
Chem. Listy 98, 271 � 314 (2004)  IV. Amerika 2004. 

 271 

 
 

             

 
 
 
 
 
 
 

IV. MEZIOBOROVÉ SETKÁNÍ MLADÝCH BIOLOGŮ, 
BIOCHEMIKŮ A CHEMIKŮ 

 
 
 

9. 6. � 12. 6. 2004 
 

Devět skal � �ďárské vrchy 
 
 
 
 

sborník redigovali 
 

Martin Fusek, Vladimír Pouzar, Pavel Dra�ar 
 
 



Chem. Listy 98, 271 � 314 (2004)  IV. Amerika 2004. 

 272 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IV. Mezioborové setkání mladých biologů, biochemiků a chemiků 
 
Mezioborová konference mladých biologů, biochemiků a chemiků vstupuje letos do svého čtvrtého ročníku. Redakční 
rada Chemických listů mne po�ádala, abych napsal krátký úvodník do sborníku konference. Chtěl bych se zmínit o 
třech aspektech. Za prvé � velmi si vá�ím práce odborné komise, která hodnotí abstrakty. Letos se se�lo dohromady 
více ne� 130 abstraktů a odborná komise má 14 dní na posouzení. Za časů mého studia se tradovalo, �e asistenti na 
V�CHT hodnotí písemné práce rozhozením po hlavním schodi�ti v �Áčku�. Práce komise, která vybírá abstrakta na 
na�i konferenci, vypadá rozhodně jinak. Hodnocení prací věnuje mnoho času. Aby byla situace je�tě komplikovaněj�í, 
na�e termíny se kryjí s termíny podávání grantových zpráv a přihlá�ek. O to více bych chtěl poděkovat celé komisi, 
pracující ve slo�ení Dr. Blaho�, doc. Dra�ar, Dr. Kotora, Dr. Pospí�ilová, Dr. Starý a prof. Ulrichová a chtěl bych 
také říc,i �e jen díky jejich pečlivé práci je kvalita konference velmi vysoká. To je druhý bod, který bych chtěl zdůraznit. 
Práce, které se scházejí, jsou stále kvalitněj�í, a je stále tě��í vybrat účastníky konference. Vloni nav�tívili konferenci 
prof. Pačes, doc. Moravcová, Dr. Bartůněk, Dr. Tureček a v�ichni nám, organizátorům, tlumočili stejný dojem � 
úroveň jak odborná, tak formální je na nejvy��ím stupni a je ka�dým rokem slo�itěj�í vybrat vítěze v jednotlivých 
kategoriích. Moje třetí poznámka, a zároveň veliký dík, patří Ing. Ireně Krumlové, tajemnici České společnost pro 
biochemii a molekulární biologii. Od prvního ročníku pomáhá jak v organizaci, ale také ve finančním zaji�tění celé 
akce. S velikým nasazením bojuje o granty, které pomáhají zvládnout stále rostoucí náklady. Bez ní a jejího úsilí 
bychom nebyli schopni tuto akci v daném rozměru udr�et. 
 
Na závěr � přeji čtvrtému ročníku mnoho zdaru a v�em mladým hodně úspěchů v jejich vědecké práci. 
 
 
 

Martin Fusek 
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ANTICANCER DRUG ELLIPTICINE FORMS DNA 
ADDUCTS IN VIVO; A NOVEL MODE OF ITS 
ANTINEOPLATIC ACTION  
 
DAGMAR AIMOVÁ and MARIE STIBOROVÁ 
 
Department of Biochemistry, Faculty of Science, Charles 
University, Albertov 2030, 128 40 Prague 2, The Czech 
Republic 
dagmar_aimova@seznam.cz 
 
 Ellipticine is a potent antineoplastic agent, whose mode 
of action is considered to be based mainly on DNA 
intercalation and/or inhibition of topoisomerase II. We found 
that ellipticine also forms covalent DNA adducts in vitro and 
that the formation of DNA adducts is dependent on the 
activation of ellipticine by cytochrome P450 (CYP) (cit.1). 
This implicates the potential importance of several CYPs in 
producing more active ellipticine metabolite(s). Here, we 
investigated the capacity of ellipticine to form DNA adducts in 
vivo. Male Wistar rats were treated with ellipticine, and DNA 
from various organs was analyzed by 32P-postlabeling. 
Ellipticine-specific DNA adduct patterns, similar to those 
found in vitro, were detected in most test organs. The highest 
level of DNA adducts was found in liver, followed by spleen, 
lung, kidney, heart and brain. One major and one minor 
ellipticine-DNA adducts were found in DNA of all these 
organs of rats exposed to ellipticine. Besides these, two or 
three additional adducts were detected in DNA of liver, 
kidney, lung and heart. The predominant adduct formed in rat 
tissues in vivo was identical to the deoxyguanosine adduct 
generated in DNA by ellipticine in vitro. Correlation studies 
showed that the formation of this major DNA adduct in vivo is 
mediated by CYP3A1- and CYP1A-dependent reactions. The 
additional aim of the present work was to study whether 
ellipticine could influence the expression of the major CYPs 
participating in its metabolism. An expression of CYP1A1/2 
proteins in liver of rats of both sexes is strongly induced by 
treatment of animals with ellipticine. The expression levels of 
CYP1A1/2 in treated rats are one order of magnitude higher 
than those in control animals. The CYP1A1/2 induction is 
strongly dependent on concentration of ellipticine applied to 
experimental animals and on the time of their exposition. The 
induction of other isoforms of cytochromes P450 (CYP2B, 
2E1, 3A) was negligible. The results presented here are the 
first report showing the formation of CYP-mediated covalent 
DNA adducts by ellipticine in vivo, and confirm the formation 
of covalent DNA adducts as a new mode of ellipticine action. 
In addition, they indicate that a long-term treatment of humans 
with ellipticine might stimulate its pharmacological efficiency 
against cancer diseases. 
 
Supported by Grant Agency of the Czech Republic (grant 
203/01/0996) and the Ministry of Education of the Czech 
Republic (grant MSM 1131 00001). 
 
REFERENCES 
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VYU�ITÍ DIASTEREOSELEKTIVNÍ [2+2+2] 
CYKLOIZOMERACE TRIYNŮ PRO PŘÍPRAVU 
HELIKÁLNĚ CHIRÁLNÍCH LÁTEK 
 
ZUZANA ALEXANDROVÁ, IRENA G. STARÁ, FILIP 
TEPLÝ, PETR SEHNAL, IVO STARÝ, DAVID �AMAN a 
MILO� BUDĚ�ÍNSKÝ 
 
Ústav organické chemie a biochemie AV ČR, Flemingovo n. 2, 
166 10 Praha 6 
alexa@uochb.cas.cz 
 
 V minulosti jsme vyvinuli obecný způsob přípravy 
helikálně chirálních látek, který je zalo�en na intramolekulární 
[2+2+2] cykloizomeraci aromatických triynů za katalýzy1,2 
kobaltem (I) či niklem (0). Nedávno jsme pozorovali, �e 
centrum chirality ve výchozím triynu mů�e řídit 
stereoselektivitu cyklizace3. Tímto způsobem je pak 
kontrolována helicita produktu. 
 S vyu�itím této syntetické metodologie jsme připravili 
neracemickou helikálně chirální látku (P,1S)-(+)-1, její� 
struktura je odvozená od helicenů4. Syntéza vychází z 
dostupného bromjodidu 2. V prvním kroku byl působením 
hydridu draselného generován alkoholát odvozený od (2S)-(-)-
3, který byl poté alkylován bromjodidem 2 za vzniku látky 
(1S)-(-)-4. Sonogashirův coupling diacetylenu 5 s 
naftyljodidem (1S)-(-)-4 a následná desilylace účinkem 
tetrabutylamoniumfluoridu vedly k po�adovanému triynu (1S)-
(-)-6. Syntetická sekvence byla zavr�ena intramolekulární 
[2+2+2] cykloizomerací triynu (1S)-(-)-6 za katalýzy 
komplexem kobaltu, a byla tak získána po�adovaná helikálně 
chirální látka (P,1S)-(+)-1 . 
 
 

I

Br

I

O
Ra

b, c

O
R

d

TIPS

OH
R

O

R

2

(2S)-(-)-3

(1S)-(-)-4

5

(1S)-(-)-6

*

*

*

*

R:

(P,1S)-(+)-1

 
(a) KH, THF; (b) Pd(PPh3)4, CuI (kat.); (c) Bu4NF; (d) 
CpCo(CO)2 (1 ekv.) 
 



Chem. Listy 98, 271 � 314 (2004)  IV. Amerika 2004. 

 274 

 Bude zkoumáno vyu�ití této látky a jejích analogů v 
oblasti kapalných krystalů, kde helikální aromáty nebyly je�tě 
systematicky studovány. 
 
Podporováno GA ČR (reg. č. 203/02/0248) a ÚOCHB AV ČR 
(výzkumný projekt č. Z4 055 905). 
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SYNTHESIS OF 3,3� SUBSTITUTED[2]STAFFANE 
DERIVATIVES AND NMR STUDY OF THEIR 
INCLUSION COMPLEXES WITH β-CYCLODEXTRIN 
IN WATER 
 
PETR BARTO� and CTIBOR MAZAL 
 
Department of Organic Chemistry, Faculty of Science, 
Masaryk University, Kotlářská 2, 611 37 Brno, Czech 
Republic 
bartos@chemi.muni.cz, mazal@chemi.muni.cz   
 
 Derivatives of bicyclo[1.1.1]pentante (BCP) I were 
recognized as very interesting class of compounds due to their 
structural features. For example, BCP cage represents a basic 
construction module for rigid rod like molecules � [n]staffanes 
II, the fundamental part of suggested molecular size 
construction set1. Having the set of predefined properties with 
appropriate tools of supramolecular chemistry in hand, one 
might be able to construct novel molecular materials. Since 
practically useful synthesis of [1.1.1]propellane had been 
found, synthetic aspects of BCP chemistry became relatively 
developed recently2. On the other hand, there is little known 
about supramolecular chemistry of BCP derivatives so far. 
Inspired with Berg et al. (cf.3) describing complexation of 
bicyclo[2.2.2]octane derivatives with cyclodextrins (CD) and 
with CD-based pseudo-rotaxane model4 in our minds, we 
focused our interest to the host-guest chemistry of BCPs. 
 Iodide Ia and  [2]staffanes IIa-b formed sparingly 
soluble complex with β-CD upon mixing in D2O/DMSO-d6 
solvent mixture at 303 K precluding their further study by 
solution NMR methods. Hydrophilic [2]staffane-3,3�-diol IId 
has been prepared from IIa via iodine/lithium exchange 
followed with oxidation of dilithium IIc with molecular 
oxygen. Solution NMR analyses revealed formation of 1:1 
host-guest complex III of IId and β-CD at 303 K in water. 
Association constant of the complex III has been estimated to 
be Ka = 3015 M-1 at 303 K in water. 
 
Financial support from Ministry of Education, Youth and 
Sports of the Czech Republic (projects ME 571 and FRV� 
574/2003) is acknowledged with thanks. 
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DEVELOPMENT OF LATERAL FLOW 
IMMUNOASSAYS FOR DETECTION OF FOODBORNE 
PATHOGENS Listeria SPP. AND Listeria monocytogenes 
 
MARTINA BLA�KOVÁa, PAVEL RAUCHa, JAN H. 
WICHERSb, and AART VAN AMERONGENb 
 
aDepartment of Biochemistry and Microbiology, Institute of 
Chemical Technology, Technická 5, 16628 Praha, Czech 
Republic, bAgrotechnology and Food Innovations (A&F), 
Wageningen University and Research Centre, P.O. Box 59, 
6700 AA, Wageningen, The Netherlands 
blazkovm@vscht.cz 
 
 A lateral flow immunoassay (LFIA) is a single step 
method that is based on the principle of 
immunochromatography. These simple and rapid strip tests 
require only sample addition at one end of the device. Due to 
wicking (capillary) effects, the sample is drawn into the 
interstitial spaces of the membrane. While continuing along 
this flow path, the sample contacts the dried reagent, usually a 
labeled antibody, which then migrates with the analyte to a 
capture zone containing immobilized antibodies. At this zone, 
the analyte-antibody complex binds to the immobilized 
antibody; signal is visible as a black line. 
 The genus Listeria includes six species: L. 
monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri, L. innocua, L. 
welshimeri, and L. grayi. The severe disease listeriosis caused 
by these bacteria is one of the most deadly bacterial infections 
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currently known. Only L. monocytogenes has been recognized 
as an important foodborne pathogen causing infections in both 
man and animal. L. ivanovii is primarily pathogenic for cattle 
and sheep. The other Listeria spp. are considered to be 
avirulent, although L. innocua may occasionally cause disease 
in ruminants and L. seeligeri has been implicated in at least 
one case of human listeriosis. Listeria spp. can be isolated 
from a diversity of environmental sources, including soil, 
water, effluents, a large variety of foods, and the feces of 
humans and animals.  
 The aim of our work was to develop rapid and simple 
method for general detection of genus Listeria and specific 
determination of Listeria monocytogenes. Two polyclonal 
antisera had previously been developed. With these antisera 
ELISAs had been set up, one specific for Listeria spp., and the 
other specific for L. monocytogenes. In the present study these 
antibodies were used to develop easy-to-use Lateral Flow 
ImmunoAssays that only require the addition of culture 
supernatant into the sampling window.  
 
This work was supported by the Grant Agency of the Czech 
Republic, No. 525/03/0350. 
 
 
PA-IIL LEKTIN Z HUMÁNNÍHO PATOGENU 
Pseudomonas aeuruginosa A JEHO INTERAKCE S 
OLIGOSACHARIDY 
 
MARTINA BUDOVÁa, CHARLES SABINb, EDWARD P. 
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IMBERTYb, and MICHAELA WIMMEROVÁa,e 
 
aNational Centre for Biomolecular Research and eDepartment 
of Biochemistry, Masaryk University, Kotlarska 2, 611 37 
Brno, Czech Republic, bCERMAV-CNRS, 601 rue de la 
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 Pseudomonas aeruginosa je gram-negativní potenciálně 
patogenní bakterie, která je schopna infikovat téměř ka�dou 
lidskou tkáň a např. u pacientů s cystickou fibrosou způsobuje 
tě�kou infekci plic. Nejčastěj�í příčinou úmrtí pacientů s 
cystickou fibrosou jsou právě důsledky kolonizace plic touto 
bakterií. P. aeruginosa produkuje významné  mno�ství lektinů 
vázajících D-galaktosu a L-fukosu, PA IL (LecA) a PA IIL 
(LecB), které jsou pravděpodobně odpovědné za primární 
rozpoznání hostitele a následnou adhezi bakterie a jsou úzce 
spjaty s virulencí tohoto patogenu1. 
 Na rozdíl od vět�iny lektinů, je� vykazují relativně 
nízkou afinitu k monomerním cukerným ligandům, interakce 
PA-IIL s fukosou je charakterizována afinitní konstantou v 
mikromolární oblasti. Strukturní analýza prokázala, �e PA-IIL 
lektin je tetramer slo�ený ze čtyř identických podjednotek, 
ka�dá z nich obsahuje vazebné místo se dvěma Ca2+ ionty, 
které se přímo podílí na vazbě sacharidu a jsou pravděpodobně 
příčinou neobvykle silné interakce mezi proteinem a cukerným 
zbytkem2. Význam četných aminokyselin předev�ím kyselého 
charakteru zapojených do interakce se sacharidy a jejich podíl 

na vazbě nám pomáhá odhalit jejich cílená mutagenese a 
následná charakterizace mutantů. Zvlá�tností vazebného místa 
je i zapojení C-terminálního glycinu sousedního monomeru do 
přímé interakce se  sacharidem. 
 Krystaly PA-IIL lektinu se daří připravit v dostatečné 
velikosti, co� nám otevřelo novou mo�nost ře�ení kvartérní 
struktury proteinu na atomární úrovni neutronovou difrakcí. V 
současné době probíhá příprava plně deuterovaného proteinu, 
je� by měl umo�nit pohled předev�ím na vodíkové atomy, 
které jsou přímo zapojeny do interakce, ať u� kyselých 
aminokyselin ve vazebném místě či hydroxylových skupin 
sacharidu. 
 
LITERATURA 
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 Three known species of prochlorophytes (Prochloron 
didemni, Prochlorothrix hollandica and Prochlorococcus 
marinus) are an unusual group of prokaryotes which perform 
oxygenic photosynthesis1. They are apparently related to 
cyanobacteria but they lack water-soluble phycobilisomes 
while they synthesize chlorophyll (chl) b and to form an 
intrinsic chla/b light-harvesting antenna. The chla/b-binding 
proteins (encoded by pcb genes) are not closely related to the 
lhc genes encoding a superfamily of the light-harvesting 
antenna proteins of green plastids, but instead are similar to the 
iron-stress induced isiA gene of cyanobacteria and to CP43, a 
chla-antenna protein of photosystem II (cf.2). In P. holandica 
three Pcb antenna proteins (pcbA-C gene products) have been 
detected3. Here we show how the antenna proteins structurally 
interact with the photosystem I (PSI) reaction center in P. 
holandica. The isolated thylakoid membranes of P. hollandica 
were solubilized by mild detergent dodecyl-β-D-maltoside and 
subjected to a sucrose density gradient centrifugation. On the 
basis of protein composition and spectroscopic data the lowest 
green fraction of sucrose gradient contained polypeptides of 
the PSI reaction center complex associated with the Pcb 
proteins. In order to reveal how the PSI complex interact with 
the Pcb proteins the fraction was negatively stained with 
uranyl acetate, subjected to electron microscopy and obtained 
images processed with SPIDER image analysis package4. 
Single particle analysis showed a Pcb-PSI supercomplex to be 
a more circular particle with a diameter of about 32 nm. This 
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structure is remarkably similar to that of the IsiA-PS I 
supercomplex isolated from cyanobacteria grown under iron-
deficient condition5 and to the Pcb-PSI supercomplex isolated 
from a low-light adapted Prochlorococcus strain SS120 [6]. 
We conclude that in thylakoid membranes of P. hollandica the 
trimeric PSI complex is surrounded by the ring of 18 Pcb 
subunits and in so doing significantly increases the size of the 
light-harvesting system of PSI. 
 
This work was supported partially by a project LN00A141 and 
project CEZ 12300001 of the Ministry of Education, Youth and 
Sports of the Czech Republic. 
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 Catalyzed reactions have been investigated in chemistry 
for a long time. In general, a catalyst only lowers the activation 
barrier of an exothermic reaction, which then proceeds faster. 
On the other hand, utilization of light energy allow running of 
some endothermic processes (e. g. photosynthesis, water 
oxidation). The aim of our long-term project is to develop 
molecular devices, which are capable to mediate or catalyze 
endothermic chemical reactions under mild conditions when 
irradiated by visible light. Such catalyst should consist of 
suitable chromophore, which collects light energy, and binding 
site for the substrate. This system should allow to "pump" 
additional energy into the catalyst-substrate complex and thus 
to drive endothermic conversion of the substrate to product 
utilizing intramolecular photoinduced electron transfer1 (PET). 
In this work, the catalyst I containing covalently bound flavin 
and zinc(II)-cyclen unit were prepared and tested for 
photoinduced electron-transfer reactions. The Lewis-acidic 

zinc(II)-cyclen in the catalyst may act as the binding site1 for a 
substrate, while flavin represents chromophore2 that becomes 
strong oxidizing (or reducing) agent upon irradiation by visible 
light.  
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 It was found that the flavin-zinc(II)-cyclen derivative I 
mediates efficiently photoinduced electron-transfer oxidation 
of 4-methoxybenzyl alcohol (Scheme 1) in acetonitril and in 
water. After reduction by sodium dithionite and after 
irradiation, molecule I cleaves efficiently model of thymine 
dimer thus mimicking photolyase3. Presence of the covalently 
bound zinc(II)-cyclen subunit is crucial for efficient 
functioning of flavin photocatalyst.  
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 Světová zdravotnická organizace (World Health Organi-
zation) uvádí, �e rezistence k antimikrobiálním látkám je stále 
vá�něj�í zdravotní problém1. Dochází k nárůstu rezistence 
bakterií vůči současným antibiotikům (rezistence Salmonella 
typhimurium k tetracyklinům vzrostla z 0 % v roce 1948 k 
98 % v roce 1998) (lit.2). Ka�dou hodinu zabíjí bakteriální 
infekce na na�í planetě 1500 lidí a z toho polovina jsou děti 
mlad�í pěti let. Tato zji�tění vedou ke snaze najít nové účinné 
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antimikrobiální látky, které by ničily mikroorganismy a přitom 
by se vůči nim obtí�ně vytvářela rezistence3. 
 Třída hmyzu se zdá být novým, slibným zdrojem 
přírodních látek s antimikrobiální aktivitou. V posledních 
letech byly právě z rozličných druhů hmyzu izolovány peptidy, 
které vykazovaly zajímavou in vitro aktivitu proti mikro-
organismům rezistentním ke konvenčním antibiotikům. Právě 
tyto peptidy by se mohly stát vzorem pro tvorbu nových 
terapeutických zbraní v boji s mikroorganismy4. 
 Mouchu Sarcophaga bullata, zástupce řádu diptera s 
dokonalou proměnou, jsme si vybrali ze �irokého spektra 
hmyzích druhů. Tato moucha je vystavena a odolává �irokému 
spektru mikroorganismů z prostředí, ve kterém �ije a pře�ívá. 
Na�im cílem je identifikace a charakterizace nových peptidů 
nebo proteinů účastnících se imunitní odpovědi proti bakteriál-
ním infekcím.  
 Výchozím materiálem pro izolaci je hemolymfa larev 
mouchy Sarcophaga bullata, které ukončily období �íru a 
začaly období tzv. toulavého chování. V tomto období jsou 
larvy injektovány sterilním entomologickým �pendlíkem nebo 
entomologickým �pendlíkem namočeným v bakteriální 
suspenzi (E.coli, Staph. aureus). Za 24 hod je z indukovaných 
larev izolována hemolymfa. Hemolymfa je rozdělena na hrubé 
frakce, které jsou dále chromatograficky děleny. RP-HPLC 
izolované frakce jsou dále podrobeny charakterizaci fyzikálně 
chemickými metodami: UV-VIS spektroskopie, aminokyse-
linová analýza, hmotnostní spektroskopie (MALDI), SDS 
elektroforéza, tryptický digest a sekvenace. U vybraných 
izolovaných frakcí je zji�ťována antimikrobiální aktivita proti 
bakteriím E.coli a Staph. aureus.  
 
Tato práce je podporována výzkumným záměrem AV OZ 4055 
905. 
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AKTIVACE SEKRETOVANÝCH ASPARTÁTOVÝCH 
PROTEAS KVASINKY Candida parapsilosis 
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 V posledních letech na celém světě dramaticky narůstá 
výskyt mykotických infekcí způsobených kvasinkami rodu 
Candida. Jedním z významných zástupců této skupiny je C. 
parapsilosis. Mezi virulentní faktory u C. parapsilosis řadíme 
schopnost produkce extracelulárních  aspartátových  proteas 
(Saps). V genomu C. parapsilosis byla doposud prokázána 
přítomnost tří genů kódujících Saps (SAPP1-3). Mechanismus, 
jakým probíhá aktivace jednotlivých proteas z neaktivního 
proenzymu, nebyl doposud u C. parapsilosis popsán.  

 Na�i pozornost jsme soustředili na izoenzymy Sapp1p a 
Sapp2p. Ty byly exprimovány v buňkách E. coli a pomocí 
chromatografických metod přeči�těny. Aktivace obou 
izoenzymů probíhala nejprve autokatalyticky v kyselém 
prostředí. Po dvou hodinách aktivace Sapp1p byl výsledkem 
vznik maturního proteinu, který byl v�ak o jednu 
aminokyselinu  krat�í ne� autentická Sapp1p izolovaná přímo z 
C. parapsilosis. U Sapp2p probíhal autoaktivační proces velmi 
pozvolna a k úplné aktivaci do�lo a� po třech dnech. Vzniklý 
protein byl o osm aminokyselin del�í a vykazoval nízkou 
proteolytickou aktivitu ve srovnání s autentickou Sapp2p. V 
modelu  tzv. �asistované aktivace� proenzymu byl při analýze 
pou�it trypsin, nahrazující serinovou processingovou proteasu 
z C. parapsilosis. Propeptid byl v tomto případě u obou 
izoenzymů od�těpen v očekávaném místě.  
 Z výsledků je zřejmé, �e přesto�e je sekvenční podobnost 
obou izoenzymů (Sapp1p, Sapp2p) vysoká, jejich způsoby 
aktivace a substrátové specifity jsou velmi rozdílné. 
 
 
SYNTÉZA DERIVÁTŮ ELIPTICINU A VÝPOČTY 
JEJICH INTERAKCÍ S PÁRY BÁZÍ DNA (AB INITIO A 
EMPIRICKÉ POTENCIÁLY) 
 
MARTIN DRAČÍNSKÝa, JAN SEJBALa a OBIS D. 
CASTAÑOb 
 
aKatedra organické chemie a radiochemie PřF UK, Albertov 
6, 12843 Praha 2, bDepartamento de química física, 
Universidad de Alcalá, Alcalá de Henares, �panělsko 
martindraca@yahoo.com 
 
 Elipticin a jeho deriváty (zejména 9-hydroxyderiváty) 
jsou protinádorová léčiva1. Dosud není znám mechanismus 
jejich působení, silná vazba na DNA (zejména interkalace) je 
v�ak nutnou podmínkou jejich účinku2.  
 Je známa celá řada metod přípravy elipticinu a jeho 
derivátů3,4, �ádná v�ak není zcela univerzální pro přípravu 
různě substituovaného základního skeletu. Jako nejvhodněj�í 
se ukázala syntéza vycházející z indolu a 2,5-hexandionu. 
Tímto způsobem jsou v jednom reakčním kroku vybudovány 
kruhy A, B a C elipticinu. 
 Jednou z mo�ností, jak studovat interakce DNA s 
interkalátory je výpočetní chemie. Nejjednodu��í model pro 
popis interkalujících systémů je jeden pár bází a jedna 
molekula interkalátoru5. I pro tento jednoduchý model jsou 
výpočty interakční energie ab initio velmi náročné (jak časově, 
tak na počítačové vybavení) a pro rozsáhlej�í systémy jsou 
zcela neproveditelné. Empirické potenciály se bě�ně pou�ívají 
pro výpočet geometrií a dal�ích vlastností (včetně 
termodynamických) a lze je pou�ít i v případě  velkých 
molekul (DNA, proteiny). 
 V této práci byly provedeny výpočty ab initio interakční 
energie pěti různých derivátů elipticinu s páry bází DNA 
(adenin-thymin a guanin-cytosin) a byla zkoumána závislost 
interakční energie na vzdálenosti mezi interkalátorem a párem 
bází  a na úhlu pootočení mezi nimi. Výsledky byly porovnány 
se třemi různými  empirickými potenciály a byla vyhodnocena 
účinnost jednotlivých potenciálů.  
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 Cyklotrimerizace je alternativní mo�ností přípravy 
polysubstituovaných atropoizomerních biarylů vedle tradičně 

vyu�ívaných cross-couplingových reakcí.  Při cyklotrimerizaci 
dochází ke vzniku vysoce substituovaných arenů ze tří různých 
alkynů.  V případě, �e jeden z alkynů je ortho-substituovaný 
arylalkyn, lze očekávat vznik potenciálně atropoizomerních 
biarylů.  
 Reakcí tetraalkylsubstituovaných zirkonacyklopenta-
dienů s ortho-arylpropynoáty v přítomnosti stechiometrického 
mno�ství CuCl1 nebo NiBr2(PPh3)2 (cit.2) dochází ke vzniku 
biarylů z alkynů. Reakce v přítomnosti NiBr2(PPh3)2 se nijak 
nevymykaly z předpokládaného průběhu (schema 1), nicméně 
v případě reakcí s CuCl byl kromě biarylů pozorován i vznik 
příslu�ných Dewarových benzenů. Jejich tvorba je důkazem 
odli�ného, dosud nepozorovaného, reakčního mechanismu. 
 Tímto postupem jsme připravili řadu 2,2´-
disubstituovaných potenciálně atropoizomerních biarylů v 
přijatelných výtě�cích. Navíc byl objeven dal�í mo�ný reakční 
mechanismus rozkladu zirkonacyklopentadienů. 
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 The role of microtubules in steroid hormone dependent 
hGR activation is not fully understood yet. It was 
demonstrated recently that colchicine down-regulates hGR 
driven genes in primary human hepatocytes by a mechanism 
involving inhibition of hGR nucleo-cytoplasmic shuttling. In 
search of further reason of hGR inactivation in addition to 
inhibition of its translocation, we used HeLa cells as a model, 
since they possess endogenous and functional hGR. We bring 
the evidence that microtubules disarray in HeLa cells by three 
structurally different microtubule disrupting compounds 
(MDC): colchicine, nocodazole, and vincristine, results in 
rapid time- and dose-dependent hGR protein degradation. 
Proteasome-ubiquitine pathway was found to be involved in 
degradation process as revealed by its reversibility by 
proteasome inhibitor MG132 and increased level of 
ubiquitined hGR protein in cells pre-treated with MG132 prior 
to the MDCs treatment. On the other hand, degradation was 
observed for neither wt-hGR nor  hGR mutants S226A and 
K419A in transiently transfected COS-1 cells. Thus, 
proteasome-ubiquitine mediated hGR degradation following 
microtubule disruption is the main reason for hGR inactivation 
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in HeLa cells and may be true for other cell types. Taking in 
account the time course experiments, the hGR degradation 
precedes inhibition of nucleo-cytoplasmic shuttling. 
 
