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1V. Mezioborové setkani mladych biologii, biochemikii a chemiku

Mezioborova konference mladych biologii, biochemikii a chemikii vstupuje letos do svého ctvrtého rocniku. Redakcni
rada Chemickych listii mne pozdadala, abych napsal kratky wvodnik do sborniku konference. Chtél bych se zminit o
trech aspektech. Za prvé — velmi si vazim prdce odborné komise, ktera hodnoti abstrakty. Letos se seslo dohromady
vice nez 130 abstraktii a odborna komise ma 14 dni na posouzeni. Za casit méeho studia se tradovalo, Ze asistenti na
VSCHT hodnoti pisemné price rozhozenim po hlavnim schodisti v ,, Ac¢ku”. Prdce komise, kterd vybird abstrakta na
nasi konferenci, vypada rozhodné jinak. Hodnoceni praci vénuje mnoho casu. Aby byla situace jeste komplikovanéjsi,
nase terminy se kryji s terminy podavani grantovych zprav a prihlasek. O to vice bych chtél podekovat celé komisi,
pracujici ve sloZzeni Dr. Blahos, doc. Drasar, Dr. Kotora, Dr. Pospisilovd, Dr. Stary a prof. Ulrichova a chtél bych
takeé ric,i ze jen diky jejich peclivé praci je kvalita konference velmi vysokd. To je druhy bod, ktery bych chtel zdiiraznit.
Prace, které se schazeji, jsou stale kvalitnéjsi, a je stdle tezsi vybrat ucastniky konference. Vioni navstivili konferenci
prof- Paces, doc. Moravcovd, Dr. Bartiunek, Dr. Turecek a vSichni nam, organizatorum, tlumocili stejny dojem —
kategoriich. Moje tieti poznamka, a zdroveit veliky dik, patii Ing. Irené Krumlové, tajemnici Ceské spolecnost pro
biochemii a molekularni biologii. Od prvniho rocniku pomdhd jak v organizaci, ale také ve financnim zajisteni celé
akce. S velikym nasazenim bojuje o granty, které pomahaji zvladnout stale rostouci ndklady. Bez ni a jejiho usili
bychom nebyli schopni tuto akci v daném rozmeru udrzet.

Na zaver — preji ctvrtému rocniku mnoho zdaru a vsem mladym hodne uspéchii v jejich védecké praci.

Martin Fusek
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ANTICANCER DRUG ELLIPTICINE FORMS DNA
ADDUCTS IN VIVO; A NOVEL MODE OF ITS
ANTINEOPLATIC ACTION

DAGMAR AIMOVA and MARIE STIBOROVA

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.").
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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Biochem. Pharmacol. 62, 1675 (2001).
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VYUZITI DIASTEREOSELEKTIVNI [2+2+2]
CYKLOIZOMERACE TRIYNU PRO PRIPRAVU
HELIKALNE CHIRALNICH LATEK

ZUZANA ALEXANDROVA, IRENA G. STARA, FILIP
TEPLY, PETR SEHNAL, IVO STARY, DAVID SAMAN a
MILOS BUDESINSKY

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, F, lemingovo n. 2,
166 10 Praha 6
alexa@uochb.cas.cz

V minulosti jsme vyvinuli obecny zptisob pfipravy
helikalné chiralnich latek, ktery je zalozen na intramolekularni
[2+2+2] cykloizomeraci aromatickych triynd za katalyzy'?
kobaltem (I) ¢i niklem (0). Nedavno jsme pozorovali, ze
centrum chirality ve vychozim triynu muze Fidit
stereoselektivitu cyklizace®. Timto zpisobem je pak
kontrolovana helicita produktu.

S vyuzitim této syntetické metodologie jsme pfipravili
neracemickou helikalné chirdlni latku (P,15)-(+)-1, jejiz
struktura je odvozena od heliceni®. Syntéza vychazi z
dostupného bromjodidu 2. V prvnim kroku byl pusobenim
hydridu draselného generovan alkoholat odvozeny od (2S5)-(-)-
3, ktery byl poté alkylovan bromjodidem 2 za vzniku latky
(15)-(-)-4. Sonogashirtv  coupling diacetylenu 5 s
naftyljodidem (1S5)-(-)-4 a naslednda desilylace ucinkem
tetrabutylamoniumfluoridu vedly k pozadovanému triynu (1S5)-
(-)-6. Syntetickd sekvence byla zavrSena intramolekularni
[2+2+2] cykloizomeraci triynu (1S)-(-)-6 za katalyzy
komplexem kobaltu, a byla tak ziskana pozadovana helikalné
chiralni latka (P,1S)-(+)-1 .
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Bude zkoumano vyuziti této latky a jejich analogi v
oblasti kapalnych krystalti, kde helikdlni aromaty nebyly jesté
systematicky studovany.

Podporovino GA CR (reg. ¢ 203/02/0248) a UOCHB AV CR
(vyzkumny projekt ¢. Z4 055 905).
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SYNTHESIS OF 3,3’ SUBSTITUTED[2]STAFFANE
DERIVATIVES AND NMR STUDY OF THEIR
INCLUSION COMPLEXES WITH -CYCLODEXTRIN
IN WATER

PETR BARTOS and CTIBOR MAZAL

Department of Organic Chemistry, Faculty of Science,
Masaryk University, Kotlarska 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 set'. 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 recently”. On the other hand, there is little known
about supramolecular chemistry of BCP derivatives so far.
Inspired with Berg et al. (cf’) describing complexation of
bicyclo[2.2.2]octane derivatives with cyclodextrins (CD) and
with CD-based pseudo-rotaxane model* in our minds, we
focused our interest to the host-guest chemistry of BCPs.

lodide Ia and [2]staffanes Ila-b formed sparingly
soluble complex with B-CD upon mixing in D,O/DMSO-d¢
solvent mixture at 303 K precluding their further study by
solution NMR methods. Hydrophilic [2]staffane-3,3’-diol IId
has been prepared from Ila via iodine/lithium exchange
followed with oxidation of dilithium IIe with molecular
oxygen. Solution NMR analyses revealed formation of 1:1
host-guest complex III of Ild and B-CD at 303 K in water.
Association constant of the complex IIT has been estimated to
be K, = 3015 M™" at 303 K in water.

Financial support from Ministry of Education, Youth and
Sports of the Czech Republic (projects ME 571 and FRVS
574/2003) is acknowledged with thanks.
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4.

DEVELOPMENT OF LATERAL FLOW
IMMUNOASSAYS FOR DETECTION OF FOODBORNE
PATHOGENS Listeria SPP. AND Listeria monocytogenes

MARTINA BLAZKOVA?®, PAVEL RAUCH?, JAN H.
WICHERS", and AART VAN AMERONGEN"

“Department of Biochemistry and Microbiology, Institute of
Chemical Technology, Technicka 5, 16628 Praha, Czech
Republic, *Agrotechnology 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 HUMANNIHO PATOGENU
Pseudomonas aeuruginosa A JEHO INTERAKCE S
OLIGOSACHARIDY

MARTINA BUDOVA?, CHARLES SABIN”, EDWARD P.
MITCHELL, NECHAMA GILBOA-GARBERd, ANNE
IMBERTY", and MICHAELA WIMMEROVA™*

“National Centre for Biomolecular Research and ‘Department
of Biochemistry, Masaryk University, Kotlarska 2, 611 37
Brno, Czech Republic, YCERMA V-CNRS, 601 rue de la
Chimie, BP 53, 38041 Grenoble, France, ‘ESRF, Experiments
Division, BP 220, 38043 Grenoble, France, “Bar Ilan
University, Faculty of Life Sciences, Ramat Gan 52900, Israel
budova@chemi.muni.cz

Pseudomonas aeruginosa je gram-negativni potencialné
patogenni bakterie, kterd je schopna infikovat témét kazdou
lidskou tkan a napf. u pacientl s cystickou fibrosou zptisobuje
tézkou infekci plic. NejCastéjsi pri¢inou umrti pacientd s
cystickou fibrosou jsou pravé dusledky kolonizace plic touto
bakterii. P. aeruginosa produkuje vyznamné mnozstvi lektinti
vazajicich D-galaktosu a L-fukosu, PA IL (LecA) a PA IIL
(LecB), které jsou pravdépodobné odpovédné za primarni
rozpoznani hostitele a naslednou adhezi bakterie a jsou uzce
spjaty s virulenci tohoto patogenu'.

Na rozdil od vétSiny lektind, jez vykazuji relativné
nizkou afinitu k monomernim cukernym ligandiim, interakce
PA-IIL s fukosou je charakterizovana afinitni konstantou v
mikromolarni oblasti. Strukturni analyza prokazala, ze PA-IIL
lektin je tetramer slozeny ze Ctyt identickych podjednotek,
kazda z nich obsahuje vazebné misto se dvéma Ca’’ ionty,
které se ptimo podili na vazb¢ sacharidu a jsou pravdépodobné
pric¢inou neobvykle silné interakce mezi proteinem a cukernym
zbytkem®. Vyznam &etnych aminokyselin predevsim kyselého
charakteru zapojenych do interakce se sacharidy a jejich podil
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na vazbé nam pomaha odhalit jejich cilend mutagenese a
nésledna charakterizace mutantii. ZvlaStnosti vazebného mista
je i zapojeni C-terminalniho glycinu sousedniho monomeru do
pfimé interakce se sacharidem.

Krystaly PA-IIL lektinu se dafi pfipravit v dostatecné
velikosti, coz ndm otevielo novou moznost feSeni kvartérni
struktury proteinu na atomarni Grovni neutronovou difrakci. V
soucasné dobé probiha piiprava plné deuterovaného proteinu,
jez by mél umoznit pohled pfedevsim na vodikové atomy,
které jsou pfimo zapojeny do interakce, at’ uz kyselych
aminokyselin ve vazebném misté ¢i hydroxylovych skupin
sacharidu.
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ANTENNA RING AROUND TRIMERIC
PHOTOSYSTEM I IN A PHOTOSYNTHETIC
PROKARYOTE Prochlorothrix hollandica

L. BUMBA™", M. HUSAK", and F. VACHA"*

“Faculty of Biological Sciences; *Institute of Plant Molecular
Biology, Czech Academy of Sciences; “Institute of Physical
Biology, University of South Bohemia, Branisovska 31, 370 05
Ceské Budéjovice

bumba@umbr.cas.cz

Three known species of prochlorophytes (Prochloron
didemni, Prochlorothrix hollandica and Prochlorococcus
marinus) are an unusual group of prokaryotes which perform
oxygenic photosynthesis'. They are apparently related to
cyanobacteria but they lack water-soluble phycobilisomes
while they synthesize chlorophyll (chl) » and to form an
intrinsic chla/b light-harvesting antenna. The chla/b-binding
proteins (encoded by pch genes) are not closely related to the
lhe 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
chlg-antenna protein of photosystem II (cf.?). In P. holandica
three Pcb antenna proteins (pchA-C gene products) have been
detected®. 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-B-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 package®.
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 condition® 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 LNO0A141 and
project CEZ 12300001 of the Ministry of Education, Youth and
Sports of the Czech Republic.
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NEW PHOTOACTIVE SYSTEMS FOR DRIVING
CHEMICAL REACTIONS

RADEK CIBULKA® and BURKHARD KONIG”

“Department of Organic Chemistry, Prague Institute of
Chemical Technology, Technicka 5, 166 28 Prague 6;
Department of Organic Chemistry, University of Regensburg,
Universitdtsstrafle 31, D-93053 Regensburg, Germany.
cibulkar@vscht.cz.

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 transferl (PET).
In this work, the catalyst I containing covalently bound flavin
and zinc(Il)-cyclen unit were prepared and tested for
photoinduced electron-transfer reactions. The Lewis-acidic
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zinc(Il)-cyclen in the catalyst may act as the binding sitel for a
substrate, while flavin represents chromophore2 that becomes
strong oxidizing (or reducing) agent upon irradiation by visible
light.

OMe

I e

hv ! 2Clo,

Scheme 1

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(Il)-cyclen subunit is crucial for efficient
functioning of flavin photocatalyst.
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IDENTIFIKACE A CHARAKTERIZACE N OVYCH
PEPTIDOVYCH ANTIBIOTIK Z HMYZU

ALICE CIENCIALOVA™”, JIRT JIRACEK" a MARTINA
MACKOVA®

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo
nam. 2, 166 10 Praha 6, bKatedra biochemie PFF UK, Hlavova
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Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organi-
zation) uvadi, Ze rezistence k antimikrobialnim latkam je stale
varngjsi zdravotni problém'. Dochazi k néristu rezistence
bakterii vici soucasnym antibiotikim (rezistence Salmonella
typhimurium k tetracyklinim vzrostla z 0 % v roce 1948 k
98 % v roce 1998) (lit.?). Kazdou hodinu zabiji bakterialni
infekce na nasi planeté 1500 lidi a z toho polovina jsou déti
mladsi péti let. Tato zjisténi vedou ke snaze najit nové ucinné
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antimikrobialni latky, které by ni¢ily mikroorganismy a ptitom
by se vii¢i nim obtizné vytvatela rezistence’.

Tfida hmyzu se zda byt novym, slibnym zdrojem
pfirodnich latek s antimikrobialni aktivitou. V poslednich
letech byly prave z rozliénych druhtt hmyzu izolovany peptidy,
které vykazovaly zajimavou in vitro aktivitu proti mikro-
organismum rezistentnim ke konvenénim antibiotikim. Praveé
tyto peptidy by se mohly stat vzorem pro tvorbu novych
terapeutickych zbrani v boji s mikroorganismy*.

Mouchu Sarcophaga bullata, zastupce tadu diptera s
dokonalou proménou, jsme si vybrali ze Sirokého spektra
hmyzich druhd. Tato moucha je vystavena a odolava Sirokému
spektru mikroorganismti z prostiedi, ve kterém Zzije a pieziva.
Nasim cilem je identifikace a charakterizace novych peptidi
nebo proteinti ucastnicich se imunitni odpovédi proti bakterial-
nim infekcim.

Vychozim materidlem pro izolaci je hemolymfa larev
mouchy Sarcophaga bullata, které ukonlily obdobi ziru a
zacaly obdobi tzv. toulavého chovani. V tomto obdobi jsou
larvy injektovany sterilnim entomologickym $pendlikem nebo
entomologickym $pendlikem namocenym v bakterialni
suspenzi (E.coli, Staph. aureus). Za 24 hod je z indukovanych
larev izolovana hemolymfa. Hemolymfa je rozdé€lena na hrubé
frakce, které jsou dale chromatograficky déleny. RP-HPLC
izolované frakce jsou dale podrobeny charakterizaci fyzikalné
chemickymi metodami: UV-VIS spektroskopie, aminokyse-
linovd analyza, hmotnostni spektroskopie (MALDI), SDS
elektroforéza, trypticky digest a sekvenace. U vybranych
izolovanych frakci je zjiStovana antimikrobialni aktivita proti
bakteriim E.coli a Staph. aureus.

Tato prace je podporovana vyzkumnym zamérem AV OZ 4055
905.
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AKTIVACE SEKRETOVANYCH ASPARTATOVYCH
PROTEAS KVASINKY Candida parapsilosis

J. DOSTAL

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo ndm.
2, Praha 6, 166 10

V poslednich letech na celém svété dramaticky nartsta
vyskyt mykotickych infekci zptisobenych kvasinkami rodu
Candida. Jednim z vyznamnych zastupct této skupiny je C.
parapsilosis. Mezi virulentni faktory u C. parapsilosis fadime
schopnost produkce extracelularnich aspartatovych proteas
(Saps). V genomu C. parapsilosis byla doposud prokazana
pritomnost tfi gentl kodujicich Saps (SAPP1-3). Mechanismus,
jakym probiha aktivace jednotlivych proteas z neaktivniho
proenzymu, nebyl doposud u C. parapsilosis popsan.

277

IV. Amerika 2004

Nasi pozornost jsme soustiedili na izoenzymy Sapplp a
Sapp2p. Ty byly exprimovany v buitkdch E. coli a pomoci
chromatografickych metod pfecistény. Aktivace obou
izoenzyml probihala nejprve autokatalyticky v kyselém
prostiedi. Po dvou hodinach aktivace Sapplp byl vysledkem
vznik maturniho proteinu, ktery byl vSak o jednu
aminokyselinu kratsi nez autenticka Sapp1p izolovana piimo z
C. parapsilosis. U Sapp2p probihal autoaktivaéni proces velmi
pozvolna a k tplné aktivaci doslo az po tfech dnech. Vznikly
protein byl o osm aminokyselin delsi a vykazoval nizkou
proteolytickou aktivitu ve srovnani s autentickou Sapp2p. V
modelu tzv. ,asistované aktivace* proenzymu byl pfi analyze
pouzit trypsin, nahrazujici serinovou processingovou proteasu
z C. parapsilosis. Propeptid byl v tomto pfipadé u obou
izoenzymu odstépen v oéekavaném miste.

Z vysledku je ziejmé, ze ptestoZe je sekvenéni podobnost
obou izoenzyml (Sapplp, Sapp2p) vysoka, jejich zpisoby
aktivace a substratové specifity jsou velmi rozdilné.

SYNTEZA DERIVA'l:fI ELIPTICINU A VYPOCTY
JEJICH INTERAKCI S PARY BAZI DNA (4B INITIO A
EMPIRICKE POTENCIALY)

MARTIN DRACINSKY? JAN SEJBAL® a OBIS D.
CASTANO®

“Katedra organické chemie a radiochemie PFF UK, Albertov
6, 12843 Praha 2, ®Departamento de quimica fisica,
Universidad de Alcala, Alcala de Henares, Spanélsko
martindraca@yahoo.com

Elipticin a jeho derivaty (zejména 9-hydroxyderivaty)
jsou protinadorova lé¢iva'. Dosud neni zndm mechanismus
jejich pisobeni, silna vazba na DNA (zejména interkalace) je
viak nutnou podminkou jejich uginku®.

Je znama celd fada metod piipravy elipticinu a jeho
derivati®™*, Z4dna viak neni zcela univerzalni pro piipravu
rizné substituovaného zékladniho skeletu. Jako nejvhodnéjsi
se ukazala syntéza vychazejici z indolu a 2,5-hexandionu.
Timto zpGsobem jsou v jednom reakénim kroku vybudovany
kruhy A, B a C elipticinu.

Jednou z moznosti, jak studovat interakce DNA s
interkalatory je vypocetni chemie. Nejjednodussi model pro
popis interkalujicich systémi je jeden par bazi a jedna
molekula interkal4toru®. T pro tento jednoduchy model jsou
vypocty interakéni energie ab initio velmi narocné (jak casove,
tak na pocitatové vybaveni) a pro rozsahlejsi systémy jsou
zcela neproveditelné. Empirické potencialy se bézné pouzivaji
pro vypolet geometrii a dalSich vlastnosti (véetné
termodynamickych) a lze je pouzit i v pfipadé velkych
molekul (DNA, proteiny).

V této praci byly provedeny vypocty ab initio interakéni
energie péti rtiznych derivath elipticinu s pary bazi DNA
(adenin-thymin a guanin-cytosin) a byla zkoumdna zavislost
interakéni energie na vzdalenosti mezi interkalatorem a parem
bazi a na hlu pootoceni mezi nimi. Vysledky byly porovnany
se tfemi riznymi empirickymi potencialy a byla vyhodnocena
uéinnost jednotlivych potenciald.
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PRI’PRAYA ATROPOIZOMERNICH BIARSOKLﬁ
POMOCI CYKLOTRIMERIZACE ALKYNU

LENKA DUFKOVA a MARTIN KOTORA*

Prirodovédecka fakulta UK, Hlavova 8, 128 43 Praha 2,
kotora@natur.cuni.cz

Schéma 1
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moznosti
polysubstituovanych atropoizomernich biarylti vedle tradi¢né

Cyklotrimerizace je alternativni piipravy
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vyuzivanych cross-couplingovych reakci. Pti cyklotrimerizaci
dochézi ke vzniku vysoce substituovanych arent ze tii riznych
alkynt. V pfipad€, Ze jeden z alkyni je ortho-substituovany
arylalkyn, lze ocekavat vznik potencidlné atropoizomernich
biaryld.

Reakci tetraalkylsubstituovanych  zirkonacyklopenta-
dient s ortho-arylpropynoaty v pfitomnosti stechiometrického
mnoZstvi CuCl' nebo NiBr,(PPhs), (cit.%) dochazi ke vzniku
biaryli z alkynl. Reakce v pfitomnosti NiBry(PPh;), se nijak
nevymykaly z pfedpokladaného priibéhu (schema 1), nicméné
v ptipad¢ reakci s CuCl byl krom¢ biarylti pozorovan i vznik
prislusnych Dewarovych benzend. Jejich tvorba je diikazem
odlisného, dosud nepozorovaného, reakéniho mechanismu.

Timto  postupem jsme  pfipravili fadu 2,2'-
disubstituovanych potencialné atropoizomernich biaryld v
ptijatelnych vytézcich. Navic byl objeven dal$i mozny reakéni
mechanismus rozkladu zirkonacyklopentadient.
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MICROTUBULES DISARRAY RESULTS IN HUMAN
GLUCOCORTICOID RECEPTOR DEGRADATION IN
HeLa CELLS

ZDENEK DVORAK?®, MARTIN MODRIANSKY?,
PATRICK MAUREL", and JEAN-MARC PASCUSSI"

“Institute of Medical Chemistry and Biochemistry, Medical
Faculty, Palacky University Olomouc, Hnévotinska 3, 77515
Olomouc, Czech Republic, PCNRS - INSERM - U128, 1919
Route de Mende, 34293 Montpellier, France.

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 MGI132 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.

FYZIOLOGICKE ASPEKTY BIODEGRADACE
FENOLICKYCH LATEK - POROVNANI MODELOVE
KVASINKY A BAKTERIE

ARIANA FIALOVA

Sevapharma, a.s. Korunni 108, CZ-101 03, Praha 10, Vysoka
Skola chemicko-technologicka, UKCHB, Technickd 5, CZ-166
28, Praha 6

fialovaa@centrum.cz

Aromatické latky na bazi fenolu mohou byt
kontaminujici slozkou Zivotniho prostfedi, kam se dostavaji z
odpadll z primyslu, havarii a starych zatézi. Fenolaty jsou
jednou ze slozek ropy a ropnych produktl, fenol se vyskytuje
v odpadech z  farmaceutického, kozeluzného a
petrochemického  primyslu. Biodegradaéni metody v
kombinaci s fyzikalné-chemickymi principy jsou jednou z
efektivnich a ekologickych variant, jak odstranit tyto toxické
latky z kontaminovanych lokalit.

Se zajmem poznat biochemické pozadi biodegradaci a
optimalizovat  tyto  procesy byla provedena fada
mikrobiologickych a biochemickych test. Pro tyto ucely byly
vybrany jako modelové mikroorganismy na fenolaty
adaptovana kvasinka Candida maltosa a sbirkova bakterie
Rhodococcus erythropolis CCM 2595. Tyto dvé populace byly
podrobeny tadé¢ biodegrada¢nich experimenti na rizné
aromaty (fenol, katechol, resorcinol, p-kresol, DNP, p-
hydroxybenzoat, hydrochinon, salicylat, benzoat, p-chlorfenol
aj.), z nichz vétSinu je schopna alesponn jedna z populaci
degradovat.

Populace byly podrobeny nekolikaleté adaptaci na
vysoké koncentrace fenolu (az 1,7 g.I”" v médiu) a porovnany
schopnosti a fyziologické parametry populaci pfed a po
adaptaci.

