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Azodyes are used as the main category of dyestuffs in
textile industry’. These compounds are extremely difficult to
be decomposed in the wastewater, since they are very resistant
to biodegradation, mainly due to stereo-chemical interferen-
ces. Regardless of the incomplete biodegradation, the biologi-
cal treatment is still the most widely applied method”™. The
electrochemical treatment is a relatively new trend in the
azod;/es wastewater management giving very promising re-
sults’~’. Concerning the quality of the treated wastewater, only
indirect parameters are usually checked, which provide only
general characterization of the treated wastewater and give no
information about composition and concentration of final
degradation products, even though many of them exhibit high
toxic and carcinogenic potential.

The general description of a novel electrochemical method
for textile wastewater and results of the separation and identi-
fication of the final degradation products are presented. Ion-
-pairing liquid chromatography coupled with PDA and mass
spectrometric detector was used for the evaluation of the
aromaticity of the final wastewater as well as for the identifi-
cation of some degradation products.

Aqueous solutions of sulphonated azodyes containing a sui-
table concentration of electrolyte were treated in a laboratory
scale electrolytic cell with a novel electrochemical method for
textile wastewater treatment. Carbon fleece was used as a ca-
thode and platinated titanium (Pt/Ti) was used as an anode.
Ion-pairing reversed-phase high performance liquid chroma-
tography (HPLC)® ' coupled with ultraviolet (UV), photodio-
de array (PDA) and mass spectrometric (MS) detectors was
applied for the analysis of studied dyes, their impurities and
degradation products. The interpretation of electrospray ioni-
zation (ESI) mass spectra”"zenabled the confirmation of the
structures of initial dyes and their impurities. The coupling of
ion pairing HPLC with electrospray (ESI) and atmospheric
pressure chemical ionization (APCI) was applied for the iden-
tification of degradation products after electrochemical treat-
ment of sulphonated azodyes. The suggested structures of
degradation products could drive to the development of gene-
ral mechanisms for degradation pathways of polysulfonated
azodyes.

The authors thank to the Grant Agency of Czech Republic for
the support of this work under project No. 203/01/0238, to the
Ministry of Education of Czech Republic for research project
No. 253100002 and to the University of Pardubice for internal
grant No. 320030.
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MODULACE AKTIVIT CYTOCHROMU P450
BENZIMIDAZOLOVYMI ANTIHELMINTIKY
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Benzimidazolovd antihelmintika jsou celosvétoveé pouzi-
véna ve veterindrni a humdani medicing. Rada z nich byla
popsdna jako induktory aktivit cytochromii P450 u potkana
a Clovéka. S ohledem na velmi dobie zndmé mezidruhové
rozdily v zastoupeni a aktivitich P450 isoforem by mély byt
indukéni dcinky téchto 1éCiv otestovany piimo na cilovych
species. Proto jsme izolovali hepatocyty z jater téchto zvitat
a primérni kultury hepatocyti byly pouzity jako modelovy
systém pro testovani modulace aktivit P450. Po 48h inkubace
hepatocytli s testovanymi lé¢ivy byly méfeny aktivity PA5S01A
a 3A (EROD a BROD) a byl zjistén obsah proteinu pomoci
imunoblotingu.

Vyznamnym predstavitelem benzimidazolovych antihel-
mintik je albendazol. Dominantni skupinou uzivateld tohoto
1éciva jsou prezvykavci. V prezentované studii jsme proto
pouzili muflony a vysledky porovnali s potkanem, ktery pied-
stavuje bézné pouzivané modelové zvite pro testovani veteri-
ndrnich 1é¢iv. Albendazol vyvolal statisticky vyznamnou in-
dukci aktivit cytochromit P4501A i 3A u potkana. Na druhé
stran€, pouze slabé, farmakoterapeuticky nevyznamné zvyse-
ni aktivit P4501A i 3A bylo zjisténo u muflona. Dalsimi ze
skupiny benzimidazolovych antihelmintik jsou fenbendazol,
flubendazol a mebendazol. Vzhledem k jejich castému vyuziti
k terapii helmint6z u prasat jsme vybrali toto species i pro nase
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experimenty. Zatimco fenbendazol vyvolal statisticky vyznam-
nou indukci P4501A aktivit, zadné ovlivnéni téchto aktivit
nebylo pozorovéano po inkubaci s flubendazolem a mebenda-
zolem.

S ohledem na nase vysledky lze predpokladat, Ze albenda-
zol, flubendazol a mebendazol predstavuji bezpecnou terapii
helmint6z u muflona, resp. prasete. V piipadé pouZiti fenben-
dazolu pro terapii helmintéz u prasete by mély byt vzaty
v dvahu farmakologické a toxikologické nasledky indukce
P4501A (riziko farmakoterapeutickych interakei a zdravotni
zavadnosti masa).

Tento projekt byl realizovdn za podpory Grantové agentury
Ceské republiky, grant ¢ 524/03/1361 a Fondu rozvoje vyso-
kych skol, grant ¢. 2992/2003.
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1,2,3-Trichloropropane (TCP) is a toxic synthetic chlori-
nated hydrocarbon known to occur naturally. TCP is resistant
to biological and chemical degradation and is often found as
a water pollutant. Thermodynamics calculation shows that
aerobic mineralization of TCP could provide sufficient energy
to sustain microbial growth. The haloalkane dehalogenase
(DhaA) from Rhodococcus sp. m15-3 hydrolyzes carbon-ha-
logen bonds in a wide range of haloalkanes, including TCP, to
the corresponding (halo)alcohol, releasing halide ions. Re-
cently a way how to improve DhaA enzyme to utilize TCP as
substrate has been proposed by Bosma et al.'

The goal of the work was to explain why is the mutated
enzyme more effective than wild type DhaA by means of mo-
lecular modeling. The molecular dynamics method was used
as a powerful tool of molecular modeling. Six 1 ns-long simu-
lations were produced; three of them with the DhaA wild-type
in complex with 1,2,3-trichloropropane (TCP) in tree different
binding modes TCP(bm1), TCP(bm2), and TCP(bm3) and
three of them with C176Y+Y273F double mutant of DhaA
(M2-DhaA according to Bosma T. et al.'). The product stereo-
specificity of dehalogenation by wild-type DhaA is 70-80 %
of (R)-enantiomer (e.g. dehalogenation from bm2 mode) and
20-30 % of (S)-enantiomer (e.g. dehalogenation from bm3
mode).

Both simulations of wt-DhaA/TCP(bm1) and M2-DhaA/
TCP(bm1) show that the dehalogenation from Cb is not po-
ssible, due to a sterical hindrance of TCP in the active site.
Moreover, TCP changes its binding mode in both simula-
tions from TCP(bm1) to TCP(bm2) mode. The other simula-
tions (wt-DhaA/TCP(bm2), wt-DhaA/TCP(bm3), M2-DhaA/
TCP(bm2), M2-DhaA/TCP(bm3)) show the TCP adopts a near
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attack conformation (NAC, conformation appropriate for SN2
attack) more frequently during the whole simulation. The near
attack conformation is more populated in simulation of M2-
-DhaA (see Table I).

Table I
Population of NAC for studied systems

System TCP(bm2) [%] TCP(bm3) [%]
wt-DhaA 20.7 6.5
M2-DhaA 28.9 11.7

The population of NAC in wt-DhaA is in agreement with
experimental data about stereospecificity of product.
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Glykace je vyznamnym faktorem podilejicim se na proce-
su starnuti arozvoji chronickych onemocnént, jako je diabetes,
atherosklerosa a Alzheimerova choroba. Je to sled neenzy-
movych reakci probihajicich mezi redukujicimi monosacha-
ridy (v organismu nejcastéji glukézou) a volnymi aminosku-
pinami bilkovinného fetézce (nejcastéji lysinu). Behem tohoto
procesu vznikaji volné radikdly, intermedidrni a koncové pro-
dukty glykace (AGEs) a produkty autooxidace glykujictho
cukru (= proces glykoxidace). K perspektivnim terapeutickym
zdsahlim patff omezeni tc¢inku volnych radikdld pisobenim
antioxidantd ptirodniho (pfevdzné rostlinné antioxidanty) ne-
bo endogenniho ptivodu. Endogennim antioxidantem je i ky-
selina mocovd, kterd se v organismu vyskytuje v pomérné
vysoké koncentraci a podili se na zhdSeni volnych radikald
v plazmé. Jako model glykoxidace byly v této préci pouzity
systémy ,,AST + D-fruktosa“ a ,,ALT + D-fruktosa®, 2jejichi
vlastnosti byly popsany v diive publikovanych pracich'~. Ami-
notransferasy jsou vhodnymi modelovymi bilkovinami, pro-
toze ve své molekule obsahuji nékolik lysinovych zbytkd,
z nichz jeden je soucdsti aktivniho mista enzymu. Sledovali
jsme vliv 1,2 mM kyseliny mocové na aktivitu obou enzym
a vznik fluorescencnich pozdnich produktl glykoxidace bé-
hem inkubace pii 37 °C v kontrolnich pokusech a v piitom-
nosti 50 mM a 500 mM D-fruktosy. Kyselina mocova vykazo-
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vala negativni pfimy vliv na aktivitu ALT (sniZeni aktivity
0 20 % po 6 dnech inkubace), pfimy vliv na AST jsme neza-
znamenali. U obou enzymd se uplatnil pozitivni nepiimy vliv
kyseliny mocové jako omezeni glykoxidacniho d¢inku cukru
(pfi 50 mM fruktose byla aktivita AST v pfitomnosti kyseliny
mocové po 10 dnech inkubace 0 26 % vyssi a aktivita ALT po
6 dnech inkubace o0 22 % vyssi). Tento pozitivni efekt prevazil
i u ALT nad negativnimi pfimymi tcinky kyseliny mocové.
Nepiimy vliv kyseliny mocové byl zdvisly na koncentraci
cukru v inkubacni smési a vyraznéji se projevil v pfitomnosti
50 mM fruktosy. U obou enzymd jsme prokdzali vznik fluo-
reskujicich koncovych produkti (AGEs). V pfitomnosti ky-
seliny mocové byla tvorba AGEs nizsi.

Prdce byla podporena grantem GA UK 95/2002 a Vyzkumnym
zdmérem MSM 111600002.
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The first primary structure of a plant aminoaldehyde de-
hydrogenase (AMADH, EC 1.2.1.19) is reported. The enzyme
of pea (Pisum sativum) seedlings subjected to our study oxi-
dises m-aminoaldehydes to the corresponding ®w-amino acids.
Although pea does not accumulate betaine aldehyde as a com-
patible osmolyte, the N-terminal sequence of a purified pea
AMADH resembles those of plant betaine aldehyde dehydro-
genases (BADHs). On the basis of an anticipated pea AMADH
homology to these enzymes, degenerated oligonucleotide pri-
mers were designed and used for PCR amplification. Two
cDNA fragments were obtained in initial 5° RACE expe-
riments. Subsequent 5’and 3’ RACE performed with spe-
cific non-degenerated primers provided two putative cDNAs
of the plant BADH family. Both encoded protein sequences
(AMADHI1 and AMADH2) are highly homologous to those
of plant BADHs. They show 81 % identity and 92 % in mutual
alignment. As a deduced product of the first cDONA, AMADH1
matches completely the N-terminal sequence of pea AMADH
analysed previously by Edman degradation. AMADH 2 re-
presents a putative AMADH or BADH that has not yet been
isolated and characterised. We also tried to identify essential
amino acid residues of a purified pea AMADH by both deter-
mination of its dissociation constants and evaluation of inhi-
bition effects of specific modification reagents. From our
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results is clear that there are Cys (pK = 8.0) and Glu/Asp
residues at the active site participating in the catalysis. This is
in accordance with the presence of the conserved Glu and Cys
active site regions of plant BADHs in both AMADHI and
AMADH?2.
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Vazbou nadorového supresoru proteinu p53 na DNA jsou
zprostfedkovany zdsadni funkce tohoto proteinu, ktery se
podili na ochrané bunky pred vznikem nddorového bujeni.
Vyznamnd je zejména vazba proteinu p53 na responzibiln{
sekvence v promotorech nékterych gent dilezitych pro apop-
tézu a regulaci bunééného cyklu. Responzibilni sekvence je
tvotena obvykle dvaceti pary bdzi se sekvenci (PuPuPuC(A/T)
(T/A)PyPyPy)2x. Pro analyzu komplext proteinu p5S3 s DNA
jsme pouzili purifikovany protein p53 a dele¢ni mutanty pro-
teinu p53. Oligonukleotidy obsahujici responzibilni sekvence
pro protein p53 byly naznaceny fluoresceinem. Po navazdn{
proteinu p53 na DNA byly komplexy separovdany pomoci
kapildrni elektroforézy. Detekce zaloZend na fluorescenci ex-
citované argonovym laserem ndm umoznila analyzu nanogra-
movych mnozstvi komplexii. NaSe méfeni ukdzala, Ze mezi
afinitou proteinu p53 k jednotlivym responzibilnim sekven-
cim jsou znacné rozdily a nejlépe se protein p53 vdze k pro-
motorové sekvenci z genu proteinu p21. Jak jsme ukazali, tato
gelova kapilarni elektroforéza (CGE) umoziuje analyzu kom-
plext p53 s oligonukleotidy, ale také s dlouhymi molekulami
DNA. Pouziti kapildrni elektroforézy pro studium vazby p53
s DNA znacné sniZuje ndroky na mnozstvi vzorku oproti kla-
sické deskové elektroforéze a umoziiuje velmi rychlou kvan-
titativni analyzu vhodnou pro rutinni analyzy a automatizaci.

GA CR 301/00/D001 GA AV B5004203.
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Schopnost derivéti S-nitrochinoxalinu vézat rizné an-
ionty (F", CI" and H,PO; jako tetrabutylamoniové soli) by-
la jiz popsdna a diskutovana'. Déle v piedchozi praci by-

lo zjiSténo, Ze derivaty 5-nitrochinaxalinu 2,3-disubstituované
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2-pyrrolem a 2-thiofenem interaguji s kationty>. Vliv jednot-
livych substituentl na tuto interakci je studovdn v této praci.
Jednotlivé derivdty chinoxalinu byly proméfovany v mono-
merni formé v PVC membrédnovych elektroddch s riznymi
plastifikdtory a porovndvdny s polymerni formou receptori
v ,,coated-wire* elektrodach. Polymerace probihala podle jiz
zndmého postupu3.

Pro momomerni formu receptoru v PVC membrdnovych
elektrodédch bylo pozorovino, Ze:
1) elektroda s nesubstituovanym chinoxalinem a s nitrofeny-
loktyléterovym plastifikdtorem vykazovala selektivitu pro
kationt Ag* a Cs* na rozdil od elektrody s dioktylflalato-
vym plastifikdtorem,
selektivita pro kationty Ag* a Cs* byla po navézani nitro-
skupiny na chinoxalin ztracena. Odezva membranovych
elektrod s nitrochinoxalinem na jednomocné kationty se
zlepSovala s lipofilitou kationtu pro oba plastifikdtory,
navdzéani dalSich substituentd (2-pyrolyl A a 2-thienyl B)
na 5-nitrochinoxalin vedlo ke zvySeni selektivity v pfipadé
A viigi Pb**, Ag*, Zn?*, Co*", Cu?* a v piipadé B viigi Pb?*
a Ag* kationtlim, pficemz selektivita byla ovlivnéna po-
laritou plastifikdtoru.
Pro polymerni formu v ,,coated-wire* elektroddch bylo
zjiSténo, Ze:
1) nitroskupina 5-nitrochinaxalinu byla redukovdna na ami-
noskupinu z diivodu polymerizace. U elektrody polymeri-
zované s 5-aminochinoxalinu nebyla pozorovdna zadnd
odezva,
elektrody s poly(2,3 derivaty 5-aminochinoxalinu) uka-
zovaly selektivitu podobnou membranovym elektroddm.
Zavérem lze fici, Ze samotny chinoxalin m4 afinitu k jed-
nomocnym kationtim. Navdzdnim elektrofilni nitroskupi-
ny se tato afinita ztrdci. 2,3-Derivéty 5-nitrochinoxalinu jsou
citlivé na kationty, coz je ddno pravé substituenty. K tomu-
to zdvéru prispivd i podobné chovani polymernich elek-
trod.

2)

3)

2)

Prdce byla podporovina MSMT CR (MSM 223400008
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Iontové selektivni elektrody (ISE) v dnesni dobé pied-
stavuji jednoduchy analyticky ndstroj pouZzivany v celé fa-
dé oborti zejména v klinické medicing, v procesni kontrole
a v analyzdch Zivotniho prostedi. ISE jsou pouZzivdny pie-
dev§im pro svou jednoduchost a zpravidla nepiili§ velkou
cenu. Praktické vyuZiti nachdzeji ISE zejména pfi poten-
ciometrickych méfeni pH a pfi stanovenich koncentrace ion-
t v nejriznéjsich matricich. Jeden z novych typt ISE jsou
,coated-wire* elektrody, jeZ jsou ur€eny pro zjistovani iontt
organickych kyselin. Vybérem vhodného polymeru depono-
vaného na podkladovém materidlu elektrody 1ze ménit vlast-
nosti elektrod, pfedevsim jejich selektivitu. U téchto elektrod
jekladen diraz pravé na selektivitu a citlivost, kterd je bohuzel
ovlivnéna podkladovym materidlem. Podkladové materialy
jsou kovy, které maji funkci nejen nosice, ale predevsim také
katalyzdtoru pfi vlastni tvorbé filmu. Jako nejlepsi nosny
materidl se jevi Pt a Au. Tyto kovy avSak maji podstatny vliv
pii potenciometrickych méfenich, coZ je znamo z literatury’
a také nase dosavadni vysledky tomu nasvédcuji.

Cilem naseho vyzkumu bylo navrhnout a vyzkousSet nové
technologie vyroby elektrod a to vicevrstevnych elektrod na
bazi elektricky vodivych polymerti. K ndvrhu této technologie
nds vedla mySlenka odstinéni vlivu podkladového materidlu,
v naSem piipadé piedevsim platiny, z diivodd ruseni tohoto
podkladového materidlu pfi testovani polymernich filmt me-
todou potenciometrickou. Nejprve bylo tieba najit vhodné
podminky pro piipravu vicevrstevnych elektrod, které byly
odlisné od piipravy jednovrstevnych elektrod. Vyhodou vice-
vrstvych elektrod by méla byt jejich vyssi citlivost a selektivita.

V experimentech byla odzkousena jako prvni vrstva poly-
thiofen, ktery mél odstinit vliv podkladové platiny a také
prispét svymi katalytickymi d¢inky pfi polymeraci dalsi vrs-
tvy. Druhd a tieti vrstva byly tvofeny nespecificky interagu-
jicimi polymery polyanilinem a polypyrrolem ¢i selektivnim
polymerem neutrdlni Cervené. Jejich poradi bylo ménéno.
Polymer neutrdlni ¢ervené specificky interaguje s citratovymi
jonty?. Pfitomnost jednotlivych vrstev byla ovéfena Ramano-
vou spektroskopif a elektronovym mikroskopem.

Nové vytvorend technologie pripravy elektrod by méla byt
ddle pouZzita pro nové citlivé polymerni vrstvy s vyuZitim
samostatné jako ISE ¢i v senzorovych polich elektronickych
jazyki a nosu.
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IN VITRO CLONING AND EXPRESSION
OF Actinobacillus pleuropneumoniae GENE
FOR APX II PROTEIN

R. BURDYCHOVA®, M. RYCHTERA?,
L. BABAK?, and M. BARTOS"

“Faculty of Chemistry, Brno University of Technology, Pur-
kyriova 118, 612 00 Brno, *Genex CZ, s.r.o., Podstrdnskd 74,
627 00 Brno

Actinobacillus pleuropneumoniae is a Gram-negative bac-
terium which is the etiological agent of porcine pleuropneu-
monia, an acute or chronic respiratory infection affecting pigs
of all ages. Epidemiological data suggest, however, that viru-
lence of this bacterium is strongly correlated with the pre-
sence of Apx toxins. Discoveries on the immunogenicity of
A. pleuropneumoniae Apx toxins in infected pigs have stimu-
lated studies trying to achieve protection from A. pleuropneu-
moniae by use of these toxins. Results of the studies using
various combinations of exotoxins and membrane proteins
have shown the vaccine containing Apx I, Apx II, and Apx III
toxins to provide most efficient protection from infection with
all A. pleuropneumoniae serotypes.

In this study, the recombinant A. pleuropneumoniae Apx
II protein was produced for this purpose. The gene coding Apx
11 toxin was amplified from the A. pleuropneumoniae serotype
4 DNA using polymerase chain reaction (PCR).

The resulting fragment (2871 bp) was cloned in the pCRT7/
NT TOPO cloning vector (Invitrogen, The Netherlands) under
the control of strong, inducible T7 promoter and introduced
into chemically competent E. coli cells. The presence of insert
was confirmed by PCR screening and sequencing after the
propagation of recombinant DNA in E. coli cells.

The pCRT7/NT TOPO cloning vector (Invitrogen, The
Netherlands) was constructed to allow foreign peptides be
expressed in E. coli as fusion proteins. The gene coding
A. pleuropneumoniae Apx II toxin was extended with a seg-
ment to encode a polyhistidine tag linked to its C-terminal
sequence allowing a one-step affinity purification of the com-
plex.

Small-scale expression studies of 10 of the clones were
used to select the best Apx II producing culture. The largest
amount producing clone was used for large-scale production
in bioreaktor. Expression of Apx II coding sequence in E. coli
resulted in the formation of insoluble inclusion bodies. The
Apx I production reached a level of 4,5 mg.I™! over an ex-
pression period of 3 h.

The inclusion bodies were solubilized and mixed with
Ni-NTA resin (QIAGEN, USA). Purification passed accord-
ing to a standard purification protocol and imidazole elution
was successfully used.

The ease of this expression system, the powerful single
step purification and low costs makes it possible to produce
Apx II in large amounts to further study the role of Apx II in
physiological processes.
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NUCLEAR MYOSIN I AND ACTIN
ARE REQUIRED FOR TRANSCRIPTION
OF RIBOSOMAL GENES

HANA DINGOVA}, VLADA V. PHILIMONENKO,
and PAVEL HOZAK

Institute of Experimental Medicine, Academy of Sciences of
the Czech Republic, Videriskd 1083, 142 20 Prague 4

We investigated the role of recently described nuclear
myosin I (NMI) and actin in transcription. Transcription of
rDNA is carried out by RNA polymerase I (Pol I) and takes
place in a special nuclear structure — the nucleolus. Ultrastruc-
turally, actin and NMI distribution in nucleolar components is
dependent on Pol I transcription, and NMI co-localizes with
nascent rRNA in the dense fibrillar component. Pol I purifica-
tion and immunoprecipitation experiments demonstrate that
actin is a part of Pol I holoenzyme. Rate of Pol I transcription
in vitro is dramatically reduced by antibodies directed against
NMI or actin. On the contrary, addition of purified NMI
stimulates transcription. The involvement of actin and NMI
in the Pol I transcription was confirmed in vivo using intranu-
clear microinjection. Nascent transcripts were identified after
BrUTP incorporation in permeabilized cells, or by a “hypo-
tonic shift” that allows entry of small hydrophilic molecules
into living cells. Intranuclear microinjections of anti-actin and
anti-NMI antibodies inhibit nucleolar transcription: the reduc-
tion of the signal was about 35 % upon microinjection of
anti-actin antibodies, and about 20 % following microinjection
of anti-NMI antibodies ( compared to control cells micro-
injected with fluorescent dextran or unrelated antibodies ). Our
results clearly demonstrate that nuclear myosin I and actin are
involved in transcription by RNA polymerase .

PRIPRAVA FLUOROVANYCH DERIVATU
BIOLOGICKY VYZNAMNYCH IMIDAZOLU

BOHUMIL DOLENSKY*® a KENNETH L. KIRK"

“Ustav analytické chemie, Technickd 5, 166 28 Praha 6,
bNational Institutes of Health, NIDDK, LBC, Bethesda, MD
20892, USA

e-mail: blbek@seznam.cz

Ptirodni latky, v jejichz struktuie je atom vodiku nahrazen
atomem fluoru, nachdzeji pouziti v nejedné oblasti vyzkumu
procest probihajicich v zivych organismech. Vyuziva se pre-
devSim skutec¢nosti, ze zaménou vodiku za fluor nevznika
velkd zména velikosti molekuly, ale dramaticky je vSak zmé-
néna polarita, hydrofilita a stabilita latky. Skute¢nost, Ze fluo-
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rované organické ldtky nejsou v zivych organismech obsazeny,
je rovnéz vyuzitelnd pro sledovdni riiznych déji. Problémem
vsak zistdvd piiprava téchto fluorovanych latek. Témér vzdy
jsou fluorované derivdty pfirodnich latek pripravovéany vice-
stupniovou syntézou.

Uspésné i netispésné piistupy k piipravé fluorovanych
derivatt histaminu, histidinolu, histidinu, methylimidazold
a urokanové kyseliny budou prezentovany.
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MAKROPOREZNI GELY S RIZENOU POROZITOU
PRO REGENERACI NERVOVE TKANE

HANA DRNOVSKA®*" a FRANTISEK RYPACEK?

aUstav makromolekuldrni chemie, Akademie véd Ceské repub-
liky a "Centrum bunécné terapie a tkdrniovych ndhrad, Hey-
rovského n. 2, 162 06 Praha 6

Soucasné pokroky v bunécné a molekuldrni biologii ote-
viraji nové moznosti terapeutického vyuziti kmenovych bunék
pfi ndhraddch a regeneraci tkdni. DileZitou roli v téchto no-
vych postupech plni polymerni biomateridly slouzici jako
podptrnd struktura implantovanych bunék a plnici funkci
mezibunécné hmoty vyvijejici se tkdné. Zaméfili jsme se na
vyvoj biomateridlu pro regeneraci nervové tkdné, potencidlné
vyuZitelného napft. pii reparaci mi§nich 1ézi. Cilem je vyvinout
velmi mékky polymerni gel s velkym vnitinim objemem
vzdjemné propojenych pord, které by svymi rozméry, tvarem
i prostorovou orientaci umoziiovaly osidleni biomateridlu kme-
novymi butikami. Zaroveni by mél byt zarucen privod Zivin
a rustovych faktorti za soucasné podpory komunikace a ko-
operace neuront a gliovych bunék.

