronu (I) jakozto prekurzoru k opaénym
enantiomertim neuroaktivnich steroidd.

Retrosyntéza byla planovana s ohledem na moznou
konstrukci riznych postrannich fetézcti v pozdni fazi syntézy
a také nor-derivati postradajicich kruh D.

V syntéze jsme postupovali od kruhti A a B, snadno
dostupnych asymetrickou Robinsonovou anelaci. Dalsi
Robinsonovou anelaci byl pfipojen kruh C a molekula byla
nasledné pripravena pro klicovy krok: konjugovanou adici
spojenou s oxidativni cyklizaci. Zminéna reakce zde byla
pouzita poprvé a navazuje na Koncept prechodu mezi
polarnim a radikalovym mechanismem v jednom reak¢énim
kroku®. Zavedeni druhého angularniho methylu pak zavriilo
konstrukei steroidniho skeletu s pozadovanou stereochemii.
Nové nalezena moduldrni synteticka cesta byla vyuzita pro
ptipravu neuroaktivnich sloucenin.

Robinsonova
anelace —. By

‘H+ Cu''katalyzovana adice
spojena s oxidativni
cyklizaci

asymetricka / i

Robinsonova
anelace

Schéma 1. Ent-progesteron a jeho retrosyntéza

Tato prace vznikla za podpory vyzkumnaho centra Gilead a
UOCHB AV CR a grantu RVO: 61388963 (UOCHB AV CR).
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MITOCHONDRIALNi LOKALIZACE HIV-1
PROTEASY A JEJi POTENCIALNI ROLE VE
VNITRNI APOPTICKE DRAZE

ALENA KEPROVA®®, IVANA KRiZOVA®, ROMANA
HADRAVOVA®, MIROSLAV HAJEK®, MICHAELA
RUMLOVAP®

aUstav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha, 166 28
Praha, bUstav organické chemie a biochemie, AV CR, 166 10
Praha 6, “Ustav biotechnologie, VSCHT Praha, 166 28 Praha
keprova@uochb.cas.cz

HIV-1 (z angl. Human Immunodeficiency Virus type 1)
koéduje aspartatovou proteasu (PR), ktera S$tépi virové
polypeptidové prekurzory na jednotlivé funkeni proteiny za
vzniku zralé infekéni Castice. HIV-1 PR je schopna §tépit
i fadu bunéénych proteind, které nasledné v buiice indukuji
apoptosu. Vztah mezi jeji katalytickou aktivou a tlohou
V apoptose vsak zlistava stale nejasny.

Cilem této prace je urCit vnitrobunéénou lokalizaci
HIV-1 PR exprimované v savéich HEK 293 ¢i Hela
bunécénych linii, jez by mohla napomoci objasnit disledky
jejiho cytotoxického uc€inku.

Sérii lyzacnich a centrifuga¢nich analyz byla z bunék
exprimujicich neaktivni HIV-1 PR postupné izolovédna
cytosolickd, mitochondridlni a jaderna frakce. SDS-PAGE
nasledovand  imunochemickou analyzou jednoznacné
potvrdila pfitomnost neaktivni HIV-1 PR v mitochondriich.
Tato lokalizace byla potvrzena i fluorescencni a transmisni
elektronovou mikroskopii.

Metodou fizené proteolyzy proteinasou K v ptitomnosti
¢i nepfitomnosti tritonu byla provedena submitochondridlni
lokalizace neaktivni HIV-1 PR. Bylo prok4zano, Ze exprese
neaktivni HIV-1 PR vede ke S$tépeni mitochondridlnich
proteini: Tomm22, VDAC a ANT. Pomoci pritokové
cytometrie byly zjistény zmény v mitochondridlnim
membranovém  potencidlu signalizujici poskozeni
mitochondrii zpiisobené aktivni HIV-1 PR.

Tyto poznatky by vbudoucnu mohly pfispét
K hlubs§imu pochopeni role HIV-1 PR béhem apoptosy
anapomoci tak pfi navrhu novych terapeutickych postupt
1é¢by infekce HIV.

Tato prace vznikla za podpory GACR grantu: 14-15326S.

ANALYZA VYBRANYCH mikroRNA
U GLIOBLASTOMOVYCH KMENOVYCH BUNEK

RENATA KLEINOVA®, JIRI SANA®® EVA
DULAVOVA? LEOS KREN®, PAVEL FADRUSY, RADEK
LAKOMY®, PAVEL SLAMPA?, ONDREJ SLABY?"

3CEITEC Masaryk University, Brno, "Dept of Comprehensive
Cancer Care, MMCI, Brno, “Dept of Pathology, University
Hospital, Brno, “Dept of Neurosurgery, University Hospital,
Brno, °Dept of Radiation Oncology, MMCI, Brno
kleren@seznam.cz
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Multiformni glioblastom (GBM) je nejcastéjSim
nadorovym onemocnénim mozku. I pifes absolvovani
komplexni terapie skladajici se z maximalni mozné
chirurgické resekce, nasledné konkomitantni chemo-
radioterapie s temozolomidem (RT/TMZ) a adjuvantniho
podani TMZ se median celkového pfezivani pacientl
pohybuje okolo 15 mésici od stanoveni diagndzy. Tato
velmi $patna prognoéza je zpusobena piedev§im rezistenci
GBM k 1écbé, ktera je Casto spojovana s pritomnosti
glioblastomovych kmenovych bunék (GSC). GSC velmi
Casto perzistuji v klidové fazi bun&¢ného cyklu a byly u nich
detegovany zvySené hladiny antiapoptotickych faktoru,
multidrug transportéri a DNA reparacnich enzymd, coz
vyznamné zvysSuje pravé jejich rezistenci vucéi RT/TMZ.
Podobné jako u nenadorovych neuralnich kmenovych bunék
exprimuji GSC markery charakteristické pro nediferencova-
ny bunéény stav jako je CD133. MikroRNA (miRNA) jsou
kratké  nekodujici  jednotetézcové  RNA  schopné
posttraskripéné regulovat genovou expresi. Tyto molekuly
jsou zapojeny mimo jiné v regulaci signalnich drah
spojovanych s kmenovymi vlastnostmi bunék a jejich
zménéné expresni hladiny byly pozorovany u mnoha
nadorovych onemocnéni, véetné GBM.

V na$i studii jsme analyzovali expresi 8§ vybranych
miRNA (let-7a, miR-128a, miR-137, miR-451, miR-138,
miR-34a, miR-125b, miR-328) u CD133+ a CD133- bun¢k
izolovanych pomoci FACS z bunécné linie A172. Stejny
panel miRNA byl nasledné analyzovan u 20 FFPE tkani
primarnich GBM ziskanych od pacientl, ktefi podstoupili
RT/TMZ.

MiRNA, jejichz zménéna exprese bude asociovéana s
CD133+ bunkami, mohou hrat klicovou roli v udrzovani
fenotypu GSC, véetné jejich rezistence k chemoradioterapii,
a mohou byt tedy slibnymi terapeutickymi cili u GBM.
Zarovenn mohou byt tyto miRNA vhodnymi prognostickymi a
prediktivnimi biomarkery odpovédi na 1écbu RT/TMZ u
pacientd s GBM.

Prdace byla podporena grantovym projektem NTI13514-
4/2012 MZCR, a projektem "CEITEC - Stiedoevropsky
technologicky institut” (CZ.1.05/1.1.00/02.0068).

KOCYKLOTRIMERIZACE ALKYNDINITRILU —
NOVA CESTA K PYRIDAZINOVYM HELICENUM

JIRI KLIVAR, SERGHEI CHERCHEJA, ANDREJ
JANCARIK, JIRIi RYBACEK, IRENA G. STARA*, IVO
STARY*

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

Pouziti kocyklotrimerizace alkyndinitrili za pomoci
komplexu Co(I) pro tvorbu pyridazinového kruhu bylo
publikovano teprve v nedavné dob&'. Nezavisle na praci
Snydera jsme vyvinuli dv& cesty k helicenim®?
S pyridazinovym kruhem spocivajicich ve vyuziti bud’ reakce
v baiice anebo prutokového reaktoru. Timto zplisobem byl
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ptipraven pyridazinovy helicen 1, dibenzohelicen 2 nebo
helicenovy derivat obsahujici dva kyslikové atomy 3.

Co,

O

1

Klasicky mechanismus znimy pro cyklotrimerizace*
alkynii, pfipadné kocyklotrimerizaci nitrilu s dvéma alkyny®
se zfejmé neuplatiluje z kinetickych diivodd. Proto pro reakci
navrhujeme alternativni radikdlovy mechanismus, ktery by
zahrnoval dva redox procesy na kobaltu a intermediat 5,
ktery vstupuje do kaskadové radikalové cyklizace za tvorby

produktu 6.
oy,
CpCo(CO0), \N
[ —— R
xylene 91%

7
4 CN 5 6

Tato prdce vznikla za podpory Grantové agentury Ceské
republiky (reg. ¢. P207/10/2207) a Ustavu organické chemie
a biochemie AV CR (RVO: 61388963).
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NOVE CHIRALNI IONEXY PRO KAPALINOVOU
A SUBKRITICKOU FLUIDNI CHROMATOGRAFII

MICHAL KOHOUT? DENISE WOLRAB®,
WOLFGANG LINDNER"
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Systematicky vyvoj novych chirdlnich selektord
poskytl do dne$nich dni Siroké spektrum chiralnich
stacionarnich fazi, které umoznuji rozdélit témét libovolny
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racemat. Unikatni skupinu chiralnich stacionarnich fazi tvoii
chiralni ionexy. U téchto fazi dochazi k separaci enantiomert
Vv ionizovaném stavu analytu, coZ je vyhodné pii separaci
vysoce polarnich latek napf. volnych aminokyselin. Retence
analytd je primarné fizena pfitazlivymi Coulombovskymi
silami mezi nabitymi centry analytu a selektoru. Pro chiralni
rozpoznédvani, a tedy vlastni enantioseparaci, jsou vSak nutné
dalsi podpurné slabé interakce, jako jsou m-m interakce,
vodikové vazby, van der Waalsovy &i sterické interakce.
Vlastni mechanismus vymény iontd se pak realizuje
pfidavkem vhodnych protiiontt (pufri) do mobilni faze.
Velkou vyhodou ionexi je moznost snizit retencni cas
analytu zvySenim koncentrace pufru zatimco selektivita
ziistava zpravidla nezménéna®.

V nasi praci jsme se zaméfili na vyvoj novych katext
a amfolytickych ionexti pro separaci biologicky aktivnich
amind a volngch aminokyselin®3. Enantioselektivitu obou
typt ionexd jsme studovali jak v HPLC, tak ptedev§im
Vv subFC moédu. Obecné plati, Ze slozeni mobilni faze
a charakter pridané organické baze/kyseliny miize vyznamné
ovlivnit chromatografické parametry separovaného analytu.
Vratné reakce, knimz dochazi po pfidani organického
rozpoustédla (zpravidla methanol, ethanol, atd.) obsahujicim
pufr ¢i bazi do superkritického CO,, zcela méni parametry
mobilni fize. Potvrdili jsme, ze metastabilni produkty
vznikajici in situ reakei superkritického CO; a organickych
aditiv zaujimaji v subkritické chromatografii roli pufrd
a piimo se podili na iontové vyméné pii separaci nabitych
analytd. Prokazali jsme, Ze rizné typy aditiv vyznamné méni
superkritické parametry systému. Postupnym zvySovanim
koncentrace organického aditiva jsme prokazali, ze dochazi
k nelinearni zm&n& koncentrace produktt tvorenych in situ?.

Autori dékuji  Peteru Fiihaufovi za pomoc pri plnéni
analytickych kolon a Dariu Borasovi za zrealizovani
zdpiijcky Acquity UPC? systému Waters.
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VYZNAM Ca-VAZEBNE DOMENY V REGULACI
AKTIVITY KVASNICNE NEUTRALNI TREHALASY
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Neutralni trehalasa (Nthl, EC 3.2.1.28), pochazejici
ze Saccharomyces cerevisiae, hraje dilezitou roli v obranné
reakci kvasinek vici stresovym situacim, jako jsou vlivy
nepfiznivych teplot, toxickych chemikalii nebo oxidativni
stres. VV tomto procesu Nth1 hydrolyzuje disacharid trehalosu
za vzniku dvou molekul glukosy. Aktivita enzymu Nthl je
regulovana pomoci PKA-proteinové fosforylace, naslednou
vazbou kvasni¢ného proteinu 14-3-3 (Bmh) a pomoci
kationtt Ca®*, které se vaZou na Ca-vazebnou doménu?. Tato
doména se nachéazi na N-konci Nthl a obsahuje tzv. EF-hand
motiv D**TDKNYQITIED*®, ktery je konzervovany mezi
velkym mnozstvim Ca-vazebnych proteint.

Pro objasnéni strukturni podstaty regulace aktivity
Nthl pomoci Bmhl byla vyuzita H/D vyména, chemické
zesitovani a CD spektroskopie.

Strukturni zmény, které byly odhaleny v oblastech
obklopujicich aktivni centrum enzymu, patrné zvysuji jeho
piistupnost, coz vede k aktivaci Nthl. Vazba Bmhl
ovlivituje i strukturu Ca-vazebné domény a jejiho okoli®.
Byly také provedeny strukturni studie proteinii Nth1, Bmhl
a jejich komplexu metodou malothlového rozptylu RTG
paprskt (SAXS).

