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Azodyes are used as the main category of dyestuffs in
textile industry1. 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 method2ñ4. The
electrochemical treatment is a relatively new trend in the
azodyes wastewater management giving very promising re-
sults5ñ7. 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)8ñ10coupled 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 spectra11,12 enabled 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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Benzimidazolov· antihelmintika jsou celosvÏtovÏ pouûÌ-
v·na ve veterin·rnÌ a hum·nÌ medicÌnÏ. ÿada z nich byla
pops·na jako induktory aktivit cytochrom˘ P450 u potkana
a ËlovÏka. S ohledem na velmi dob¯e zn·mÈ mezidruhovÈ
rozdÌly v zastoupenÌ a aktivit·ch P450 isoforem by mÏly b˝t
indukËnÌ ˙Ëinky tÏchto lÈËiv otestov·ny p¯Ìmo na cÌlov˝ch
species. Proto jsme izolovali hepatocyty z jater tÏchto zvÌ¯at
a prim·rnÌ kultury hepatocyt˘ byly pouûity jako modelov˝
systÈm pro testov·nÌ modulace aktivit P450. Po 48h inkubace
hepatocyt˘ s testovan˝mi lÈËivy byly mÏ¯eny aktivity P4501A
a 3A (EROD a BROD) a byl zjiötÏn obsah proteinu pomocÌ
imunoblotingu.

V˝znamn˝m p¯edstavitelem benzimidazolov˝ch antihel-
mintik je albendazol. DominantnÌ skupinou uûivatel˘ tohoto
lÈËiva jsou p¯eûv˝kavci. V prezentovanÈ studii jsme proto
pouûili muflony a v˝sledky porovnali s potkanem, kter˝ p¯ed-
stavuje bÏûnÏ pouûÌvanÈ modelovÈ zvÌ¯e pro testov·nÌ veteri-
n·rnÌch lÈËiv. Albendazol vyvolal statisticky v˝znamnou in-
dukci aktivit cytochrom˘ P4501A i 3A u potkana. Na druhÈ
stranÏ, pouze slabÈ, farmakoterapeuticky nev˝znamnÈ zv˝öe-
nÌ aktivit P4501A i 3A bylo zjiötÏno u muflona. DalöÌmi ze
skupiny benzimidazolov˝ch antihelmintik jsou fenbendazol,
flubendazol a mebendazol. Vzhledem k jejich ËastÈmu vyuûitÌ
k terapii helmintÛz u prasat jsme vybrali toto species i pro naöe
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experimenty. ZatÌmco fenbendazol vyvolal statisticky v˝znam-
nou indukci P4501A aktivit, û·dnÈ ovlivnÏnÌ tÏchto aktivit
nebylo pozorov·no po inkubaci s flubendazolem a mebenda-
zolem.

S ohledem na naöe v˝sledky lze p¯edpokl·dat, ûe albenda-
zol, flubendazol a mebendazol p¯edstavujÌ bezpeËnou terapii
helmintÛz u muflona, resp. prasete. V p¯ÌpadÏ pouûitÌ fenben-
dazolu pro terapii helmintÛz u prasete by mÏly b˝t vzaty
v ˙vahu farmakologickÈ a toxikologickÈ n·sledky indukce
P4501A (riziko farmakoterapeutick˝ch interakcÌ a zdravotnÌ
z·vadnosti masa).

Tento projekt byl realizov·n za podpory GrantovÈ agentury
»eskÈ republiky, grant Ë. 524/03/1361 a Fondu rozvoje vyso-
k˝ch ökol, grant Ë. 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.1

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.1). The product stereo-
specificity of dehalogenation by wild-type DhaA is 70ñ80 %
of (R)-enantiomer (e.g. dehalogenation from bm2 mode) and
20ñ30 % 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

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 v˝znamn˝m faktorem podÌlejÌcÌm se na proce-
su st·rnutÌ a rozvoji chronick˝ch onemocnÏnÌ, jako je diabetes,
atherosklerosa a Alzheimerova choroba. Je to sled neenzy-
mov˝ch reakcÌ probÌhajÌcÌch mezi redukujÌcÌmi monosacha-
ridy (v organismu nejËastÏji glukÛzou) a voln˝mi aminosku-
pinami bÌlkovinnÈho ¯etÏzce (nejËastÏji lysinu). BÏhem tohoto
procesu vznikajÌ volnÈ radik·ly, intermedi·rnÌ a koncovÈ pro-
dukty glykace (AGEs) a produkty autooxidace glykujÌcÌho
cukru (= proces glykoxidace). K perspektivnÌm terapeutick˝m
z·sah˘m pat¯Ì omezenÌ ˙Ëinku voln˝ch radik·l˘ p˘sobenÌm
antioxidant˘ p¯ÌrodnÌho (p¯ev·ûnÏ rostlinnÈ antioxidanty) ne-
bo endogennÌho p˘vodu. EndogennÌm antioxidantem je i ky-
selina moËov·, kter· se v organismu vyskytuje v pomÏrnÏ
vysokÈ koncentraci a podÌlÌ se na zh·öenÌ voln˝ch radik·l˘
v plazmÏ. Jako model glykoxidace byly v tÈto pr·ci pouûity
systÈmy ÑAST + D-fruktosaì a ÑALT + D-fruktosaì, jejichû
vlastnosti byly pops·ny v d¯Ìve publikovan˝ch pracÌch1,2. Ami-
notransferasy jsou vhodn˝mi modelov˝mi bÌlkovinami, pro-
toûe ve svÈ molekule obsahujÌ nÏkolik lysinov˝ch zbytk˘,
z nichû jeden je souË·stÌ aktivnÌho mÌsta enzymu. Sledovali
jsme vliv 1,2 mM kyseliny moËovÈ na aktivitu obou enzym˘
a vznik fluorescenËnÌch pozdnÌch produkt˘ glykoxidace bÏ-
hem inkubace p¯i 37 ∞C v kontrolnÌch pokusech a v p¯Ìtom-
nosti 50 mM a 500 mM D-fruktosy. Kyselina moËov· vykazo-
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vala negativnÌ p¯Ìm˝ vliv na aktivitu ALT (snÌûenÌ aktivity
o 20 % po 6 dnech inkubace), p¯Ìm˝ vliv na AST jsme neza-
znamenali. U obou enzym˘ se uplatnil pozitivnÌ nep¯Ìm˝ vliv
kyseliny moËovÈ jako omezenÌ glykoxidaËnÌho ˙Ëinku cukru
(p¯i 50 mM fruktose byla aktivita AST v p¯Ìtomnosti kyseliny
moËovÈ po 10 dnech inkubace o 26 % vyööÌ a aktivita ALT po
6 dnech inkubace o 22 % vyööÌ). Tento pozitivnÌ efekt p¯ev·ûil
i u ALT nad negativnÌmi p¯Ìm˝mi ˙Ëinky kyseliny moËovÈ.
Nep¯Ìm˝ vliv kyseliny moËovÈ byl z·visl˝ na koncentraci
cukru v inkubaËnÌ smÏsi a v˝raznÏji se projevil v p¯Ìtomnosti
50 mM fruktosy. U obou enzym˘ jsme prok·zali vznik fluo-
reskujÌcÌch koncov˝ch produkt˘ (AGEs). V p¯Ìtomnosti ky-
seliny moËovÈ byla tvorba AGEs niûöÌ.

Pr·ce byla podpo¯ena grantem GA UK 95/2002 a V˝zkumn˝m
z·mÏrem 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 ω-aminoaldehydes to the corresponding ω-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 5í RACE expe-
riments. Subsequent 5íand 3í RACE performed with spe-
cific non-degenerated primers provided two putative cDNAs
of the plant BADH family. Both encoded protein sequences
(AMADH1 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 cDNA, 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

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 AMADH1 and
AMADH2.
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Vazbou n·dorovÈho supresoru proteinu p53 na DNA jsou
zprost¯edkov·ny z·sadnÌ funkce  tohoto proteinu, kter˝ se
podÌlÌ na ochranÏ buÚky p¯ed vznikem n·dorovÈho bujenÌ.
V˝znamn· je zejmÈna vazba proteinu p53 na responzibilnÌ
sekvence v promotorech nÏkter˝ch gen˘ d˘leûit˝ch pro apop-
tÛzu a regulaci bunÏËnÈho cyklu. ResponzibilnÌ sekvence je
tvo¯ena obvykle dvaceti p·ry b·zÌ se sekvencÌ (PuPuPuC(A/T)
(T/A)PyPyPy)2x. Pro anal˝zu komplex˘ proteinu p53 s DNA
jsme pouûili purifikovan˝ protein p53 a deleËnÌ mutanty pro-
teinu p53. Oligonukleotidy obsahujÌcÌ responzibilnÌ sekvence
pro protein p53 byly naznaËeny fluoresceinem. Po nav·z·nÌ
proteinu p53 na DNA byly komplexy separov·ny pomocÌ
kapil·rnÌ elektroforÈzy. Detekce zaloûen· na fluorescenci ex-
citovanÈ argonov˝m laserem n·m umoûnila anal˝zu nanogra-
mov˝ch mnoûstvÌ komplex˘. Naöe mÏ¯enÌ uk·zala, ûe mezi
afinitou proteinu p53 k jednotliv˝m responzibilnÌm sekven-
cÌm jsou znaËnÈ rozdÌly a nejlÈpe se protein p53 v·ûe k pro-
motorovÈ sekvenci z genu proteinu p21. Jak jsme uk·zali, tato
gelov· kapil·rnÌ elektroforÈza (CGE) umoûÚuje anal˝zu kom-
plex˘ p53 s oligonukleotidy, ale takÈ s dlouh˝mi molekulami
DNA. PouûitÌ kapil·rnÌ elektroforÈzy pro studium vazby p53
s DNA znaËnÏ sniûuje n·roky na mnoûstvÌ vzorku oproti kla-
sickÈ deskovÈ elektroforÈze a umoûÚuje velmi rychlou kvan-
titativnÌ anal˝zu vhodnou pro rutinnÌ anal˝zy a automatizaci.

GA »R 301/00/D001 GA AV B5004203.

VLIV SUBSTITUENTU CHINOXALINU
NA ROZPOZN¡NÕ JEDNOTLIV›CH KATIONTŸ
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Schopnost deriv·t˘  5-nitrochinoxalinu v·zat r˘znÈ an-
ionty (Fñ, Clñ and jako tetrabutylamoniovÈ soli) by-
la jiû pops·na a diskutov·na1. D·le v p¯edchozÌ pr·ci by-
lo zjiötÏno, ûe deriv·ty 5-nitrochinaxalinu 2,3-disubstituovanÈ

H PO2 4
ñ
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2-pyrrolem a 2-thiofenem interagujÌ s kationty2. Vliv jednot-
liv˝ch substituent˘ na tuto interakci je studov·n v tÈto pr·ci.
JednotlivÈ deriv·ty chinoxalinu byly promÏ¯ov·ny v mono-
mernÌ formÏ v PVC membr·nov˝ch elektrod·ch s r˘zn˝mi
plastifik·tory a porovn·v·ny s polymernÌ formou receptor˘
v Ñcoated-wireì elektrod·ch. Polymerace probÌhala podle jiû
zn·mÈho postupu3.

Pro momomernÌ formu receptoru v PVC membr·nov˝ch
elektrod·ch bylo pozorov·no, ûe:
1) elektroda s nesubstituovan˝m chinoxalinem a s nitrofeny-

loktylÈterov˝m plastifik·torem vykazovala selektivitu pro
kationt Ag+ a Cs+ na rozdÌl od elektrody s dioktylflal·to-
v˝m plastifik·torem,

2) selektivita pro kationty Ag+ a Cs+ byla po nav·z·nÌ nitro-
skupiny na chinoxalin ztracena. Odezva membr·nov˝ch
elektrod s nitrochinoxalinem na jednomocnÈ kationty se
zlepöovala s lipofilitou kationtu pro oba plastifik·tory,

3) nav·z·nÌ dalöÌch substituent˘ (2-pyrolyl A a 2-thienyl B)
na 5-nitrochinoxalin vedlo ke zv˝öeni selektivity v p¯ÌpadÏ
A v˘Ëi Pb2+, Ag+, Zn2+, Co2+, Cu2+ a v p¯ÌpadÏ B v˘Ëi Pb2+

a Ag+ kationt˘m, p¯iËemû selektivita byla ovlivnÏna po-
laritou plastifik·toru.
Pro polymernÌ formu v Ñcoated-wireì elektrod·ch bylo

zjiötÏno, ûe:
1) nitroskupina 5-nitrochinaxalinu byla redukov·na na ami-

noskupinu z d˘vodu polymerizace. U elektrody polymeri-
zovanÈ s 5-aminochinoxalinu nebyla pozorov·na û·dn·
odezva,

2) elektrody s poly(2,3 deriv·ty 5-aminochinoxalinu) uka-
zovaly selektivitu podobnou membr·nov˝m elektrod·m.
Z·vÏrem lze ¯Ìci, ûe samotn˝ chinoxalin m· afinitu k jed-

nomocn˝m kationt˘m. Nav·z·nÌm elektrofilnÌ nitroskupi-
ny se tato afinita ztr·cÌ. 2,3-Deriv·ty 5-nitrochinoxalinu jsou
citlivÈ na kationty, coû je d·no pr·vÏ substituenty. K tomu-
to z·vÏru p¯ispÌv· i podobnÈ chov·nÌ polymernÌch elek-
trod.

Pr·ce byla podporov·na MäMT »R (MSM 223400008).
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IontovÏ selektivnÌ elektrody (ISE) v dneönÌ dobÏ p¯ed-
stavujÌ jednoduch˝ analytick˝ n·stroj pouûÌvan˝ v celÈ ¯a-
dÏ obor˘ zejmÈna v klinickÈ medicÌnÏ, v procesnÌ kontrole
a v anal˝z·ch ûivotnÌho prost¯edÌ. ISE jsou pouûÌv·ny p¯e-
devöÌm pro svou jednoduchost a zpravidla nep¯Ìliö velkou
cenu. PraktickÈ vyuûitÌ  nach·zejÌ ISE zejmÈna  p¯i poten-
ciometrick˝ch mÏ¯enÌ pH a p¯i stanovenÌch koncentrace ion-
t˘ v nejr˘znÏjöÌch matricÌch. Jeden z nov˝ch typ˘ ISE jsou
Ñcoated-wireì elektrody, jeû jsou urËeny pro zjiöùov·nÌ iont˘
organick˝ch kyselin. V˝bÏrem vhodnÈho polymeru depono-
vanÈho na podkladovÈm materi·lu elektrody lze mÏnit vlast-
nosti elektrod, p¯edevöÌm jejich selektivitu. U tÏchto elektrod
je kladen d˘raz pr·vÏ na selektivitu a citlivost, kter· je bohuûel
ovlivnÏna podkladov˝m materi·lem. PodkladovÈ materi·ly
jsou kovy, kterÈ majÌ funkci nejen nosiËe, ale p¯edevöÌm takÈ
katalyz·toru p¯i vlastnÌ tvorbÏ filmu. Jako nejlepöÌ nosn˝
materi·l se jevÌ Pt a Au. Tyto kovy avöak majÌ podstatn˝ vliv
p¯i potenciometrick˝ch mÏ¯enÌch, coû je zn·mo z literatury1

a takÈ naöe dosavadnÌ v˝sledky tomu nasvÏdËujÌ.
CÌlem naöeho v˝zkumu bylo navrhnout a vyzkouöet novÈ

technologie v˝roby elektrod a to vÌcevrstevn˝ch elektrod na
b·zi elektricky vodiv˝ch polymer˘. K n·vrhu tÈto technologie
n·s vedla myölenka odstÌnÏnÌ vlivu podkladovÈho materi·lu,
v naöem p¯ÌpadÏ p¯edevöÌm platiny, z d˘vod˘ ruöenÌ tohoto
podkladovÈho materi·lu p¯i testov·nÌ polymernÌch film˘ me-
todou potenciometrickou. Nejprve bylo t¯eba najÌt vhodnÈ
podmÌnky pro p¯Ìpravu vÌcevrstevn˝ch elektrod, kterÈ byly
odliönÈ od p¯Ìpravy jednovrstevn˝ch elektrod. V˝hodou vÌce-
vrstv˝ch elektrod by mÏla b˝t jejich vyööÌ citlivost a selektivita.

V experimentech byla odzkouöena jako prvnÌ vrstva poly-
thiofen, kter˝ mÏl odstÌnit vliv podkladovÈ platiny a takÈ
p¯ispÏt sv˝mi katalytick˝mi ˙Ëinky p¯i polymeraci dalöÌ vrs-
tvy. Druh· a t¯etÌ vrstva byly tvo¯eny nespecificky interagu-
jÌcÌmi polymery polyanilinem a polypyrrolem Ëi selektivnÌm
polymerem neutr·lnÌ ËervenÏ. Jejich po¯adÌ bylo mÏnÏno.
Polymer neutr·lnÌ ËervenÏ specificky interaguje s citr·tov˝mi
ionty2. P¯Ìtomnost jednotliv˝ch vrstev byla ovÏ¯ena Ramano-
vou spektroskopiÌ a elektronov˝m mikroskopem.

NovÏ vytvo¯en· technologie p¯Ìpravy elektrod by mÏla b˝t
d·le pouûita pro novÈ citlivÈ polymernÌ vrstvy s vyuûitÌm
samostatnÏ jako ISE Ëi v senzorov˝ch polÌch elektronick˝ch
jazyk˘ a nos˘.

LITERATURA

1. Lucas C. A., MarkoviË N. M., Ross P. N.: J. Am. Phys.
Soc. 55, 7964 (1997).
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Kr·l V.: Euroanalysis-12, Dortmund, 8ñ13 September
2002, Book of Abstracts P2-016, str. 446.

Chem. Listy 97, 281 ñ 323 (2003) Konference Sigma-Aldrich, sbornÌk

286



IN VITRO CLONING AND EXPRESSION
OF Actinobacillus pleuropneumoniae GENE
FOR APX II PROTEIN

R. BURDYCHOV¡a, M. RYCHTERAa,
L. BAB¡Ka, and M. BARTOäb

aFaculty of Chemistry, Brno University of Technology, Pur-
kyÚova 118, 612 00 Brno, bGenex CZ, s.r.o., Podstr·nsk· 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
II 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 II production reached a level of 4,5 mg.lñ1 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.

NUCLEAR MYOSIN I AND ACTIN
ARE REQUIRED FOR TRANSCRIPTION
OF RIBOSOMAL GENES

HANA DINGOV¡, VLADA V. PHILIMONENKO,
and PAVEL HOZ¡K

Institute of Experimental Medicine, Academy of Sciences of
the Czech Republic, VÌdeÚsk· 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 ñ 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 ìhypo-
tonic shiftî 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 I.

PÿÕPRAVA FLUOROVAN›CH DERIV¡TŸ
BIOLOGICKY V›ZNAMN›CH IMIDAZOLŸ

BOHUMIL DOLENSK›a a KENNETH L. KIRKb

a⁄stav analytickÈ  chemie, Technick·  5,  166 28 Praha  6,
bNational Institutes of Health, NIDDK, LBC, Bethesda, MD
20892, USA
e-mail: blbek@seznam.cz

P¯ÌrodnÌ l·tky, v jejichû struktu¯e je atom vodÌku nahrazen
atomem fluoru, nach·zejÌ pouûitÌ v nejednÈ oblasti v˝zkumu
proces˘ probÌhajÌcÌch v ûiv˝ch organismech. VyuûÌv· se p¯e-
devöÌm skuteËnosti, ûe z·mÏnou vodÌku za fluor nevznik·
velk· zmÏna velikosti molekuly, ale dramaticky je vöak zmÏ-
nÏna polarita, hydrofilita a stabilita l·tky. SkuteËnost, ûe fluo-
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rovanÈ organickÈ l·tky nejsou v ûiv˝ch organismech obsaûeny,
je rovnÏû vyuûiteln· pro sledov·nÌ r˘zn˝ch dÏj˘. ProblÈmem
vöak z˘st·v· p¯Ìprava tÏchto fluorovan˝ch l·tek. TÈmÏ¯ vûdy
jsou fluorovanÈ deriv·ty p¯ÌrodnÌch l·tek p¯ipravov·ny vÌce-
stupÚovou syntÈzou.

⁄spÏönÈ i ne˙spÏönÈ p¯Ìstupy k p¯ÌpravÏ fluorovan˝ch
deriv·t˘ histaminu, histidinolu, histidinu, methylimidazol˘
a urokanovÈ kyseliny budou prezentov·ny.

LITERATURA

1. Fan J., Dolensky B., Kim I. H., Kirk K. L.: J. Fluorine
Chem. 115, 137 (2002).

2. Dolensky B., Takeuchi Y., Cohen L. A., Kirk K. L.: J.
Fluorine Chem. 107, 147 (2001).

3. Dolensky B., Kirk K. L.: J. Org. Chem. 66, 4687 (2001).
4. Dolensky B., Kirk K. L.: J. Org. Chem. 67, 3468 (2002).
5. Dolensky B., Kirk K. L.: Collect. Czech. Chem. Com-

mun. 67, 1335 (2002).

MAKROPOR…ZNÕ GELY S ÿÕZENOU POROZITOU
PRO REGENERACI NERVOV… TK¡NÃ

HANA DRNOVSK¡a,b a FRANTIäEK RYP¡»EKa

a⁄stav makromolekul·rnÌ chemie, Akademie vÏd »eskÈ repub-
liky a bCentrum bunÏËnÈ terapie a tk·Úov˝ch n·hrad, Hey-
rovskÈho n. 2, 162 06 Praha 6

SouËasnÈ pokroky v bunÏËnÈ a molekul·rnÌ biologii ote-
vÌrajÌ novÈ moûnosti terapeutickÈho vyuûitÌ kmenov˝ch bunÏk
p¯i n·hrad·ch a regeneraci tk·nÌ. D˘leûitou roli v tÏchto no-
v˝ch postupech plnÌ polymernÌ biomateri·ly slouûÌcÌ jako
podp˘rn· struktura implantovan˝ch bunÏk a plnÌcÌ funkci
mezibunÏËnÈ hmoty vyvÌjejÌcÌ se tk·nÏ. ZamÏ¯ili jsme se na
v˝voj biomateri·lu pro regeneraci nervovÈ tk·nÏ, potenci·lnÏ
vyuûitelnÈho nap¯. p¯i reparaci mÌönÌch lÈzÌ. CÌlem je vyvinout
velmi mÏkk˝ polymernÌ gel s velk˝m vnit¯nÌm  objemem
vz·jemnÏ propojen˝ch pÛr˘, kterÈ by sv˝mi rozmÏry, tvarem
i prostorovou orientacÌ umoûÚovaly osÌdlenÌ biomateri·lu kme-
nov˝mi buÚkami. Z·roveÚ by mÏl b˝t zaruËen p¯Ìvod ûivin
a r˘stov˝ch faktor˘ za souËasnÈ podpory komunikace a ko-
operace neuron˘ a gliov˝ch bunÏk.

SÌùovanÈ hydrogely byly p¯ipraveny radik·lovou polyme-
racÌ (2-hydroxyethyl)-methakryl·tu (HEMA) a ethylen-dime-
thakryl·tu (EDMA). MakroporÈznÌ struktura gelu byla vytvo-
¯ena (a) metodou vym˝v·nÌ tuhÈho organickÈho porogenu,
(b) f·zovou separacÌ polymeru v p¯Ìtomnosti systÈmu rozpou-
ötÏdloñsr·ûedlo a (c) kombinacÌ vym˝v·nÌ tuhÈho porogenu

a systÈmu rozpouötÏdloñsr·ûedlo. Obsah vody v gelech byl
stanoven mÏ¯enÌm rovnov·ûnÈho stupnÏ botn·nÌ. Porozita
a morfologie vodou nabotnal˝ch gel˘ byla studov·na nÌzko-
vakuovou rastrovacÌ elektronovou mikroskopiÌ (Aquasem, Te-
scan, »R). Na p¯Ìkladu hydrogel˘ na b·zi polyHEMA jsou
demonstrov·ny strategie p¯Ìpravy  gel˘  s ¯Ìzenou velikostÌ
(10ñ70 mm) i architekturou pÛr˘. Jsou diskutov·ny moûnosti
a syntetickÈ postupy pro modifikaci povrchov˝ch vlastnostÌ
biomateri·lu a zavedenÌ specifick˝ch peptidov˝ch struktur
podporujÌcÌch adhezi a proliferaci bunÏk.

V˝zkum je prov·dÏn s finanËnÌ podporou programu v˝zkum-
n˝ch center MäMT LN00A065.

REGULACE BIOSYNT…ZY VALINU
U Corynebacterium glutamicum

VERONIKA ELIä¡KOV¡, JIÿÕ HOL¡TKO
a MIROSLAV P¡TEK

Mikrobiologick˝ ˙stav, Akademie vÏd »eskÈ republiky, VÌ-
deÚsk· 1083, 142 20 Praha 4

Bakterie Corynebacterium glutamicum je v˝znamn˝m pr˘-
myslov˝m producentem aminokyselin. S vyuûitÌm metod ge-
novÈho inûen˝rstvÌ jsou konstruov·ny novÈ produkËnÌ kmeny
s vyööÌ hladinou poûadovanÈho produktu. JednÌm z tÏchto
produkt˘ je aminokyselina valin, kter· je pro ËlovÏka i zvÌ¯ata
esenci·lnÌ.

V buÚk·ch C. glutamicum je valin syntetizov·n spolu
s isoleucinem paralelnÌ biosyntetickou drahou, kter· se d·le
vÏtvÌ na dr·hy syntÈzy leucinu a pantoten·tu. Enzymy kataly-
zujÌcÌ tvorbu valinu a isoleucinu jsou kÛdov·ny geny ilvBN
(synthasa acetohydroxykyselin), ilvC (reduktoisomerasa aceto-
hydroxykyselin), ilvD (dehydratasa dihydroxykyselin) a ilvE
(transaminasa). Regulace tÈto biosyntetickÈ dr·hy byla stu-
dov·na jak na ˙rovni transkripce, tak na ˙rovni enzymovÈ
aktivity.