Sitované hydrogely byly pripraveny radikalovou polyme-
raci (2-hydroxyethyl)-methakryldtu (HEMA) a ethylen-dime-
thakrylatu (EDMA). Makroporézni struktura gelu byla vytvo-
fena (a) metodou vymyvdni tuhého organického porogenu,
(b) fazovou separaci polymeru v pfitomnosti systému rozpou-
Stédlo-srdzedlo a (¢) kombinaci vymyvdni tuhého porogenu
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Obr. 1. Hydrogel na bazi polyHEMA s pridavkem 80 % srazedla
(obsah porogenu 0,287 g.cm™)

a systému rozpoustédlo—srdZedlo. Obsah vody v gelech byl
stanoven meéfenim rovnovdzného stupné botndni. Porozita
a morfologie vodou nabotnalych gelli byla studovdna nizko-
vakuovou rastrovaci elektronovou mikroskopii (Aquasem, Te-
scan, CR). Na piikladu hydrogeli na bazi polyHEMA jsou
demonstrovdny strategie piipravy geld s fizenou velikosti
(10-70 mm) i architekturou p6ra. Jsou diskutovany moznosti
a syntetické postupy pro modifikaci povrchovych vlastnosti
biomateridlu a zavedeni specifickych peptidovych struktur
podporujicich adhezi a proliferaci bunék.

Vyzkum je provdden s financni podporou programu vyzkum-
nych center MSMT LNOOAOGS.

REGULACE BIOSYNTEZY VALINU
U Corynebacterium glutamicum

VERONIKA ELISAKOVA, JIRT HOLATKO
a MIROSLAV PATEK

Mikrobiologicky iistav, Akademie véd Ceské republiky, Vi-
deriskd 1083, 142 20 Praha 4

Bakterie Corynebacterium glutamicum je vyznamnym pra-
myslovym producentem aminokyselin. S vyuZitim metod ge-
nového inzenyrstvi jsou konstruovany nové produkéni kmeny
s vyssi hladinou poZadovaného produktu. Jednim z téchto
produktl je aminokyselina valin, kterd je pro ¢lovéka i zvitata
esencidlni.

V bunikdach C. glutamicum je valin syntetizovan spolu
s isoleucinem paralelni biosyntetickou drahou, kterd se ddle
vétvi na drdhy syntézy leucinu a pantotendtu. Enzymy kataly-
zujici tvorbu valinu a isoleucinu jsou kédovdny geny ilvBN
(synthasa acetohydroxykyselin), ilvC (reduktoisomerasa aceto-
hydroxykyselin), ilvD (dehydratasa dihydroxykyselin) a ilvE
(transaminasa). Regulace této biosyntetické drdhy byla stu-
dovédna jak na drovni transkripce, tak na drovni enzymové
aktivity.

Klicovym enzymem biosyntetické drdhy valinu a isoleu-
cinu je synthasa acetohydroxykyselin (AHAS). Regula¢ni
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podjednotka tohoto enzymu vaze kone¢né produkty dané dra-
hy (valin, leucin, isoleucin) a fidi tak regulaci aktivity enzymu
zpétnou vazbou. S vyuzitim metody mistné specifické muta-
geneze byly do potencidlniho vazebného mista pro valin (resp.
leucin a isoleucin) zavedeny zdmény jedné az tif aminoky-
selin. Pro méfeni aktivity mutantnich enzymu byl zkonstruo-
van kmen C. glutamicum AilvN, ktery byl transformovdn
plazmidem nesoucim mutované geny. Ziskdni byli dva mu-
tanti (M8 a M13), ktefi vykazuji uplnou rezistenci k inhibici
10 mM valinem, leucinem i isoleucinem. Tyto vysledky na-
znacuji, ze vazebné misto pro vSechny tfi aminokyseliny je
totoZné.

Pro cilenou konstrukci nového produkéniho kmene je
nezbytnd znalost transkripénich signdli gent dané drédhy.
Z tohoto didvodu byly s vyuzitim promoter-probe vektoru
pET2 a reportérového genu cat analyzovany promotory P-
-ilvB, P-ilvN, P-ilvD a P-ilvE. Metodou primer-extension byly
presné stanoveny piislusné transkripéni pocatky u P-ilvN,
P-ilvD a P-ilvE. Znalost transkripcniho profilu gend ucast-
nicich se biosyntézy valinu je tak kompletni. Pfi pouZziti rizné
dlouhych fragmentti DNA nesoucich tyto promotory a rtz-
nych kultivacnich podminek (nadbytek valinu nebo naopak
hladovéni na valin) byla studovdna regulace jejich exprese
valinem. V ptipadé P-ilvB, ktery je fizen transkripéni atenuaci,
bylo zjisténo, ze oblast nedokonalé pfimé repetice, lokali-
zované pred vlastnim promotorem, vyrazné zvysuje jeho ak-
tivitu. Pfi hladovéni na valin dochdzelo k derepresi promotoru
a jeho aktivita méfena prostfednictvim aktivity reportérového
enzymu (chloramfenikolacetyltransferasy) se zvysila oproti
buitkkdm rostoucim s piebytkem valinu az 50x. V souladu
s timto zjisténim zplsobila delece atenudtoru 40-ti ndsobné
zvySeni promotorové aktivity. P-ilvN byl lokalizovdn 340 bp
promotoru prokdzala, Ze oblast lokalizovand mezi vlastnim
promotorem a translacnim startem genu ilvN zpisobuje vy-
razné snizeni aktivity tohoto promotoru. Méfenim aktivit P-
-ilvD a P-ilvE bylo zjisténo, Zze P-ilvD je slaby, zatimco
naopak P-ilvE pomérné silny promotor.

Na zdkladé vysledkt analyzy regulace drahy biosyntézy
valinu byla zahdjena konstrukce produk¢niho kmene C. glu-
tamicum, jejiz podstatou jsou piimé zdsahy (delece, inzerce
a vymeény) do chromozomu této bakterie. Cilem téchto modi-
fikaci je posilit tok intermedidtd smérem k syntéze valinu
(delece atenudtoru P-ilvB, zavedeni mutace M 13 zptsobujici
rezistenci AHAS ke zpétnovazebné inhibici) a zdroven zablo-
kovat nebo oslabit kompetujici drahy vedouci k tvorbé isoleu-
cinu a pantotendtu (delece v genech ilvA a panB). Modifi-
kované tseky DNA byly integrovdany do chromozomu po-
moci plazmidu pK18mobsacB. Letdlni gen sacB byl vyuzit
pro selekci Zadanych konstrukt po druhé rekombinaci, jejiz
dasledkem bylo vystépeni veskerych vektorovych sekvenci.
Vysledkem modifikaci je kmen C. glutamicum AilvAApanB
ilvNM13AAttP-ilvB, ktery je testovdn na produkci valinu.
Dalsimi kroky jsou inzerce silnych promotort pfed geny ilvD
a ilvE. Hlavni vyhodou takto zkonstruovaného kmene je ab-
sence plazmidu a tedy i genu pro rezistenci k antibiotiku,
pouzivaného jako marker.
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VLIV HUMINOVYCH KYSELIN

NA BIODEGRADACNI A ENZYMOVOU
AKTIVITU MIKROBNICH POPULA CI
VUCI FENOLICKYM AROMATUM

ARIANA FIALOVA, MARTINA SIGLOVA,
ALENA CEJKOVA, JAN MASAK
a VLADIMIR JIRKU

UKCHB, Vysokd skola chemicko-technologickd v Praze, Tech-
nickd 5, 166 28 Praha 6
e-mail: Ariana.Fialova@vscht.cz

Odstratiovani aromatickych polutantii biologickou, Setr-
nou a efektivni cestou, je podminéno konkrétnimi podmin-
kami v kontaminované lokalité a biodegrada¢nim potencidlem
pouzité mikrobni populace. Ve snaze zvysit toleranci mikroor-
ganismu vici fenoldtim a biodegradacni rychlost, je testovédn
vliv pfidavku huminovych kyselin (HAs), komplexnich po-
Iyhydroxyfenolovych vyluhd humusu. Bliz8i charakterizace
s timto vlivem pifimo souvisejicich biodegradacnich a enzymo-
vych mechanismi je proto nezbytnym predpokladem dspés-
ného nasazeni HAs a mikroorganismd pfi bioremedia¢nim
procesu.

Nepatogenni pidni kvasinka a bakterie, schopné utilizovat
fenol a nékteré jeho derivity jako jediné zdroje uhliku a ener-
gie, jsou v této studii pouzity jako modelové organismy.
Kvasinka Candida maltosa, izolovand z pidy dlouhodobé
kontaminované ropnymi uhlovodiky, prokdzala schopnost de-
gradovat resorcinol, katechol, fenol, hydochinon a dinitro-
fenol. Sbirkovd bakterie Rhodococcus erythropolis s vysokou
adaptacni schopnosti byla schopna utilizovat resorcinol, ka-
techol, fenol, hydrochinon, 4-hydroxybenzoat a p-kresol. Pro
oba mikroorganismy byly vybrany optimalni kultivac¢ni pod-
minky (typ média, pH, teplota), byly stanoveny limitni kon-
centrace zdroju uhliku a energie a nékteré enzymové aktivity
v piitomnosti a nepiitomnosti HAs rtizného typu. Kvasinka
byla vice tolerantni vici vy$sim koncentracim danych aroma-
ti nez bakterie, coz potvrdily i hodnoty aktivity prvniho
enzymu v degradacni draze fenolu, fenol hydroxylasy (E.C.
1.14.13.7), ktery byl stanovovén v pribéhu kultivace v hrubém
bezbunécném extraktu po dezintegraci biomasy.

Vliv HAs, majicich vysokou afinitu k hydrofobnim lat-
kam, spocivad v jejich schopnosti tvorit povrchové aktivni
pseudomicely. HAs se v pribéhu kultivace kvasinkové i bak-
teridlni populace v pfitomnosti fenolu jako jediného zdroje
uhliku a energie naadsorbovaly na povrch bunék, coz se
nestalo, pokud byla jako zdroj uhliku a energie pouzita glu-
kéza. VEtSina testovanych HAs nebyla kvili své vysoké mo-
lekulové hmotnosti (nemoZnost transportu do bunék) mikro-
organismy vyuzivdna jako zdroje uhliku a energie, pfesto
nekteré z nich byly schopné indukovat intraceluldrni fenol
hydroxylasu i v nepfitomnosti fenolu. Indukce a hodnoty
aktivity klicového enzymu fenol hydroxylasy zdvisi na pouZzi-
tém substrdtu a jeho koncentraci, pficemz oscilace v jeho
aktivité 1ze zmensit pravé pfidavkem HAs do média. Riistové
rychlosti a celkovy ndrist biomasy na vyssich koncentracich
fenolu (0,5 g.I™") se zvysil po piidavku HAS, PAB 79, S4 a S5
v koncentracich 0,05 az 0,1g.1"! na rozdil od n&kterych jinych
HAs, jejichz ptidavek nemél zadny pozitivni vliv na degra-
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daci. V1iv HAs na riist a degradaci fenolickych ldtek se lisi pro
rizné typy a koncentrace HAs, ale i pro rizné koncentrace
a typy zdroje uhliku a energie.

Dosazené vysledky byly potvrzeny riznymi uspofdddnimi
méieni (batch-kultivace v bankdch, mikrokultivaéni zafizeni
BioscreenC a stanoveni enzymové aktivity) a ukazuji na nut-
nost provadét obdobné testy vzdy pro konkrétni situaci (mi-
kroorganismus, kultivacni podminky, typy huminovych kyse-
lin a jejich koncentrace), pfed pouzitim v dekontamina¢nim
procesu.

NEW TRANSGLYCOSYLATION
REACTIONS CATALYSED
BY B -N-ACETYLHEXOSAMINIDASES

P. FIALOVA, LENKA WEIGNEROVA,
A. PISVEJCOVA, and VLADIMIR KREN

Laboratory of Biotransformation, Institute of Microbiology,
Academy of Sciences of the Czech Republic, Videriskd 1083,
142 20 Prague 4

e-mail: fialovap @biomed.cas.cz

There have been several hints in the literature suggesting
that glycosidases exhibit a broad substrate specificity, which
enables them to cleave and even to transfer modified gly-
cosidic moieties yielding oligosaccharides1’3. In our project
we have investigated the affinity of B-N-acetylhexosamini-
dases from various sources to substrates bearing different
acyls at the 2-C amino group instead of the common acetyl.

Four 4-nitrophenyl 2-acylamido-2-deoxy-3-D-glucopyra-
nosides (acyl = formyl, glycolyl, propionyl and trifluoroace-
tyl) and 4-nitrophenyl 2-amino-2-deoxy--D-glucopyranoside
were synthesised from D-glucosamine hydrochloride. They
were subjected to a screening comprising 36 B-N-acetylhe-
xosaminidases of mostly fungal origin concerning their hy-
drolysis rate and transglycosylation potential with the above
substrates. As a result, B-N-acetylhexosaminidases from A.
oryzae CCF 1066, A. terreus CCF 2539, P. oxalicum CCF
2315 and P. pitii CCF 2277 were selected for the catalysis of
semi-preparative transglycosylations, which gave yield to se-
veral products. It is the first documented case of transglycosy-
lations of modified substrates catalysed by 3-N-acetylhexos-
aminidases. This rather novel concept widely extends the
synthetic capability of glycosidases.
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KVANTITATIVNI MOLEKULARNI
MONITOROVANI NEMOCNYCH CLL
LECENY CH MONOKLONALNI PROTILATKOU
ANTI-CD20 A PURINOVYMI ANALOGY

K. FORSTEROVA, K. PULKRABKOVA
a A. SLAVICKOVA

1. interni klinika VFN, U Nemocnice 2, 120 00 Praha 2
e-mail: maaxa @ hotmail.com

Monoklondlni protildtka anti-CD20, rituximab (MabThera,
Roche), se v posledni dobé za¢ind uplatiiovat i v 1é¢bé chro-
nickych lymfatickych leukémii (CLL) nejen jako monoterapie
posledni volby, ale i v kombinované 1écbé nové diagnosti-
kovanych pacientti. Kombinace chemoterapie s monoklondln{
protilatkou mutize zlepsit vysledky 1é¢by a navodit i moleku-
larné biologickou remisi, tj. vymizeni molekuldrné biolo-
gického markeru maligniho onemocnéni z orgdnu, kde byl
predtim detegovan — obvykle z periferni krve a kostni dfené.
V soucasnosti vSak zlstdvd otdzkou, zda tato dobrd odpovéd
povede k prodlouZeni obdobi bez zndmek onemocnéni. Z né-
kterych pracovist vzeSel ndzor, 7Ze o lepsi prognéze muze
svedcit rychlost odpovédi na 1écbu. Proto 1ze predpoklddat, ze
kvantifikujici molekuldrni monitorovdni tc¢inku 1écby a rezi-
dudlniho onemocnéni je pro klinickd vyuziti ptinosné&jsi. Mar-
kerem nejcastéji vyuzivanym pro monitorovani B-lymfopro-
liferativnich onemocnéni pomoci PCR je klondlni pfestavba
oblasti CDR3 genu pro tézky imunoglobulinovy fetézec (IgH).
Na pracovisti byla jiz dfive ovéfena klinickd relevance kvan-
tifikujictho monitorovani nemocnych NHL s vyuzitim kom-
parativni IgH/ras PCR.

Tato prace ovefuje uplatnitelnost metodiky také pfi monito-
rovani nemocnych CLL. Byl sledovén vyvoj choroby v kostn{
dfeniu 14 pacientd, znichZ 13 bylo lé¢eno kombinaci R-FluCy
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(rituximab, fludarabin a cyklofosfamid) nebo monoterapii
témito terapeutiky a 1 pacient léceny kombinaci R-COP (ritu-
ximab, cyklofosfamid, vinkristin, prednison). 7 z téchto 14
sledovanych nemocnych navic kromé 1é¢by podstoupilo auto-
logni transplantaci krvetvornych bunék. Bylo zatim monito-
rovdno 18 obdobi onemocnéni a vzdy zjistén souhlas s kli-
nickym stavem pacientti. PCR remise dosdhlo 11 pacientd
lécenych kombinaci R-FluCy, event. R-COP. Nejdelsi zatim
pozorované obdobi molekuldrni remise trvalo 21 mésicti. Mo-
lekuldrni regrese, tedy kvantitativni pokles markeru, byla po-
zorovéana u 4 pacientd 1é¢enych kombinaci R-FluCy a mole-
kuldrni progrese, tj. znovuobjeveni nebo kvantitativni ndridst
markeru, byla pozorovana v 1 piipadé, a to u nemocného
Iéceného rituximabem v monoterapii.

S ohledem na dobrou korelaci dosavadnich laboratornich
a klinickych Setfeni je mozno predpoklddat, ze obdobné sle-
dovéni u dostateéné velkého souboru pacientd by mélo vést
k zdvérim o uplatnitelnosti metodiky pfi terapeutickych roz-
hodovdnich.

Tato prdce je podporovdna grantem ¢. 203580, 15/01 GA UK.

SYNTEZA NOVYCH DERIVATU SILYBINU
S MODIFIKOVANYMI BIOLOGICKYMI
A FYZIKALNIMI VLASTNOSTMI

R. GAZAK®, DANA WALTEROVA",
PETR SEDMERA® a VLADIMIR KREN?®

“Laborator biotransformaci, Mikrobiologicky ustav, Akade-
mie véd Ceské republiky, Videriskd 1083, 142 20 Praha, *Ustav
lekarské chemie a biochemie, Hnévotinskd 3, 775 15 Olomouc
e-mail: gazak@biomed.cas.cz

Flavanolignan silybin, izolovany ze semen ostropestice ma-
ridnského, je aktivni slozkou fady hepatoprotektivnich a cy-
toprotektivnich piipravki. Silybin vykazuje silné antioxida¢n{
a antiradikdlové dcinky. Pfirodni silybin je ekvimoldrni smési
dvou velmi obtizné separovatelnych diastereoisomert (2R,
3R, 108, 11S a 2R, 3R, 10R, 11R). Jeho biologickd dostupnost
je omezena nizkou rozpustnosti ve vodeé.

V ramci této prace se fesi dva zdkladni pfistupy pro zlep-
Seni biologické dostupnosti silybinu: selektivni oxidace pri-
marn{ hydroxylové skupiny silybinu na skupinu karboxylo-
vou, spocivajici ve zvyseni rozpustnosti ve vodé a konjugace
silybinu s dal$im antioxidantem (napf. kyselinou gallovou)
vedouci ke zvySenf{ antioxida¢nich a antiradikdlovych t¢inkd.

Selektivni methylace jednotlivych hydroxylovych skupin
silybinu (resp. jeho 2,3-dehydro derivatu) a nasledné biolo-
gické testovani téchto ldtek by mélo objasnit roli konkrétnich
funk¢nich skupin v molekuldrnich mechanismech antioxida-
tivnich dc¢inka silybinu.

23
1 0 1 CH,OH
HO_ , o) Zm“‘ 19_OCHjz
- 7 O i
> NOH 2 "OH
OH O silybin
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Vzhledem k polyfunkénimu charakteru molekuly silybinu
je nezbytné pro vétSinu transformaci vychdzet ze selektivné
chrdnénych derivatt. Z tohoto divodu je soucdsti projektu
také vyvoj metod selektivniho chranéni v molekule silybinu
(popt. 2,3-dehydrosilybinu).

Cilem prdce je ptiprava derivdti silybinu s modifiko-
vanymi vlastnostmi, pfedev§im pak derivdti s lepsi biodo-
stupnosti a zvySenym a/nebo cilenym antioxida¢nim dcin-
kem.

Prdce byla podporovdna granty ¢. 303/02/1097 GA CR, & FD-
-K/096 MPO CR a ¢. AV0Z5020903.

MAPOVANI KONTAKTNICH MIST
MEZI RECEPTORY III. SKUPINY GPCR
A G-PROTEINY

M. HAVLICKOVA, JAROSLAV BLAHOS,
L. PREZEAU a J.-P. PIN

Oddeélent molekuldrni farmakologie, UEM, Videriskd 1083,
142 20 Praha 4
e-mail: michavl@seznam.cz

Receptory sprazené s G-proteiny (GPCR) hraji klicovou
roli v mnoha fyziologickych i patologickych procesech a proto
jsou jejich struktura a funkce predmétem intenzivniho vy-
zkumu. Rada experimentii prokdzala, 72 GPCR se mohou
vyskytovat jako konstitutivni nebo indukované homo- ¢i hete-
rodimery. Dimerizace podstatné ovliviiuje vlastnosti nové
vzniklych receptord napfi. jejich farmakologické vlastnosti,
interakci s G-proteiny, desensitizaci, internalizaci a buné¢ny
transport.

Pro urcenf strukturniho a funkéniho uspofdddni komplexu
dimern{ receptor-G-protein je nezbytné zjistit, jestli G-protei-
ny interaguji s obéma podjenotkami receptoru, nebo zda je
pouze jedna z podjenotek dimeru zodpovédnd za aktivaci
asociovaného G-proteinu. Jako model jsme pouzili GABABR
(receptor pro y-aminomdselnou kyselinu), ktery je tvofen dvé-
ma rtiznymi podjednotkami GABABR1 a GABABR2. Muta-
ce provedené v intraceluldrnich klickach obou podjednotek
prokdzaly, Ze podjednotka GABABR?2, konkrétné jeji druhd
intraceluldrni klicka, je nezbytnd pro aktivaci G-proteind.
Testovdni chimernich podjednotek receptoru obsahujicich mu-
tace intraceluldrnich domén naznacilo, Ze jedind podjednotka
homodimernich receptort obsahuje v§echny determinanty ne-
zbytné k aktivaci G-proteinti. Ddle jsme se soustfedili na
uréeni oblasti, které jsou zodpovédné za specifickou interakci
mezi receptorem a o-podjednotkou G-proteinu. V tomto pii-
padé byly pouzity mGluRs (metabotropni glutamatové recep-
tory), které patii do III. skupiny GPCR stejné jako GABABR,
ale funk¢ni mGlu receptor je tvofen dvéma identickymi pod-
jednotkami. Vyuzili jsme rozdilnych schopnosti mGluR2
a mGluR8 aktivovat chimerni Gqo5 a Gqz5 proteiny a zjistili
jsme, Ze sekvence druhé intraceluldrni klicky téchto receptord
specificky interaguje s C-koncem Ga-podjednotky (posled-
nich 5 aminokyselin). Tato interakce je zodpovédnd za selek-
tivni rozpoznani Go/z-proteini mGlu receptory II. a III. tfidy
a urcuje, ktery typ G-proteind bude aktivovén.
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Ziskané vysledky naznacuji, Ze C-konec Ga-podjednotky
interaguje mistem na receptoru, které je tvofeno druhou a prav-
dépodobné tieti intracelularni klickou, stejné jako je tomu
u I. skupiny GPCR. Je tedy mozné, Ze u téchto dvou skupin
dochdzi k aktivaci G-proteinti stejnym zptisobem.

Tento projekt byl podporovdn GA CR (301/00/0654), IGA
MZCR (NF 6704-3/01).

MUTATIONS IN CKI1 BLOCK FEMALE
GAMETOPHYTE DEVELOPMENT
IN Arabidopsis thaliana

JAN HEJATKO*, MARKETA PERNISOVA”,
PETRA TANZLERS, KLAUS PALME,
and BRETISLAV BRZOBOHATY™"

“Institute of Biophysics, Academy of Sciences of the Czech
Republic, Krdlovopolskd 135, 612 65 Brno, bDepartment of
Functional Genomics and Proteomics, Faculty of Science,
Masaryk University, Kotldiskd 2, 611 37 Brno, ‘Max-Del-
briick Laboratorium in der Max-Planck-Gesselschaft, Carl-
-von-Linne Weg 10, D-508 29, Koln, Germany

e-mail: hejatko @sci.muni.cz

Homologues of bacterial two-component signal transduction
elements are emerging key players in signaling of plant hor-
mones like ethylene and cytokinin. In Arabidopsis thaliana
the family of sensor histidine kinases consists of at least 11
genes. CKI1 is a member of this large gene family. CKI1 was
first identified by activation tagging resulting in cytokinin in-
dependent growth and differentiation of Arabidopsis calli. Tt
has been suggested that CKI1 may play a role in cytokinin per-
ception, however, its biological function remains elusive. We
identified an En-1 insertion knockout mutant in CKI1. In pro-
geny of the CKI1/ckil::En-1 plants segregated the ckil::En-1
(ckil-i) allele in a non-Mendelian manner suggesting a loss of
function in a gamete carrying the ckil-i. The mutant displayed
a semi-sterile silique phenotype. Reciprocal backcrosses re-
vealed that female gametophyte development is fully blocked
by the mutation. Detailed analysis of the mutant female game-
tophyte disclosed a defect in a later phase of embryo sac
development, leading to central vacuole decomposition and
subsequent progressive degradation of the female gameto-
phyte constituents. By screening for semi-sterile silique phe-
notype in the segregating CKI1/ckil-i population we identi-
fied a wild type revertant line bearing a silent mutation in the
CKI1 gene as a result of an En-1 excision. Independent En-1
excision events resulted in two additional, stable loss of func-
tion mutations in the CKI1 gene (ckil-sl and ckil-s2). Analy-
sis of all mutant alleles suggests that the mutant phenotype
clearly links to the En-1 insertion in CKI1 and indicates an
essential role of CKII in regulation of female gametophyte
development. To analyze the expression of CKIl we con-
structed two different fusions of a putative CKIl promoter
region with a uidA gene. Histological analysis of GUS activity
in stable transformants harboring these fusions, and in situ
mRNA hybridization analysis of the CKI1 gene expression
pattern suggest a novel complex role for CKII throughout
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entire female gametophyte development and in early seed
development.

