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I. Uvop

V pribéhu r. 2002 byla vyznamné rozSifena badatelska aktivita ustavu. Byli
piijati dva mladi védeéti pracovnici (J. Sponer a J.E. Sponer), jejichz védecké
zaméfeni dovolilo zfidit novou Laboratof struktury a dynamiky nukleovych
kyselin. Tato Laboratot se vénuje pocitaCovym studiim DNA a RNA, jejich
interakci s proteiny a komplexy kovli a kombinacim pocitaCovych simulaci
s ab initio kvantové chemickymi vypocty.

Také spoluprace s vysokymi Skolami byla podstatné posilena. Biofyzikalni
tstav AV CR uzavfel smlouvu s Masarykovou universitou - fakultami
piirodovédeckou a lékatskou - o zfizeni a provozovani spole¢ného praco-
visté. Bylo tak ustaveno Biofyzikdlni centrum MU v Brné a BFU AV CR,
jehoz tUcCelem je dosazeni a zajiSténi vysoké urovné vyzkumu a vyuky
v biofyzice a spoluprace ve vSech souvisejicich oborech.

Vr. 2002 vydala Akademicka rada AV CR nova Pravidla pro zafazovani
pracovnikiit AV CR do kvalifika¢nich stupiiti s u¢innosti od 1. 1. 2003
(Interni norma AV CR, &astka 2/2002 ze dne 26. 7. 2002). Dle této smérnice
probéhlo v BFU ve dnech 26. - 28. 11. 2002 hodnoceni viech vysokoskolsky
vzdélanych pracovnikil. Po projednani ve védecké rad¢ byly vedenim tstavu
jmenovany tf1 atestaéni komise, sestavené s piihlédnutim k tematickému
zaméfeni hodnocenych Laboratofi. Cleny komisi byli feditelka ustavu, jeji
zastupce, 2 zastupci VR nebo védecké komunity ustavu a 2 externi ¢lenové
z vysokych §kol a Masarykova onkologického ustavu. VSechny atestacni
komise hodnotily pozitivné vysokou uroven predloZenych atestacnich
podkladii a prezentaci atestovanych. V zavéru doporucily zafazeni
pracovnikii do ptislusnych kvalifika¢nich stupn.

Jiz tradi¢né byl uspofadan Den otevienych dveii BFU AV CR. Ve dnech
17.a 18. 10. 2002 ustav navstivilo 253 zajemcl o badatelskou ¢innost
veédeckych pracovnikil a doktorandi €i o ptistrojové vybaveni laboratofi.

Z dalSich populariza¢nich aktivit je mozno jest¢ zminit ¢lanky pro casopis
Ziva a poster ,,Pfirozené transgenni rostliny - stabilita a vyvojova uspéSnost*
pro vystavu ,,Geneticky modifikovan¢ organismy v CR*.



Védecka rada Gstavu pracovala ve stejném sloZeni jako v r. 2001: V. Brabec
(ptedseda), J. Hofmanovad, F. Jelen, S. Kozubek, A. Lojek a J. Siroky - interni

&lenové, J. Doskar, A. Spanovd (oba PY¥F MU) a J. Sponer (UFCH JH) -
externi ¢lenové.

Pracovnikiim ustavu byla udé€lena tato ocenéni:

U Premie Otto Wichterleho pro mlade védecké pracovniky v Akademii veéd
CR - ud¢lena O. Novdkové a J. Fajkusovi

0 Cenu ministryné $kolstvi, mladeze a télovychovy CR pro vynikajici
studenty a absolventy studia obdrzela N. Spackova

00 Wellcome Trust Senior Fellowship - udéleno J. Sponerovi

[l Cena Biofyzikdlniho tstavu AV CR - udélena M. Brdzdové, P. Jirsové
a L. Kubalovi

[0 V. Brazda ziskal Cenu firmy Eppendorf za nejlepsi védeckou praci pro
mladé védce za CR; byl nominovan na cenu Sigma & Aldrich za
prezentaci vysledki na Mezioborové konferenci mladych chemiki
a biologti, a ziskal cenu Josefa V. Kostife za vyznamny védecky piinos
v oborech biochemie a bunééné a molekularni biologie udélenou Ceskou
spole¢nosti pro biochemii a molekularni biologii (CSBMB)

[l J. Hejatko obdrzel ,, The Best Student Poster Award“ u pfileZitosti
13" Congress of the Federation of European Societies of Plant Physiology

Podle predpokladu uspésn€ pokraCovala dalSi rekonstrukce aredlu Ustavu.
Ve druh¢ poloviné r. 2002 byla dokonena piestavba byvalého zvétince na
moderni laboratorni pracovisté, do kter¢ho se prest¢hovala Laboratof
molekularni biofyziky a farmakologie. Nasledn¢ pak byla zahdjena 3. etapa
zahrnujici rekonstrukci skleniku a upravu uvolnénych laboratoti v centralni
budové tstavu.
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II. VEDECKA CINNOST

Vyzkumny zamér BFU zajistuji jednotlivé Laboratofe, sdruzené do péti
Programti:

I. Biofyzikalni chemie makromolekul

Laboratof biofyzikalni chemie a molekularni onkologie - LBCMO
prof. RNDr. Emil Palecek, DrSc.

Laboratoft fyziky biomakromolekul - LBP
prof. RNDr. Viadimir Vetterl, DrSc.

Laboratot struktury a dynamiky nukleovych kyselin - LSDNA
doc. RNDr. Jiri Sponer, DrSc.

I1. Biofyzika komplext nukleovych kyselin

Laboratof molekularni biofyziky a farmakologie - LMBP
prof. RNDr. Viktor Brabec, DrSc.

Laboratot analyzy molekularnich komplextit DNA - LADMC
RNDr. Jiri Fajkus, CSc.

Laboratof analyzy chromosomalnich proteinii - LACP
RNDr. Michal Stros, CSc.

I11. Biofyzika a bioinformatika genomii

Laboratot CD spektroskopie nukleovych kyselin - LSNA
doc. RNDr. Michaela Vorlickova, DrSc.

Laboratot biofyziky DNA a bioinformatiky genomt - LDBGB
RNDr. Jaroslav Kypr, CSc.

Laboratot molekuldrni epigenetiky - LME
RNDr. Ales Kovarik, CSc.
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IV. Molekularni cytologie a cytogenetika

Laboratot molekularni cytologie a cytometrie - LMCC
RNDr. Stanislav Kozubek, DrSc.

