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IDENTIFIKACE ENZYMU DHRS1 JAKO
SPECIFIQKEHO MOLEKVUVLARNiHO CILE
PROTINADOROVEHO LECIVA ORACINU

RUDOLF ANDRYS? LUCIE ZEMANOVA?, JURAJ
LENCO0?, VLADIMIR WSOL?

Katedra biochemickych ved, Farmaceuticka fakulta,
Univerzita Karlova v Praze, Heyrovského 1203, 500 05
Hradec Kralové

andrysr@faf.cuni.cz

Metody chemické proteomiky, zaloZené na specifické
interakci mezi bioaktivni latkou a cilovou molekulou, patfi v
soucasné dobé k nejpouzivanéj$im technikam pfi identifikaci
molekularnich ciléi bioaktivnich latek!. Karbonyl-redukujici
enzymy piedstavuji fyziologicky dilezitou skupinu proteint,
jelikoz se jedna o Casté molekularni cile fady endogennich
(napt. prostaglandiny, steroidni hormony) i xenobiotickych
(napt. antracykliny, oracin) sloucenin. I kdyz je vétSina dosud
charakterizovanych karbonyl-redukujicich enzymi cytosolic-
kych, v nadrodin¢ dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem
(SDR) se nachazi i fada membranové vazanych zastupcu.
Znalosti o jejich podilu na metabolismu xenobiotik ale zatim
nejsou piilis velké. Vyzkumem stereospecifity redukce
potencidlniho protinadorového 1é¢iva oracinu vSak byla
zjiSténa ucast dalSich, dosud nepopsanych mikrosomalnich
karbonyl-redukujicich enzymi na jeho metabolismu.
Dosavadni pokusy o jejich purifikaci a charakterizaci ov§em
skongily nezdarem?,

Cilem tohoto projektu bylo vytvofeni originalniho
afinitniho nosiée s ligandem oracinem, schopného selektivné
izolovat karbonyl-redukujici enzymy z lidské jaterni tkané a u
téchto enzymi nasledné potvrdit jejich moznou roli v biotrans-
formaci®. Byly tak izolovany a identifikovany enzymy
DHRS1, RDH16 a 17B-HSD6 s dosud neznamou afinitou
a metabolickou aktivitou vG¢i oracinu a dale enzym
11B-HSDI1, u kterého byla afinita vii¢i oracinu popsana jiz
diive. U vybraného enzymu DHRSI1 byla specifita interakce s
Ié¢ivem oracinem nasledné potvrzena u rekombinantné
pripravené formy jeho inkubaci s afinitnim nosiem a dale
pomoci metody Drug Affinity Responsive Target Stability
(DARTS). Potvrzeni specifické interakce enzymu DHRSI
s timto xenobiotickym substratem mutize naznaCovat jeho dalsi
potencialni roli v biotransformaci jinych xenobiotik.

Tato prdce vznikla za podpory Grantové agentury UK
926212/V/2013, Univerzity Karlovy (SVV 260 186).

LITERATURA

1. Ziegler S., Pries V., Hedberg C., Waldmann H.: Angew.
Chem. Int. Ed. 52, 2744 (2013).

2. Skarydova L., Skarka A., Novotna R., Zivna L., Martin
H.-J., Wsol V.: Toxicology 264, 52 (2009).

3. Skarydova L., Andrys R., Holubova L., Stambergova H.,
Knavova J., Wsol V., Bilkova Z.: J. Sep. Sci. 36, 1176
(2013).

53

16. Amerika

MODIFIKACE KOLAGENOVS:{CH SCAFFOLDU
BIOLOGICKY AKTIVNIMI LATKAMI

JOHANA BABRNAKOVA

VUT v Brné, Fakulta chemickd, Ustav chemie a materidlii,
Purkynova 118, Kralovo Pole, 612 00 Brno
xcbabrnakova@fch.vutbr.cz

Kolagen jako biomaterial pro tkanové inzenyrstvi je jiz
dlouho studovén pro jeho unikatni biologické a mechanické
vlastnosti podobné extracelularni matrix. Vytvofenim
3D porézni struktury je mozno jej pouzit jako scaffold, ktery
je schopen nahrazovat mékké tkan€. Mnohé vyzkumy sméfuji
k upravé téchto scaffoldu pomoci syntetickych
biodegradabilnich polymert. Vysledny scaffold tak vykazuje
vhodné mechanické vlastnosti, stabilitu ataké urcitou
biokompatibilitu potiebné pro regeneraci poskozené tkané.
AvSak nutnd bioaktivita, ktera dosud nebyla pfili§
diskutovana, se nyni dostava do poptedi.

Dodénim biologicky aktivnich latek je schopen scaffold
poskytnout nejen oporu a prosttedi pro rast bunék nové tkané,
ale také tento rist podpofit a urychlit. Aktivitou se rozumi
zaClenéni latky aditiva do metabolického procesu bunék.
Latky, které byly pro modifikaci kolagenovych scaffoldd
vybrany jsou oxidovana celulosa, chitosan akomplex ti
sacharidi. Jedna se o biopolymery, jez jsou ziskdny
z biologickych zdrojt a vykazuji biologickou aktivitu.

V této praci se pojednava o vlivu konkrétnich biologicky
aktivnich latek na vlastnosti 3D poréznich kolagenovych
scaffoldu a jejich bioaktivitu v tkanich zivych organismii.

Tato prdce vznikla za podpory Centra materialového vyzkumu
a vedeni doc. Ing. Lucy Vojtové, Ph.D.

FIREPROT: DESIGN TERMOSTABILNICH
PROTEINU

DAVID BEDNAR??, KOEN BEERENS?, EVA
SEBESTOVA? JAROSLAV BENDL&P, RADKA
CHALOUPKOVA? ZBYNEK PROKOP2b JAN
BREZOVSKY??, JIRI DAMBORSKY?P

2L oschmidtovy Laboratore, Ustav Experimentdlni biologie a
Centrum pro vyzkum toxickych latek v prostiedi RECETOX,
Masarykova Univerzita, Kamenice 5/A13, 625 00 Brno,
bMezindrodni centrum klinického vyzkumu ICRC, Fakultni
nemocnice u svaté Anny, Pekarska 53, 656 91 Brno
dave.bednar@tiscali.cz

Stabilita je dtlezitou vlastnosti, kterd je nezbytna pro
efektivni vyuziti enzymu pro katalyzu, medicinu, diagnostiku
nebo tvorbu nanomateridli. Ve srovnani s naro¢nymi
experimentalnimi technikami, vypocetni metody pfestavuji
levnou a rychlou alternativu vedouci k zvySeni stability
proteint. Jednotlivé nastroje pro predikci stability vSak nemayji
vysokou spolehlivost, coz spolu s castym vyskytem
antagonistickych efektd mezi jednotlivymi substitucemi miize
vést k chybam pfi jejich kombinaci. Proto jsou vétSinou in
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silico predikovany pouze jednobodové mutace, které je tieba
experimentalné otestovat, nez se skombinuji do findlnich
mutant.

FireProt je vypoletni metoda, ktera kombinuje
energeticky a evoluéni pfistup pro predikci vysoce stabilnich
mnohonasobnych mutantd. Uinnost metody byla prvné
testovana na 656 mutacich z 10 proteind a poté aplikovana na
tii modelové proteiny. Jako modelové priklady ilustrujici
Siroké uplatnéni metody FireProt byly vybrany nasledujici
proteiny z ruznych rodin a strukturnich tfid: lidsky
fibroblastovy ristovy faktor FGF2, halogenalkandehalogenasa
DhaA a y-hexachlorcyclohexan dehydrochlorinasa LinA.

U wvSech proteini doSlo k vyznamnému zlepSeni
termostability (ATm = 20 °C, 24 °C a 21 °C). Metoda FireProt
tedy pfinasi vyznamné zvyseni stability proteint pii minimalni
potiebé experimentalniho testovani. Metoda FireProt je
potencialné aplikovatelna na vSechny proteiny se znamou
tercialni strukturou a s dostatkem homolognich sekvenci.

BIOPRODUKCE, APLIKACE A SLEnoyANi
DEGRADACNICH PROCESU VYBRANYCH
BIOPOLYMERU

PAVLA BENESOVA, STANISLAV OBRUCA, DAN
KUCERA, IVANA MAROVA

Vysoké uceni technické v Brné, FCH, Ustav chemie potravin
a biotechnologii, Prukynova 118, 61200 Brno
xcbenesova2 @fch.vutbr.cz

Biopolymery jsou povazovany za ekologicky pfijatelné
alternativy  k materialim pochazejicim z petrochemického
primyslu a to predevsim diky jejich schopnosti podléhat
pfirozenému rozkladu a moznosti produkce z obnovitelnych
zdroji. Nejvyznamnéj$i skupinu pfedstavuji mikrobidlné
produkované biopolymery. Jedna ze zasadnich vyhod
mikrobidlnich polymert je, Ze k produkci mohou byt vyuzity
odpadni materidly pochazejici zejména z agroindustrialnich
zdroju.

Polyhydroxyalkanoaty (PHA), znamé také jako
,bakterialni plasty”, piedstavuji nejvyznamnéj$i skupinu
mikrobidlnich biopolymerd. Znacna vyhoda
polyhydroxyalkanoati je v moznosti produkce s vyuzitim
odpadnich materialii, jenz mohou slouzit jako zdroj uhliku.
Biopolymery nachazeji uplatnéni ptedev§im v oblasti
medickych aplikaci, diky vhodnym vlastnostem — bio-
kompatibilité a snadnému zpracovani. Vedle jiz vySe zminéné
biokompatibility je dal$i velice vyznamnou vlastnosti vét§iny
biopolymerd schopnost podléhat biodegradaci. K tomuto
procesu dochazi ptisobenim mikroorganismi nachéazejicich se
v pfirozeném prostfedi. Rychlost rozkladu se odviji od
podminek nachézejicich se v okolnim prostiedi®.

Cilem této prace je biotechnologicka produkce, aplikace
a charakterizace vybranych biopolymert. Za u¢elem biotech-
nologické produkce vybranych polyesterti (polyhydroxyalkan-
oaty, polymer kyseliny jable¢né) a poslysacharidu (pullulan),
byla testovana fada odpadnich materiali jako vhodny zdroj
uhliku. Testovany byly piedev§im razné lignocelulosové
materialy, kavovy odpad, nebo odpadni oleje. K produkci PHA
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bylo vyuzito nekolik bakteridlnich kmend (C. necator, H.
mediterranei, B. cepacia, B. megaterium), pullulan a polymer
kyseliny jable¢né byl produkovan polymorfni mikroorganis-
mem A. pullulans. Dalsi experimenty byly vénovany moZznym
aplikacim vybranych mikrobiélnich biopolymert a to piedev-
$im pfipravé nano(mikro)vlaken, filmt a ¢astic. U vybranych
aplikacnich forem biopolymerti byla testovana biodegrado-
vatelnost s vyuzitim standardniho kompostovaciho testu
IS/ISO 20/200. K degradaci jednotlivych materiali bylo také
vyuzito vybranych mikrobidlnich kment, u kterych byla
sledovana produkce depolymeras.

Tato prace vznikla za podpory grantu Grantové agentury
Ceské republiky GP15-206455.
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VLIV PROLIFERACE NA CITLIVOST K BUNECNE
SMRTI  VDUSLEDKU INHIBICE ELEKTRON
TRANSPORTNIHO RETEZCE

JAN BLECHA®b, JIRI NEUZIL"¢, JAKUB ROHLENA®

Bjotechnologicky tistav AV CR, v.v.i., Primyslovd 595,
25242 Vestec, "Prirodovédecka fakulta univerzity Karlovy v
Praze, Albertov 2038/6, 128 00 Praha 2; “School of Medical
Science, Griffith University, Southport, Qld, Austrdlie
blecha.jan@ibt.cas.cz

Multiproteinové komplexy mitochondridlniho elektron-
transportniho fetézce (ETC) jsou zdrojem ATP a zarovei
hlavnimi producenty reaktivnich forem kysliku (ROS). Diive
jsme ukazali, Ze MitoVES, inhibitor respira¢niho komplexu II,
potlatuje nddorovou angiogenezi selektivni eliminaci
proliferujicich endotelidlnich bun¢k (EB). To naznacuje, zZe
rozdily v ETC proliferujicich a klidovych bun€k by mohly mit
vyznamnou roli v citlivosti k buné¢né smrti.

Bunééna smrt po inhibici ETC muze nastat v dusledku
zvySené tvorby ROS ¢i vyCerpani ATP. Abychom objasnili
efekt inhibice ETC v proliferujicich a klidovych burkach,
péstovali jsme EB v podminkach stimulujicich (LG, 1 g/l
glukosy) a potlacujicich (HG, 4,5 g/L glukosy) aktivitu ETC a
vystavili je pisobeni ¢inidel zvysujici hladinu ROS nezavisle
na ETC (PEITC, H202), inhibitorim ETC (Rotenon,
MitoVES, Antimycin A, Piericidin) a inhibitoru ATP synthasy
oligomycinu.

Ukazujeme, Ze proliferujici EB jsou bez ohledu na
kultivaéni podminky citlivéjsi k bunééné smrti vyvolané
oxida¢nimi ¢inidly, které neovliviiuji ETC. Inhibitory ETC
pusobi efektivnéji v proliferujicich EB v podminkach HG, ale
v konfluentnich bunikach v LG. Zvysena produkce ROS
koreluje s vys§i mirou bunééné smrti pouze v HG podminkach.

Data naznacuji, ze interakce ¢inidel s ETC a snizeni
smrti v LG, zatimco v HG je bunécnd smrt iniciovana vyssi
hladinou ROS. Hypotézu potvrzuji experimenty s inhibitorem
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ATP synthasy oligomycinem, ktery je vyrazné efektivnéjsi v
konfluentnich buiikach péstovanych v LG. Exprese i enzyma-
ticka aktivita komponentd antioxidaéni ochrany bunky
(SOD2, Trx2, Prx3) v buiikach konfluentnich bez ohledu na
kultivaéni podminky. To opét naznacuje, ze nadprodukce ROS
je rozhodujicim faktorem pro indukci bunééné smrti v proli-
ferujicich HG bunkach, zatimco deficit ATP je dominantni
faktor v klidovych buiikach v LG. Tuto interpretaci potvrzuje
funkéni eliminace SOD2, kterd ma za nasledek zvysSeni
citlivosti konfluentnich HG buné¢k k bunééné smrti zpisobené
inhibici ETC.

Vyzkum je podporen granty GAUK 98215, GACR 16-22823S
a BIOCEV European Regional Development Fund
CZ.1.05/1.1.00/02.0109.

NO2 SENSOR WITH A GRAPHITE NANOPOWDER
WORKING ELECTRODE

VACLAV BLECHTA®*", MARTIN MERGL?,
KAROLINA DROGOWSKA? VACLAV VALES?,
MARTIN KALBAC2b

aJ. Heyrovsky Institute of Physical Chemistry of the ASCR, v.
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vaclav.blechta@jh-inst.cas.cz, karolina.drogowska@jh-inst.cas.cz,
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Cheap ultrahigh sensitivity sensors find many
applications, hence their development is highly desirable.
Here, we report a novel amperometric gas sensor based on the
system graphene—ionic liquid—graphite nanopowder that we
constructed. Prepared device exhibits response of 90 %
towards 2 ppm of NOz in synthetic air and 40 % of relative
humidity at room temperature. Short response time of 40 s and
recovery time of less than one minute was observed. The
variation of the saturation current with the concentration of the
analysed gas shows a linear dependence in the range 1-5 ppm
with a slope for the calibration curve of 0.2 pA/ppm.
Furthermore, the device exhibited long term stability and can
be operated even after more than one year with no significant
change in its performance.

Our results thus show that graphite nanopowder can be
efficiently used in sensing applications.
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Figure 6: (a) Response of the prepared device to 10 cycles of 2
ppm of NO,. (b) Detail of the eighth cycle.
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CYTOTOXICKA AKTIVITA TRITERPENU
SUBSTITUOVANYCH V POZICI 2

LUCIE BpRIgOVAa, JAN gAREKb,’ JIRI REHULKAP,
PETR DZUBAK"®, MARIAN HAJDUCH®, MILAN
URBAN2b

8Katedra organické chemie, PFF, Univerzita Palackého, Tr.
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a translacni mediciny, Lékarska fakulta, Univerzita
Palackého v Olomouci, Hnévotinska 5, 779 00 Olomouc
borkova@orgchem.upol.cz

Cilem této prace bylo pfipravit sérii 2-substituovanych
derivati lupanu a 18c-oleananu a prozkoumat jejich
cytotoxickou aktivitu. Je znamo né&kolik derivati lupanu
s vysokou cytotoxickou aktivitou obsahujicich
elektronegativni substituent v pozici 2 (napf. | nebo I, kdyz
R=OH)!. Zda se, Ze jejich cytotoxicita je Fizena
elektronegativitou substituentu. Za Gcelem potvrzeni nebo
vyvraceni této teorie byla nasyntetizovana mensi knihovna
triterpenoidi modifikovanych v pozici 2.

Nejprve byl pfipraven set difluorovanych derivati jako
piiklad nejvice elektronegativnich substituenti?. Nasledng
jsme do vychozi molekuly zavedli fadu elektron akceptornich
skupin (jako jsou R=NOz, NHz, CN, SH, aj.), pfevazné
nukleofilni substituci bromoketonu I. Vysledky biologického
testovani a vztah mezi strukturou a biologickou aktivitou

budou diskutovany.
30,

o,

207,

W
“

23 24

Schéma 1. Lupanové derivaty s elektron akceptornimi skupinami

Tato prdce vznikla za podpory GACR (15-05620S) a vnitiniho
grantu Univerzity Palackého (IGA_PrF _2015_00).
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ORTHOGONALNE CHRANENY NITROTYROSIN
JAKO VHODNY STAVEBNI BLOK PRO IN VITRO
SYNTEZU PROTEINU VZNIKAJICICH
OXIDATIVNIM STRESEM

EVA BRICHTOVA, PETR NIEDERHAFNER, MARTIN
SAFARIK, JAROSLAV SEBESTIK

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

3-Nitrotyrosin vznika pfirozené v organismu nasledkem
oxidativniho stresu. Nitraci aromatickych aminokyselin (Tyr,
His a Trp) mize dojit ke zméné konformace proteinu a ovliv-
néni jeho biologické aktivity. Vys§i vyskyt nitrotyrosinu
Vv proteinech byl potvrzen u nékterych neurodegenerativnich
a kardiovaskularnich chorob!2.

V nasi studii jsme se zabyvali p¥ipravou 3-nitrotyrosinu
s vhodné chranénou amino a fenolickou skupinou a jeho
naslednym pouzitim pfi in vitro syntéze nitrovanych proteint,
které pfirozen¢ vznikaji v organismu pfi oxidativnim stresu.

Pro syntézu proteinii obsahujicich tyrosin se bé&zné
vyuziva Fmoc-Tyr(tBu)-OH, toto chranéni fenolické skupiny
v8ak u 3-nitrotyrosinu kvuli interakci s nitroskupinou neni
stabilni. Jako vhodny stavebni blok jsme navrhli a pfipravili
benzylem chranény 3-nitrotyrosin (Fmoc-Nit(Bzl)-OH). Ve
veétsiné piipadd poskytuje syntéza peptidi obsahujicich
3-nitrotyrosin vys$§i vytézky pii pouziti benzylového chranéni
nez bez néj. Proteiny obsahujici vice 3-nitrotyrosinovych
residui bylo mozné pfipravit dokonce vyhradné za pomoci
vyse zminéného benzylového chranéni.

U 3-nitrotyrosinu je chranéni fenolické skupiny kvuli
interakci s nitroskupinou (obr. 1) mnohem labiln&;jsi
v kyselém prostfedi nez v pfipadé tyrosinu. Odstranéni
benzylu probiha za pouziti 80% kyseliny trifluoroctové velmi
rychle (k = 15,3 s pii 20 °C), coZ je vice nez 2 000 000krat
rychlejsi nez u stejného chranéni nemodifikovaného tyrosinus,

O, 20
e
.0
o’ O+
o+
i
Pept N
P \'\H \Pept
H o]

Obr.1: Tranzitni stav §té€peni benzylové skupiny je stabilizovan
vodikovou vazbou s nitroskupinou.

Tato prace vznikla za podpory grantu GACR (14-00431S).
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SYNTEZA VYBRANYCH IZOTOPOVE ZNACENYCH
PURINOVYCH DERIVATU

JAN BUCEK,, MAREK ZATLOUKAL, LUCIE 5
PLIHALOVA, LIBOR HAVLICEK, KAREL DOLEZAL

Laborator riistovych regulatorii & Oddéleni chemické
biologie a genetiky, Centrum regionu Hana pro
biotechnologicky a zemédélsky vyzkum, PFF Univerzity
Palackého & Ustav experimentdlni botaniky AVCR,
Slechtitelit 27, 783 71 Olomouc

jan.bucek@upol.cz

Purinové derivaty jsou zhlediska biologické aktivity
velmi rdznorodé latky. Pfedmétem naSeho studia jsou cyto-
kininy, Né-substituované derivaty adeninu, a od nich odvozené
slouceniny. Tyto latky pisobi jako rostlinné hormony (fyto-
hormony)?, jejich derivaty vSak mohou funkéné piekradovat
pole rostlinné fyziologie. Za zminku jisté stoji antisenescenéni?
a protinadorové® vlastnosti nékterych purinovych derivati.

HN

15
o) 15y N\
== 0 LD

—_—
1! ~
HyN” H W Is N
H
X =Cl, H

Schéma 1. Obecna reakce pripravy °N,-purinovych derivatd
z N-formamidu

Cilem této prace byla rozsahld optimalizace dvou vétvi
ti, respektive Ctyikrokové syntézy, diky které byl nasledné
pfipraven panel NS, respektive C2 NC-15Ns-purinovych
derivati nesoucich v pozici N® aromatické a isoprenoidni
substituenty. Pfipravené latky vykazuji vlastnosti cytokininl
a inhibitor enzymu cytokinin oxidasy/dehydrogenasy (CKX),
ktery hraje vyznamnou roli v degradaci cytokininti. Takové
derivaty mohou byt diky svému izotopovému znaceni pouzity
zejména pro studium endogennich hladin cytokinini za
pomoci metod hmotnostni spektrometrie. Své praktické
uplatnéni naleznou jisté také pti studiu biosyntézy cytokinint.
V neposledni fadé¢ pak pii metabolickych studiich jak
cytokinind, tak latek s vySe zminénymi antisenescenénimy ¢i
protinddorovymi G¢inky.

Tato price vznikla za podpory grantu MSMT CR
(IGA_PrF_2016_011)
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NOVY PRISTUP K NUKLEOFILNI
TETRAFLUORETHYLACI
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Organické slouceniny obsahujici fluor jsou v ptirodé
spise vzacné, piesto dnes diky svym jedinecnym vlastnostem
nachazeji uplatnéni jako napf. 1éCiva, agrochemikalie,
polymerni materialy & kapalné krystaly?. Siroka §kala vyuziti
organofluorovych sloucenin souvisi s rozvojem efektivnich
metod, jak takové latky pfipravit.

Zavedeni tetrafluorethylové skupiny (R-CF2CF2-) je
mozné realizovat pomoci &inidel pro elektrofilni?, nukleofilni®
¢i radikélovou* fluoralkylaci. Tato prace vychdzi ze
substituovanych tetrafluorethylbromidia (1-6), ze kterych je
in-situ generovano ¢inido R—CF2CF2MgCl a jeho pouziti je
nasledné ukazano na nukleofilnich adi¢nich reakcich.

FF FF FF
S%Br O%Br O%Br
FF FF F F
Br EtOOC
1 2 3
0._ 0
FF =N R F R F
o NN N
Br Br 3 Br
FF FF FF

4 5 6
Schéma 1. Vychozi tetrafluorethylbromidy 1-6

Reakce byla testovana pii adicich na karbonylové
sloueniny, cyklické sulfaty a sulfamidaty, sulfonyliminy ¢i
nitrony a odpovidajici produkty byly izolovany ve vysokych
vytézcich. Popsana metoda také toleruje piitomnost nékterych
funkénich skupin (napt. esterovych) a umoziuje tak selektivni
zavedeni pomérné vzacného uskupeni —CF2CF2— do $irokého
spektra organickych molekul.
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IDENTIFIKACE ENZYMOVYCH VARIANT NOVOU
VYSOKO PRUCHOZI TECHNIKOU KOMBINUJICI
MIKROFLUIDIKU A PRUTOKOVOU CYTOMETRII
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Ptiroda poskytuje Siroké spektrum enzymi, které maji
zajimavy potencial pro aplikaci v biotechnologickych
odvétvich. Vétsimu rozsifeni enzymu Casto brani nékteré
z nasledujicich nedostatkd: mala tepelna stabilita, nizka
specificka aktivita, mala enantioselektivita nebo nedostate¢na
odolnost vuéi organickym rozpoustédlim. Je nezbytné
enzymy pro tyto aplikace vhodné upravit. Cileného vylepSeni
pozadované vlastnosti enzymu se bézné dosahuje zménou vice
aminokyselin najednou. Ze sestrojené knihovny mutant,
kombinujici vzniklé varianty, je potfeba identifikovat
vylepsené kandidaty. Bézné pouzivané screeningové metody
jako jsou mikrotitra¢ni destiCky a roboticka automatizace
umoziuji otestovat desitky tisic variant, coz odpovida
kombinaci nanejvys tii pozic soucasné. Pro testovani vétsiho
mnozstvi variant je nezbytné zavadét nové pristupy, které
umozni spolehlivou analyzu knihoven miliond mutantti®.
Takové moZnosti poskytuje testovani v pikolitrovych
kapénkach dvojité emulze, voda v oleji ve vodé, vyrobené
pomoci mikrofluidniho ¢ipu. Tyto 15-20 pm velké kapénky,
obsazené jednou bunkou exprimujici protein se specifickou
mutacni variaci, zachovavaji souasné genotyp a fenotyp.
Enkapsulace probihd rychlosti az 1,810 bun&k za hodinu.
Analyza a tiidéni kandidati probihd mimo mikrofluidni ¢ip s
pouzitim pritokové cytometrie, ktera efektivng vytiidi 1-107
kapének za jednu hodinu. Nové vyvinutd metoda byla
validovdna s men$i knihovnou obsahujici 10% variant.
Nasledné bude pouzita pti analyze tii aktualné konstruovanych
knihoven, které kombinuji mutace az ze Sesti pozic soucasné,
a kde se pocet redlné testovanych variant piiblizi 107.
Navrzené knihovny jsou zaméfené na zvySeni enzymové
aktivity halogenalkandehalogenasy vG¢i antropogennimu
polutantu  1,2,3-trichlorpropanu.  Metoda  umoznujici
prozkoumani takto velkého prostoru variaci otevira
proteinovému inzenyrstvi zcela nové moznosti.
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NOVY TYP PROTEASOVEHO INHIBITORU
Z MOTOLICE JATERNI: FUNKCNI A STRUKTURNI{
CHARAKTERIZACE
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Fasciol6za zplsobena motolici jaterni (Fasciola hepatica)
je jedno  znejvyznamngjSich, celosvétové rozsifenych
parazitarnich onemocnéni piezvykavci, které zpisobuje vysoké
ekonomické ztraty v zeméd¢lstvi. Motolice jaterni ve stale vys$si
mife infikuje také cCloveéka. SouCasnym trendem v 1é¢bé
fasciolézy je vyvoj vakein zalozenych na proteinovych
antigenech z exkre¢né-sekre¢nich produktti (ESP).

