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X. JUBILEJNI MEZIOBOROVE SETKANI MLADYCH BIOLOGU, BIOCHEMIKU A
CHEMIKU

Pted tfemi lety jsem na tomto misté slibovala, Ze pfevezmu Stafetu organizovani konference, ktera
se v letoSnim roce bude konat jiz po desaté. Téz jsem vyslovila pfani, abychom ucast na této
konferenci rozsifili o mladé védce ze Slovenska.

U prilezitosti kazdého jubilea dochdzi obvykle k pohledu zpét a k ur€itému bilancovani a tak si
dovolim 1 ja pii tom jesté pomérn¢ mladém jubileu o trochu hodnoceni.

Na zacatku stala myslenka svést dohromady mladé védce a dat jim piilezitost predvést si navzajem,
¢im se zabyvaji, tzv. se otrkat, osvojit si techniku a dovednosti pfi prezentaci své prace, ale i prosté
pobyt spolecné na prijemném misté a navazat kontakty s kolegy z ptibuznych obort a pracovist'.

Chlubiti se vlastnimi uspéchy sice neni pfiliS vhodné, nicméné ohlasy i komentafe jinych (a
pfedevsim ucastnikli samych) potvrzuji, Ze tzv. ,,Amerika®, jak ji rdd nazyva Pavel DraSar podle
mista konani jedné z prvnich, je akce opravdu uspéSna. Mnozi z téch, ktetfi byli na konferenci
ohodnoceni jako nejlepsi, uspésné pokracuji ve védecké kariéfe a jsem rada, ze v mnoha piipadech
ocenéni na této konferenci prispélo alespon v malé mite k t€émto uspéchliim.

Podafilo se jiz ptivést na konferenci také mladé kolegy ze Slovenska a odborna komise ma jiz po
tieti alespon jednoho ¢lena praveé ze Slovenska. Sice jesté trochu vahavy, nicméné viditelny nartst
slovenskych ucastnikii, mé vede k vite, ze akce jiz ptekonala ¢esko-slovenskou hranici.

K jubilejnimu bilancovani patii ovSem téz dik tém, ktefi kazdoron€ nevahaji ob&tovat sviij volny
Cas k ptipravé akce, vybéru ucastnikd, jejich hodnoceni i vybéru téch nejlepsich. Je to predevsim
jiz zminéna odbornd komise, jiz patti velky dik za jeji praci a vytrvalost, jsou to kolegové
z chemické i1 biochemické spole¢nosti, kteti akci podporuji a v neposledni fad€ téZ pracovnici nasi
firmy, ktefi organizuji a zajist'uji hladky pribéh celé akce.

Do dalsiho desetileti ndm vSem pieji nepolevujici nadSeni, hodné¢ mladych nadéjnych védci i dalsi
nartist povédomi o akci na Slovensku. A zaroven pfiznavam, ze bych rada uskutecnila myslenku,
kterou vjednom ze svych uvodi ktéto konferenci vyzradil Pavel DraSar, aby se podatilo

zorganizovat mezinarodni findle, alespon na urovni sttedoevropského regionu.

Desatému ro¢niku ,,Ameriky* zdar !

Daniela Dornerova
Sigma-Aldrich Praha
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STRUKTURY VYSOCE AKTIVNICH ANALOGU
INSULINU NAZNACUJI AKTIVNi FORMU
HORMONU

EMILIA ANTOLIKOVA?, JIRI JIRACEK™, LENKA
ZAKOVA?, CHRISTOPHER J. WATSON?, JOHAN P.
TURKENBURG", GUY G. DODSON" a MAREK A.
BRZOZOWSKI"

“UOCHB AVCR, v.v.i., Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6,
Ceska republika, *Department of Chemistry, The University
of York, Heslington, York, YO10 5YW, United Kingdom

Insulin je klicovy hormon, ktery reguluje hladinu krevni
glukosy a ma Siroky Gc¢inek v metabolismu proteint a lipidd.
Pusobeni insulinu je zprostfedkovano vazbou jeho monomeru
na specificky receptor (IR). Navzdory dlouholetému usili neni
struktura IR v komplexu s insulinem znama a informace o
struktufe insulinu jsou zalozeny pouze na neaktivnich
zasobnich a multimernich formach hormonu. Pfedpoklada se,
ze molekula insulinu podléhd beéhem vazby na IR
konformacnim zménam. Odklonem aminokyselin v pozicich
B25-B30 od centralni ¢asti molekuly insulinu by mélo dojit
k zpfistupnéni aminokyselin A1-A3, které jsou dulezitou
soucasti vazebného mista pro IR.

V této studii' jsme se pokusili definovat strukturni znaky
aktivni formy insulinu. Pfipravili jsme sérii analogl insulinu
s modifikacemi v poloze B26 a urcili jsme jejich vazebné
afinity vii¢i IR a jejich krystalové struktury. Nejaktivnéjsi
analog [NMeAlaB26]-DTI-NH, (465%) byl krystalizovan jako
monomer s novou konformaci v pozicich B24-B26, ktera se
vyznacuje B-ohybem typu II (B26-ohyb). Totozny ¢i podobny
B26-ohyb byl identifikovan i dalSich analogi s N-methylova-
nou ¢i D-aminokyselinou v poloze B26. Disledkem ptitomnos-
ti B26-ohybu v molekule insulinu je odklon aminokyselin
B25-B26(B30) od centralni o-Sroubovice a N-konce A-fetézce
insulinu. Tim dochazi k odhaleni pfedtim skrytych aminokyse-
lin A1-A3 (obr. 1). Konvergence struktur vysoce aktivnich
analogt insulinu naznacuje, Ze pozorovany B26-ohyb by mohl
byt velmi podobny struktufe, ktera charakterizuje aktivni
formu pfirozeného insulinu pii vazbé na IR.

=

Obrazek 1. Superpozice hlavniho Fetézce lidského insulinu
(¢ervené) a nékolika analogii s N-methylaci v pozici B26.

Tato préce vznikla za podpory grantii MSMT CR LC06077,
GA AVCR KJB400550702 a AVCR Z40550506.
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EVALUACIA FLUORIMETRICKEHO TESTU NA
DETEKCIU CYTOTOXICKEHO EFEKTU GENOVEJ
TERAPIE SPROSTREDKOVANEJ
MEZENCHYMOVYMI KMENOVYMI BUNKAMI IN
VITRO
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“Univerzita Komenského v Bratislave, Katedra mikrobioldgie
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onkologie, Vidarska 7, 833 91 Bratislava, SR
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Mezenchymové kmenové bunky (mesenchymal stem
cells; MSC) st heterogénna populacia nediferencovanych
multipotentnych buniek s unikatnymi vlastnostami. Ich
schopnost’ seba-obnovy a opravy poskodeni je jedinecna.
Dokazu rozpoznat’ chemické signaly vysielané poskodeniami
v organizme (trauma, fraktira, nekréza, zapal, nadory...),
krvnou cestou doputovat’ do takéhoto miesta, usidlit’ sa,
vplyvom rastovych faktorov rychlo proliferovat a
diferencovat’ na prislusny typ tkaniva. PoSkodenie tak
zregeneruju bez jaziev &i zrastov'.

Podla $pecialnej komisie, ktora sa zaobera MSC (The
Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the
International Society for Cellular Therapy) musia tieto bunky
spiiat’ isté kritéria, aby ziskali status ,,MSC*. Po prvé musia
byt’ schopné adherovat’ na plast za normalnych kultivaénych
podmienok. Po druhé musia exprimovat povrchové CD
markery: CD105, CD73, CD90 a naopak nesmu exprimovat’:
CD45, CD31, CD14, CDl11b, CD79a, CD19 a HLA II.
triedy. Poslednym kritériom je diferencidcia do troch
bunkovych typov - adipocytov, osteoblastov a
chondroblastov za $pecifickych kultivaénych podmienok®.

MSC sa wvyskytuju v roznych typoch tkaniv
derivovanych z mezenchymu. Ich pritomnost’ bola dokazana
v kostnej dreni, pupoénikovej krvi, v spojivovych tkanivach,
svaloch ¢i v srdci. V Laboratériu molekularnej onkoldgie
UEO SAV vyuzivame MSC derivované z tukového tkaniva -
AT-MSC (adipose tissue-derived MSC). Tukové tkanivo je
ziskavané ako odpadovy materidl po  liposukcii.
Jednoduchym postupom sa daji z neho izolovat
mezenchymové kmenové bunky.

Na zéklade poznatku, ze MSC st schopné vyhladavat
poskodenia a pomocou velmi podobnych signalov aj
nadory, sa z nich stal atraktivny nastroj pre génovua terapiu,
kde sa vyuzivaji ako vektory. Geneticky modifikované AT-
MSC obsahuji terapeutické gény, ktorych exprimovanim
vznikaju enzymy, konvertujiice netoxické predlieciva na
toxické metabolity bezprostredne v Dblizkosti nadoru.
Takymto sposobom by sa eliminovali neziaduce ucinky
bezne pouzivanych chemoterapeutik.

Vyuzivame dva systémy MSC-sprostredkovanej
génovej terapic - HSV-tk/GCV a CD/5-FC. Prvym
terapeutickym génom je tymidinkinaza (HSV-tk) derivovana
z virusu Herpes simplex, ktora fosforyluje netoxicky
ganciklovir (GCV) na ganciklovir-monofosfat. Ten je
konvertovany endogénnymi kindzami na velmi toxicky
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ganciklovir-trifosfat. Exprimovanim druhého génu vznika
enzym cytozindeaminaza (CD), konvertujuca netoxicky 5-
fluorocytozin (5-FC) na vysoko toxicky 5-fluorouracyl (5-
FU).

V  MSC-sprostredkovanej terapii sme kokultivovali
nadorové bunky stabilne exprimujuce zeleny fluorescenény
protein (green fluorescent protein; GFP) s AT-MSC nesticimi
jeden z terapeutickych génov — TK alebo CD. Sledovali sme
cytotoxicky efekt HSV-tk/CD-MSC na nadorové bunkové
linie a ur¢ili efektivitu jednotlivych terapeutickych systémov
podla tzv. fluorimetrického testu. Po 24 hodinach vzdjomne;j
kultivacie oboch typov buniek sme pridali ré6zne koncen-
tracie predlieciva — GCV/5-FC a nésledne po 48 h zmerali
ubytok intenzity fluorescencie pomocou fluorimetra
POLARstar OPTIMA. Cim bola nizzia intenzita fluorescen-
cie, tym bolo viac uhynutych nadorovych buniek a terapia sa
javila ako uCinnejSia. Nasledne sme porovnali efektivitu
eliminacie jednotlivych nadorovych bunkovych linii.

Priprava terapeutickych MSC a nddorovich buniek stabilne exprimujicich GFP
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Obr. 1. Priprava terapeutickych/GFP* buniek a princip
fluorimetrického testu pomocou CD/5-FC terapie

Tato praca vzmikla za podpory grantu VEGA 2/0146/10 a
APVV 0260-07.
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Cilem nasi prace bylo stanoveni fenotypu a zékladnich
biologickych charakteristik populace granulézovych bunék
(GCs, granulosa cells) ziskanych z folikulti lidskych ovarii.
GCs byly ziskané od 41 hormonalné stimulovanych Zzen
podstupujici in vitro fertilizaci. Buiiky byly transportovany
pii 37 °C ve folikularni tekuting, kultivovany v médiu
DMEM/F12 obohaceném o rustové faktory (EGF, bFGF),
folikuly stimulujici hormon a 2% fetalniho teleciho séra.
V prubéhu experimentu jsme pozorovali vyznamny vliv
folikularni tekutiny na proliferaci bunék v prvnim tydnu
kultivace, umoznujici ziskat velké mnozstvi bunék s vyso-
kym proliferacnim potencialem.

Analyza ukazala, ze GCs kultivované dlouhodobé in
vitro potiebuji pro prvnich 20 populacnich zdvojeni 68101
hodin. Viabilita kultivovanych bunék v proliferacni fazi se
vyrazné neménila (92% = 5). DNA analyza prokazala 46,7—
61,6 % bunék v SG, fazi bunééného cyklu. Analyza fenotypu
pomoci prutokové cytometrie prokazala vysokou pozitivitu
pro znaky CD29, CD44, CD73, CD90, CDI166, nizkou
pozitivitu pro HLA-1 a negativitu pro znaky CD34, CD45,
CD49¢, CD71, CD105, CD146, CD222.

Sledovali jsme pocet populacnich zdvojeni a cas
potiebny na zdvojeni celé populace bunék. Podafilo se nam
vykultivovat linii GCs, ktera méla 3x vys$s§i pocet
populacnich zdvojeni. Byla také stanovena délka telomer,
ktera klesala v zavislosti na poctu dni in vitro kultivace. Pro
vylouceni naddorové transformace bunck pti kultivaci, byl u
vSech linii stanoven karyotyp. Jednotlivé linie byly navzajem
porovnany a srovnany se stabilizovanou linii COV434
pochézejici z granulézového nadoru. Podle naseho protokolu
je mozné dlouhodobé kultivovat GCs, které mohou
poskytnout vyborny model pro pochopeni fyziologickych
dgju pii folikulogenezi a studium patologickych zmén v lid-
ském ovariu.

Tato price vznikla za podpory grantovych projektii CR ¢
MSMT 0021620820, MSMT 0021627502 a 1GA MZ ¢.
NS/9781-3.
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TYROZINKINAZ
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Chronicka myeloidni leukémie (CML) je onemocnéni,
které je asociovano se vznikem tzv. Filadelfského
chromosomu (Ph) vlivem reciproké chromosomové
translokace t(9;22)(q34;q11). Na genové urovni takto vznika
novy fuzni gen BCR-ABL kédujici konstitutivné aktivni Ber-
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ADl tyrozinovou kinasu (TK), ktera je nezbytna a dostacujici
pro nadorovou transformaci buiiky'. Specifické inhibitory
tyrozinkinas (TKI) pfedstavuji v soucasnosti prvni volbu pii
1é¢be pacientti s CML.

V nasi laboratofi jsme vyvinuli funkéni in vitro test,
ktery nam umoziuje sledovat miru G¢innosti TKI v inhibici
Ber-Abl TK. Metodika je zaloZena na inkubaci izolovanych
leukocyt v ptitomnosti TKI a nasledné detekei
intracelularnich hladin aktivovanych resp. forforylovanych
forem cilovych molekul Ber-Abl TK, pfedev§sim proteinu
Crkl (specificky substrat Ber-Abl TK) a kinas rodiny Src
(SFK). Aktivace SFK je asociovana s progresi onemocnéni
a rezistenci na lé¢bu. Pro zvyseni validity vysledku jsme od
pivodniho  hodnoceni  rezistence/citlivosti ~ pomoci
imunoblotu® ptesli na pritokovou cytometrii s imunodetekei,
ktera ve srovnani s imunoblotem nabizi jak kvalitativni, tak
kvantitativni zhodnoceni a je navic laboratorné aco do
spotieby vzorku méné narocna.

Pomoci in vitro funkéniho testu sensitivity leukocyti
na TKI, ktery koreluje s prib&hem onemocnéni®, lze velmi
ucinné nejen predikovat odpovéd nemocné¢ho na 1éCbu
témito TKI, ale zejména vcasnym odhalenim nastupujici
rezistence na 1écbu piispét k rozhodovani o 1écbé s cilem
dosahnout a udrzet optimalni 1é¢ebnou odpovéd’ a zabranit
progresi onemocn&ni®”.

Podporeno granty NS9949-2, MSM6198959205
a spolecnosti Bristol-Myers Squibb.
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Protein pS53 je vyznamnym nadorovym supresorem
a jeho funkce je n€jakym zplisobem narusena u vétSiny nadord,
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zejména mutacemi v genu pro p53. Nicméné u nemalé Casti
nador(, které maji gen pro p53 neporuseny, je funkce proteinu
vyfazena kvili nadmémé expresi jeho negativniho regulétoru,
onkoproteinu Mdm2'. Mdm2 sloui jako E3 ubikvitin ligasa a
predurCuje p53 a své ostatni substraty, véetné sebe sama,
k degradaci v proteasomu 26S.

Mechanismy  regulujici  aktivitu  proteinu  Mdm2
v nadorovych buikach nejsou zatim zcela jasné. Za ucelem
identifikace novych interakénich partnerd a potencialnich
regulatorti proteinu Mdm2 jsme provedli tandemovou afinitni
purifikaci bunéénych komplexi obsahujicich centralni cést
proteinu Mdm2 z nékolika lidskych bunéénych linii. Tyto
proteinové komplexy pak byly dale analyzovany hmotnostni
spektrometrii.

Identifikovali jsme dva nové potencialni regulatory Mdm2
— bazalni transkrip¢ni faktor GTF2I a protein USP48, ktery patii
do rodiny ubikvitin-terminalnich karboxyl-hydrolas a jehoz
funkce zatim neni znama. Interakci téchto proteind s Mdm2
jsme potvrdili pomoci imunoprecipitace a imunofluorescencnich
relokaliza¢nich experimenti.

Z ubikvityla¢nich experimentl vyplyva, ze protein GTF2I
silné zvySuje hladinu ubikvitylace p53 a mohl by tak byt
negativnim regulatorem p53. GTF2I se mimo jiné podili na
aktivaci transkripce cilovych genti pii naruseni funkce endo-
plazmatického retikula (ER)*. Pomoci luciferazového reportér-
ového konstruktu se nam podafilo zjistit, ze Mdm2 snizuje
transkripéni aktivitu GTF2I, coz naznacuje, ze protein Mdm?2
mize zasdhnout do bunééné odpovédi na poruchu funkce ER.

Pritomnost USP-domény u dalsiho identifikovaného
interakéniho partnera USP48 naznacuje, Ze tento protein bude
slouzit jako deubikvitylaéni enzym a stabilizovat tak jiz
ubikvitylované substraty’. Nase vysledky ukazuji, 7e USP48
opravdu stabilizuje Mdm2. V ptitomnosti USP48 je vsSak
autoubikvitylace Mdm2 zesilena, coz ukazuje, ze USP48
reguluje stabilitu Mdm?2 jinym, slozit&j$im mechanismem, nez
jeho deubikvitylaci.