V zijmu objasnéni mechanismii degradace byly
stanovovany klicové enzymové aktivity (fenol hydroxylasa,
katechol 1,2-dioxygenasa, benzoat 1,2-monooxygenasa) a
pribehy jejich indukce, aktivit a substratové specifity ve forme
hrubého bezbunééného extraktu byly zkoumany v souvislosti s
degrada¢nimi drahami testovanych polutantti.

S cilem zvysit ristové a degradacni rychlosti byly
testovany ptidavky rtznych latek (glukosy, resorcinolu,
huminovych preparatt), které mohou mit za urcitych
podminek pozitivni vliv na efektivitu biodegradacnich
procest.

Dosazené vysledky, porovnavajici fyziologické aspekty
biodegradaci fenolatl u modelové kvasinky a bakterie, mohou
slouzit nejen jako blizsi charakteristika vlastnosti a moznosti
vyuziti obou testovanych mikrobnich populaci, ale i jako
podklad pro dalsi studium enzymového vybaveni v souvislosti
s vyzkumem cilenych genetickych uprav danych kmenti.
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STUDIUM TVORBY RETROVIROVYCH KAPSID
JAKO NOSICU NUKLEOVYCH KYSELIN

SARKA HAUBOVA, PAVEL ULBRICH a TOMAS
RUML

Ustav biochemie a mikrobiologie, Vysokd skola chemicko-
technologicka v Praze, Technickad 5, 166 28 Praha 6
haubovas@vscht.cz

Studium retrovirGi nabyva v posledni dobé na vyznamu
nejen v souvislosti s chorobou AIDS, ale i z divodu jejich
schopnosti vbalovat do svych ¢astic nukleové kyseliny. Poro-
zuméni procesu tvorby retrovirovych kapsid a mechanismu
inkorporace nukleovych kyselin mize vyrazné pfispét k
dalsimu vyuziti téchto systémui pro terapeutické ucely. Nase
préace je zaméfena na studium tvorby nezralych kapsid Mason-
Pfizerova opi¢iho viru (M-PMV) v in vitro syst¢ému. M-PMV
je vhodnym modelem pro studium tvorby kapsid a jejich zrani,
jelikoz tvorba nezralé kapsidy, intracelularni transport téchto
nezralych ¢astic a puceni jsou ¢asove i prostorové oddélené
procesy. Retrovirovy polyproteinovy prekurzor Gag obsahuje
strukturni proteiny, které maji kliCové postaveni pfi fizeni a
tvorbé retrovirovych ¢astic, a to matrixovy protein (MA),
fosfoprotein (PP), protein pl2, kapsidovy protein (CA),
nukleokapsidovy protein (NC) a protein p4.

V nasi laboratofi byly nalezeny podminky, pfi kterych se
ze strukturniho prekurzoru Gag i jeho dele¢nich mutantt tvoti
in vitro spravné sbalené kapsidy. Zamé¢fili jsme se na minima-
lizovanou doménu Gag, a to na fuzni kapsidovy a nukleokapsi-
dovy protein, ktery obsahuje domény zodpovédné za interakce
pii skladani kapsidy. Sledovali jsme vlastnosti jak proteinu
CANC, tak i proteinu CANC bez N-koncového prolinu, jelikoz
bylo jiz diive zjisténo, Ze N-koncovy prolin ma zasadni vliv na
tvar vznikajicich Castic. Byly studovany vlivy pH, koncentrace
zineCnatych iontd a iontové sily a vlivy piitomnosti
oligonukleotidi a RNA na tvorbu nezralych kapsid in vitro.
Bylo zjisténo, ze oligonukleotidy a vybrané nukleové kyseliny
jsou do castic G¢inné inkorporovany a jejich pfitomnost
vyrazn¢ usnadniuje tvorbu kapsid. Velikost a tvar vznikajicich
kapsid byly sledovany pomoci transmisni elektronové
mikroskopie.

Schopnost ucinné inkorporovat do vznikajicich kapsid
nukleovou kyselinu miize byt v budoucnu vyuzita pti vyvoji
vektorti pro genové terapie. K tomuto pfispiva i skutecnost, ze
lze k N-koncové sekvenci CA-NC pfipojit libovolny peptid,
ktery muize slouzit ke smérovani kapsid do cilovych tkani, aniz
by byla porusena schopnost skladat kapsidy.

Prace byla podporena granty MSMT LNOOA079 a
CEZ:J19/18:223300006.

STUDIUM BIOSYNTEZY CsN JEDNOTKY
ANTIBIOTIK MANUMYCINOVEHO TYPU

KATERINA HEJDUKOVA, KATERINA PETRICKOVA
a MIROSLAV PETRICEK
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Kyselina 5-aminolevulova (5-ALA) je prekurzorem
pyrolt i tzv. CsN jednotky (viz vzorec, ¢ast odpovidajici 2-
amino-3-hydroxycyklopent-2-enonu) specifické pro antibiotika
manumycinového typu. Na zakladé prohledavani genomu
nékolika  streptomycetovych  kment, zaméfeného na
pritomnost genti charakteristickych pro ob¢ biosyntetické cesty
5-ALA, tzv. Cs a C4 cesty, jsme prokazali, ze zatimco 5-ALA
potebna na tvorbu pyroll je poskytovana Cs cestou, 5-ALA
vznikajici C4 cestou je vyuzivana vyhradné pro produkci
manumycinovych antibiotik. Gen als, kodujici klicovy enzym
C4 cesty, byl vyuzit k naklonovani kompletniho shluku gent
pro biosyntézu antibiotika asukamycinu.

Dale jsme se zaméfili na detailngj$i popis mechanismu
biosyntézy ~manumycinovych antibiotik, konkrétné¢ na
biosyntézu CsN jednotky. Cilem bylo naklonovat a exprimovat
v E. coli geny pravdépodobné zodpovédné za syntézu a
cyklizaci ALA za vzniku CsN jednotky a ovéfit jejich
enzymovou aktivitu. Geny als (kodujici aminolevulinat
syntazu) a ald (kédujici aldolazu) byly klonovany do
expresnich vektord pQE31 a pMAL-c2. Transla¢ni produkty
obou zminénych gend byly nasledné purifikovany pomoci
afinitni chromatografie a pouzity pro ovéfeni navrzené funkce
téchto gend.

Antibiotikum manumycinového typu — asukamycin

LITERATURA
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Washington, Washington 2000.

MECHANISMUS PUSOBENI ALOSTERICKYCH
MODULATORU METABOTROPNICH
GLUTAMATOVYCH RECEPTORU

VERONIKA HLAVA?KOVA, JEAN-PHILIPPE PIN a
JAROSLAV BLAHOS

Oddéleni molekularni farmakologie, UEM AV CR, Videniska
1083, 142 20 Praha 4
hlavackv@biomed.cas.cz

Hlavni excitaéni neuropfenase¢ glutamat vyvoldva a
ovlivituje synaptickou odpovéd’ v nervovém systému aktivaci
dvou typl receptorti. Vazbou na tzv. ionotropni receptory

o . ¥ ’ 7 o 2+ ’ . .
zpusobuje otevieni kanalk pro Ca®, a tim depolarizaci
membrany neurond. Druhym typem jsou receptory sprazené s
G-proteiny (GPCR — G-protein Coupled Receptor) nazyvané
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metabotropni glutamatové receptory (mGluRs), které moduluji
signalizaci mezi neurony. Dodnes bylo vyklonovéno na 8
podtypd mGluRs, které jsou podle sekvenéni podobnosti,
farmakologickych a biochemickych vlastnosti rozdéleny do tfi
skupin. Pro svou farmakologickou rozmanitost a diky rozdilné
expresi a lokalizaci pre- i postsynaptické jsou mGluRs slibnym
cilem pro vyvoj novych 1éku, které by se uplatnily v 1écbé
mnoha neurologickych onemocnéni.

V soucasné dobé byla uznana hypotéza, ze GPCRs
ruznych typd mohou vytvaret funkéni hetero- ¢i homodimery
nebo vys$si oligomery. Dimerizace ovliviluje farmakologické
vlastnosti receptorti, pfenos signalu pies G-proteiny do nitra
bunky, bunéény transport a dal§i procesy. Na rozdil od
heteromerniho GABAB  receptoru, mGluRs vytvareji
homodimery, ackoli oba receptory patii do spolecné treti
rodiny GPCRs. Zda se pfenosu signalu a tedy vazby G-
proteini ucastni obé podjednotky nebo jen jedna jako v
pripadé GABAB receptoru, nas zajimalo v prvni ¢asti nasi
studie. Abychom mohli kontrolovat povrchovou expresi
receptori, vyuzili jsme poznatkli pravé o GABAB receptoru.
Tento receptor je tvofen podjednotkou GB1 a GB2.
Podjednotka GB1 neni schopna se dostat na povrch bez
pomoci GB2 podjednotky a diky retenénimu signalu v jejim C-
konci je zadrzovana v endoplazmatickém retikulu. Pro
objasnéni pienosu signalu jsme také vyuzili skuteénosti, ze 2. a
3. intracelularni klicka (i3) jsou dilezité pro aktivaci G-
proteinti. Bodovou mutaci v i3 jsme zabranili pienosu signalu
urcité podjednotky a mohli tak sledovat ptenos signalu do nitra
bunky druhou, nemutovanou podjednotkou.

V druhé casti nasi prace jsme vyuzili novych typt
sloucenin, alosterickych moduldtord. Tyto molekuly, at’ uz
pozitivni nebo negativni alosterické modulatory, se vazi do
heptahelikalni domény (HD), mista odlisného od vazebného
mista pro glutamat (N-konec). Jaky je ale mechanismus
pusobeni alosterickych modulatort pouze na jednu
podjednotku nebo cely dimer nebylo dosud objasnéno. K
zodpovézeni této otazky jsme navrhli a vytvorili nékolik typt
mutantnich mGlul receptorti s vazebnym mistem pro negativni
alostericky modulator mGlu5 receptoru, MPEP (2-methyl-6-
(fenylethynyl)pyridin) a sledovali jeho vliv na rizné
kombinace podjednotek receptorti v porovnani s negativnim
alosterickym modulatorem mGlul receptoru — BAY36-7620
[(3aS,6aS)-6a-naphtalen-2-ylmethyl-5-methyliden-hexahydro-
cyclopental[c]furan-1-on].

Nase vysledky ukazaly, ze ob¢ podjednotky mGluR1
jsou schopny aktivovat G-proteiny a stejné tak kazda z
mutovanych podjednotek vaze jednu molekulu MPEPu.
Dokazali jsme také, Ze az pii vazbé 2 molekul antagonisty na
jeden dimer je teprve tento receptor antagonizovan. Vyuziti
alosterickych modulatorti v 1é¢bé neurologickych onemocnéni
ma své vyhody. Diky specifické vazbé do transmembranové
domény vykazuji tyto latky 1) absolutni podtypovou
selektivitu, 2) zachovavaji prostorové i docasné uspotradani
receptoru, a tak jsou schopny ovlivnit jiz existujici
fyziologickou signalizaci.

Tento projekt byl podporovins GA CR (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
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BEZOUSKOVA, and JAROSLAV WEISER

Mikrobiologicky ustav AV CR, Videriska 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

281

IV. Amerika 2004

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.

NOVE MOZNOSTI ON-LINE PREKONCENTRACE
ANALYTU V KAPILARNI ELEKTROFOREZE

JANA ,HORAKOVA, VITEZSLAV MAIER a JURAJ
SEVCIK

Katedra analytické chemie Prirodovédeckad Fakulta Univestita
Palackého, Trida Svobody 8, 771 46 Olomouc

Metody kapilarni elektroforézy (CE) se dnes stavaji ¢im
dale castéji vyuzivanéj$imi separacnimi technikami. Jejimi
hlavnimi vyhodami jsou nendro¢nd instrumentace, nizka
spotfeba vzorku a zejména vysokd separacni ucinnost.
Slabinou CE je nedostatecna koncentracni citlivost, zvlasté pri
pouziti UV-VIS detekce. K ¢&asteéné eliminaci tohoto
problému slouzi on-line prekoncentraéni techniky zalozené na
vyuziti principd ptrechodné izotachoforézy, stacking nebo
sweeping efektu.

Prezentovand nova kapilarn¢ elektroforetickd on-line
prekoncentra¢ni technika umoziiuje stanovovat nanomolarni
koncentrace slabych elektrolyti pomoci klasickych UV-VIS
detektorii. Vhodnost navrzeného postupu je demonstrovana na
stanoveni benzoové a sorbové kyseliny ve vzorcich stolniho
oleje a ovocné §tavy. Filozofie on-line prekoncentrace je
zalozenda na vhodném experimentalnim uspofadani dvou
pracovnich elektrolyti, které se 1isi svym slozenim a pouZzitym
pH. Na elektrolytickém rozhrani téchto dvou pracovnich elek-
trolyti dochazi k elektroforetické imobilizaci stanovovanych
analyti. Po dostate¢ném ,,nakoncentrovani“ analyti je jejich
naslednd mobilizace a separace umoznéna namigrovanim
micelotvornich latek do separaéni kapilary.

Vlastni metoda se mize z metodického hlediska rozdélit
na dvé faze: akumulacni a mobiliza¢ni. V nami demon-
strovaném pfipadé jsou ve fazi akumulaéni pouzité modelové
analyty (benzoova a sorbova kyselina) rozpustény v boratovém
pufru o pH 9,5. Pti tomto pH dochazi k jejich ionizaci. Protoze
ob¢ kyseliny jsou slabymi elektrolyty, jsou zaporné nabité a
migruji ke kladné nabité elektrodé. Pti této migraci ,,narazi*
molekuly kyselin (disociované v boratovém elektrolytu) na
rozhrani fosfatového pufru o pH 2,5. Nizké hodnota pH tohoto
elektrolytu zptisobi jejich deionizaci (ztrati naboj), a tudiz
prestanou v kapilafe v tomto misté migrovat. Po dostate¢né
dlouhé dobé elektrokinetického dévkovani vzorku dochézi k
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zakoncentrovani analytd v pH rozhrani. Nasledné je nutné
nakoncentrované neionizované analyty rozseparovat a nechat
domigrovat k detektoru. Nastupuje druhd faze — mobilizaéni,
pri které se analyty ,rozpohybuji“ pomoci zavedeni SDS
molekul do kapilary v koncentraci, ktera umozni tvorbu jejich
micel. Protoze v nami demonstrovaném ptipadé jsou SDS
micely zaporné nabité a jsou schopny do svych molekul
inkorporovat v daném elektroforetickém prostiedi neioni-
zované molekuly benzoové a sorbové kyseliny, dochdzi k
jejich separaci a nasledné detekci. Identifikace benzoové a
sorbové kyseliny probiha na zakladé rozdilnych vlnovych
délek (benzoova kyselina ptfi 200 nm a sorbova kyselina pii
260 nm).

Nami vyvinutd on-line prekoncentracni technika
kapilarni elektroforézy umoziiuje stanoveni velmi nizkych
koncentraci slabych elektrolyti (v nami demonstrovaném
pfipadé LOQ = 1,5.10° moll"). Vzhledem ke stabilits
elektrolytického rozhrani metoda umoziuje az 4-hodinovy
elektrokineticky nasttik modelovych analytt.

Autori dékuji za podporu vyzkumnému zaméru MSM
153100013 Ministerstva skolstvi CR.

TISSUE SPECIFIC ALTERNATIVE SPLICING IN THE
GENE FOR AHP5, A HISTIDINE-CONTAINING
PHOSPHOTRANSFER PROTEIN FROM Arabidopsis
thaliana

J. HRADILOVA® a B. BRZOBOHATY"*

“Laboratory of Plant Molecular Physiology, Masaryk
University Brno, Faculty of Science, Kotlarska 2, 611 37,
Brno, bInstitute of Biophysics, AS CR, Krdlovopolska 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. AHPS 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
(AHPS5s and AHPSI). Following sequencing, the second intron
was found intact at position 211 bp in the longer product
(AHP5I). 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. AHPSI 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.
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PROTILATKY PROTI RECEPTORUM SPRAZENYM S
G - PROTEINEM

D. HYBLOVA®", L. VESELSKY", J. VELEK" a
B. ZELEZNA"

“Prirodovédecka fakulta, Univerzita Karlova, Hlavova 2030,
128 40 Praha 2, bUstav molekuldrni genetiky, AV CR,
Flemingovo nam. 2, 166 37 Praha 6, Ustav organické chemie
a biochemie, AV CR, Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
hyblova.dasa@seznam.cz

Extrcelularni ¢asti angiotenzinového (AT1, AT2) a
trombinového receptoru (TR) pracuji sprazené s G-proteinem.
Tyto receptory maji komplikovanou strukturu se sedmi
transmembranovymi Useky. Snazili jsme se detegovat
receptory AT1, AT2 a TR v lyzatu bunéénych membran. K
tomu jsme vyuzili protilatky pfipravené proti syntetickym
peptidim odpovidajicim urcité sekvenci extraceluldrni ¢ésti
téchto receptori. Adsorpei antigenniho peptidu na pfipravené
protilatky jsme potvrdili jejich specifitu. Pripravené protilatky
lze pouzit k imunoprecipitaci receptorti z lyzati bunécnych
membran a lze jimi rovnéZz sledovat expresi receptoru na
urovni proteinu za ruznych fyziologickych podminek.

Pripravili jsme velké mnozstvi protilatek proti vybranym
sekvencim extracelularnich ¢asti receptoru AT1 (sekvence
169-188, 14-23), AT2 (sekvence 184-195, 193-204) a
trombinového (sekvence 44-52, 244-268). Byly pfipraveny
syntézou jako nasobné antigenni peptidy na lyzinovém
heptameru. Témito peptidy jsme opakovan¢ imunizovali
kraliky a z jejich krve izolovali sérum. Ziskané polyklonalni
protilatky jsme testovali imunochemickou metodou ELISA. Z
organti dospélych potkanii kmene Wistar a z nenarozenych
embryi mysi jsme izolovali bunééné membrany a jejich lyzat
rozdélili pomoci SDS elektroforézy, prenesli z gelu na NC-
membranu  (Western blot), kde jsme je detegovali
pfipravenymi protilatkami. Jako sekundarni protilatku jsme
pouzili prase¢i protilatku proti krali¢imu imunoglobulinu
znacenou kienovou peroxidasou. Substratem byl H,O,, detekci
jsme provadéli ECL nebo chlornaftolem. K imunoprecipitaci
lyzatd bunéénych membran v neionogennim detergentu jsme
pouzili Protein G-Sepharosu CL 4-B.

Z ptipravenych polyklondlnich kralic¢ich protilatek jsme
vybrali ty, které maji dostate¢n¢ vysoky titr, rozeznavaji jak
peptid, proti kterému byly pfipraveny, tak receptor z lyzatu
bunéénych membran a po imunoabsorpci antigennim peptidem
tuto schopnost ztraceji. Pro AT1 je to protilatka proti peptidu
(169-188), pro AT?2 je to protilatka proti peptidu (184-195) a
pro TR je to protilatka proti peptidu (44-52).

Pomoci protilatky proti AT1 receptorim jsme zjistili
vyssi expresi AT1 receptoru na urovni proteinu v tukové tkani
u vasektomovanych potkand proti normalnim zvifatim. U
potkan vystavenych chladovému stresu jsme nepozorovali
vyrazné zmény na urovni AT1 AT2 proteinu v tukové tkani,
ackoli byly pfedtim zaznamenany zmény na urovni mRNA pro
tyto receptory.

Imunoabsorpci se nam podafilo potvrdit specifitu
protilatek pfipravenych proti sekvencim receptoru ATI1
(sekvence 169-188), AT2 (sekvence 184-195) a trombinového
(sekvence 44-52). Do budoucna bychom chtéli receptor
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imunoprecipitovany jednou protilatkou detegovat protilatkou
proti jiné Casti receptoru a ziskat imunoprecipitat v takovém
mnozstvi, aby jej bylo mozno z blotu sekvenovat, a tak plné
potvrdit specifitu protilatky.

PURIFIKACE A CHARAKTERIZACE ENZ¥MI°J ]
MODIFIKOVANE ORTHO-METABOLICKE DRAHY
BAKTERIALNIHO KMENE Achromobacter xylosoxidans
A8

ZDENEK CHODORA', VERA JENCOVA®, HYNEK
STRNAD?, MILUSE HROUDOVA® a VACLAV PACES®

“Ustav biochemie a mikrobiologie, Vysokd skola chemicko-
technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6, bUstav
molekularni genetiky, AV CR, Flemingovo namesti 2, 166 28
Praha 6

chodoraz@vscht.cz

Jednim z hlavnich ekologickych problémt soucasnosti je
kontaminace Zivotniho prostfedi halogenderivaty aromatickych
uhlovodikl, jako jsou napiiklad polychlorované bifenyly
(PCB), chlorbenzoaty (CB) nebo chlorfenoxyacetaty. V
nedavné dob¢ byla izolovana fada bakterii schopnych vyuzivat
chloraromatické slouceniny jako alternativni zdroj uhliku a
energie. VétSina téchto bakterii transformuje za aerobnich
podminek tyto slouceniny na chlorkatecholy, které jsou
nékterymi kmeny bakterii metabolizovany pomoci enzymi
modifikované ortho-metabolické drahy na bézné bunécné
metabolity. Tato drdha je tvofena Ctyfmi enzymy:
chlorkatechol 1,2-dioxygenasa, chlormukonat cykloisomerasa,
(chlor)dienlakton hydrolasa a (chlor)maleyacetat reduktasa.
Geny kodujici tyto enzymy jsou obvykle lokalizovany na
plasmidech. Znalosti ziskané studiem téchto metabolickych
drah maji vyuziti pti fizenych bioremediacich oblasti
kontaminovanych halogenderivaty aromatickych uhlovodiku.
Bakterialni kmen Achromobacter xylosoxidans A8 byl
izolovan z pidy kontaminované polychlorovanymi bifenyly. Je
schopen utilizace 2-chlor a 2,5-dichlorbenzoatu. Pti sekvenéni
analyze plasmidové DNA pAS81 tohoto kmene byl
identifikovan operon mocpR-ABCD, kodujici enzymy
modifikované ortho-metabolické drahy. Za ucelem funkéni
analyzy mocpABCD gent byly pfipraveny expresni vektory
nesouci jednotlivé mocp geny, které byly exprimovany v E.
coli BL21(DE3). Pro vSechny Mocp proteiny (Mocp A, Mocp
B, Mocp C, Mocp D) byla vypracovana purifika¢ni schémata
poskytujici jednotlivé proteiny o homogenité dostatecné pro
enzymové analyzy. Byly provedeny zéakladni charakteristiky
téchto enzymu: stanoveni optimalni reakcni teploty a pH,
ziskani kinetickych dat pro razné substraty (Km, Vlim),
stanoveni molekulové hmotnosti, podjednotkového slozeni a
stanoveni izoelektrického bodu.

BIOQHEMICKA CHARAKTERIZACE FAKTORYU
PODILEJICICH SE NA REGULACT KONDENZACE
CHROMATINU BEHEM MEIOTICKEHO DELEN{

LUCIE JELINKOVA a MICHAL KUBELKA
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Ustav Ziv. fyziologie a genetiky AV CR, Rumburskd 89, 277 21
Libéchov

Sbaleni chromatinu do kompaktniho chromosomu je
komplexni proces, jehoz se tcastni mnoho faktor. Faktory,
které se podileji na kondenzaci béhem mitotického déleni jsou
popsany, ale existuje malo informaci o pribéhu kondenzace
béhem meiotického de€leni. Cilem prace je charakterizovat
faktory, které se podileji na regulaci kondenzace chromosomu
béhem meiotického zrani prasecich oocytt.