KlÌËov˝m enzymem biosyntetickÈ dr·hy valinu a isoleu-
cinu je synthasa acetohydroxykyselin  (AHAS). RegulaËnÌ
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Obr. 1. Hydrogel na b·zi polyHEMA s p¯Ìdavkem 80 % sr·ûedla
(obsah porogenu 0,287 g.cmñ3)
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podjednotka tohoto enzymu v·ûe koneËnÈ produkty danÈ dr·-
hy (valin, leucin, isoleucin) a ¯ÌdÌ tak regulaci aktivity enzymu
zpÏtnou vazbou. S vyuûitÌm metody mÌstnÏ specifickÈ muta-
geneze byly do potenci·lnÌho vazebnÈho mÌsta pro valin (resp.
leucin a isoleucin) zavedeny z·mÏny jednÈ aû t¯Ì aminoky-
selin. Pro mÏ¯enÌ aktivity mutantnÌch enzym˘ byl zkonstruo-
v·n kmen C. glutamicum ∆ilvN, kter˝ byl transformov·n
plazmidem nesoucÌm mutovanÈ geny. ZÌsk·ni byli dva mu-
tanti (M8 a M13), kte¯Ì vykazujÌ ˙plnou rezistenci k inhibici
10 mM valinem, leucinem i isoleucinem. Tyto v˝sledky na-
znaËujÌ, ûe vazebnÈ mÌsto pro vöechny t¯i aminokyseliny je
totoûnÈ.

Pro cÌlenou  konstrukci  novÈho  produkËnÌho  kmene je
nezbytn· znalost transkripËnÌch sign·l˘ gen˘  danÈ dr·hy.
Z tohoto d˘vodu byly s vyuûitÌm promoter-probe vektoru
pET2 a reportÈrovÈho genu cat analyzov·ny promotory P-
-ilvB, P-ilvN, P-ilvD a P-ilvE. Metodou primer-extension byly
p¯esnÏ stanoveny p¯ÌsluönÈ transkripËnÌ poË·tky u P-ilvN,
P-ilvD a P-ilvE. Znalost transkripËnÌho profilu gen˘ ˙Ëast-
nÌcÌch se biosyntÈzy valinu je tak kompletnÌ. P¯i pouûitÌ r˘znÏ
dlouh˝ch fragment˘ DNA nesoucÌch tyto promotory a r˘z-
n˝ch kultivaËnÌch podmÌnek (nadbytek valinu nebo naopak
hladovÏnÌ na valin) byla studov·na regulace jejich exprese
valinem. V p¯ÌpadÏ P-ilvB, kter˝ je ¯Ìzen transkripËnÌ atenuacÌ,
bylo zjiötÏno, ûe oblast nedokonalÈ p¯ÌmÈ repetice, lokali-
zovanÈ p¯ed vlastnÌm promotorem, v˝raznÏ zvyöuje jeho ak-
tivitu. P¯i hladovÏnÌ na valin doch·zelo k derepresi promotoru
a jeho aktivita mÏ¯en· prost¯ednictvÌm aktivity reportÈrovÈho
enzymu (chloramfenikolacetyltransferasy) se zv˝öila oproti
buÚk·m rostoucÌm s p¯ebytkem valinu aû 50◊. V souladu
s tÌmto zjiötÏnÌm zp˘sobila delece atenu·toru 40-ti n·sobnÈ
zv˝öenÌ promotorovÈ aktivity. P-ilvN byl lokalizov·n 340 bp
p¯ed iniciaËnÌm kodonem, uvnit¯ genu ilvB. Anal˝za tohoto
promotoru prok·zala, ûe oblast lokalizovan· mezi vlastnÌm
promotorem a translaËnÌm startem genu ilvN zp˘sobuje v˝-
raznÈ snÌûenÌ aktivity tohoto promotoru. MÏ¯enÌm aktivit P-
-ilvD a P-ilvE bylo zjiötÏno, ûe P-ilvD je slab˝, zatÌmco
naopak P-ilvE pomÏrnÏ siln˝ promotor.

Na z·kladÏ v˝sledk˘ anal˝zy regulace dr·hy biosyntÈzy
valinu byla zah·jena konstrukce produkËnÌho kmene C. glu-
tamicum, jejÌû podstatou jsou p¯ÌmÈ z·sahy (delece, inzerce
a v˝mÏny) do chromozomu tÈto bakterie. CÌlem tÏchto modi-
fikacÌ je posÌlit tok intermedi·t˘ smÏrem k syntÈze valinu
(delece atenu·toru P-ilvB, zavedenÌ mutace M13 zp˘sobujÌcÌ
rezistenci AHAS ke zpÏtnovazebnÈ inhibici) a z·roveÚ zablo-
kovat nebo oslabit kompetujÌcÌ dr·hy vedoucÌ k tvorbÏ isoleu-
cinu a pantoten·tu (delece v genech ilvA a panB). Modifi-
kovanÈ ˙seky DNA byly integrov·ny do chromozomu po-
mocÌ plazmidu pK18mobsacB. Let·lnÌ gen sacB byl vyuûit
pro selekci û·dan˝ch konstrukt˘ po druhÈ rekombinaci, jejÌû
d˘sledkem bylo vyötÏpenÌ veöker˝ch vektorov˝ch sekvencÌ.
V˝sledkem modifikacÌ je kmen C. glutamicum ∆ilvA∆panB
ilvNM13∆AttP-ilvB, kter˝ je testov·n na produkci valinu.
DalöÌmi kroky jsou inzerce siln˝ch promotor˘ p¯ed geny ilvD
a ilvE. HlavnÌ v˝hodou takto zkonstruovanÈho kmene je ab-
sence plazmidu a tedy i genu pro rezistenci k antibiotiku,
pouûÌvanÈho jako marker.

VLIV HUMINOV›CH KYSELIN
NA BIODEGRADA»NÕ A ENZYMOVOU
AKTIVITU MIKROBNÕCH POPULACÕ
VŸ»I FENOLICK›M AROM¡TŸM

ARIANA FIALOV¡, MARTINA SIGLOV¡,
ALENA »EJKOV¡, JAN MAS¡K
a VLADIMÕR JIRKŸ

⁄KCHB, Vysok· ökola chemicko-technologick· v Praze, Tech-
nick· 5, 166 28 Praha 6
e-mail: Ariana.Fialova@vscht.cz

OdstraÚov·nÌ aromatick˝ch polutant˘ biologickou, öetr-
nou a efektivnÌ cestou, je podmÌnÏno konkrÈtnÌmi podmÌn-
kami v kontaminovanÈ lokalitÏ a biodegradaËnÌm potenci·lem
pouûitÈ mikrobnÌ populace. Ve snaze zv˝öit toleranci mikroor-
ganism˘ v˘Ëi fenol·t˘m a biodegradaËnÌ rychlost, je testov·n
vliv p¯Ìdavku huminov˝ch kyselin (HAs), komplexnÌch po-
lyhydroxyfenolov˝ch v˝luh˘ humusu. BliûöÌ charakterizace
s tÌmto vlivem p¯Ìmo souvisejÌcÌch biodegradaËnÌch a enzymo-
v˝ch mechanism˘ je proto nezbytn˝m p¯edpokladem ˙spÏö-
nÈho nasazenÌ HAs a mikroorganism˘ p¯i bioremediaËnÌm
procesu.

NepatogennÌ p˘dnÌ kvasinka a bakterie, schopnÈ utilizovat
fenol a nÏkterÈ jeho deriv·ty jako jedinÈ zdroje uhlÌku a ener-
gie, jsou  v tÈto studii pouûity  jako  modelovÈ organismy.
Kvasinka Candida maltosa, izolovan· z p˘dy dlouhodobÏ
kontaminovanÈ ropn˝mi uhlovodÌky, prok·zala schopnost de-
gradovat resorcinol, katechol, fenol, hydochinon a dinitro-
fenol. SbÌrkov· bakterie Rhodococcus erythropolis s vysokou
adaptaËnÌ schopnostÌ byla schopn· utilizovat resorcinol, ka-
techol, fenol, hydrochinon, 4-hydroxybenzo·t a p-kresol. Pro
oba mikroorganismy byly vybr·ny optim·lnÌ kultivaËnÌ pod-
mÌnky (typ mÈdia, pH, teplota), byly stanoveny limitnÌ kon-
centrace zdroj˘ uhlÌku a energie a nÏkterÈ enzymovÈ aktivity
v p¯Ìtomnosti a nep¯Ìtomnosti HAs r˘znÈho typu. Kvasinka
byla vÌce tolerantnÌ v˘Ëi vyööÌm koncentracÌm dan˝ch arom·-
t˘ neû bakterie, coû  potvrdily i hodnoty aktivity  prvnÌho
enzymu v degradaËnÌ dr·ze fenolu, fenol hydroxylasy (E.C.
1.14.13.7), kter˝ byl stanovov·n v pr˘bÏhu kultivace v hrubÈm
bezbunÏËnÈm extraktu po dezintegraci biomasy.

Vliv HAs, majÌcÌch vysokou afinitu k hydrofobnÌm l·t-
k·m, spoËÌv· v jejich schopnosti tvo¯it povrchovÏ aktivnÌ
pseudomicely. HAs se v pr˘bÏhu kultivace kvasinkovÈ i bak-
teri·lnÌ populace v p¯Ìtomnosti fenolu jako jedinÈho zdroje
uhlÌku a  energie  naadsorbovaly na povrch bunÏk,  coû  se
nestalo, pokud byla jako zdroj uhlÌku a energie pouûita glu-
kÛza. VÏtöina testovan˝ch HAs nebyla kv˘li svÈ vysokÈ mo-
lekulovÈ hmotnosti (nemoûnost transportu do bunÏk) mikro-
organismy vyuûÌv·na jako zdroje uhlÌku a energie, p¯esto
nÏkterÈ z nich byly schopnÈ indukovat intracelul·rnÌ fenol
hydroxylasu i v nep¯Ìtomnosti fenolu. Indukce a hodnoty
aktivity klÌËovÈho enzymu fenol hydroxylasy z·visÌ na pouûi-
tÈm substr·tu a jeho koncentraci, p¯iËemû oscilace v jeho
aktivitÏ lze zmenöit pr·vÏ p¯Ìdavkem HAs do mÈdia. R˘stovÈ
rychlosti a celkov˝ n·r˘st biomasy na vyööÌch koncentracÌch
fenolu (0,5 g.lñ1) se zv˝öil po p¯Ìdavku HA5, PAB 79, S4 a S5
v koncentracÌch 0,05 aû 0,1g.lñ1 na rozdÌl od nÏkter˝ch jin˝ch
HAs, jejichû p¯Ìdavek nemÏl û·dn˝ pozitivnÌ vliv na degra-
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daci. Vliv HAs na r˘st a degradaci fenolick˝ch l·tek se liöÌ pro
r˘znÈ typy a koncentrace HAs, ale i pro r˘znÈ koncentrace
a typy zdroje uhlÌku a energie.

DosaûenÈ v˝sledky byly potvrzeny r˘zn˝mi uspo¯·d·nÌmi
mÏ¯enÌ (batch-kultivace v baÚk·ch, mikrokultivaËnÌ za¯ÌzenÌ
BioscreenC a stanovenÌ enzymovÈ aktivity) a ukazujÌ na nut-
nost prov·dÏt obdobnÈ testy vûdy pro konkrÈtnÌ situaci (mi-
kroorganismus, kultivaËnÌ podmÌnky, typy huminov˝ch kyse-
lin a jejich koncentrace), p¯ed pouûitÌm v dekontaminaËnÌm
procesu.

NEW TRANSGLYCOSYLATION
REACTIONS CATALYSED
BY -N-ACETYLHEXOSAMINIDASES

P. FIALOV¡, LENKA WEIGNEROV¡,
A. PIäVEJCOV¡, and VLADIMÕR KÿEN

Laboratory of Biotransformation, Institute of Microbiology,
Academy of Sciences of the Czech Republic, VÌdeÚsk· 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 oligosaccharides1ñ3. In our project
we have investigated the affinity of β-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-β-D-glucopyra-
nosides (acyl = formyl, glycolyl, propionyl and trifluoroace-
tyl) and 4-nitrophenyl 2-amino-2-deoxy-β-D-glucopyranoside
were synthesised from D-glucosamine hydrochloride. They
were subjected to a screening comprising 36 β-N-acetylhe-
xosaminidases of mostly fungal origin concerning their hy-
drolysis rate and transglycosylation potential with the above
substrates. As a result, β-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 β-N-acetylhexos-
aminidases. This rather novel concept widely extends the
synthetic capability of glycosidases.

Support by the grant 203/01/1018 and 204/02/P096 from the
Grant Agency of the Czech Republic and Institutional Re-
search Concept No. AV0Z5020903 is acknowledged.
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KVANTITATIVNÕ MOLEKUL¡RNÕ
MONITOROV¡NÕ NEMOCN›CH CLL
L…»EN›CH MONOKLON¡LNÕ PROTIL¡TKOU
ANTI-CD20 A PURINOV›MI ANALOGY

K. FORSTEROV¡, K. PULKR¡BKOV¡
a A. SLAVÕ»KOV¡

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

Monoklon·lnÌ protil·tka anti-CD20, rituximab (MabThera,
Roche), se v poslednÌ dobÏ zaËÌn· uplatÚovat i v lÈËbÏ chro-
nick˝ch lymfatick˝ch leukÈmiÌ (CLL) nejen jako monoterapie
poslednÌ volby, ale i v kombinovanÈ lÈËbÏ novÏ diagnosti-
kovan˝ch pacient˘. Kombinace chemoterapie s monoklon·lnÌ
protil·tkou m˘ûe zlepöit v˝sledky lÈËby a navodit i moleku-
l·rnÏ biologickou remisi,  tj.  vymizenÌ molekul·rnÏ biolo-
gickÈho markeru malignÌho onemocnÏnÌ z org·nu, kde byl
p¯edtÌm detegov·n ñ obvykle z perifernÌ krve a kostnÌ d¯enÏ.
V souËasnosti vöak z˘st·v· ot·zkou, zda tato dobr· odpovÏÔ
povede k prodlouûenÌ obdobÌ bez zn·mek onemocnÏnÌ. Z nÏ-
kter˝ch pracoviöt vzeöel n·zor, ûe o lepöÌ prognÛze m˘ûe
svÏdËit rychlost odpovÏdi na lÈËbu. Proto lze p¯edpokl·dat, ûe
kvantifikujÌcÌ molekul·rnÌ monitorov·nÌ ˙Ëinku lÈËby a rezi-
du·lnÌho onemocnÏnÌ je pro klinick· vyuûitÌ p¯ÌnosnÏjöÌ. Mar-
kerem nejËastÏji vyuûÌvan˝m pro monitorov·nÌ B-lymfopro-
liferativnÌch onemocnÏnÌ pomocÌ PCR je klon·lnÌ p¯estavba
oblasti CDR3 genu pro tÏûk˝ imunoglobulinov˝ ¯etÏzec (IgH).
Na pracoviöti byla jiû d¯Ìve ovÏ¯ena klinick· relevance kvan-
tifikujÌcÌho monitorov·nÌ nemocn˝ch NHL s vyuûitÌm kom-
parativnÌ IgH/ras PCR.

Tato pr·ce ovÏ¯uje uplatnitelnost metodiky takÈ p¯i monito-
rov·nÌ nemocn˝ch CLL. Byl sledov·n v˝voj choroby v kostnÌ
d¯eni u 14 pacient˘, z nichû 13 bylo lÈËeno kombinacÌ R-FluCy
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(rituximab,  fludarabin a cyklofosfamid)  nebo  monoterapiÌ
tÏmito terapeutiky a 1 pacient lÈËen˝ kombinacÌ R-COP (ritu-
ximab, cyklofosfamid, vinkristin, prednison). 7 z tÏchto 14
sledovan˝ch nemocn˝ch navÌc kromÏ lÈËby podstoupilo auto-
lognÌ transplantaci krvetvorn˝ch bunÏk. Bylo zatÌm monito-
rov·no 18 obdobÌ onemocnÏnÌ a vûdy zjiötÏn souhlas s kli-
nick˝m stavem pacient˘. PCR remise dos·hlo 11 pacient˘
lÈËen˝ch kombinacÌ R-FluCy, event. R-COP. NejdelöÌ zatÌm
pozorovanÈ obdobÌ molekul·rnÌ remise trvalo 21 mÏsÌc˘. Mo-
lekul·rnÌ regrese, tedy kvantitativnÌ pokles markeru, byla po-
zorov·na u 4 pacient˘ lÈËen˝ch kombinacÌ R-FluCy a mole-
kul·rnÌ progrese, tj. znovuobjevenÌ nebo kvantitativnÌ n·r˘st
markeru, byla pozorov·na v 1 p¯ÌpadÏ, a to u nemocnÈho
lÈËenÈho rituximabem v monoterapii.

S ohledem na dobrou korelaci dosavadnÌch laboratornÌch
a klinick˝ch öet¯enÌ je moûno p¯edpokl·dat, ûe obdobnÈ sle-
dov·nÌ u dostateËnÏ velkÈho souboru pacient˘ by mÏlo vÈst
k z·vÏr˘m o uplatnitelnosti metodiky p¯i terapeutick˝ch roz-
hodov·nÌch.

Tato pr·ce je podporov·na grantem Ë. 203580, 15/01 GA UK.

SYNT…ZA NOV›CH DERIV¡TŸ SILYBINU
S MODIFIKOVAN›MI BIOLOGICK›MI
A FYZIK¡LNÕMI VLASTNOSTMI

R. GAé¡Ka, DANA WALTEROV¡b,
PETR SEDMERAa a VLADIMÕR KÿENa

aLaborato¯ biotransformacÌ, Mikrobiologick˝ ˙stav, Akade-
mie vÏd »eskÈ republiky, VÌdeÚsk· 1083, 142 20 Praha, b⁄stav
lÈka¯skÈ chemie a biochemie, HnÏvotÌnsk· 3, 775 15 Olomouc
e-mail: gazak@biomed.cas.cz

Flavanolignan silybin, izolovan˝ ze semen ostropest¯ce ma-
ri·nskÈho, je aktivnÌ sloûkou ¯ady hepatoprotektivnÌch a cy-
toprotektivnÌch p¯Ìpravk˘. Silybin vykazuje silnÈ antioxidaËnÌ
a antiradik·lovÈ ˙Ëinky. P¯ÌrodnÌ silybin je ekvimol·rnÌ smÏsÌ
dvou velmi obtÌûnÏ separovateln˝ch diastereoisomer˘ (2R,
3R, 10S, 11S a 2R, 3R, 10R, 11R). Jeho biologick· dostupnost
je omezena nÌzkou rozpustnostÌ ve vodÏ.

V r·mci tÈto pr·ce se ¯eöÌ dva z·kladnÌ p¯Ìstupy pro zlep-
öenÌ biologickÈ dostupnosti silybinu: selektivnÌ oxidace pri-
m·rnÌ hydroxylovÈ skupiny silybinu na skupinu karboxylo-
vou, spoËÌvajÌcÌ ve zv˝öenÌ rozpustnosti ve vodÏ a konjugace
silybinu s dalöÌm antioxidantem (nap¯. kyselinou gallovou)
vedoucÌ ke zv˝öenÌ antioxidaËnÌch a antiradik·lov˝ch ˙Ëink˘.

SelektivnÌ methylace jednotliv˝ch hydroxylov˝ch skupin
silybinu (resp. jeho 2,3-dehydro deriv·tu) a n·slednÈ biolo-
gickÈ testov·nÌ tÏchto l·tek by mÏlo objasnit roli konkrÈtnÌch
funkËnÌch skupin v molekul·rnÌch mechanismech antioxida-
tivnÌch ˙Ëink˘ silybinu.

Vzhledem k polyfunkËnÌmu charakteru molekuly silybinu
je nezbytnÈ pro vÏtöinu transformacÌ vych·zet ze selektivnÏ
chr·nÏn˝ch deriv·t˘. Z tohoto d˘vodu je souË·stÌ projektu
takÈ v˝voj metod selektivnÌho chr·nÏnÌ v molekule silybinu
(pop¯. 2,3-dehydrosilybinu).

CÌlem pr·ce je p¯Ìprava deriv·t˘ silybinu s modifiko-
van˝mi vlastnostmi, p¯edevöÌm pak deriv·t˘ s lepöÌ biodo-
stupnostÌ a zv˝öen˝m a/nebo cÌlen˝m antioxidaËnÌm ˙Ëin-
kem.

Pr·ce byla podporov·na granty Ë. 303/02/1097 GA »R, Ë. FD-
-K/096 MPO »R a Ë. AV0Z5020903.

MAPOV¡NÕ KONTAKTNÕCH MÕST
MEZI RECEPTORY III. SKUPINY GPCR
A G-PROTEINY

M. HAVLÕ»KOV¡, JAROSLAV BLAHOä,
L. PREZEAU a J.-P. PIN

OddÏlenÌ molekul·rnÌ farmakologie, UEM, VÌdeÚsk· 1083,
142 20 Praha 4
e-mail: michavl@seznam.cz

Receptory sp¯aûenÈ s G-proteiny (GPCR) hrajÌ klÌËovou
roli v mnoha fyziologick˝ch i patologick˝ch procesech a proto
jsou jejich struktura a funkce p¯edmÏtem intenzivnÌho v˝-
zkumu. ÿada experiment˘ prok·zala, ûe GPCR se mohou
vyskytovat jako konstitutivnÌ nebo indukovanÈ homo- Ëi hete-
rodimery.  Dimerizace podstatnÏ  ovlivÚuje  vlastnosti  novÏ
vznikl˝ch receptor˘ nap¯. jejich farmakologickÈ vlastnosti,
interakci s G-proteiny, desensitizaci, internalizaci a bunÏËn˝
transport.

Pro urËenÌ strukturnÌho a funkËnÌho uspo¯·d·nÌ komplexu
dimernÌ receptor-G-protein je nezbytnÈ zjistit, jestli G-protei-
ny interagujÌ s obÏma podjenotkami receptoru, nebo zda je
pouze jedna z podjenotek dimeru zodpovÏdn· za aktivaci
asociovanÈho G-proteinu. Jako model jsme pouûili GABABR
(receptor pro γ-aminom·selnou kyselinu), kter˝ je tvo¯en dvÏ-
ma r˘zn˝mi podjednotkami GABABR1 a GABABR2. Muta-
ce provedenÈ v intracelul·rnÌch kliËk·ch obou podjednotek
prok·zaly, ûe podjednotka GABABR2, konkrÈtnÏ jejÌ druh·
intracelul·rnÌ  kliËka, je nezbytn· pro aktivaci G-protein˘.
Testov·nÌ chimernÌch podjednotek receptoru obsahujÌcÌch mu-
tace intracelul·rnÌch domÈn naznaËilo, ûe jedin· podjednotka
homodimernÌch receptor˘ obsahuje vöechny determinanty ne-
zbytnÈ k aktivaci G-protein˘. D·le jsme se soust¯edili na
urËenÌ oblastÌ, kterÈ jsou zodpovÏdnÈ za specifickou interakci
mezi receptorem a α-podjednotkou G-proteinu. V tomto p¯Ì-
padÏ byly pouûity mGluRs (metabotropnÌ glutam·tovÈ recep-
tory), kterÈ pat¯Ì do III. skupiny GPCR stejnÏ jako GABABR,
ale funkËnÌ mGlu receptor je tvo¯en dvÏma identick˝mi pod-
jednotkami. Vyuûili jsme rozdÌln˝ch schopnostÌ mGluR2
a mGluR8 aktivovat chimernÌ Gqo5 a Gqz5 proteiny a zjistili
jsme, ûe sekvence druhÈ intracelul·rnÌ kliËky tÏchto receptor˘
specificky interaguje s C-koncem Ga-podjednotky (posled-
nÌch 5 aminokyselin). Tato interakce je zodpovÏdn· za selek-
tivnÌ rozpozn·nÌ Go/z-protein˘ mGlu receptory II. a III. t¯Ìdy
a urËuje, kter˝ typ G-protein˘ bude aktivov·n.silybin
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ZÌskanÈ v˝sledky naznaËujÌ, ûe C-konec Ga-podjednotky
interaguje mÌstem na receptoru, kterÈ je tvo¯eno druhou a prav-
dÏpodobnÏ t¯etÌ intracelul·rnÌ kliËkou, stejnÏ jako je tomu
u I. skupiny GPCR. Je tedy moûnÈ, ûe u tÏchto dvou skupin
doch·zÌ k aktivaci G-protein˘ stejn˝m zp˘sobem.

Tento projekt byl podporov·n GA »R (301/00/0654), IGA
MZ»R (NF 6704-3/01).

MUTATIONS IN CKI1 BLOCK FEMALE
GAMETOPHYTE DEVELOPMENT
IN Arabidopsis thaliana

JAN HEJ¡TKOañc, MARK…TA PERNISOV¡b,
PETRA TƒNZLERc, KLAUS PALMEc,
and BÿETISLAV BRZOBOHAT›a,b

aInstitute of Biophysics, Academy of Sciences of the Czech
Republic, Kr·lovopolsk· 135, 612 65 Brno, bDepartment of
Functional Genomics and Proteomics, Faculty of Science,
Masaryk University, Kotl·¯sk· 2, 611 37 Brno, cMax-Del-
br¸ck Laboratorium in der Max-Planck-Gesselschaft, Carl-
-von-Linne Weg 10, D-508 29, Kˆln, 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. It
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/cki1::En-1 plants segregated the cki1::En-1
(cki1-i) allele in a non-Mendelian manner suggesting a loss of
function in a gamete carrying the cki1-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/cki1-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 (cki1-s1 and cki1-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 CKI1 in regulation of female gametophyte
development. To analyze the expression of CKI1 we con-
structed two different fusions of a putative CKI1 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 CKI1 throughout

entire female gametophyte development and in early seed
development.

Supported by grants LN00A081, MSM143100008, Z5004920.
J. H. was supported by DAAD.

STANOVENÕ HLADINY APOPT”ZY
INDUKOVAN… POMOCÕ JEDNOTLIV›CH
C-KONCOV›CH ISOFOREM PROTEINU p73
V BUNÃ»N›CH LINIÕCH EXPRIMUJÕCÕCH
RŸZN… KONFORMA»NÕ ISOMERY
PROTEINU p53

R. HRSTKA, P. M‹LLER, P. »EäKOV¡
a B. VOJTÃäEK

Z·kladna experiment·lnÌ onkologie, Masaryk˘v onkologick˝
˙stav, élut˝ kopec 7, 656 53 Brno

Protein p53 m˘ûe b˝t indukov·n a stabilizov·n poökoze-
nÌm DNA, hypoxiÌ, defekty mitotickÈho v¯etÈnka, pop¯ÌpadÏ
aktivacÌ onkogen˘ nebo vir˘. Aktivovan˝ protein p53 m˘ûe
vyvolat apoptÛzu, z·stavu bunÏËnÈho cyklu a v nÏkter˝ch
p¯Ìpadech i senescenci.