Pro vyzkum role Ca®' v regulaci aktivity Nthl bylo
pfipraveno 10 jednobodovych mutantii v oblasti Ca-vazebné
domény Nthl (D114L, D114E, D116L, KI117L, NI118L,
I121L, DI25L, DI125E) a jejim blizkém okoli (D103L
aD173L). Byla stanovena jejich aktivita v zavislosti na
pritomnosti Ca®*, Bmhl nebo obou dohromady. Mutanty
D114L a D125L se ukazaly jako enzymaticky neaktivni, coz
napovida, ze EF-hand motiv je esencialni pro aktivitu Nthl.
Vazba mutanti na Bmhl byla testovana pomoci nativni
TBE-PAGE a AUC. Vliv mutaci na strukturu a vlastnosti
Nth1 byl ovéten CD spektroskopii a diferencni skenovaci
fluorimetrii. Méfeni H/D vymény a chemického zesitovani
v pHitomnosti Ca*" prokazala, ¢ Nthl zaujima rizné
konformaéni stavy v zavislosti na pfitomnosti Ca?"
samotnych nebo spoleéné s proteiny Bmhl a Ze vykazuje
rozdilnou katalytickou aktivitu.

Tato prace vznikla za podpory grantit GA UK 644313 a GA
CR P207/11/0455.
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STEREOSELEKTIVNI SY’NTEZA )
TETRASUBSTITUOVANYCH ALKENU

VLADISLAV KOTEK?*, TOMAS TOBRMAN,
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Stereoselektivni syntéza dvojnych vazeb prodélala
v nedavné dobé revoluci s ptichodem piechodnych kovi
atradicni zplsoby syntézy alkent, zalozené na olefinaci
karbonylovych sloucenin, jsou postupné nahrazovany
modernimi a mnohem selektivn&j§imi metodikami®. Syntéza
tetrasubstituovanych olefini vSak nadale ztstava velice
nesnadnou, zvlasté pii pozadavku absolutni kontroly
geometrie tvorby dvojné vazby. Je proto nutno pouzivat
vysoce specifické metodiky, které jsou casto pomérné
nakladné, komplikované a nepfilis obecné?.

V nasi labotofi jsme se zaméfili na vyvinuti zcela nové
metodiky, ktera by neméla vySe zminéné nedostatky a ptitom
byla  naprosto  stereoselektivni. = Vychazeli  jsme
z ptedpokladu, ze vychozi latkou musi byt obecny synthon,
ktery jednoduchym opracovanim poskytne zaddané alkeny.
Jeho struktura vSak nebyla znama. Zamysleli jsme vyuziti
elementometalacnich reakci, experimenty vSak ukdzaly, ze
tento postup je zcela nevhodny. Logickym krokem proto byla
syntéza syntonil typu | a jejich postupna stereospecificka
derivarizace. Ukazalo se, ze jedinym vhodnym typem jsou
alkenylfosfaty 11, které 1ze snadno pfipravit z aldehydi nebo
alkynt v multigramovém méfitku. Lze je snadno
derivarizovat pomoci cross-coupling reakci za tvorby tii C-C
vazeb pfipravit tetrasubstituované alkeny (Schéma 1).

Z XY EtO,P(O)O  Br Ry R

+ + : o : 2 o e 3
T - —> R R

]

R R X R Br
|

X,Y,Z = (pseudo)halogen R, = alkyl, (hetero)aryl, alkenyl

Schéma 1. Priprava a funkcionalizace alkenylfosfat IT

Metodika se vyznacuje vysokou obecnosti, toleranci
funkénich skupin a takika naprostou stereoselektivitou. Jeji
hlavni piednosti je viak mimofadna jednoduchost. Usp&ing
jsme ji aplikovali v syntéze nékolika biologicky relevantnich
molekul - syntetickych antiestrogend tamoxifenového typu.
Detailngjsi diskuze vysledkid bude naplni ptispévku.

Financovano z ticelové podpory na specificky vysokoSkolsky
vyzkum (MSMT ¢.20/2013) a podporovino grantem GA CR
(reg. ¢. 203/09/1552).
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VLIV NO A eATP NA VYVOJ KORENOVEHO
VLASENI U SEMENACKU GENOTYPU RAJCETE
LISICiCH SE REZISTENCI K PADLI
RAJCATOVEMU
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Extracelularni adenosintrifosfat (eATP) a oxid dusnaty
(NO) se posledni dobou ukazuji jako vyznamné signdlni
molekuly ve vyvoji rostlin, pti kliceni pylu, ristu kofinku,
zivotnosti bun¢k 1 bunécné smrti. Prikopniky ve studiu
zapojeni NO v signdlnich drahdch eATP v rostlinnych
bunkach byly studie sledu_|1c1 produkci NO vlivem eATP
v suspenzni kultufe rajéat’, u fas a v etiolovanych semenaccich
Arabidopsis. S-nitrosoglutathion (GSNO) piedstavuje relativné
stabilni zasobni a transportni formu NO, jejiz hladina je
regulovana enzymem S-nitrosoglutathionreduktasou
(GSNOR). Studium aktivity a hladiny proteinu GSNOR
ukazuje, ze je aktivni GSNOR piitomna ve vSech organech, ale
aktivita se li§i v zavislosti na typu organu a vyvojové fazi
rostliny. V ptipadé Arabidopsis byla za fyziologickych
podminek nejvyssi exprese GSNOR popsana v kofeni a listech
vrané fazi vyvoje rostliny, zatimco u rajcete byla nejvyssi
exprese i aktIVIta GSNOR detegovana ve stonku a kofeni,
nejnizi v listech®. Dosud neni tloha GSNOR v pritbéhu riistu
semenacki a vyvoje kofeni rostlin plné objasnéna.
Prezentovana prace je zaméfena na roli GSNOR v procesu
kliceni tii genotypt rajéete Solanum spp. lisicich se rezistenci
k biotrofnimu patogenu padli rajéatové. Cilem bylo sledovat
vliv aplikace eATP (stimuluje produkci NO), GSNO (donor
NO), PTIO (lapa¢ NO) a inhibitoru GSNOR (N6022) na vyvoj
kli¢nich rostlin Solanum spp., tj. na fyziologické parametry
jako procento a rychlost klieni, rychlost ristu a tvorba
lateralnich kotenti. Po aplikaci eATP a GSNO byl pozorovan
narast délky kotfenti vSech genotypi rajCete, v ptipadé aplikace
inhibitoru GSNOR byl intenzivnéjsi rist pozorovan v ptipadé
genotypu vykazujicich rezistentni vlastnosti, naopak aplikace
PTIO inhibovala rist oproti kontrolnim rostlindim. Pomoci
fluorescen¢ni sondy DAF-FM DA byl konfokalni mikroskopii
zaznamenan narust hladiny NO v kofenovych Spickach po
aplikaci eATP, GSNO a inhibitoru GSNOR, naopak téméf
nedetegovatelna byla produkce NO po aplikaci PTIO. Byla
potvrzena vyznamna role NO a pilotni experimenty poukazaly
na roli GSNOR ve vyvoji kofene.

Podporeno granty MOBILITA Argentina 7AMBI124AR027
a IGA_PrF_2014020.

LITERATURA

1. Foresi N. P., Laxalt A. M., Tonén C. V., Casalongue C.
A, Lamattina L.: Plant Physiol. 145, 589 (2007).

2. Kubienova L., Kopeény D., Tylichova M., Briozzo P.,
Skopalova J., Sebela M., Navratil M., Luhovd L.,
Barroso J. B., Petiivalsky M.: Biochimie 95, 889 (2013).



Chem. Listy 108, 519-560 (2014)

ULOHA NESPECIFICKE FOSFOLIPASY Cl1
V REAKCI ROSTLIN NA TEPLOTNI STRES
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165 02 Praha 6, b1 aborator rostlinné enzymologie, Ustav
biochemie a mikrobiologie VSCHT, 166 28 Praha 6
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Nespecificka fosfolipasa C (NPC) je nedavno objeveny
rostlinny enzym, ktery katalyzuje pfeménu fosfatidylcholinu
na diacylglycerol a fosfocholin. V Arabidopsis bylo
identifikovano Sest geni NPC (NPC1-6). Fylogeneticky
strom déli NPC na dvé podrodiny, prvni tvoti NPC1, NPC2
a NPC6, druha NPC3, NPC4 a NPC5 (cit.?).

Bylo ukazano, Ze nespecifické fosfolipasy C hraji roli
v reakcich rostlin na nedostatek fosfati? béhem toxického
piisobeni hliniku® a v reakcich na solny stres*. Signalni
funkce NPC byla popsana i v signalizacnich kaskadach
fytohormont auxinu, brassinolidu® a kyseliny abscisové®.

V nasi praci jsme studovali ulohu NPC1 pfi teplotnim
stresu (TS). Schopnost ptezit teplotni stres byla u mutantni
linie Arabidopsis s uml¢enym genem NPC1 (npcl) oproti
divokému typu (WT) vyznamné snizena. Naproti tomu, linie
se zvySenou expresi NPC1 (NPC1-OE) byla viéi teplotnimu
stresu odolngjsi. ZvySena citlivost npcl béhem TS se
projevila i na snizeném obsahu chlorofylu a kratsich
kotfenech oproti WT.

S vyuzitim fluorescenéné znaceného substratu (bodipy
— fosfatidylcholin) bylo stanoveno mnozstvi vznikajiciho
diacylglycerolu, odpovidajici aktivité NPC. Aktivita NPC
vzrostla jiz po 15 min ptisobeni TS na 150 % a po 30 min na
200 %.

Déle byla zjisténa sniZzena exprese NPC1 (pod 40 %) po
TS. Zména exprese markerovych genu teplotniho stresu se
nicméné u mutantnich linii npcl a NPC1-OE neprojevila.

Timto zplsobem jsme jako prvni dokazali, Ze je
nespecifickd fosfolipasa C dilezitym c¢lankem obranného
systému rostlin vici teplotnimu stresu.

Tato prace vznikla GA CR
¢. P501/12/1942.

za podpory grantu
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IZOLACIA STEREOIZOMEROV KOMPLEXU
VANADU(V) SO SCHIFFOVOU BAZOU
Z RACEMICKEJ ZMESI
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SIMUNEK, ROBERT GYEPES

Katedra anorganickej chemie, Prirodovedecka fakulta UK,
Mlynska dolina, 842 15 Bratislava
krivosudskyl@fns.uniba.sk

Izolacia jedného stereoizoméru z racemickej zmesi
patri medzi najvdcSie uUspechy v stereochémii. Komplexy
vanadu(V) su zaujimavé najmd vdaka ich vyuzitiu
v katalyze'>, mensia pozornost sa venuje 3tudiu ich
chiralite. Krystalizacia zo systému V,05—NBu,VO3;-N-sali-
cyliden-rac-izoleucinato (ligand bol pripraveny
z SS,RR,SR,RS-izoleucinu) prekvapivo poskytuje vyradne
jeden stereoizomér ako prvy produkt, NBu,[VO,(N-sa-
licyliden-L-izoleucinato)] (1). Postupnou krystalizaciou je
mozné izolovat’ d’alSiu frakciu, NBuy[VO,(N—salicyliden-p-
-allo-izoleucinato)] (2) (Obr. 1) . NMR spektroskopia,
polarimetrickd analyza, elektronovy a vibracny cirkularny
dichroizmus potvrdili, Ze izolované stereoizoméry sa zhoduju
v chiroptickych vlastnostiach so zluceninami, ktoré boli
pripravené z enantiomérne Cistych aminokyselin, L-
izoleucinu a D-allo-izoleucinu.

[ s &

. SR scia f—.
e 8. C konfiguracia A konfigurdcia ° .-
e ] [ S
R 9 .

- ™~ e

et oy
“¢d 0
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kryStalizacie
@

Lizoleucin (25,25)
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rac- izoleucin (8§5;RR;SR;RS}+atém vanadu(V)

. rac-izoleucin pentakoordinovany atom
— vanadu(V)
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Obr.1. Schematické zndzornenie krystalizacie zo
V,05-NBu,VO;-N-salicyliden-rac-izoleucinato

systému
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PRIPRAVA MYRISTOYLOVANYCH A
NEMYRISTOYLOVANYCH VIRUM PODOBNYCH
CASTIC ZE STRUKTURNIHO POLYPROTEINU
GAG MASON-PFIZEROVA OPICIHO VIRU
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Ustav biochemie a mikrobiologie, Vysokd $kola chemicko-
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Retroviry patii mezi obalené RNA viry, které u svych
hostitelti zptisobuji fatalni infekce, napf. AIDS a leukemie.
Jednim =z dulezitych krokti zivotniho cyklu retrovirt je
skladani jejich castic. Proto je detailni pochopeni tohoto
procesu a jeho inhibice klicovym tkolem pfi antiretrovirové
terapii.

Vsechny retroviry obsahuji strukturni polyproteinovy
prekurzor Gag, ktery je sam o sobé schopen tvofit virim
podobné ¢&astice (VLP) in vitro. Ty se svou velikosti
a strukturou podobaji nezralym virim. Pro strukturni
a funkéni studie nezralych retrovirovych ¢&astic jsme se
zabyvali pfipravou VLP slozenych z polyproteinu Gag
Mason-Pfizerova opiciho viru in vitro. Polyprotein Gag byl
produkovan v bakteridlnim expresnim systému a bylo
zjisténo, ze se v buiikach uklada do inkluznich télisek. Z toho
divodu bylo nutné optimalizovat jeho purifikaci za
denaturujicich podminek tak, abychom obdrzeli pIn¢ funkéni
protein schopny tvotit VLP.

Tvorba c¢astic a jejich morfologie byly analyzovany
pomoci transmisni elektronové mikroskopie a ultracentri-
fugace v iodixanolovém gradientu. Jelikoz bylo zjisténo, Ze
myristoylace N-terminalni domény Gag, tedy matrixového
proteinu, ma dulezitou roli pifi Zivotnim cyklu M-PMV,
pfipravili jsme i takto modifikovany protein a opét jsme
studovali jeho schopnost tvofit VLP.