Nejvyznamnéj$im faktorem zodpovédnym za
morfologické zmény béhem meiotického déleni je tzv. MPF
(M-phase promoting factor), coz je komplex cyklin-
dependentni kinasy cdc2 a regulacni podjednotky cyklinu B.
Predpoklada se, ze je klicovym faktorem regulujicim pfechod
G2/M béhem bunééného cyklu vsech bunck. S kondenzaci
chromatinu jsou spojovany modifikace histonu, pfedevsim
jejich fosforylace. V posledni dobé se ukazuje, Ze mnohem
vyznamé&ji nez histon H1 (ktery byl ptivodné povazovan za
dalezity) je do tohoto dé&je zapojen histon H3 a jeho
fosforylace na Ser 10, se kterou je spojovana Aurora B kinasa.
Dale se na kondenzaci podili komlex péti podjednotek
nazyvany kondensin, ten je tvofen jadrem dimeru SMC
proteinii (Structural Maitence of Chromosome Proteins) a
tiemi podjednotkami nepatiici k SMC proteinim (CAP-D2,
CAP-H, CAP-G); tyto podjednotky jsou fosforylovany.
Fosforylace histonu H3 je dulezita pro nasednuti kondensinu
na DNA, po némz nasleduje sbalovani chromatinu za casti
ATP do nadsroubovicovych struktur.

Sledovali jsme zmény ve fosforylaci histonu H1 a H3,
expresi Aurora B kinasy béhem meiotického zrani oocyta.
Pomoci imunoblotu jsme sledovali fosforylaci histonu H3 na
Ser 10 specifickou polyklonalni protilatkou spolu s expresi
Aurora B kinazy. Tyto zmény jsme porovnali s aktivitou Cdc2
kinasy. Zmény ve fosforylaci H3 na Ser 10 jsme sledovali u
oocytt kultivovanych jednak v kontrolnim médiu, jednak za
pfitomnosti  inhibitor cdk-kinas (Butyrolactone I) a
proteosyntézy (cycloheximide), a to s vyuzitim imunoblotingu
a kinasové eseje. Expresi dvou clenti kondensinového
komplexu (CAP-D2 a CAP-H) jsme sledovali na urovni
mRNA metodou RT-PCR.

Zjistili jsme, ze k aktivaci histonu H3, tedy fosforylaci na
Ser 10, dochazi ve stddiu MI (1. meiotickd metafaze) a
pokracuje do faze MII (2. meiotickd metafaze), ve stadiu GV
(germinal vesicle — na pocatku zrani) neni histon H3
fosforylovan (imunoblot a kinasova esej).

SYNTEZA NOVYCH CALIXARENP,ORFYRINfJ A
STUDIUM JEJICH KOMPLEXACNICH VLASTNOSTI

MARTIN KAS, IVAN STIBOR a PAVEL LHOTAK

Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze, Technickad 5,
166 28 Praha
kasm@yvscht.cz

Tato prace se zabyva piipravou a studiem komplexacnich
vlastnosti novych calixarenoporfyrinovych derivati. Tyto
konjugaty byly pfipravovany pro svou piedpokladanou
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schopnost interagovat s fullereny C60 a C70 a jako latky
vhodné pro vystavbu dal$ich molekularnich senzori.

SPACER

SPACER

Pii studiu konjugatd calix[4]arenti a thiacalix[4]arent s
porfyriny byla objevena jejich schopnost komplexovat
fullereny C60 a C70. Za interakce zpusobujici komplexaci
fullerenu jsou odpovédné porfyrinové jednotky téchto
konjugatti, zatimco calixarenovy skelet slouzi jako vhodné
,molekularni leSeni” umoziujici preorganizaci prostorového
usporadani molekuly. Sledovan byl vliv tohoto prostorového
uspofadani na silu komplexace fullerenti. Komplexace byly
sledovany pomoci 'H NMR.
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INDUKCE LIPAS V KVASINKACH RODU
GEOTRICHUM A STANOVENI JEJICH
STEREOSPECIFICITY A SELEKTIVITY PRO
NENASYCENE MASTNE KYSELINY

ZDENEK KEJIK®, MARIE ZAREVUCKA®, KATERINA
DEMNEROVA® a ZDENEK WIMMER"

“ Vysoka Skola chemicko-technologickd v Praze, Fakulta
potravindarské a biochemické technologie, Technickad 5, 16628
Praha 6; bUstav organické chemie a biochemie A V CR,
Flemingovo namesti 2, 16610 Praha 6
zarevucka@uochb.cas.cz

a- a y-Linolenové kyseliny jsou prekurzory ikosanoidu.
Jejich deficit vede mimo jiné ke kardiovaskularnim chorobam.
Bézné jsou tyto kyseliny dodavany potravou. U nemocnych a
starSich osob je syntéza ikosanoidi zna¢né sniZena.
Linolenové kyseliny je tedy nutno podavat ve zvysenych
davkach v potravinovych dopliicich. Nejcastéji se uzivaji oleje,
které obsahuji tyto kyseliny v riznych koncentracich v
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zavislosti na pavodu oleje. Jednou z moznych metod' pro
zvySeni obsahu nenasycenych mastnych kyselin je hydrolyza
triacylglyceroll, obsahujicich nenasycené mastné kyseliny,
provadéna lipasami, které maji specificitu pro tento typ
kyselin. Jako vhodné organismy pro ziskani lipas byly vybrany
kvasinky Geotrichum fragrans 48 a Geotrichum candidum
(0302, 4012, 4013). Pro indukci lipas byla pouzita dvé rizna
média s olivovym olejem jako induktorem. V médiu, které
obsahovalo pepton jako zdroj dusiku, byla pfednostné
indukovéna extracelularni lipasa. Naopak v médiu, které
obsahovalo mocovinu jako zdroj dusiku, byla piednostné
indukovana lipasa vazana na povrch burniky. Aktivované lipasy
byly stabilizovany a bylo stanoveno jejich optimalni pH,
stereospecificita a selektivita vi¢i nenasycenym mastnym
kyselinam. Tyto enzymy budou dale pouzity pro obohaceni
jedné z frakci ziskané enzymatickou hydrolyzou oleje ze
semen ¢erného rybizu o nenasycené mastné kyseliny.

Autori dékuji MSMT za financni podporu pomoct projekti
COST D13.10 (soucdst mezinarodni pracovni skupiny COST
D13/0014/01) a COST D30.001.
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@EBOBNI’ FOTOTBOFNI’ BAKTERIE JAKO NOVY
CLANEK MORSKEHO UHLIKOVEHO CYKLU

MICHAL KOBLIZEK?®, ZBIGNIEW S. KOLBER” a
PAUL G. FALKOWSKI*

“Mikrobiologicky tistav AV CR, Opatovicky mlyn, 379 81
Trebori; bMBARI, 7700 Sandholdt Road, Moss Landing, CA
93901, USA;, “Institute of Marine and Coastal Sciences,
Rutgers, New Brunswick, NJ 08901, USA

Nedavny objev ptitomnosti aerobnich fototrofnich
bakterii v tropickém Pacifiku vzbudil silny zajem o tuto
skupinu mikroorganismi. Nasledna studie prokazala, ze v
oligotrofnich vodach severovychodniho Tichého oceanu tvoii
tyto organismy kolem 10 % mikrobidlniho spolecenstva.
Aerobni  fototrofové  predstavuji  malou  podskupinu
Proteobakterii. Obsahuji fotosynteticka reakéni centra tvofena
bakteriochlorofylem a na rozdil od svych blizce pribuznych
purpurovych bakterii jsou striktné aerobni.

Sledovali jsme ptitomnost fototrofnich bakterii v riznych
lokalitach svétového oceanu pomoci kinetické fluorometrie v
infraervené oblasti. V Tichém oceanu (stanice ALOHA,
Hawaii, USA) se mnozstvi bakteriochlorofylu pohybovalo
kolem 1-2 pM, relativni podil fototrofie analyzované z poméru
mnozstvi pigmentd bakteriochlorofylu a chlorofylu byl kolem
2 %. V Cerném a Baltském mofi bylo pozorované mnoZstvi
bakteriochlorofylu vyssi (5-50 pM), ovSem pomér pigmenttl
byl pouze kolem 1 %.

Kolem 40 kmend fotoheterotrofnich bakterii bylo
vyizolovano z riznych oblasti svétového oceanu. Na zéklade
sekvenace geni  16S  ribozomalni podjednotky a
fotosyntetického reakéniho centra a s piihlédnutim k
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fyziologickym a biochemickym charakteristikdim byly
vyizolované kmeny zatazeny do dvou zakladnich rodi
Roseobacter a Erythrobacter nalezejicich do skupiny a-
Proteobakterii. Pomoci kinetické fluorometrie a absorpcni
spektroskopie bylo prokdzano, ze vsSechny izolaty obsahuji
funkéni bakterialni reakéni centra. Schopnost asimilace CO,
byla prokazana pomoci inkorporace radioaktivniho
bikarbonatu. Na druhou stranu ziskané kmeny nebyly schopny
Cisté autotrofniho ristu a vyZadovaly pfitomnost organického
substratu. Pomoci souasného méfeni respirace a fotosyntézy
bylo zjisténo, Ze tyto organismy mohou ¢aste¢né nahrazovat
energii oxidativni fosforylace pomoci fotofosforylace.
Fotosyntetickd reak¢ni centra tak slouzi jako alternativni zdroj
ATP. Tato metabolickd strategie je ziejm¢ vyhodnd v
mofském ekosystému charakteristickém omezenymi zdroji
zivin.  Vyrazny podil v  pelagickych  bakterialnich
spolecenstvech a fotoheterotrofni typ metabolismu signalizuji
vyznamnou roli aerobnich fototrofnich bakterii v motském
uhlikovém cyklu.
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TKANOVE SPECIFICKE UCINKY ANTIESTROGENU,
ANTIGESTAGENU A FYTOESTROGENU U MYSI

EVA KOHLEROVA

Ustav Zivocisné fyziologie a genetiky, AV CR, Videriskd 1083,
142 20 Praha 4

V posledni dobé se zdjem endokrinologti soustied’uje na
tzv. endocrine disruptors. Jsou to chemické latky, které
mimikuji nebo inhibuji aktivity pfirozenych hormont, nebo
méni funkce nervového, imunitniho a endokrinniho systému.
Vysledkem jejich pusobeni v organismu muze byt rakovina
prsu, varlat, prostaty a jinych organi, endometriosa, poruchy
reprodukce a anomalie sexudlniho chovani.

V souCasné dobé je celosvétovou snahou vypracovat
vhodny model pro detekci hormonalnich aktivit pfirozenych i
syntetickych latek. Na nasem mysim modelu jsme simultanné
studovali biologické aktivity latek s vlastnostmi agonistli a
antagonisti steroidnich hormont v riznych cilovych tkanich.
Pokusy in vivo totiz umoziuji posoudit biologické Ucinky
agonistl, antagonistd i parcialnich agonisti daleko piesnéji nez
pokusy in vitro.Napft. vazebné studie nerozlisuji antagonisty od
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agonistt, nékteré latky jsou aktivni v podminkach in vitro,
zatimco v podminkach in vivo jsou bez U¢inku a naopak.
Tkéanové kultury mohou reagovat podle druhu tkané na stejny
hormon rizné a naopak nekteré bunééné linie mohou reagovat
stejné na rtizné hormony.

Ke studiu byly pouzity outbredni mysi kmene C3H/HeN.
Zvitata byla ustajena ve zvéfinci pti svételném rezimu 12 h
svétlo/ 12 h tma, krmena nutriéné kompletni peletovanou
dietou a vodou ad libitum. Mladé samice a samci byli do
pokusu zatazeni v 18 dnech véku. Samice, které byly pouzity
jako dospélé, byly ovariektomovany mezi 21.-24. dnem veku.
Dospéli samci byli kastrovani 10-20 dni pfed zafazenim do
pokusu. Zvifatim byly subkutanné aplikovany antiestrogeny,
antigestageny, fytoestrogeny a diethylstilbestrol v 50 pl
olejového vehikula. Biologicka aktivita téchto latek byla
hodnocena podle ristu mlécné zlazy, délohy, semennych
vackd a sleziny. Rust mlééné Zlazy byl hodnocen na zakladé
stanoveni procentického zastoupeni epitelidlnich struktur v
celozlazovych preparatech.

PI“JSpBENi RESVERATROLU NA KVASINKOVE
BUNKY Saccharomyces cerevisiae

IRENA KOLOUCHOVA®, KAREL MELZOCH?,
VLADIMIR FILIP® a JAN SMIDRKAL"

“Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi a bUstav miéka a tuku,
Vysoka Skola chemicko-technologicka v Praze, Technicka 5,
166 28 Praha 6

Resveratrol (trans-3,5,4 -trihydroxystilben) a ostatni
polyfenolické latky pfitomné v ptfirodnich materidlech jsou v
soucasné¢ dobé v poptedi svétového zajmu diky svému
pfiznivému téinku na lidsky organismus. Tyto latky patii mezi
antioxidanty. Jejich plsobeni se dava do souvislosti s
pozitivnim ovlivnénim metabolismu tukll a se snizenim poctu
kardiovaskularnich a nddorovych onemocnéni.

Z téchto divodl byla resveratrolu vénovana mimotadna
pozornost a jeho obsah byl sledovan ve vinech, rostlinach,
ovoci a zeleningé a také byl zkouman jeho vliv na tkanové
kultury. Dosud se ale nikdo nezabyval jeho uc¢inkem na
mikrobialni populace, zejména na kvasinky, které se s
resveratrolem v prub&hu procesu kvaSeni dostavaji do kontaktu
ve velice §irokém rozmezi od desetin mg.I"' az po 10 mg.I'".
Snazili jsme se proto zjistit vliv riznych koncentraci
resveratrolu na buniky Saccharomyces cerevisiae (a zarovein
vliv rozpoustédla — ethanol, DMSO — pro resveratrol) a jeho
pusobeni na buiky v prostfedi oxidativniho stresu. Dal$im
hlediskem bylo hledani pfipadného protektivniho wcinku
resveratrolu, ktery byl nalezen pfi jeho pfidavku u tkanovych
kultivaci.

Stanoveni resveratrolu bylo provadéno metodou HPLC s
elektrochemickou detekei a ucinky resveratrolu na kvasinkové
bunky byly sledovany pomoci rlstovych kiivek a méfenim
aktivit enzymi, které mohou byt ovlivnény oxidativnim
stresem nebo piitomnosti resveratrolu peroxidasa,
polyfenoloxidasa, katalasa, lakasa.

Bylo zjisténo, ze resveratrol nema ve zkoumaném
rozmezi 50 pg.l' — 10 mg.l" vyznamn&jsi vliv na rist bundk
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Saccharomyces cerevisiae ssp. Malaga ani na diploidni
laboratorni kmen Saccharomyces cerevisiae YF. VEtsi vliv ma
naopak pouzité rozpoustédlo pro resveratrol, kde zvlasteé vyssi
koncentrace DMSO v médiu (5,5 %) zptisobovala mensi nartst
populace. Z hlediska oxidativniho stresu je koncentrace
peroxidu vodiku 0,1 % pro bunky Saccharomyces cerevisiae
letalni, ale pfi kultivaci bunék s resveratrolem tato koncentrace
letalni neni. Dale bylo zjisténo, ze v prostiedi vyssiho
oxidativniho stresu si butika vytvofila vy$§i mnozstvi proteint
a zvySovala aktivitu katalasy. Z hlediska aktivit katalasy a
lakasy ma resveratrol protektivni ucinek pro kvasinkovou
buflklil v podminkach oxidativniho stresu do koncentrace 0,5
mg.l".

IZOLACE A CHARAKTERIZACE MEMBRANOVEHO
GLYKOPROTEINU CD36 ZE SRDECNIHO SVALU A
KREVNICH DESTICEK LABORATORNIHO
POTKANA

K. KONTROVA?, J. ZIDKOVA®, V. ZIDEK", K.
MIKULIKS, J. PEKNICOVAY, P. PALECKOVA® a M.
PRAVENEC"

“Ustav biochemie a mikrobiologie, Vysokd $kola chemicko-
technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha,
bFyziologicky tistav AV CR, 142 20 Praha, “Mikrobiologicky
ustav AV CR, 142 20 Praha, Ustav molekuldrni genetiky AV
CR, 166 37 Praha

CD36 je integralni membranovy glykoprotein vyskytujici
se na povrchu fady bunék jako multiligandovy receptor.
Uplatiiuje se napf. ve vazbé s trombospondinem-1, kolagenem,
oxidovanymi lipoproteiny s nizkou hustotou (LDL) a
erytrocyty infikovanymi  Plasmodiem  falciparum. Je
exprimovan v krevnich desti¢kach, monocytech, makrofazich a
také v bunkach s aktivnim metabolismem dlouhofetézcovych
mastnych kyselin jako jsou tukova tkan, tenké stfevo a srde¢ni
sval. Spontanni delece v genu kodujicim tento protein vede k
porucham metabolismu glukosy a lipidi jako je esencialni
hypertenze (vysoky krevni tlak nevznikly nasledkem jiné
nemoci), inzulinova rezistence nebo obezita. Vysoky krevni
tlak je povazovan za jeden z hlavnich rizikovych faktord
mozkové mrtvice, infarktu myokardu a selhani ledvin.

Pro studium biochemické a genetické podstaty téchto
faktorti se vyuziva nékterych inbrednich kmenti laboratorniho
potkana, zejména hypertenzniho kmene SHR (Spontaneously
Hypertensive Rat) a kontrolniho normotenzniho kmene WK
(Wistar Kyoto). Z genetickych analyz kmene SHR a
kongenniho kmene SHR-4 s pouzitim DNA-bioéipu
vyplynulo, Ze vyznamnym faktorem ovliviiujicim zminéné
metabolické poruchy je pravé protein CD36. Cilem nasi prace
byla izolace proteinu CD36 ze srde¢ni tkané a krevnich
desti¢ek obou kment a jejich nasledna strukturni, biochemicka
a imunochemickd charakterizace.

Vypracovali jsme nékolikastupiovou metodu izolace
membranovych proteini ze srdeéniho svalu i krevnich
desticek. Pomoci HPLC ionexové chromatografie byl
purifikovan protein CD36 ze srde¢ni tkané. Aktivni frakce
byly pouzity k imunizaci a piipravé krali¢ich polyklonalnich
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protilatek. Imunochemické studie pomoci Ouchterlonyho
techniky a dvourozmérné imunoelektroforézy neprokézaly
rozdil v imunologické reaktivité proteinu CD36 u kmene SHR
a WK. Dvourozmérna elektroforéza s izoelektrickou fokuzaci
v prvnim rozméru prokazala vznik nékolika izoforem proteinu
CD36, které mohou byt zpusobeny rozdilnymi posttrans-
la¢nimi modifikacemi. Studium posttranslacnich modifikaci
proteinu CD36 prozatim neodhalilo vyznamné rozdily v
glykosylaci mezi proteiny CD36 obou studovanych kmentd. K
imunodetekei proteinu CD36 jsme pouzili monoklonalni kiizo-
v¢ reagujici protildtku proti lidskému CD36 trombospon-
dinovému receptoru. Pomoci nepfimé fluorescencni techniky
byly zjistény podstatné rozdily v expresi proteinu CD36 na
povrchu nativnich krevnich desticek mezi kmeny SHR,
kontrolniho kmene WK a transgennich kment SHR linie 10 a
19. Procentualni zastoupeni krevnich desticek s povrchovym
receptorem CD36 bylo u spontanné hypertenzniho kmene
vyrazné snizeno asi o 35 % proti kontrolnimu kmeni WK. U
transgennich kmentt SHR/TG10 a SHR/TG19 byl jasny trend
navratu k normalnimu poctu pozitivnich bunc¢k.

METATEZE - UZITECNY NASTROJ MODERNI
ORGANICKE SYNTEZY

Vysokd skola chemicko-technologickd v Praze, Ustay
organické technologie, Technickad 5, Praha
kopecnyj@vscht.cz

V moderni organické syntéze jsou Siroce uZivany
katalytické reakce, které umoziiuji a zjednodusuji ptfipravu
organickych latek. Jednou z nich je metatéze, reakce
nenasycenych  organickych molekul, nazyvand diive
disproporcionace olefini. Pfi reakci dochdzi k rozpadu a
opétnému vzniku dvojné vazby, schéma 1.

kat.

2 R/\/R' R/\/R + R,/\/R'

Schéma 1: Reak¢ni schéma metatéze

Pii metatézi dochazi k vyméné atomti nebo skupin atomut
mezi dvéma molekulami, bez zmény charakteru vazeb.
Metatéze olefinll je obzvlast zajimava z hlediska moznosti
sestavovat organickou molekulu z jednotlivych ,.bloku“, a tak
zjednodusit, nebo mnohdy dokonce umoznit, syntézu
chemické latky. Metatézi je mozno aplikovat na nenasycené
latky nejriznéjsich struktur.

Pfi studiu modelové reakce metatéze linarnich o-olefini
s pouzitim vysoce selektivniho heterogenniho katalyzatoru na
bazi Re,0,/AL,0; byla vénovana pozornost katalytické aktivité
a selektivité¢ v zavislosti na ménénych podminkach reakce a
aktivace katalyzatoru. Katalyticky systém je aktivni jiz za
laboratorni nebo mirné zvysené teploté. Katalyzator je mozno
po opétovné aktivaci opakované pouzit k reakci bez vyrazného
snizeni aktivity.
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NESYMETRICKY FUNKCIONALIZOVANE 1, 1°-
BlNAFTYL,OV’E LIGANDY PROOCHIRALNi
ROZPOZNANI ZWITTERIONTU

SIMONA KOSCOVA*, MILOS BUDESINSKY?, IVANA
CISAROVAP a JANA HODACOVA®*

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo
nam. 2, 166 10 Praha 6, bPrirodovédeckd fakulta Univerzity
Karlovy, Hlavova 2030, 128 40 Praha 2

V oblasti molekularniho rozpoznani organickych sloucenin
byl v poslednich letech zaméfen zajem na aminokyseliny jako
dillezitou tiidu biomolekul'. Z literatury je zndm pouze nizky
pocet ligandii schopnych chiralniho rozpoznani aminokyselin jako
zwitteriontli”.

Nase cilové ligandy se skladaji ze 3 zakladnich strukturnich
Casti, centralni axialn¢ chiralni 1,1’-binaftalenové jednotky, ke
které jsou pfipojeny zbyvajici 2: vazebné misto pro amoniovy
kation (crown etherovy fragment) a vazebné misto pro
karboxylovy anion (mocovinovy, thiomocovinovy nebo amidicky
fragment).

Obecné lze k piipravé nesymetricky funkcionalizovanych
binaftalenti pouzit dva syntetické pfistupy. Prvni vyuziva znamych
opticky aktivnich binaftylovych prekurzori. Nasledné opracovani
jejich skeletu vede k cilovym opticky aktivnim slouc¢eninam.
Nevyhoda spociva ve vysokém poctu naslednych reakénich krokd.
Tento princip jsme uplatnili pii syntéze ligandd 1. Druhou
syntetickou strategii pfedstavuje nesymetricky coupling vhodné
substituovanych 2-naftoli®. Racemicky produkt couplingové
reakce je nutné dale §tépit na antipody. Oproti prvnimu piistupu je
vyhodou druhého nizky pocet reakénich krokd, ale nevyhodou je
nutnost vypracovat metodu Stépeni produktu na enantiomery.
Oxidativnim couplingem byly ziskany ligandy II.

V soucasné dobé probihaji studie pfipravenych ligandl z
hlediska jejich komplexacnich vlastnosti zwitteriontti.