Funkce proteinu p53, zejmÈna p¯i navozenÌ apoptÛzy, je
v˝znamnÏ ovlivnÏna expresÌ r˘zn˝ch isoforem jeho homolo-
gu, proteinu p73. P¯edpokl·d· se, ûe kaûd· z isoforem proteinu
p73 kombinujÌcÌ r˘zn˝ N-koncov˝ a C-koncov˝ sest¯ih vy-
kazuje rozdÌlnÈ transaktivaËnÌ a proteinñprotein interakËnÌ
schopnosti, a tak spoleËnÏ s proteinem p53 vytv·¯Ì regulaËnÌ
sÌù, kter· m˘ûe velice jemnÏ reagovat na aktu·lnÌ stav buÚky.

BunÏËnÈ linie H1299, MCF-7, T47D, BT474 a BT574
byly transfekov·ny expresnÌmi plazmidy s vloûen˝mi sekven-
cemi jednotliv˝ch deleËnÌch forem proteinu p73 (alfa, beta,
gamma, delta) a proteinu p53. TransaktivaËnÌ schopnost r˘z-
n˝ch isoforem proteinu p73  a jejich schopnost indukovat
apoptÛzu byla porovn·v·na ve vztahu k r˘zn˝m typ˘m mutacÌ
proteinu p53. ⁄roveÚ apoptÛzy byla mÏ¯ena u bunÏËn˝ch liniÌ
exprimujÌcÌch jednak wild-type p53 a jednak r˘znÈ mutanty
p53 liöÌcÌ se DNA vazebnou kapacitou a typem konformace
DNA vazebnÈ domÈny.

Naöe v˝sledky jednoznaËnÏ potvrzujÌ vliv vlastnÌho bu-
nÏËnÈho prost¯edÌ, typu tk·nÏ, statutu proteinu p53 a isoforem
proteinu p73 na proces programovanÈ smrti bunÏk, p¯iËemû
existence spolupr·ce mezi p73 a p53 je pravdÏpodobnÏ ne-
zbytn·. Pokud by se poda¯ilo v danÈ n·dorovÈ linii specificky
aktivovat nÏkterou z isoforem vyvol·vajÌcÌch apoptÛzu, pop¯Ì-
padÏ inaktivovat mutovanou formu p53, bylo by moûnÈ uva-
ûovat i o speci·lnÌ cÌlenÈ terapii.

Tato pr·ce byla podporov·na grantov˝m projektem IGA MZ
»R ËÌslo 6404-3.
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⁄LOHA ALTERNATIVNÕHO SESTÿIHU
PÿI DIMERIZACI METABOTROPNÕCH
GLUTAM¡TOV›CH RECEPTORŸ

BOHDANA HRUäKOV¡, ALICE ZIKOV¡
a JAROSLAV BLAHOä

OddÏlenÌ  molekul·rnÌ farmakologie, ⁄stav  experiment·lnÌ
medicÌny, Akademie vÏd »eskÈ republiky, VÌdeÚsk· 1083,
142 00 Praha 4

Receptory sp¯aûenÈ s G-proteiny (GPCRs) jsou nejvÏtöÌ
skupinou bunÏËn˝ch receptor˘ reagujÌcÌch na obrovskou ök·lu
ligand˘ vËetnÏ mnoh˝ch lÈËiv. Proto je odhalenÌ princip˘
a mechanism˘ p¯enosu sign·lu (rozpozn·nÌ ligandu, aktivace
receptoru, p¯enos sign·lu do buÚky) d˘leûitÈ pro porozumÏnÌ
fyziologick˝m proces˘m na molekul·rnÌ ˙rovni a tÌm pro
v˝voj nov˝ch lÈËiv.

MetabotropnÌ GABAB receptor pat¯Ì do t¯etÌ rodiny GPCRs.
Funguje jako heterodimer sloûen˝ z podjednotek GB1 a GB2.
Podjednotka GB1 je zodpovÏdn· za vazbu ligandu (N-konec)
a aktivaci receptoru a podjednotka GB2 aktivuje G-proteiny.
Pro funkËnost receptoru je ovöem d˘leûit· interakce mezi
obÏma podjednotkami. TÈto vlastnosti jsme vyuûili pro stu-
dium ˙lohy C-koncovÈ Ë·sti metabotropnÌho glutam·tovÈho
receptoru (mGluR1) p¯i dimerizaci. Tento receptor je homodi-
mernÌ, pat¯Ì takÈ do t¯etÌ rodiny GPCRs a s GABAB recep-
torem sdÌlÌ sekvenËnÌ homologii. MGluR1 existuje v nÏkolika
variant·ch vznikajÌcÌch alternativnÌm sest¯ihem mRNA. Jed-
notlivÈ varianty majÌ r˘znÏ dlouhÈ C-konce. MGluR1a va-
rianta (dlouh·) je lokalizov·na v dendritech a tÏle neuronu
a mGluR1b (kr·tk·) je lokalizov·na v axonu a tÏle. NÏkterÈ
studie popisujÌ vliv alternacÌ C-konce na funkËnÌ vlastnosti
receptoru a takÈ dimerizaci mGluR1 alternativnÌch variant.

Abychom tuto problematiku mohli studovat, vytvo¯ili jsme
GABAB/mGlu1 receptorovÈ mutanty, jejichû N-konce a trans-
membr·novÈ domÈny poch·zÌ z GB1 Ëi GB2 podjednotky
GABAB receptoru a C-koncovÈ Ë·sti odpovÌdajÌ mGluR1a
nebo mGluR1b. Sledovali jsme, jak˝ vliv m· C-konec na
dimerizaci receptoru, transport na bunÏËn˝ povrch a na funkci
dimernÌch receptor˘. Naöe v˝sledky naznaËujÌ, ûe samotn˝ C-
-terminus mGlu1 receptoru neovlivÚuje dimerizaci mGlu re-
ceptor˘, alespoÚ v experimentech s transfekovan˝mi HEK293
(human embryonic kidney) buÚkami.

Sponzorov·no GA »R 301/00/0654, IGA MZ NF 6704-3/01.

PÿÕPRAVA REKOMBINANTNÕHO LIDSK…HO
ERYTROPOETINU V SAV»ÕCH BUNÃ»N›CH
LINIÕCH A TRANSGENNÕCH ZVÕÿATECH

J. KALANINOV¡a, L. »ERM¡KOV¡a,
M. MAREäOV¡a, M. POPLäTEJNb,
D. KOéELOUHOV¡a, T. MIKUäa,b

a P. MAL›a

aOddÏlenÌ savËÌho v˝voje, ⁄MG, Akademie vÏd »eskÈ repub-
liky, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6, bBiopharm V⁄BVL, a.s.

Lidsk˝ erytropoetin (hEPO) je cytokÌn glykoproteinovÈ
povahy stimulujÌcÌ p¯emÏnu pluripotentnÌch z·rodeËn˝ch bu-
nÏk v kostnÌ d¯eni na proerytroblasty, jejich dalöÌ r˘st a do-
zr·v·nÌ, syntÈzu hemoglobinu a uvolÚov·nÌ do krevnÌho obÏ-
hu ve formÏ zral˝ch erytrocyt˘.

Komplement·rnÌ DNA (cDNA) lidskÈho erythropoetinu
zÌskanou izolacÌ z f·govÈ cDNA knihovny jsme subklono-
v·nÌm vpravili do plazmidov˝ch DNA vektor˘. K p¯ekon·nÌ
obtÌûÌ s izolacÌ terapeutick˝ch protein˘ z mlÈka transgennÌch
zvÌ¯at ovÏ¯ujeme metodu produkce histidinovou kotvou (6xHis)
znaËen˝ch protein˘. Upraven· sekvence pro 6xHis-EPO s mo-
difikacÌ na N- i C-konci molekuly byla vpravena do expresnÌho
vektoru pro produkci rekombinantnÌho hEPO v savËÌch buÚ-
k·ch. Takto p¯ipravenÈ savËÌ expresnÌ vektory byly transfek-
tov·ny elektroporacÌ do COS-7 bunÏk. Z tÏchto savËÌch kultur
byla provedena izolace produkt˘ Ni-NTA technologiÌ ñ tech-
nikou IMAC a test proliferaËnÌ aktivity.

Pro cÌlenou transgennÌ expresi 6xHis-modifikovanÈho hEPO
v mlÈËnÈ ûl·ze kr·lÌka jsme zkonstruovali ÑrekombinantnÌ
transgennÌ vektorì, nesoucÌ cDNA pro hEPO s 6xHis kot-
vou na C-konci, kter˝ se v souËasnÈ dobÏ injikuje do kr·liËÌch
embryÌ.

Grant MPO »R, reg. Ë. FB-C2/24, 1999ñ2001, grant MPO
»R, reg. Ë. FD-K/052, 2001ñ2003.

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

ZDENÃK KEJÕKa, MARIE ZAREV⁄CKAb,
and KATEÿINA DEMNEROV¡a

aInstitute of Chemical Technology, Faculty of Food and Bio-
chemical Technology, Technick· 5, 166 28 Prague 6, bInstitute
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 acetates1.
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 α-li-
nolenic and γ-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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AKUMULACE RADIOAKTIVNÃ ZNA»EN›CH
ANALOGŸ SOMATOSTATINU
V LEDVIN¡CH POTKANA

M. KOPECK›a, P. NACHTIGALa, V. SEMECK›a,
A. L¡ZNÕ»KOV¡b, M. L¡ZNÕ»EKc,
F. TREJTNARc a C. DECRISTOFOROd

aKatedra biologick˝ch a lÈka¯sk˝ch vÏd, bKatedra biofyziky
a fyzik·lnÌ chemie a cKatedra farmakologie a toxikologie,
Farmaceutick· fakulta v Hradci Kr·lovÈ, Karlova univerzita
v Praze, dDepartment of Nuclear Medicine, University Hospi-
tal Innsbruck, Austria

RadioaktivnÏ znaËenÈ analogy somatostatinu pouûÌvajÌ
k diagnostice a lÈËbÏ nÏkter˝ch neuroendokrinnÌch n·dor˘
(nap¯. karcinoid˘). Akumulace v ledvin·ch a p¯Ìpadn· nefro-
toxicita limituje jejich öiröÌ vyuûitÌ v hum·nnÌ medicÌnÏ. P¯ed-
pokl·d· se, ûe tyto peptidy jsou kumulov·ny v proxim·lnÌch
tubulech ledvin mechanismem tubul·rnÌ reabsorpce. CÌlem
tÈto pr·ce bylo p¯ispÏt k objasnÏnÌ mechanism˘ jejich z·drûe
v ledvin·ch.

V pr˘bÏhu experimentu byly zkoum·ny distribuËnÌ a eli-
minaËnÌ charakteristiky 99mTc-oktreotidu a 99mTc-EDDA/
HYNIC-Tyr3-oktreotidu po i.v. pod·nÌ potkan˘m kmene Wis-
tar. 99mTc-oktreotid byl pouze minim·lnÏ zadrûov·n v ledvi-
n·ch a do moËi bylo bÏhem 48 hodin vylouËeno 15 % podanÈ
d·vky. 99mTc-EDDA/HYNIC-Tyr3-oktreotid byl vyluËov·n
p¯ev·ûnÏ moËÌ (vÌce neû 75 % podanÈ d·vky) a byl silnÏ

kumulov·n v ledvin·ch i 48 hodin po pod·nÌ. V modelu
perf˙ze izolovanÈ ledviny byla ren·lnÌ clearance 99mTc-ok-
treotidu t¯ikr·t menöÌ neû clearance 99mTc-EDDA/HYNIC-
-Tyr3-oktreotidu. Mikroautoradiografick· anal˝za 99mTc-ok-
treotidu uk·zala, ûe tento peptid byl p¯Ìtomen v glomerul·r-
nÌch kapil·r·ch a cÈv·ch mezi ledvinn˝mi tubuly. Naproti
tomu 99mTc-EDDA/HYNIC-Tyr3-oktreotid byl detegov·n
p¯ev·ûnÏ v ledvinnÈ d¯eni v buÚk·ch sbÏracÌch kan·lk˘ a v okol-
nÌ interstici·lnÌ tk·ni, slab· pozitivita byla pozorov·na v pro-
xim·lnÌch a dist·lnÌch tubulech. PomocÌ in vitro autoradio-
grafie byla v ledvinnÈ tk·ni prok·z·na p¯Ìtomnost somatostati-
nov˝ch receptor˘.

P¯edpokl·d·me, ûe rozdÌln· distribuce a eliminace tÏchto
peptid˘ souvisÌ s jejich odliön˝mi fyzik·lnÌmi vlastnostmi
a jejich rozdÌlnou afinitou k somatostatinov˝m receptor˘m.
99mTc-oktreotid je v porovn·nÌ s 99mTc-EDDA/HYNIC-
-Tyr3-oktreotidem lipofilnÏjöÌ, je vyluËov·n p¯ev·ûnÏ p¯es
gastrointestin·lnÌ trakt a navÌc p¯ÌmÈ znaËenÌ 99mTc vede ke
snÌûenÌ afinity k somatostatinov˝m receptor˘m. 99mTc-EDDA/
HYNIC-Tyr3-oktreotid reprezentuje skupinu somatostatino-
v˝ch analog˘, kterÈ jsou p¯ev·ûnÏ vyluËov·ny moËÌ. M· vy-
sokou afinitu k somatostatinov˝m receptor˘m. Mechanismus
retence 99mTc-EDDA/HYNIC-Tyr3-oktreotidu v ledvin·ch
nelze vysvÏtlit pouze jako d˘sledek tubul·rnÌ reabsorpce pep-
tidu v proxim·lnÌch tubulech ledviny, ale vzhledem ke kumu-
laci 99mTc-EDDA/HYNIC-Tyr3-oktreotidu v ledvinnÈ d¯eni
p¯edpokl·d·me, ûe se na akumulaci tÏchto l·tek v ledvin·ch
podÌlejÌ takÈ dalöÌ mechanismy. Svoji roli bÏhem vychyt·v·nÌ
99mTc-EDDA/HYNIC-Tyr3-oktreotidu mohou hr·t somato-
statinovÈ receptory, kterÈ jsou p¯Ìtomny ve sbÏracÌch kan·l-
cÌch ve d¯eni ledvin.

Tato pr·ce vznikla za podpory GA UK (Ë. 159/2001) a MäMT
(Ë. 11600002).

GLYKOMIMETIKA NA B¡ZI CALIX[4]ARENŸ

KAREL KÿENEKa,b, K. V¡CLAVÕKOV¡b,
VLADIMÕR KÿENa a IVAN STIBORb

aLaborato¯ biotransformacÌ, Mikrobiologick˝ ˙stav, Akade-
mie vÏd »eskÈ republiky, VÌdeÚsk· 1083, 142 20 Praha 4,
b⁄stav organickÈ chemie, Vysok· ökola chemicko-technolo-
gick· v Praze, Technick· 5, 166 28 Praha 6

Calix[n]areny spolu s porfyriny,cyklodextriny,crownethery
a kryptandy pat¯Ì v poslednÌ dobÏ mezi nejbÏûnÏjöÌ molekuly
pouûÌvanÈ ke konstrukci supramolekul·rnÌch systÈm˘, kterÈ
majÌ zajÌmavÈ fyzik·lnÏ chemickÈ i biologickÈ vlastnosti.

Deriv·ty N-acetamido-2-deoxy-β-D-hexopyranos majÌ vy-
sokou afinitu k aktivaËnÌmu receptoru krysÌch, p¯Ìp. lidsk˝ch
lymfocyt˘, NK bunÏk (NKR-P1 receptory). Po otestov·nÌ
aktivity monosacharidick˝ch ligand˘ jsme p¯istoupili k syn-
tÈze polyvalentnÌch molekul na b·zi glykokonjug·t˘ a gly-
kodendrimer˘, kterÈ se vyznaËujÌ  o nÏkolik ¯·d˘ vyööÌmi
aktivitami neû samotnÈ nÌzkomolekul·rnÌ ligandy. P¯Ìprava
tÏchto l·tek je p¯edurËena faktem, ûe aktivaËnÌ receptor NK-
-bunÏk m· dvÏ aktivnÌ mÌsta, a proto k dosaûenÌ vyööÌ afinity
je vhodnÈ p¯ipravit polyvalentnÌ sacharidickÈ deriv·ty. Lipo-
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filnÌ calixaren by mÏl zajistit silnou interakci s membr·nou
cÌlov˝ch bunÏk.

HlavnÌ n·plnÌ tÈto pr·ce je syntÈza neoglykokonjug·t˘
calix[4]aren˘ s N-acetamido-2-deoxy-β-D-glukÛzou. Moûnost
volby konformace calixarenu umoûÚuje volbu r˘znÈho uspo-
¯·d·nÌ vazebn˝ch mÌst cukern˝ch substituent˘. SubstitucÌ spod-
nÌho okraje calixarenovÈho skeletu a zmÏnou spaceru spojujÌ-
cÌ cukr s calixarenem m˘ûeme regulovat rigiditu celÈ mo-
lekuly a tak zmÏnit afinitu glykokonjug·tu k receptoru NK-
-bunÏk.

Pr·ce byla podpo¯ena granty GA »R 203/01/1018 a VZMB⁄
Ë. AV025020903.

SYNT…ZA A STUDIUM LUMINISCEN»NÕCH
VLASTNOSTÕ NOV›CH MATERI¡LŸ
NA B¡ZI FLUORENU

STANISLAV KUKLA

⁄stav makromolekul·rnÌ chemie, Akademie vÏd »eskÈ repub-
liky, HeyrovskÈho n. 2, 162 06 Praha 6

ElektroluminiscenËnÌ polymernÌ materi·ly se bÏhem po-
slednÌch deseti let dostaly do pop¯edÌ z·jmu  organick˝ch
chemik˘ i fyzik˘. Z celÈ ¯ady konjugovan˝ch polymer˘ se jako
velmi slibn· skupina materi·l˘ z hlediska odolnosti v˘Ëi che-
mickÈ a termickÈ degradaci jevÌ polyfluoreny (PF). Jejich
nev˝hodou je agregace ¯etÏzc˘ v pevnÈ f·zi a vznik exci-
merovÈ emise, kter· nep¯ÌznivÏ ovlivÚuje optickÈ charakteris-
tiky a ûivotnost polymernÌch svÏtlo emitujÌcÌch diod (PLED).

DvoustupÚovou syntÈzou byly p¯ipraveny 9,9-dialkyl-2,7-
-dibromofluoreny (R = C10H21, C16H33, C22H45), jejichû poly-
merizace (Yamamotova aryl-aryl coupling reakce katalyzo-
van· komplexem niklu) poskytla dob¯e charakterizovanÈ oli-
gomernÌ PF. R˘znÈ stupnÏ polymerizace, stanovenÈ metodou
SEC,  byly vysvÏtleny na z·kladÏ  vlivu dÈlky alkylov˝ch
substituent˘ na pr˘bÏh reakce. Pro ovÏ¯enÌ struktury mono-
mer˘ i PF byly pouûity standardnÌ metody strukturnÌ anal˝zy:
EA, I», 1H NMR a LR-COSY (1H-1H) spektroskopie.
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PF majÌ podÈl hlavnÌho ¯etÏzce p-konjugovan˝ systÈm
elektron˘, jemuû vdÏËÌ za zajÌmavÈ optoelektronickÈ vlast-
nosti. NalezenÈ kvantovÈ v˝tÏûky modrÈ emise (maximum
415 nm, doba ûivota 0,45 ns, 3 vibraËnÌ p·sy) PF v roztoku
THF se pohybovaly v rozmezÌ 0,82ñ0,97. LuminiscenËnÌ mÏ-
¯enÌ (obr. 1) ve filmu nanesenÈm na k¯emennÈ sklÌËko ro-
taËnÌm nan·öenÌm z roztoku toluenu (koncentrace 15mg.mlñ1,
800 ot.minñ1) prok·zala, ûe delöÌ alkylovÈ postrannÌ ¯etÏzce
br·nÌ agregaci ¯etÏzc˘ PF v pevnÈ f·zi a tÌm i vzniku exci-
merovÈ emise (maximum 520 nm, doba ûivota 10 ns, öirok˝
p·s). Elektroluminiscence byla mÏ¯ena na PLED s jednou
polymernÌ vrstvou (struktura ITO/PF/Al) a jejÌ externÌ kvan-
tov˝ v˝tÏûek byl 0,01 %.

NOV› TYP KAPALN›CH KRYSTALŸ
S BENZOTHIOFENOV›M J¡DREM

MILAN KURF‹RSTa, JIÿÕ SVOBODAa,
VLADIMÕRA NOVOTN¡b,
MILADA GLOGAROV¡b a PÿEMYSL VANÃKb

a⁄stav organickÈ chemie, Vysok· ökola chemicko-technolo-
gick· v Praze, Technick· 5, 166 28 Praha 6, bFyzik·lnÌ ˙stav,
Akademie vÏd »eskÈ republiky, Na Slovance 2, 182 21 Praha 8
e-mail: milan.kurfurst@vscht.cz, jiri.svoboda@vscht.cz

OrganickÈ kapalnÈ krystaly jsou zn·my jiû vÌce neû sto let,
vÏtöÌho v˝znamu vöak dos·hly aû v poslednÌch t¯iceti letech.
Jejich vyuûitÌ zahrnuje öirokÈ spektrum aplikacÌ, p¯edevöÌm
v zobrazovacÌch jednotk·ch a v elektronick˝ch prvcÌch.

V r·mci naöeho systematickÈho v˝zkumu v oblasti syntÈ-
zy a materi·lovÈho vyuûitÌ benzokondenzovan˝ch heterocy-
kl˘ jsme se zamÏ¯ili na p¯Ìpravu potenci·lnÌch kapaln˝ch
krystal˘ obsahujÌcÌch benzothiofenov˝ systÈm jako centr·lnÌ
jednotku a studium jejich vlastnostÌ.

Byla syntetizov·na 5-hydroxy- a 6-hydroxybenzo[b]thio-
fen-2-karboxylov· kyselina nesoucÌ atom chloru jakoûto la-
ter·lnÌ substituent v poloze 3 (schÈma 1)

S pouûitÌm vhodn˝ch chr·nicÌch skupin byla heterocy-
klick· j·dra d·le derivatizov·na p¯ipojenÌm alkylovÈho nebo
acylovÈho ¯etÏzce, vloûenÌm chir·lnÌho prvku a prodlouûenÌm
j·dra o bifenylovÈ uskupenÌ (schÈma 2).

Syntetizovali jsme tak sÈrii l·tek s r˘zn˝mi postrannÌmi
¯etÏzci a sledovali jejich fyzik·lnÌ vlastnosti. MÏ¯enÌ uk·zala
v˝skyt r˘zn˝ch mesof·zÌ, p¯edevöÌm pak û·danÈ feroelek-
trickÈ SmC f·ze.

Projekt v˝zkumu byl podporov·n granty GA »R Ë. 106/00/
0582 a 202/02/0840.

DETEKCE CHROMOZOMOV›CH ABERACÕ
U NEMOCN›CH S LEUK…MIEMI METODOU
KOMPARATIVNÕ GENOMOV… HYBRIDIZACE

ä. KURKOV¡a, J. BÿEZINOV¡a,
Z. ZEMANOV¡b, L. äINDEL¡ÿOV¡b,
B. RYP¡»KOV¡c a K. MICHALOV¡a,b

a⁄stav hematologie a krevnÌ transfuze, bCentrum n·dorovÈ
cytogenetiky ⁄KBLD, VFN a 1. LF UK, cI. internÌ klinika VFN
a 1. LF UK, Praha
e-mail: kurkova@uhkt.cz

NÌzk· proliferaËnÌ schopnost in vitro limituje u n·do-
rov˝ch bunÏk ˙spÏönost konvenËnÌ cytogenetickÈ anal˝zy.
Toto vyöet¯enÌ proto doplÚujeme molekul·rnÏ-cytogenetic-
k˝mi metodami, tj. r˘zn˝mi modifikacemi fluorescenËnÌ in
situ hybridizace (FISH), ke kter˝m pat¯Ì i komparativnÌ ge-
nomov· hybridizace (CGH). Metoda CGH deteguje zmÏny
v poËtu DNA sekvencÌ mezi n·dorovou DNA a kontrolnÌ
DNA. DNA izolovanou z n·dorov˝ch bunÏk znaËÌme pomocÌ
fluorochromu Spectrum Green a kontrolnÌ DNA je znaËena
Spectrum Red. ObÏ DNA kohybridizujÌ k norm·lnÌm meta-
f·znÌm chromozom˘m. Hybridizace je detegov·na ve fluores-
cenËnÌm mikroskopu a pomocÌ speci·lnÌho softwaru je n·sled-
nÏ intenzita jednotliv˝ch fluorochrom˘. Na z·kladÏ zmÏny
pomÏru intenzit obou fluorescenËnÌch sign·l˘ program urËÌ
oblasti zmnoûenÌ nebo ztr·ty DNA sekvencÌ ve smyslu ampli-
fikace nebo delece. P¯Ìsluön· mÌsta zmÏn se projevÌ zmÏnou
barvy homolognÌch chromozom˘ (amplifikace zelenÏ, delece
ËervenÏ).

Na naöem pracoviöti pouûÌv·me tuto metodu k vyöet¯enÌ
nemocn˝ch s chronickou lymfatickou leukÈmiÌ (CLL), akutnÌ
myeloidnÌ leukÈmiÌ (AML) a u nemocn˝ch s myelodysplas-
tick˝m syndromem (MDS). U vöech tÏchto pacient˘ prov·-
dÌme klasickou cytogenetickou anal˝zu bunÏk kostnÌ d¯enÏ
a FISH. Z 11 nemocn˝ch s CLL jsme u 7 potvrdili metodou
CGH norm·lnÌ karyotyp. U dvou nemocn˝ch jsme pomocÌ
CGH ovÏ¯ili p¯Ìtomnost jiû d¯Ìve nalezen˝ch chromozomo-

R1 = alkyl, acyl
R2 = alkyl
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v˝ch zmÏn. U dalöÌch dvou pacient˘ s norm·lnÌm cytogene-
tick˝m n·lezem potvrzen˝m i metodou FISH, jsme pomocÌ
CGH nalezli submikroskopickou chromozomovou aberaci:
duplikaci 2p [dup(2p)] u jednoho a deleci 19q [del(19q)]
u druhÈho nemocnÈho. U pacienta s MDS, u kterÈho jsme p¯i
klasickÈm cytogenetickÈm vyöet¯enÌ nalezli rozs·hlÈ zmÏny
karyotypu, jsme pomocÌ FISH, mnohobarevnÈ FISH (mFISH)
a CGH potvrdili komplexnÌ karyotyp: 46,XY,-5, del(7),+8,
der(12)t(5;12).