Tato prdce vznikla za podpory grantu GA CR 301/09/1324.
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Interakce vanadocendichloridu a 1,1’-dimethylvanado-
cendichloridu s aminokyselinami obsahujicimi sekundarni
aminoskupinu poskytuje tfi strukturni typy komplexd
(Schéma 1), kde dochazi ke koordinaci:

A) jedné molekuly aminokyseliny pomoci atomu dusiku
aminoskupiny a atomu kysliku karboxylové skupiny
chelatovym typem vazby,

B) dvou molekul aminokyselin prostfednictvim atomu
kysliku jejich karboxylovych skupin monodentatnim typem
vazby,

C) jedné molekuly aminokyseliny pies oba atomy
kysliku karboxylové skupiny chelatovym typem vazby.

V komplexech s L-prolinem a N-methylglycinem byly
nalezeny typy vazeb A) a B), zatimco N-fenylglycin tvoril
s vanadocenovym fragmentem pouze komplex typu C).

onr o ] i _\+
@ @O%/ @ >_/NHR

-0

V(S:/r v, vy
i & o <5
NH,R
A) B) C)
Schéma 1

Bylo izolovano 11 novych vanadocenovych komplex,
které byly charakterizovany pomoci vhodnych analytickych
a spektroskopickych metod. V piipadé sedmi komplexi,
které zahrnovaly vSechny tfi strukturni typy, byly pfipraveny
monokrystaly vhodné pro rentgenostrukturni analyzu.

Piipravené komplexy jednozna¢né potvrdily moznost
vazebné interakce  metallocenového  fragmentu  se
sekundarnimi aminokyselinami jako vhodného modelového
systému pro moznou interakei s peptidy. Vysledky této prace
podporuji predpokladany mechanismus ucinku cytostaticky
aktivnich metalloceni inhibici DNA procesnich enzymu
(proteinkinasa C a topoizomerasa II)', nebo transportnich
bilkovin (transferin)™”.

Tato prdce vznikla za podpory grantu GA CR 203/09/0460.
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FUNKCNI ANALYZA RING DOMEN
ONKOPROTEINU MDM2 A MDMX
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Protein p53 je transkripéni faktor vyznacujici se
schopnosti ptisobit proti nadorové transformaci buné¢k a hraje
klicovou roli vregulaci bunéfné odpovédi na stresové
podnéty, napt. poskozeni DNA. Za normalnich podminek je
hladina aktivniho p53 v buiikach udrZzovéana na nizké Grovni
pfedlevéim diky pfitomnosti onkoproteini Mdm2 a MdmX
(cit.”).

Zatimco Mdm?2, jako E3 ubikvitin ligasa, indukuje
degradaci p53 prostfednictvim 26S proteasomu, MdmX
i pfes svou znacnou strukturni podobnost s Mdm2 postrada
ubikvitin ligdzovou aktivitu. MdmX sam o sob& pouze
ucinn¢ inhibuje transkripéni aktivitu p53, avSak ve formé
dimeru s Mdm2 se dokéaZe aktivné podilet' i na degradaci
p53. Pravé tvorba heterodimerd Mdm2-MdmX prostiednic-
tvim RING domén vede ke stimulaci E3 ubikvitin ligasové
aktivity Mdm2 (cit.%).

Pro objasnéni strukturnich a funkénich rozdild RING
domén Mdm2 a MdmX jsme vytvofili sérii bodovych
mutanti Mdm2, u nichz byla vzdy nahrazena kratka cast
RING domény Mdm?2 odpovidajici sekvenci MdmX. Pomoci
relokaliza¢niho testu a imunoprecipitace jsme ovéfili jejich
schopnost interagovat s RING doménou MdmX. Nase
vysledky naznacuji, Ze aminokyselina cystein v pozici 449 je
nezbytna pro fyzickou interakci RING domény Mdm2
s MdmX. Pokud je tato kriticky dilezitd aminokyselina
vlozena do RING domény MdmX, ziskd tento protein
schopnost dimerovat s dalsi molekulou MdmX.

Nase vysledky pfispivaji  kidentifikaci rozdilt
v primarni aminokyselinové sekvenci RING domén Mdm?2
a MdmX, které jsou odpovédné za rozdily ve funkci téchto
proteini a mohou ptispét k nalezeni mechanismui jez umozni
reaktivaci p53 v nékterych typech nadora.

Tato prace vznikla za podpory grantu 301/09/132.
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DYNAMIKA TRAVICICH ENZYMU KLISTETE
Ixodes ricinus
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Traveni hostitelské krve, zakladniho zdroje Zivin a
energie, predstavuje klicovou udalost v biologii klistat. Tito
ektoparaziti na rozdil od ostatniho krev-sajiciho hmyzu travi
hostitelské proteiny intracelularné v kyselém prostiedi
travicich vakuol bunck stievniho epitelu. Traveni bylo
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nejlépe popsano u klistéte Ixodes ricinus (hlavniho pienasece
lymské borelidzy v Evropé) a je zajistovano souborem
cysteinovych a aspartatovych peptidas'. V této praci jsme se
zamefili na studium mRNA, dynamiky a kvantity hlavnich
travicich enzymi (cysteinovych peptidas katepsinu L, B, C,
legumainu a aspartatové peptidasy katepsinu D) ve stievé
klistéte I ricinus v prubé¢hu sani. Hladina mRNA byla
studovana pomoci kvantitativni Real Time PCR. Aktivity a
molarni koncentrace jednotlivych enzymu ve stievé klistéte
byly urovany pomoci specifickych fluorescencnich
substratl a titraci aktivniho mista specifickymi inhibitory.
Afinitné precisténé polyklondlni protilatky (pfipravené proti
jednotlivym rekombinantnim enzymim) byly vyuzity
k detekei cysteinovych proteas (IrCB, IrCL a IrCC) uvnitf
sttevnich bun€k imunofluorescenéni mikroskopii a k
,western blot* analyze téchto enzymid ve stievé klistéte.
Vsechna takto ziskana data ukazuji, Ze k nejvétSim zménam
dochazi ke konci periody pomalého sani (4-6 dni po
prichyceni na hostitele). Ta ptredchazi prudkému piijmu
hostitelské krve, kdy oplodnénd samice nasaje az 70 %
celkového objemu krve béhem 2 dnt. Dikladny expresni
profil spole¢né s biochemickou charakterizaci jednotlivych
peptidas otevira nové moznosti v boji sklistaty a jimi
prenasenymi patogeny.

Tato prace vznikla za podpory grantu 144600960910 (GA
AVCR), KJB600960911(GA AVCR) a Vyzkumného centra
LC06009 (MSMT CR).
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TOTALNI SYNTEZA FERROCENESTRONU
FILIP HESSLER® a MARTIN KOTORA®"*
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V poslednich n¢kolika letech je vénovana zvySena
pozornost novym sloucenindm ferrocenu s biologicky
aktivnimi molekulami, a to pro své zajimavé vlastnosti'”.
Prikladem takové latky muize byt ferrocifen, derivat
antiestrogenu tamoxifenu. Nyni jsou testovany jeho ucinky
proti karcinomu prsu.

I kdyz je znamo nékolik konjugath ferrocenu a steroidt,
zatim jeSté nebyla pfipravena sloucenina obsahujici ferrocen
pfimo v steroidnim skeletu. Na zakladé predchozich
zkusenosti znedivné syntézy estronu®, jsme se rozhodli
pfipravit prvni steroid s integrovanym ferrocenovym jadrem
— ferrocenestron.
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Syntéza vychazela z vhodné substituovaného chiralniho
ferrocenu s jeho naslednymi transformacemi pomoci reakci
katalyzovanych ptechodnymi kovy. Mezi tyto postupy
patiily napfiklad oxidativni adice s navazujici alkylaci
zprostiedkovana zirkonocenem, cross-coupling katalyzovany
komplexem palladia, enynova metathese katalyzovana
karbenovou slouceninou ruthenia, a nakonec hydrogenace
dvojnych vazeb za pouziti heterogennich (Pd/C) ¢&i
homogennich katalyzatord (komplex Ir).

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSM0021620857
a IM0508 (Center for New Antivirals and Antineoplastics).
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ANTIFLOGI,STICKE VLASTNOSTI NOVE
IZOLOVANE LATKY MA-13 Z Morus alba

JAN HOgEI'(, KAREL gMEJI,(AL, VERONIKA
ZAVALOVA, PETER KOLLAR a MILAN BARTOS

Veterinarni a farmaceutickd univerzita Brno, Farmaceuticka
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Moruse bila (Morus alba L., Moraceae) je v tradi¢ni
¢inské mediciné vyuzivana pfi 1é¢bé nékterych zanétlivych
stavll. Zanét je soucast ptirozené obrany téla, ale vyssi mira
zanétu muze t€lo poskodit. Je také znama cela fada
chronickych zanétlivych onemocnéni, kterd vyzaduji
dlouhodobou 1é¢bu, proto predstavuje vyvoj novych
antiflogistik dtlezity smér v rozvoji farmakoterapie.

Na zéklad¢ screeningu latek izolovanych z Morus alba

byla vybrana sloucenina MA-13 (schéma 1), kterd
prokazovala nejveétsi schopnost tlumit expresi pro-
zanétlivého cytokinu TNFa in  vitronalinii lidskych
makrofagi THP-1 stimulovanych bakterialnim

lipopolysacharidem (LPS). Proti-zanétliva aktivita latky MA-
13 byla dale podrobné studovana na urovni zmény
transkripce pro-zanétlivého cytokinu CCL2, pro-zanétlivych
enzymi NOS2 a COX2 a proti-zanétlivého proteinu ZFP36.
Exprese cytokinu TNFa byla taktéz sledovana na turovni
translace. VétSina geni téchto proteinti je pod transkripéni
kontrolou NF-kB, proto byla zméfena i schopnost latky MA-
13 potladovat translokaci tohoto transkripéniho faktoru
z cytoplasmy do jadra.
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Struktura molekuly latky MA-13

Ziskané¢ tdaje prokazuji schopnost latky MA-13
signifikantné snizovat transkripci pro-zanétlivého cytokinu
TNFa. Signifikantni ubytek TNFa byl také zaznamenan na
urovni translace, kdy MA-13 10x snizila celkové mnozstvi
tohoto cytokinu v mediu u LPS-stimulovanych makrofagi.
Transkripce dal$iho pro-zanétlivého cytokinu — CCL2 — byla
taktéz snizena, ale bez statistické prukaznosti. MA-13 méla
vliv 1 na pfepis genl pro-zanétlivych enzymi NOS2
a COX2, kdy jejich exprese byla oslabena. U jediné¢ho proti-
zanétlivého genu — ZFP36 — byl zaznamenan pouze posun
maxima jeho exprese o 2 hodiny. Schopnost MA-13 tlumit
expresi pro-zanétlivych gent potvrzuje i skuteénost, ze tato
latka brzdi vstup NF-xB do jadra, ¢imz inhibuje jeho funkei
jako transkripéniho faktoru. Ve vSech sledovanych
parametrech je MA-13 U¢innéj$i nez indometacin, ktery je
bézn¢ uzivanym antiflogistikem a ktery byl pouzit jako
pozitivni kontrola.

Z vysledkti této studie vyplyva, ze latka MA-13 je
nadéjnou molekulou pro vyvoj nového nesteroidniho
antiflogistika.

PROTEINY Aspergillus fumigatus ZAPOJENE DO
INTERAKCE S HOSTITELEM

JOSEF HOUSER', JAN KOMAREK", NIKOLA
KOSTLANOVA®, GIANLUCA CIOCI‘, ANNE
IMBERTY"® a MICHAELA WIMMEROVA*™”

“NCBR a "Ustav Biochemie, Prirodovédecka fakulta,
Masarykova univerzita, Kotlarska 2, 611 37 Brno;

°ESRF, 6 rue Jules Horowitz, 38043 Grenoble, France;
YCERMA V-CNRS, BP53, 38041 Grenoble Cedex 9, France
houser@mail. muni.cz

Dlouho znama4 saprofyticka houba — plisen Aspergillus
fumigatus (Kropidlak zakoufeny) je nejen vSudypiitomnym
alergenem, ale, jak se stale Cast&ji ukazuje, také vyznamnym
patogenem u pacientl s oslabenou imunitou. Tzv. invazivni
aspergiloza zasahuje zejména plice, ale jsou zndmy ptipady
invaze do ledvin, srdce ¢i mozku. Vzhledem k tomu, Ze na
mnohé kmeny béznd fungicidni 1écba zabird jen
nedostatecné, dosahuje Umrtnost zasazenych osob i desitek
procent. Dtkladné  poznani mechanismti,  které
zprostitedkovavaji interakci patogen-hostitel a umoznuji tak
rozvoj infekce, by mélo vést k nalezeni odlisnych zptisobt
lecby.

U mnoha patogennich mikroorganismii slouzi k vazbé
na epitelidlni povrchy hostitele proteiny ze skupiny lektint.
Prohledanim nedavno sekvenovaného genomu Aspergillus
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fumigatus kmene Af293 byla nalezena necela desitka gent
kédujicich potencialni lektiny. Néekolik z téchto genti bylo
klonovéano do plazmidovych vektori za ucelem ptipravy
rekombinantnich proteini. Dosavadni vysledky nejen
potvrzuji Sirokou strukturni variabilitu lektind v ramci
zkoumaného druhu, ale rovnéZz vyzdvihuji odlisnosti téchto
molekul od homolognich proteini dosud zkoumanych
u jinych organismda.

Pripravené proteiny jsou zkoumany jak z hlediska
strukturniho, tak funkéniho. Dosud bylo feSeno nékolik
struktur, které byly ziskany metodou rentgenové difrakce.
Z funkéniho hlediska je zjiStovana jak specifita interakce
(SPR - méfeni rezonance povrchového plazmonu,
glycanarray — Sirokospektralni test vazby cukernych
struktur), tak termodynamické parametry pro biologicky
vyznamné ligandy (zejména techniky zaloZzené na
mikrokalorimetrii). Kombinaci ziskanych dat pak vytvaiime
komplexni pohled na tyto proteiny — mozné faktory
virulence.

Tato prace vznikla za podpory grantii MSMT CR
(MSM0021622413, LC6030, ME08008) a GA CR
(GA/303/09/1168, GD301/09/H004).

PROGRESIVNI MIKROSKOPICKE METODY
V BIOMEDICINE

PAVEL HOZAK

Ustav molekuldrni genetiky AV CR, v.v.i., Praha
hozak@img.cas.cz

Mikroskopie v soucasnosti zasahuje nebyvalou mérou
do vyzkumu v biomediciné, nebot’ moderni postupy umozni-
ly pozorovat zmény v zivych bunkach a tkanich a dokonce
i elektronova mikroskopie jiz zvlada zobrazeni biomolekul
v nativni hydratované podobé. V piednasce budou
diskutovany mikroskopické pfistupy, které v poslednich
letech nejvice ifuji naSe poznani. Ze svételné-
mikroskopickych metod bude pojednéano o technikach in vivo
zobrazeni a detekce interakci mezi molekulami (FRAP,
FRET, FCS). Z elektronové mikroskopie bude diskutovana
ultrastukturdlni tomografie, kryomikroskopické metody
a pokrocilé metody ultrastrukturdlniho imunoznaceni vcetné
specialnich Setrnych postupli pro pfipravu elektronmikro
skopickych vzorktl (vysokotlaké zamrazovani, kryosubstitu-
ce). Postupy budou dokumentovany na piikladu zkouméani
vibec prvniho identifikovaného molekuldrniho motoru v
bunééném jadie - myosinu 1C. Diskutovany budou
perspektivy zobrazovacich metod v blizké budoucnosti.
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HOTSPOT WIZARD: NASTROJ PRO INZENYRSTVI
ENZYMU

EVA CHOVANCOVA, ANTONIN PAVELKA a JIRI
DAMBORSKY

Loschmidtovy laboratore, Ustav experimentdlni biologie a
Narodni centrum pro vyzkum biomolekul, Prirodovédecka
fakulta, Masarykova univerzita, Kamenice 5, 625 00 Brno
akllupe@chemi.muni.cz

Proteinové inzenyrstvi se zabyva modifikaci struktury
proteini s cilem Iépe porozumét mechanismim jejich
fungovani a wvylepsit jejich vlastnosti pro primyslové
aplikace. Jednim z klicovych kroku celého procesu je vybér
aminokyselin, jejichz modifikace povede k pozadovanym
zménam proteinu. Racionalni navrh mutaci vyzaduje detailni
znalost struktury a funkce proteinu a nemalé zkusenosti
v této oblasti.

HotSpot Wizard' je webovy server pro automatickou
identifikaci pozic vhodnych pro inzenyrstvi aktivity,
substratové specificity a enantioselektivity enzymti. Pro tento
ucel  integruje  informace  ziskané z  n¢kolika
bioinformatickych databazi a nastroji, ¢imz umoziuje
i béznému uzivateli jednoduSe provést pomérné komplexni
analyzu strukturné-funkénich vztaht cilového enzymu.

HotSpot Wizard je volné pfistupny pies webové
rozhrani http://loschmidt.chemi.muni.cz/hotspotwizard.
Jedinym povinnym vstupem aplikace je 3D struktura
enzymu. Béhem procesu vypoctu jsou nejprve ziskany
anotace tykajici se katalytickych a jinych, pro funkci enzymu
nepostradatelnych, aminokyselin. Mutageneze téchto
aminokyselin neni doporucena. Nasledné jsou identifikovany
aminokyseliny tvofici kapsu aktivniho mista a stény
piistupovych tuneli. Tyto aminokyseliny interaguji se
substraty a produkty reakce a piedstavuji tak velmi vhodny
cil pro modifikaci katalytickych vlastnosti enzymu.
V zavérecné fazi je na zdkladé vypoctu evolucni
konzervovanosti pifedpovézena bezpefnost mutageneze
jednotlivych  pozic. Na  vystupu jsou jednotlivé
aminokyseliny sefazeny podle jejich ofekavané vhodnosti
pro mutagenezi. Uzivatel ma pro jednotlivé pozice
k dispozici informaci o jejich strukturni lokalizaci, funkénim
vyznamu, konzervovanosti a anotace ziskané z databazi.
Vysledky jsou namapovany na strukturu enzymu a mohou
byt zobrazeny piimo v okné webového prohlizece.