Prace byla vypracovina v ramci grantu GA CR 203/01/0067 a
projektu AV CR Z4 055 905.
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EXPRESE GENU OTEVRENEHO CTECIHO RAMCE 7
KODUJICi NUKLEOKAPSIDOVY PROTEIN N VIRU
REPRODUKCNIHO A RESPIRACNIHO SYNDROMU
PRASAT PROSTREDNICTVIM BAKULOVIROVEHO
VEKTORU V HMYZiCH BUNKACH

E. KOSINOVA, I. PSIKAL, R. TESARIK a L. RODAK

Veterinary Research Institute, Hudcova 70, 621 32, Brno
kosinova@vri.cz
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Bakuloviry jsou pouzivany jako expresni vektory pro
ziskavani heterolognich proteinti s vysokym vytézkem. Pro
rekombinace je pouzivan virus AcMNPV (Autographa
california multiple nuclear polyhedrosis virus), ktery se
pomnozuje v hmyzich bunkach (Sf-9) kultivovanych in vitro,
odvozenych z hmyzu fadu Lepidoptera, zejména larev Celedi
Noctuidae, druhu Spodoptera frugiperda.

V systému Bac-N-Blue (Invitrogene) je transferovym
vektorem plazmid E. coli, ktery obsahuje gen pro polyhedrin
pod kontrolou silného promotoru p/h., dile DNA sekvence pro
kompletaci homolognich usekl 5 konce bakterialniho LacZ
genu, gen ORF1629 nutny k replikaci bakuloviru, polylinker
pro vlozeni cizorodé DNA a signaly pro terminaci transkripce
a polyadenylaci. Prostfednictvim homologni rekombinace je
do rekombinantniho bakuloviru tak vnesen, kromé
pozadovaného inzertu, gen k produkci B-galaktosidazy a gen
ORF1629 k obnoveni replikaéni schopnosti rekombinantniho
bakuloviru, ktery byl v transfekci pouzit v linearizované
formé. Selekce rekombinantnich bakulovirG (occ-) je
umoznéna kompletaci LacZ genu a plaky tvoiené timto
fenotypem jsou modfe zbarvené v pfitomnosti chromogenu.

V eukaryontnim systému exprese rekombinantnich
proteini byl zkonstruovan rekombinantni bakulovirus
exprimujici kompletni gen (ORF7) evropského sérotypu viru
PRRS (V-516), ktery koduje 128 aminokyselin (aa)
strukturalniho nukleokapsidového proteinu N. Klon bakuloviru
D-1/5/20 byl purifikovan plakovou technikou selekci modrych
plaki a po 6. pasazi dosahoval titr 2,2x108 PFU.ml™.
Produkce a identita rekombinantntho N proteinu (rN) o
velikosti ~15 kD byla ovétovana v SDS-PAGE v redukujicich
podminkach a imunoblotovaci technikou s PRRS pozitivnim
polyklonalnim prase¢im sérem a s monoklonalni protilatkou
WB 4 ziskanou z CVL Weybridge, Anglie. Bézné byly
dosahovany koncentrace rN proteinu 80 az 250 pg.ml™.

Rekombinantni antigen (rN) viru PRRS byl pouzit v
koncentraci 2 pg.ml™® k sestaveni nepfimého ELISA testu
(PRRS IgG rELISA) k prikazu PRRSV protilatek v sérech
prasat. K ovéfeni diagnostickych parametrii soupravy bylo
paralelné vySetfeno 154 sér prasat diagnostickou soupravou
IDEXX HerdCheck® ELISA. Porovnanim diagnostickych
parametrii obou metod ukazuje na vétsi specifitu (95 %) PRRS
IgG rELISA pfi detekci protilatek proti evropskému sérotypu
viru PRRS nez IDEXX ELISA. Tento vysledek byl
determinovan tim, ze 25 sér ze 154 bylo diagnostikovano v
rELISA jako PRRSV pozitivni a v IDEXX ELISA PRRSV
negativni. Citlivost detekce specifickych protilatek v PRRS
IgG rELISA doséahla 93 %.

Tato prace je soucasti grantu MO3-99-01 Ministerstva
zemédelstvi Ceské republiky.

Al::ROBNi DEGRADACE NlTlgOF];NOLOV\’gCH o
LATEK VE VODNEM PROSTREDI POMOCI SMESNE
POPULACE

A. KOSTECKOVA®, Z. PRONAYOVA?, J. PACA?, J.
PACA jr.” a M. STIBOROVA"

“Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi, Fakulta potravindiské
a biochemické technologie, Vysoka Skola chemicko-
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technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6,
bPrirodovedeckd fakulta Univerzity Karlovy, Katedra
biochemie, Albertov 2030, 128 40 Praha 2
Alena.Kosteckova@vscht.cz

Nitroaromatické  slouCeniny  predstavuji  zavazné
kontaminanty zneci$t'ujici zivotni prostfedi. Tvofi zékladni
stavebni jednotky mnohych barviv, vybusnin, rozpoustédel,
plastt a dale slouzi jako prekurzory pro produkci
aminoaromatickych derivatd. V pid¢ se mohou akumulovat v
dasledku hydrolyzy organofosforovych insekticidd. Mnohé z
téchto sloucenin jsou toxické pro vétSinu zivych organismi a
4-NF spolu s dal§imi tfemi zastupci nitrofenolti je zapsan na
listiné prioritnich polutanti evidované US Environmental
Protection Agency.

Pro prvni fazi experimentl, jenz byla zaméfena na
adaptaci biodegraderd, byla pouZzita smésna mikrobni populace
ziskana ze zeminy dlouhodobé kontaminované
nitroaromatickymi latkami z podniku Synthesia Pardubice.
Pokusy probihaly pfi teploté 28 °C na tfepackach za aerobnich
podminek v Erlenmayerovych batikach obsahujicich 100 ml
BSM média. Jako jediny zdroj uhliku pro adaptaci byly
pouzity roztoky mononitrofenol (2-NF, 3-NF, 4-NF),
dinitrofenolt  (2,4-DNF, 2,6-DNF) a dale jejich smés.
Pocatedni koncentrace jednotlivych latek byly 5 mg.l"' pro
mononitrofenoly a 1 mg.I" pro dinitrofenoly.

Dalsi faze studia byla zaméfena na sledovani
biodegradacnich charakteristik 2-NF, 3-NF a 4-NF b&hem
jednorazovych aerobnich submersnich kultivacich s volnymi
bunkami. Z vysledkl vyplyva, ze za téchto podminek byla
populace schopna degradovat cca 30 mg.l' 2-NF b&hem 5
hodin, stejnou koncentraci 4-NF béhem 3 hodin. Z analyzy
HPLC je patrné, ze v pribéhu degradace nedochéazelo k tvorbé
a akumulaci zadnych metabolitd.

V soucasné dob¢ jsou provadény experimenty degradace
smési mononitrofenolti s poc¢atecni koncentraci kazdého z nich
20 mg.I". Vysledky ukazuji, Ze pii dob& zdrZeni cca 3,5 h je
mozno odbourat 93-98 % vstupujicich latek.

Prdce byla finanéné podporovina GA CR — projekt
104/03/0407.

SYNTEZA NOVYCH CHIQALNI’CH
POLYAZAMAKROCYKLU ]
[3+3] CYKLOKONDENZACNI REAKCI

MICHALA KOZAKOVA, MILOS BUDESINSKY a
JANA HODACOVA

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

V nedavné dobé byla objevena zcela unikatni reakce
trans-1R,2R-diaminocyklohexanu s tereftaldehydem, pfi které
témet kvantitativné vznikd produkt [3+3] cyklokondenzace 1
aniz by byl pouzit templatovy efekt nebo metoda velkého
ziedéni'%. Snadnou redukei Schiffovy baze 1 byl ve vysokém
vytézku ziskan hexaamin 2 (Schéma 1), u kterého byla pfi
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komplexacnich studiich izomernich benzentrikarboxylati
zjisténa vysoka selektivita k benzen-1,3,5-trikarboxylatu’.

o]
z
O/NHz CH,CN
+ —_—
y nebo THF
NH, 90%
4
O <:§
NaBH,
—

80%

5@

6@@

Schéma 1

Cilem naseho dalSiho studia je ovéfit moznosti vyuziti
[3+3] cyklokondenzace pro ptipravu analogickych chiralnich
polyazamakrocykli. Byla studovdna reakce trans-1R,2R-
diaminocyklohexanu s dal§imi rigidnimi dialdehydy 3-8, pro
jejichz pripravu byla vypracovana nova syntetickd metodika.

Prace byla provedena za financéni podpory GA CR
(203/03/0087) a v ramci vyzkumného projektu Z4055905.
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VYZNAM TRANSKRIPCNIHO FAKTORU c¢-Myb PRO
TVORBU, MOTILITU A ZIVOTASCHOPNOST
MESENCHYMOVYCH BUNEK

E. KREJCI?, V. KARAFIAT", M. DVORAKOVA®, J.
KRALOVA®, P. SNAJDR', S. MANDIKOVA®, P
BARTUNEK", M. GRIM® a M. DVORAK"

”Anatomick)ﬁ ustav, 1.LF UK, U Nemocnice 3, 12800 Praha 2
YUstav molekuldrni genetiky, AV CR, Flemingovo ndmésti 2,
16637 Praha 6



Chem. Listy 98,271 — 314 (2004)

Transkrip¢ni faktor c-Myb je znam piedevsim jako jeden
z klicovych regulatort terminalni diferenciace
hemopoetickych bunék obratlovcd. Podle nepocetnych
literarnich daju je exprimovan i v nekterych nekrvetvornych
embryonalnich tkanich, ale o jeho pfipadné uloze v ¢asnych
fazich embryogenese neni dosud nic znamo.

S pouzitim fady detekénich metod jsme zjistili, Ze ve
vyvijejicim se kufecim embryu je c-Myb exprimovan velmi
brzy, jiz na zacatku gastrulace, a to ve vétSiné bunék.
Experimenty s c-Myb antisense oligonukleotidy ukazaly, ze
inhibice tohoto protoonkogenu v explantatech perifernich ¢asti
neurdlni ploténky blokuje migraci bunék neurdlni liSty.
Naopak mirné zvysena exprese vede ke vzniku bun¢k neuralni
liSty i z centralni ¢asti neurdlni ploténky, kde k tomu za
pfirozenych ~ podminek  nedochazi. 'V migrujicich
mesenchymovych bunikdch vede snizeni exprese c-Myb k
porucham jejich motility a jeho Uplna eliminace indukuje
apoptosu. Tato pozorovani dokladaji vyvojovy vyznam
transkripéniho faktoru c-Myb pro tvorbu, motilitu a
zivotaschopnost mesenchymovych bunék, a tim jeho novou
ulohu v ¢asné embryogenesi.

Podporeno grantem 304/03/0463 od GA CR.

GLYKOMIMETIKA A GLYKODENDRIMERY NA
BAZI CALIX[4]ARENU JAKO IMUNOSTIMULANTY

K. KRENEK™" *, P. KRIST?, P. LHOTAK, I. STIBOR" a
V. KREN®

“Laborator* Biotransformaci, Mikrobiologicky tistav AV CR,
142 20 Praha 4, bUstav organické chemie, Vysoka skola
chemicko-technologickad v Praze, 166 28 Praha 6
krenek@biomed.cas.cz

Derivaty  2-acetamido-2-deoxy-f-D-hexopyranos  se
vyznaCuji vysokou afinitou vG¢i aktivaénim receptorim
krysich, poptipadé lidskych lymfocytd a pfirozenych zabijec,
tzv. NK bunék (natural killer cells)’. Po otestovani aktivity
mono- a oligosacharidyckych ligandi jsme se rozhodli
pfipravit polyvalentni ligandy na bazi glykokonjugati a
glykodendrimérii®, které se vyznacuji mnohem vy3si aktivitou
nez nizkomolekularni ligandy. Syntéza téchto sloucenin je
podpotena faktem, ze receptor NK bunék ma dvé aktivaéni
mista, tudiz zde miize dojit k uplatnéni efektu multivalence®.
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Nedavno  byly  publikovany  prace  popisujici
glykokonjugaty s calix[4]areny™. Lipofilni calixarén by mél
zajistit silngjsi interakei s membranou cilové buiky nez diive
pripravené slouceniny. Proto jsme se rozhodli pouzit
calix[4]aren jako konstrukci nesouci derivaty aminocukri.
Zména konformace calixarénu nam dovoluje zvolit rozdilné
prostorové uspofadani cukernych jednotek. Substituce
spodniho okraje calixarénu a zména spaceru pfipojujiciho
cukerné jednotky pak dovoli ménit afinitu vici aktivaénim
receptorim NK bunék.

OH
] H
HO 7N P
S
o= .
e
(0] H NH N‘{
NH N / H N 4
HO 4 N H
HO S (o]

OH

Hlavni naplni této prace je ptipravit neoglykokonjugaty
calix[4]aréml s 2-acetamido-2-deoxy-B-D-glukopyranosou,
syntéza PAMAM dendrimérii s calixarénovym jadrem a
testovani aktivity téchto sloucenin vici aktivacnim receptorim
krysich a lidskych NK bunék. Dale bude diskutovana stabilita
a rozpustnost pfipravenych sloucenin.

Tato prace byla podporena granty COST D13 (MSMT
OCD13.50) a D25 (MSMT OCD25.002)
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KAPALNE KRYSTA,LICKE LATKY BANANOVITEHO
TVARU ODVOZENE OD SUBSTITUOVANYCH
2,7-DIHYDROXYNAFTALENU

MARTIN KUCHAR?, JIRI SVOBODA®, VLADIMIRA
NOVOTNA®, PREMYSL VANEK" a MILADA
GLOGAROVA"

“Ustav organické chemie, Vysokd Skola chemicko-
technologicka v Praze, Technickad 5, 166 28 Praha 6,
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V  ramci vyzkumu novych kapalnych krystala
bandnového typu' byla vypracovana metodika syntézy 1-
substituovanych 2,7-dihydroxynaftalenti a 4(4 -alkyloxyben-
zen-1’-karbonyloxy)benzoovych kyselin. Z téchto prekurzort
byly pfipraveny kapalné krystaly obecného vzorce 1. U téchto
latek bylo studovano mesomorfni chovani v zavislosti na
substituci  centralniho jadra a na délce koncovych
alkoxylovych  skupin. Dale byla pfipravena fada
nesymetrickych kapalné krystalickych latek s terminalni
dvojnou vazbou koncového alkylového fetézce 1. Polymeraci
téchto latek vznikaji kapalné krystalické polymery, od nichz
ocekavame zajimavé optoelektronické vlastnosti.

o
oo,
P aRatty

R = C5H13' CBHW' C1DH21' C12H23
X = H, CH,, NO,, CI, CN

R1 C1OH21

R, = (CH,)CH=CH,

Prdce byla podporovina grantem GA CR 106/00/0580 a
202/02/0840, vyzkumnym zamérem MSMT MSM 223100001 a
projektem COST D14 WG 0015.
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VYUZHIE SYNTEIICKYCH siRNA NA FUNIg(“:Nl’J
ANALYZU PROTEINU p53 POMOCOU DNA CIPOV

BRANISLAV KUSENDA, SONA STRUNQOVA,
ROMANA BORSKA, BORIS TICHY a SARKA
POSPISILOVA

Centrum molekularni biologie a genové terapie, Interni
hematoonkologicka klinika, FN Brno, C’ernopolm’ 9,625 00
Brno

Utlmovanie  génovej expresie (gene  silencing)
sprostredkovanej dvojretazcovymi molekulami RNA bolo
popisané ako RNA interferencia (RNAi), sliziaca ako
mechanizmus posttranskripénej regulacie expresic a  ako
obranny mechanizmus bunky proti virusom a transpozénom.

siRNA (small interfering RNA) s dizkou 19-23 bp
vznikaju z dlhych dsRNA molekul pdsobenim enzymu DICER
a stavaju sa sucastou komplexu RISC (RNA-induced silencing
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complex), ktory sa s vysokou S$pecifitou viaze na
komplementarne mRNA, ¢o spdsobuje ich destrukciu a
posttranskripéné utlmenie génovej expresie.

Vysoka $pecifita interakcie sSiRNA a mRNA, zaloZena na
komplementarite baz, umoziiuje rozpoznanie a odliSenie
mutantnych RNA a ich $pecifickil inaktivaciu. To umoziuje
navrhovat’ syntetické siRNA proti transkripénym produktom
mutantnych foriem nadorového supresorového génu p53.
Mutécie génu pre protein pS3 sa vyskytuju vo viac ako 50 %
Tudskych nadorovych buniek, o vedie k jeho neschopnosti
zuCastiovat’ sa na regulacii bunkového cyklu a spustit
apoptoticku drdhu. Preto sa utlmenie expresie nefunkéného
génu pre protein p53 prostrednictvom siRNA javi ako
progresivny postup pri protinddorove;j terapii.

Efektivnost  utlmovania expresie  sprostredkovanej
syntetickymi siRNA a detailnd charakterizacia zmien
expresnych profilov je vyhodnocovanad technolégiou DNA
¢ipov (microarrays).

Prdce byla podporovina grantem MSMT 1K04017C a
vyzkumnym zameérem MZ 00065 26 97 05.

SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM (SNP) OF
COMPLEMENT RECEPTOR (CR) 1 GENE IS NOT
INVOLVED IN SUSCEPTIBILITY TO SARCOIDOSIS

M. KVEZERELF, E. GARRS, F. MRAZEK?, E.
KRIEGOVA?®, J. DRABEK?, V. KOLEK", R. M. DU
BOIS',J. C. GRUTTERSY, K. I. WELSHS, and M.
PETREK®

“Department of Immunology, bDepartment of Respiratory
Medicine, Palacky University, Olomouc, “Clinical Genomics
Group,Royal Brompton Hospital,London, UK, “Department of
Pulmonology,Sint ~ Antonius Hospital, Nieuwegein, The
Netherlands

According to a recent study in Italian population', 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

IV. Amerika 2004

CZ Patients CZ Controls NL Patients NL Controls IT Patients* IT
n=110 n=319 n=116 n=62 n=91 Controls n=94
Genotype frequency
cC 110 319 116 62 91 94
CG 0.60(68) 0.66(212) 0.58(67) 0.68(42) 0.50(46) 0.64(60)
GG 0.40(42) 0.34(107) 0.39(45) 0.26(16) 0.32(29) 0.30(28)
0 0 0.03(4) 0.06(4) 0.18(16) 0.06(6)
Allele frequency
C 220 638 232 124 182 188
G 0.80(178) 0.83(531) 0.77(179) 0.81(100) 0.66(121) 0.79(148)
0.20 (42) 0.17 (107) 0.23(53)* 0.19(24) 0.34(61)& 0.21(40)

Chi’=0.66,P=0.57; *Chi’>=0.58,P=0.53; & Chi’=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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NOVY DRUH CHIRALITY KARBENOVYCH ]
KOMPLEXU: AXIALNE CHIRALNI KARBENOVE
KOMPLEXY CHROMU

LUDEK MECA a DALIMIL DVORAK*
Ustav organické chemie, Vysokd $kola chemicko-

technologicka v Praze, Technickad 5, 166 28 Praha 6
mecal@vscht.cz, dvorakd@vscht.cz

M(CO), OM(CO), W(CO)s
R~ “NR, R,/&NRQ dNRz
O)
1 Jii

Cr(CO)s
H5COO0C,, N(CHz),
CHy

(S)-111 (R)-1V
> 98 % ee (HPLC)
AGFrac = 121 kd/imol > 95 % ee (NMR)

[a]p = +186.6° (CH,Cl,) [a]p =-95.6° (CH,CI,)

Fischerovy aminokarbenové komplexy I jsou uzite¢nymi
stavebnimi bloky pro organickou syntézu', nebot’ umoziiuji
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selektivni vystavbu cykld, a to i nékolika v jednom reakénim
kroku. Pti pouziti komplexti, obsahujicich chirdlni substituent
R na dusiku, bylo u mnoha reakci dosazeno dobrych
diastereoselektivit’.

NMR spektrum slou¢eniny I (M = W a R’ = Ph) ukazuje
na brandnou rotaci kolem vazby PhC (cit.%). Zjistili jsme, Ze
nahrazeni jediného ortho vodiku methylovou skupinou zvysi
racemizacni bariéru do takové miry, ze jednotlivé enantiomery
jsou stabilni pii laboratorni teploté. Budou pfedstaveny
syntetické cesty ke komplextim III a IV v¢etné preparativniho
Stépeni na Cisté enantiomery.

Podporovino GA CR (reg. ¢ 203/00/0316)
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EXPRESE GENU SAPP2 KVASINKY Candida
parapsilosis

MICHAELA MERKEROVA

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo ndm.
2, Praha 6, 166 10

Aspartatové proteasy sekretované oportunné-patogennimi
kvasinkami rodu Candida jsou povazovany za jeden z faktort
virulence (spolu s dimorfismem, ¢i se schopnosti adheze na
hostitelsky povrch). U C. parapsilosis byly zatim
identifikovany 3 geny kodujici tyto proteasy: SAPP1 — 3.
Dosavadni znalosti o produktu genu SAPP2 jsou rozporuplné.
SAPP2 byl povazovam za pseudogen, piipadné za gen, ktery je
exprimovan za dosud nezjisténych podminek. Jini autofi
naopak tvrdili, ze se jim proteasu Sapp2p podafilo z
kultivaéniho média izolovat. Cilem této prace bylo expresi
SAPP2 analyzovat nejprve na genové urovni a dale pokud
mozno i na urovni genového produktu.
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Pomoci RT-PCR bylo zkoumano, za jakych podminek je
SAPP2 exprimovan v tekutém médiu. Zatimco gen SAPP1 je
transkribovdn pouze v médiu, kde jsou jedinym zdrojem
dusiku exogenni bilkoviny, transkript SAPP2 byl detegovaniv
kompletnim médiu. Exprese SAPP2 navic neni zavisla na pH
tak siln¢, jako SAPP1. Transkript SAPP2 jsme detegovali i v
bunkach, které byly kultivovany pii pH 5 a 6. Naopak gen
SAPP1 je exprimovan jen v prostfedi o pH<S.

Piestoze je SAPP2 exprimovan za vSech nami
testovanych podminek, dlouho se nedafilo odpovidajici
produkt z kultury ziskat. Nakonec bylo izolovano malé
mnozstvi Sapp2p pomoci chromatofokusace. Koncentrace
Sapp2p v kultivaénim médiu byla vsak ptiblizn¢ stokrat nizsi
nez koncentrace Sapplp. To je také pravdépodobné diivodem,
pro¢ nebyl produkt genu SAPP2 blize charakterizovan jiz
diive.

THE DETERMINATION OF N-METHYLCARBAMATE
PESTICIDES IN BABY FOOD

BARBORA MICKOVA®, JITKA ZROSTLIKOVA?,
JANA HAJSLOVA?, PAVEL RAUCH?, and ANGEL
MONTOYA"

“Institute of Chemical Technology, Technicka 3, 166 28
Prague 6; *Centro de Investigacion e Innovacion en
Bioingenieria. 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
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in baby food even for the analysis of crude non-purified
extracts.