Laboratot vyvojové genetiky rostlin - LPDG
prof. RNDr. Boris Vyskot, DrSc.

Laboratof molekularni analyzy vyvoje rostlin - LMAPD
RNDr. Bretislav Brzobohaty, CSc.

V. Kinetika bunéénych populaci
Laboratof cytokinetiky - LC
doc. RNDr. Alois Kozubik, CSc.

Laboratof patofyziologie volnych radikali - LFRP
RNDr. Antonin Lojek, CSc.

Laboratot experimentalni hematologie - LEH
MUDr. Michal Hofer, CSc.

Laboratot vypocetni techniky - LCIS
RNDr. Josef Jursa, CSc.



Védecke projekty byly podpotfeny granty riuznych grantovych agentur:

Vyzkumny zamér 75004920 "Biofyzikalni vlastnosti Zivych systémii
a jejich zmény vlivem faktori vnéjSiho prostiedi'

Spolupracemi s Masarykovou univerzitou se BFU podilel i na feseni dvou
vyzkumnych zdméri vysokych Skol - Fakulty ptirodovédeckeée a Fakulty
informatiky.

Grantova agentura Akademie véd Ceské republiky

e 12 granti standardnich, 3 juniorské

e 3 granty Programu podpory cileného vyzkumu a vyvoje

e 3 granty Projektu rozvoje badatelsk¢ho vyzkumu v klicovych oblastech
vedy

e | grant Programu podpory pfistrojového vybaveni progresivnich védnich
obort

Grantova agentura Ceské republiky

e 26 grantl individualnich, ve 24 z nich je BFU nositelem, ve 2 je spolu-
nositelem

e 10 grantd postdoktorandskych

Grantové agentury ministerstev Ceské republiky
e MZ CR - 4 granty, u 3 z nich je BFU nositelem, u 1 spolunositelem
e MZe CR - 1 grant (BFU je spolunositel)

e MSMT CR - Program ,,Vyzkumné centra“ - BFU se tdastni 2 jako
spolunositel

- 4 granty Programu ,,COST*
- 4 granty Programu ,,KONTAKT*

- 1 projekt Programu "Barrande"

Grantové agentury zahranicni

10 granti
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PROGRAM I

BIOFYZIKALNI CHEMIE MAKROMOLEKUL
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LABORATOR FYZIKY BIOMAKROMOLEKUL (LBP)

VEDOUCH: PROF. RNDR. VLADIMIR VETTERL, DRSC.

VEDECTI PRACOVNICI: MGR. LUDEK STRASAK, PH.D.
MGR.VIKTOR DRAZAN, PH.D.

ODBORNA PRACOVNICE VS: MGR. EVA RYCHTECKA

GRADUOVANI STUDENTI: MGR. JANA RYCHTAROVA

MGR. STANISLAV HASON
MGR. JAKUB DVORAK

DIPLOMANT: JAN FoIT

Kinetika fazovych transformaci adenozinovych vrstev na rtutovych filmovych
elektrodach (MFE)

Sledovali jsme vliv optické drsnosti a morfologie povrchu uhliko-
vych/grafitovych substrati pokovenych rtutovym filmem rozdilné tloustky
na kinetiku tvorby uspofadanych dvojdimenzionalnich (2D) kondenzovanych
vrstev adenosinu.

Adenosin tvofi v kyselém prostiedi (pH 5) na rtutovych filmovych
elektrodach kompaktni film ze dvou odliSnych, fyzikdln¢ se adsorbujicich,
2D kondenzovanych vrstev. Prvni znich (oblast II) se nachazi v okoli
potencidlu -1.3 V, druha (oblast III) byla nalezena pii pozitivngjSich
potencialech, v okoli -0.4 V. V ostatnich oblastech potenciali oznacenych
jako oblasti Ia a Ib adsorbované¢ molekuly adenosinu nekondenzuji (jedna se
o tzv.zfedénou adsorpci). Kompaktni film II se tvofi jak na PGEb
(pyrolyticky grafit v bazalni orientaci), tak 1 na GCE (skelny uhlik)
elektrodach modifikovanych filmem rtuti o tloustkdch 2 um az 0.02 pum.
Film III se tvoti pouze na GCE modifikované filmem rtuti 2 um az 0.2 um.

Studovali jsme kinetiku tvorby kondenzovanych vrstev. Béhem fazovych
transformaci [a —II a Ib —II adenosinu dochéazi k nukleaci a ristovému
procesu, ktery lze popsat Avramiho vztahem, a jehoz dusledkem jsou
maxima na kiivkach zavislosti proudu na €ase. Proudové piechody la —II
adenosinu jsou pro cCasovy interval t < 80 ms na 2 pum Hgm-PGEDb
(pyrolyticky grafit v bazalni orientaci modifikovany vrstvou Hg o tloust’ce
2 um) popsany modelem, ktery kombinuje Langmuiriiv typ adsorpce a 2D
nukleaci s naslednym linearnim rastem. Proudovy piechod Ib —II adenosinu
lze béhem kratkého Casového intervalu (t < 50 ms) na 2 ym Hgm-PGEDb
popsat modelem kombinujicim Langmuiriiv typ adsorpce s 2D nukleaci
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podle exponencidlniho zédkona a ristovym proces kontrolovanym povrchovou
difazi.

Nukleacni proces adenosinu probihd nejrychleji na visici rtutové kapkové
elektrodé¢ (HMDE) a postupné se zpomaluje v fadé: HMDE < 2 um Hgm-
GCE < 2 pum Hgm-PGEb. Rychlost nukleace zavisi na tlouStce rtuti
deponovan¢ na PGEDb substrat. Nukleacni proces adenosinu probiha
nejrychleji na 0.02 pum Hgm-PGEDb a postupné se zpomaluje v fadé: 0.02 um
Hgm-PGEb > 0.2 ym Hgm-PGEDb > 2 pm Hgm-PGEDb.

Studium morfologie povrchu amalgdmii vytvorenych na povrchu polykrysta-
lickych elektrod stiibra, zlata, médi a platiny

Pomoci difrakéniho optického elementu (DOE) jsme studovali optickou
drsnost polykrystalickych elektrod z usSlechtilych kovu (Pt, Cu, Ag a Au),
upravenych mechanickym leSténim pomoci diamantové pasty s Casticemi
o pruméru 1 pum.