This work was supported by INSERM postes verts grant 
CS/RN/02/no1442 and MSM 151100003. 
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ARIANA FIALOVÁ 
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 Aromatické látky na bázi fenolu mohou být 
kontaminující slo�kou �ivotního prostředí, kam se dostávají z 
odpadů z průmyslu, havárií a starých zátě�í. Fenoláty jsou 
jednou ze slo�ek ropy a ropných produktů, fenol se vyskytuje 
v odpadech z farmaceutického, ko�elu�ného a 
petrochemického průmyslu. Biodegradační metody v 
kombinaci s fyzikálně-chemickými principy jsou jednou z 
efektivních a ekologických variant, jak odstranit tyto toxické 
látky z kontaminovaných lokalit.  
 Se zájmem poznat biochemické pozadí biodegradací a 
optimalizovat tyto procesy byla provedena řada 
mikrobiologických a biochemických testů. Pro tyto účely byly 
vybrány jako modelové mikroorganismy na fenoláty 
adaptovaná kvasinka Candida maltosa a sbírková bakterie 
Rhodococcus erythropolis CCM 2595. Tyto dvě populace byly 
podrobeny řadě biodegradačních experimentů na různé 
aromáty (fenol, katechol, resorcinol, p-kresol, DNP, p-
hydroxybenzoát, hydrochinon, salicylát, benzoát, p-chlorfenol 
aj.), z nich� vět�inu je schopná alespoň jedna z populací 
degradovat.  
 Populace byly podrobeny několikaleté adaptaci na 
vysoké koncentrace fenolu (a� 1,7 g.l-1 v médiu) a porovnány 
schopnosti a fyziologické parametry populací před a po 
adaptaci.  
 V zájmu objasnění mechanismů degradace byly 
stanovovány klíčové enzymové aktivity (fenol hydroxylasa, 
katechol 1,2-dioxygenasa, benzoát 1,2-monooxygenasa) a 
průběhy jejich indukce, aktivit a substrátové specifity ve formě 
hrubého bezbuněčného extraktu byly zkoumány v souvislosti s 
degradačními drahami testovaných polutantů.  
 S cílem zvý�it růstové a degradační rychlosti byly 
testovány přídavky různých látek (glukosy, resorcinolu, 
huminových preparátů), které mohou mít za určitých 
podmínek pozitivní vliv na efektivitu biodegradačních 
procesů.  
 Dosa�ené výsledky, porovnávající fyziologické aspekty 
biodegradací fenolátů u modelové kvasinky a bakterie, mohou 
slou�it nejen jako bli��í charakteristika vlastností a mo�ností 
vyu�ití obou testovaných mikrobních populací, ale i jako 
podklad pro dal�í studium enzymového vybavení v souvislosti 
s výzkumem cílených genetických úprav daných kmenů.   

STUDIUM TVORBY RETROVIROVÝCH KAPSID 
JAKO NOSIČŮ NUKLEOVÝCH KYSELIN 
 
�ÁRKA HAUBOVÁ, PAVEL ULBRICH a TOMÁ� 
RUML 
 
Ústav biochemie a mikrobiologie, Vysoká �kola chemicko-
technologická v Praze, Technická 5, 166 28 Praha 6 
haubovas@vscht.cz 
 
 Studium retrovirů nabývá v poslední době na významu 
nejen v souvislosti s chorobou AIDS, ale i z důvodu jejich 
schopnosti vbalovat do svých částic nukleové kyseliny. Poro-
zumění procesu tvorby retrovirových kapsid a mechanismu 
inkorporace nukleových kyselin mů�e výrazně přispět k 
dal�ímu vyu�ití těchto systémů pro terapeutické účely. Na�e 
práce je zaměřena na studium tvorby nezralých kapsid Mason-
Pfizerova opičího viru (M-PMV) v in vitro systému. M-PMV 
je vhodným modelem pro studium tvorby kapsid a jejich zrání, 
jeliko� tvorba nezralé kapsidy, intracelulární transport těchto 
nezralých částic a pučení jsou časově i prostorově oddělené 
procesy. Retrovirový polyproteinový prekurzor Gag obsahuje 
strukturní proteiny, které mají klíčové postavení při řízení a 
tvorbě retrovirových částic, a to matrixový protein (MA), 
fosfoprotein (PP), protein p12, kapsidový protein (CA), 
nukleokapsidový protein (NC) a protein p4. 
 V na�í laboratoři byly nalezeny podmínky, při kterých se 
ze strukturního prekurzoru Gag i jeho delečních mutantů tvoří 
in vitro správně sbalené kapsidy. Zaměřili jsme se na minima-
lizovanou doménu Gag, a to na fúzní kapsidový a nukleokapsi-
dový protein, který obsahuje domény zodpovědné za interakce 
při skládání kapsidy. Sledovali jsme vlastnosti jak proteinu 
CANC, tak i proteinu CANC bez N-koncového prolinu, jeliko� 
bylo ji� dříve zji�těno, �e N-koncový prolin má zásadní vliv na 
tvar vznikajících částic. Byly studovány vlivy pH, koncentrace 
zinečnatých iontů a iontové síly a vlivy přítomnosti 
oligonukleotidů a RNA na tvorbu nezralých kapsid in vitro. 
Bylo zji�těno, �e oligonukleotidy a vybrané nukleové kyseliny 
jsou do částic účinně inkorporovány a jejich přítomnost 
výrazně usnadňuje tvorbu kapsid. Velikost a tvar vznikajících 
kapsid byly sledovány pomocí transmisní elektronové 
mikroskopie. 
 Schopnost účinně inkorporovat do vznikajících kapsid 
nukleovou kyselinu mů�e být v budoucnu vyu�ita při vývoji 
vektorů pro genové terapie. K tomuto přispívá i skutečnost, �e 
lze k N-koncové sekvenci CA-NC připojit libovolný peptid, 
který mů�e slou�it ke směrování kapsid do cílových tkání, ani� 
by byla poru�ena schopnost skládat kapsidy.  
 
Práce byla podpořena granty M�MT LNOOA079 a 
CEZ:J19/18:223300006. 
 
 
STUDIUM BIOSYNTÉZY C5N JEDNOTKY 
ANTIBIOTIK MANUMYCINOVÉHO TYPU 
 
KATEŘINA HEJDUKOVÁ, KATEŘINA PETŘÍČKOVÁ 
a MIROSLAV PETŘÍČEK  
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 Kyselina 5-aminolevulová (5-ALA) je prekurzorem 
pyrolů i tzv. C5N jednotky (viz vzorec, část odpovídající 2-
amino-3-hydroxycyklopent-2-enonu) specifické pro antibiotika 
manumycinového typu. Na základě prohledávání genomu 
několika streptomycetových kmenů, zaměřeného na 
přítomnost genů charakteristických pro obě biosyntetické cesty 
5-ALA, tzv. C5 a C4 cesty, jsme prokázali, �e zatímco 5-ALA 
potřebná na tvorbu pyrolů je poskytována C5 cestou, 5-ALA 
vznikající C4 cestou je vyu�ívána výhradně pro produkci 
manumycinových antibiotik. Gen als, kódující klíčový enzym 
C4 cesty, byl vyu�it k naklonování kompletního shluku genů 
pro biosyntézu antibiotika asukamycinu. 
 Dále jsme se zaměřili na detailněj�í popis mechanismu 
biosyntézy manumycinových antibiotik, konkrétně na 
biosyntézu C5N jednotky. Cílem bylo naklonovat a exprimovat 
v E. coli geny pravděpodobně zodpovědné za syntézu a 
cyklizaci ALA za vzniku C5N jednotky a ověřit jejich 
enzymovou aktivitu. Geny als (kódující aminolevulinát 
syntázu) a ald (kódující aldolázu) byly klonovány do 
expresních vektorů pQE31 a pMAL-c2. Translační produkty 
obou zmíněných genů byly následně purifikovány pomocí 
afinitní chromatografie a pou�ity pro ověření navr�ené funkce 
těchto genů. 
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Antibiotikum manumycinového typu � asukamycin  
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MECHANISMUS PŮSOBENÍ ALOSTERICKÝCH 
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 Hlavní excitační neuropřena�eč glutamát vyvolává a 
ovlivňuje synaptickou odpověď v nervovém systému aktivací 
dvou typů receptorů. Vazbou na tzv. ionotropní receptory 
způsobuje otevření kanálků pro Ca2+, a tím depolarizaci 
membrány neuronů. Druhým typem jsou receptory spřa�ené s 
G-proteiny (GPCR � G-protein Coupled Receptor) nazývané 

metabotropní glutamátové receptory (mGluRs), které modulují 
signalizaci mezi neurony. Dodnes bylo vyklonováno na 8 
podtypů mGluRs, které jsou podle sekvenční podobnosti, 
farmakologických a biochemických vlastností rozděleny do tří 
skupin. Pro svou farmakologickou rozmanitost a díky rozdílné 
expresi a lokalizaci pre- i postsynaptické jsou mGluRs slibným 
cílem pro vývoj nových léků, které by se uplatnily v léčbě 
mnoha neurologických onemocnění.  
 V současné době byla uznána hypotéza, �e GPCRs 
různých typů mohou vytvářet funkční hetero- či homodimery 
nebo vy��í oligomery. Dimerizace ovlivňuje farmakologické 
vlastnosti receptorů, přenos signálu přes G-proteiny do nitra 
buňky, buněčný transport a dal�í procesy. Na rozdíl od 
heteromerního GABAB receptoru, mGluRs vytvářejí 
homodimery, ačkoli oba receptory patří do společné třetí 
rodiny GPCRs. Zda se přenosu signálu a tedy vazby G-
proteinů účastní obě podjednotky nebo jen jedna jako v 
případě GABAB receptoru, nás zajímalo v první části na�í 
studie. Abychom mohli kontrolovat povrchovou expresi 
receptorů, vyu�ili jsme poznatků právě o GABAB receptoru. 
Tento receptor je tvořen podjednotkou GB1 a GB2. 
Podjednotka GB1 není schopna se dostat na povrch bez 
pomoci GB2 podjednotky a díky retenčnímu signálu v jejím C-
konci je zadr�ována v endoplazmatickém retikulu. Pro 
objasnění přenosu signálu jsme také vyu�ili skutečnosti, �e 2. a 
3. intracelulární klička (i3) jsou důle�ité pro aktivaci G-
proteinů. Bodovou mutací v i3 jsme zabránili přenosu signálu 
určité podjednotky a mohli tak sledovat přenos signálu do nitra 
buňky druhou, nemutovanou podjednotkou. 
 V druhé části na�í práce jsme vyu�ili nových typů 
sloučenin, alosterických modulátorů. Tyto molekuly, ať u� 
pozitivní nebo negativní alosterické modulátory, se vá�í do 
heptahelikální domény (HD), místa odli�ného od vazebného 
místa pro glutamát (N-konec). Jaký je ale mechanismus 
působení alosterických modulátorů pouze na jednu 
podjednotku nebo celý dimer nebylo dosud objasněno. K 
zodpovězení této otázky jsme navrhli a vytvořili několik typů 
mutantních mGlu1 receptorů s vazebným místem pro negativní 
alosterický modulátor mGlu5 receptoru, MPEP (2-methyl-6-
(fenylethynyl)pyridin) a sledovali jeho vliv na různé 
kombinace podjednotek receptorů v porovnání s negativním 
alosterickým modulátorem mGlu1 receptoru � BAY36-7620 
[(3aS,6aS)-6a-naphtalen-2-ylmethyl-5-methyliden-hexahydro-
cyclopental[c]furan-1-on]. 
 Na�e výsledky ukázaly, �e obě podjednotky mGluR1 
jsou schopny aktivovat G-proteiny a stejně tak ka�dá z 
mutovaných podjednotek vá�e jednu molekulu MPEPu. 
Dokázali jsme také, �e a� při vazbě 2 molekul antagonisty na 
jeden dimer je teprve tento receptor antagonizován. Vyu�ití 
alosterických modulátorů v léčbě neurologických onemocnění 
má své výhody. Díky specifické vazbě do transmembránové 
domény vykazují tyto látky 1) absolutní podtypovou 
selektivitu, 2) zachovávají prostorové i dočasné uspořádání 
receptoru, a tak jsou schopny ovlivnit ji� existující 
fyziologickou signalizaci. 
 
 
Tento projekt byl podporováns GA ČR (301/03/1183 a 
309/03/H095) a GA AV (B5039402). 
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ASSOCIATION OF EF-Tu WITH BIOLOGICAL 
MEMBRANES AND ITS AGGREGATION INCREASES 
FACTOR�S  NANO-SWITCH POTENTIAL  
 
MARTIN HOLUB, LADISLAVA KALACHOVÁ, SILVIE 
BEZOU�KOVÁ, and JAROSLAV WEISER  
 
Mikrobiologický ústav AV ČR, Vídeňská 1083, 142 20 Praha 4 
holub@biomed.cas.cz 
 
 Protein synthesis elongation factor Tu (EF-Tu) represents 
one of the major components of translation system in 
prokaryotes. It participates on correct positioning of the 
incoming aminoacyl-tRNA on the ribosome where polypeptide 
chain is synthesised. Besides this, EF-Tu is proposed to 
function in other parts of the cell metabolism as well. The 
protein is represented by three-domain structure and behaves 
like a typical G (guanine nucleotide binding) protein. 
Interaction of flexible domain 1 containing GDP/GTP binding 
pocket with more rigid domains 2 and 3 allows it to work as a 
molecular switch changing between �on� and �off� 
conformation upon binding of GDP or GTP. There are 
available specific inhibitors of EF-Tu, which are able to 
�freeze �the protein in either �on�, or �off� conformation as an 
example can be mentioned kirromycin or pulvomycin. 
 There have been described several post-translation 
modifications of the protein some of them playing the role in 
translation, others important for its potential functions outside 
of the elongation cycle. In E.coli, Bacillus subtilis and Bacillus 
licheniformis a part of EF-Tu population, which is located on 
the membrane, can be methylated in response to starvation for 
an essential nutrient. 
 E.coli and T. thermophilus EF-Tu were found to be 
phosphorylated in vivo, and the phosphorylated fraction 
remained stable under different conditions. Since the 
phosphorylated residue (Thr-382) is conserved in all known 
EF-Tu corresponding sequences from other species, the 
phosphorylation might be a common phenomenon and the 
phosphorylated form of EF-Tu might play a fundamental role 
in the physiology of all organisms. EF-Tu was also described 
recently as a major component of cytoskeleton like structures 
in Mycoplasma pneumoniae cells and most importantly it was 
identified there as a protein binding fibronectin which is a 
multifunctional protein interacting with molecular motor like 
structures in eukaryotes. 
 In order to study potential role(s) of EF-Tu post-
translation modifications in Streptomyces we studied its 
heterogeneity, content and distribution in several Streptomyces 
strains and compared it with that in Mycobacterium 
smegmatis, Escherichia coli and Bacillus subtilis. For that 
purpose we have prepared membrane, ribosomal and soluble 
cell fractions by differential centrifugation and EF-Tu was 
detected in the fractions by western blot technique. Using 2D-
electrophoresis of proteins we analysed cell membrane 
proteomes in several Streptomyces strains during development 
and compared it with that of non-differentiating 
Mycobacterium.  
 We described previously a spontaneous polymerisation 
of EF-Tu from Streptomyces aureofaciens, which might serve 
as a protective mechanism for EF-Tu present in spores or 

enables the protein to play a structural role. Aggregates are 
formed under physiological conditions and give raise to 
filamentous structures large enough to be visible in the light 
microscope. We have developed simple and effective method 
for purification of large amounts of the aggregated protein, 
which retains its nucleotide binding activity. We found that 
two closely related strains of Streptomyces aureofaciens 
contain EF-Tu capable of spontaneous aggregation. We 
purified EF-Tu from both  strains using above mentioned 
method and use them in comparative studies in order to 
understand better the structural and functional basis of this 
phenomenon. Using 2D electrophoresis of purified proteins 
and their hydrolysis products we analysed their structural 
differences and heterogeneity resulting from their post-
translation modifications. 
 
 
NOVÉ MO�NOSTI ON-LINE PREKONCENTRACE 
ANALYTŮ V KAPILÁRNÍ ELEKTROFORÉZE 
 
JANA HORÁKOVÁ, VÍTĚZSLAV MAIER a JURAJ 
�EVČÍK 
 
Katedra analytické chemie Přírodovědecká Fakulta Univestita 
Palackého, Třída Svobody 8, 771 46 Olomouc 
 
 Metody kapilární elektroforézy (CE) se dnes stávají čím 
dále častěji vyu�ívaněj�ími separačními technikami. Jejími 
hlavními výhodami jsou nenáročná instrumentace, nízká 
spotřeba vzorku a zejména vysoká separační účinnost. 
Slabinou CE je nedostatečná koncentrační citlivost, zvlá�tě při 
pou�ití UV-VIS detekce. K částečné eliminaci tohoto 
problému slou�í on-line prekoncentrační techniky zalo�ené na 
vyu�ití principů přechodné izotachoforézy, stacking nebo 
sweeping efektu. 
 Prezentovaná nová kapilárně elektroforetická on-line 
prekoncentrační technika umo�ňuje stanovovat nanomolární 
koncentrace slabých elektrolytů pomocí klasických UV-VIS 
detektorů. Vhodnost navr�eného postupu je demonstrovaná na 
stanovení benzoové a sorbové kyseliny ve vzorcích stolního 
oleje a ovocné �ťávy. Filozofie on-line prekoncentrace je 
zalo�ená na vhodném experimentálním uspořádání dvou 
pracovních elektrolytů, které se li�í svým slo�ením a pou�itým 
pH. Na elektrolytickém rozhraní těchto dvou pracovních elek-
trolytů dochází k elektroforetické imobilizaci stanovovaných 
analytů. Po dostatečném �nakoncentrování� analytů je jejich 
následná mobilizace a separace umo�něna namigrováním 
micelotvorních látek do separační kapiláry. 
 Vlastní metoda se mů�e z metodického hlediska rozdělit 
na dvě fáze:  akumulační a  mobilizační. V námi demon-
strovaném případě jsou ve fázi akumulační pou�ité modelové 
analyty (benzoová a sorbová kyselina) rozpu�těny v borátovém 
pufru o pH 9,5. Při tomto pH dochází k jejich ionizaci. Proto�e 
obě kyseliny jsou slabými elektrolyty, jsou záporně nábité a 
migrují ke kladně nabité elektrodě. Při této migraci �narazí� 
molekuly kyselin (disociované v borátovém elektrolytu) na 
rozhraní fosfátového pufru o pH 2,5. Nízká hodnota pH tohoto 
elektrolytu způsobí jejich deionizaci (ztratí náboj), a tudí� 
přestanou v kapiláře v tomto místě migrovat. Po dostatečně 
dlouhé době elektrokinetického dávkování vzorku dochází k 



Chem. Listy 98, 271 � 314 (2004)  IV. Amerika 2004. 

 282 

zakoncentrování analytů v pH rozhraní. Následně je nutné 
nakoncentrované neionizované analyty rozseparovat a nechat 
domigrovat k detektoru. Nastupuje druhá fáze � mobilizační, 
při které se analyty �rozpohybují� pomocí zavedení SDS 
molekul do kapiláry v koncentraci, která umo�ní tvorbu jejich 
micel. Proto�e v námi demonstrovaném případě jsou SDS 
micely záporně nabité a jsou schopny do svých molekul 
inkorporovat v daném elektroforetickém prostředí neioni-
zované molekuly benzoové a sorbové kyseliny, dochází k 
jejich separaci a následné detekci. Identifikace benzoové a 
sorbové kyseliny probíhá na základě rozdílných vlnových 
délek (benzoová kyselina při 200 nm a sorbová kyselina při 
260 nm). 
 Námi vyvinutá on-line prekoncentrační technika 
kapilární elektroforézy umo�ňuje stanovení velmi nízkých 
koncentrací slabých elektrolytů (v námi demonstrovaném 
případě LOQ = 1,5.10-9 mol.l-1). Vzhledem ke stabilitě 
elektrolytického rozhraní metoda umo�ňuje a� 4-hodinový 
elektrokinetický nástřik modelových analytů.  
 
Autoři děkují za podporu výzkumnému záměru MSM 
153100013 Ministerstva �kolství ČR. 
 
 
TISSUE SPECIFIC ALTERNATIVE SPLICING IN THE 
GENE FOR AHP5, A HISTIDINE-CONTAINING 
PHOSPHOTRANSFER PROTEIN FROM Arabidopsis 
thaliana 
 
J. HRADILOVÁa a B. BRZOBOHATÝb* 
 
aLaboratory of Plant Molecular Physiology, Masaryk 
University Brno, Faculty of Science, Kotlářská 2, 611 37, 
Brno, bInstitute of Biophysics, AS CR, Královopolská 135, 
61265 Brno, Czech Republic. 
 
 A multistep two-component system is involved in signal 
transduction in Arabidopsis and consists of a sensory histidine 
kinase, a phosphotransfer factor and a response regulator. 
Factors with histidine-containing phosphotransfer domains 
(AHPs) transfer the phosphoryl group from membrane 
localised receptor (histidine kinases) to effectors (response 
regulators) localised in the nucleus. Five AHPs have been 
identified in Arabidopsis. AHPs are small proteins (14,5 � 18 
kDa), with a predicted acidic isoeletric point (5.5�3.9) and a 
typical phosphotransfer domain, including the conserved 
sequence XHQXKGSSXS. AHP5 comprises six exons and 
five introns. RNA was prepared using Trizol reagent from 
different plant tissues: leaves, roots, shoot, flowers, siliques 
and seedlings. Using RT-PCR we detected two products 
(AHP5s and AHP5l). Following sequencing, the second intron 
was found intact at position 211 bp in the longer product 
(AHP5l). Real time RT-PCR showed that the ratio between 
spliced and nonspliced products is in tested tissues significant 
different. Other AHPs (AHP1, AHP2, AHP3 and AHP4) were 
established to be normally spliced. AHP5l comprises two open 
reading frames, and in the longer of them the phosphotransfer 
domain is preserved intact as the original reading frame is not 
altered. This protein has a predicted molecular mass of 11.7 
kDa and the putative isoeletric point is 7.72. 

PROTILÁTKY PROTI RECEPTORŮM SPŘA�ENÝM S  
G - PROTEINEM 
 
D. HÝBLOVÁa,b, L. VESELSKÝb, J. VELEKc a  
B. �ELEZNÁb 
 
aPřírodovědecká fakulta, Univerzita Karlova, Hlavova 2030, 
128 40 Praha 2, bÚstav molekulární genetiky, AV ČR, 
Flemingovo nám. 2, 166 37 Praha 6, cÚstav organické chemie 
a biochemie, AV ČR, Flemingovo nám. 2, 166 10 Praha 6 
hyblova.dasa@seznam.cz 
 
 Extrcelulární části angiotenzinového (AT1, AT2) a 
trombinového receptoru (TR) pracují spřa�ené s G-proteinem. 
Tyto receptory mají komplikovanou strukturu se sedmi 
transmembránovými úseky. Sna�ili jsme se detegovat 
receptory AT1, AT2 a TR v lyzátu buněčných membrán. K 
tomu jsme vyu�ili protilátky připravené proti syntetickým 
peptidům odpovídajícím určité sekvenci extracelulární části 
těchto receptorů. Adsorpcí antigenního peptidu na připravené 
protilátky jsme potvrdili jejich specifitu. Připravené protilátky 
lze pou�ít k imunoprecipitaci receptorů z lyzátů buněčných 
membrán a lze jimi rovně� sledovat expresi receptoru na 
úrovni proteinu za různých fyziologických podmínek. 
 Připravili jsme velké mno�ství protilátek proti vybraným 
sekvencím extracelulárních částí receptoru AT1 (sekvence 
169-188, 14-23), AT2 (sekvence 184-195, 193-204) a 
trombinového (sekvence 44-52, 244-268). Byly připraveny 
syntézou jako násobné antigenní peptidy na lyzinovém 
heptameru. Těmito peptidy jsme opakovaně imunizovali 
králíky a z jejich krve izolovali sérum. Získané polyklonální 
protilátky jsme testovali imunochemickou metodou ELISA. Z 
orgánů dospělých potkanů kmene Wistar a z nenarozených 
embryí my�í jsme izolovali buněčné membrány a jejich lyzát 
rozdělili pomocí SDS elektroforézy, přenesli z gelu na NC-
membránu (Western blot), kde jsme je detegovali 
připravenými protilátkami. Jako sekundární protilátku jsme 
pou�ili prasečí protilátku proti králičímu imunoglobulinu 
značenou křenovou peroxidasou. Substrátem byl H2O2, detekci 
jsme prováděli ECL nebo chlornaftolem. K imunoprecipitaci 
lyzátů buněčných membrán v neionogenním detergentu jsme 
pou�ili Protein G-Sepharosu CL 4-B.  
 Z připravených polyklonálních králičích protilátek jsme 
vybrali ty, které mají dostatečně vysoký titr, rozeznávají jak 
peptid, proti kterému byly připraveny, tak receptor z lyzátu 
buněčných membrán a po imunoabsorpci antigenním peptidem 
tuto schopnost ztrácejí. Pro AT1 je to protilátka proti peptidu 
(169-188), pro AT2 je to protilátka proti peptidu (184-195) a 
pro TR je to protilátka proti peptidu (44-52).  
 Pomocí protilátky proti AT1 receptorům jsme zjistili 
vy��í expresi AT1 receptoru na úrovni proteinu v tukové tkáni 
u vasektomovaných potkanů proti normálním zvířatům. U 
potkanů vystavených chladovému stresu jsme nepozorovali 
výrazné změny na úrovni AT1 AT2 proteinu v tukové tkáni, 
ačkoli byly předtím zaznamenány změny na úrovni mRNA pro 
tyto receptory.  
 Imunoabsorpcí se nám podařilo potvrdit specifitu 
protilátek připravených proti sekvencím receptoru AT1 
(sekvence 169-188), AT2 (sekvence 184-195) a trombinového 
(sekvence 44-52). Do budoucna bychom chtěli receptor 
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imunoprecipitovaný jednou protilátkou detegovat protilátkou 
proti jiné části receptoru a získat imunoprecipitát v takovém 
mno�ství, aby jej bylo mo�no z blotu sekvenovat, a tak plně 
potvrdit specifitu protilátky. 
 