VLIV TEZKYCH !(OVﬁ,NA PRODUKCI ]
EXOPOLYMERNICH LATEK A SLOZENiI BUNECNE
STENY U KVASINEK

JIRI MIKES, MARTINA SIGLOVA, ALENA CEJKOVA,
JAN MASAK a VLADIMIR JIRKU

Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze, UKCHB,
Technicka 5, 166 28 Praha 6
Jiri.mikes@vscht.cz

Odpadni vody kontaminované tézkymi kovy piedstavuji
vazné riziko pro vSechny zivé organismy. Neustale je vyvijeno
usili naleznout alternativni pfistupy k  chemickym a
fyzikdlnim metoddm odstrafiovani téchto iontl z prostiedi.
Aplikace zivych bungk, jejich soucasti a polymernich produkti
se dlouhodobé¢ jevi jako velmi vhodny zptisob eliminace iont
tézkych kovi, ktery je i ekonomicky vyhodny. Role bakterii v
téchto bioremediacnich procesech je prostudovana mnohem
podrobnéji nez v piipadé kvasinek a plisni. Vzhledem k
vyraznym odli$nostem v jejich sloZeni a v jejich schopnosti
produkovat exopolymerni slouceniny (EPS), se nabizi $iroka
Skala potencialnich vazebnych mist pro ionty tézkych kovi.
VSechny eukaryotni mikroorganismy jsou schopné separovat
tézké kovy'. Dominantni podil vysledkii v této oblasti se tyka
kvasinky Saccharomyces cerevisiae®. Ve skutetnosti se jedna
o proces, ve kterém hraje roli celd fada faktor, predev§im
slozeni kultiva¢niho média a koncentrace a druh iontu tézkého
kovu. Podil EPS v tomto procesu je v soucasnosti pfedmétem
vyzkumu™*,

Akumulace iontd kadmia, chromu, olova, niklu a zinku
pomoci eukaryotnich bun¢k a jejich EPS byla testovana u 16
druhii kvasinek a plisni v mikrokultiva¢nim zafizeni Bioscreen
C a v Erlenmayerovych baiikach na laboratorni tfepacce. Byla
sledovana schopnost produkovat EPS a rozsah zmén ve sloZeni
bunééné stény v kultivaénim prostiedi v pritomnosti a bez
pfitomnosti iontd téZkych kovi. Na konci kultivaci v
Erlenmayerovych bankach byly separovany bunky a EPS, u
nichz bylo charakterizovéano jejich chemické slozeni a zjistény
podily mnozstvi navdzanych tézkych kovli. Vyrazné se na této
schopnosti projevila koncentrace kovli v kultivaénim médiu.
Lze konstatovat, ze existuji dva zakladni ptistupy, kterymi se
kvasinka snazi vyrovnat se s pfitomnosti iontti tézkych kovt v
prostfedi. Ionty mohou byt hromadény v bunéénych
soucastech a nebo vazany funkénimi skupinami polysacharidu
a bilkovin v EPS. To, ktery zptsob u bunky pfevladne, zavisi
na druhu mikroorganismu, ale z velké casti také na slozeni
kultiva¢niho média a koncentraci iontti. Z hlediska vazby kovu
v bunééné stén¢ hraje vyznamnou roli podil mannosové a
glukosové slozky. Je-li tento pomér mensi nez 1, je schopnost
akumulovat ionty kovi v bunééné sténé vyraznéjsi. Tato
skute¢nost v§ak muze byt stinéna produkei EPS s afinitou vici
danému kovu.

Ziskané vysledky by mély v budoucnu slouzit pro cilenou
pfipravu mikrobialni biomasy schopné ucinné eliminovat
konkrétni tézky kov. Zaroven by se mély stat vstupni
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informaci pro studium chovani populaci kvasinek a plisni v
biofilmovych konsorciich vystavenych stresu v podobé
pritomnosti iontd tézkych kovi.

Dékujeme pant Ing. Dané Savické z UBM VSCHT za vétsinu
mikroorganismii pouzitych v této prdci.
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EXPERIMENTALNI OVERENI FUNKCE PROTEINU Z
GENOMICKYCH PROJEKTU: DEHALOGENACNI
AKTIVITA MYKOBAKTERIALNIHO PROTEINU
RV2579
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Haloalkandehalogenasy jsou mikrobidlni enzymy $tépici
vazbu mezi uhlikem a halogenem u halogenovanych alifat.
Tyto enzymy jsou pfedmétem stale intenzivnéjSiho vyzkumu
vzhledem k jejich potencidlnimu vyuziti jako pramyslovych a
environmentalnich biokatalyzatorii a biosenzordt. V DNA
databazich je uloZena fada sekvenci vykazujicich podobnost se
sekvencemi znamych haloalkandehalogenas. Jednou z
domnélych haloalkandehalogenas je protein Rv2579, jehoz
gen 1v2579 byl nalezen v genomu lidského patogena
Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

Pocitacovy model proteinu Rv2579 byl srovnan s
krystalovou strukturou haloalkandehalogenasy LinB ze
Sphingomonas  paucimobilis UT26 (cit."). Tato analyza
ukazala, ze z 19 aminokyselin, které tvofi aktivni centrum a
vstupni tunel, je 6 aminokyselin rozdilnych mezi Rv2579 a
LinB. Abychom zjistili vliv zdmény téchto aminokyselin, byly
do LinB vnaseny substituce vyskytujici se u Rv2579. Mutace
byly vnaseny postupné a kumulativné a vysledny Sestinasobny
mutant by mél mit rekonstruovano aktivni misto Rv2579. U
tohoto mutantniho enzymu byla experimentalné prokazana
dehalogenazova aktivita a bylo potvrzeno, Ze Rv2579 patii do
rodiny haloalkandehalogenas.

Soucasné byl gen rv2579 ptenesen z Mycobacterium
bovis* do Escherichia coli, protein Rv2579 byl exprimovan a
purifikovan. Cisty protein Rv2579 vykazoval dehalogenasovou
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aktivitu. Pro mutantni enzym i Rv2579 byly stanoveny kine-
tické konstanty Ky, a k., pro 1-chlorbutan a 1,3-dibrompropan.
Kinetické vlastnosti obou zmifiovanych enzymu se vyznamné
nelisi, a tim se potvrdilo, Ze Sestindsobnou substituci bylo
rekonstruovano aktivni misto Rv2579 v LinB. Zde popsany
experiment rekonstrukce aktivniho mista enzymu s
ptredpokladanou funkci v pfibuzném enzymu se znamou funkci
1ze pouzit k charakterizaci domnélych enzymii z genomickych
a proteomickych studii.
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KROK URCUJICi RYCHLOST SYNTEZY
KOMPOZITU POLYPYRROL/NAFION/POLYPYRROL
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Vodivé polymery (CP) jsou v poslednim desetileti vedle
dalsich potencialnich aplikaci intenzivné studovany rovnéz s
ohledem na jejich mozné vyuziti v palivovych ¢lancich typu
PEM (Proton Exchange Membrane). V tomto ohledu se
vyzkum dostupny v odborné literatufe soustiedil predevsim na
jejich vyuziti jako alternativniho nosice katalyzatoru. V ramci
pfedchozi prace se naSe pozornost soustfedila na studium
metodiky pfipravy kompozitu Nafion/polypyrrol (NP)'. Ze
studovanych se jako nejvhodnéj$i ukéazala byt tzv. difuzni
metoda. Ta je zalozena na chemické oxidaci monomeru
difundujiciho membranou tvofici pfepazku mezi roztokem
monomeru a oxida¢niho ¢inidla. Pfipraveny kompozit
vykazuje dostatecnou mechanickou stabilitu a
elektrochemickou aktivitu. Pro pfipravu zakladni casti
nizkoteplotniho palivového ¢lanku typu PEM tzv. ,,Membrane
Electrode Assembly* (MEA) je nezbytné piipravit tuto
polymerni vrstvu na obou stranich PEM. Jak vyplynulo z
predchozich experimentt, krokem fidicim kinetiku ristu filmu
vodivého polymeru je transport monomeru pies kompozit,
predevsim pak pfes film polypyrrolu (PPy). Cilem této prace je
ur¢it hodnotu permeability kompozitu, porovnat ji s Cistou
membranou Nafion 117 a navrhnout vhodnou metodu syntézy
sekundarni elektrody.

Ke stanoveni permeability membrany pokryté filmem
PPy pro pyrrol (Py) byly pouzity nasledujici dvé metody: (7)
optimalizace z kinetiky ristu PPy filmu a (ii) difuze Py
kompozitem. Hlavni pfednosti metody (i) piedstavuje fakt, ze
poskytuje hodnotu permeability PPy filmu v pribchu syntézy.
Vysledky tedy nejsou ovlivnény zménami struktury jiz
ptipraveného kompozitu v pribéhu jeho uskladnéni, popf.
opakovaného vystaveni G¢inktim roztoku monomeru. Vyhodou
metody (i) je pak pfedevS$im moznost ptimého vyhodnoceni
experimentalné zjisténych dat. Eliminovany jsou tudiz mozné
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chyby zptsobené zavedenymi zjednodusujicimi predpoklady,
popt. numerickym vy¢islenim matematického modelu.

Z vysledkl provedenych diftznich experimentti (metoda
(@) vyplynulo, ze PPy film vykazuje permeabilitu o 3 fady
nizsi nez Cisty Nafion. To se projevuje zpomalenim rychlosti
rustu filmu s trvanim syntézy. Vyznamngé;jsi je vak skutenost,
ze metoda (i) (optimalizace permeability z kinetiky rdstu PPy
vrstvy) vykazuje permeabilitu PPy pro Py pfiblizné€ o jeden fad
vyssi. Je tedy ziejmé, ze PPy film v prabéhu uskladnéni, popt.
nasledného vystaveni ucinklim roztoku monomeru, podléha
blize nespecifikované konsolidaci majici za nasledek
vyznamné snizeni jeho propustnosti. V dusledku tohoto faktu
lze ptedpokladat, ze syntéza sekundarni vrstvy bude siln¢
brzdéna pifitomnosti vrstvy primarni a to vyrazn¢ vice, nez by
bylo mozno oéekavat na zaklad¢ analyzy kinetiky jejiho rdstu.
To je v souladu s experimentalnimi vysledky syntézy
sekundarni PPy vrstvy. Pfitomnost vrstvy nebyla pomoci
rastrovaci  elektronové mikroskopie lomu kompozitu
detegovéana ani po 15 hodinach polymerace (4j. jeji tloustka
byla mensi nez 0,3 um), ackoliv podle hodnoty permeability
ziskané metodou (i) by tloustka méla dosahovat pfiblizn€¢ 10
um. Pfitomnost vrstvy PPy vSak jasné prokazaly provedené
elektrochemické experimenty. Zmétené voltametrické kiivky
vykazuji tvar typicky pro PPy. Je zfejmé, Ze k tispé$né syntéze
sekundarni vrstvy je zapotiebi zvolit odliSny pfistup, ktery
nebude natolik ovlivnén nizkou propustnosti PPy vrstvy. Na
zaklad¢ dosud provedenych experimenttl se jako nejvhodnéjsi
jevi byt elektropolymerace na povrchu chemicky pfipraveného
PPy o minimalni tloustce pfiblizné 0,1 pm.
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REAKTIVACE MUTANTNIHO PROTEINU p53 JE
ZAVISLA NA Hsp90

PETR MULLER a BORIVOJ VOJTESEK

Masarykiv onkologicky tistav, Zluty kopec 7, 65653 Brno

mezi

Protein p53 faktor

je transkripéni pattici
dochazi v butice k jeho aktivaci, vazbé na DNA a spusténi
transkripce cilovych genti zodpovédnych za zéstavu
bunééného cyklu nebo apoptézu. Inaktivace p53 bodovou
mutaci je jednou nejcastéjSich genetickych zmén v nadorové
bunce. Bodova mutace vede ke ztrat¢ DNA-vazebné aktivity
a/nebo k nestabilit¢ struktury proteinu pS53. Mutace ménici
konformaci DNA-vazebné domény jsou cCasto teplotné
senzitivni a davaji nam tak nadgji vyvinout terapii zalozenou
na reaktivaci funkce mutovaného p53.

V na8ich studiich jsme prokazali teplotn¢ senzitivni
charakter mutovaného proteinu p53 285Lys v bunkach
nadorové  linie  karcinomu prsu BT474. Obnova
transaktivacnich schopnosti tohoto mutanta ve 32 °C byla
prokazana (i) detekci cilovych proteinti p21V4F' a2 MDM2 a
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(it) vyuzitim reportérového genu LacZ fizeného promotorem
zavislym na vazbé funkéniho p53. Nésledovné byla ovéfena i
zména konformace DNA-vazebné domény p53 v pribéhu
reaktivace. V bunkach vystavenych teplot¢ 32 °C byla
detegovana zména konformace nativniho proteinu p53 za
pomoci imunoprecipitace protilatkou Pab1620 rozliSujici
nemutovanou konformaci p53 a protilatkou Pab240 rozliSujici
mutovanou konformaci p53. Metodou imunoprecipitace byla
dodate¢né prokazana tvorba stabilniho komplexu mezi
mutovanym p53, MDM2 a Hsp90. Inhibice Hsp90
Geldanamycinem vede k rozruSeni tohoto stabilniho
komplexu a hladina p53 1 MDM2 klesd. Vliv stresového
proteinu Hsp90 na p53 byl zkouman i v procesu reaktivace
mutantniho p53 ve 32 °C. Pouzitim 2 uM Geldanamycinu bylo
prokazano, ze Hsp 90 je jako chaperon nezbytny pro zménu
konformace proteinu p53 a obnovu jeho transaktivacnich
funkci. Bez funkéniho Hsp90 nedochazi pii sniZeni teploty ani
ke zméné konformace proteinu p53, ani k obnoveni jeho
trasaktivacnich schopnosti.

Objev novych nizkomolekularnich latek ménicich konformaci
p53 pifindsi nové perspektivy do 1é€by nadorti nesoucich
mutaci v genu p53. Reaktivace mutanti p53 by se mohla stat
vysoce ucinnou a zejména specifickou terapii. Nami prokazana
zavislost reaktivace mutovaného proteinu p53 na Hsp90 tak
ptinasi zasadni informace objasiiujici mechanismus reaktivace
mutovaného p53 a vede k cilengj$imu hledani novych zpisobu
terapie zamétené na pS3.

Tato price byla podporovina granty: IGA MZ CR NC/7131-3
a GA CR 301/02/0831

NIKLEM KATALYZOVANA CYKLIZACE 1,6-DIENU:
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DAVID NECAS, MATYAS TURSKY a MARTIN
KOTORA

Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédecka fakulta,
Univerzita Karlova, Hlavova 6, 128 43 Praha 2
david.necas@seznam.cz

V posledni dobé byla pfipravé karbocyklickych a
heterocyklickych slou¢enin z terminalnich dienli vénovana
pozornost mnoha pracovnich skupin. Byly vypracovany
postupy cyklizace zalozené na radikalovych reakcich', dale
katalytické reakce vyuzivajici komplext riznych prechodnych
kovu (sz, Rh%, Ry’ ¢&i Ni4), a nebo reakce zalozené na pouziti
stechiometrického mnozstvi komplexti riznych ptechodnych
kovii at’ jiz ze za&atku & konce prechodové fady”.

— .
R/\/ Ni, toluen R(:\li nebo F<I
== EtAl (ELAICI) =

R=CH(COOEt),; fluoren; Ph,Si; anilin

Katalyza pomoci ptechodnych kovi je vétsinou zalozena
bud na komplexech stabilnich, ale relativné drahych
pfechodnych kovi (Pd, Rh, Ru), nebo na komplexech
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levngjsich kovl (Ni), které jsou vSak narofné na pfipravu a
citlivé na reakéni podminky. Nami navrzeny katalyticky
systém na bazi komplexi niklu a organohlinitych sloucenin je
snadno pouzitelny a pfipravitelny z ekonomicky nenaro¢nych
a komer¢né dostupnych latek. Tento systém vykazuje velice
dobrou Kkatalytickou aktivitu a je tolerantni k celé tadé
funkénich skupin.

Tento projekt byl financovén z grantu FRVS ¢ 2800.
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ANALOGY TRANZITNiHO STAVU JAKO
INHIBITORY LIDSKEHO ENZYMU
BETAIN:HOMOCYSTEIN S-METHYLTRANSFERASY
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Betain:homocystein S-methyl transferasa (BHMT) patii
mezi jediné tii savéi enzymy metabolizujici homocystein.
Dal§imi jsou methionin synthasa a cystathionin f-synthasa,
jejichz nespravna nebo nedostateéna funkce je povazovana za
pri¢inu hyperhomocysteinemie, nezavislého rizikového faktoru
predevsim kardiovaskuldrnich onemocnéni. Role BHMT v
hyperhomocysteinemii ani fyziologicka funkce enzymu nejsou
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znamy. Pro jejich pochopeni je nutné provést biologické studie
in vivo s dostate¢né potentnim a selektivnim inhibitorem.

Nedavno byla urcena krystalova struktura lidské
rekombinantni BHMT v komplexu s 5-(3-amino-3-
karboxypropylsulfanyl)pentanovou kyselinou (1), pfipravenou
na nafem pracovisti'. Inhibiéni uGinky latky I nejsou
dostatecné silné (IC50 v fadu uM) pro vyuziti k experimentim
in vivo. Na zéklad¢ ziskanych strukturnich informaci v§ak byla
navrzena série novych potencidlnich inhibitori — analogt
tranzitniho stavu. V prvni fazi jsme se vénovali syntéze a
inhibiénim in vitro testim sloucenin typu 2-5.

Nejsiln€jsimi dosud popsanymi inhibitory BHMT jsou
pseudopeptidy s fosfindtovou skupinou®. Proto v budoucnu
hodlame syntetizovat a otestovat inhibi¢ni ucinky latek
strukturné blizkych sloucenindm I — 5, které¢ budou obsahovat
fosfinatovou, fosfonatovou a fosfodiesterovou vazbu.

Tento projekt je podporovin granty 44055302 (GA AV CR),
203/01/1166 (GA CR) a vyzkumnym 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.

SEPARATION OF NUCLEAR PROTEIN COMPLEXES
BY BLUE NATIVE POLYACRYLAMIDE GEL
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Z.NOVAKOVA?, Z. HODNY?, P. MAN®, and P. HOZAK®

“Department of Cell Ultrastructure and Molecular Biology,
Institute of Experimental Medicine, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Videiiska 1083, 142 20 Prague 4, "Mass
Spectrometry Laboratory, Institute of Microbiology, Academy
of Sciences of the Czech Republic, Videnska 1083, 142 20
Prague 4

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) (lit), 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
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electrophoresis, and 2), mass spectrometric identification of
protein components and subunits of separated nuclear protein
complexes.
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(1991).
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Hlavnim  cilem naSeho projektu je  vyvinout
diagnostickou metodu pro detekci fyziologické i patologické
glykosylace ruznych glykoproteini. Pro vysokomolekularni
molekuly s komplexni a vysoce heterogenni strukturou je
technika peptidového mapovani velice obtiznd. Vhodnéjsi je
pracovat s tzv. specifickym (,,signalnim*) peptidem, ktery nese
specifickou informaci potfebnou k identifikaci daného
(glyko)proteinu.

Jako modelovy glykoprotein pro studium konzervativni
N-glykosylace byla vybrana molekula IgG. Specifickym
peptidem IgG je nanopeptid s oligosacharidovym fetézcem v
pozici aminokyseliny asparaginu 297.

K modifikaci oligosacharidovych fetézcti fragmenti IgG
byly pouzity mikroreaktory (IMERs) s enzymy neuraminida-
sou a B-galaktosidasou. K izolaci rizné pfirozené¢ glykosylo-
vanych i nami modifikovanych fragmenti IgG byla pouzita
metoda lektinové afinitni chromatografie. Po imobilizaci
streptavidinu na magnetické mikropartikule (0,2-2 pum; s
karboxylovou funkéni skupinou) byla vyuzita vysokoafinitni
interakce biotin — streptavidin k imobilizaci biotinylovanych
lektinti: Concanavalin A (s afinitou k o-D-mannose a o-D-
glukose), lektin  Griffonia simplicifolia 1 (s afinitou
k terminalnim a-D-galaktosovym a N-acetyl-o.-D-
galaktosaminovym zbytklim) a lektin Griffonia simplicifolia 11
(s afinitou k N-acetyl-D-glukosaminovym zbytktim).

TPCK-trypsinovy mikroreaktor byl pouzit ke specific-
kému nastépeni Fc fragmentu IgG. Pomoci pfipravenych
lektinovych afinitnich mikroreaktor byly ze smési fragmentt
vyizolovany rizné glykosylované specifické peptidy IgG.
Eluované frakce byly analyzovany pomoci MALDI-TOF-MS.
Ziskané signaly molekulového iontu s m/z 4020 (z GS-I), 3869
(z GS-II) a 3711 (z Con A) odpovidaji nasim teoretickym
ptedpokladim o molekulové hmotnosti rizné glykosylovanych
specifickych peptidi IgG. MALDI-TOF se ukazala jako
vhodna technika pro studium heterogenity glykosylace IgG.

Tato prace byly podporena granty MSMT VZ 253100002 a
GA CR 203/02/0023.
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V soucasné dob¢ je vedle fyzikalné chemickych ¢i
chemickych zpiisobti odstranovani skodlivych latek z prostiedi
platnou variantou také biologické ¢isténi, avsak za podminky,
ze dané latky jsou biologicky rozlozitelné. Biologické ¢isténi
je ekonomicky vyhodngjsi oproti fyzikalné chemickym a
chemickym procestim pii stejné ucinnosti ¢isténi. Fenol patii
mezi aromatické polutanty, které jsou pifitomny v
primyslovych odpadech, a to hlavné z vyrob koksarenskych,
petrochemickych, farmaceutickych a z vyrob umélych hnojiv,
barviv, vybu$nin, fungicidi a fenolformaldehydovych
pryskyfic. Z odpadnich vod je fenol vzhledem k rychlejsimu a
vSestranngj§imu  metabolismu  mikroorganismi  1épe
odstrafiovan v aerobnim prostiedi.

Prace se zabyvd problematikou degradace fenolu z
vodného prostiedi. K degradaci byly pouzity pritocné
naplilové reaktory. Pro imobilizaci bunek byla pouzita
kokosova vlakna, dva druhy pénového polyuretanu, porézni
sklenéné kulicky a expandovana bfidlice. Jako biokatalyzator
slouzila specialné pfipravenda smésna mikrobni populace.
Degradace probihaly pii teploté 30 °C a pH 7,2.

Experimentalné bylo testovano, ktery z pouzitych
naplilovych materiald je pro imobilizaci bunééné populace
nejvhodngjsi, dale vliv vstupni koncentrace fenolu a z toho
plynouci vliv organické zatéze, vliv hydraulické doby zdrzeni
a vliv obsahu dusiku v simulované odpadni vodé€ na provozni
charakteristiky bioreaktort.

Vysledky ukazaly, ze degradacni aktivita biosystému
zavisi nejen na velikosti vstupni zatéze a na materialu naplné
reaktord, ale i na dob& zdrZzeni kapalné faze v reaktoru a na
obsahu dusiku v simulované odpadni vodé.

Autori dékuji za podporu GA CR (grant 104/03/0407) a
Ministerstvu Skolstvi Ceské republiky (MSM 113100001).

NOVEL ENZYME-STABLE
OLIGORIBONUCLEOTIDES WITH PHOSPHONATE-
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EVALUATION OF HYBRIDIZATION PROPERTIES
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In our previous papers”? 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-CH,-P-O-5' or 3'(2")-O-P-CH,-0-5’ 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.

DMTrO DMTrO
o} O B
O (0} OH
HO— 7 N7
P o} OBz OBz
MoPo” T 5 7 Towmorp
B= ABz, GiBu, U, CBz
Bz = Benzoyl, DMTr = 4,4’-Dimethoxytrityl, MOP =.
4-Methoxy-1-oxido-2-picolyl
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
74055905 is gratefully acknowledged.
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ASSEMBLY FACTORS OF F1FO ATP SYNTHASE
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The energy needs of aerobic organisms are met primarily
through the action of FIFO 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 organisms .