Supported by grants LNOOAOS1, MSM 143100008, Z5004920.
J. H. was supported by DAAD.

STANOVENI HLADINY APOPTOZY
INDUKOVANE POMOCI JEDNOTLIVYCH
C-KONCOVYCH ISOFOREM PROTEINU p73
V BUNECNYCH LINIICH EXPRIMUJICICH
RUZNE KONFORMA CNI ISOMERY
PROTEINU p53

R. HRSTKA, P. MULLER, P. CESKOVA
a B. VOJTESEK

Zdkladna experimentdlni onkologie, Masarykiiv onkologicky
ustav, Zluty kopec 7, 656 53 Brno

Protein p53 miZe byt indukovdn a stabilizovdn poskoze-
nim DNA, hypoxii, defekty mitotického vieténka, popiipadé
aktivaci onkogent nebo virti. Aktivovany protein p53 muize
vyvolat apoptézu, zdstavu bunécného cyklu a v nékterych
pripadech i senescenci.

Funkce proteinu p53, zejména pfi navozeni apoptdzy, je
vyznamné ovlivnéna expresi riznych isoforem jeho homolo-
gu, proteinu p73. Predpokldda se, Ze kazdd z isoforem proteinu
p73 kombinujici rizny N-koncovy a C-koncovy sestiih vy-
kazuje rozdilné transaktivacni a protein—protein interakcni
schopnosti, a tak spolec¢né s proteinem p53 vytvaii regulacni
sit, kterd mtze velice jemné reagovat na aktudlni stav buiiky.

Bunééné linie H1299, MCF-7, T47D, BT474 a BT574
byly transfekovany expresnimi plazmidy s vloZzenymi sekven-
cemi jednotlivych dele¢nich forem proteinu p73 (alfa, beta,
gamma, delta) a proteinu p53. Transaktiva¢ni schopnost rtiz-
nych isoforem proteinu p73 a jejich schopnost indukovat
apoptézu byla porovndvana ve vztahu k riznym typiim mutaci
proteinu p53. Uroven apoptdzy byla méfena u bunécnych linif
exprimujicich jednak wild-type p53 a jednak rGzné mutanty
p53 lisici se DNA vazebnou kapacitou a typem konformace
DNA vazebné domény.

Nase vysledky jednoznacné potvrzuji vliv vlastniho bu-
nécného prostiedi, typu tkané, statutu proteinu p53 a isoforem
proteinu p73 na proces programované smrti bunék, pficemz
existence spoluprace mezi p73 a p53 je pravdépodobné ne-
zbytnd. Pokud by se podafilo v dané naddorové linii specificky
aktivovat nékterou z isoforem vyvoldvajicich apoptézu, popii-
padé inaktivovat mutovanou formu p53, bylo by mozné uva-
Zovat i o specidlnf cilené terapii.

Tato prdce byla podporovdna grantovym projektem IGA MZ
CR cislo 6404-3.
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ULOHA ALTERNATIVNIHO SESTRIHU
PRI DIMERIZACI METABOTROPNICH
GLUTAMATOVYCH RECEPTORU

BOHDANA HRUSKOVA, ALICE ZIKOVA
a JAROSLAV BLAHOS

Oddéleni molekuldrni farmakologie, Ustav experimentdlni
mediciny, Akademie véd Ceské republiky, Videriskd 1083,
142 00 Praha 4

Receptory sprazené s G-proteiny (GPCRs) jsou nejvetsi
skupinou buné¢nych receptord reagujicich na obrovskou skédlu
ligandi vcetné mnohych 1éciv. Proto je odhaleni principid
a mechanismd pfenosu signdlu (rozpozndni ligandu, aktivace
receptoru, prenos signdlu do bunky) dilezité pro porozuméni{
fyziologickym procestim na molekuldrni trovni a tim pro
vyvoj novych léCiv.

Metabotropni GABAB receptor patif do tfeti rodiny GPCRs.
Funguje jako heterodimer slozeny z podjednotek GB1 a GB2.
Podjednotka GB1 je zodpovédnd za vazbu ligandu (N-konec)
a aktivaci receptoru a podjednotka GB2 aktivuje G-proteiny.
Pro funk¢nost receptoru je ovSem dullezitd interakce mezi
obéma podjednotkami. Této vlastnosti jsme vyuzili pro stu-
dium dlohy C-koncové ¢dsti metabotropniho glutamatového
receptoru (mGluR1) pii dimerizaci. Tento receptor je homodi-
merni, patfi také do tfeti rodiny GPCRs a s GABAB recep-
torem sdilf sekven¢ni homologii. MGluR1 existuje v nékolika
variantdch vznikajicich alternativnim sestfihem mRNA. Jed-
notlivé varianty maji rdzné dlouhé C-konce. MGluR1a va-
rianta (dlouhd) je lokalizovdna v dendritech a téle neuronu
a mGluR1b (krdtkd) je lokalizovdna v axonu a téle. Nékteré
studie popisuji vliv alternaci C-konce na funk¢ni vlastnosti
receptoru a také dimerizaci mGluR1 alternativnich variant.

Abychom tuto problematiku mohli studovat, vytvoiili jsme
GABAB/mGlul receptorové mutanty, jejichzZ N-konce a trans-
membranové domény pochdzi z GB1 ¢i GB2 podjednotky
GABAB receptoru a C-koncové casti odpovidaji mGluR1a
nebo mGluR1b. Sledovali jsme, jaky vliv md C-konec na
dimerizaci receptoru, transport na bunéény povrch a na funkci
dimernich receptorti. Nase vysledky naznacuji, Ze samotny C-
-terminus mGlul receptoru neovliviiuje dimerizaci mGlu re-
ceptort, alespon v experimentech s transfekovanymi HEK293
(human embryonic kidney) bufikami.

Sponzorovino GA CR 301/00/0654, IGA MZ NF 6704-3/01.
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PRIPRAVA REKOMBINANTNIHO LIDSKEHO
ERYTROPOETINU V SAVCICH BUNECNYCH
LINIICH A TRANSGENNICH ZVIRATECH

J. KALANINOVA?, L. CERMAKOVA?,
M. MARESOVA?, M. POPLSTEJN",
D. KOZELOUHOVA? T. MIKUS*"

a P. MALY?

“Oddélent savctho vyvoje, UMG, Akademie véd C‘es[ce’ repub-
liky, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6, *Biopharm VUBVL, a.s.

Lidsky erytropoetin (hEPO) je cytokin glykoproteinové
povahy stimulujici pfeménu pluripotentnich zarodecnych bu-
nék v kostni dfeni na proerytroblasty, jejich dalsi rist a do-
zravdni, syntézu hemoglobinu a uvoliiovani do krevniho obé-
hu ve formé zralych erytrocytu.

Komplementarni DNA (cDNA) lidského erythropoetinu
ziskanou izolaci z fdgové cDNA knihovny jsme subklono-
vanim vpravili do plazmidovych DNA vektort. K piekondn{
obtiZi s izolaci terapeutickych proteinti z mléka transgennich
zvifat ovéfujeme metodu produkce histidinovou kotvou (6xHis)
znacCenych proteind. Upravend sekvence pro 6xHis-EPO s mo-
difikaci na N-i C-konci molekuly byla vpravena do expresniho
vektoru pro produkci rekombinantniho hEPO v savéich bui-
kdch. Takto pfipravené sav¢i expresni vektory byly transfek-
tovéany elektroporaci do COS-7 bunék. Z téchto savcich kultur
byla provedena izolace produktii Ni-NTA technologif — tech-
nikou IMAC a test proliferacni aktivity.

Pro cilenou transgenni expresi 6xHis-modifikovaného hEPO
v mlécné zlaze kralika jsme zkonstruovali ,,rekombinantn{
transgenni vektor®, nesouci cDNA pro hEPO s 6xHis kot-
vou na C-konci, ktery se v soucasné dobé¢ injikuje do krdli¢ich
embryi.

Grant MPO CR, reg. ¢ FB-C2/24, 1999-2001, grant MPO
CR, reg. ¢. FD-K/052, 2001-2003.

ACTIVATION OF LIPASE FROM Geotrichum
candidum AND ITS ENANTIOSELECTIVITY
TOWARDS XENOBIOTIC SUBSTRATES

ZDENEK KEJIK*, MARIE ZAREVUCKA”,
and KATERINA DEMNEROVA®?

“Institute of Chemical Technology, Faculty of Food and Bio-
chemical Technology, Technickd 5, 166 28 Prague 6, "Institute
of Organic Chemistry and Biochemistry, Academy of Sciences
of the Czech Republic, Flemingovo n. 2, 166 10 Prague 6
e-mail: zarevucka@uochb.cas.cz

Convenient procedures were developed for stimulation of
lipase activity with specificity towards natural polyunsatu-
rated fatty acids. Four strains of Geotrichum candidum were
tested during this study. Lipase activity was determined and
proved in the used strains, and for majority of tested media.
Olive oil was employed as activator for the determination of
the lipase activity. Calculated differences in lipase activity
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values were used as basis for optimizing of fermentation
conditions. Majority of activated lipases represented extracel-
lular lipases, which penetrated through cellular membrane into
the medium containing activator. The activity of intracellular
lipases was determined as well. To evaluate different media,
that one containing peptone as nitrogen source was proved to
be the best one of the tested series of media. The most
remarkable growth of the cell biomass was also observed using
this medium. The highest specific activity of all activated
lipases was found in the second half of the period of expo-
nential (log) phase cultures. These lipases were used as bio-
catalysts of the hydrolytic resolution of racemic cis- and
trans-isomers of 2-(4-methoxybenzyl)cyclohexyl acetates’.
Enantiomeric purity and absolute configuration of the pro-
ducts, chiral isomers of 2-(4-methoxybenzyl)cyclohexanol,
were studied. These lipases are also expected to be used for
enrichment of polyunsaturated fatty acids, especially o.-li-
nolenic and y-linolenic acid, in different fractions obtained by
enzyme-mediated hydrolysis of blackcurrant oil.

The authors thank Ministry of Education of the Czech Repub-
lic for financial support of this research through the COST
D13.10 project, a part of the COST D13/0014/01 network.
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Z., Mackova M., Demnerovd K.: Enzyme Microbiol.
Technol. 17, 866 (1995).

AKUMULACE RADIOAKTIVNE ZNACENYCH
ANALOGU SOMATOSTATINU
V LEDVINACH POTKANA

M. KOPECKY?, P, NACHTIGAL?, V. SEMECKY?,
A. LAZNICKOVA®, M. LAZNICEK,
F. TREJTNAR® a C. DECRISTOFORO*

“Katedra biologickych a lékarskych véd, bKatedra biofyziky
a fyzikdlni chemie a “Katedra farmakologie a toxikologie,
Farmaceutickd fakulta v Hradci Krdlové, Karlova univerzita
v Praze, dDepartment of Nuclear Medicine, University Hospi-
tal Innsbruck, Austria

Radioaktivné znacené analogy somatostatinu pouZzivaji
k diagnostice a 1é¢bé nékterych neuroendokrinnich nadord
(napf. karcinoid®). Akumulace v ledvindch a piipadnd nefro-
toxicita limituje jejich Sirsi vyuziti v humanni mediciné. Pred-
poklada se, Ze tyto peptidy jsou kumulovany v proximdlnich
tubulech ledvin mechanismem tubuldrni reabsorpce. Cilem
této préce bylo prispét k objasnéni mechanismt jejich zddrze
v ledvindch.

V pribéhu experimentu byly zkoumdny distribuc¢ni a eli-
minacni charakteristiky 99mTc-oktreotidu a 99mTc-EDDA/
HYNIC-Tyr3-oktreotidu poi.v. poddni potkantim kmene Wis-
tar. 99mTc-oktreotid byl pouze minimalné zadrzovan v ledvi-
nach a do moci bylo béhem 48 hodin vylouceno 15 % podané
ddavky. 99mTc-EDDA/HYNIC-Tyr3-oktreotid byl vylu¢ovan
prevazné moci (vice nez 75 % podané davky) a byl silné
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kumulovan v ledvindch i 48 hodin po poddni. V modelu
perfuze izolované ledviny byla rendln{ clearance 99mTc-ok-
treotidu tiikrat mensi nez clearance 99mTc-EDDA/HYNIC-
-Tyr3-oktreotidu. Mikroautoradiografickd analyza 99mTc-ok-
treotidu ukdzala, Ze tento peptid byl pfitomen v glomeruldr-
nich kapildrdch a cévach mezi ledvinnymi tubuly. Naproti
tomu 99mTc-EDDA/HYNIC-Tyr3-oktreotid byl detegovdn
prevazné v ledvinné dieni v burikdch sbéracich kandlki a v okol-
ni intersticidln{ tkani, slabd pozitivita byla pozorovédna v pro-
ximdlnich a distdlnich tubulech. Pomocf in vitro autoradio-
grafie byla vledvinné tkani prokdzana pfitomnost somatostati-
novych receptorti.

Predpokldddme, Ze rozdilna distribuce a eliminace téchto
peptidi souvisi s jejich odlisSnymi fyzikdlnimi vlastnostmi
a jejich rozdilnou afinitou k somatostatinovym receptortim.
99mTc-oktreotid je v porovndni s 99mTc-EDDA/HYNIC-
-Tyr3-oktreotidem lipofilnéjsi, je vylucovan pievdzné pies
gastrointestindlni trakt a navic pfimé znaceni 99mTc vede ke
snizeni afinity k somatostatinovym receptorim. 9mTc-EDDA/
HYNIC-Tyr3-oktreotid reprezentuje skupinu somatostatino-
vych analogt, které jsou prevdzné vylu¢ovany moci. Md vy-
sokou afinitu k somatostatinovym receptorim. Mechanismus
retence 99mTc-EDDA/HYNIC-Tyr3-oktreotidu v ledvindch
nelze vysvétlit pouze jako disledek tubuldrni reabsorpce pep-
tidu v proximdlnich tubulech ledviny, ale vzhledem ke kumu-
laci 9mTc-EDDA/HYNIC-Tyr3-oktreotidu v ledvinné dieni
predpokldddme, Ze se na akumulaci téchto ldtek v ledvinach
podileji také dal$i mechanismy. Svoji roli béhem vychytavan{
99mTc-EDDA/HYNIC-Tyr3-oktreotidu mohou hrdt somato-
statinové receptory, které jsou pritomny ve sbéracich kandl-
cich ve dieni ledvin.

Tato prdce vznikla za podpory GA UK (¢ 159/2001) a MSMT
(¢. 11600002).

GLYKOMIMETIKA NA BAZI CALIX[4]ARENU
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Calix[n]areny spolu s porfyriny, cyklodextriny, crown ethery
a kryptandy patii v posledni dobé mezi nejbéznéjsi molekuly
pouzivané ke konstrukci supramolekuldrnich systémd, které
maji zajimavé fyzikalné chemické i biologické vlastnosti.

Derivity N-acetamido-2-deoxy-p-D-hexopyranos maji vy-
sokou afinitu k aktivacnimu receptoru krysich, piip. lidskych
lymfocyti, NK bunék (NKR-PI receptory). Po otestovani
aktivity monosacharidickych ligandd jsme pfistoupili k syn-
téze polyvalentnich molekul na bazi glykokonjugati a gly-
kodendrimert, které se vyznacuji o nékolik fddd vySSimi
aktivitami nez samotné nizkomolekuldrni ligandy. Pfiprava
téchto latek je predurcena faktem, ze aktivacni receptor NK-
-bunék ma dvé aktivni mista, a proto k dosazeni vyssi afinity
je vhodné pfipravit polyvalentni sacharidické derivaty. Lipo-
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filni calixaren by mél zajistit silnou interakci s membranou
cilovych bunék.

Hlavni ndplni této price je syntéza neoglykokonjugatti
calix[4]arent s N-acetamido-2-deoxy-B-D-glukézou. MozZnost
volby konformace calixarenu umoziuje volbu rizného uspo-
fddani vazebnych mist cukernych substituentl. Substituci spod-
niho okraje calixarenového skeletu a zménou spaceru spojuji-
ci cukr s calixarenem muizeme regulovat rigiditu celé mo-
lekuly a tak zménit afinitu glykokonjugdtu k receptoru NK-
-bunék.

Prdce byla podporena granty GA CR 203/01/1018 a VZMBU
¢. AV025020903.
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SYNTEZA A STUDIUM LUMINISCENCNICH
VLASTNOSTI NOVYCH MATERIALU
NA BAZI FLUORENU

STANISLAV KUKILA

Ustav makromolekuldrni chemie, Akademie véd Ceské repub-
liky, Heyrovského n. 2, 162 06 Praha 6

Elektroluminiscen¢ni polymerni materidly se béhem po-
slednich deseti let dostaly do poprfedi zdjmu organickych
chemikti i fyzikd. Z celé fady konjugovanych polymert se jako
velmi slibnd skupina materidlt z hlediska odolnosti vii¢i che-
mické a termické degradaci jevi polyfluoreny (PF). Jejich
nevyhodou je agregace fetézci v pevné fdzi a vznik exci-
merové emise, kterd nepfiznive ovliviiuje optické charakteris-
tiky a zivotnost polymernich svétlo emitujicich diod (PLED).

Dvoustupiiovou syntézou byly piipraveny 9,9-dialkyl-2,7-
-dibromofluoreny (R = C,H,,, C,(Hs;, C,,H,5), jejichZ poly-
merizace (Yamamotova aryl-aryl coupling reakce katalyzo-
vand komplexem niklu) poskytla dobie charakterizované oli-
gomerni PF. Rtzné stupné polymerizace, stanovené metodou
SEC, byly vysvétleny na zdkladé vlivu délky alkylovych
substituentd na pribéh reakce. Pro ovéfeni struktury mono-
mert i PF byly pouZity standardni metody strukturni analyzy:
EA, IC, 1H NMR a LR-COSY (1H-1H) spektroskopie.

1,2 T T T T
I | T=0,45ns |
0,8 i
Br . Br
I RR "
04 | 1
1=10,25ns
0,0 i
350 450 550 650 750
A, nm

Obr. 1. Fotoluminiscencni emisni spektrum PF ve filmu; 7 -
normalizovand intenzita
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PF maji podél hlavniho fetézce p-konjugovany systém
elektrond, jemuz vdéci za zajimavé optoelektronické vlast-
nosti. Nalezené kvantové vytézky modré emise (maximum
415 nm, doba zivota 0,45 ns, 3 vibracni pasy) PF v roztoku
THF se pohybovaly v rozmezi 0,82-0,97. Luminiscen¢ni mé-
feni (obr. 1) ve filmu naneseném na kfemenné sklicko ro-
ta¢nim nanasenim z roztoku toluenu (koncentrace 15mg.ml",
800 ot.min™") prokazala, Ze del3i alkylové postranni fetézce
brani agregaci fetézct PF v pevné fdzi a tim i vzniku exci-
merové emise (maximum 520 nm, doba Zivota 10 ns, Siroky
pds). Elektroluminiscence byla méfena na PLED s jednou
polymerni vrstvou (struktura ITO/PF/Al) a jeji externi kvan-
tovy vytézek byl 0,01 %.

NOVY TYP KAPALNYCH KRYSTALU
S BENZOTHIOFENOVYM JADREM

MILAN KURFURST?, JIRI SVOBODA?,
VLADIMIRA NOVOTNA®, 5
MILADA GLOGAROVA"” a PREMYSL VANEK"

“Ustav organické chemie, Vysokd $kola chemicko-technolo-
gickd v Praze, Technickd 5, 166 28 Praha 6, *Fyzikdlni istav,
Akademie véd Ceské republiky, Na Slovance 2, 182 21 Praha 8
e-mail: milan.kurfurst@vscht.cz, jiri.svoboda@vscht.cz

Organické kapalné krystaly jsou zndmy jiz vice neZz sto let,
vétstho vyznamu vSak dosdhly az v poslednich tficeti letech.

Jejich vyuziti zahrnuje Siroké spektrum aplikaci, predevSim
v zobrazovacich jednotkdch a v elektronickych prvcich.
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V rdmci naseho systematického vyzkumu v oblasti synté-
zy a materidlového vyuZiti benzokondenzovanych heterocy-
klG jsme se zaméfili na piipravu potencidlnich kapalnych
krystald obsahujicich benzothiofenovy systém jako centrdln{
jednotku a studium jejich vlastnosti.

Byla syntetizovdna 5-hydroxy- a 6-hydroxybenzo[b]thio-
fen-2-karboxylova kyselina nesouci atom chloru jakoZzto la-
terdlni substituent v poloze 3 (schéma 1)

S pouzitim vhodnych chranicich skupin byla heterocy-
klickd jadra déle derivatizovédna pfipojenim alkylového nebo
acylového fetézce, vlozenim chirdlniho prvku a prodlouzenim
jéadra o bifenylové uskupeni (schéma 2).

Syntetizovali jsme tak sérii latek s riznymi postrannimi
fetézci a sledovali jejich fyzikdlni vlastnosti. Méfeni ukdzala
vyskyt riznych mesofdzi, pfedevS§im pak zddané feroelek-
trické SmC faze.

Projekt vyzkumu byl podporovdn granty GA CR ¢ 106/00/
0582 a 202/02/0840.

DETEKCE CHROMOZOMOVY CH ABERACI
U NEMOCNYCH S LEUKEMIEMI METODOU
KOMPARATIVNI GENOMOVE HYBRIDIZACE

S. KURKOVA?, J. BREZINOVA?,
Z. ZEMANOVA®, L. SINDELAROVA”,
B. RYPACKOVA® a K. MICHALOVA®*"

“Ustav hematologie a krevni transfuze, "Centrum nddorové
cytogenetiky UKBLD, VFN a 1. LF UK, ‘I interni klinika VFN
a l. LF UK, Praha

e-mail: kurkova@uhkt.cz

Nizka proliferacni schopnost in vitro limituje u nado-
rovych bunék uspésnost konvenéni cytogenetické analyzy.
Toto vysetieni proto dopliiujeme molekuldrné-cytogenetic-
kymi metodami, tj. riznymi modifikacemi fluorescencni in
situ hybridizace (FISH), ke kterym patii i komparativni ge-
nomovd hybridizace (CGH). Metoda CGH deteguje zmény
v po¢tu DNA sekvenci mezi nddorovou DNA a kontrolni
DNA. DNA izolovanou z nadorovych bunék znac¢ime pomoci
fluorochromu Spectrum Green a kontrolni DNA je znacena
Spectrum Red. Obé DNA kohybridizuji k normdlnim meta-
faznim chromozomidm. Hybridizace je detegovana ve fluores-
cen¢nim mikroskopu a pomoci specidlniho softwaru je ndsled-
né intenzita jednotlivych fluorochromt. Na zdkladé zmény
poméru intenzit obou fluorescen¢nich signdlli program urc{
oblasti zmnoZeni nebo ztraty DNA sekvenci ve smyslu ampli-
fikace nebo delece. Piislusnd mista zmén se projevi zménou
barvy homolognich chromozomi (amplifikace zelenég, delece
cervené).

Na nasem pracovisti pouzivime tuto metodu k vySetfeni
nemocnych s chronickou lymfatickou leukémii (CLL), akutn{
myeloidni leukémii (AML) a u nemocnych s myelodysplas-
tickym syndromem (MDS). U vSech téchto pacientd prova-
dime klasickou cytogenetickou analyzu bunék kostni diené
a FISH. Z 11 nemocnych s CLL jsme u 7 potvrdili metodou
CGH normalni karyotyp. U dvou nemocnych jsme pomoci
CGH ovéfili ptitomnost jiz dfive nalezenych chromozomo-



Chem. Listy 97, 281 — 323 (2003)

vych zmén. U dalsich dvou pacientd s normdlnim cytogene-
tickym ndlezem potvrzenym i metodou FISH, jsme pomoci
CGH nalezli submikroskopickou chromozomovou aberaci:
duplikaci 2p [dup(2p)] u jednoho a deleci 19q [del(19q)]
u druhého nemocného. U pacienta s MDS, u kterého jsme pfi
klasickém cytogenetickém vysetfeni nalezli rozsdhlé zmény
karyotypu, jsme pomoci FISH, mnohobarevné FISH (mFISH)
a CGH potvrdili komplexni karyotyp: 46,XY,-5, del(7),+8,
der(12)t(5;12).

Metoda CGH umoziiuje urcit amplifikaci a deleci DNA
v buiikdch. Nelze ji ale pouzit pro detekci balancovanych
zmén nebo prestaveb pfitomnych pouze v malém bunééném
klonu. Proto jen vhodnou kombinaci molekuldrné-cytogene-
tickych metod, tj. FISH, interfdzické FISH (I-FISH), mFISH
a CGH, které dopliiuji klasickou cytogenetickou analyzu, lze
presné detegovat vSechny chromozomové aberace v nddoro-
vych buiikach.

Tato studie je podporena granty: NC 6470-3, GA CR 301/01/
0200, CEZ:J/13/98 1111 0000 4 MSMT CR.

TRANSPORTNI SYSTEMY PRO DRASLIK
V Saccharomyces cerevisiae

LYDIE MARESOVA a HANA SYCHROVA

Oddceleni membrdnového transportu, Fyziologicky istav, Aka-
demie véd Ceské republiky, Videriskd 1083, 142 20 Praha 4
e-mail: lydie@biomed.cas.cz

Transport substratu pies biologickou membranu je proces
potiebny v mnoha Zivotnich funkcich bunék — od piisunu Zivin
pres regulaci koncentrace metabolitti a homeostdze iontd az
k vylucovéni toxickych komponent z cytoplazmy. Zv1ast u jed-
nobunécnych organismt je Zivotn¢ dulezité, aby bunka byla
schopna aktivné regulovat vyménu latek s okolnim prostie-
dim. Jako modelovy organismus pro studium membranovych
prenaSecl byla zvolena kvasinka Saccharomyces cerevisiae,
hlavné diky kratké generacni dob€, nendaro¢né kultivaci, kom-
pletné osekvenovanému genomu a dostupnosti rliznych mu-
tantnich kment.