 
PURIFIKACE A CHARAKTERIZACE ENZYMŮ 
MODIFIKOVANÉ ORTHO-METABOLICKÉ DRÁHY 
BAKTERIÁLNÍHO KMENE Achromobacter xylosoxidans 
A8 
 
ZDENĚK CHODORAa, VĚRA JENČOVÁa, HYNEK 
STRNADa, MILU�E HROUDOVÁa a VÁCLAV PAČESb 
 
aÚstav biochemie a mikrobiologie, Vysoká �kola chemicko-
technologická v Praze, Technická 5, 166 28 Praha 6, bÚstav 
molekulární genetiky, AV ČR, Flemingovo náměstí 2, 166 28 
Praha 6 
chodoraz@vscht.cz 
 
 Jedním z hlavních ekologických problémů současnosti je 
kontaminace �ivotního prostředí halogenderiváty aromatických 
uhlovodíků, jako jsou například polychlorované bifenyly 
(PCB), chlorbenzoáty (CB) nebo chlorfenoxyacetáty. V 
nedávné době byla izolována řada bakterií schopných vyu�ívat 
chloraromatické sloučeniny jako alternativní zdroj uhlíku a 
energie. Vět�ina těchto bakterií transformuje za aerobních 
podmínek tyto sloučeniny na chlorkatecholy, které jsou 
některými kmeny bakterií metabolizovány pomocí enzymů 
modifikované ortho-metabolické dráhy na bě�né buněčné 
metabolity. Tato dráha je tvořena čtyřmi enzymy: 
chlorkatechol 1,2-dioxygenasa, chlormukonát cykloisomerasa, 
(chlor)dienlakton hydrolasa  a (chlor)maleyacetát reduktasa. 
Geny kódující tyto enzymy jsou obvykle lokalizovány na 
plasmidech. Znalosti získané studiem těchto metabolických 
drah mají vyu�ití při řízených bioremediacích oblastí 
kontaminovaných halogenderiváty aromatických uhlovodíků.  
Bakteriální kmen Achromobacter xylosoxidans A8 byl 
izolován z půdy kontaminované polychlorovanými bifenyly. Je 
schopen utilizace 2-chlor a 2,5-dichlorbenzoátu. Při sekvenční 
analýze plasmidové DNA pA81 tohoto kmene byl 
identifikován operon mocpR-ABCD, kódující enzymy 
modifikované ortho-metabolické dráhy. Za účelem funkční 
analýzy mocpABCD genů byly připraveny expresní vektory 
nesoucí jednotlivé mocp geny, které byly exprimovány v E. 
coli BL21(DE3). Pro v�echny Mocp proteiny (Mocp A, Mocp 
B, Mocp C, Mocp D) byla vypracována purifikační schémata 
poskytující jednotlivé proteiny o homogenitě dostatečné pro 
enzymové analýzy. Byly provedeny základní charakteristiky 
těchto enzymů: stanovení optimální reakční teploty a pH, 
získání kinetických dat pro různé substráty (Km, Vlim), 
stanovení molekulové hmotnosti, podjednotkového slo�ení a 
stanovení izoelektrického bodu.  
 
 
BIOCHEMICKÁ CHARAKTERIZACE FAKTORŮ 
PODÍLEJÍCÍCH SE NA REGULACI KONDENZACE 
CHROMATINU BĚHEM MEIOTICKÉHO DĚLENÍ 
 
LUCIE JELÍNKOVÁ a MICHAL KUBELKA 

Ústav �iv. fyziologie a genetiky AV ČR, Rumburská 89, 277 21 
Liběchov 
 
 Sbalení chromatinu do kompaktního chromosomu je 
komplexní proces, jeho� se účastní mnoho faktorů. Faktory, 
které se podílejí na kondenzaci během mitotického dělení jsou 
popsány, ale existuje málo informací o průběhu kondenzace 
během meiotického dělení. Cílem práce je charakterizovat 
faktory, které se podílejí na regulaci kondenzace chromosomů 
během meiotického zrání prasečích oocytů.  
 Nejvýznamněj�ím faktorem zodpovědným za 
morfologické změny během meiotického dělení je tzv. MPF 
(M-phase promoting factor), co� je komplex cyklin-
dependentní kinasy cdc2 a regulační podjednotky cyklinu B. 
Předpokládá se, �e je klíčovým faktorem regulujícím přechod 
G2/M během buněčného cyklu v�ech buněk. S kondenzací 
chromatinu jsou spojovány modifikace histonů, předev�ím 
jejich fosforylace. V poslední době se ukazuje, �e mnohem 
významěji ne� histon H1 (který byl původně pova�ován za 
důle�itý) je do tohoto děje zapojen histon H3 a jeho 
fosforylace na Ser 10, se kterou je spojována Aurora B kinasa. 
Dále se na kondenzaci podílí komlex pěti podjednotek 
nazývaný kondensin, ten je tvořen jádrem dimeru SMC 
proteinů (Structural Maitence of Chromosome Proteins) a 
třemi podjednotkami nepatřící k SMC proteinům (CAP-D2, 
CAP-H, CAP-G); tyto podjednotky jsou fosforylovány. 
Fosforylace histonu H3 je důle�itá pro nasednutí kondensinu 
na DNA, po něm� následuje sbalování chromatinu za účasti 
ATP do nad�roubovicových struktur.  
 Sledovali jsme změny ve fosforylaci histonu H1 a H3, 
expresi Aurora B kinasy během meiotického zrání oocytů. 
Pomocí imunoblotu jsme sledovali fosforylaci histonu H3 na 
Ser 10 specifickou polyklonální protilátkou spolu s expresí 
Aurora B kinázy. Tyto změny jsme porovnali s aktivitou Cdc2 
kinasy. Změny ve fosforylaci H3 na Ser 10 jsme sledovali u 
oocytů kultivovaných jednak v kontrolním médiu, jednak za 
přítomnosti inhibitorů cdk-kinas (Butyrolactone I) a 
proteosyntézy (cycloheximide), a to s vyu�itím imunoblotingu 
a kinasové eseje. Expresi dvou členů kondensinového 
komplexu (CAP-D2 a CAP-H) jsme sledovali na úrovni 
mRNA metodou RT-PCR. 
 Zjistili jsme, �e k aktivaci histonu H3, tedy fosforylaci na 
Ser 10, dochází ve stádiu MI (1. meiotická metafáze) a 
pokračuje do fáze MII (2. meiotická metafáze), ve stádiu GV 
(germinal vesicle � na počátku zrání) není histon H3 
fosforylován (imunoblot a kinasová esej). 
 
 
SYNTÉZA NOVÝCH CALIXARENPORFYRINŮ A 
STUDIUM JEJICH KOMPLEXAČNÍCH VLASTNOSTÍ 
 
MARTIN KÁ�, IVAN STIBOR a PAVEL LHOTÁK 
 
Vysoká �kola chemicko-technologická v Praze, Technická 5, 
166 28 Praha 
kasm@vscht.cz 
 
 Tato práce se zabývá přípravou a studiem komplexačních 
vlastností nových calixarenoporfyrinových derivátů. Tyto 
konjugáty byly připravovány pro svou předpokládanou 



Chem. Listy 98, 271 � 314 (2004)  IV. Amerika 2004. 

 284 

schopnost interagovat s fullereny C60 a C70 a jako látky 
vhodné pro výstavbu dal�ích molekulárních senzorů. 
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 Při studiu konjugátů calix[4]arenů a thiacalix[4]arenů s 
porfyriny byla objevena jejich schopnost komplexovat 
fullereny C60 a C70. Za interakce způsobující komplexaci 
fullerenu jsou odpovědné porfyrinové jednotky těchto 
konjugátů, zatímco calixarenový skelet slou�í jako vhodné 
�molekulární le�ení� umo�ňující preorganizaci prostorového 
uspořádání molekuly. Sledován byl vliv tohoto prostorového 
uspořádání na sílu komplexace fullerenů. Komplexace byly 
sledovány pomocí 1H NMR. 
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INDUKCE LIPAS V KVASINKÁCH RODU 
GEOTRICHUM A STANOVENÍ JEJICH 
STEREOSPECIFICITY A SELEKTIVITY PRO 
NENASYCENÉ MASTNÉ KYSELINY   
 
ZDENĚK KEJÍKa, MARIE ZAREVÚCKAb, KATEŘINA 
DEMNEROVÁa a ZDENĚK WIMMERb 
 
a Vysoká �kola chemicko-technologická v Praze, Fakulta 
potravinářské a biochemické technologie, Technická 5, 16628 
Praha 6; bÚstav organické chemie a biochemie AV ČR, 
Flemingovo náměstí 2, 16610 Praha 6 
zarevucka@uochb.cas.cz 
 
 α- a γ-Linolenové kyseliny jsou prekurzory ikosanoidů. 
Jejich deficit vede mimo jiné ke kardiovaskulárním chorobám. 
Bě�ně jsou tyto kyseliny dodávány potravou. U nemocných a 
star�ích osob je syntéza ikosanoidů značně sní�ena. 
Linolenové kyseliny je tedy nutno podávat ve zvý�ených 
dávkách v potravinových doplňcích. Nejčastěji se u�ívají oleje, 
které obsahují tyto kyseliny v různých koncentracích v 

závislosti na původu oleje. Jednou z mo�ných metod1 pro 
zvý�ení obsahu nenasycených mastných kyselin je hydrolýza 
triacylglycerolů, obsahujících nenasycené mastné kyseliny, 
prováděná lipasami, které mají specificitu pro tento typ 
kyselin. Jako vhodné organismy pro získaní lipas byly vybrány 
kvasinky Geotrichum fragrans 48 a Geotrichum candidum 
(0302, 4012, 4013). Pro indukci lipas byla pou�ita dvě různá 
média s olivovým olejem jako induktorem. V médiu, které 
obsahovalo pepton jako zdroj dusíku, byla přednostně 
indukována extracelulární lipasa. Naopak v médiu, které 
obsahovalo močovinu jako zdroj dusíku, byla přednostně 
indukována lipasa vázaná na povrch buňky. Aktivované lipasy 
byly stabilizovány a bylo stanoveno jejich optimální pH, 
stereospecificita a selektivita vůči nenasyceným mastným 
kyselinám. Tyto enzymy budou dále pou�ity pro obohacení 
jedné z frakcí získané enzymatickou hydrolýzou oleje ze 
semen černého rybízu o nenasycené mastné kyseliny. 
 
Autoři děkují M�MT za finanční podporu pomocí projektů 
COST D13.10 (součást mezinárodní pracovní skupiny COST 
D13/0014/01) a COST D30.001. 
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AEROBNÍ FOTOTROFNÍ BAKTERIE JAKO NOVÝ 
ČLÁNEK MOŘSKÉHO UHLÍKOVÉHO CYKLU 
 
MICHAL KOBLÍ�EKa, ZBIGNIEW S. KOLBERb a 
PAUL G. FALKOWSKIc 
 
aMikrobiologický ústav AV ČR, Opatovický mlýn, 379 81 
Třeboň; bMBARI, 7700 Sandholdt Road, Moss Landing, CA 
93901, USA; cInstitute of Marine and Coastal Sciences, 
Rutgers, New Brunswick, NJ 08901, USA 
 
 Nedávný objev přítomnosti aerobních fototrofních 
bakterií v tropickém Pacifiku vzbudil silný zájem o tuto 
skupinu mikroorganismů. Následná studie prokázala, �e v 
oligotrofních vodách severovýchodního Tichého oceánu tvoří 
tyto organismy kolem 10 % mikrobiálního společenstva. 
Aerobní fototrofové představují malou podskupinu 
Proteobakterií. Obsahují fotosyntetická reakční centra tvořená 
bakteriochlorofylem a na rozdíl od svých blízce příbuzných 
purpurových bakterií jsou striktně aerobní. 
 Sledovali jsme přítomnost fototrofních bakterií v různých 
lokalitách světového oceánu pomocí kinetické fluorometrie v 
infračervené oblasti. V Tichém oceánu (stanice ALOHA, 
Hawaii, USA) se mno�ství bakteriochlorofylu pohybovalo 
kolem 1�2 pM, relativní podíl fototrofie analyzované z poměru 
mno�ství pigmentů bakteriochlorofylu a chlorofylu byl kolem 
2 %. V Černém a Baltském moři bylo pozorované mno�ství 
bakteriochlorofylu vy��í (5�50 pM), ov�em poměr pigmentů 
byl pouze kolem 1 %.  
 Kolem 40 kmenů fotoheterotrofních bakterií bylo 
vyizolováno z různých oblastí světového oceánu. Na základě 
sekvenace genů 16S ribozomální podjednotky a 
fotosyntetického reakčního centra a s přihlédnutím k 
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fyziologickým a biochemickým charakteristikám byly 
vyizolované kmeny zařazeny do dvou základních rodů 
Roseobacter a Erythrobacter nále�ejících do skupiny α-
Proteobakterií. Pomocí kinetické fluorometrie a absorpční 
spektroskopie bylo prokázáno, �e v�echny izoláty obsahují 
funkční bakteriální reakční centra. Schopnost asimilace CO2 
byla prokázána pomocí inkorporace radioaktivního 
bikarbonátu. Na druhou stranu získané kmeny nebyly schopny 
čistě autotrofního růstu a vy�adovaly přítomnost organického 
substrátu. Pomocí současného měření respirace a fotosyntézy 
bylo zji�těno, �e tyto organismy mohou částečně nahrazovat 
energii oxidativní fosforylace pomocí fotofosforylace. 
Fotosyntetická reakční centra tak slou�í jako alternativní zdroj 
ATP. Tato metabolická strategie je zřejmě výhodná v 
mořském ekosystému charakteristickém omezenými zdroji 
�ivin. Výrazný podíl v pelagických bakteriálních 
společenstvech a fotoheterotrofní typ metabolismu signalizují 
významnou roli aerobních fototrofních bakterií v mořském 
uhlíkovém cyklu. 
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TKÁŇOVĚ SPECIFICKÉ ÚČINKY ANTIESTROGENŮ, 
ANTIGESTAGENŮ A FYTOESTROGENŮ U MY�Í 
 
EVA KÖHLEROVÁ 
 
Ústav �ivoči�né fyziologie a genetiky, AV ČR, Vídeňská 1083, 
142 20  Praha 4 
 
 V poslední době se zájem endokrinologů soustřeďuje na 
tzv. endocrine disruptors. Jsou to chemické látky, které 
mimikují nebo inhibují aktivity přirozených hormonů, nebo 
mění funkce nervového, imunitního a endokrinního systému. 
Výsledkem jejich působení v organismu mů�e být rakovina 
prsu, varlat, prostaty a jiných orgánů, endometriosa, poruchy 
reprodukce a anomálie sexuálního chování.  
 V současné době je celosvětovou snahou vypracovat 
vhodný model pro detekci hormonálních aktivit přirozených i 
syntetických látek. Na na�em my�ím modelu jsme simultánně 
studovali biologické aktivity látek s vlastnostmi agonistů a 
antagonistů steroidních hormonů v různých cílových tkáních. 
Pokusy in vivo toti� umo�ňují posoudit biologické účinky 
agonistů, antagonistů i parciálních agonistů daleko přesněji ne� 
pokusy in vitro.Např. vazebné studie nerozli�ují antagonisty od 

agonistů, některé látky jsou aktivní v podmínkách in vitro, 
zatímco v podmínkách in vivo jsou bez účinku a naopak. 
Tkáňové kultury mohou reagovat podle druhu tkáně na stejný 
hormon různě a naopak některé buněčné linie mohou reagovat 
stejně na různé hormony.  
 Ke studiu byly pou�ity outbrední my�i kmene C3H/HeN. 
Zvířata byla ustájena ve zvěřinci při světelném re�imu 12 h 
světlo/ 12 h tma, krmena nutričně kompletní peletovanou 
dietou a vodou ad libitum. Mladé samice a samci byli do 
pokusu zařazeni v 18 dnech věku. Samice, které byly pou�ity 
jako dospělé, byly ovariektomovány mezi 21.�24. dnem věku. 
Dospělí samci byli kastrováni 10�20 dní před zařazením do 
pokusu. Zvířatům byly subkutánně aplikovány antiestrogeny, 
antigestageny, fytoestrogeny a diethylstilbestrol v 50 µl 
olejového vehikula. Biologická aktivita těchto látek byla 
hodnocena podle růstu mléčné �lázy, dělohy, semenných 
váčků a sleziny. Růst mléčné �lázy byl hodnocen na základě 
stanovení procentického zastoupení epiteliálních struktur v 
celo�lázových preparátech. 
 
 
PŮSOBENÍ RESVERATROLU NA KVASINKOVÉ 
BUŇKY Saccharomyces cerevisiae 
 
IRENA KOLOUCHOVÁa, KAREL MELZOCHa, 
VLADIMÍR FILIPb a JAN �MIDRKALb 
 
aÚstav kvasné chemie a bioin�enýrství a bÚstav mléka a tuků, 
Vysoká �kola chemicko-technologická v Praze, Technická 5, 
166 28  Praha 6 
 
 Resveratrol (trans-3,5,4´-trihydroxystilben) a ostatní 
polyfenolické látky přítomné v přírodních materiálech jsou v 
současné době v popředí světového zájmu díky svému 
příznivému účinku na lidský organismus. Tyto látky patří mezi 
antioxidanty. Jejich působení se dává do souvislosti s 
pozitivním ovlivněním metabolismu tuků a se sní�ením počtu 
kardiovaskulárních a nádorových onemocnění. 
 Z těchto důvodů byla resveratrolu věnována mimořádná 
pozornost a jeho obsah byl sledován ve vínech, rostlinách, 
ovoci a zelenině a také byl zkoumán jeho vliv na tkáňové 
kultury. Dosud se ale nikdo nezabýval jeho účinkem na 
mikrobiální populace, zejména na kvasinky, které se s 
resveratrolem v průběhu procesu kva�ení dostávají do kontaktu 
ve velice �irokém rozmezí od desetin mg.l-1 a� po 10 mg.l-1. 
Sna�ili jsme se proto zjistit vliv různých koncentrací 
resveratrolu na buňky Saccharomyces cerevisiae (a zároveň 
vliv rozpou�tědla � ethanol, DMSO � pro resveratrol) a jeho 
působení na buňky v prostředí oxidativního stresu. Dal�ím 
hlediskem bylo hledání případného protektivního účinku 
resveratrolu, který byl nalezen při jeho přídavku u tkáňových 
kultivací. 
 Stanovení resveratrolu bylo prováděno metodou HPLC s 
elektrochemickou detekcí a účinky resveratrolu na kvasinkové 
buňky byly sledovány pomocí růstových křivek a měřením 
aktivit enzymů, které mohou být ovlivněny oxidativním 
stresem nebo přítomností resveratrolu � peroxidasa, 
polyfenoloxidasa, katalasa, lakasa.  
 Bylo zji�těno, �e resveratrol nemá ve zkoumaném 
rozmezí 50 µg.l-1 � 10 mg.l-1 významněj�í vliv na růst buněk 
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Saccharomyces cerevisiae ssp. Malaga ani na diploidní 
laboratorní kmen Saccharomyces cerevisiae YF. Vět�í vliv má 
naopak pou�ité rozpou�tědlo pro resveratrol, kde zvlá�tě vy��í 
koncentrace DMSO v médiu (5,5 %) způsobovala men�í nárůst 
populace. Z hlediska oxidativního stresu je koncentrace 
peroxidu vodíku 0,1 % pro buňky Saccharomyces cerevisiae 
letální, ale při kultivaci buněk s resveratrolem tato koncentrace 
letální není. Dále bylo zji�těno, �e v prostředí vy��ího 
oxidativního stresu si buňka vytvořila vy��í mno�ství proteinů 
a zvy�ovala aktivitu katalasy. Z hlediska aktivit katalasy a 
lakasy má resveratrol protektivní účinek pro kvasinkovou 
buňku v podmínkách oxidativního stresu do koncentrace 0,5 
mg.l-1. 
 
 
IZOLACE A CHARAKTERIZACE MEMBRÁNOVÉHO 
GLYKOPROTEINU CD36 ZE SRDEČNÍHO SVALU A 
KREVNÍCH DESTIČEK LABORATORNÍHO 
POTKANA 
 
K. KONTROVÁa, J. ZÍDKOVÁa, V. ZÍDEKb, K. 
MIKULÍKc, J. PĚKNICOVÁd, P. PALEČKOVÁa a M. 
PRAVENECb 
 
aÚstav biochemie a mikrobiologie, Vysoká �kola chemicko-
technologická v Praze, Technická 5, 166 28  Praha, 
bFyziologický ústav AV ČR, 142 20  Praha, cMikrobiologický 
ústav AV ČR, 142 20  Praha, dÚstav molekulární genetiky AV 
ČR, 166 37 Praha 
 
 CD36 je integrální membránový glykoprotein vyskytující 
se na povrchu řady buněk jako multiligandový receptor. 
Uplatňuje se např. ve vazbě s trombospondinem-1, kolagenem, 
oxidovanými lipoproteiny s nízkou hustotou (LDL) a 
erytrocyty infikovanými Plasmodiem falciparum. Je 
exprimován v krevních destičkách, monocytech, makrofázích a 
také v buňkách s aktivním metabolismem dlouhořetězcových 
mastných kyselin jako jsou tuková tkáň, tenké střevo a srdeční 
sval. Spontánní delece v genu kódujícím tento protein vede k 
poruchám metabolismu glukosy a lipidů jako je esenciální 
hypertenze (vysoký krevní tlak nevzniklý následkem jiné 
nemoci), inzulínová rezistence nebo obezita. Vysoký krevní 
tlak je pova�ován za jeden z hlavních rizikových faktorů 
mozkové mrtvice, infarktu myokardu a selhání ledvin.  
 Pro studium biochemické a genetické podstaty těchto 
faktorů se vyu�ívá některých inbredních kmenů laboratorního 
potkana, zejména hypertenzního kmene SHR (Spontaneously 
Hypertensive Rat) a kontrolního normotenzního kmene WK 
(Wistar Kyoto). Z genetických analýz kmene SHR a 
kongenního kmene SHR-4 s pou�itím DNA-biočipů 
vyplynulo, �e významným faktorem ovlivňujícím zmíněné 
metabolické poruchy je právě protein CD36. Cílem na�í práce 
byla izolace proteinu CD36 ze srdeční tkáně a krevních 
destiček obou kmenů a jejich následná strukturní, biochemická 
a imunochemická charakterizace. 
 Vypracovali jsme několikastupňovou metodu izolace 
membránových proteinů ze srdečního svalu i krevních 
destiček. Pomocí HPLC ionexové chromatografie byl 
purifikován protein CD36 ze srdeční tkáně. Aktivní frakce 
byly pou�ity k imunizaci a přípravě králičích polyklonálních 

protilátek. Imunochemické studie pomocí Ouchterlonyho 
techniky a dvourozměrné imunoelektroforézy neprokázaly 
rozdíl v imunologické reaktivitě proteinu CD36 u kmene SHR 
a WK. Dvourozměrná elektroforéza s izoelektrickou fokuzací 
v prvním rozměru prokázala vznik několika izoforem proteinu 
CD36, které mohou být způsobeny rozdílnými posttrans-
lačními modifikacemi. Studium posttranslačních modifikací 
proteinu CD36 prozatím neodhalilo významné rozdíly v 
glykosylaci mezi proteiny CD36 obou studovaných kmenů. K 
imunodetekci proteinu CD36 jsme pou�ili monoklonální kří�o-
vě reagující protilátku proti lidskému CD36 trombospon-
dinovému receptoru. Pomocí nepřímé fluorescenční techniky 
byly zji�těny podstatné rozdíly v expresi proteinu CD36 na 
povrchu nativních krevních destiček mezi kmeny SHR, 
kontrolního kmene WK a transgenních kmenů SHR linie 10 a 
19. Procentuální zastoupení krevních destiček s povrchovým 
receptorem CD36 bylo u spontánně hypertenzního kmene 
výrazně sní�eno asi o 35 % proti kontrolnímu kmeni WK. U 
transgenních kmenů SHR/TG10 a SHR/TG19 byl jasný trend 
návratu k normálnímu počtu pozitivních buněk. 
 
 
METATÉZE � U�ITEČNÝ NÁSTROJ MODERNÍ 
ORGANICKÉ SYNTÉZY 
 
JIŘÍ KOPEČNÝ 
 
Vysoká �kola chemicko-technologická v Praze, Ústav 
organické technologie, Technická 5, Praha 
kopecnyj@vscht.cz 
 
 V moderní organické syntéze jsou �iroce u�ívány 
katalytické reakce, které umo�ňují a zjednodu�ují přípravu 
organických látek. Jednou z nich je metatéze, reakce 
nenasycených organických molekul, nazývaná dříve 
disproporcionace olefinů. Při reakci dochází k rozpadu a 
opětnému vzniku dvojné vazby, schéma 1. 
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Schéma 1: Reakční schéma metatéze 
 
 
 Při metatézi dochází k výměně atomů nebo skupin atomů 
mezi dvěma molekulami, bez změny charakteru vazeb. 
Metatéze olefinů je obzvlá�ť zajímavá z hlediska mo�nosti 
sestavovat organickou molekulu z jednotlivých �bloků�, a tak 
zjednodu�it, nebo mnohdy dokonce umo�nit, syntézu 
chemické látky. Metatézi je mo�no aplikovat na nenasycené 
látky nejrůzněj�ích struktur. 
 Při studiu modelové reakce metatéze linárních α-olefinů 
s pou�itím vysoce selektivního heterogenního katalyzátoru na 
bázi Re2O7/Al2O3 byla věnována pozornost katalytické aktivitě 
a selektivitě v závislosti na měněných podmínkách reakce a 
aktivace katalyzátoru. Katalytický systém je aktivní ji� za 
laboratorní nebo mírně zvý�ené teplotě. Katalyzátor je mo�no 
po opětovné aktivaci opakovaně pou�ít k reakci bez výrazného 
sní�ení aktivity. 
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NESYMETRICKY FUNKCIONALIZOVANÉ 1, 1´-
BINAFTYLOVÉ LIGANDY PRO CHIRÁLNÍ 
ROZPOZNÁNÍ ZWITTERIONTŮ 
 
SIMONA KO�ČOVÁa, MILO� BUDĚ�ÍNSKÝa, IVANA 
CÍSAŘOVÁb a JANA HODAČOVÁa 
 
aÚstav organické chemie a biochemie AV ČR, Flemingovo 
nám. 2, 166 10 Praha 6, bPřírodovědecká fakulta Univerzity 
Karlovy, Hlavova 2030, 128 40 Praha 2 
 
 V oblasti molekulárního rozpoznání organických sloučenin 
byl v posledních letech zaměřen zájem na aminokyseliny jako 
důle�itou třídu biomolekul1. Z literatury je znám pouze nízký 
počet ligandů schopných chirálního rozpoznání aminokyselin jako 
zwitteriontů2. 
 Na�e cílové ligandy se skládají ze 3 základních strukturních 
částí, centrální axiálně chirální 1,1´-binaftalenové jednotky, ke 
které jsou připojeny zbývající 2: vazebné místo pro amoniový 
kation (crown etherový fragment) a vazebné místo pro 
karboxylový anion (močovinový, thiomočovinový nebo amidický 
fragment). 
 Obecně lze k přípravě nesymetricky funkcionalizovaných 
binaftalenů pou�ít dva syntetické přístupy. První vyu�ívá známých 
opticky aktivních binaftylových prekurzorů. Následné opracování 
jejich skeletu vede k cílovým opticky aktivním sloučeninám. 
Nevýhoda spočívá ve vysokém počtu následných reakčních kroků. 
Tento princip jsme uplatnili při syntéze ligandů I. Druhou 
syntetickou strategii představuje nesymetrický coupling vhodně 
substituovaných 2-naftolů3. Racemický produkt couplingové 
reakce je nutné dále �těpit na antipody. Oproti prvnímu přístupu je 
výhodou druhého nízký počet reakčních kroků, ale nevýhodou je 
nutnost vypracovat metodu �těpení produktu na enantiomery. 
Oxidativním couplingem byly získány ligandy II. 
 V současné době probíhají studie připravených ligandů z 
hlediska jejich komplexačních vlastností zwitteriontů. 
 