Tato studie je zaméfena na proteasovy inhibitor FhCY2
z motolice jaterni, ktery byl proteomicky identifikovan v ESP
a je exprimovan vyvojovymi stadii od metacerkarie az po
dospélce. Fylogeneticka analyza sekvence FhCY2 prokazala
prislusnost FhCY2 k rodiné stefinti, ale unikatnim zptisobem
prijima i rysy charakteristické pro pfibuznou rodinu cystatint
(signalni sekvence a cysteiny). To bylo potvrzeno také
homolognim modelovanim 3D struktury FhCY2, ktera
vyuzivé disulfidové mistky podobné jako cystatiny. FhCY2
byl pfipraven rekombinantni expresi a purifikovan. In vitro
testy ukazaly, ze FhCY2 inhibuje Sirokou Skalu savc¢ich
cysteinovych katepsinii a je schopen pIné inhibovat
proteolytickou aktivitu ESP. Katepsin L1, dominantni proteasa
z ESP, byl ptipraven v rekombinantni form¢ a v kinetickych
testech potvrdil vysokou citlivost vii¢i FhCY2.

Ziskané vysledky naznacuji, ze FhCY2 ma dualni funkci
a slouzi jednak jako fyziologicky regulator endogennich
proteas motolice a jako modulator proteolytického systému
hostitele. FhCY?2 je novy atraktivni antigen pro vyvoj vakcin
proti fascioloze.

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSMT CR
InterBioMed LO1302 a projektu RVO 61388963.
SYNTETICKE PRISTUPY KE KARBOCYKLICKYM
C-NUKLEOSIDUM

LENKA CERNOVA, LUKAS MAIER, KAMIL
PARUCH

Masarykova univerzita, Ustav Chemie, Kamenice 5, 635 00
Brno
Icernova@mail.muni.cz, paruch@chemi.muni.cz

Analogy nukleosidu, kde je nahrazen sacharidovy zbytek
piislusnym karbocyklickym motivem, tvoii zajimavou
skupinu latek. U C-nukleosidd je cukerna ¢ast navazana na
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heterocyklickou bazi pomoci C-C vazby. Absence pfirodni N-
glykosidické vazby zpusobuje jejich vétsi odolnost vici
chemickému a enzymatickému hydrolytickému S$tépeni.
Vzhledem k tomu, Ze mnoho téchto analogi je biologicky
aktivnich, jsou tyto slouceniny v popiedi zajmu organickych
chemikt i biologi'. Modifikace kterékoliv &4sti nukleosidu
muze mit dopad na jeho toxikologicky profil a biologickou
aktivitu.

Syntetické cesty vedouci ke karbocyklickym C-nukle-
osidim se v literatute vyskytuji velmi sporadicky, na rozdil od
jiz dobfe propracované metodologie pouZzivané k ptipravé
klasickych nukleosidovych analogii s centralnim sacharido-
vym motivem?.

V této praci je demonstrovana syntéza analogli nesoucich
hydroxylovou skupinu v poloze 1° (Schéma 1). Jednou
z moznosti je nukleofilni adice organokovovych nukleofili na
vhodné substituovany cyklopentanon. Alternativni metodou je
konverze na enol triflat, jeho coupling s vhodnymi partnery,
epoxidace a nasledné tranformace vysledného epoxidu
vedouci k novym analogtim substituovanym v pozici 6".

o}
’ OTf coupling . BAZE
R5 (o] | e— R5 O
. . epoxidace . )
R0 o) R¥0 OR?

R2
o /konverze na transformace
RSO enol triflat epoxidu
3 .
R0 OR® _nukleofilni adice RE
. BAZE . BAZE
RO OH RO OH
R¥0 OR? R¥0 OR?
Schéma 1. Syntetické cesty vedouci ke dvéma tFidam

karbocyklickych C-nukleosidi.

Tato prdace vznikla za podpory grantu EU (FP7-PEOPLE-
IRG-2008) — Marie Curie Reintegration Grant 230936.
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ROLE BAZICKE OBLASTI NUKLEOKAPSIDOVEHO
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Masontiv-Pfizertiv opici virus (M-PMV) patii mezi RNA
obalené viry. Spolu s virem lidské imunodeficience typu 1
(HIV-1) se M-PMV ftadi do celedi Retroviridae. Retroviry
zpusobuji celou fadu zavaznych onemocnéni, z nichz
celosvétoveé nejrozsitenéjsi je onemocnéni ziskané imunitni
nedostatecnosti (AIDS), zptisobené HIV-1. I pfes mnohalety,
intenzivni vyzkum nebyl 1€k na tuto nemoc doposud nalezen. V
soucasné dobé se pro 1écbu pacientli vyuziva kombinovana
lécba, tzv. HAART (z angl. Highly Active Antiretroviral
Therapy), ktera je zalozena na kombinaci n¢kolika latek
inhibujicich zejména virové enzymy, proteasu, reverzni
transkriptasu a integrasu, kritické pro Zivotni cyklus retroviru.
Vzhledem k variabilit¢ genomu HIV-1 se vSak brzy po zahéjeni
lécby objevuji rezistentni kmeny a Iéky se stavaji neucinnymi.
Z téchto dtivodd je nezbytné neustale hledat a vyvijet nové
slouceniny, inhibujici i dalsi kroky, kritické pro replikaci viru.
Jednim z té€chto krok?l je i skladani nezralé retrovirové Castice.
Skladani retrovirové Castice se odehrdava za soucasné
inkorporace virové genomové RNA. Interakce mezi proteiny a
RNA, vedouci ktvorbé retrovirovych  &astic, jsou
zprostiedkovany ~ pfedev§im  nukleokapsidovym  (NC)
proteinem. Retrovirové NC maji jeden nebo dva motivy
zinkovych prstt, které jsou zodpoveédné za vazbu RNA. Kromé
tohoto motivu, byla u né¢kolika zastupct retrovirt, jako napt. M-
PMV?!, MLV? a HIV-13, identifikovana oblast NC, bohat4 na
bazické aminokyseliny. Tato oblast ovliviiuje skladani ¢éstic a
inkorporaci RNA. V nasi laboratofi jsme identifikovali v N-
koncové ¢asti NC usek péti aminokyselin KNKEK, ktery zna¢né
ovliviiuje tvorbu &astic a byl nazvan bazicka oblast!. Provedli
jsme detailni mutacni analyzu KNKEK oblasti, ve které byly
jednotlivé aminokyseliny postupné substituovany za nepolarni
alaniny ¢i opa¢né nabité aminokyseliny. Pfislusné mutace byly
vneseny do M-PMYV provirovych konstrukti a studovany v 293-
HEK bunkach. Nase vysledky naznacuji, Ze tato oblast ovliviiuje
nejen inkorporaci retrovirové genomové RNA, ale také misto
skladani castice a nasledné i infektivitu.

Tato prdce vznikla za podpory grantu GACR 14-15326S.
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PRODUKCE A SEKRECE FAKTORU VIRULENCE
BORDETELLA PERTUSSIS

JAKUB DRZMISEK, BRANISLAV VECEREK
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Bordetella pertussis je lidsky patogen, ktery zptisobuje
infekéni onemocnéni nazyvané ¢erny ¢i davivy kasel. K tispésné
infekci a kolonizaci hostitele vyuziva fadu faktorti virulence,
jako jsou toxiny (adenylat cyklazovy toxin, pertuzovy toxin) a
adheziny (filamentozni hemaglutinin, pertaktin, fimbrie).

16. Amerika

Kromé t&chto hlavnich faktord byl u rodu Bordetella nalezen
také sekrecni systém typu 3 (T3SS), ktery byl jiz dobfe popsan
napt. u bakterii rodu Yersinia nebo Salmonella. Struktura T3SS
je podobna jehle, ktera po kontaktu s hostitelem sekretuje
efektorové proteiny BopC a BopN piimo do cytoplazmy
hostitelské buiiky propojenim jehly s translokatorovymi
proteiny BopB a BopD. Tyto proteiny jsou rovnéz sekretovany
pomoci T3SS a po integraci do hostitelské membrany vytvareji
porl. Funkéni translokon je dokoncen néslednou interakci s
proteinem Bsp22, ktery tvoit $picku jehly T3SS?. V navaznosti
na nasi piedchozi charakterizaci deleéniho mutanta genu
kodujiciho RNA chaperon Hfq (Ahfq), kterd prokazala, ze
protein Hfq je nezbytny pro fadnou funkci T3SS3, byly
pripraveny rekombinantni proteiny BopB, BopD, BopC, BopN.
S jejich pomoci byly ziskany specifické protilatky potfebné ke
studiu funkénosti sekre¢niho systému a bunééné lokalizace
téchto proteind. Pomoci ziskanych protilatek byla poprvé
detegovana in vitro sekrece proteinu BopC kmenem B. pertussis
po pasazi v lidskych makrofazich. Dale jsme analyzovali
pérotvornou aktivitu proteintt BopB a BopD pomoci modelu
planarnich lipidickych membran. Zjistili jsme, Ze samotny
protein BopB postacoval k vytvofeni stabilniho pdru, zatimco
BopD tuto aktivitu nevykazoval.

Dale byla porovnana produkce a sekrece proteini
v divokém a Ahfq kmenu pted i po pasazi v lidskych makro-
fazich. Byly zjistény rozdily v mmnozstvi sekretovanych a
membranovych proteinti a nékteré z téchto proteini byly iden-
tifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie. Tyto vysledky
byly v souladu s naSimi pfedchozimi jiz publikovanymi
transkriptomickymi daty?®.

Tato prace vznikla za podpory grantu GA CR 16-34825L.
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VYUZITIE »ELECTROPHORETIC MOBILITY SHIFT
ASSAY“ NA DETEKCIU PROTEINOVEJ
INTERAKCIE V PROMOTOROVEJ OBLASTI GENU
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Objav nového génu zodpovedného za vznik PPCDI1
(zadnej polymorfnej dystrofie rohovky typ 1) v prométorove;j
oblasti génu OVOL2 (Ovo-Like Zinc Finger 2)! nas viedol
k zahajeniu funkénych $tGdii na objasnenie mechanizmu
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vzniku tohto ochorenia. EMSA (electrophoretic mobility shift
assay) umoziuje vizualizovat' interakcie NK (nukleovych
kyselin) a proteinov. Tato metdda je zaloZena na principe
afinitnej elektroforézy a vizba proteinu do komplexu s nukle-
ovou kyselinou je detegovana na zaklade rozdielov v pohybli-
vosti molekul?.

Pre kazdi zdoteraz popisanych mutacii (4) sme
pripravili kratke oligonukleotidy odpovedajuce wild-type
a mutovanym oblastiam promoétoru OVOL2. Tie sme pomocou
terminalnej kindzy oznacili radioaktivne znacenym ATP.
Zmies$anim takto pripravenych prob s nuklearnym extraktom
ziskanym z HEK293 buniek sme pomocou nativnej
elektroforézy detegovali stratu vdzobného miesta proteinu pre
jednu z mutacii a vytvorenie nového vézobného miesta
U zvySnych troch mutacii.

Dal3im krokom bude izolacia komplexu proteinov s NK
aich charakteristika pomocou hmotnostnej spektrometrie.
Tento postup nam umozni ur€it’ protein (transkripény faktor
alebo represor), ktory sa viaZze alebo straca vdzbu v dosledku
mutacie. Toto zistenie bude potvrdené pomocou tzv.
supershift” assaye, kedy sa ku komplexu proteinu a NK prida
$pecificka protilatka, alebo pomocou WEMSA assaye
(Western blot kombinovany s EMSA).

Nasa praca pomaha objasnit funkéné dosledky
vzniknutych mutacii a v SirSom kontexte tieZ objasnit’
regulaciu génovej expresie a funkciu génu OVOL2.

Tato prdca vznikla za podpory PRVOUK-P24/LF1/3.
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Mitochondridlni isocitrat dehydrogenasa 2 (IDH2)
katalyzuje reduktivni karboxylaci (RK, reverzni draha
Krebsova cyklu) a syntézu 2-hydroxyglutaratu (2HG) —
metabolitu, jehoz fyziologicky i klinicky vyznam je
V poslednich letech stale intenzivnéji zkouman. 2HG mize byt
syntetizovan také v cytosolu, a v obou kompartmentech se na
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jeho syntéze podili (mimo IDH2 a IDH1) i nékolik dal$ich
enzymi. 2HG se tak krom diagnostiky (rakovinny marker)
uplatiiuje i jako vyznamna regulaéni molekula. Byva
oznacovan jako mozny inhibitor a-ketoglutarat-dependentnich
dioxygenas (20G-DD), jez se podileji na riznych
epigenetickych zménach a zvysSuji malignitu rakovinného
fenotypu spojenou se zménou proliferace?.

V této praci byl zkouman vyznam 2HG v potkanich
primarnich fibroblastech (F3), neuroblastomovych SHSYSY,
ale i v dalsich bunikach. Byla pouzita plynova chromatografie
S hmotnostni detekci, kde byla meéfena mira RK diky
izotopickému znacneni a syntéza 2HG, spole¢né s koncentraci
dalSich metabolitd po derivatizaci vzorki s BSTFA. Krom
koncentrace 2HG byl sledovan i pomér 2HG/20G s odkazem
na zminénou inhibici 20G-DD.

RK a syntéza 2HG byla detegovana hned u nékolika
nejen lidskych nadorovych i nenadorovych linii, véetné F3.
Ukéazalo se, ze v prostiedi, jez simulovalo hojeni ran spojené s
vyssi proliferaci fibroblasti (hypoxie, stimulace sérem),
dochazelo k dramatickému zvyseni hladiny 2HG i 2HG/20G
u F3, coz bylo doprovazeno i naridstem bunééné masy. Na
zakladé téchto vysledkl byl 2HG piidavan ptimo do média a
proliferace F3 byla timérnd pravé jeho koncentraci. Stejné
vysledky ov§em nebylo mozné potvrdit u SHSYSY. Ve snaze
objasnit molekularni mechanismus regulace jsme se zaméfili
na mTOR a HIFla. Metodou Western Blot jsme ale
neprokdzali, ze dochazi k fosforylaci ribosomalniho S6
proteinu, ktery je ,,downstream® efektorem mTOR. Nameétena
data vSak napovidaji, Ze mize dochézet ke stabilizaci HIF1a.
Nase predbézné vysledky na dal$ich nadorovych i zdravych
liniich naznacuji, ze pravé pomér 2HG/20G by mohl byt
pomocny pro stanoveni fenotypu ¢i transformace buiky.

Vysledky demonstruji, Ze 2HG miize byt syntetizovan i
v nenadorovych bunikach, a navic ze ve zdravych burikach jeho
fyziologické hladiny ovliviiuji proliferaci.
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ZAVADENI SUBSTITUENTU NA CUCURBITURILY
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Cucurbiturily jsou makrocyklické slouceniny schopné
vazat uvnitf kavity kationty, ze kterych maji nejveétsi vyznam
amoniové soli. Velkou vyzvou v chemii cucurbiturild je
modifikace zakladniho skeletu jejich struktury. Je popsano
mnoho zpusobtl, jak ziskat substituce v poloze methinovych
glykolurilovych uhlikti, avsak jen malo ptikladd modifikaci na
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methylenovém  mustku
jednotky?.

Zde popisuji syntézu vedouci k novym modifikovanym
cucurbit[6]urilim se substituci na jednom methylenovém
mustku. Makrocykly byly pfipraveny reakci hexameru
glykolurilu se sérii rtiznych aldehydd, které na strukturu
zavadgji substituent, popiipadé funkéni skupinu?. Byly také
méfeny asociaéni konstanty s hosty sjednou nebo dvéma
amoniovymi skupinami.

spojujicim  dvé  glykolurilové

[e] ] (o] o o] (o]
HN/KNANJJ\NANJLNANJ\NANJLNANJLNH

H >_(N NHN NHN N>_<N N)_{NH + R \O
HN_ N
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Schéma 1. Syntéza monosubstituovanych cucurbit[6]urili reakci
hexameru glykolurilu s riznymi aldehydy

Tato prace vznikla za podpory Grantové agentury Ceské
republiky (13-15576S).
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IMUNOSENZORY PRO RYCHLOU DETEKCI
PATOGENNICH MIKROORGANISMU
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PETR SKLADAL
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Brno
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Detekce patogennich mikroorganismi nabyva celospole-
¢enského vyznamu od zdravotnictvi pfes potravinafstvi az po
detekei biologickych zbrani. Cilem je co nejcitlivejsi detekce
V co nejkrat§sim Case. Hojn€ rozSifené metody jako ELISA
nebo PCR mohou poskytovat nizké limity detekce, ale jsou
Casove narocné (nekolik hodin). V mnoha pfipadech je vSak
kli¢ové provést detekci mikroorganismi co nejdiive (v fadu
minut). To umozhuji imunosenzory, které spojuji vysoce
citlivy biologicky prvek s elektronikou pro okamzitou
analyzu.
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Bezznackové imunosenzory zalozené na metodach EIS
(elektrochemicka  impedanéni  spektroskopie), QCM
(kfemenné mikrovazky) a SPR (povrchova plasmonova
rezonance) byly navrzeny a testovany pro detekci bakterii
V redlnych vzorcich?.

Pro vyuziti v potravinafstvi byl vyvinut EIS biosensor
umoziujici detekci bakterie Salmonella  Typhimurium
v mléku. Specifické protilatky byly imobilizovany na
sitotiskovou elektrodu, ta byla inkubovana pfimo se vzorkem
mléka a vazba bakterie byla méfena jako zména impedance.
Doba analyzy byla 20 min véetné pifpravy vzorku a sensor
umoziioval detegovat koncentraci 103 CFU-ml™!, stanoveni
nebylo ovlivnéno pfitomnosti j in}'/ch mikroorganismﬁ
bakterii ve form¢ bioaerosolu, coz zvySuje naroky na detekéni
zatizeni. Sensor na bazi QCM byl spojen s cyklonem pro on-
line detekci modelového mikroorganismu (E. coli)?. Pro
bezpeéné  provadéni  experimentt  byla  sestrojena
bioaerosolova komora, vzorek byl rozpraSovan pomoci
piezoelektrického prvku a méfeni probihalo pln€ automaticky.
Sensor umozioval detegovat 104 CFU-I"! vzduchu za pouhych
16 min.

Dosazené vysledky potvrzuji, Ze imunoSenzory
umoziuji rychlou a citlivou detekci bakterii, a tak mohou
plnohodnotné nahradit dosud pouzivané metody. Diky
variabilité¢ dostupnych pfevodnikii 1ze navic pro kazdou situaci
zvolit optimalni feseni.

Tento vyzkum byl financné podporen Ministerstvem Skolstvi,
mladeze a télovychovy CR v rdmci projektu CEITEC 2020
(LQ1601).
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VLIV PODMINEK PROSTREDI NA
AUTOFOSFORYLACNI AKTIVITU
HISTIDINKINASY S GLOBINOVOU STRUKTUROU
SENZOROVE DOMENY (AfGcHK)
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AfGcHK nalezi do skupiny dvouslozkovych signalnich
systémi podilejicich se na regulaci dilezitych bakterialnich
funkci®. Nekteré z téchto funkei (virulence, tvorba biofilmu,
sporulace, rezistence vuéi antibiotikim) mohou vyznamné
ovlivnit také zivot ¢lovéka, ktery je danym bakteriim vystaven.
Na studium téchto systémii je proto v poslednich letech kladen
stale vétsi dliraz, zejména s cilem vyvinout nova mikrobialni
1é¢iva. V prvni fazi vyzkumu je vSak nezbytné nutné detailné
prozkoumat vztah mezi signdlem z prostfedi a vyslednou
odpovedi.
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Dvouslozkové signalni systémy jsou tvofeny dvéma
proteiny - histidinkinasou, kterd vaze signalni molekulu a
proteinem regulujicim odpovéd’ (RR), ktery na zakladg signalu
aktivuje vySe zminéné bakteridlni funkce. AfGecHK je tvoten
senzorovou doménou obsahujici molekulu hemu a funkéni
doménou s histidinkinasovou aktivitou. Po vazbé cilové
molekuly k hemu dochazi ke strukturnim zmeénam, které jsou
signalem  pro autofosforylacni  aktivitu ~ AfGCcHK
(prostifednictvim ATP je fosforylovano misto His183).
Fosfatova skupina je poté pfenesena na RR protein (konkrétné
na mista Asp52 a Asp169). Timto je aktivovana jeho funkce
(funkce studovaného RR proteinu zatim nebyla plné
objasnéna, nicméné pravdépodobné se jedna o transkripéni
faktor).

Provedli jsme enzymovou analyzu AfGcHK, a to pfi
riznych reakénich podminkach (redukéni prostiedi, kyslik,
oxid uhelnaty, ptitomnost RR proteinu, apoforma AfGcHK)?.
Bylo sledovano, jak tyto podminky ovlivni enzymové
parametry autofosforylaéni reakce proteinu AfGcHK. Z
vysledki vyplyva, Ze konfigurace molekuly hemu v senzorové
doméné proteinu AfGcHK hraje dtlezZitou ulohu v regulaci
jeho autofosforylaéni aktivity. V zavislosti na této konfiguraci
dochazi ke zméné afinity enzymu k substratu (ATP), coz bylo
prokazano odlisnymi hodnotami Km”P. Déle bylo zjisténo, Ze
v piitomnosti RR proteinu dochazi ke zvyseni hodnoty KmA™P.
Vazebné misto pro RR protein je tak pravdépodobné
lokalizovano v blizkosti vazebného mista pro ATP.

Tato prace vznikla za podpory GAUK 362115.
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VPLYV 9-])EAZA ANALOGOV CYTQKINfNOV NA
VAZBOVE VLASTNOSTI CYTOKININOVEHO
RECEPTORA AHK4 U Arabidopsis thaliana
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Proces rastu a vyvoja mnohobunkovych organizmov
jezvelkej CcCasti regulovany hormonalne. Na rozdiel
od zivo¢isnych horménov, rastlinné fytohormony mézu byt
syntetizované kazdou bunkou organizmu a transportované
na miesto ucinku. Z fytohorménov sa tak stavaju silné
nastroje, ovplyviiujiice zivot rastliny od kli¢enia, pocas
zivotného cyklus az po jej programovant smrt’.
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Prirodzene sa vyskytujuce cytokininy, ako jedny
z hlavnych skupin fytohorménov, st z chemického hladiska
N6-substituovanymi derivatmi adeninu, syntetické zli¢eniny
spadaji do kategérie derivatov fenylmocoviny. Percepcia
cytokininového signalu je vedend cez dvojkomponentny
transportny systém, pozostavajuci z transmembranovych
histidin kindz s vdzbovou CHASE doménou, intracelularnych
prenasacovych proteinov, regulatorov odpovedi az k spusteniu
expresie cielovych génov!.

U modelovej rastliny Arabidopsis thaliana boli
charakterizované 3 cytokininové receptory — AHK2, AHK3,
AHK4L, Na zéklade krystalickej Struktiry AHK4 sa zistilo, Ze
cytokininy aktivuji vdzbové miesto tvorbou vodikovych
vizieb cez poziciu N® a N7 atémov adeninového kruhu
s Asp285 CHASE domény a taktiez v pozicii N92. Pre lepsie
objasnenie vdzby receptor-ligand boli syntetizované 9-deaza
derivaty vybratych cytokininov a nasledne testovany ich vplyv
na zmenu aktivity a afinity. Vysledky ukazali, ze chybajuca
vizba na N9 nielen znizila afinitu ale dramaticky ovplyvnila
i schopnost’ aktivacie receptora. Experimentalne vysledky boli
porovnané s pocitatovym modelingom AHK4 v rdznych
konforméciach a stanoveny potencialny mechanizmus
aktivacie cytokininového receptora.