Na zakladé experimentalnich dat ziskanych pro vice
nez 6000 mutantfl z Protein Mutant Database® a z primérni
literatury bylo potvrzeno, ze mutageneze cilici pozice
navrzené HotSpot Wizardem poskytuje vyznamné vyssi
podil funkénich mutantd neZ mutageneze nahodna.
Experimentalni data taktéz ukazuji, ze modifikaci pozic
navrzenych HotSpot Wizardem lze ziskat enzymy s novymi
katalytickymi vlastnostmi'.
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FUNKCNI CHARAKTERISTIKA DEFENSINU
Z KLISTETE Ixodes ricinus

TEREZA CHRUDIMSKA*, NATALIIA RUDENKO a
LIBOR GRUBHOFFER

Biologické centrum v.v.i, AV CR, Parazitologicky ustav;,
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Soucasti imunitni odpovédi klistat, ale i dalSich
zivocicht, jsou defensiny, malé kationické proteiny (4 kDa).
Defensiny byly nalezeny u velkého mnozstvi klistat'~.
U evropského klistéte Ixodes ricinus byly identifikovany dvé
isoformy genu pro defensin - defl a def2 (cit.?). Exprese
obou isoforem byla indukovana sanim, defl byl exprimovan
u vsech stadii klistéte, zatimco def2 jen u dospélct - samic.
U nasatych samic byla pozorovana vyrazna exprese defl ve
sttevé, u def2 byla detegovana ve vSech zkoumanych
organech. Synteticky pfipravené defl a def2 vykazovaly
silnou antimikrobiadlni aktivitu vi¢i Gram-pozitivhim
bakteriim jiz pfi nizkych koncentracich (tabulka I) a to i na
multi-rezistentni kmen bakterie Staphylococcus aureus
(MRSA). Naproti tomu nemély defl a def2 zadny inhibiéni
vliv na Gram-negativni bakterie (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa), kvasinky (Candida albicans)
a viry (TBEV — virus klistové encefalitidy). Synteticky def2
je ucin€jsi nez defl. Tento rozdil je pravdépodobné dan
zaménou 1 aminokyseliny v jinak stejné aminokyselinové
sekvenci obou isoforem, kde def2 ma v pozici 8 arginin,
zatimco def1 aromatickou aminokyselinu fenylalanin.

Tabulka I, Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) defl a def2

Bakterie MIC defl [uM] | MIC def2 [uM]
Microrcoccus luteus | 0,75 0,4

Bacillus subtilis 1,5 0,75
Staphylococcus 50 25

aureus (MRSA)

Defl ani def2 nemaji hemolytické ucinky na lidské
erytrocyty pii vySe uvedenych koncentracich. Stanoveni
minimalni inhibiéni koncentrace, diferencialni exprese
a nizka toxicita obou isoforem defensinu ukazuje, Ze
defensiny hraji dilezitou roli v imunitnich pochodech klistéte
L ricinus. Zaroven se da o téchto klistécich proteinech
uvazovat jako o potencialnich kandidatech pro vyvoj novych
antibiotik.

Tato prace vznikla za podpory grantii: Grantova agentura
CR 524/06/1479 a 206/09/H026; LC06009 a grantového
projektu Parazitologického tistavu AVCR Z60220518.
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FUNK(“:NA ANALYZA GENU GDX1 KOQUJﬁCEHO
HOMOLOG GENTISAT 1,2-DIOXYGENAZY
Z KVASINKY Candida parapsilosis

MICHAELA JAKUBKOVA a JOZEF NOSEK

Katedra biochémie, Prirodovedecka fakulta Univerzity
Komenského v Bratislave, Mlynska dolina CHI, 842 15
Bratislava 4

Jjakubkova@fns.uniba.sk

Patogénna kvasinka Candida parapsilosis je unikatnym
modelovym systémom pre $tidium katabolizmu aromatic-
kych zlacenin. Na rozdiel od kvasinky Saccharomyces
cerevisiae ako aj blizko pribuznych druhov rodu Candida
(napr. C. albicans) je C. parapsilosis schopnd degradovat
derivaty fenolu a kyseliny benzoovej dvomi enzymatickymi
drahami®. Prvou je 3-oxoadipatova a druhou gentisatova
drédha. Analyza kompletnych sekvencii genomov kvasiniek
C. albicans, C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. tropicalis
a Lodderomyces elongisporus odhalila, ze véc¢Sina druhov
stratila pocas evolicie gény pre komponenty oboch
enzymatickych drah'. V gendéme kvasinky C. parapsilosis
sme vSak identifikovali otvoreny <¢itaci ramec (ORF)
CPAG03408. Sekvencia korespondujuceho proteinového
produktu je homologickd so sekvenciami gentisat 1,2-
dioxygenazy z réznych druhov organizmov. Tento enzym
katalyzuje konverziu gentisatu (2,5-dihydroxybenzoatu) na
maleylpyruvat, ktory je nasledne sériou reakcii premeneny
na fumarat a pyruvat’. Gén sme nazvali GDXI (gentisat
dioxygenaza I).

Hlavnym cielom nasej prace je funkénd analyza génu
GDXI. ORF génu GDXI sme klonovali do plazmidového
vektora, ktory umoziiuje jeho kontrolovanu expresiu
v bunkach kvasiniek. Priebeh enzymatickej reakcie po
indukcii expresie génu sme v bunkach transformantov merali
pomocou kyslikovej elektrody. Nase vysledky naznacuja, ze
pocas kultivacie buniek C. parapsilosis v médiu s glukoézou
ako jedinym zdrojom uhlika st gény gentisatovej dradhy
reprimované. Zistili sme, ze k ich aktivacii dochadza pocas
kultivacie buniek v pritomnosti niektorych aromatickych
zlucenin. Regulaciu expresie génu GDXI sme analyzovali aj
prostrednictvom fuzie promoétora génu GDXI s reportérovym
markerom  LAC4, ktory koduje  p-galaktozidazu.
Vnutrobunkovi lokalizaciu proteinového produktu génu
GDXI sme stanovili pomocou fizie so zelenym
fluorescenénym proteinom (YEGFP3).

Tato praca vznikla s podporou grantu z agentury VEGA
(1/0219/08).
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ASYMETRICKA SYNTEZA AZAHELICENU

ANDREJ JANCARIK, IRENA G. STARA* a IVO
STARY*
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Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
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Heliceny jsou inherentné chirdlni aromatické latky,
které obsahuji ortho-kondenzovana benzenova jadra. Ackoli
jsou heliceny znamé vice jak 50 let, jejich efektivni pfiprava
v opticky cist¢é formé¢ v multigramovém métitku dosud
nebyla uspokojivé vyfesena. Jednim z moznych feSeni tohoto
problému je diastereoselektivni syntéza opticky Cistych latek
stavebni

podobnych helicenim, kterd vyuziva chiralni
bloky".
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1: X =Y =N; Ar = Tolyl
2: X=Y =CH; Ar = Tolyl
3: X =Y = CH; Ar = Pyridy!

Klicovym krokem syntézy je intramolekularni [2+2+2]
cyklotrimerizace triynd poskytujici aromat s helikdlni
chiralitou, ktera je intenzivng studovana na§i skupinou'?.
Jako nejucinnéj§i se jevi vpfipadé pentacyklickych
azahelicenii reakce katalyzovana kobaltem za soucasného
pusobeni mikrovinného zafeni.

Podporovino GA AV CR (reg. ¢ IAA400550916), MSMT
(Centrum pro biomolekuly a komplexni molekularni systémy,
reg. ¢ LC512) a UOCHB AV CR (tato studie je soucdsti
vyzkumného zameru Z4 055 0506).
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»MAGICKE“ PYRIMIDINY MIMIKUJICi PURINOVA
ANALOGA S BIOLOGICKOU AKTIVITOU

PETR JANSA a ANTONIN HOLY
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Systematickym  studiem acyklickych  nukleosid-
fosfonatit' (ANP) byla objevena nové skupina latek, ktera je
strukturng odvozena od 2,4-diamino-6-hydroxypyrimidinu’.
Tyto slouceniny vykazuji vysokou protivirovou aktivitu
a mohou byt povazovany za purinové derivaty s otevienym
imidazolovym kruhem (“open-ring“ ANP). Modifikaci
polohy 5 pyrimidinového kruhu bylo dosazeno zvyseni
antivirové aktivity".

NH,

AL Al

7
HNT N I-oH

P
>~ oH

Cilem nasi prace bylo vyvinout novou efektivni
syntetickou cestu pro ptipravu téchto 5 substituovanych
derivati ve vétsim métitku a pfipravit nasledné nové derivaty
s potencialni antivirovou aktivitou a pfipadné i jejich
proléciva.

Za timto ucelem byla uspé$né¢ vypracovana postupna
syntéza acyklické c¢asti molekuly opirajici se o reakci
chlorpyrimidind s ethylenglykolem® a nasledné zavedeni
fosfonatového zbytku pomoci tosyoxymethylfosfonatu.

Modifikaci polohy 5 pak byly pfipraveny nové derivaty
mimikujici plvodni purinovy kruh s vysokou anti-HIV
aktivitou, ktera je o fad vyssi nez u pfislusného purinového
analogu (adefoviru). Dvé latky byly pfevedeny na lipofilni
proléciva, kterd nasledné vykazovala nanomolarni aktivity
proti VZV.

Teorii obecného mimikovani purinovych kruhti pomoci
vhodné substituovanych pyrimidint jsme nasledné uspé$né
otestovali pfi regulaci poruchy metabolismu purinovych
derivati in vitro a dosahli jsme lepsich u€ink nez vykazuji
pouzivané léky. Tento princip tedy mize mit jest¢ dalsi
aplikace a ,,magické” pyrimidiny se pak mohou stat novym
smérem medicinalni chemie purinovych derivati.

Tato price vznikla za podpory grantu MSMT CR 1M0508.
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STUDIUM APOPTOTICKYCH BIELKOVIN
ZODPOVEDNYCH ZA ROZVOJ LIEKOVEJ
REZISTENCIE U LEUKEMICKYCH PACIENTOV
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BABUSIKOVA, ANDREA STEFANIKOVA a PETER
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Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska
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Hlavnym cielom cytotoxickych chemoterapii je
indukovat’ v nadorovych bunkach apoptozu. Preto bielkoviny
blokujice apoptézu a latky stimulujiice proapoptotické
bielkoviny predstavuju logické ciele pre vyvoj novych
moznosti terapie nadorovych ochoreni. Kedze zvySena
expresia viacerych antiapoptotickych bielkovin Bcl-2 rodiny
(Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1) bola zistend v mnohych typoch
nadorov a hematologickych malignanciach a je spajana so
zvy$enou rezistenciou na chemoterapiu, znaéna pozornost’ je
zamerana prave na tieto bielkoviny. V nasej $tudii sme
pozorovali vplyv inhibicie antiapoptotickych bielkovin Bcl-
xL a Mcl-1 pomocou siRNA na citlivost’ leukemickych
buniek na spektrum cytostatik. Zistili sme, Ze transfekcie
prostrednictvom Bcl-xL a Mcl-1 siRNA nemali signifikantny
vplyv na citlivost’ a prezivanie leukemickych buniek. V nasej
praci sme navySe sledovali vplyv nizkomolekulového
inhibitora ABT-737, inhibujuceho Bcl-2, Bel-xL a Bel-w, na
indukciu apoptdézy a prezivanie leukemickych bunkovych
linii HL-60 a K-562. Pésobeniec ABT-737 vyvolalo u oboch
bunkovych linii indukciu apoptdzy, priCom fragmentaciu
DNA sme mohli pozorovat’ uz po 3 h kultivacie. Citlivejsia
na ABT-737 bola bunkova linia HL-60 (LCsy = 5 uM), €o je
mozné vysvetlit’ relativne nizSou expresiou Mcl-1.

Hlbsie studium bielkovin podielajticich sa na blokovani
apopoézy mdze viest k vytvoreniu novych terapeutickych
pristupov a tym k zlepSeniu prognézy ochorenia.

CENTRALNA ULOHA CDK2 V OSUDOVYCH
ROZHODNUTIACH mEK BUNIEK

ZUZANA KOLEDOVA, LEONA RASKOVA
KAFKOVA, LENKA CALABKOVA, VLADIMIR
KRYSTOF, ALWIN KRAMER* a VLADIMIR
DIVOKY*

Ustav biologie, Lékarska fakulta, Univerzita Palackého,
775 15 Olomouc
zkoledova@gmail.com

Cdk2 kindza riadi prechod z G1 do S fazy bunkového
cyklu u somatickych buniek. V odpovedi na poSkodenie
DNA je jej aktivita zablokovana mechanizmami Gl
kontrolného bodu, ¢im sa bunka zastavi v G1 faze a zabrani
sa replikacii poskodenej DNA. Mysie embryonalne kmenové
(mEK) bunky, ktoré sa od somatickych buniek lisia kratkym
bunkovym cyklom s jedine¢nou Struktirou, velmi kratkou
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Gl fazou a nefunkénym G1 kontrolnym bodom', sii zname
vel'mi vysokou aktivitou Cdk2?. V tejto praci prezentujeme
nase vysledky S$tidia ulohy Cdk2 v mEK bunkach, ktoré
poukazuji na jej centrdlnu tUlohu vregulacii nielen
bunkového cyklu, ale aj sebaobnovy: Specifickd
downregulacia aktivity Cdk2 viedla k predizeniu G1 fazy,
nastoleniu bunkového cyklu podobného bunkovému cyklu
somatickych buniek, k expresii diferenciaénych markerov a
k zmenam morfologie indikujiicim diferenciaciu mEK
buniek. Naviac sme zistili, Ze mEK bunky sa po poSkodeni
DNA v G1 féaze nezastavuju preto, lebo u nich nedochadza
k znizeniu aktivity Cdk2, hoci obe drahy G1 kontrolného
bodu (Chk1/2-Cdc25A a 53-p21) st aktivované. Cdk2 im
unika vd’aka Specifickej centrozomalnej lokalizacii. Udrzanie
vysokej aktivity Cdk2 tak umozZiluje zachovanie
pluripotencie v podmienkach poskodenia DNA. Nase
vysledky naznaCuju existenciu priameho prepojenia medzi
mechanizmami regulacie sebaobnovy a bunkového cyklu
u EK buniek, v ktorom centralnu tlohu zohrava Cdk2.

Tato praca vznikla za podpory — grantov MZ NR/9508
a MSMT 2B06077 a MSM 6198959205.
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BIOSYNTEZA TETRAPYRROLU U NOVE
OBJEVENE RASY Chromera velia

LUDEK KORENY?, ROMAN SOBOTKA" a
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Prvoci skupiny Apicomplexa (vytrusovci) jsou
intenzivné studovani, jelikoz zahrnuji vyznamné parazity
Clovéka, mezi néz patii napf. puvodce malarie ¢i
toxoplazmdzy. Tito parazité se vyvinuli z fotosyntetickych
fas o ¢emz svéd¢i pritomnost redukovaného plastidu, ktery
sice jiz neplni svou fotosyntetickou funkci, ale stale v ném
probihaji dilezit¢ procesy a je pro tyto parazity proto
nezbytny. Jednim takovym procesem je syntéza hemu, ktera
se tak jevi jako idealni cil pro antimalarika.

Nedavno byla objevena nova jednobunéénad fasa,
Chromera velia, ktera je tmto parazitim blizce piibuzna'.
Studium biosyntézy tetrapyrrolii u tohoto organismu by tak
mohlo pomoci k rozlusténi nevyjasnénych otazek ohledné
syntézy hemu u vyznamnych parazitu.

Podartilo se ndm z této fasy ziskat kompletni sekvence
témef vech genti spole¢né drahy pro syntézu hemu a chlo-
rofylu. Zjistili jsme, Ze stejné jako vytrusovci a heterotrofni
eukaryota syntetizuje i C. velia tetrapyrroly z glycinu
a succinyl-CoA, coz je mezi fotosyntetickymi organismy
unikatni. Jedna se patrné o jediny organismus, ktery je
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schopen syntetizovat chlorofyl a touto cestou. VsSechna
ostatni fotosynteticka eukaryota a rovnéz i sinice totiz vyrabi
chlorofyl i hem primarn¢ z glutamatu. To, Ze je tato fasa
schopna metabolizovat glycin na chlorofyl rovnéz podpofily
vysledky experimentl s radioaktivné zna¢enymi prekurzory.
Fylogenetické studie jednotlivych gend biosyntetické drahy
ukézaly na spole¢ny ptivod téchto gentt u C. velia a vytru-
sovca.

Tato prdce vznikla za podpory grantu Grantové agentury
Ceské republiky 206/08/1423.
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Mnohocetna 1ékova rezistence (MDR) je hlavni
piekazkou k uspéSné chemoterapii u ftady nadorovych
onemocnéni.  Rezistentni  nadorové  bunky  jsou
charakteristické snizenou citlivosti na celé spektrum
protinadorovych 1é¢iv, které maji riznou strukturu a odlisny
mechanismus pusobeni. Rezistence bun¢k je
zptsobena nékolika bunéénymi  mechanismy'. Nejlépe
charakterizovanym mechanismem, ktery pfispiva k MDR
fenotypu, je zvySena exprese P-glykoproteinu, produktu genu
ABCBI (MDRI)*. P-glykoprotein je membranovy ATP-
dependentni transporter pumpujici cytotoxickou latku ven
zbunky, ¢imz se snizuje jeji cytotoxicita. Mnoho praci
studujicich rezistenci zptisobenou P-glykoproteinem vyuziva
bunécné nadorové linie ziskané z citlivych linii jejich selekei.
K celkové rezistenci nadorovych bun¢k pfispiva vedle
zvysené exprese P-glykoproteinu fada odlisnych bunécnych
mechanismi',

Klepsimu  pochopeni  vztahu mezi  expresi
P-glykoproteinu a rezistenci bun€k na protinadorova léciva
jsme vyuzili techniku RNA interference ke specifickému
potlaceni exprese genu ABCBI v bunécné linii K562/R, ktera
se vyznacuje mnohocetnou lékovou rezistenci v disledku
zvySené exprese P-glykoproteinu. Tato nddorova linie byla
transfekovana plazmidovym vektorem exprimujicim shRNA
zameétenou proti genu ABCBI a byly vyselektovany stabilni
subklony.  Takto jsme  vytvofili  bunéfné linie
K562/R/shABCB1-01-05, které exprimovaly rizné mnozstvi
P-glykoproteinu. Jeho mnozstvi se pohybovalo v rozmezi od
10 % az do 75 % nachézejici se v linii K562/R. Z vysledkl
vyplyva, ze vztah mezi expresi P-glykoproteinu a rezistenci
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nadorovych bunék neni linearni. Pfi sniZovani exprese
P-glykoproteinu sice postupné dochazi k obnoveni citlivosti
bunék na protinddorova 1é€iva, coz se ale vyznamné projevi
az pii snizeni exprese P-glykoproteinu na troven 25-30 %
v porovnani s rezistentni linii.