Práce byla vypracována v rámci grantu GA ČR 203/01/0067 a 
projektu  AV ČR Z4 055 905. 
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EXPRESE GENU OTEVŘENÉHO ČTECÍHO RÁMCE 7 
KÓDUJÍCÍ NUKLEOKAPSIDOVÝ PROTEIN N VIRU 
REPRODUKČNÍHO A RESPIRAČNÍHO SYNDROMU 
PRASAT PROSTŘEDNICTVÍM BAKULOVIROVÉHO 
VEKTORU V HMYZÍCH BUŇKÁCH 
 
E. KOSINOVÁ, I. P�IKAL, R. TESAŘÍK a L. RODÁK 
 
Veterinary Research Institute, Hudcova 70, 621 32, Brno 
kosinova@vri.cz 

 Bakuloviry jsou pou�ívány jako expresní vektory pro 
získávání heterologních proteinů s vysokým výtě�kem. Pro 
rekombinace je pou�íván virus AcMNPV (Autographa 
california multiple nuclear polyhedrosis virus), který se 
pomno�uje v hmyzích buňkách (Sf-9) kultivovaných in vitro, 
odvozených z hmyzu řádu Lepidoptera, zejména larev čeledi 
Noctuidae, druhu Spodoptera frugiperda. 
 V systému Bac-N-Blue (Invitrogene) je transferovým 
vektorem plazmid E. coli, který obsahuje gen pro polyhedrin 
pod kontrolou silného promotoru plh., dále DNA sekvence pro 
kompletaci homologních úseků 5� konce bakteriálního LacZ 
genu, gen ORF1629 nutný k replikaci bakuloviru, polylinker 
pro vlo�ení cizorodé DNA a signály pro terminaci transkripce 
a polyadenylaci. Prostřednictvím homologní rekombinace je 
do rekombinantního bakuloviru tak vnesen, kromě 
po�adovaného inzertu, gen k produkci β-galaktosidázy a gen 
ORF1629 k obnovení replikační schopnosti rekombinantního 
bakuloviru, který byl v transfekci pou�it v linearizované 
formě. Selekce rekombinantních bakulovirů (occ-) je 
umo�něna kompletací LacZ genu a plaky tvořené tímto 
fenotypem jsou modře zbarvené v přítomnosti chromogenu. 
 V eukaryontním systému exprese rekombinantních 
proteinů byl zkonstruován rekombinantní bakulovirus 
exprimující kompletní gen (ORF7) evropského sérotypu viru 
PRRS (V-516), který kóduje 128 aminokyselin (aa) 
strukturálního nukleokapsidového proteinu N. Klon bakuloviru 
D-1/5/20 byl purifikován plakovou technikou selekcí modrých 
plaků a po 6. pasá�i dosahoval titr 2,2x108 PFU.ml-1. 
Produkce a identita rekombinantního N proteinu (rN) o 
velikosti ~15 kD byla ověřována v SDS-PAGE v redukujících 
podmínkách a imunoblotovací technikou s PRRS pozitivním 
polyklonálním prasečím sérem a s monoklonální protilátkou 
WB 4 získanou z CVL Weybridge, Anglie. Bě�ně byly 
dosahovány koncentrace rN proteinu 80 a� 250 µg.ml-1. 
 Rekombinantní antigen (rN) viru PRRS byl pou�it v 
koncentraci 2 µg.ml-16 k sestavení nepřímého ELISA testu 
(PRRS IgG rELISA) k průkazu PRRSV protilátek v sérech 
prasat. K ověření diagnostických parametrů soupravy bylo 
paralelně vy�etřeno 154 sér prasat diagnostickou soupravou 
IDEXX HerdCheck® ELISA. Porovnáním diagnostických 
parametrů obou metod ukazuje na vět�í specifitu (95 %) PRRS 
IgG rELISA při detekci protilátek proti evropskému sérotypu 
viru PRRS ne� IDEXX ELISA. Tento výsledek byl 
determinován tím, �e 25 sér ze 154 bylo diagnostikováno v 
rELISA jako PRRSV pozitivní a v IDEXX ELISA PRRSV 
negativní. Citlivost detekce specifických protilátek v PRRS 
IgG rELISA dosáhla 93 %. 
 
Tato práce je součástí grantu MO3-99-01 Ministerstva 
zemědělství České republiky. 
 
 
AEROBNÍ DEGRADACE NITROFENOLOVÝCH 
LÁTEK VE VODNÉM PROSTŘEDÍ POMOCÍ SMĚSNÉ 
POPULACE 
 
A. KOSTEČKOVÁa, Z. PRONÁYOVÁa, J. PÁCAa, J. 
PÁCA jr.b a M. STIBOROVÁb 
aÚstav kvasné chemie a bioin�enýrství, Fakulta potravinářské 
a biochemické technologie, Vysoká �kola chemicko-
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technologická v Praze, Technická 5, 166 28 Praha 6, 
bPřírodovědecká fakulta Univerzity Karlovy, Katedra 
biochemie, Albertov 2030, 128 40 Praha 2 
Alena.Kosteckova@vscht.cz  
 
 Nitroaromatické sloučeniny představují záva�né 
kontaminanty zneči�ťující �ivotní prostředí. Tvoří základní 
stavební jednotky mnohých barviv, výbu�nin, rozpou�tědel, 
plastů a dále slou�í jako prekurzory pro produkci 
aminoaromatických derivátů. V půdě se mohou akumulovat v 
důsledku hydrolýzy organofosforových insekticidů. Mnohé z 
těchto sloučenin jsou toxické pro vět�inu �ivých organismů a 
4-NF spolu s dal�ími třemi zástupci nitrofenolů je zapsán na 
listině prioritních polutantů evidované US Environmental 
Protection Agency. 
 Pro první fázi experimentů, jen� byla zaměřena na 
adaptaci biodegraderů, byla pou�ita směsná mikrobní populace 
získaná ze zeminy dlouhodobě kontaminované 
nitroaromatickými látkami z podniku Synthesia Pardubice. 
Pokusy probíhaly při teplotě 28 °C na třepačkách za aerobních 
podmínek v  Erlenmayerových baňkách obsahujících 100 ml 
BSM média. Jako jediný zdroj uhlíku pro adaptaci byly 
pou�ity roztoky mononitrofenolů (2-NF, 3-NF, 4-NF), 
dinitrofenolů (2,4-DNF, 2,6-DNF) a dále jejich směs. 
Počáteční koncentrace jednotlivých látek byly 5 mg.l-1 pro 
mononitrofenoly a 1 mg.l-1 pro dinitrofenoly. 
 Dal�í fáze studia byla zaměřena na sledování 
biodegradačních charakteristik 2-NF, 3-NF a 4-NF během 
jednorázových aerobních submersních kultivacích s volnými 
buňkami. Z výsledků vyplývá, �e za těchto podmínek byla 
populace schopna degradovat cca 30 mg.l-1 2-NF během 5 
hodin, stejnou koncentraci 4-NF během 3 hodin. Z analýzy 
HPLC je patrné, �e v průběhu degradace nedocházelo k tvorbě 
a akumulaci �ádných metabolitů. 
 V současné době jsou prováděny experimenty degradace 
směsi mononitrofenolů s počáteční koncentrací ka�dého z nich 
20 mg.l-1. Výsledky ukazují, �e při době zdr�ení cca 3,5 h je 
mo�no odbourat 93�98 % vstupujících látek. 
 
Práce byla finančně podporována GA ČR � projekt 
104/03/0407. 
 
 
SYNTÉZA NOVÝCH CHIRÁLNÍCH 
POLYAZAMAKROCYKLŮ  
[3+3] CYKLOKONDENZAČNÍ REAKCÍ 
 
MICHALA KOZÁKOVÁ, MILO� BUDĚ�ÍNSKÝ a 
JANA HODAČOVÁ 
 
Ústav organické chemie a biochemie AV ČR, Flemingovo nám. 
2, 166 10 Praha 6  
kozakova@uochb.cas.cz 
 
 V nedávné době byla objevena zcela unikátní reakce  
trans-1R,2R-diaminocyklohexanu s tereftaldehydem, při které 
téměř kvantitativně vzniká produkt [3+3] cyklokondenzace 1 
ani� by byl pou�it templátový efekt nebo metoda velkého 
zředění1,2. Snadnou redukcí Schiffovy báze 1 byl ve vysokém 
výtě�ku získán hexaamin 2 (Schéma 1), u kterého byla při 

komplexačních studiích izomerních benzentrikarboxylátů 
zji�těna vysoká selektivita k benzen-1,3,5-trikarboxylátu3.  
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Schéma 1 
 
 Cílem na�eho dal�ího studia je ověřit mo�nosti vyu�ití 
[3+3] cyklokondenzace pro přípravu analogických chirálních 
polyazamakrocyklů. Byla studována reakce trans-1R,2R-
diaminocyklohexanu s dal�ími rigidními dialdehydy 3-8, pro 
jejich� přípravu byla vypracována nová syntetická metodika.  
 
Práce byla provedena za finanční podpory GA ČR 
(203/03/0087) a v rámci výzkumného projektu Z4055905. 
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 Transkripční faktor c-Myb je znám předev�ím jako jeden 
z klíčových regulátorů terminální diferenciace 
hemopoetických buněk obratlovců. Podle nepočetných 
literárních údajů je exprimován i v některých nekrvetvorných 
embryonálních tkáních, ale o jeho případné úloze v časných 
fázích embryogenese není dosud nic známo. 
 S pou�itím řady detekčních metod jsme zjistili, �e ve 
vyvíjejícím se kuřecím embryu je c-Myb exprimován velmi 
brzy, ji� na začátku gastrulace, a to ve vět�ině buněk. 
Experimenty s c-Myb antisense oligonukleotidy ukázaly, �e 
inhibice tohoto protoonkogenu v explantátech periferních částí 
neurální ploténky blokuje migraci buněk neurální li�ty. 
Naopak mírně zvý�ená exprese vede ke vzniku buněk neurální 
li�ty i z centrální části neurální ploténky, kde k tomu za 
přirozených podmínek nedochází. V migrujících 
mesenchymových buňkách vede sní�ení exprese c-Myb k 
poruchám jejich motility a jeho úplná eliminace indukuje 
apoptosu. Tato pozorování dokládají vývojový význam 
transkripčního faktoru c-Myb pro tvorbu, motilitu a 
�ivotaschopnost mesenchymových buněk, a tím jeho novou 
úlohu v časné embryogenesi. 
 
Podpořeno grantem 304/03/0463 od GA ČR. 
 
 
GLYKOMIMETIKA A GLYKODENDRIMERY NA 
BÁZI CALIX[4]ARÉNŮ JAKO IMUNOSTIMULANTY 
 
K. KŘENEKa,b *, P.KRISTa, P. LHOTÁK, I. STIBORb a 
V. KŘENa 
 
aLaboratoř Biotransformací, Mikrobiologický ústav AV ČR, 
142 20  Praha 4; bÚstav organické chemie, Vysoká �kola 
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 Deriváty 2-acetamido-2-deoxy-β-D-hexopyranos se 
vyznačují vysokou afinitou vůči aktivačním receptorům 
krysích, popřípadě lidských lymfocytů a přirozených zabíječů, 
tzv. NK buněk (natural killer cells)1. Po otestování aktivity 
mono- a oligosacharidyckých ligandů jsme se rozhodli 
připravit polyvalentní ligandy na bázi glykokonjugátů a 
glykodendrimérů2, které se vyznačují mnohem vy��í aktivitou 
ne� nízkomolekulární ligandy. Syntéza těchto sloučenin je 
podpořena faktem, �e receptor NK buněk má dvě aktivační 
místa, tudí� zde mů�e dojít k uplatnění efektu multivalence3. 

 Nedávno byly publikovány práce popisující 
glykokonjugáty s calix[4]areny4,5. Lipofilní calixarén by měl 
zajistit silněj�í interakci s membránou cílové buňky ne� dříve 
připravené sloučeniny. Proto jsme se rozhodli pou�ít 
calix[4]aren jako konstrukci nesoucí deriváty aminocukrů. 
Změna konformace calixarénu nám dovoluje zvolit rozdílné 
prostorové uspořádání cukerných jednotek. Substituce 
spodního okraje calixarénu a změna spaceru připojujícího 
cukerné jednotky pak dovolí měnit afinitu vůči aktivačním 
receptorům NK buněk. 
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 Hlavní náplní této práce je připravit neoglykokonjugáty 
calix[4]arénů s 2-acetamido-2-deoxy-β-D-glukopyranosou, 
syntéza PAMAM dendrimérů s calixarénovým jádrem a 
testování aktivity těchto sloučenin vůči aktivačním receptorům 
krysích a lidských NK buněk. Dále bude diskutována stabilita 
a rozpustnost připravených sloučenin. 
 
Tato práce byla podpořena granty COST D13 (MSMT 
OCD13.50) a D25 (MSMT OCD25.002) 
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 V rámci výzkumu nových kapalných krystalů 
banánového typu1 byla vypracována metodika syntézy 1-
substituovaných 2,7-dihydroxynaftalenů a 4(4´-alkyloxyben-
zen-1´-karbonyloxy)benzoových kyselin. Z těchto prekurzorů 
byly připraveny kapalné krystaly obecného vzorce I. U těchto 
látek bylo studováno mesomorfní chování v závislosti na 
substituci centrálního jádra a na délce koncových 
alkoxylových skupin. Dále byla připravena řada 
nesymetrických kapalně krystalických látek s terminální 
dvojnou vazbou koncového alkylového řetězce II. Polymerací 
těchto látek vznikají kapalně krystalické polymery, od nich� 
očekáváme zajímavé optoelektronické vlastnosti. 
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Práce byla podporována grantem GA ČR 106/00/0580 a 
202/02/0840, výzkumným záměrem M�MT MSM 223100001 a 
projektem COST D14 WG 0015. 
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VYU�ITIE SYNTETICKÝCH siRNA NA FUNKČNÚ 
ANALÝZU PROTEÍNU p53 POMOCOU DNA ČIPOV 
 
BRANISLAV KUSENDA, SOŇA �TRUNCOVÁ, 
ROMANA BORSKÁ, BORIS TICHÝ a �ÁRKA 
POSPÍ�ILOVÁ 
 
Centrum molekulární biologie a genové terapie, Interní 
hematoonkologická klinika, FN Brno, Černopolní 9, 625 00 
Brno 
 
 Utlmovanie génovej expresie (gene silencing) 
sprostredkovanej dvojreťazcovými molekulami RNA bolo 
popísané ako RNA interferencia (RNAi), slú�iaca ako 
mechanizmus posttranskripčnej regulácie expresie a  ako 
obranný mechanizmus bunky proti vírusom a transpozónom. 
 siRNA (small interfering RNA) s dĺ�kou 19�23 bp 
vznikajú z dlhých dsRNA molekúl pôsobením enzýmu DICER 
a stávajú sa súčasťou komplexu RISC (RNA-induced silencing 

complex), ktorý sa s vysokou �pecifitou via�e na 
komplementárne mRNA, čo spôsobuje ich de�trukciu a 
posttranskripčné utlmenie génovej expresie. 
 Vysoká �pecifita interakcie siRNA a mRNA, zalo�ená na 
komplementarite báz, umo�ňuje rozpoznanie a odlí�enie 
mutantných RNA a ich �pecifickú inaktiváciu. To umo�ňuje 
navrhovať syntetické siRNA proti transkripčným produktom 
mutantných foriem nádorového supresorového génu p53. 
Mutácie génu pre proteín p53 sa vyskytujú vo viac ako 50 % 
ľudských nádorových buniek, čo vedie k jeho neschopnosti 
zúčastňovať sa na regulácii bunkového cyklu a spustiť 
apoptotickú dráhu. Preto sa utlmenie expresie nefunkčného 
génu pre proteín p53 prostredníctvom siRNA javí ako 
progresívny postup pri protinádorovej terapii. 
 Efektívnosť utlmovania expresie sprostredkovanej 
syntetickými siRNA a detailná charakterizácia zmien 
expresných profilov je vyhodnocovaná technológiou DNA 
čipov (microarrays). 
 
Práce byla podporována grantem M�MT 1K04017C a 
výzkumným záměrem MZ 00065 26 97 05. 
 
 
SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM (SNP) OF 
COMPLEMENT RECEPTOR (CR) 1 GENE  IS NOT  
INVOLVED  IN  SUSCEPTIBILITY TO SARCOIDOSIS 
 
M. KVEZERELIa, E. GARRc, F. MRAZEKa, E. 
KRIEGOVAa, J. DRABEKa, V. KOLEKb, R. M. DU 
BOISc,J. C. GRUTTERSd, K. I. WELSHc, and M. 
PETREKa 
 
aDepartment of Immunology, bDepartment of Respiratory 
Medicine, Palacky University, Olomouc, cClinical Genomics 
Group,Royal Brompton Hospital,London, UK, dDepartment of 
Pulmonology,Sint Antonius Hospital, Nieuwegein, The 
Netherlands  
 
 According to a recent study in Italian population1, C→G 
substitution of the CR1 gene (SNP5507) may play a crucial 
role in granuloma formation in pulmonary sarcoidosis, 
probably by decreasing the rate of the immune complex 
clearance.  
 We wished to verify, if this SNP is associated with 
susceptibility to sarcoidosis and/or its clinical course also in 
other populations.  
 CR1 SNP5507 was genotyped by PCR-SSP, differences 
among gene(allele) frequencies in patient and control groups 
were assessed by 2x2 Chi2  test.  
 Allele and genotype frequencies for SNP5507 in the CR1 
gene in  Dutch (NL) and Czech (CZ) populations were similar 
and, therefore, significant differences in Italian (IT) population 
were not confirmed (see table). Further, no association of 
investigated SNP and clinical subsets of sarcoidosis (based on 
the chest X-ray stage, steroid therapy and Lofgren syndrome) 
was observed. 
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Table I, Comparison of CZ, NL, and IT Patients 
 
 

CZ Patients 
n=110 

CZ Controls 
n=319 

NL Patients 
n=116 

NL Controls 
n=62 

IT Patients∗ 
n=91 

IT 
Controls n=94 

Genotype frequency 
CC 
CG 
GG 
 

 
110 

0.60(68) 
0.40(42) 

0 
 

 
319 

0.66(212) 
0.34(107) 

0 
 

 
116 

0.58(67) 
0.39(45) 
0.03(4) 

 

 
62 

0.68(42) 
0.26(16) 
0.06(4) 

 

 
91 

0.50(46) 
0.32(29) 
0.18(16) 

 
94 

0.64(60) 
0.30(28) 
0.06(6) 

Allele frequency 
C 
G 

 
220 

0.80(178) 
0.20 (42)� 

 

 
638 

0.83(531) 
0.17 (107) 

 

 
232 

0.77(179) 
0.23(53) � 

 

 
124 

0.81(100) 
0.19(24) 

 

 
182 

0.66(121) 
0.34(61)ξ 

 
188 

0.79(148) 
0.21(40) 

�Chi2=0.66,P=0.57; �Chi2=0.58,P=0.53; ξ Chi2=6.98,P=0.008 
 
 
 No association was found between SNP5507 in the CR1 
gene and susceptibility to sarcoidosis  and disease course. 
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NOVÝ DRUH CHIRALITY KARBENOVÝCH 
KOMPLEXŮ: AXIÁLNĚ CHIRÁLNÍ KARBENOVÉ 
KOMPLEXY CHROMU 
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Ústav organické chemie, Vysoká �kola chemicko-
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 Fischerovy aminokarbenové komplexy I jsou u�itečnými 
stavebními bloky pro organickou syntézu1, neboť umo�ňují 

selektivní výstavbu cyklů, a to i několika v jednom reakčním 
kroku. Při pou�ití komplexů, obsahujících chirální substituent 
R na dusíku, bylo u mnoha reakcí dosa�eno dobrých 
diastereoselektivit2.  
 NMR spektrum sloučeniny II (M = W a R� = Ph) ukazuje 
na bráněnou rotaci kolem vazby PhC (cit.3). Zjistili jsme, �e 
nahrazení jediného ortho vodíku methylovou skupinou zvý�í 
racemizační bariéru do takové míry, �e jednotlivé enantiomery 
jsou stabilní při laboratorní teplotě. Budou představeny 
syntetické cesty ke komplexům III a IV včetně preparativního 
�těpení na čisté enantiomery. 
 
 
Podporováno GA ČR (reg. č. 203/00/0316) 
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EXPRESE GENU SAPP2 KVASINKY Candida 
parapsilosis 
 
MICHAELA MERKEROVÁ 
 
Ústav organické chemie a biochemie AV ČR, Flemingovo nám. 
2, Praha 6, 166 10 
 
 Aspartátové proteasy sekretované oportunně-patogenními 
kvasinkami rodu Candida jsou pova�ovány za jeden z faktorů 
virulence (spolu s dimorfismem, či se schopností adheze na 
hostitelský povrch). U C. parapsilosis byly zatím 
identifikovány 3 geny kódující tyto proteasy: SAPP1 � 3. 
Dosavadní znalosti o produktu genu SAPP2 jsou rozporuplné. 
SAPP2 byl pova�ovám za pseudogen, případně za gen, který je 
exprimován za dosud nezji�těných podmínek. Jiní autoři 
naopak tvrdili, �e se jim proteasu Sapp2p podařilo z 
kultivačního média izolovat. Cílem této práce bylo expresi 
SAPP2 analyzovat nejprve na genové úrovni a dále pokud 
mo�no i na úrovni genového produktu. 
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 Pomocí RT-PCR bylo zkoumáno, za jakých podmínek je 
SAPP2 exprimován v tekutém médiu. Zatímco gen SAPP1 je 
transkribován pouze v médiu, kde jsou jediným zdrojem 
dusíku exogenní bílkoviny, transkript SAPP2 byl detegován i v 
kompletním médiu. Exprese SAPP2 navíc není závislá na pH 
tak silně, jako SAPP1. Transkript SAPP2 jsme detegovali i v 
buňkách, které byly kultivovány při pH 5 a 6. Naopak gen 
SAPP1 je exprimován jen v prostředí o pH<5. 
 Přesto�e je SAPP2 exprimován za v�ech námi 
testovaných podmínek, dlouho se nedařilo odpovídající 
produkt z kultury získat. Nakonec bylo izolováno malé 
mno�ství Sapp2p pomocí chromatofokusace. Koncentrace 
Sapp2p v kultivačním médiu byla v�ak přibli�ně stokrát ni��í 
ne� koncentrace Sapp1p. To je také pravděpodobně důvodem, 
proč nebyl produkt genu SAPP2 blí�e charakterizován ji� 
dříve. 
 
 
THE DETERMINATION OF N-METHYLCARBAMATE 
PESTICIDES IN BABY FOOD  
 
BARBORA MIČKOVÁa, JITKA ZROSTLÍKOVÁa, 
JANA HAJ�LOVÁa, PAVEL RAUCHa, and ANGEL 
MONTOYAb 
 
aInstitute of Chemical Technology, Technická 3, 166 28 
Prague 6; bCentro de Investigación e Innovación en 
Bioingeniería. Universidad Politécnica de Valencia. Camino 
de Vera, s/n. 46022-Valencia. Spain 
 
 N-Methylcarbamate pesticides such as carbaryl, 
carbofuran and methiocarb were introduced worldwide as 
substituents of persistent organochlorine compounds, due to 
their broad spectrum of activity and their low bioaccumulation 
potentials. Though pesticides are indispensable chemicals in 
modern civilization, the exposure to their residues poses a 
potential hazard for humans, especially for children. 
 In this work, a correlation study of monoclonal antibody-
based enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) and a 
liquid chromatography�electrospray mass spectrometric 
(HPLC/ESI/MS/MS) method for the determination of N-
methyl carbamate insecticides carbofuran, carbaryl and 
methiocarb in fruit baby food is presented. The comparison of 
performance characteristics of the two methods was carried out 
by simultaneous analysis of apple-strawberry baby food (GPC 
purified) extracts spiked with N-methylcarbamates at six 
different concentration levels. Results obtained by ELISA 
correlated well with those obtained by LC/MS/MS, both in 
terms of trueness and precision. Recoveries, i.e. the ratio of the 
determined concentration to the known spiked concentration, 
were in the 60-100 % range for ELISA and in the 73�104 % 
range by LC/MS/MS with the RSDs from 7 replicate analyses 
3.6�23.3 % and 1.7�8.2 %, respectively. The influence of 
sample pre-treatment on the analytical performance of 
immunoassay method was also assessed. Using ELISA 
recoveries close to 90% were obtained even in crude non-
purifies baby food extracts. The results clearly indicate that the 
developed ELISA is suitable for the fast, quantitative and 
reliable determination of carbaryl, carbofuran and methiocarb 

in baby food even for the analysis of crude non-purified 
extracts. 
 
 
VLIV TĚ�KÝCH KOVŮ NA PRODUKCI 
EXOPOLYMERNÍCH LÁTEK A SLO�ENÍ BUNĚČNÉ 
STĚNY U KVASINEK 
 
JIŘÍ MIKE�, MARTINA SIGLOVÁ, ALENA ČEJKOVÁ, 
JAN MASÁK a VLADIMÍR JIRKŮ 
 
Vysoká �kola chemicko-technologická v Praze, ÚKCHB, 
Technická 5, 166 28 Praha 6 
jiri.mikes@vscht.cz 
 
 Odpadní vody kontaminované tě�kými kovy představují 
vá�né riziko pro v�echny �ivé organismy. Neustále je vyvíjeno 
úsilí naleznout alternativní přístupy k  chemickým a 
fyzikálním metodám odstraňování těchto iontů z prostředí. 
Aplikace �ivých buněk, jejich součástí a polymerních produktů 
se dlouhodobě jeví jako velmi vhodný způsob eliminace iontů 
tě�kých kovů, který je i ekonomicky výhodný. Role bakterií v 
těchto bioremediačních procesech je prostudována mnohem 
podrobněji ne� v případě kvasinek a plísní. Vzhledem k 
výrazným odli�nostem v jejich slo�ení a v jejich schopnosti 
produkovat exopolymerní sloučeniny (EPS), se nabízí �iroká 
�kála potenciálních vazebných míst pro ionty tě�kých kovů. 
V�echny eukaryotní mikroorganismy jsou schopné separovat 
tě�ké kovy1. Dominantní podíl výsledků v této oblasti se týká 
kvasinky Saccharomyces cerevisiae2. Ve skutečnosti se jedná 
o proces, ve kterém hraje roli celá řada faktorů, předev�ím 
slo�ení kultivačního média a koncentrace a druh iontu tě�kého 
kovu. Podíl EPS v tomto procesu je v současnosti předmětem 
výzkumu3,4.  
 Akumulace iontů kadmia, chromu, olova, niklu a zinku 
pomocí eukaryotních buněk a jejich EPS byla testována u 16 
druhů kvasinek a plísní v mikrokultivačním zařízení Bioscreen 
C a v Erlenmayerových baňkách na laboratorní třepačce. Byla 
sledována schopnost produkovat EPS a rozsah změn ve slo�ení 
buněčné stěny v kultivačním prostředí v přítomnosti a bez 
přítomnosti iontů tě�kých kovů. Na konci kultivací v 
Erlenmayerových baňkách byly separovány buňky a EPS, u 
nich� bylo charakterizováno jejich chemické slo�ení a zji�těny 
podíly mno�ství navázaných tě�kých kovů. Výrazně se na této 
schopnosti projevila koncentrace kovů v kultivačním médiu. 
Lze konstatovat, �e existují dva základní přístupy, kterými se 
kvasinka sna�í vyrovnat se s přítomností iontů tě�kých kovů v 
prostředí. Ionty mohou být hromaděny v buněčných 
součástech a nebo vázány funkčními skupinami polysacharidů 
a bílkovin v EPS. To, který způsob u buňky převládne, závisí 
na druhu mikroorganismu, ale z velké části také na slo�ení 
kultivačního média a koncentraci iontů. Z hlediska vazby kovu 
v buněčné stěně hraje významnou roli podíl mannosové a 
glukosové slo�ky. Je-li tento poměr men�í ne� 1, je schopnost 
akumulovat ionty kovů v buněčné stěně výrazněj�í. Tato 
skutečnost v�ak mů�e být stíněna produkcí EPS s afinitou vůči 
danému kovu. 
Získané výsledky by měly v budoucnu slou�it pro cílenou 
přípravu mikrobiální biomasy schopné účinně eliminovat 
konkrétní tě�ký kov. Zároveň by se měly stát vstupní 



Chem. Listy 98, 271 � 314 (2004)  IV. Amerika 2004. 