V poslednich letech byly popsdny mnohé transportni sys-
témy této kvasinky. Pfedpoklddad se, Ze pocCet proteinl tcast-
nicich se na transportu malych molekul pfes membrany je asi
320, tj. 6 % proteomu. Funkce nékterych z nich byla ovSem
pouze predpovézena na zdkladé€ sekvencni podobnosti s trans-
portérem jiz difve charakterizovanym. Takové systémy je
potom tfeba dodate¢né funkéné charakterizovat.

Prikladem transportniho proteinu s predpovézenou funkci
na zdakladé sekvence genu je Khalp. Vykazuje podobnost
s transportnimi systémy pro antiport alkalickych kationtt pro-
ti protontim v Enterococcus hirae, Lactococcus lactis a Es-
cherichia coli. Diky zndmé sekvenci mohl byt gen disruptovan
homologickou rekombinaci. Porovndnim fenotypu mutant-
niho kmene s rodi¢ovskym byla pak navrZena funkce, tedy
antiport K+ (z bunék ven) proti protonim (do bunék).

Spravnost této hypotézy je ovSem nutno potvrdit zpétnym
vnesenim genu KHA1 ve vhodném vektoru do bunék postra-
dajicich gen vlastni. Soucdsti nasi price je tedy konstrukce
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plasmidovych vektord s genem KHAT1 za rizné silnymi pro-
motory. Témito vektory jsme transformovali kmeny Dkhal.
Podle dosavadnich vysledki se ovSem zd4, Ze fenotyp delec-
nich mutantd popsany v origindlni publikaci moznd nebyl
zptsoben pouze deleci KHA1. Ddle jsme pozorovali lokali-
zaci proteinu Khal znaceného fluorescenc¢nim proteinem GFP
v buiikdch. Gen z mnohokopiovych vektort je exprimovan ve
velké mife a ndsledné lokalizovdn ve vétsiné bunénych mem-
bran. Pro urceni lokalizace za pfirozenych podminek bude
nutno snizit mnoZstvi syntetizovaného proteinu, nejlépe ex-
presi z centromerového vektoru.

Kmeny s disruptovanymi vlastnimi geny pro pienasSece
drasliku jsou zdroven vhodnymi ndstroji pro charakterizaci
obdobnych proteinti z vy$sich eukaryot. V blizké budoucnos-
ti se chystdme transformovat kvasinky knihovnou cDNA Zi-
vocisnych bunék. Podaii-li se selektovat klony s funkénim
Zivoc¢iSnym prenaSecem pro draslik, umozni to jeho studium
mikrobiologickymi a molekuldrné biologickymi metodami za
piisné regulovanych podminek bez potieby ZivociSnych tkd-
fiovych kultur.

COMPARATIVE GENOMICS OF PATHOGENIC
Treponema pallidum SUBSPECIES

PETRA MATEJKOVA? DAVID SMAJS?,
STEVEN J. NORRIS®,
and GEORGE M. WEINSTOCK*

“Department of Biology, Faculty of Medicine, Masaryk Uni-
versity Brno, Jostova 10, 662 43 Brno, *Department of Pa-
thology and Laboratory Medicine, University of Texas, Hous-
ton Medical School, 6431 Fannin Street, Houston TX 77030,
‘Human Genome Sequencing Centre, Baylor College of Medi-
cine, One Baylor Plaza, Alkek N1519, Houston, TX 77030,
USA

Spirochaetal genus Treponema includes several patho-
genic spirochetes (e.g. Treponema pallidum subsp. pallidum
is the causative agent of syphilis, 7. pallidum subsp. pertenue
causes yaws). Recent serological tests are negative in early
stages of treponemal infection and cannot distinguish between
syphilis and yaws. The complete genome sequence, construc-
tion of a microarray chip with all 1039 predicted ORF PCR
products, together with the findings that there is a high degree
of sequence homology among pathogenic treponemes, ena-
bles comparative genomic analyses based on DNA-micro-
array techniques. Identification of chromosomal sequences
specific for these pathogens can be used for selective PCR dia-
gnostics of treponemal diseases. DNA of T. pallidum subsp.
pallidum Nichols strain was compared to DNA isolated from
three different strains of 7. pallidum subsp. pertenue (strain
Gauthier, Samoan D, CDC-2). As a result of DNA microarray
comparisons, 26 genes (10 with stronger and 8 with weaker
signal in pertenue strains and 8 control genes with similar
signal in both subspecies examined) were selected and se-
quenced. Altogether, 23879 nucleotides (2.1 % of the genome)
were sequenced in 3 pertenue strains and control Nichols. No
region of extensive sequence heterogeneity was detected.
However, 15 different single nucleotide polymorfisms (SNPs)
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were identified: 3 SNPs in Gauthier strain, 13 in Samoan D
and 14 SNPs in CDC-2. Ten (out of 15) SNPs cause amino
acid changes. SNPs common for all pertenue strains as well as
SNPs specific for each individual strain will allow to use these
nucleotide polymorfisms to design sequence-specific PCR
diagnostics of these strains.

VLIV TYPU MATRICE A MNOZSTVI
CHELATUJICICH SKUPIN V PSEUDOAFINITNI
CHROMATOGRAFII NA IMOBILIZOVANY CH
KATIONTECH KOVU (IMAC)

KATERINA MESZAROSOVA®",
GALINA TISCENKO® a MIROSLAV BLEHA?

aUstav makromolekuldrni chemie, Akademie véd Ceské repub-
liky, Heyrovského n. 2, 162 06 Praha 6, "Fakulta pFirodove-
deckd, Karlova univerzita, Albertov 6, 120 00 Praha 2

Nové sorbenty pro pseudoafinitni chromatografii na imo-
bilizovanych kationtech kovli (IMAC) byly pfipraveny z ter-
polymernich prekurzorii kovalentnim pfipojenim chelatujici
skupiny — kyseliny iminodioctové (IDA). Bylo stanoveno mnoz-
stvi navazanych chelatujicich skugin a porovndno s mnozstvim
chelatovanych kationtii Ni**a Cu®*. Byl sledovan vliv porozity
Cdstic na kapacitu sorbentd pii ptimé modifikaci kyselinou
iminodioctovou a pii nepfimé modifikaci esterem IDA s ni-
slednou hydrolyzou.

Terpolymerni prekurzory ve formé kulovitych ¢astic veli-
kosti 100-250 pm s rozdilnou porozitou byly pfipraveny z mo-
nomerl glycidyl-methakryldtu (GMA), diethylen-methakry-
latu (DEGMA) a ethylen-dimethakryldtu (EDMA) suspenzni
radikdlovou polymerizaci.

Na nikelnatych komplexech pfipravenych sorbentli byla
metodou frontdlni chromatografie studovana pfistupnost kom-
plext pro interakci s imidazolem, analogem histidinu, ktery je
nejvice zodpovédny za tvorbu koordina¢ni vazby imobili-
zovaného kovu s bilkovinou.

Porovnanim frontdlnich chromatografickych kiivek byla
vyhodnocena schopnost sorbentl tvorit koordina¢ni vazby
s dusikovym atomem imidazolového kruhu a byly analyzo-
vény kinetické vlastnosti sorbenti za dynamickych podminek.
Teoretické zaveéry byly prakticky ovéfeny studiem afinity
specifického imunoglobulinu, IgG1 proti lidskému choriogo-
nadotropnimu hormonu, k pfipravenym sorbentiim.

STUDY OF THE SPECIFICITY OF DIFFERENT
ACYL-CoA OXIDASES OF THE YEAST
Yarrowia lipolytica expressed IN E. coli

AND Yarrowia lipolytica

KATERINA MLICKOVA

Department of Biochemistry, Faculty of Science, Palacky
University Olomouc, Slechtitelit 11, 78 371 Olomouc

Due to its ability to produce different metabolites such as
citrate, and to secrete numerous proteins, the yeast Yarrowia
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lipolytica has been used in industrial processes. It is also able
to grow on and degrade alkanes and to use fatty acids as carbon
sources, which makes it a promising tool for biotechnological
uses. Its capacity to degrade oils of different origins makes it
a potential de-polluting agent. The degradation products often
serve as precursors of aromatic compounds (y-decalactone
with peach flavor).

Degradation of alkanes involves three enzymatic steps in
endoplasmic reticulum to produce a fatty acid. Similarly,
degradation of triglycerides is performed by secreted lipases
which release the corresponding fatty acids, which are then
metabolized via 3-oxidation.

The initial step of peroxisomal J-oxidation is catalyzed by
the acyl-CoA oxidases (Aoxs) encoded by the POX genes.
Y. lipolytica POX set is the most complex among the yeasts
studied to date, as it comprises five different genes encoding
Aoxs.

Functions of different acyl-CoA oxidases have been inves-
tigated by successive gene disruptions (construction of mono-,
bi-, tri- and tetradisruptants). These genes encode for proteins
exhibiting different specificities with respect to the chain
lengths of the acyl-CoA substrates. Aox3p and Aox2p from
Y. lipolytica were bacterially expressed, purified and their
activity as a function of substrate chain length was established.
Using DNA shuffling techniques, we have also constructed
chimeras between Aox2p and Aox3p which are exhibiting
activity with a broad spectrum of substrates, according to
the chain length. However, a precise knowledge of the ki-
netic properties of the different acyl-CoA oxidases is still
lacking.

Eleven acyl-CoA oxidase chimeras (11 different yeast
strains) were grown on medium containing oleic acid as a sole
carbon source (concentrations of OA varied from 0,1-5 %).
Two different growth trends were distinguished (by OD600
and dry weight biomass determination). Cellular, medium and
surface lipid composition during the growth was analyzed
using hexane or chloroform-methanol extractions, TLC, GS
and MS methods.

Formations of lipid bodies and peroxisomes in different
strains were stained using fluorescent and electron microscopy
methods (fluorecsent microscopy: Olympus BX 51, program
Photometrics CoolSNAP) Nile red (Sigma N3013), D3832
and D3922 (Mol. Probe) were used as fluorescent colors for
lipid bodies visualization.

For peroxisome staining, anti-Aox3p primary antibody re-
cognizing acyl-CoA oxidases in peroxisomes was developped
inrabbit. ALEXA 488 and Texas Red Dye served as secondary
fluorescent antibodies. Different strains were compared con-
cerning to formation of lipid bodies and number of peroxi-
somes during the growth (certain time intervals).

For visual determination by scanning and transmission
electron microscopy, yeast cells were fixed by glutaraldehyde
and post-fixed by imidazole buffered osmium tetraoxide. Oil
droplets and specific transport structures — protrusions — were
identified on the cell surface. Lipid bodies and peroxisomes
were visible inside cells. Increasing size of lipid bodies corre-
lated with biomass increase.
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SYNTEZA A CHARAKTERIZACE
POLYPYRROLOVEHO FILMU

NA PERFLUOROVANE SULFONOVANE
MEMBRANE TYPU NAFION

SABINA MORAVCOVA a KAREL BOUZEK

Ustav anorganické technologie, Vysokd Skola chemicko-tech-
nologickd v Praze, Technickd 5, 166 28 Praha 6

Jiz vice nez dvé desetileti jsou systematicky studovdny
latky se zpracovatelskymi vlastnostmi polymerd a elektric-
kymi vlastnostmi typickymi pro polovodice a kovy. Tyto latky
jsou oznacovdny jako vodivé polymery (CP). Jsou charakteri-
stické tim, Ze na rozdil od ostatnich polymert vykazuji v oxi-
dovaném stavu vysokou elektronovou vodivost. Do této sku-
piny latek patii napf. polyacetylen, polythiofen, polyfenylen
a z naSeho hlediska nejzajimavéjsi polyanilin (PAni) a po-
lypyrrol (PPy). Posledné jmenovanym polymerem jsme se
zabyvali v rdmci predklddané prace. Divodem volby tohoto
polymeru je jeho dobrd chemickd a mechanickd stabilita,
vysoka elektronova vodivost a snadnd elektrochemickd syn-
téza kompaktnich filmt z vodného roztoku monomeru.

Jednu z perspektivnich aplikaci CP predstavuje konstruk-
ce nového typu elektrod pro nizkoteplotni palivovy clanek
typu PEM (Proton Exchange Membrane). Zde CP slouZzi jako
nosi¢ katalyzatoru. Vyhodou tohoto materidlu je schopnost
vést paralelné elektrony i ionty. To zvySuje pravdépodobnost
vzniku tzv. trojfdizového kontaktu nezbytného pro uskutecnéni
pozadované elektrodové reakce a vede tak ke zvyseni stupné
vyuziti katalyzdtoru. Dal§i vyznamny argument pfedstavuje
fakt, Ze interakce Cdstic platinového katalyzatoru s CP vede ke
vzniku kompozitu, jehoZ odolnost proti katalytické otravé
oxidem uhelnatym je vyssi nez u klasického platinového
katalyzatoru na uhlikovém nosici. Rovnéz tento jev vede ke
snizeni mnozstvi katalyzdtoru nezbytného k dosazeni potieb-
ného vykonu palivového ¢lanku a tim ke sniZenf{ jeho vyrobni
ceny.

Prdce dosud publikované na toto téma v odborné literature
se zabyvaji pfedev$im problematikou charakterizace elek-
trokatalytické aktivity kompozitl pfipravenych z rliznych ma-
teridld a za pouziti riznych zptsobi modifikace CP filmu
katalyzdtorem. Z téchto studii v§ak nevyplyvd, zda a jakym
zpusobem lze pfipravit elektrokatalyticky aktivni tzv. Mem-
brane-Electrode-Assembly (MEA), neboli vlastni palivovy
Cldnek sestdvajici z elektrolytu ve formé funkcionalizované
polymerni membrany s elektrodami pfipevnénymi iontovée
vodivym kontaktem na jejich strandch. Klasické techniky
lisovani za horka, popf. naprasovani katalyzdtoru s nosi¢em
nelze v tomto pifpadé pouZzit. Rovnéz elektrochemickd syn-
téza CP filmu pifmo na povrchu membrdny nepfipadd v tva-
hu, nebof tato membrdna neni elektronové vodivd. Cilem
predkladané studie bylo pripravit systém CP-PEM-CP, tedy
anoda—elektrolyt—katoda a charakterizovat vysledné kompo-
zity.

Jako PEM byla pouzita membrana Nafion 117, kterd pied-
palivového ¢lanku. Polypyrrolovy film byl pfimo na povrchu
této membrany syntetizovan chemicky s moznosti eventudl-
niho elektrochemického dosyntetizovani CP filmu pozadova-
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né tloustky. Ziskané kompozity vykazuji dobrou mechanickou
stabilitu a elektrochemickou aktivitu. Charakterizovany byly
jak pomoci klasickych elektrochemickych technik, tak s vy-
uzitim elektronové mikroskopie, UV-VIS a FTIR spektro-
skopie. V rdmci pfedndsky budou prezentovdny ziskané udaje
o struktufe kompozitu, kinetice rdstu CP filmu na povrchu
Nafionu, jeho elektrochemické aktivité a moznostech modifi-
kace platinovym katalyzdtorem.

MOZNOSTI OVLIVNENI SENSITIZACE
NA UCINKY OPIOIDU U MYSI

A PRUKAZ ZMEN HLADIN m-RNA
OPIOIDNICH RECEPTORU

V. MORAVEC, M. VOTAVA, J. SLIVA,
E. ZDARSKY a M. KRSIAK

Ustav farmakologie, 3. Lékarskd fakulta, Karlova univerzita ,
Ruskd 87, 100 00 Praha 10

Cilem nasi prace bylo zjistit, zdali nelze vznik behavio-
ralni a neurochemické sensitizace k i¢inkiim morfinu ovlivnit
chronickym poddvdnim memantinu (1-amino-3,5-dimethyl-
-adamantanu), NMDA nekompetitivniho antagonisty, a fluo-
xetinu (SSRI) v dobé mezi ukoncenim chronického podavéni
morfinu a poddnim provokujici davky.

Mysi (ICR kmen, Velaz, Praha) byly léceny morfinem
(10 mg kg 'i.p.) s fluoxetinem (5 mg.kg'i.p.) & memantinem
(10 a 20 mg.kg™" i.p.). Kontrolni skupiny byly léeny fyzio-
logickym roztokem (i.p.) ¢ morfinem (10 mgkg™ i.p.) po
dobu 10 dnli 1x denné (den 1 az 10). Provokujici ddvka
morfinu (10 mg.kg ™" i.p.) byla poddna den po ukondeni 1é&by
memantinem a fluoxetinem (21. den) ¢i 15 dnti po ukoncen{
této 1écby (36. den). Pro prikaz behaviordlni sensitizace byla
sledovana horizontdlni lokomoc¢n{ aktivita (Ugo Basile Activi-
ty Cage 7531) 1 hodinu po aplikaci morfinu po dobu ti{f minut
1., 5., 10. a 20. den aplikace morfinu. A paté méfeni lokomo-
ce 21. nebo 36. den po podani provokujici ddvky morfinu
(10 mg.kg’l i.p.) ¢i fyziologického roztoku skupindm kontrol-
nim.

Po usmrceni (21. ¢i 36. den) jsme provedli odbér mozkové
tkdané v mezolimbické a prefrontdlni oblasti aizolovali celkové
RNA. Pomoci RT-PCR v real time usporddani{ (interkalacn{
SYBRGreen varianta) jsme stanovovali zmény genové ex-
prese mRNA m a k opioidnich receptort.

Vysledky prokazuji ovlivnéni behaviordlni sensitizace
memantinem, kterym odpovidaji i zmény hladin m-RNA
v mozku.

VZ: J13/98:111200005.
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STEREOSELEKTIVNI A REGIOSELEKTIVN i
OXIDACE THIACALIX[4]JARENU

JIRT MORAVEK®, PAVEL LHOTAK?,
IVAN STIBOR® a JAN SYKORA"

“Ustav organické chemie, Vysokd $kola chemicko-technolo-
gickd v Praze, Technickd 5, 166 28 Praha 6, YUstav che-
mickych procesii, Akademie véd Ceské republiky, Rozvojo-
vd 125, 165 02 Praha 6

e-mail: Jiri. Moravek @vscht.cz

Stereoselektivni a chemoselektivni oxidace mistkovych
atomu siry vede k zavedeni sulfoxidovych skupin na skelet
thiacalix[4]arenu. Tato reakce bude demonstrovdna s vyuzitim
rizné alkylovanych derivatl thiacalix[4]arenu (Me, Et, Pr,
Benzyl, CH,COOEt). Oxidace se provadi dusi¢nanem sod-
nym v trifluoroctové kyseliné za laboratorni teploty. Bude
diskutovédna souvislost konformace vychozi latky se stereo-
chemifi vzniklého produktu.

Tetraacetdt thiacalix[4]arenu v cone konformaci byl po-
uzit jako vychozi ldtka pro regio- a stereoselektivni oxidaci.
Pouzitim riznych oxidacnich c¢inidel byly pfipraveny odpo-

oxidace

—_—

i
ﬁs s ﬁs” S S-S
sﬁﬁ—s’( sﬁﬁ—s sﬁﬁ—s
i I o 0
ﬂsn S ﬁs” S ﬂﬁ” ﬁ
/( s.s i A

o o]

300

Konference Sigma-Aldrich, sbornik

vidajici sulfinyl (mono-, di-, tri-, tetra-) a tetrasulfonyl deri-
véty, které byly charakterizovdny spektralnimi metodami.

Nékteré nové pripravené slouceniny vykazuji velmi zaji-
mavé vlastnosti v pevném stavu. Rentgenova strukturni ana-
lyza 25,26,27,28-tetramethoxy-tetrasulfinylcalix[4]arenu uka-
zuje, Ze tato sloucenina vytvéii nekonecné kandly, které drzi
pohromadé pomoci CH-p interakci mezi methoxy skupinami
a aromatickou kavitou sousedni molekuly.

LITERATURA
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ISOLATION OF MONOCLONAL
IMMUNOGLOBULIN FROM PLASMA

OF PATIENTS WITH MULTIPLE MYELOMA
USING AFFINITY CHROMATOGRAPHY

R. MUSILOVA™", E. TABORSKA, H. NOVOTNAS,
L. BOURKOVA? L. KOVAROVA®",
T. BUCHLER*", M. PENKA?, and R. HAJEK®"

“Laboratory of Experimental Hematology and Immunothe-
rapy, Department of Clinical Hematology, University Hospi-
tal Brno, Jihlavskd 20, 639 00 Brno, "Department of Internal
Medicine — Hematooncology, ‘Department of Clinical Bio-
chemistry, University Hospital, Brno, “Department of Bio-
chemistry, Faculty of Medicine, Masaryk University, Brno
e-mail: 20287 @mail.muni.cz

Multiple myeloma is characterized by the proliferation of
a malignant plasma cell clone and accounts for approximately
10 % of hematological malignancies. High-dose chemothera-
py with autologous transplantation has improved the survival
of patients with myeloma, hovewer, relapse is inevitable'.
Recent research has targeted the minimal residual disease. One
of the therapeutical options is of this setting is immunotherapy
using specific tumor antigen as a vaccine. The idiotype of
myeloma immunoglobulin (Id protein) that is specifically
expressed by malignant cells can be used as a tumor anti-
gen with the aim to induce cytotoxic T-lymphocyte response
against myeloma cells>>.

For purification of Id protein, the plasma of relapsed IgG
myeloma patients, who were before reinduction treatment,
was precipitated with a saturated solution of ammonium sul-
phate. After precipitation and dialysis in saline at pH 7.3 to
remove ammonium sulphate, the Id protein was separated on
protein G immobilised on agarose. To breach the bound be-
tween the Id-protein and the protein G, 0.2 M glycine (pH 2.7)
was used and resulting fractions were immediately neutralized
in 1 M Tris-base. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis was
used to determine the purity of Id protein. The isolation was
carried out from plasma of 10 patients. Columns with the
capacity of 30 mg.ml ™! protein G and the flow rate of 1-2 drops
per 10 seconds were used. The yield of Id protein ranged from
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22 to 89 % of the amount applied on the column. The amount
of Id protein extracted in each isolation was sufficient to
a prepare Id-KLH conjugate that was used as the specific
antigen in preclinical experiments.

This project was supported by the Grants IGF FNB 4/99 and
IGA MZCR 6763-3 and MZCR 000 65 26 97 05.
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VYUZITI STEREOLOGICKYCH METOD

PRO KVANTITATIVNI ANALYZU
ATEROSKLEROTICKYCH LEZI VE STENE CEVY
U EXPERIMENTALNIHO MODELU KRALIKA

P. NACHTIGAL?, V. SEMECKY?, M. KOPECKY?,
A. GOJOVA?, D. SOLICHOVA" a P. ZDANSKY"

“Katedra lékarskych a biologickych véd, Farmaceutickd fa-
kulta v Hradci Krdlové, *Klinika gerontologickd a metabo-
lickd, Lékarskd fakulta v Hradci Krdlové, Karlova univerzita
v Praze

Ateroskleréza je chronické systémové zanétlivé onemoc-
néni, charakterizované endotelidlni dysfunkci s naslednou
kumulaci lipidd, leukocytl, hladkosvalovych elementi a ex-
traceluldrni matrix v intimé€ cév, coZ md za nasledek zuZovani
cévniho lumen s nédslednou redukei az obstrukcei cévniho pri-
toku. Morfometrickd kvantifikace aterogennich zmén je dnes
Casto pouzivana k objektivnimu popisu aterosklerotickych 1éz{
u experimentdlnich zvitat i lidi. Stereologie zahrnuje soubor
metod, které se pouzivaji ke kvantifikaci dvojrozmérnych
a trojrozmérnych struktur pomoci fezd, ¢i projekci. Stereo-
logické metody je mimo jiné mozno vyuzit pro odhady celko-
vého objemu objektu, plochy povrchu objektu, délky linedr-
nich dtvard a poctu ¢éstic.

Jako experimentdlni model byl v této praci zvolen kralik
kmene Novozélandsky bily. K indukci aterogennich zmén
byla pouzita standardni dieta obohacend o 0,4 % cholesterolu,
kterd byla poddvdna zvifatim po rdzné dlouhou dobu (1-
3 mésice). K detekci makrofdgti, hladkosvalovych bunék a ad-
hezivnich molekul VCAM-1, ICAM-1 byly pouzity imuno-
histochemické metody. Pomoci stereologickych metod bylo
poté hodnoceno nékolik parametrt, které charakterizuji atero-
genni proces. Patfi mezi né objem aterosklerotickych 1ézi,
procentudlni zastoupeni makrofdgti a hladkosvalovych bunék
v 1ézi a celkovd plocha exprese VCAM-1 a ICAM-1 ve sténé
cévy (intima a medie).

Biochemické vysetfeni potvrdilo indukci hypercholeste-
rolemie u experimentdlni skupiny zvitat. Stereologicky odhad
objemu aterosklerotické 1éze pomoci Cavalieriho metody pro-
kazal zvySovani objemu v zdvislosti na délce aterogenni die-
ty. Imunohistochemické metody potvrdily detekci makrofagi
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a hladkodsvalovych bunék VCAM-1 a ICAM-1 v intimé cév
pouze u experimentdlni skupiny zvitfat. Stereologickd ana-
lyza prokdzala vétsi procentudlni zastoupeni makrofdgi v 16-
zi vaci hladkosvalovym buiikdm. Dédle bylo prokdzédno, 7Ze
exprese VCAM-1 a ICAM-1 roste v zdvislosti na délce diety
a 7e je lokalizovdna pfedevsim v oblasti aterosklerotického
platu.

Vysledky biochemické, imunohistochemické a stereolo-
gické analyzy dle oc¢ekavani potvrdily indukci aterogennich
zmén u jedincd, kterym byla poddvéna dieta s obsahem 0,4 %
cholesterolu. Prace ale predevsim poukdzala na vyhodnost
pouziti stereologickych metod pro kvantifikaci velikosti atero-
sklerotickych 1éz{ a pro kvantifikaci imunohistochemickych
barveni. V soucasnosti probihd studie, kterd vyuzZiva vyse
uvedenych metod ke sledovdni vlivu vybranych farmak ze
skupiny statinti na aterogenni procesy ve sténé cévy.