NaSe prace byla dale zamétena na studium interakei
VLP piipravenych z myristoylovaného i nemyristoylovaného
polyproteinu Gag s duleZitou komponentou plazmatické
membrany — s fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatem - pomoci
metody rezonan¢ni excitace povrchovych plazmont (surface
plasmon resonance, SPR).
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Tuberkuléza (TB) je i v 21. stoleni jednou z nej-
CastgjSich smrtelnych nemoci zptsobenou bakteriemi.
Pavodce tuberkulozy, Mycobacterium tuberculosis (MTDb), je
patogen, ktery je schopen se pfizpusobit ménicim se
podminkam v hostitelském organismu V prubéhu infekce,
popt. utlumit svij metabolismus na minimum, a tedy
prezivat v hostiteli v tzv. latentni form& bez symptomil
onemocnéni. Touto latentni formou infekce je postizena az
tietina svétové populace, u které hrozi aktivace akutni formy
TB.

V pribéhu adaptace bakterie na hostitelské prostiedi
dochézi k vyznamnym zménam v centrdlnim metabolismu
ake zvySeni exprese nckterych kliCovych metabolickych
enzymu. Jednim z téchto enzymu je fosfofruktokinasa (Pfk),
ktera je zapojena v glykolyze. V. MTb genomu jsou pfitomny
dva geny nazvané PFK A a PFK B. B¢hem latence dochazi
K vyraznému zvySeni exprese PFK B a ke sniZzeni hladiny
PFK A. Cilem nasi prace je pokusit se zjistit, pro¢ pravé Ptk
B hraje vyznamnou roli v latenci, a které specifické
vlastnosti tohoto enzymu jsou vyhodné pro latentni formu
MTb. Proto jsme provedli podrobnou charakterizaci Pfk A
aPfk B. Zaméfili jsme se predev§im na substratovou
specifitu, kterda mize souviset s jejich odlisSnou roli v
alternativnich biochemickych drdhach a na vliv rozli¢nych
metabolickych produkti a pfirozenych inhibitori na
katalytickou aktivitu Pfk A a Pfk B.

Ptk A i B jsou ATP dependentni enzymy, které jsou
schopné s riznou ucinnosti vyuzivat i GTP ¢i ITP jako donor
fosfatové skupiny. Oba enzymy se odlisuji i svou afinitou
k pfirozenému sacharidovému substratu, fruktose-6-fosfatu
a potebuji ke své Cinnosti pfitomnost specifickych kationtt.
Ptk A, na rozdil od Pfk B, je schopna katalyzovat také
zpétnou reakci ve sméru glukoneogenese.

Tato prdce vznikla za podpory SysteMtb Collaborative
Project (245187), financovaného ze Sedmého ramcového
programu Evropské komise.
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RNA viry jsou puvodci mnoha zavaznych infekénich
onemocnéni postihujicich lidi a zvifata, napf. chfipka,
hepatitida (HAV, HCV, HEV), slintavka a kulhavka,
klistova encefalitida atd. K detekci a kvantifikaci RNA virt
se vyuziva reverzné transkripéni real-time PCR (qQRT-PCR).
Analyza RNA vird je ve srovnani s analyzou DNA virt
kroku reverzni transkripce pfed samotnou PCR. Pfekazku
rutinni analyze RNA virt pomoci qRT-PCR ptedstavuje
zejména nedostatek  spolehlivych RNA  pozitivnich
standardii, které by umoznily kontrolu vSech krokl analyzy
virové RNA. Cilem této studie proto byla pfiprava armored
RNA virus-like (aRNA) ¢&astic s vyuzitim baliciho systému
bakteriofaga MS2%2 Castice aRNA obsahuji definovanou
kontrolni RNA zabalenou do fagovych hlavicek, které ji
chrani pfed degradaci RNazami.

Castice aRNA  byly pfipraveny s vyuZitim
bioinformatické analyzy sekvenci, klonovani a sekvenovani
specifickych restrikénich fragmentdt a PCR amplikond,
western blot analyzy, ultrasonifikace a elektronové
mikroskopie.

Svyuzitim vySe zminénych metod byly pfipraveny
aRNA ¢astice nesouci nami navrzenou, specifickou sekvenci
kontrolni RNA. Byla ovéfena jejich schopnost odolavat
plisobeni RNaz. Pfipravené aRNA c¢astice byly uspé$né
vyuZity jako kontrolni c&astice v qRT-PCR pro detekci
a kvantifikaci RNA vird. Tyto Céstice nejsou infekéni a
nemaji schopnost se replikovat a kontaminovat tak
laboratorni prostfedi. Ve srovnani s Cistou RNA je stabilita
aRNA ¢astic mnohem vyS$si a mohou tak byt uchovavany
vruznych podminkdch po dlouhou dobu bez rizika
degradace. aRNA ¢astice také napodobuji analyzované RNA
viry, ¢imz dale zvysuji specifitu analyzy.

Tato prdace vznikla za podpory grantii NTI13884-4/2012
a AdmireVet CZ1.05/2.1.00/01.0006-ED0006/01/01.
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REGULATED TRANSCRIPT) V SIGNALIZACI
BUNEK PC12
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Peptid CART (cocaine- and amphetamine- regulated
transcript) je neuropeptid, ktery snizuje pfijem potravy
(anorexigenni peptid) a nachazi se predevSim v
hypothalamu. Pfesto, Ze peptid CART je znam vice nez
15 let, stale jest¢ nebyl nalezen jeho receptor. Peptid
CART je schopen se specificky vazat na tumorovou
feochromocytomovou bun&énou linii PC12'. U bun&k
PC12 diferencovanych Vv neurdlni fenotyp pomoci NGF
(nerve growth factor) se trojnasobné zvysil pocet
vazebnych mist pro  peptid CART  oproti
nediferencovanym bunkam. Buinky PC12 diferencované
dexametasonem na chromafinni bunky vykazovaly
vysokou nespecifickou vazbu a tim nestanovitelny, velmi
nizky pocet vazebnych mist. Sdm peptid CART nem¢él
vliv na proliferaci, ani na diferenciaci bunck PC12. Lze
tedy predpokladat, ze receptor(y) pro peptid CART se
kromé neuronii nachazeji spiSe v tumorovych nez
normalnich burikach difené nadledvin.

Pfi zkoumani bunééné signalizace u bunék PCI12
bylo zjisténo, ze peptid CART zvySuje fosforylaci
SAPK/JNK (stress-activated protein kinase/c-Jun-amino-
terminal kinase) a nasledné i aktivaci c-Jun. Tento efekt
byl zastaven SP600125, specifickym inhibitorem drahy
INK. Peptid CART vyznamné neovliviioval fosforylaci
ERK (extracellular signal-regulated kinase), CREB
(cAMP responsive element binding protein) a p38, ani
aktivaci
c-Fos?.

Aktivace c-Jun naznafuje mozZnou roli peptidu
CART ve zvladnuti stresovych podminek, spiSe nez
v plisobeni na proliferaci a diferenciaci bun¢k. Tento fakt
by mohl naznacovat dalsi cestu zkoumani.

Tato prace byla podporena zamérem ustavu UOCHB
AVCR RVO:61388963 a grantem GACR P303/10/1368.
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Fluorofory rhodaminového a pyroninového typu su
S obl'ubou vyuzivané v biologii a medicine. Vdaka ich
vyhodnym fotofyzikalnym vlastnostiam si nasli uplatnenie
ako fluorescenéné znacky alebo biosenzory™>.

Navrhli sme a pripravili nové 9-fenylethynyl analogy
pyroninov (obr.1). Oba derivaty, C-pyronin (C-pyr) a Si-
pyronin (Si-pyr), maju dva absorp&né pasy, ktoré v metanole
a PBS (phosphate buffer saline) poskytuju silnt
fluorescenciu v blizkej IC oblasti spektra (Aem = 705 nm (C-
pyr) a 738 nm (Si-pyr)) s vysokym kvantovym vytazkom
fluorescencie (@ = 0.15 (C-pyr) a 0.07 (Si-pyr)).

X = C(CHy),
Si(CH3),

Obr. 1. Na Pavej strane: Struktura 9-fenylethynylovych farbiv.
Na pravej strane: modra fluorescencia (DAPI - lokalizovana
V bunkovych jadrach), ¢ervena fluorescencia (Si-/C-pyronin
lokalizovany v mitochondriich)

Nami pripravené derivaty maju slubné vyuzitie pre
meranie  mitochondridlneho membranového potencidlu
(MMT) alebo detekciu ROS (reactive oxygen species) kvoli
ich vysokej selektivite vo¢i mitochondriam v myelémovych
bunkach in vivo. Naviac, velky pseudo-Stokesov posun
zabraiiuje samozhaSaniu a dva absorpéné pasy dovoluju
vyber vinovej dizky excitaéného Ziarenia a tym poskytujt
urcitu slobodu pri navrhu bioimaging experimentov.

Tato prdca vznikla za podpory grantov poskytnutych GA CR
(13-25775S) a  Recetox  (projekty =~ CETOCOEN,
CZz.1.05/2.1.00/01.0001, CZ.1.07/2.3.00/30.0037).
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STRUKTURA A FUNKCE ONKOGENNI WIP1
FOSFATASY

SONA PECHACKOVA®, J. PiISACKOVA®,
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Poskozeni DNA aktivuje evolu¢né konzervovanou
signalni drahu DDR (DNA damage response), ktera
rozpoznava poskozeni DNA, docCasné zabrafuje progresi
bunéénym cyklem (checkpoint) a nasledné¢ umoziuje
aktivaci reparacnich mechanismii pro opravu DNA.
V souvislosti s organismem reprezentuje DDR  draha
ochrannou bariéru pfed rozvojem nadorového bujeni®.

Wipl (wild-type p53-inducible phosphatase 1;
PPM1D) patii do rodiny PP2C serin/threonin protein fosfatas
a po poskozeni DNA je zodpovédna za negativni regulaci
DDR drahy prostfednictvim defosforylace klicovych
proteind této signalizace (p53, ATM, Chk1/2, yH2AX, p38).
Po uplné opravé poskozené DNA vede exprese Wipl
fosfatasy k tlumeni odezvy DDR signalizace a umoziuje
navrat k bunéné proliferaci. Naproti tomu amplifikace
lokusu nesouciho gen pro Wipl byla pozorovand u fady
lidskych nadori. V porovnani s ostatnimi fosfatasami z rodi-
ny PP2C je Wipl Mg®" - dependentni a katalytickd doména
obsahuje dv¢ unikatni oblasti (Pro-loop a B-loop), které jsou
nezbytné pro Kkatalytickou aktivitu. Dosavadni znalosti
o struktufe Wipl muZeme derpat pouze na zakladé
homologniho 3D modelovéani z ned4vnych praci®®,

Hlavnim cilem naSeho projektu je stanovit
trojrozmérnou  strukturu  Wipl fosfatasy a tim piispét
k porozuméni molekularnich mechanismu regulace aktivity
Wipl. Urceni struktury Wipl fosfatasy také umozni vyvoj
selektivnich inhibitorti tohoto onkogenniho proteinu.

Za timto ucelem jsme pfipravili panel vektori pro
expresi zkracenych variant katalytické domény Wipl
s kotvou pro afinitni chromatografii. Optimalizovana exprese
rekombinantnich  proteini  byla nasledovana IMAC
(Immobilized metal ion affinity chromatography) metodou
jako prvni purifikaéni krok. K identifikaci optimalnich
podminek pro stabilitu a rozpustnost zkoumaného proteinu
byla pouzita fluorescencni esej DSL (differential scanning
fluorimetry). Kurceni struktury Wipl fosfatasy pouZijeme
metodu rentgenové krystalografie. V soucasné dobé jsme
pristoupili k HTP testovani krystalizaénich podminek
pomoci komerénich souprav o rizném slozeni (pH,
anion/kation, precipitaéni c¢inidlo, koncentrace proteinu,
teplota).

Enzymatickd aktivita rekombinatnich proteinii byla
ovéfena pomoci in vitro fosfatasové eseje. Kinetiku
enzymatické reakce méfime v pfitomnosti syntetického
fosfo-peptidu odvozeného od endogenniho substratu p53
(Serl5). Khledani selektivniho inhibitoru Wipl fosfatasy
vyuzivame fluorescenéni HTP esej, kterou aplikujeme
k testovani dostupné knihovny chemickych sloucenin (az
30000).
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KLONALNI EVOLUCE A VYZNAM
IMUNOGLO];ULI,NOVYC,H GENU U CHRONICKE
LYMFOCYTARNI LEUKEMIE

KARLA PLEVOVA, HANA SKUHROVA FRANCOVA,
SARKA PAVLOVA, JITKA MALCIKOVA, YVONA
BRYCHTOVA, MICHAEL DOUBEK, BORIS TICHY,
SARKA POSPISILOVA

Fakultni nemocnice Brno & CEITEC, Masarykova
univerzita, C‘ernopolni 9,613 00 Brno
karla.plevova@fnbrno.cz

Chronicka  lymfocytarni  leukémie  (CLL) je
hematoonkologické onemocnéni s velmi riznorodym
prubéhem. Mezi nejvyznamnéj$i znaky leukemickych B
lymfocytd, které vypovidaji o prognéze CLL, patii mutacni
status imunoglobulinovych gent (IG) a pfitomnost ur¢itych
chromozomalnich aberaci. Jejich biologicka povaha
ovliviiuje schopnost nadorové populace interagovat s prostie-
dim, rGst a odolavat protinadorové 1écbe.

V souboru 1143 pacientt s CLL jsme vybrané
molekuldrni markery vySetfovali dlouhodobé a opakované.
Sledovali jsme, které vlastnosti imunoglobulinovych
receptord a které chromozomalni aberace jsou v prub&hu
nemoci upiednostiiovany a maji potencialné vyznam v pato-
genezi onemocnéni.