Metoda CGH umoûÚuje urËit amplifikaci a deleci DNA
v buÚk·ch. Nelze jÌ ale pouûÌt pro detekci balancovan˝ch
zmÏn nebo p¯estaveb p¯Ìtomn˝ch pouze v malÈm bunÏËnÈm
klonu. Proto jen vhodnou kombinacÌ molekul·rnÏ-cytogene-
tick˝ch metod, tj. FISH, interf·zickÈ FISH (I-FISH), mFISH
a CGH, kterÈ doplÚujÌ klasickou cytogenetickou anal˝zu, lze
p¯esnÏ detegovat vöechny chromozomovÈ aberace v n·doro-
v˝ch buÚk·ch.

Tato studie je podpo¯ena granty: NC 6470-3, GA »R 301/01/
0200, CEZ:J/13/98 1111 0000 4 MäMT »R.

TRANSPORTNÕ SYST…MY PRO DRASLÕK
V Saccharomyces cerevisiae

LYDIE MAREäOV¡ a HANA SYCHROV¡

OddÏlenÌ membr·novÈho transportu, Fyziologick˝ ˙stav, Aka-
demie vÏd »eskÈ republiky, VÌdeÚsk· 1083, 142 20 Praha 4
e-mail: lydie@biomed.cas.cz

Transport substr·tu p¯es biologickou membr·nu je proces
pot¯ebn˝ v mnoha ûivotnÌch funkcÌch bunÏk ñ od p¯Ìsunu ûivin
p¯es regulaci koncentrace metabolit˘ a homeost·ze iont˘ aû
k vyluËov·nÌ toxick˝ch komponent z cytoplazmy. Zvl·öù u jed-
nobunÏËn˝ch organism˘ je ûivotnÏ d˘leûitÈ, aby buÚka byla
schopna aktivnÏ regulovat v˝mÏnu l·tek s okolnÌm prost¯e-
dÌm. Jako modelov˝ organismus pro studium membr·nov˝ch
p¯enaöeË˘ byla zvolena kvasinka Saccharomyces cerevisiae,
hlavnÏ dÌky kr·tkÈ generaËnÌ dobÏ, nen·roËnÈ kultivaci, kom-
pletnÏ osekvenovanÈmu genomu a dostupnosti r˘zn˝ch mu-
tantnÌch kmen˘.

V poslednÌch letech byly pops·ny mnohÈ transportnÌ sys-
tÈmy tÈto kvasinky. P¯edpokl·d· se, ûe poËet protein˘ ˙Ëast-
nÌcÌch se na transportu mal˝ch molekul p¯es membr·ny je asi
320, tj. 6 % proteomu. Funkce nÏkter˝ch z nich byla ovöem
pouze p¯edpovÏzena na z·kladÏ sekvenËnÌ podobnosti s trans-
portÈrem jiû d¯Ìve charakterizovan˝m. TakovÈ systÈmy je
potom t¯eba dodateËnÏ funkËnÏ charakterizovat.

P¯Ìkladem transportnÌho proteinu s p¯edpovÏzenou funkcÌ
na z·kladÏ sekvence genu je Kha1p. Vykazuje podobnost
s transportnÌmi systÈmy pro antiport alkalick˝ch kationt˘ pro-
ti proton˘m v Enterococcus hirae, Lactococcus lactis a Es-
cherichia coli. DÌky zn·mÈ sekvenci mohl b˝t gen disruptov·n
homologickou rekombinacÌ. Porovn·nÌm fenotypu mutant-
nÌho kmene s rodiËovsk˝m byla pak navrûena funkce, tedy
antiport K+ (z bunÏk ven) proti proton˘m (do bunÏk).

Spr·vnost tÈto hypotÈzy je ovöem nutno potvrdit zpÏtn˝m
vnesenÌm genu KHA1 ve vhodnÈm vektoru do bunÏk postr·-
dajÌcÌch gen vlastnÌ. SouË·stÌ naöÌ pr·ce je tedy konstrukce

plasmidov˝ch vektor˘ s genem KHA1 za r˘znÏ siln˝mi pro-
motory. TÏmito vektory jsme transformovali kmeny Dkha1.
Podle dosavadnÌch v˝sledk˘ se ovöem zd·, ûe fenotyp deleË-
nÌch mutant˘ popsan˝ v origin·lnÌ publikaci moûn· nebyl
zp˘soben pouze delecÌ KHA1. D·le jsme pozorovali lokali-
zaci proteinu Kha1 znaËenÈho fluorescenËnÌm proteinem GFP
v buÚk·ch. Gen z mnohokopiov˝ch vektor˘ je exprimov·n ve
velkÈ mÌ¯e a n·slednÏ lokalizov·n ve vÏtöinÏ bunÏËn˝ch mem-
br·n. Pro urËenÌ lokalizace za p¯irozen˝ch podmÌnek bude
nutno snÌûit mnoûstvÌ syntetizovanÈho proteinu, nejlÈpe ex-
presÌ z centromerovÈho vektoru.

Kmeny s disruptovan˝mi vlastnÌmi geny pro p¯enaöeËe
draslÌku jsou z·roveÚ vhodn˝mi n·stroji pro charakterizaci
obdobn˝ch protein˘ z vyööÌch eukaryot. V blÌzkÈ budoucnos-
ti se chyst·me transformovat kvasinky knihovnou cDNA ûi-
voËiön˝ch bunÏk. Poda¯Ì-li se selektovat klony s funkËnÌm
ûivoËiön˝m p¯enaöeËem pro draslÌk, umoûnÌ to jeho studium
mikrobiologick˝mi a molekul·rnÏ biologick˝mi metodami za
p¯ÌsnÏ regulovan˝ch podmÌnek bez pot¯eby ûivoËiön˝ch tk·-
Úov˝ch kultur.

COMPARATIVE GENOMICS OF PATHOGENIC
Treponema pallidum SUBSPECIES

PETRA MATÃJKOV¡a, DAVID äMAJSa,
STEVEN J. NORRISb,
and GEORGE M. WEINSTOCKc

aDepartment of Biology, Faculty of Medicine, Masaryk Uni-
versity Brno, Joötova 10, 662 43 Brno, bDepartment of Pa-
thology and Laboratory Medicine, University of Texas, Hous-
ton Medical School, 6431 Fannin Street, Houston TX 77030,
cHuman 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, T. 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 T. 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 MNOéSTVÕ
CHELATUJÕCÕCH SKUPIN V PSEUDOAFINITNÕ
CHROMATOGRAFII NA IMOBILIZOVAN›CH
KATIONTECH KOVŸ (IMAC)

KATEÿINA M…SZ¡ROSOV¡a,b,
GALINA TIä»ENKOa a MIROSLAV BLEHAa

a⁄stav makromolekul·rnÌ chemie, Akademie vÏd »eskÈ repub-
liky, HeyrovskÈho n. 2, 162 06 Praha 6, bFakulta p¯ÌrodovÏ-
deck·, Karlova univerzita, Albertov 6, 120 00 Praha 2

NovÈ sorbenty pro pseudoafinitnÌ chromatografii na imo-
bilizovan˝ch kationtech kov˘ (IMAC) byly p¯ipraveny z ter-
polymernÌch prekurzor˘ kovalentnÌm p¯ipojenÌm chelatujÌcÌ
skupiny ñ kyseliny iminodioctovÈ (IDA). Bylo stanoveno mnoû-
stvÌ nav·zan˝ch chelatujÌcÌch skupin a porovn·no s mnoûstvÌm
chelatovan˝ch kationt˘ Ni2+a Cu2+. Byl sledov·n vliv porozity
Ë·stic na kapacitu sorbent˘ p¯i p¯ÌmÈ modifikaci kyselinou
iminodioctovou a p¯i nep¯ÌmÈ modifikaci esterem IDA s n·-
slednou hydrol˝zou.

TerpolymernÌ prekurzory ve formÏ kulovit˝ch Ë·stic veli-
kosti 100ñ250 µm s rozdÌlnou porozitou byly p¯ipraveny z mo-
nomer˘ glycidyl-methakryl·tu (GMA), diethylen-methakry-
l·tu (DEGMA) a ethylen-dimethakryl·tu (EDMA) suspenznÌ
radik·lovou polymerizacÌ.

Na nikelnat˝ch komplexech p¯ipraven˝ch sorbent˘ byla
metodou front·lnÌ chromatografie studov·na p¯Ìstupnost kom-
plex˘ pro interakci s imidazolem, analogem histidinu, kter˝ je
nejvÌce zodpovÏdn˝ za tvorbu koordinaËnÌ vazby imobili-
zovanÈho kovu s bÌlkovinou.

Porovn·nÌm front·lnÌch chromatografick˝ch k¯ivek byla
vyhodnocena schopnost sorbent˘ tvo¯it koordinaËnÌ vazby
s dusÌkov˝m atomem imidazolovÈho kruhu a byly analyzo-
v·ny kinetickÈ vlastnosti sorbent˘ za dynamick˝ch podmÌnek.
TeoretickÈ z·vÏry byly  prakticky  ovÏ¯eny studiem afinity
specifickÈho imunoglobulinu, IgG1 proti lidskÈmu choriogo-
nadotropnÌmu hormonu, k p¯ipraven˝m sorbent˘m.

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

KATEÿINA MLÕ»KOV¡

Department  of  Biochemistry, Faculty of  Science, Palack˝
University Olomouc, älechtitel˘ 11, 78 371 Olomouc

Due to its ability to produce different metabolites such as
citrate, and to secrete numerous proteins, the yeast Yarrowia

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 (γ-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 β-oxidation.

The initial step of peroxisomal β-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 0,1ñ5 %).
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
in rabbit. 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 ñ protrusions ñ 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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SYNT…ZA A CHARAKTERIZACE
POLYPYRROLOV…HO FILMU
NA PERFLUOROVAN… SULFONOVAN…
MEMBR¡NÃ TYPU NAFION

SABINA MORAVCOV¡ a KAREL BOUZEK

⁄stav anorganickÈ technologie, Vysok· ökola chemicko-tech-
nologick· v Praze, Technick· 5, 166 28 Praha 6

Jiû vÌce neû dvÏ desetiletÌ jsou systematicky studov·ny
l·tky se zpracovatelsk˝mi vlastnostmi polymer˘ a elektric-
k˝mi vlastnostmi typick˝mi pro polovodiËe a kovy. Tyto l·tky
jsou oznaËov·ny jako vodivÈ polymery (CP). Jsou charakteri-
stickÈ tÌm, ûe na rozdÌl od ostatnÌch polymer˘ vykazujÌ v oxi-
dovanÈm stavu vysokou elektronovou vodivost. Do tÈto sku-
piny l·tek pat¯Ì nap¯. polyacetylen, polythiofen, polyfenylen
a z naöeho hlediska nejzajÌmavÏjöÌ polyanilin (PAni) a po-
lypyrrol (PPy). PoslednÏ jmenovan˝m polymerem jsme se
zab˝vali v r·mci p¯edkl·danÈ pr·ce. D˘vodem volby tohoto
polymeru je jeho dobr· chemick· a mechanick· stabilita,
vysok· elektronov· vodivost a snadn· elektrochemick· syn-
tÈza kompaktnÌch film˘ z vodnÈho roztoku monomeru.

Jednu z perspektivnÌch aplikacÌ CP p¯edstavuje konstruk-
ce novÈho typu elektrod pro nÌzkoteplotnÌ palivov˝ Ël·nek
typu PEM (Proton Exchange Membrane). Zde CP slouûÌ jako
nosiË katalyz·toru. V˝hodou tohoto materi·lu je schopnost
vÈst paralelnÏ elektrony i ionty. To zvyöuje pravdÏpodobnost
vzniku tzv. trojf·zovÈho kontaktu nezbytnÈho pro uskuteËnÏnÌ
poûadovanÈ elektrodovÈ reakce a vede tak ke zv˝öenÌ stupnÏ
vyuûitÌ katalyz·toru. DalöÌ v˝znamn˝ argument p¯edstavuje
fakt, ûe interakce Ë·stic platinovÈho katalyz·toru s CP vede ke
vzniku kompozitu, jehoû odolnost proti katalytickÈ otravÏ
oxidem  uhelnat˝m je vyööÌ neû  u  klasickÈho platinovÈho
katalyz·toru na uhlÌkovÈm nosiËi. RovnÏû tento jev vede ke
snÌûenÌ mnoûstvÌ katalyz·toru nezbytnÈho k dosaûenÌ pot¯eb-
nÈho v˝konu palivovÈho Ël·nku a tÌm ke snÌûenÌ jeho v˝robnÌ
ceny.

Pr·ce dosud publikovanÈ na toto tÈma v odbornÈ literatu¯e
se zab˝vajÌ p¯edevöÌm problematikou charakterizace elek-
trokatalytickÈ aktivity kompozit˘ p¯ipraven˝ch z r˘zn˝ch ma-
teri·l˘ a za pouûitÌ r˘zn˝ch zp˘sob˘ modifikace CP filmu
katalyz·torem. Z tÏchto studiÌ vöak nevypl˝v·, zda a jak˝m
zp˘sobem lze p¯ipravit elektrokatalyticky aktivnÌ tzv. Mem-
brane-Electrode-Assembly (MEA), neboli vlastnÌ palivov˝
Ël·nek sest·vajÌcÌ z elektrolytu ve formÏ funkcionalizovanÈ
polymernÌ membr·ny s elektrodami p¯ipevnÏn˝mi iontovÏ
vodiv˝m  kontaktem  na jejÌch  stran·ch. KlasickÈ techniky
lisov·nÌ za horka, pop¯. napraöov·nÌ katalyz·toru s nosiËem
nelze v tomto p¯ÌpadÏ pouûÌt. RovnÏû elektrochemick· syn-
tÈza CP filmu p¯Ìmo na povrchu membr·ny nep¯ipad· v ˙va-
hu, neboù tato membr·na nenÌ elektronovÏ vodiv·. CÌlem
p¯edkl·danÈ studie bylo p¯ipravit systÈm CP-PEM-CP, tedy
anodañelektrolytñkatoda a charakterizovat v˝slednÈ kompo-
zity.

Jako PEM byla pouûita membr·na Nafion 117, kter· p¯ed-
stavuje materi·l dosud nejrozöÌ¯enÏjöÌ p¯i v˝robÏ tohoto typu
palivovÈho Ël·nku. Polypyrrolov˝ film byl p¯Ìmo na povrchu
tÈto membr·ny syntetizov·n chemicky s moûnostÌ eventu·l-
nÌho elektrochemickÈho dosyntetizov·nÌ CP filmu poûadova-

nÈ tlouöùky. ZÌskanÈ kompozity vykazujÌ dobrou mechanickou
stabilitu a elektrochemickou aktivitu. Charakterizov·ny byly
jak pomocÌ klasick˝ch elektrochemick˝ch technik, tak s vy-
uûitÌm elektronovÈ mikroskopie, UV-VIS a FTIR spektro-
skopie. V r·mci p¯edn·öky budou prezentov·ny zÌskanÈ ˙daje
o struktu¯e kompozitu, kinetice r˘stu CP filmu na povrchu
Nafionu, jeho elektrochemickÈ aktivitÏ a moûnostech modifi-
kace platinov˝m katalyz·torem.

MOéNOSTI OVLIVNÃNÕ SENSITIZACE
NA ⁄»INKY OPIOIDŸ U MYäÕ
A PRŸKAZ ZMÃN HLADIN m-RNA
OPIOIDNÕCH RECEPTORŸ

V. MORAVEC, M. VOTAVA, J. SLÕVA,
E. éœ¡RSK› a M. KRäIAK

⁄stav farmakologie, 3. LÈka¯sk· fakulta, Karlova univerzita ,
Rusk· 87, 100 00 Praha 10

CÌlem naöÌ pr·ce bylo zjistit, zdali nelze vznik behavio-
r·lnÌ a neurochemickÈ sensitizace k ˙Ëink˘m morfinu ovlivnit
chronick˝m pod·v·nÌm memantinu (1-amino-3,5-dimethyl-
-adamantanu), NMDA nekompetitivnÌho antagonisty, a fluo-
xetinu (SSRI) v dobÏ mezi ukonËenÌm chronickÈho pod·v·nÌ
morfinu a pod·nÌm provokujÌcÌ d·vky.

Myöi (ICR kmen, Velaz, Praha) byly lÈËeny morfinem
(10 mg.kgñ1 i.p.) s fluoxetinem (5 mg.kgñ1 i.p.) Ëi memantinem
(10 a 20 mg.kgñ1 i.p.). KontrolnÌ skupiny byly lÈËeny fyzio-
logick˝m roztokem (i.p.) Ëi morfinem (10 mg.kgñ1 i.p.) po
dobu 10 dn˘ 1◊ dennÏ (den 1 aû 10). ProvokujÌcÌ d·vka
morfinu (10 mg.kgñ1 i.p.) byla pod·na den po ukonËenÌ lÈËby
memantinem a fluoxetinem (21. den) Ëi 15 dn˘ po ukonËenÌ
tÈto lÈËby (36. den). Pro pr˘kaz behavior·lnÌ sensitizace byla
sledov·na horizont·lnÌ lokomoËnÌ aktivita (Ugo Basile Activi-
ty Cage 7531) 1 hodinu po aplikaci morfinu po dobu t¯Ì minut
1., 5., 10. a 20. den aplikace morfinu. A p·tÈ mÏ¯enÌ lokomo-
ce 21. nebo 36. den po pod·nÌ provokujÌcÌ d·vky morfinu
(10 mg.kgñ1 i.p.) Ëi fyziologickÈho roztoku skupin·m kontrol-
nÌm.

Po usmrcenÌ (21. Ëi 36. den) jsme provedli odbÏr mozkovÈ
tk·nÏ v mezolimbickÈ a prefront·lnÌ oblasti a izolovali celkovÈ
RNA. PomocÌ RT-PCR v real time uspo¯·d·nÌ (interkalaËnÌ
SYBRGreen varianta) jsme stanovovali zmÏny genovÈ ex-
prese mRNA m a k opioidnÌch receptor˘.

V˝sledky prokazujÌ ovlivnÏnÌ behavior·lnÌ sensitizace
memantinem, kter˝m odpovÌdajÌ i zmÏny hladin m-RNA
v mozku.

VZ: J13/98:111200005.
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STEREOSELEKTIVNÕ A REGIOSELEKTIVNÕ
OXIDACE THIACALIX[4]ARENŸ

JIÿÕ MOR¡VEKa, PAVEL LHOT¡Ka,
IVAN STIBORa a JAN S›KORAb

a⁄stav organickÈ chemie, Vysok· ökola chemicko-technolo-
gick· v Praze, Technick· 5, 166 28 Praha 6, b⁄stav che-
mick˝ch proces˘, Akademie vÏd »eskÈ republiky, Rozvojo-
v· 125, 165 02 Praha 6
e-mail: Jiri.Moravek@vscht.cz

StereoselektivnÌ a chemoselektivnÌ oxidace m˘stkov˝ch
atom˘ sÌry vede k zavedenÌ sulfoxidov˝ch skupin na skelet
thiacalix[4]arenu. Tato reakce bude demonstrov·na s vyuûitÌm
r˘znÏ alkylovan˝ch deriv·t˘ thiacalix[4]arenu (Me, Et, Pr,
Benzyl, CH2COOEt). Oxidace se prov·dÌ dusiËnanem sod-
n˝m v trifluoroctovÈ kyselinÏ za laboratornÌ teploty. Bude
diskutov·na souvislost konformace v˝chozÌ l·tky se stereo-
chemiÌ vzniklÈho produktu.

Tetraacet·t thiacalix[4]arenu v cone konformaci byl po-
uûit jako v˝chozÌ l·tka pro regio- a stereoselektivnÌ oxidaci.
PouûitÌm r˘zn˝ch oxidaËnÌch Ëinidel byly p¯ipraveny odpo-

vÌdajÌcÌ sulfinyl (mono-, di-, tri-, tetra-) a tetrasulfonyl deri-
v·ty, kterÈ byly charakterizov·ny spektr·lnÌmi metodami.

NÏkterÈ novÏ p¯ipravenÈ slouËeniny vykazujÌ velmi zajÌ-
mavÈ vlastnosti v pevnÈm stavu. Rentgenov· strukturnÌ ana-
l˝za 25,26,27,28-tetramethoxy-tetrasulfinylcalix[4]arenu uka-
zuje, ûe tato slouËenina vytv·¯Ì nekoneËnÈ kan·ly, kterÈ drûÌ
pohromadÏ pomocÌ CH-p interakcÌ mezi methoxy skupinami
a aromatickou kavitou sousednÌ molekuly.
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ISOLATION OF MONOCLONAL
IMMUNOGLOBULIN FROM PLASMA
OF PATIENTS WITH MULTIPLE MYELOMA
USING AFFINITY CHROMATOGRAPHY
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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 inevitable1.
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 cells2,3.

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.mlñ1 protein G and the flow rate of 1ñ2 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 MZ»R 6763-3 and MZ»R 000 65 26 97 05.
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VYUéITÕ STEREOLOGICK›CH METOD
PRO KVANTITATIVNÕ ANAL›ZU
ATEROSKLEROTICK›CH L…ZÕ VE STÃNÃ C…VY
U EXPERIMENT¡LNÕHO MODELU KR¡LÕKA

P. NACHTIGALa, V. SEMECK›a, M. KOPECK›a,
A. GOJOV¡a, D. SOLICHOV¡b a P. éD¡NSK›b

aKatedra lÈka¯sk˝ch a biologick˝ch vÏd, Farmaceutick· fa-
kulta v Hradci Kr·lovÈ, bKlinika gerontologick· a metabo-
lick·, LÈka¯sk· fakulta v Hradci Kr·lovÈ, Karlova univerzita
v Praze

AterosklerÛza je chronickÈ systÈmovÈ z·nÏtlivÈ onemoc-
nÏnÌ,  charakterizovanÈ endoteli·lnÌ dysfunkcÌ s n·slednou
kumulacÌ lipid˘, leukocyt˘, hladkosvalov˝ch element˘ a ex-
tracelul·rnÌ matrix v intimÏ cÈv, coû m· za n·sledek zuûov·nÌ
cÈvnÌho lumen s n·slednou redukcÌ aû obstrukcÌ cÈvnÌho pr˘-
toku. Morfometrick· kvantifikace aterogennÌch zmÏn je dnes
Ëasto pouûÌv·na k objektivnÌmu popisu aterosklerotick˝ch lÈzÌ
u experiment·lnÌch zvÌ¯at i lidÌ. Stereologie zahrnuje soubor
metod, kterÈ se pouûÌvajÌ ke kvantifikaci dvojrozmÏrn˝ch
a trojrozmÏrn˝ch struktur pomocÌ ¯ez˘, Ëi projekcÌ. Stereo-
logickÈ metody je mimo jinÈ moûno vyuûÌt pro odhady celko-
vÈho objemu objektu, plochy povrchu objektu, dÈlky line·r-
nÌch ˙tvar˘ a poËtu Ë·stic.

Jako experiment·lnÌ model byl v tÈto pr·ci zvolen kr·lÌk
kmene NovozÈlandsk˝ bÌl˝. K indukci aterogennÌch zmÏn
byla pouûita standardnÌ dieta obohacen· o 0,4 % cholesterolu,
kter· byla pod·v·na zvÌ¯at˘m po r˘znÏ dlouhou dobu (1ñ
3 mÏsÌce). K detekci makrof·g˘, hladkosvalov˝ch bunÏk a ad-
hezivnÌch molekul VCAM-1, ICAM-1 byly pouûity imuno-
histochemickÈ metody. PomocÌ stereologick˝ch metod bylo
potÈ hodnoceno nÏkolik parametr˘, kterÈ charakterizujÌ atero-
gennÌ proces. Pat¯Ì mezi nÏ objem aterosklerotick˝ch lÈzÌ,
procentu·lnÌ zastoupenÌ makrof·g˘ a hladkosvalov˝ch bunÏk
v lÈzi a celkov· plocha exprese VCAM-1 a ICAM-1 ve stÏnÏ
cÈvy (intima a medie).

BiochemickÈ vyöet¯enÌ potvrdilo indukci hypercholeste-
rolemie u experiment·lnÌ skupiny zvÌ¯at. Stereologick˝ odhad
objemu aterosklerotickÈ lÈze pomocÌ Cavalieriho metody pro-
k·zal zvyöov·nÌ objemu v z·vislosti na dÈlce aterogennÌ die-
ty. ImunohistochemickÈ metody potvrdily detekci makrof·g˘

a hladkodsvalov˝ch bunÏk VCAM-1 a ICAM-1 v intimÏ cÈv
pouze u experiment·lnÌ skupiny zvÌ¯at. Stereologick· ana-
l˝za prok·zala vÏtöÌ procentu·lnÌ zastoupenÌ makrof·g˘ v lÈ-
zi v˘Ëi hladkosvalov˝m buÚk·m. D·le bylo prok·z·no, ûe
exprese VCAM-1 a ICAM-1 roste v z·vislosti na dÈlce diety
a ûe je lokalizov·na p¯edevöÌm v oblasti aterosklerotickÈho
pl·tu.

V˝sledky biochemickÈ, imunohistochemickÈ a stereolo-
gickÈ anal˝zy dle oËek·v·nÌ potvrdily indukci aterogennÌch
zmÏn u jedinc˘, kter˝m byla pod·v·na dieta s obsahem 0,4 %
cholesterolu. Pr·ce ale p¯edevöÌm pouk·zala na v˝hodnost
pouûitÌ stereologick˝ch metod pro kvantifikaci velikosti atero-
sklerotick˝ch lÈzÌ a pro kvantifikaci imunohistochemick˝ch
barvenÌ. V souËasnosti probÌh· studie, kter· vyuûÌv· v˝öe
uveden˝ch metod ke sledov·nÌ vlivu vybran˝ch farmak ze
skupiny statin˘ na aterogennÌ procesy ve stÏnÏ cÈvy.