Bylo zjisténo Ze opticka drsnost (R,) vySe uvedenych polykrystalickych
substrati roste v fadé: Ag (R, = 0.0315 um) < Cu (R, = 0.0350 um) < Au (R,
= 0.1079 pum) < Pt (R, = 0.1102 pm). Tvorba amalgamu zvySuje drsnost
povrchu.

Viiv elektromagnetickych poli o nizkych frekvencich na bakterie

Pokracovali jsme ve studiu vlivu elektromagnetickych poli o nizkych
frekvencich na bakterie. Zkoumali jsme vliv nizkofrekvencnich
magnetickych poli (50 Hz, B = 0-10 mT, t = 0-24 min) na bakterie
Escherichia coli, Leclercia adecarboxylata a Staphylococcus aureus.
Zjistovali jsme viabilitu bunék pii riznych dobach expozice, rtznych
magnetickych indukcich, porovnavali jsme rastové kiivky a dynamiku rastu
b&hem plisobeni magnetickych poli.

Zjistili jsme, Ze naSe magnetické pole pisobi na vSechny zminované kmeny
inhibi¢ng. Inhibi¢ni Uc€inek je vrozmezi 65 - 90 %, pfiCemz je kmenové
zavisly. Nejcitliveéjs$i k magnetické expozici je kmen Escherichia coli, ostatni
dva kmeny jsou stejné citlivé. Inhibi¢ni G€inek se zvySoval s rostouci dobou
expozice 1 srostouci magnetickou indukci, pficemz vykazoval jistou
saturovanost.

GRANTOVA PODPORA:

GA AV CR A4004002
Struktura a interakce nukleovych kyselin a polypeptidi na povrsich kovii
resSitel: V. Vetterl, 2000 - 2002
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GA AV CR S5004107
Aplikace biofyzikalnich metod v biotechnologické a klinické praxi
fesSitel: V. Vetterl, 2001 - 2005

GA CR 204/97/K084

Elektrody modifikované nukleovymi kyselinami a bilkovinami. Nové
nastroje v biochemickém a biomedicinském vyzkumu
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V roce 2002 se ¢innost Laboratoie 1 nadale orientovala na dvé hlavni oblasti:

Oblast 1. Viastnosti nukleovych kyselin a proteinit na povrsich a jejich
aplikace v oblasti biosenzorii DNA.

Oblast I1. Struktura a interakce DNA a proteinii v onkologickém vyzkumu,
se zvlastnim zretelem na protein p53.

V oblasti I se nase prace soustiedila jednak na senzory pro detekci poSkozeni
DNA a jednak na rozvoj nové metody hybridizace DNA s elektrochemickou
detekei.

Hybridizace a elektrochemicka detekce DNA na dvou odlisnych povrsich

V poslednich letech jsou ve svété intenzivné vyvijeny nové metody
zjistovani sekvenci nukleovych kyselin zaloZzené na hybridizaci DNA nebo
RNA. K detekci hybridizace jsou vétSinou vyuzivany optické metody.
Nedavno se objevily tendence doplnit metody optické detekce metodami
elektrochemickymi, které jsou jednodussi, levnéjSi a méné naroCné na
spotiebu energie. AZ dosud byly pii vyvoji téchto elektrochemickych senzort
vyuzivany pevné elektrody na nichZ byla provddéna jak hybridizace DNA,
tak 1jeji detekce. V uplynulém obdobi jsme navrhli nové metody, pfi nichz je
hybridizace DNA provadéna na jednom povrchu optiméalnim pro hybridizaci
(povrch H) a elektrochemicka detekce na detekéni elektrodé (DE). Vzhledem
k tomu, Ze hybridizace vyzaduje jiné podminky nez detekce, nova metoda
umoznuje optimalizaci hybridiza¢niho a detekéniho kroku a ma, ve srovnani
s dosud uzivanymi metodami, cetné vyhody. Patii k nim minimalni
nespecifickd adsorpce na MK, umoZznujici vysokou specificitu analyzy
a Siroky vybér DE pro zvoleny elektrodovy d¢j. Jako povrch H jsme zvolili
magnetické kulicky (MK). Zjistili jsme, ze touto metodou lze analyzovat
relativné dlouhé DNA: a) pomoci katodické rozpoustéci voltametrie na
rtutovych a pevnych amalgamovych DE. Analyza je zaloZena na stanoveni
purinovych bdazi, uvolnénych z DNA v kyselém prostiedi; b) pomoci
imunoanalyzy DNA modifikovan¢ komplexem oxidu osmicele¢ho s 2,2'-
bipyridinem (Os,bipy) na uhlikovych DE. DNA modifikovand Os,bipy muze
byt stanovena také pifimo na rtutovych nebo uhlikovych elektrodach.
Podrobnosti jsme publikovali. Vedle toho jsme se zabyvali téZ vyuzitim
redoxnich indikatord, zvlasté pak bis-interkalatorti, pti hybridizaci DNA.

Pouziti pevnych amalgamovych elektrod v analyze nukleovych kyselin

Pevné amalgamové elektrody ze stfibra nebo médi se v experimentech
s nukleovymi kyselinami a jejich sloZkami méfenymi velmi citlivou
katodickou rozpoustéci voltametrii ukazaly jako vhodné nahrady za visici
rtutovou kapkovou elektrodu. Jejich povrchy mohou byt snadno obnovovany
elektrochemicky. Mc¢éfeni je nejlépe provadéno ve slabé alkalickych
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prostfedich; v pfipad¢ stfibrnych amalgamovych elektrod mohou byt
do roztoku pfidany méd'naté ionty. Tento vysledek byl ziskan ve spolupraci
s UFCH JH AV CR, Praha.

Stanoveni pikogramovych mnozstvi neznacené DNA pomoci rozpoustéci
voltametrie s pevnymi médenymi amalgamovymi elektrodami nebo
se rtutovymi elektrodami za pritomnosti médi

Vypracovali jsme vysoce citlivou metodu stanoveni DNA Dbez
elektrochemickych znacek, ktera je vyuzitelna ve vyvoji DNA senzort.
Ukazali jsme, Zze subnanomolarni koncentrace (vztaZzeno na obsah
monomert) neznacené DNA mohou byt stanoveny za pouZiti pevnych
amalgamovych elektrod (méd’” + rtut’) nebo s pomoci visici rtutové kapkové
elektrody v pritomnosti médi. DNA je nejprve hydrolyzovana v kyselém
prosttedi (0,5 M kyselina chlorista) a uvolnéné purinové baze jsou ptimo
stanoveny pomoci katodické rozpoustéci voltametrie. Timto zplsobem
mohou byt snadno analyzovdny vzorky o malych objemech (5 - 3 pl),
obsahujici pikogramova nebo subpikogramova mnozstvi DNA, coz v piipadé
fragmentiit DNA o délce 1000 parti bazi, odpovida attomolovym mnozstvim.
Vyuziti tohoto stanoveni jsme demonstrovali pfi hybridizaci na povrchu H
(imz byly superparamagnetick¢ kulicky s kovalentné navazanou
oligonukleotidovou sondou) s naslednou elektrochemickou detekci s pomoci
rtutovych elektrod za pritomnosti médi.