Nalezli jsme 31 pacientd (2,7 %) s viceCetnymi
prestavbami IG, které mohou naznaCovat pfitomnost vice
nadorovych klont. Pomoci priutokové cytometrie a podrob-
nych molekularnich analyz IG jsme identifikovali nejméné
dva nezavislé leukemické klony u 25/31 pacienti.
U opakované vysetfenych pacientii jsme pozorovali expanzi
klonti s urcitymi vlastnostmi IG na ukor jinych. Potvrdili
jsme, ze klony nesouci nemutované IG ziskaly selekéni
vyhodu, zatimco klony s mutovanym IG postupné vymizely.
Obdobné byla u expandujicich klonti Castéji zjisténa delsi
imunoglobulinovd oblast HCDR3. Ob¢ vlastnosti —
nemutované IG a delsi HCDR3, pfitomné v71%
upfednostnénych klonti (p=0,005) — se vyskytuji pfedev§im
U pacienti s nepfiznivou prognézou®. Maji vliv na charakter
B-bunééného receptoru, ktery zprostfedkovava aktivaci
B lymfocytu. Selekce maligniho klonu je také ovlivnéna
pritomnosti chromozomalnich aberaci. Vyrazny vliv ma
pritomnost mutaci v genu TP53.
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Popsali jsme vlastnosti B-bunééného receptoru, které
pravdépodobné hraji vyznamnou ulohu pfti evoluci CLL.
Vliv na selekci nadorového klonu mély také ptitomné
chromozomalni abnormality.

Tato prdice vznikla za podpory grantu 1GA MZ CR
NT13493/2012-4.
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SYNTEZA, A FYZIKALNI VLASTNOSTI NoyYCH
KAPALNYCH KRYSTALU S ,,DE VRIESOVYM*
FAZOVYM PRECHODEM

ANNA PORYVAI**, MICHAL KOHOUT? ALEXEJ
BUBNOV®, VLADIMIRA NOVOTNAP, JIRI
SVOBODA?

Ustav organické chemie, Vysokd §kola chemicko-
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Poryvaia@vscht.cz

Termotropni kapalné krystalické latky se lisi od jinych
typd latek schopnosti tvofit mezofaze pii prechodu mezi
kapalnym a pevnym stavem. Této unikatni vlastnosti se Siroce
vyuziva v termografii, pfi konstrukci LCD a v drug-delivery
systémech. Neékteré chirdlni kapalné krystaly jsou schopny
tvofit z praktického hlediska velmi vyznamnou sekvenci
chiralni smektické A (SmA¥*) a chirdlni smektické C (SmC*)
fazi vyuzivanou pro konstrukce velmi rychlych LCD
svysokym kontrastem®. Avsak pii fazovém piechodu mezi
SMA*-SmC* dochazi vétsinou ke smrsténi (snizeni tloustky)
vrstev a vyskytu tzv. “zig-zag” defektu, coz drasticky snizuje
vykon displejii>. Resenim tohoto problému jsou materidly s
“de Vriesovym” chovanim (nulovym smr$ténim).

V této praci jsme se zamétili na optimalizaci struktury
latky 1, kterd vykazuje malé smrs$téni smektické vrstvy
(~ 3 %)°, a to syntézou fady latek se zamé&nou fenylového

jadra v centralni jednotce =za thiofenové, zavedenim
fotosenzitivni  azoskupiny a zavedenim lateralniho
substituentu do aromatického systému (Schéma 1).
e OOy o
OCmHams1

n=1,23,4,6,7,12

m=6, 12
O CHs
H2n+1CnOOCN=N@O Dt
i o OCmHam+1
(o)
X
Schéma 1. Strukturni vzorce materiali
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SYNTEZA LIGNANU A JEJICH DERIVATU

JIRT POSPISIL*, JIRI GRUZ, HANA KOZUBIKOVA,
DANIELA KONRADOVA
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Lignany, sekundarni metabolity vyS$sich rostlin, se
vyznacuji velkou strukturni rozmanitosti a je proto az
s podivem, ze jejich zakladni skelet se sklada ,,pouze” ze
dvou fenylpropanovych (C¢C3) podjednotek spojenych
atomy uhliku C8-C8¢ (Schéma 1)!. Diky této strukturni
riznorodosti se lignany vyznacuji riznorodou biologickou
aktivitou (napf. antivirdlni, antioxidativni, antimikrobialni,
imunosupresivni etc.)?>.

Sy G/ + MeO
e MeO
! ¢ HO
OMeQH Wl
<O LO schizanterin P
o OMe MeO‘@
h Me HO neoolivil
MeO OMe actigenin
OMe podophillotoxin

Schéma 1. Zakladni skelet lignani (1) a pFirodni latky z néj
odvozené

V ramci naSeho projektu jsme navrhli a zobecnili
flexibilni synteticky pfistup k virtudlné¢ vSem strukturnim
typiim lignanti. Tento postup je zaloZen na vyuziti jediného
,matetské¢ho skeletu (Il), ktery pak slouzi jako zakladni
stavebni blok pfi syntéze pfirodnich lignant i jejich derivati
(Schéma 2).
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O go OH

Schéma 2. ‘Matefsky’ zakladni stavebni blok (I1) pFi syntéze
lignanu

Prace vznikla za podpory grantu GACR 503/12/P166.

LITERATURA

1.  Umezawa T.: Phytochem. Rev. 2, 371 (2003).

2. Cunha W.R., Andrade M.L., Veneziani R.C.S,
Ambrésio S. R., Bastos J. K. v knize: Phytochemicals —
A Global Perspecive of Their Role in Nutrition and
Health, kap. 10, s. 213. InTech, Sanghaj 2012.

3. Apers S, Vlietinck A., Pieters L.: Phytochem. Rev. 2,
201 (2003).

VLIV SUBSTITUENTU NA INTRAMOLEKULARN{
VODIKOVE VAZBY U POLYSUBSTITUOVANYCH
5-NITROSOPYRIMIDINU

ELISKA PROCHAZKOVA, LUCIE CECHOVA,
ZLATKO JANEBA, MARTIN DRACINSKY

Ustav organické chemie a biochemie AV CRv.v.i,
Flemingovo namésti 2, 166 10 Praha
prochazkova@uochb.cas.cz

Vznik intramolekuldrni vodikové vazby ma velky vliv
na fyzikalné-chemické vlastnosti celé molekuly. Naptiklad se
latka mize stat vice lipofilni a tim snaze prostupovat ptes
bunééné membrany, navic se zméni jeji spektralni vlastnosti.
Velmi silné intramolekularni vodikové vazby se casto
vyskytuji v pfipadech, kdy miZe vzniknout Sesti¢lenny
cyklus, ktery obsahuje mimo jiné sp>hybridizované atomy,
coz je mozné pozorovat u polysubstituovanych 5-nitroso-
pyrimidint. Nitrosopyrimidiny se pfirozené nevyskytuji, ale
u modifikovanych nitrosopyrimidini  byly prokazany
cytostatické uc¢inky. Kromé toho se tyto latky pouzivaji jako
prekurzory pro syntézu celé fady biologicky aktivnich latek,
jako jsou triazoly, pteridiny a puriny.

V této praci byla pfipravena série 32 polysubstituova-
nych 2-amino-5-nitrosopyrimidind, u kterych nitroso skupina
tvofi silnou intramolekularni vodikovou vazbu se sousednimi
NH skupinami (alkylamino, arylamino)!. V roztoku se
ustavuje rovnovaha mezi dvéma rotamery, které se vzajemné
lisi orientaci nitroso skupiny, viz obr. 1.
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R?= CH,CO H cyPr CHj

RZ H 2
N RyHg
N,
Y == Oy
I H |
HNT NN H;N)\N/ N
R' R

R'=NH, OH CH; H Cl COOCH; CF; CN

Obr. 1. Struktura obou rotameri studovanych latek

Smés obou rotamertt lze pozorovat pomoci NMR
spektroskopie jako dvé sady signalt v'H i **C spektrech.
Rovnovazné slozeni této smési je silné zavislé na zvolenych
substituentech. Byla nalezena korelace mezi rovnovaznym
pomérem rotamerd a Hammettovymi konstantami para-
substituenti. UV/Vis spektra studovanych latek vyznamné
zavisi na vybranych substituentech, ale nezavisi na orientaci
nitroso skupiny. U téchto latek byl pozorovan také
solvatochromni efekt. Experimentalni data byla podpotfena
DFT vypocty.

Tato price vznikla za podpory grantu GACR 13-24880S
a grantu Ministerstva vnitra CR VG20102015046 jako
vyzkumny projekt UOCHB AV CR RV061388963.
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SELEKCE A CHARAKTERIZACE ANTICALINU
VAZAJICICH LIDSKOU
GLUTAMATKARBOXYPEPTIDASU II

JAKUB PTACEK*’, ANTONIA RICHTERS, ARNE
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8Biotechnologicky ustav AV CR, Praha, bUniverzita Karlova,
Praha, *Lehrstuhl fiir Biologische Chemie, Technische
Universitdt Miinchen, Miinchen
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Glutamatkarboxypeptidasa II (GCPII) je transmembra-
novy glykoprotein a jeho vysokd exprese v nadorovych
bunkach prostaty a v neovaskulatufe vétsiny pevnych nadort
zngj déla velmi vhodny cil pro zobrazovaci a terapeutické
klinické aplikace. Soucasné pfistupy k terapii a zobrazo-
vacim technikam cilenym na GCPII vyuzivaji jak malé
organick¢é molekuly (inhibitory GCPII), tak protilatky.
Anticaliny pfedstavuji alternativu, kterd ma proti zminénym
pfistupiim fadu vyhod.

Anticaliny jsou soucasti nové rodiny proteinil
inZzenyrovanych pro specifické vazebné funkce. Jejich
vlastnosti (mala velikost, exprese v E.coli, dobra pentrace
tkanémi, stabilita, modifikovatelny plazmaticky polocas)
znich délaji pfimého konkurenta protilatkdm ve vSech
pripadech, kde jsou jejich vlastnosti vyhodné. Vazebné misto
Anticalint je tvofeno c¢tyfmi flexibilnimi smyckami
spojujicimi 8 antiparalelnich B-skladanych listd tvoficich
rigidni fB-barel. Tyto smycky jsou obdobou CDR
(complementariry-determining region) protilatek a v kombi-
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natorialni knihovné, ktera byla pouzita pro selekci
Anticalint, jsou aminokyseliny smycek plné randomizované
Selekce Anticalint specificky rozpoznavajicich GCPII byla
provedena pomoci fagového dipleje — techniky vyuzivajici
propojeni fenotypu (Anticalin) a genotypu (fagova DNA
obsahujici gen kodujici Anticalin) prostfednictvim M13
bakteriofagti. Jako cil byla pouzita Dbiotinylovana
extracelularni ¢ast GCPII imobilizovana na paramagnetické
kuli¢ky pokryté Streptavidinem. Izolované klony vykazovaly
vici GCPII afinitu 10 — 50 nM (stanovena pomoci ELISA) a
technikou afinitni maturace, kdy jsou prostfednictvim error-
prone PCR zavedeny ndhodné mutace, jsme dokazali afinitu
u nejlepsitho klonu zvysit az 1 nM. Nasledna FACS
(fluorescence activated cell sorting) analyza na bunécnych
liniich prokazala schopnost selektovanych Anticalind
specificky znacit zivé bunky exprimujici GCPII a tato data
byla rovnéz potvrzena imunofluorescencni konfokalni
mikroskopii.

Ziskané Anticaliny budou dale vylepSovany pomoci
afinitni maturace, racionalniho designu a sméfovany ke
zvifecim experimentalnim modelim pro ovéfeni jejich
schopnosti selektivné rozpoznavat nadorové buiiky in vivo.

Tato price vznikla za podpory GA CR (GAP301/12/1513) a
GAUK (510112).

HETEROLOGNi EXPRESE A QHARAKTERIZACE
NOVEHO ANTIMIKROBIALNIHO PEPTIDU
Z Phaseolus lunatus

KLARA RICHTEROVA, MARTINA NOVAKOVA

Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha, Technickd
5, 166 28 Praha 6
klara.rihterova@vscht.cz

Produkce a izolace proteini a peptidd, vyuZitelnych
napf. v humanni medicing, pfimo z pfirozenych zdroji mize
byt velmi problematickd a neefektivni. Rekombinantni
exprese v mikrobidlnich systémech je metoda, ktera je v
biotechnologiich vyuzivana pro produkci vétS§iho mnozstvi
dané latky za instrumentalné, casové a finanéné¢ méné
naro¢nych podminek. Ackoliv se na latky ptipravené timto
zpisobem a na jejich vyuziti v humanni mediciné nahlizi
Casto skepticky, s rostoucimi poznatky zakladniho vyzkumu
a se stale zdokonalujici se metodikou jsou uz dnes evidovany
vriznych fazich klinického vyzkumu'. Produkované
antimikrobidlni latky vSak mohou mit §ir$i vyuziti, a to v
podobé fungicidnich postiiki.

Tato prace se =zabyva rekombinantni produkei
antimikrobialniho peptidu z fazolu (Phaseolus lunatus),
&eled’ Fabaceae. Z literatury? byla pievzata aminokyselinova
sekvence nepojmenovaného peptidu, ktery vykazuje
antifungalni u¢inky proti rostlinnym patogenim Fusarium
oxysporum,  Physalospora  piricola,  Mycosphaerella
arachidicola a také schopnost inhibovat reverzni
transkriptasu viru HIV3*. Pfesna nukleotidové sekvence genu
kodujiciho tento peptid nebyla zndma, v ramci této prace

vSak byla 1Uspésné zjisténa. PieloZzenim nukleotidové
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sekvence byly zjistény rozdily v 5 aminokyselinach oproti
pivodné publikované sekvenci. Strukturni motiv, typicky pro
tuto skupinu peptidi, byl ale zachovan. Nové ziskany peptid
byl nazvan PHALUNA (akronym z védeckého nazvu
zdrojového organismu Phaseolus lunatus) a gen kodujici
tento peptid PIDef1.