 293 

informací pro studium chování populací kvasinek a plísní v 
biofilmových konsorciích vystavených stresu v podobě 
přítomnosti iontů tě�kých kovů. 
 
Děkujeme paní Ing. Daně Savické z ÚBM V�CHT za vět�inu 
mikroorganismů pou�itých v této práci. 
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RV2579 
 
MARTA MONINCOVÁa, YUJI NAGATAb, ZBYNĚK 
PROKOPa, ANDREA JESENSKÁa, SOŇA 
MARVANOVÁa, JANA SÝKOROVÁa, MASATAKA 
TSUDAb a JIŘÍ DAMBORSKÝa* 
 
aNárodní centrum pro výzkum biomolekul, Masarykova 
Univerzita, Kotlářská 2, 611 37 Brno; bDepartment of 
Environmental Life Sciences, Graduate School of Life 
Sciences, Tohoku University, 2-1-1 Katahira, Sendai 980-
8577, Japonsko  
jiri@chemi.muni.cz 
 
 Haloalkandehalogenasy jsou mikrobiální enzymy �těpící 
vazbu mezi uhlíkem a halogenem u halogenovaných alifátů. 
Tyto enzymy jsou předmětem stále intenzívněj�ího výzkumu 
vzhledem k jejich potenciálnímu vyu�ití jako průmyslových a 
environmentálních biokatalyzátorů a biosenzorů. V DNA 
databázích je ulo�ena řada sekvencí vykazujících podobnost se 
sekvencemi známých haloalkandehalogenas. Jednou z 
domnělých haloalkandehalogenas je protein Rv2579, jeho� 
gen rv2579 byl nalezen v genomu lidského patogena 
Mycobacterium tuberculosis H37Rv.  
 Počítačový model proteinu Rv2579 byl srovnán s  
krystalovou strukturou haloalkandehalogenasy LinB ze 
Sphingomonas paucimobilis UT26 (cit.1). Tato analýza 
ukázala, �e z 19 aminokyselin, které tvoří aktivní centrum a 
vstupní tunel, je 6 aminokyselin rozdílných mezi Rv2579 a 
LinB. Abychom zjistili vliv záměny těchto aminokyselin, byly 
do LinB vná�eny substituce vyskytujíci se u Rv2579. Mutace 
byly vná�eny postupně a kumulativně a výsledný �estinásobný 
mutant by měl mít rekonstruováno aktivní místo Rv2579. U 
tohoto mutantního enzymu byla experimentálně prokázáná 
dehalogenázová aktivita a bylo potvrzeno, �e Rv2579 patří do 
rodiny haloalkandehalogenas.  
 Současně byl gen rv2579 přenesen z Mycobacterium 
bovis2 do Escherichia coli, protein Rv2579 byl exprimován a 
purifikován. Čistý protein Rv2579 vykazoval dehalogenasovou 

aktivitu. Pro mutantní enzym i Rv2579 byly stanoveny kine-
tické konstanty Km a kcat pro 1-chlorbutan a 1,3-dibrompropan. 
Kinetické vlastnosti obou zmiňovaných enzymů se významně 
neli�í, a tím se potvrdilo, �e �estinásobnou substitucí bylo 
rekonstruováno aktivní místo Rv2579 v LinB. Zde popsaný 
experiment rekonstrukce aktivního místa enzymu s 
předpokládanou funkcí v příbuzném enzymu se známou funkcí 
lze pou�ít k charakterizaci domnělých enzymů z genomických 
a proteomických studií. 
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KOMPOZITU POLYPYRROL/NAFION/POLYPYRROL 
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 Vodivé polymery (CP) jsou v posledním desetiletí vedle 
dal�ích potenciálních aplikací intenzivně studovány rovně� s 
ohledem na jejich mo�né vyu�ití v palivových článcích typu 
PEM (Proton Exchange Membrane). V tomto ohledu se 
výzkum dostupný v odborné literatuře soustředil předev�ím na 
jejich vyu�ití jako alternativního nosiče katalyzátoru. V rámci 
předchozí práce se na�e pozornost soustředila na studium 
metodiky přípravy kompozitu Nafion/polypyrrol (NP)1. Ze 
studovaných se jako nejvhodněj�í ukázala být tzv. difúzní 
metoda. Ta je zalo�ena na chemické oxidaci monomeru 
difundujícího membránou tvořící přepá�ku mezi roztokem 
monomeru a oxidačního činidla. Připravený kompozit 
vykazuje dostatečnou mechanickou stabilitu a 
elektrochemickou aktivitu. Pro přípravu základní části 
nízkoteplotního palivového článku typu PEM tzv. �Membrane 
Electrode Assembly� (MEA) je nezbytné připravit tuto 
polymerní vrstvu na obou stranách PEM. Jak vyplynulo z 
předchozích experimentů, krokem řídícím kinetiku růstu filmu 
vodivého polymeru je transport monomeru přes kompozit, 
předev�ím pak přes film polypyrrolu (PPy). Cílem této práce je 
určit hodnotu permeability kompozitu, porovnat ji s čistou 
membránou Nafion 117 a navrhnout vhodnou metodu syntézy 
sekundární elektrody. 
 Ke stanovení permeability membrány pokryté filmem 
PPy pro pyrrol (Py) byly pou�ity následující dvě metody: (i) 
optimalizace z kinetiky růstu PPy filmu a (ii) difúze Py 
kompozitem. Hlavní předností metody (i) představuje fakt, �e 
poskytuje hodnotu permeability PPy filmu v průběhu syntézy. 
Výsledky tedy nejsou ovlivněny změnami struktury ji� 
připraveného kompozitu v průběhu jeho uskladnění, popř. 
opakovaného vystavení účinkům roztoku monomeru. Výhodou 
metody (ii) je pak předev�ím mo�nost přímého vyhodnocení 
experimentálně zji�těných dat. Eliminovány jsou tudí� mo�né 
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chyby způsobené zavedenými zjednodu�ujícími předpoklady, 
popř. numerickým vyčíslením matematického modelu. 
 Z výsledků provedených difúzních experimentů (metoda 
(ii)) vyplynulo, �e PPy film vykazuje permeabilitu o 3 řády 
ni��í ne� čistý Nafion. To se projevuje zpomalením rychlosti 
růstu filmu s trváním syntézy. Významněj�í je v�ak skutečnost, 
�e metoda (ii) (optimalizace permeability z kinetiky růstu PPy 
vrstvy) vykazuje permeabilitu PPy pro Py přibli�ně o jeden řád 
vy��í. Je tedy zřejmé, �e PPy film v průběhu uskladnění, popř. 
následného vystavení účinkům roztoku monomeru, podléhá 
blí�e nespecifikované konsolidaci mající za následek 
významné sní�ení jeho propustnosti. V důsledku tohoto faktu 
lze předpokládat, �e syntéza sekundární vrstvy bude silně 
br�děna přítomností vrstvy primární a to výrazně více, ne� by 
bylo mo�no očekávat na základě analýzy kinetiky jejího růstu. 
To je v souladu s experimentálními výsledky syntézy 
sekundární PPy vrstvy. Přítomnost vrstvy nebyla pomocí 
rastrovací elektronové mikroskopie lomu kompozitu 
detegována ani po 15 hodinách polymerace (tj. její tlou�ťka 
byla men�í ne� 0,3 µm), ačkoliv podle hodnoty permeability 
získané metodou (i) by tlou�ťka měla dosahovat přibli�ně 10 
µm. Přítomnost vrstvy PPy v�ak jasně prokázaly provedené 
elektrochemické experimenty. Změřené voltametrické křivky 
vykazují tvar typický pro PPy. Je zřejmé, �e k úspě�né syntéze 
sekundární vrstvy je zapotřebí zvolit odli�ný přístup, který 
nebude natolik ovlivněn nízkou propustností PPy vrstvy. Na 
základě dosud provedených experimentů se jako nejvhodněj�í 
jeví být elektropolymerace na povrchu chemicky připraveného 
PPy o minimální tlou�ťce přibli�ně 0,1 µm.  
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REAKTIVACE MUTANTNÍHO PROTEINU p53 JE 
ZÁVISLÁ NA Hsp90 
 
PETR MÜLLER a BOŘIVOJ VOJTĚ�EK  
 
Masarykův onkologický ústav, �lutý kopec 7, 65653 Brno  
 
 Protein p53 je transkripční faktor patřící mezi 
nejdůle�itěj�í nádorové supresory. Genotoxickým stresem 
dochází v buňce k jeho aktivaci, vazbě na DNA a spu�tění 
transkripce cílových genů zodpovědných za zástavu 
buněčného cyklu nebo apoptózu. Inaktivace p53 bodovou 
mutací je jednou nejčastěj�ích genetických změn v nádorové 
buňce. Bodová mutace  vede ke ztrátě DNA-vazebné aktivity 
a/nebo k nestabilitě struktury proteinu p53. Mutace měnící 
konformaci DNA-vazebné domény jsou často teplotně 
senzitivní a dávají nám tak naději vyvinout terapii zalo�enou 
na reaktivaci funkce mutovaného p53.  
 V na�ích studiích jsme prokázali teplotně senzitivní 
charakter mutovaného proteinu p53 285Lys v buňkách 
nádorové linie karcinomu prsu BT474. Obnova 
transaktivačních schopností tohoto mutanta ve 32 °C byla 
prokázána (i) detekcí cílových proteinů p21WAF1 a MDM2 a 

(ii) vyu�itím reportérového genu LacZ řízeného promotorem 
závislým na vazbě funkčního p53. Následovně byla ověřena i 
změna konformace DNA-vazebné domény p53 v průběhu 
reaktivace. V buňkách vystavených teplotě 32 °C byla 
detegována změna konformace nativního proteinu p53 za 
pomoci imunoprecipitace protilátkou Pab1620 rozli�ující 
nemutovanou konformaci p53 a protilátkou Pab240 rozli�ující 
mutovanou konformaci p53. Metodou imunoprecipitace byla 
dodatečně prokázána tvorba stabilního komplexu mezi 
mutovaným p53, MDM2 a Hsp90. Inhibice Hsp90 
Geldanamycinem  vede k rozru�ení tohoto stabilního 
komplexu a hladina p53 i MDM2 klesá. Vliv stresového 
proteinu Hsp90 na p53 byl zkoumán i v procesu reaktivace 
mutantního p53 ve 32 °C. Pou�itím 2 µM Geldanamycinu bylo 
prokázáno, �e Hsp 90 je jako chaperon nezbytný pro změnu 
konformace proteinu p53 a obnovu jeho transaktivačních 
funkcí. Bez funkčního Hsp90 nedochází při sní�ení teploty ani 
ke změně konformace proteinu p53, ani k obnovení jeho 
trasaktivačních schopností. 
Objev nových nízkomolekulárních látek měnících konformaci 
p53 přiná�í nové perspektivy do léčby nádorů nesoucích 
mutaci v genu p53. Reaktivace mutantů p53 by se mohla stát 
vysoce účinnou a zejména specifickou terapií. Námi prokázaná 
závislost reaktivace mutovaného proteinu p53 na Hsp90 tak 
přiná�í zásadní informace objasňující mechanismus reaktivace 
mutovaného p53 a vede k cíleněj�ímu hledání nových způsobů 
terapie zaměřené na p53. 
 
Tato práce byla podporována granty: IGA MZ ČR NC/7131-3 
a GA ČR 301/02/0831 
 
 
NIKLEM KATALYZOVANÁ CYKLIZACE 1,6-DIENŮ: 
NOVÁ CESTA K PŘÍPRAVĚ KARBO- A 
HETEROCYKLICKÝCH LÁTEK. 
 
DAVID NEČAS, MATYÁ� TURSKÝ a MARTIN 
KOTORA 
 
Katedra organické a jaderné chemie, Přírodovědecká fakulta, 
Univerzita Karlova, Hlavova 6, 128 43 Praha 2 
david.necas@seznam.cz 
 
 V poslední době byla přípravě karbocyklických a 
heterocyklických sloučenin z terminálních dienů věnována 
pozornost mnoha pracovních skupin.  Byly vypracovány 
postupy cyklizace zalo�ené na radikálových reakcích1, dále 
katalytické reakce vyu�ívající komplexů různých přechodných 
kovů (Pd2, Rh2, Ru3 či Ni4), a nebo reakce zalo�ené na pou�ití 
stechiometrického mno�ství komplexů různých přechodných 
kovů ať ji� ze začátku či konce přechodové řady5. 

R R Rnebo

R=CH(COOEt)2; fluoren; Ph2Si; anilin

Ni, toluen

Et3Al (Et2AlCl)

 
 Katalýza pomocí přechodných kovů je vět�inou zalo�ena 
buď na komplexech stabilních, ale relativně drahých 
přechodných kovů (Pd, Rh, Ru), nebo na komplexech 
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levněj�ích kovů (Ni), které jsou v�ak náročné na přípravu a 
citlivé na reakční podmínky.  Námi navr�ený katalytický 
systém na bázi komplexů niklu a organohlinitých sloučenin je 
snadno pou�itelný a připravitelný z ekonomicky nenáročných 
a komerčně dostupných látek.  Tento systém vykazuje velice 
dobrou katalytickou aktivitu a je tolerantní k celé řadě 
funkčních skupin.   
 
Tento projekt byl financován z grantu FRV� č. 2800.  
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 Betain:homocystein S-methyl transferasa (BHMT) patří 
mezi jediné tři savčí enzymy metabolizující homocystein. 
Dal�ími jsou methionin synthasa a cystathionin β-synthasa, 
jejich� nesprávná nebo nedostatečná funkce je pova�ována za 
příčinu hyperhomocysteinemie, nezávislého rizikového faktoru 
předev�ím kardiovaskulárních onemocnění. Role BHMT v 
hyperhomocysteinemii ani fyziologická funkce enzymu nejsou 

známy. Pro jejich pochopení je nutné provést biologické studie 
in vivo s dostatečně potentním a selektivním inhibitorem. 
 Nedávno byla určena krystalová struktura lidské 
rekombinantní BHMT v komplexu s 5-(3-amino-3-
karboxypropylsulfanyl)pentanovou kyselinou (1), připravenou 
na na�em pracovi�ti1. Inhibiční účinky látky 1 nejsou 
dostatečně silné (IC50 v řádu µM) pro vyu�ití k experimentům 
in vivo. Na základě získaných strukturních informací v�ak byla 
navr�ena série nových potenciálních inhibitorů � analogů 
tranzitního stavu. V první fázi jsme se věnovali syntéze a 
inhibičním in vitro testům sloučenin typu 2-5.  
 Nejsilněj�ími dosud popsanými inhibitory BHMT jsou 
pseudopeptidy s fosfinátovou skupinou2. Proto v budoucnu 
hodláme syntetizovat a otestovat inhibiční účinky látek 
strukturně blízkých sloučeninám 1 � 5, které budou obsahovat 
fosfinátovou, fosfonátovou a fosfodiesterovou vazbu. 
 
Tento projekt je podporován granty A4055302 (GA AV ČR), 
203/01/1166 (GA ČR) a výzkumným projektem Z4055905. 
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pS2 � MARKER OF ESTROGENIC ACTIVITY  
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 MCF-7 human breast cancer cell line, the estrogen 
receptor-positive, is commonly used model for in vitro testing 
of potentially endocrine disrupting-compounds. Their endo-
crine effects include mimicking or antagonizing natural 
endogenous estrogens, altering synthesis and metabolism of 
natural estrogens, and modifying estrogen receptor levels. The 
aim of this study was evaluation of estrogenic activity of two 
xenoestrogens (bisphenol A, nonylphenol) and two phytoes-
trogens (resveratrol, genistein) in various concentrations. We 
have used method, based on quantification of expression of 
endogenous estrogen-regulated gene pS2 in MCF-7 cells. The 
expression of pS2 gene in MCF-7 cells is regarded as marker 
of activation of estrogen receptors and was described entirely 
for compounds of estrogen character. Concentrations ranges of 
tested compounds were: bisphenol A: [10 � 8 � 10 � 6 M], 
nonylphenol: [10 � 8 � 10 � 6 M], resveratrol: [10 � 5 � 10 � 4 
M] and genistein: [10 � 6 � 10 � 4 M]. The levels of pS2 
transcript in MCF-7 cells were assessed using reverse trans-
criptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) and modified 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and were 
normalized to G3PDH. Our results showed, that xenoestrogens 
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bisphenol A and nonylphenol induced the expression of pS2 
gene in an increasing dose-dependent manner in the range of 
tested concentrations. Exposure of MCF-7 cells to resveratrol 
resulted in an inhibition of the pS2 gene expression. Treatment 
of MCF-7 cells with genistein at the lowest and the highest 
tested concentration inhibited the expression of pS2 gene. 
Maximal induction of the pS2 gene expression was registered 
at 10 � 5 M concentration. We have demonstrated that the cell-
based endogenous gene expression assay using RT-PCR-
ELISA method provides sensitive and rapid model for 
screening of chemicals with possible estrogenic properties. We 
have compared our results testing estrogenicity of the selected 
compounds in vitro (the expression of estrogen-responsive 
gene pS2 and the effect on proliferation of MCF-7 cells, E-
screen) with their effects on fertility in vivo and we have not 
proved any connection. The correlation of results of RT-PCR-
ELISA and E-screen method is problematic; it is more 
efficient to compare the cell proliferation with levels of the 
pS2 protein product not the pS2 transcript. However, we have 
noted certain agreements, namely in case of resveratrol and 
nonylphenol. In conclusion, the results of the present study 
support the hypothesis, that the expression of pS2 gene is 
basically the marker of proliferating activity.  
 
The grants GACR 303/00/1651 and IGA MH NJ5851-3/2000 
supported this study. 
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 The nucleus of eukaryotic cell is functionally and 
structurally compartmentalized. To understand the structure 
and function of individual nuclear domains, the knowledge 
about the protein composition of complexes building up these 
structures is needed. We explored therefore the potential of 
previously developed method for separation of membrane 
protein complexes in native state, the blue native 
polyacrylamide gel electrophoresis (BN-PAGE) (lit1), for 
separation of large nuclear protein complexes coupled with 
mass spectrometry analysis.  
 In this study we demonstrate that modifications in 
solubilization of nuclear protein complexes and composition of 
separative gel are prerequisite for efficient separation by BN-
PAGE, moreover, these improvements enable subsequent mass 
spectrometric identification of separated protein complex 
composition.  
 The usefulness of the method in nuclear research is 
demonstrated by 1), immunological detection of several 
nuclear protein complexes separated by blue native 

electrophoresis, and 2), mass spectrometric identification of 
protein components and subunits of separated nuclear protein 
complexes.  
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 Hlavním cílem na�eho projektu je vyvinout 
diagnostickou metodu pro detekci fyziologické i patologické 
glykosylace různých glykoproteinů. Pro vysokomolekulární 
molekuly s komplexní a vysoce heterogenní strukturou je 
technika peptidového mapování velice obtí�ná. Vhodněj�í je 
pracovat s tzv. specifickým (�signálním�) peptidem, který nese 
specifickou informaci potřebnou k identifikaci daného 
(glyko)proteinu.  
 Jako modelový glykoprotein pro studium konzervativní 
N-glykosylace byla vybrána molekula IgG. Specifickým 
peptidem IgG je nanopeptid s oligosacharidovým řetězcem v 
pozici aminokyseliny asparaginu 297. 
  K modifikaci oligosacharidových řetězců fragmentů IgG 
byly pou�ity mikroreaktory (IMERs) s enzymy neuraminida-
sou a β-galaktosidasou. K izolaci různě přirozeně glykosylo-
vaných i námi modifikovaných fragmentů IgG byla pou�ita 
metoda lektinové afinitní chromatografie. Po imobilizaci 
streptavidinu na magnetické mikropartikule (0,2�2 µm; s 
karboxylovou funkční skupinou) byla vyu�ita vysokoafinitní 
interakce biotin � streptavidin k imobilizaci biotinylovaných 
lektinů: Concanavalin A (s afinitou k α-D-mannose a α-D-
glukose), lektin Griffonia simplicifolia I (s afinitou 
k terminálním α-D-galaktosovým a N-acetyl-α-D-
galaktosaminovým zbytkům) a lektin Griffonia simplicifolia II 
(s afinitou k N-acetyl-D-glukosaminovým zbytkům).  
 TPCK-trypsinový mikroreaktor byl pou�it ke specific-
kému na�těpení Fc fragmentu IgG. Pomocí připravených 
lektinových afinitních mikroreaktorů byly ze směsi fragmentů 
vyizolovány různě glykosylované specifické peptidy IgG. 
Eluované frakce byly analyzovány pomocí MALDI-TOF-MS. 
Získané signály molekulového iontu s m/z 4020 (z GS-I), 3869 
(z GS-II) a 3711 (z Con A) odpovídají na�im teoretickým 
předpokladům o molekulové hmotnosti různě glykosylovaných 
specifických peptidů IgG. MALDI-TOF se ukázala jako 
vhodná technika pro studium heterogenity glykosylace IgG. 
 
Tato práce byly podpořena granty MSMT VZ 253100002 a  
GA ČR 203/02/0023.  
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 V současné době je vedle fyzikálně chemických či 
chemických způsobů odstraňování �kodlivých látek z prostředí 
platnou variantou také biologické či�tění, av�ak za podmínky, 
�e dané látky jsou biologicky rozlo�itelné. Biologické či�tění 
je ekonomicky výhodněj�í oproti fyzikálně chemickým a 
chemickým procesům při stejné účinnosti či�tění. Fenol patří 
mezi aromatické polutanty, které jsou přítomny v 
průmyslových odpadech, a to hlavně z výrob koksárenských, 
petrochemických, farmaceutických a z výrob umělých hnojiv, 
barviv, výbu�nin, fungicidů a fenolformaldehydových 
pryskyřic. Z odpadních vod je fenol vzhledem k rychlej�ímu a 
v�estranněj�ímu metabolismu mikroorganismů lépe 
odstraňován v aerobním prostředí.   
 Práce se zabývá problematikou degradace fenolu z 
vodného prostředí. K degradaci byly pou�ity průtočné 
náplňové reaktory. Pro imobilizaci buněk byla pou�ita 
kokosová vlákna, dva druhy pěnového polyuretanu, porézní 
skleněné kuličky a expandovaná břidlice. Jako biokatalyzátor 
slou�ila speciálně připravená směsná mikrobní populace. 
Degradace probíhaly při teplotě 30 °C a pH 7,2. 
 Experimentálně bylo testováno, který z pou�itých 
náplňových materiálů je pro imobilizaci buněčné populace 
nejvhodněj�í, dále vliv vstupní koncentrace fenolu a z toho 
plynoucí vliv organické zátě�e, vliv hydraulické doby zdr�ení 
a vliv obsahu dusíku v simulované odpadní vodě na provozní 
charakteristiky bioreaktorů.  
 Výsledky ukázaly, �e degradační aktivita biosystému 
závisí nejen na velikosti vstupní zátě�e a na materiálu náplně 
reaktorů, ale i na době zdr�ení kapalné fáze v reaktoru a na 
obsahu dusíku v simulované odpadní vodě.  
 
Autoři děkují za podporu GA ČR (grant 104/03/0407) a 
Ministerstvu �kolství České republiky (MSM 113100001). 
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 In our previous papers1,2 we have reported the 
hybridization properties of the 3′-5′ and 2′-5′ phosphonate 
ApA dimers with polyU. We have found that all four 
regioisomeric dimers bearing the isopolar nonisosteric 3′(2′)-
O-CH2-P-O-5′ or 3′(2′)-O-P-CH2-O-5′ types of internucleotide 
linkage are capable of forming much more stable triplex-like 
complexes with polyU than the natural ApAs.  
 In order to verify the usefulness of this modified linkage 
in longer oligoribonucleotides, we have synthesized monomers 
1 and 2 and incorporated them into oligoribonucleotides using 
phosphotriester condensation method to produce a set of novel 
ribo-nonamers with phosphonate internucleotide linkage. 
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 We have observed that phosphonate linkage is 
completely stable against ribonucleases. Therefore, this 
linkage can be inserted into critical sites of modified oligomers 
(e.g. ribozymes, siRNA, or antisense oligonucleotides).  
 The hybridization properties were evaluated by 
measurements of thermal stabilities of duplexes composed of 
one strand partially-modified with phosphonate units and the 
unmodified counterpart. Obtained Tm values of duplexes were 
compared with that of unmodified ones. Phosphonate 
oligomers exhibited lower melting points than the natural ones. 
Obviously, insertion of extra methylene group into 
internucleotide linkage causes the conformational changes  of 
the modified sugar-phosphate backbone due to the lengthening 
of internucleotide linkage. In order to explain this behaviour, 
the NMR conformational analysis and molecular dynamics 
simulation experiments have already been started. 
It is worth to notice that no nuclease-resistant modifications of 
internucleotide linkage have so far been reported in ribo series. 
Support by grants A4055101 (Acad. Sci., Czech Republic) and 
203/01/1166 (GA, Czech Republic) under research project 
Z4055905 is gratefully acknowledged. 
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 The energy needs of aerobic organisms are met primarily 
through the action of F1FO ATP synthase, which catalyses 
ATP synthesis coupled to respiration in the process of 
oxidative phosphorylation. The ATP synthase is comprised of 
a peripheral catalytic moiety (F1) with highly conserved 
oligomeric structure and an integral membrane part (FO), 
which composition differs among organisms1. 
 The mitochondrial ATP synthase does not self-assemble 
in vivo. The assembly is a complex process dependent on the 
concerted action of both genomes, protein import into 
mitochondria and the assembly pathway itself. Work with 
respiratory deficient strains of Saccharomyces cerevisiae has 
lead to the identification of five proteins that serve chaperon-
type functions during the enzyme assembly. Atp11p and 
Atp12p mediate assembly of F1 component2. Another yeast 
protein, Fmc1p, is required for F1 assembly at elevated growth 
temperature3. Atp10p and Atp22p are essential for FO 
formation where Atp10p binds selectively4,5 to the 
mitochondrially-encoded subunit a. Recently, orthologues of 
yeast Atp11p and Atp12p were described and characterised in 
mammalian cells6,7. 
 Here we present computational survey of ATP synthase 
assembly factors from all available genomes. Atp11p and 
Atp12p orthologues were detected in all eukaryotic lineages 
that are capable of ATP synthesis via the oxidative 
phosphorylation and seem to be critical for biogenesis of ATP-
synthase. Atp12p orthologues were further found within alpha-
proteobacteria, putative endosymbiotic ancestors of mitochon-
dria. Unexpectedly, presence of Atp10p orthologues is limited 
to evolutionary distant taxa including Fungi, Dictyosteliida, 
stramenopiles and land plants; interestingly, phylogeny 
analysis of FO-a subunit revealed existence of two main 
groups distinguishable by the presence/absence of Atp10p 
orthologues. While Fmc1p orthologues seem to be restricted to 
the members of Fungi, Atp22p appears to be present in the 
genus Saccharomyces only. Additionally, our comparative 
sequence analysis identified evolutionary conserved residues, 
putative functional domains and their basic structural features 
for Atp10p, Atp11p and Atp12p orthologues. These results 
provide basis for detailed molecular analysis of the ATP 
synthase-specific chaperones.  
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 Ellipticine and its more soluble derivatives exhibit 
promising results in the treatment of breast cancer and acute 
myeloblastic leukemia. The inhibition of topoisomerase II after 
intercalation into DNA was considered an important property 
for its cytotoxicity. The CYP-dependent activation leading to 
DNA adduct formation, we found to be generated in vitro, is a 
novel mechanism for the ellipticine pharmacological action1. 
Target tumor cells express, beside CYP1A1, 1B1, 3A4, also 
peroxidases (myeloperoxidase or lactoperoxidase) in higher 
levels than cells of peritumoral tissues. Since the participation 
of peroxidases in metabolism of ellipticine has not been 
identified yet, the aim of the present work is to extend our 
knowledge on this issue. Lactoperoxidase, myeloperoxidase 
and a model plant peroxidase (from horseradish) were used in 
our study. Ellipticine is oxidized by all these peroxidases via a 
radical mechanism. Using mass spectrometry (MALDI-TOF, 
EI) we identify that ellipticine is primarily oxidized to a one 
electron reaction product (radical) producing a dimer as the 
major metabolite. Its formation is inhibited by radical trapping 
agents (glutathione, NADH) and by DNA or deoxyguanosine 
3�-monophosphate. During oxidation of ellipticine by 
peroxidases, two ellipticine-DNA adducts, which were 
generated by CYP-mediated reaction1, are also formed. 
Identities of adducts formed by CYPs and peroxidases were 
confirmed by co-chromatography on HPLC. Deoxyguanosine 
was determined as a target deoxynucleoside for ellipticine 
covalent binding in DNA. The involvement of 
myeloperoxidase and lactoperoxidase in an increase of 
ellipticine pharmacological efficiency in the target tumor 
tissue is discussed.  
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 Pollen tubes expand by tip growth and extend 
directionally toward the ovule to deliver sperms during 
pollination. They provide an excellent model system for the 
study of cell polarity control and tip growth, because they 
grow into uniformly shaped cylindrical cells in culture. 
However, mechanisms underlying tip growth are still poorly 
understood in pollen tubes1. 
 The molecular machines that drive protein transport 
through the secretory pathway function exert their activities on 
the surfaces of membrane bilayers. It is now clear that the 
various lipid components of these bilayers play direct and 
versatile roles in modulating the activity of proteins that either 
themselves constitute core components of the membrane 
trafficking machinery, or represent proteins that regulate such 
core components2. 
 Phospholipase D (PLD) cleaves structural phospholipids 
producing phosphatidic acid (PA), secon messenger implicated 
in a number of signalling cascades regulating cytoskeletal 
rearrangements, vesicular trafficking, secretion, ion fluxes, 
membrane remodelling, and defence responses in eukaryotic 
cells3. We have previously reported that PLD and PA have a 
role in the process of polarised plant cell expansion as 
represented by pollen tube growth4.  
 Here we present data further supporting direct 
involvement of PLD in vesicle budding/transport machinery 
together with initial molecular characterisation of PLD 
isoforms from tobacco pollen. PLD-mediated PA production in 
vivo can be blocked by primary alcohols, which serve as a 
substrate for the transphosphatidylation reaction. Exocytosis 
and endocytosis was rapidly blocked in the presence 0.35 % 1-
butanol whereas secondary and tertiary butanol isomers, which 
are ineffective in transphosphatidylation, did not show any 
effect. Moreover, membrane traffic could be restored by 
addition of exogenous PA-containing liposomes. Using 
degenerated RT-PCR approach, we have cloned five tobacco 
PLD cDNAs form three PLD subfamilies and examined their 
expression levels. Roles of distinct isoforms were tested with 
antisense oligonucleotides strategy. 
 