Prdace je podporena  grantem MSM 6198959216
(Ministerstvo Skolstvi, mladeze a télovychovy) a castecne
grantem NS/9627 (Ministerstvo zdravotnictvi).
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Zy)?SENi STABILITY ENZYMU INZENYRSTVIM
PRISTUPOVYCH TUNELU
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Halogenalkandehalogenazy (EC 3.8.1.5), katalyzujici
hydrolyzu Sirokého spektra chlorovanych, bromovanych
a jodovanych uhlovodikt, nalezi k enzymové nadroding o/f3-
hydrolas. Tyto robustni bakteridlni enzymy maji vysoky
aplikacni potencial, nebot’ pfeména cCasto toxickych
halogenovanych sloucenin naléza vyuziti pfi biodegradacich,
bioremediacich i dekontaminacich. Neékteré specifické
aplikace vyzaduji pouziti enzymi toleratnich k pfitomnosti
organického rozpoustédla ¢i stabilnich pifi vyssi teploté.
V této studii jsme se zaméfili na vylepSeni stability
halogenalkandehalogenasy DhaA, z bakteridlntho kmene
Rhodococcus rhodochrous NCIMB 13064 (cit."), v piitom-
nosti organického rozpoustédla.

Mutatni knihovna rekombinantniho genu kédujiciho
tento enzym byla zkonstruovana jeho nahodnou mutagenezi
pomoci chybujici Taq polymerasy. Sedm tisic kolonii
mutantni knihovny bylo otestovano na aktivitu v pufru
obsahujicim  dimethyl sulfoxid pomoci modifikované
aktivitni eseje vyuzivajici zmén barvy pH indikatoru.
Pozitivni varianty byly purifikovany a charakterizovany
spektroskopii cirkularniho dichroismu a aktivitnich méteni.
Charakterizace pozitivnich variant ukéazala, Ze nejvice
strukturné stabilni a k pfitomnosti dimethyl sulfoxidu
tolerantni enzym byl mutant nesouci substituci
v ptistupovém tunelu spojujicim aktivni misto enzymu
s okolnim prostiedim.

Na zédkladé téchto vysledki byla pfipravena sada
mutantli nesoucich tunelové a povrchové mutace piitomné
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v termostabilni DhaA vyvinuté Grayem a sp.?. Aktivitni
méteni prokazala, ze enzymy nesouci mutace v tunelu byly
v pufru s dimethyl sulfoxidem vice stabilni nez divoky typ.
Varianty se substitucemi v tunelu, v porovnani s vychozim
enzymem, téz vykazovaly vylepSenou strukturni termostabi-
litu. Modifikace ptistupovych tunelti ptedstavuje novou
strategii pro inZenyrstvi stability halogenalkandehalogenas.

Tato prace vznikla za podpory grantii LC06010,
144401630901 a MSM0021622412. Za financni podporu
zahranicnich stazi TK patri podékovani FEMS a Universitit
Greifswald.
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PRODUKCE VAKUOLARNICH CYTOKININ
DEHYDROGENAS Z Arabidopsis thaliana
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Cytokininy jsou dulezité signalni molekuly v regulujici
déleni a diferenciaci rostlinnych bufiek'. Kli¢ovou roli
v katabolismu cytokinini hraje enzym cytokinin
dehydrogenasa (CKX; EC 1.5.99.12), ktery preménuje
cytokiningy a jejich  ribonukleosidy s nenasycenym
postrannim fetézcem na adenin nebo adenosin a pfislusny
aldehyd. CKX proteiny jsou u riznych druhd vyssich rostlin
kodovany malymi genovymi rodinami Citajicimi nékolik
&lent?. Genova rodina CKX v Arabidopsis thaliana zahrnuje
sedm Clentt (AtCKXI-AtCKX7). Isoenzymy AtCKX maji
odlisné biochemické vlastnosti, regulaci expresie a riznou
buiie¢nou lokalizaci’.

Geny AtCKX1 a AtCKX3 kodujici vakuolarni cytokinin
dehydrogenasy v Arabidopsis thaliana byly vybrany pro
expresi proteinti v Pichii pastoris. Sekvence kodujici N-
terminalni fragment, ktery podle programu SignalP 3.0 je
vedoucim peptidem, byla v obou pfipadech odstranéna pred
klonovanim do pGAPZa vektoru a pro sekreci proteinl
z kvasinkovych bun¢k byla pouzita N-terminalni signalni
sekvence a-faktor. Pocatecni experimenty bohuzel nevedly
k sekreci aktivnich  proteint. Presnéjsi analyza
aminokyselinové sekvence AtCKX1 a AtCKX3 odhalila
pfitomnost regionu podobajiciho se N-terminalnimu
sekvencné-specifickému  vakuolarnimu tfidicimu  signalu
(ssVSS), ktery typicky zahrnuje degenerovany signal [N/L]-
[P/UL]-[I/P]-[R/N/S] (také nazyvany NPIR consensus
sequence) a cili proteiny do lytickych vakuol®. Aktivni
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vakuolarni cytokinin dehydrogenasy byly ziskany v Pichii
pastoris jedin€ po odstranéni tohoto motivu.

Po uspésné expresi a purifikaci studovanych proteini
byly stanoveny jejich substratové specifity a preference pro
elektronové akceptory.

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSM 6198959216
a GACR 522/06/0703.
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THIACALIXARENY - KRUCIALNI ROLE
SULFIDICKYCH MUSTKU NA REAKTIVITU
SYSTEMU V POROVNANI S CALIXARENY

ONDREJ KUNDRAT, JAN KROUPA, MICHAL HIML,
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BUDKA a PAVEL LHOTAK
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Thiacalix[4]areny, majici sulfidické spojky namisto
methylenovych a patfici do skupiny latek formalné
odvozenych od calixarenti, nachazeji své uplatnéni v
supramolekularni chemii, tj. v chemii zabyvajici se designem
a syntézou latek vhodnych ke studiu nevazebnych interakci.

Zatimco v calixarenové chemii se pozadovanych
sloucenin pro studium téchto sil dosahuje metodou fixace
skeletu v patficné konformaci a nasledné substituci nebo
naopak, fixace thiacalixareni po predchozi substituci
poskytuje jako hlavni produkt nezadouci konformer.
Vyzkum reaktivity jiz tetraalkylovaného systému ukazuje, ze
pravé pfitomnost atomi siry vyznamné ovliviiuje chovani
systému zptisobem v chemii calixareni nepopsanym — pfimé
meta—substituce aromatického systému, alkylace mustkovych
atomil.

}
A

Tato prace se zabyvd vySe zminénymi modifikacemi
thiacalixarenového skeletu, vedouci v mnoha piipadech
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jednoduchymi postupy k inherentné chirdlnim latkam, a
rozdily s obdobnymi postupy v calixarenové chemii.

Tato prdce vznikla za podpory Grantovou agenturou Ceské
republiky (grant 203/09/0691) a Grantovou agenturou
Akademie véd Ceské republiky (grant IAAX08240901).
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OXIDACE ARISTOLOCHOVE KYSELINY I
CYTOCHROMY P450 DIKTUJE JEJI .
KARCINOGENNI A NEFROTOXICKE UCINKY
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Karcinogenni a nefrotoxicky rostlinny alkaloid,
aristolochova kyselina I (AAI), je pfi¢inou onemocnéni,
oznacovan¢ho jako nefropatie vyvolanda AAI (aristolochic
acid nephropathy, AAN). Pro chorobu je charakteristické
chronické ledvinné selhani, tubulointersticialni fibrosa a na-
dory mocovych cest. AAI participuje i na vyvoji podobné
fibrosy provazené nadory mocovych cest, balkanské
endemické nefropatie (BEN). Zajimava je vSak skutecnost,
ze ne vSichni jedinci vystaveni pisobeni AAI onemocni
témito chorobami. Moznym vysvétlenim mohou byt rozdilné
hladiny a aktivity enzymti metabolizujicich AAI. V praci sle-
dujeme detoxikaci AAI in vivo a in vitro za pouziti mySich
modelt s ,,deletovanym* genem pro enzym NADPH:cyto-
chrom P450 reduktasu v jatrech (HRN), ktery je esencialni
pro funkci cytochromu P450. Oproti jaternim mikrosomim
kontrolnich zvifat (obsahujicich jaterni NADPH:cytochrom
P450 reduktazu), které oxiduji AAI na AAla, jsou
mikrosomy HRN mysi v oxidaci AAI prakticky neucinné.
Dale byly sledovany hladiny adukti vytvafenych AAI
s DNA u studovanych zvifecich modelt, které byly
vystavené pusobeni AAI. Vysledky naznacuji, ze jaterni
cytochromy P450 snizuji aktudlni koncentraci AAI jak
v jatrech, tak i v ledvinach, a tim je chrani pfed tvorbou
aduktd s DNA'™. Abychom zjistili, jakou ulohu v oxidaci
AAI hraji jednotlivé cytochromy P450, pouzili jsme
mikrosomalni systémy mys$i, lidské, kralici a potkani. Ze
studii s lidskymi a potkanimi rekombinantnimi cytochromy
P450 bylo zjisténo, ze nejucinnéjsi v oxidaci AAI jsou
CYP1A1l aCYPIA2.



Chem. Listy /04, 361-393 (2010)

Tato prdce vznikla za podpory grantovych agentur GACR
(303/09/0472, 305/09/H008) a MSMT CR (0021620808,).

LITERATURA

1. Schmeiser H.H., Stiborova M., Arlt V.M.: Curr. Opin.
Drug Discov. Devel. 12, 141 (2009).

2. Stiborovd M., Frei E., Arlt V. M, Schmeiser H.H.:
Mutat. Res. 658, 55 (2008).

3.  Stiborova M., Frei E., Schmeiser H.H.: Kidney Int. 73,
1209 (2008).

4.  Sistkova J., Hudedek J., Hodek P., Frei E., Schmeiser
H.H., Stiborova M.: Neuro Endocrinol Lett. 29, 733
(2008).

KVALITATIVNE A KVANTITA'll"iVNE ASPEKTY
TECHNIKY PREPINANIA KOLON V ZONOVEJ
ELEKTROFOREZE NA CIPE

MILAN LUC, MARIAN MASAR a DUSAN
KANIANSKY

Univerzita Komenského v Bratislave, Prirodovedecka
fakulta, Katedra analytickej chémie, Mlynska dolina CH-2,
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Praca demonstruje analyticky potencial techniky
prepinania kolén (,,column-switching®, CS) v on-line
kombinacii zoénova elektroforéza — zénova elektroforéza
(ZE-ZE)' na &pe so systémom spajania kolén (,,column-
coupling, CC)> CS technika je realizovand pomocou &asovo
riadeného prepinania smeru hnacieho prudu medzi separac-
nymi kanalikmi na CC ¢ipe, ¢o umoziuje definovany prenos
analytu/-ov zprvého do druhého separatného kanalika
s minimalnym poctom interferujicich zloziek matrice.
Experimenty boli zamerané na kvalitativne a kvantitativne
aspekty ZE-ZE separacii (i) modelovej (13 anorganickych
a organickych kyselin) a (ii) redlnej vzorky (modelova
vzorka ,spikovand“ 25-krat riedenym mocom). Moc
reprezentoval multikomponentni  biologicki  matricu.
Vysoké reprodukovatelnosti kvalitativnych (RSD hodnoty
migracnych casov do 0,4 %) a kvantitativnych parametrov
(RSD hodnoty ploch pikov analytov do 2,9 %) boli
dosiahnuté za preferovanych pracovnych podmienok
(eliminovany hydrodynamicky a elektroosmoticky tok).
Vytaznosti analytov prenesenych zprvého do druhého
separacného stupiia boli v rozmedzi 94-101 %.

V ZE-ZE experimentoch srealnou vzorkou bol
sledovany  vplyv  matrice (mo¢) mna  kvalitativne
a kvantitativne parametre modelovych analytov. RSD
hodnoty migra¢nych ¢asov analytov boli do 0,5 %, zatial’ ¢o
RSD hodnoty ploch pikov boli v intervale 1,1-4,9 %.
Vytaznosti analytov vredlnej vzorke prenesenych do
druhého separa¢ného stupiia sa pohybovali od 95 do 105 %.

Dosiahnuté  vysledky naznacuji Siroké aplikacné
moznosti CS techniky realizovanej na CC ¢ipe najmai v situa-
ciach, ked’ vzorka obsahuje multikomponentnii matricu s
rozliénym koncentracnym zastipenim jednotlivych zloziek.
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Tato praca bola podporena grantovymi agenturami VEGA
(¢ 1/0672/09), APVV  (VVCE-0070-07) a GUK
(UK/307/2009).
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ENZ,YMATIC!(A SYNTEZA MODIFIKOVANE’ DNA A
JEJi STEPENI RESTRIKCNIMI ENDONUKLEASAMI

HANA MACICKOVA-CAHOVA a MICHAL HOCEK*

UOCHB AV CR, Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
cahova@uochb.cas.cz

Funkcionalizované nukleové kyseliny ptitahuji v pos-
lednich letech stale vétsi pozornost. Nejenze nam mohou
pomoci pii pochopeni interakci DNA ¢i RNA s proteiny, ale
mohou také slouzit v fadé dalsich aplikaci, at’ uz se jedna
o nanotechnologie ¢i bioanalysu. V nasi skupiné¢ jsme
vyvinuli novou dvoukrokovou metodiku ptipravy DNA
nesouci modifikaci na nukleovych bazich. Vodné cross-
coupling reakce halogenovanych deoxynukleosid trifosfati
(ANTP) s funkcionalizovanymi boronovymi kyselinami
vedly k syntéze modifikovanych dNTP, které byly nasledné
inkorporovany za vyuziti polymeras do rtiznych sekvenci at’
uz vprimer extension experimentu nebo v polymerasové
fetdzové reakci'?’. Ta oviem nedovoluje piipravu DNA
modifikované pouze v definované pozici, ale vznika
nékolikanasobné modifikovana DNA. Pro pfipravu DNA
nesouci modifikaci ve specifické poloze je tfeba zvladnout
praci s klasickymi prostfedky molekularni biologie naptiklad
restrikénimi endonukleasami ¢i ligasami. Proto jsme se
soustfedili na studium interakce DNA nesouci rizné
substituenty na bazich snékterymi bézné pouzivanymi
restrikénimi  endonukleasami. Ukazalo se, ze mensi
modifikace jako napiiklad acetylen v cilové sekvenci jsou
neékterymi  restrikénimi  endonukleasami velmi dobie
pocinaje fenylem muze byt vyuzita pfi chranéni DNA pred
Stépenim témito enzymy.

DNA restrik.
polymerasa endonukleasa
_—

*——OATP E— -

Schéma 1. Enzymaticka syntéza modifikované DNA a nasledna
interakce DNA s restrikénimi endonukleasami

Tato prace je soucasti vyykumného projekti Z4 055 0506,
podporovana Centrem pro biomolekuly a komplexni
molekularni systemy (LC 512), Grantovou agenturou Ceské
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republiky (203/09/0317) a Vyzkumnym centrem Gilead
science, Inc. (Foster City, CA).

LITERATURA

1. Capek P., Cahova H., Pohl R., Hocek M., Gloeckner C.,
Marx A.: Chem. Eur. J. 13, 6196 (2007).

2.  Cahova H., Havran L., Brazdilova P., Pivonkova H.,
Pohl R., Fojta M., Hocek M.: Angew. Chem., Int. Ed.
47,2059 (2008).

3. Cahova H., Pohl R., Bednarova L., Novakova K.,
Cvacka J., Hocek M.: Org. Biomol. Chem. 6, 3657
(2008).

4. Macickova-Cahova H., Hocek M.: Nucleic Acids Res.
37,7612 (2009).

ANALYZA P53 MUTACI IN VITRO A IN VIVO
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Nadorovy supresor p53 je uUstfednim regulatorem
bunééného cyklu. Funguje pievazné jako transkripéni faktor
a zékladnim pfedpokladem pro jeho funkci je vazba k DNA.
Jako klicovy protein zabranujici maligni transformaci byva
u nadort Casto poskozen. Uz vyfazeni jedné alely vede
k jeho nedostateéné funkci. V piipad¢ bodovych mutaci
jenavic exprimovan protein se zménénymi vlastnostmi.
U chronické lymfocytarni leukémie (CLL) je pfitomnost
deleci genu 7P53 dulezitym negativnim prognostickym
faktorem', zatimco vyznam mutaci je intenzivné studovan
teprve v posledni dobé. V nasi praci se zabyvame komplexni
analyzou p53 mutaci na n€kolika Grovnich in vitro i in vivo.

S vyuzitim funkénich proteinovych Cipii umoznujicich
paralelni sledovani DNA-vazebnych schopnosti nékolika p53
mutovanych proteinli soucasné jsme zjistili, Ze mutant p53-
R337C vykazuje vysokou vazbu k responzivnim elementim
cilovych genli, srovnatelnou s wild-type proteinem.
V reportérovych genovych testech vSak tento mutant
transaktivoval cilové promotory pouze Caste¢né a pomoci
PCR v redlném case jsme zjistili, ze endogenni promotory
nejsou mutantem R337C aktivovany téméi viibec.” In vivo
jsme pak na souboru 70 CLL pacientl s p53 abnormalitami
studovali asociaci p53 deleci a mutaci, vliv jednotlivych
abnormalit na pfeziti pacienti a mechanismy vzniku p53
defekti. Ukazali jsme, Ze nejcastéji dochazi ke kompletni
inaktivaci genu deleci jedné a mutaci druhé alely. Samotné
delece jsou vzacné, ale samotné mutace se vyskytuji
pomérné Casto a maji vyznamny negativni vliv na prognézu.
Vznik ?ovych p53 defekti je siln€ asociovan s piedchazejici
lécbou’.
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Nase vysledky ukazuji, Ze samotna vazba p53 k DNA
neni dostatend pro uU€innou transaktivaci cilovych gent
a zavery ziskané in vitro nemusi vzdy odpovidat redlné
situaci v buiice. U CLL jsme dolozili prognosticky vyznam
monoalelickych p53 abnormalit (zejména mutaci) a ukazali
jsme, ze na vzniku novych p53 defektd se vyznamné podili
1é¢ba, pravdépodobné prostiednictvim selekce rezistentnich
klond.