äTÃPENÕ -CñC VAZBY
TERMIN¡LNÕCH ALKENŸ

DAVID NE»AS a MARTIN KOTORA

Katedra organickÈ a jadernÈ chemie, P¯ÌrodovÏdeck· fakulta,
Karlova univerzita, Hlavova 6, 128 43 Praha 2
e-mail: david.necas@seznam.cz

ReakcÌ alken˘ s komplexy r˘zn˝ch p¯echodn˝ch kov˘
doch·zÌ vÏtöinou k tvorbÏ vazeb Cñkov, kterÈ pak reagujÌ d·le
za vzniku jednÈ Ëi vÌce nov˝ch CñC vazeb. Typick˝m p¯Ì-
kladem jsou nap¯. cyklizace dien˘1, polymerace2 atd. OpaË-
n˝ proces, tj. degradace alken˘ na menöÌ celky, nenÌ p¯Ìliö
zn·m. Tento jev totiû vyûaduje, aby p¯i reakci doch·zelo
k aktivaci a ötÏpenÌ CñC vazeb. ätÏpenÌ CñC vazeb pomocÌ
komplex˘ p¯echodn˝ch kov˘ je sice zn·m· reakce, ale probÌh·
vÏtöinou pouze s l·tkami se siln˝m sterick˝m pnutÌm, kde je
hnacÌ silou snÌûenÌ tohoto pnutÌ. ätÏpenÌ alicyklick˝ch olefin˘
je spÌöe chemick· rarita3.

Tato pr·ce vych·zÌ z p¯edeölÈho studia cyklizacÌ 2-chlor-
-α,ω-dien˘, p¯i kterÈ jsme zjistili, ûe volbou vhodnÏ substi-
tuovan˝ch alken˘ a za urËit˝ch podmÌnek nedoch·zÌ k cykli-
zaci na deriv·ty cyklopentanu (tvorba novÈ CñC vazby), ale
ke ötÏpenÌ γ,δ-vazby v˝chozÌho dienu. V˝sledn· l·tka p¯itom
ztratila t¯ÌuhlÌkat˝ fragment a proto form·lnÏ doölo k deally-
laci. Tento jev byl podroben zkoum·nÌ na dalöÌch vhodnÏ
substituovan˝ch termin·lnÌch alkenech za pouûitÌ komplex˘
r˘zn˝ch p¯echodn˝ch kov˘. V p¯ÌspÏvku bude diskutov·n vliv
p¯echodnÈho kovu a substituce ve v˝chozÌch l·tk·ch na pr˘-
bÏh reakce, pravdÏpodobn˝ reakËnÌ mechanismus a poten-
ci·lnÌ syntetickÈ vyuûitÌ.
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STANOVENÕ CYTOKININŸ V ROSTLIN¡CH
METODOU IMUNOAFINITNÕ CHROMATOGRAFIE
A KAPALINOV… CHROMATOGRAFIE ñ
HMOTNOSTNÕ SPEKTROMETRIE

ONDÿEJ NOV¡K, PETR TARKOWSKI,
DANUäE TARKOWSK¡, KAREL DOLEéAL,
REN… LENOBEL a MIROSLAV STRNAD

Laborato¯ r˘stov˝ch regul·tor˘, PalackÈho univerzita a ⁄stav
experiment·lnÌ botaniky, Akademie vÏd »eskÈ republiky, älech-
titel˘ 11, 783 71 Olomouc

Pro stanovenÌ vÏtöiny p¯irozenÏ se vyskytujÌcÌch isopre-
noidnÌch a aromatick˝ch cytokinin˘ v rostlin·ch jsme vyvinuli
novou citlivou metodu. JejÌm z·kladem je kvalitnÌ chromato-
grafick· separace 20 rostlinn˝ch hormon˘ ñ cytokinin˘ (b·ze,
ribosidy a 9-glukosidy) na reverznÌ f·zi ve spojenÌ s hmot-
nostnÌ detekcÌ na jednoduchÈm kvadrupÛlu (HPLC/MS), za
podmÌnek ionizace elektrosprejem. Pro stanovenÌ O-glukosi-
d˘ a nukleotid˘ cytokinin˘ lze tuto metodu rovnÏû s ˙spÏchem
pouûÌt po p¯edchozÌm enzymovÈm oöet¯enÌ rostlinn˝ch ex-
trakt˘.

Tok mobilnÌ f·ze byl dÏlen za chromatografickou kolonou
v pomÏru 1:1 a souËasnÏ mÏ¯en na detektoru diodovÈho pole
a hmotnostnÌm detektoru. Pro stanovenÌ cytokinin˘ byly hle-
d·ny vhodnÈ podmÌnky  ñ optim·lnÌ pr˘tok mobilnÌ  f·ze,
desolvaËnÌ teplota, pr˘tok desolvaËnÌho plynu, nejvhodnÏjöÌ
napÏtÌ na kapil·¯e elektrospreje a optim·lnÌ napÏtÌ na vstupnÌ
ötÏrbinÏ hmotnostnÌho detektoru pro ˙Ëinnou ionizaci analyt˘
v iontovÈm zdroji. SledovanÈ cytokininy byly monitorov·ny
na hlavnÌm molekulovÈm pÌku [M+H]+ p¯i pouûitÌ nÌzkÈho
napÏtÌ na vstupnÌ ötÏrbinÏ (20 V) v reûimu sledov·nÌ vybra-
nÈho  iontu, tzv. selektivnÌ  iontov˝ monitoring (SIM). P¯i
splnÏnÌ tÏchto podmÌnek jsme dos·hli limit detekce v rozmezÌ
10ñ50 fmol.

Pro bÏûnou laboratornÌ praxi byl ovÏ¯en optim·lnÌ line·rnÌ
rozsah kalibrace 25(75) fmolñ100 pmol p¯i kvantifikaci p¯i-
rozenÏ se vyskytujÌcÌch isoprenoidnÌch a aromatick˝ch cyto-
kinin˘ v p¯eËiötÏn˝ch extraktech tab·kov˝ch kultur BY-2
a v topolov˝ch listech (Populus ◊ Canadensis Moench, cv
Robusta).

Spolehlivost metody byla validov·na za pomoci smÏsi
deuterovan˝ch cytokininov˝ch standard˘ p¯id·van˝ch p¯i ex-
trakci rostlinnÈho materi·lu. Rostlinn˝ materi·l byl po extrak-
ci  do BieleskÈho  roztoku p¯eËiötÏn pouûitÌm  dvojn·sobnÈ
ionexovÈ chromatografie (SCX a DEAE Sephadexu) v kom-
binaci s imunoafinitnÌ chromatografiÌ na gelu s nav·zan˝mi
skupinovÏ selektivnÌmi monoklon·lnÌmi protil·tkami proti
cytokinin˘m. P¯Ìtomnost isoprenoidnÌch a aromatick˝ch cy-
tokinin˘ ve studovan˝ch extraktech byla souËasnÏ potvrzena
metodou enzymatickÈ imunoanal˝zy (ELISA), kterÈ p¯ed-
ch·zela rovnÏû chromatografick· separace pomocÌ HPLC.

VYUéITÕ N¡DOROV›CH VAKCÕN
U MNOHO»ETN…HO MYELOMU

D. O»ADLÕKOV¡

Laborato¯ lÈËebnÈ a experiment·lnÌ hematologie a bunÏËnÈ
imunoterapie (LEHABI), FakultnÌ nemocnice Brno, Jihlav-
sk· 20, 635 00 Brno
e-mail: docadlikova@fnbrno.cz

MnohoËetn˝ myelom (MM) je n·dorovÈ onemocnÏnÌ, kte-
rÈ je charakterizov·no zhoubnou proliferacÌ plazmatick˝ch
bunÏk (B-lymfocyt˘), produkujÌcÌch  monoklon·lnÌ imuno-
globulin (Id-protein-moûnost izolace z plazmy MM-pacienta).
MM zaujÌm· asi 10 % ze vöech hematologick˝ch n·dorov˝ch
onemocnÏnÌ a medi·n dlouhodobÈho p¯eûitÌ je asi 3ñ5 let
v p¯ÌpadÏ, jsou-li nemocnÌ lÈËeni pomocÌ chemoterapie Ëi
chemoterapie a autolognÌ transplantace. MM je tedy smrtelnÈ
onemocnÏnÌ.

DendritickÈ buÚky (DB) jsou profesion·lnÌ antigen-pre-
zentujÌcÌ buÚky zn·mÈ svou schopnostÌ ˙ËinnÏ p¯edkl·dat
antigeny (Ag) T-lymfocyt˘m a indukovat takto protin·doro-
vou odpovÏÔ specifick˝ch cytotoxick˝ch T-lymfocyt˘ (CTL)
in vivo. Doposud byly p¯ipraveny vakcÌny, kde jako n·dorovÈ
Ag slouûily lyz·t myelomov˝ch bunÏk, Id-protein, DB a Id-
-proteinem (Ëi jin˝mi Ag ñ nikoli vöak na naöem pracoviöti)
stimulovanÈ DB. Tyto vakcÌny jsou netoxickÈ.

NejvÏtöÌ protin·dorov· odpovÏÔ byla vyvinuta p¯i pod·nÌ
antigenem (na naöem pracoviöti Id-proteinem) stimulovan˝ch
DB. Avöak tato odpovÏÔ byla jen mÌrn·, coû svÏdËÌ o limi-
tovanÈ imunogennosti Id-proteinu. Proto jsou navrhov·ny jinÈ
postupy vpravenÌ n·dorovÈho Ag do DB za ˙Ëelem indukce
tumor-specifick˝ch CTL, kterÈ se ubÌrajÌ dvÏma smÏry 1)
pouûÌtÌ  univerz·lnÏjöÌho n·dorovÈho Ag  neû  je  Id-protein
(TAA-tumor asociovanÈ Ag) 2) elektroporace celkovÈ tumo-
rovÈ mRNA do DB.

Jako univerz·lnÌ n·dorovÈ Ag u MM je moûno vyuûÌt
nap¯Ìklad katalytickou podjednotku telomerasy (hTERT) ex-
primovanou na povrchu MM-bunÏk. Telomery jsou nukleo-
proteinovÈ struktury na koncÌch eukaryotick˝ch chromozo-
m˘, kterÈ stabilizujÌ a chr·nÌ. Telomerasa je ribonukleov˝
enzym syntetizujÌcÌ telomery reverznÌ transkripcÌ (hTERT)
jejÌ  templ·tovÈ RNA. U zdrav˝ch  bunÏk  je telomerasov·
aktivita reprimov·na a tudÌû jejich replikaËnÌ kapacita ome-
zena. U n·dorov˝ch bunÏk je vysok· a je podmÌnkou jejich
nesmrtelnosti, malignity. Telomerasov· aktivita byla detego-
v·na u 90 % vöech lidsk˝ch n·dor˘. Je prok·z·no, ûe hTERT
je schopna indukovat CTL namÌ¯enÈ proti MM-buÚk·m.

DalöÌm dobr˝m kandid·tem na tumorov˝ antigen je MUC1,
epitheli·lnÌ membr·nov˝ glykoprotein, kter˝ je rovnÏû expri-
mov·n MM-buÚkami. SlouûÌ jako tumorov˝ marker a byl
detegov·n v sÈru MM-pacient˘. Imunizace n·dorov˝mi pep-
tidy je vöak limitov·na poËtem Ag a HLA-typem pacienta.
Proto se do pop¯edÌ z·jmu dost·v· elektroporace (vpravenÌ
pomocÌ kr·tkÈho elektrickÈho öoku) celkovÈ tumorovÈ mRNA
do DB. Nevyûaduje definici TAA a HLA-typu a je moûno ji
amplifikovat pomocÌ RT-PCR. D·le je jejÌ ˙Ëinnost srov-
nateln· s virovou transdukcÌ bez rizik virovÈho p¯enosu.

Douf·me, ûe nÏkterÈ z tÏchto novÏ navrhovan˝ch a zkou-
öen˝ch postup˘ p¯inese v˝sledky v lÈËbÏ pacient˘ s mnohoËet-
n˝m myelomem.
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V›ZNAM LIDSK… ASPARTYL (ASPARAGINYL)
-HYDROXYLASY PÿI MALIGNÕCH

TRANSFORMACÕCH, JEJICH
DIAGNOSTICE A L…»BÃ

EVA OT¡HALOV¡a, MICHAEL S. LEBOWITZb

a HOSSEIN A. GHANBARIb

a⁄stav hematologie a krevnÌ transfuze, U Nemocnice 1, 128 20
Praha 2, bPanacea Pharmaceuticals, 207 Perry Parkway,
Suite 2, Gaithersburg, MD 20877, USA

Lidsk· aspartyl (asparaginyl) β-hydroxylasa (HAAH) je
enzym katalyzujÌcÌ posttranslaËnÌ modifikace specifick˝ch do-
mÈn sign·lnÌch protein˘, receptor˘, protein˘ spojen˝ch s trans-
formacÌ a enzym˘, kterÈ se ˙ËastnÌ apoptosy. Jedn· se o trans-
membr·nov˝ enzym vyskytujÌcÌ se na membr·nÏ endoplaz-
matickÈho retikula bunÏk vöech testovan˝ch tk·nÌ.

Zv˝öen· produkce i aktivita HAAH byly pozorov·ny v buÚ-
k·ch r˘zn˝ch druh˘  pevn˝ch malignÌch n·dor˘. U tÏchto
bunÏk, na rozdÌl od bunÏk norm·lnÌch, se HAAH vyskytuje
ve velkÈ mÌ¯e i na cytoplazmatickÈ membr·nÏ. Hydroxylasov·
aktivita HAAH je u malignÌch bunÏk zv˝öena asi 10◊ (cit.1).
Bylo prok·z·no, ûe nadprodukce HAAH je dostateËn· k in-
dukci bunÏËnÈ transformace, zvyöuje pohyblivost a schopnost
bunÏk invaze do dalöÌch tk·nÌ, kter· je spojena s tvorbou
metast·z, a vede ke vzniku n·dor˘ in vivo2.

Imunohistochemicky jsme testovali biopsie 12-ti r˘zn˝ch
typ˘ solidnÌch n·dor˘ (n > 1000) a takÈ vzorky p¯Ìsluön˝ch
zdrav˝ch tk·nÌ (n > 200). PomocÌ dvou specifick˝ch mono-
klon·lnÌch protil·tek byl HAAH detegov·n u 99 % vzork˘
malignÌch n·dor˘, ne vöak u vzork˘ p¯Ìsluön˝ch zdrav˝ch
tk·nÌ. Imunochemicky (ELISA, Western blotting) byl HAAH
detegov·n v ûivnÈm mediu a takÈ vzorcÌch sÈra pacient˘
s malignÌ transformacÌ. Oöet¯enÌ liniÌ n·dorov˝ch bunÏk mo-
noklon·lnÌmi protil·tkami in vitro vedlo k omezenÌ projev˘
malignity bunÏk ñ intenzivnÌho bunÏËnÈho r˘stu a dÏlenÌ,
schopnosti pohybu a pr˘niku bunÏk do dalöÌch tk·nÌ.

ZjiötÏnÈ vlastnosti HAAH a p¯Ìsluön˝ch specifick˝ch pro-
til·tek naznaËujÌ moûnost vyuûitÌ p¯i diagnostice malignÌch
transformacÌ neinvazivnÌ cestou vyöet¯enÌm tÏlnÌch tekutin.
KromÏ velmi citlivÈ diagnostiky mohou b˝t specifickÈ proti-
l·tky pouûity tÈû k lÈËbÏ malignÌch transformacÌ a to vyuûitÌm
jejich schopnosti potlaËit malignÌ vlastnosti a projevy trans-
formovan˝ch bunÏk, nebo jejich pouûitÌm pro cÌlen˝ transport
cytostatik.
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ENZYMY KVASINKY Candida tropicalis
PARTICIPUJÕCÕ NA BIODEGRADACI FENOLU

JAN P¡CA a MARIE STIBOROV¡

Katedra biochemie, P¯ÌrodovÏdeck· fakulta, Karlova univer-
zita, Albertov 2030, 128 40 Praha 2

ÿada sloûek ûivotnÌho prost¯edÌ je kontaminov·na feno-
lick˝mi l·tkami. Kvasinky Candida tropicalis jsou schopnÈ
vyuûÌvat fenolu jako zdroje uhlÌku a energie. Hydroxylace
fenolu na katechol je prvnÌm, limitujÌcÌm krokem aerobnÌ
degradace fenolu. N·slednÈ p¯emÏny tohoto produktu kata-
lyzujÌ enzymy ötÏpÌcÌ aromatickÈ dihydroxyderiv·ty. Kate-
chol-1,2-dioxygenasa zprost¯edkuje vznik kyseliny cis,cis-
-mukonovÈ, kter· se metabolizuje na acetyl CoA a sukcin·t.
Katechol-2,3-dioxygenasa participuje na tvorbÏ semialdehy-
du kyseliny 2-hydroxymukonovÈ, z kterÈ se d·le tvo¯Ì pyruv·t.
V˝slednÈ produkty vstupujÌ do intermedi·rnÌho metabolismu
buÚky. V pr·ci je ¯eöena lokalizace, charakterizace a izolace
enzymov˝ch systÈm˘ kvasinky C. tropicalis degradujÌcÌch
fenol. To je d˘leûitÈ z hlediska genovÈho inûen˝rstvÌ (navrûe-
nÌ rekombinantnÌch kmen˘ vyuûiteln˝ch v biotechnologiÌch
a bioremediacÌch). Z kvasinek C. tropicalis, rostoucÌch ve
t¯ech r˘zn˝ch mediÌch v p¯Ìtomnosti glukÛzy, fenolu nebo
obou tÏchto zdroj˘ uhlÌku, byly izolov·ny subcelul·rnÌ kom-
partmenty, mikrosomy a cytosol. V obou frakcÌch byla sle-
dov·na aktivita enzym˘ schopn˝ch oxidovat fenol. ZatÌmco
û·dn· aktivita nebyla detegov·na v mikrosomech a cytosolu
bunÏk rostoucÌch na glukÛze, bunÏËnÈ kompartmenty C. tropi-
calis, rostoucÌ v mediu obsahujÌcÌm fenol, vykazovaly fenol-
hydroxylasovou aktivitu. V mikrosomech byla zaznamen·-
na indukce hlavnÌch sloûek monooxygenasovÈho systÈmu se
smÌöenou funkcÌ, cytochromu P450 (CYP) a NADPH:CYP
reduktasy, schopn˝ch hydroxylovat fenol. StejnÏ tak i v cyto-
solu doölo p˘sobenÌm fenolu k indukci flavoproteinovÈ mono-
oxygenasy, NADPH-dependentnÌ fenolhydroxylasy. S vyuûi-
tÌm origin·lnÏ vyvinutÈ metody HPLC a pomocÌ hmotnostnÌch
anal˝z bylo zjiötÏno, ûe fenol je monooxygenasami C. tropi-
calis oxidov·n na katechol. V pr·ci porovn·v·me ˙Ëinnost
hydroxylaËnÌch enzym˘ obou bunÏËn˝ch kompartment˘.

Auto¯i dÏkujÌ za podporu MäMT »R (MSM113100001) a GA
»R (104/03/0407).

MICROARRAYS ñ MODIFIKACE SKLENÃN…HO
POVRCHU PRO VAZBU BIOMOLEKUL

ONDÿEJ PA»ESa a WILHELM ANSORGEb

a⁄stav organickÈ chemie a biochemie, Akademie vÏd »eskÈ
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

Prim·rnÌ v˝hodou microarrays1,2 technologie je moûnost
studia interakcÌ velkÈho souboru l·tek v jedinÈm experimentu.
Metoda byla vystavÏna na z·kladÏ v˝zkumu interakcÌ DNA.
Princip spoËÌv· ve vysokohustotnÌm umÌstÏnÌ a nav·z·nÌ vzor-

β
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k˘ DNA (primery, geny Ëi zn·mÈ sekvence) na podloûnÌ
materi·l. TÌm vznik· tzv. microarray (tÈû chip, slide). VzniklÈ
pole DNA se n·slednÏ hybridizuje se substr·tem, kter˝m m˘ûe
b˝t nap¯. smÏs znaËen˝ch ˙sek˘ DNA z biologickÈho mate-
ri·lu. Scanov·nÌm povrchu pole se pak zÌsk· p¯ehled o interak-
cÌch v·zanÈ DNA na povrchu chipu se znaËenou DNA.

V poslednÌ dobÏ se metoda rozöi¯uje i na pr˘zkum in-
terakcÌ dalöÌch typ˘ molekul (zejmÈna protein˘)3,4 a dokonce
i cel˝ch bunÏk5. To p¯in·öÌ celou ¯adu problÈm˘. Na rozdÌl od
jasn˝ch a velmi specifick˝ch interakcÌ DNA je p˘sobenÌ mezi
jin˝mi typy biomolekul mÈnÏ uniformnÌ.

V souËasnÈ dobÏ se pouûÌvajÌ dva druhy v·z·nÌ molekul
k podloûnÌmu substr·tu6. Jedn· se buÔ o vytvo¯enÌ kovalentnÌ
vazby nebo o tvorbu vÏtöÌho poËtu slaböÌch elektrostatick˝ch
interakcÌ.

P¯i studiu interakcÌ protein˘ a podobn˝ch typ˘ molekul se
m˘ûe objevit problÈm sterickÈho br·nÏnÌ interagujÌcÌho mÌsta
v p¯ÌpadÏ, ûe doch·zÌ k vazbÏ na substr·t pr·vÏ v tÈto oblasti.
Proto byla prov·dÏna studie vlastnostÌ r˘zn˝ch druh˘ povrch˘
vhodn˝ch k vazbÏ s cÌlem vyhnout se v˝öe zmÌnÏnÈmu efektu.

P¯edmÏtem mÈho v˝zkumu byl zp˘sob vazby biomolekul
na sklenÏn˝ substr·t. Uk·zalo se totiû, ûe to je jedna z klÌËo-
v˝ch vÏcÌ v chipovÈ technologii.

Byla vyvinuta metoda modifikace sklenÏn˝ch povrch˘
alkylamino¯etÏzci pro DNA chipy. Pro povrchy proteinov˝ch
chip˘ byly objeveny  novÈ metody  modifikace skla, kterÈ
zabraÚujÌ diskutovan˝m problÈm˘m.
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2í-5í OLIGOADENYL¡TY S C-FOSFON¡TOVOU
INTERNUKLEOTIDOVOU VAZBOU

ONDÿEJ P¡V, MILOä BUDÃäÕNSK›,
MILENA MASOJÕDKOV¡ a IVAN ROSENBERG

⁄stav organickÈ chemie a biochemie, Akademie vÏd »eskÈ
republiky, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6
e-mail: pav@uochb.cas.cz

V poslednÌch letech  bylo  vynaloûeno  znaËnÈ ˙silÌ p¯i
hled·nÌ modifikovan˝ch oligonukleotid˘, potenci·lnÌch anti-
senznÌch terapeutik, kterÈ by vykazovaly zlepöenÈ hybridi-
zaËnÌ vlastnosti, zv˝öenou stabilitu v˘Ëi nukleasam a vysokou
rozpozn·vacÌ specifitu v˘Ëi cÌlovÈ RNA. NahrazenÌ fosfodi-
esterovÈ vazby alternativnÌ anionickou, neutr·lnÌ nebo katio-
nickou internukleotidovou vazbou je jednou z moûnostÌ, jak
ovlivnit pr·vÏ tyto poûadovanÈ vlastnosti.

V r·mci naöeho studia fosfon·tov˝ch analog˘ nukleotid˘
a oligonukleotid˘1ñ4 byly p¯ipraveny vhodnÏ chr·nÏnÈ mono-
mery (schÈma 1) pro syntÈzu oligonukleotid˘ fosfotrieste-
rovou metodou zÌskanÈ z p¯Ìsluön˝ch ribo, xylo a arabino
nukleosid˘. Metodika chr·nÏnÌ adeninov˝ch nukleosid˘ byla
vypracov·na tak, aby bylo moûnÈ syntetizovat plnÏ chr·nÏnÈ
fosfon·ty jak v 2í tak v 5í ¯adÏ.

Z tÏchto monomer˘ byly p¯ipraveny oligoadenyl·tovÈ n-
-mery, u nichû byla testov·na stabilita v˘Ëi r˘zn˝m typ˘m
nukleas a takÈ jejich hybridizaËnÌ vlastnosti. ZavedenÌ C-fos-
fon·tovÈ vazby, kter· je neisosternÌ a isopol·rnÌ vzhledem
k fosfodiesterovÈ, vede ke vzniku dvou regioisomernÌch inter-
nukleotidov˝ch vazeb (2í-O-CH2-P-O-5íí a 2í-O-P-CH2-O-5íí),
kterÈ se liöÌ enzymatickou stabilitou i hybridizaËnÌmi vlast-
nostmi.

Pr·ce je podpo¯ena grantem reg. Ë. A4055101 AV »R v r·mci
v˝zkumnÈho projektu Z4055905.
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NEW MYCOBACTERIAL HALOALKANE
DEHALOGENASE DhmA:
CLONING, EXPRESSION AND IDENTIFICATION
OF A CATALYTIC TRIAD

M. PAVLOV¡a, A. JESENSK¡a, Y. NAGATAb,
and J. DAMBORSK›a

aNational Centre for Biomolecular Research, Faculty of Sci-
ence, Masaryk University, Kotl·¯sk· 2, 611 37 Brno, bDepart-
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 α/β-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.1, DhaA enzyme from Rhodococcus sp.2ñ5 and
Pseudomonas pavonaceae 170 ref.6, LinB enzyme from Sphin-
gomonas paucimobilis UT26 ref.7 and DhmA enzyme from
Mycobacterium avium N85 ref.8 DhmA has a broad substrate
specificity and good activity with the priority pollutant 1,2-di-
chloroethane8 and it is the first dehalogenase obtained from
bacterium that colonizes animal tissues. Therefore, we focused
on DhmA 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 α/β-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
a role 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 GI724 showed
low expression and low stability8. 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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STRUKTURNÕ STUDIUM TRISUBSTITUOVAN›CH
CALIX[4]ARENŸ

HANA PETÿÕ»KOV¡a a JAN BUDKAb
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K odstranÏnÌ hydroxylov˝ch skupin ze spodnÌho okraje
calix[4]arenu se vyuûÌv· redukce1 p¯ÌsluönÈho tetrafosforyl-
deriv·tu kovov˝m draslÌkem v kapalnÈm amoniaku. P¯i syn-
tÈze tÈto slouËeniny reakcÌ calix[4]aren-25,26,27,28-tetraolu
s diethyl-chlorfosf·tem v p¯Ìtomnosti K2CO3 v acetonu byl
zÌsk·n trisubstituovan˝ deriv·t 26,27,28-tris(diethoxy-fosfo-
ryloxy)calix[4]aren-25-ol. Produkt byl odpa¯en do sucha (ûlu-
t˝ olej) a ponech·n bez rozpouötÏdla krystalovat. PomocÌ
rentgenovÈ strukturnÌ anal˝zy na monokrystalu byla urËena
molekulov· a krystalov· struktura tohoto Ñtrifosf·tuì calix-
[4]arenu (obr. 1).