Gen PIDefl byl nasledné vnesen do kvasni¢ného
vektoru a ten do Pichia pastoris SMD1168H. V soucasné
dobé jsou optimalizovany podminky exprese, izolace a puri-
fikace daného peptidu z kvasinek. Projekt se rovnéz zabyva
ptipravou vektorti s genem PIDefl pro expresi v bakterialnim
1 kvasni¢ném systému metodou homologni rekombinace. Pro
vys$i uspéSnost exprese v kvasni¢ném systému byl ziskan
synteticky analog genu PIDefl, pojmenovany PIDefl_S,
skodonovym sloZenim optimalizovanym pro expresi
v Pichia pastoris. U obou variant genu PIDef bude
studovana mira exprese v jednotlivych systémech.

Financovano z ucelové podpory na specificky vysokoskolsky
vyzkum (MSMT ¢.20/2013).
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SFERICKE MONODISPERZNI' NANODIAMANTY —
BIOLOGICKY INERTNi SONDY PRO
FLUORESCENCNI ZOBRAZOVAN{

IVAN REHOR, JITKA SLEGEROVA, JAN HAVLIK,
PETR CIGLER*

Laborator syntetické nanochemie, UOCHB AV CR,
Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
cigler@uochb.cas.cz, www.petrcigler.cz

Fluorescen¢ni nanodiamanty (FND) jsou extrémné
slibnymi luminiscenénimi sondami a senzory v biomedicin-
ském vyzkumu. Nabizeji unikatni vlastnosti, jako jsou
absolutni fotostabilita a vysoka biokompatibilita. Tento
prispévek pojednava o zpusobu piipravy FND, piimo
aplikovatelnych v biomedicing.

FND s nejvyssimi hodnotami fluorescence se piipravuji
z nanodiamantl syntetizovanych za podminek vysoké teploty
a tlaku (High pressure high temperature — HPHT)Y. HPHT
ND jsou polydisperzni a nepravidelného tvaru. Byla vyvinuta
unikatni metoda, ktera polydisperzni komeréni HPHT ND
oleptava na vrcholech a hranach a poskytuje pseudosferické
ND. Ztéchto diamantd byla opakovanou centrifugaci
izolovana frakce monodisperznich pseudosferickych ND
o velikosti 40 nm. In vitro bunééné studie odhalily odlisné
chovani sferickych a hranatych ND, napiiklad sferické ND
nezvysuji miru apoptdzy.
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Stejné jako vSechny anorganické koloidni ¢astice i ND
aglomeruji v prostiedich s vys§i iontovou silou, coz
znemoziuje jejich pfimou biologickou aplikaci. FND byly
obaleny biokompatibilni polymerni slupkou, ktera je chrani
pred agregaci v prostfedich s extrémni iontovou silou (1 M
NaCl). Polymer dale chrani castice pfed nezadouci sorpci
proteint krevniho sera. Polymerni fetézce mohou byt snadno
dale modifikovany pomoci Huisgenovy cykloadice (,.click
reakce*)?>.

Komplexni opracovavani a modifikace FND na
riznych trovnich umoznilo pfipravit vysoce fluorescencni
piimo bioaplikovatelny material sestavajici
z monodisperznich  pseudosferickych  FND  pokrytych
biokompatibilnim polymerem, ktery umoziuje dalsi
chemické modifikace (bio)molekulami.

Prace vznikla za podpory grantii GA CR ¢ P108/12/0640
aMSMT CR ¢. LH11027.
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VYUZITI TRANSMETALACE ALKYL ARYL
SULFONU V TOTALNI SYNTEZE
CYKLOPENTANOIDNICH MONOTERPENU

LUCIE REHOVA, ULLRICH JAHN
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Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha
rehova@uochb.cas.cz, jahn@uochb.cas.cz

V neddvno publikované syntéze, v pfirodé se
vyskytujiciho dihydronepetalaktonu, byl klicovy olefin
pripraven Wittigovou reakei v nepfili§ uspokojivém vytézku.
Juliova olefinace, vyuzivajici kyselosti o-protont sulfont, by
tak mohla byt vhodnéjsi alternativou.

Avsak v tomto kroce syntézy byla u f,B-silylovaného
sulfonu za obvykle uzivanych podminek prokazana
neobvykla fizena ortho-metalacni selektivita, nehledé¢ na
pritomnost kyselého a-protonu?. Vznikl aryl lithna sil se po
zahtati nasledné transmetaluje na sulfonylalkyl lithnou stl.

Proto byl tento zajimavy jev prostudovan na rozsahlé
Skale vétvenych alkyl fenyl sulfontl. V tomto pfispévku bude
prezentovana studie reaktivity sulfonll s bazemi v zavislosti
na jejich struktufe® spolu s objasnénim mechanismu
transmetalace.
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Ziskané poznatky byly vyuzity v totdlni syntéze
dihydronepetalaktonu, jehoz struktura je zdkladem mmnoha
dalsich cyklopentaniodnich monoterpenti a jejich analogt.
Tyto latky by pak byly dostupné pouze v sedmi reakénich
krocich, coz pfedstavuje jednu z nejkratsich asymetrickych
syntéz.

Tato prdce vznikla za podpory grantu P207/11/1598 (GA
CR), RVO: 61388963 (UOCHB AV CR) a MSM0021620857
(MSMT CR).
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FOTODEGRADOVATELNE INHIBITORY HIV
PROTEASY

JIRI SCHIMER, MARCELA PAVOVA, HANA
PROUZOVA, JAN WEBER, PETR CiGLER, PAVEL
MAJER, JAN KONALINKA*

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i.
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HIV proteasa (HIV PR) je jeden z nejprostudovanéjsich
enzymu a jeji inhibitory se staly jednim ze zakladnich pilifa
1é&by pacientli s onemocnénim AIDS*2. 1 pies viechny
znalosti, které o tomto enzymu mame, je ale stile fada
kli¢ovych déju, na kterych se tento enzym podili, ne zcela
objasnéna. HIV PR §tépi polyproteinové fetezce (Gag a Gag-
Pol) na jednothve funkéni proteiny, které vytvareji vlastni
virovou &astici®. Pokud zainhibujeme aktivitu HIV proteasy,
virové Gastice uvolnéné z bundk jsou nezralé a neinfekéni’.
Plna role, kterou hraje HIV PR pfi dozravani virionu a pfe-
devsim pfi nacasovani pfisn¢ regulovaného déje, kdy dochazi
k vlastnimu $tépeni polyproteinovych fetézcli, zatim neni
zcela objasnéna. Zaroven také neni zcela jasné, jestli se na
Stépeni polyproteinovych fetézcli podileji také hostitelské
proteasy, ¢i jestli je §tépi pouze HIV PR.
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Rozhodli jsme se, Ze vyvineme fotodegradovatelné
inhibitory HIV PR, které by umoznily jednorazové rychlé
aktivovani enzymu v jakykoliv okamzik, naptiklad
vV uvolnénych nematurnich virionech nebo ve chvili puceni
virionu, a ktery soucasné umozni synchronisaci procesu zrani
virovych castic ve tkanové kultufe. Studovanim maturace
takto ziskanych virionti bychom poté mohli odpovédet na
zcela zakladni otazky tykajici se jejich dozravani. Vyvinuli
jsme dva pevné se vazajici inhibitory HIV PR s rtiznymi
fotodegradovatelnymi znackami, které se po ozafeni svétlem
o ruznych vlnovych délkach rozpadaji, priCemz ztraceji
inhibi¢ni aktivitu (az o tfi fady). Prvni experimenty ukazuji,
ze jsme schopni zni€it kratkym osvitem o vhodné vinové
délce az 98 % puvodniho inhibitoru a reaktivovat tak jinak
zcela blokovanou HIV PR. Takto reaktivovana HIV PR je
plné funkéni a je schopna Stépit chromogenni peptidovy
substrat i virovy polyprotein HIV.
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TEPLOTNI STRES V ROSTLINACH: MUZEME HO
OVLIVNIT MANIPULACI HLADINY CYTOKININU?

JAN SKAL,AKa, MARTIN CERNY?, PETR ]
JEDELSK){b, EVA GE®, JANA DOBRA®, RADOMIRA
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Rostliny jsou organismy podlehajici zménam vné&jsich
podminek, které mohou mit pozitivni nebo negativni dopad
na jejich rist a vyvoj. Napfiklad extrémni vykyvy teplot
mohou snizit vynos hospodaiskych plodin o 3-5% pfi
kazdém navySeni teploty o 1°C nad teplotni optimum
rostliny. I kdy? je teplotni signalizace pro rostliny evidentn&
velmi dulezitad, o jeji molekularni podstaté toho mnoho
nevime. Nase nedavnd prace ukazuje, Ze jednim ze
signaliza¢nich mechanismti by mohl byt rostlinny hormon
cytokinin. Pokusili jsme se proto prokazat, zda by bylo
mozné tohoto objevu vyuzit a pomoci manipulace hladiny
cytokininl zvysit odolnost rostlin proti teplotnimu stresu.

Sledovali jsme ucinky expozice teplotnimu stresu na
aktivitu fotosyntézy a vitalitu modelové rostliny Arabidopsis
thaliana. Abychom se co nejvice pfiblizili moznym variacim
teplotnich extrémii v pfirodé, byl stres aplikovan nejen na
celou rostlinu, ale také pouze na kofenovy systém a pouze na
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nadzemni Cast rostlin. Potencialni protektivni ucinek
cytokinini byl ovéfovan shodnym experimentem s vyuZzitim
transgennich rostlin, které po aktivaci dosahuji az fadového
nartistu hladiny cytokininti. V pravidelnych intervalech byly
sbirany vzorky z kofenové a listové Casti. Nasledna analyza
byla provedena na turovni exprese vybranych genovych
marker, hormonu a proteomu pomoci dvourozmérné
elektroforézy. JelikoZ je proteom velmi komplexni?, pouzili
jsme pro vzorky z listové ¢asti imunoafinitni depleci Rubisco.

Ziskané vysledky potvrdily roli cytokininll v teplotni
signalizaci a ukazaly, ze jeho efekt koreluje s mistem
aplikace teplotniho stresu. Regulace na hormonalni a pro-
teinové trovni pak ukéazaly na fadu procest, které mohou
pomoci pochopit mechanismy spojené s odezvou na teplotni
stres, jako je pohyb priducht, ¢i ovlivnéni fotosyntézy.

Tato prace vznikla za podpory grantu GA206/09/2062 a
P305/12/2144 (GACR) a CEITEC (CZ.1.05/1.1.00/02.0068).
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VYUZITI meta-SUBSTITUQVANYCH DERIVATU
CALIX[4]ARENU K SYNTEZE INHERENTNE
CHIRALNICH RECEPTORU

PETR SLAVIK, KAROLINA FLIDROVA, PAVEL
LHOTAK

Ustav organické chemie, VSCHT Praha, 166 28 Praha 6
slavikp@vscht.cz

Elektrofilni aromaticka substituce na calixarenovém
skeletu probiha prevazné do para-polohy vici alkoxidové
skupin€ na spodnim okraji. V prub¢hu naseho vyzkumu jsme
pozorovali neobvyklou regioselektivitu pii merkuracnich
reakcich vedoucich vyhradné k meta-substituovanym
derivatam®. Touto jednoduchou syntézou vznikaji inherentn&
chiralni derivaty, které je mozné vyuzit v nasledné syntéze
chiralnich receptort.

Jednou z moznosti derivatizace je vyuziti transmetalace
rtuti  palladiem a naslednd cross-couplingova reakce
napiiklad s aryljodidy?. Krom& pozadovanych derivatd
vznikaly jako vedlej$i derivaty neobvyklé calix[4]arenové
dimery spojené C-C vazbou v meta-polohach. Dalsi
moznosti je piima pfeména na halogenderivaty, které je opét
mozné podrobit cross-couplingovym reakcim.

V prubé¢hu  vyzkumu byl pfipraven  unikatni
intramolekularné pfemostény calix[4]arenovy derivat 1
pomoci katalyzy palladiem a vyuzitim trifenylarsinu jako
ligandu®. Timto pfemosténim dochazi k vyrazné zméné tvaru
kavity a tim i k ovlivnéni komplexac¢nich vlastnosti. Zaroven
toto seskupeni piedstavuje “fluorenovy” derivat, jehoz
specificka reaktivita byla vyuzita k alkylaci calixarenového
miustku.
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Schéma 1. Syntéza premosténého calixarenového derivatu 1

Intramolekularnim premosténim calix[4]arenu
v Castecné konické konformaci vznikaji opét chiralni
derivaty, jejichz interakce s enantiomerné Cistymi latkami
bude dale studovana.

Tato prdce vznikla za podpory grantu GAP207/12/2027.
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KATALYTICKA HYDROGENOLYZA DERIVATU
CALIX[4]ARENU A JEJICH CHEMIE
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V nedavné dobé byla publikovana metoda selektivni
katalytické hydrogenolyzy alkyl(aryl)etheri a arylpivalatd
pomoci komplexil nulmocného niklu'. M4 prace se zabyva
aplikaci této metody na calix[4]areny a nasledn¢ vyzkumem
reaktivity téchto unikatnich derivati.

Prvni ¢ast prace se zabyva syntézou vychozich derivati
vhodnych pro katalytickou hydrogenolyzu. Pro deoxygenaci
za pouziti silanu a fosfinového ligandu jsou vhodné pivaloyl
estery calix[4]arenu. Z dtvodu velké stérické naro¢nosti
pivaloylové skupiny lze calix[4]aren derivatizovat pouze do
stadia dipivaloylcalix[4]arenu. Dle prvotnich experimentti na
modelovych latkach bylo zjisténo, ze vyrazné¢ mensi acetat
podléha deoxygenaci bez nebezpec¢i hydrolyzy esteru a lze
tak pfipravit i vice substituované derivaty calix[4]arenu.