Tato praca vznikla za podpory grantu IGA_PrF_2015_024.
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SYNTHESIS OF OPTICALLY PURE HELICALLY
CHIRAL 2-AMINO HETEROHELICENES AS
PRECURSORS FOR NHC LIGANDS.
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N-Heterocyclic carbenes (NHCs) belong to the most
successful ligands that have recently been used in catalysis
with late transition metals due to their strong o-donating
properties®. These types of carbenes are generated in situ from
the corresponding azolium salts prepared from primary
amines. Helicenes are ortho-fused aromatics with inherent
helical chirality that have rarely been used in enantioselective
catalysis. Recently, we have published a reliable method for
the preparation of optically pure heterohelicenes with 2H-py-
ran structure based on diastereoselective [2+2+2]
cyclotrimerization of centrally chiral substituted aromatic
triynes catalyzed by complexes of Ni(0) or Co(l).

Here, we report on the synthesis of 2-amino[5]- and
[6]heterohelicenes IV that represent a new type of the NHC
ligand precursors (Scheme 1). The key triyne (R,R)-I1l was
prepared by a sequence of Sonogashira coupling/Mitsunobu
reaction. The subsequent diastereoselective [2+2+2]
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cyclotrimerization furnished the helically chiral amines
(M,R,R)-1V with >99% de. The corresponding imidazolium
salts (M,R,R)-V and (M,R,R),(M,R,R)-VI were synthesized and
their use in enatioselective catalysis is currently under
investigation.

BocHN
BocHN.
. QL

(MR.R).(M.R.R)-VI

(MR.R)-V

Scheme 1.

This work was supported by the Czech Science Foundation
(Reg. No. 14-29667S) and IOCB ASCR (RVO: 61388963).
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STUDIE LIDSKYCH SLIN A UCINNYCH LATEK
OBSAZENYCH V OROMUKOSALNICH
PRIPRAVCICH TECHNIKAMI POVRCHEM
ZESILENE VIBRACNI SPEKTROSKOPIE
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Jednotlivé latky v lidskych slinach jsou v zavislosti na
zdravotnim stavu jedince a jeho Zivotnim stylu, dennim ¢i
hormonalnim cyklu zastoupeny v proménlivém sloZeni.
Obsazené proteiny a peptidy jsou vhodnymi biomarkery pro
Iékaiskou diagnostiku. Je znamo, Ze urcitd onemocnéni
zpisobuji v ustech patologické zmény, které casto predchazeji
systémovym projevium. Sliny a jejich komponenty mohou byt
po navazani na nanostrukturni plasmonicky substrat studovany
technikami povrchem zesilené vibra¢ni spektroskopie (SEVS),
vykazujicimi zesileni ptislusnych signalti nejméné o dva az tfi
fady ve srovnani s béznymi spektroskopickymi metodami.

Elektrochemicky zptsob piipravy kovovych nanostruk-
turnich SEVS-aktivnich substratii (obvykle Ag, Cu, Au) je po
léta vyvijen vyzkumnou skupinou na VSCHT?2, Nanostruk-
turni kovova vrstva se ptipravuje katodickou depozici na Pt
teréik, ktery je poté vlozen do roztoku slin po dobu, ktera je
nezbytnd pro spolehlivé vytvofeni adsorbovanych vrstev
vhodnych pro SEVS analyzu (obvykle 24 hodin).
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Tato studie se zamé&fuje na sledovani spektralnich zmén,
zpusobenych zménami teploty deponovaného vzorku slin,
v rozmezi 10 °C az 45 °C. Spektralni stabilitu pfi dané teploté
Ize sledovat pomoci opakovanych méfeni ve stejnych bodech
spektralni mapy SEVS-aktivnich substrati s adsorbovanym
vzorkem slin. Dale byly testovany rizné zpusoby odbéru slin,
a to jednak s pouzitim odbé&rého zafizeni Salivette (vatovy
tampon s centrifuga¢ni zkumavkou) a také pasivnim slinénim.

Kromé slin je vyzkum vénovan sledovani vyskytu
oromukosalniho pfipravku ve slinach (pouze jeho ucinné
slozky o koncentraci 1.10-*mol.dm?) za pouziti velkoplos$nych
SEVS-aktivnich substrat, ale také plasmonickych nanocastic.
Nektera 1é¢iva pietrvavaji v Gistech po delsi dobu diky adsorpci
na sliznici tstni dutiny. Testované pouzité latky oromukosal-
nich pfipravkl jsou dostupné bez l1ékaiského piedpisu (napf.
chlorhexidin hydrochlorid, benzydamin hydrochlorid, kofein,
lidokain, ¢i dextromethorphan hydrobromid). K popisu
variability dat se vyuziva analyza hlavnich komponent (PCA),
mekké nezavislé modelovani podobnosti tiid (SIMCA) a
regresni metoda ¢aste¢nych nejmensich ¢tverct (PLS).
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CILENA ANALYZA PROTEOMU JAKO
ALTERNATIVA FRAKCIONACNICH METOD
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V minulosti bylo vyvinuto mnoho metod, které 1ze vyuzit
pro frakcionaci proteomu a zvysit tak Sance identifikovat i
méné abundantni proteiny. Jejich velkou nevyhodou je jak
vyS§8i Casova naro¢nost, tak i vyznamné navysSeni naroki na
mnoZstvi vstupniho materialu, ktery je pro analyzu pouzitl.
Mnozstvi frakci pak s ohledem na limitace nasledné LC-MS
analyzy také limituje pocet vzorkt, které je mozné soubézné
analyzovat.
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Obr. 1. Vyuziti péti komplementarnich frakciona¢nich metod
k piipravé proteinové knihovny pro cilenou analyzu
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Pomoci cilené proteomické analyzy lze dosdhnout az
o nékolik fadu vyssi citlivosti v porovnani s béznou necilenou
metodou. Soucasna instrumentace jiz umoziuje kvantifikovat
vice jak 1000 proteinti v hodinové analyze a je tak otazkou,
zda by nemohla byt dostatecnou néahradou frakcionacnich
technik. Jako model pro testovani jsme pouzili proteom obilky
jecmene, ktera ma sice vysoky obsah proteinu, nicméné
vétsinu tvoii rodina zasobnich proteinti omezujicich detekci
dal$ich komponent. Vyuzili jsme péti odlisSnych technik
frakcionace a celkové identifikovali pies 4 000 proteind, coz
predstavuje zhruba trojnasobek proti bézné analyze (obr. 1).
Na zakladé ziskanych dat jsme sestavili metodu pro cilenou
analyzu a vyuzili ji pro kvantifikaci identifikovanych proteind
Vv bézné extrakci. Nase vysledky ukazuji, Ze cilend analyza
muze efektivné nahradit frakcionace a ma tak velky potencial
stat se proteomickou obdobou DNA ¢ipu.

Tato prdce vznikla za podpory grantu P305/12/2144 (CSF),
TE02000177 (TACR) a fondii z ERDF pro ‘CEITEC—Central
European Institute of Technology’ (CZ.1.05/1.1.00/02.0068).
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AMP-aktivovana proteinova kinasa (AMPK) je
heterotrimerni enzym, ktery se v kosternim svalu podili
zejména na regulaci glukosového a lipidového metabolismu.
Informace o zménach aktivity a mnozstvi AMPK v kosternim
svalu v pribéhu ¢asného postnatalniho vyvoje, konkrétné v
obdobi mezi narozenim a odstavem, jsou dosud zcela
nedostatecné. Cilem projektu bylo: (i) stanovit expresi,
mnozstvi proteinu a aktivitu katalytickych izoforem
podjednotky o (AMPKal a AMPKo2) v kosternim svalu
béhem casného postnatalniho vyvoje; (ii) zjistit vliv pohlavi a
rozdilného genetického pozadi na AMPK v postnatalnim
vyvoji. Vzorky byly ziskany ze dvou rozdilnych mysich
kmenti - kmene C57BL/6 (B/6), ktery je nachylny k dietou
indukované obezit¢, a kmene A/J, ktery je k obezité
rezistentni. Matky byly krmeny standartni dietou a mlad’ata
obou pohlavi (M, F) byla od matky odstavena 28. den (D) po
narozeni. AMPK byla izolovana imunoprecipitaci ze
svalového homogenatu a aktivita byla stanovena kinasovou
reakci za pouziti AMP, [y-32P]ATP a peptidového substratu.
Pro méfeni genové exprese byla pouzita metoda kvantitativni
RT-PCR a mnozstvi proteinu bylo uréeno metodou Western
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blot. V 10D byla ve vSech testovanych skupinich (A/J F,
A/J M, B/6 F, B/6 M) aktivita AMPKal signifikantné vyssi
v porovnani s aktivitou AMPKa2. Mezi 10D a 28D se aktivita
AMPKal vyznamné snizila u obou kment s vyjimkou A/J F.
V piipadé kmene A/J byla aktivita AMPKa2 v 28D vyssi nez
AMPKal. Celkova aktivita AMPK (al+o2) u B/6
signifikantné poklesla mezi 10D a 28D, zatimco u A/J zlistala
na stejné trovni. Mezi 15D a 28D se celkova hladina proteinu
AMPK (al+02) snizuje u B/6, signifikantné pouze u B6/ F.
Exprese genu pro AMPKo2 nartista mezi 5D a 28D u obou
kmenti. Béhem tohoto obdobi, tj. obdobi piechodu ze stravy
s vysokym obsahem tukil na stravu bohatou na sacharidy, byly
V kosternim svalu pozorovany kmenové specifické zmény
AMPK. Zatimco u kmene A/J celkova aktivita AMPK ztistala
stejna, u mysi kmene B/6 vyznamné poklesla. Vyvojové
zmény v celkové aktivite AMPK jsou zpiisobeny piedev§im
poklesem aktivity AMPKal anekoresponduji se zménou
genové exprese. Pouze u mysi B/6 koreluje kinasova aktivita s
hladinou proteinu (AMPKal rs = 0,85; AMPKa2 rs = 0,63).
Rozdilné zmény v aktivit¢ AMPK v kosternim svalu béhem
¢asného postnatalniho vyvoje by mohly ovliviiovat nachylnost
k obezité v dospélosti, v zavislosti na rozdilném genetickém
pozadi mysi.

Tato  price vznikla za  podpory grantu  GACR
(MITOCENTRUM - grant 14-36804G).

VAZBA MUTANTNi P53 DO G-BOHATYCH
OBLASTI CILOVYCH GENU A REGULACE JEJICH
TRANSKRIPCE
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Nédory mozku patii mezi vysoce invazivni typy nadoru.
Inaktivace specifickych geni spolecné s bodovymi mutacemi
nadorového supresorového genu TP53 je spojena s nepfi-
znivou prognoézou. Mutovand forma proteinu (mutp53) se
vyskytuje u vice jak poloviny nadorti a disponuje novymi
onkogennimi vlastnostmi. Jednou z vlastnosti mutp53 je i
schopnost ptimé vazby na DNA do oblasti promotori cilovych
genti a jejich nasledna transkripéni regulace. Ve vétSiné
piipadii se jedna o geny spojené s nadorovou progresiZ.

Pomoci globalniho expresniho profilovani po potlaceni
exprese endogenniho mutp53 (R273H) u glioblastomové linie
U251 jsme zjistili, ze se mutp53 preferenéné vaze do oblasti
DNA bohatych na G/C, které se vyskytuji prevazné v okoli
po&atku transkripce!. Zminé&né oblasti rovnéz obsahuji tzv. G4
motivy, které jsou nachylné ke tvorbé struktur, nazyvanych
G-kvadruplexy. Pomoci cirkularniho dichroismu bylo
dokézano, ze mutp53 stabilizuje strukturu G-kvadruplexd in
vitro.
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Analyza exprese cilovych genti mutp53 byla provedena
také s vyuzitim metody qRT-PCR. Pro analyzu byly vybrany
geny GAS1 a HTR2A. Zjistili jsme, ze v disledku potlaceni
exprese mutp53 u linie U251 (R273H) doslo k transkripéni
aktivaci obou genti. Vazba mutp53 do promotorovych oblasti
vybranych cilovych genti byla testovana pomoci chromatinové
imunoprecipitace (ChIP). Ukazalo se, Ze mutp53 se ochotné
vaze na reprezentativni useky promotorovych oblasti gend
GAS1 a HTR2A! tedy, Ze vazba mutp53 na G-kvadruplexy,
které se nachazi v fadé genl zapojenych do tvorby nadort,
hraje vyznamnou roli pfi regulaci téchto gent.

Tato prace vznikla za podpory grantu 4 VCR cislo 13-36108S.
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ELEKTROCHEMICKA DETEKCE DNA-PROTEIN
INTERAKCI VYUZIVAJICi OLIGONUKLEOTIDY
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Tato prace byla zaméfena na vyvoj nové metody pro
paralelni detekci DN A-protein interakci. Diive vyvinuty ptistup
vyuzival pro studium vazby nadorového supresoru p53 na DNA
oligonukleotidy s oligo(T) piesahem, ktery byl modifikovan
komplexem oxidu osmigelého!. Vzhledem kpouziti jediné
redoxni znacky nebylo mozné pfimo urcit vazebné preference
proteinu  kjednotlivym typim DNA pii kompeticnim
experimentu, ale muselo byt vyuzito nepfimého vyhodnoceni.
Z tohoto diivoda byla vyvinuta nova metoda vyuzivajici znaceni
DNA dvéma odlisnymi elektrochemicky aktivnimi znackami, a
to nitrofenylem? a benzofurazanems?. Tyto znacky byly do DNA
inkorporovany metodou prodluzovéani primeru (PEX)*; jako
DNA sondy byly pouzity oligonukleotidy obsahujici nebo
naopak postradajici konsensni vazebné misto proteinu p53.
Vazba proteinu pS3 na zna¢enou DNA byla provedena pomoci
imunoprecipitace na magnetickych kulickach?, vyslednd smés
oligonukleotidi byla analyzovana pomoci cyklické voltametrie
na visici rtutové kapkové elektrodé.

Na cyklickém voltamogramu bylo ve vysledné smési
oligonukleotidti mozné pozorovat jak signal odpovidajici redukci
nitrofenylu (pti -0,5 V)2, tak benzofurazanu (pfi -0,9 V). Signal
pro specifickou DNA sondu (obsahujici vazebné misto proteinu
p53) byl pfi kompeti¢nim experimentu vzdy vyrazné vyssi nez
signal pro nespecifickou sondu, a to bez ohledu na to, zda byla
sonda znacena nitrofenylem ¢i benzofurazanem. Tato metoda tak
umoziuje urcit, ke které sondé se protein vaze prednostné a po
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kvantifikaci ziskanych vysledki mize byt urCena relativni
preference proteinu pro jednotlivé typy DNA.

Tato préce vznikla za podpory grantu GACR 206/12/G151.

LITERATURA

1. Nemcova K., Sebest P., Havran L., Orsag P., Fojta M.,
Pivonkova H.: Anal. Bioanal. Chem. 406, 5843 (2014).

2. Horakova P., Macic¢kova-Cahova H., Pivonkova H.,
Spacek J., Havran L., Hocek M., Fojta M.: Org. Biomol.
Chem. 9, 1366 (2011).

3.  Balintoval., Plucnara M., Vidlakova P., Pohl R., Havran
L., Fojta M., Hocek M.: Chem. Eur. J. 19, 12720 (2013).

4, Brazdilova P., VVrabel M., Pohl R., Pivonkova H., Havran
L., Hocek M., Fojta M.: Chem. Eur. J. 13, 9527 (2007).
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Nedavny pokrok v syntéze heliceni a jejich atraktivni
fyzikalné-chemické vlastnosti se odrazily ve zvySeném zajmu o
tyto helikdlni aromaty. Predpokladd se, Ze chiralni
n-elektronové systémy by mohly najit uplatnéni v molekularni
elektronice?, optoelektronice a spintronice. V této souvislosti je
ptiprava 2D uspofadanych vrstev helicend kli¢ova jakoz
i nasledné studium jejich vlastnosti.

Pozornost byla soustfedéna na tvorbu Langmuirovych (L)
monovrstvev helicenit na fazovém rozhrani voda-vzduch a
Langmuira-Blodgettové (LB) tenkych filmi na pevnych
substratech (kfemenné sklo, kfemikové desticky)?. Byl navrzen
a syntetizovan dibenzo[6]helicen (obr. 1a) nesouci polarni
hydroxymethylovou skupinu pro zakotveni na povrchu vodné
subfaze v ptipadé L monovrstev a pro interakci s povrchem
substratu v piipad¢ LB filmt. Zaznamenana kiivka pii tvorbé L
monovrstev (tzv. izoterma) indikuje samoskladbu molekul
racemického derivatu [6]helicenu do monovrstvy (obr. 1b).
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Obr. 1. a) Struktura 3-hydroxymethyldibenzo[6]helicenu;
b) Izoterma zaznamenana p¥i tvorbé L monovrstvy

LB filmy byly charakterizovany pomoci UV-Vis a IC
spektroskopie, AFM a SEM mikroskopie, méteni kontaktniho
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uhlu a elipsometrie. Pfiprava enantiomerné ¢istych amfifilnich
helicend, tvorba pfislusnych LB vrstev a studium jejich vlast-
nosti je pfedmétem dal$iho vyzkumu s vyuzitim chiroptickych
metod (ECD, VCD) a méfeni elektrické vodivosti.

Tato prace vznikla za podpory grantu GACR 16-08327S.
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Ghrelin, tzv. ,,hormon hladu®, je doposud jediny zndmy
orexigenni peptidovy hormon pochazejici z periferie.
Pozitivné ovlivituje energetickou bilanci organismu, zvysuje
piijem potravy a télesnou hmotnost a podporuje akumulaci
tukové tkan&'. Mimo centralniho orexigenniho efektu byly
popsany i protizanétlivé ucinky ghrelinu. V posledni dobé se
ghrelin ¢i dal$i agonisté ghrelinového receptoru (GHS-R1a)
dostavaji do popiedi zajmu jako potencialni latky k lécbé
kachexie, stavu charakterizovaného fyzickym chfadnutim
a ztratou svalové i tukové hmoty, ktery doprovazi tadu
nadorovych a chronickych progresivnich onemocnéni a znac-
né zhorsuje jejich prognoézu.

Molekula ghrelinu je na serinu v pozici 3 esterifikovana
n-oktanovou kyselinou. Tato unikatni modifikace je nezbytna
pro biologickou aktivitu ghrelinu, pfispiva vsak k jeho
nestabilité. Syntetizovali jsme sérii agonistt GHS-Rla
stabilizovanych zamé&nou Ser® za diaminopropionovou
kyselinu a dale modifikovanych zaclenénim dalSich
nekédovych aminokyselin?, prodlouZenim fetézce mastné
kyseliny, inkorporaci druhé mastné kyseliny ¢i zkracenim
peptidového fetézce v riznych kombinacich.

Ve vazebnych studiich a funk¢nich testech na bunkach
HEK293T s transfekovanym hGHS-Rla byla ovéfena
vysoka afinita analogi ke GHS-R 1a a aktivace signalnich drah
ghrelinu. V testu pfijmu potravy po subkutannim (s.C.) podani
myS$im (0.1-10 mg/kg) popsané analogy vyznamné zvySovaly
prijem potravy v zavislosti na davce, pficemz ucinek trval az
10 h po podani. Stabilita analogt in vivo po s.c. podani my$im
(5 mg/kg) byla ve srovnani s ghrelinem fadové zvysena (tiz
analogti 2-4 h, ti2 ghrelinu 8-13 min). Jednorazové s.c. podani
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vybranych u¢innych analogli mysim s kachexii vyvolanou
podanim Dbakterialniho lipopolysacharidu zvysilo piijem
potravy a expresi orexigennich neuropeptidii v mozku a snizilo
krevni hladiny prozanétlivych cytokinli; obdobny tcinek byl
pozorovan po 15-dennim S.C. podavani vybraného analogu
kachektickym potkanim po 5/6 nefrektomii. Tato data
naznacuji mozné vyuziti analogl ghrelinu v terapii kachexie.

Tato prace vznikla za podpory grantu RVO:61388963 AV CR.
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Alzheimerova choroba (AD) je jednou z nejéastéjsich piicin
demence u starSich pacienti. Jedna se o neurodegenerativni
onemocnéni, jehoz priCiny vzniku nejsou zcela objasnény?.
Vyznamnou roli pii 16¢b& AD hraje inhibice cholinesteras (ChE).
Karbamaty patii mezi vyznamné pseudo-reverzibilni inhibitory
acetylcholinesterasy (AChE) a butyrylcholinesterasy (BChE)2.
Jednim zmala schvalenych lé¢ive AD je pravé karbamat
Rivastigmin (Exelon®).

Slougeniny obsahujici 2-fenylcyklopropanovy skelet jsou
vyznamné pro svou biologickou aktivitu. Prvni literarni zminky o
syntéze sloucenin obsahujicich toto uskupeni byly publikovany jiz
pied vice nez 60 lety® a Vsoudasnosti se vyskytuje v mnoha
potencionalné biologicky aktivnich latkach, napt. jako selektivni
inhibitory LSD1%,

Qg .

NH ~C

R = 7 alkyl skupin , 4 cykloalkyl skupiny,
2 isopropylidenglykosyl skupiny,
2 glykosyl skupiny

Obr. 1. Obecny vzorec karbamati 1-XV

V této praci byla ptipravena série O-alkyl, O-cykloalkyl, O-
isopropylidenglykosyl a O-glykosylkarbamati 1-XV odvozenych
od racemického trans-(+)-2-fenylcyklopropyl-1-aminu (obr. 1).
Tyto slouceniny byly testovany jako poten-ciondlni inhibi¢ni
agens pro AChE (ICso: 58-90 umol-I") Ellmanovou metodou.

Vsechny karbamaty [-XV jsou oftad uéinnéjsimi
inhibitory nez klinicky pouzivany Rivastigmin (ICso =501
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pumol-1%).  Neju€ingjsi karbamat X byl asymetrickou
cyklopropanaci pfipraven ve formé jednotlivych opticky
Cistych izomerl. U vSech karbamati byl dale stanoven
rozdélovaci koeficient Pow a testovana jejich cytotoxicita.

Tato prace vznikla za podpory grantu GACR 14-00925S.
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V na$i laboratofi se zabyvame syntézou novych
polyfluorovanych analogti rutheniovych komplext, které je
mozné separovat pomoci metod fluorové chemie.

Pro mirné fluorované latky do 40 % fluoru v molekule a
vysoce fluorované latky s vice jak 60 % fluoru v molekule
existuji metody déleni, ale pro latky spadajici do intervalu
mezi 40 a 60 % nejsou zadné metody znamé. V poslednich
n¢kolika mésicich byla nalezena a experimentalné podlozena
nova metoda separace vhodna pro stfedné fluorované latky?.
Mimo déleni fluorovanych anilinti od nefluorovanych byla
tato metoda Uspésné pouzita pro recyklaci fluorofilnich
rutheniovych komplexa I-VI (Schéma 1).

CeF13

Fuke_

w5 ", R'=H R?=H 1
T@' R'=C4F1sCH,CHp, R2=H Il
Ri—= R' = CgF13CH,CHy, R2 = CgFy5 IV

c | R = CoF11C(CHg)p, R = H v
YO R? R' = C4F41C(CHg)p, RE = CgF 13 VI

Schéma 1. Polyfluorované rutheniové komplexy I-VI.

Kli¢ovym prvkem recyklace je smés organického a
polyfluorovaného rozpoustédla DCM/methyl(perfluorbutyl)-
ether, ktera je za laboratorni teploty homogenni, ale pfi
ochlazeni na -20 °C tvofi dvoufazovy systém. Fluorofilni
komplexy prechdzeji pievazné do spodni fluorové faze a lze je
snadno oddélit od produkti metateze, které zstanou v horni
dichlormethanové fazi. Timto zpisobem byly testovany
vSechny vySe uvedené komplexy I-VI v péti po sob¢ jdoucich
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cyklech a dosazend konverze RCM reakce na modelovém
substratu diethyl-allylmethallymalonatu byla monitorovana
pomoci NMR analyzy.

Tato metoda dvoufazové separace je unikatni a budou
hloubgji studovany jeji vyhody a pouZiti.

Tato prdce vznikla za podpory grantu GACR 207/10/1533 a
MSMT ¢ 20/20186.
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Pseurotiny jsou strukturn¢ komplexni sekundérni
metabolity produkované mikroskopickymi houbamit® (obr. 1).
Tyto alkoloidy se vyznacuji riiznorodou biologickou aktivitou
jako je inhibice angiogeneze? nebo indukce bun&iné
diferenciace®. Pseurotiny jsou charakterizovany vysoce
substituovanym spirocyklickym jadrem, které se sklada z
v-laktamového a furanonového kruhu.
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Obr. 1. Piehled spirocyklickych alkaloidii pseurotinového typu
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Nase plné synteticka strategie pro ptipravu cephalimysi-
nu B a C vychazi ze tfi komer¢né dostupnych latek (Schéma
1). Cela sekvence se sklada ze tfinacti krokii a mezi klicové
transformace  patii:  rhodiem  katalyzovand  tvorba
furanonového kruhu, stereoselektivni konjugovana adice a
netrivialni dihydroxylace vedouci ke spirocyklickému jadru.
Syntéza byla uspésné aplikovana pro pfipravu nékolika
strukturnich analogti obsahujicich furanon-y-laktdmové jadro.
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Tato prdce vznikla za podpory Marie Curie Actions (reg. ¢.
322001) a Alfred Bader Foundation.
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Schéma 1. Ligandy obsahujici elektronakceptorni nebo
elektrondonorni skupinu (1 a 2, resp. 3) a w-elektronovy systém
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Zlaté nanocastice jsou charakteristické svou stlosti,
moznosti modifikace jejich povrchu a zplisobem pienosu
naboje, ktery je na rozdil od makroskopickych koviu fizen kvan-
tovymi jevy*?. Zakotvenim elektrondonornich, resp. elektron-
akceptornich ligandu s n-elektronovych skeletem (schéma 1) na
Au nanocastice miize dojit k ovlivnéni jejich vlastnosti, jakymi
jsou napiiklad samoskladba na povrchu pevného substratu,
interakce mezi m-elektronovym systémem a povrchovymi
atomy nanocastic ¢i pienos naboje ve vzniklych dvoudimen-
zionalnich hybridnich organicko-anorganickych systémech.