Detekce DNA a PNA na rtutovych a uhlikovych elektrodach prostrednictvim
methylenové modri jako elektrochemické znacky

Byly ziskany elektrochemické parametry vazby metylénové modii (MB) na
DNA s vyuzitim rtutové (HMDE) a uhlikovych (GCE a CPE) elektrod
v roztoku a na povrchu elektrod. MB, ktera interaguje s imobilizovanou
DNA, byla detekovana s pouzitim HMDE nebo CPE v kombinaci s riiznymi
elektrochemickymi metodami, napf. rozpoustéci prenosovou voltametrii,
diferen¢ni pulzni voltametrii a a.c. voltametrii. Struktury a hybridizace DNA
mezi syntetickou peptidovou nukleovou kyselinou (PNA) a oligodeoxy-
nukleotidy byly stanoveny ze zmén voltametrickych piki MB. Sondy PNA
a DNA interagovaly s nadbytkem nebo stejnym mnoZstvim nekomple-
mentarni DNA a se smési obsahujici cilovou DNA a DNA, kterd obsahovala
jednu nekomplementarni bazi. Rozd€lovaci koeficient byl ziskan ze signalu
MB se sondou, hybridem a ssDNA na GCE. Byl prozkouman vliv
koncentrace sondy, cilové DNA a nekomplementarni ssDNA na signal MB.
Vysledky ukazuji, Ze MB by mohla slouzit jako efektivni elektroaktivni
hybridiza¢ni indikator pro DNA biosenzory.
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Impedancni analyza DNA a interakci DNA-lécivo na rtutové tenkovrstvé
elektrode

Ve spolupraci s Laboratofi biomakromolekularni fyziky (LBP) byl
analyzovan echinomycin a jeho interakce s ssDNA a dsDNA na HMDE a
rtutové  filmové  elektrodé¢ pomoci elektrochemické impedancéni
spektroskopie, meétfeni kapacity a chronopotenciometrie s konstantnim
proudem. Detaily shrnuje LBP.

Elektrochemické senzory pro interakce a poskozeni DNA

Hlavni ulohou DNA v buiikach je uchovavat a spravné predavat genetickou
informaci. Poskozeni DNA, k némuz dochazi v disledku interakce s fadou
chemickych nebo fyzikalnich ¢inidel pfitomnych v Zivotnim prostiedi, casto
vede ke vzniku mutaci, které mohou byt nésledné pti¢inou nadorového
bujeni. Proto je dualezité mit k dispozici analytické metody, umoznujici
rychlou a citlivou detekci jak samotného poSkozeni DNA, tak latek, které
toto poSkozeni zpusobuji. Elektrochemickd analyza nabizi fadu pfistupi ke
zjiStovani poskozeni DNA 1 k detekci genotoxickych latek v Zivotnim
prosttedi, v potravinach, v klinickych vzorcich, apod. Tyto metody zahrnuji
(a) mefeni faradaickych nebo tensametrickych signalli DNA na rtutovych
nebo pevnych elektrodach, a (b) vyuziti signall elektroaktivnich latek, které
s DNA interaguji kovalentn¢ nebo nekovalentné. Jednoduchy elektro-
chemicky senzor pro poSkozeni DNA sestavd z elektrody (pfevodniku
signalu) a DNA zakotvené na jejim povrchu (citliva, rozpoznavaci vrstva).
Interakce imobilizované DNA s poSkozujicim cCinidlem je pievadéna -
prostfednictvim zmény elektrochemickych vlastnosti citlivé vrstvy DNA - na
meéfitelny signal. Tento prehledny clanek je vénovan elektrochemickym
studiim poskozené DNA a interakcim DNA s malymi molekulami, a soucas-
nému pokroku v oblasti elektrochemickych senzorti pro latky posSkozujici
DNA, v¢etn¢ karcinogenil, mutagent a klinicky pouZivanych léciv.

V_ oblasti I se naSe prace soustiedila zejména na otazky interakce
nadorového supresoru proteinu p53 s DNA, se zvlasStnim zietelem na vliv
nadSroubovicoveho vinuti na tyto interakce. Tento vyzkum probihal ve
spolupraci s Masarykovym onkologickym tustavem v Brné a s Max-Planck
Institut fiir biophysikalische Chemie, Géttingen.

Uloha domén proteinu p53 pii selektivni vazbé na nadsroubovicovou DNA

Jiz difive jsme ukazali, Ze lidskd p53b(1-393) exprimovana v bakteridlnim
systtmu se v kompeticnim experimentu superhelikalni (sc)/linearni DNA
vaze preferencné k scDNA a tento jev jsme oznacili jako vazbu selektivni pro
scDNA (SCS). S wvyuzitim deletovanych mutantdl p53 a plazmidové
pBluescript scDNA (neobsahujici sekvenci specifickou pro vazbu p53)
o nativni superhelikdlni hustoté jsme demonstrovali, ze C-koncova doména
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pS3 (aa 347-382) a oligomerizacni stav p53 jsou klicové pro SCS vazbu.
Monomerni protein p53(361-393) (postradajici pS3 tetrameriza¢ni doménu,
aa 325-356) nevykazoval SCS vazbu, zatimco oba dimerni mutanty p53(319-
393)L344A a fuzni protein GCN4-p53(347-393) SCS vazbu vykazovaly.
Studium zvySeni retardace (,,supershift") komplexti p53(320-393)-scDNA
v agar6zovém gelu monoklonalnimi protilatkami odhalilo, Ze amino-
kyselinova oblast 375-378, obsahujici epitop protilatky Bp53-10.1, hraje
ulohu pii vazbé proteinu p53(320-393) k scDNA. Elektronova mikroskopie
umoznila pozorovat nukleoproteinova vldkna p53-scDNA vytvarenda vsemi
proteiny s C-koncovou doménou, kter¢ v elektroforetickych studiich
vykazovaly SCS vazbu. U monomerniho proteinu p53(361-393) nebyla
tvorba vlaken pozorovana. Byl navrzen model, podle kterého dvé vzajemné
blizké dvouSroubovice DNA tvoifi vlakna p53-scDNA, a byla diskutovédna
moZna uloha tvorby téchto vldken pti procesu rekombinace.