Obr. 1.
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ZÌskan· struktura je v mnoha pohledech unik·tnÌ. ReöeröÌ
v CambridgeskÈ strukturnÌ datab·zi bylo zjiötÏno, ûe vöechny
rentgenovÈ struktury trisubstituovan˝ch calixaren˘2ñ4 ve stla-
ËenÈ kÛnickÈ konformaci majÌ dvÏ protÏjöÌ j·dra koplan·rnÌ,
zatÌmco u naöeho deriv·tu jsou j·dra stlaËena hornÌmi okraji
k sobÏ. TakÈ poloha vodÌku hydroxylovÈ skupiny se svou
orientacÌ zcela vymyk· pravidl˘m. U monosubstituovan˝ch,
disubstituovan˝ch a trisubstituovan˝ch calix[4]aren˘ jsou hy-
droxylovÈ skupiny vÏtöinou v·z·ny vodÌkov˝mi vazbami k ved-
lejöÌm etherick˝m kyslÌk˘m. V p¯ÌpadÏ studovanÈho trisubsti-
tuovanÈho calix[4]arenu jsou etherickÈ kyslÌky vedlejöÌch jader
hydroxylu vÌce vzd·lenÈ a OH skupina je zcela unik·tnÌm
zp˘sobem orientov·na dovnit¯ kavity. Z namÏ¯en˝ch vzd·-
lenostÌ lze p¯edpokl·dat, ûe vodÌk hydroxylovÈ skupiny je
v kavitÏ pout·n neobvyklou O-H-π interakcÌ a z·roveÚ slabou
vodÌkovou vazbu na protÏjöÌ etherick˝ kyslÌk.
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MECHANISM OF ALA-PDT CYTOTOXIC EFFECTS
ON K562 CELLS DERIVED FROM CHRONIC
MYELOGENOUS LEUKEMIA

M. PLUSKALOV¡a, P. HALADAb,
K. SMETANAa, and Z. HRKALa

aDepartment of Cellular Biochemistry, Institute of Hematolo-
gy and Blood Transfusion, Prague, bLaboratory 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 ñ 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 ñ ALA-PDT. The effect of light dose
on proliferation of K562 preincubated with 1mM ALA for 4

hours was significant. It was determined by 3H-thymidine
incorporation into the cell DNA within 18-hours. Light dose
12 J.cmñ2 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 c
from mitochondria after stress stimuli. The expression of
anti-apoptotic protein Bcl-XL was down-regulated after ALA-
-PDT. Cytochrome c 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 werenít 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, wasnít
changed in response to ALA-PDT.

Itís 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
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T. MORAVECb, H. SYNKOV¡b,
and J. VELEMÕNSK›b

aInstitute 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, Rozvojov· 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 chimera1. 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 II 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/E7GGG/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 E7GGG/
HSP fusion genes generated higher E7-specific immune res-
ponses than E7, E7GGG, 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 HPV16 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 receptor2. CP fusion proteins, just like CP alone,
spontaneously assembled into virus-like particles (VLPs). The
immunogenic efficacy of DNA vaccines was evaluated using
two HPV16 transformed cell lines with different level of MHC
class I surface expression: TC-1 cell line prepared by3 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
antigen4. Mice were immunized i.d. by gene gun with 1 µg 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, E7GGG/HSP and Sig/E7GGG/
LAMP-1. In the preventive vaccination experiment, any pro-
tection against TC-1/A9-induced tumors was not achieved by
immunization with E7/HSP, E7GGG/HSP nor Sig/E7GGG/
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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NOV… MOLEKUL¡RNÃ-BIOLOGICK… PÿÕSTUPY
V PROTIN¡DOROV… TERAPII

ä¡RKA POSPÕäILOV¡

Centrum molekul·rnÌ biologie a genovÈ terapie, InternÌ he-
mato-onkologick· klinika, FakultnÌ nemocnice Brno, élut˝
kopec 7, 656 53 Brno

Vznik n·dor˘ je zpravidla charakterizov·n mnohoËetn˝mi
genetick˝mi zmÏnami, kterÈ ovlivÚujÌ p¯edevöÌm mechanis-
my kontrolujÌcÌ bunÏËnou proliferaci, diferenciaci a progra-
movanou smrt bunÏk ñ apoptÛzu. Mezi nejËastÏjöÌ p¯ÌËiny
malignÌ transformace buÚky pat¯Ì inaktivace antionkogen˘,
kterÈ tak ztr·cejÌ schopnost ˙Ëastnit se regulace bunÏËnÈho
cyklu, a chromozom·lnÌ translokace majÌcÌ za n·sledek tvorbu
chimÈrick˝ch f˙znÌch protein˘ odpovÏdn˝ch za tvorbu onko-
gennÌho fenotypu buÚky.

K prim·rnÌm cÌl˘m onkologickÈho v˝zkumu pat¯Ì charak-
terizace molekul·rnÌch rozdÌl˘ mezi norm·lnÌ a n·dorovou
buÚkou, a to jak na ˙rovni exprese mRNA, tak na ˙rovni
protein˘. K tomuto ˙Ëelu byly vyvinuty technologie micro-
arrays, kterÈ umoûÚujÌ sledovat expresi aû nÏkolika desÌtek
gen˘ v jednom experimentu a stanovit tak n·dorovÏ-speci-
fickÈ expresnÌ profily. Jejich stanovenÌ m· v˝znam jak pro
diagnostiku a prognÛzu onemocnÏnÌ, tak pro protin·dorovou
lÈËbu, neboù umoûnÌ optim·lnÌ zacÌlenÌ genovÈ terapie.

DalöÌ perspektivnÌ molekul·rnÏ-biologickou technologiÌ,
kter· se postupnÏ st·v· ˙Ëinn˝m n·strojem terapie cÌlenÈ proti
n·dor˘m zp˘soben˝ch chromozom·lnÌmi translokacemi, je
siRNA (small interfering RNA) navozujÌcÌ jev tzv. RNAi
(RNA interference). Jde  o mechanismus post-translaËnÌho
utlumov·nÌ gen˘ (gene silencing) prost¯ednictvÌm specifickÈ
dvou¯etÏzcovÈ RNA o dÈlce 21ñ23 bp. PomocÌ tÈto technolo-
gie se n·m jiû poda¯ilo dos·hnout prvnÌch ˙spÏön˝ch v˝sledk˘
na modelu Ewingova sarcomu, jednoho z nejËastÏjöÌch kost-
nÌch n·dor˘ dÏtÌ.

OSMOTOLERANTNÕ KVASINKA
Zygosaccharomyces rouxii ñ
IZOLACE AUXOTROFNÕCH MUTANTŸ
A OPTIMALIZACE TRANSFORMA»NÕHO
PROTOKOLU

LENKA PÿIBYLOV¡ a HANA SYCHROV¡

OddÏlenÌ membr·novÈho transportu, Fyziologick˝ ˙stav, Aka-
demie vÏd »eskÈ republiky, VÌdeÚsk· 1083, 142 20 Praha 4
e-mail: pribyll@biomed.cas.cz

Kvasinka Zygosaccharomyces rouxii, druh blÌzce p¯Ìbuz-
n˝ modelovÈ kvasince Saccharomyces cerevisiae, se Ëasto
vyskytuje jako kontaminace potravinov˝ch produkt˘ s vyso-
k˝m obsahem cukr˘ nebo solÌ jako jsou r˘znÈ öù·vy, om·Ëky,
dûemy nebo sal·tovÈ z·livky; takÈ se ale pouûÌv· p¯i v˝ro-
bÏ tradiËnÌch slan˝ch japonsk˝ch pokrm˘ ñ sÛjovÈ om·Ëky
a koncentrovanÈ slanÈ ko¯enÌcÌ smÏsi zvanÈ miso. R˘st v pro-
st¯edÌ s relativnÏ nÌzkou aktivitou vody jÌ umoûÚuje jejÌ vysok·
osmotolerance. Tato typick· vlastnost je patrnÏ zp˘sobena
p¯ÌtomnostÌ specifick˝ch gen˘, jeû umoûÚujÌ kvasince Z. rou-
xii r˘st i v tak koncentrovanÈm prost¯edÌ, ve kterÈm jiû vÏtöina
ostatnÌch druh˘ kvasinek p¯eûÌvat nedok·ûe. Identifikace tÏch-
to specifick˝ch gen˘ a jejich exprese v S. cerevisiae by tedy
mohly v˝znamnÏ p¯ispÏt ke zlepöenÌ vlastnostÌ pr˘myslov˝ch
kmen˘ S. cerevisiae.

V Z. rouxii bylo dosud identifikov·no pouze nÏkolik gen˘,
vÏtöina z nich prost¯ednictvÌm jejich exprese v mutantnÌch
kmenech S. cerevisiae s poruchou v regulaci homeost·ze
kationt˘ (geny pro Na+-ATPasu nebo Na+/H+ antiporter) nebo
v odpovÏdi na osmotick˝ stres (nap¯. HOG1, GPD1). Jednou
z p¯ÌËin nedostateËnÈho pozn·nÌ tÈto kvasinky na molekulovÈ
˙rovni je to, ûe buÚky Z. rouxii dosud ˙spÏönÏ odol·valy
pokus˘m o rychlou a ˙Ëinnou transformaci prost¯ednictvÌm
DNA, existoval pouze jedin˝ typ auxotrofnÌch mutant˘ (Leu-)
a pro ten bylo vytvo¯eno zatÌm jen nÏkolik m·lo vhodn˝ch
vektor˘.

V naöÌ pr·ci se n·m poda¯ilo izolovat prvnÌ mutanty Z. rou-
xii Ura-, vytvo¯ily jsme protokol pro ˙Ëinnou transformaci
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bunÏk Z. rouxii Leu- nebo Ura- prost¯ednictvÌm elektroporace
a pro vyuûitÌ v Z. rouxii jsme zkonstruovaly a testovaly r˘znÈ
typy vektor˘ (centromerovÈ, episom·lnÌ, s markery ScLEU2,
ZrLEU2, ScURA3).

V souËasnosti  se pokouöÌme  o  konstrukci disrupËnÌch
kazet pro p¯Ìpravu mutant˘ s vÌcen·sobn˝mi auxotrofnÌmi
mutacemi Ëi s mutacemi zp˘sobujÌcÌmi osmosensitivitu. Ty-
to mutanty pak budeme transformovat genomovou bankou
Z. rouxii (kterou p¯ipravÌme v nejvhodnÏjöÌm vektoru) a po-
kusÌme se tak izolovat geny zodpovÏdnÈ za vysokou osmoto-
leranci tÈto kvasinky.

Tato pr·ce byla podpo¯ena granty GA »R 204/01/0272
a AVOZ 5011922.

ENZYMATIC SYNTHESIS OF BIOACTIVE
CARBOHYDRATES CONTAINING
N-ACETYLHEXOSAMINES

JANA RAUVOLFOV¡, M. KUZMA,
V. PÿIKRYLOV¡, LENKA WEIGNEROV¡,
and VLADIMÕR KÿEN

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

The importance of oligosaccharides containing N-acetyl-
hexosamines (HexNAc = GlcNAc; GalNAc; ManNAc) is
increasing  due to their biological activities. For example,
oligosaccharides comprising ManNAc are important immu-
nodeterminants of some pathogenic bacteria, β-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 cells1.

Unique non reducing di- and trisaccharides β-D-GlcNAc-
-(1«1)-β-D-Gal (I) and β-D-Gal-(1→4)-β-D-Glc-α/β-(1«1)-

-β-D-GlcNAc (II/III) were synthesized by N-acetylglucosami-
nyl transfer of β-GlcNAc moiety from pNP-β-GlcNAc onto
D-galactose or lactose using β-N-acetylhexosaminidase from
Aspergillus flavofurcatis, respectively.

Thisproject wassupportedbygrants fromCzechNationalGrant-
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. äANDEROV¡a, M. HŸLKOV¡a,
PETR MALO“b, and JIÿÕ JON¡Ka

aDepartment of Protein Biosynthesis, Institute of Molecular
Genetics and bDepartment 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-1α 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
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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 α-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 12ñ23 ∞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.).

OVLIV“UJÕ BIS-INTERKAL¡TOROV… PEPTIDY
AGREGACI PRIONOV…HO PEPTIDU 106-26
V PÿÕTOMNOSTI dsDNA?

JAROSLAV äEBESTÕKa, JAN HLAV¡»EKb

a IVAN STIBORa

aVysok· ökola chemicko technologick· v Praze, Technick· 5,
166 28 Praha 6, b⁄stav organickÈ chemie a biochemie, Aka-
demie vÏd »eskÈ republiky, Fleminogovo n. 2, 166 10 Praha 6

Charakteristickou vlastnostÌ prionov˝ch onemocnÏnÌ je
akumulace bunÏËnÈho prionovÈho proteinu (PrPC) a to v jeho
toxickÈ konformaci (PrPSc) v mozku. PrPSc je na rozdÌl od
p¯irozenÈho PrPC Ë·steËnÏ odoln˝ v˘Ëi ötÏpenÌ proteasami,
protoûe vysok˝ obsah β-sheetu vede k vzniku nerozpustn˝ch
agreg·t˘ a amyloidnÌch vl·ken. Peptid, jehoû sekvence od-
povÌd·106ñ126zbytkulidskÈhoprionovÈhoproteinu(HuPrP106-
-26), velmi dob¯e napodobuje vlastnÌ protein a dokonce je

toxick˝ pro neurony in vitro1,2. Proto je tento peptid pouûÌv·n
jako model infekËnÌho PrPSc. Bylo zjiötÏno, ûe nukleovÈ
kyseliny jsou nezbytnÈ pro experiment·lnÌ p¯enos BSE na myö
a z·roveÚ urychlujÌ agregaci prionovÈho peptidu v roztoku3.
dsDNA, kterÈ interagujÌ s 9-aminoakridinem (interkal·tor),
indukujÌ polymerizaci PrPC Ë·steËn˝m rozvinutÌm proteinu4,5.
Interkalace  akridinu  do  DNA zp˘sobÌ zmÏnu jejÌ konfor-
mace a tedy schopnost rozpoznat PrP. P¯ibliûnÏ platÌ, ûe ËÌm
vÌce vhodnÏ umÌstÏn˝ch interkal·torov˝ch jednotek mole-
kula obsahuje, tÌm vyööÌ je jejÌ interakËnÌ konstanta s DNA
a  schopnost zabr·nit  kompetiËnÌ vazbÏ jin˝ch l·tek nap¯.
HuPrP106-26. Knihovna bis-interkal·torov˝ch peptidov˝ch
deriv·t˘ s 9-aminoakridinem pro poziËnÌ sken (PSL) byla
p¯ipravena na modifikovanÈ MerrifieldovÏ prysky¯ici6. D·le
byla p¯ipravena jedna smÏsn· knihovna obsahujÌcÌ 9826 l·tek
z 51 PSL podknihoven n·sledujÌcÌch vzorc˘ Acr-Gly-X-Y-Z-
-NHCH2CH2NH-Acr a Acr-Gly-X-Y-Z-NHCH2CH2NH-Z-Y-
-X-Gly-Acr. L·tky s nejvÏtöÌm vlivem na interakci HuPrP106-
-26 a dsDNA jsou vyhled·v·ny pomocÌ reverznÌ dial˝zy smÏs-
nÈ knihovny a fluorescenËnÌm skenem PSL, dsDNA, HuPrP106-
-26 a barviva na amyloid.

Tato pr·ce byla podpo¯ena GA »R grant Ë. 203/02/1379.
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ENZYMOV… GLYKOSYLACE STERICKY
BR¡NÃN›CH ALKOHOLŸ

PAVLA SIMERSK¡, A. PIäVEJCOV¡,
LENKA WEIGNEROV¡, M. KUZMA
a VLADIMÕR KÿEN

Laborato¯ biotransformacÌ, Mikrobiologick˝ ˙stav, Akademie
vÏd »eskÈ republiky, VÌdeÚsk· 1083, 142 20 Praha 4
e-mail: simerska@biomed.cas.cz

Podstatou  tÈto pr·ce je  studium  nov˝ch transglykosy-
laËnÌch enzymov˝ch reakcÌ v chemii sacharid˘ se zamÏ¯enÌm
na p¯Ìpravu nov˝ch glykosid˘. Glykosidasy p¯i transglykosy-
laci preferujÌ prim·rnÌ alkoholovÈ skupiny, kterÈ jsou reak-
tivnÏjöÌ a p¯ÌstupnÏjöÌ.

Testovali jsme rozs·hlou sÈrii alkohol˘ (prim·rnÌch, se-
kund·rnÌch i terci·lnÌch) jako akceptor˘ p¯i transglykosy-
laËnÌch reakcÌch. Orientovali jsme se hlavnÏ na glykosylaci
stericky br·nÏn˝ch alkohol˘, kterÈ aû na v˝jimky doposud
nebyly glykosylov·ny pomocÌ glykosidas. Nap¯Ìklad terc.bu-
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tylalkohol je povaûov·n za inertnÌ pol·rnÌ rozpouötÏdlo, kterÈ
enzymovÏ nelze glykosylovat.

Terc.butyl-α-D-galaktopyranosid (I), propargyl-α-D-ga-
laktopyranosid (II) a 2-nitroethyl-α-D-galaktopyranosid (III)
byly p¯ipraveny transglykosylaËnÌmi reakcemi katalyzova-
n˝mi α-D-galaktosidasou z Talaromyces flavus CCF 2686.
Bylo zjiötÏno, ûe jejich p¯Ìprava je moûn· i za pouûitÌ nÏkte-
r˝ch α-D-galaktosidas a takÈ pomocÌ reverznÌ hydrol˝zy s vol-
nou galaktosou jako donorem glykosylu.

Tento projekt je financov·n grantem 203/01/1018, 204/
02/P096 z  GA »R a  V˝zkumn˝m z·mÏrem  MB⁄ AV »R
AV0Z5020903.

VLIV PERIFERNÃ VYVOLAN… Z¡NÃTLIV…
REAKCE NA EXPRESI MRNA K”DUJÕCÕ
CYKLOOXYGENASU V MÕäE POTKANŸ
WISTAR ALBINO

J. SLÕVA, M. PROCH¡ZKOV¡, T. DOLEéAL,
V. MORAVEC a E. éœ¡RSK›

Farmakologick˝ ˙stav, 3. lÈka¯sk· fakulta, Karlova univer-
zita, Rusk· 87, 100 00 Praha 10
e-mail: Jiri.Sliva@lf3.cuni.cz

Prostaglandiny byly pops·ny jako klÌËovÈ medi·tory bo-
lesti p¯i z·nÏtlivÈm podnÏtu. Pro jejich syntÈzu z kyseliny
arachidonovÈ je esenci·lnÌ p¯Ìtomnost enzymu cyklooxyge-
nasy, kter· se dnes rozliöuje na dvÏ hlavnÌ isoformy, a sice
COX-1 a COX-2. AËkoliv se v mÌöe nach·zejÌ obÏ tyto iso-
formy, doposud nenÌ zcela objasnÏna p¯esn· a detailnÌ ˙loha
obou tÏchto enzym˘, aËkoliv jsou p¯edmÏtem mnoha studiÌ.
Prostaglandiny vyvol·vajÌ tzv. centr·lnÌ sensitizaci v zadnÌch
rozÌch mÌönÌch. Bylo pops·no, ûe COX-2 se indukuje asi
6 hodin po z·nÏtlivÈ stimulaci. Role COX-1 je zatÌm nejasn·.
V naöÌ experiment·lnÌ studii se snaûÌme objasnit jejich ˙lohu,
resp. sledujeme expresivitu mRNA kÛdujÌcÌ tyto isoformy
v oblasti lumb·lnÌ mÌchy u potkan˘ kmene Wistar albino. Jako
zdroj nociceptivnÌho stimulu slouûÌ aplikace 5% formalinu do
dorza zadnÌ pravÈ tlapky. PrvnÌ experiment·lnÌ skupina byla
usmrcena po 6-ti hodin·ch a druh· po 24 hodin·ch od aplikace
formalinu. KontrolnÌm skupin·m bylo aplikov·no adekv·tnÌ
mnoûstvÌ fyziologickÈho roztoku. Z odebranÈho vzorku mÌ-
chy izolujeme celkovou RNA, prov·dÌme reverznÌ transkripci

do cDNA a cestou polymerasovÈ ¯etÏzovÈ reakce v re·lnÈm
Ëase stanovujeme mnoûstvÌ exprimovanÈ RNA. P¯edbÏûnÈ
v˝sledky nasvÏdËujÌ zv˝öenou koncentraci cyklooxygenasy
po nociceptivnÌ stimulaci.

SPECIFICK… GLYKOPEPTIDY IMUNOGLOBULINU
IgG A JEJICH IZOLACE

M. SLOV¡KOV¡a, Z. BÕLKOV¡a, J. JEéOV¡a,
ä. OUZK¡a a J. LENFELDb

aKatedra biologick˝ch a biochemick˝ch vÏd, Fakulta che-
micko-technologick·, Univerzita Pardubice, b⁄stav makro-
molekul·rnÌ chemie, Akademie vÏd »eskÈ republiky, Praha

PeptidovÈ mapov·nÌ je z·kladnÌ technika umoûÚujÌcÌ stu-
dium prim·rnÌ struktury protein˘. Poskytuje informaci o ex-
presi poûadovanÈ aminokyselinovÈ sekvence a o postrans-
laËnÌch modifikacÌch proteinu. Postup mapov·nÌ zahrnuje en-
zymatickÈ nebo chemickÈ naötÏpenÌ proteinu proteasami na
mnoûstvÌ menöÌch peptidov˝ch fragment˘, n·sleduje jejich
separace a detekce.

Vzhledem k vysokÈ heterogenitÏ nÏkter˝ch molekul, nap¯.
IgG (v sekvenci AMK v oblasti vazebnÈho mÌsta a glyko-
sylaci), a vzhledem k jeho vysokÈ molekulovÈ hmotnosti
(150 000 dalton˘), je vhodnÈ za¯adit p¯edseparaËnÌ krok, po-
mocÌ nÏhoû se poda¯Ì oddÏlit glykosylovanÈ Ë·sti molekuly
(glykopeptidy specifickÈ pro  dan˝ glykoprotein) ze sloûi-
tÈ smÏsi peptidov˝ch fragment˘. Tyto glykopeptidy umoûnÌ
identifikaci charakteristick˝ch peptidov˝ch map IgG pomocÌ
MS.

K izolaci a anal˝ze glykopeptid˘ molekuly IgG byly po-
uûity enzymovÈ a bioafinitnÌ reaktory imobilizacÌ enzym˘
papainu, trypsinu, neuraminidasy, beta-galaktosidasy a lek-
tin˘ Bandeira simplicifolia I, II a Conacanavalinu A na mag-
netickÈ makro- a mikropartikule. K imobilizaci byly pouûity
novÏ vyvinutÈ nosiËe neporÈznÌho charakteru typu poly(HEMA-
-co-EDMA), poly(HEMA-GMA) a makroporÈznÌ perlov· ce-
lulÛza modifikovan· dihydrazidem kyseliny adipovÈ (⁄MCH
AV »R).

Zp˘sob  imobilizace se liöÌ povahou  proteinu: enzymy
trypsin, papain a beta-galaktosidasa byly imobilizov·ny po
aktivaci nosiËe trichlorotriazinem, u neuraminidasy bylo vy-
uûito jejÌ glykoproteinovÈ Ë·sti molekuly k orientovanÈ imo-
bilizaci, lektiny byly imobilizov·ny prost¯ednictvÌm vysoko-
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afinitnÌho interakce biotin-streptavidin. Ihned po imobilizaci,
ale i v pr˘bÏhu skladov·nÌ, je nutnÈ sledovat aktivitu imobili-
zovan˝ch enzym˘. »istota vöech izolovan˝ch a ötÏpen˝ch
vzork˘, tj. purifikovan˝ IgG, izolovan˝ Fc fragment a ötÏpnÈ
produkty IgG a Fc po aplikaci enzymov˝ch reaktor˘, je kon-
trolov·na pomocÌ SDS/PAGE.

Tento projekt vznikl za finanËnÌ podpory grantu GA »R Ë. 203/
02/0023 a grantu MäMT »R Ë. 253100002.

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

DAVID äMAJSa, PETRA MATÃJKOV¡a,
STEVEN J. NORRISb,
and GEORGE J. WEINSTOCKc

aDepartment of Biology, Faculty of Medicine, Masaryk Uni-
versity Brno, Joötova 10, 662 43 Brno, bDepartment of Patho-
logy and Laboratory Medicine, University of Texas, Houston
Medical School, 6431 Fannin  Street, Houston TX 77030,
cHuman 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 T. 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 T. 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.

HYDROL›ZA NITRILŸ POMOCÕ ENZYMŸ
VL¡KNIT… HOUBY Aspergillus niger K10

RADKA äNAJDROV¡a, L. MARTÕNKOV¡a,
K. NICOLAOUa, D. CRESTIAb, V. MYLEROV¡a,
J. BOLTEb a VLADIMÕR KÿENa

aLaborato¯ biotransformacÌ, Mikrobiologick˝ ˙stav, Akade-
mie vÏd »eskÈ republiky, VÌdeÚsk· 1083, 142 20 Praha 4,
bUniversitÈ Blaise Pascal, Clermont ñ Ferrand, Francie
e-mail: snajdrova@biomed.cas.cz

Nitrily jsou organickÈ slouËeniny, kterÈ jsou vyr·bÏny ve
velkÈm mÏ¯Ìtku v chemickÈm pr˘myslu (akrylonitril, acetoni-
tril apod.) a z·roveÚ jsou vyuûÌv·ny jako prekurzory p¯i syn-
tÈz·ch amid˘ a kyselin. Chemick· hydrol˝za nitril˘ m· ¯adu
nev˝hodn˝ch aspekt˘, jako nap¯. racemizaci, vysokÈ energe-
tickÈ n·roky. Jednou z moûnostÌ, jak tÏmto problÈm˘m p¯ed-
ch·zet, je pouûitÌ mikrobi·lnÌch enzym˘. Jejich nesporn˝m
p¯Ìnosem  jsou  p¯edevöÌm stereoselektivita, regioselektivita
a chemoselektivita a mÌrnÈ reakËnÌ podmÌnky.