STEPENI .5 -C-C VAZBY
TERMINALNICH ALKENU

DAVID NECAS a MARTIN KOTORA

Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédeckd fakulta,
Karlova univerzita, Hlavova 6, 128 43 Praha 2
e-mail: david.necas @seznam.cz

Reakci alkenti s komplexy riznych piechodnych kovi
dochdzi vétsSinou k tvorbé vazeb C—kov, které pak reaguji dédle
za vzniku jedné ¢i vice novych C—C vazeb. Typickym pfi-
kladem jsou napf. cyklizace diend', polymerace” atd. Opaé-
ny proces, tj. degradace alkenti na mensi celky, neni piilis
znam. Tento jev totiZz vyzaduje, aby pfi reakci dochazelo
k aktivaci a $tépeni C—C vazeb. Stépeni C—C vazeb pomoci
komplext pfechodnych kovi je sice zndmd reakce, ale probihd
vétSinou pouze s ldtkami se silnym sterickym pnutim, kde je
hnaci silou sniZeni tohoto pnuti. Stépeni alicyklickych olefint
je spise chemicka rarita’.

1 / 1
R >(_/ M(fosfin), R
—_—
R2” Re

R?" Rs3

Tato prace vychdzi z ptedeslého studia cyklizaci 2-chlor-
-o,m-diend, pfi které jsme zjistili, Ze volbou vhodné substi-
tuovanych alkent a za urcitych podminek nedochdzi k cykli-
zaci na derivéty cyklopentanu (tvorba nové C—C vazby), ale
ke $tépeni y,8-vazby vychoziho dienu. Vyslednd ldtka pfitom
ztratila tifuhlikaty fragment a proto formdlné doslo k deally-
laci. Tento jev byl podroben zkoumadni na dal$ich vhodné
substituovanych termindlnich alkenech za pouziti komplext
riznych prechodnych kovi. V piispévku bude diskutovan vliv
prechodného kovu a substituce ve vychozich latkdch na pri-
béh reakce, pravdépodobny reakéni mechanismus a poten-
cidlni syntetické vyuziti.
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STANOVENI CYTOKININU V ROSTLINACH
METODOU IMUNOAFINITNI CHROMATOGRAFIE
A KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE -
HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

ONDRE]J NOVAK, PETR TARKOWSKI, _
DANUSE TARKOWSKA, KAREL DOLEZAL,
RENE LENOBEL a MIROSLAV STRNAD

Laborator ristovych reguldtorii, Palackého univerzita a g]stav
experimentdlni botaniky, Akademie ved Ceské republiky, Slech-
titelit 11, 783 71 Olomouc

Pro stanoveni vétsiny prirozené se vyskytujicich isopre-
noidnich a aromatickych cytokinint v rostlindch jsme vyvinuli
novou citlivou metodu. Jejim zdkladem je kvalitni chromato-
grafickd separace 20 rostlinnych hormoni — cytokininti (bdze,
ribosidy a 9-glukosidy) na reverzni fazi ve spojeni s hmot-
nostni detekci na jednoduchém kvadrupélu (HPLC/MS), za
podminek ionizace elektrosprejem. Pro stanoveni O-glukosi-
di a nukleotidti cytokinint 1ze tuto metodu rovnéZ s tispéchem
pouzit po predchozim enzymovém oSetfeni rostlinnych ex-
traktd.

Tok mobilni faze byl délen za chromatografickou kolonou
v poméru 1:1 a soucasné mefen na detektoru diodového pole
a hmotnostnim detektoru. Pro stanoveni cytokinint byly hle-
ddny vhodné podminky — optimdlni pratok mobilni fdze,
desolvacni teplota, pritok desolva¢niho plynu, nejvhodné&;jsi
napéti na kapilafe elektrospreje a optimdlni napéti na vstupni
$térbiné hmotnostniho detektoru pro d¢innou ionizaci analytt
v iontovém zdroji. Sledované cytokininy byly monitorovany
na hlavnim molekulovém piku [M+H]+ pfi pouziti nizkého
napéti na vstupni $térbiné (20 V) v rezimu sledovani vybra-
ného iontu, tzv. selektivni iontovy monitoring (SIM). Pii
splnéni téchto podminek jsme dosahli limit detekce v rozmezi
10-50 fmol.

Pro béznou laboratorni praxi byl ovéfen optimdlni linedrni
rozsah kalibrace 25(75) fmol-100 pmol pfi kvantifikaci pfi-
rozené se vyskytujicich isoprenoidnich a aromatickych cyto-
kinind v precisténych extraktech tabdkovych kultur BY-2
a v topolovych listech (Populus x Canadensis Moench, cv
Robusta).

Spolehlivost metody byla validovdna za pomoci smési
deuterovanych cytokininovych standard pfiddavanych pfi ex-
trakci rostlinného materidlu. Rostlinny materidl byl po extrak-
ci do Bieleského roztoku piecistén pouZzitim dvojndsobné
ionexové chromatografie (SCX a DEAE Sephadexu) v kom-
binaci s imunoafinitni chromatografii na gelu s navdzanymi
skupinové selektivnimi monoklondlnimi protildtkami proti
cytokinintim. Pfitomnost isoprenoidnich a aromatickych cy-
tokininl ve studovanych extraktech byla soucasné potvrzena
metodou enzymatické imunoanalyzy (ELISA), které pied-
chdzela rovnéz chromatografickd separace pomoci HPLC.
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VYUZITI NADOROVYCH VAKCIN
U MNOHOCETNEHO MYELOMU

D. OCADLIKOVA

Laborator lécebné a experimentdlni hematologie a bunécné
imunoterapie (LEHABI), Fakultni nemocnice Brno, Jihlav-
skd 20, 635 00 Brno

e-mail: docadlikova@fnbrno.cz

Mnohocetny myelom (MM) je nddorové onemocnént, kte-
ré je charakterizovdno zhoubnou proliferaci plazmatickych
bunék (B-lymfocytl), produkujicich monoklondlni imuno-
globulin (Id-protein-moznost izolace z plazmy MM-pacienta).
MM zaujimd asi 10 % ze vSech hematologickych nddorovych
onemocnéni a medidn dlouhodobého pieziti je asi 3-5 let
v piipadé, jsou-li nemocni lé¢eni pomoci chemoterapie Ci
chemoterapie a autologni transplantace. MM je tedy smrtelné
onemocnéni.

Dendritické buriky (DB) jsou profesiondlni antigen-pre-
zentujici builky zndmé svou schopnosti uc¢inné predklddat
antigeny (Ag) T-lymfocytim a indukovat takto protinddoro-
vou odpovéd specifickych cytotoxickych T-lymfocytd (CTL)
in vivo. Doposud byly pfipraveny vakciny, kde jako nddorové
Ag slouzily lyzat myelomovych bunék, Id-protein, DB a Id-
-proteinem (Ci jinymi Ag — nikoli vSak na naSem pracovisti)
stimulované DB. Tyto vakciny jsou netoxické.

Nejvétsi protinddorovéd odpovéd byla vyvinuta pii podani
antigenem (na naSem pracoviSti Id-proteinem) stimulovanych
DB. Avsak tato odpovéd byla jen mirnd, coz svéd¢i o limi-
tované imunogennosti Id-proteinu. Proto jsou navrhovany jiné
postupy vpraveni nddorového Ag do DB za tcelem indukce
tumor-specifickych CTL, které se ubiraji dvéma smeéry 1)
pouziti univerzdlnéjSiho nadorového Ag neZ je Id-protein
(TAA-tumor asociované Ag) 2) elektroporace celkové tumo-
rové mRNA do DB.

Jako univerzdlni nddorové Ag u MM je moZno vyuZit
napiiklad katalytickou podjednotku telomerasy (h"TERT) ex-
primovanou na povrchu MM-bunék. Telomery jsou nukleo-
proteinové struktury na koncich eukaryotickych chromozo-
md, které stabilizuji a chrdni. Telomerasa je ribonukleovy
enzym syntetizujici telomery reverzni transkripci (h\TERT)
jeji templatové RNA. U zdravych bunék je telomerasova
aktivita reprimovdna a tudiZ jejich replikacni kapacita ome-
zena. U nadorovych bunék je vysokad a je podminkou jejich
nesmrtelnosti, malignity. Telomerasovd aktivita byla detego-
vdna u 90 % vsech lidskych nddort. Je prokdzdno, Ze h\TERT
je schopna indukovat CTL namifené proti MM-builkdm.

Dal$im dobrym kandiddtem na tumorovy antigen je MUCI,
epithelidlni membranovy glykoprotein, ktery je rovnéz expri-
movdn MM-bunikami. SlouZi jako tumorovy marker a byl
detegovdn v séru MM-pacientti. Imunizace nadorovymi pep-
tidy je vSak limitovdna poctem Ag a HLA-typem pacienta.
Proto se do poptedi zdjmu dostdva elektroporace (vpraveni
pomoci kratkého elektrického Soku) celkové tumorové mRNA
do DB. Nevyzaduje definici TAA a HLA-typu a je mozno ji
amplifikovat pomoci RT-PCR. Didle je jeji ucinnost srov-
natelnd s virovou transdukci bez rizik virového ptrenosu.

Doufdme, Ze nékteré z téchto noveé navrhovanych a zkou-
Senych postupt pfinese vysledky v 1é¢bé pacientd s mnohocet-
nym myelomem.
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VYZNAM LIDSKE ASPARTYL (ASPARAGINYL)
B-HYDROXYLASY PRI MALIGNICH
TRANSFORMACICH, JEJICH

DIAGNOSTICE A LECBE

EVA OTAHALOVA? MICHAEL S. LEBOWITZ
a HOSSEIN A. GHANBARI®

“Ustav hematologie a krevni transfuze, U Nemocnice 1, 128 20
Praha 2, bPanacea Pharmaceuticals, 207 Perry Parkway,
Suite 2, Gaithersburg, MD 20877, USA

Lidskd aspartyl (asparaginyl) B-hydroxylasa (HAAH) je
enzym katalyzujici posttranslacni modifikace specifickych do-
mén signdlnich proteind, receptord, proteind spojenych s trans-
formaci a enzymd, které se ucastni apoptosy. Jednd se o trans-
membranovy enzym vyskytujici se na membrané endoplaz-
matického retikula bunék vSech testovanych tkani.

Zvysena produkce i aktivita HAAH byly pozorovény v bui-
kdch riznych druhii pevnych malignich nddord. U téchto
bunék, na rozdil od bunék normalnich, se HAAH vyskytuje
ve velké mife i na cytoplazmatické membrané. Hydroxylasova
aktivita HAAH je u malignich bun&k zvy3ena asi 10x (cit.").
Bylo prokdzano, ze nadprodukce HAAH je dostatecnd k in-
dukci bunécné transformace, zvySuje pohyblivost a schopnost
bunék invaze do dalSich tkdni, kterd je spojena s tvorbou
metastdz, a vede ke vzniku nddord in vivo~.

Imunohistochemicky jsme testovali biopsie 12-ti riiznych
typt solidnich nadord (n > 1000) a také vzorky piislusnych
zdravych tkdni (n > 200). Pomoci dvou specifickych mono-
klondlnich protildtek byl HAAH detegovdn u 99 % vzorkd
malignich ndadord, ne v8ak u vzorki pfislusnych zdravych
tkdni. Imunochemicky (ELISA, Western blotting) byl HAAH
detegovan v zivném mediu a také vzorcich séra pacientd
s malign{ transformaci. OSetfeni linii nadorovych bunék mo-
noklondlnimi protilatkami in vitro vedlo k omezeni projevi
malignity bunék — intenzivniho bunécného rdstu a déleni,
schopnosti pohybu a praniku bunék do dalsich tkéni.

Zjisténé vlastnosti HAAH a piislusnych specifickych pro-
tilatek naznacuji moznost vyuziti pfi diagnostice malignich
transformaci neinvazivni cestou vySetfenim télnich tekutin.
Kromé velmi citlivé diagnostiky mohou byt specifické proti-
latky pouzity téZ k 1é¢bé malignich transformaci a to vyuzitim
jejich schopnosti potlacit maligni vlastnosti a projevy trans-
formovanych bunék, nebo jejich pouzitim pro cileny transport
cytostatik.
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ENZYMY KVASINKY Candida tropicalis
PARTICIPUJICI NA BIODEGRADACI FENOLU

JAN PACA a MARIE STIBOROVA

Katedra biochemie, Prirodovédeckd fakulta, Karlova univer-
zita, Albertov 2030, 128 40 Praha 2

Rada slozek zivotniho prostiedi je kontaminovana feno-
lickymi latkami. Kvasinky Candida tropicalis jsou schopné
vyuzivat fenolu jako zdroje uhliku a energie. Hydroxylace
fenolu na katechol je prvnim, limitujicim krokem aerobnf{
degradace fenolu. Nasledné premény tohoto produktu kata-
lyzuji enzymy $tépici aromatické dihydroxyderividty. Kate-
chol-1,2-dioxygenasa zprostfedkuje vznik kyseliny cis,cis-
-mukonové, kterd se metabolizuje na acetyl CoA a sukcindt.
Katechol-2,3-dioxygenasa participuje na tvorbé semialdehy-
du kyseliny 2-hydroxymukonové, z které se dale tvofi pyruvit.
Vysledné produkty vstupuji do intermedidrniho metabolismu
buriky. V préci je feSena lokalizace, charakterizace a izolace
enzymovych systémut kvasinky C. tropicalis degradujicich
fenol. To je dulezité z hlediska genového inzenyrstvi (navrze-
ni rekombinantnich kment vyuzitelnych v biotechnologiich
a bioremediacich). Z kvasinek C. tropicalis, rostoucich ve
tiech rliznych mediich v pfitomnosti glukdzy, fenolu nebo
obou téchto zdrojt uhliku, byly izolovédny subceluldrni kom-
partmenty, mikrosomy a cytosol. V obou frakcich byla sle-
dovdna aktivita enzymt schopnych oxidovat fenol. Zatimco
zadnd aktivita nebyla detegovdna v mikrosomech a cytosolu
bunék rostoucich na glukéze, bunécné kompartmenty C. tropi-
calis, rostouci v mediu obsahujicim fenol, vykazovaly fenol-
hydroxylasovou aktivitu. V mikrosomech byla zaznamend-
na indukce hlavnich sloZzek monooxygenasového systému se
smiSenou funkci, cytochromu P450 (CYP) a NADPH:CYP
reduktasy, schopnych hydroxylovat fenol. Stejné tak i v cyto-
solu doslo pisobenim fenolu k indukci flavoproteinové mono-
oxygenasy, NADPH-dependentni fenolhydroxylasy. S vyuZi-
tim origindlné vyvinuté metody HPLC a pomoci hmotnostnich
analyz bylo zjisténo, Ze fenol je monooxygenasami C. tropi-
calis oxidovan na katechol. V prdci porovndvame ucinnost
hydroxyla¢nich enzymi obou buné¢nych kompartment.

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

MICROARRAYS - MODIFIKACE SKLENENEHO
POVRCHU PRO VAZBU BIOMOLEKUL

ONDREJ PACES? a WILHELM ANSORGE"

“Ustav organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské
republiky, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6, bEuropean Mo-
lecular Biology Laboratory, Mayerhofstr. 1, D-69117 Heidel-
berg, Germany

e-mail: paces@uochb.cas.cz

Primdrni vyhodou microarrays' technologie je moznost
studia interakci velkého souboru ldtek v jediném experimentu.
Metoda byla vystavéna na zdkladé vyzkumu interakci DNA.
Princip spocivd ve vysokohustotnim umisténi a navdzani vzor-
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ki DNA (primery, geny ¢i zndmé sekvence) na podloZni
materidl. Tim vznikd tzv. microarray (t€Z chip, slide). Vzniklé
pole DNA se nésledné hybridizuje se substratem, kterym mtze
byt napf. smés znacenych tsekd DNA z biologického mate-
ridlu. Scanovanim povrchu pole se pak ziskd prehled o interak-
cich vazané DNA na povrchu chipu se znacenou DNA.

V posledni dobé se metoda roz$ifuje i na gruzkum in-
terakci dalsich typu molekul (zejména proteinti)™" a dokonce
i celych bun&k’. To piindsi celou fadu problémi. Na rozdil od
jasnych a velmi specifickych interakci DNA je plisobeni mezi
jinymi typy biomolekul méné¢ uniformni.

V soucasné dobé se pouzivaji dva druhy vdzani molekul
k podloznimu substrétu®. Jednd se bud o vytvofeni kovalentni
vazby nebo o tvorbu vétstho poctu slabsich elektrostatickych
interakci.

Pri studiu interakcei proteint a podobnych typt molekul se
miiZe objevit problém sterického brdnéni interagujictho mista
v piipadé, ze dochazi k vazbé na substrat praveé v této oblasti.
Proto byla provddéna studie vlastnosti riiznych druhti povrchi
vhodnych k vazbé s cilem vyhnout se vyse zminénému efektu.

Predmétem mého vyzkumu byl zptisob vazby biomolekul
na sklenény substrat. Ukdzalo se totiz, Ze to je jedna z klico-
vych véci v chipové technologii.

Byla vyvinuta metoda modifikace sklenénych povrchi
alkylaminotetézci pro DNA chipy. Pro povrchy proteinovych
chipi byly objeveny nové metody modifikace skla, které
zabranuji diskutovanym problémutim.
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2’-5" OLIGOADENYLATY S C-FOSFONATOVOU
INTERNUKLEOTIDOVOU VAZBOU

ONDRE]J PAV, MILOS BUDESINSKY,
MILENA MASOJIDKOVA a IVAN ROSENBERG

Ustav organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské

republiky, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6
e-mail: pav@uochb.cas.cz

V poslednich letech bylo vynaloZeno znacné usili pfi
hledani modifikovanych oligonukleotidti, potencidlnich anti-
senznich terapeutik, které by vykazovaly zlepSené hybridi-
zaéni vlastnosti, zvySenou stabilitu vii¢i nukleasam a vysokou
rozpozndvaci specifitu vici cilové RNA. Nahrazeni fosfodi-
esterové vazby alternativni anionickou, neutrdlni nebo katio-
nickou internukleotidovou vazbou je jednou z moznosti, jak
ovlivnit pravé tyto poZadované vlastnosti.
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V ramci naseho studia fosfondtovych analogti nukleotidu
a oligonukleotid' byly pipraveny vhodné& chranéné mono-
mery (schéma 1) pro syntézu oligonukleotidi fosfotrieste-
rovou metodou ziskané z piislu$nych ribo, xylo a arabino
nukleosidti. Metodika chrdnéni adeninovych nukleosidi byla
vypracovdna tak, aby bylo mozné syntetizovat plné chranéné
fosfondty jak v 2’ tak v 5’ fadé.

Z téchto monomerd byly pfipraveny oligoadenyldtové n-
-mery, u nichZ byla testovdna stabilita vici riznym typim
nukleas a také jejich hybridizacni vlastnosti. Zavedeni C-fos-
fondtové vazby, kterd je neisosterni a isopoldrni vzhledem
k fosfodiesterové, vede ke vzniku dvou regioisomernich inter-
nukleotidovych vazeb (2’-O-CH,-P-O-5"" a2’-O-P-CH,-O-5""),
které se liS1 enzymatickou stabilitou i hybridizacnimi vlast-
nostmi.

Prdce je podporena grantem reg. ¢&. A4055101 AV CR v rdmci
vyzkumného projektu Z4055905.
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NEW MYCOBACTERIAL HALOALKANE
DEHALOGENASE DhmA:

CLONING, EXPRESSION AND IDENTIFICATION
OF A CATALYTIC TRIAD

M. PAVLOVA?®, A. JESENSKA®, Y. NAGATA”,
and J. DAMBORSKY*

“National Centre for Biomolecular Research, F acull;y of Sci-
ence, Masaryk University, Kotldriskd 2, 611 37 Brno, "Depart-
ment of Environmental Life Sciences, Graduate School of Life
Sciences, Tohoku University, 2-1-1 Katahira, Sendai, 980-
-8577, Japan

Haloalkane dehalogenases are enzymes that belong to
the o/B-hydrolase superfamily. They are bacterial enzymes
cleaving the carbon-halogen bond of the halogenated aliphatic
compounds by a hydrolytic mechanism. These enzymes have
a potential application in detoxification of subsurface pollu-
tants and recovery of industrial side products. Four different
haloalkane dehalogenases have been described in the literature
until today: DhlA enzyme from Xanthobacter autotrophi-
cus GJ10 ref.!, DhaA enzyme from Rhodococcus sp.z"5 and
Pseudomonas pavonaceae 170 ref.%, LinB enzyme from Sphin-
gomonas paucimobilis UT26 ref.” and DhmA enzyme from
Mycobacterium avium N85 ref.> DhmA has a broad substrate
specificity and good activity with the priority pollutant 1,2-di-
chloroethane® and it is the first dehalogenase obtained from
bacterium that colonizes animal tissues. Therefore, we focused
on DhmaA in this project.

The tertiary structure of DhmA has not been determined
yet, but it was predicted on its similarity to haloalkane deha-
logenases by homology modeling. DhmA is expected to con-
tain a main and a cap domain and it structurally belongs to the
superfamily of o/B-hydrolases. This superfamily has a highly
conserved arrangement of their catalytic residues: nucleo-
phile-histidine-acid. The proposed residues of DhmA corre-
sponding to the catalytic triad are Asp123, His279 and Asp250.
Another catalytically important residue is W124 that play
arole of halide-stabilizing amino acid. In order to confirm the
catalytic residues of DhmA, we constructed four mutants
by site-directed mutagenesis (D123A, W124L, D250A and
H279A).

DhmA overexpressed in Escherichia coli G1724 showed
low expression and low stability®. Therefore, we used pET-32(a)
vector for improved expression of DhmA in current study. The
pET-32(a) vector is designed for cloning and high-level ex-
pression of polypeptide sequences fused with thioredoxin
protein. To support correct folding and stability of DhmA we
used pG-Tf3 plasmid harboring trigger factor and GroEL-
-GroES chaperones. The trigger factor and GroEL-GroES
chaperones play cooperative roles in assistance to folding for
some proteins. Their overexpression can effectively prevent
aggregation of recombinant proteins coexpressed in E. coli.
Haloalkane dehalogenase DhmA was highly expressed and
showed good activity in this expression system. All mutant
proteins were inactive in crude extracts confirming essential
role of the catalytic residues. Based on this result, detailed
reaction mechanism of DhmA was proposed.
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STRUKTURNI STUDIUM TRISUBSTITUOVANYCH
CALIX[4]ARENU

HANA PETRICKOVA® a JAN BUDKA"

“Ustav chemie pevnych ldtek a *Ustav organické chemie,
Vysokd Skola chemicko-technologickd v Praze, Technickd 5,
166 28 Praha 6

e-mail: hana.petrickova@vscht.cz, jan.budka@vscht.cz

K odstranéni hydroxylovych skupin ze spodniho okraje
calix[4]arenu se vyuzivd redukce' piislusného tetrafosforyl-
derivdtu kovovym draslikem v kapalném amoniaku. Pii syn-
téze této slouceniny reakci calix[4]aren-25,26,27,28-tetraolu
s diethyl-chlorfosfitem v piitomnosti K,CO; v acetonu byl
ziskdn trisubstituovany derivat 26,27,28-tris(diethoxy-fosfo-
ryloxy)calix[4]aren-25-ol. Produkt byl odpaten do sucha (Zlu-
ty olej) a ponechdn bez rozpoustédla krystalovat. Pomoci
rentgenové strukturni analyzy na monokrystalu byla urcena
molekulovd a krystalova struktura tohoto ,,trifosfatu® calix-
[4]arenu (obr. 1).

Obr. 1.
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Ziskana struktura je v mnoha pohledech unikdtni. Resers{
v Cambridgeské strukturni databdzi bylo zjiSténo, Ze vSechny
rentgenové struktury trisubstituovanych calixarent® ™ ve stla-
¢ené konické konformaci maji dvé protéjsi jadra koplandrni,
zatimco u naseho derivdtu jsou jadra stlacena hornimi okraji
k sobé. Také poloha vodiku hydroxylové skupiny se svou
orientaci zcela vymykd pravidlim. U monosubstituovanych,
disubstituovanych a trisubstituovanych calix[4]arenti jsou hy-
droxylové skupiny vétSinou vazany vodikovymi vazbami k ved-
lejsim etherickym kyslikiim. V piipadé studovaného trisubsti-
tuovaného calix[4]arenu jsou etherické kysliky vedlejsich jader
hydroxylu vice vzdilené a OH skupina je zcela unikdtnim
zptusobem orientovdna dovniti kavity. Z naméfenych vzda-
lenosti 1ze predpoklddat, Ze vodik hydroxylové skupiny je
v kavité poutdn neobvyklou O-H-m interakei a zdroveri slabou

vodikovou vazbu na protéjsi ethericky kyslik.
LITERATURA

1. McMurry J. E., Phelan J. C.: Tetrahedron Lett. 32, 5655

(1991).

2. Konig B., Fricke T., Dix L, Jones P. G., Thondorf I.:
Liebigs Ann. Chem. /997, 2315.

3. Gloede J., Keitel 1., Costisella B., Kunath A., Schneider
M.: Phosphorus, Sulfur Silicon Relat. Elem. 717, 67
1996.

4. Markovsky L. N., Visotsky M. A., Pirozhenko V. V.,

Kalchenko V. I., Lipkowski J., Simonov Y. A.: Chem.
Commun. 71996, 69.

MECHANISM OF ALA-PDT CYTOTOXIC EFFECTS
ON K562 CELLS DERIVED FROM CHRONIC
MYELOGENOUS LEUKEMIA

M. PLUSKALOVA?, P. HALADA",
K. SMETANA?, and Z. HRKAL?

“Department of Cellular Biochemistry, Institute of Hematolo-
gy and Blood Transfusion, Prague, "Laboratory of Mass Spec-
trometry, Institute of Microbiology, Academy of Sciences of
the Czech Republic, Prague

Chronic myelogenous leukemia (CML) is known to be
resistant to various chemoterapeutic treatments. An explana-
tion of such a strongly and widely spread resistance on the
molecular level is of a high importance.