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. Atpllp and
Atpl2p mediate assembly of F1 component’. Another yeast
protein, Fmclp, is required for F1 assembly at elevated growth
temperature®. AtplOp and Atp22p are essential for FO
formation where AtplOp binds selectively*® to the
mitochondrially-encoded subunit a. Recently, orthologues of
yeast Atpl1p and Atpl2p were described and characterised in
mammalian cells®”.

Here we present computational survey of ATP synthase
assembly factors from all available genomes. Atpllp 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 Atpl10p
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 AtplOp, Atpllp and Atpl2p orthologues. These results
provide basis for detailed molecular analysis of the ATP
synthase-specific chaperones.

This work was supported by grants from the Ministry of Health
of the Czech Republic (NE 6533-3) and the Charles University
(12/2002/C).
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PEROXIDASE-MEDIATED ELLIPTICINE-DNA
ADDUCT FORMATION EXPLAINS THE SELECTIVE
EFFICIENCY OF THIS ANTICANCER DRUG
AGAINST BREAST CANCER AND LEUKEMIA

JITKA POLJAKOVA and MARIE STIBOROVA

Department of Biochemistry, Faculty of Science, Charles
University, Albertov 2030, 128 40 Prague 2

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 action'.
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 reaction', 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.

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).
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PHOSPHOLIPASE D-MEDIATED SIGNALLING IS
REQUIRED FOR POLAR GROWTH OF TOBACCO
POLLEN TUBES
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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 tubes'.

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 components”.

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
cells®. We have previously reported that PLD and PA have a
role in the process of polarised plant cell expansion as
represented by pollen tube growth®.

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 c¢DNAs 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 (LN00A0S81) of
the Ministry of Education of the Czech Republic.
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CHOLINESTERASE BASED PIEZOELECTRIC
BIOSENSOR FOR DETECTION OF
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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 biosensors' is integration of a physical-
chemical transducer together with a bio-recognition element,
allowing to monitor biological effect of compounds in the
analysed sample. Cholinesterase’ (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 devices™ 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.%), 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° mol.I". For weaker
inhibitors as chlorpyrifos-oxon and chlorfevinphos, the
detection limits were 6x10 and 1.4x107 mol.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, 5x10”7 and 5x10”
mol.I"). 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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TVORBA NASTROJU GENOVEHO INZENYRSTVi
PRO CILENOU DISRUPCI A DELECI GENU
OSMOTOLERANTNI KVASINKY Zygosaccharomyces
rouxii
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Zygosaccharomyces rouxii se fadi mezi nejvice osmoto-
lerantni druhy kvasinek, tj. takové, které jsou schopné prezivat
v prostfedi s nizkou aktivitou vody (napf. koncentrované
roztoky cukrid ¢i soli). Je to druh sice blizce piibuzny a
podobny modelové kvasince Saccharomyces cerevisiae, ale
vyrazné se lisici pravé vysokou osmotoleranci. Schopnost
odolavat vysokému osmotickému tlaku udili Z. rouxii patrné
ptitomnost specifickych gent. Identifikace téchto gent a jejich
exprese v S. cerevisiae by tedy mohly vyznamné piispét ke
zlepSeni vlastnosti primyslovych kment S. cerevisiae.
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Dosud bylo v Z. rouxii identifikovano jen nékolik gent
podilejicich se na odpovédi na osmoticky stres (napt. HOGI,
SOD?2), ale zadny z nich neni druhové specificky. Podrobnéjsi
charakterizaci specifickych vlastnosti omezuje fakt, ze pro Z.
rouxii zatim nebyl vytvofen efektivni soubor nastroji
genoveho inzenyrstvi, a zejména moznost cilenych disrupci a
deleci genu stale zistava otazkou. Zatim existuji jen dva typy
auxotrofnich mutantd (Leu- a Ura-), pro néZ jsme v nasi
pfedchozi praci optimalizovaly transformacni proceduru a
ovetily vyuziti plasmidovych vektorti s auxotrofnimi markery
URA3 a LEU2. Pro delece gent jsou vSak velmi vyhodné tzv.
disrupéni kazety, které vyuzivaji existence dominantnich
markerti, napf. genti propujcujicich organismu rezistenci k
toxické latce. Pro kvasinku Z. rouxii zkoumame moznost
vyuziti gentl, zajistyjicich jinym druhlim organismu rezistenci
k toxickym slouc¢eninam geneticinu (kazeta loxP-kanM X-loxP
pouzivana pro S. cerevisiae) a L-azetidin-2-karboxylatu (gen
MPRI1 pochazejici ze S. cerevisiae).

Pokud potvrdime existenci vysoké frekvence homologni
rekombinace u Z.  rouxii, bude vyuziti kombinace
dominantniho (kanMX) a auxotrofniho (URA3) markeru velmi
vyhodné pro opakovanou disrupci  (deleci) geni
prostiednictvim tzv. systému Cre-loxP. Budou tak moci byt
pfipraveny kmeny s vicenasobnymi auxotrofnimi mutacemi ¢i
s mutacemi zpUsobujicimi osmosenzitivitu. Tyto mutanty pak
budeme transformovat genomovou bankou Z. rouxii, a
pokusime se tak izolovat geny zodpovédné za vysokou
osmotoleranci této kvasinky.

Tato prdce byla podporena granty AVOZ 5011922 a GA CR
204/01/0272 a 204/03/H066.
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kondenzovanych heterocykld' byla vypracovana syntéza
bi(benzothiofenovych) derivatt vychazejici ze snadno
dostupnych derivati benzothiofenu s vyuzitim standardnich
metod tvorby vazby aryl-aryl.
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Dale byla studovéna alternativni metoda pfipravy
odpovidajicich dimer za podminek elektrochemické redukee?.
Uvedené prekurzory (X = Cl, Br, I) byly podrobeny studiu
elektrochemickych vlastnosti z hlediska dvouelektronové
dehalogenace a zejména moznosti ovlivnéni mechanismu ve
prospéch jednoelektronové reduktivni dimerizace.

Takto ziskané dimerni slou¢eniny budou dale vyuzity pro
syntézu slozit&jSich bi(benzothiofenovych) systémi a pro
design latek s kapalné-krystalickym chovanim.

Projekt vyzkumu byl podporovdn granty GA CR ¢.
106/00/0582 a 202/02/0840, vyzkumnym zdmérem MSMT
MSM 223100001 a projektem COST D14 WG 0015.
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I (R=H, COOH)
Schéma 1

Oligokarboxylové kyseliny s triptycenovym skeletem
predstavuji rigidni supramolekularni stavebni bloky, které by
mohly pomoci dvojitych vodikovych vazeb vytvaiet v
krystalech zajimavé porézni struktury.

Pro syntézu oligokarboxylovych triptycenovych kyselin 7
byl navrZen obecny synteticky postup (Schéma 1). Vychozimi
slouc¢eninami jsou methylderivaty antracenu 11, které lze ziskat
znamymi syntetickymi postupy. Dalsi kroky jsou odvozeny od
postupti provedenych na podobnych strukturach'?. Adiéni
reakci antracenovych derivatd II s 1,4-dichlorbut-2-enem a
naslednou eliminaci dvou molekul HCIl vznikaji derivaty II1.
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Ty Diels-Alderovou adici s dimethylesterem kyseliny but-2-
yndiové a ndslednou aromatizaci poskytuji triptycenové
diestery IV. Poslednim krokem po hydrolyze dimethylestert je
oxidace methylovych skupin vedouci k hexakyselin¢ a
isomernim tetrakyselindm (podle poc¢tu a poloh methylovych
skupin vychozich antracent).

Na syntézu téchto kyselin, provadénou v soucasné dobg,
bude navazovat studium jejich krystalovych struktur
rentgenovou strukturni analyzou.

Autori dékuji za financni podporu GA CR (203/03/0087).
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INTERAKCE OBALOVYCH GLYKOPROTEINU S
MATRIXOVYM PROTEINEM MASON-PFIZEROVA
OPICIHO VIRU
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Na povrchu vSech retroviri se nachdzeji obalové
glykoproteiny. Povrchovy glykoprotein (SU) zprostfedkovava
vazbu virové C&astice na receptory hostitelské buiky.
Transmembranovy glykoprotein (TM) se Ucastni fuze virové
membrany s membranou hostitelskou a umoznuje tak vstup
viru do buiikky. Oba jsou translatovany ve formé
polyproteinového prekurzoru Env, ktery je Stépen v Golgiho
aparatu bunéénou proteasou na dvé podjednotky (SU, TM).
Predpokladd se, ze inkorporace glykoproteini do virové
membrany je umoznéna specifickou interakci cytoplazmatické
domény TM s polyproteinovym prekurzorem Gag, coz je
prekurzor strukturnich proteinti viru. Tato stabilni interakce jiz
byla prokazana napfiklad u prekurzoru Pr55%% a glykoproteinu
gp4l v nezralych &asticich HIV-1 (cit.'). Dale je
pravdépodobné, Ze za tuto interakci je odpovédny matrixovy
protein, ktery se ve zralém virionu nachdzi tésné pod
lipidovym obalem a tvofi obal virové kapsidy. Jeho piima
interakce s cytoplasmatickou = doménou  obalového
glykoproteinu byla také prokazana u HIV-1 (cit.?).

Pfedmétem naseho studia je interakce cytoplazmatické
domény TM s prekurzorem Pr78% resp. s matrixovym
proteinem Mason-Pfizerova opiciho viru (M-PMV). U tohoto
viru Ize oc¢ekavat jinou situaci nez v ptipadé HIV-1, nebot’ M-
PMV patii mezi retroviry, které skladaji nezralé castice v
cytoplazmé a ty jsou poté transportovany k cytoplazmatické
membrané, kde dojde k uvolnéni virové castice. U HIV-1
dochazi ke skladani virové castice az u cytoplasmatické
membrany. Ke studiu interakci pouzivame nezralé viriony
ziskané transfekci tkanové kultury COS-1. Ziskané viriony
jsou ultracentrifugaéni ,,spin-thru“ metodou vystaveny
detergentu, jehoz plsobenim dochazi k rozpadu jejich
lipidového obalu, nikoliv vSak celé virové castice. Nyni je
podrobné zkouméno, zda je interakce TM a Pr78%¢ stabilni
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jako u HIV1, aby vydrzela pusobeni detergentu. Déle bude ve
tkanovych kulturach sledovano, zda je matrixovy protein
schopen se uvoliiovat z bunék ve formé castic podobnych
virionu (VLP) a jeho chovani, bude-li koexprimovan spolu s
obalovymi glykoproteiny®, resp. s TM. In vivo studie jsou
doplnény sledovanim interakci rekombinantné pfipravenych
proteint in vitro.
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STIMULACE MONONUKLEARNICH BUNEK
PERIFERNI KRVE PROTEINY TEPELNEHO SOKU U
PACIENTU PO TRANSPLANTACI
HEMATOPOETICKYCH KMENOVYCH BUNEK A
VZTAH K POTRANSPLANTACNIM KOMPLIKACIM

LUCIE SEDLACKQVA’, PETR SEDLACEK" a ILONA
HROMADNIKOVA?

“Pediatricka klinika a bKlinik,a détské hematologie a onkologie
UK 2. LF a FN v Motole, V Uvalu 84, 150 06 Praha 5

Transplantace hematopoetickych kmenovych bunék je
uznavanou lé€bou pro ur¢itd maligni 1 nemaligni
hematologicka onemocnéni, nékteré genetické choroby a
solidni tumory. Hlavni komplikaci po alogenni transplantaci
hematopoetickych kmenovych bunék (HSCT) je reakce §tépu
proti hostiteli (GvHR). Pficinou této reakce je bud’ neuplna
shoda v HLA-systému darce a pfijemce, nebo neshoda v
antigenech, které nejsou koédovany v hlavnim systému
histokompatibility. Pfestoze se provadi imunofarmakologicka
profylaxe, vznika akutni GvHD (graft-versus-host disease) u
HLA-alogennich identickych transplantaci v = 30-60%.
Pravdépodobnost vzniku akutni GvHD jesté stoupa pfi
neshodé¢ v HLA systému a v piipadé nepfibuznych darcu.
Nemocni s touto komplikaci jsou ohroZeni infekcemi jednak v
dasledku samotné akutni GvHD, jednak v disledku nutné
intenzivni imunosupresivni 1écby. Akutni GvHD a k ni
pridruzené infekéni komplikace vyznamné piispivaji k 1é¢bou
zpiisobené mortalité po alogenni transplantaci. Casné po
transplantaci pied pfihojenim transplantatu jsou pacienti také
ohrozeni tézkymi infekcemi bakterialniho nebo mykotického
pavodu v disledku imunitni deficience. Po pfihojeni frekvence
bakterialnich komplikaci klesa, pokud ovSem nedojde ke
vzniku GvHD. Riziko infekei trvd az do normalizace
imunitniho stavu béhem jednoho az dvou let po transplantaci.

Proteiny tepelného Soku (hsp) jsou vysoce konzervativni
molekuly (sekvenéni homologie az 50% mezi lidskymi a
bakterialnimi hsp) pfitomné u prokaryotnich a eukaryotnich
bunék. Za fyziologickych podminek jsou pfitomny v nizkych
koncentracich v cytoplasmé. Pfi bunétném stresu (infekce,
zanét apod.) se jejich exprese zvySuje. Hsp se podili na
stabilizaci proteinti a jejich transportu mezi intracelularnimi
kompartmenty, ucastni se také prezentace peptidd na pozadi
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MHC molekul. Hsp pfedstavuji hlavni imunodominantni
antigeny u Sirokého spektra mikrobialnich patogent, jejichz
prostiednictvim stimuluje infekéni agens imunitni systém
hostitele.

Pfedmétem naseho studia je meéfeni odpovédi
mononuklearnich bunék periferni krve déti pred a po HSCT na
stimulaci rekombinantnim lidskym hsp60 a hsp70. Vysledky
stimulaci u pacientd srovnavame s hodnotami stimulaci
zdravych darct a hledame souvislosti s potransplantaénimi
komplikacemi (infekce, GvHD). Predbézné studie, provedené
zatim jen u hsp60, ukézaly signifikantné¢ vyssi stimulace u
pacienti pfed a po transplantaci, u kterych byla
diagnostikovana bakteridlni kolonizace, sepse ¢i mykoticka
infekce, a to ve srovnani s pacienty bez znamek infekce a se
zdravymi darci. U pacienti se objevovaly nejcastéji tyto
infekéni agens: Klebsiella pneumoniae, E. coli, Aspergillus
species, Pseudomonas aeruginosa, Candida crusei. Pacienti
testovani po transplantaci méli kompletni darcovskou
krvetvorbu. Piedpokladame, ze hsp60 stimuluje nejen imunitni
systém pacienta, ale také mononuklearni bunky transplantatu,
coz muize pfispét k rozvinuti dalSich potransplantacnich
komplikaci véetné¢ GvHD.

Prace byla podporena grantem TRANSEUROPE, no. QLRT-
2001- 01936 a VZ 111300005.

SYNTEZA FUNKCIONALIZOYANYCH
NERACEMICYCH HELICENU

PETR SEHNAL, IRENA G. STARA, FILIP TEPLY,
ZUZANA ALEXANDROVA, IVO STARY, DAVID
SAMAN a PAVEL FIEDLER

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

Heliceny se postupné uplatiiuji v riznych oblastech
chemie a materidlové védy'. Z téchto divodii se v posledni
dobé objevily nové metody syntézy helikalnich molekul®>.
V na$i laboratofi jsme vyvinuli efektivni zpisob pfipravy
funkcionalizovanych derivatd helicend, ktery je zalozen na
diastereoselektivni  [2+2+2] cykloizomeraci aromatickych
triynti za katalyzy prechodnymi kovy.

Jako modelova sloucenina byl pfipraven helikalni
alkohol (P,15)-(+)-6 v opticky Ccist¢é forme. Asymetrickd
syntéza vychazi z 3-methoxysalicylaldehydu?, ktery lze v Sesti
krocich prevést na neracemicky stavebni blok (1S)-(-)-2.
Nasleduje Sonogashiriiv coupling diynu (15)-(-)-2 s jodidem 3,
ktery po nasledné desilylaci vede ke klicovému chiralnimu
triynu (15)-(-)-4. Stericky prubé¢h diastereoselektivni [2+2+2]
cykloizomerace za katalyzy Col je fizen pfitomnym
asymetrickym  centrem. Reakce  poskytuje  pouze
diastereoizomer (P,1S)-(+)-5. V dal§im kroku je methylova
skupina selektivné odstranéna za vzniku opticky Ccistého
helikalniho alkoholu (P,1S5)-(+)-6.
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Podporovino GA CR (reg. ¢ 203/02/0248) a UOCHB AV CR
(vyzkumny projekt ¢. Z4 055 905).
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VYUZITI FLUORESQENCNI’CH TECHNIKK
DETEKCI BUNECNE VIABILITY TERMOFILNICH
BAKTERI{

BARBORA SEKAVOVA a KAREL MELZOCH

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, Vysokd skola chemicko-
technologicka v Praze, Technickd 5, 166 28 Praha 6
barbora.sekavova@vscht.cz

Fluorescen¢ni mikroskopie a pritokova cytometrie dnes
nachazi velmi §iroké uplatnéni pii studiu fyziologického stavu
a rustové dynamiky mikroorganismi. V celé tadé
biotechnologickych procesti se uplatiuji pfevazné pro svoji
rychlost a jednoduchost a pomalu nahrazuji klasické kultivacni
techniky, které jiz nestaci stale se zvySujicim pozadavkim.
Vétsina studii tykajici se problematiky fluorescen¢niho barveni
bakterii je zaméfena na mikroorganismy mezofilni, pfip. na
hypertermofilni archaea, termofilni bakterie s optimalni
teplotou rustu 55-85 °C jsou opomijeny, i pies stoupajici
moznosti  jejich vyuziti prevdzné ptfi degradaci a
dekontaminaci prumyslovych odpadu.

Predmétem této studie bylo nalezeni vhodnych parametri
a optimalizace metodik stanoveni bunécné viability termofilti
pomoci ruznych fluorescencnich barviv, jak pro Cisté kultury
na komplexnich médiich, tak pro nedefinovanou smésnou
populaci termofilnich mikroorganismi z aerobni degradace
lihovarskych vypalki. Testovana byla barviva propidium jodid
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(PI), calcein acetoxymethyl ester (Calcein-AM), fluorescein
diacetat (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 vyhodnoceni experimentii byl pouzit pritokovy
cytometr PAS III (Partec) a mikroskop Olympus BX-51
vybaveny fluorescenénim systémem a digitalnim systémem
zaznamu obrazu. Podminky znaceni byly stanoveny takto:
koncentrace PI 15 ug.ml‘l, tinkubace 10 min, fluorescein diacetat
10 pgml”" FDA, fiupace 30 min, Calcein-AM 10 pg.ml™,
tinkubace 30 min a BCECF-AM koncentrace 5 ug.ml'l, tinkubace 30
min, pii teplot¢ 25 °C. Dale byly jednotlivé metodiky
fluorescencniho znaceni porovnany z hlediska jejich vhodnosti
k determinaci viability vySe zminénych termofild, a nakonec
aplikovany na realny proces aerobni degradace lihovarskych
vypalkd. Digitadlni zaznamy obrazt byly upraveny a
vyhodnoceny pocitacovou analyzou obrazu.

Tento projekt byl realizovan za podpory Grantové agentury
Ceské republiky, grant ¢. 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-1V
Activity and/or Structure Homologues” (DASH) was
discoveredl. 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-1V-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-1V-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-o, 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 CASNY VYVOJ ORGANISMU
Xenopus laevis

RADEK SINDELKA, ZOLTAN FERJENTSIK a JIRL
JONAK

Oddéleni Biosyntézy proteinii, UMG AV CR, 166 36 Praha 6
sindelka@img.cas.cz

c-Src patfi do skupiny protein-tyrosin kinas, které jsou
ptitomné ve vSech bunéénych typech obratlovct. Usuzuje se,
ale pfesné detaily funkce a plsobeni nejsou do dne$ni doby
témet u zadného vyssiho organismu zcela objasnény.

Vhodnym modelem pro studium vyvojové dulezitych
genl je organismus Xenopus laevis (Drapatka vodni). Jeho
vyhodou je dokonald znalost vyvojovych stadii, snadna
manipulovatelnost a vysoka regeneracni schopnost. Proto je
dnes Xenopus jednim =z nejpouzivanéjSich modelovych
organismu pro transgenezi a mikrochirurgické zakroky.

Funkce gent je mozno studovat dvojim pfistupem, a to
bud’ nadprodukci, nebo blokaci. Nadprodukce genu src u X.
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laevis byla provedena spermiovou transgenezi jiz v 90. letech.
Byla zjisténa souvislost mezi zvySenou produkci v-Src i c-Src
kinasy ve tkanich nad urcity préh a abnormalnim vyvojem. S
tim také koreloval ubytek kadherin-kateninovych komplexd,
kterymi se zajistuje adhezivita mezi buitkami. V dnes$ni dobé
probihda studium funkce genu src druhym zplsobem, tedy
blokaci genu src a jeho vlivu na ¢asny vyvoj X. laevis.

Pro inhibici genu src jsme zvolili dva pfistupy. Prvnim je

klasicky knock-out genu pomoci konstruktu slozeného ze dvou
komplementarnich ramen a sttedniho useku, ktery se sklada z
referenéniho genu (napt. GFP pod kontrolou CMV
promotoru). Vyhodou této metody je trvala blokace genu a
snadné sledovani tUspés$nosti mikroinjikace a homologni
rekombinace. DalSim pfistupem je pouziti technologie RNA
interference (RNA1). Jejim principem je vnaseni kratkych, asi
22 bp dlouhych, dsRNA molekul (siRNA- small interfering
RNA). Tyto dsRNA se po rozestoupeni navazi na
komplementarni usek mRNA inhibovaného genu. Komplex
mRNA a ssRNA je poté rozezndvan proteiny s
endonukleazovou aktivitou. Po rozStépeni je tedy mRNA
nefunkéni a exprese genu pozastavena. Uginnost této metody
je limitovana casem rozpadu siRNA, ktery se pohybuje
obvykle okolo jednoho az dvou tydnti. Inhibice neni 100 %,
1ze o¢ekavat blokaci genu okolo 50-70 %.
V naSich pokusech jsme pouzivali konstrukt pro knock-out,
jehoz  struktura vychazi z plazmidu pCR-2.1-TOPO
(Invitrogen). Po injikaci linearnitho plazmidu spole¢né se
spermatickymi jadry do neoplozenych vajicek, jsme GispéSnost
prenosu sledovali pomoci fluorescenéni mikroskopie. Pro
dikaz homologni rekombinace bylo nutno pouzit jesté dalsi
metody, jako PCR a dalsich. Naopak siRNA jsme injikovali do
in vitro oplozenych vajicek, nejlépe pied prvnim délenim.
SniZzenou hladinu exprese mRNA pro gen src jsme poté
sledovali pouzitim metody real-time PCR s detekci
SYBRGreen. Principem je sledovani fluorescenéniho signalu,
ktery pochdzi z interkalacni barvicky, fluoreskujici pii tvorbé
dsDNA. Intenzita signalu tedy odpovidd mnozstvi cDNA,
které je vlozeno do PCR reakce, a to je pfimo umérné mRNA,
ktera je vlozena do reverzni transkripce. Srovnanim prahové
hodnoty s hodnotami pro referen¢ni geny EF-1alpha, GAPDH
a N-tubulin jsme ziskali relativni kvantitu mRNA pro src gen.
Paralelné jsme zjistovali expresni profil mRNA pro kinasy
rodiny Src v zavislosti na vyvojovém stadiu X. laevis. Kromé
relativnich hodnot jsme zjiStovali také absolutni kvantitu v
jednotlivych stadiich. Metodou Western blot jsme urcili
proteinovy profil kinasy c-Src.