Trialkylfosfinovy ligand nicméné podléha rozkladu za
zvysené teploty. Metoda byla tedy modifikovana pouzitim
karbenového ligandu a plynného vodiku®. JelikoZz se
karbenovy ligand generuje plsobenim baze, nelze pouzit
estery jako vychozi latky. Z tohoto divodu je potieba
pripravit calix[4]arenové derivaty etherového typu. Jako
idedlni substituent je methoxy skupina diky malé velikosti.
fosfinové ligandy. Ukazalo se vsak, ze
tetramethoxycalix[4]aren je pfili§ branény a deoxygenace tak
neprobiha dle zaméru.

Deoxygenované calixareny poskytuji unikatni vhled do
problematiky konformaéniho chovani téchto latek a oteviraji
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moznost uplné¢ nového sméru derivatizace a piipravy
neklasickych receptort.

Ni(cod)2 10%
PCY320%
HSiMe(OMe)2

Schéma 1. Deoxygenace dipivaloyloxydipropoxycalix[4]arenu
Tato prace vznikla za podpory grantu GAP207/12/2027.
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N-KONCOVA DOMENA SESTRIHOVEHO FAKTORU
U1-70K INTERAGUJE S SMN KOMPLEXEM A JE
NUTNA PRO STABILITU JADERNYCH GEMU

EVA STEJSKALOVA?®, DAVID STANEK?
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SMN komplex je diilezity pro maturaci sestfihovych
faktor a lokalizuje v cytoplazmé a jadernych téliskach,
zvanych gemy. Snizena exprese proteinu SMN zplsobuje
spindlni muskulérni atrofii, smrtelné onemocnéni nervové
soustavy. Jednim z projevil této choroby na bunétné trovni
je ztrata gemi z jadra.

Protein  U1-70K je soucasti malé jaderné
ribonukleoproteinové ¢astice Ul (Ul snRNP), kterd se
zapojuje do sestfihového komplexu a ucastni se sestfihu
introni z pre-mRNA. Pomoci Forsterova rezonanéniho
pfenosu energie a imunoprecipitaci jsme prokazali, ze Ul
SnRNP specificky interaguje s SMN komplexem v gemach
a prostfednikem této interakce je protein U1-70K. Ptipravili
jsme sadu mutant U1-70K a zmapovali jsme jejich interakci
s SMN komplexem. Jako kliova pro tuto interakci se
ukézala nestrukturovana doména na N konci U1-70K.

Zjistili jsme, ze po snizeni exprese U1-70K pomoci
RNA interference ztraceji HeLa buiky jaderné gemy, stejné
jako po snizeni exprese genu SMN. Tento fenotyp je
zachranovan po exogenni expresi N-koncové
nestrukturované domény zodpovédné za interakci U1-70K
s SMN komplexem.

Objevili jsme novy faktor kliovy pro strukturni
integritu  jadernych gemt, sestiihovy faktor UI-70K.
Interakce dulezita pro integritu gemu je zprostiedkovana jeho
nestrukturovanou N-koncovou doménou.
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STUDIE INTRACELULARI:II' LOKALIZACE
VISFATINU U ADIPOCYTU A HEPATOCYTU
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V souvislosti s metabolickym syndromem je vénovana
pozornost nedavno objevenému adipokinu s enzymatickou
aktivitou nesoucimu nazev visfatin. Stile nevyfeSenou
otazku ptedstavuje zplisob jeho sekrece a s tim souvisejici
intracelularni lokalizace. Prozatim nebyl objeven zplsob
regulace ani mechanismus tohoto procesu. Vzhledem k tomu,
ze aminokyselinova sekvence visfatinu postradd N-
terminalni signalni oblast pro vstup do klasické drahy
sekrece pfes endoplasmatické retikulum a Golgiho aparat,
probiha sekrece pravdépodobné nékterou z neklasickych
drah. Na$im cilem bylo uréit, v jakych kompartmentech
bunky se visfatin nachazi. Zaroven jsme sledovali lokalizaci
visfatinu v pribéhu bunééného cyklu a diferenciace 3T3-L1
preadipocytl na adipocyty.

Modelové sav¢i linie byly: hepatocyty HepG2, 3T3-L1
preadipocyty a adipocyty. Diferenciace 3T3-L1 preadipocytt
v adipocyty probihala 8 dni a byla zahajena ptidavkem
dexamethasonu, isobutymethylxanthinu a insulinu. Bunéény
cyklus byl inhibovan pfidavkem nocodazolu, aphidicolinu
a rapamycinu. Lokalizace visfatinu byla sledovana pomoci
fluorescenéni mikroskopie na zivych bunkach. Buiky byly
transfekovany vektorem, ktery nese gen pro visfatin ve fazi
s GFP.

U bunék HepG2 a 3T-L1 adipocyti jsme detegovali
vyrazn¢ vy$$i mnozstvi visfatinu v jadfe ve srovnani
Scytosolem. Visfatin se nenachazel wuvnitf jinych
membranovych utvarl a ani nebyl s membranami asociovan.
U 3T3-L1 preadipocyti dochdzi ke zmén¢ lokalizace
visfatinu mezi jadrem a cytosolem v zavislosti na
podminkach. Pokud dochazi k déleni a ristu bunék, je
visfatin lokalizovan vyhradné v cytosolu. Jestlize ma buiika
zastaven bunéény cyklus v S fazi, je visfatin transportovan
do jadra. Z jadra je uvolnén ven az po jeho rozpadu pfi
mitoze.

Vysledky u nediferencovanych preadipocyti naznacuji,
ze transport visfatinu mezi jadrem a cytosolem ma souvislost
s jeho enzymatickou aktivitou v dodavani potiebného
mnozstvi NAD* pro jaderné regulaéni pochody. Visfatin se u
diferencovanych HepG2 hepatocyti a 3T3-L1 adipocytt
pravdépodobné ucastni stabilizace buiiky v nedélicim se
stavu.

Préce vznikla za financni podpory grantu GACR 13-045808,
dale byla financovana z ucelové podpory na specificky
vysokoskolsky vyzkum MSMT (rozhodnuti & 20/2014).
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STRUKTURA A FUNKCE LEKTINU Z BAKTERIE
Burkholderia pseudomallei
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Burkholderia pseudomallei je ty¢inkovitd bakterie,
ktera se vyskytuje v kontaminované vod¢ a pudé prevazné
Vv tropickych a subtropickyh oblastech jihovychodni Asie.
B. pseudomallei je lidsky pathogen, ktery zpusobuje
onemocnéni zvané melioidéza. Diky rezistenci na antibiotika
je lécba casto velmi problematickd a neuspésna.

Lektiny jsou proteiny neimunitniho pavodu, které
specificky a reverzibilné vazou sacharidy. Hraji tak dilezitou
roli pfi patologickych i fyziologickych rozpoznavacich
procesech. Tyto proteiny maji také Siroké uplatnéni v praxi.
Mohou byt vyuzity ve farmacii, jelikoZ inhibitory lektint 1ze
pouzit pti antiadhezivni terapii, dale k analytickym a pre-
parativnim ucelim.

Charakterizace struktury proteinti je nezbytnym
predpokladem pro objasnéni jeji funkce a ma vyznam pro
vyuziti v aplikované sféfe. Krystalizace biologickych
makromolekul proto piedstavuje jeden z nejefektivnéjSich
nastroju ve strukturni biologii.

Pocate¢ni  screening zahrnoval testovani 1728
krystalizacnich podminek, které ukazalo vhodné prostiedi
pro rust krystalti: 0,2 M siran amonny, 0,1 M MES pH 6,5,
15% (w/v) PEG 5000 MME. Nejlepsi krystaly byly ziskany
dalsi optimalizaci a pifi tzv. uspotddani visici kapky.
Experimenty ukézaly, Zze nejvhodnéj$im srazedlem v roztoku
je 10-15% (w/v) PEG 6000. Tato optimalizace vedla k tvorbé
krystald s rozméry pfiblizné¢ 0,52 x 0,06 x 0,05 mm a kry-
staly difraktovaly do rozliseni 1.83 A. Difrakéni data byla
sbirana na synchrotronu Petra III (Hamburk, Némecko).
Krystaly patii do prostorové grupy 1222 (kosoctverecna
soustava). Parametry miizky jsou a=46.07 A, b=87.51 A,
c=159.29 A, a= B =y = 90°. Fazovy problém se po mnoha
pokusech s tézkymi kovy podatilo vytesit za pouziti DTPA-
BMA-Eu komplexu.

Struktura studovaného lektinu naznacuje, ze protein
spada do nové zatim nepopsané rodiny lektini. VyfeSena
struktura doplnila mozaiku vysledkd fady funkénich a bio-
logickych experimentd a poslouzi k pochopeni interakce
mezi bakterii a hostitelem.

Tato prace vznikla za podpory projekti: GACR (13-25401S) a
CEITEC - Stredoevropsky technologicky institut (CZ.1.05/
1.1.00/02.0068) z Evropského fondu pro regiondlni rozvoj.
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GLOBALNI EXPRESNI ANALYZA MIKRORNA
IDENTIFIKOVALA SADU 6-TI PROGNOSTICKYCH
MIKRORNA U PACIENTU S MULTIFORMNIM
GLIOBLASTOMEM

JIRI SANA?®, LENKA RADOVA®, RADEK LAKOMY?,
LEOS KREN®, ANDREJ BESSE®”, PAVEL FADRUSY,
ONDREJ SLABY?P*

8Masarykitv onkologicky ustav, Klinika komplexni onkologické
péce, Brno, bSlfedoevropsky technologicky institut, Masarykova
univerzita, Bmo; °FN Brno, Oddéleni patologie, LF, Brno; 9FN
Brno, Oddeéleni neurochirurgie, LF, Brno

slaby@mou.cz

Multiformni glioblastom (GBM) je nejcastéji se
vyskytujici maligni nddor mozku s medianem celkového
prezivani pfiblizné 13 mésici od stanoveni diagnodzy.
Ackoliv je progndza jednotlivych pacientli zna¢né rozdilna,
histologické profily tohoto nadorového onemocnéni jsou si
navzajem velmi podobné. Proto je velmi dtilezité najit takové
molekularni markery, které by onkologtim v klinické praxi
umoznily s co nejvétsi pfesnosti stanovit prognézu pacienta
a predikovat odpovéd’ na standardné podavanou adjuvantni
konkomitantni chemoradioterapii s temozolomidem
alternativni zptisoby 1écby, jez se v soucasné dobé¢ zacinaji
v 1écbé GBM testovat. Z tohoto pohledu jsou nyni velmi
diskutované mikroRNA (miRNA), kratké nekodujici RNA,
které posttranskripéné reguluji genovou expresi a jejich
deregulace tak vyrazné ovliviiuje biologii mnoha nadorovych
onemocnéni, nevyjimaje GBM.

Globalni expresni analyza miRNA u 58 vzorki tkané
GBM a u 10 vzorki nenadorové mozkové tkané identifiko-
vala 28 vyznamné deregulovanych miRNA, které byly
schopny zpétné v§echny zkoumané vzorky spravné klasifiko-
vat. Navic korelace s klinickymi daty pacienti identifikovala
sadu 6-ti miRNA (miR-31, miR-224, miR-432*, miR-454,
miR-672, a miR-885-5p), ktera byla vyznamné asociovana
jak s celkovym pfezivanim, tak s pfezivanim bez progrese
onemocnéni pacienti s GBM.

Stejnd sada miRNA byla rovnéz schopna u pacientl
predikovat odpovéd na lécbu RT/TMZ se 78% senzitivitou i
specificitou (AUC = 0,803). Sada téchto 6-ti miRNA se tedy
jevi jako slibny silny prognosticky a prediktivni marker u
pacienti s GBM a mohla by tedy umoznit rozhodnout se u
prognosticky mén¢ pfiznivych pacientd pro alternativni
zpusob 1éCby a prispét tak k prodlouzeni jejich celkového
prezivani.

Tato prace byla podporena grantovym projektem NT13514-
4/2012 MZCR a projektem "CEITEC - Stiedoevropsky
technologicky institut” (CZ.1.05/1.1.00/02.0068).
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CHIRALNI AMINY SE SEKUI:IDABNiM
POLYFLUORALKYLOVYM RETEZCEM JAKO
PREKURZORY PRO NHC LIGANDY

ONDREJ SIMﬁNEK*, MARKETA RYBACKOVA,
JAROSLAV KVICALA

Ustav organické chemie, Vysokd $kola chemicko-
technologicka v Praze, Technickd 5, 166 28 Praha 6
ondrej.simunek@vscht.cz

NHC ligandy (N-heterocyklické karbeny) jsou vyznam-
nymi ligandy pfechodnych kovi. Grubbsovy a Hoveydovy-
Grubbsovy katalyzatory pro metatezi alkend jsou diky nim
stabilnéj§i a =zaroven vykazuji vysSi aktivitu oproti
analogickym komplextim s fosfanovymi ligandy. NaSim
cilem je ptiprava fluorofilnich Hoveydovych-Grubbsovych
katalyzatortt 2. generace s chiralnimi NHC ligandy, které
budou slouzit pro enantioselektivni metateze prochiralnich
substrati. Ptitomnost ~ polyfluoralkylovych  fetézct
v molekule katalyzatoru navic umozni vyuzit k jeho
recyklaci fluorové separacni techniky.