The induction of an apoptotic process leading to a cell
death is used for medical application in a treatment of leuke-
mia in general. We used a cell line K562 as a model of blast
phase of CML. A photodynamic treatment, ALA-PDT, was
used as an inducer of apoptosis in different cell lines — HL60,
HeLa etc. and is employed to treat a variety of cancers.
ALA-PDT is based on the application of 5-aminolevulinic acid
i.e. incubation of cells with 5-ALA followed by their irradia-
tion with visible light. ALA-PDT represents a possible method
for investigation of molecular processes within a treatment of
CML.

The cell proliferation of K562 was found to be affected by
photodynamic treatment — ALA-PDT. The effect of light dose
on proliferation of K562 preincubated with ImM ALA for 4
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hours was significant. It was determined by *H-thymidine
incorporation into the cell DNA within 18-hours. Light dose
12 J.em™ reduced the number of proliferating cells by 50 %.
Nevertheless, no apoptotic cells occured. No apoptotic peak
was obtained with propidium iodide assay using flow cyto-
metry. The cytological findings showed the occurance of
necrosis rather than a presence of apoptotic cells within few
hours after ALA-PDT.

But, interestingly, some pre-apoptotic events were repor-
ted. Stress-induced release of cytochrome c regulates caspase
activity via Apaf-1 and activates an execution phase of apop-
tosis. The protein Bcl-XL prevents a release of cytochrome ¢
from mitochondria after stress stimuli. The expression of
anti-apoptotic protein Bcl-XL was down-regulated after ALA-
-PDT. Cytochrome ¢ was found in cytoplasm in accordance
with the down-regulation of Bcl-XL after ALA-PDT treat-
ment. But on the contrary no caspase activity after ALA-PDT
was detected.

Some other proteins which are connected to an apoptotic
process weren’t affected after ALA-PDT treatment at all. An
expression of heat shock protein 60 remained at the same pro-
tein level. Phosphorylation of retinoblastoma protein, which
is the key regulatory protein of cell cycle and apoptosis, wasn’t
changed in response to ALA-PDT.

It’s possible to conclude, that ALA-PDT affects cell pro-
liferation and enables an induction of some pre-apoptotic
events which are subsequently somehow inhibited. Our pre-
liminary results have shown, that some changes in protein
phosphorylation or dephosphorylation on tyrosine occur after
ALA-PDT. The identification of these proteins may contribute
to explain reasons for inhibition of apoptotic processes, which
were probably once induced.

This work was supported by grant GA CR 303/01/1445.

ENHANCEMENT OF DNA VACCINE POTENCY
VIA MHC- AND/OR RECEPTOR-MEDIATED
TARGETING SIGNALS

D. POKORNA®, M. SMAHEL?, N. CEROVSKA”,
T. MORAVEC", H. SYNKOVA",
and J. VELEMINSKY"

“Institute of Hematology and Blood Transfusion, Department
of Experimental Virology, U Nemocnice 1, 128 00 Prague 2,
bInstitute of Experimental Botany of Sciences of the Czech
Republic, Rozvojovd 135, 165 02 Prague 6

e-mail: danap @uhkt.cz

Vaccine strategies for treatment of human papillomavirus-
-induced cervical cancer are based mainly on the model anti-
gen, human papillomavirus type 16 (HPV16) E7. The immu-
nogenicity of E7 gene has been enhanced by construction of
fusion genes, e.g. Sig/E7/LAMP-1 chimera'. The sorting sig-
nal of the lysosome-associated membrane protein (LAMP-1)
targets E7 into the endosomal and lysosomal compartments
resulting in the enhanced presentation of the E7 antigen by
MHC class Il molecules. To increase safety of this fusion gene
we introduced three point mutations into the pRb-binding site
of E7. The immunogenicity of DNA vaccine with the resultant
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Sig/E7TGGG/LAMP-1 gene was found to be similar to Sig/E7/
LAMP-1. We also fused the E7 and E7GGG antigens with
mouse heat shock protein (HSP). The E7/HSP and E7TGGG/
HSP fusion genes generated higher E7-specific immune res-
ponses than E7, E7TGGG, and HSP 70 genes in immunized
mice. Another fusion gene L2/CP/E7, that contains common
neutralization epitope of minor capsid protein L2 of HPV 16
fused with the coat protein (CP) of potato virus A (PVA) and
with the HPV 16 E7 epitope, showed enhanced immunogenici-
ty in comparison with E7 and CP/E7. We hypothesized that
this was caused by the L2 epitope, that bound to the unknown
cell surface receptor”. CP fusion proteins, just like CP alone,
spontaneously assembled into virus-like particles (VLPs). The
immunogenic efficacy of DNA vaccines was evaluated using
two HPV 16 transformed cell lines with different level of MHC
class I surface expression: TC-1 cell line prepared by* that has
been MHC class I positive and its derivative, TC-1/A9 clone,
with reduced surface production of MHC class I molecules,
that has been developed in our laboratory. The loss of MHC
class I expression has been accompanied by increased resis-
tance of TC-1/A9 cells to DNA vaccination against the E7
antigen®. Mice were immunized i.d. by gene gun with 1 pg of
each plasmid. In both the preventive immunization experiment
(immunization/challenge) and the therapeutic immunization
experiment (tumor cell inoculation/immunization) the inci-
dence and growth of TC-1-induced tumors was highly reduced
in mice treated with L2/CP/E7, and to the lesser extent in
mice treated with E7/HSP, E7TGGG/HSP and Sig/E7TGGG/
LAMP-1. In the preventive vaccination experiment, any pro-
tection against TC-1/A9-induced tumors was not achieved by
immunization with E7/HSP, E7TGGG/HSP nor Sig/E7TGGG/
LAMP-1. The data suggest that the fusions of HSP or L2
neutralization epitope with antigen are two promising strate-
gies for the enhancement of vaccine potency.
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NOVE MOLEKULARNE-BIOLOGICKE PRISTUPY
V PROTINADOROVE TERAPII

SARKA POSPISILOVA

Centrum molekuldrni biologie a genové terapie, Interni he-
mato-onkologickd klinika, Fakultni nemocnice Brno, Zluty
kopec 7, 656 53 Brno

Vznik nddort je zpravidla charakterizovan mnohocetnymi
genetickymi zménami, které ovliviiuji pfedev§im mechanis-
my kontrolujici buné¢nou proliferaci, diferenciaci a progra-
movanou smrt bunék — apoptézu. Mezi nejcastéjsi priciny
maligni transformace buriky patfi inaktivace antionkogen,
které tak ztrdceji schopnost dcastnit se regulace bunééného
cyklu, a chromozomdlni translokace majici za nasledek tvorbu
chimérickych fiznich proteint odpovédnych za tvorbu onko-
genniho fenotypu buriky.
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K primérnim cilim onkologického vyzkumu patii charak-
terizace molekuldrnich rozdili mezi normdlni a nadorovou
buiikou, a to jak na drovni exprese mRNA, tak na drovni
proteint. K tomuto dcelu byly vyvinuty technologie micro-
arrays, které umoznuji sledovat expresi az nékolika desitek
genl v jednom experimentu a stanovit tak nddorové-speci-
fické expresni profily. Jejich stanoveni ma vyznam jak pro
diagnostiku a prognézu onemocnéni, tak pro protinddorovou
1é¢bu, nebof umozni optimdlni zacileni genové terapie.

Dalsi perspektivni molekuldrné-biologickou technologif,
kterd se postupné stava i¢innym ndstrojem terapie cilené proti
nddortim zptisobenych chromozomdlnimi translokacemi, je
siRNA (small interfering RNA) navozujici jev tzv. RNAi
(RNA interference). Jde o mechanismus post-transla¢niho
utlumovdni genii (gene silencing) prostfednictvim specifické
dvoutetézcové RNA o délce 21-23 bp. Pomoci této technolo-
gie se ndm jiz podafilo dosdhnout prvnich dspésnych vysledku
na modelu Ewingova sarcomu, jednoho z nejcastéjsich kost-
nich nadort déti.

OSMOTOLERANTNI KVASINKA
Zygosaccharomyces rouxii —

IZOLACE AUXOTROFNICH MUTANTU
A OPTIMALIZACE TRANSFORMA CNIHO
PROTOKOLU

LENKA PRIBYLOVA a HANA SYCHROVA

Oddcleni membrdnového transportu, Fyziologicky istav, Aka-
demie véd Ceské republiky, Videriskd 1083, 142 20 Praha 4
e-mail: pribyll@biomed.cas.cz

Kvasinka Zygosaccharomyces rouxii, druh blizce pfibuz-
ny modelové kvasince Saccharomyces cerevisiae, se Casto
vyskytuje jako kontaminace potravinovych produkti s vyso-
kym obsahem cukri nebo soli jako jsou rizné §tavy, omacky,
dzemy nebo saldtové zalivky; také se ale pouzivd pfi vyro-
bé tradi¢nich slanych japonskych pokrmid — séjové omacky
a koncentrované slané korenici smési zvané miso. Rust v pro-
stfedi s relativné nizkou aktivitou vody ji umoziiuje jeji vysoka
osmotolerance. Tato typickd vlastnost je patrné zplsobena
pritomnosti specifickych gend, jezZ umoziiuji kvasince Z. rou-
xii rasti v tak koncentrovaném prostiedi, ve kterém jiz vétsina
ostatnich druhti kvasinek ptezivat nedokdze. Identifikace téch-
to specifickych gent a jejich exprese v S. cerevisiae by tedy
mohly vyznamné prispét ke zlepseni vlastnosti primyslovych
kment S. cerevisiae.

V Z. rouxii bylo dosud identifikovano pouze nékolik geni,
vétSina z nich prostfednictvim jejich exprese v mutantnich
kmenech S. cerevisiae s poruchou v regulaci homeostdze
kationtl (geny pro Na*-ATPasu nebo Na*/H" antiporter) nebo
v odpovédi na osmoticky stres (napf. HOG1, GPD1). Jednou
z pticin nedostatecného pozndni této kvasinky na molekulové
drovni je to, Ze bunky Z. rouxii dosud tspésné odoldvaly
pokustim o rychlou a d¢innou transformaci prostiednictvim
DNA, existoval pouze jediny typ auxotrofnich mutantt (Leu-)
a pro ten bylo vytvofeno zatim jen nékolik malo vhodnych
vektord.

V nasi préaci se ndm podafilo izolovat prvni mutanty Z. rou-
xii Ura-, vytvorily jsme protokol pro ucinnou transformaci
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bunék Z. rouxii Leu- nebo Ura- prostiednictvim elektroporace
a pro vyuziti v Z. rouxii jsme zkonstruovaly a testovaly rizné
typy vektord (centromerové, episomalni, s markery ScLEU2,
ZrLEU2, SCURA3).

V soucasnosti se pokousime o konstrukci disrupcnich
kazet pro pifpravu mutantl s vicendsobnymi auxotrofnimi
mutacemi ¢i s mutacemi zptisobujicimi osmosensitivitu. Ty-
to mutanty pak budeme transformovat genomovou bankou
Z. rouxii (kterou pfipravime v nejvhodnéjsim vektoru) a po-
kusime se tak izolovat geny zodpovédné za vysokou osmoto-
leranci této kvasinky.

Tato prdce byla podporena granty GA CR 204/01/0272
aAVOZ 5011922.

ENZYMATIC SYNTHESIS OF BIOACTIVE
CARBOHYDRATES CONTAINING
N-ACETYLHEXOSAMINES

JANA RAUVOLFOVA, M. KUZMA, )
V. PRIKRYLOVA, LENKA WEIGNEROVA,
and VLADIMIR KREN

Institute of Microbiology, Laboratory of Biotransformation,
Videriskd 1083, 142 20 Prague 4
e-mail: rauvolf@biomed.cas.cz

The importance of oligosaccharides containing N-acetyl-
hexosamines (HexNAc = GIcNAc; GalNAc; ManNAc) is
increasing due to their biological activities. For example,
oligosaccharides comprising ManNAc are important immu-
nodeterminants of some pathogenic bacteria, B-GlcNAc moie-
ty linked to galactose occurs as an essential core unit of
glycoconjugates isolated from human milk, derivatives of
chitooligomers with GlcNAc moieties have high affinity for
NKR-P1 protein, the major activating receptor at the surface
of rat natural killer cells'.

Unique non reducing di- and trisaccharides -D-GlcNAc-
-(1<51)-B-D-Gal (/) and B-D-Gal-(1—4)-B-D-Glc-o/B-(1¢>1)-

Konference Sigma-Aldrich, sbornik

-B-D-GleNAc (II/1IT) were synthesized by N-acetylglucosami-
nyl transfer of B-GIcNAc moiety from pNP-B-GlcNAc onto
D-galactose or lactose using 3-N-acetylhexosaminidase from
Aspergillus flavofurcatis, respectively.

This projectwas supported by grants from Czech National Grant-
ing Agency No. 03/01/1018, and No. 204/02/P096/A, MSMT
grant ME 371 and Research Concept No. AVOZ5020903.

THERMOSTABILITY OF MULTIDOMAIN
PROTEINS: PROPERTIES OF CHIMAERIC
ELONGATION FACTORS EF-Tu COMPOSED
OF DOMAINS OF MESOPHILIC-Escherichia coli
EF-Tu AND THERMOPHILIC-Bacillus
stearothermophilus EF-Tu

H. SANDEROVA®*, M. HULKOVA?,
PETR MALON’, and JIRI JONAK®

“Department of Protein Biosynthesis, Institute of Molecular
Genetics and hDepartment of Peptide Chemistry, Institute of
Organic Chemistry and Biochemistry, Academy of Sciences of
the Czech Republic, Flemingovo n. 2, 166 10 Prague 6

Elongation factors EF-Tu/EF-1o are abundant cellular
proteins. They are highly homologous in the broad range
of prokaryotic and eukaryotic organisms. These monomeric
three-domain GTPases are involved in translation as universal
carriers of aminoacyl-tRNAs to the A-site of the ribosome.
Their GTPase centre and guanine nucleotide binding site are
situated in the N-terminal domain (G-domain). All three do-
mains participate in binding of aminoacyl-tRNA.

The EF-Tu proteins from E. coli and B. stearothermophi-
lus were examined by the chimaerization approach to evaluate
the contribution of the domains to the thermostability of these
proteins. Molecules of EF-Tus were genetically dissected into
three corresponding domains and the domains combined to
form chimaeric EF-Tu proteins. The resulting six recombinant

HO OH
1) OH OH
HO HO O OH
OH HO
OH HO o 0
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mesophile/thermophile chimaeric EF-Tus, together with the
recombinant E. coli and B. stearothermophilus EF-Tus and
isolated G-domains, were characterized with regard to GDP
and GTP binding activity, intrinsic GTPase activity and ther-
mostability. The thermostability was measured both as the
maintenance, at increasing temperatures, of a defined func-
tional state by the ability to bind GDP and GTP, and to
hydrolyze GTP and, independently, using CD spectroscopy,
as the maintenance of the o-helix content.

The kinetic parameters of the EF-Tus, chimaeric EF-Tus
and G-domains from B. stearothermophilus and E. coli were
determined. B. stearothermophilus EF-Tu displayed affinity
for GDP and GTP quite comparable with those of E. coli
EF-Tu (hundredfold higher affinity for GDP than for GTP),
and these properties, unlike in the E. coli G-domain, were
intrinsic to the B. stearothermophilus G-domain itself.

The thermostability of the EF-Tus was found to be prima-
rily determined by the stability of the G-domain. The thermo-
philic G-domain set up an about 20 °C higher basic level of
thermostability than the mesophilic G-domain. The final ther-
mostability of the EF-Tus was the sum of the thermostability
contributions of G-domains and domains 2 and 3, which added
additional 12-23 °C, depending on the domain origin and GTP
or GDP conformation.

The GDP form of E. coli EF-Tu was more thermostable
than the GTP form and E. coli domain 2 was mainly respon-
sible for this difference. In contrast to E. coli EF-Tu, the
thermostability of GDP and GTP conformations of B. stea-
rothermophilus EF-Tu, E. coli G-domain and B. stearother-
mophilus G-domain was almost identical.

One of the reasons for the assembly of EF-Tu molecules
into three-domain structures appears to be a substantial in-
crease of the thermal stability and modulation, by domains
2+3, of the efficiency (up or down) of the functions executed
by their G-domains. The thermostability of the EF-Tu was not
related to the affinity to GDP and GTP.

This work was supported by grants 204/98/0863 and 303/
02/0689 from the Grant Agency of the Czech Republic (to
J. J).

OVLIVNUJI BIS-INTERKALATOROVE PEPTIDY
AGREGACI PRIONOVEHO PEPTIDU 106-26
V PRITOMNOSTI dsDNA?

JAROSLAV SEBESTIK?, JAN HLAVACEK"
a IVAN STIBOR?

“Vysokd Skola chemicko technologickd v Praze, Technickd 5,
166 28 Praha 6, bUstav organické chemie a biochemie, Aka-
demie véd Ceské republiky, Fleminogovo n. 2, 166 10 Praha 6

Charakteristickou vlastnosti prionovych onemocnéni je
akumulace buné¢ného prionového proteinu (PrPC) a to v jeho
toxické konformaci (PrPSc) v mozku. PrPSc je na rozdil od
ptirozeného PrPC cdstecné odolny vici Stépeni proteasami,
protoze vysoky obsah B-sheetu vede k vzniku nerozpustnych
agregdtli a amyloidnich vldken. Peptid, jehoZ sekvence od-
povidad 106—126 zbytku lidského prionového proteinu (HuPrP106-

-26), velmi dobfe napodobuje vlastni protein a dokonce je
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toxicky pro neurony in vitro"2. Proto je tento peptid pouzivan
jako model infek¢éniho PrPSc. Bylo zjisténo, Ze nukleové
kyseliny jsou nezbytné pro experimentalni prenos BSE na mys
a zaroven urychluji agregaci prionového peptidu v roztoku?®.
dsDNA, které interaguji s 9-aminoakridinem (interkaldtor),
indukuji polymerizaci PrPC &dstednym rozvinutim proteinu*>.
Interkalace akridinu do DNA zptisobi zménu jeji konfor-
mace a tedy schopnost rozpoznat PrP. Pfiblizné plati, Ze ¢im
vice vhodné umisténych interkaldtorovych jednotek mole-
kula obsahuje, tim vyssi je jeji interakcni konstanta s DNA
a schopnost zabranit kompeticni vazbé jinych latek napf.
HuPrP106-26. Knihovna bis-interkaldtorovych peptidovych
derivdtd s 9-aminoakridinem pro pozi¢ni sken (PSL) byla
pfipravena na modifikované Merrifieldoveé pryskyficiG. Dile
byla pfipravena jedna smésnd knihovna obsahujici 9826 latek
z 51 PSL podknihoven ndsledujicich vzorct Acr-Gly-X-Y-Z-
-NHCH,CH,NH-Acr a Acr-Gly-X-Y-Z-NHCH,CH,NH-Z-Y-
-X-Gly-Acr. Latky s nejvétsim vlivem na interakci HuPrP106-
-26 adsDNA jsou vyhleddvany pomocireverzni dialyzy smés-
né knihovny a fluorescencnim skenem PSL, dsDNA, HuPrP106-
-26 a barviva na amyloid.

Tato prdce byla podpoiena GA CR grant ¢ 203/02/1379.
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ENZYMOYE GLYKOSYLACE STERICKY
BRANENYCH ALKOHOLU

PAVILA SIMERSKA, A. PISVEJCOVA,
LENKA WEIGNEROVA, M. KUZMA
a VLADIMIR KREN

Laborator biotransformact, Mikrobiologicky uistav, Akademie
véd Ceské republiky, Videriskd 1083, 142 20 Praha 4
e-mail: simerska@biomed.cas.cz

Podstatou této prace je studium novych transglykosy-
la¢nich enzymovych reakci v chemii sacharidl se zaméfenim
na pripravu novych glykosidt. Glykosidasy pfi transglykosy-
laci preferuji primdrni alkoholové skupiny, které jsou reak-
tivnéjsi a piistupnéjsi.

Testovali jsme rozsdhlou sérii alkoholt (primdrnich, se-
kunddrnich i tercidlnich) jako akceptort pfi transglykosy-
lacnich reakcich. Orientovali jsme se hlavné na glykosylaci
stericky branénych alkohold, které az na vyjimky doposud
nebyly glykosylovdny pomoci glykosidas. Naptiklad ferc.bu-
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tylalkohol je povazovén za inertn{ poldrni rozpoustédlo, které
enzymove nelze glykosylovat.

Terc.butyl-a-D-galaktopyranosid (/), propargyl-o-D-ga-
laktopyranosid (/I) a 2-nitroethyl-o.-D-galaktopyranosid (/1)
byly pfipraveny transglykosyla¢nimi reakcemi katalyzova-
nymi o-D-galaktosidasou z Talaromyces flavus CCF 2686.
Bylo zjisténo, Ze jejich pfiprava je moznd i za pouziti nékte-
rych o-D-galaktosidas a také pomoci reverzni hydrolyzy s vol-
nou galaktosou jako donorem glykosylu.

Tento projekt je financovdn grantem 203/01/1018, 204/
02/P096 z GA CR a Vyzkumnym zdmérem MBU AV CR
AV0Z5020903.

VLIV PERIFERNE VYVOLANE ZANETLIVE
REAKCE NA EXPRESI MRNA KODUJIiCI
CYKLOOXYGENASU V MISE POTKANU
WISTAR ALBINO

L SLIVA, M. PROCHAZKOVA, T. DOLEZAL,
V. MORAVEC a E. ZDARSKY

Farmakologicky ustav, 3. lékarskd fakulta, Karlova univer-
zita, Ruskd 87, 100 00 Praha 10
e-mail: Jiri.Sliva@If3.cuni.cz

Prostaglandiny byly popsany jako kli¢ové medidtory bo-
lesti pfi zanétlivém podnétu. Pro jejich syntézu z kyseliny
arachidonové je esencidlni pfitomnost enzymu cyklooxyge-
nasy, kterd se dnes rozliSuje na dvé hlavni isoformy, a sice
COX-1 a COX-2. Ackoliv se v miSe nachdzeji obé tyto iso-
formy, doposud neni zcela objasnéna piesnd a detailni tloha
obou téchto enzymd, ackoliv jsou pfedmétem mnoha studii.
Prostaglandiny vyvoldvaji tzv. centrdlni sensitizaci v zadnich
rozich miSnich. Bylo popsdno, ze COX-2 se indukuje asi
6 hodin po zdnétlivé stimulaci. Role COX-1 je zatim nejasna.
V nasi experimentdlni studii se snazime objasnit jejich dlohu,
resp. sledujeme expresivitu mRNA kddujici tyto isoformy
v oblasti lumbdlni michy u potkanti kmene Wistar albino. Jako
zdroj nociceptivniho stimulu slouzi aplikace 5% formalinu do
dorza zadni pravé tlapky. Prvni experimentdlni skupina byla
usmrcena po 6-ti hodindch a druhd po 24 hodindch od aplikace
formalinu. Kontrolnim skupindm bylo aplikovano adekvétn{
mnozstvi fyziologického roztoku. Z odebraného vzorku mi-
chy izolujeme celkovou RNA, provadime reverzni transkripci
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do cDNA a cestou polymerasové fetézové reakce v redlném
¢ase stanovujeme mnoZstvi exprimované RNA. Predbézné
vysledky nasvédcuji zvysenou koncentraci cyklooxygenasy
po nociceptivni stimulaci.

SPECIFICKE GLYKOPEPTIDY IMUNOGLOBULINU
IgG A JEJICH IZOLACE

M. SLOVAKOVA?, Z. BILKOVA?, J. JEZOVA?,
S. OUZKA? a J. LENFELD"

“Katedra biologickych a biochemickych véd, Fakulta che-
micko-technologickd, Univerzita Pavrdubice, bUstav makro-
molekuldrni chemie, Akademie veéd Ceské republiky, Praha

Peptidové mapovani je zdkladni technika umoznujici stu-
dium primdrni struktury proteinii. Poskytuje informaci o ex-
presi pozadované aminokyselinové sekvence a o postrans-
la¢nich modifikacich proteinu. Postup mapovani zahrnuje en-
zymatické nebo chemické nastépeni proteinu proteasami na
mnozstvi mensich peptidovych fragmentt, ndsleduje jejich
separace a detekce.

Vzhledem k vysoké heterogenité nékterych molekul, napf.
IgG (v sekvenci AMK v oblasti vazebného mista a glyko-
sylaci), a vzhledem k jeho vysoké molekulové hmotnosti
(150 000 daltont), je vhodné zatadit predseparacni krok, po-
moci né¢hoz se podaii oddélit glykosylované ¢dsti molekuly
(glykopeptidy specifické pro dany glykoprotein) ze slozi-
té smési peptidovych fragmentl. Tyto glykopeptidy umozni
identifikaci charakteristickych peptidovych map IgG pomoci
MS.

K izolaci a analyze glykopeptidii molekuly IgG byly po-
uzity enzymové a bioafinitni reaktory imobilizaci enzymi
papainu, trypsinu, neuraminidasy, beta-galaktosidasy a lek-
tinG Bandeira simplicifolia 1, Il a Conacanavalinu A na mag-
netické makro- a mikropartikule. K imobilizaci byly pouzity
nové vyvinuté nosice neporézniho charakteru typu poly(HEMA-
-co-EDMA), poly(HEMA-GMA) a makroporézni perlovd ce-
lul6za modifikovand dihydrazidem kyseliny adipové (UMCH
AV CR).

Zptsob imobilizace se lisi povahou proteinu: enzymy
trypsin, papain a beta-galaktosidasa byly imobilizovdny po
aktivaci nosice trichlorotriazinem, u neuraminidasy bylo vy-
uzito jeji glykoproteinové ¢dsti molekuly k orientované imo-
bilizaci, lektiny byly imobilizovédny prostfednictvim vysoko-
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afinitniho interakce biotin-streptavidin. Ihned po imobilizaci,
ale i v pribéhu skladovandi, je nutné sledovat aktivitu imobili-
zovanych enzymi. Cistota viech izolovanych a §tépenych
vzorkd, tj. purifikovany IgG, izolovany Fc fragment a §tépné
produkty IgG a Fc po aplikaci enzymovych reaktord, je kon-
trolovana pomoci SDS/PAGE.