Tato price vznikla za podpory grantii IGA MZCR NS9858-
4/2008 a NS10439-3/2009.
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AKTIVACE A DETOXIKACE BENZO[A]PYRENU
CYTOCHROMEM P450 1A1 INVIVO A IN VITRO
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Karcinogenni benzo[a]pyren (BaP) po aktivaci
cytochromy P450 (CYP) kovalentné modifikuje DNA.
Nedavné studie ukazuji, ze CYP1Al, dfive povazovany za
nejdilezit&jsi enzym aktivujici BaP', miize participovat spise
na jeho detoxifikaci nez metabolické aktivaci, ¢imz chrani
organismy proti toxicité tohoto karcinogenu®*. V praci jsme
sledovali tvorbu adukti aktivovaného BaP s DNA a indukci
enzyml a proteinil participujicich na jeho metabolismu
(CYP1A1/2, NADPH:CYP reduktasy, epoxid hydrolasy
a cytochromu bs) in vivo, v jatrech modelového organismu
mySsi. Cilem studie bylo zjistit, které enzymy se skuteéné
podili na metabolické aktivaci BaP, a zda tato sloucenina
ovlivilyje svou vlastni metabolickou aktivaci.

BaP zvySuje expresi a aktivity CYP1A1/2 v jatrech
experimentalnich modelti (laboratorni mys a potkan). BaP je
rovnéz schopen vytvaret adukty s DNA, pfedevsim v jatrech
studovanych organismii. Vlivem indukce CYP1A1/2 a dal-
Sich aktivaénich enzymti dochdzi ke stimulaci vzniku
metaboliti BaP, které vytvaieji adukty s DNA in vitro. BaP
je oxidovan purifikovanym CYP1A1l rekonstituovanym
s NADPH:CYP reduktasou za tvorby BaP-chinonu, 9-
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hydroxy- a 3-hydroxy-BaP. Naproti tomu v mikrosomalnim
systému obsahujicim kromé cytochromid P450 a jejich
reduktasy téz cytochrom bs a epoxid hydrolasu je BaP
oxidovan na Sest metabolitti; 9,10-diol-, 4,5-diol a 7,8-diol-
BaP, BaP-chinon, 9-hydroxy a 3-hydroxy- BaP. Pfitomnost
epoxid hydrolasy a cytochromu bs v rekonstituovaném
systému CYP1A1 a jeho reduktasy moduluji hladiny dvou
majoritnich aduktd tvotenych z 9-hydroxy-BaP a 7,8-diol-
9,10-epoxid BaP. Vysledky potvrzuji, ze BaP indukuje
CYP1A1/2, a tak moduluje vlastni metabolickou aktivaci a
detoxikaci vedouci k vyvoji nadorovych chorob.

Tato prdce vznikla za podpory grantovych agentur GACR
(303/09/0472, 305/09/H008), MSMT (0021620808) a GAUK
(127208).
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MUTACIE FUNKCNYCH OBLASTI TLR1, TLR2
A TLR4: ICH VPLYV NA VNIMAVOST vOCI
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Toll-like receptory (TLR) su, ako transmembranové
proteiny, dolezitou sucast'ou neSpecifickej imunity a maju
vyznamnu ulohu v navodeni obrany voci infekcii, vratane
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP). Na
zaklade mykobakteridlnej tedrie prejavu paratuberkulozy
existuje predpoklad, Ze mutacie v génoch TLR vyvolavaju
neschopnost’ tychto receptorov reagovat’ na $pecifické znaky
patologickych mikroorganizmov (tzv. PAMP) atym sa
neaktivuje ani nasledna imunitna zapalova odpoved'.

Praca bola zamerana na detekciu mutécii génov TLRI,
TLR2, TLR4 auréenie vztahu medzi muticiami a vnima-
vost'ou vo¢i MAP infekcii. Na zaklade poznatkov o TLRI1
a TLR4 géne' sme sa pri detekcii mutécii v tychto génoch
zamerali na extracelularnu (LRR) doménu zodpovednu za
rozpoznaniec PAMP. UTLR1 sme objavili mutaciu
Val220Met v LRR10 doméne na deviatej pozicii (LLR
doména je zlozend =z 11 aminokyselin). Pritomnost
metioninu na tejto pozicii moze spdsobit zoslabenie
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vodikovych vézieb v proteinovej Struktare LRR, ¢o vedie ku
znizenej afinite vo&i bakterialnym PAMPom® teda tato
mutdcia moéze spdsobit’ zvySenil vnimavost vo¢i MAP
infekcii. U TLR4 sme dokazali, ze cast extracelularnej
domény LRRI11 je najviac polymorfnym motivom v nami
Studovanych oblastiach LRR11 az LRRI16. Mutacie na
vonkajSej Casti tejto Struktury, napr. mutdcia na Stvrtej
pozicii od LRR motivu, m6zu ovplyvnit' naviazaniec PAMP
na LRR®. Nami detegovana mutacia u TLR4 na pozicii
Asp299Gly je jednym znajlepSich prikladov mutacie na
Stvrtej pozicii od LRR, ktord spdsobuje zvySenie vnimavosti
voci MAP infekeii.

U TLR2 ma velky vyznam v prenose signalu
vnutrobunkova (TIR) doména. Podarilo sa nam detegovat’
mutaciu na pozicii Arg677Trp, ktora mala vyrazne
preventivny charakter pre vnimavost’ voci paratuberkuloze.
Taktiez sme detegovali mutaciu na pozicii Arg753Gln. Tato
tvorila vyrazny risk faktor a v populacii, v ktorej sa
vyskytovala, podstatne zvySovala vnimavost vo¢i MAP
infekcii.

Tdto publikdcia, bola vytvorend realizdciou projektu
INFEKTZOON - Centrum excelentnosti pre ndkazy zvierat a
zoondzy, na zdklade podpory operacného programu Vyskum
avyvoj financovaného z Europskeho fondu regiondlneho
rozvoja (50% podiel) a na zdklade podpory grantu MSSR
VEGA-1/0608/09 (50% podiel).
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STUDIUM MOLEKULARNI PODSTATY
POLYCYTHEMIA VERA

EVA OTAHALOVA® a JOSEF T. PRCHAL"

“Ustav hematologie a krevni transfuze, U Nemocnice 1,
128 20 Praha 2, bUniversity of Utah, Salt Lake City, UT,
UsA4

eva.otahalova@uhkt.cz

Polycythemia vera (PV) je klondlni hematologické
onemocnéni  charakterizované zvySenou erytropoézou.
U vice nez 95 % pacientll s PV je detegovana somatickd
bodova mutace v oblasti kodujici tyrosinovou kinasu JAK2
(JAK2 V617F). Tato mutace vede ke konstitutivni aktivaci
JAK2 a nasledné k abnormalné zvysené erytropoéze. Presna
uloha této mutace pii vzniku PV vSak zdstava neobjasnéna.
Soucasny vyzkum se soustfeduje na popis udalosti, které
expresi JAK2 V617F ptedchazi. Na§ projekt se proto
zaméfuje na studium ranych erytroidnich progenitord a na
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vytipovani dal$ich potencidlnich geni ¢i
vyznamnych pro vznik a vyvoj PV.

Mononuklearni buitky (MNC) izolované z periferni
krve 12 PV pacientli a 5 zdravych darct jsme pomoci 21
denni in vitro kultury v trifizovém tekutém mediu'
diferenciovali do erytroidni linie. Ve vzorcich napfic
kultivaci (den 1, 7, 14, 21) jsme pomoci BeadChip Illumina
technologie sledovali genovou expresi a ziskana data
statisticky analyzovali v programu R%. Vysledky jsme ovéfili
pomoci RT-PCR vredlném Case na rozsifeném souboru
vzorkd.

Pouzita in vitro metoda umoznila selekci homogennich
populaci jednotlivych stadii erytroidnich progenitorti z velmi
heterogenni populace, jakou tvoii krevni MNC. Pomoci
komparativnich analyz jsme vytipovali skupinu kandidatnich
gent asociovanych s PV a deregulovanych v jednotlivych
stadiich erytroidni expanze. Vysledky jsme dale korelovali
s expresnim profilem miRNA® popsaném na souboru
erytroidnich progenitort ziskanych za stejnych podminek.

Ackoliv existuje fada komeréné dostupnych programi
pro piedpovéd’ potencidlnich cild jednotlivych miRNA,
v nékterych piipadech vedou pocitacové analyzy k vybéru
biologicky nerelevantnich dat. Korelace expresnich profilt
miRNA a mRNA je tedy duilezitd pro objasnéni funkci
jednotlivych miRNA. V nasem piipadé nabizi soucasné
studium expresnich profili miRNA a mRNA na stejnych
vzorcich erytroidnich progenitori moznost detailnéjsiho
poznani molekularni podstaty a patologie polycythemia vera.

deregulaci

Tato prace vznikla za podpory grantu GAUK 200095.
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PLODY Lonicera caerulea L.: OD FYTOCHEMIE PO
APLIKACI

IRENA PALIKOVA™*, KATERINA VALENTOVA?,
JAN ROHEL", SIMONA KAPRALOVA”, VILIM
SIMANEK® a JITKA ULRICHOVA®

“Ustav 1ékai'ské chemie a biochemie, Hnévotinska 3, 775 15
Olomouc; b Klinika zubniho lékarstvi, Palackého 12, 772 00
Olomouc

i.palikova@gmail.com

Lonicera caerulea L. (zimolez modry) je ptivodnim
ketem severni polokoule. Plody jsou bohatym zdrojem
anthokyaninovych barviv. V tradi¢nim 1éCitelstvi Ruska
preventivni u&inky'. Cilem nasi prace bylo analyzovat slozky
plodu zimolezu modrého, pfipravit frakci bohatou na
biologicky aktivni latky a dokazat jeji pfiznivé uéinky in
vitro i in vivo.
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V plodech zimolezu modrého byla potvrzena
ptitomnost velkého mnozstvi fenolovych latek, ptredevsim
anthokyaninti (kyanidin-3-glukosid), které jsme pro studium
biologické aktivity zkoncentrovali do fenolové frakce (FF;
80 %  anthokyanini). Na subbunéénych modelech
vykazovala FF reduk¢éni kapacitu, inhibovala radikalové
poskozeni potkanich mikrosomalnich membran vyvolané
terc-butylhydroperoxidem (\BH) i oxidaci lidskych
lipoproteinti o nizké hustotd (LDL) indukovanou médi’.
V koncentraci 1000 pg'ml”"  vykazovala cytoprotektivni
ucinek na primarni kultury potkanich hepatocyti a lidskych
endotelovych  bunék (HUVEC) pointoxikaci /BH
0,5 mmol-1™; 1,5h), v koncentraci 0,1 ;.1g~ml'1 na HUVEC
po poskozeni oxidovanymi LDL (200 pg-ml'; 2h).
Protizanétlivé Gcinky celych plodt L. caerulea L. (10 %)
v kombinaci s omega-3 polynenasycenymi mastnymi
kyselinami (5 %) byly potvrzeny na modelu zanétu tlust¢ho
stfeva vyvolaného dextransulfatem sodnym (5 %) u potkani
kmene Wistar. Experiment byl hodnocen histologickou
analyzou tenkého a tlustého stieva a méfenim parametrii
oxida¢niho stresu (cyklooxygenasa, myeloperoxidasa,
produkty lipoperoxida¢niho poskozeni, glutathionreduktasa,
glutathiontransferasa).

Jednou z moznosti aplikace FF Lonicera caerulea L.
jelécba  pacientt s diagnostikovanou gingivitidou
a parodontitidou. Frakce v kombinaci s extraktem Macleaya
cordata ve form¢ zubniho gelu pfiznivé pisobila na
podpurné a pojivé tkan¢ zubu, zabranovala adherenci gram-
negativnich bakterii, hlavni pfi¢iny vzniku parodontalniho
onemocnéni.

Tato prace vznikla za podpory grantu MSMT CR
6198959216 a FT-TA3/024.
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NEGATIVNi VLIV RETROTRANSPOSONU LINE-1
NA LIDSKY GENOM: NOVA MOLEKULARNI
PRICINA VZNIKU B-TALASEMIE

LUCIE PI,TERKOVA', JANA KUCEROVA a
VLADIMIR DIVOKY

Ustav biologie, Lékarska fakulta, Univerzita Palackého,
Hneévotinska 3, 775 15 Olomouc
lucie.piterkova@upol.cz

Lidsky genom obsahuje vice nez 500 000 kopii LINE-1
retrotransposonu (long interspread nuclear element, LINE-1,
zkracené€ L1), které predstavuji zhruba 17 % jeho obsahu. L1
vramci lidské evoluce. Retrotransposiéné aktivnich je v
soucasné dobé pouze 100 kopii, které svou inserci mohou
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kvantitativné a kvalitativné ovlivnit expresi mnoha gend.
VétSina de novo L1 inserci nema vliv na lidsky organismus,
nicméné mohou se projevit i jako negativni mutageny a stat
se tak pii¢inou fady lidskych onemocnéni'.

Inserce funkéniho retrotransposonu L1 (6 kb, GenBank:
AF149422) do druhého intronu B-globinového genu je uplné
novou etiologii P-talasémie u matky a dcery z CR. P-
talasémie jsou vrozené chronické anémie, vznikajici v
disledku snizeni, nebo absence syntézy [-globinového
polypeptidového fetézce.

Spojenim L1° EBV transformovanych lymfocyti
s mysimi erytroleukemickymi burikami (MEL) jsme vytvotili
bunécnou linii, ktera nam umoznila charakterizovat vliv
pritomnosti L1 elementu na funkci B-globinového genu u
postizenych jedinct. Inserci L1 elementu do -globinového
genu poklesla hladina mRNA u mutované alely na 10 — 15
%. Majoritni podil pfipadd na spravné sestfizenou formu
mRNA, minoritni pak na 3 aberantni varianty. Zjistili jsme,
Ze aberantni varianty jsou eliminovany mechanismem
degradace defektnich mRNA (nonsense mediated decay); pii
zablokovani této drahy se jejich exprese 2x zvysi. Dale jsme
dokazali, ze regulacni enhancerova oblast na 3' konci B-
globinového genu u mutované alely je methylovana, narozdil
od kontroly. Po odstranéni methylace zustava vsak exprese
nezménéna, z ¢ehoz usuzujeme, ze methylace enhancerové
oblasti neni primarni pfi¢inou poklesu hladiny B-globinové
mRNA, ale jen sekunddrnim jevem souvisejicim s dislokaci
promotoru a enhanceru. L1 element také ovliviiuje miru
aktivity z B-globinového promotu, ktera byla u mutované
alely snizena o 30 %.

Molekularnich mechanismd, kterymi L1 element
moduluje expresi lidskych gendi, bylo popsano nékolik®.
V soucasné dob& vSak neni jasné, které znich a jakym
zpusobem pfispivaji k vyslednému patologickému fenotypu.
Jejich odhaleni je dutlezit¢é pro pochopeni skute¢ného
evoluéniho vyznamu retrotransposont a jejich funkce.

Tato prace byla podpoiena granty MZ CR NS9935-3
a MSMT 6198959205.

LITERATURA

1. Belancio P., Deininger P.: Genome Res. /8, 3 (2008).

2. Han J.S., Szak S.T., Boeke J.D.: Nature 429, 6989
(2004).

VLIV OXIDU DUSNATEHO NA PRODUKCI HEAT
SHOCK PROTEINU

JANA PITERKQVA”, LENKA LUHOVA?, MAREK
PETRIVALSKY*", ZUZANA MATULKOVA® a
BARBORA MIESLEROVA®

“Katedra biochemie, bKatedra botaniky, PFF, Univerzita
Palackého, Slechtitelii 11, 783 71 Olomouc,
marek.petrivalsky@upol.cz

Na rostliny pusobi fada abiotickych a biotickych
stresovych faktort, jako je vysoka a nizka teplota, tezké
kovy, UV zafeni nebo utok patogeni?. Vystaveni t&mto
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stresovym podminkam vede ktvorbé reaktivnich forem
kysliku (ROS) a dusiku (RNS), k nimz patii zejména oxid
dusnaty (NO) a peroxid vodiku (H,0,)". Teplotni stres spolu
s dalsimi stresy zptisobuje denaturaci nebo agregaci proteint
vedouci az k bunééné smrti. Heat shock proteiny (Hsp),
jejichz zvySena produkce je charakteristicka pro teplotné
stresované organismy, pusobi v regulaci membranové
fluidity a homeostaze proteinil a v ochrané pied bunéénou
smrti®. Prezentovana prace je zam&fena na stanoveni exprese
Hsp70 proteind u dvou genotypi Lycopersicon spp. vlivem
pusobeni  teplotntho  stresu,  patogeneze  (Oidium
neolycopersici) a kombinace téchto stresovych faktort, dale
byl studovan vliv modulatorti koncentrace ROS a RNS. Mezi
testované latky modulujici koncentraci ROS a RNS patfi
donor NO (GSNO), lapa¢ NO (PTIO) a inhibitor NADPH
oxidasy (DPI). Vramci dané studie byl porovnan vliv
teplotniho a chladového stresu na produkci Hsp70 proteint
u dvou genotypt Lycopersicon spp. realizovany na intaktnich
rostlindich a na listovych discich. Chladovy stres nemél
vyrazny vliv na produkci Hsp70 proteini na rozdil od
teplotniho stresu. V ptipad¢ listovych diskd byl detekovan
narist  produkce  Hsp70  proteini  jako disledek
mechanického poskozeni rostlinného pletiva. Nasledujici
experimenty byly realizovany na listovych discich
vystavenych teplotnimu stresu v prostiedi modulatort
koncentrace ROS a RNS. Metodou Western blot byl
prokédzan vliv abiotického stresu, biotického stresu a jejich
kombinace a regulacni vliv koncentrace ROS a RNS na
expresi Hsp70 proteini. Béhem experimentu byly
detegovany dva proteiny Hsp70 rodiny lisici se molekulovou
hmotnosti, a to teplotné-inducibilni protein Hsp72
a konstitutivné exprimovany protein Hsp75. Vlivem
patogeneze nebo pusobenim modulatort koncentrace ROS
a RNS dochazelo ke zvySeni exprese Hsp75 proteinu. Byla
také nalezena korelace mezi ROS a RNS a expresi Hsp70
proteinu.