Pro biotransformaci nitril˘ byla pouûita vl·knit· houba
Aspergillus niger K10 produkujÌcÌ enzymy, kterÈ se ˙ËastnÌ
hydrol˝zy nitril˘. Enzymy pro hydrol˝zu nitril˘ nebyly zatÌm
u hub pops·ny. K indukci tÏchto enzym˘ doch·zelo v mediu
obsahujÌcÌm 3-kyanopyridin. Hydrol˝za nitrilovÈ skupiny na
karboxylovou byla katalyzov·na cel˝mi buÚkami nebo bu-
nÏËn˝m extraktem. Pro studium substr·tovÈ specifity hydro-
lytick˝ch enzym˘ byly pouûity aromatickÈ a arylalifatickÈ
nitrily, substituovanÈ akrylonitrily, kyanopyridiny a kyano-
benzo·ty. NejefektivnÏji ze vöech substr·t˘ byl transformov·n
benzonitril. P¯i transformaci dikyanobenzen˘ byla selektivnÏ
hydrolyzov·na pouze jedna kyanoskupina (schÈma 1). Nitril-
hydratasa byla aktivnÌ v öirokÈm rozmezÌ hodnot pH (4ñ9).
Maxima aktivity bylo dosaûeno p¯i pH 7. P¯i hydrol˝ze nitril˘
pomocÌ bunÏËnÈho extraktu byly detegov·ny amidy, jejichû
vznik je katalyzov·n enzymem nitrilhydratasou. P¯Ìtomnost
tohoto enzymu nebyla zatÌm prok·z·na u jin˝ch vl·knit˝ch hub.

Tento projekt je financov·n n·sledujÌcÌmi granty: A 4020213
GA AV »R, ME 579 MäMT, OC D25.001 MäMT a BARRAN-
DE 2002-020-1, v˝zkumn˝ z·mÏr MB⁄ AVOZ 5020903.
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SYNT…ZA GLYKOSIDŸ 2-SUBSTITUOVAN…HO
CYKLOHEXANOLU

PAVLA SOCHŸRKOV¡, MARIE ZAREV⁄CKA
a ZDENÃK WIMMER

⁄stav organickÈ chemie a biochemie, Akademie vÏd »eskÈ
republiky, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6
e-mail: reitmayer@uochb.cas.cz

Do sÈrie bioanalog˘ hmyzÌch juvenilnÌch hormon˘ (juve-
noid˘) pat¯Ì takÈ deriv·ty 2-substituovanÈho cyklohexanolu
nesoucÌ karbam·tovou skupinu (nap¯. ethyl-N-{2-[4-(2-hy-
droxycyklohexylmethyl)fenoxy]ethyl}karbam·t; II). P¯Ìpra-
vu tÈto slouËeniny jsme prov·dÏli redukcÌ ethyl-N-{2-[4-(2-
-oxocyklohexylmethyl)fenoxy]ethyl}karbam·tu (I; schÈma 1)
chemickou i enzymatickou cestou. Produktem tÏchto redukcÌ
jsou racemickÈ nebo chir·lnÌ alkoholy, kterÈ byly pouûity pro
p¯Ìpravu alkylglykosid˘ (juvenogen˘). Juvenogeny jsou l·t-
ky, kterÈ se vyznaËujÌ nÌzkou biologickou aktivitou, ale jsou
schopnÈ po aplikaci do organismu uvolÚovat biologicky ak-
tivnÌ Ë·st molekuly (juvenoid) biotickou cestou. BÏhem tohoto
v˝zkumu jsme se zamÏ¯ili na p¯Ìpravu alkylglykosid˘ (IVa,b)
v˝öe uveden˝ch alkohol˘ (akceptor˘ glykosylu) pomocÌ de-
riv·t˘ bromglukosy (IIIa) a bromgalaktosy (IIIb) (donor˘ gly-
kosylu). Glykosylace jsme prov·dÏli Koenigsovou-Knorro-
vou metodou (schÈma 1) za p¯Ìtomnosti promotoru (CdCO3).

Auto¯i dÏkujÌ za finanËnÌ podporu tohoto v˝zkumu grantu GA
»R 203/02/0166.
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SYNT…ZA DERIV¡TŸ THIACALIX[4]ARENU
S VOLITELNOU FLEXIBILITOU MAKROCYKLU

V¡CLAV äçASTN›a, PAVEL LHOT¡Ka,
IVAN STIBORa, HANA PETÿÕ»KOV¡b

a JAN S›KORAb

aKatedra organickÈ chemie a bKatedra chemie pevn˝ch l·tek,
Vysok· ökola chemicko-technologick· v Praze, Technick· 5,
166 28 Praha 6
e-mail: stastnyv@vscht.cz

Calix[n]areny1 (obr. 1) a jejich deriv·ty hrajÌ v poslednÌch
letech d˘leûitou roli v oblasti supramolekul·rnÌ chemie, zvl·ö-
tÏ v procesech self-assembly2 a v syntÈze receptor˘ pro kom-
plexaci iont˘ i organick˝ch molekul3.

V souËasnÈ dobÏ je v oblasti calixarenovÈ chemie znaËn·
pozornost up¯ena k thiacalixaren˘m (obr. 1), kde jsou m˘st-
kovÈ methylenovÈ skupiny nahrazeny atomy sÌry4. Zjistilo se,
ûe nÏkterÈ jejich vlastnosti jsou v chemii calixaren˘ bezprece-
dentnÌ5. VnesenÌ atomu sÌry do molekuly calixarenu znamen·
p¯Ìtomnost novÈho reakËnÌho centra v makrocyklu a s tÌm
spojenou novou moûnost jeho derivatizace i dalöÌ substituce
spodnÌho a hornÌho okraje thiacalix[4]arenu6ñ8.

V naöÌ pr·ci jsme nav·zali na p¯edeölÈ zkuöenosti s deri-
vatizacÌ spodnÌho okraje thiacalix[4]arenu a vyuûili n·mi d¯Ì-
ve p¯ipravenÈho9 cone konformeru Ñtetraacet·tuì I (obr. 2).
Jeho aminol˝zou10, ˙Ëinkem alifatick˝ch α,ω-diamin˘ byla
p¯ipravena zajÌmav· sÈrie deriv·t˘ IIañc s intramolekul·rnÏ
p¯emostÏn˝m spodnÌm okrajem.

Tyto molekuly zaujÌmajÌ v tuhÈm stavu i v roztoku cone
konformaci a dÌky netypickÈmu proxim·lnÌmu p¯emostÏnÌ
fenolick˝ch jader vykazujÌ C2V symetrii. Tato jednoduch·
syntetick· transformace s sebou p¯inesla ¯adu nov˝ch moû-
nostÌ. Volbou amidick˝ch m˘stk˘ r˘znÈ dÈlky jsme dos·hli
rozdÌlnÈ flexibility jednotliv˝ch makrocykl˘. PouûitÌm chir·l-
nÌho diaminu (R,R- nebo S,S-diaminocyklohexanu) jsme do-
spÏli k p¯Ìsluön˝m thiacalixarenov˝m enantiomer˘m IId,e.
D·le se n·m do budoucna nabÌzÌ moûnost p¯Ìpravy inherentnÏ
chir·lnÌch thiacalix[4]aren˘ s C2 symetriÌ.

Z vy¯eöen˝ch krystalov˝ch struktur IIañc je patrnÈ, ûe tyto
deriv·ty p¯edstavujÌ makrocyklickÈ struktury s velmi dob¯e
preorganizovan˝m systÈmem amidick˝ch funkcÌ. SpojÌme-li
s tÌmto faktem p¯Ìtomnost m˘stkov˝ch atom˘ sÌry a zmÌnÏnou
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moûnost ovlivnÏnÌ flexibility, mohly by b˝t tyto makrocykly
vhodn˝mi ligandy pro koordinaci lanthanidov˝ch iont˘ (Tb3+,
Eu3+, Sm3+ a Pr3+). PodobnÈ komplexy na b·zi thiacalix-
[4]aren˘  jsou  v poslednÌ dobÏ zkoum·ny v d˘sledku  svÈ
vysokÈ luminiscenËnÌ schopnosti11. Podle p¯edpoklad˘ uvede-
n˝ch v cit.11 by navÌc vhodn· substituce spodnÌho okraje
thiacalixarenu mÏla v tÏchto p¯Ìpadech znaËnÏ zvyöovat lu-
miniscenci v d˘sledku snadnÏjöÌ inkluze danÈho iontu a vy-
louËenÌ koordinace molekul rozpouötÏdla s ruöiv˝mi ˙Ëinky.
Pr·vÏ amidickÈ skupiny se jiû d¯Ìve uk·zaly b˝t vhodn˝mi
kandid·ty12.

DalöÌ syntetickou modifikacÌ, kterou se nynÌ intenzivnÏ
zab˝v·me, je oxidace m˘stkov˝ch atom˘ sÌry. Na p¯Ìkladu
deriv·tu IIa budou diskutov·ny moûnosti oxidace m˘stkov˝ch
atom˘ sÌry. Volbou vhodnÈho Ëinidla zde lze dos·hnout zajÌ-
mavÈ chemo- i regioselektivity.
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POLYMORFISMY V ABCG5 A ABCG8
TRANSPORT…RECH A LIPIDY V PLAZMÃ

JANA äTEFKOV¡, JAROSLAV HUB¡»EK
a RUDOLF POLEDNE

Laborato¯ pro v˝zkum aterosklerÛzy, Institut klinickÈ a experi-
ment·lnÌ medicÌny, Centrum experiment·lnÌho v˝zkumu cho-
rob srdce a cÈv, VÌdeÚsk· 1958/9, 140 21 Praha 4
e-mail: jana.stefkova@mk.cvut.cz

Kardiovaskul·rnÌ onemocnÏnÌ jsou hlavnÌ p¯ÌËinou p¯ed-
ËasnÈho ˙mrtÌ ve vöech vyspÏl˝ch st·tech. JednÌm z hlavnÌch
rizikov˝ch faktor˘ p¯edËasnÈho onemocnÏnÌ kardiovaskul·rnÌ
chorobou je vysok· hladina lipid˘ v plazmÏ. P¯ÌspÏvek gene-
tick˝ch a environment·lnÌch faktor˘ na hladinu lipid˘ v plaz-
mÏ je p¯ibliûnÏ stejn˝. ABCG5 a ABCG8 transportÈry jsou
zodpovÏdnÈ za transport sterol˘. Tyto proteiny majÌ n·padnou
homologii v genovÈ struktu¯e. Mutace v tÏcho genech zp˘so-
buje vz·cnou formu onemocnÏnÌ zvanou β-sitosterolÈmie.
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Naöe pr·ce se zab˝v· anal˝zou polymorfism˘ zp˘sobujÌ-
cÌ aminokyselinovÈ z·mÏny v ABCG5 (C1950→Gln604Glu)
a ABCG8 (G145C→Asp19His,A251G→Tyr54Cys, C1289A→
Thr400Lys a C1984T→Ala632Val) a jejich vlivem na hladin˘
lipid˘ v plazmÏ. PouûitÌm PCR a restrikËnÌ anal˝zy jsme
mÏ¯ili polymorfismy ve dvou studovan˝ch vzorcÌch. PrvnÌ
vzorek zahrnuje dvÏ skupiny dÏtÌ, nÌzkocholesterolemickou
(86 dÏtÌ) a vysokocholesterolemickou (82 dÏtÌ) skupinu, kterÈ
byly vybr·ny z opaËn˝ch Ë·stÌ distribuËnÌ k¯ivky choleste-
rolÈmie 2000 dÏtÌ. Druh˝m studovan˝m vzorkem byla 8 let·
kohorta 1 % reprezentativnÌho vzorku ËeskÈ populace vybranÈ
v roce 1988 ve vÏkovÈ skupinÏ 25ñ64 let. V roce 1996 byla
tato skupina znovu vyöet¯ena. Jedn· se o 131 nep¯Ìbuzn˝ch
muû˘ a 154 ûen. Z naöich v˝sledk˘ je z¯ejmÈ, ûe t¯i polymor-
fismy majÌ spojitost s koncentracÌ lipid˘ v plazmÏ. U vysoko-
cholesterolemick˝ch jedinc˘ mÏli nositelÈ alely Asp19Asp
vyööÌ cholesterol neû jedinci nesoucÌ alelu s His (5,55±0,65 vs.
4,99±0,19, p < 0,001). D·le bylo zjiötÏno, ûe pokles celkovÈho
a LDL cholesterolu mezi roky 1988 a 1996 je u muû˘ deter-
minov·n jin˝m polymorfismem neû u ûen. U muû˘ se projevil
vliv polymorfismu Thr400Lys, kdy u jedinc˘ nesoucÌch alelu
Thr400Thr byl pokles u celkovÈho 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 ûen se projevil vliv polymorfismu
Tyr54Cys. NejvÏtöÌ pokles byl zaznamen·n u jedinc˘ nesoucÌ
alelu Tyr54Tyr a to u celkovÈho 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.

STEREOSELEKTIVNÕ PÿÕSTUP K SYNT…ZE
-C-DISACHARIDŸ OBSAHUJÕCÕCH

DEOXYHEXOPYRANOSU

PETR äTÃP¡NEK a LADISLAV KNIEéO

⁄stav chemie p¯ÌrodnÌch l·tek, Vysok· ökola chemicko-tech-
nologick· v Praze, Technick· 5, 166 28 Praha 6
e-mail: petr.stepanek@vscht.cz

ZjiötÏnÌ, ûe oligosacharidy hrajÌ d˘leûitou roli v mezibu-
nÏËnÈ komunikaci, vyvolalo vlnu z·jmu o sacharidy a jejich
analoga. V poslednÌ dobÏ se pozornost soust¯edila na jejich
vyuûitÌ jako potencion·lnÌch inhibitor˘ glykosidas, resp. gly-
kosyltransferas, kterÈ pat¯Ì k nejd˘leûitÏjöÌm enzym˘m ¯ÌdÌcÌ
z·kladnÌ  funkce  organism˘1. Jednou ze skupin  intenzivnÏ
studovan˝ch l·tek, kterÈ vykazujÌ zajÌmavou biologickou akti-
vitu, jsou C-disacharidy, coû jsou analoga O-disacharid˘, ve
kter˝ch je glykosidick˝ atom kyslÌku nahrazen methylenovou
skupinou, ËÌmû se tyto l·tky st·vajÌ odolnÈ v˘Ëi glykosidasam.

DosavadnÌ zp˘soby p¯Ìpravy C-disacharid˘ byly hlavnÏ
postaveny na vytvo¯enÌ CñC vazby mezi dvÏma monosacha-
ridy, pop¯. na tvorbÏ CñC vazby mezi monosacharidem a bi-
cyklickou slouËeninou1,2.

Prezentovan˝ p¯Ìstup je zaloûen na postupnÈm budov·nÌ
novÈ dideoxyhexopyranosy spojenÈ s p˘vodnÌm sacharidem
ñCH2ñ skupinou. UmoûÚuje tedy za pouûitÌ snadno dostup-
n˝ch synton˘ p¯ipravit öirokÈ spektrum nov˝ch α-(1→3)-C-
-disacharid˘, kde m· nov· dideoxyhexopyranosa konfiguraci
D-, nebo L- (I, II).

Pr·ce byla provedena v r·mci ¯eöenÌ v˝zkumnÈho z·mÏru
MäMT Ë. 223300006.
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OKTA-O-ISOPROPYLCALIX[4]RESORCINAREN
A PARCI¡LNÕ ODäTÃPENÕ CHR¡NICÕCH SKUPIN

JAN äTURSA, JITKA MORAVCOV¡
a HANA DVOÿ¡KOV¡

⁄stav chemie p¯ÌrodnÌch l·tek, Vysok· ökola chemicko-tech-
nologick· v Praze, Technick· 5, 166 28 Praha 6

Calix[4]resorcinareny typu I jsou velmi Ëasto studovanÈ
l·tky vyuûitelnÈ jako stavebnÌ bloky v supramolekul·rnÌ che-
mii1. Resorcinaren II byl studov·n mÈnÏ uû z toho d˘vodu, ûe
ho nelze p¯ipravit jednoduchou kysele katalyzovanou konden-
zacÌ formaldehydu  a  resorcinolu. Doposud  popsanÈ pr·ce
vyuûÌvajÌ cestu p¯es oktaallylether III nebo oktamethylether
IV, kterÈ byly p¯ipraveny ve v˝tÏûku 54 a 34 % z p¯ÌsluönÈho
2,4-dialkoxybenzylakolholu za p¯Ìtomnosti Sc(OTf)3 po 5 ho-
din·ch2. Pokud byla reakce katalyzov·na kyselinou trifluoroc-
tovou, oktamethylether IV byl izolov·n ve v˝tÏûku 95 % po
18 hodin·ch reakce. Chr·nicÌ skupiny byly z methyletheru IV
odstranÏny pomocÌ BBr3 a resorcinaren II byl izolov·n ve for-
mÏ oktaacet·tu V, p¯iËemû v˝tÏûek3 tÏchto dvou krok˘ byl 25 %.

My jsme jako v˝chozÌ  l·tku zvolili dosud  nepopsan˝
2,4-diisopropoxybenzylalkohol, kter˝ jsme p¯ipravili alkylacÌ
2,4-dihydroxybenzaldehydu a n·slednou hydrogenacÌ v cel-
kovÈm v˝tÏûku 85 %. 2,4-Diisopropoxybenzylalkohol po-
skytl v p¯Ìtomnosti (CH3)3SiCl bÏhem 1 hodiny za norm·lnÌ
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teploty oktaisopropylether VI, kter˝ jsme izolovali krystalick˝
ve v˝tÏûku 94 % bez jakÈkoliv ËistÌcÌ operace.

P¯i odstraÚov·nÌ chr·nÌcÌch skupin z oktaisopropyletheru
VI pomocÌ BCl3 jsme zjistili, ûe etherovÈ vazby se ötÏpÌ po-
stupnÏ a vznikajÌ tak parci·lnÏ alkylovanÈ resorcinareny. Jed-
notlivÈ produkty jsme izolovali a charakterizovali.

Pr·ce byla podporov·na VZ 223300006.
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REKOMBINANTNÕ VIRUS VAKCÕNIE EXPRIMUJÕCÕ
UPRAVEN› PROTEIN E7 LIDSK…HO
PAPILLOMAVIRU HPV-16 A INTERLEUKIN IL-12
JAKO MODELOV¡ VAKCÕNA PROTI N¡DORŸM
VYVOLAN›M PAPILLOMAVIRY

JANA äUBRTOV¡, LUœA KUTINOV¡,
ä¡RKA NÃME»KOV¡, PETR HAINZ,
VOJTÃCH äROLLER, PAVEL GABRIEL,
a PAVEL OT¡HAL

⁄stav hematologie a krevnÌ transfuze, U Nemocnice 1, 120 00
Praha 2

Souvislost mezi vznikem rakoviny dÏloûnÌho ËÌpku ËlovÏ-
ka a infekcÌ vysokorizikov˝mi typy papillomavir˘ (nap¯. HPV-
-16, HPV-18) byla v minul˝ch letech bez pochyb prok·z·na.
Mnoho svÏtov˝ch laborato¯Ì se proto velmi intenzivnÏ vÏnuje
studiu jejich vz·jemnÈho vztahu a zejmÈna v˝voji ˙ËinnÈ
a z·roveÚ bezpeËnÈ vakcÌny pro prevenci a lÈËbu n·dor˘
vyvolan˝ch papillomaviry.

V naöÌ laborato¯i se zab˝v·me p¯Ìpravou vakcÌn zaloûe-
n˝ch na rekombinantnÌm viru vakcÌnie (rVV), kter˝ je vhod-
n˝m vektorem zejmÈna pro svou schopnost pojmout znaËnÈ
mnoûstvÌ cizÌ DNA a ˙ËinnÏ ji exprimovat v r˘zn˝ch typech
bunÏk. DalöÌm kladem je nepochybnÏ velk· zkuöenost s po-
uûitÌm vakcÌnie v oËkovacÌ praxi v minulosti.

Pro p¯ÌpadnÈ praktickÈ vyuûitÌ je pochopitelnÏ t¯eba pouûÌt
vektor maxim·lnÏ bezpeËn˝, kter˝ by si z·roveÚ zachoval
schopnost ˙ËinnÏ imunizovat. Proto k naöim konstrukcÌm
pouûÌv·me vakcÌniov˝ kmen MVA (Modified Virus Ankara),
kter˝ m· delece v celÈ ¯adÏ gen˘, takûe se ve vÏtöinÏ savËÌch
bunÏk tÈmÏ¯ nebo v˘bec nereplikuje. Jeho imunizaËnÌ schop-
nosti testujeme. Pracujeme tÈû s kmenem Praha 13 (P13), kter˝
je virulentnÏjöÌ, ale m· dobrÈ imunizaËnÌ vlastnosti.

⁄Ëinnost imunizace testujeme na myöÌm modelu in vivo
i in vitro. Po imunizaci virem myöi Ëelenûujeme n·dorov˝mi
buÚkami TC-1 a sledujeme r˘st n·dor˘. In vitro testujeme bu-
nÏËnou imunitu, a to dvÏma testy, IFN-γ ELISPOT a Ñtetramer
testemì.

Po odebr·nÌ slezin izolujeme lymfocyty, kterÈ pouûÌv·me

pro testy imunity p¯Ìmo nebo je in vitro restimulujeme pepti-
dem HPV-16 E7(49ñ57). Testem ELISPOT detegujeme mnoû-
stvÌ bunÏk produkujÌcÌch IFN-γ, Ñtetramer testemì p¯Ìmo zjis-
tÌme mnoûstvÌ cytotoxick˝ch T-lymfocyt˘ specifick˝ch pro
peptid HPV-16 E7(49 57). Pracujeme s MHC-I tetramerem
H-2Db/HPV-16 E7(49ñ57), kter˝ specificky fluorescenËnÏ
oznaËÌ p¯ÌsluönÈ CTL, coû pak zmÏ¯Ìme na pr˘tokovÈm cy-
tometru.

DobrÈ imunizaËnÌ vlastnosti po pod·nÌ viru exprimujÌcÌho
f˙znÌ protein Sig E7 LAMP, u kterÈho je zajiötÏna lokalizace
E7 v endozom·lnÌm a lyzozom·lnÌm kompartmentu1, jsme jiû
ovÏ¯ili v minulosti. SnaûÌme se vöak nalÈzt imunizaËnÌ agens
s jeötÏ lepöÌmi vlastnostmi. Zkonstruovali jsme dvojitÏ rekom-
binantnÌ virus, kter˝ kromÏ Sig E7 LAMP exprimuje jeötÏ obÏ
podjednotky cytokinu interleukinu 12 (IL-12), kter˝ by mÏl
pozitivnÏ p˘sobit na regresi n·dor˘2.

V imunizaËnÌch experimentech jsme pokusy in vivo a in
vitro zjistili, ûe virus MVA Sig E7 LAMP vyvol·v· podstatnÏ
slaböÌ imunitnÌ odpovÏÔ neû P13 Sig E7 LAMP. U dvojitÈ
rekombinanty MVA Sig E7 LAMP IL-12 se imunitnÌ odpovÏÔ
vzhledem k jednoduchÈ rekombinantÏ MVA Sig E7 LAMP
prakticky nezmÏnila. VloûenÌ gen˘ pro IL-12 do viru P13
SigE7LAMP v˝raznÏ snÌûilo jeho imunogennost, coû je vy-
svÏtlitelnÈ zjiötÏn˝m znaËn˝m omezenÌm mnoûenÌ tohoto viru
oproti rodiËovskÈ rekombinantÏ. Pod·nÌm P13 Sig E7 LAMP
IL-12 byla dÌky p¯Ìtomnosti IL-12 v˝raznÏ inhibov·na.

Hledali jsme tedy jinou moûnost jak uplatnit pozitivnÌ vliv
IL-12 na imunitnÌ odpovÏÔ Th1 proti n·dorovÈmu antigenu
E7. Moûn˝ zp˘sob se n·m projevil p¯i jinÈm zp˘sobu pod·nÌ,
a to po imunizaci myöÌmi dendritick˝mi buÚkami (DB) infi-
kovan˝mi rVVvakcÌniÌ. Z pokus˘ in vivo vypl˝v·, ûe den-
dritickÈ buÚky majÌ adjuvantnÌ ˙Ëinek na obÏ jednoduchÈ
rekombinanty P13 SigE7LAMP a MVA SigE7LAMP, avöak
koexprese IL-12 u obou vir˘ efekt DB v˝znamnÏ sniûuje.
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REDUK»NÕ L¡TKA DITHIOTHREITOL
USNAD“UJE AKTIVACI VANILOIDNÕHO
RECEPTORU TRPV1

K. SUä¡NKOV¡, A. LYFENKO, V. VLACHOV¡,
J. TEISINGER a L. VYKLICK›

OddÏlenÌ bunÏËnÈ neurofyziologie, Fyziologick˝ ˙stav, Aka-
demie vÏd »eskÈ republiky, VÌdeÚsk· 1083, 142 20 Praha
e-mail: susinka@biomed.cas.cz

VaniloidnÌ receptor (TRPV1) je u savc˘ specificky expri-
mov·n na membr·n·ch mal˝ch neuron˘ zadnÌch ko¯en˘ mÌö-
nÌch, kde se podÌlÌ na p¯enosu bolestiv˝ch podnÏt˘. TRPV1 je
aktivov·n nejen chemicky, kapsaicinem (EC50 ~ 0,3 µM)
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a slab˝mi kyselinami (pH 5,0ñ5,5), ale takÈ fyzik·lnÏ-boles-
tiv˝m teplem (43ñ52 ∞C). Dosud nenÌ zn·m mechanismus,
kter˝m bolestivÈ stimuly vyvol·vajÌ struktur·lnÌ zmÏny recep-
toru vedoucÌ k jeho aktivaci. Existence t¯Ì extracelul·rnÌch
cysteinov˝ch zbytk˘ v pozicÌch 616, 621 a 634 v oblasti kliËky
pÛru TRPV1 n·s p¯ivedla k ot·zce, zda a do jakÈ mÌry je
aktivita TRPV1 modulov·na zmÏnou redox stavu SH skupin.

Zjistili jsme, ûe redukËnÌ l·tka DL-dithiothreitol v˝raznÏ
zvyöuje membr·novou odpovÏÔ vyvolanou bolestiv˝m tep-
lem a kapsaicinem (1 µM) jak u populace mal˝ch neuron˘
gangliÌ zadnÌch ko¯en˘ mÌönÌch (<20 µm) izolovan˝ch z pot-
kana, tak u bunÏk tk·Úov˝ch kultur HEK293T transfekova-
n˝ch genem TRPV1. ⁄Ëinek DTT je koncentraËnÏ z·visl˝
a plnÏ reverzibilnÌ. Aktivita rekombinantnÌho receptoru TRPV1
je v p¯Ìtomnosti 2 mM DTT statisticky v˝znamnÏ zv˝öena
(9,1±5,8◊ p¯i 25 ∞C a 1,5±0,2◊ p¯i 45 ∞C; n = 19).