Tento projekt vznikl za financni podpory grantu GA CR¢. 203/
02/0023 a grantu MSMT CR ¢. 253100002.

TRANSCRIPTOME OF Treponema pallidum:
GENE EXPRESSION PROFILE DURING
EXPERIMENTAL RABBIT INFECTION

DAVID SMAJS?, PETRA MATEJKOVA?,
STEVEN J. NORRIS®,
and GEORGE J. WEINSTOCK®

“Department of Biology, Faculty of Medicine, Masaryk Uni-
versity Brno, Jostova 10, 662 43 Brno, bDepartment of Patho-
logy and Laboratory Medicine, University of Texas, Houston
Medical School, 6431 Fannin Street, Houston TX 77030,
‘Human Genome Sequencing Centre, Baylor College of Medi-
cine, One Baylor Plaza, Alkek N1519, Houston, TX 77030,
USA

DNA microarray technology was utilized to study gene
expression by the syphilis spirochete Treponema pallidum
subsp. pallidum (Nichols) during infection of rabbits. Micro-
arrays containing all 1039 annotated ORFs of T. pallidum
subsp. pallidum (Nichols) were printed on glass slides. For
1034 ORFs (out of 1039), signals higher than the threshold
(average of negative control spots + 3 SDs) were detected for
both RNA and DNA probes. Total RNA from 7. pallidum
isolated from rabbit testes 10 days post infection was labeled
and standardized by cohybridization of the same arrays with
treponemal chromosomal DNA labeled with a different fluo-
rescent marker. This internal standardization technique proved
to be highly reproducible and to decrease the impact of varia-
bles such as host nucleic acid contamination or variable target
DNA lengths. The most highly transcribed genes were found
to correlate with the most conspicuous spots identified by two
dimensional gel electrophoresis, indicating that the transcript
levels generally corresponded to the relative protein concen-
trations. Genes with high transcript concentrations included
those encoding flagellar filament and cytoplasmic filament
proteins, prominent lipoproteins and membrane proteins, cha-
peronins, proteins involved in red-ox balance, chemotaxis
regulatory proteins, a V-ATPase operon, and certain metabo-
lic enzymes such as glycolytic pathway enzymes. Indepen-
dent quantitation of the expression of 84 T. pallidum genes
using real-time RT-PCR approach yielded a high degree of
correlation (r = 0.94). Characterization of the 7. pallidum
transcriptome during experimental infection provides further
insight into the importance of gene expression levels in the
survival and pathogenesis of this bacterium in the mammalian
host.
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HYDROLYZA NITRILU POMOCI ENZYMU
VLAKNITE HOUBY Aspergillus niger K10

RADKA SNAJDROVA® L. MARTINKOVA?,
K. NICOLAOU?, D. CRESTIA®, V. MYLEROVA?,
J. BOLTE" a VLADIMIR KREN®

“Laborator biotransformact, Mikrobiologicky ustav, Akade-
mie véd Ceské republiky, Videriskd 1083, 142 20 Praha 4,
Université Blaise Pascal, Clermont — Ferrand, Francie
e-mail: snajdrova@biomed.cas.cz

Nitrily jsou organické slouceniny, které jsou vyrdbény ve
velkém méfitku v chemickém primyslu (akrylonitril, acetoni-
tril apod.) a zdroven jsou vyuZzivdny jako prekurzory pfi syn-
tézdch amidi a kyselin. Chemickd hydrolyza nitril md fadu
nevyhodnych aspektd, jako napf. racemizaci, vysoké energe-
tické ndroky. Jednou z moznosti, jak témto problémim pied-
chdzet, je pouziti mikrobidlnich enzymd. Jejich nespornym
pifinosem jsou pfedevS§im stereoselektivita, regioselektivita
a chemoselektivita a mirné reakéni podminky.

Pro biotransformaci nitrilG byla pouzita vlaknitd houba
Aspergillus niger K10 produkujici enzymy, které se ticastni
hydrolyzy nitrili. Enzymy pro hydrolyzu nitrild nebyly zatim
u hub popsany. K indukci téchto enzymi dochazelo v mediu
obsahujicim 3-kyanopyridin. Hydrolyza nitrilové skupiny na
karboxylovou byla katalyzovdna celymi buiikami nebo bu-
nécnym extraktem. Pro studium substratové specifity hydro-
lytickych enzymu byly pouzity aromatické a arylalifatické
nitrily, substituované akrylonitrily, kyanopyridiny a kyano-
benzodty. Nejefektivnéji ze vSech substratd byl transformovan
benzonitril. Pfi transformaci dikyanobenzeni byla selektivné
hydrolyzovana pouze jedna kyanoskupina (schéma 1). Nitril-
hydratasa byla aktivni v Sirokém rozmez{ hodnot pH (4-9).
Maxima aktivity bylo dosazeno pti pH 7. Pfi hydrolyze nitrild
pomoci bunééného extraktu byly detegovdny amidy, jejichz
vznik je katalyzovdn enzymem nitrilhydratasou. Piitomnost
tohoto enzymu nebyla zatim prokdzdna u jinych vlaknitych hub.

NC

CN
nitrilhydratasa
Asp. niger. 30°C,pH 7
NC amidasa NC
Asp. niger
R
30°C,pH 7
CONH, COOH
Schéma 1

Tento projekt je financovdn ndsledujicimi granty: A 4020213
GA AV CR, ME 579 MSMT, OC D25.001 MSMT a BARRAN-
DE 2002-020-1, vyzkumny zdmér MBU AVOZ 5020903.
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SYNTEZA GLYKOSIDU 2-SUBSTITUOVANEHO
CYKLOHEXANOLU

PAVLA SOCHURKOVA, MARIE ZAREVUCKA
a ZDENEK WIMMER

Ustav organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské
republiky, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6
e-mail: reitmayer@uochb.cas.cz

Do série bioanalogti hmyzich juvenilnich hormonti (juve-
noidia) patii také derivaty 2-substituovaného cyklohexanolu
nesouci karbamdtovou skupinu (napt. ethyl-N-{2-[4-(2-hy-
droxycyklohexylmethyl)fenoxy]ethyl }karbamdt; II). Pfipra-
vu této slouceniny jsme provadeli redukei ethyl-N-{2-[4-(2-
-oxocyklohexylmethyl)fenoxyJethyl } karbamatu (/; schéma 1)
chemickou i enzymatickou cestou. Produktem téchto redukci
jsou racemické nebo chirdlni alkoholy, které byly pouzity pro
piipravu alkylglykosidl (juvenogent). Juvenogeny jsou lat-
ky, které se vyznacuji nizkou biologickou aktivitou, ale jsou
schopné po aplikaci do organismu uvoliiovat biologicky ak-
tivni ¢ast molekuly (juvenoid) biotickou cestou. Béhem tohoto
vyzkumu jsme se zaméfili na ptipravu alkylglykosidi (IVa,b)
vyS$e uvedenych alkohold (akceptort glykosylu) pomoci de-
rivatd bromglukosy (I/la) a bromgalaktosy (/IIb) (donori gly-
kosylu). Glykosylace jsme provadéli Koenigsovou-Knorro-
vou metodou (schéma 1) za pfitomnosti promotoru (CdCO;).

(0]
(6] V\ N J]\ 0
Ho(
CH,
o I
O AcO
(0] V\ N J]\ o 0O
H < +  AcOMOAc
CH, Br
OH 1l OAc
1la, I11b
O
(0] V\ N JJ\ o
S
AcO CH,
00
AcOM{OACc
OAc Wa, IVh
Schéma 1
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SYNTEZA DERIVATU THIA CALIX[4]ARENU
S VOLITELNOU FLEXIBILITOU MAKROCYKLU

VACLAV STASTNY®, PAVEL LHOTAK®,
IVAN STIBOR?, HANA PETRICKOVA®
a JAN SYKORA®

“Katedra organické chemie a "Katedra chemie pevnych ldtek,
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Calix[n]areny] (obr. 1) a jejich derivdty hraji v poslednich
letech dilezitou roli v oblasti supramolekuldrni chemie, zv14ds-
té v procesech self—assembly2 a v syntéze receptord pro kom-
plexaci iontd i organickych molekul®.

V soucasné dobé je v oblasti calixarenové chemie znacna
pozornost uptena k thiacalixareniim (obr. 1), kde jsou mdst-
kové methylenové skupiny nahrazeny atomy s1’ry4. Zjistilo se,
Ze nékteré jejich vlastnosti jsou v chemii calixarenti bezprece-
dentni®. Vneseni atomu siry do molekuly calixarenu znamend
pritomnost nového reakéniho centra v makrocyklu a s tim
spojenou novou moznost jeho derivatizace i dalsi substituce
spodniho a horniho okraje thiacalix[4]arenu®®.

V nas{ préici jsme navdzali na piedeslé zkuSenosti s deri-
vatizaci spodniho okraje thiacalix[4]arenu a vyuzili ndmi dfi-
ve pﬁpraveného9 cone konformeru ,,tetraacetatu / (obr. 2).
Jeho aminolyzou'’, u¢inkem alifatickych o,0-diamini byla
ptipravena zajimavd série derivati Ila—c s intramolekuldrné
premosténym spodnim okrajem.

Tyto molekuly zaujimaji v tuhém stavu i v roztoku cone
konformaci a diky netypickému proximdlnimu pfemosténi
fenolickych jader vykazuji C2V symetrii. Tato jednoduchd
syntetickd transformace s sebou pfinesla fadu novych moz-
nosti. Volbou amidickych mustka rizné délky jsme dosdhli
rozdilné flexibility jednotlivych makrocykld. PouZzitim chirdl-
niho diaminu (R,R- nebo §,S-diaminocyklohexanu) jsme do-
spéli k pfisluSnym thiacalixarenovym enantiomerim /Id,e.
Dile se nam do budoucna nabizi mozZnost pfipravy inherentné
chirdlnich thiacalix[4]arent s C2 symetrii.

Z vyteSenych krystalovych struktur la—c je patrné, Ze tyto
derivdty predstavuji makrocyklické struktury s velmi dobie
preorganizovanym systémem amidickych funkci. Spojime-li
s timto faktem pFitomnost mistkovych atomu siry a zminénou

&&= homiokraj EE)

X
<::I spodni okraj |:>
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Obr. 2.

moznost ovlivnéni flexibility, mohly by byt tyto makrocykly
vhodnymi ligandy pro koordinaci lanthanidovych iontii (Tb>",
Eu*, Sm* a Pr’). Podobné komplexy na bézi thiacalix-
[4]arent jsou v posledni dobé zkoumdny v disledku své
vysoké luminiscenéni schopnosti'!. Podle piedpokladi uvede-
nych v cit.'" by navic vhodna substituce spodniho okraje
thiacalixarenu méla v téchto piipadech zna¢né zvysovat lu-
louceni koordinace molekul rozpoustédla s rusivymi ucinky.
Pravé amidické skupiny se jiz difive ukdzaly byt vhodnymi
kandidaty'%.

Dalsi syntetickou modifikaci, kterou se nyni intenzivné
zabyvame, je oxidace mustkovych atomu siry. Na prikladu
derivétu I1a budou diskutovdny moZnosti oxidace mistkovych
atomd siry. Volbou vhodného ¢inidla zde 1ze dosdhnout zaji-
mavé chemo- i regioselektivity.
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¢asného umrti ve vSech vyspélych stitech. Jednim z hlavnich
rizikovych faktort predcasného onemocnéni kardiovaskuldrn{
chorobou je vysoka hladina lipidd v plazmé. Pfispévek gene-
tickych a environmentdlnich faktorti na hladinu lipidd v plaz-
mé je priblizné stejny. ABCG5 a ABCGS transportéry jsou
zodpovédné za transport sterold. Tyto proteiny maji ndpadnou
homologii v genové struktufe. Mutace v técho genech zptiso-
buje vzdcnou formu onemocnéni zvanou B-sitosterolémie.
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NasSe prdce se zabyva analyzou polymorfismt zptsobuji-
ci aminokyselinové zdmény v ABCGS (C1950—GIn604Glu)
a ABCG8 (G145C—Aspl19His, A251G—Tyr54Cys, C1289A—
Thr400Lys a C1984T—Ala632Val) a jejich vlivem na hladind
lipidii v plazmé. Pouzitim PCR a restrikéni analyzy jsme
méfili polymorfismy ve dvou studovanych vzorcich. Prvni
vzorek zahrnuje dvé skupiny déti, nizkocholesterolemickou
(86 déti) a vysokocholesterolemickou (82 déti) skupinu, které
byly vybrdny z opacnych ¢asti distribuéni kiivky choleste-
rolémie 2000 déti. Druhym studovanym vzorkem byla 8 letd
kohorta 1 % reprezentativniho vzorku ¢eské populace vybrané
v roce 1988 ve vékové skupiné 25-64 let. V roce 1996 byla
tato skupina znovu vySetfena. Jednd se o 131 nepfibuznych
muzi a 154 Zen. Z naSich vysledki je zfejmé, Ze tfi polymor-
fismy majf spojitost s koncentraci lipidd v plazmé. U vysoko-
cholesterolemickych jedinci méli nositelé alely Aspl9Asp
vy$§i cholesterol nez jedinci nesouci alelu s His (5,55+0,65 vs.
4,99+0,19, p <0,001). Déle bylo zjisténo, zZe pokles celkového
a LDL cholesterolu mezi roky 1988 a 1996 je u muzi deter-
minovdn jinym polymorfismem nez u Zen. U muzii se projevil
vliv polymorfismu Thr400Lys, kdy u jedincd nesoucich alelu
Thr400Thr byl pokles u celkového cholesterolu z 6,42+0,84
na 5,51+0,57, p < 0,03 a u LDL cholesterolu z 3,96+0,21 na
3,34+0,16, p < 0,04. U Zen se projevil vliv polymorfismu
Tyr54Cys. Nejvétsi pokles byl zaznamendn u jedincii nesouci
alelu Tyr54Tyr a to u celkového cholesterolu z 6,00+0,67 na
5,53+0,62, p < 0,04 a u LDL cholesterolu z 3,75+0,21 na
3,21+0,14, p < 0,03.

STEREOSELEKTIVNI PRISTUP K SYNTEZE
o -(1— 3)-C-DISACHARIDU OBSAHUJICICH
DEOXYHEXOPYRANOSU

PETR STEPANEK a LADISLAV KNIEZO

Ustav chemie piirodnich ldtek, Vysokd skola chemicko-tech-
nologickd v Praze, Technickd 5, 166 28 Praha 6
e-mail: petr.stepanek @vscht.cz

Zjisténi, Ze oligosacharidy hraji dileZitou roli v mezibu-
nécné komunikaci, vyvolalo vinu zdjmu o sacharidy a jejich
analoga. V posledni dobé se pozornost soustfedila na jejich
vyuziti jako potenciondlnich inhibitort glykosidas, resp. gly-
zékladni funkce organismi'. Jednou ze skupin intenzivné
studovanych ldtek, které vykazuji zajimavou biologickou akti-
vitu, jsou C-disacharidy, coz jsou analoga O-disacharidi, ve
kterych je glykosidicky atom kysliku nahrazen methylenovou
skupinou, ¢imz se tyto latky stdvaji odolné vici glykosidasam.
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OH
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HO OH HO
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Dosavadni zplsoby pifpravy C-disacharidi byly hlavné
postaveny na vytvoreni C—C vazby mezi dvéma monosacha-
ridy, popf. na tvorbé C—C vazby mezi monosacharidem a bi-
cyklickou slougeninou'.

Prezentovany pfistup je zaloZen na postupném budovani
nové dideoxyhexopyranosy spojené s ptivodnim sacharidem
—CH,— skupinou. Umoziiuje tedy za pouZziti snadno dostup-
nych syntonl pfipravit Siroké spektrum novych o-(1—3)-C-
-disacharid, kde md nova dideoxyhexopyranosa konfiguraci
D-, nebo L- (, II).

Prdce byla provedena v rdmci reSeni vyzkumného zdméru
MSMT ¢ 223300006.
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OKTA-0-ISOPROPYLCALIX[4]RESORCINAREN
A PARCIALNI ODSTEPENI CHRANICICH SKUPIN
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Calix[4]resorcinareny typu [ jsou velmi ¢asto studované
latky vyuzitelné jako stavebni bloky v supramolekuldrni che-
mii'. Resorcinaren I7 byl studovan méné uz z toho diivodu, ze
ho nelze pripravit jednoduchou kysele katalyzovanou konden-
zaci formaldehydu a resorcinolu. Doposud popsané prace
vyuzivaji cestu pres oktaallylether /II nebo oktamethylether
1V, které byly pfipraveny ve vytézku 54 a 34 % z piislusného
2,4-dialkoxybenzylakolholu za pfitomnosti Sc(OTf); po 5 ho-
dindch? Pokud byla reakce katalyzovana kyselinou trifluoroc-
tovou, oktamethylether /V byl izolovdn ve vytézku 95 % po
18 hodindch reakce. Chranici skupiny byly z methyletheru IV
odstranény pomoci BBr; a resorcinaren I/ byl izolovén ve for-
mé oktaacetdtu V, pficemz vyt&zek téchto dvou kroka byl 25 %.

My jsme jako vychozi latku zvolili dosud nepopsany
2,4-diisopropoxybenzylalkohol, ktery jsme pfipravili alkylac{
2,4-dihydroxybenzaldehydu a ndslednou hydrogenaci v cel-
kovém vytézku 85 %. 2,4-Diisopropoxybenzylalkohol po-
skytl v pfitomnosti (CH;),SiCl béhem 1 hodiny za normdlni

R R'
I |H CH,;, CH; a dalsi
II | H H
111 | allyl H
1V | methyl H
V| acetyl H
VI | isopropyl H
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teploty oktaisopropylether VI, ktery jsme izolovali krystalicky
ve vytézku 94 % bez jakékoliv Cistici operace.

Pfi odstranovani chranicich skupin z oktaisopropyletheru
VI pomoci BCI, jsme zjistili, Ze etherové vazby se $t€pi po-
stupné a vznikaji tak parcidlné alkylované resorcinareny. Jed-
notlivé produkty jsme izolovali a charakterizovali.

Prdce byla podporovdna VZ 223300006.
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REKOMBINANTNI VIRUS VAKCINIE EXPRIMUJICI
UPRAVENY PROTEIN E7 LIDSKEHO
PAPILLOMAVIRU HPV-16 A INTERLEUKIN IL-12
JAKO MODELOVA VAKCINA PROTI NADORUM
VYVOLANYM PAPILLOMA VIRY

JANA SUBRTOVA, LUDA KUTINOVA,
SARKA NEMECKOVA, PETR HAINZ,
VOJTECH SROLLER, PAVEL GABRIEL,
a PAVEL OTAHAL
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Souvislost mezi vznikem rakoviny délozniho ¢ipku ¢loveé-
ka a infekei vysokorizikovymi typy papillomavird (napf. HPV-
-16, HPV-18) byla v minulych letech bez pochyb prokdzana.
Mnoho svétovych laboratofi se proto velmi intenzivné vénuje
a zdroven bezpecné vakciny pro prevenci a 1écbu nddorti
vyvolanych papillomaviry.

V nas{ laboratofi se zabyvame pripravou vakcin zaloZe-
nych na rekombinantnim viru vakcinie (rVV), ktery je vhod-
nym vektorem zejména pro svou schopnost pojmout zna¢né
mnozstvi cizi DNA a d¢inné ji exprimovat v rtiznych typech
bunék. Dalsim kladem je nepochybné velkd zkuSenost s po-
uzitim vakcinie v ockovaci praxi v minulosti.

Pro pripadné praktické vyuZiti je pochopitelné tieba pouzit
vektor maximdlné bezpecny, ktery by si zdroveil zachoval
schopnost dc¢inné imunizovat. Proto k nasim konstrukcim
pouzivame vakciniovy kmen MVA (Modified Virus Ankara),
ktery md delece v celé fadé genfl, takZe se ve vétSiné savcich
bunék téméf nebo viibec nereplikuje. Jeho imunizaéni schop-
nosti testujeme. Pracujeme téZ s kmenem Praha 13 (P13), ktery
je virulentnéjsi, ale md dobré imunizacni vlastnosti.

Utinnost imunizace testujeme na my$im modelu in vivo
i in vitro. Po imunizaci virem mysi ¢elenZzujeme nadorovymi
burikami TC-1 a sledujeme rist nddord. In vitro testujeme bu-
nécnou imunitu, a to dvéma testy, IFN-y ELISPOT a , tetramer
testem®.

Po odebrdni slezin izolujeme lymfocyty, které pouzivame
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pro testy imunity piimo nebo je in vitro restimulujeme pepti-
dem HPV-16 E7(49-57). Testem ELISPOT detegujeme mnoz-
stvi bunek produkujicich IFN-y, ,tetramer testem® piimo zjis-
time mnozstvi cytotoxickych T-lymfocytl specifickych pro
peptid HPV-16 E7(49 57). Pracujeme s MHC-I tetramerem
H-2Db/HPV-16 E7(49-57), ktery specificky fluorescen¢né
oznaci piislusné CTL, coz pak zméfime na pritokovém cy-
tometru.

Dobré imunizac¢ni vlastnosti po podani viru exprimujiciho
fiizni protein Sig E7 LAMP, u kterého je zaji$téna lokalizace
E7 v endozomélnim a lyzozomélnim kompartmentu', jsme jiz
ovéfili v minulosti. SnaZime se vSak nalézt imuniza¢n{ agens
s jesté lepSimi vlastnostmi. Zkonstruovali jsme dvojité rekom-
binantni virus, ktery kromé Sig E7 LAMP exprimuje jesté obé
podjednotky cytokinu interleukinu 12 (IL-12), ktery by mél
pozitivné pisobit na regresi nddori>.

V imunizac¢nich experimentech jsme pokusy in vivo a in
vitro zjistili, ze virus MVA Sig E7 LAMP vyvoldva podstatné
slabsi imunitni odpovéd nez P13 Sig E7 LAMP. U dvojité
rekombinanty MVA Sig E7 LAMP IL-12 se imunitni odpovéd
vzhledem k jednoduché rekombinant¢ MVA Sig E7 LAMP
prakticky nezmeénila. Vlozeni gent pro IL-12 do viru P13
SigE7LAMP vyrazné sniZilo jeho imunogennost, coZ je vy-
svétlitelné zjisténym znacnym omezenim mnozeni tohoto viru
oproti rodicovské rekombinanté. Poddnim P13 Sig E7 LAMP
IL-12 byla diky ptitomnosti IL-12 vyrazné inhibovéna.

Hledali jsme tedy jinou moZnost jak uplatnit pozitivni vliv
IL-12 na imunitni odpovéd Thl proti nddorovému antigenu
E7. Mozny zptisob se ndm projevil pfi jiném zptisobu poddni,
a to po imunizaci my$imi dendritickymi buitkami (DB) infi-
kovanymi rVVvakcinii. Z pokustd in vivo vyplyvd, Ze den-
dritické buiiky maji adjuvantni dcinek na obé jednoduché
rekombinanty P13 SigE7LAMP a MV A SigE7LAMP, avsak
koexprese IL-12 u obou virl efekt DB vyznamné sniZuje.
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REDUKCNI LATKA DITHIOTHREITOL
USNADNUJE AKTIVACI VANILOIDNIHO
RECEPTORU TRPV1

K. SUSANKOVA, A. LYFENKO, V. VLACHOVA,
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Oddeleni bunécné neurofyziologie, Fyziologicky ustav, Aka-
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Vaniloidni receptor (TRPV1) je u savci specificky expri-
movdn na membrandch malych neuronti zadnich kofenti mis-
nich, kde se podili na pfenosu bolestivych podnéti. TRPV1 je
aktivovan nejen chemicky, kapsaicinem (EC50 ~ 0,3 um)
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a slabymi kyselinami (pH 5,0-5,5), ale také fyzikdlné-boles-
tivym teplem (43-52 °C). Dosud neni zndm mechanismus,
kterym bolestivé stimuly vyvolavaji strukturdlni zmény recep-
toru vedouci k jeho aktivaci. Existence tii extraceluldrnich
cysteinovych zbytkl v pozicich 616, 621 a 634 v oblasti klicky
péru TRPV1 nds privedla k otdzce, zda a do jaké miry je
aktivita TRPV1 modulovdna zménou redox stavu SH skupin.

Zjistili jsme, Ze redukeni latka DL-dithiothreitol vyrazné
zvySuje membranovou odpovéd vyvolanou bolestivym tep-
lem a kapsaicinem (1 uMm) jak u populace malych neurond
ganglii zadnich kofen miSnich (<20 um) izolovanych z pot-
kana, tak u bunék tkanovych kultur HEK293T transfekova-
nych genem TRPV1. Uéinek DTT je koncentracné zavisly
a plné reverzibilni. Aktivita rekombinantniho receptoru TRPV1
je v pritomnosti 2 mM DTT statisticky vyznamné zvySena
(9,1£5,8x pti 25 °C a 1,5+0,2x pfi 45 ‘C; n = 19).

Zaucelemidentifikace cysteinového zbytku, ktery se uplat-
fiuje v tomto jevu, byly pfipraveny konstrukty genu TRPV1,
kde je vzdy jeden cysteinovy zbytek nahrazen za neutrdln{
zbytek glycinovy.

Pomér volnych —SH skupin a disulfidickych mistkd cys-
teinovych zbytkli TRPV1 vyznamné ovliviluje citlivost pri-
madrnich nociceptorti k algogentim, a Ize tedy predpokladat, Ze
opacny ucinek — oxidace TRPV1 — by mohl piedstavovat
mozny terapeuticky prostfedek k 1é¢bé neékterych bolestivych
stavl u lidi.