GRANTOVA PODPORA:

GA AV CR A4004110

Vazba nadorového supresoru proteinu pS3 na DNA. Vliv superhelicity DNA
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Vyuziti adsorptivni pfenosové a eliminac¢ni techniky pro voltametrickou
analyzu oligonukleotidl a nukleovych kyselin
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feSitel: M. Fojta, 2002 - 2004
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resitel: V. Brazda, 2000 - 2003
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LABORATOR STRUKTURY A DYNAMIKY NUKLEOVYCH KYSELIN (LSDNA)

VEDOUCT: DOC. RNDR. JIRi SPONER, DRSC.

VEDECTI PRACOVNICI: MGR. NADA SPACKOVA, PH.D.
JUDIT E. SPONER, PH.D.

Bylo dokoncéeno nékolik studii struktury a dynamiky nukleovych kyselin
s pouzitim nejmoderngjSich simula¢nich metod (molekulovd dynamika)
v kombinaci s dalSimi technikami, jako jsou naptiklad ab initio kvantoveé-
chemické vypocty.

Ve spolupraci s dalSimi laboratofemi byla dokoncena rozséhld studie
struktury, dynamiky a elasticity oligo- a polypurinovych traktl B-DNA.
Tento projekt odhalil unikatni mechanické vlastnosti polypurinovych trakti,
rozhodujici roli aminoskupiny N2 orientované do malého zlabku
dvousroubovice, a také dualezity vliv metylové skupiny C5 na stabilitu
vertikalnich interakci.

Ve spolupraci s laboratoti prof. Lipperta, Universitit Dortmund, SRN, byla
provedena dliikladné analyza vlivu vazby platiny na dusik N1 adeninu.

Byly provedeny rozsahlé kvantové-chemicke vypocCty na krystalove struktute
komplexu B-DNA s navazanym ligandem distamycinem, ktery se vaze do
oblasti malého zlabku. Vypocty mimo jiné umoznily dalsi rafinaci krystalové
struktury tim, Ze pomohly identifikovat oblasti s nizkym rozliSenim.

Byla zahgjena rozsahla studie motivh RNA, které¢ byly pozorovany
v krystalech ribozomt, a které obsahuji nekanonické pary bazi. Mezi tyto
motivy patii naptiklad K-kink, sarcin-ricinova smycka a dalsi. Dale
pokracovalo studium systémi, jako je smycCka E v ribozomalni RNA,
komplex smycky E s proteinem L25 (viz Obr. 1), guaninové kvadruplexy
a komplexy DNA s navazanym ligandem DAPI.

GRANTOVA PODPORA:

MSMT CR LN00AO16
Program ,,Vyzkumna centra® Biomolekuldrni centrum
fesitel: J. Koca, PtF MU Brno, spolufesitel: J. Sponer, 2000 - 2004
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Obr. 1. Komplex ribozomalniho proteinu L25 se smyckou
E 58 rRNA v ribozomu E. coli.
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PROGRAM 11

BIOFYZIKA KOMPLEXU NUKLEOVYCH KYSELIN



28



LABORATOR MOLEKULARNI BIOFYZIKY A FARMAKOLOGIE (LMBP)
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EMILIE MORNSTEINOVA

GRADUOVANI STUDENTI: VENDULA BURSOVA
PETROS CHRISTOFIS
VICTORIA MARINI
OLIVIER DELALANDE
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Viiv enantiomernich aminoligandii na nukleotidovou excizni opravu 1,2-
d(GpG) vnitroretézcove vazby protinddorovych analogui cisplatiny a jeji
rozpoznavani proteiny obsahujicimi HMG box

Jedna z koncepci vyvoje novych platinovych protinadorovych 1éCiv je

zalozena na skuteCnosti, Ze neodstupujici aminoligandy cisplatiny mohou

ovlivilovat jeji protinadorovou aktivitu. Tento koncept jiz vedl k syntéze
oxaliplatiny, nového analogu cisplatiny (schvaleného do klinické praxe jiz

v n€kolika zemich), ktery obsahuje jako neodstupujici ligand 1R,2R-

diaminocyklohexan. Ackoliv je zndmo, Ze stereochemie neodstupujiciho
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ligandu ovliviiuje protinadorovou aktivitu a mutagenicitu platnatych
komplex, ziistava molekularni mechanismus jejich pisobeni neznamy. DNA
je vSeobecné povazovana za hlavni cilové misto farmakologického piisobeni
platinovych cytostatik. Je proto dualezité studovat jakym zpusobem tuto
nukleovou kyselinu vazba téchto slouc¢enin poskozuje. DNA je navic chiralni
molekula a tak interaguje rozdilnym zplsobem s platinovymi komplexy
obsahujicimi rlizné enantiomery aminoligandi. Nase studie jsme zaméfili na
objasnéni, jak jsou rozpozndvany rozdiln¢ struktury 1,2-d(GpQG)
vnitrofetézcovych vazeb vytvofenych modelovymi platnatymi komplexy
s (2R,3R)- a (25,395)-diaminobutanem [Pt(R,R-DAB) a Pt(S,S-DAB)] proteiny
obsahujicimi HMG doménu a jak jsou ndsledné¢ tato posSkozeni DNA
odstraniovana in vitro béhem nukleotidové excizni opravy. Vysledky
prokazaly, ze proteiny s HMG doménou se vazi na 1,2-d(GpG)

) ] vnitrofetézcovou vazbu obou enantiomeri
ved ] "o v u srozdilnou afinitou. Z vysledkd dale plyne,

-

Me‘ ‘Me

N N ze rozdil ve vazb& proteini je zodpovédny
H H *w 4 r 14 o O W 14
N N, zaodli$nou opravu t&chto 1ézi, coz miiZze mit

Pt(R,R-DAB) ps,s0aB)  vyznamné nasledky, nebot nukleotidova
excizni oprava hraje klicovou ulohu v mechanismu protinddorového plisobeni
platinovych cytostatik.