Byla vyvinuta metodika piipravy monovrstvy Au
nanocastic modifikovanych ligandy 1-3 na sklenénych ¢i
kiemikovych substratech a provedena charakterizace
vzniklych hybridnich organicko-anorganickych nanomateriala
pomoci fady mikroskopickych a spektroskopickych technik
(SEM, AFM, UV/Vis, SERS). Nasledn¢ byla studovana
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moznost vyuziti aktivni monovrstvy pro konstrukci tranzistort
fizenych elektrickym polem.

Tato préce vznikla za podpory grantu GACR 16-08327S.
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Cellobiosadehydrogenasa (CDH) je enzym produkovany
drevokaznymi houbami, ktery se tcastni procest
depolymerace celulosy a oxidace riznych poly-, di- a
monosacharidd. To ji ¢ini velice zajimavym cilem studia
v oblasti biotechnologii — zejména na poli biosenzort,
alternativnich paliv ¢i biokatalyzy.

Coby jediny znamy extracelularni flavocytochrom je
CDH unikatni z pohledu molekularni architektury, jelikoz ve
své molekule kombinuje dva rizné kofaktory — FAD
(flavindinukleotid) v dehydrogenasové doméné a hem
vdoméné cytochromové. Ty jsou spojeny flexibilni
peptidovou spojkou, kterd umoziiuje jejich vzajemny pohyb,
kdy pti pfiblizeni dochazi k pfimému vnitinimu pienosu
elektronti mezi kofaktory, nezbytnému pro funkci enzymu.
Vroce 2015 byla vyfeSena pomoci rentgenové difrakce
struktura CDH, ktera poskytla staticky obrazek enzymu v jeho
uzaviené i oteviené konformacit. Pro pIlné pochopeni funkce
tohoto vysoce flexibilniho enzymu vsak stale chybi objasnéni
jeho regulace a dynamiky v roztoku, coz bylo cilem tohoto
projektu.

CDH z difevokazné houby Myriococcus thermophilum
byla rekombinantné¢ produkovana v kvasinkach Pichia
pastoris a chromatograficky purifikovana do dosazeni
homogenity. Protein byl nasledné plné€ charakterizovan
z pohledu post-translaénich modifikaci a dale zkouman
pomoci hmotnostni spektrometrie. V této praci jsme studovali
konformacni zmény v molekule CDH indukované zménou pH
a interakci s vapenatymi kationty, jelikoz je znamo, ze funkce
CDH je zavisla na pH roztoku. Pro vapenaté kationty bylo
navic popsano, ze umoznuji funkci CDH i za neutralniho pH,
kde je jinak enzymaticky neaktivni.

Za vyuziti kombinace technik strukturni hmotnostni
spektrometrie (MS) - vodik/deuteriové vymény a nativni MS
s iontovou mobilitou - a vypocetnich pfistupi jsme popsali
mechanismus fungovani CDH v roztoku. Ten jsme ukazali, ze
je zavisly na povrchové elektrostatice na mezidoménovém
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rozhrani CDH. Protonace ¢i stinéni divalentnimi kationty
neutralizuje odpuzujici se oblasti negativniho naboje na
rozhrani domén, coz jim umoziiuje se dostat do tésného
kontaktu, ktery je nutny pro pienos elektronti a funkci enzymu.

Tato prdce vznikla za podpory grantiit GACR (P206/12/0503),
UK (UNCE 204025/2012), Evropskych rozvojovych fondii
(CZ.2.16/3.1.00/24023) a stipendia od Evropského konsorcia
pro strukturni biologii InStruct,
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V rozvoji fady zivotn€ dulezitych déja, jako je imunitni
reakce, tvorba zanéti, virova a bakterialni infekce ¢i rakovinné
bujeni, je klicovym faktorem bunéénd komunikace
prostiednictvim reverzibilni interakce oligosacharidovych
fetézcli glykokonjugati a sacharid-vazajicich proteinovych
receptortt (lektiny)®. PfestoZe interakce sacharidd s lektiny
vykazuji urcitou selektivitu, afinita samotné monovalentni
interakce je obvykle slaba. Piiroda tento problém kompenzuje
tvz. glykoklastr efektem, kdy polyvalentni sacharidové
ligandy interaguji s lektinovym receptorem na vice mistech, a
tim zajist'uji siln&j§i interakcei a vyssi afinitu?. Dalsi prekazkou,
ktera brani vyzkumu vysoce afinitnich inhibitord, je samotna
O-glykosidova vazba oligosacharidového fetézce glykokonju-
gétu, ktera podléha enzymové i chemické hydrolyze. ReSenim
tohoto problému je nahrazeni O-glykosidové vazby stabilni
vazbou C-glykosidovou.

Ve své praci se zamétuji na zcela nové a vysoce stabilni
multivalentni glykomimetika zalozend na kalixarenovych
strukturach. Byla vyvinuta syntéza vychozich 2-(glykopyra-
nosyl)ethylazidi s D-galakto, b-manno a L-fuko konfiguraci,
které byly nasledné pomoci Huisgenovy cykloadi¢ni adice
zakotveny na di(tetra)propargyl-kalix[4]areny. Biologicka
afinita a selektivita nové pfipravenych glykoklastrii byla
otestovana na lektinech patogennich bakterii Pseudomonas
aeruginosa, Burkholderia cenocepaciae, Ralstonia solanacea
a Aspergilus fumigatus. Nejvyssi afinita byla naméfena pro
tetravalentni glykomimetika s 1,3-stfidavou konformaci
kalix[4]arenu a L-fuko konfiguraci C-sacharidu proti lektinu
bakterialniho druhu Ralstonia solanacea a Aspergilus
fumigatus.
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Sericin je bioaktivni molekula izolovana z kokonil
bource morusového. Bylo prokazano, Ze sericin ma schopnost
stimulovat proliferaci nékterych typt bunék a Ze disponuje
antioxidativnimi a antimikrobidlnimi aktivitami®. Diky t&mto
vlastnostem jej 1ze povazovat za latku potencialné vhodnou
pro pouziti jako aditiva k polymerdm pro vytvareni bunéénych
nosicl pro regenerativni medicinu a tkdnové inzenyrstvi.

V na$i praci jsme pfipravili nanovlakenné materialy
na bazi polykaprolaktonu modifikovaného rtiznymi koncen-
tracemi sericinu, scilem zlepsit jejich biokompatibilni &i
bioaktivni vlastnosti. Nanomaterialy byly pfipraveny metodou
elektrospiningu s vyuzitim technologie Nanospider™. U takto
modifikovanych nanomateriald byly hodnoceny fyzikalné-
chemické vlastnosti a nasledné i jejich vliv na chovani bun¢k
Vv in vitro kulturach. Pro odhaleni detailni morfologie interakci
mezi buiikami a nosi¢i bylo vyuzivano piedevsim svételné
mikroskopie a skenovaci elektronové mikroskopie. Ke studiu
vlivu sericinem modifikovanych nosict na lidské buiiky byly
pouzity nasledujici bunééné typy: lidské mesenchymalni
kmenové bunky izolované z lipoaspiratu a normalni neuralni
progenitory diferencované in vitro z lidskych embryonalnich
kmenovych bunék.

Prokazali jsme, Ze ptidavek sericinu do polykapro-
laktonového nanovldkenného nosice podporuje rist modelo-
vych bunek a také pozitivn€ ovliviluje intimitu interakce mezi
témito buiikami a nanovlakennym materidlem. Tyto poznatky
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oteviraji novou oblast vyvoje biokompatibilnich a bioaktiv-
nich bunéénych nosici pro vyuziti v regenerativni medicing a
tkanovém inzenyrstvi.

Tato prdce vznikla za podpory projektii EF pro regiondini
rozvoj - FNUSA-ICRC (¢. CZ.1.05/1.1.00/02.0123) a Zdroje pro
thanové inzenyrstvi 5 a 6 (MUNI/A/1558/2014, MUNI/A/1352/-
2015) a také grantu GACR (¢. GJ15-18316Y).
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Hetero-Diels-Alderova reakce nitrososloucenin s dieny
je uzite¢nad metoda v syntéze ptirodnich molekul a biologicky
aktivnich latek!. Katalytickd enantioselektivni verze této
reakce achiralnich diend s nitrosoaryl derivaty byla zkoumana
V roztokové chemii®. JelikoZ stereoselektivni syntézy na pevné
fazi nejsou obecné piili§ popsané, zvolili jsme tuto reakci pro
modelovou studii stereoselektivni syntézy na pevné fazi. Jako
vhodné katalyzatory byly testovany rizné bifenylové derivaty,
které spolu s médnymi ionty a nitrososkupinou substratu tvori
stabilni komplexy umoziujici pfistup dienu preferenéné
z jedné strany. Pfi optimalizaci byla pozornost soustfedéna na
parametry ovliviiyjici tvorbu tohoto intermedidtu a jeho
stabilitu. Pro studium byly zvoleny modelové substraty
zahrnujici kombinaci rtznych nitrosolatek generovanych
in-situ a komeréné dostupnych diend (Schéma 1).
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Schéma 1. Syntéza modelového derivatu oxazinu

Nezbytnou soucasti prace bylo nalezeni vhodnych
analytickych podminek chirdlni separace pro snadnou a
rychlou identifikaci vzniklych enantiomeri*. Vyuzity byly
chiralni HPLC a zejména pak SFC metody.

Nalezené podminky budou dale vyuZzity pro syntézu
biologicky aktivnich latek, kdy je potfebny pravé jeden
enantiomer nebo kdy vliv konfigurace na biologickou aktivitu
neni znam.

Tato prace vznikla za podpory projektu Podpora udrzitelnosti
Ustavu molekularni a translacni mediciny reg. ¢. LO1304.
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Epitelovo-stromalne interakcie regulujii spravny vyvin
a homeostazu organov a ich deregulacia vedie k vyvojovym
porucham a nadorom. Signalizacia fibroblastového rastového
faktoru (FGF) sprostredkuje epitelovo-stromalne interakcie
behom vyvoja vetvenych organov. V mlie¢nej zlaze
signalizacia FGF reguluje vetvenie epitelu a funkciu
epitelovych kmenovych buniek. Avsak uloha signalizacie FGF
vo fibroblastoch stromy mliecnej zlazy nebola dosial’
prestudovana.

Nase vysledky ukazuju, ze signalizacia FGF je funk¢éna
v primarnych fibroblastoch mlie¢nej zl'azy. Z testovanych
faktorov rodiny FGF predovsetkym FGF2 zvySuje
proliferaciu, migraciu v 2D prostredi a matrix-remodela¢nti
aktivitu fibroblastov mlieCnej zl'azy. Naviac, signalizacia
FGF2 indukuje invazivny fenotyp fibroblastov a ich migraciu
v 3D extracelularnej matrix (ECM).

Podrobnejsie  stadium  FGF2-indukovanej invazie
fibroblastov ukdzalo, Ze je mnezavislda na proliferdcii
fibroblastov a degradacii ECM a Ze primarnym mechanizmom
invazie je kontrakcia aktino-myozinového cytoskeletu.
Kracovymi regulaénymi molekulami s¢ MLCK a malé
GTPazy Rho, Racl a Cdc42, inhibicia ktorych zabranila
FGF2-indukovanej migracii v 3D kultarach. Prekvapivo
inhibicia ROCK ¢i myozinu II indukovala masivnu invaziu
fibroblastov do 3D ECM. Naviac inhibicia myozinu II viedla
k zmene mechanizmu migracie fibroblastov v 3D ECM
z lamelopddneho typu na amébovity.

Stuhrnne naSe vysledky ukazuju nova Glohu FGF2
Vv regulacii interakcii fibroblastov s ECM, ktora je kl'i¢ova pre
vyvoj mlieénej Zl'azy, a odhaluji signalne proteiny potrebné
pre migraciu fibroblastov v 3D ECM.

Tato praca bola podporena z projektov CZ.1.07/2.3.00/30.0037
(ESF a Statny rozpocet CR), ,,Juniorsky vyzkumnik 2015* (LF
MUNI) a GJ16-20031Y (GACR).



Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 14, 51-98 (2016)
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Klisté obecné (Ixodes ricinus) je vyznamnym pienase-
¢em nemoci ve stiedni Evropé. Patogeny jsou do hostitele
preneseny spolu s klistécimi slinami, které pfenos usnadmuji
diky své imunomodula¢ni aktivité!. Komplexni smés
imunomodulaénich latek, ktera se v kli§t&cich slinich vyvinula
jako adaptace na sani na hostiteli, tlumi jak vrozenou, tak
ziskanou imunitu. Ty by jinak zpisobily svédéni a zanét
vV misté sani, ktery miize vést aZ k poskozeni a odvrhnuti
klistste?. Jednu z proteinovych rodin z klistécich slin tvofi
cystatiny — inhibitory cysteinovych proteas, které mimo jiné
ovlivituji funkci antigen prezentujicich bun€k, migraci
leukocytii do mista zan&tu nebo apoptozu®. Nékolik cystatind
jiz bylo funkéné charakterizovano u jinych druht klistat*, ale
pro cystatiny z I. ricinus zatim zadna data nejsou.

V protikli§téci imunité je zapojena bunéfnd i
protilatkova imunitni odpovéd’, zahrnujici vétSinu druhd
bungk imunitniho systému?®. Tématem tohoto projektu je
testovani vlivu dvou klistécich cystatind (Cysl a Cys2) na
funkci imunitnich bunék. Studovali jsme ovlivnéni produkce
oxidu dusnatého makrofagy, ktery ma silné protiparazitické
ucinky®. Zjistili jsme snizeni produkce NO, a to pffmo umérné
koncentraci obou cystatinti. Pomoci pritokové cytometrie
jsme pozorovali vliv cystatinG na diferenciaci a maturaci
makrofagli a dendritickych bun¢k (DC) z prekurzort kostni
dené. Na povrchu DC byla vyrazné sniZzena exprese integrinu
CDl Ic, ktery hraje roli pfi fagocytdze, bunééné migraci nebo
pii aktivaci proliferace T lymfocyti’. Oba cystatiny také
snizovaly expresi MHC II molekul slouzicich k prezentaci
antigen® dal$im bufikdm imunitniho systému’. Cysl sniZoval
proliferaci CD4+ T lymfocytd - pii inkubaci se splenocyty
stimulovanymi concanavalinem A se snizilo procento CD4+
T lymfocytt, jenz pteSly do stavu blastické transformace.
Pluripotentni aktivita, pozorovana u Cysl i Cys2, odpovida
vysledkiim s cystatiny z jinych kli§técich druht*8°.

Uvedena pozorovani naznacuji, ze studované cystatiny
tlumi imunitni odpovéd’ a mohly by hrat roli i pfi pfenosu
patogent z klistéte na hostitele. Zjisténa data mohou byt
vyuzita pfi vyvoji novych imunomodulaénich 1é¢iv nebo pii
vyvoji vakciny proti pfenosu patogent.

Tato prace vznikla za podpory grantu GACR P502/12/2409
udeéleného MK.
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Vyznamnou roli extremofilnich mikroorganismi je
jejich schopnost oxidovat mineraly obsahujici siru a zelezo.
Tato jejich vlastnost se uplatiiuje nejen pii spontannich
biogeochemickych pochodech v extrémné kyselém prostiedi
sulfidovych mineralt, ale i pfi biotechnologické extrakci
vzacnych kovli pomoci oxidativniho louzeni. Chemolito-
autotrofni bakterie Acidithiobacillus ferrooxidans je vhodny
metabolicky model, nebot’ realizuje dané biochemické
premény. U této fakultativné anaerobni bakterie byla
zkoumana schopnost anaerobné oxidovat elementarni siru
spojena s redukci Fe(lll). Toho se nové vyuziva pfi
biotechnologické extrakci kovi reduktivnim louzenim
oxidovanych rud. V literatufe uvadéna stechiometrie procesu
nebyla vsouladu se ziskanymi vysledky s ohledem na
intenzitu acidifikace prostfedi. Navrh redlnéjsi stechiometrie
ptineslo in silico reakéni modelovani za skute¢nych podminek
bakterialni aktivity, které ukazalo odliSnosti v ucasti reaktantt
i produkti’. Navrzena reakéni rovnice nam umoznila piesnéjsi
predikci environmentdlni acidifikace b&hem anaerobniho
procesu. Analyza proteomu poskytla vibec prvni a Sirsi
nahlédnuti do fyziologie extremofilnich bakterii béhem
anaerobni oxidace siry diky identifikaci novych proteinti se
vztahem K anaerobiose a piekvapivé také elektronovych
pienadedi jiz difve popsanych béhem aerobni oxidace Fe(II)2.
Transkripéni profilovani odhalilo anaerobni indukci geni
s funkci v aerobni oxidaci Fe(Il) a siry. Béhem aerobniho
pasazovani zelezitych bunék na siru byla pozorovana ztrata
schopnosti sirnych pasazi anaerobné oxidovat siru diky
neschopnosti redukovat Fe(Ill). Proteomicka a transkripto-
micka studie u téchto pasazovanych kultur odhalila potlaceni
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exprese gend a proteinil diive popsanych pouze v aerobni
oxidaci Fe(II) a n€kolika proteinti ucastnicich se oxidace siry
a redukovanych sirnych latek®. Na zakladé dosavadnich
vysledkd byl navrzen model anaerobni drahy oxidace siry.
Dilezitou roli vtomto modelu sehravaji slozky zelezo-
oxidujicitho systému, které ziejmé i redukuji Fe(Ill) a tak
zlstavaji zakladnim biokatalytickym nastrojem dtlezitym
nejen v aerobnim, ale i v anaerobnim prostiedi.

Tato prace vznikla za podpory grantu GPI14-27075P a
MUNI/A/1265/2015.
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ULOHA THIOREDOXINU V REGULACI ASK1
KINASY
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ASK1 (z angl. apoptosis signal-regulating kinase 1) se
fadi mezi Cleny rodiny mitogenem aktivovanych proteinkinas
(MAP3K), které fosforylaci aktivuji JNK a p38 MAPK
signalni drahy v reakci na vnéjsi podnéty jako jsou oxidativni
stres nebo endogenni faktory TNF a FasL. Jeji hlavni funkce
je spjatd saktivaci apoptosy, ¢imz hraje dulezitou roli
V patogenezi mnoha onemocnéni napf. rakoviny nebo
neurodegenerativnich chorob. Mezi dilezité regulatory funkce
ASK1 se tadi i redoxni protein thioredoxin (Thrx). Vazba
redukovaného Thrx na ASK1 inhibuje jeji kinasovou aktivitu
a zabrafuje tak prenosu signalu ptes dalsi ¢leny apoptotické
drahy?.

Nasim hlavnim zajmem je objasnit dosud neznamy
mechanismus této inhibice na zakladé biofyzikalni a strukturni
charakterizace ASK1 a komplexu ASKZL1:Thrx. S vyuzitim
technik analytické ultracentrifugace, fluorescen¢ni spektro-
skopie, cirkularniho dichroismu a SAXS jsme Vv nedavné
studii ukdzali, ze ASK1 s Thrx vytvaii stabilni komplex v
poméru 1:1 a pro jejich vzajemnou interakci je esencidlni
katalyticky motiv Thrx. Navic vazba Thrx patrné nevyvolava
zadné vyznamné strukturni zmény ASK1 a nezahrnuje tvorbu
intermolekuldrniho disulfidu?.

Znalost mechanismu i struktury komplexu ASKZ1:Thrx
by mohla osvétlit naruseny prub¢eh téchto signalnich drah a byt
tak podnétem pro jejich dalsi studium jako mozného cile
terapeutického zasahu.
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Tato price vznikla za podpory grantii GA CR (Projekt 14-
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ULOHA M3-S2 LINKERU PRO FUNKCNI
VLASTNOSTI NMDA RECEPTORU
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Ionotropni glutamétové receptory (iGluR) zprosttedko-
vavaji excitaéni prenos v centrdlni nervové soustave.
Farmakologicky a funkéné lze odlisit ¢tyfi podtypy iGluR —
AMPA  (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropanovy),
kainatovy, NMDA (N-methyl-D-aspartatovy) a & receptor.
Hlavnim funkénim rozdilem mezi jednotlivymi typy iGIuR je
zpisob aktivace a kinetické parametry iontového kanalu, které
urcuji jejich specifickou ulohu béhem synaptického ptenosu
signdlu. Disfunkce NMDA receptoru je pfic¢inou fady
neurologickych ¢&i psychiatrickych onemocnéni. Presny
mechanismus aktivace iontového kanalu neni stale popsan,
ptestoze je zakladnim piedpokladem pro pochopeni
fyziologickych funkei receptoru a zmén provazejicich jeho
patofyziologické chovani.

iGIuUR jsou proteinové komplexy lokalizované na
bunéné membrané, skladajici se ze Ctyi podjednotek, které
maji identickou doménovou organizaci. Na extracelularni
stran¢ se nachazi N-terminalni doména, na kterou navazuje
ligand vazajici doména (LBD), jez je dale spojena s
transmembranovymi helixy (TMD) tvoficimi vlastni iontovy
kanal. LBD a TMD domény jsou propojeny tfemi kratkymi
polypeptidovymi fetézci tzv. linkery. Oproti AMPA/kaina-
tovym receptorim se NMDAR nejcastéji sklada ze dvou
obligatornich glycin vazajicich (GluN1) a dvou glutamat
vazajicich podjednotek (GluN2A-D), jejichz koordinovanou
aktivaci dochazi k otevfeni iontového kanalu.

Obecna ptedstava mechanismu otevirani iontového
kanalu predpoklada vazbu ligandu na jeho vazebné misto
v LBD, ktera je doprovazena zménou konformace LBD. Tato
strukturdlni zména se dale $ifi smérem k TMD a ve svém
dasledku vede k otevieni kanalu. Soucasné poznatky ukazuji
na mechanické pusobeni linkerti pii pfevodu konformacéni
energie z LBD na kanal, pficemz je ziejmé, Ze jejich neznamé
biofyzikalni vlastnosti spoluuréuji miru tohoto prevodu.



Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 14, 51-98 (2016)

Z tohoto dGvodu studujeme piimy vliv centralniho
linkeru M3-S2 na proces otevirani kanalu. Tyto linkery jsou
zodpoveédné za pohyb M3 helixd, které tvoii vlastni iontovy
kanal. Pomoci cilené mutageneze a zmén v délce linkeru jsme
studovali jejich vliv na otevirani kanalu. Na$e data ukazuji, ze
funkéni propojeni LBD a TMD odlisnych podjednotek se
prekvapivé vyrazné 1isi, kdy GluN1 je velmi citliva na pfesné
uspofadani linkeru, kdezto konformacéni pfenos u GIuN2
podjednotky probiha kvalitativné stejné i s velmi modifiko-
vanym linkerem. Toto tak potvrzuje soucasné minéni o
odlisném vyznamu podjednotek pro celkovou aktivaci
iontového kanalu.

Tato prdce vznikla za podpory grantii GA CR P304/12/G069
a GA CR P303/45/1464.

JEDNODUCHE DIFUZNI METODY PRO STUDIUM
TRANPOSRTU KAPALNYCH HUMINOVYCH
PRIPRAVKU DO LISTU ROSTLIN

MARCELA LASTUVKOVA? PETR SEDLACEK, JIRI
SMILEK, MARTINA KLUCAKOVA

aCentrum materidlového vyzkumu, Fakulta chemicka, Vysoké
uceni technické v Brnée, Purkyniova 464/118, 612 00 Brno
xclastuvkova@fch.vutbr.cz

Huminové latky jsou nedilnou soucasti pudy, které se
vyznacuji svymi blahodarnymi u¢inky na ptudu i rostliny. Se
vzrustajici populaci na Zemi dochazi stale vice k vyCerpavani
pud, které se podepisuje nejen na snizovani vynosi, ale mtze
dojit az k Gplnému znehodnoceni, které vede k pfeméné
na netrodnou pustinu. Proto jsou c¢asto huminové latky
dodavany do pidy uméle, nebot’ diky jejich blahodarnému
plsobeni dochazi ke zvysSeni jeji produktivity, urodnosti
a soudrznosti (zamezeni pudni erozi). Pozitivini vlivy téchto
latek se taktéz projevily i na samotnych rostlinich a z toho
divodu se zacaly aplikovat spolu s dalSimi piipravky
podporujicimi kvalitu pidy a rostlin v tuhé formé (NPK,
granule, tablety apod.) a nasledn¢ také pomoci postfikovacich
smési. Tento typ aplikace, ktery nazyvame jako foliarni
hnojeni, se stal jeden z nejvyuzivanéjsich aplikaénich procesi
hnojeni vibec, nebot’” povrchem rostlin dochazi k pfijimani
nékolikanasobné vét§iho mnozstvi uc¢innych latek, nez je tomu
Vv piipadé kofenové vyzivy.

Tento druh aplikace hnojiv a huminové latky se staly
pfedmétem naSeho zkoumdni. Aby tyto latky mohly
ovliviiovat fyziologii rostlin, musi nejdiive piekonat tenkou
vrstvu na povrchu rostlin nazyvanou kutikula. Pro studium
penetracnich schopnosti téchto latek bylo nutné nejdfive
provést izolace kutikul, kdy bylo vyuzito dvou metod —
enzymaticka a chemicka. Enzymaticka metoda je zalozena na
pusobeni enzymit pektinasy a celulasy v citratovém pufru,
zatimco chemicka izolace je zalozena na separaci tenkych ¢asti
listh pisobenim chloridu zine¢natého v koncentrované
kyselin¢ chlorovodikové. Takto ziskané membrany byly
nasledné vyuzity pro jednoduché transportni experimenty
(ustdlena aneustalena difuze), které byly sestaveny
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z hydrogelovych matric, simulujicich pfirozené prostiedi
huminovych latek anavic nam umoziuji modelovat také
prostiedi list.