This work was supported by grant FRVS G4/663 and by the 
research centre Signalling Pathways in plants (LN00A081) of 
the Ministry of Education of the Czech Republic. 
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 Organophosphates (OP) are known as a group of 
compounds exhibiting strong inhibition effect on the 
enzymatic activity of cholinesterase. The resulting blocking of 
nerve system forms the basis for application of 
organophosphates as insecticides and nerve agents. A 
possibility of military exploitation, as well as the demand for 
rapid and sensitive environmental screening, focused attention 
to the sensitive analytical methods able to detect OP presence 
in short time and preferably allowing �field monitoring�. A 
main advantage of biosensors1 is integration of a physical-
chemical transducer together with a bio-recognition element, 
allowing to monitor biological effect of compounds in the 
analysed sample. Cholinesterase2 (ChE) is the enzyme 
commonly incorporated in the neurotransmitter system. It 
contains serine in its catalytic centre and this residue becomes 
specifically inhibited with OPs and carbamates. The 
combination of ChE with the electrochemical transducer 
allowed construction of sensitive analytical devices3,4 with 
ability to determine cholinesterase inhibitors in short time. 
 In this contribution, a novel combination of a 
piezoelectric transducer with the immobilized reversible 
cholinesterase inhibitor, cocaine derivative BZE-DADOO 
(lit.5), was used for construction of an affinity biosensor. The 
piezoelectric transducer provided not only sensitive analytical 
device, but also an outstanding ability to monitor affinity 
interaction in real time. The recorded signal was proportional 
to the amount of the enzyme-inhibitor complex formed on the 
sensing surface. The determined kinetic parameters assisted in 
a better description and understanding of the studied 
interaction. Using the reversible ChE inhibitor (cocaine 
derivative) allowed full regeneration of the sensor 
biorecognition layer. The cocaine derivative BZE-DADOO 
(containing terminal primary aminogroup) was immobilized on 
the gold surface of piezoelectric sensor as the conjugate with 
11-mercaptoundecanoic acid. The long-chain thiocompounds 
provided compact and highly stable self-assembling monolayer 
on the gold surface. The experiments were performed in the 
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flow-trough mode, total duration of one experiment containing 
base line stabilization, association phase, equilibration of 
signal and regeneration of sensing surface was 25 minutes. 
 Initially, stability of the biorecognition layer was studied; 
for 10 sequential experiments, the achieved reproducibility 
was better than 9%. The main part of experiments was focused 
on application of the developed biosensor for determination of 
organophosphate inhibitors in aqueous samples. The obtained 
limit of detection for strong ChE inhibitors (diisopropyl-
flourophosphate, paraoxon) was 10-9 mol.l-1. For weaker 
inhibitors as chlorpyrifos-oxon and chlorfevinphos, the 
detection limits were 6x10-8 and 1.4×10-7 mol.l-1, respectively. 
The precision of measurements was typically in the range 8�14 
%. Finally, performance of the biosensor was tested on real 
samples - spiked river water (three various concentrations of 
diisopropylfluorophosphate were used: 10-5, 5×10-7 and 5×10-9 
mol.l-1). The measured values of inhibitor concentrations 
determined using piezoelectric biosensor were 9 to 27 % 
higher than the expected levels, i.e. the presence of the target 
compounds was always correctly detected.  
 The developed piezoelectric biosensor was useful for real 
time monitoring of the enzymatically active cholinesterase as 
well as for detection of cholinesterase inhibitors. The novel 
and original principle of the piezoelectric enzyme biosensor 
appears promising for rapid and cost-effective screening of 
cholinesterase inhibitors. 
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 Zygosaccharomyces rouxii se řadí mezi nejvíce osmoto-
lerantní druhy kvasinek, tj. takové, které jsou schopné pře�ívat 
v prostředí s nízkou aktivitou vody (např. koncentrované 
roztoky cukrů či solí). Je to druh sice blízce příbuzný a 
podobný modelové kvasince Saccharomyces cerevisiae, ale 
výrazně se li�ící právě vysokou osmotolerancí. Schopnost 
odolávat vysokému osmotickému tlaku udílí Z. rouxii patrně 
přítomnost specifických genů. Identifikace těchto genů a jejich 
exprese v  S. cerevisiae by tedy mohly významně přispět ke 
zlep�ení vlastností průmyslových kmenů S. cerevisiae. 

 Dosud bylo v Z. rouxii identifikováno jen několik genů 
podílejících se na odpovědi na osmotický stres (např. HOG1, 
SOD2), ale �ádný z nich není druhově specifický. Podrobněj�í 
charakterizaci specifických vlastností omezuje fakt, �e pro Z. 
rouxii zatím nebyl vytvořen efektivní soubor nástrojů 
genového in�enýrství, a  zejména mo�nost cílených disrupcí a 
delecí genů stále zůstává otázkou. Zatím existují jen dva typy 
auxotrofních mutantů (Leu- a Ura-), pro ně� jsme v na�í 
předchozí práci optimalizovaly transformační proceduru a 
ověřily vyu�ití plasmidových vektorů s auxotrofními markery 
URA3 a LEU2. Pro delece genů jsou v�ak velmi výhodné tzv. 
disrupční kazety, které vyu�ívají existence dominantních 
markerů, např. genů propůjčujících organismu rezistenci k 
toxické látce. Pro kvasinku Z. rouxii zkoumáme mo�nost 
vyu�ití genů, zaji�ťujících jiným druhům organismů rezistenci 
k toxickým sloučeninám geneticinu (kazeta loxP-kanMX-loxP 
pou�ívaná pro S. cerevisiae) a L-azetidin-2-karboxylátu (gen 
MPR1 pocházející ze S. cerevisiae).  
 Pokud potvrdíme existenci vysoké frekvence homologní 
rekombinace u Z. rouxii, bude vyu�ití kombinace 
dominantního (kanMX) a auxotrofního (URA3) markeru velmi 
výhodné pro opakovanou disrupci (deleci) genů 
prostřednictvím tzv. systému Cre-loxP. Budou tak moci být 
připraveny kmeny s vícenásobnými auxotrofními mutacemi či 
s mutacemi způsobujícími osmosenzitivitu. Tyto mutanty pak 
budeme transformovat genomovou bankou Z. rouxii, a 
pokusíme se tak izolovat geny zodpovědné za vysokou 
osmotoleranci této kvasinky. 
 
Tato práce byla podpořena granty AVOZ 5011922 a GA ČR 
204/01/0272 a 204/03/H066. 
 
 
SYNTÉZA A ELEKTROCHEMICKÉ STUDIUM 
AXIÁLNĚ CHIRÁLNÍCH SLOUČENIN ODVOZENÝCH 
OD BENZOTHIOFENU 
 
MICHAL REJŇÁKa, JIŘÍ SVOBODAa, JIŘÍ KLÍMAb a 
JIŘÍ LUDVÍKb 
 
aÚstav organické chemie, Vysoká �kola chemicko-
technologická v Praze, Technická 5, 166 28 Praha 6; bÚstav 
fyzikální chemie J. Heyrovského, AV ČR, Dolej�kova 3, 182 23 
Praha 8 
Michal.Rejnak@vscht.cz 
 

S

X

R

SS

R R

O

N

X = H, Li, Cl, Br, I, SnBu3
R = COOH, COOCH3,

 
 V rámci na�eho systematického výzkumu 
kondenzovaných heterocyklů1 byla vypracována syntéza 
bi(benzothiofenových) derivátů vycházející ze snadno 
dostupných derivátů benzothiofenu s vyu�itím standardních 
metod tvorby vazby aryl-aryl.  
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 Dále byla studována alternativní metoda přípravy 
odpovídajících dimerů za podmínek elektrochemické redukce2. 
Uvedené prekurzory (X = Cl, Br, I) byly podrobeny studiu 
elektrochemických vlastností z hlediska dvouelektronové  
dehalogenace a zejména mo�nosti ovlivnění mechanismu ve 
prospěch jednoelektronové reduktivní dimerizace. 
 Takto získané dimerní sloučeniny budou dále vyu�ity pro 
syntézu slo�itěj�ích bi(benzothiofenových) systémů a pro 
design látek s kapalně-krystalickým chováním. 
 
Projekt výzkumu byl podporován granty GA ČR č. 
106/00/0582 a 202/02/0840, výzkumným záměrem M�MT 
MSM 223100001 a projektem COST D14 WG 0015. 
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 Oligokarboxylové kyseliny s triptycenovým skeletem 
představují rigidní supramolekulární stavební bloky, které by 
mohly pomocí dvojitých vodíkových vazeb vytvářet v 
krystalech zajímavé porézní struktury. 
 Pro syntézu oligokarboxylových triptycenových kyselin I 
byl navr�en obecný syntetický postup (Schéma 1). Výchozími 
sloučeninami jsou methylderiváty antracenu II, které lze získat 
známými syntetickými postupy. Dal�í kroky jsou odvozeny od 
postupů provedených na podobných strukturách1,2. Adiční 
reakcí antracenových derivátů II s 1,4-dichlorbut-2-enem a 
následnou eliminací dvou molekul HCl vznikají deriváty III. 

Ty Diels-Alderovou adicí s dimethylesterem kyseliny but-2-
yndiové a následnou aromatizací poskytují triptycenové 
diestery IV. Posledním krokem po hydrolýze dimethylesterů je 
oxidace methylových skupin vedoucí k hexakyselině a 
isomerním tetrakyselinám (podle počtu a poloh methylových 
skupin výchozích antracenů). 
 Na syntézu těchto kyselin, prováděnou v současné době, 
bude navazovat studium jejich krystalových struktur 
rentgenovou strukturní analýzou.  
 
Autoři děkují za finanční podporu GA ČR (203/03/0087). 
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 Na povrchu v�ech retrovirů se nacházejí obalové 
glykoproteiny. Povrchový glykoprotein (SU) zprostředkovává 
vazbu virové částice na receptory hostitelské buňky. 
Transmembránový glykoprotein (TM) se účastní fúze virové 
membrány s membránou hostitelskou a umo�ňuje tak vstup 
viru do buňky. Oba jsou translatovány ve formě 
polyproteinového prekurzoru Env, který je �těpen v Golgiho 
aparátu buněčnou proteasou na dvě podjednotky (SU, TM). 
Předpokládá se, �e inkorporace glykoproteinů do virové 
membrány je umo�něna specifickou interakcí cytoplazmatické 
domény TM s polyproteinovým prekurzorem Gag, co� je 
prekurzor strukturních proteinů viru. Tato stabilní interakce ji� 
byla prokázána například u prekurzoru Pr55Gag a glykoproteinu 
gp41 v nezralých částicích HIV-1 (cit.1). Dále je 
pravděpodobné, �e za tuto interakci je odpovědný matrixový 
protein, který se ve zralém virionu nachází těsně pod 
lipidovým obalem a tvoří obal virové kapsidy. Jeho přímá 
interakce s cytoplasmatickou doménou obalového 
glykoproteinu byla také prokázána u HIV-1 (cit.2). 
 Předmětem na�eho studia je interakce cytoplazmatické 
domény TM s prekurzorem Pr78Gag, resp. s matrixovým 
proteinem Mason-Pfizerova opičího viru (M-PMV). U tohoto 
viru lze očekávat jinou situaci ne� v případě HIV-1, neboť M-
PMV patří mezi retroviry, které skládají nezralé částice v 
cytoplazmě a ty jsou poté transportovány k cytoplazmatické 
membráně, kde dojde k uvolnění virové částice. U HIV-1 
dochází ke skládání virové částice a� u cytoplasmatické 
membrány. Ke studiu interakcí pou�íváme nezralé viriony 
získané transfekcí tkáňové kultury COS-1. Získané viriony 
jsou ultracentrifugační �spin-thru� metodou vystaveny 
detergentu, jeho� působením dochází k rozpadu jejich 
lipidového obalu, nikoliv v�ak celé virové částice. Nyní je 
podrobně zkoumáno, zda je interakce TM a Pr78Gag stabilní 
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jako u HIV1, aby vydr�ela působení detergentu. Dále bude ve 
tkáňových kulturách sledováno, zda je matrixový protein 
schopen se uvolňovat z buněk ve formě částic podobných 
virionu (VLP) a jeho chování, bude-li koexprimován spolu s 
obalovými glykoproteiny3, resp. s TM. In vivo studie jsou 
doplněny sledováním interakcí rekombinantně připravených 
proteinů in vitro. 
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HEMATOPOETICKÝCH KMENOVÝCH BUNĚK A 
VZTAH K POTRANSPLANTAČNÍM KOMPLIKACÍM 
 
LUCIE SEDLÁČKOVÁa, PETR SEDLÁČEKb a ILONA 
HROMADNÍKOVÁa 
 
aPediatrická klinika a bKlinika dětské hematologie a onkologie 
UK 2. LF a FN v Motole, V Úvalu 84, 150 06  Praha 5 
 
 Transplantace hematopoetických kmenových buněk je 
uznávanou léčbou pro určitá maligní i nemaligní 
hematologická onemocnění, některé genetické choroby a 
solidní tumory. Hlavní komplikací po alogenní transplantaci 
hematopoetických kmenových buněk (HSCT) je reakce �těpu 
proti hostiteli (GvHR). Příčinou této reakce je buď neúplná 
shoda v HLA-systému dárce a příjemce, nebo neshoda v 
antigenech, které nejsou kódovány v hlavním systému 
histokompatibility. Přesto�e se provádí imunofarmakologická 
profylaxe, vzniká akutní GvHD (graft-versus-host disease) u 
HLA-alogenních identických transplantací v 30-60%. 
Pravděpodobnost vzniku akutní GvHD je�tě stoupá při 
neshodě v HLA systému a v případě nepříbuzných dárců. 
Nemocní s touto komplikací jsou ohro�eni infekcemi jednak v 
důsledku samotné akutní GvHD, jednak v důsledku nutné 
intenzivní imunosupresivní léčby. Akutní GvHD a k ní 
přidru�ené infekční komplikace významně přispívají k léčbou 
způsobené mortalitě po alogenní transplantaci. Časně po 
transplantaci před přihojením transplantátu jsou pacienti také 
ohro�eni tě�kými infekcemi bakteriálního nebo mykotického 
původu v důsledku imunitní deficience. Po přihojení frekvence 
bakteriálních komplikací klesá, pokud ov�em nedojde ke 
vzniku GvHD. Riziko infekcí trvá a� do normalizace 
imunitního stavu během jednoho a� dvou let po transplantaci. 
 Proteiny tepelného �oku (hsp) jsou vysoce konzervativní 
molekuly (sekvenční homologie a� 50% mezi lidskými a 
bakteriálními hsp) přítomné u prokaryotních a eukaryotních 
buněk. Za fyziologických podmínek jsou přítomny v nízkých 
koncentracích v cytoplasmě. Při buněčném stresu (infekce, 
zánět apod.) se jejich exprese zvy�uje. Hsp se podílí na 
stabilizaci proteinů a jejich transportu mezi intracelulárními 
kompartmenty, účastní se také prezentace peptidů na pozadí 

MHC molekul. Hsp představují hlavní imunodominantní 
antigeny u �irokého spektra mikrobiálních patogenů, jejich� 
prostřednictvím stimuluje infekční agens imunitní systém 
hostitele.  
 Předmětem na�eho studia je měření odpovědi 
mononukleárních buněk periferní krve dětí před a po HSCT na 
stimulaci rekombinantním lidským hsp60 a hsp70. Výsledky 
stimulací u pacientů srovnáváme s hodnotami stimulací 
zdravých dárců a hledáme souvislosti s potransplantačními 
komplikacemi (infekce, GvHD). Předbě�né studie, provedené 
zatím jen u hsp60, ukázaly signifikantně vy��í stimulace u 
pacientů před a po transplantaci, u kterých byla 
diagnostikována bakteriální kolonizace, sepse či mykotická 
infekce, a to ve srovnání s pacienty bez známek infekce a se 
zdravými dárci. U pacientů se objevovaly nejčastěji tyto 
infekční agens: Klebsiella pneumoniae, E. coli, Aspergillus 
species, Pseudomonas aeruginosa, Candida crusei. Pacienti 
testovaní po transplantaci měli kompletní dárcovskou 
krvetvorbu. Předpokládáme, �e hsp60 stimuluje nejen imunitní 
systém pacienta, ale také mononukleární buňky transplantátu, 
co� mů�e přispět k rozvinutí dal�ích potransplantačních 
komplikací včetně GvHD. 
 
Práce byla podpořena grantem TRANSEUROPE, no. QLRT-
2001- 01936 a VZ 111300005. 
 
 
SYNTÉZA FUNKCIONALIZOVANÝCH 
NERACEMICÝCH HELICENŮ 
 
PETR SEHNAL, IRENA G. STARÁ, FILIP TEPLÝ, 
ZUZANA ALEXANDROVÁ, IVO STARÝ, DAVID 
�AMAN a PAVEL FIEDLER 
 
Ústav organické chemie a biochemie AV ČR, Flemingovo nám. 
2, 166 10 Praha 6 
sehnal@uochb.cas.cz 
 
 Heliceny se postupně uplatňují v různých oblastech 
chemie a materiálové vědy1. Z těchto důvodů se v poslední 
době objevily nové metody syntézy helikálních molekul2,3. 
V na�í laboratoři jsme vyvinuli efektivní způsob přípravy 
funkcionalizovaných derivátů helicenů, který je zalo�en na 
diastereoselektivní [2+2+2] cykloizomeraci aromatických 
triynů za katalýzy přechodnými kovy.  
 Jako modelová sloučenina byl připraven helikální 
alkohol (P,1S)-(+)-6 v opticky čisté formě. Asymetrická 
syntéza vychází z 3-methoxysalicylaldehydu2, který lze v �esti 
krocích převést na neracemický stavební blok (1S)-(-)-2. 
Následuje Sonogashirův coupling diynu (1S)-(-)-2 s jodidem 3, 
který po následné desilylaci vede ke klíčovému chirálnímu 
triynu (1S)-(-)-4. Sterický průběh diastereoselektivní [2+2+2] 
cykloizomerace za katalýzy CoI je řízen přítomným 
asymetrickým centrem. Reakce poskytuje pouze 
diastereoizomer (P,1S)-(+)-5. V dal�ím kroku je methylová 
skupina selektivně odstraněna za vzniku opticky čistého 
helikálního alkoholu (P,1S)-(+)-6.  
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(a)  Pd(PPh3)4, CuI (kat.); (b)  Bu4NF; (c)  CpCo(CO)2 (kat.); 
(d)  EtSNa (20 ekv.) 
 
Podporováno GA ČR (reg. č. 203/02/0248) a ÚOCHB AV ČR 
(výzkumný projekt č. Z4 055 905). 
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VYU�ITÍ FLUORESCENČNÍCH TECHNIK K 
DETEKCI BUNĚČNÉ VIABILITY TERMOFILNÍCH 
BAKTERIÍ 
 
BARBORA SEKAVOVÁ a KAREL MELZOCH 
Ústav kvasné chemie a bioin�enýrství, Vysoká �kola chemicko-
technologická v Praze, Technická 5, 166 28 Praha 6  
barbora.sekavova@vscht.cz 
 
 Fluorescenční mikroskopie a průtoková cytometrie dnes 
nachází velmi �iroké uplatnění při studiu fyziologického stavu 
a růstové dynamiky mikroorganismů. V celé řadě 
biotechnologických procesů se uplatňují převá�ně pro svoji 
rychlost a jednoduchost a pomalu nahrazují klasické kultivační 
techniky, které ji� nestačí stále se zvy�ujícím po�adavkům. 
Vět�ina studií týkající se problematiky fluorescenčního barvení 
bakterií je zaměřena na mikroorganismy mezofilní, příp. na 
hypertermofilní archaea, termofilní bakterie s optimální 
teplotou růstu 55�85 °C jsou opomíjeny, i přes stoupající 
mo�nosti jejich vyu�ití převá�ně při degradaci a 
dekontaminaci průmyslových odpadů.  
 Předmětem této studie bylo nalezení vhodných parametrů 
a optimalizace metodik stanovení buněčné viability termofilů 
pomocí různých fluorescenčních barviv, jak pro čisté kultury 
na komplexních médiích, tak pro nedefinovanou směsnou 
populaci termofilních mikroorganismů z aerobní degradace 
lihovarských výpalků. Testována byla barviva propidium jodid 

(PI), calcein acetoxymethyl ester (Calcein-AM), fluorescein 
diacetát (FDA) a  BCECF-AM  (2',7'-bis-(2-carboxyethyl)-5-
(and-6)-carboxyfluorescein, acetoxymethyl ester), pro bakterie 
Bacillus acidocaldarius, B. stearothermophilus, Thermus 
species, T. aquaticus a T. ruber.  
 K vyhodnocení experimentů byl pou�it průtokový 
cytometr PAS III (Partec)  a mikroskop Olympus BX-51 
vybavený fluorescenčním systémem a digitálním systémem 
záznamu obrazu. Podmínky značení byly stanoveny takto: 
koncentrace PI 15 µg.ml-1, tinkubace 10 min, fluorescein diacetát 
10 µg.ml-1 FDA, tinkubace 30 min, Calcein-AM 10 µg.ml-1, 
tinkubace 30 min a BCECF-AM koncentrace 5 µg.ml-1, tinkubace 30 
min, při teplotě 25 °C. Dále byly jednotlivé metodiky 
fluorescenčního značení porovnány z hlediska jejich vhodnosti 
k determinaci viability vý�e zmíněných termofilů, a nakonec 
aplikovány na reálný proces aerobní degradace lihovarských 
výpalků. Digitální záznamy obrazů byly upraveny a 
vyhodnoceny počítačovou analýzou obrazu. 
 
Tento projekt byl realizován za podpory Grantové agentury 
České republiky, grant č. 525/03/0375. 
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DIPEPTIDYL PEPTIDASE IV ACTIVITY AND/OR 
STRUCTURE HOMOLOGUES (DASH): THE NOVEL 
PLAYERS IN THE PATHOGENESIS OF 
RHEUMATOID AND PSORIATIC ARTHRITIDES?  
  
E. SCHOLZOVA  
 
Joint Laboratory of Cancer Cell Biology of the Institute of 
Biochemistry and experimental Oncology of the 1st Faculty of 
Medicine, Charles University Prague and the Institute of 
Physiology, Academy of Sciences of Czech Republic 
 
 Dipeptidyl peptidase-IV (EC 3.4.14.5, DPP-IV/CD26) 
was shown to play a role in many physiological and 
pathological events, mostly due to its potential to cleave 
regulatory peptides as neuropeptide Y, substance P, 
chemokines etc. Such proteolytic processing can either 
terminate biological effect of the peptide or change its receptor 
preference, leading to its signalling potential modification. 
Changes of DPP-IV enzymatic activity as well as alterations of 
its biologically active substrates in some rheumatic diseases 
were observed by several authors. Subsequently, a number of 
molecules constituting a group of �Dipeptidyl peptidase-IV 
Activity and/or Structure Homologues� (DASH) was 
discovered1. Because of their common capacity to cleave 
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similar set of substrates, it is tempting to speculate their 
functional crosstalk. 
 To assess possible role of DASH expression pattern in 
pathogenesis of rheumatic diseases on systemic as well as 
local levels, we have studied DASH molecules in blood 
plasma, synovial fluid and in the mononuclear cells separated 
from both abovementioned materials from patients with 
rheumatoid (RA) and psoriatic (PsA) arthritides. The total 
plasma DPP-IV-like specific activity was significantly lower 
in patients with RA and PsA compared to the controls (p<0.01 
and p<0.02, respectively) and was correlating inversely with 
the number of lymphocytes. In the case of RA, DPP-IV-like 
activity negatively correlated with the plasma C-reactive 
protein and with the standard Disease Activity Score. The 
DPP-IV-like specific activity was insignificantly lower in the 
synovial fluid from patients with RA compared to PsA. There 
was a positive correlation between the number of synovial 
fluid lymphocytes as well as monocytes with the synovial fluid 
DPP-IV-like activity. Gel chromatography of blood plasma 
samples revealed two MW forms of DPP-IV-like activity in 
patients and only one in controls. RT-PCR analysis of DASH 
molecules expressed demonstrated presence of transcripts of 
four DASH members, DPP-IV, DPP-8, attractin and fibroblast 
activation protein-α  in mononuclear cells of both synovial 
fluid and blood of all patients and controls. Presence of DPP-
IV and attractin was revealed also by flow 
immunocytochemistry. 
Our results suggest that aberrations of complex DASH pattern, 
rather than the DPP-IV activity alone, participate on the 
pathogenesis of RA and PSA. 
 