L-methionin inhibuje reakci DNA s protinadorové aktivnim cis-diamindi-
chloroplatnatym komplexem

Molekula DNA je v soucasné dobé povazovana za hlavni cilové misto
farmakologického plisobeni protinadorové aktivni cisplatiny. Toto cyto-
statikum je v klinické praxi aplikovano intravenozné, takze pied tim, nez
probéhne jeho reakce s DNA v jadfe cilové buiikky, miize interagovat s celou
fadou molekul jako je napf. L-methionin (Met) nebo sloucCeniny tuto latku
obsahujici. Pfed nedavnem bylo ukéazano, Ze L-methionin zvySuje rychlost
reakce cisplatiny s monomernim guanosin-5"-monofosfaitem (GMP) a na
zaklad¢ této skuteCnosti byla navrzena hypotéza, podle které L-methionin
muZze zajiStovat prenos molekul cisplatiny na DNA. Vychazeje z této
hypotézy, byla reakce komplexu, pfipraveného inkubaci cisplatiny s L-
methioninem (1:1) [cis-Pt-Met] s jedno- a dvoufetézcovymi syntetickymi
oligodeoxyribonukleotidy a s vysokomolekularni DNA z teleciho thymu.
Ziskané vysledky jasné demonstruji, Ze tvorba komplexu mezi cisplatinou a
L-methioninem inhibuje interakci tohoto cytostatika s vysokomolekuléarni,
dvouretézcovou DNA. Je tedy nepravdépodobné, ze by L-methionin vazany
pte siru k molekule cisplatiny byl za fyziologickych podminek nahrazovan
aromatickym dusikem guaninu. Znamena to tedy také, ze komplex [cis-Pt-
Met], ktery se vtéle vytvaii po intravendzni aplikaci cisplatiny, patrné
neslouzi jako zdsobnik molekul cisplatiny pro jeji pozdéjsi reakci s DNA
nadorovych buné€k, jak bylo nedavno navrzeno jinymi autory na zaklad¢
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vysledkll studia reakce cisplatiny s monomernim GMP za pfitomnosti L-
methioninu.

Ohyb a rozvijeni DNA viivem 1,2-d(GpG) vnitroretézcové vazby, vytvorené
protinadorové aktivnim komplexem cisplatiny, nejsou zavislé na sousedi-
cich bazich

Protinadorové aktivni platnaty komplex cisplatina tvoii v DNA prednostné
vnitrofetézcové vazby mezi dvéma sousednimi purinovymi bazemi. Existuje
fada studii, které odvozuji protinddorovou aktivitu cisplatiny od tohoto typu
1ézi. Vznik 1,2-d(GpG) vnitrofetézcové vazby vede k vyznamnym zménam
struktury DNA, kam patii pfedevSim rigidni ohyb smérem do velkého Zlabku
a lokalni rozvinuti dvousroubovice. Specificky zménéna struktura DNA
pritahuje nejriznéjsi bunééné proteiny a bylo postulovano, ze tento fenomén
stoji v pozadi protinddorového plisobeni cisplatiny. Bylo prokdzano, ze
vazebna afinita fady proteind, které specificky rozpoznavaji 1,2-d(GpQG)
vnitrofetézcovou vazbu, zavisi na typu bazi tésné sousedicich
s modifikovanym mistem. VIiv sekvence na ohyb a rozvijeni DNA
v dasledku 1,2-d(GpG) vnitrofetézcové vazby dosud nebyl studovan. V nasi
studii jsme analyzovali velikosti thl ohybu a rozvijeni vyvolané 1,2-d(GpGQG)
vnitrofetézcovou vazbou cisplatiny v zavislosti na typu bazi sousedicich
s modifikovanym mistem. Pouzili jsme celkem devét riznych sekvenci
oligodeoxyribonukleotidi a ke stanoveni thlii ohybu a rozvijeni jsme pouzili
metodu zalozenou na elektroforéze v polyakrylamidovém gelu. Vysledky
ukazuji, Ze ohyb a rozvinuti DNA jako disledek vytvoreni 1,2-d(GpG)
vnitrofetézcové vazby cisplatiny nezdvisi na sekvenci, ve které se vazba
nachazi.

Srovnani profilit vazby dvojjadernych platinovych komplexii s polyaminovymi

Fetezci, a trojjaderného platinového komplexu BBR3464, k DNA
DNA - vazebné profily tfi dvojjadernych platnatych komplexti spojenych
polyaminovymi fetdzci, [{trans-PtCI(NHs),}, {p-spermin-N',N'*}1*"; [{trans-
PtCI(NH;), > {p-spermidin-N'N*}1*", [{trans-PtCI(NH;),}, {u-BOC-spermi-
din}]** byly porovnany svazebnym profilem trojjaderného platnatého
komplexu [{trans-PtCI(NH;),},{u-trans-sper-

n+

LRV min- Pt(NH;),[H,N(CH,)¢NH,],}1*, ktery je

ve fazi II klinického testovani. VSechny

I = zkoumané komplexy se pifednostné vazi

T TN _ . bifunkéné za vzniku zejména
o /\/\/\><\/\/\/ mezifetézcovych miustkl. Relativné rychla

-1+ kinetika vazby téchto sloucenin k DNA
odpovida jejich znaénému kladnému naboji
PN N 2+ az 4+). Preference k tvorbé

g oo —. mezifetézcovych vazeb v DNA vSak velikosti
Bl H;N/\/\/N\/\/NHZ

PN /\/\/HH\/'\/NHz
8} Ha HH
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naboje ovlivnéna neni. Analyza produkti syntézy DNA DNA polymerazami
na templatech modifikovanych studovanymi komplexy a komplementarni
metoda transkripéniho mapovani ukdzaly, které baze jsou preferen¢nimi
vazebnymi misty. Na zakladé¢ téchto experimentli bylo ucinéno ptredbézné
vyhodnoceni druhii vnitrofetézcovych a mezifetézcovych vazeb, které tvori
studované platinové komplexy. Vysledky ukazuji, Ze dvojjdaderné platnate
komplexy se chovaji podobné jako jejich trojjaderny analog a rozdily ve
velikosti naboje nehraji vaznéjsi roli.