Diky této metodé je mozné stanovit mnozstvi latky
proslé do listu a zhodnotit, zdali aplikované mnozstvi neni
zbyte¢né v nadbytku nebo naopak nedostatku, ktery by rostlina
pro svoji funkci potfebovala. Vyuzitim této techniky by bylo
dale mozné stanovit optimalni mnozstvi aplikovaného
pfipravku za riznych environmentalnich podminek. Tato
technika by navic mohla minimalizovat nezadouci dopady
souvisejici s pfehnojovanim pud, které zplsobuje jejich
znehodnoceni a navic dochazi ke kontaminaci pitnych zdroji
vody.

Tato prdce byla podporena projektem REG Lo1211, Centrum
materidlového vyzkumu na FCH VUT — udrZitelnost a rozvoj
(Narodni program pro udrzitelnost I, Ministerstvo Skolstvi,
mlddeze a télovychovy, Ceskd republika).

MOLEKULARNj KLIPSY DIMERU
PROPANDIMOCOVINY

TOMAS LiZAL, VLADIMIR SINDELAR*

Ustav chemie; Centrum pro vyzkum toxickych ldtek v
prostiedi, Masarykova univerzita, Kamenice 5, 625 00 Brno
356810@mail.muni.cz

Propandimocovina je  heterocyklickd  slouéenina
odvozena od struktury glykolurilu. Jde o vhodny stavebni blok
pro pfipravu supramolekularnich objektd jako jsou
molekularni klipsy! a makrocykly?.

V prispévku popisujeme syntézu a vlastnosti nové
molekularni klipsy dimeru o0-xylylen propandimocoviny
(obr. 1: 1, ). Pfipravené slouceniny byly charakterizovany
pomoci NMR spektroskopie, hmotnostni spektrometrie a
rentgenové strukturni analyzy. Bylo zjiSténo, ze molekularni
klipsy mohou v nepolarnim roztoku slabé vazat halidové ionty.
Supramolekularni interakce mezi molekularnimi klipsami a
halidovymi ionty byly studovany pomoci NMR titra¢nich
experimentl. Tyto interakce piekvapivé probihaji mimo
kavitu tvofenou 0-xylylenovymi skupinami. Anionty se misto
toho vaZou na opa¢né &asti dimeru propandimocoviny. Pfi
studiu komplexid byla pozorovana C-H--X  vazba mezi
methinovymi protony hostitele a halidovymi ionty. Geometrie
komplext byla dale potvrzena DFT modelovanim.

NWN N)4v(N C ]
NRRN NRRN

Obr. 1. Molekularni klipsy dimeru o-xylylen propandimodoviny.

Tato prdce vznikla za podpory Grantové agentury Ceské
republiky (13-15576S) a MSMT CR (LM2011028 a LO1214).
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TRANSDIFERENCIACE NEENDOKRINNICH
PANKREATICKYCH BUNEK NA BUNKY
PRODUKUJICI INSULIN POMOCI SYNTETICKYCH
MEDIATOROVYCH RNA
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Transplantace insulin produkujici tkané je v soucasné
dobé¢ jedinym efektivnim zptisobem 1é¢by diabetu zavislého na
insulinu, avSak malo dostupnym kvili nedostatku lidskych
organovych darci. Alternativnim zdrojem insulin produkujici
tkan¢ by mohly byt bunky produkujici insulin, ziskané fizenou
pfeménou neendokrinnich bunék pankreatu.

V soucasné dob¢ jsou pro fizenou pieménu jednoho typu
buiiky na jiny vyuzivany virové vektory, obsahujici klicové
geny nezbytné pro zménu charakteru bunky. Avsak hlavnim
rizikem této metody je moznost integrace virové DNA do
bunééného genomu. Z tohoto diivodu jsme pouzili zcela novy
pristup dopravy genetické informace do bunky zaloZeny na
aplikaci syntetické mRNA (syn-mRNA). Syn-mRNA umozni
expresi kliCovych transkripénich faktort stimulujicich
transdiferenciaci neendokrinnich pankreatickych bun¢k na
buiiky produkujici insulin, bez rizika integrace do buné¢ného
genomu a vyvolani nadorového zvratu.

Syn-mRNA byla pfipravena in vitro transkripci
svyuzitim  modifikovanych  nukleotidd  pseudouridin
trifostatu, 5-methylcytidinu a ARCA analogu 5°Cepicky za
ucelem snizeni nespecifické imunitni odpovédi burniky. Pro
transdiferenciaci  byly pouzity syn-mRNA  kodujici
pankreatické transkripéni faktory Pdx1, Neurog3 a MafA.

Smés syn-mRNA byla testovana na pankreatické
exokrinni bunééné linii AR42J po dobu deseti dnti. Na zakladé
analyzy genové exprese a imunofluorescencni detekce bylo
prokézano, ze ptisobeni transkripénich faktort jednak vyvola-
lo expresi obou genti pro insulin Insl a Ins2, ale také byla
stimulovana exprese gent dilezitych pro spravnou funkci
pankreatickych B-bunék jako napt. Glut2, Surl, Kir6.2, Pcskla
Pcsk2. S cilem zvysit miru transdiferenciace byly buiiky
vystaveny pusobeni epigenetického modulatoru 5-Aza-2’-de-
oxycytidinu po dobu tii dnii pted zahdjenim transdiferenciace.
Ogsetfenim bunék timto epigenetickym modulatorem doslo ke
zvySenému poctu insulin produkujicich bunék z 3,5+0.9 % na
14.3+1.9% (n=4). Navic transdiferenciované buriky byly
schopné reagovat na zménu hladiny glukosy (2,5 mM vs. 20
mM glukosa) pomoci zvysené sekrece insulinu do média
(842472 vs. 1157+58 pg insulinu/pg DNA/ml) (n=4).
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Na zakladé¢ naSich vysledki predpokladame, ze
transdiferenciace exokrinnich bun€k na insulin produkujici
bunky pomoci syn-mRNA kodujici pankreatické transkripéni
faktory piedstavuje slibny pfistup pro bunénou terapii
diabetu.

Podporeno MZ CR -RVO (,, Institut klinické a experimentalni
mediciny — IKEM, 1C00023001 ).

THE ROLE OF ATOH1 AND NEUROD1
TRANSCRIPTION FACTORS IN INNER EAR
DEVELOPMENT

IVA MACOVA, ROMANA BOHUSLAVOVA,
TETYANA CHUMAK, JOSEF SYKA, BERND
FRITZSCH, GABRIELA PAVLINKOVA

Institute of Biotechnology CAS, BIOCEV, Primyslova 595,
252 42 Vestec; Charles University in Prague, Vinicna 5,
128 44 Prague 2

lva.Macova@ibt.cas.cz

The morphogenesis of inner ear is governed by the
temporal and spatial expression of transcription factors. The
objective of this project is to elucidate functional role of LIM-
homeodomain protein Isletl and its possible cooperation with
basic helix-loop-helix factors Atohl and Neurodl. For this
purpose, new mouse models with conditional deletion (CKO)
Atohl and/or Neurodl driven by Isletl expression were
created. Inner ear morphology and hearing functions were
compared between CKO mutants and wild type.

The results showed neither senzory hair cells nor
supporting cells in the Atoh1l CKO inner ear. As a consequence
of missing epithelia, the innervation of all inner ear organs was
significantly decreased. Although embryonic Neurodl CKO
inner ears develop almost properly, functional tests revealed
significant hearing deterioration in the adult mutant mice.
Animals carrying the double mutation had no senzory cells and
no supporting cells in the inner ear similarly to Atohl CKO.
However, the innervation pattern of Atohl/Neurodl CKO
inner ears was significantly different compared wild type or
Atohl CKO. The fiber network was condensed in the place of
the missing epithelium with expanded loops.

In conclusion, transcription factor Isletl plays a key role in
specification of all cells of inner ear — hair cells, supporting cells
and neurons of senzory ganglion. Atohl is an important protein
for the formation of the senzory epithelia, whereas proneural
factor Neurodl is necessary for survival of senzory neurons.

The study was supported by the Charles University (project
GA UK No 324615), the CSD (#13-07996S) and by BIOCEV
CZ.1.05/1.1.00/02.0109 from the ERDF.
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FOTOINDUKOVANA METODA ,,CATCH AND
RELEASE“ PRO BIOLOGICKE APLIKACE

DOMINIK MADEA, TOMAS SLANINA, PETR KLAN

Masarykova univerzita, Prirodovédecka fakulta, Ustav
chemie a RECETOX, Kamenice 5, 625 00 Brno
424151@mail.muni.cz

,»Click chemie® je Siroce pouZzivana metodika pro spojo-
vani molekul, napf. peptidd, farmaceutik a fluorescencnich
barvivl. Jeji hlavni piednosti je bioortogonalita, protoze
vychozi latky, alkyn a azid, nereaguji s funk¢nimi skupinami
pfitomnymi v biologickych systémech. Klasické provedeni
click reakce vyzaduje pouziti Cu* jako katalyzatoru. V. Popik
a spolupracovnici? predstavili fotochemickou variantu, ktera
vyuziva cyklopropenony jako prekurzory pro napnuté alkyny.
Fotochemicky generovany alkyn poté podléha click reakci
V pfitomnosti organickych azidd. Neni pfitom potieba zadného
kovového katalyzatoru.

V navaznosti na praci V. Popika pfedstavujeme novou
,,Catch and Release® strategii, jejimZ cilem je fotoindukovana
click reakce a nasledné rozpojeni dvou molekul. V prvnim
kroku je derivat cyklopropenonu transformovan fotochemicky
na piislusny cyklooktyn, ktery nasledné¢ reaguje sp-
hydroxyfenacyl (pHP) azidem za vzniku derivatu 1,2,3-triazolu
(Schéma 1). pHP je fotoodstupitelna chréanici skupina®, ktera
umoziuje konjugat vznikly v pfedchozim kroku rozstépit.
ProtozZe substraty obou fotochemickych reakci absorbuji zateni
riznych vinovych délek, transformace jsou ortogonalni.

Na zaklad¢ tohoto funk¢éniho mechanismu by bylo
mozné vytvaiet konjugaty protilatka-lé¢ivo, regulovat
enzymatickou aktivitu, hybridizovat DNA nebo zkoumat
bunécnou signalizaci.
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Schéma 1. Mechanismus ,,Catch and Release metody
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FTALOCYANINY A JEJICH DUSIKATE IZOSTERY
JAKO FOTOSENZITIZERY VE FOTODYNAMICKE
TERAPII NADOROVYCH ONEMOCNENI - IN VITRO
STUDIE
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Fotodynamickd terapie nadorovych onemocnéni mé tfi
zékladni stavebni kameny: fotosenzitizér (PS), molekularni kyslik
a svétlo. Po inkubaénim ¢ase nutném k tomu, aby se PS dostal do
nadorovych bunék, je aplikovano cervené svétlo, které ma
nejvyssi prostupnost tkanémi. PS je po absorbci svétla excitovan
na vyssi energeticky stav, ze kterého se dostava zpét do zakladniho
stavu emisi fotonu (tedy fluorescenci) a/nebo tvorbou reaktivnich
forem kysliku. Zpusob, jakym dojde k usmrceni buriky, zavisi
nejen na davee svétla a PS, ale také na struktufe PS a jeho
lokalizaci uvniti bunky. PS studované v této praci jsou hydrofilni
a neagregujici zine¢naté ftalocyaniny'? a jejich dusikaté izostery
— tetrapyrazinoporfyraziny® a tetrapyridoporfyraziny* se silnym
absorpénim pasem kolem 780 nm. Fotodynamicka aktivita latek
byla sledovana na nékolika nadorovych bunéénych liniich (HeLa,
MCF-7, A549, HCT116, SK-MEL-28). Zjistovana byla i toxicita
latek bez pritomnosti aktivujiciho zafeni. Doba inkubace byla
stanovena dle ¢asového profilu vstupu latek do bunék. Bylo
7jisténo, ze studované PS jsou lokalizovany v endo-lysozomalnim
systému. Béhem aktivace svétlem je lysozomalni membrana
poskozena, PS se $iti po celé bunce, dochazi k poskozeni dalSich
bunéénych struktur a k rychlé bunééné smrti. Ozafeni ¢ervenym
svétlem (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 11,2 J/cm?) indukuje silny
fototoxicky efekt jiz v nanomolarnich koncentracich, zatimco
toxicita PS bez pritomnosti aktivujiciho svétla zlistava velice nizka
(stovky mikromolt1).

Tato prace vznikla za podpory projektii Grantové agentury
Univerzity Karlovy projekt ¢. 1916214 a Grantové agentury
Ceské republiky projekt ¢. 13-27761-S.
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Withaferin A 1 je jednim z &lent skupiny piirodnich
latek — whitanolidd!, které vykazuji Sirokou $kalu biologic-
kych aktivit (napf. inhibice angiogeneze? a regulace riistu
nervovych buné&k®).

V této praci byla pfipravena knihovna strukturné
zjednodus§enych analogt (2), kde je zachovan centralni trans-
hydrindanovy motiv a dehydro-3-laktonova ¢ast. Pomoci
bunécnych testti (na linii mySich embryonalnich fibroblasttl)
byl identifikovan novy potentni a necytotoxicky inhibitor
signalni drahy Hedgehog (Hh). Podrobnéjsi biologické studie
inhibitoru pomohli odhalit pravdépodobny molekularni
mechanismus: inhibice Smo (transmembranovy receptor,
zahrnuty v signalni draze Hh) s hodnotami Ki = 57 + 10 nM
(cit.*). Hh signalni drdha hraje kli¢ovou roli v embryonalnim
vyvoji a jeji nezadouci aktivace je spojovana s nékterymi typy
rakovinnych onemocnéni (bazalni nador kuze,
meduloblastom). Modulace Hh pomoci malych organicky
molekul mtze vést k lep§imu pochopeni funkce této signalni
dréhy a souvislosti s nékterymi typy nddorovych onemocnéni.

Tato prdce vznikla za podpory grantii: FP7/2007-2013(ERC
Grant 268309); Alexander von Humboldt Foundation, and
FNUSA-ICRC (CZ.1.05/1.1.00/02.0123).
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Elektrozvlaknéna nanovldkna vykazuji analogickou
architekturu k pfirozenému prostiedi tkané ve fyzické struktute
i biologické funkci. Tudiz nanovlakna zvlaknéna z biodegra-
dabilnich polymert jako je polykaprolakton (PCL) maji znaény
potencidl pro tkafiové inZenyrstvi nebo jako mnosite 1é¢ivi.
Nicméné hydrofobni charakter polykaprolaktonu znacné snizuje
biokompatibilitu nanovlaken, a tedy je tieba modifikovat povrch
nanovlaken za icelem zvySeni smacivosti zavedenim polarnich
funkénich skupin (karboxylové, aminové, anhydridové. . )%

Plazmova depozice funkénich vrstev je pro tento ucel
vyhodna metoda, nebot’ umoziiuje Gipravu povrchového slozeni
a morfologie materidlu bez ovlivnéni jeho objemovych
vlastnosti. V prezentované praci byla provedena depozice
reaktivnich ~ karboxylovych a  anhydridovych  skupin
kopolymeraci maleinanhydridu a acetylenu v dielektrickém
bariérovém vyboji (DBD) za atmosférického tlaku. Vyboj byl
zapalen v opticky homogennim moédu®, aby bylo moZno
dosahnout homogenni depozice a minimalizovalo se poSkozeni
tepelné citlivého substratu z PCL nanovlaken.

Za optimalizovanych podminek DBD umoznil depozici
stabilnich vrstev na PCL nanovlakna v celém objemu substratu,
pticemz struktura nanovlaken nebyla poskozena. Anhydridové
skupiny byly chemicky derivatizovany trifluorethylaminem.
Nasledn¢ byla zkoumana homogenita plazmové depozice
pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SEM) a mapovaci
spektroskopie sekundéarnich iontd (SIMS). Chemické vlastnosti
vrstvy  byly zkoumany Fourierovsky transformovanou
infracervenou  spektroskopii  (FTIR) a  rentgenovou
fotoelektronovou spektroskopii (XPS). Byla ur¢ena koncentrace
deponovanych anhydridovych skupin az 8,3 skupin na 100
atomt uhliku.

Tato price zvnikla za podpory MSMT CR, projektem CEITEC
2020 (LQ1601) a grant SCOPES 1Z273Z0_152661 udélenym
Swiss National Science Foundation. Miroslav Michlicek je
stipendista programu Brno Ph.D. talent - financuje statutdrni
mésto Brno.
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Nukleové kyseliny jsou velice dilezitou a zajimavou
tiidou biomolekul, na kterych zavisi existence Zivota na Zemi.
Kromé bézné znamé dvousroubovice tvoii nukleové kyseliny
také vlasenky, i-motivy, triplexy ¢i kvadruplexy. Kazda
z t&chto struktur ma sviij biologicky vyznam a studium jejich
vzniku, strukturnich a konformacnich vlastnosti je dtlezité pro
pochopeni fizeni pfenosu genetické informace.

Guaninové kvartety (G-kvartety) obsahuji ¢tyfi guaniny
vzajemné symetricky propojené Hoogsteenovymi vodikovymi
mustky, jsou zndmé od 60. let minulého stoleti a nedlouho poté
bylo zjisténo, ze maji velky biologicky vyznam. Vyskytuji se
naptiklad v o¢ich hlubokomoftskych ryb, kterym v extrémnich
podminkach pomahaji ostfit, nebo v guanocytech nekterych
pavoukd, ktefi pomoci nich dokazi ménit barvu svého télal.

Obr. 1. G-kvartet: ¢étyfi guaniny vazané vodikovymi mistky
a stabilizované vhodnym kationtem

Jsou-li G-kvartety vytvafeny sekvenci nukleové kyseliny
a jsou-li vazany vertikdlnim stohovanim, hovoiime
0 G-kvadruplexech. Tyto sekvence se vyskytuji v telomernich
usecich DNA, v oblastech promotort genti a dalsich kli¢ovych
regionech DNA. Tyto kvadruplexy maji nejen ochrannou
funkeci pfi replikaci, ale hraji rovnéz duleZzitou roli pti regulaci
genové exprese a mira jejich stability ovliviiuje tadu
zavaznych onemocnéni®

= B35

Obr. 2. Riizné konformace G-kvadruplexu - antiparalelni, “3+1”
hybridni a paralelni struktura

G-kvartety, at’ tvofené jednotlivymi mononukleotidy,
dinukleotidy nebo oligonukleotidy, musi byt stabilizovany
vhodnym kationtem, ktery se miize nachazet v prostoru mezi
jednotlivymi kvartety nebo také v jejich roving. Guaniny
Ucastnici se parovani v G-kvartetu mohou pochazet z riiznych
Casti téhoz fetézce nebo z riznych fetézci, a tim je dana velka
strukturni rozmanitost a bohatd topologie kvadruplexovych
struktur?,

Zakladnim kamenem, ktery stoji za pochopenim
samoasociace oligo- a polynukleotidi, je studium G-kvartetu.
V této studii jsme se zabyvali vlivem (deoxy)ribosového
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rezidua na tvorbu tetrad rtGMP a dGMP (guanosin monofosfat
vs. deoxyguanosin monofosfat). Doposud totiz nebyl proveden
zadny systematicky vyzkum vlivu této skupiny na konformaci
supramolekularnich struktur.

Ukazalo se, Ze ikdyz jsou si ob& molekuly strukturné
velice blizké, schopnost formovat tetrady se zasadné lisi.
Pomoci markerd stanovenych v piedchozi studii* jsme byli
schopni sledovat nejen rozdily v koncentraci tetrad, ale téz
v konformaci samotnych molekul, které jsou soucasti tetrady.
Domnivame  se, ze  odlisna  schopnost = DNA
a RNA tvofit kvadruplexy souvisi kromé jinych faktord
z velké &asti i s rozdilem mezi rGMP a dGMP.

100 mM Na,5'-rGMP g A

400 mM NaQS'—dGMP§ B

Raman Intensity

— +0mMK"
—— + 500 mM K"

— 500 MM K" - 0 mM K"

—— 500 MM K" - 0 mM K*

750 1000 1250 1500 1750 750 1000 1250 1500 1750
Wavenumber [cm '] Wavenumber [cm ‘]

Graf 1. Ramanova spektra rGMP a dGMP a spektralni pasy
vypovidajici o konformaci molekul

Tato prdce vznikla za podpory grantii GACR 15-06785S a GA
UK 388615.
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Folikularni lymfom (FL) je druhym nejcastéjsim ne-
Hodgkinskym B-bunéénym lymfomem. Klinicky pribéh FL je
variabilni, ale jednozna¢né neptiznivou udalosti ve vyvoji FL
je jeho transformace do difuzniho velkobun&tného B-lym-
fomu (DLBCL), coz je spojeno s vysokou mortalitou.
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V projektu jsme se zamgfili na studium microRNA (miRNA),
které souvisi s agresivitou FL a jeho transformaci do DLBCL.
V posledni dobé se ukazuje, ze miRNA maji zasadni vyznam
V patogenezi lymfomi a dalSich malignit jako dulezité post-
transkripcni regulatory genové exprese?.

V nasi praci jsme provedli analyzu exprese 380 miRNA
u 16 vzorkl pacientii s FL transformujicim do DLBCL (8
part). Identifikovali jsme statisticky vyznamné zmény exprese
6 miRNA. Nejvyrazngjsi zménou byl pokles exprese miR-150
(~5x) a také jsme detegovali vyznamné niz$i hladiny miR-150
v de novo DLBCL oproti FL. Nizka exprese miR-150 byla
asociovana s krat§Sim celkovym piezivanim FL pacientd
V nasem souboru (n=89, median pfeziti 6,2 let vs. nedosazeno,
P=0,007). Nizsi hladiny miR-150 byly pozorovany u pacientl
S vyssi prolifera¢ni aktivitou (Ki67>20 %; P=0,003) a vyssim
rizikovym skoére FLIPI (3-5; P=0,03). Zjistili jsme, Ze miR-
150 reguluje v malignich B-buiikach hladiny proteinu FOXP1.
Bylo opakované popsano, ze vysoké hladiny FOXP1 asociuji
s agresivitou B-bunéénych lymfomi a nae pozorovani
potencialné objasiuji mechanismus regulace FOXP1 pomoci
miR-150. Ukézali jsme, ze FOXP1 a miR-150 #di aktivitu
signlni drdhy B-bunééného receptoru (BCR) v kontextu
interakci v nadorovém mikroprostredi, coz potencialné poprvé
objasiiuje vyznam téchto molekul v biologii B-bunéénych
lymfomu.

Nase vysledky ukazuji, Ze miR-150 hraje dileZitou tlohu
v patofyziologii FL a muze slouzit jako prognosticky marker.
Dale pracujeme na objasnéni toho, do jaké miry miZze byt
snizeni hladiny miR-150 kauzalni pro agresivitu FL, resp.
transformaci FL do DLBCL.

Podporeno: GACR (GAI6-13334Y); AZV MZ CR (I6-
29622A); TACR (TE02000058/2014-2019); SoMoPro 11 —no.
4SGA8684 (ko-financovdno Evropskou unii a Jihomoravskym
krajem); EHA Fellowship award; MSMT CR, grant LD15144
(COST CZ); MUNI/A/1028/2015; MSMT CR v rdamci projektu
CEITEC 2020 (LQ1601)
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Lidska kize ptedstavuje komplexni biologicky systém
chranici hloubéji ulozené tkané, regulujici télesnou teplotu,
zabraiujici ztraté tekutin a absorbujici nckteré 1éky.
Pfi poruseni této ochranné bariéry, napf. popalenim, je funkce
této bariéry porusena a pro rychlejsi hojeni se pouzivaji
hygrogely. Mezi dalsi vyhody pouziti hydrogeli na hojeni
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kize patii bezbolestné odstranéni obvazu, aniz by se poskodila
nové vytvorena tkan, méné jizev, jejich propustnost pro kyslik
nebo kontrolovatelné davkovani 1é¢iv. Hydrogely mohou
byt ptipraveny ze syntetickych nebo piirodnich polymerd,
avSak pfirodni polymery, mezi které patii rostlinné
polysacharidy, vykazuji vyssi biokompatibilitu,
biodegradabilitu a obsahuji biologicky rozeznatelné skupiny
podporujici bunéénou aktivitu.

V nasi praci jsme se zaméfili na pfipravu novych
hydrogelovych filmi pro vlhké hojeni ran (napf. popalenin).
Cilem bylo vyvinout hydrolyticky stabilni hydrogely
obsahujici rostlinné polysacharidy s hojicimi vlastnostmi,
které budou cenové dostupné a s moznosti regulace jejich
stability (degradace) mnozstvim pfidanych aditiv.