Vhodnymi prekurzory pro takové NHC ligandy jsou
aminy se sekundarnim polyfluoralkylovym fetézcem I. Pii
jejich syntéze se svyhodou vyuzivd Ellmanova chiralni
pomocna skupina®. Racemicky amin | byl pfipraven
Vv celkovam vytézku 46 %. V piipad¢ pouziti enantiomerné
Cistého 2-methylpropan-2-sulfinamidu dochazi ve druhém
kroku ke stereoselektivni adici organolithného ¢inidla. Po
odstranéni pomocné skupiny bezvodym chlorovodikem a na-
sledné neutralizaci amoniové soli pak ziskdme enantiomerné
Cisty amin (Schéma 1).

®
CH
1.Bu” > NH, o
CoF1aCHOR): = chyLi CeF13™ "NH,
3. HCIEL,0 46 %
4. DABCO /
N

[\ 4
CsF13\*(N\¢N
CHa

Schéma 1.

Pfipravené aminy mohou byt dale cyklizovany za
vzniku imidazoliovych a dihydroimidazoliovych soli —
vlastnich prekurzortt NHC ligandd.

Tato prace vznikla za podpory grantu GACR 207/10/1533.
LITERATURA

1.  Mimura H., Kawada K., Yamashita T., Sakamoto T.,
Kikugawa Y.: J. Fluorine Chem. 131, 477 (2010).
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PRI'PRAVA NOVYCH 1}0TENCL§LNE I’JC;NNYCH
INHIBITOROV CHOLINESTERAZ V LIECBE
ALZHEIMEROVEJ CHOROBY

KATARINA SPILOVSKA*”, JAN KORABECNY®”,
KAMIL MUSILEK?*", ANNA HOROVA? KAMIL
KUCA*®

#Katedra toxikologie, FVZ Univerzita obrany, 500 01 Hradec
Kraloveé; bCentrum biomedicinskeho vyzkumu, FN Hradec
Krdlové, 500 05 Hradec Krdlové; *Centrum pokrocilych
studii, FNZ Univerzita obrany, 500 01 Hradec Kralové
spilovska@pmfhk.cz

Alzheimerova choroba je neurodegenerativne ochorenie
charakterizované postupnou stratou pamati. V stiCasnej dobe
st k dispozicii lie¢iva pre Alzheimerovu chorobu. lde o
inhibitory cholinesteraz, a to takrin, donepezil, rivastigmin,
galantamin a memantin. Takrin bol prvym inhibitorom
acetylcholinesterazy (AChE, EC 3.1.1.7), avSak kvoli
hepatotoxicite bolo jeho pouzivanie zakazané. Jeho 7-
methoxy derivat (7-MEOTA) vykazuje nizSiu toxicitu
V porovnani s takrinom.

Memantin (1-aminoadamantanovy derivat) je
nekompetitivny antagonista NMDA receptorov, ktory
inhibuje patologické funkcie spojené s timto receptorem,
zatial' ¢o fyziologické procesy ucenia a paméti zostavaju
neovplyvnené.

Boli  pripravené dve nové séric 7-MEOTA-
adamantylaminovych heterodimérov (1-14) s réznou dizkou
retazca a pouzitim Ellmanove] metody testovand ich
schopnost’ inhibovat obe cholinesterdzy, l'udska AChE
(hAChE) a Tudskt butyrylcholinesterazu (hBChE, EC
3.1.1.8) (obr. 1).

s lj o
Ay A NP @
HNTINT N oH O o AN NN oH O
O.

Na O OH N7 O OH

17 8-14

n=2-8 n=2-8

Obr. 1. Nové potencialne i¢inné inhibitory cholinesteraz

Bolo zistené, ze vSetkych 14 pripravenych heterodimérov
vykazuje inhibi¢nu aktivitu v mikromolarnych a niektoré aj
V sub-mikromolarnych hodnotach. Ukazalo sa, ze vSetky
novo pripravené zluceniny (1-14) su lepSimi inhibitormi
hAChE aj hBChE v porovnani so 7-MEOTOU. Na zaklade
in vitro testovania sa preukazalo, ze novo pripravené derivaty
sl povazované za selektivne inhibitory pre hBChE.

Tato prace vznikla za podpory Specifického vyzkumu
SV/FVZ201201, grantu GACR P303/11/1907 a post-
doktorantského projektu CZ.1.07/2.3.00/30.0044.
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CHARAKTERIZACE VYBRANYCH LIDSKYCH
MEMBRANOVE VAZANYCH ENZYMU

Z NADRODINY DEHYDROGENAS/REDUKTAS
S KRATKYM RETEZCEM

HANA STAMBERGOVA, LUCIE SKARYDOVA,
ADAM SKARKA, TEREZA LUNDOVA, BEATA
MALCEKOVA, VLADIMIR WSOL

Karlova Univerzita v Praze, Farmaceutickd fakulta v Hradci
Kralové, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové
Hana.Stambergova@faf.cuni.cz

Lidské membranové véazané enzymy podilejici se na
metabolismu karbonylovych sloucenin piedstavuji velice
zajimavou skupinu, ve které ztistava navzdory velkému usili
védcl tfada doposud necharakterizovanych proteinti vcetné
proteind  z nadrodiny dehydrogenas/reduktas s kratkym
fetézcem (SDR).

V lidském genomu bylo doposud identifikovano 75
SDR zastupct, z nichz 1/3 tvofi necharakterizované vétsinou
membranové vézané enzymy'. SDR enzymy se podili na
metabolismu steroidti, sacharidd, retinoidd ¢i prostaglandint
a hraji tak dtlezitou roli nejen v fadé fyziologickych dé&ja, ale
i zavaznych onemocnénich (napf. hormon-dependentni
nadory, metabolicky syndrom, diabetes mellitus). Mimo to
jsou zapojeny do biotransformace nékterych exogennich
sloucenin. Bylo identifikovano nékolik SDR enzymu
hrajicich vyznamnou roli v 1. fazi biotransformace
xenobiotik s karbonylovou skupinou (napf. u doxorubicinu,
dolasetronu, ketoprofenu), ale doposud jediny membranové
véazany zastupce, 11p-hydroxysteroiddehydrogenasa 12,

V tomto ohledu jsou zajimavou skupinou enzymu
dehydrogenasy/reduktasy (SDR rodiny) tzv. DHRS enzymy.
Ze 17 pomérné odlisnych ¢lent patii vétSina pravé mezi
necharakterizované membranoveé vazané proteiny. Pro lepsi
pochopeni role nékterych DHRS v lidském organismu byly
pfipraveny  jejich rekombinantni formy s vyuzitim
bakulovirového expresniho systému a hmyzich bunék
Spodoptera  frugiperda. U enzymi byla potvrzena
mikrosomalni lokalizace a nésledné¢ specifikovana topologie
v endoplasmatickém retikulu. V ramci zakladni biochemické
charakterizace vybranych DHRS enzymi (napt. DHRS7,
DHRS3) jsme se zaméfili na stanoveni preference kofaktort,
identifikaci eobiotickych a xenobiotickych substrati,
purifikaci a nasledné pievedeni do rekonstituéniho
systému>*. Navic byla stanovena jejich exprese v lidskych
tkanich na trovni mRNA a proteini. Tento vyzkum je
slibnym zakladem pro uréeni fyziologické a ptipadné
i patologické role téchto enzymu v lidském organismu.

Tato prace vznikla za podpory Grantové agentury Karlovy
Univerzity (GAUK 677012/C/2012) a SVV 265004. Prdce je
spolufinancovana Evropskym socialnim fondem a statnim
rozpoctem Ceské republiky. Registracni cislo projektu:
CZ.1.07/2.3.00/20.0235, nazev projektu: TEAB.
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Spr0334, NOVY PROTEIN BUNECNEHO DELENi
U Streptococcus pneumoniae

NELA STEKEROVA, KAROLINA BURIANKOVA,
ALES ULRYCH, PAVEL BRANNY, LINDA
NOVAKOVA

Mikrobiologicky ustav AV CR, v.v.i., Videniska 1083,
142 20 Praha 4 - Kr¢
stekerova@biomed.cas.cz

Jednim z nejpozoruhodnéjsim déju v biologii buriky je
bunéény cyklus a predev§im samotné bunécné déleni, kdy
z jedné bunky matetské vznikaji dvé bunky dcefinné.

Vétsina studii bakteridlniho bunééného deleni byla
provedena u dvou hlavnich modelovych organismt
ty¢inkovitého tvaru, a to u B. subtilis, jako zastupce gram-
pozitivnich bakterii a u E. coli, jakozto zastupce gram-
negativnich bakterii.

Streptococcus  pneumoniae, stejné jako vétSina
ostatnich streptokokdl, laktokokl a enterokokd, patii mezi
bakterie s ovoidnim tvarem bunék. Ovoidni bakterie nemaji
tvar typicky kulovity, ani typicky ty¢inkovity, jejich tvar je
jakymsi “pfechodem™ mezi témito dvéma tvary. Tyto
bakterie se vzdy déli ve stejné roving, kterd je kolma
k dlouhé ose buriky. Navic u téchto bakterii neni znamo,
jakym zptsobem urCuji misto vzniku bunétné piepazky,
protoze Min systém urcujici misto vzniku bunécné piepazky
u tyCinkovitych bakterii zcela postradaji a proteiny
zodpovédné za chromozomalni okluzi nebyly u ovokokl
dosud identifikovany™.

Spr0334 je hypoteticky membranovy protein o nez-
namé funkci. V neddvné studii bylo urceno, Ze tento protein
je substratem jediné Ser/Thr proteinkinasy StkP mezi jejiz
substraty, mimo jiné, patii proteiny bunééného déleni: FtsZ,
FtsA a DivIVA* 3 4 Samotna proteinkinasa StkP se téZ
aktivné ucastni bunétného déleni a delece genu stkP vede
k defektim bun&éného déleni a zm&n& morfologie bungk,
které maji protahly tvar a obsahuji vice neuzavienych
bun&&nych prepazek®.

Nasim cilem bylo ur¢it funkci nezndmého proteinu
Spr0334 a vliv fosforylace na jeho funkci ¢i aktivitu.

Deleci genu spr0334 jsme vytvotili mutantni kmen
S. pneumoniae a zkoumali jsme jeho fenotyp. Elektronova
mikroskopie prokazala, ze bunétné déleni u mutantniho
kmene probiha asymetricky, buniky ztraci typicky ovoidni
tvar a jsou rizné deformované. Dcefiné bunky maji
rozdilnou velikost (obr. 1), a mensi buiika ob¢as neobsahuje
zadnou DNA.



Chem. Listy 108, 519-560 (2014)

b
Obr. 1. Elektronova mikroskopie divokého kmene a kmene
Aspr0334 S. pneumoniae Spl: divoky kmen, Sp57: kmen
Aspr0334  Snimky byly pofizeny skenovaci elektronovou
mikroskopii ve spolupracujici laboratofi (Orietta Massidda;
Universita di Cagliari, Italie)

Za ucelem urcit mista fosforylace proteinu Spr0334
invivo jsme vytvofili dva komplementaéni kmeny.
Do postradatelného lokusu bga byla vnesena nativni alela
a mutovand forma alely pro gen spr0334 pod inducibilnim
promotorem. Mutovand forma genu pro protein Spr0334
méla zaménéné aminokyseliny T67 a T78 za neutralni
aminokyselinu alanin, kterd nemlze byt fosforylovana.
Nasledna studie exprese a fosforylace nativniho a fosfo-
ablativniho proteinu Spr0334 prokazala, ze T67 a T78 jsou
misty fosforylace proteinu Spr0334 in vivo. Studie fenotypu
téchto kment ukazala, ze nefosforylovany protein Spr0334 je
schopny plné zastavat svou funkeci.

Déle jsme vytvofili kmeny S. pneumoniae nesouci
v bgaA lokusu gen pro protein Spr0334 flizovany na N-konci
S GFP. Pomoci fluorescen¢ni mikroskopie jsme pozorovali
lokalizaci a zjistili jsme, Zze protein GFP-Spr0334 je
lokalizovan pievazné v bunécné prepazce a tato lokalizace se
vyznamné neméni v zavislosti na jeho stavu fosforylace.

Pomoci fluorescenéni mikroskopie jsme pozorovali
lokalizaci Casnych délicich proteini FtsZ a FtsA
v mutantnim kmeni Aspr0334 a zjistili jsme, ze FtsZ kruh je
ve mnoha burkach lokalizovan asymetricky, coz je pfi¢inou
asymetrického bunétného déleni. Pozorovani fluorescenéné
znafené¢ho proteinu  Spr0334 exprimovaného soucasné
s fluorescenéné znaenym FtsA v bunkach divokého typu
ukdzalo, ze Spr0334 je velmi ¢asny protein bunécného déleni
a je pravdépodobné dilezity pro spravné umisténi FtsZ kruhu
Vv délici se buiice.

Zaveérem lze shrnout, ze Spr0334 je noveé urceny
protein bunééného déleni, ktery pravdépodobné pomaha urcit
misto tvorby nové délici prepazky a je nezbytny pro spravny
prubéh bunééného déleni u S. pneumoniae.

Tato price vznikla za podpory grantii GA CR P204/07/082,
P302/120256 a P207/2/1568 a grantu GA AV 1AA600200801.
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PYRIMIDI N-CYKLODEXTRINOV]EZ KONJU(O}ATY
JAKO KATALYZATORY OXIDACI SULFIDU

JIRi STURALA, RADEK CIBULKA

Ustav organické chemie, VSCHT Praha, 166 28 Praha 6
jiri.sturala@vscht.cz

Opticky ¢isté sulfoxidy ptredstavuji velmi dilezité latky
jak v organické syntéze jako chiralni pomocné skupiny, tak
napf. ve farmaceutickém primyslu jako biologicky aktivni
latky. Nejcast&jsim zptisobem pfipravy sulfoxidi je oxidace
prislugnych  sulfidi. Heterocyklické peroxidy’, jejichz
nejznaméj$im zastupcem je flavin-hydroperoxid, oxiduji
velmi u¢inng sulfidy na sulfoxidy.