Prdce vznikla za podpory grantu GA CR 305/03/082.
VYVOJ ELISA TESTU PRO STANOVENI
PROGESTERONU V MLECE

J. SWACZYNOVA, R. SIMERSKY a M. STRNAD

Laborato¥ riistovych reguldtorii, UEB Akademie véd Ceské
republiky a Prirodovédeckd fakulta, Univerzita Palackého,
Slechtitelii 11, 78371 Olomouc

Progesteron patii mezi pohlavni hormony steroidni po-
vahy a je produkovin cyklujicim nebo gravidnim zlutym
téliskem. U krav se progesteron podili na zachovani biezosti
a zabranuje pred¢asnym déloznim stahdm. Pomoci uréeni kon-
centrace progesteronu v kravském mléce nebo krevnim séru
Ize snadno ur€it, v jaké fazi pohlavniho cyklu se plemenice
nachdz{ a upfesnit tak dobu nejvhodnéjsi k jeji inseminaci.

V nasi laboratofi byly vyvinuty polyklondlni protildtky
(M1, M4, P3) proti progesteronu. Antiséra byla ziskdana imu-
nizaci krdlikt konjugédtem 11o-hydroxyprogesteron hemisuk-
cindtu s hovézim sérovym albuminem (BSA). Tento konjugat
byl ptipraven metodou smésnych anhydrida. K piipravé enzy-
maticky znaceného antigenu (11a-hydroxyprogesteron hemi-
sukcindt-peroxidasa) byla pouzita metoda aktivovaného este-
ru. Opakovanou imunizaci krdlikd byla ziskdna pozitivni an-
tiséra, ze kterych byly vyizolovany aktivni{ protilatky sraZzenim
(NH,),SO, a naslednou dialyzou. Charakteristiky polyklondl-
nich protildtek byly studovany na zdklad¢ kompetetivni enzy-
mové imunoanalyzy (ELISA). Specifita protildtek byla stu-
dovdna pomoci kifZovych reaktivit s pfibuznymi steroidnimi
latkami. Hodnoty kiiZovych reaktivit se pohybuji v rozmez{
0,02-38,1 % (19 — norprogesteron).
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ELISA testem s vyuzitim protilitek M1 byly ndsledné
uspésné studovany vzorky mléka (vzorky byly odebirdny z tzv.
celkového nddoje). Z vysledkd vyplyvd, ze tento ELISA test
je vhodny k popisu pribéhu reprodukéniho cyklu u krav (kon-
centrace progesteronu se pohybuje v rozmezi 15-40 ng.ml‘1
mléka). K popisu jednotlivych fazi estralniho cyklu (koncen-
trace progesteronu se pohybuje mezi 0,5-20 ng.ml’] mléka) je
sestaveny ELISA test zatim mdlo citlivy. ZvySenf citlivosti
testu predpoklddime zavedenim zesilovactho systému, zalo-
zeného na vazebné interakci mezi biotinilizovanym 11o-hy-
droxyprogesteron hemisukcindtem a enzymaticky znacenym
avidinem. Na této problematice v souc¢astnosti usilovné pracu-
jeme.

PRISPEVEK K NOVYM ANORGANICKYM
HETEROCYKLICKYM SLOUCENINAM
FOSFAZENOVEHO TYPU

JAN TARABA a ZDIRAD ZAK

Katedra anorganicke chemie, Prirodovédeckd fakulta, Masa-
rykova univerzita v Brné, Kotldrskd 2, 611 37 Brno
e-mail: taraba @ chemi.muni.cz

Anorganickym heterocyklickym sloucenindm je zv1dsté
pak v posledni dobé, vénovana znacnd pozornost, nejen kvili
moznosti priizkumu vztahu vazebnych moznosti a molekulové
struktury, ale i stéle Castéjsi vyuzivani heterocyklickych slou-
¢enin, obsahujicich kovy i nekovy, v praxi. Moznosti vyuziti
jsou napf. pokovovani ve vakuu, homogenni katalyza, vyuziti
biologické aktivity (zemédélské ochranné prostiedky, 1éciva,
selektivni jedy) atd.

V odborné literatufe jsou uvadény obecné trendy piipravy
6-ti clennych cyklickych sloucenin fosfazenového typu obsa-
hujici ve své struktufe heteroatom. Na pocatku piiprav 6-ti
¢lennych heterocykld byl objev ldtky ,,Imidobis(aminodife-
nylfosforan) chlorid“ (Ph,PNH,),NCl (cit.h). Z této publikace
vychdzi celd fada praci zabyvajicich se syntézou a strukturou
6-ti Clennych heterocykld. Za vSechny uvedme piipravu hete-
rocykla>® prechodnych kovii (W, V, Re ...) viechny reakce
v pracich popisované jsou reakce mezi halogenidy piechod-
nych kovi a (Ph,PNH,),NCI (pfi reakci se uvoliiuje HCI
a reakce je vétSinou rovnovaznd). Pokud jde o pfipravu he-
terocykld s neptechodnymi kovy i nekovy uvedeme praici4
(heterocykly s Al, Ga a In), ve které autoii voli postup pii-
pravy pies slouceniny typu MMe; (M = Al, Ga, In) reakci
s HN(PR,NHSiMe,), (R = Ph, NMe,) a odStépeni molekuly
methanu. Nevyhodou tohoto postupu je obtizné ziskavani
reaktantli a mald vytéznost reakce.

V naSem zdkladnim vyzkumu této problematiky jsme
zvolili pro pfipravu novych heterocykli reakci halogenidi
nepfechodnych kovil i nekovi s N,N’-bistrimetylsilyl-tetra-
fenyldifosfazen chloridem N(Ph,PNHSiMe,),Cl. Vyhodoun4-
mi zvoleného syntezniho postupu je vysokd vytéznost rekci
a Cistota ziskanych produktii. Z reak¢éniho systému odpada
trimetylchlosilan jako vedlejsi produkt a zdroven zde slouZzi
jako rozpoustédlo. Tento syntezni postup se ndm jevi jako
nejvyhodnéjsi a s jeho pomoci se ndm podafilo pfipravit
nékolik novych 6-ti ¢lennych anorganickych heterocyklic-
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kych sloucenin. Probihajici chemickd reakce se dd zapsat
obecnou rovnici (/).
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SYNTEZA HELIKALNE CHIRALNICH
HETEROCYKLU: NOVY ZPUSOB PRIPRAVY
NERACEMICKY CH AZAHELICENU !

FILIP TEPLY, IRENA G. STARA *,
IVO STARY ~a DAVID SAMAN

Ustav organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské
republiky, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6
e-mail: filip.teply@uochb.cas.cz

Renesance zdjmu o heliceny v poslednich 10 letech souvis{
s rozvojem jejich syntetické metodologie a se slibnymi apli-
kacemi téchto latek v oblasti enantioselektivni katalyzy, mo-
lekulového rozpozndvani a materidlové chemie. Dal$i mozné
vyuziti naznacuji teoretické studie, podle nichz by se heliceny
mély chovat jako miniaturni pruziny a mély by vykazovat
vyznamné vodivostn{ vlastnosti. Vedle klasické fotochemické

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

a: CpCo(CO), (20 %), PPh, (40 %), dekan,
140°C, 1 h, halogenovd lampa, 54 %
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P + 2 (CH,),SiCl
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Cl
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piipravy helicent, kterd je v fadé piipadt nevyhodnd, se v po-
sledni dobé objevily dvé metody, jejichz potencidl dokumen-
tuje fada dspé$nych syntéz helicend a jejich derivatt. Pres
tento vyznamny pokrok neexistovala az do neddvné doby
spolehlivd metoda pfipravy azahelicent, kterych bylo s vel-
kymi obtiZzemi pﬁgraveno v minulosti jen nékolik derivatt
v racemické formé*>. Koordinace tranzitnich kovi k ,,pyridi-
novému* dusiku spolu s moznou strukturni rozmanitosti aza-
helicenového skeletu predurcuje tyto ldatky k fadé aplikaci
v asymetrické syntéze a supramolekuldrni chemii.

Zjistili jsme, Ze ndami vyvinuty zpisob piipravy helicend,
ktery je zaloZen na [2+2+2] cykloisomeraci aromatickych
triynd za katalyzy tranzitnimi kovy*® lze s vyhodou pouzit
i pii syntéze azahelicent a jejich derivati. Timto postupem,
ktery je modularni, konvergentni a poskytuje dobré prepara-
tivni vytézky, byly pfipraveny liatky I a II. Je-li zavedeno
centrum chirality do molekuly triynu, [2+2+2] cykloisomera-
ce probihd s vysokou diastereoselektivitou (/I[—1V). Otevird
se tak schdny synteticky piistup k azahelicenim a jejich
derivatim v neracemické formé.
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EFFECT OF EXTRACTS FROM Smallanthus
sonchifolius LEAVES ON RAT HEPATOCYTES
AND HUMAN UMBILICAL VEIN ENDOTHELIAL
CELLS

KATERINA VALENTOVA

Institute of Medical Chemistry and Biochemistry, Faculty of
Medicine, Palacky University, Hnévotinskd 3, 775 15 Olo-
mouc

e-mail: kata.valentova@email.cz

Yacon, Smallanthus sonchifolius (Asteraceae) is a native
Andean plant, cultivated for its tubers throughout South Ame-
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rica where they are commonly used by diabetics and persons
suffering from digestive problems. 1,2-B-Oigofructans, its
main saccharides, are used as prebiotics to correct the intesti-
nal flora and absorption of elements such as calcium, magne-
sium and iron. Positive physiological properties have also
been attributed to yacon leaves in Brazil in particular, where
the dried leaves are used to prepare a medicinal tea. Recently,
we have reported antioxidant activity of an extract from S. son-
chifoilius leaves in relation to its phenolic content'. In this
contribution, we describe:

1. The effect of organic (I, II) and aqueous (III, IV) extracts
from S. sonchifolius leaves on rat hepatocytes isolated by
two-step collagenase perfusion of the liver. Protective effect
of the extracts against oxidative injury (terz.butylhydroperoxi-
de, 0.5 mMm, 1.5 h and allyl alcohol, 0.2 mMm, 4 h) of hepatocyte
primary cultures was assessed by: cell viability (MTT test),
the level of released LDH (test of membrane integrity) and
lipoperoxidation products reacting with thiobarbituric acid
(TBARS). The effect on glucose production from different
precursors (lactate/pyruvate, dihydroxyacetone and aspartate)
was evaluated in suspensions of hepatocytes isolated from
24 h starved rats in comparison with metformin (1,1-dimethyl-
biguanide). We demonstrated a dose-dependent protective
effect in concentrations ranging from 1 to 1000 ug.ml’1 and
a significant reduction of gluconeogenesis in the presence of
1 mg.ml ™" of an aqueous extract IV. Ongoing studies to evalua-
te the effects of extracts on glycogenolysis in vitro as well as
in vivo are in progress.

2. Theeffect of extracts (I-IV) on hydrogen peroxide (100 mm,
1 h) induced oxidative damage of human umbilical vein endo-
thelial cell line (HUVEC). The extracts I and II displayed
protective effects against oxidative damage of the HUVEC at
500 ]vtg.ml’l on MTT test and on level of apoptose related
enzymes.

This work was supported by the grants GA CR 303/01/0171
and MSM 151100003.
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CRISS-CROSS CYKLOADICE NA AROMATICKYCH
GLYOXALIMINECH

RIi VERNER a MILAN POTACEK

Katedra organické chemie, Prirodovédeckd fakulta, Masary-
kova univerzita v Brné, Kotldrskd 2, 611 37 Brno
e-mail: jverner@chemi.muni.cz

V soucasné dobg jsou celkem dobie popsény criss-cross'
cykloadice na 2,3-diazabuta-1,3-dienech (azinech). Cyklo-
adice na 1,4-diazabuta-1,3-dienech (glyoxaliminech, /) jsou
naproti tomu celkem vzdacné. Sakamoto” a spol. popsali cy-
kloadici aryl- a benzoylisokyandti s 1,1’-biisochinolinoly
a Takahashi® studoval criss-cross cykloadice glyoxalimin
s trimethylsilylisothiokyandtem, kde produktem jsou perhy-
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droimidazo[4,5-d]imidazol-2,5-dithiony (thioglykolurily, Ila).

Thioglykolurily /lla jsou klasickymi metodami obtizné
ziskatelné. Podle nékterych praci, 1ze ziskat jednoduché thio-
glykolurily IIla kondenzaci 1,2-dikarbonylovych slouce-
nin s thiomocovinou v alkalickém prostfedl“. Nekteré préace
ovsem uvadéji vznik diiminodithiadiazabicyklooktanu, jako
produktu reakce thiomo&oviny s glyoxalem®. V kazdém pfi-
padé jsou thioglykolurily dostupné z glykolurilt sulfuraci
Lawessonovym ¢inidlem (P,S5) (cit.9).

Pii studiu criss-cross cykloadici na glyoxaliminech’ jsme
pozorovali zvlastni chovdni aromatického glyoxaliminu (4-
-methoxyfenyl) ve smési KNCS a KNCO v kyseliné octové.
Zjistili jsme, Ze v tomto pifpadé vznikd prakticky Cisty nesy-
metricky 1,4-disubstituovany-5-thioxoperhydroimidazo[4,5-
-dJimidazol-2-on (monothioglykoluril, /IIb). Tento fakt nds
primél k prozkoumdni reaktivity a chovani dalSich aroma-
tickych glyoxalimind, coZ je obsahem tohoto ptispévku. Zjis-
tili jsme, Ze criss-cross cykloadice HNCS na aromatickych
glyoxaliminech vedou obecné k thioglykolurildm I7la a ve
smési HNCO a HNCS vznikajf ¢isté nesymetrické criss-cross
produkty monothioglykolurily /77b. V ojedinélém piipade jsme
pozorovali vznik aduktu meziproduktu s kyselinou octovou /1,
coz potvrzuje predstavu o pribéhu reakce jako sledu dvou
bimolekuldrnich reakci.

Metoda criss-cross cykloadice HCNS umoziuje levné a po-
hodlné pfipravovat substituované glykolurily. Pro pfipravu
monothioglykolurilt je tato novd metoda jedind zndma.
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DETERMINATION OF pkR* CONSTANTS
AND WATER-SOLUBILITY OF ALKALOIDS
SANGUINARINE AND CHELERYTHRINE
BY CAPILLARY ZONE ELECTROPHORESIS

MARKETA VLCKOVA®, PETR BARTAK",
and RADIM VESPALEC®

“Department of Chemistry and Biochemistry, Mendel Univer-
sity of Agriculture and Forestry, Zemédélskd 1, 613 00 Brno,
*Department of Analytical Chemistry, Palacky University,
Trida svobody 8, 771 46 Olomouc, ‘Institute of Analytical
Chemistry, Academy of Sciences of the Czech Republic, Veve-
71 97,611 42 Brno

Sanguinarine (SA) and chelerythrine (CHE) are quar-
ternary benzo[c]phenanthridine alkaloids displaying a wide
spectrum of biological activities. At present, plant extracts
containing these alkaloids are used in toothpastes and oral
rinses for their antiplaque effect. However, both alkaloids
exhibit adverse side effects in addition to their desired phar-
macological activity. The molecular basis of some of the
negative effects has not been sufficiently explained so far. The
investigation of interactions of these alkaloids with biological
molecules at physiological conditions may considerably con-
tribute to the sought explanation.

Both alkaloids occur at so called physiological pH 7.4
in two chemically different forms linked together by the pro-
tolytic equilibrium. However, published pKR* values' for
this equilibrium vary in an unacceptably wide range indicating
their dependence on experimental conditions. Moreover, the
uncharged forms of both alkaloids are water-insoluble' but
their solubility in aqueous solutions has not been determi-
ned yet. However, both pKR* values of SA and CHE rele-
vant to the actual conditions and the solubility of their un-
charged forms are necessary for the interpretation of any
experiment with these alkaloids performed at physiological
conditions.

Capillary zone electrophoresis as a technique chosen for
the investigation of interactions of the alkaloids with biologi-
cal molecules was used for the determination of pKR* con-
stants of SA and CHE valid at conditions of interaction mea-
surements and for the determination of the solubility of their
uncharged forms. Moreover, the influence of the composition
of the background electrolyte and of its ionic strength on pKR*
values was investigated.

pKR* constants of SA and CHE valid at ionic strength of
30 mM are 8.14+0.08 and 9.15+0.09, respectively. The con-
stants were found to be dependent on the ionic strength of the
background electrolyte but independent of its composition.
The solubility of the uncharged form of SA and CHE is
1.76+0.24 mM and 0.78+0.06 mm, respectively. The total
solubility of the alkaloids at any pH may be calculated using
the solubility of the uncharged form and pKR* constants of SA
and CHE because the total solubility is the sum of concen-
tration of the dissolved uncharged form and of the charged
form, which is in equilibrium with it.

The determination of the solubility using capillary zone
electrophoresis is reported here for the first time.
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(25)-2-CHLORO-2-FLUOROETHANOYL ISOKYANAT
JAKO CHIRALNI DERIVATIZACNI CINIDLO

PETR VODICKA, LUDVIK STREINZ,
MILOS BUDESINSKY, BOHUMIR KOUTEK
a JAN ONDRACEK

Ustav organické chemie a biochemie, Flemingovo n. 2, 166 10
Praha 6

Inspirovdni trichloroacetyl isokyandtem (TAI), ktery se
Siroce pouzivd pfi NMR analyzdch alkohold, jsme piipravi-
li (25)-2-chloro-2-fluoroethanoyl isokyanat (/); jeho chirdln{
analog.

Acylisokyanat /1, rychlou reakci s riznymi chirdlnimi se-
kunddrnimi alkoholy poskytuje diastereomerni karbamaty je-
jichz stereochemii jsme korelovali s AS hodnotami '"H NMR
spekter. Analyzou zjisténych A3 v posunech NMR spekter
(A3 =8(R) - &(S)) jsme odvodili pravdépodobnou konformaci
vznikajicich produktd, kterd lze vyuZzit k pripadnému urce-
ni absolutni konfigurace analyzovaného chirdlniho alkoholu.
Planarni konformace byla potvrzena X-Ray analyzou.

V piipadé smési chirdlnich alkohold je zastoupeni jednot-
livych slozZek snadno zjistitelné diky rozdilim posunii (Ad) na
CHEFCI vodiku, ktery md signdl v oblasti 6-7 ppm, kde se
vétsinou jiné signdly neobjevuji.

H R
C| : 1
o N=C=0
Fxr +HO/||_|\R2 \
(o]
S R+S
(S) ®9
1 3 N O_,R
F YOY
()] O H
(S.R)
+
oz z o Re
N O
(0] (0] H
(5.5)

Nejlepsich vysledki bylo dosazeno u aromatickych alko-
holti diky jejich silnému anisotropnimu efektu. Naopak, u jed-
noduchych alifatickych alkohold nenf patrny téméi Zadnych
rozdild. Do budoucna proto pldnujeme piipravu novych chi-
rdlnich derivatd acylisokyandtu 7, které budou stabilnéjsi a bu-
dou obsahovat skupinu zptsobujici siln&jsi anisotropni efekt

pro vétsi rozdily v NMR spektrech.
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SANGUINARINE EFFECT ON OXIDATIVE BURST
IN DMSO-DIFFERENTIATED CELLS

PROCEEDS VIA AFFECTING

THE NADPH OXIDASE

JIRI VRBA and MARTIN MODRIANSKY

Institute of Medical Chemistry and Biochemistry, Faculty of
Medicine, Palacky University, Hnévotinskd 3, 775 15 Olo-
mouc

Sanguinarine (SA), a member of the benzophenanthridine
isoquinoline alkaloids, has been shown to possess antimicro-
bial, anti-inflammatory, and antioxidant properties. We exa-
mined the effects of SA on oxidative burst in DMSO-differen-
tiated HL-60 cells, an excellent model for studying oxidative
burst. SA inhibited both N-formyl-Met-Leu-Phe (fMLP) and
phorbol myristoyl acetate (PMA)-induced oxidative burst with
very similar IC50 of 1.5 uMand 1.8 uMm, respectively. Although
SA was shown to scavenge superoxide with IC50 of 10 um
(ref."), in our view the inhibition of oxidative burst cannot be
ascribed to antioxidant properties of SA. Here we demonstrate
that the IC50 for reactive oxygen species (ROS) scavenging
by SA in a non-cellular generating system is greater than
100 um. TROLOX, a water-soluble vitamin E analog, had
IC50 of 3 um in the same system. Moreover, cyclic voltam-
metry measurements show that SA redox activity is poor, with
peak anodic potential at 700 mV, as compared to TROLOX
with peak anodic potential at 200 mV. On the other hand,
TROLOX, when used in cell suspension, was much poorer
inhibitor of oxidative burst than SA. In addition, the ability of
SA to inhibit oxidative burst was impaired by 5 minute incu-
bation of the alkaloid with 50-fold higher concentration of
dithiotreitol. Therefore we hypothesized that SA affects the
NADPH oxidase. Unfortunately, direct effect of SA on NADPH
oxidase activity in the post-granular fraction of disrupted cells
cannot be tested due to SDS interference with SA activity. The
presence of SDS is required for spontaneous assembly of the
NADPH oxidase complex in a non-cellular system. Conse-
quently, we used a homologous enzyme, the NADPH:cyto-
chrome P450 reductase from microsomes to estimate the
ability of SA to inhibit electron transfer mediated by a flavo-
cytochrome. SA inhibited NADPH:CYP reductase with IC50
of 18 uM. We conclude the SA inhibition of oxidative burst is
in part caused by SA affecting the activity of NADPH oxidase
directly and in part by preventing the formation of NADPH
oxidase protein complex.
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VYHLEDAVANI PROMOTORU Corynebacterium
glutamicum REGULOVATELNYCH VNEJSIMI
STRESOVYMI FAKTORY
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Corynebacterium glutamicum je grampozitivni nesporu-
lujici bakterie vyuzivand k priimyslové produkci aminokyse-
lin. V poslednich letech zna¢né vzrostla znalost o usporadan{
genl Ucastnicich se biosyntézy riznych aminokyselin, stéle se
vSak piili§ mnoho nevi o molekuldrnich signdlech regulujicich
expresi téchto gent. Pro pozndni mechanismi regulace ex-
prese gent na transkripéni trovni md klicovy vyznam znalost
struktury a funkce inicia¢nich signdl@i (promotorti). Promo-
tory, které mohou byt béhem fermentace snadno ,,zapnuty*
nebo ,,vypnuty* ptisobenim vnéjsich faktori, mohou zajistit
regulované zvySeni exprese vybranych genti. Proto byly vy-
hleddvany promotory C. glutamicum, které reaguji na vnéjsi
stresové faktory (zvySenou teplotu a snizené pH). chromozo-
movd DNA kmene C. glutamicum ATCC 13032 byla Stépena
restrikéni endonukleasou Sau3Al a byly izolovdny vzniklé
fragmenty ve velikostnim rozmezi 150-500 bp. Smés téchto
fragmentti byla klonovdna do podvojného promoter-probe
vektoru pET?2, replikujiciho se v E. coli a C. glutamicum
a nesouciho reportérovy gen cat, kédujici enzym chloram-
fenikolacetyltransferasu. Smési derivatl plasmidu pET2 obsa-
hujicich vlozené fragmenty byly transformovany buiiky E. co-
li. Timto zpusobem byla pfipravena knihovna potencidlnich
promotort C. glutamicum v E. coli tvofend zhruba 10 000
klony. Kmen C. glutamicum R127, postradajici restrikéné-
-modifika¢ni systém, byl transformovdn plazmidovou DNA
izolovanou z této knihovny a transformanty byly selektovany
na pidé s chloramfenikolem pii rizné teploté (30 °C a 37 °C)
a pii rdznych hodnotdch pH (4,5-6). Byly ziskdny tfi klony
obsahujici promotory C. glutamicum se zvy$enou aktivitou pii
vyssi teploté (37 °C) a 2 klony s promotory se zvySenou
aktivitou pii niz§im pH (4,5-5). Jeden z promotort aktivova-
nych zvySenou teplotou byl po sekvenovdni piesné lokalizo-
van na mapé€ chromozomu C. glutamicum pted genem phoH,
ktery kéduje ATPasu indukovanou hladovénim na fosfat.

Dale byly na zdkladé tiplné sekvence chromozomu C. glu-
tamicum metodou PCR pripraveny fragmenty DNA obsahu-
jici promotory genti clpB a clpC, kddujici heat shock proteiny
s chaperonovou aktivitou a promotor genu sigE, kédujictho
podjednotku RNA polymerasy sigmaE indukovanou ptisobe-
nim vnéjsich stresovych faktort.

Lze predpoklddat, Ze aktivita uvedenych promotort bude
vyrazné stimulovdna plisobenim zvySené teploty, piipadné
i pisobenim dalsich stresovych faktorti. Bude detailné ana-
lyzovéna struktura a funkce uvedenych promotorti, ptipadné
budou jejich vlastnosti cilené modifikovdny metodami ge-
nového inzenyrstvi.
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RECEPTORY ANIONTU ZALOZENE
NA DERIVATECH THIA CALIX[4]ARENU
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Calixareny, makrocyklické ligandy vznikajici bazickou
kondenzaci 4-terc.butylfenolu s formaldehydem, se v posledn{
dobé fadi mezi nejbéznéji pouzivané molekuly pro syntézu
receptord iontd i neutrdlnich molekul. Teprve pred nékolika
lety byl pfipraven thiacalix[4]aren, sloucenina lisici se od kla-
sického calix[4]arenu nejen reaktivitou, ale i velikosti a tva-
rem kavity.

Predkladand prace predstavuje prvni syntézu receptort
aniontl zaloZenych na thiacalix[4]arenovém skeletu. Je zde
popisovdna priprava série latek, ve kterych je modifikovan
tvar a druh vazebného mista pro anion. Tyto slouceniny obsa-
huji také vazebné misto pro kation a mohou tedy byt recep-
torem celého iontového pdru. Schopnost téchto latek vazat
chloridovy anion a vliv navdzdni kationtu na komplexaci
aniontu byl zkoumdn pomoci NMR spektroskopie.
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