Tato prace vznikla za podpory vyzkumného zaméru MSM
6198959215 a grantu GACR 522/08/H003.
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TRAN§KRIPCNi REGULACE (;HAPERO;\JOVF:HO
SYSTEMU HSP70 A HSP90 V NADOROVE BUNCE

EVA RVIOJ(VZKOVA, PETR MULLER a BORIVOJ
VOJTESEK

Masarykitv onkologicky tistav, Zluty kopec 7, 656 53 Brno
ruckova@mou.cz

Molekularni chaperony se podileji na vytvafeni spravné
konformace polypeptidovych fetézci po translaci, zabrafiuji
jejich agregaci, umoziuji proteinim vykonavat biologické



Chem. Listy /04, 361-393 (2010)

funkce, ale WcCastni se také
odbouravani.

Pro nadorové buiky je vysokd aktivita chaperont
nezbytnou podminkou pro piekonani stresovych podminek
zpusobenych  genetickou nestabilitou, hypoxii nebo
nadmérnou proliferaci. Pro nadorovou bunku je zvlasté
dalezity protein Hsp90, ktery se podili na stabilizaci fady
onkogennich proteind. Pfestoze je dlouhodob& znamo, Ze
ATPazova aktivita Hsp90 je u nadorové buiky v porovnani
s buitkou nenadorovou az 100-nasobné zvysena, neni presné
znam molekularni mechanismus vedouci k témto zménam.
Hsp90 je v nadorovych buinkach asociovan s dalSimi
chaperony a ko-chaperony do multi-proteinovych komplexi,
které zprostiedkovavaji ucinny folding a stabilizaci
klientnich proteini. Lze se domnivat, ze exprese Kko-
chaperondl, specifickych proteinit kooperujicich s Hsp90,
muze byt jednim z dulezitych faktor zodpovédnych za
zvyseni aktivity Hsp90 v nadorovych buiikach.

Z hlediska regulace rovnovdhy mezi skladanim
konformace proteinu nebo naopak jeho degradaci jsou
zajimavé ko-chaperony HOP a CHIP, které interaguji s C-
koncovou doménou Hsp90 a Hsp70. Protein HOP
(Hsp70/Hsp90 organizing protein) zprostfedkovava pienos
klientnich proteini z Hsp70 na Hsp90 a podporuje tak
skladani proteind. Pro své schopnosti zesilovat funkci Hsp90
je povazovan za potencialni onkogen. Protein CHIP ma
naopak schopnost ubikvitinovat jak chaperony, tak i jejich
klientni proteiny, a je proto odpovédny za jejich odbourdvani
proteazomem. Pro svou schopnost degradovat klienty Hsp90
je ko-chaperon CHIP pokladan za kandidatni tumor
supresorovy gen. Analyza exprese chaperon v nadorovych
bunkach ukazala, ze exprese proteinu CHIP byla stabilni,
zatimco u proteinu HOP se zvySovala po aktivaci HSF (heat
shock factor) prostfednictvim inhibice Hsp90 a byla
inhibovana pfi nedostatku ristovych stimuld.

Tyto rozdily v regulaci exprese obou ko-chaperont jsou
v souladu s vysledky analyzy promotorovych sekvenci.
Promotor genu kédujictho CHIP ma znaky typické pro
house-keeping geny, obsahuje CpG ostrovy a SP1 vazebna
mista. V promotoru genu pro HOP se naopak nachazi dva
vazebné elementy pro HSF a také nékolik vazebnych mist
pro onkogenni transkripéni faktory, jako jsou E2F a c-myec.

jejich  proteolytického

Zvysena  exprese  ko-chaperonu = HOP  zptisobena
onkogennimi transkripénimi  faktory mulze pfispivat
k nadmérné aktivité Hsp90

a stabilizaci jeho klientnich proteini u nadort. Indukce
exprese proteinu HOP v disledku inhibice Hsp90 muize také
omezovat terapeuticky efekt inhibitort Hsp90 naruSenim
rovnovahy mezi hladinami obou ko-chaperonl a zamezenim
degradace klientnich proteind ubikvitin ligdzou CHIP. Ko-
chaperon HOP je ztéchto divoddi nad&jnym cilem
protinddorové terapie, ktery by mohl potencovat ucinky
inhibice Hsp90.

Tato prace je podporovana granty GACR 301/08/1468
a MZOMOU2005.
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SYNTEZA MONOSUBSTITUOVANYCH DERIVATU
CYKLODEXTRINU JAKO PREKURZORU PRO
DALSI APLIKACE

MICHAL REZANKA?, JINDRICH JINDRICH"
a MARTIN KOTORA™"

“Katedra organické a jaderné chemie, PFF Univerzity
Karlovy v Praze, Hlavova 8, 128 40 Praha 2; 2Ustav
organické chemie a biochemie, A VCR, F lemingovo 2,
166 10 Praha 6

rezanka@natur.cuni.cz

Cyklodextriny1 jsou cyklické oligosacharidy slozené
z D-glukopyranosovych  jednotek  spojenych  o(1—4)
glykosidickou vazbou, které tvofi rigidni kavitu. Této
strukturni vlastnosti cyklodextrind i jejich derivatd je hojné
vyuzivano v chemické praxi. Aby bylo mozné rozsifit vyuziti
cyklodextrintl, je nezbytné pfipravit jejich vhodné derivaty.

Nase skupina se zabyva pfevazné syntézou
monosubstituovanych  derivati  cyklodextrinti. ~ Velmi
vyhodnymi skupinami pro tuto monoderivatizaci jsou

allylova nebo cinnamylova skupina®, jelikoz obsahuji
dvojnou vazbu, ktera je Siroce modifikovatelna.

Nas§ vyzkum je zaméfen na piipravu allyl a cinnamyl
derivatl o-CD (2 — 4) a derivati a-, B- a y-cyklodextrint 7
s fluorovanymi  postrannimi fetézci pro biomedicincké
aplikace® a studium agrega¢nich vlastnosti 7 ve vodg.

HO

R' = H nebo Ph

R? = H nebo Ac

R® = -CgF 43 nebo -C5F
nebo -CF(CF3),

n=>5,6nebo7

Tento projekt je podporovan granty MSM0021620857, IAA
400550609 a KAN 200200651.

LITERATURA

1. Szejtli J.: Chem. Rev. 98, 1743 (1998).

2. Jindtich J., Tislerova I.: J. Org. Chem. 70, 9054 (2005).

3.  Abla M., Durand G., Pucci B.: J. Org. Chem. 73, 8142
(2008).



Chem. Listy /04, 361-393 (2010)

NOVY PRISTUP K AZAHELICENUM A JEJICH
VYUZITI JAKO ORGANOKATALYZATORU PRI
ASYMETRICKE KINETICKE RESOLUCI
RACEMICKYCH ALKOHOLU

MICHAL SA,MAL, JIRI MIiSEK, IRENA G. STARA*
aIVO STARY*

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

Findlnim krokem pfi syntéze plné aromatickych
azahelicenti, ktery byl dosud v nasi skupiné pouzivan, byla
oxidativni aromatizace tetrahydroazahelicenti vzniklych
[2+2+2] cykloisomerizaci pfislusnych triyni. Aromatizace
byla provadéna oxidem manganiitym za asistence
mikrovinného zateni'.

Z divodd zvySeni vytézkli aromatizace byl navrzen
alternativni postup. Cyklotrimerizaéni reakci byl pfipraven
disubstituovany tetrahydro[5]helicen, u kterého bylo mozné
efektivné provést aromatizaci kysele katalyzovanou
eliminaci kyseliny octové. Oxidativni aromatizace byla tedy
nahrazena eliminaénim mechanismem (Schéma 1). Kromé
vyrazného zvyseni vytézku aromatizace byl zaroven snizen
celkovy pocet reakénich krokd, coz vedlo k vy$§imu
celkovému vytézku aza[S]helicenu. Popsany postup byl
rovnéz uspeésné aplikovan pii syntéze azahexahelicend.

N >
oy

OAc

Si0,, TfOH

Schéma 1

Pfitomnost nukleofilniho a koordinujiciho pyridino-
vého dusiku ve spojeni s helikdlni chiralitou molekuly
predurcuje azaheliceny k vyuziti v organokatalyze a jako
ligandy pifi enantioselektivnich reakcich katalyzova-
nych komplexy kovii.  Opticky  ¢isty  enantiomer  2-
aza[6]helicenu byl pouzit pii kinetické resoluci sekundéarnich
alkohold, piedeviim racemického 1-fenylethanolu®.

Tato prdce vznikla za podpory GA AV CR (reg. ¢
144400550916), MSMT (Centrum pro biomolekuly a
komplexni molekuldrni systémy, reg. ¢ LC512) a UOCHB
AV CR (tato studie je soucdsti vyzkumného zaméru Z4 055
0506).
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RESOLUCE HELQUATU NA ENANTIOMERY

LQKAS SEVERA, LOUIS ADRIAENSSENS, JAN
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a FILIP TEPLY"
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Nedavno jsme vyvinuli tfistupniovou syntézu nové tiidy
helikalnich extendovanych diquati (helquati). Helquaty
predstavuji novou kombinaci strukturnich motivi typickych
pro heliceny a viologeny'. Lze o&ekavat, 7 propojeni téchto
dosud oddélenych oblasti vyzkumu otevie atraktivni
badatelskd témata'. JelikoZ je helikalni chiralita dominantni
vlastnosti téchto novych systémil, zaméfili jsme se po
uspé$ném zvladnuti syntézy racemati na ptipravu helquatt
v opticky €isté forme.

Ionicky charakter helquatli umoziiuje vyuziti vymény
nechiralniho aniontu za opticky ¢isty anion, ¢imz smés dvou
enantiomerti snadno pfevedeme na smés dvou diastereoiso-
mert. Odlisnd rozpustnost takovych diastereoisomerti je
klicem k resoluci helquati na enantiomery. Vyhodou tohoto
pfistupu je dobra dostupnost fady chirdlnich aniontt
odvozenych od levnych piirodnich kyselin®.

2TfO" 2TfO"

resoluce

racemicky (+)-(P)-[5]helquat
[S]helquat >98% ee
Schéma 1. Resoluce [5] helquatu
Pro wuréeni zastoupeni jednotlivych enantiomerd

helquatu piedstavujeme kapilarni elektroforézu se sulfatova-
nym cyklodextrinem jako chiralni selektorem. U neracemic-
kych helquati byly méteny racemizacni bariéry.

Tato prace vznikla za podpory GACR P207/10/2391,
203/09/1614, 203/09/0705 a UOCHB AVCR v.v.i. (Z4 055
0506).
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GAS-PHASE CHEMISTRY AS A MECHANISTIC
TOOL FOR SOLUTION CHEMISTRY AND
CATALYSIS

DETLEF SCHRODER

Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, Academy
of Sciences of the Czech Republic, Flemingovo nameésti 2,
166 10 Prague 6, Czech Republic

Mass spectrometry (MS) has numerous applications
ranging from elemental' and molecular analysis® to various
"omics" in biology® and applications in medicine®. Olympic
games, for example, nowadays involve not only sports but a
lot of mass spectrometry for advanced doping tests’. The
success of MS is due to the unique combination of high
sensitivity and low sample requirements. Due to its
widespread usage, mass spectrometry is continuously
growing and offers excellent employment opportunities for
qualified researchers.

Most analytical applications of MS evolve as a spin-off
of fundamental studies situated at the interplay between
physical, organic, and inorganic chemistry. Mass
spectrometry, for example, requires the sample to be ionized
which in turn leads to the determination of ionization
energies and proton affinities. Similarly, the fragmentation of
ions provide bond energies for organic, inorganic, and
organometallic compounds which allow to understand
chemical reactivity and predict particularly reactive species.
A key advantage and simultaneously an important drawback
is that gas-phase methods determine molecular properties in
the absence of any "environment" (e.g. solvents, counter-ions
etc.). The measured properties are therefore intrinsic for the
species under study. As such they provide profound insight
into concepts of chemical bonding and reactivity and allow
direct comparison with theory. In turn, however, the intrinsic
properties may only poorly correlate with bulk processes in
which the environment is an inherent part of chemical
reactivity. Consequently, the results obtained in gas-phase
measurements need to be "translated" for their use in applied
chemistry and several schemes for such conversions have
been developed.
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Figure 1. Mono- and oligonuclear uranyl cations observed via
MS as a function concentration in solution

The first example of such a "translation" concerns
solutions of uranyl nitrate in water®. While seemingly trivial,
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the amount of oligonuclear uranium species sampled via MS
using electrospray ionization (ESI) increases with the
concentration of the uranyl salt. For this system, we could
establish a quantitative correlation between the gas-phase
data and results from solution chemistry (Fig. 1), thereby
allowing a direct connection between the situation in the gas
phase and in the bulk.

The second example deals with chemical reactivity’.
Under anaerobic conditions, Cu(I) can bring about a twofold
C-S coupling of bisiminodisulfides in almost quantitative
yield (1 — 2 + 3; Fig. 2). ESI of the reaction solution yields
an abundant signal of the copper(I) complex (1)Cu’. When
this species is mass selected and heated by collisions with
helium, it looses the neutral C—S coupling product 2 to afford
the second C—S coupling product as Cu(I) complex, (3)Cu".
The results demonstrate that the catalytic sequence can occur
in the presence of a single copper atom and that no higher-
order aggregates are required for a mechanistic rationale.
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Figure 2. Cu(I)-mediated C—S coupling in solution and in the gas
phase. The inset shows the measured and the modeled isotope
cluster of the ion (1)Cu”

This work was supported by the Academy of Sciences of the
Czech Republic (Z40550506) and the European Research
Council (AdG HORIZOMS).
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Bifunkéni P™ N-donorové ligandy patti do skupiny
takzvanych hemilabilnich donorii'. Diky moznosti koordina-
ce k atomu kovu prostfednictvim mékkého (P™) i tvrdého
(N) donorového atomu a tvorb& nesymetrickych chelatovych
komplexti nalezly tyto latky Siroké uplatnéni v organické
katalyze>. Hemilabilni koordinace jednoho z donorovych
atomu ligandu umoziuje zaroven uvolnit koordina¢ni misto
pro pfistupujici substrat i stabilizaci katalyzatoru v prab¢hu
katalytického cyklu.

Vyznamnou pozici mezi P™ N-hemilabilnimi donory
zaujimaji pyridyl-fosfinové ligandy™®, které se vyznacuji
zajimavymi elektronickymi i stérickymi vlastnostmi, jenz lze
cilené¢ modifikovat zménou povahy substituenti. Pro tento
ucel muze byt vyhodnym substituentem ferrocenové jadro,
kter¢ vynika velkou elektronovou bohatosti a dobie
definovanou geometrii.

Z tohoto divodu jsme se rozhodli studovat dva
homologické pyridyl-fosfinoferrocenové ligandy 1 (cit.%)a 2,
jejich koordinaéni chemii vuci palladiu a katalytické vyuziti
v palladiem katalyzované Suzukiho-Miyaurové reakci
a kyanacnich reakcich arylbromidd.

@/Pth @/Pth
Fe Fe

N

/_\ Va
1 2

Schéma 1. Pripravené pyridyl-fosfinoferrocenové ligandy

Tato prdce vznikla za podpory grantu GACR P207/10/0176.
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Nadorovy  supresor p53 hraje dilezitou roli
v kancerogenezi. V odpovédi na rizné stresové signaly
transkripéni faktor p53 kontroluje dilezité bunééné funkce tim,
ze ovliviluje expresi svych cilovych gent. Reguluje apoptdzu,
bunéény cyklus a genomovou integritu. U nadort je ztrata
funkce p53 velmi Casto zptisobena mutaci genu p53. Priblizné
10 % mutant p53 je teplotné zavislych, tzn. zménou teploty
dochazi k obnové jejich funkce. Tyto mutace mohou ménit
nejenom celkovou transaktivaéni schopnost proteinu p53, ale
také modifikovat transaktivaéni schopnost ve vztahu
k jednotlivym cilovym gentm (tzv. diskriminativni charakter).

Studovali jsme funkéni vlastnosti 23 teplotné zavislych
(td) mutantd p53 (podrobn& analyzovanych v kvasinkach')
v lidské nadorové linii H1299 odvozené z nemalobunééného
plicniho karcinomu. Sledovali jsme transaktivaci nékolika
cilovych genti p53 a potvrdili teplotni zavislost a vyrazny
diskriminativni charakter u 20 mutanti, ktefi preferenéné
transaktivovali p2/ spiSe nez bax. Podle transaktiva¢nich
schopnosti jsme td mutanty p53 rozdé€lili do 4 funkénich
skupin. Obecné lze fict, ze celkova transaktivaéni aktivita
mutantti nepfevysuje aktivitu standardni varianty p53, ackoli
mira transaktivace urcitych cilovych genii u nékterych
mutantdl v permisivni teploté mize byt vyrazné vyssi.

Td mutace p53 jsou snadngji reaktivovatelné nez
mutace zcela inaktivni'>. Obnoveni funkce p53 mize byt
vyvolano naptiklad inhibitorem CDK roskovitinem. Ackoli
mechanismus u¢inku neni zcela znam, pozorovali jsme
u nékterych td mutantll pS3 zietelné zesilenou apoptotickou
odpovéd po plsobeni roskovitinu jak v permisivni, tak
i restriktivni teploté. Funkéni status p53 pravdépodobné
ovliviluje miru odpovédi nadorovych bunc¢k na roskovitin,
slibnou protinadorovou latku, kterd v soucasné dobé
podstupuje druhou fazi klinického testovani.

Tato prace vznikla za podpory grantii NS/10448-3 IGA MZ
a MSMT 0021622415.

LITERATURA:

1. Grochova D., Vaiikova J., Damborsky J., Rav¢ukova
B., Smarda J., Vojt&sek B., Smardova J.: Oncogene 27,
1243 (2008).

2. Boeckler F.M., Joerger A.C., Jaggi G., Rutherford T.J.,
Veprintsev D.B., Fersht A.R.: Proc. Natl Acad. Sci.
USA 105, 10360 (2008).