Biofyzikalni analyza dvouretézcove DNA modifikované dinukledrnimi
organokovovymi slouceninami platiny

DNA, ktera byla modifikovdna novym dinukledrnim, organokovovym
komplexem platiny [ {PtCH;CI((CH3)SO)}o( u-N-N)] (N-N=
H,N(CH;)¢NH,(ORGANODisPt), byla studovana vybranymi metodami
molekularni  biofyziky. Byly provedeny vazebné studie s vyuzitim
bezplamenné atomové absorpéni spektroskopie a analyzy enzymaticky
Sté¢pené DNA pomoci vysokotlaké kapalinové chromatografie. Pomoci
gelove elektroforézy bylo studovdno rozvijeni dvousroubovice DNA a za
denatura¢nich podminek také tvorba mezifetézcovych vazeb v DNA. Dale
bylo provedeno transkripéni mapovani vznikajicich Pt-DNA adukti
a konformacni analyza platinované DNA pomoci diferen¢ni pulzni
polarografie. Denaturani kiivky byly ziskany pomoci absorpcéni
spektrofotometrie. Ziskané vysledky ukazuji, Ze ORGANODbisPt komplex
se vaze k DNA nevratné, zpiisob jeho vazby vSak odlisny od zpiisobu, kterym
se vaze jeho formalni analog [{cis-PtCI(NH; ), }.(u-N-N)] (N-A =
H,N(CH,)¢NH,, (1,1/c,c), ktery vykazuje protinadorovou aktivitu také
v bunéCnych liniich, které jsou rezistentni vici cisplatiné. ORGANODbisPt
komplex se vaze k DNA vyrazné rychleji nez komplex 1,1/c,c nebo
cisplatina. ORGANODisPt komplex vykazuje pfi vazbé k DNA silnou
sekvenéni preferenci, vaZe se vyhradné ke zbytkiim guaninu. VétSina molekul
komplexu ORGANODisPt se vaze k DNA monofunkéné, pouze ~2%
navazané¢ho komplexu vytvareji mezifetézcoveé vazby, coz je mnohem méné
nez je tomu v pripadé modifikace DNA komplexem 1,1/c,c. Na rozdil od
monofunkéné vazaného ORGANODisPt komplexu jsou jeho mezifetézcove
mustky 9ketré jsou pouze minoritnimi adukty) schopné zastavovat RNA
syntézu in vitro. Také charakter konforma¢nich zmén vyvolanych v DNA
vazbou komplexu ORGANODbisPt je odlisSny od zmén vyvolanych vazbou
komplexu 1,1/c,c. Rozdilné vazebné a strukturni projevy ORGANODisPt ve
srovnani s chovanim analogického komplexu 1,1/c,c souviseji pravde-
podobné s rozdilnym nabojem obou komplextt a s rozdilnym charakterem
aktivujicich skupin, kter¢ se nachazeji v polohach trans, resp. cis
k odstupujicim chloridovym skupinam.
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Rozdilne genotoxicke efekty protinadorové aktivnich komplexii trans-
[PtCIly(E-iminoether),] a cisplatiny u Escherichia coli

V této studii byly méteny kiivky pieziti a mnozstvi navazané platiny na DNA
u reparacné aktivnich a deficientnich kmenl E. Coli, které byly vystaveny
plusobeni trans-[PtCl,(E-iminoether),] (trans-EE), resp. ,,klasickeé® cisplatiny.
Bylo zjisténo, Ze toxicita protinddorové aktivniho trans-EE komplexu je
u reparacné deficientnich kmenii mnohem mensi neZ je tomu u cisplatiny.
Vyrazné nizsi toxicita komplexu trans-EE neni disledkem sniZzeného piijmu
nebo niz8i hladiny modifikace DNA timto platinovym komplexem, ale
pravdépodobné odrazi rozdily ve zplisobu vazby téchto dvou studovanych
platinovych komplexii k DNA.
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Néplni védecké Cinnosti laboratoie je studium strukturné-funkcénich vztaht
v komplexech nukleovych kyselin a proteind, které se uplatiuji
v metabolismu genetického materidlu. V rdmci tohoto zaméfeni se laboratot
vénuje analyze konci eukaryotickych chromosomi (telomer), studiu jejich
syntézy pomoci telomerdzy nebo tzv. alternativnich mechanismil a izolaci
a charakterizaci telomer-vazebnych proteinll. Zatimco toto studium u rostlin
ma prevazné charakter zakladniho vyzkumu, na lidskych buikach
a u klinickych vzorkii se jedna o pfevazné cileny vyzkum zaméfeny
do oblasti molekularni diagnostiky.

Byla dokonCena charakterizace napojeni telomer na subtelomery
v chromosomech Silene latifolia, kterd ukazala spektrum variant spojeni mezi
telomerovou sekvenci a hlavni subtelomerovou repetici X43.1. Vysledky
ukézaly, Ze na jednotlivych chromosomovych raménkach je repetice X43.1
piipojena k telometfe bud’ pifimo, a to v mistech odpovidajicich dfive
zmapovanym hranicim nukleosomli, nebo pies mezernikové sekvence
zahrnujici jak ty, které byly charakterizovany dfive, tak 1 nové popsané
sekvence. U vSech analyzovanych telomer-asociovanych sekvenci jsou mista
napojeni nenédhodna. Udaje ziskané na molekularni urovni byly ovéfeny
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pomoci in situ hybridizace na metafazovych chromosomech i natazenych
vlaknech DNA ve spolupraci s prof. K. Fukui z Laboratory of Dynamic Cell
Biology, Osaka University (viz Obr. 1).

Obr. 1. Analyza telomer-asociovanych sekvenci in situ. Subtelo-
merova poloha nove charakterizované sekvence 19Bst byla
overena pomoci FISH na metafdazovych chromosomech S. latifolia
(a). Chromosomy X a Y jsou oznaceny odpovidajicimi pismeny.
Meéritko odpovida 5 wpm. Varianty vzdjemného uspordadani
sekvenci X43.1, 15Ssp, 19Bst a TR byly vizualizovany pomoci
EDF-FISH (b, ¢, d). Meéritko odpovida 1 um. Primé napojeni
X43.1 (sled zelenych signadlu) k TR (Cerveny signal) je na Obr. 1b.
Sekvence 15Ssp (c) a 19Bst (d) byly detekovany jako zelené tecky
mezi X43.1 (sled cervenych signdli) a TR (terminalni Cerveny
signal).