PROFILY MA,STNYCH KYSELIN Z BUNEK
TERMOFILNICH BAKTERII

LUCIE SIRISTOVA, LEONA PAULOVA a KAREL
MELZOCH

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, Vysokd skola chemicko-
technologicka v Praze, Technickd 5, 166 28 Praha 6
lucie.siristova@vscht.cz

V nasi praci jsme se soustiedili na hledani alternativnich
metod identifikace bakteridlnich zastupci tvoficich smésné
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populace termofilnich mikroorganismi. Analyza spektra
bunéénych mastnych kyselin predstavuje jednu z modernich
metod identifikace a céastecné téz klasifikace nékterych
mikroorganismti. V prvni fazi vyzkumu jsme se zaméfili na
charakterizaci Cistych kment termofilnich bakterii pomoci
profili mastnych kyselin. Pro dané ucely byly vybrany tyto
kmeny termofilnich bakterii: Bacillus stearothermophillus,
Thermus species, Thermus ruber. Kmeny bakterii byly pted
vlastni analyzou kultivovany za konstantnich podminek na
syntetickém médiu obohaceném vitaminy. Pfi kultivaci na
bézném ristovém médiu s piidavky mikrobialnich lyzatt by
mohlo dojit k zabudovani lipidi a mastnych kyselin do
bunécnych stén bakterii a tim ke zkresleni ziskanych spekter
mastnych kyselin. Po nakultivovani danych kmend byla
biomasa lyofilizovana z diivodu pfesného stanoveni bakterialni
susiny bez naruseni lipidovych sou¢asti. S optimalizovanym
mnozstvim lyofilizované biomasy se provedla hydrolyza v
alkalickém prostiedi, pficemz byly mastné kyseliny uvolnény z
bunéénych oballi a extrahovany do dichlormethanu, ktery byl
nasledné¢ odpafen. Tim bylo dosazeno izolace mastnych
kyselin od bunéénych zbytkd. Dalsim pfipravnym krokem pro
analyzu byla esterifikace mastnych kyselin, kdy bylo ptidano
methylacni ¢inidlo (smés methanolu a fluoridu boritého) a
vzniklé methyl estery byly poté extrahovany do hexanu. Takto
pfipraveny vzorek byl analyzovan plynovou chromatografii s
plameno-ionizaénim detektorem na kapilarni koloné s
nepolarni fazi a po vyhodnoceni byla ziskana spektra mastnych
kyselin pro jednotlivé kmeny termofilnich mikroorganismu.
Identifikace néekterych dulezitych mastnych kyselin byla
provedena  plynovou chromatografii s  hmotnostnim
detektorem.

VYVOJ CIRKADIANNICH OSCILACI V SCN BEHEM
ONTOGENEZE POTKANA

MARTIN SLADEK

Ustav experimentalni mediciny AV CR, Videriska 1083,
142 20 Praha 4
sladek@biomed.cas.cz

V suprachiasmatickém jadfe hypothalamu (SCN) je
umistén centralni oscilator (pacemaker), zodpovédny za tvorbu
cirkadiannich rytmt v savéim organismu. Tyto rytmy jsou v
ném generovany diky systému vzijemné propojenych
transkripénich a transla¢nich zpétnovazebnych smycek
tvofenych hodinovymi geny a vyviji se jiz prenatalné. Cilem
nasi prace bylo prozkoumat vyvoj molekularniho pacemakeru
béhem ontogeneze.

Biezi potkani a samice s mlad’aty byly v den experimentu
vypusténi do stalé tmy a zabijeni v 2-hodinovych intervalech.
Denni profily mRNA geni Perl, Per2, Cryl, Bmall a Clock v
SCN 19-dennich embryi, 3-dennich a 10-dennich mlad’at byly
stanoveny pomoci in situ hybridizace. Denni profily proteinti
PERI, PER2 a CRY1l v SCN 19-dennich embryi byly
stanoveny imunocytochemicky. U 19-dennich embryi nebyly
nalezeny signifikantni rytmy exprese u zadného z testovanych
gent ani nebyly detegovany zadné imunopozitivni buiky v
SCN. Hladiny mRNA Perl, Cryl a Clock byly nizké, zatimco
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hladina Bmall mRNA byla vysoka a hladina Per2 mRNA na
sttedni hodnoté. U 3-dennich mladat byl jiz nalezen
signifikantni rytmus mRNA Perl, Per2 a Bmall, ktery se
postupné zvyraznil a u 10-dennich mlad’at dosahoval u téchto
gend véetné Cryl vétsi amplitudy. Hladina mRNA Clock
nevykazovala podle ocekavani zadny rytmus. Celkové naSe
data ukazuji postupny vyvoj molekularniho pacemakeru v
SCN, od nerytmického u 19-dennich embryi az po vysoce
rytmicky u 10-dennich mladat.

C-GLYKOSIDY JAKO SI,JPRAMOL]%KU’LARNi
SYNTONY ANEB SYNTEZA A VYUZITI C-meso-
GLYKOSYLOVANYCH PORFYRINU

PETR STEPANEK?®, LADISLAV KNIEZO",
MYKHAYLO DUKH® a PAVEL DRASAR™"

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo
nam. 2, 166 10, Praha 6, bUstav chemie prirodnich latek,
Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze, Technickad 5,
166 28, Praha 6

petr.stepanek@vscht.cz

Slouceniny, ve kterych je aktivni struktura (farmakofor,
chromofor, ,leading structure”) spojena s vektorem typu
peptidového, oligonukletidového, & sacharidového' segmentu,
vzbuzuji stale vétsi zajem. Pouziti chirdlntho polarniho
vektoru, odvozeného od struktury sacharidu, ptedurcuje
takovou supramolekularni strukturu jako mozny prostiedek pro
molekularni rozpoznavani v polarnim (napf. vodném)
prostiedi, coz je vlastnost dosud zatim relativné vzacna.
Podobné slou¢eniny odvozené od porfyrinu jsou diky svym
unikatnim vlastnostem studovany i jako senzibilizatory pro
fotodynamickou terapii ¢i pro silné interakce s DNA a
nukleotidy®.

Cilem prace je konstrukce konjugatl se spojenim
porfyrin-sacharid, ve kterych je cukerny skelet pfipojen k
makrocyklu v meso poloze pomoci robustni, avSak flexibilni
C-C vazby, ktera je na rozdil od klasické O-glykosidické
vazby odolna vuci hydrolytickému, potazmo enzymovému
Stépeni. dale je pak zaméfena na studium ruznych moznosti
piistupu k syntéze C-meso-glykosylovanych porfyring.

R,

v @?
FF PG = -isopropyliden
R, R, -benzyl
X: PGO
1: R, R;=X
R,,R,=Y PGO OPG
2: R;,R,R;,R=X PGO

Byly provéteny dvé rozdilné strategie syntézy. Prvni,
vedouci k oligopyrrolovému heterocyklu typu 1, byla zalozena
na jeho postupné vystavbé z dipyrrolovych prekurzord,
zatimco druhd, vedouci k porfyrinu typu 2, vychézela z pfimé
cyklizace aldehydut s pyrrolem. Série latek tohoto nového typu
byla plné charakterizovana a v soucasnosti se dale studuje
jejich 8irsi praktické vyuziti i ob& syntetické cesty.
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Prace byla provedena v ramci reseni vyzkumného zameru

MSMT ¢é. 223300006.
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PROTEIN, PRI JEHOZ PROTEOLYZE DOJDE K
ZVYSENI MOLEKULOVE HMOTNOSTI: SPATNY
VTIP, ANEBO PROBLEM VYRESENY HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRII?

MIROSLAV §ULC,, RADIM OSICKA, PETER SEBO a
VLADIMIR HAVLICEK

Mikrobiologicky ustav AV CR, Videriska 1083, 142 00 Praha
4
msulc@biomed.cas.cz.

Fyziologické koncentrace véapniku zpusobuji
autoproteolytické Stépeni peptidové vazby Asp414-Pro415
RTX (Repeat in ToXin) proteinu gramnegativniho lidského
patogenu Neisseria meningitidis. Vysledkem tohoto §tépeni
jsou ovSem kromé& N-koncového a C-koncového fragmentu
navic minimalné dva proteiny s vy$§i molekulovou hmotou
(HMW) nez ptvodni protein na SDS-PAGE elektroforéze.
Tyto HMW proteiny jsou na Western blotu rozpoznavany
protilatkou stejné jako ptivodni protein.

Cilem analyzy bylo zjistit strukturu téchto HMW
proteini. K identifikaci predpokladaného vzajemného
propojeni jsme pouzili Stépeni proteasou v gelu podle
protokolu, naslednou extrakci peptidd a jejich frakcionaci
systtmem mikroHPLC. Jednotlivé frakce peptidi byly
nasledné identifikovany hmotnostni spektrometrii MALDI-
TOF, ktera nalezla v kazdé peptidové smési HMW proteini
arteficielni peptidy, jejichz hmota neodpovidala teoretickému
Stepeni proteasou celého proteinu. Proto jsme tyto peptidy
podrobili fragmentaci a na zakladé¢ dcefinych iontd
experimentu PSD (Post Source Decay) navrhli jejich strukturu.
Potvrzeni crosslinkované struktury bylo provedeno S§tépenim
jinou proteazou, esterifikaci karboxyskupin a modifikaci
aminoskupin.

Vysledkem préce je identifikace tvorby dosud nepopsané
isopeptidové vazby Asp-Lys crosslinkované struktury béhem
vapnikem zptisobeného proteolytického Stépeni RTX proteinu
gramnegativniho patogenu ¢lovéeka.

NOVE ANORGANICKE HETEBOCYKLICKE
SLOUCENINY FOSFAZENOVEHO TYPU
OBSAHUJICI VE STRUKTURE ATOM KOVU

JAN TARABA® , MARIE KLOUPAROVA®, PAVLINA
GAJDOVA" a ZDIRAD ZAK®

“Katedra anorganické chemie Prirodovédecké fakulty MU v
Brne, Kotlarska 2, 611 37 Brno, bStredni primyslova skola
chemicka Brno, Vranovska 65, 600 00 Brno
taraba@chemi.muni.cz
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Anorganickym heterocyklickym slouéeninam je, zvlasté
pak v posledni dob¢, vénovana znacna pozornost, nejen kvuli
moznosti prizkumu vztahu vazebnych moznosti a molekulové
struktury, ale i stale Cast&jSi vyuzivani heterocyklickych
sloucenin, obsahujicich kovy i nekovy, v praxi. Moznosti
vyuziti jsou napf. pokovovani ve vakuu, pfiprava novych
polymerti, homogenni katalyza, vyuziti biologické aktivity
(bio-degradovatelné zemédélské ochranné prostredky, 1éCiva,
selektivni jedy) atd.

V odborné literatufe jsou uvadény obecné trendy
piipravy 6-ti Clennych cyklickych sloucenin fosfazenového
typu, které obsahuji ve své struktufe heteroatom. Na pocatku
pfiprav  6-ti Clennych heterocykltt byl objev latky
,,Imidobis(aminodifenylfosforan) chlorid“ (Ph,PNH,),NCI
(cit."). Z této publikace vychazi cela fada praci zabyvajicich se
syntézou a strukturou 6-ti ¢lennych heterocyklii. Za vSechny
uved’me napf. prace®™ — priprava heterocyklii piechodnych
kova (W, V, Re ...), vSechny reakce v pracich popisované jsou
reakce mezi halogenidy pfechodnych kovl a (Ph,PNH,),NCI
(pti reakei se uvoliiuje HCI a reakce je vétSinou rovnovazna).
Pokud jde o ptipravu heterocykld s nepfechodnymi kovy i
nekovy, uvedeme praci? (heterocykly s Al, Ga a In). Zde autofi
voli postup piipravy pfes slouceniny typu MMe; (M = Al, Ga,
In) reakci s HN(PR,NSiMe;), (R = Ph, NMe,) a odstépeni
molekuly methanu. Nevyhodou tohoto postupu je obtizné
ziskavani reaktantl a mala vytéznost reakce.

V naSem zakladnim vyzkumu této problematiky jsme
zvolili pro piipravu novych heterocyklti reakci halogenidi
prechodnych i nepfechodnych kovi s N,N’-bistrimetylsilyl-
tetrafenyldifosfazenium  chloridem  N(Ph,PNHSiMes),Cl.
Probihajici d&j by se dala popsat jako reakce desilyla¢niho
typu:

Yo i e
X SiZ HN-Si—Me linearni produkt
/ /" “Me 3
R +HN o —— K Me
\X Niz e -MesSiX N\ - Me;SiX R >NH
| "Me ~—
Me R = (-N=P)p cyklicky produkt

Vyhodou nami zvoleného syntezniho postupu je vysoka
vytéznost reakci a Cistota ziskanych produkti. Z reakéniho
systému odpada trimetylchlorsilan jako vedlejsi produkt a
zaroven zde slouzi jako rozpoustédlo. Tento syntezni postup se
nam jevi jako nejvyhodnéjsi a s jeho pomoci se ndm podaftilo
pfipravit nékolik novych 6-ti clennych anorganickych
heterocyklickych sloucenin. Probihajici chemicka reakce se da
zapsat obecnou rovnici:

010

CH3—s( ‘/s\i—cu3
cn! ‘cyeny e,
cr

+MCl —>

/N\
@»f@lﬁ + 2(CH3)SiCl
NH—/NH

M = kov M
J5'---2 cr
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EXPRESSION OF NOVEL CC CHEMOKINE (CCL) 21
AND ITS RECEPTOR CCRI11 IN PATIENTS WITH
PULMONARY SARCOIDOSIS

A. TSYRULNYK?®, A. ARAKELYAN?, F. MRAZEK?, A.
GIBEJOVA?, V. KOLEK", and M.PETREK"®

“Departments 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, 11, 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, 0.8540.20;
S-1II, 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 BAK"I:ERIE Commamonas testosteroni
PARTICIPUJICI NA BIODEGRADACI FENOLU

MICHAL TUREK, JAN PACA Jr. a MARIE
STIBOROVA
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Katedra biochemie, Prirodovédecka fakulta Univerzity
Karlovy, Albertov 2030, 12840 Praha 2
Jjan.paca@volny.cz

Biodegradace fenolickych latek enzymovymi systémy
zivych organismii se muze uplatnit pti  biologické
dekontaminaci zivotniho prostfedi. Tyto postupy jsou levné&jsi
a pro zivotni prostfedi pfirozengjsi a Setrn&jsi. Mezi
nejvyznamngj$i zdroje kontaminace fenoly patii vyroby na
zpracovani hnédého uhli, odpadni vody ze zpracovani hnojiv
a 1éku ¢i rizny organicky odpad. V posledni dobé se stale
zvySuje mnozstvi informaci a poznatkii o mikroorganismech
schopnych pfezivat v pfitomnosti fenolickych latek a dokonce
je 1 vyuzivat jako zdroj uhliku a energie. Na nasem pracovisti
studujeme enzymovymi systémy bakterie Commamonas
testosteroni, které jsou schopné vyuzivat fenol pro svij rist.
Hydroxylace fenolu na katechol je prvnim, limitujicim krokem
aerobni degradace fenolu. Nasledné pfemény tohoto produktu
katalyzuje u prokaryot katechol-2,3-dioxygenasa (EC
1.13.11.2), kterd oxiduje katechol za vzniku semialdehydu
kyseliny 2-mukonové (META draha), ktery se dale
metabolizuje na pyruvat.

Cilem prace bylo ziskani buné¢ného materialu, zjisténi
nejefektivngj$i desintegracni metody a charakterizace a
lokalizace jednotlivych enzymovych systémi degradujicich
fenol ve studované bakterii. Nejvhodné&jsi desintegracni
metodou se jevi sonikace bakteridlnich bunék. Na rozdil od
suspenze desintegrovanych bunék C. testosteroni, nebyla
fenolhydroxylasova aktivita detegovana v cytosolarni frakci.
Detegovali jsme ji pouze ve vzorcich, které jsme odebrali jesté
pred izolaci cytosolarni frakce. Katechol-2,3-dioxygenasa
naopak vykazovala vysokou aktivitu i v Cistém cytosolu. Je
pravdépodobné, ze fenolhydroxylasa je u této bakterie ve
zvySené mife citlivda k nekterému kroku izolace, nebo je
membranové vazédna. V burikdch studované bakterie doSlo
pusobenim fenolu béhem kultivace bunék k indukci enzymut
odpovédnych za jeho metabolismus.

Tato prace je pilotni studii vyuziti bakterie C. festosteroni
v biodegradacich s cilem jejiho potencialniho vyuziti v
bioremediacich.

Autori dékuji za podporu MSMT CR (MSM113100001) a GA
CR (104/03/0407).

KATALYTICKA KO-CYKLOTRIMERIZACE
6-ALKYNYLPURIN Us a,0-DIYNY — NOVA METODA
PRO PRIPRAVU 6-ARYLPURINU

PAVEL TUREK*", MICHAL HOCEK® a MARTIN
KOTORA™*

“Katedra organické chemie, Prirodovédecka fakulta UK v
Praze, Hlavova 8, 128 43, Praha 2, bUstav organické chemie a
biochemie AV CR, Flemingovo namésti 2, 166 10 Praha 6,
hocek@marilyn.uochb.cas.cz; kotora@natur.cuni.cz

Purinové baze modifikované v poloze 6 a jejich derivaty
nukleosidl a nukleotidii vykazuji $iroké spektrum biologické
aktivity. Kromé cytotoxicity 6-methylpurint a jejich nukleosi-
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di je znamo, ze acyklické nukleotidy pfipravené z 6-
(di)alkylaminopurinti jsou silnd antivirotika. V posledni dobé
bylo popsano, ze nékteré 6-arylpuriny maji cytostatickou
aktivitu, zatimco 6-aryl-9-benzylpuriny vykazuji antimyko-
bakterialni vlastnosti.

Schéma 1
X
R
= ‘ ‘ Ni, Co, Rh R
X+ _
= X N\> X N\>
\ \
~ ~
L4 LA
z z
R=H,Bu, P
X= C(COOEt) C(COOELt)(COMe), C(COMe),, C(COOELt)CN, O, NPh, CH,, (CHy)y;

Z=Bn, Tl

Dosud pouzivané metody jejich pfipravy jsou pievazné
zalozené na vyuziti cross-couplingovych reakci, které jsou
vSak omezeny vybérem vhodnych reakénich partnert. Proto
jsme vypracovali novou metodu pfipravy 6-arylpurint, ktera
spo¢iva v [2+2+2]-cyklotrimerizaci 6-alkynylpurint s diyny,
ktera je katalyzovana komplexy ptfechodnych kovi (zejména
komplexy Ni a Co)'. Touto cestou je mozné ziskat z
jednoduchych ~ vychozich  slou€enin  trisubstituované
purylbenzeny, jejichZ pfiprava by byla jinou metodou obtizna,
¢i dokonce nemozna (Schéma 1). U vybranych 6-arylpurind
bylo provedeno testovani na biologickou aktivitu.

Dale jsme vypracovali novou metodu pro piipravu
pentasubstituovanych 6-arylpurinti. Reakce jsme v tomto
ptipadé zalozili na stechiometrické reakci zirkonacyklo-
pentadient s 6-alkynylpuriny v ptitomnosti NiBry(PPh;),.

Prace byla provedena za podpory grantu GA CR/203/01/0836
a 203/00/0036 a 203/03/0035.
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SYNTEZA CALIX[4]ARENOVYCH
GLYKOKONJUGATU

KAROLINA VACLAVIKOVA', IVAN STIBOR®, PAVEL
LHOTAK"® a VLADIMIR KREN"

“Ustav organické chemie, Vysoka skola chemicko-
technologicka v Praze, Technickd 5, 16628 Praha 6;
bLaborator biotransformaci; Mikrobiologicky vistav AV CR,
Vidénska 1083, 14220, Praha 4

Calixareny jsou cyklické oligomery p-substituovanych
fenoli spojenych navzajem methylenovymi mdistky. Jsou
Siroce vyuzivany jako stavebni kameny pro konstrukci
sofistikovanych struktur pro supramolekularni chemii.

Cukry hraji dalezitou roli v biologickych systémech.
Calixarenové glykonjugaty tak predstavuji skupinu receptort s
potencionalni biologickou aktivitou. Pfitomnost polyhydroxy-
lovanych chirdlnich substituenti v molekulach calixarent
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muze indukovat jejich rozpustnost ve vodé a uplatnéni téchto
latek jako molekularnich receptorti ve vodném prostredi.

OH

Bylo zjisténo, ze N-acetamido-2-deoxy-B-D-hexapyra-
nosy vykazuji vysokou afinitu k aktivaénim receptorim
krysich pfirozenych zabije¢skych bunek. Tyto bunky
predstavuji zvlastni skupinu lymfocyti schopnych nicit
nadorové bunky. Aktivita krysich zabijec¢skych bunck muze
byt zvysena pfitomnosti cukernych ligandd. Protoze receptor
obsahuje dvé aktivni mista, 1ze ptedpokladat, Ze polyvalentni
sacharidové derivaty calixareni mohou mit vyssi afinitu k

témto receptorﬁm

>’
™

OH

Podstata syntézy cilovych molekul spociva v adici
aromatického aminoderivatu calix[4]arenu na isothio-
kyanatovou skupinu sacharidu. Nové ptipravené ,,calixcukry
obsahuji dvé nebo ¢tyti cukerné jednotky spojené s hornim
okrajem calix[4]arenu prostfednictvim thiomocovinovych
mustkd. Jelikoz je mozné piipravit ruzné konformery
calix[4]arenu (konickd, ¢aste¢né konicka, 1,3-alternatni), lze
ziskat calixarenové glykonjugaty s ruznym prostorovym
uspotradanim cukernych jednotek.

STUDIUM REZISTENCE NADOROVYCH BUNEK
VUQI PACLITAXELU A DALévl'M, TAXANUM A
MOZNOSTI JEJIHO OVLIVNENI

RADKA VACLAVIKOVA?, MARIE EHRLICHOVA®,
JAROSLAV TRUKSA", IWAO OJIMA®, AHCENE
BOUMENDJELS, JAN KOVAR" a IVAN GUT*

“Odbornd skupina pro biotransformace, SZU, Srobdrova 48,
100 42 Praha 10, bUstav molekuldrni genetiky AV CR,
Videriska 1083, 142 20 Praha 4, ‘Department of Chemistry,
State University of New York at Stony Brook, NY, USA,
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Rezistence nadorovych bunck wici chemoterapeutikiim
oznacovana jako MDR (multidrug resistance) je vyznamnou
prekazkou v terapii nadorovych onemocnéni. Jeji vyznamnou
pfi€inou je zvySena exprese membranového transportéru P-
glykoproteinu (Pgp) v nadorovych burkach, ktera ma za nasledek
zrychlené a nadmémé vyluovani 1é¢iva z bungk’. Tim se snizuje
cytotoxicky ucinek lé¢iva.

V této studii byl sledovan transport vyznamného
protinadorového 1é¢iva paclitaxelu ze skupiny taxanti bunéénymi
liniemi rakoviny prsu, a to jak sensitivnimi (MDA-MB-435), kde
jsme neprokazali ani expresi P-gp pomoci western blotting ani
expresi mRNA, tak rezistentnimi vici adriamycinu (NCI/ADR-
RES), kde jsme prokazali jak expresi P-gp proteinu, tak vysokou
expresi mRNA. Senzitivni bunky vstiebavaly az 8x vice
paclitaxelu, nez jejich rezistentni linie. Vyluovani vstiebaného
paclitaxelu u sensitivnich bunck bylo 2x-3x pomalej$i nez u
rezistentnich bun¢k.