Elastické transparentni hydrogely byly uspésné
pfipraveny z pfirodni rostlinné pryskyfice stromu Sterculia
Urens, jejichz mechanické vlastnosti byly vylepSeny pfidanim
syntetického polymeru. Z pfipravenych smési o riznych
pomérech obou polymert a s riznymi koncetrami sit'ovadla
byly pfipraveny hydrogelové filmy a analyzovany pomoci
chemicko-fyzikalnich metod FTIR a TGA. Dale byla
testovana botnaci schopnost filmii ve vodé, kde bylo ovéfeno,
ze S vy$8im ptidavkem sitovadla botnaci schopnost hydrogeld
klesa a lze tedy kontrolované nastavit sorpci vody. Kromé
tohoto parametru byla dale sledovana degradace
hydrogelovych filmd, kterd je dualezitym parametrem
pro nasledné pouziti materidlu. Bylo zjisténo, Ze rychlost
degradace jezavisla na poméru piirodni pryskyfice
ku syntetickému polymeru a na koncentraci sitovadla. Vzorky
S vy$8im obsahem pryskyfice a niz§i koncentraci sitovadla
degraduji  rychleji, coz je zplsobeno rozruSovanim
intramolekularnich interakei.

Pfipravené hydrogelové filmy byly také testovany
na viabilitu 3T3 bunék s vysledkem prokazujicim vhodnost
pouziti téchto materidll pro regenerativni medicinu.

Tento vyzkum byl financné podporen Ministerstvem
skolstvi, mladeze a télovychovy CR v ramci projektu
CEITEC 2020 (LQ1601).
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Electron transport through single molecules, especially
chiral ones, has recently attracted a great interest of the
scientific community. It has also been envisaged that further
physical phenomena, such as electrical magneto-chiral
anisotropy or spin-polarized transport, might be enhanced by
increasing number of the fused rings of a polycyclic aromatic
system. The lack of the easily accessible long nonracemic
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helically chiral molecules led to the quest for efficient
methodologies for their preparation.

Here, we report on the synthesis of the extremely long
(M,R,R)-[19]helicene Il containing the 2H-pyran rings
(Scheme 1). The key synthetic step is a quadruple
diastereoselective [2+2+2] cycloisomerization of the starting
(R,R)-dodecayne | mediated by Ni(0) or Co(l) complexes.
Stemming from the methodology developed in our laboratory,*
the two stereogenic centers in the linear oligoyne steered the
helical folding in such a way that the final (M,R,R)-
[19]helicene 11 was obtained in an enantiomerically and
diastereomerically pure form. It represents the longest helicene
so far prepared.

Tol Tol

AN AN

CpCo(CO),
—_—
flow reactor
20%

(M,R,R)-Il
>99% de

Scheme 1.
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Grafen je material, ktery diky svym unikatnim
fyzikdlnim a chemickym vlastnostem pfitahuje stale vétsi
pozornost. Uplatnéni téchto vlastnosti je mozné napiiklad
vnové generaci baterii ¢i kondenzatord. V nich typicky
dochézi k sorpci nabitych ¢astic na povrch grafenu.

Cilem této studie je popis interakci mezi monovalentnimi
ionty, kationty alkalickych kovt a halogenidy, a m-systémem
grafenu. Aromaticky povrch receptoru je reprezentovan
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molekulou koronenu. Ke studiu byla vyuZzita metoda teorie
funkcionalu hustoty (DFT) a nasledné byla provedena analyza
elektronové hustoty a vertikalnich excita¢nich energii. Model
byl ,,ponofen* do implicitniho rozpoustédla s vlastnostmi
vody. Externi homogenni elektrické pole (EEP) bylo
aplikovano tak, aby posililo nebo naopak oslabilo interakci

iont-xt systém.
a S b
& AL A

3 g’\ — 2@

L J
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Obr. 1. Externi elektrické pole indukuje zborceni prvni solvata¢ni
sféry kationtu Li*. a) EEPz =0 a.u. b) EEPz = +0,01 a.u.

Disociacni a asocia¢ni dé&je jsou v implicitnim solventu
fundamentalné odlisné od vakua, v némz dochazi k plynulé
sorpci iontll na m-systém. V solventu byly pfi téchto dg&jich
pozorovany diskontinuity, obzvlasté u ,.tvrdych* iont, Li* a
F-. Nahlé zmény ve vzdalenosti iont-t a v interakéni energii
(IE) byly pfisouzeny rozpadu/reorganizaci prvni solvatacni
sféry pfi kritické hodnoté EEP, odlisné u rtznych iontd.
Implicitni solvent predikuje rtiznou velikost EEP, pfi niz
dochazi k asociaci resp. disociaci téhoz iontu. Tato hypotéza
je podpofena vypodty, v nichZ jsou ionty pti adsorpci obaleny
Sesti molekulami vody. U tvrdSich iontti dochdzi ke kolapsu
solvataéni vrstvy pii vysSsich hodnotach EEP.

Analyza vertikalnich excita¢nich elektronickych stavi
v souladu s delokalizaénim indexem (DI) Kvantové Teorie
»Atoml v Molekulach® (QTAIM) ukazuje na odliSnou miru
klasické a kvantové stabilizace vazeb aniont-n vs Kationt-.

Z metodologického hlediska je ptekvapivé, ze implicitni
solvent, tzn. nestrukturované pole obalujici dany systém,
dokdze zachytit jemné rozdily v chovani ionti pochopitelné
chemickou intuici. Prezentované zavéry pomohou pochopit
mechanismy sorpce iontll na aromaticky povrch grafenu na
atomarni urovni a mohou pomoci Kk racionalnimu navrhu
pokrocilych elektronickych soucastek s lep§imi vlastnostmi.

IMOBILIZOVANE IMIDAZOLIDIN-4-THIONY JAKO
RECYKLOVATELNE ENANTIOSELEKTIVNI
KATALYZATORY PRO HENRYHO REAKCI

GABRIELA NOVAKOVA, PAVEL DRABINA, MILOS
SEDLAK

Ustav organické chemie a technologie, Fakulta chemicko-
technologicka, Univerzita Pardubice, Studentska 573, 532 10
Pardubice

Gabriela.Novakova@student.upce.cz

Produktem asymetrické Henryho reakce je substituovany
chirdlni neracemicky B-nitroalkohol, ktery lze dale pouZit
pro ptipravu farmaceutickych substanci, u kterych je opticka
Cistota dillezitym faktorem?. Asymetrickou Henryho reakci Ize
katalyzovat riiznymi typy kovovych chirdlnich komplexd,
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pricemz nejlepsich vysledki bylo dosazeno v ptipadé pouziti
méd’natych komplext?. Jednd se prevdzné o homogenni
katalyzatory, které jsou po reakci S$patn€ separovatelné
zreakéni smési. Trendem poslednich let je snaha tyto
katalyzatory imobilizovat ukotvenim napfiklad na heterogenni
nosice, a to nejen z ditvodu snadné separovatelnosti, ale také
moznosti op&tovného pouziti katalyzatoru®.

Cilem této prace bylo provést imobilizaci méd’natého
komplexu substituovaného 2-(pyridin-2-yl)imidazolidin-4-
-onu, U¢inného enantioselektivniho  katalyzatoru?, na
polymerni nosi€. Imobilizace spocivala ve strukturni
modifikaci ligandu — nahrazeni atomu kysliku v imidazolidin-
4-onovém cyklu za atom siry. U méd’natého komplexu nové
vzniklého ligandu byla prokazana srovnatelna
enantioselektivita jako u kyslikatého analogu (~ 90 % ee).

2 CH
Q\\fNH
N —S
HN\%/CHS
HyC

CHj;
Obr. 1. Nové pripraveny ligand 5-isopropyl-2,5-dimethyl-2-
-(pyridin-2-yl)imidazolidin-4-thion

Déle byly ptipraveny Kkatalyzatory ukotvené na
polymerni nosi¢e — riizné typy botnavych chlormethylovanych
polystyreni, u nichz byla studovana enantioselektivita,
moznost separace a jejich recyklace. Enantioselektivita
imobilizovanych katalyzatorii byla v porovnani s homogen-
nim srovnatelna, a 1ze je mnohonasobné recyklovat. Jsou proto
ekonomicky i ekologicky vyhodné&jsi formou katalyzatoru.
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INTERAKCE B LYMFOCYTU

S MIKROPROSTREDIM VEDOU KE ZVYSENE
EXPRESI CD20 PRES AKTIVACI DRAHY
CXCRA4/SDF-1: VYZNAM PRO LECBU PACIENTU S B
BUNECNOU LEUKEMI{
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V 1é¢bé B bunéénych leukémii a lymfomt se v soucasnosti
jako velmi slibna jevi terapie pomoci inhibitorQ signalni drahy
B bunécného receptoru (BCR; napf. ibrutinib) a jsou zvazovany
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kombinace s monoklonalnimi protilatkami (mAb) anti-CD20
(napf. rituximab). Inhibitory BCR pferusuji interakci malignich
B bunék s nadorovym mikroprostfedim lymfatickych uzlin a
kostni dfen¢ a indukuji jejich mobilizaci do periferni krve, ¢imz
je ¢ini pristupnéj$i pro mAb. V nasi studii jsme vSak zjistili, Ze
podavani ibrutinibu in vivo vede u malignich B bunék pacientl
s chronickou lymfatickou leukémii (CLL) k poklesu hladiny
CD20 (p<0,0001), coz je molekula cilend vétSinou mAb
vyuzivanych v terapii B buné&¢nych malignit. Také to ukazuje,
ze CD20 mize byt regulovano dosud neznamym mechanismem
v mikroprostfedi.

Analyzovali jsme subpopulace primarnich CLL bunék
rozliSené na zakladé povrchové exprese CDS a CXCR4. Nizké
hladiny chemokinového receptoru CXCR4 a vysoka exprese
aktivaéniho markeru CDS5 charakterizuje CLL bunky, které
teprve v nedavné dobé opustily mikroprostiedi a jsou jim tedy
nejvice ovlivnény (CXCR44mMCD5r9M), Tato subpopulace CLL
bunék vykazovala vyssi hladiny CD20 a to jak na bunééném
povrchu, tak i na Grovni mRNA (P<0,01). Nasledné jsme ko-
kultivovali primarni CLL buiky se stromalnimi butikami kostni
dfen¢ (HS-5) a pozorovali, ze ko-kultivované CLL buiiky mély
vyssi hladinu CD20 nez kontrolni buiiky kultivované na plastiku
(P=0,01) a ze pridani ibrutinibu tuto up-regulaci CD20
inhibovalo (P<0,05).

Nasledné jsme identifikovali pfesnou molekularni drahu
zodpovédnou za tyto efekty. Ukézali jsme, Ze ligand receptoru
CXCR4 — chemokin SDF-1a indukuje zvy$eni exprese CD20
(P<0,05). Naopak aplikace inhibitoru CXCR4, plerixaforu nebo
ibrutinibu potlacila zmény v expresi CD20 indukované SDF-1.

V této studii jsme poprvé ukazali, Ze interakce
mikroprosttedi s CLL butikami vede ke zvySené expresi
CD20. Popsali jsme prvni znamy mechanismus regulace CD20
u malignich B bunék, coz méd vyznamné disledky pro
kombinac¢ni 1é€bu pacientt.

Podporeno: GACR (GA16-13334Y), AZV MZ CR (16-
29622A), TACR (TE02000058/2014-2019;) SoMoPro Il — no.
4SGA8684 (ko-financovino EU a JM krajem), EHA
Fellowship award; MSMT CR, grant LD15144 (COST CZ);
MUNI/A/1028/2015; MSMT CR v rdmci projektu CEITEC
2020 (LQ1601); G.P. je podporovana méstem Ostrava.

FOTOAKTIV’NI',KVON.,I UGAT NANDROLONU PRO
ZOBRAZOVANI ZIVYCH BUNEK A
FOTODYNAMICKOU TERAPII

VLADIMIRA I{AVLiéKovAa, SILVIE RIMPELOVA?,
MICHAL JURASEKP, KAMIL ZARUBA®, OLDRICH
LAPCIK®, PAVEL DRASAR?, TOMAS RUML?

aUstav biochemie a mikrobiologie, ®Ustav chemie pFirodnich
latek, “Ustav analytické chemie; Vysokd skola chemicko-
technologicka v Praze, Technicka 3, 166 28 Praha
tomas.ruml@vscht.cz

Vyvoj novych, méné invazivnich a zaroven vysoce
ucinnych metod 1é¢by karcinomi je pfedmétem mnohych
studii poslednich let. Mezi dlouhodobé vyuzivané metody
lécby nenadorovych i nadorovych onemocnéni patii
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fotodynamicka terapie (PDT). Ta vyuziva fotosenzitivnich
latek, tzv. fotosenzitizérii (PS), které po aktivaci svétlem
generuji v pfitomnosti molekularniho kysliku jeho vysoce
toxické reaktivni formy (reaktivni kyslikové CcCastice a
singletovy kyslik). Jejich vlivem je v builice spustén proces
apoptozy, diky ¢emuz dochazi ke zniceni nadoru. Hlavnim
ukolem ve vyvoji posledni generace PS je zajisténi
selektivniho cileni do nadorové tkané. Toho je obvykle
dosazeno spojenim PS s molekulou pfenasece, tim mohou byt
napt. protilatky, lipoproteiny, steroidy ¢i nanocastice. Nami
studovany konjugat vznikl spojenim pfirodniho PS, feoforbidu
sanabolickym  androgennim  steroidem  nandrolonem.
Steroidni ¢ast konjugatu zajistuje jeho cileni do bunck
produkujicich  androgenni receptor (AR). Ten ma
nezastupitelnou roli v celé fadé fyzilologickych procest, jeho
nadprodukce v8ak byva Casto spojovana s karcinomy prostaty.

Cilem prace bylo ovéfit fototoxické ucinky nove
syntetizovaného konjugatu nandrolonu na bunénych liniich
produkujicich AR i téch, které AR pfirozené neprodukuji.
Fototoxicita byla stanovena WST-1 testem (stanoveni
metabolické aktivity bun€k) po ozafeni svétlem vinové délky
v rozsahu 450-800 nm (svételna divka 4 J-cm?), v paralele
probihalo  stanoveni neozafenych bunék. Konjugat
(0,1-10 umol-I'Y) nevykazoval bez fotoaktivace vyznamnou
cytotoxicitu na nadorovych liniich LNCaP, AR U-2 OS a
PC-3. Nicmén¢ po aktivaci svétlem inhiboval konjugat
nandrolonu s feoforbidem proliferaci o vice nez 50 % (od
0,5 umol-L'Y) oproti kontrolnim neozafenym butikam.
Fluorescenéni mikroskopii zivych bunék byla urcena
intracelularni lokalizace konjugatu (100 nmol-L?, 3 h)
v endoplazmatickém  retikulu  (LNCaP, MCF-7) a
mitochondriich (LNCaP, PC-3, MCF-7). Diky vysoké
fototoxicité po osviceni a nizké toxicité ,,za tmy* se zda byt
tento konjugat slibnym kandidatem pro vyuziti v PDT
karcinomu prostaty.

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSMT CR ¢ 20/2016.

FLUOROVANY ETHYLEN-PROPYLEN
MODIFIKOVQNY ARGONOVYM PLAZMATEM PRO
ADHEZI BUNEK

LUCIE PETERKOVA? SILVIE RIMPELOVA? PETR
SLEPICKAP, NIKOLA SLEPICKOVA KASALKOVAP,
MARTIN VESELY®, VACLAV SVORCIKP, TOMAS
RUML?

aUstav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha, bUstav
inZenyrstvi pevnych latek, VSCHT Praha, Ustav organické
technologie, VSCHT Praha, Technickd 5, 166 28 Praha 6
tomas.ruml@vscht.cz

Fluorovany ethylen-propylen (FEP) je polymer
s hladkym hydrofobnim povrchem, coz vyrazné snizuje
adsorpci latek a adhezi bunék na jeho povrch. Jednim ze
zpisob, jak usnadnit adhezi tkaniovych bunék na povrch FEP,
je modifikace argonovym plazmatem. Tato jednoducha, rychla
a reprodukovatelnd metoda zvySuje smacivost a drsnost
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povrchu polymerniho materidlu a vytvari tak podminky pro
adhezi buné¢k. Pfipravili jsme matrice FEP modifikované Ar
plazmatem o vykonu 3 a 8 W po 0-240 s a kultivovali na nich
lidské imortalizované keratinocyty linie HaCaT, které jsou
pouzivany jako modelova linie pro testovani biokompatibility.
Pomoci fluorescencni mikroskopie jsme sledovali jejich
adhezi, proliferaci a morfologii v rozsahu 6-72 h. Nejvétsi
prirGstek mély buriky na matricich modifikovanych 20-80 s,
nezavisle na pouzitém vykonu plazmatu. Bunky HaCaT na
modifikovanych matricich byly rozprostieny jako na
kontrolnim polystyrenu pro tkanové kultury (PS), zatimco na
nemodifikovaném FEP byly zakulacené a rostly v kulovitych
shlucich. S pomoci skenovaci elektronové mikroskopie byla
navic pozorovana c¢etnd mezibunééna spojeni bunck
kultivovanych na vybranych modifikovanych povrsich. Také
metabolicka aktivita bunék na modifikovanych matricich,
stanovena pomoci WST-1 testu, byla vy$§i nez na
nemodifikované kontrole. Syntéza adhezivnich proteint
talinu 1 a vinkulinu, jejichz mnoZstvi v butikich ovliviiuje
rozprostteni a adhezi bun&k!? byla stanovena metodou
imunoblot a na modifikovanych matricich se vyrazné nelisila
od PS kontroly. Tyto vysledky naznacuji efektivitu povrchové
modifikace FEP Ar plazmatem pro zvySeni adheze bunék.

Prace byla financovana projektem GACR ¢. P108/12/G108.
Financovano z ucelové podpory na specificky vysokoskolsky
vzkum (MSMT &.20/2016).
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NASTROJ PRO STUDIUM BUNECNYCH INTERAKCI
KMENOVYCH BUNEK

JAKUB POSPISIL**, JOSEF VINCENC OBONA¢,
VRATISLAV KOSTAL?, JARMILA MLCOUSKOVAP,
KATERINA KREJCI?, SARKA BIDMANOVAS, KAMIL
PARUCHY, JIRf DAMBORSKY®, ALES HAMPL?,
JOSEF JAROSaf

aUstav histologie a embryologie, LF; PBiologicky iistav, LF;
Ustav experimentdlni biologie, PF; YChemicky iistav, PiF,
Masarykova univerzita, Kamenice 5, Brno; ¢ TESCAN Brno,
S.1.0., Brno; "Mezindrodni klinické vyzkumné centrum
(ICRC), Nemocnice u sv. Anny, Brno
pospa.kuba@centrum.cz

Mezibunééna komunikace a interakce bun&k s okolni
extracelularni matrix hraji klicovou roli v mnoha biologickych
procesech (napf. proliferace, diferenciace). Jedna se o
komplexni dé&je, jejichz studium in vitro je Vv soucasnosti
vysoce aktudlni, ale doposud zalozeno na napodobovani
ptirozeného buné¢ného mikroprostiedi spiSe v mikrometro-
vém méfitku. A to bud’ ndhodnou distribuci biomolekul, nebo
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organizaci molekul Vv mikrometrovych doménach. OvSem
k podrobnéjsimu pochopeni a detailni analyze mezibun&¢nych
interakci jsou fyziologicky relevantni rozméry a organizace
biomolekul v nanometrové trovni, proto jsme pro vytvoteni
nanostruktur  vyuzili modernich technologii skenovaci
elektronové mikroskopie (SEM).

Cilem této prace byl vyvoj litografické techniky pro
ptipravu nanostrukturovanych povrchi, které by bylo mozné
dale modifikovat funkénimi biomolekulami. K témto tceltiim
byly platinové nanostruktury deponovany na kiemikovy
povrch pomoci fokusovaného iontového svazku (FIBID) a
svazku elektronti (FEBID).

Topografie a vlastnosti nanostruktur byly charakterizo-
vany pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM) a SEM.
Metodou FEBID jsme byli schopni optimalizovat depozici
vzoru s $itkou ¢ary méné nez 10 nm, ¢ehoz v soucasnosti neni
mozné dosdhnout zadnou konvenéné pouzivanou litografickou
technikou. Dale pak byl navrzen a realizovan novy model pro
imobilizaci molekul. Byla vytvofena rekombinantni biomo-
lekula obsahujici ephrinovy receptor EphA2, ktera se skrze
linker vaze ke kovovym povrchim (Au, Pt). Pomoci svételné
a imunofluorescen¢ni mikroskopie byla pozorovana interakce
EphA2 proteinu s embryonalnimi kmenovymi bufikami. Nase
vysledky poukazuji na moznost vyuziti takovychto nanostruk-
turovanych systému pro detailni analyzu buné¢nych interakei.

Tento projekt byl financovin Grantovou agenturou MU
(MUNI/A/1558/2014, MUNI/A/1352/2015), Evropskym
regiondlnim vyvojovym fondem - Projekt FNUSA-ICRC (No.
CZ.1.05/1.1.00/02.0123) a Grantovou agenturou Ceské
republiky - projekt No. GA15-11707S.

URCENI BUNECNE ROLE MS1, MALE RNA
Z Mycobacterium smegmatis

JIRI POSPISIL*, MARTINA JANOUSKOVA,
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LIBOR KRASNY

Mikrobiologicky iistav AV CR, v. v. i., Videriska 1083, 142 20
Praha 4 — Kr¢
jiri.pospisil@biomed.cas.cz

Bakterie se vyznacuji svoji vlastnosti rychle reagovat na
zmény podminek okolniho prosttedi. Tato vlastnost je
umoznéna zménou genové exprese. Genova exprese je
ovliviiovana na nékolika urovnich, z nichz jedna je pfepis
genetické informace z DNA do RNA (transkripce), za pomoci
klicového enzymu RNA polymerasy (RNAP). Bakteridlni
RNAP je slozena z podjednotek jadra (a2pp'w) a faktoru
sigma, ktery rozeznava specifickou promotorovou sekvenci na
DNA, coz vede k zahjeni transkripce.

V poslednich letech stale roste zajem o regulaci genové
exprese pomoci malych nekodujicich RNA (sRNA). Jako prvni
SRNA byla v 60. letech objevena 6S RNA u bakterie Escherichia
coli (délka ~184 nt). Trvalo ovSem dalSich ~30 let nez byla
pochopena jeji funkce. 6S RNA se vaze béhem stacionami faze
rGstu na RNAP, obsahujici faktor 7 (primarni faktor sigma) a
vyznameé ovliviiuje genovou expresi.
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V nasi laboratofi jsme objevili, ze mykobakterie neobsahuji
6S RNA, ale jinou SRNA — Msl1 (délka ~300 nt). Msl se vaze na
RNAP bez faktoru sigma a pravdépodobné ptisobi mechanisticky
odlisné nez 6S RNAIL. Po deleci Msl zmykobakterialniho
genomu a nasledné sekvencni analyze RNA byl prokazan
dramaticky vliv Ms1 na genovou expresi. Nasledné byly uréeny
fenotypové projevy mutanta bez Msl v porovnani s divokym
kmenem a navrzen model funkce této malé RNA.

Vyzkum byl podpoien Grantovou agenturou Ceské republiky
(projekt 15-05228S).
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Terminem plicni rakovina (téZ bronchogenni karcinom)
mizeme oznacit nadory vznikajici v praduskach a plicni tkéni.
Celosvétoveé patfi mezi jednu z nejCastéjSich pficin umrti
asociovanych s nadorovym onemocnénim jak u muzi, tak i u
zen s kreditem vice nez 1,38 miliond umrti ro¢né. Je proto
zcela nezbytné identifikovat biomarkery, které mohou pfispét
k prognoze a monitorovani prab&hu onemocnéni, stejné jako
k predikci 1é¢ebné odpovédi. Biomarkery mohou byt
identifikovany v nadoru samotném, v télnich tekutinch,
periferni krvi nebo ve vydechovaném vzduchu. Existuje fada
znamych biomarkerd pro nemalobunéény karcinom plic
(NSCLC), ktery piedstavuje asi 75-80 % nadora plic.
V klinické praxi jsou rutinné vySetiovany zejména pocty kopii
chromosomu 7, genit EGFR (epidermal growth factor
receptor), ALK (anaplastic lymphoma kinase) a ROS1 (c-ros
oncogene 1). Krom¢ numerickych zmén je sledovana rovnéz
pritomnost ptestaveb v genech ALK a ROS1. Literarni zdroje
generuji celou $kalu dalSich potencialnich biomarkert, které
by mohly mit prediktivni a prognosticky vyznam. V klinické
praxi mohou mit vyznam pouze ty, které jsou co nejméné
technicky, ekonomicky a ¢asové naro¢né.

Hlavnim cilem na$i prace bylo studium vybranych
molekuldrné-genetickych biomarkerd (pocet kopii geni
EGFR, C-MYC, C-MET, FGFR, pfitomnost pfestaveb v ge-
nech ALK a ROSI, status kopii chromosomi 7 a 8, pfitomnost
mutaci v genech K-RAS a B-RAF) pro objasnéni jejich vlivu
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na prognézu a predikcei lé¢ebné odpovédi u pacienti s NSCLC.
Tyto geny hraji dilezitou roli v malignich procesech bunék.

V nasi studii byl vySetfovan soubor 228 pacienti
S NSCLC, 1écenych v adjuvantnim rezimu. 70/228 pacientd
bylo 1éCeno pouze chirurgicky, u 158/228 pacientli byla
chirurgicka 1é¢ba nasledovana adjuvantnim rezimem terapie
zalozeném na kombinaci derivati platiny s vinorelbinem. Jako
material byly pouzity parafinované fezy fixované ve formalinu
(FFPE). Metodou fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) byl
vySetfen status vybranych geni a chromosomud, véetné
pritomnosti pfestaveb ¢i mutaci. Vzorek byl hodnocen jako
ALK/ROSI pozitivni, pokud vice nez 15 % jader vykazovalo
rozde€leny signal (typicky pro ptitomnost piestaveb). Ostatni
biomarkery byly povazovany za pozitivni, pokud u vice nez
30 % jader byla detegovana ztrata/zisk poctu kopii dané¢ho
markeru nebo byl primérny pocet kopii vyssi nez 2,5. Byla
provedena statistickd analyza s pouzitim standardnich
statistickych metod a ptistupti (Kaplanova-Meierova analyza,
Wilcoxondv ,rank-sum* test, Fisheriv test, Mannv-
Whitneyiv test, atd).