3. North S., Pluquet O., Maurici D., El-Ghissassi F.,
Hainaut P.: Mol. Carcinog. 33, 181 (2002).



Chem. Listy /04, 361-393 (2010)
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Piijjem a traveni hostitelské krve je klicovym dé&jem
v zivotnim cyklu krevsajicich parazitt. U klistéte obecného
(Ixodes ricinus) se tento déj odehrava ve stieve, které je
zaroven primarni branou pfenosu patogent. Klisté patii mezi
roztoce (Acari) a narozdil od krevsajictho hmyzu travi
hemoglobin uvnité bunék stfevniho epitelu. Hydrolyza neni
zprostiedkovana serinovymi peptidasami a odehrava se
v endo-lysozomech bufiek stieva. Kombinaci genetického
(cDNA, PCR) a biochemického profilingu sttevniho epitelu
sajicich samic (specifické inhibitory a substraty, imaging
pomoci activity based probes) se nam podafilo
demonstrovat, Ze toto traveni je zprostfedkovano matrici
peptidas — orthologli enzymatickych komplexd popsanych
u nematod a platyhelmintl. Tento evoluéné konzervovany
komplex zahrnuje cysteinové peptidasy papainového typu
(cathepsin B, L, C — IrCB1, [rCL1, [rCC1) asparaginylovou
endopeptidasu (/rAE1) a aspartovou peptidasu cathepsin D
typu ([rCD1). Peptidasy jsou exprimovany pii sani samic
a degraduji hemoglobin v kyselém pH. Selektivni inhibitory
byly pouzity k ur¢eni roli individualnich enzymu a spolecné
s hmotnostni  spektrometrii  k sestaveni  §tépné mapy
hemoglobinu s vyznadenim mist S§tépeni jednotlivych
enzymi ve tfech cCasovych intervalech. Tii primarni
endopeptidasy /#CD1, [rCL1 a IrAEl byly exprimovany
jako rekombinatni fiizni proteiny. Byly proti nim pfipraveny
protilatky a testovan jejich potencial jako anti-klistéci
vakceiny. Aktivni enzymy byly biochemicky
charakterizovany a byla studovana jejich substratova
specifita pomoci knihoven fluorescenénich substrati (P1- P4
possitional screening library). Pomoci expresnich profili na
urovni mRNA, proteini i aktivity, imunohistochemie a RNAi
je studovana jejich funkce in-vivo s moznosti zavést nové
nastroje ke kontrole klist'at a jimi pfenaSenych patogenti.

Tato prace vznikla za podpory grantii 144600960910
(GAAYV),  KJB600960911(GAAYV) a vyzkumného centra
LC06009 (MSMT CR).
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NOVY FLEXIBILNI ZPUSOB DOPRAVY ANTIGENU
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Pro fadu diagnostickych a vakcina¢nich aplikaci je
dilezité dokazat specificky stimulovat imunitni odpovéd T
lymfocytli proti vybranym antigenim. K tomu je zapotiebi
moci dopravovat cilené ptislusné antigeny do endosomu
nebo cytosolu profesionalnich antigen prezentujicich bunck,
ptedevsim dendritickych bun¢k (DB), jez maji apardt pro
zpracovani antigenti a prezentaci jejich fragmentii na svém
bunééném povrchu, v komplexu s MHC glykoproteiny I. a II.
tridy.

V této praci jsme vyvinuli novy systém pro dopravu
antigen do dendritickych bunék. Je zaloZen na kombinaci
sméfujicich  biotinylovanych protilatek, rozeznavajicich
specifické bunééné receptory a proteinovych fuzi antigent
s tetramernim streptavidinem, vazicim s vysokou afinitou
biotin.

Na streptavidin byly geneticky pfipojeny rlzné
antigeny a to jak na N-, tak i na C-konec, pfipadné na oba
konce zaroven tak, aby byla zachovana schopnost
streptavidinu tvofit tetramery. Takto upravené proteiny byly
produkovany v bakterialnich buiikich E. coli DE3 Artic
Express, izolovany z cytosolického extraktu, pfipadné z2 M
mocovinového extratu (precitipat v cytosolu) a tetramerni
komplexy byly nésledn¢ oddéleny od monomerd a dal§ich
necistot pomoci afinitni chromatografie na Iminobiotin
agarose.

Pro pfimé zacileni antigen presentujich bunék byly
pouzity rizné biotinylované protilatky proti povrchovym
receptorim, naptiklad DEC 205, CD11c a CD 206.

Jako modelovy antigen jsme pouzili kufeci Ovalbumin,
jehoz epitopy pro prezentaci na MHC 1 a MHC II
molekulach byly geneticky pfipojeny na oba konce
streptavidinu. Tetramerni komplexy streptavidinu, nesouci
tyto epitopy, byly pouzity k dopravé antigenu do primarnich
my$ich dendritickych bungk in vitro a in vivo bunky pomoci
protilatek proti povrchovym receptorim CD11c a CD 206
(manosovy receptor). Epitopy byly vystavovany nejen
s molekulami MHC 11, ale i v komplexu s molekulami MHC
L. Jiz pti velmi nizkych koncentraci tetrametru (0,1-1 nM) se
projevila vyhoda cileného sméfovani antigend. NaSe
vysledky byly ovéteny na mysSim modelu
s mykobakterialnimi antigeny'.

Tato prace vznikla za podpory granti KAN200520702
a NPVII 2B06161
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Lymfom z bunék plastové zony (Mantle cell lymphoma,
MCL) je vzacnym, ale velmi agresivnim typem nadorového
onemocnéni lymfatickych uzlin. Pro MCL je charakteristicka
pritomnost translokace t(11;14)(q13;q32), kterd zpusobuje
vysokou expresi cyklinu D1 a tim deregulaci bunééného cyklu.
Aktivace cyklinu D, vyuzivana i diagnosticky, hraje klicovou
roli v rozvoji MCL, ale pro progresi onemocnéni jsou
nezbytné jeitd dalii aberace!. Mezi nimi se jako prognosticky
vyznamné ukazaly ty, které pozménuji geny pro regulatory
bunééné odpoveédi na poskozeni DNA.

V nasi praci jsme se zabyvali podrobnou analyzou p53,
nadorového supresoru, ktery hraje dilezitou roli pii udrzovani
genomov¢ integrity somatickych bunék. V reakcei na poskozeni
DNA zptisobuje, prostfednictvim aktivace cilovych gent, za-
stavu buné¢ného cyklu, opravy DNA, senescenci ¢i apoptozu.

V souboru 33 pacientt s MCL jsme pomoci funkéni
analyzy v kvasinkach® a nasledného sekvenovani cDNA
detekovali 9 mutaci genu p53. Vosmi ptipadech $lo
o jednonukleotidovou zaménu, v jednom o deleci, ktera
zpusobila posun Ctectho rdmce a vytvoreni predc¢asného stop
kodonu. Deleci jsme potvrdili také sekvenovanim gDNA
a zjistili jsme, ze vede k degradaci piislusné mRNA. V burikach
s mutaci genu p353 dochazi obvykle k akumulaci proteinu p53.
Tu jsme pomoci westernova prenosu prokazali u vSech piipadi
MCL s jednonukleotidovou zaménou v genu p53. Ztratu lokusu
17p13.3 specifického pro p53 jsme pozorovali s vyuZzitim
metody FISH u 3 pacientd s mutaci p53. Statistickou analyzou
jsme prokazali, ze piitomnost mutace p53 vyrazné zkracuje
délku piezivani pacientd s MCL. Ztrata funkce p53 je u MCL
nezavislym negativnim prognostickym faktoren:’.

Price byla podporena  IGA MZ NR/9305-3, MSMT
0021622415 a GACR 204/08/H054.
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C-Nukleozidy predstavuju potenciondlne zaujimava
skupinu latok charakterizovani nahradenim labilnej
C-N vizby, chemicky aenzymaticky stabilnejSou C-C
vizbou. Sucasné syntetické pristupy sa vo vicsine pripadov
vyznacuju nedostatocnou anomerickou selektivitou, nizkymi
vytazkami a nutnostou optimalizovat’ syntézu kazdého
nového C-nukleozidu'. Z uvedenych dévodov sa v siiéasnej
dobe zaoberame vyvojom modularnej syntézy, zalozenej na

priprave  multigramového = mnozstva  univerzalneho
intermediatu a jeho naslednym transforméaciam?.
Br.
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Adicia 6-brompyridinlitia na TBS-chraneny ribonolakton
1 a nasledna in situ acylacia prislusného hemiketal alkoxidu
poskytla acetal, ktorého redukciou sa ziskal 6-bréompyridin-2-
yl C-ribonukleozid 2 v 63% celkovom vytazku. Tento bol
nasledne podrobeny sériam paladium katalyzovanych
aminacii, aminokarbonylacii a cross-coupling reakcii, ktoré po
Stiepeni chraniacich funkénych skupin poskytli sériu volnych
1/3(6-alkyl-, 6-aryl- 6-amino-, 6-karbamoyl- a 6-hetaryl-
pyridin)-C-ribonukleozidov 3 (cit.”).

Tato praca je sucastou vyskumného projektu Z4 055 905,
podporovana centrom pre biomolekuly a komplexné
molekuldrne systémy (LC 512), Grantovou agentiirou AVCR
(I44400550902) a Gilead science, Inc. (Foster City, CA).
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STRUKTURA A FUNKCE
HALOGENALKANDEHALOGENAS
V ORGANICKYCH ROZPOUSTEDLECH
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ETTRICH" a JIRi DAMBORSKY"*
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Enzymova katalyza v nekonvenénich solventech,
ptredstavuje velmi zajimavou oblast enzymologie. Prevedeni
biotransformaci z vodného prostfedi do organickych
rozpoustédel ptineslo fadu vyhod a zvysilo tak efektivitu
vyuziti enzymil viadé pramyslovych aplikaci'. Presto je
mechanismus puasobeni solventd na funkci enzymu stale
malo znadmy a jejich vliv na aktivitu nelze pfedem
odhadnout.

Cilem naseho projektu je pochopit a vysvétlit chovani
tii hydrolytickych enzymii halogenalkandehalogenas (LinB
ze Sphingobium japonicum UT26, DhaA z Rodococcus
rhodochrous NCIMB13064 a DbjA z Bradyrhizobium
Jjaponicum USDA110) v prostfedi organickych rozpoustédel.
Ziskané znalosti jsou dulezit¢ pro zvySeni aplikac¢niho
potencidlu studovanych enzymt. Testovan byl vliv tfindcti
s vodou misitelnych organickych rozpoustédel na aktivitu
a stabilitu halogenalkandehalogenas. Prestoze jsme studovali
ptibuzné  enzymy, jejich  tolerance  k organickym
rozpoustédltim byla rizna. Halogenalkandehalogenasy DhaA
a DbjA vykazovaly funkéni stabilitu vici vétsing testovanych
rozpoustédel. V pfipadé DbjA byl dokonce s nckolika
substraty detegovan nartst aktivity. Naopak u LinB byla
pozorovana prevazné inaktivace. V navaznosti na aktivitni
meéfeni byla provedena strukturni charakterizace enzymu
v koncentracich organickych rozpoustédel zpusobujicich
uplnou inhibici. Pouzity byly metody cirkularniho
dichroismu a fluorescenéni spektroskopie. V né€kolika
pfipadech zustala struktura enzymid nezménéna, piestoze
byla v dané koncentraci solventu pozorovana ztrata funkce.

Pro studium vlivu rozpoustédel na enzymy na atomarni
urovni jsme pouzili molekularné dynamické simulace
ukazujici zmény ve struktufe enzymid a jejich interakce
s molekulami  solventu. Modelovani odhalilo ptimou
souvislost mezi snahou molekul rozpoustédla penetrovat do
aktivniho mista sjeho inhibiénim u¢inkem. Zatimco vé&tsi
pocet molekul v aktivnim misté vedlo k inhibici, pfitomnost
jedné izolované molekuly pravdépodobné enzym aktivizuje.
Tento piedpoklad bude ovéfen inhibi¢nim kinetickym
métenim v ptitomnosti vybranych organickych solventd.

Tato prace vznikla za podpory grantovych projektii GA CR
203/08/0114, GA AV 144401630901 a GA MSMT LC06010
a MSM0021622412.
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VYPOCETNI STUDIE CUCURBIT[NJURILU
A KOMPLEXU PSEUDOROTAXANU

ZORA STRELCOVA®, PETR KULHANEK®,
VLADIMIR SINDELAR” a JAROSLAV KOCA*

“Nérodni centrum pro vyzkum biomolekul; *Ustav chemie
Prirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita, Kotlarska 2,
612 35 Brno

stre@chemi.muni.cz

Vyzkum v oblasti nanomolekul, jejich vyuziti
v Iékafstvi, primyslu i chemické vyrobé patii k pfednim
chemickym oborum soucasnosti. Ve své praci jsme se
zaméfili na studium homologni fady cucurbit[n]urilt (n=5—
10). Jedna se o makrocyklické slouCeniny, schopné
komplexovat ionty, malé organické molekuly i polypeptidy.
Takto vzniklé komplexy, v nichz je linearni molekula
provléknuta pfes makrocyklus a celd struktura je
termodynamicky stabilni, se nazyvaji pseudorotaxany.

Nase studie nabizi komplexni pohled na dynamické
strukturni a vazebné vlastnosti cucurbit[#]urild. Do
vypocetné-chemickych simulaci byl zahrnut i cucurbit[9]uril,
jenz zatim nebyl izolovan. V analyze ziskanych molekulove
dynamickych  simulaci jsme se zaméfili na strukturni
vlastnosti - deformace cyklu v zévislosti na poctu jednotek -
a jeho flexibilitu. Pokro¢ilé analyzy pak umoznily popis
chovani rozpoustédla v okoli cucurbit[n]urilu. S vyuzitim
metod potencialu stfedni sily, umoziiujici vypocet volné
energie, jsme dale vyhodnotili energetické bariéry pro pohyb
molekul vody v kavité cucurbit[#]urilu.

Ziskané vysledky byly dale pouzity pii popisu
vlastnosti pseudorotaxanti zalozenych na cucurbit[n]urilu a
derivatech 4,4‘-bypiridinu. V ramci experimentalnich studii,
bylo prokdzano, ze takovéto komplexy, v nichz linearni
molekula obsahuje dveé terminalni COOH skupiny, prokazuji
rizné konformacni chovani v zavislosti na pH. Cyklicka
molekula se tak pohybuje kolem molekuly linearni
a vdisledku toho Ize tyto slouceniny povazovat za
supramolekularni prepinate’?. Ve své praci jsme rozsifili
experimentalni studie o vyhodnoceni profili volnych energii
zminénych intermolekularnich posunti a umoznili piesnéjsi
popis celého procesu na atomové urovni.

Prdace byla podporena ndsledujicimi  granty: MSMT
LC06030, MSM0021622413, GACR: 301/09/H004.
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Glykoluril je molekula pouzivand pro pfipravu
molekularnich klips a makrocyklickych slougenin'?. Hlavni
pozornost je  vénovana  makrocyklické  slouceniné
cucurbit[n]urilu pfipravené reakci glykolurilu s formaldehy-
dem. Cucurbit[x]uril véZe intern& i externé kationy®. Znaéné
omezeni pii pouZziti cucurbit[n]urilu vSak ptredstavuje jeho
nerozpustnost v organickych rozpoustédlech a pouze
omezend rozpustnost ve vodném prostiedi’. V nasi praci
prestavujeme syntézu a supramolekularni vlastnosti nového
makrocyklu, ktery byl piipraven z modifikovaného
glykolurilu reakci s formaldehydem. Na rozdil od
cucurbit[6]urilu ma nami pfipraveny makrocyklus vyrazné
veétsi objem kavity, ma mén¢ rigidni strukturu a je velice
dobfe rozpustny ve vybranych organickych rozpoustédlech.
Parcialni kladny naboj v centralni c¢asti vnitfni kavity
makrocyklu umoziuje interni vazani aniontd. Halogenidy
jsou v makrocyklu vazany se stoupajici afinitou v pofadi F~ <
CI' < Br < I'. Vzhledem ktémto vlastnostem je novy
makrocyklus testovan pro fadu potencionalnich aplikaci.

Schéma 1. Novy makrocyklus s interné vazanym CI’

Tato price vznikla za podpory grantu GACR P207/10/0695.
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APLIKACE FOSFINOFERROCENOVYCH AMIDU
ODVOZENYCH OD AMINOKYSELIN JAKO
LIGANDU V ENANTIOSELEKTIVNi
KONJUGOVANE ADICI

JIRI TAUCHMAN a PETR STEPNICKA

Katedra anorganické chemie, Prirodovédecka fakulta
Univerzity Karlovy v Praze, Hlavova 2030, 128 43 Praha 2
tauchman@natur.cuni.cz

Organokovové slouceniny se staly zakladnimi
materidly moderni organické syntézy a dnes si jen tézko
mizeme piedstavit nékterou totalni syntézu bez klicového
kroku zahrnujiciho nukleofilni organokovové ¢inidlo. Mezi
nejrozsitengjsi syntetické metody pro tvorbu C—C vazby patii
médi katalyzovana konjugovana adice organokovovych latek
na o,p-nenasycené karbonylové sloudeniny'?.  Pouziti
chirdlntho komplexu médi za vyuziti pfedevSim
organozine¢natych nebo Grignardovych c¢inidel umoziuje
provést katalytickou enantioselektivni verzi této reakce.

Nové chiralni fosfinoferrocenové amidy nesouci
aminokyselinové pendantni skupiny prezentované v této
praci (schéma 1) navazuji na predchozi uspé$né vyuziti
podobnych ligandii v katalyze a koordinagni chemii*™
Porovnani strukturnich a katalytickych vlastnosti takovych
hybridnich ligandd umozni zhodnotit vliv jednotlivych
molekularnich ¢asti na prubé¢h katalytickych reakei.

PPh, CO,H

Fe Fe
Hdpf (S,)-HL

R)-HL
l Ik
/in/OMe
HN
PPh, @L PPhZ
@ PPh,

&g &

R = (S)-Me, (R)-Me, R = (S)-Me
(S)-CHMe,, (R)-CHMe,,
(S)-CH,Ph, (R)-CH,Ph

R = H, (S)-Me, (R)-Me,
(S)-CHMe,, (R)-CHMe,,
(S)-CH,Ph, (R)-CH,Ph

Schéma 1.