V  posledni dobé s rozvojem  chiralnich
organokatalyzatord se tento pfistup zafinad uplatiiovat i
v oblasti pfipravy chirdlnich sulfoxidd. Ukazalo se, ze
spojenim flavinového katalyzatoru s cyklodextrinem?® lze
ziskat sulfoxidy s velmi vysokymi ee.

Zjednodusenim flavinového skeletu lze mimo jiné
ziskat mnohem snéaze dostupné pyrimidiniové soli, které jsou
také ucinnymi katalyzatory oxidaci sulfidu.

Pro spojeni katalyticky aktivniho pyrimidiniového jadra
S chirdlnim cyklodextrinem byla pouzita moderni ,,click
reakce”. Vysledny pyrimidin-cyklodextrinovy konjugat byl
testovan pro oxidaci modelovych i famaceuticky zajimavych
sulfidi. V prezentaci bude diskutovan rovnéz vliv délky
spojky na vyslednou enantioselektivitu oxidace katalyzované
konjugaty.

CFs,

Obr. 1. Pyrimidin-cyklodextrinové konjugaty
Tato prdce vznikla za podpory grantu GACR P207/12/0447.
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PREFERENCNI VAZBA MUTANINiQH FOREM
PROTEINU P53 K SUPERHELIKALNI DNA
OBSAHUJICI STRUKTURNE SPECIFICKE MOTIVY
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Pro standardni formu proteinu p53 (wtp53) bylo
zjisténo, ze jeho nadorové supresorova funkce vyzaduje
sekvencné specifickou vazbu k promotoriim cilovych gent.
Mutantni hot-spot proteiny p53 (mutp53) se v8ak nemohou
vlivem mutace v centrdlni DNA-vazebné doméné (DBD)
vézat k DNA sekvenéné specificky®. Piesto byla pozorovéana
jejich schopnost regulace exprese cilovych genii?. Studium
sekvenéné specifické vazby u proteinu wtp53 odhalilo
vyznam topologie DNA pro selektivni vazbu k rozpoznavané
sekvenci DNA’. Za strukturnd specifickou vazbu k DNA je
u proteinu p53 zodpovédna piedev§im druha DNA-vazebna
doména (CTDBD) na C-konci proteinu, jejiz aktivita je také
u proteini mutp33 zachovéana®,

Z tohoto dtivodu jsme zkoumali vliv topologie DNA na
interakci vybranych proteind mutp53 s riznymi typy DNA
bez nebo s cilovym vazebnym mistem pro protein
mutp53(cit.’). NaSe prace ukazuje, Ze pouZité proteiny
mutp53 vykazovaly preferenci k plazmidové superhelikalni
DNA (scDNA) oproti linearni nebo relaxované DNA
(linDNA, relDNA) bez ohledu na pfitomnost specifické
sekvence. Podobné vysledky jsme ziskali také pii pouziti
ptirozené se vyskytujiciho vazebného mista proteinu mutp53
v promotoru genu MSP/MST1, a to jak s purifikovanymi
proteiny, tak bunéénymi lyzaty. Pro potvrzeni vyznamné role
domény CTDBD pfi rozpoznavani topologie DNA byly u
proteinu mutp53 R273H pouzity monoklonalni protilatky
rozpoznavajici rizné epitopy jak N-koncové, tak C-koncové
¢asti proteinu. Vliv topologie DNA na vazbu proteind
mutp53 byl detegovan také in vivo vyuzitim reportérovych
vektorti obsahujicich promotory geni BAX nebo MSP/MST1.

Tato prdce vznikla za podpory grantu GACR 13-36108S.
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Organofluorové molekuly se v pfirodé témér
nevyskytujil. Piesto si vybudovaly silnou pozici mezi 16&ivy,
agrochemikaliemi, modernimi materialy apod.2, coZ je hlavni
pric¢inou velké poptavky po ucinnych metodach zavadéni
atomu fluoru do organickych molekul.

Metody vneseni tetrafluorethylové (—CF,CF,H) nebo
tetrafluorethylenové (—CF,CF,-) skupiny do cilové molekuly
jsou do velké miry neprozkoumany. Beier a kol. v poslednich
letech publikovali tandemové ¢inidlo PhSCF,CF,SiMe; (1)
(radikal-anion), jehoz vyuzitelnost pfedvedli na nukleofilnich
a radikalovych adicich®*,

Oxidaci latky 1 Dbylo pfipraveno ¢inidlo
PhSO,CF,CF,SiMe; (2), které  bylo studovano
v nukleofilnich adi¢nich reakcich na alhedydy (Schéma 1).
Ukézalo se, ze ve srovnani s ¢inidlem 1 je toto mén¢
reaktivni, coz je pravdépodobné dano elektronakceptorni
sulfonylovou skupinou, kterd snizuje nukleofilitu cinidla.
Experimentalni vysledky jsou doplnény DFT vypoceni studii
V programovém baliku Gaussian 09.

A)
F F 1. R-CHO, CsF F F OH
i 2. HCI, H,0
Ph\S SiMe; 20 | F’h\S R,
O: F F O, ¢ gR
2 Mg/MeOHl 3
B)
F F F F OH
Ph. H R-CHO
S& Mg, Hg" H R
O F F ’ FoER
5 4

Schéma 1. Studované reakce ¢inidel 2 a 5

Pozomost byla dale vénovana syntéze latek 4, a to bud’
desulfonylaci pfipravenych adukti 3, nebo pfimou adici
¢inidla PhSO,CF,CF,H (5) na aldehydy.

Tato prace vznikla za podpory grantu GACR P207/11/0421.
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PRIPRAVA TRANSGENNICH ORGANISMU PRO
PRODUKCI OSMOTINU

JITKA \{IKTORQVA, PETRA LOVECKA, LUKAS
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tomas.macek@vscht.cz

Tato prace byla zaméfena na rekombinantni produkci
rostlinného proteinu osmotinu. Osmotin se Vv rostlinach
ucastni odpoveédi na stresory biotického i abiotického
ptuvodu. Jiz dfive byly publikovany antimikrobialni G¢inky
osmotinu vici nékterym patogennim plisnim.

Gen kodujici osmotin (OSM) byl za ucelem naslednych
genetickych  manipulaci  amplifikovan pomoci PCR
S vyuzitim genomové DNA tabdku virginského jako
templatu. Gen OSM ve fuzi s oligonukleotidem kodujicim
hexahistidinovou kotvu byl jako souéast plasmidu pET-22b
exprimovan v bufikach Escherichia coli BL21. Po ovéieni
uspésné exprese a lokalizace byl rekombinantni osmotin
purifikovan a renaturovan. Nativni konformace izolovaného
proteinu byla ovéfena metodami MALDI TOF MS a infra-
cervené a Ramanovy spektroskopie.

Rekombinantni osmotin byl pouzit k testovani jeho
antimikrobidlnich ucinkti vici potravinarskym a lidskym
patogenim. Vyraznou antimikrobialni aktivitu jevi osmotin
napf. proti  puvodcim kandidéoz azéanétd zvukovodu
(Candida parapsilosis a Candida tropicalis) a proti
potravinaiskym  patogenim  Debaryomyces hansenii,
Torulaspora  globosa  a Saccharomycodes ludwigii
zpisobujicim napt. kysnuti vina a mosti. Soucasné byla
zkoumédna i pfipadnd toxicita osmotinu vici lidskym
embryonalnim ledvinovym bufikdm a jeho hemolyticka
aktivita, vysledky testl vSak prokézaly, ze osmotin je i ve
vysokych koncentracich pro lidské buiiky neskodny.

Jako druhy expresni systém byl zvolen modelovy
rostlinny druh tabak virginsky. Kodujici sekvence His-OSM
byla vlozena do vektoru pGreen0029 pod kontrolu
konstitutivniho promotoru viru kvétakové mozaiky. Ziskany
plasmid byl néasledné¢ vlozen do kmene Agrobacterium
tumefaciens C58-C1. Uginna transientni exprese genu His-
OSM byla metodou agrobakterialni infiltrace ovéfena
v dvoudéloznych i jednod€loznych rostlinach. Metodou
agrobakterialni kokultivace byly pfipraveny transgenni
rostliny tabaku nesouci gen OSM. Transgen byl v téchto
rostlinach  detegovan na tGrovni DNA a pocet
inkorporovanych kopii byl uréen pomoci kvantitativniho
PCR. Kvantifikace mRNA prokazala silnou expresi
transgenu.

Sledovanim kli¢ivosti semen a obsahu chlorofylu
v pfitomnosti NaCl byla prokdzana zvySena tolerance
transgennich rostlin tabaku k osmotickému stresu. Rostliny
tabaku se zvySenou produkci osmotinu se tak mohou stat
uziteénym modelem pro uplatnéni genu OSM pii pfipraveé
zem&délskych plodin se zvysenou toleranci k biotickému i
abiotickému stresu.

Tato prace vznikla za podpory grantu GACR 501/11/1650.
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SYNTEZA FUNKCIONALIZOVANYCH Ru(ll)
KOMPLEXU

BEATA VILHANOVA, PETR SOT, JIRI VACLAVIK,
MAREK KUZMA, PETR KACER

Ustav organické technologie, Vysokd $kola chemicko-
technologicka v Praze, Technickd 5, 166 28 Praha 6
beata.vilhanova@vscht.cz

Komplexy typu [RuCl(;®-aren)(N-arylsulfonyl-DPEN)]
(kde DPEN = 1,2-difenylethylen-1,2-diamin) jsou vyuZitelné
nejen jako katalyzatory asymetrickych hydrogenacnich
reakci’, ale také jako u&innd cytostatika®. Syntéza téchto
komplexit vychdzi z dimeru [RuCly(n°-aren)],, ktery se
ptipravuje reakci pfislusného derivatu 1,4- nebo 1,3-cyk-
lohexadienu s hydratovanym chloridem ruthenitym (Schéma
1).

Syntéza pozadovanych cyklohexadienii 1 se obvykle
provadi Birchovou redukci. Vzhledem k potencialnim
rizikim spojenym s touto reakci je vitanou alternativou
cykloadiéni reakce substituovaného buta-1,3-dienu a termi-
nalnfho alkynu®, ktera byla vyuZita i v této préaci.

R4 ~
+ // Rz
A Z

CoBr,, DPPE,
Zn, Znl,

| O
Cl_R|U\N,siR PR Ph R1©R2
Cl—Ru
H,oN : Ph EtzN | ~cl
Ph , 2
3 2

Schéma 1. Syntéza funkcionalizovanych komplexi

Syntetizované cyklohexadieny 1 byly charakterizovany
a bylo zjisténo, ze vznikajici vedlej$i produkt ma jinou
strukturu oproti literatufe. Produkty 1 byly pouzity pro
syntézu dosud nepublikovanych dimerGi 2 a nasledné
polosendvi¢ovych komplext 3 s ligandy typu N-arylsulfonyl-
DPEN. Ptipravené latky jiz nachazeji uplatnéni pii
modularnim designu a syntéze heterogennich katalyzatorQ
s vyuZitim vneseni funk&nich skupin na #%-aren a budou
testovany na cytostatické ucinky.

Tato prace vznikla za podpory grantu GACR P106/12/1276.
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ULOHA N-TERMINALNI’VD(’)MENY a/TIF32
PODJEDNOTKY INICIACNIHO FAKTORU elF3 VE
VAZBE mRNA NA 43S PREINICIACNI KOMPLEXY

VLADISLAVA VLCKOVA? STANISLAVA
GUNISOVA? SOHAIL KHOSHNEVIS?, TOMAS
KOUBA? PIOTR NEUMANNP, PETRA
BEZNOSKOVA? RALF FICNER®, LEOS SHIVAYA
VALASEK?®
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University, 37077 Goettingen, Némecko
vladislava.vickova@natur.cuni.cz

Syntéza proteint je klicovym procesem kazdé buiky,
a proto je jeji bezchybna regulace nezbytna pro kazdy zijici
organismus. Jednim z nejregulovanéjsich krokli genové
exprese je iniciace translace, zajiStujici sestaveni 80S
ribosomu ze 40S a 60S ribosomalnich podjednotek a inicia-

translatovana. Jelikoz se jedna o velmi slozity proces,
spravny prib&h iniciace translace je fizen mnoha
eukaryotickymi inicia¢nimi faktory (elFs).

Navzdory dilezitosti iniciace translace v genové
expresi neni stale zcela zndm presny mechanismus nékolika
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jejich klicovych kroku. Jednim z nich je nasedani mRNA na

faktor elF3.

V nasi laboratofi jsme nedavno identifikovali 10-ti
alaninovou substituci (tzv. Box37) v a/TIF32 podjednotce
faktoru elF3 kvasinky Saccharomyces cerevisiae, ktera
specificky ovlivnila iniciaci translace. Podrobna analyza
ukazala, Ze jedingm efektem této mutace na iniciaci translace
je podstatné snizeni mnozstvi modelové mRNA ve 48S
Nedavno objevena struktura N-terminalni c¢asti a/TIF32
navic odhalila dva zasadité aminokyselinové zbytky v oblasti
Boxu37 - Arg363 a Lys364 - tvofici kladné nabitou oblast na
povrchu proteinu a/TIF32 potencidlné schopnou vazby
mRNA. Substituce téchto aminokyselin na alaniny taktéz
naru$ila krok nasedani mRNA na 43S PIC in vivo, coz
naznacuje, ze N-terminalni ¢ast a/TIF32 podjednotky faktoru
elF3 hraje vyznamnou roli ve vazbé mRNA na 43S

Tato prdce vznikla za podpory grantiit Wellcome Trust Grant
090812/2/09/Z a GACR 305/10/0335.
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