Work was supported by grant IGA 7746-3. 
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INHIBICE GENU SRC A ČASNÝ VÝVOJ ORGANISMU 
Xenopus laevis 
 
RADEK �INDELKA, ZOLTÁN FERJENTSIK a JIŘÍ 
JONÁK 
 
Oddělení Biosyntézy proteinů, ÚMG AV ČR, 166 36 Praha 6 
sindelka@img.cas.cz 
 
 c-Src patří do skupiny protein-tyrosin kinas, které jsou 
přítomné ve v�ech buněčných typech obratlovců. Usuzuje se, 
�e se Src kinasy exprimují ji� v počátečním vývoji organismů, 
ale přesné detaily funkce a působení nejsou do dne�ní doby 
téměř u �ádného vy��ího organismu zcela objasněny.  
 Vhodným modelem pro studium vývojově důle�itých 
genů je organismus Xenopus laevis (Drápatka vodní). Jeho 
výhodou je dokonalá znalost vývojových stádií, snadná 
manipulovatelnost a vysoká regenerační schopnost. Proto je 
dnes Xenopus jedním z nejpou�ívaněj�ích modelových 
organismů pro transgenezi a mikrochirurgické zákroky.  
 Funkce genů je mo�no studovat dvojím přístupem, a to 
buď nadprodukcí, nebo blokací. Nadprodukce genu src u X. 

laevis byla provedena spermiovou transgenezí ji� v 90. letech. 
Byla zji�těna souvislost mezi zvý�enou produkcí v-Src i c-Src 
kinasy ve tkáních nad určitý práh a abnormálním vývojem. S 
tím také koreloval úbytek kadherin-kateninových komplexů, 
kterými se zaji�ťuje adhezivita mezi buňkami. V dne�ní době 
probíhá studium funkce genu src druhým způsobem, tedy 
blokací genu src a jeho vlivu na časný vývoj X. laevis.  
 Pro inhibici genu src jsme zvolili dva přístupy. Prvním je 
klasický knock-out genu pomocí konstruktu slo�eného ze dvou 
komplementárních ramen a středního úseku, který se skládá z 
referenčního genu (např. GFP pod kontrolou CMV 
promotoru). Výhodou této metody je trvalá blokace genu a 
snadné sledování úspě�nosti mikroinjikace a homologní 
rekombinace.  Dal�ím přístupem je pou�ití technologie RNA 
interference (RNAi). Jejím principem je vná�ení krátkých, asi 
22 bp dlouhých, dsRNA molekul (siRNA- small interfering 
RNA). Tyto dsRNA se po rozestoupení navá�í na 
komplementární úsek mRNA inhibovaného genu. Komplex 
mRNA a ssRNA je poté rozeznáván proteiny s 
endonukleázovou aktivitou. Po roz�těpení je tedy mRNA 
nefunkční a exprese genu pozastavena. Účinnost této metody 
je limitována časem rozpadu siRNA, který se pohybuje 
obvykle okolo jednoho a� dvou týdnů. Inhibice není 100 %, 
lze očekávat blokaci genu okolo 50�70 %.  
V na�ich pokusech jsme pou�ívali konstrukt pro knock-out, 
jeho� struktura vychází z plazmidu pCR-2.1-TOPO 
(Invitrogen). Po injikaci lineárního plazmidu společně se 
spermatickými jádry do neoplozených vajíček, jsme úspě�nost 
přenosu sledovali pomocí fluorescenční mikroskopie. Pro 
důkaz homologní rekombinace bylo nutno pou�ít je�tě dal�í 
metody, jako PCR a dal�ích. Naopak siRNA jsme injikovali do 
in vitro oplozených vajíček, nejlépe před prvním dělením. 
Sní�enou hladinu exprese mRNA pro gen src jsme poté 
sledovali pou�itím metody real-time PCR s detekcí 
SYBRGreen. Principem je sledování fluorescenčního signálu, 
který pochází z interkalační barvičky, fluoreskující při tvorbě 
dsDNA. Intenzita signálu tedy odpovídá mno�ství cDNA, 
které je vlo�eno do PCR reakce, a to je přímo úměrné mRNA, 
která je vlo�ena do reverzní transkripce. Srovnáním prahové 
hodnoty s hodnotami pro referenční geny EF-1alpha, GAPDH 
a N-tubulin jsme získali relativní kvantitu mRNA pro src gen. 
Paralelně jsme zji�ťovali expresní profil mRNA pro kinasy 
rodiny Src v závislosti na vývojovém stádiu X. laevis. Kromě 
relativních hodnot jsme zji�ťovali také absolutní kvantitu v 
jednotlivých stádiích. Metodou Western blot jsme určili 
proteinový profil kinasy c-Src. 
 
 
PROFILY MASTNÝCH KYSELIN Z BUNĚK 
TERMOFILNÍCH BAKTERIÍ 
 
LUCIE SIŘÍ�ŤOVÁ, LEONA PAULOVÁ a KAREL 
MELZOCH 
 
Ústav kvasné chemie a bioin�enýrství, Vysoká �kola chemicko-
technologická v Praze, Technická 5, 166 28 Praha 6 
lucie.siristova@vscht.cz 
 
 V na�í práci jsme se soustředili na hledání alternativních 
metod identifikace bakteriálních zástupců tvořících směsné 
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populace termofilních mikroorganismů. Analýza spektra 
buněčných mastných kyselin představuje jednu z moderních 
metod identifikace a částečně té� klasifikace některých 
mikroorganismů. V první fázi výzkumu jsme se zaměřili na 
charakterizaci čistých kmenů termofilních bakterií pomocí 
profilů mastných kyselin. Pro dané účely byly vybrány tyto 
kmeny termofilních bakterií: Bacillus stearothermophillus, 
Thermus species, Thermus ruber. Kmeny bakterií byly před 
vlastní analýzou kultivovány za konstantních podmínek na 
syntetickém médiu obohaceném vitamíny. Při kultivaci na 
bě�ném růstovém médiu s přídavky mikrobiálních lyzátů by 
mohlo dojít k zabudování lipidů a mastných kyselin do 
buněčných stěn bakterií a tím ke zkreslení získaných spekter 
mastných kyselin. Po nakultivování daných kmenů byla 
biomasa lyofilizována z důvodu přesného stanovení bakteriální 
su�iny bez naru�ení lipidových součástí. S optimalizovaným 
mno�stvím lyofilizované biomasy se provedla hydrolýza v 
alkalickém prostředí, přičem� byly mastné kyseliny uvolněny z 
buněčných obalů a extrahovány do dichlormethanu, který byl 
následně odpařen. Tím bylo dosa�eno izolace mastných 
kyselin od buněčných zbytků. Dal�ím přípravným krokem pro 
analýzu byla esterifikace mastných kyselin, kdy bylo přidáno 
methylační činidlo (směs methanolu a fluoridu boritého) a 
vzniklé methyl estery byly poté extrahovány do hexanu. Takto 
připravený vzorek byl analyzován plynovou chromatografií s 
plameno-ionizačním detektorem na kapilární koloně s 
nepolární fází a po vyhodnocení byla získána spektra mastných 
kyselin pro jednotlivé kmeny termofilních mikroorganismů. 
Identifikace některých důle�itých mastných kyselin byla 
provedena plynovou chromatografií s hmotnostním 
detektorem. 
 
 
VÝVOJ CIRKADIÁNNÍCH OSCILACÍ V SCN BĚHEM 
ONTOGENEZE POTKANA 
 
MARTIN SLÁDEK 
 
Ústav experimentální medicíny AV ČR, Vídeňská 1083,  
142 20 Praha 4 
sladek@biomed.cas.cz 
 
 V suprachiasmatickém jádře hypothalamu (SCN) je 
umístěn centrální oscilátor (pacemaker), zodpovědný za tvorbu 
cirkadiánních rytmů v savčím organismu. Tyto rytmy jsou v 
něm generovány díky systému vzájemně propojených 
transkripčních a translačních zpětnovazebných smyček 
tvořených hodinovými geny a vyvíjí se ji� prenatálně. Cílem 
na�í práce bylo prozkoumat vývoj molekulárního pacemakeru 
během ontogeneze. 
 Březí potkani a samice s mláďaty byly v den experimentu 
vypu�těni do stálé tmy a zabíjeni v 2-hodinových intervalech. 
Denní profily mRNA genů Per1, Per2, Cry1, Bmal1 a Clock v 
SCN 19-denních embryí, 3-denních a 10-denních mláďat byly 
stanoveny pomocí in situ hybridizace. Denní profily proteinů 
PER1, PER2 a CRY1 v SCN 19-denních embryí byly 
stanoveny imunocytochemicky. U 19-denních embryí nebyly 
nalezeny signifikantní rytmy exprese u �ádného z testovaných 
genů ani nebyly detegovány �ádné imunopozitivní buňky v 
SCN. Hladiny mRNA Per1, Cry1 a Clock byly nízké, zatímco 

hladina Bmal1 mRNA byla vysoká a hladina Per2 mRNA na 
střední hodnotě. U 3-denních mláďat byl ji� nalezen 
signifikantní rytmus mRNA Per1, Per2 a Bmal1, který se 
postupně zvýraznil a u 10-denních mláďat dosahoval u těchto 
genů včetně Cry1 vět�í amplitudy. Hladina mRNA Clock 
nevykazovala podle očekávání �ádný rytmus. Celkově na�e 
data ukazují postupný vývoj molekulárního pacemakeru v 
SCN, od nerytmického u 19-denních embryí a� po vysoce 
rytmický u 10-denních mláďat. 
 
 
C-GLYKOSIDY JAKO SUPRAMOLEKULÁRNÍ 
SYNTONY ANEB SYNTÉZA A VYU�ITÍ C-meso-
GLYKOSYLOVANÝCH PORFYRINŮ 
 
PETR �TĚPÁNEKa, LADISLAV KNIE�Ob, 
MYKHAYLO DUKHa a PAVEL DRA�ARa,b 
 
aÚstav organické chemie a biochemie AV ČR, Flemingovo 
nám. 2, 166 10, Praha 6; bÚstav chemie přírodních látek, 
Vysoká �kola chemicko-technologická v Praze, Technická 5, 
166 28, Praha 6 
petr.stepanek@vscht.cz 
 
 Sloučeniny, ve kterých je aktivní struktura (farmakofor, 
chromofor, �leading structure�) spojena s vektorem typu 
peptidového, oligonukletidového, či sacharidového1 segmentu, 
vzbuzují stále vět�í zájem. Pou�ití chirálního polárního 
vektoru, odvozeného od struktury sacharidu, předurčuje 
takovou supramolekulární strukturu jako mo�ný prostředek pro 
molekulární rozpoznávání v polárním (např. vodném) 
prostředí, co� je vlastnost dosud zatím relativně vzácná. 
Podobné sloučeniny odvozené od porfyrinu jsou díky svým 
unikátním vlastnostem studovány i jako senzibilizátory pro 
fotodynamickou terapii či pro silné interakce s DNA a 
nukleotidy2.  
 Cílem práce je konstrukce konjugátů se spojením 
porfyrin-sacharid, ve kterých je cukerný skelet připojen k 
makrocyklu v meso poloze pomocí robustní, av�ak flexibilní 
C-C vazby, která je na rozdíl od klasické O-glykosidické 
vazby odolná vůči hydrolytickému, pota�mo enzymovému 
�těpení. dále je pak zaměřena na studium různých mo�ností 
přístupu k syntéze C-meso-glykosylovaných porfyrinů.  
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 Byly prověřeny dvě rozdílné strategie syntézy. První, 
vedoucí k oligopyrrolovému heterocyklu typu 1, byla zalo�ena 
na jeho postupné výstavbě z dipyrrolových prekurzorů, 
zatímco druhá, vedoucí k porfyrinu typu 2, vycházela z přímé 
cyklizace aldehydů s pyrrolem. Série látek tohoto nového typu 
byla plně charakterizována a v současnosti se dále studuje 
jejich �ir�í praktické vyu�ití i obě syntetické cesty. 
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Práce byla provedena v rámci ře�ení výzkumného záměru 
M�MT č. 223300006. 
LITERATURA: 
1. Mikata Y., Ouchi Y., Tabata K., Ogura S.-I., Okura I., 

Ono H., Yano S.: Tetrahedron Lett. 8, 3007 (1998). 
2. Sirish M., Schneider H.-J.: Chem. Commun. 2000, 23 
 
 
PROTEIN, PŘI JEHO� PROTEOLÝZE DOJDE K 
ZVÝ�ENÍ MOLEKULOVÉ HMOTNOSTI: �PATNÝ 
VTIP, ANEBO PROBLÉM VYŘE�ENÝ HMOTNOSTNÍ 
SPEKTROMETRIÍ? 
 
MIROSLAV �ULC, RADIM OSIČKA, PETER �EBO a 
VLADIMÍR HAVLÍČEK 
 
Mikrobiologický ústav AV ČR, Vídeňská 1083, 142 00  Praha 
4 
msulc@biomed.cas.cz. 
 
 Fyziologické koncentrace vápníku způsobují 
autoproteolytické �těpení peptidové vazby Asp414-Pro415 
RTX (Repeat in ToXin) proteinu gramnegativního lidského 
patogenu Neisseria meningitidis. Výsledkem tohoto �těpení 
jsou ov�em kromě N-koncového a C-koncového fragmentu 
navíc minimálně dva proteiny s vy��í molekulovou hmotou 
(HMW) ne� původní protein na SDS-PAGE elektroforéze. 
Tyto HMW proteiny jsou na Western blotu rozpoznávány 
protilátkou stejně jako původní protein. 
 Cílem analýzy bylo zjistit strukturu těchto HMW 
proteinů. K identifikaci předpokládaného vzájemného 
propojení jsme pou�ili �těpení proteasou v gelu podle 
protokolu, následnou extrakci peptidů a jejich frakcionaci 
systémem mikroHPLC. Jednotlivé frakce peptidů byly 
následně identifikovány hmotnostní spektrometrií MALDI-
TOF, která nalezla v ka�dé peptidové směsi HMW proteinů 
arteficielní peptidy, jejich� hmota neodpovídala teoretickému 
�tepení proteasou celého proteinu. Proto jsme tyto peptidy 
podrobili fragmentaci a na základě dceřiných iontů 
experimentu PSD (Post Source Decay) navrhli jejich strukturu. 
Potvrzení crosslinkované struktury bylo provedeno �těpením 
jinou proteázou, esterifikací karboxyskupin a modifikací 
aminoskupin. 
 Výsledkem práce je identifikace tvorby dosud nepopsané 
isopeptidové vazby Asp-Lys crosslinkované struktury během 
vápníkem způsobeného proteolytického �těpení RTX proteinu 
gramnegativního patogenu člověka. 
 
 
NOVÉ ANORGANICKÉ HETEROCYKLICKÉ 
SLOUČENINY FOSFAZENOVÉHO TYPU 
OBSAHUJÍCÍ VE STRUKTUŘE ATOM KOVU 
 
JAN TARABAa , MARIE KLOUPAROVÁb, PAVLÍNA 
GAJDOVÁb a ZDIRAD �ÁKa 
 
aKatedra anorganické chemie Přírodovědecké fakulty MU v 
Brně, Kotlářská 2, 611 37 Brno, bStřední průmyslová �kola 
chemická Brno, Vranovská 65, 600 00 Brno 
taraba@chemi.muni.cz 

 Anorganickým heterocyklickým sloučeninám je, zvlá�tě 
pak v poslední době, věnována značná pozornost, nejen kvůli 
mo�nosti průzkumu vztahu vazebných mo�ností a molekulové 
struktury, ale i stále častěj�í vyu�ívání heterocyklických 
sloučenin, obsahujících kovy i nekovy, v praxi. Mo�nosti 
vyu�ití jsou např. pokovování ve vakuu, příprava nových 
polymerů, homogenní katalýza, vyu�ití biologické aktivity 
(bio-degradovatelné zemědělské ochranné prostředky, léčiva, 
selektivní jedy) atd. 
 V odborné literatuře jsou uváděny obecné trendy 
přípravy 6-ti členných cyklických sloučenin fosfazenového 
typu, které obsahují ve své struktuře heteroatom. Na počátku 
příprav 6-ti členných heterocyklů byl objev látky 
�Imidobis(aminodifenylfosforan) chlorid� (Ph2PNH2)2NCl 
(cit.1). Z této publikace vychází celá řada prací zabývajících se 
syntézou a strukturou 6-ti členných heterocyklů. Za v�echny 
uveďme např. práce2,3 � příprava heterocyklů přechodných 
kovů (W, V, Re ...), v�echny reakce v pracích popisované jsou 
reakce mezi halogenidy přechodných kovů a (Ph2PNH2)2NCl 
(při reakci se uvolňuje HCl a reakce je vět�inou rovnová�ná). 
Pokud jde o přípravu heterocyklů s nepřechodnými kovy i 
nekovy, uvedeme práci4 (heterocykly s Al, Ga a In). Zde autoři 
volí postup přípravy přes sloučeniny typu MMe3 (M = Al, Ga, 
In) reakcí s HN(PR2NSiMe3)2 (R = Ph, NMe2) a od�těpení 
molekuly methanu. Nevýhodou tohoto postupu je obtí�né 
získávání reaktantů a malá výtě�nost reakce. 
 V na�em základním výzkumu této problematiky jsme 
zvolili pro přípravu nových heterocyklů reakci halogenidů 
přechodných i nepřechodných kovů s N,N´-bistrimetylsilyl-
tetrafenyldifosfazenium chloridem N(Ph2PNHSiMe3)2Cl. 
Probíhající děj by se dala popsat jako reakce desilylačního 
typu: 
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 Výhodou námi zvoleného syntezního postupu je vysoká 
výtě�nost reakcí a čistota získaných produktů. Z reakčního 
systému odpadá trimetylchlorsilan jako vedlej�í produkt a 
zároveň zde slou�í jako rozpou�tědlo. Tento syntezní postup se 
nám jeví jako nejvýhodněj�í a s jeho pomocí se nám podařilo 
připravit několik nových 6-ti členných anorganických 
heterocyklických sloučenin. Probíhající chemická reakce se dá 
zapsat obecnou rovnicí: 
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EXPRESSION OF NOVEL CC CHEMOKINE (CCL) 21 
AND ITS RECEPTOR CCR11 IN PATIENTS WITH 
PULMONARY SARCOIDOSIS 
 
A. TSYRULNYKa, A. ARAKELYANa, F. MRAZEKa, A. 
GIBEJOVAa, V. KOLEKb, and M.PETREKa 
 
aDepartments of Immunology and bRespiratory Medicine, 
Medical Faculty, Palacky University, 771 47  Olomouc 
 
 Sarcoidosis is a systemic granulomatous disease of 
unknown cause, characterized by accumulation of activated T 
cells and macrophages at sites of ongoing inflammation, 
notably in the lung. The mechanism of inflammatory cell 
recruitment is not clear. We have previously shown that the 
expression of CC chemokine ligand 19 (CCL19/MIP-3 beta) 
and of its specific receptor CCR7 is significantly increased in 
sarcoidosis, namely in more advanced disease. Recently, novel 
CC chemokine receptor 11 (CCR11) has been also shown to 
interact specifically with CCL19 and CCL21. We have, 
therefore, investigated CCR11 and CCL21 mRNA�s 
expression in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) cells from 
patients with pulmonary sarcoidosis and control subjects.  
 BALF cells were obtained by standard bronchoalveolar 
lavage (BAL) from 29 patients with pulmonary sarcoidosis and 
9 control subjects. CCR11 and CCL21 mRNA�s expression 
were semiquantitated by reverse-transcription polymerase 
chain reaction using normalization to the expression of the 
beta-actin gene.  
 CCR11 mRNA expression was significantly upregulated 
in BALF cells from sarcoid patients (S) compared to control 
subjects (C) (Mean ±SEM: C, 0.44±0.04; S, 0.82±0.10; p = 
0.01). Further subanalysis has shown that the CCR11 mRNA 
expression paralleled disease course (Stages I, II, III): it tended 
to be higher at more complicated radiographical (CXR) stages 
of the disease (C, 0.44±0.04; S-I, 0.72±0.10; S-II, 0.85±0.20; 
S-III, 1.04±0.20). Immunocytochemistry of BALF cells 
showed that CCR11 protein is localised in ciliated bronchial 
cells and also in few macrophage like cells (1-2 % of total 
amount of the BALF cells). Expression of CCL21 mRNA was 
not detected in BALF cells from sarcoid patients nor from 
control subjects.  
 Expression of CCL21 was not found in BALF cells and 
thus should be investigated in sarcoid tissues. Upregulation of 
CCR11 mRNA in BALF cells of patients with sarcoidosis is 
consistent with overexpression of its chemokine ligand 
19(CCL19/MIP-3beta) and therefore, may play a role in 
inflammatory cell migration to sarcoid lung. The significance 
of cellular localisation of CCR11 should be further studied. 
This novel chemokine receptor, therefore, represents a 
candidate for studies of pathobiological mechanisms of 
inflammatory cell recruitment in sarcoid lung.  
 
 
ENZYMY BAKTERIE Commamonas testosteroni 
PARTICIPUJÍCÍ NA BIODEGRADACI FENOLU 
 
MICHAL TUREK, JAN PÁCA Jr. a MARIE 
STIBOROVÁ 
 

Katedra biochemie, Přírodovědecká fakulta Univerzity 
Karlovy, Albertov 2030, 12840 Praha 2 
jan.paca@volny.cz 
 
 Biodegradace fenolických látek enzymovými systémy 
�ivých organismů se mů�e uplatnit při biologické 
dekontaminaci �ivotního prostředí. Tyto postupy jsou levněj�í 
a pro �ivotní prostředí přirozeněj�í a �etrněj�í. Mezi 
nejvýznamněj�í zdroje kontaminace fenoly patří výroby na 
zpracování hnědého uhlí, odpadní vody ze zpracování  hnojiv  
a léků či různý organický odpad. V poslední době se stále 
zvy�uje mno�ství informací a poznatků o mikroorganismech 
schopných pře�ívat v přítomnosti fenolických látek a dokonce 
je i vyu�ívat jako zdroj uhlíku a energie. Na na�em pracovi�ti 
studujeme enzymovými systémy bakterie Commamonas 
testosteroni, které jsou schopné vyu�ívat fenol pro svůj růst. 
Hydroxylace fenolu na katechol je prvním, limitujícím krokem 
aerobní degradace fenolu. Následné přeměny tohoto produktu  
katalyzuje u prokaryot katechol-2,3-dioxygenasa (EC 
1.13.11.2), která oxiduje katechol za vzniku semialdehydu 
kyseliny 2-mukonové (META dráha), který se dále 
metabolizuje na pyruvát.  
 Cílem práce bylo získání buněčného materiálu, zji�tění 
nejefektivněj�í desintegrační metody a charakterizace a 
lokalizace jednotlivých enzymových systémů degradujících 
fenol ve studované bakterii. Nejvhodněj�í desintegrační 
metodou se jeví sonikace bakteriálních buněk. Na rozdíl od 
suspenze desintegrovaných buněk C. testosteroni, nebyla 
fenolhydroxylasová aktivita detegována v cytosolární frakci. 
Detegovali jsme ji pouze ve vzorcích, které jsme odebrali je�tě 
před izolací cytosolární frakce. Katechol-2,3-dioxygenasa  
naopak vykazovala vysokou aktivitu i v čistém cytosolu. Je 
pravděpodobné, �e fenolhydroxylasa je u této bakterie ve 
zvý�ené míře citlivá k některému kroku izolace, nebo je 
membránově vázána. V buňkách studované bakterie do�lo 
působením fenolu během kultivace buněk k indukci enzymů 
odpovědných za jeho metabolismus.  
 Tato práce je pilotní studií vyu�ití bakterie C. testosteroni 
v biodegradacích s cílem jejího potenciálního vyu�ití v 
bioremediacích.  
 
Autoři děkují za podporu M�MT ČR (MSM113100001) a GA 
ČR (104/03/0407). 
 
 
KATALYTICKÁ KO-CYKLOTRIMERIZACE 
6-ALKYNYLPURINŮ S α,ω-DIYNY � NOVÁ METODA 
PRO PŘÍPRAVU 6-ARYLPURINŮ 
 
PAVEL TUREKa,b, MICHAL HOCEKb a MARTIN 
KOTORAa,b* 
 
aKatedra organické chemie, Přírodovědecká fakulta UK v 
Praze, Hlavova 8, 128 43, Praha 2, bÚstav organické chemie a 
biochemie AV ČR, Flemingovo náměstí 2, 166 10 Praha 6, 
hocek@marilyn.uochb.cas.cz; kotora@natur.cuni.cz 
 
 Purinové báze modifikované v poloze 6 a jejich deriváty 
nukleosidů a nukleotidů vykazují �iroké spektrum biologické 
aktivity. Kromě cytotoxicity 6-methylpurinů a jejich nukleosi-
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dů je známo, �e acyklické nukleotidy připravené z 6-
(di)alkylaminopurinů jsou silná antivirotika. V poslední době 
bylo popsáno, �e některé 6-arylpuriny mají cytostatickou 
aktivitu, zatímco 6-aryl-9-benzylpuriny vykazují antimyko-
bakteriální vlastnosti.   

Schéma 1

N

N N

N

R

+
Ni, Co, Rh

Z

R = H, Bu, Ph;  
X = C(COOEt)2, C(COOEt)(COMe), C(COMe)2, C(COOEt)CN, O, NPh, CH2, (CH2)2;  
Z = Bn, THP

N

N N

N

Z

R
X

X

 
 Dosud pou�ívané metody jejich přípravy jsou převá�ně 
zalo�ené na vyu�ití cross-couplingových reakcí, které jsou 
v�ak omezeny výběrem vhodných reakčních partnerů.  Proto 
jsme vypracovali novou metodu přípravy 6-arylpurinů, která 
spočívá v [2+2+2]-cyklotrimerizaci 6-alkynylpurinů s diyny, 
která je katalyzována komplexy přechodných kovů (zejména 
komplexy Ni a Co)1. Touto cestou je mo�né získat z 
jednoduchých výchozích sloučenin trisubstituované 
purylbenzeny, jejich� příprava by byla jinou metodou obtí�ná, 
či dokonce nemo�ná (Schéma 1). U vybraných 6-arylpurinů 
bylo provedeno testování na biologickou aktivitu. 
 Dále jsme vypracovali novou metodu pro přípravu 
pentasubstituovaných 6-arylpurinů. Reakce jsme v tomto 
případě zalo�ili na stechiometrické reakci zirkonacyklo-
pentadienů s 6-alkynylpuriny v přítomnosti NiBr2(PPh3)2. 
 
Práce byla provedena za podpory grantu GA ČR/203/01/0836 
a 203/00/0036 a 203/03/0035. 
 
LITERATURA 
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SYNTÉZA CALIX[4]ARENOVÝCH 
GLYKOKONJUGÁTŮ 
 
KAROLÍNA VÁCLAVÍKOVÁa, IVAN STIBORa, PAVEL 
LHOTÁKa a VLADIMÍR KŘENb 
 
aÚstav organické chemie, Vysoká �kola chemicko-
technologická v Praze, Technická 5, 16628  Praha 6; 
bLaboratoř biotransformací; Mikrobiologický ústav AV ČR, 
Víděňská 1083, 14220, Praha 4 
 
 Calixareny jsou cyklické oligomery p-substituovaných 
fenolů spojených navzájem methylenovými můstky. Jsou 
�iroce vyu�ívány jako stavební kameny pro konstrukci 
sofistikovaných struktur pro supramolekulární chemii. 
 Cukry hrají důle�itou roli v biologických systémech. 
Calixarenové glykonjugáty tak představují skupinu receptorů s 
potencionální biologickou aktivitou. Přítomnost polyhydroxy-
lovaných chirálních substituentů v molekulách calixarenů 

mů�e indukovat jejich rozpustnost ve vodě a uplatnění těchto 
látek jako molekulárních receptorů ve vodném prostředí.  
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 Bylo zji�těno, �e N-acetamido-2-deoxy-β-D-hexapyra-
nosy vykazují vysokou afinitu k aktivačním receptorům 
krysích přírozených zabíječských buněk. Tyto buňky 
představují zvlá�tní skupinu lymfocytů schopných ničit 
nádorové buňky. Aktivita krysích zabíječských buněk mů�e 
být zvý�ena přítomností cukerných ligandů. Proto�e receptor 
obsahuje dvě aktivní místa, lze předpokládat, �e polyvalentní 
sacharidové deriváty calixarenů mohou mít vy��í afinitu k 
těmto receptorům.  
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 Podstata syntézy cílových molekul spočívá v adici 
aromatického aminoderivátu calix[4]arenu na isothio-
kyanátovou skupinu sacharidu. Nově připravené �calixcukry� 
obsahují dvě nebo čtyři cukerné jednotky spojené s horním 
okrajem calix[4]arenu prostřednictvím thiomočovinových 
můstků. Jeliko� je mo�né připravit různé konformery 
calix[4]arenu (kónická, částečně kónická, 1,3-alternátní), lze 
získat calixarenové glykonjugáty s různým prostorovým 
uspořádáním cukerných jednotek. 
 