Z hlediska histologie bylo procentualni zastoupeni Zen v
nasem souboru pacientd vys$$i u adenokarcinomut (48/56 v
adeno vs. 17/94 v nonadeno, P-hodnota = 0,001) nez u
nonadenokarcinomil. Pacienti s adenokarcinomy byli mladsi
(median 65 let, n=104/215, P-hodnota 0,023 vs. median 67 let,
n=111/215).

0s

N events median (95%Cl) HR (95%Cl) p-value
FISH_ROS1 normal 153 66 (43.1%) 44.8(33.1,NA)
disrupted 5  4(80%)  18.3(9.4NA) 2.8(1.02-7.84) 0.046
logrank p-value=0.037
FISH_ROS1
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Obr. 1. Vliv piestaveb ROS1 genu na celkové pieZiti (OS);
Pacienti s ROS1 piestavbami maji hors$i prognézu a umiraji
diive

Bylo zjisténo mnoho ocekavanych korelaci, které se
jevily jako statisticky vyznamné (stage vs. celkové preziti
(0S), celkové bezptiznakové preziti (DFS), preziti bez
rakoviny (CSS)). Rovnéz byly provedeny korelace poc¢tu kopii
jednotlivych markerti ve vztahu K histologickému typu nadoru.
Z pozorovani vyplyva, ze procentudlni zastoupeni amplifikaci
genu EGFR bylo vys$si u adenokarcinomi, zatimco zvySeny
pocet kopii genu ALK (podobné jako u C-MYC) byl zastizen

83

16. Amerika

u nonadenokarcinomil. Tento fenomén vsak nebyl statisticky
vyznamny. Dal§im parametrem, ktery jsme v na$i studii
sledovali, byla korelace pieziti pacientd ve vztahu k nami
vybranym markerim. Bylo zj§téno, Zze pfitomnost ROSI
piestaveb je Spatnym prognostickym faktorem, nebot’
signifikantné zkracuje dobu celkového prezivani pacienti
S touto aberaci (obr.1).

Rovnéz bylo zjisténo, ze buiky s jednou aberaci tthnou
k polyzomii — takovéto zmény maji kumulativni charakter a
jedna zména byva Casto doprovazena jesté jinou (jinymi)
zménami. Tento fenomén byl pozorovan v piipad¢ korelaci
mezi poéty chromosomi CEP7 a CEP8, podobné u korelaci
chromosomu a genit CEP7 a FGFR, CEP8 a ROS1, ROS1 a
C-MYC, CEP7 a C-MYC, ROS1 a FGFR. Se zvysujicim se
poctem jednoho markeru doslo v téchto pfipadech ke zvyseni
jeste jiného (jinych) markeru(t).

Z hlediska OS, CSS a DFS se jevi jako statisticky
vyznamny i pocet kopii chromosomu 8. Monozomie tohoto
chromosomu je signifikantné asociovana s hor§i progndzou
pacient. Jako specidlni kategorie pacientll lze povazovat
skupinu charakterizovanou  ptitomnosti alespoii jedné
monozomie a soucasné alespon jedné polyzomie sledovanych
chromosomi 2,6,7 a 8. Tyto zmény jsou asociovany rovnéz s
horsi prognozou pacienti.

Vysetfovani poctu kopii chromozomi se jevi jako
dtlezity prognosticky faktor, nebot’ vyznamné ovliviiuje
preziti pacientt. Dalsi statisticky vyznamnym faktorem
ovliviiujicim OS je ptitomnost ROS1 ptestavby. Tato aberace
je neptiznivym prognostickym faktorem.

Tato prace byla podporena grantovymi projekty IGA UP LF
2015-10, IGA MZ CR NT/13569, NPU LO1304 a Centrem
kompetence pro molekularni diagnostiku a personalizovanou
medicinu TE02000058.

GLUTATHION-S-TRANSFERASA U MOTOLICE
Calicophoron daubneyi A JEJI INTERAKCE
S OXYKLOZANIDEM

LUKAS PRCHAL? RUSSEL MORPHEW?P, PETER
BROPHY?, BARBORA SZOTAKOVA?

8Farmaceuticka fakulta Univerzity Karlovy, Heyrovského
1203, 500 05 Hradec Kralové; °PIBERS, Aberystwyth
University, Penglais, Aberystwyth, Ceredigion SY23 3FL
prchall@faf.cuni.cz

Motolice patii mezi plosténce, ktefi parazituji v riiznych
castech tél zvifat i lidi, u zvifat jsou pfi¢inou mnohych
onemocnéni a tim i ekonomickych ztrat chovateli. Motolice
bachorova Calicophoron daubneyi Zije v travicim traktu ovci,
skotu a dalsich ptezvykavct. Na rozdil od motolice jaterni je
nebezpecna pouze pii velké infekcei a u mladych a oslabenych
zvitat. Nyni se oviem rychle $ifi po Britskych ostrovech?.
Glutathion-S-transferasa (GST) je enzym metabolizujici fadu
Xeno- i eubiotickych substrati. Dal§im z diivodu pro vyzkum
tohoto enzymu je i moZnost tvorby vakcin proti parazitozam?®,
GST byla izolovana z homogenatu motolic, pfecisténa pomoci
glutathionagarosy, stanoveny aktivity a izolovana GST byla
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identifikovana pomoci 1D i 2D elektroforézy s naslednym
blotovanim a hmotnostné spektrometrickou detekei. Déle byly
také provedeny pokusy ex vivo s ovlivnénim motolic pomoci
lé¢iva  oxyklozanidu (OXC) pattictho do skupiny
salicylanilidti a byla sledovana jeho u€innost proti motolicim i
vliv na GST. Do budoucna by se mély stanovit i aktivity
dalsich enzymu a zjistit, zda u C. daubneyi dochazi
k metabolismu OXC.

Aktivity GST v homogenatu se pohybovaly kolem 0,7
pmol/min/mg. Pomoci imunodetekce bylo zjisténo ze cast
proteini reaguje s protildtkami anti-sigma-GST i anti-mi-
GST. Nasledné hmotnostné spektrometrické stanoveni
prokazalo pfitomnost sigma GST fragmentd témét identickych
s motolici jaterni. OXC je u¢inny proti C. daubneyi pii
koncentracich pfes 5 uM. Pfi porovnani aktivity GST u
extrakt a cisténych vzorkd ovlivnénych OXC bylo sice
pozorovano mirné zvySovani, ale vysledna zména nebyla
signifikantni. Do$lo k mirné zméné na 2D elektroforetickém
gelu.

Prdce byla podporena Univerzitou Karlovou (SVV 260 186).
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VARIANTY RETROVIROVYCH GLYKOPROTEINU
A JEJICH FUNKCE IN VITRO A IN VIVO

DAVID PRIKRYL*, VIT KARAFIAT, VLADIMIR
PECENKA

Ustav molekuldrni genetiky AV CR, Oddéleni virové a
bunécné genetiky, Videnska 1083, 142 20 Praha 4
David.prikryl@img.cas.cz

Koevoluce patogenti a jejich hostiteltl vedla k selekei celé
fady mutaci. Z pohledu hostitele se daji nahromadéné mutace v
jeho genomu charakterizovat jako restrikéni faktory branici
efektivni replikaci cilového patogenu, napiiklad retroviru. Tyto
faktory pusobi na urovni vstupu virionu do buiky, jeho
integrace, exprese a maturace. Naopak z pohledu viru se mutace
projevuji ve schopnosti vySe zminéné faktory piekonavat.
Jednim z mechanismti je naptiklad zména receptorové specifity,
kterd umoziiuje viru infikovat hostitele i v ptipad¢, ze pivodni
specificky receptor je z n€jakého divodu nedostupny.

Tato prace se zabyva efektem bodové mutace L154S12 v
obalovych glykoproteinech ASLV (pta¢i sarkomovy a
leukosovy virus) a jeho podskupin in vitro a in vivo. Pro tyto
ucely byly infikovany a analyzovany kuteci plemena hnédych
leghornek a rozliéné bun&né kufeci i savéi kultury pro

prozkoumani rozsifeného hostitelského rozsahu viru®.
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Vysledky infekce kufat wukdzaly zvySenou incidenci
osteopetrozy, onemocnéni projevujici se zbytnénim kostni
tkan€. V souladu s literaturou jsme prokazali, Ze se jedna o
neoplazii polyklonalniho piivodu. Radou experimentii jsme
odhalili abnormalni chovani obalového glykoproteinu
koédovaného virem zptisobujici toto onemocnéni. Abnormalita
tkvi v teplotni labilité a neutralizaci nizkym pH. Na zakladé
nasich pozorovani navrhujeme model pfedcasné aktivace
glykoproteinu, ktery tak dovoluje nespecifické splynuti s
cilovou membranou nezavisle na receptoru. Tento model se
zda byt aplikovatelny i na dalsi druhy a poddruhy virg.

Obalovy glykoprotein ASLV je unikatni systém
dovolujici pozorovat interakei s receptorem a naslednou fizi
jako dvé oddélené udalosti dovolujic tak detailnéjsi studium
funkce tohoto a jemu pfibuznych proteint.
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OMEGA-3 ,PO,LYVNENASYCEN]:: MA§TNE KYSELINY
ZMIRNUJi ZANET TUKOVE TKANE

MARTINA ’ROMBALDOVA,IONDREJ KUDA, PETRA
JANOVSKA, JAN KOPECKY

Oddéleni biologie tukové tkane, Fyziologicky ustav Akademie
véd CR, Videriska 1083, 142 20 Praha 4
martina.rombaldova@fgu.cas.cz

Pro lipidovy metabolismus tukové tkané je dilezita
interakce adipocytti a makrofagl. Tkanoveé specifickd forma
makrofagli se ucastni zanétu tukové tkané, ktery je spojen
S obezitou. Tyto makrofagy mohou byt polarizovany do stavu
M1 (prozanétlivého) nebo do stavu M2 (protizanétlivého). Do
tohoto procesu také zasahuji lipidové mediatory-eikosanoidy a
dokosanoidy, odvozené od omega-3 polynenasycenych
mastnych kyselin (PUFA). Nas§im cilem je popsat vzajemné
pusobeni adipocytii a makrofagd a charakterizace eikosanoid
Vv tukové tkani.

Adipocyty jsme ziskali z epididymalni tukové tkan€ mysi,
které byly 2 mésice krmeny vysokotukovou dietou, pfipadné
dietou obohacenou o PUFA. Prvni ¢ast experimentl probihala
jako kokultivace adipocytti a makrofagi z bunééné linie. Ve
druhé casti pokusi jsme se zaméfili na popis primarnich
makrofagli ziskanych piimo ztukové tkané. Toho bylo
dosazeno imunoprecipitaci protilatky CD11b navazané na
magnetickych kulickdch ze stromavaskularni frakce (SVF).
Kanalyzam médii z kultur, makrofagi zbunécné linie,
adipocytt i bunék SVF jsme vyuzili kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci (UltiMate3000 RSLC a QTRAP 5500).