K dispozici jsme méli rovnéz nové syntetické analogy taxanti
SBT-1214, SBT-1216 a SBT-1103 s mnohonasobné vyssi
cytotoxicitou vici reziztentnim buiikam, coz je €ini potencidlné
velmi perspektivni pfi terapii resistentnich nadorti. Rychlost jejich
vstfebavani uvedenymi liniemi byla podobna vstfebavani
paclitaxelu u senzitivnich bunék. Pfesto, ze se intenzivné vazi na P-
gp, nezvysily vstfebavani paclitaxelu ani jeho vyluCovani
pouzitymi bunécnymi liniemi. SBT-1214 toto vstfebavani dokonce
snizil.

Pii hledani moznosti sniZeni rezistence nadorovych bunck
vici paclitaxelu jsme sledovali kombinace paclitaxelu s inhibitorem
P-gp Verapamilem, které vedly k vyznamné stimulaci vstiebavani
a inhibici vyluéovani paclitaxelu v rezistentnich bunkach narozdil
od senzitivnich. Byly sledovany také dal$i kombinace paclitaxelu s
celkem 13 syntetickymi ladtkami z ftady derivatd piirodnich
flavonoidid (derivaty aurond, chalkont a flavont), které se pfimo
vazi k Pgp. Nekteré z téchto latek ucinné zvySovali vstfebavani
paclitaxelu nadorovymi buiikami a inhibovaly jeho vyluCovani,
takze je 1ze povazovat za vhodné kandidaty pro potlaceni rezistence
nadorovych bunek viiéi paclitaxelu.

Tato prace byla podporovana grantem IGA NL/7567-3.
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Mol Life Sci 58, 931 (2001).

STATICKA A DYNAMICKA ADHEZE A JEJI VYUZITI
V DIAGNOSTICE TROMBASTENICKYCH
ONEMOCNENI
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Hemostaza je soubor obrannych mechanismi organismu
slouzici k zastavé krvaceni. Nedilnou soucasti tohoto d&je je
adheze krevnich destiGek v misté poskozeni'. Interakce mezi
fibrin(ogen)em a GPIIb-Illa, nejhojnéji zastoupenym
membranovym receptorem krevnich desti¢ek, je pro adhezi
nezbytna®. SniZeni po&tu (trombocytopenie) a funkéni poruchy
krevnich desti¢ek (trombocytopatie) zplisobuji rizné zavazné
krvacivé stavy’. Adheze je kliGova funkce desticek, pFitom ale
zadny jednoduchy test pro rutinni diagnostiku zatim nebyl
navrzen. Vyvinuli jsme metologii adheze krevnich desticek,
kterd zahrnuje pftipravu adhezivnich povrchii a proteint,
Upravu poctu krevnich destic¢ek ve vzorku, adhezi za statickych
a dynamickych podminek a vyhodnoceni obrazovou
analyzou”.

Pii statické i dynamické adhezi jsme zjistili, ze pocet
desticek v plazmé a v krvi ma velky vliv na mnozstvi
adherovanych desti¢ek. Tento jev zatim nebyl podrobnéji
sledovan, proto jsme studovali zavislost adheze na poctu
desticek v plazmé a krvi. Postupnou centrifugaci jsme
ptipravili vzorky se snizenym poctem krevnich destic¢ek. Jako
adhezivni povrch jsme pouzili fibrinovy dimer s definovanym
mnozstvim vazaného trombinu syntetizovany na kryci sklicka
potazena polystyrenem a na stény mikrotitraénich jamicek.
Adhezi jsme vyhodnotili metodou stanoveni aktivity
laktatdehydrogenasy uvolnéné z lyzovanych adherovanych
desticek a metodou analyzy obrazu, kde jsme sledovali zmény
procentového pokryti povrchu adherovanymi destickami a také
jejich morfologické vlastnosti.

Ziskanou zavislost jsme pouzili ke studii adheze a
morfologie krevnich desticek pacientd, u kterych funkéni
poruchy desti¢ek byvaji ¢asto doprovazeny i snizenym poctem
desti¢ek v krvi. Vzorky z jejich krve jsme tak mohli srovnat se
vzorky zdravych jedincd se stejnym poctem desticek. U
pacientt trpicich blize neuréenou trombocytopatii a poruchou
primarni hemostazy jsme nezjistili defektni adhezi desticek na
fibrinovy dimer. Pti obrazové analyze snizeni ¢i zvySeni
adheze desticek pacienti bylo zptisobeno morfologickymi
odchylkami adherovanych desticek. U pacientky trpici
dédicnym onemocnénim Glanzmannova trombastenie jsme
potvrdili defekt GPIIb-IIla. Zjistili jsme, Ze uzivani aspirinu
nema ptimy vliv na adhezi normalnich krevnich desti¢ek na
fibrinovy dimer, ovlivnéna je pouze jejich agregace.

Meéteni schopnosti  krevnich desticek adherovat na
definované povrchy mutize pfinést nové poznatky vedouci k
dalsimu objasnéni funkce krevnich desticek a jejich
membranovych glykoproteini. Takto =ziskané védomosti
mohou piispivat k vyvoji novych piistupti v diagnostice nebo
lé¢eni onemocnéni, pfi kterych dochéazi k porucham krevni
srazlivosti, i k vyvoji hemokompatibilnich biomaterialu.
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CRISS-CROSS CYKLOADICE NA ALIFATICKYCH
CYKLICKYCH KETAZINECH A SMISENYCH AZINO-
ALDAZINECH

JIRI VERNER

Katedra organické chemie, Prirodovédecka fakulta,
Masarykova univerzita v Brné, Kotlarska 2, 611 37 Brn o
Jjverner@chemi.muni.cz

Criss-cross cykloadice jsou podskupinou 1,3-dipolarnich
cykloadici. Je znama celd fada dipolarofilti a jejich criss-cross
cykloadice na 1,4 monosubstituovanych 2,3-diazabuta-1,3-
dienech (azinech)' (Ia). Reakce na jinych diazabutadienech
jsou vyjimecéné, jako napiiklad criss-cross cykloadice na 1,2-
diazabuta-1,3-dienech  (Ib) a 1,4-diazabuta-1,3-dienech
(glyoxaliminech)* (I¢) (Schéma 1).

, aB=N,C=N
A*B\ /R b, A=N, B=N
R Cc—D
¢, A=N, D=N
RZ
Schéma 1

V ptipad¢ reakci 1,4 disubtituovanych 2,3-diaza-1,3-butadiend
(ketazind) vznikaji spirocyklické criss-cross produkty®’.
Prostudovali jsme reaktivitu nesymetrickych aldazino-azint,
které poskytuji dle ofekavani criss-cross produkty. U téchto
latek 1ze ocekavat komplexacni vlastnosti a vzhledem k
extrémni nerozpustnosti nékterych derivatd je mozné vyuziti

jako sorbentti ve chromatografii.
H H
N. N
(CHZ)O{ %0 (CHZ)D( %S
N—N N—N
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/& i \NiN CH,COOH %/\ !
LW CH,COOH AN s N
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Schéma 2
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DEVELOPMENT OF AN ENZYME IMMUNOASSAY
FOR THE DETERMINATION OF ISOFLAVONES

MICHAELA VITKOVA, RADKA KOBLOVSKA,
ZUZANA MACKOVA, and OLDRICH LAPCIK

Institute of Chemical Technology, Technickad 3, 16628 Prague
6, Czech Republic

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™, 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.

INTERFERON-a INDUCTION OF PML NUCLEAR
BODIES IS SUPPRESSED BY TRICHOSTATIN A

JANA VLASAKOVA, ZORA NOVAKOVA, ZDENEK
HODNY, and PAVEL HOZAK

Department of Cell Ultrastructure and Molecular Biology,
Institute of Experimental Medicine, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Viderniska 1083, 142 20 Prague 4-Kr¢

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, Spl100, 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 Spl00. 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.

A BIOLOGICALLY ACTIVE COMPOUND FROM THE
SEEDS OF Tamarindus indica

M. VODENICABOVA*‘, S. PAVEK?, A. LOJEK®, and A.
EBRINGEROVA®

“CPN s.r.o0., Dolni Dobrouc¢ 56102, bInstitute of Biophysics,
Kralovopolska 135, 616 65 Brno, “Institute of Chemistry,
Slovak Academy of Sciences, Dubravska cesta 9, 842 38
Bratislava, Slovak Republic

vodenicarova@contipro.cz

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 uses'”. 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
component’.

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
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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 INHIBITION OF OXIDATIVE
BURST IN DMSO-DIFFERENTIATED HL-60 CELLS
PRECEDES PROTEIN KINASE C INHIBITION

JIRi VRBA and MARTIN MODRIANSKY

Institute of Medical Chemistry and Biochemistry, Faculty of
Medicine, Palacky University, Hnévotinska 3, 775 15 Olomouc

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 puM and 1.8 uM,
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 uM) or SA (> 20 uM) 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 uM 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 p47"™*, 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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NOVE PRISTUPY V SYNTEZE IMINO-C-
DISACHARIDU 5
LUKAS WERNER a LADISLAV KNIEZO

Ustav chemie prirodnich ldtek, Vysokd $kola chemicko-
technologicka v Praze, Technickad 5, 166 28, Praha 6
lukas.werner@vscht.cz

Polyhydroxylované glykosylmethylpiperidiny a pyrolidi-
ny (imino-C-disacharidy) jsou potencidlnimi inhibitory
glykosidas a glykosyltransferas. Jako takové mohou byt
pravdépodobné vyuzity v terapii fady chorob ovlivnénim
mechanismu komunikace bunka-buiika nebo bunika patogen.
Inhibi¢ni G¢inek je dan ptitomnosti ,,C glykosidové” vazby,
ktera je enzymové rezistentni, a dale pfitomnosti
endocyklického dusiku, ktery je pii fyziologickém pH
protonovan. Vznikly kation tak napodobuje tranzitni stav fady
glykosylacnich reakei, jez se napiiklad podileji na syntéze
povrchovych receptori bunék.

Pro syntézu glykosylmethylpiperidinti a pyrolidind jsme
vypracovali dva nové postupy, jejichz pfednosti je zejména
snadnad ekonomicka i experimentalni dostupnost vychozich
latek a Siroka variabilita produktd umoznéna pouze obménou
vychoziho sacharidu.
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Ptiprava piperidinového derivatu vychazi z glukosylace-
tonu' I, ktery je podroben aldolizaci s aldehydem II. Po
redukci azidové skupiny, nasledné reduktivni aminaci a
odstranéni chrénicich skupin se ziska cilovy glykosylmet-
hylpiperidin III. Cesta k derivatu pyrolidinu vyuziva
stereoselektivni adice Daviesova aminu’ ¥ na methyl-3-
(glukosylmethyl)akrylat IV. Na vznikly B-amino ester je poté
adovana lithna sl thiazolu. Nasleduje redukce karbonylové
skupiny, transformace thiazolu na methylester a pfi
odstranénim chranicich skupin z dusiku se zaroven uzavie
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laktamovy kruh. Poslednimi kroky jsou deprotekce a redukce
laktamu na finalni glykosylmethylpyrolidin V1.

Tato price byla podporovina GA CR, v ramci grantu ¢.GA
203/03/0497
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STUDIUM \{ZAJEMNYCH INTERAKCI
KAPSIDOVEHO PROTEINU HIV-1

MARCELA WILDOVA 5
Ustav organické chemie a biochemie AV CR, odd. biochemie
proteinii, Flemingovo nam. 2, Praha 6, 166 10

Pro skladani nezralych kapsid HIV-1, tvofenych
polyproteiny Gag a Gag-Pol, i pro skladani zralé¢ho, plné
infekéniho core je nepostradatelna schopnost kapsidového
proteinu (CA) tvofit dimery a vy$§i multimery. Vzhledem k
vyznamu dimerizace CA v Zivotnim cyklu HIV-1 se da
predpokladat, ze inhibice dimerizace by vedla k zastaveni
skladani novych virovych ¢astic, a tim k zablokovani Zivotniho
cyklu viru. Proto by slou€eniny, zabranujici dimerizaci CA,
mohly byt novymi Iéky, zabranujicimi replikaci HIV-1.

Tato prace se zabyva vyvojem metody, kterd by mohla
byt vyuzita k testovani inhibitorG dimerizace CA. Byl
ptipraven konstrukt kodujici CA s N-koncovou fuzi k
histidinové kotvé. Po expresi v E. coli BL21(DE3) byl protein
CA pomoci této kotvy purifikovan na koloné naplnéné NiNTA
agarosou a imobilizovan na NiNTA mikrotitraéni desticky.
Bylo prokéazano, ze pfipojeni histidinové kotvy neovliviiuje
konformaci CA a nema vliv ani na jeho multimerizaci.

Jako interakéni partner pro protein CA, imobilizovany
prostfednictvim histidinové kotvy na NiNTA mikrotitranich
desti¢kach, byl pfipraven CA na N-konci znafeny biotinem.
Pii testovani peptidovych inhibitorti dimerizace CA na
mikrotitra¢ni desticce bude mnozstvi CA znaceného biotinem
detegovano fluorescenéné.

PROGRAMOVANA BUNECNA SMRT V-MYB
TRANSFORMOVANYCH MONOBLASTU JE
NEZAVISLA NA KASPAZACH

EVA ZAHRADNICKOVA?, KAREL SOUCEK" a JAN
SMARDA?

“Masarykova univerzita v Brné, Prirodovédecka fakulta,
Katedra genetiky a molekularni biologie, Kotlarska 2, 611 37
Brno; sz'ofyzika'lm’ ustav AV CR, Krdlovopolska 135, 612 65
Brno

zahradka@sci.muni.cz

Programovana bunéfna smrt (PCD) je geneticky
determinovany mechanismus, kterym jsou nezadouci butiky
eliminovany béhem vyvoje organismu, pfi infekci, nebo pii
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jejich poskozeni cytotoxickymi latkami. Poruchy mechanismi
zajistujicich PCD ptedstavuji pro organismus znacné riziko,
protoze mohou byt pii¢inou vychyleni rovnovédhy mezi
tvorbou a zanikem bunék, a tak se podilet na vzniku nadort.
RozliSuji se dva hlavni typy PCD: (1) apoptdza, kterda je
zajistovana rodinou cystein-aspartylovych proteas (kaspas), a
(2) autofagie, ktera je nezavisla na kaspazach a je
charakteristicka pfitomnosti autofagickych vakuol.

V této praci jsme studovali programovanou bunéénou
smrt na modelech dvou promonocytickych bunéénych linii —
lidskych  bunkdach U937 a kufecich monoblastech
transformovanych onkogenem v-Myb BM2. PCD byla v obou
liniich indukovéana tfemi latkami s rozdilnym mechanismem
ucinku camptothecinem, cykloheximidem a oxidem
arsenitym. Bunéénd smrt byla posuzovana podle stavu
mitochondrialniho membranového potencialu, fragmentace
DNA, depolymerizace F-aktinu, S$tépeni cilovych proteint
(PARP a lamin B) a aktivity kaspaz. Zjistili jsme, ZzZe
programovana bunéénd smrt v bunkach linie BM2 probihd
nezévisle na kaspasach, zatimco v butikdch U937 nastava
typickym mechanismem apoptdézy, ktery je zalozen na
kaspasové aktivité. Specifickou sondou pro detekci
autofagickych vakuol jsme navic prokazali, Ze camptothecin v
bunkach BM2 (a nikoliv v bunikach U937) indukuje autofagii.

Tyto vysledky naznaduji, Ze onkoprotein v-Myb, ktery je
v bunikach linie BM2 konstitutivné exprimovan, zfejmé
zabranuje aktivaci kaspaz pii indukci programované bunécné
smrti. To vede ke spusténi alternativniho mechanismu bunééné
smrti, ktery vyuziva jinych, na kaspazach nezavislych proteas.
Onkoprotein v-Myb viru pta¢i myeloblastézy indukuje akutni
monoblastickou  leukémii  in  vivo a transformuje
myelomonocytické buniky in vitro. Zda k tomuto u¢inku
alespon éaste¢né prispiva negativni vliv v-Myb na aktivitu
kaspas, je pfedmétem dals$iho vyzkumu.

Tato prace vznikla za podpory vyzkumného zameéru
MSM143100008 MSMT Ceské republiky.

ZKRACENE ANALOGY INZIgLiNU: VLIV
MODIFIKACI V C-KONCOVE CASTI B-RETEZCE NA
BIOLOGICKOU AKTIVITU

LENKA ZAKOVA®, TOMISLAV BARTH®, JIR{
JIRACEK® a STEFAN ZORAD"

“Ustav organické chemie a biochemie Akademie véd Ceské
republiky, Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6, bUstav
experimentarni endokrinologie Slovenské akademie ved,
Viarska 3, 833 06 Bratislava, Slovenska republika
zakova@uochb.cas.cz

Analogy inzulinu se pfipravuji hlavné pro lécbu a
vyzkum onemocnéni diabetes mellitus. Modifikace v
inzulinovém fetézci mohou nejen meénit fyzikalné-chemické
vlastnosti inzulinu, ale mohou také pfispivat k objasfiovani
vazby inzulin s jeho receptorem. Insulin se zménénymi
vlastnostmi miZze mit napiiklad jinou distribuci v téle a
usnadnovat tak diabetikim 1ébu. O interakci inzulinu s jeho
receptorem existuji prozatim pouze kusé informace. Jde o
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slozity proces spojeny s konformacnimi zménami jak
molekuly inzulinu tak receptoru a tudiz jakykoliv dalsi
poznatek je vitany.

Nase nové analogy inzulinu jsou modifikovany v C-
koncové ¢asti B-fetézce inzulinu. Zde se v pozicich B24-B26
nachazeji aromatické aminokyseliny, které jsou zodpovédné
jak za agregaci inzulinovych monomert do zasobni formy, tak
za interakci inzulinu s jeho receptorem'?. Viechny analogy
jsou zkracené o posledni 4 aminokyseliny B27-B30, které
mohou byt z hormonu eliminovany bez jakéhokoliv vlivu na
biologickou aktivitu®. Jednotlivé pozice aromatického tripletu
B24-B26 byly modifikovany N-methylaci peptidové vazby a
zaroven zaménou TyrB26 za jinou aminokyselinu
aromatického charakteru. N-methylace peptidové vazby jednak
zpusobuje zvySenou flexibilitu této vazby a jednak
znemoziuje amidu peptidové vazby tvorit vodikovy mistek.
Dale se predpoklada, Ze substituce methylovou skupinou
zvySuje hydrofobicitu tohoto tiseku. Kombinace N-methylace a
substituce TyrB26 za jinou aminokyselinu se odrazilo na
biologické aktivité jednotlivych analogt.

Vsechny analogy byly pfipraveny kombinaci syntézy
peptidi na pevné fazi a enzymové semisyntézy. K
charakterizaci analogi byla pouZita jednak vazba '*I-inzulinu
na plazmatické membrany tukové tkané potkani a zaroven
stimulace transportu *H-glukosy na izolovanych potkanich
adipocytech.
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Corynebacterium glutamicum je grampozitivni nesporu-
lujici  bakterie vyuzivana k prumyslové produkci
aminokyselin. V poslednich letech zna¢né vzrostla znalost o
uspofadani gentt ucastnicich se biosyntézy raznych
aminokyselin, stale se vSak pfili§ mnoho nevi o molekularnich
signdlech regulujicich expresi téchto genl. Pro poznani
mechanismt regulace exprese gend na transkripéni urovni ma
(promotort). Regulovatelné promotory, které mohou byt
béhem fermentace ,,zapnuty”“ nebo ,,vypnuty”“ pisobenim
vngjSich faktori (napf. zménami teploty), mohou zajistit
regulované zvyseni exprese vybranych gend.

Pro cilené ziskavani promotort C. glutamicum, jejichz
aktivita je regulovdna zménami teploty, byly vyuzity udaje o
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uplné sekvenci nukleotidi chromozomu C. glutamicum
zvefejnéné v databazi GenBank. Metodou PCR byly
piipraveny fragmenty DNA nesouci promotory gent clpB,
clpC (koduji heat shock proteiny s chaperonovou aktivitou) a
sigE  (koduje sigma podjednotku RNA  polymerasy
indukovanou pusobenim vnéjsich stresovych faktord) z C.
glutamicum, u nichZ lze predpokladat regulaci jejich exprese
zménou teploty. Na zakladé pocitacové analyzy sekvence
nukleotidi fragmentii nesoucich uvedené promotory byly
navrzeny oblasti, které by se mohly podilet na regulaci aktivity
téchto promotord. Pfed genem clpB byly nalezeny dvé
operatorové sekvence HAIR (zjisténé pfed geny kodujicimi
heat shock proteiny u jinych bakterii) a promotorové sekvence
rozliSované alternativnimi sigma podjednotkami RNA
polymerasy. Tyto promotorové sekvence byly zjistény i pied
genem clpC. V oblasti — 35 hexameru promotoru P-sigE byla
zjisténa palindromova sekvence, ktera by mohla slouzit jako
operator pii regulaci aktivity tohoto promotoru.

Fragmenty obsahujici promotory P-clpB, P-clpC a P-sigE
byly vlozeny do promoter-probe vektoru pET2, ktery nese
reportérovy gen cat, kodujici enzym chloramfenikolacetyl-
transferasu (CAT). Vzniklé konstrukty byly pfeneseny
transformaci do bunek C.glutamicum. U klont C.glutamicum
obsahujicich promotory P-clpB, P-clpC a P-sigE v pET2 byla
stanovena CAT jak po rustu pii teploté¢ 30 °C, tak po rizné
dlouhém (7-60 minut) teplotnim Soku (37 °C, 45 °C a 50 °C).
Vysledky prokazaly zvySenou aktivitu promotortt P-clpB, P-
clpC a P-sigE po teplotnim Soku. Metodou primer extension
byl pfesn¢ lokalizovan transkripéni start mRNA, do niz se
prepisuje gen sigE a byly definovany sekvence klicovych
hexamert — 10 (CAAAAT) a — 35 (TAGATT) hexamert
promotoru P-sigE.

KOMPLEXACE NEUTRALNICH MOLEKUL
MOCOVINOVYM RECEPTOREM

PETRA ZLATUSKOVA®, JAN BUDKA®, JAN SYKORA",
PAVEL LHOTAK® a IVAN STIBOR®

“Ustav organické chemie, Vysokd $kola chemicko-
technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6, bUstav
chemickych procesii AV CR, Rozvojova 125, 165 02 Praha 6
Petra.Zlatuskova@vscht.cz

Calixareny jsou makrocyklické slouceniny v posledni
dobé s tuspéchem casto pouzivané jako vychozi latky pro
syntézu molekul vhodnych ke komplexaci kationtti, aniontll i
iontovych pard. Spojenim calixarenu s vhodné substituovanou
mocovinovou jednotkou byl ziskan receptor aniontll, vhodny
zejména pro komplexaci karboxylati.

Pii komplexacnich studiich provadénych s touto latkou
bylo zjisténo, ze ma schopnost komplexovat i neutralni
molekuly, jako naptiklad DMSO, sulfolan nebo aceton. Byly
provedeny rozséhlé komplexacni studie pro zjisténi preferenci
této slouceniny vic¢i malym molekulam. Zaroven byly
srovnany jeji komplexaéni vlastnosti s analogickymi
mocovinovymi derivaty.
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Struktura této latky byla mimo jiné potvrzena i rentgeno-
strukturni analyzou.
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