Tato prace vvznik!a za podpory GA UK (projekt ¢. 58009)
a grantu MSMT CR LC06070.
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ANALYZA SEKVENCNICH ZMEN V LDLR GENU:
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Mutace a prestavby v genu pro LDL receptor (LDLR)
jsou pfic¢inou familiarni hypercholesterolémie (FH). FH je
autosomalné dominantni dédicné onemocnéni charakterizo-
vané izolovanym zvySenim LDL cholesterolu v krvi
pacientl. Dlouhodobé zvySena hladina LDL cholesterolu

vkrvi  je  stézejnim  krokem v patofyziologickych
mechanismech  vedoucich  k ateroskleréze.  Frekvence
heterozygotti je 1/500, frekvence homozygoti nebo

slozenych heterozygott je udavana 1/1000000.

Gen pro LDL receptor je slozen z18 exonl
rozlozenych do 45 kb (chrom. 19p13 (cit."), mRNA 5,3 kb
(cit?). Do dnesniho dne je popsano vice jak 1000
sekven&nich variant® tohoto genu.

Vramei projektu MEDPED® se vyraznou mérou
podilime na vyhledavani pacientd, s mutaci v genu LDLR.
Celkem bylo v nasi populaci nalezeno 75 typt kauzalnich
sekvencnich zmén (z toho 18 dosud ve svété nepopsanych)
a 9 typu rozsahlych intragenovych piestaveb. U jednotlivych
intragenovych ptestaveb byly detailné charakterizovany body
zlomu a stanoven mechanismus jejich vzniku. V souboru
nasich pacienti byly jako mechanismy vzniku rozsahlych
deleci/duplikaci  identifikovany nealelickA homologni
rekombinace a nehomologni spojovani koncti. Druhy
jmenovany mechanismus nebyl u genu LDLR popsan.
Celkové bylo dosud analyzovano 1172 probandu, pfi¢emz u
453 byla nalezena kauzalni sekvenéni zména, u 719 pacient
nalezena nebyla.

V minulych letech byla DNA analyza genu LDLR
zalozena na piimé sekvenéni analyze jednotlivych exoni.
Timto  metodickym  pfistupem  byly  detegovany
jednonukleotidové zamény, malé delece, inzerce a duplikace.
Pro analyzu rozsdhlych prestaveb byla zavedena metoda
MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification).

Vzhledem k velkému mnozstvi analyz byla v roce 2009
molekularné geneticka analyza genu LDLR modifikovana
a ve spolupraci se spole¢nosti Asper Biotech Ltd. byl vyvinut
Cip zalozeny na technologii APEX (Arrayed Primer
Extension). Tento ¢ip umoziuje detekci 75 mutaci v genu
LDLR vyskytujicich se v ceské populaci a 75 mutaci
vyskytujicich se sveétsi frekvenci v dalSich svétovych
populacich.

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSMT LC06023
a 2B08060.
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NOVA DIASTEREOSELEKTIVNA SYNTEZA
FENYLINDOLIZIDINOLOV
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Indolizidinovy skelet je sucastou velkého poctu
prirodnych zlu€enin, nachadzajicich sa v rastlinnej
a zivocisnej risi, vykazujicich Siroké spektrum biologickej
aktivity. Medzi uvedenymi zli¢eninami najvyznamnejSiu
skupinu predstavujii polyhydroxyindolizidiny, z ktorych
niektoré st velmi UCinnymi inhibitormi bunkovych
glykozidaz'.  Z prirodnych  polyhydroxyindolizidinovych
alkaloidov patria medzi najznamejSie kastanospermin,
swainsonin a lentiginozin. Zuvedenych zlucenin je
swainsonin prvym inhibitorom glykoproteinového typu
uspesne vyselektovanym ako potencialny liek proti rakovine.
Nepriaznivy vplyv na centralnu nervova ststavu a vysoké
naklady na jeho syntézu vSak v sicasnosti obmedzuju jeho
praktické vyuzitie™. Pozornost sa preto sistreduje na
analogy tychto alkaloidov s ekonomicky vyhodnou syntézou

a zaroven beZ Vedl a élc]l uC.llkO\/.
C(><
N

lentiginosine

HO

= OH
- N
OH'

castanospe rmine

T

T

"0
I

swainsonine

Schéma 1. Prirodné polyhydroxylované indolizidiny

Pretoze stadium vztahu medzi Struktirou a biologickou
aktivitou nie je u vyS$Sie spomenutych prirodnych latok
ukonCené, syntéza novych analdogov tychto zlucenin
stereodivergentnymi metodami zostava aktualnou vyzvou pre
organickych chemikov. Biologicka aktivita tychto derivatov
sa vyraznejSie meni prevazne v zavislosti od poctu, polohy
a stereochémie hydroxylovych skupin na indolizidinovom
skelete.

Nas synteticky pristup k substituovanym
indolizidinolom vyuziva interni asymetricku indukciu,
pricom chiralita sa v molekule indolizinu derivuje z vhodne
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zabudovaného stereogénneho centra z aminokyseliny.
Klacovym krokom vsyntéze cielovych zlucenin-7-
fenylindolizidin-8-olov je tandém diastercoselektivnych
redukcii  benzotieno[2,3-f]lindolizindiéonu:  karbonylovej
skupiny a tiofénového jadra*”.

Podarilo sa nam pripravit analég tyloforinu v 6-tich
krokoch s dobrym celkovym vytazkom (20 %) z lacnej
a lahko dostupnej L-glutamovej kyseliny a benzotiofén-2-
karbaldehydu.

o o]
Q\/'\/ + H H 6 steps 3
S H,N S I

HO,C
Schéma 2. Novy analég tyloforinu

Origindlna stratégia, zalozend na desulfurizacnom
procese benzotiofénového kruhu ako kIdcového kroku,
poskytuje jedinec¢nu cestu k zavedeniu fenylovej skupiny na
indolizinovy skelet. Zarovenn sa pravdepodobne jedna
o najpriamociarejSiu metédu pre syntézu 7-substituovanych
indolizidinolov, ktora umoziuje efektivny dizajn novych
substituovanych indolizidinov. V prvom kroku
pravdepodobne dochadza k cis-adicii atdmov vodika na
dvojita vézbu tiofénu. Zo stérickych doévodov je preferovana
adicia zkonvexnej strany molekuly. V pripade trans-

alkoholu vsak hydroxy skupina smerujuca na exo-stranu
molekuly ¢iastocne brani pristupu z tejto strany, v dosledku
¢oho sa vyrazne znizuje selektivita reakcie v porovnani s cis-
alkoholom. V d’alsom kroku prebieha redukcia karbonylovej
skupiny na hydroxy skupinu.

Schéma 3. Nové fenylindolizinoly: (i) NaBH, resp. L-Selectride, (ii)
LAH

Vsetky tieto derivaty si zasluzia S§irSiu pozornost,
pretoze predstavuju potencialne biologicky aktivne latky,
ktoré  patria do skupiny prirodnych alkaloidov.
Zosyntetizované zluceniny sa podrobili antimikrobialnym
testom na vybranych druhoch mikroorganizmov. Zistilo sa,
ze antimikrobidlna aktivita pripravenych indolizinovych
derivatov sa vyrazne meni v zavislosti od poctu, polohy
a stereochémie substituentov na indolizidinovom skelete.

Tato praca bola podporend Agenturou na podporu vyskumu
a vyvoja na zdaklade zmluvy ¢. APVV-0210-07 a VEGA MS
SR 1/0161/08.
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PRODUKCE FEROMONU A JEHO PERCEPCE
U Anastrephy fraterculus

LUCIE VANICKOVA™", BLANKA KALINOVA?,
RUTH R. DO NASCIMENTO¢, RADKA BRIZOVA®
a MICHAL HOSKOVEC®

“Infochemikalie, UOCHB AV CR, Flemingovo 2, 166 10
Praha 6; bUstav chemie prirodnich latek, VSCHT v Praze,
Technickd 5, 166 28 Praha 6; ‘Instituto de Quimica e
Biotecnologia, Universidade Federal de Alagoas, BR 104
Norte Km 14, 57072-970, Maceio — AL, Brazilie
vanickova@uochb.cas.cz

Anastrepha farterculus (Diptera; Tephritidae) je jednim z
nejvyznamngjSich  tropickych a  subtropickych — skadct
ovocnych plodt, podilejici se kazdorotné na rozsdhlych
Skodach ve svétovém zeméd¢lstvi. Tyto jihoamerické mouchy
z cCeledi vrtulovitych maji velice slozit¢ predkopulacni
chovani, kde vyznamnou roli hraji samci produkované
vizualni, chemické a akustické signaly. Namluvy zahrnuji
rizné typy pohybd téla, nohou a kiidel. Samci se
schromazd’uji v rojich na hostitelskych stromech a chovaji se
teritorialné.  Lakaji  samiCky viceslozkovym  tékavym
feromonem. Feromon je produkovéan slinnymi i rektalnimi
Jlazami a je posléze uvoliovan Gstnim a fitnim otvorem'.
Predchozimi analyzami feromonu byly identifikovany dva
monoterpeny limonen a 3-ocimen, tii izomery seskviterpenu o-
farnesenu, seskviterpeny B-bisabolen a a-bergamoten, kyselina
benzoova, nonanal, Cy-alkoholy, laktony anastrephin,
epianastrephin a suspensolid, a &tyfi alkyl pyraziny™>.

Nase studie prezentuje analyzu tékavych slozek
feromonu, pohlavné specifické rozdily v percepci feromonu a
produkci feromonu v zavislosti na staii a cirkadiannim rytmu.

Sexualn¢ zrali samci laboratorni kolonie Anastrephy
fraterculus (poskytnuté laboratofi FAO/IAEA, Seiberdorff,
Rakousko) byli pouziti pro sbér t€kavych slozek feromonu.
Latky byly zachyceny na sorbentu SuperQ, nasledné¢ vymyty
hexanem a analyzovany za pouziti plynové chromatografie ve
spojeni s elektroantenografickou detekci (GC-EAD; kolony
WAX a DB-1) a dvourozmérné plynové chromatografie s TOF
hmotnostné-spektrometrickou  detekci  (GCxGC-TOFMS).
Identifikovali jsme u samct i samic Sest antenaln¢ aktivnich
(4. na tykadlech) sloucenin, jmenovité (Z)-3-nonenol, (Z2)-
3,6-nonadien-1-ol, geranylaceton, (E,E)-a-farnesen,
suspensolid a epianastrephin. Pozorovali jsme pohlavné
specifické rozdily v percepci feromonu, samice byly vice
senzitivni k Cg-alkoholim neZ samci, citlivost na ostatni
antenalné aktivni slozky feromonu byla
u obou pohlavi srovnatelnd. Zavislost produkce feromonu na
stafi a cirkadidannim rytmu je nyni analyzovana.

Nase data prokéazala, Ze obé pohlavi jsou senzitivni k
sam¢imu feromonu, ale samice jsou vice senzitivni k (Z)-3-
nonenolu a (Z 2)-3,6-nonadien-1-olu. To naznacuje, ze latky,
vnimané stejné ob&éma pohlavimi pravdépodobné maji
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agregatni  funkci, zatimco latky vnimané rozdilné

zprostredkuji sexudlni komunikaci.
Tato prace vznikla za podpory grantu Z405595.
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ENANTIOSEL,EKTIVNi PRiPRA\{A PIPERIDIN-2-
ONU POMOCI ORGANOKATALYZY
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Univerzity Karlovy v Praze, Hlavova 2030, 128 40 Praha 2
Jxvesely@natur.cuni.cz

Vyzkum novych efektivnich reakei, které umoziuji
ptipravu  komplexnich molekul ze snadno dostupnych
vychozich latek je i nadale cilem fady védeckych pracovist.
Ackoli je odvétvi organické syntézy zvané organokatalyza
stale jesté ne plné rozvinuté, byly do soucasnosti publikovany
tisice organokatalytickych reakci'®. Rada znich se zabyva
syntézou cyklickych sloucenin obsahujicich pouze uhlikaty
skelet ¢i heterocyklickych sloucenin obsahujicich atomy N, O
a S. Nicméné pouze mald pozornost byla vénovana piipraveé
derivati piperidin-2-ont, které slouzi jako b&zné pouzivané
prekurzory pro syntézu biologicky aktivnich  latek
(polycyklické alkaloidy jako indol[2,3-a]chinolizidiny a
benz[a]chinolizidiny). S ohledem na odbornou literaturu se
naSe skupina zaméfila na pfipravu enantiomerné Cistych
derivati piperidin-2-ont’. Jak je naznaeno na schématu
pfislusné derivaty 3 byly pfipraveny v jednom reakénim kroku
s vysokymi vytéZky a enantioselektivitou.
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Jako ptiklad aplikace této nové metodiky bude v piispévku

diskutovana asymetrickou syntéza antidepresiva (-)—
Paroxetin.

Tato prdce vznikla za podpory granti MSM0021620857,
GACR (203/09/P193).
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EFEKT INHIBITORU HISTONOVYCH
DEACETYLAS NA ACETYLACI HISTONU,
METHYLACI DNA A EXPRESI GENU SMN
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Spinalni svalova atrofie (SMA) je letalni autozomalné
recesivni neurodegenerativni onemocnéni s incidenci cca.
1:5600. Onemocnéni je zpisobeno defektem v genu Survival of
motor neuron 1 (SMNI). Kopie genu SMNI, gen SMN2, se od
SMNI 1i§i pouze v5 jednonukleotidovych zaménach.
Z genu SMN2 vznika pouze asi 10 % funkéni mRNA
a v zavislosti na poctu kopii v genomu piisobi SMN2 jako faktor
modifikujici fenotyp SMA.

V soucasné dob¢ byl prokazan pozitivni efekt 1écby SMA
pomoci inhibitorl histonovych deacetylas (HDACI). Tyto latky
mohou upravit expresi genu SMN2 ve prospéch vétsiho
mnozstvi funkéniho proteinu SMN. Cilem nasi studie bylo
analyzovat mechanismy u¢inku téchto 18kl pomoci i) studia
zmén metylacniho stavu DNA v promotorové oblasti genu
SMN2; i) studia zmén acetylace histontl v promotorové oblasti
genu SMN?2 a iii) studia zmén exprese genu SMN2 na Grovni
mRNA a proteinu po plsobeni inhibitori histonovych
deacetylas (VPA a M344).

U fibroblastovych tkanovych linii odvozenych od pacienti
s SMA bylo po plsobeni VPA a M344 zaznamenéno zvySeni
acetylace histonll v promotorové oblasti genu SMN primérné
Sestinasobné v oblasti okolo 1kB proti sméru transkripce a
ptiblizné¢ dvojnasobné v oblasti okolo 100 pb proti sméru
transkripce. Po pusobeni HDACi doslo ke snizeni metylace
promotoru genu SMN2 pfiblizné o 6 %. Signifikantni zvySeni
exprese genu SMN2 na Grovni mRNA ani na Grovni proteinu
nebylo zaznamenano.

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSMT CR LC06023
a MSM00216224135.
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CHARAKTERIZACE VYPOTKU Z ASEPTICKY
SELHAVAJICICH TOTALNICH ENDOPROTEZ
KYCLI /KOLEN A JEJICH VLIV NA LIDSKE
OSTEOBLASTY
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Totalni endoprotéza (TEP) kolenniho/kycelniho kloubu
pokrocCilych stadii  osteoartrézy kloubd. Nejéastéj$im
divodem selhdvani TEP je aseptické uvolnéni a peri-
proteticka osteolyza. Oba dva ptipady souvisi s uvolilovanim
polyethylenovych (PE) &astic z implantatu'. Otérem vzniklé
PE castice jsou fagocytovany okolnimi bunkami napi.
makrofagy, fibroblasty, osteoblasty, které poté produkuji
fadu signalnich molekul vedoucich k akumulaci prekurzort
osteoklastt a jejich dozravani na rozhrani kosti a implantatu.
Plsobeni signalnich molekul je komplexni, protoze souc¢asné
inhibuji indukci, dozravani a funkci osteoblasti. PE castice
zaroven stimuluji pseudosynovialni buiky ke zvySené
sekreci vypotku, ktery roznasi po kloubu PE ¢astice, signalni
molekuly a proteiny, které se podili na resorpci kosti.
Resorpce kosti v oblasti fixa¢niho rozhrani endoprotézy vede
az k aseptickému uvolnéni implantatu.

Cilem studie bylo stanovit hladiny vybranych markert
zanétu ve vypotcich odebranych pacientim se selhavajici
TEP kolen/kyc¢li, resp. stanovit vliv téchto vypotkd na
viabilitu lidskych osteoblastl (SaOS-2).

Pacienti byli rozdéleni do 4 skupin: I) bez TEP a bez
artrozy (n=2); II) bez TEP s artrozou (n=6); III) s funk¢nimi
TEP a minimalni osteolyzou (n=8) a IV) se selhavajicimi
TEP a osteolyzou (n=36).

Hypotéza: Predpokladali jsme, ze kloubni vypotky
pacientii skupiny IV budou obsahovat vyssi koncentrace
mediatord zanétu (TNF-a, IL-1B, IL-6), vyssi hladiny
RANKL a nizsi hladiny antiosteoklastickych molekul (OPG)
a budou vykazovat vyssi toxicitu vii¢i SaSO-2 v porovnani
s vypotky z ostatnich skupin.

Vysledky: Dle oc¢ekavani byla naméfena vyssi hladina
OPG ve skupiné III ve srovnani se skupinou IV a nizsi
hladina RANKL ve skupiné IV ve srovnani se skupinou III.
Naproti tomu nejvétsi mnozstvi IL-6 bylo ve skupiné II
nikoli ve skupiné IV. Hladiny prozanétlivych cytokinti TNF-
a a IL-1B byly stanoveny pouze ve skupiné IV; u ostatnich
skupin byly hodnoty pod limitem detekce. VétSina vypotka
ze skupiny IV snizovala viabilitu SaSO-2, ale tento ucinek
nebyl signifikantni v porovnani s vypotky z ostatnich skupin.

Vysledky studie nepoukazuji na vétsi toxické plisobeni
vypotkli ze selhavajicich kloubi na kultury lidskych
osteoblasttl.

Tato price vznikla za podpory grantu MSM 6198959216.
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