 
STUDIUM REZISTENCE NÁDOROVÝCH BUNĚK 
VŮČI PACLITAXELU A DAL�ÍM TAXANŮM A 
MO�NOSTI JEJÍHO OVLIVNĚNÍ 
 
RADKA VÁCLAVÍKOVÁa, MARIE EHRLICHOVÁb, 
JAROSLAV TRUKSAb, IWAO OJIMAc, AHCENE 
BOUMENDJELc, JAN KOVÁŘb a IVAN GUTa 
 
aOdborná skupina pro biotransformace, SZÚ, �robárova 48, 
100 42 Praha 10, bÚstav molekulární genetiky AV ČR, 
Vídeňská 1083, 142 20 Praha 4, cDepartment of Chemistry, 
State University of New York at Stony Brook, NY, USA, 



Chem. Listy 98, 271 � 314 (2004)  IV. Amerika 2004. 

 309 

dDepartment de Pharmacochimie Moleculaire, Faculte de 
Pharmacie de Grenoble, 38706 La Tronche, France 
rvaclavikova@szu.cz 
 
 Rezistence nádorových buněk vůči chemoterapeutikům 
označovaná jako MDR (multidrug resistance) je významnou 
překá�kou v terapii nádorových onemocnění. Její významnou 
příčinou   je  zvý�ená  exprese  membránového  transportéru  P-
glykoproteinu (Pgp) v nádorových buňkách, která má za následek 
zrychlené a nadměrné vylučování léčiva z buněk1. Tím se sni�uje 
cytotoxický účinek léčiva.  
 V této studii byl sledován transport významného 
protinádorového léčiva paclitaxelu ze skupiny taxanů buněčnými 
liniemi rakoviny prsu, a to jak sensitivními (MDA-MB-435), kde 
jsme neprokázali ani expresi P-gp pomocí western blotting ani 
expresi mRNA, tak rezistentními vůči adriamycinu (NCI/ADR-
RES), kde jsme prokázali jak expresi P-gp proteinu, tak vysokou 
expresi mRNA. Senzitivní buňky vstřebávaly a� 8× více 
paclitaxelu, ne� jejich rezistentní linie. Vylučování vstřebaného 
paclitaxelu u sensitivních buněk bylo 2×-3× pomalej�í ne� u 
rezistentních buněk.  
 K dispozici jsme měli rovně� nové syntetické analogy taxanů 
SBT-1214, SBT-1216 a SBT-1103 s mnohonásobně vy��í 
cytotoxicitou vůči reziztentním buňkám, co� je činí potenciálně 
velmi perspektivní při terapii resistentních nádorů. Rychlost jejich 
vstřebávání uvedenými liniemi byla podobná vstřebávání 
paclitaxelu u senzitivních buněk. Přesto, �e se intenzivně vá�í na P-
gp, nezvý�ily vstřebávání paclitaxelu ani jeho vylučování 
pou�itými buněčnými liniemi. SBT-1214 toto vstřebávání dokonce 
sní�il. 
 Při hledání mo�nosti sní�ení rezistence nádorových buněk 
vůči paclitaxelu jsme sledovali kombinace paclitaxelu s inhibitorem 
P-gp Verapamilem, které vedly k významné stimulaci vstřebávání 
a inhibici vylučování paclitaxelu v rezistentních buňkách narozdíl 
od senzitivních. Byly sledovány také dal�í kombinace paclitaxelu s 
celkem 13 syntetickými látkami z řady derivátů přírodních 
flavonoidů (deriváty auronů, chalkonů a flavonů), které se přímo 
vá�í k Pgp. Některé z těchto látek účinně zvy�ovali vstřebávání 
paclitaxelu  nádorovými buňkami a inhibovaly jeho vylučování, 
tak�e je lze pova�ovat za vhodné kandidáty pro potlačení rezistence 
nádorových buněk vůči paclitaxelu.  
 
Tato práce byla podporována grantem IGA NL/7567-3. 
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 Hemostáza je soubor obranných mechanismů organismu 
slou�ící k zástavě krvácení. Nedílnou součástí tohoto děje je 
adheze krevních destiček v místě po�kození1. Interakce mezi 
fibrin(ogen)em a GPIIb-IIIa, nejhojněji zastoupeným 
membránovým receptorem krevních destiček, je pro adhezi 
nezbytná2. Sní�ení počtu (trombocytopenie) a funkční poruchy 
krevních destiček (trombocytopatie) způsobují různě záva�né 
krvácivé stavy3. Adheze je klíčová funkce destiček, přitom ale 
�ádný jednoduchý test pro rutinní diagnostiku zatím nebyl 
navr�en. Vyvinuli jsme metologii adheze krevních destiček, 
která zahrnuje přípravu adhezivních povrchů a proteinů, 
úpravu počtu krevních destiček ve vzorku, adhezi za statických 
a dynamických podmínek a vyhodnocení obrazovou 
analýzou4. 
 Při statické i dynamické adhezi jsme zjistili, �e počet 
destiček v plazmě a v krvi má velký vliv na mno�ství 
adherovaných destiček. Tento jev zatím nebyl podrobněji 
sledován, proto jsme studovali závislost adheze na počtu 
destiček v plazmě a krvi. Postupnou centrifugací jsme 
připravili vzorky se sní�eným počtem krevních destiček. Jako 
adhezivní povrch jsme pou�ili fibrinový dimer s definovaným 
mno�stvím vázaného trombinu syntetizovaný na krycí sklíčka 
pota�ená polystyrenem a na stěny mikrotitračních jamiček. 
Adhezi jsme vyhodnotili metodou stanovení aktivity 
laktátdehydrogenasy uvolněné z lyzovaných adherovaných 
destiček a metodou analýzy obrazu, kde jsme sledovali změny 
procentového pokrytí povrchu adherovanými destičkami a také 
jejich morfologické vlastnosti. 
 Získanou závislost jsme pou�ili ke studii adheze a 
morfologie krevních destiček pacientů, u kterých funkční 
poruchy destiček bývají často doprovázeny i sní�eným počtem 
destiček v krvi. Vzorky z jejich krve jsme tak mohli srovnat se 
vzorky zdravých jedinců se stejným počtem destiček. U 
pacientů trpících blí�e neurčenou trombocytopatií a poruchou 
primární hemostázy jsme nezjistili defektní adhezi destiček na 
fibrinový dimer. Při obrazové analýze sní�ení či zvý�ení 
adheze destiček pacientů bylo způsobeno morfologickými 
odchylkami adherovaných destiček. U pacientky trpící 
dědičným onemocněním Glanzmannova trombastenie jsme 
potvrdili defekt GPIIb-IIIa. Zjistili jsme, �e u�ívání aspirinu 
nemá přímý vliv na adhezi normálních krevních destiček na 
fibrinový dimer, ovlivněna je pouze jejich agregace. 
 Měření schopnosti krevních destiček adherovat na 
definované povrchy mů�e přinést nové poznatky vedoucí k 
dal�ímu objasnění funkce krevních destiček a jejich 
membránových glykoproteinů. Takto získané vědomosti 
mohou přispívat k vývoji nových přístupů v diagnostice nebo 
léčení onemocnění, při kterých dochází k poruchám krevní 
srá�livosti, i k vývoji hemokompatibilních biomateriálů. 
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Criss-cross cykloadice jsou podskupinou 1,3-dipolárních 
cykloadicí. Je známa celá řada dipolarofilů a jejich criss-cross 
cykloadice na 1,4 monosubstituovaných 2,3-diazabuta-1,3-
dienech (azinech)1 (Ia). Reakce na jiných diazabutadienech 
jsou vyjímečné, jako například criss-cross cykloadice na 1,2-
diazabuta-1,3-dienech (Ib) a 1,4-diazabuta-1,3-dienech 
(glyoxaliminech)2-5 (Ic)  (Schéma 1).   
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   Schéma 1 
 
V případě reakcí 1,4 disubtituovaných 2,3-diaza-1,3-butadienů 
(ketazinů) vznikají spirocyklické criss-cross produkty6,7. 
Prostudovali jsme reaktivitu nesymetrických aldazino-azinů, 
které poskytují dle očekávání criss-cross produkty. U těchto 
látek lze očekávat komplexační vlastnosti a vzhledem k 
extrémní nerozpustnosti některých derivátů je mo�né vyu�ití 
jako sorbentů ve chromatografii.    
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Pro n=1, a; pro n=2, b 
 
Schéma 2 
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 Isoflavones are plant secondary metabolites typical for 
leguminous plants, however they were found also in certain 
non-leguminous taxa. Isoflavones were reported to display a 
wide scale of biological effects in plant-consuming animals 
including humans. They are endocrinologically active due to 
interaction with estrogen receptors and due to modulation of 
several hormonogenic metabolic pathways. Genistein is well 
known inhibitor of tyrosine-protein kinases � the enzymes 
acting in post-receptor events of peptide hormone signaling. 
Dietary isoflavones have been reported protective against 
several types of neoplasias, cardiovascular diseases and 
menopausal symptoms.  
 nzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) were 
developed for determination of the most important isoflavones 
� i.e. genistein, daidzein and biochanin A in biological 
materials. The indirect competitive ELISA format uses 
polyclonal rabbit antibodies formed against conjugates of 
carboxymethyl isoflavones with bovine serum albumin (BSA). 
Haptens, genistein and daidzein were coupled to the BSA at 
the position C 7 and C 4´ and biochanin A at the position C 7. 
The same isoflavone-BSA conjugates were used for coating of 
microtitration plates. 
 he methods for 4´-derivatives of genistein and daidzein 
and for 7-derivatives of daidzein and biochanin A were highly 
sensitive (I50 values of the standard curves ranged between 
0.1-2 ng.ml-1, that is 4�100 pg-well). The attempt to establish a 
method specific for 7-derivatives of genistein according to the 
same scheme was not successful. For this reason, ovalbumin 
was used as an alternative carrier protein in the conjugate for 
coating of plates. This format turned out well and is used in 
further experiments. Cross reactivities of all systems were in 
comparable range and in very good agreement with previously 
established RIA methods. 
  
This study was supported by Grant 22 33 00004 from the 
Grant Agency of the Ministry of Education, Youth and Sports 
of the Czech Republic. 
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 The nucleus of the eukaryotic cell is a complex organelle 
compartmentalized into structural and functional domains. One of 
these nuclear domains are matrix-associated multi-protein 
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complexes, promyeolocytic leukemia nuclear bodies (PML NBs). 
The gene product, PML protein, is essential for proper formation 
and integrity of PML NBs. Although the biochemical function of 
PML and PML NBs remain still unclear, there is an evidence for 
its contribution in response to a variety of cell states like cancer, 
apoptosis, and viral infections.  
 It is known that type I and II interferons (IFNs) 
dramatically increase the transcription of the PML gene 
through an IFN-stimulated response elements (ISRE and GAS) 
present in the PML gene promoter. Additionally, IFNs 
increases expression of other structural component of PML 
NBs, Sp100, which is mediated by the same response 
elements. The up-regulation of these proteins, which are the 
main structural components of PML NBs, can contribute to the 
observed increase in the number of PML NBs.  
 In this study we have shown that trichostatin A, an 
inhibitor of protein deacetylases, strongly reduces IFN-
stimulated increase of PML NBs number. Consistently with 
this observation, trichostatin A also inhibits IFN-induced up-
regulation of the main structural  components of PML NBs � 
PML and Sp100. Although TSA-induced protein 
hyperacetylation has an overall stimulatory effect on gene 
expression, our findings indicate that the IFN-induced 
activation of these two genes is inhibited at some stage by 
acetylation event of an unknown regulatory component.  
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 Tamarindus indica is a large tree growing in tropical and 
subtropical regions. It is one of the most important plant 
resources as food materials and all parts of the plant have 
therapeutic uses1,2. The germ obtained from the seed contains 
high molecular xyloglucan. Xyloglucan has an 
immunostimulating effect, but there was not obtained an 
antioxidative activity in alcoholic and water extract prepared 
from germ. Seed coats are a byproduct of tamarind gum 
production and are reported to be a low-cost source of 
antioxidants extractable with  methanol, ethanol and 
ethylacetate. In these extracts, a variety of dihydroxy types of 
benzene derivatives has been identified as the main 
component3.  
 This study reports on the composition and general 
structural and molecular characteristics as well as various 
biological activities of the compound isolated from the seed 
coats by aqueous alkali extraction and isopropanol extraction. 
The water � soluble alkali extracted material of tamarind seed 
coat (AEMTSC) comprises a high molecular mass heteroxylan 
(Mp ~ 90 kDa) closely associated with phenolic compounds. It 
exhibited significantly higher antioxidative activity as 

measured by total peroxyl radical trapping antioxidant 
parameter (TRAP) and DPPH radical scavenging method in 
comparison to isopropanol extract. The antioxidative capacity 
is comparable with trolox. The reduction of phospholipid 
peroxidation in the presence of AEMTSC is more than 90 % 
for concentration of AEMTSC more than 0,05 % (wt.). 
AEMTSC is fully soluble in water and represents a potent 
natural additive in cosmetic and pharmacy.  
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 Chelerythrine (CHE), a quaternary benzophenanthridine 
alkaloid with anti-inflammatory properties, is known to inhibit 
protein kinase C (PKC)-dependent phosphorylation. We 
examined the effect of CHE and three other alkaloids, 
sanguinarine (SA), dihydrosanguinarine (dihSA) and 
dihydrochelerythrine (dihCHE), on PKC-dependent oxidative 
burst in DMSO-differentiated HL-60 cells. Phorbol myristate 
acetate (PMA) directly activates PKC thus triggering NADPH 
oxidase assembly and oxidative burst. Both CHE and SA 
inhibit PMA-induced oxidative burst, monitored as superoxide 
radical generation, with IC50 of 2.9 µM and 1.8 µM, 
respectively. Western blotting analyses of the whole cell lysate 
obtained from PMA-activated differentiated HL-60 cells in the 
presence or absence of alkaloids showed that inhibition of 
PKC activity required at least ten-fold higher concentrations of 
CHE (> 30 µM) or SA (> 20 µM) than those necessary for 
inhibition of PMA-induced superoxide generation. 
Staurosporine, a potent PKC inhibitor, inhibits both oxidative 
burst and PKC activity with comparable effectiveness. DihSA 
and dihCHE at concentrations > 30 µM affected neither PMA-
induced oxidative burst nor PKC activity. Comparison of 
effects displayed by CHE and SA with those displayed by their 
dihydro derivatives accentuates the requirement for the 
presence of C=N+ region in the molecules, while slight 
difference in side chains seems to be inessential. As low 
concentrations of CHE do not affect the phosphorylating 
activity of PKC, which directly activates NADPH oxidase 
assembly via phosphorylation of p47phox, we conclude that 
CHE inhibits oxidative burst in DMSO-differentiated HL-60 
cells primarily by direct inhibition of NADPH oxidase.    
 
This research was supported by grant MSM 151100003. 
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 Polyhydroxylované glykosylmethylpiperidiny a pyrolidi-
ny (imino-C-disacharidy) jsou potenciálními inhibitory 
glykosidas a glykosyltransferas. Jako takové mohou být 
pravděpodobně vyu�ity v terapii řady chorob ovlivněním 
mechanismu komunikace buňka-buňka nebo buňka patogen. 
Inhibiční účinek je dán přítomností ,,C glykosidové� vazby, 
která je enzymově rezistentní, a dále přítomností 
endocyklického dusíku, který je při fyziologickém pH 
protonován. Vzniklý kation tak napodobuje tranzitní stav řady 
glykosylačních reakcí, je� se například podílejí na syntéze 
povrchových receptorů buněk. 
 Pro syntézu glykosylmethylpiperidinů a pyrolidinů jsme 
vypracovali dva nové postupy, jejich� předností je zejména 
snadná ekonomická i experimentální dostupnost výchozích 
látek a �iroká variabilita produktů umo�něná pouze obměnou 
výchozího sacharidu. 
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 Příprava piperidinového derivátu vychází z glukosylace-
tonu1 I, který je podroben aldolizaci s  aldehydem II. Po 
redukci azidové skupiny, následné reduktivní aminaci a 
odstranění chránicích skupin se získá cílový glykosylmet-
hylpiperidin III. Cesta k derivátu pyrolidinu vyu�ívá 
stereoselektivní adice Daviesova aminu2 V na methyl-3-
(glukosylmethyl)akrylát IV. Na vzniklý β-amino ester je poté 
adována lithná sůl thiazolu. Následuje redukce karbonylové 
skupiny, transformace thiazolu na methylester a při 
odstraněním chránicích skupin z dusíku se zároveň uzavře 

laktamový kruh. Posledními kroky jsou deprotekce a redukce 
laktamu na finální glykosylmethylpyrolidin VI. 
Tato práce byla podporována GA ČR, v rámci grantu č.GA 
203/03/0497  
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STUDIUM VZÁJEMNÝCH INTERAKCÍ 
KAPSIDOVÉHO PROTEINU HIV-1 
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proteinů, Flemingovo nám. 2, Praha 6, 166 10 
 
 Pro skládání nezralých kapsid HIV-1, tvořených 
polyproteiny Gag a Gag-Pol, i pro skládání zralého, plně 
infekčního core je nepostradatelná schopnost kapsidového 
proteinu (CA) tvořit dimery a vy��í multimery. Vzhledem k 
významu dimerizace CA v �ivotním cyklu HIV-1 se dá 
předpokládat, �e inhibice dimerizace by vedla k zastavení 
skládání nových virových částic, a tím k zablokování �ivotního 
cyklu viru. Proto by sloučeniny, zabraňující dimerizaci CA, 
mohly být novými léky, zabraňujícími replikaci HIV-1. 
 Tato práce se zabývá vývojem metody, která by mohla 
být vyu�ita k testování inhibitorů dimerizace CA. Byl 
připraven konstrukt kódující CA s N-koncovou fúzí k 
histidinové kotvě. Po expresi v E. coli BL21(DE3) byl protein 
CA pomocí této kotvy purifikován na koloně naplněné NiNTA 
agarosou a imobilizován na NiNTA mikrotitrační destičky. 
Bylo prokázáno, �e připojení histidinové kotvy neovlivňuje 
konformaci CA a nemá vliv ani na jeho multimerizaci. 
 Jako interakční partner pro protein CA, imobilizovaný 
prostřednictvím histidinové kotvy na NiNTA mikrotitračních 
destičkách, byl připraven CA na N-konci značený biotinem. 
Při testování peptidových inhibitorů dimerizace CA na 
mikrotitrační destičce bude mno�ství CA značeného biotinem 
detegováno fluorescenčně.  
 
 
PROGRAMOVANÁ BUNĚČNÁ SMRT V-MYB 
TRANSFORMOVANÝCH MONOBLASTŮ JE 
NEZÁVISLÁ NA KASPÁZÁCH 
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 Programovaná buněčná smrt (PCD) je geneticky 
determinovaný mechanismus, kterým jsou ne�ádoucí buňky 
eliminovány během vývoje organismu, při infekci, nebo při 
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jejich po�kození cytotoxickými látkami. Poruchy mechanismů 
zaji�ťujících PCD představují pro organismus značné riziko, 
proto�e mohou být příčinou vychýlení rovnováhy mezi 
tvorbou a zánikem buněk, a tak se podílet na vzniku nádorů. 
Rozli�ují se dva hlavní typy PCD: (1) apoptóza, která je 
zaji�ťována rodinou cystein-aspartylových proteas (kaspas), a 
(2) autofagie, která je nezávislá na kaspázách a je 
charakteristická přítomností autofagických vakuol.  
 V této práci jsme studovali programovanou buněčnou 
smrt na modelech dvou promonocytických buněčných linií � 
lidských buňkách U937 a kuřecích monoblastech 
transformovaných onkogenem v-Myb BM2. PCD byla v obou 
liniích indukována třemi látkami s rozdílným mechanismem 
účinku � camptothecinem, cykloheximidem a oxidem 
arsenitým. Buněčná smrt byla posuzována podle stavu 
mitochondriálního membránového potenciálu, fragmentace 
DNA, depolymerizace F-aktinu, �těpení cílových proteinů 
(PARP a lamin B) a aktivity kaspáz. Zjistili jsme, �e 
programovaná buněčná smrt v buňkách linie BM2 probíhá 
nezávisle na kaspasách, zatímco v buňkách U937 nastává 
typickým mechanismem apoptózy, který je zalo�en na 
kaspasové aktivitě. Specifickou sondou pro detekci 
autofagických vakuol jsme navíc prokázali, �e camptothecin v 
buňkách BM2 (a nikoliv v buňkách U937) indukuje autofagii.  
 Tyto výsledky naznačují, �e onkoprotein v-Myb, který je 
v buňkách linie BM2 konstitutivně exprimován, zřejmě 
zabraňuje aktivaci kaspáz při indukci programované buněčné 
smrti. To vede ke spu�tění alternativního mechanismu buněčné 
smrti, který vyu�ívá jiných, na kaspázách nezávislých proteas. 
Onkoprotein v-Myb viru ptačí myeloblastózy indukuje akutní 
monoblastickou leukémii in vivo a transformuje 
myelomonocytické buňky in vitro. Zda k tomuto účinku 
alespoň částečně přispívá negativní vliv v-Myb na aktivitu 
kaspas, je předmětem dal�ího výzkumu.    
 
Tato práce vznikla za podpory výzkumného záměru 
MSM143100008 M�MT České republiky. 
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 Analogy inzulínu se připravují hlavně pro léčbu a 
výzkum onemocnění diabetes mellitus. Modifikace v 
inzulínovém řetězci mohou nejen měnit fyzikálně-chemické 
vlastnosti inzulínu, ale mohou také přispívat k objasňování 
vazby inzulín s jeho receptorem. Insulin se změněnými 
vlastnostmi mů�e mít například jinou distribuci v těle a 
usnadňovat tak diabetikům léčbu. O interakci inzulínu s jeho 
receptorem existují prozatím pouze kusé informace. Jde o 

slo�itý proces spojený s konformačními změnami jak 
molekuly inzulínu tak receptoru a tudí� jakýkoliv dal�í 
poznatek je vítaný. 
 Na�e nové analogy inzulínu jsou modifikovány v C-
koncové části B-řetězce inzulínu. Zde se v pozicích B24-B26 
nacházejí aromatické aminokyseliny, které jsou zodpovědné 
jak za agregaci inzulínových monomerů do zásobní formy, tak 
za interakci inzulínu s jeho receptorem1,2. V�echny analogy 
jsou zkrácené o poslední 4 aminokyseliny B27-B30, které 
mohou být z hormonu eliminovány bez jakéhokoliv vlivu na 
biologickou aktivitu3. Jednotlivé pozice aromatického tripletu 
B24-B26 byly modifikovány N-methylací peptidové vazby a 
zároveň záměnou TyrB26 za jinou aminokyselinu 
aromatického charakteru. N-methylace peptidové vazby jednak 
způsobuje zvý�enou flexibilitu této vazby a jednak 
znemo�ňuje amidu peptidové vazby tvořit vodíkový můstek. 
Dále se předpokládá, �e substituce methylovou skupinou 
zvy�uje hydrofobicitu tohoto úseku. Kombinace N-methylace a 
substituce TyrB26 za jinou aminokyselinu se odrazilo na 
biologické aktivitě jednotlivých analogů. 
 V�echny analogy byly připraveny kombinací syntézy 
peptidů na pevné fázi a enzymové semisyntézy. K 
charakterizaci analogů byla pou�ita jednak vazba 125I-inzulínu 
na plazmatické membrány tukové tkáně potkanů a zároveň 
stimulace transportu 3H-glukosy na izolovaných potkaních 
adipocytech.  
 
LITERATURA 
1.  Nakagawa S. H., Tager H. S.: J Biol Chem 261, 7332 

(1986). 
2.  Mirmira R. G., Nakagawa S. H., Tager H.S.: J Biol Chem 

266, 1428 (1991). 
3.  Fischer W. H., Saunders D., Brandenburg D., Wollmer 

A., Zahn H.: Biol Chem Hoppe Seyler 366, 521 (1985). 
 
 
IZOLACE A CHARAKTERIZACE PROMOTORŮ 
Corynebacterium glutamicum REGULOVANÝCH 
ZMĚNAMI TEPLOTY 
 
MARTINA ZEMANOVÁ, MIROSLAV PÁTEK a JAN 
NE�VERA 
 
Mikrobiologický ústav AV ČR, Vídeňská 1083, 14220 Praha 
zemanovm@biomed.cas.cz 
 
 Corynebacterium glutamicum je grampozitivní nesporu-
lující bakterie  vyu�ívaná k průmyslové produkci 
aminokyselin. V posledních letech značně vzrostla znalost o 
uspořádání genů účastnících se biosyntézy různých 
aminokyselin, stále se v�ak příli� mnoho neví o molekulárních 
signálech regulujících expresi těchto genů. Pro poznání 
mechanismů regulace exprese genů na transkripční úrovni má  
klíčový význam znalost struktury a funkce iniciačních signálů 
(promotorů). Regulovatelné promotory, které mohou být 
během fermentace �zapnuty� nebo �vypnuty� působením 
vněj�ích faktorů (např. změnami teploty), mohou zajistit 
regulované zvý�ení exprese vybraných genů.  
 Pro cílené získávání promotorů C. glutamicum, jejich� 
aktivita je regulována změnami teploty, byly vyu�ity údaje o 
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úplné sekvenci nukleotidů chromozomu C. glutamicum 
zveřejněné v databázi GenBank. Metodou PCR byly 
připraveny fragmenty DNA nesoucí promotory genů clpB, 
clpC (kódují heat shock proteiny s chaperonovou aktivitou) a 
sigE (kóduje sigma podjednotku RNA polymerasy 
indukovanou působením vněj�ích stresových faktorů) z C. 
glutamicum, u nich� lze předpokládat regulaci jejich exprese 
změnou teploty. Na základě počítačové analýzy sekvence 
nukleotidů fragmentů nesoucích uvedené promotory byly 
navr�eny oblasti, které by se mohly podílet na regulaci aktivity 
těchto promotorů. Před genem clpB byly nalezeny dvě 
operátorové sekvence HAIR (zji�těné před geny kódujícími 
heat shock proteiny u jiných bakterií) a promotorové sekvence 
rozli�ované alternativními sigma podjednotkami RNA 
polymerasy. Tyto promotorové sekvence byly zji�těny i před 
genem clpC. V oblasti � 35 hexameru promotoru P-sigE byla 
zji�těna palindromová sekvence, která by mohla slou�it jako 
operátor při regulaci aktivity tohoto promotoru.  
 Fragmenty obsahující promotory P-clpB, P-clpC a P-sigE  
byly vlo�eny do promoter-probe vektoru pET2, který nese 
reportérový gen cat, kódující enzym chloramfenikolacetyl-
transferasu (CAT). Vzniklé konstrukty byly přeneseny 
transformací do buněk C.glutamicum. U klonů C.glutamicum 
obsahujících promotory P-clpB, P-clpC a P-sigE  v pET2 byla 
stanovena CAT jak po růstu při teplotě 30 ºC, tak po různě 
dlouhém (7�60 minut) teplotním �oku  (37 ºC, 45 ºC a 50 ºC). 
Výsledky prokázaly zvý�enou aktivitu promotorů P-clpB, P-
clpC  a P-sigE po teplotním �oku. Metodou primer extension 
byl přesně lokalizován transkripční start mRNA, do ní� se 
přepisuje gen sigE a byly definovány sekvence klíčových 
hexamerů � 10  (CAAAAT) a  � 35 (TAGATT) hexamerů 
promotoru P-sigE. 
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 Calixareny jsou makrocyklické sloučeniny v poslední 
době s úspěchem často pou�ívané jako výchozí látky pro 
syntézu molekul vhodných ke komplexaci kationtů, aniontů i 
iontových párů. Spojením calixarenu s vhodně substituovanou 
močovinovou jednotkou byl získán receptor aniontů, vhodný 
zejména pro komplexaci karboxylátů.  
 Při komplexačních studiích prováděných s touto látkou 
bylo zji�těno, �e má schopnost komplexovat i neutrální 
molekuly, jako například DMSO, sulfolan nebo aceton. Byly 
provedeny rozsáhlé komplexační studie pro zji�tění preferencí 
této sloučeniny vůči malým molekulám. Zároveň byly 
srovnány její komplexační vlastnosti s analogickými 
močovinovými deriváty.  
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 Struktura této látky byla mimo jiné potvrzena i rentgeno-
strukturní analýzou. 
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