Za ˙Ëelem identifikace cysteinovÈhozbytku,kter˝ se uplat-
Úuje v tomto jevu, byly p¯ipraveny konstrukty genu TRPV1,
kde je vûdy jeden cysteinov˝ zbytek nahrazen za neutr·lnÌ
zbytek glycinov˝.

PomÏr voln˝ch ñSH skupin a disulfidick˝ch m˘stk˘ cys-
teinov˝ch zbytk˘ TRPV1 v˝znamnÏ ovlivÚuje citlivost pri-
m·rnÌch nociceptor˘ k algogen˘m, a lze tedy p¯edpokl·dat, ûe
opaËn˝ ˙Ëinek ñ oxidace TRPV1 ñ by mohl p¯edstavovat
moûn˝ terapeutick˝ prost¯edek k lÈËbÏ nÏkter˝ch bolestiv˝ch
stav˘ u lidÌ.

Pr·ce vznikla za podpory grantu GA »R 305/03/082.

V›VOJ ELISA TESTU PRO STANOVENÕ
PROGESTERONU V ML…CE

J. SWACZYNOV¡, R. SIMERSK› a M. STRNAD

Laborato¯ r˘stov˝ch regul·tor˘, ⁄EB Akademie vÏd »eskÈ
republiky a P¯ÌrodovÏdeck· fakulta, Univerzita PalackÈho,
älechtitel˘ 11, 78371 Olomouc

Progesteron pat¯Ì mezi pohlavnÌ hormony steroidnÌ po-
vahy a je produkov·n cyklujÌcÌm nebo gravidnÌm ûlut˝m
tÏlÌskem. U krav se progesteron podÌlÌ na zachov·nÌ b¯ezosti
a zabraÚuje p¯edËasn˝m dÏloûnÌm stah˘m. PomocÌ urËenÌ kon-
centrace progesteronu v kravskÈm mlÈce nebo krevnÌm sÈru
lze snadno urËit, v jakÈ f·zi pohlavnÌho cyklu se plemenice
nach·zÌ a up¯esnit tak dobu nejvhodnÏjöÌ k jejÌ inseminaci.

V naöÌ laborato¯i byly vyvinuty polyklon·lnÌ protil·tky
(M1, M4, P3) proti progesteronu. AntisÈra byla zÌsk·na imu-
nizacÌ kr·lÌk˘ konjug·tem 11α-hydroxyprogesteron hemisuk-
cin·tu s hovÏzÌm sÈrov˝m albuminem (BSA). Tento konjug·t
byl p¯ipraven metodou smÏsn˝ch anhydrid˘. K p¯ÌpravÏ enzy-
maticky znaËenÈho antigenu (11α-hydroxyprogesteron hemi-
sukcin·t-peroxidasa) byla pouûita metoda aktivovanÈho este-
ru. Opakovanou imunizacÌ kr·lÌk˘ byla zÌsk·na pozitivnÌ an-
tisÈra, ze kter˝ch byly vyizolov·ny aktivnÌ protil·tky sr·ûenÌm
(NH4)2SO4 a n·slednou dial˝zou. Charakteristiky polyklon·l-
nÌch protil·tek byly studov·ny na z·kladÏ kompetetivni enzy-
movÈ imunoanal˝zy (ELISA). Specifita protil·tek byla stu-
dov·na pomocÌ k¯Ìûov˝ch reaktivit s p¯Ìbuzn˝mi steroidnÌmi
l·tkami. Hodnoty k¯Ìûov˝ch reaktivit se pohybujÌ v rozmezÌ
0,02ñ38,1 % (19 ñ norprogesteron).

ELISA testem s vyuûitÌm protil·tek M1 byly n·slednÏ
˙spÏönÏ studov·ny vzorky mlÈka (vzorky byly odebÌr·ny z tzv.
celkovÈho n·doje). Z v˝sledk˘ vypl˝v·, ûe tento ELISA test
je vhodn˝ k popisu pr˘bÏhu reprodukËnÌho cyklu u krav (kon-
centrace progesteronu se pohybuje v rozmezÌ 15ñ40 ng.mlñ1

mlÈka). K popisu jednotliv˝ch f·zÌ estr·lnÌho cyklu (koncen-
trace progesteronu se pohybuje mezi 0,5ñ20 ng.mlñ1 mlÈka) je
sestaven˝ ELISA test zatÌm m·lo citliv˝. Zv˝öenÌ citlivosti
testu p¯edpokl·d·me zavedenÌm zesilovacÌho systÈmu, zalo-
ûenÈho na vazebnÈ interakci mezi biotinilizovan˝m 11α-hy-
droxyprogesteron hemisukcin·tem a enzymaticky znaËen˝m
avidinem. Na tÈto problematice v souËastnosti usilovnÏ pracu-
jeme.

PÿÕSPÃVEK K NOV›M ANORGANICK›M
HETEROCYKLICK›M SLOU»ENIN¡M
FOSFAZENOV…HO TYPU

JAN TARABA a ZDIRAD é¡K

Katedra anorganickÈ chemie, P¯ÌrodovÏdeck· fakulta, Masa-
rykova univerzita v BrnÏ, Kotl·¯sk· 2, 611 37 Brno
e-mail: taraba@chemi.muni.cz

Anorganick˝m heterocyklick˝m slouËenin·m je zvl·ötÏ
pak v poslednÌ dobÏ, vÏnov·na znaËn· pozornost, nejen kv˘li
moûnosti pr˘zkumu vztahu vazebn˝ch moûnostÌ a molekulovÈ
struktury, ale i stÈle ËastÏjöÌ vyuûÌv·nÌ heterocyklick˝ch slou-
Ëenin, obsahujÌcÌch kovy i nekovy, v praxi. Moûnosti vyuûitÌ
jsou nap¯. pokovov·nÌ ve vakuu, homogennÌ katal˝za, vyuûitÌ
biologickÈ aktivity (zemÏdÏlskÈ ochrannÈ prost¯edky, lÈËiva,
selektivnÌ jedy) atd.

V odbornÈ literatu¯e jsou uv·dÏny obecnÈ trendy p¯Ìpravy
6-ti Ëlenn˝ch cyklick˝ch slouËenin fosfazenovÈho typu obsa-
hujÌcÌ ve svÈ struktu¯e heteroatom. Na poË·tku p¯iprav 6-ti
Ëlenn˝ch heterocykl˘ byl objev l·tky ÑImidobis(aminodife-
nylfosforan) chloridì (Ph2PNH2)2NCl (cit.1). Z tÈto publikace
vych·zÌ cel· ¯ada pracÌ zab˝vajÌcÌch se syntÈzou a strukturou
6-ti Ëlenn˝ch heterocykl˘. Za vöechny uveÔme p¯Ìpravu hete-
rocykl˘2,3 p¯echodn˝ch kov˘ (W, V, Re Ö) vöechny reakce
v pracÌch popisovanÈ jsou reakce mezi halogenidy p¯echod-
n˝ch kov˘ a (Ph2PNH2)2NCl (p¯i reakci se uvolÚuje HCl
a reakce je vÏtöinou rovnov·ûn·). Pokud jde o p¯Ìpravu he-
terocykl˘ s nep¯echodn˝mi kovy i nekovy uvedeme pr·ci4

(heterocykly s Al, Ga a In), ve kterÈ auto¯i volÌ postup p¯Ì-
pravy p¯es slouËeniny typu MMe3 (M = Al, Ga, In) reakcÌ
s HN(PR2NHSiMe3)2 (R = Ph, NMe2) a odötÏpenÌ molekuly
methanu. Nev˝hodou tohoto postupu je obtÌûnÈ zÌsk·v·nÌ
reaktant˘ a mal· v˝tÏûnost reakce.

V  naöem z·kladnÌm v˝zkumu tÈto problematiky jsme
zvolili pro p¯Ìpravu nov˝ch heterocykl˘ reakci halogenid˘
nep¯echodn˝ch kov˘ i nekov˘ s N,Ní-bistrimetylsilyl-tetra-
fenyldifosfazen chloridem N(Ph2PNHSiMe3)2Cl. V˝hodoun·-
mi zvolenÈho synteznÌho postupu je vysok· v˝tÏûnost rekcÌ
a Ëistota zÌskan˝ch produkt˘. Z reakËnÌho systÈmu odpad·
trimetylchlosilan jako vedlejöÌ produkt a z·roveÚ zde slouûÌ
jako rozpouötÏdlo. Tento synteznÌ postup se n·m jevÌ jako
nejv˝hodnÏjöÌ a s jeho pomocÌ  se n·m poda¯ilo p¯ipravit
nÏkolik nov˝ch 6-ti Ëlenn˝ch anorganick˝ch heterocyklic-
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k˝ch slouËenin. ProbÌhajÌcÌ chemick· reakce se d· zapsat
obecnou rovnicÌ (1).
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SYNT…ZA HELIK¡LNÃ CHIR¡LNÕCH
HETEROCYKLŸ: NOV› ZPŸSOB PÿÕPRAVY
NERACEMICK›CH AZAHELICENŸ

FILIP TEPL›, IRENA G. STAR¡ ,
IVO STAR› a DAVID äAMAN

⁄stav organickÈ chemie a biochemie, Akademie vÏd »eskÈ
republiky, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6
e-mail: filip.teply@uochb.cas.cz

Renesance z·jmu o heliceny v poslednÌch 10 letech souvisÌ
s rozvojem jejich syntetickÈ metodologie a se slibn˝mi apli-
kacemi tÏchto l·tek v oblasti enantioselektivnÌ katal˝zy, mo-
lekulovÈho rozpozn·v·nÌ a materi·lovÈ chemie. DalöÌ moûnÈ
vyuûitÌ naznaËujÌ teoretickÈ studie, podle nichû by se heliceny
mÏly chovat jako miniaturnÌ pruûiny a mÏly by vykazovat
v˝znamnÈ vodivostnÌ vlastnosti. Vedle klasickÈ fotochemickÈ

p¯Ìpravy helicen˘, kter· je v ¯adÏ p¯Ìpad˘ nev˝hodn·, se v po-
slednÌ dobÏ objevily dvÏ metody, jejichû potenci·l dokumen-
tuje ¯ada ˙spÏön˝ch syntÈz helicen˘ a jejich deriv·t˘. P¯es
tento v˝znamn˝ pokrok neexistovala aû do ned·vnÈ doby
spolehliv· metoda p¯Ìpravy azahelicen˘, kter˝ch bylo s vel-
k˝mi obtÌûemi p¯ipraveno v minulosti jen nÏkolik deriv·t˘
v racemickÈ formÏ2,3. Koordinace tranzitnÌch kov˘ k Ñpyridi-
novÈmuì dusÌku spolu s moûnou strukturnÌ rozmanitostÌ aza-
helicenovÈho skeletu p¯edurËuje tyto l·tky k ¯adÏ aplikacÌ
v asymetrickÈ syntÈze a supramolekul·rnÌ chemii.

Zjistili jsme, ûe n·mi vyvinut˝ zp˘sob p¯Ìpravy helicen˘,
kter˝ je zaloûen na [2+2+2] cykloisomeraci aromatick˝ch
triyn˘ za katal˝zy tranzitnÌmi kovy4ñ6 lze s v˝hodou pouûÌt
i p¯i syntÈze azahelicen˘ a jejich deriv·t˘. TÌmto postupem,
kter˝ je modul·rnÌ, konvergentnÌ a poskytuje dobrÈ prepara-
tivnÌ v˝tÏûky, byly p¯ipraveny l·tky I a II. Je-li zavedeno
centrum chirality do molekuly triynu, [2+2+2] cykloisomera-
ce probÌh· s vysokou diastereoselektivitou (III→IV). OtevÌr·
se tak sch˘dn˝ syntetick˝ p¯Ìstup k azahelicen˘m a jejich
deriv·t˘m v neracemickÈ formÏ.
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EFFECT OF EXTRACTS FROM Smallanthus
sonchifolius LEAVES ON RAT HEPATOCYTES
AND HUMAN UMBILICAL VEIN ENDOTHELIAL
CELLS

KATEÿINA VALENTOV¡

Institute of Medical Chemistry and Biochemistry, Faculty of
Medicine, Palacky University, HnÏvotÌnsk· 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-β-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 content1. 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 (tert.butylhydroperoxi-
de, 0.5 mM, 1.5 h and allyl alcohol, 0.2 mM, 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 µg.mlñ1 and
a significant reduction of gluconeogenesis in the presence of
1 mg.mlñ1 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. The effect of extracts (IñIV) 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 µg.mlñ1 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 AROMATICK›CH
GLYOXALIMINECH

JIÿÕ VERNER a MILAN POT¡»EK

Katedra organickÈ chemie, P¯ÌrodovÏdeck· fakulta, Masary-
kova univerzita v BrnÏ, Kotl·¯sk· 2, 611 37 Brno
e-mail: jverner@chemi.muni.cz

V souËasnÈ dobÏ jsou celkem dob¯e pops·ny criss-cross1

cykloadice na  2,3-diazabuta-1,3-dienech  (azinech). Cyklo-
adice na 1,4-diazabuta-1,3-dienech (glyoxaliminech, I) jsou
naproti tomu celkem vz·cnÈ. Sakamoto2 a spol. popsali cy-
kloadici aryl- a benzoylisokyan·t˘ s 1,1í-biisochinolinoly
a Takahashi3 studoval criss-cross cykloadice  glyoxalimin˘
s trimethylsilylisothiokyan·tem, kde produktem jsou perhy-

droimidazo[4,5-d]imidazol-2,5-dithiony (thioglykolurily, IIIa).
Thioglykolurily IIIa jsou klasick˝mi metodami obtÌûnÏ

zÌskatelnÈ. Podle nÏkter˝ch pracÌ, lze zÌskat jednoduchÈ thio-
glykolurily IIIa kondenzacÌ 1,2-dikarbonylov˝ch slouËe-
nin s thiomoËovinou v alkalickÈm prost¯edÌ4. NÏkterÈ pr·ce
ovöem uv·dÏjÌ vznik diiminodithiadiazabicyklooktanu, jako
produktu reakce thiomoËoviny s glyoxalem5. V kaûdÈm p¯Ì-
padÏ jsou thioglykolurily dostupnÈ z glykoluril˘ sulfuracÌ
Lawessonov˝m Ëinidlem (P2S5) (cit.6).

P¯i studiu criss-cross cykloadicÌ na glyoxaliminech7 jsme
pozorovali zvl·ötnÌ chov·nÌ aromatickÈho glyoxaliminu (4-
-methoxyfenyl) ve smÏsi KNCS a KNCO v kyselinÏ octovÈ.
Zjistili jsme, ûe v tomto p¯ÌpadÏ vznik· prakticky Ëist˝ nesy-
metrick˝ 1,4-disubstituovan˝-5-thioxoperhydroimidazo[4,5-
-d]imidazol-2-on (monothioglykoluril, IIIb). Tento fakt n·s
p¯imÏl k prozkoum·nÌ reaktivity a chov·nÌ dalöÌch aroma-
tick˝ch glyoxalimin˘, coû je obsahem tohoto p¯ÌspÏvku. Zjis-
tili jsme, ûe criss-cross cykloadice HNCS na aromatick˝ch
glyoxaliminech vedou obecnÏ k thioglykoluril˘m IIIa a ve
smÏsi HNCO a HNCS vznikajÌ ËistÈ nesymetrickÈ criss-cross
produkty monothioglykolurily IIIb. V ojedinÏlÈm p¯ÌpadÏ jsme
pozorovali vznik aduktu meziproduktu s kyselinou octovou II,
coû potvrzuje p¯edstavu o pr˘bÏhu reakce jako sledu dvou
bimolekul·rnÌch reakcÌ.

Metoda criss-cross cykloadice HCNS umoûÚuje levnÏ a po-
hodlnÏ p¯ipravovat substituovanÈ glykolurily. Pro p¯Ìpravu
monothioglykoluril˘ je tato nov· metoda jedin· zn·m·.
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DETERMINATION OF CONSTANTS
AND WATER-SOLUBILITY OF ALKALOIDS
SANGUINARINE AND CHELERYTHRINE
BY CAPILLARY ZONE ELECTROPHORESIS

MARK…TA VL»KOV¡a,c, PETR BART¡Kb,
and RADIM VESPALECc

aDepartment of Chemistry and Biochemistry, Mendel Univer-
sity of Agriculture and Forestry, ZemÏdÏlsk· 1, 613 00 Brno,
bDepartment of  Analytical  Chemistry, Palack˝ University,
T¯Ìda svobody 8, 771 46 Olomouc, cInstitute of Analytical
Chemistry, Academy of Sciences of the Czech Republic, Veve-
¯Ì 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+ values1 for
this equilibrium vary in an unacceptably wide range indicating
their dependence on experimental conditions. Moreover, the
uncharged forms of both alkaloids are water-insoluble1 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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(2S)-2-CHLORO-2-FLUOROETHANOYL ISOKYAN¡T
JAKO CHIR¡LNÕ DERIVATIZA»NÕ »INIDLO

PETR VODI»KA, LUDVÕK STREINZ,
MILOä BUDÃäÕNSK›, BOHUMÕR KOUTEK
a JAN ONDR¡»EK

⁄stav organickÈ chemie a biochemie, Flemingovo n. 2, 166 10
Praha 6

Inspirov·ni trichloroacetyl isokyan·tem (TAI), kter˝ se
öiroce pouûÌv· p¯i NMR anal˝z·ch alkohol˘, jsme p¯ipravi-
li (2S)-2-chloro-2-fluoroethanoyl isokyan·t (I); jeho chir·lnÌ
analog.

Acylisokyan·t I, rychlou reakcÌ s r˘zn˝mi chir·lnÌmi se-
kund·rnÌmi alkoholy poskytuje diastereomernÌ karbam·ty je-
jichû stereochemii jsme korelovali s ∆δ hodnotami 1H NMR
spekter. Anal˝zou zjiötÏn˝ch ∆δ v posunech NMR spekter
(∆δ = δ(R) ñ δ(S)) jsme odvodili pravdÏpodobnou konformaci
vznikajÌcÌch produkt˘, kter· lze vyuûÌt k p¯ÌpadnÈmu urËe-
nÌ absolutnÌ konfigurace analyzovanÈho chir·lnÌho alkoholu.
Plan·rnÌ konformace byla potvrzena X-Ray anal˝zou.

V p¯ÌpadÏ smÏsi chir·lnÌch alkohol˘ je zastoupenÌ jednot-
liv˝ch sloûek snadno zjistitelnÈ dÌky rozdÌl˘m posun˘ (∆δ) na
CHFCl vodÌku, kter˝ m· sign·l v oblasti 6ñ7 ppm, kde se
vÏtöinou jinÈ sign·ly neobjevujÌ.

NejlepöÌch v˝sledk˘ bylo dosaûeno u aromatick˝ch alko-
hol˘ dÌky jejich silnÈmu anisotropnÌmu efektu. Naopak, u jed-
noduch˝ch alifatick˝ch alkohol˘ nenÌ patrn˝ tÈmÏ¯ û·dn˝ch
rozdÌl˘. Do budoucna proto pl·nujeme p¯Ìpravu nov˝ch chi-
r·lnÌch deriv·t˘ acylisokyan·tu I, kterÈ budou stabilnÏjöÌ a bu-
dou obsahovat skupinu zp˘sobujÌcÌ silnÏjöÌ anisotropnÌ efekt
pro vÏtöÌ rozdÌly v NMR spektrech.
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SANGUINARINE EFFECT ON OXIDATIVE BURST
IN DMSO-DIFFERENTIATED CELLS
PROCEEDS VIA AFFECTING
THE NADPH OXIDASE

JIÿÕ VRBA and MARTIN MODRIANSK›

Institute of Medical Chemistry and Biochemistry, Faculty of
Medicine, Palack˝ University, HnÏvotÌnsk· 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 µMand 1.8 µM, respectively. Although
SA was shown to scavenge superoxide with IC50 of 10 µM

(ref.1), 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 µM. TROLOX, a water-soluble vitamin E analog, had
IC50 of 3 µM 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 µM. 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.

This research was supported by MSMT grant MSM 115100003.
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VYHLED¡V¡NÕ PROMOTORŸ Corynebacterium
glutamicum REGULOVATELN›CH VNÃJäÕMI
STRESOV›MI FAKTORY

MARTINA ZEMANOV¡, MIROSLAV P¡TEK
a JAN NEäVERA

Mikrobiologick˝ ˙stav, Akademie vÏd »eskÈ republiky, VÌdeÚ-
sk· 1083, 142 20 Praha 4
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Corynebacterium glutamicum je grampozitivnÌ nesporu-
lujÌcÌ bakterie vyuûÌvan· k pr˘myslovÈ produkci aminokyse-
lin. V poslednÌch letech znaËnÏ vzrostla znalost o uspo¯·d·nÌ
gen˘ ˙ËastnÌcÌch se biosyntÈzy r˘zn˝ch aminokyselin, st·le se
vöak p¯Ìliö mnoho nevÌ o molekul·rnÌch sign·lech regulujÌcÌch
expresi tÏchto gen˘. Pro pozn·nÌ mechanism˘ regulace ex-
prese gen˘ na transkripËnÌ ˙rovni m· klÌËov˝ v˝znam znalost
struktury a funkce iniciaËnÌch sign·l˘ (promotor˘). Promo-
tory, kterÈ mohou b˝t bÏhem fermentace snadno Ñzapnutyì
nebo Ñvypnutyì p˘sobenÌm vnÏjöÌch faktor˘, mohou zajistit
regulovanÈ zv˝öenÌ exprese vybran˝ch gen˘. Proto byly vy-
hled·v·ny promotory C. glutamicum, kterÈ reagujÌ na vnÏjöÌ
stresovÈ faktory (zv˝öenou teplotu a snÌûenÈ pH). chromozo-
mov· DNA kmene C. glutamicum ATCC 13032 byla ötÏpena
restrikËnÌ endonukleasou Sau3AI a byly izolov·ny vzniklÈ
fragmenty ve velikostnÌm rozmezÌ 150ñ500 bp. SmÏs tÏchto
fragment˘ byla klonov·na do podvojnÈho promoter-probe
vektoru pET2, replikujÌcÌho se v E. coli a C. glutamicum
a nesoucÌho reportÈrov˝ gen cat, kÛdujÌcÌ enzym chloram-
fenikolacetyltransferasu. SmÏsÌ deriv·t˘ plasmidu pET2 obsa-
hujÌcÌch vloûenÈ fragmenty byly transformov·ny buÚky E. co-
li. TÌmto zp˘sobem byla p¯ipravena knihovna potenci·lnÌch
promotor˘ C. glutamicum v E. coli tvo¯en· zhruba 10 000
klony. Kmen C. glutamicum R127, postr·dajÌcÌ restrikËnÏ-
-modifikaËnÌ systÈm, byl transformov·n plazmidovou DNA
izolovanou z tÈto knihovny a transformanty byly selektov·ny
na p˘dÏ s chloramfenikolem p¯i r˘znÈ teplotÏ (30 ∞C a 37 ∞C)
a p¯i r˘zn˝ch hodnot·ch pH (4,5ñ6). Byly zÌsk·ny t¯i klony
obsahujÌcÌ promotory C. glutamicum se zv˝öenou aktivitou p¯i
vyööÌ teplotÏ (37 ∞C) a 2 klony s promotory se zv˝öenou
aktivitou p¯i niûöÌm pH (4,5ñ5). Jeden z promotor˘ aktivova-
n˝ch zv˝öenou teplotou byl po sekvenov·nÌ p¯esnÏ lokalizo-
v·n na mapÏ chromozomu C. glutamicum p¯ed genem phoH,
kter˝ kÛduje ATPasu indukovanou hladovÏnÌm na fosf·t.

D·le byly na z·kladÏ ˙plnÈ sekvence chromozomu C. glu-
tamicum metodou PCR p¯ipraveny fragmenty DNA obsahu-
jÌcÌ promotory gen˘ clpB a clpC, kÛdujÌcÌ heat shock proteiny
s chaperonovou aktivitou a promotor genu sigE, kÛdujÌcÌho
podjednotku RNA polymerasy sigmaE indukovanou p˘sobe-
nÌm vnÏjöÌch stresov˝ch faktor˘.

Lze p¯edpokl·dat, ûe aktivita uveden˝ch promotor˘ bude
v˝raznÏ stimulov·na p˘sobenÌm zv˝öenÈ teploty, p¯ÌpadnÏ
i p˘sobenÌm dalöÌch stresov˝ch faktor˘. Bude detailnÏ ana-
lyzov·na struktura a funkce uveden˝ch promotor˘, p¯ÌpadnÏ
budou jejich vlastnosti cÌlenÏ modifikov·ny metodami ge-
novÈho inûen˝rstvÌ.
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RECEPTORY ANIONTŸ ZALOéEN…
NA DERIV¡TECH THIACALIX[4]ARENU

PETRA ZLATUäKOV¡, VERONIKA MICHLOV¡,
IVAN STIBOR a PAVEL LHOT¡K

⁄stav organickÈ chemie, Vysok· ökola chemicko-technolo-
gick· v Praze, Technick· 5, 166 28 Praha 6
e-mail: Petra.Zlatuskova@vscht.cz

Calixareny, makrocyklickÈ ligandy vznikajÌcÌ bazickou
kondenzacÌ 4-terc.butylfenolu s formaldehydem, se v poslednÌ
dobÏ ¯adÌ mezi nejbÏûnÏji pouûÌvanÈ molekuly pro syntÈzu
receptor˘ iont˘ i neutr·lnÌch molekul. Teprve p¯ed nÏkolika
lety byl p¯ipraven thiacalix[4]aren, slouËenina liöÌcÌ se od kla-
sickÈho calix[4]arenu nejen reaktivitou, ale i velikostÌ a tva-
rem kavity.

P¯edkl·dan· pr·ce p¯edstavuje prvnÌ syntÈzu receptor˘
aniont˘ zaloûen˝ch na thiacalix[4]arenovÈm skeletu. Je zde
popisov·na p¯Ìprava sÈrie l·tek, ve kter˝ch je modifikov·n
tvar a druh vazebnÈho mÌsta pro anion. Tyto slouËeniny obsa-
hujÌ takÈ vazebnÈ mÌsto pro kation a mohou tedy b˝t recep-
torem celÈho iontovÈho p·ru. Schopnost tÏchto l·tek v·zat
chloridov˝  anion  a vliv nav·z·nÌ kationtu na komplexaci
aniontu byl zkoum·n pomocÌ NMR spektroskopie.
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