Ze ziskanych dat vyplyvéa, Ze makrofagy M1 a M2
pouzivaji mastné kyseliny (FA) rozdilné. M1 je vyuzivaji
k tvorbé tukovych kapek, zatimco M2 podporuji jejich B
oxidaci. Déle je znaSich experimentl patrné, Ze za produkci

~~~~~

zodpovida SVF. Jejich hlavnimi producenty v SVF v8ak oproti
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ocekavani nejsou makrofagy, ale ostatni buniky SVF. Prokazali
jsme, ze PUFA ovliviluji metabolismus tukové tkan€ u mysi a
ukazali jsme rozdilné vyuziti mastnych kyselin makrofagy.

VLIV STRUKTURNICH MODIFIKACI NA
BIOLOGICKOU AKTIVITU KVERCETINU

LENKA ROUBALOVA? VLADIMIR KRENP, JITKA
ULRICHOVA?, JIRI VRBA®*

aUstav lékaiské chemie a biochemie; Ustav molekuldrni a
translacni mediciny, Lékarska fakulta, Univerzita Palackého
v Olomouci; °*Mikrobiologicky ustav, AV CR, Praha
*yrbambv@seznam.cz

Flavonoid kvercetin  (3,5,7,3",4 -pentahydroxyflavon)
nejintenzivnéji studované piirodni latky. V nasi praci jsme
studovali vliv strukturni modifikace s piedpokladanym
zvySenim biologického ucinku (galloylace) a metabolické
biotransformace (sulfatace) na schopnost kvercetinu indukovat
v mysich makrofazich RAW264.7 expresi hemoxygenasy-1.
Pro modulaci exprese tohoto cytoprotektivniho enzymu, fizenou
transkripcnim faktorem Nrf2, byl do studie zafazen enzymaticky
ptipraveny kvercetin-3'-O-sulfat (jeden z hlavnich metabolitt
kvercetinu) a dva galloylderivaty piipravené chemickou
syntézou, 3-O-galloylkvercetin a 7-O-galloylkvercetin.

Metodami kvantitativni PCR a western blotu bylo zjisténo,
ze kvercetin-3'-O-sulfat, na rozdil od kvercetinu, pfi
koncentracich do 50 umol 1 neindukuje expresi hemoxy-
genasy-1. Jak bylo prokdzdno metodou HPLC/MS, ztrata
biologické aktivity miize souviset s nizsi absorpci kvercetin-3'-
O-sulfatu do bungk!. V piipadé galloylderivati bylo zjisténo, Ze
3-O-galloylkvercetin je neaktivni?, zatimco 7-O-galloylkver-
cetin indukoval expresi hemoxygenasy-1, a to G¢inn&ji nez
kvercetin. Nartst hladin mRNA 1 proteinu hemoxygenasy-1
vlivem 7-O-galloylkvercetinu byl pozorovan po 6 h a pfi
koncentracich od 3,75 umol 171 Indukce hemoxygenasy-1
vlivem 7-O-galloylkvercetinu souvisela s produkci reaktivnich
forem kysliku a aktivaci p38 MAPK, nebot’ byla potlacena N-
acetylcysteinem (antioxidant) a slouceninou SB203580 (inhibi-
tor p38 MAPK). Aktivace transkripéniho faktoru Nrf2 7-O-
galloylkvercetinem byla potvrzena méfenim luciferasové
aktivity ve stabiln¢ transfekovanych bunikach AREc32.

Z uvedenych vysledkl 1ze usoudit, ze biologicka aktivita
galloylderivati zavisina poloze galloyl skupiny, zatimco
metabolicka sulfatace u¢inky kvercetinu rusi.

Tato préce vznikla za podpory grantu MSMT CR (&, LO1304)
a Univerzity Palackého (¢. IGA_LF 2016 _012).
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IZOLACE LIDSKYCH ENDOTELIALNICH BUNEK
Z LIPOASPIRATU

VERONIKA SEDLAKOVA?P, LIBOR STREIT¢, JOSEF
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a Ustav histologie a embryologie, LF MU, 625 00 Brno;
bCentrum biomolekuldrniho a bunécného inZenyrstvi,
Mezindrodni centrum klinického vyzkumu (1ICRC), FNUSA,
Pekarska 53, 656 91 Brno, °Klinika plastické a estetické
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veronika.sedlakova@mail.muni.cz

Tukova tkan obsahuje celou fadu bunéénych typt. Mezi
¢jSi patii adipocyty, fibroblasty a fibrocyty,
mesenchymélni kmenové buiiky aendotelové buiiky®. Diky
technice lipoaspirace je ziskani relativné velkého vzorku lidské
tukové tkané pomémé nenaroéné. Lipoaspirat tak piedstavuje
hojny zdroj autolognich bunék slibujicich  vyuziti
Vv regenerativni medicingé a tkanovém inZenyrstvi. Cilem nasi
prace bylo vyvinout a ovéfit techniku izolace endotelialnich
bunék, které by mély kapacitu proliferovat v in vitro kultuie
a ptedstavovaly tak zdroj buné€k pro fizenou vaskulogenezi.

Stru¢né, vzorek lipoaspiratu byl nejprve centrifugovan,
dale podroben enzymatické digesci, promyvani, lyze erytrocytii
a filtrovani. Ziskana suspenze buné€k byla nasazena na kultivacni
misky do endotelialniho riistového media. Pfi prvni pasazi byly
endotelové buiiky ze smésné populace izolovany metodou mag-
netické separace bunék s pouzitim povrchové molekuly CD 31.

Ziskana buné¢na populace byla dale kultivovana v in vitro
podminkdch anasledné¢ byla fenotypové a funkéné
charakterizovana. Svételnd mikroskopie odhalila piitomnost
dlazdicovych bunék. Pomoci fluorescencni mikroskopie byla
na burkach zjisténa pfitomnost molekul CD 31 a CD 90, slaba
ptitomnost molekul CD 105 a CD 133, déle reaktivita s Ulex
europaeus  aglutininem  areakce s protilitkou  proti
von Willebrandovu faktoru. Kultivace ve 3D podminkach
ukazala schopnost bunék tvotit trubicovité utvary napodobujici
vaskulaturu.

Souhrnné jsme prokazali, Ze lipoaspirat je moznym
zdrojem bunék s morfologickymi a funkénimi vlastnostmi
typickymi pro endotelie. Tyto bufiky slibuji pouziti pro tvorbu
umélych tkani ¢imodelti svyhodou specificnosti bunék
pro daného pacienta.

Tato prdace vzmikla za podpory Evropského fondu
pro regiondlni rozvoj - projektu FNUSA-ICRC (¢. CZ.1.05/
1.1.00/02.0123) a projektu Zdroje pro tkanové inzenyrstvi 6
(MUNI/A/1352/2015).

LITERATURA

1. Ross M., Pawlina W.: vknize: Histology: A Text
and Atlas: With Correlated Cell and Molecular Biology,
kap. 6, s.158. Lippincott Williams & Wilkins,
Philadelphia 2011.



Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 14, 51-98 (2016)

FOSFORYLACE ANDROGENOVEHO RECEPTORU
V POZICI SERINU 81 CYKLIN-DEPENDENTNIMI
KINASAMI
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Androgenovy receptor (AR) spada do skupiny jadernych
receptort s funkci transkripniho faktoru. Po vazbé ligandu,
androgenu, je AR translokovan do jadra, kde se vaze na
prislusnou sekvenci DNA a spousti transkripci gend nezbytnych
pro spravny vyvoj a funkci muzskych pohlavnich organt.
Lokalizace a funkce tohoto jaderného receptoru je regulovana
prostiednictvim fosforylaci nékterych mist zejména v N-kon-
cové oblasti receptoru. V disledku vysoké nebo potlacené
exprese genu regulujicich AR tak mize dochédzet ke vzniku
nadorového bujeni, a proto je dilezité studium kinas podilejicich
se na fosforylaci receptoru.

Na procesu fosforylace AR v pozici Ser81, ktera je zavisla
na vazbé ligandu, se podili nékolik cyklin-dependentnich kinas
(CDK). Popsany byly role CDK 1 a CDK9?, mozna je také Gicast
CDKS5®. Cilem préace je Gi¢inng€ a specificky umldet vybrané
CDK a sledovat vliv jejich umlceni za souCasné indukce
fosforylace syntetickym androgenem na tiroven fosforylace AR
v pozici Ser81 vnadorové bun&né linii C4-2 odvozené od
kostnich metastaz karcinomu prostaty. Umlcenim CDK1/2/4/7
a 9 pomoci RNA interference za pouziti specifické siRNA a
pomoci chemické inhibice selektivnimi CDK inhibitory bylo
zjisténo, ze nejen CDK1 a CDKO, ale také CDK2 a CDK7 se
podili na fosforylaci AR-Ser81. Uginek jednotlivych inhibitord
a jejich vliv na replikacni potencial bunck byl navic ovéfen
pomoci prutokové cytometrie.

Tato prdce vznikla za podpory grantu 15-17282Y grantové
agentury Ceské republiky.
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Lidské embryonalni kmenové bunky (hESC) jsou
derivovany z vnitini bunééné masy in vitro fertilizované
blastocysty. Mezi jejich vyznamné vlastnosti patii vysoka
schopnost proliferace a sebeobnovy. Jednou z piekazek vyuziti
hESC v klinické mediciné je jejich genomicka nestabilita,

kterd je spojena s dlouhodobou kultivaci in vitro.
Chromosomalni nestabilita je dusledkem nespravného
rozdéleni chromosomi v  pribéhu mitozy a je

charakteristickym znakem mnoha nadorovych linii. Tento jev
je Casto spojovan s abnormalnim poctem centrosomul. Jiz diive
bylo popsano, ze cast populace hES bunék obsahuje
nadpoCetné centrozomy b&hem kultivace in vitrol. Jejich
chovani a vliv na genetickou nestabilitu v priibéhu bunééného
déleni vSak neni v sou€asnosti zcela popséano.

Cilem price je objasnit, jak nadpocetné centrozomy
ovliviiuji déleni hES bunék. Pro in vitro pozorovani bunééného
déleni byly vytvofeny transgenni linie nesouci BAC
(bakterialni arteficidlni chromosom) obsahujici histon H2A,
jenz je znaceny zelenym fluorescen¢nim proteinem (GFP).
Nejprve byly transgenni linie charakterizovany a porovnany s
parentalni linii lidskych embryonalnich kmenovych bun¢k
CCTL14. Na zakladé casosbérnych analyz bylo manualné
vyhodnoceno 20 000 mitdz, z nichZ 3 % odpovidala abnormal-
nim mitézam. Z celkového poétu abnormalnich mitéz
ptevladaly tripolarni mitozy (az 75 %). Méné¢ byly pozorovany
tetrapolarni mitézy ¢i fize bun€k spojené s naslednym
multipolarnim délenim bunky. Déle bylo zjisténo, ze vétSina
bunék vzniklych multipolarnim délenim je viabilnich a neni u
nich v prib&éhu naseho pozorovani spusténa bunééna smrt ve
fazi anafaze ani v pozd¢jSich fazich mitézy. Na zakladeé
Casosbérnych analyz bylo mozné ur¢it délku mezi dvéma
bipolarnimi délenimi. Ukazalo se, Ze median ¢asu mezi dvéma
bipolarnimi délenimi je 18 hodin. U bunék, u nichz doslo k
tripolarnimu déleni, byly detegovany dvé populace bunék s
rozdilnou délkou interfaze, kterd nebyla zplsobena
prodlouzenou metafézi ¢i zastavenim déleni ve fazi metafaze
s naslednym nedokoncenim bun&éného déleni, tzv. ,mitotic
skipping“. Zda se, ze neschopnost zastavit multipolarni déleni
je jednim z moznych mechanismti vzniku aneuploidnich hES
bunék v prabéhu in vitro kultivace.

Tento projekt byl financovan z projektu HistoPARK — Centrum
analyz a modelovani tkani a organii (CZ.1.07/2.3.00/20.0185)
a GA Masarykovy univerzity (MUNI/M/0041/2013).
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PROTEINY CHRANICI KONCE I CENTRALNI]
CASTI CHROMOZOMU: IDENTIFIKACE
ESENCIALNICH INTERAKCNICH DOMEN

MARTIN STOJASPAL, ADELA CALVENTE, CTIRAD
HOFR

Molekularni komplexy chromatinu, Stiedoevropsky
technologicky institut - CEITEC, Kamenice 5, 625 00 Brno
376043@mail.muni.cz

Telomery jsou nukleoproteinové komplexy na koncich
linearnich chromozomd. Lidska telomerova DNA se sklada z
tandemovych repetic o sekvenci 5" — TTAGGG — 3°. Ochrana
telomer je zajiSténa proteinovym komplexem zvanym shelterin,
ktery obsahuje Sest proteint.. Shelterin chrani telomery proti
poskozeni, vzajemné rekombinaci nebo fizi chromozomalnich
konctit. Podjednotky shelterinu TRF1 a TIN2 se podileji na kohezi
telomer béhem bunééného cyklu, skrze jejich interakce s SA1,
proteinem kohezinového komplexu. Kohezinovy komplex je
Zivotng dlilezity pro soudrznost chromozomii pfi mitdze?.

Nasim cilem bylo zjistit, které domény proteini TRF1 a
SALl se podili na jejich vzajemné interakci a jsou tak rozhodujici
pro jejich funkci. Nejprve jsme piipravili vSechny domény
proteinu TRF1 a N-terminalni doménu proteinu SA1, o které je
znamo, ze je zodpovédnd za interakci zminénych proteind. Poté
jsme provedli kvantitativni méfeni pomoci fluorescencni
spektroskopie.

Na zékladé nasich vysledkli jsme identifikovali doménu
proteinu TRF1, ktera se s podili na pfimé interakci s kohezinovou
podjedotkou SA1 a je nezbytnd pro regulaci soudrznosti
chromozomul.

Tato prace vznikla za podpory grantii CEITEC (CZ.1.05/1.1.-
00/02.0068) a GACR (16-20255S).
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HEDVABj MARTINACE (":iNSK]f:Ho A JEHO
VYUZITi PRO BIOMEDICINSKE APLIKACE

LENKA STRNADOVA, TOMAS RUML, ZDENEK
KNEJZLIK
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Hedvabi je nové objevenym a velmi slibnym biomateria-
lem pifirodniho pavodu. Ukazalo se, ze diky vysoké
biokompatibilité, biodegradabilité, teplotni stabilité, absenci
zanétlivé odpovédi imunitniho systému a v neposledni fadé
dobrym mechanickym vlastnostem maji fibrilairni proteiny
(fibroiny), tvofici hlavni komponentu hedvabi motyld, velky
potencial pro vyuziti v tkafiovém inZenyrstvi pro regenerace
kosti, chrupavek & §lach®3,
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Hedvabi bource morusového je znamo textilnimu pramys-
lu jiz po tisicileti. Ackoliv i na poli biomaterialt je toto hedvabi
testovano nejhojnéji, jako velmi slibné se nyni jevi fibroiny z
hedvabnych kokont divokych motyll, mezi které patii i
martina¢ €insky. Tento druh je velmi zajimavy diky céstecné
podobnosti jeho fibroinu s hedvabnymi vlakny pavoucimi, coz
vlakniim proptjcuje vyborné mechanické vlastnosti®. Mezi dalsi
vyhody patii také ptitomnost RGD (Arg-Gly-Arg) motivi v
primarni struktufe fibroinu. Tento sekven¢ni motiv slouzi k
rozpoznani a vazbé integrind, zprostiedkovavajicich adhezi
bunék na extracelularni matrix®.

Nas vyzkum je zaméfen na tvorbu tenkych fibroinovych
2D matric, které by byly vyuzity jako tzv. ,uméla kize“.
Pripravovany a charakterizovany jsou matrice s riznou
povrchovou strukturou. Pomoci fluorescenéni mikroskopie je
testovana adheze a morfologie bunék lidskych keratinocyti linie
HaCaT na nami pfipravenych povrsich in vitro. Skenovaci
elektronova mikroskopie pak umoziuje blize pozorovat
soucasné bunky i povrchovou strukturu fibroinové vrstvy. Dle
doposud provedenych experimentl se matrice jevi jako vhodné
pro kultivace tkanovych kultur.

Financovano z ucelové podpory na specificky vysokoskolsky
vyzkum MSMT (Rozhodnuti ¢. 20/ 2015).
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VLIV GENOTOXICKEHO STRESU NA
INTRACELULARNI LOKALIZACI VISFATINU A
NALEZENI LOKALIZACNICH SIGNALU V JEHO
SEKVENCI

PETR SVOBODA? KAMILA VAP}«;NKOVAa, EDITA
KRIZOVA?, SARKA VORACKOVA?, JARMILA
ZIDKOVA?, VACLAV ZiDEKP®, VOJTECH SKOP?
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Visfatin je adipokin sinsulin mimetickym efektem.
V organismu vsak plni dalsi dvé funkce. Extracelulameé ptisobi
jako prozanétlivy cytokin a také se podili na syntéze NAD* jako
enzym. NAD*je vyuZivan v mnohych organelach, proto je mozné,
vzhledem k tloze visfatinu v syntéze tohoto koenzymu, o¢ekavat
transport visfatinu mezi kompartmenty uvnitt buriky. O transportu
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a podminkach, které ovliviji intracelularni lokalizaci visfatinu je
vak minimum informaci. Nasim cilem bylo sledovat in vitro
intracelularni lokalizaci visfatinu u riznych bunéénych typt a jeji
zménu po vystaveni bunék genotoxickému stresu. Zaroven jsme
chtéli nalézt signalni oblasti, které jsou za zmény v lokalizaci
zodpovédné.

Modelové savéi linie byly: hepatocyty HepG2 a 3T3-L1
preadipocyty. Generatory genotoxického stresu byly: peroxid
vodiku, UV zafeni, ethidium bromid, bromdeoxyuridin (BrdU) a
RO-3306 (inhibitor cyklin-dependentni kinasy 1). Intracelularni
lokalizace visfatinu byla sledovana pomoci fluorescenéni mikros-
kopie i) na Zivych buiikach stabilng transfekovanych vektorem,
ktery nese gen pro visfatin ve fuzi s GFP; ii) imunolokalizaci na
fixovanych preparatech netransfekovanych bunék a bunck se
stabilné vnesenym genem pro neznaceny visfatin. Lokalizacni
signalni oblasti byly vyhledavany bioinformatickymi nastroji a
oveteny pomoci fluorescenéni mikroskopie po transfekci bunek
plasmidem s bodovymi mutacemi v genu pro visfatin.

Kontrolni 3T3-L1 preadipocyty maji visfatin lokalizovan
témet vyhradné v cytosolu. Vyznamnym pozorovanim vsak bylo,
ze vystaveni bunék 3T3-L1 ¢€inidlim, produkujicim genotoxicky
stres, m¢lo u vSech nami pouzitych ¢inidel za nasledek transport
visfatinu do jadra. Buitky HepG2 mély visfatin ptevazné v jadru,
a byly proto dale vyuzity ke hledani jadernych lokaliza¢nich
signalll. V sekvenci visfatinu jsme nalezli dva mozné jaderné
importni a jeden exportni signal. Po transfekci HepG2 vektory
S bodovymi mutacemi v nukledrnich lokalizacnich signalech,
jsme visfatin s mutaci v jedné ze sekvenci detegovali v cytosolu.
Zbylé mutace jaderného signdlu nemély na intraceluldrni
lokalizaci visfatinu vliv.

Vysledky u preadipocytli vystavenych genotoxickému
stresu ukazuji, Ze transport visfatinu do jadra je regulovany proces,
ktery souvisi s jeho enzymovou aktivitou. Visfatin dodava NAD®,
ktery je nezbytny pro jaderné opravné a regulacni pochody.
Cilenou PCR mutagenezi se v sekvenci visfatinu podafilo nalézt
oblast zodpovédnou za transport visfatinu mezi cytosolem a
jadrem u nadorovych bunc¢k HepG2.

STUDIUM INTRACELULARNICH DOMEN
ETHYLENOVEHO RECEPTORU ETR1

AGNIESZKA SZMITKOWSKA*, ZUZANA
JASENAKOVA, BLANKA PEKAROVA, JAN
KOMAREK, LUKAS ZIDEK, MICHAELA
WIMMEROVA, JAN HEJATKO

CEITEC — Stredoevropsky technologicky institut,
Masarykova univerzita, Kamenice 753/5, 62500 Brno
agnieszka_szmitkowska@wp.pl

Etylén je plynny rostlinny hormon, ktery se podili na
regulaci vyvoje rostlin (napt. kliceni semen, zrani ovoce,
starnuti) a na zprostiedkovani odpovédi k riznym biotickym a
abiotickym strestim?®. V rostling Arabidopsis thaliana je
vniman rodinou péti membranoveé vazanych receptord, kde
dominantni roli hraji receptory ETHYLENE RESPONSE 1
(ETR1) a ETHYLENE RESPONSE SENSOR 1 (ERS1)2

ETR1 a ERSI1 jsou jediné dva etylénové receptory s
histidinkinasovou (HK) aktivitou (ostatni jsou Ser/Thr
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kinasy). Jejich HK aktivita je regulovana pfitomnosti
dvojmocnych kationtt®. Vapnikové (Ca®*) a hoi¢ikové (Mg?*)
kationty inhibuji HK aktivitu ETR1. ERS1 ma vpfitomnosti
téchto kationtl Ser/Thr kinasovou aktivitu. V piitomnosti
manganatého kationtu (Mn?*) maji oba receptory HK aktivitu.
Pfedpokladame, ze by tento mechanismus mohl hrat roli jako
prepina¢ mezi etylénovou a cytokininovou signalni drahou.
Cilem nasi prace je objasnit strukturni aspekty a HK aktivitu
ETR1 ve vzajemné interakci etylénové a cytokininové signalni
dréhy.

Naklonovali jsme jednotlivé intracelularni domény
ETR1 (histidinkinasova a pfijimacova) a ptipravili proteiny.
U histidinkinasové domény jsme testovali kinasovou aktivitu
v piitomnosti Mg?* a Mn?* kationtdl. Zjistili jsme, Ze v
piitomnosti Mg?* dochdzi k inhibici autofosforylace. V
soucasné¢ dob¢é optimalizujeme metodu pro testovani
fosfotransferazové aktivity histidinkinasové domény.

Pro studium strukturnich zmén vyvolanych dvojmoc-
nymi ionty jsme optimalizovali krystalizaci pfijimacové
domény. Testovali jsme rizné teplotni podminky, rizna
aditiva a riizné techniky krystalizace s cilem ziskat krystaly s
difrakci mensi nez 2A. V soudasné dobé se testuje difrakce
ziskanych krystall.

Nuklearni magnetickou spektroskopii jsme pouzili pro
studium interakce pfijimadové domény s Mg?*. Zjistili jsme,
Ze vazba Mg?* je velmi slaba v porovnani s jejich vazbou k
pfijimacové  doméné  jiné  rostlinné  histidinkinasy
CYTOKININ-INDEPENDENT 1.

Tento vyzkum byl ﬁnancvi:té podporen Ministerstvem Skolstvi,
mladeze a télovychovy CR v rdmcvi projektu CEITEC 2020
(LQ1601) a Grantovou agenturou CR (projekt 13-25280S).
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OVLIVNENI PROPUSTNOSTI A
MIKROSTRUKTURY LIPIDOVYCH MODELU
KOZNI BARIERY NAHRADOU CERAMIDU JEJICH
PRIROZENYMI BAZEMI

BARBORA SKOLOVA, KATERINA VAVROVA

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutickad fakulta v Hradci
Kralové, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralove
skolb5aa@faf.cuni.cz

Ceramidy (Cer) spolu s vys§imi mastnymi kyselinami
acholesterolem vytvaii mezibunéény prostor nejsvrchnéjsi
vrstvy klize. Podstata bariérové funkce kiize je dana vlastnostmi
této lipidové hmoty, tedy jejim slozenim a usporadanim.
Strukturu Cer predstavuje obr. 1, molekula je tvofena sfingoidni
bazi - sfingosinem (S), fytosfingosinem (P) nebo
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dihydrosfingosinem (dS), jehoz primarni aminoskupina je
acylovana mastnou kyselinou (N). Cer mohou byt
hydrolyzovany, vzniklé sfingoidni baze pak na pokozce pisobi
antimikrobialng!. Jak pfitomné béaze ovliviuji uspofadani
a propustnost kozni bariéry v§ak doposud nebylo studovano.

Za timto ucelem byly pfipraveny lipidové modely kozni
bariéry obsahujici sfingolipid (Cer/sfingoidni bazi), kyselinu
lignocerovou a cholesterol. Tyto lipidové membrany byly
hodnoceny permeac¢nimi pokusy (impedance, propustnost dvou
modelovych 1é¢iv) a biofyzikalnimi metodami (infracervena
spektroskopie, rentgenova difrakce, Langmuirovy monovrstvy
na rozhrani voda-vzduch, atomova silova mikroskopie).

Vsechny Cer membrany jsou piekvapive propustngjsi nez
membrany s jejich pfisluSnou bazi. Z membran obsahujici
sfingoidni baze jsou nejpropustnéjsi fytosfingosinové, v nichz
lipidové fetézce pii teploté kozniho povrchu (32 °C) nejsou
uspofadany ve velmi tésné orthorhombické miizce
aVvmonovrstvé zaujimaji vétsi plochu. V infradervenych
spektrech fytosfingosinovych membran je patrna Giplna ionizace
lignocerové kyseliny, v ostatnich membranach je kyselina
ionizovana Castené nebo vibec. Nejméné propustné jsou
dihydrosfingosinové ~ membrany; lipidy jsou v nich
usporadangjsi (fetézce v orthorhombické miizce zaujimajici all-
trans konformaci) a netvoii vice fazi.

oH |(P)
Y
HO. NH

o (N)
Obr. 1. Strukturni typy Cer NP, Cer NS a Cer NdS, zkratky
oznacuji acyl mastné kyseliny (N) a typ sfingosinu (S, P, dS).

Tato prdace vzmikla za podpory Univerzity Karlovy
(SVV 260183) a Grantové agentury CR (13-23891S).
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PRiPRAVA'ELASTICKYC'H KOMPOZIT,NI'CH
AMFIFILNICH NANOVLAKEN VHODNYCH PRO
MEDICINSKE APLIKACE

VERONIKA SVACHOVA?, LUCY VOJTOVAP®, JOSEF
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Predlozend prace se zabyva piipravou (bio)polymernich
kompozitnich nanovlaken pomoci procesu elektrostatického
zvlékiiovani — Nanospideru™. Jedna se o technologii, ktera
umoziiuje prumyslovou vyrobu nanovlaken, vyuzivanych
nejen vfadé pramyslovych odvétvich, ale stale Cast&ji i v
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mediciné. V této praci byl vybér jednotlivych slozek pro
pfipravu nanovlaken zvolen tak, aby vyhovoval narokim
tkanového inZenyrstvi.

Uspé&né byla piipravena amfifilni nanovlikna ze smési
zelatiny a syntetického polykaprolaktonu, ktera byla nasledné
modifikovana pomoci nanotrubek haloysitu. Anorganicky
pfirodni haloysit ma tubularni strukturu s vnitinim primérem
1-50nm a miZe slouzit jako potencidlni nosi¢ léCiv
s kontrolovanym  uvoliiovanim. Dulezitym  krokem
elektrostatického  zvldkinovani je volba rozpoustédla,
od kterého se dale miZou odvijet jednotlivé vlastnosti
ziskanych nanovlaken. V naSem piipadé jsme nové zvolili
samotnou kyselinu octovou, ktera je méné toxicka nez
doposud ¢asto pouzivana fluorovana rozpoustédla.

Chemické slozeni pfipravenych nanovlaken bylo
studovano pomoci infracervené spektroskopie a elementarni
energiove disperzni spektroskopie, které potvrdily pfitomnost
haloysitu v nanovldkenném materidlu. Pomoci rastrovaci
elektronové mikroskopie byl wuréen primér ziskanych
nanovlaken (cca kolem 380 nm) a sledovana jejich morfologie.
Pfipravend nanovldkna na bazi Zelatiny, polykaprolaktonu
a haloysitu vykazovala vy$§i hydrolytickou a termickou
stabilitu nez vldkna bez pfidavku nanotrubek. Navic,
nanovlakna modifikovana haloysitem o obsahu 0,5 hm. %
vykazovala pevnost dvakrat vy$$i nez nemodifikovana
nanovldkna vcetné zvySené¢ho prodlouzeni (o 380 %), které
doddvd novym nanovldknim vyraznou pevnost, lesk
a elasticitu. Prvotni studie cytotoxicity ukazuji, ze material je
biokompatibilni a vhodny na pouziti v tkaiovém inzenyrstvi
jako material pro regeneraci mékké tkdn¢ obsahujici nosice
léciv, respektive  signalnich  molekul  vyuzitelnych
V regenerativni mediciné. Navic mize byt pfipraveny material
vhodnou platformou pro rist bunék a testovani 1é¢iv.

Tento vyzkum byl financné podporen Ministerstvem skolstvi,
mlddeze a télovychovy CR v ramci projektu CEITEC 2020
(LQ1601).

SELEKTIVM FLUORESCENCNI RECEPTOR PRO
DRASELNY KATIONT VE VODNEM I NEVODNEM
PROSTREDI
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Azaanalogy ftalocyanini (AzaPc) jsou latky se schop-
nosti fluorescence v cervené oblasti spektra nad 650 nm (cit.?).

Fluorescence a jeji zhaSeni je zakladem senzorickych
vlastnosti novych, nami syntetizovanych, nesymetrickych
AzaPc, nesoucich unikatni rozpoznavaci jednotku sloZenou ze
dvou azacrowntl, designovanou pro rozmérné kationty kovi?.
Pii OFF stavu volny elektronovy par na dusiku azacrownu
zhasi fluorescenci intramolekularnim pfenosem naboje.
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Obr. 1. Struktura senzoru, kde n =1, 2 nebo 3 a princip funkce

Komplexuje-li senzor M*, dochazi k zapojeni volného el.
paru do koordinace k M+ coi znemoziuje zhaSeni
stav) v zavislosti na koncentraci M*. ,Pinzetova struktura“
senzoru vykazuje vysokou selektivitu k K* a k Ba?*
v organickych rozpoustédlech. Ze senzord byly pfipraveny
kfemicité nanocéstice pro vodné prostfedi, u nichz byla
pozorovana vysoka odezva pro K* (17nasobny narGst
fluorescence) a to v soudasné piitomnosti fyziologickych
koncentraci Na* (135 mM) a Ca®* (2 mM).

Tato prdce vznikla za podpory GACR (14-02165P).
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BAMBUSURIL — ALOSTERICKY
MODULOVATELENY DITOPICKY RECEPTOR

KRISTINA TOMASIKOVA? VLADIMIR SINDELAR®*

aUstav chemie a Centrum pro vyzkum toxickych latek
Vv prostiedi, Masarykova univerzita, Kamenice 5, 625 00 Brno
177422 @mail.muni.cz

Priebeh mnohych biologickych a environmentalnych
dejov je zaloZeny navzajomnom rozpoznavani molekul
receptorov a ligandov vo vodnom prostredi. Nasa skupina
nedavno pripravila vo vode rozpustny cyklicky receptor
dodeka(4-karboxybenzyl)bambus[6]uril (karboxy-BU6)™.
Ako vyplyva  znazvu, jeho Struktara sa  sklada
20 6 glykolurilovych jednotiek, ktoré s substituované
4-karboxybenzylovymi skupinami vytvarajucimi 2 hydrofilné
portaly. Molekuly glykolurilu st cyklicky prepojené
methylénovymi mostikmi a formuju tak hydrofébnu dutinu.
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Vdaka svojej unikatnej stavbe pripominajucej bambusové
duté steblo sa karboxy-BU6 chova ako ditopicky receptor.
Vo svojej dutine je karboxy-BU6 schopny komplexovat
aniony, ktoré su stabilizované vodikovymi vdzbami medzi
methinovymi C-H skupinami a aniénom. Na druhej strane,
portaly tvorené karboxybenzylovymi skupinami sa po
deprotonacii v bazickom prostredi stavaji = vhodnymi
elektrostatickymi  receptormi  pre kationy.  Pre Stidium
interakcii medzi portalmi a kationmi boli zvolené 3 modelové
typy Dbipyridiniovych katidnov. Na zdklade pozorovani
ziskanych metodami NMR, ITC a cyklickej voltametrie boli
charakterizované zaujimavé supramolekularne komplexy
vpomere 1:2  karboxy-BU6:kation  ovplyvnitelnymi
vonkaj$imi stimulmi, napriklad redoxnym potencialom alebo
pH. Naviac sa pri tvorbe komplexov uplatiiuje alostericky
efekt, typickej$i skor pre proteiny v Zivych organizmoch
nez syntetické receptory.

Obr. 1. Naznacenie komplexu karboxy-BU6 a katiénov

Tdato praca vznikla za podpory grantov MSMT CR
(LM2011028 a LO1214) a GACR (13-155768S).
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STANOVENI AQIDOBAZICKYCH VLASTNOS’!‘i
ANTIMIKROBIALNICH PEPTIDU KAPILARNI
ELEKTROFOREZOU

TEREZA IZﬁI\:IOVAavb,, LENKA MONIlepVAa,
VACLAV CEROVSKY?, VACLAV KASICKA?

aUstav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i,
Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6; ®Vysokd §kola chemicko
technologicka, Technickd 5, 166 28 Praha 6
tumova@uochb.cas.cz

Antimikrobidlni peptidy (AMP) jsou rozséhle studované
biomolekuly s potencidlem nahradit konvenéni antibiotika.
Tyto peptidy piisobi proti patogentim dvojim mechanismem,
bud’ pfimo na membrané patogenu, nebo modulaci imunitniho
systému hostitele. Je znamo téméf 6000 ruznych AMP
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izolovanych z organismd rostlinné i Zivo&isné fise’?. Na
UOCHB AV CR byla izolovana a charakterizovéna fada AMP
z hmyzu, mj. z fadu blanokiidlych. Mezi tyto patii i haliktiny,
série AMP izolovanych z v&ely Halictus sexcintus a jejich
synteticka analoga.

Haliktiny, kratké alfahelikalni peptidy, vykazuji vysokou
antimikrobialni aktivitu a nizkou toxicitu vii¢i sav¢im buiikam,
jsou tedy vhodnymi adepty pro hlubsi -charakterizaci
fyzikalné-chemickych vlastnosti®. Pro predikci chovéni téchto
molekul v organismu, tedy v kompartmentech o rizném pH, je
zadouci stanoveni acidobazickych vlastnosti AMP, ptedev§im
stanoveni jejich celkového a efektivniho naboje, konstanty
acidity (pKa) ionogennich skupin a izoelektrického bodu (pI).

Kapilarni elektroforéza (CE) umoziuje stanoveni
acidobazickych vlastnosti ve variabilnich podminkéach iontové
sily, pH a pfi rizném sloZeni zékladniho elektrolytu®. Pro
studium haliktinti pomoci CE bylo vyuzito modifikace stény
kapilary polymery kvartérnich amind, jez zabranuji adsorpci a
ztraté silné kladné nabitych peptidi béhem méfeni. V rozsahu
pH 2,00 — 12,50 byly stanoveny elektroforetické pohyblivosti
haliktinti a nelinearni regresni analyzou jejich zavislosti na pH
byly spocteny hodnoty pKa ionogennich skupin a pl peptidi.

Tato prace vznikla za podpory projektii GACR (15-01948) a
AV CR (RVO 61388963).
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STRATEGIES FOR DIFFICULT TARGETS:
PRODUCTION OF READILY CRYSTALLIZABLE
GLYCOPROTEINS IN HEK293S GNTI- CELL LINE, A
CASE STUDY OF HUMAN LYMPHOCYTE
RECEPTORS LLT1 AND NKRP1

ONDREJ VANEK*, JAN BLAHA

Department of Biochemistry, Faculty of Science, Charles
University, Hlavova 8, 128 40 Prague
ondrej.vanek@natur.cuni.cz

Recombinant protein expression can be a costly
enterprise, especially for proteins that are not easily expressed
in prokaryotic cells and are sometimes labeled as ,difficult
targets. Here we would like to show a case study of a
recombinant expression of such a difficult target — human
natural Killer cell receptor protein 1 (NKRP1; gene kirb1) and
its binding partner lectin-like transcript 1 (LLT1; gene clec2d).
Human embryonic kidney 293 cell line deficient in N-
acetylglucosaminyltransferase | (HEK293S GnTI) is well
known tool for expression of proteins with homogeneous and
deglycosylatable N glycosylation, a feature crucial especially

91

16. Amerika

for protein crystallography!. However, production protocol
using this cell line based on transient transfection of adherent
cell culture is costly to scale-up and has reportedly lower
expression yields?. In this work we have adapted HEK293S
GnTI" cell line to growth in suspension and optimized its
transient transfection. While transfection at standard
cultivation cell density proved very little success we have
found out that concentrating the cells to high cell density
substantially increases transfection efficiency, greatly
enhancing protein yields and creating fast and scalable
production process. We demonstrate this on the production of
soluble LLT1 naturally present on natural Killer and T
lymphocytes, but upregulated in glioblastoma cells, one of the
most lethal tumors, where it acts as a mediator of immune
escaped. The prepared soluble domain of LLT1 with
homogeneous glycosylation was readily crystallized and
following optimization of crystal conditions this protein
preparation ultimately led to the first structure determination
of this receptor described so far*. In order to improve on the
productivity for hNKRP1 we are now using a stably
transfected HEK293S GnTI cell pool with a tenfold yield
improvement.

This study was supported by CSF (15-15181S), Charles
University (UNCE 204025/2012), BioStruct-X and Instruct
European infrastructure projects.
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THE ENZYMATIC ACTIVITY OF THE CONSERVED
5’-3" EXORIBONUCLEASE XRN1 IS DOWN-
REGULATED VIA ITS SEQUESTRATION AT
SPECIALIZED PLASMA MEMBRANE
MICRODOMAIN IN YEAST

KATARiNA VASKOVICOVA?, THURAYA
AWADOVA?, MIROSLAVA OPEKAROVA?, PETRA
VESELA? MARIA BALAZOVAP, JAN MALINSKY?*

aMicroscopy Unit, Institute of Experimental Medicine, AS
CR, 142 20 Prague; "Department of Membrane Biochemistry,
Institute of Animal Biochemistry and Genetics, SAS,
Moyzesova 61, 900 28 Ivanka pri Dunaji, Slovakia
malinsky@biomed.cas.cz

The regulation of gene expression is an essential process
for all vital cell functions. One of the key steps in this
regulation, the mRNA decay, is in yeast mostly executed by
the evolutionary conserved 5°-3" exoribonuclease Xml. We
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have previously shown that Xrnl changes its localization
depending on the nutritional status of the yeast culture®. In
logarithmic cells with fermentative metabolism, Xrnl is
homogeneously dispersed throughout the cytoplasm. In
diauxic cells, where the exhaustion of glucose leads to a switch
from fermentative to oxidative metabolism, Xrnl accumulates
in cytoplasmic ribonucleoprotein assemblies, processing
bodies (P-bodies), together with other components of the
MRNA degradation pathway. In post-diauxic cells, Xrnl is
translocated to the cell cortex where it associates with the
plasma membrane microdomains called MCC/eisosomes. This
sequestration separates the exoribonuclease from the rest of
the mRNA decay machinery!. In the present study, FRAP
analysis shows that Xrnl dynamically associates with P-
bodies, whereas at the cell cortex, it is stably attached to
eisosomes. By monitoring the decay of Xrnl-specific
substrate, we show that Xrnl is active when localized in
cytoplasm and P-bodies, but its activity is ceased upon its
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binding to eisosomes. However, this activity attenuation is
reversible as upon glucose addition, Xrn1 rapidly re-localizes
back to cytoplasm where its activity is restored immediately.
Remarkably, in cells lacking the eisosome organizing protein
Pil1, this regulation is abolished. Altogether, we present a
novel mechanism of mRNA decay regulation through a
sequestration of the Xrnl enzyme from the rest of mRNA
decay machinery to the plasma membrane microdomains.

This work was supported by the Czech Science Foundation
(project 15-10641S), and AS CR & SAV joint project SAV-15-
02.
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