Béhem fragmentace genomu tabakovych bunék BY-2 vyvolané kademnatymi
ionty, a béhem nasledné opravné faze byla zjiSténa zvySenad aktivita
telomerazy. Vysledky ukazaly, ze integrita genomu muze byt pln€ obnovena
po jeho fragmentaci na 50 - 200 kb useky a telomeraza se né¢jakym zplisobem
ucastni tohoto vysoce u€inn¢ho opravného procesu.

V oblasti studia alternativnich rostlinnych telomer bylo zjisténo, ze zastupci
rodu Cestrum a blizce piibuznych rodl Vestia a Sessea (Solanaceae)
postradaji typické telomery. Jde pfitom o prvni nalez tohoto typu u dvou-
d€loZznych rostlin. Technikami slot-blot a FISH nebyla na koncich
chromosomil zjiSténa pfitomnost telomerové sekvence typu A. thaliana
(TTTAGGG) ani telomerova sekvence typickd pro obratlovce (TTAGGG).
Asymetrickd PCR vSak ukézala ptitomnost kratkych usekiit TTTAGGG
sekvence roztrouSenych v genomu. Bylo zjisténo, Zze chromosomy druht
Cestrum dosahuji neobvyklé velikosti, coz muze byt vysledkem cinnosti
alternativnich mechanismu udrzovani koncti chromosomd.

V oblasti biomedicinského vyzkumu byly studovany zmény aktivity, exprese
a sestithu telomerdzy béhem diferenciace indukované butyrdtem sodnym
u normdalnich (FHC) a rakovinnych (HT29) buné¢k tlustého stfeva. Kromé
podobné odpoveédi obou bunécénych linii na NaBt, tj. zastaveni bunécného
cyklu v GO/G1 fazi, sniZeni ristové rychlosti a zvySeni stupné diferenciace
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(na zéklad¢ aktivity alk. fosfatazy) se obé linie 1i§i v dynamice métfenych
parametrd. Aktivita telomerazy a hladina mRNA jeji katalytické podjednotky
(hTERT) se snizuji vyrazn€ po 48 hod. a dosahuji nulovych hodnot po 144 h.
Zatimco kinetika transkripéniho uml¢eni hTERT je u obou linii podobna,
snizovani aktivity telomerdzy je rychlejsi u FHC bunék. To mulze byt
zpusobeno diferencidlnim sestfihem hTERT mRNA, ktery byl u této linie
pozorovan. Rozdily v sestfihu hTERT mRNA tak mohou predstavovat
uziteCny marker metabolismu telomer v normalnich a nddorovych bunkach.

Dalsi biomedicinskd studie byla zaméfena na posouzeni pouZitelnosti
telomerazy nejen jako diagnostického, ale 1 prognostického faktoru,
umoznujiciho raciondlni volbu léCebné strategie u nadort tlustého steva.
Byla zjistovéana aktivita telomerazy a exprese jeji katalytické podjednotky
u 82 vzorkli odebranych chirurgicky 41 pacientim (u kazdého pacienta byl
vySetfovan vzorek nadorové a prilehlé morfologicky normalni tkang).
Aktivita telomerazy byla pfitomna v nadorovych vzorcich 34 pacientt (83 %)
v prumérné vysi 47.6 arbitr. jednotek (T.U.), zatimco vzorky pfilehlé tkané
byly bud’ negativni (u 25 pacienti - 61%) nebo slabé pozitivni (u 16 pacientti
- 39%, primérnad aktivita 1.5 T.U.). Ve vzorcich nadori od pacientii bez
metastdz do lymfatickych uzlin (pNO) byla nalezena primérnd aktivita
37.1 T.U. Naproti tomu u naddorovych vzorkii od pacientli s metastazami do
lymfatickych uzlin (pN1 nebo pN2) byla primérna aktivita vyznamné vyssi
(60.2 T.U., p < 0.05). U pacienti se vzdalenymi metastazami je tendence
k vy$§i telomerazové aktivité, ackoli bez statistické vyznamnosti. Mezi
pacienty, ktefi absolvovali chemoterapii 5-fluorouracilem, vykazovali vyssi
chemosenzitivitu ti sniz§i aktivitou telomerazy. Exprese hTERT byla
detekovana nejen ve vzorcich s aktivitou telomerazy, nybrz 1 v ¢asti vzorki
na aktivitu negativnich, at’ uz pochazely z nadoru nebo pfilehlé kontrolni
tkan€. Bylo ukazano, Ze nékteré z téchto zdanlivych rozpori lze vysvétlit
diferencialnimu sestfihu hTERT mRNA. Vzhledem k tomu je TRAP assay
na aktivitu telomerazy informativné;jsi nez testovani exprese hTERT b&znym
zpusobem. Z vysledkli vyplyva, Ze aktivita telomerazy je uZiteCnym
diagnostickym 1 prediktivnim faktorem u nadorti tlustého stieva.
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Pokracovali jsme ve studiu vlivu nehistonového proteinu HMGBI1 na vazbu
tumor supresorového proteinu p73 s fragmenty DNA obsahujicimi vazebné
sekvence pro p53/p73. Metodou gelové elektroforézy jsme prokazali, ze
HMGBI vyrazné stimuluje vazbu p73 se specifickymi sekvencemi DNA.
Jako prvni laboratof jsme prokdzali existenci funk¢ni interakce mezi
chromozomalnim proteinem HMGBI1 a p73. p73 se vaze s HMGBI
prosttednictvim své C-koncové domény a v dasledku této interakce dochazi
bud ke stimulaci (Rb”" H1299 buiiky) nebo inhibici (Rb” Saos-2 buiiky)
transaktivaci pro-apoptického genu Bax zavislé na p73. Exprese
retinoblastoma proteinu Rb v Rb-deficitnich bunkach Saos-2 nevede ke
stimulaci p73-dependentni transkripce vlivem HMGBI1. Vysledky svédci
o existenci bunééné-specifického faktoru (odliSného od retinoblastoma
proteinu, pRb) modulujiciho vliv HMGBI1 na transkripci zavislou na p53
nebo p73.

Pti studiu vazby p53 a HMGBI1 s neobvyklymi strukturami DNA byla
prokdzana jejich extrémné vysoka afinita k hemikatenatovym strukturam
DNA (hcDNA, vynikajicich v repetitivnich sekvencich poly CA. Poly TG).
Byl prokdzan rovnéz vyznamny rozdil v afinité¢ vybranych proteint HMG
(HMGBI1, SRY, xUBF, mtTFA) k hcDNA, svédcici o selektivit¢ HMG box
domény k hemikatendtové DNA. Dale jsme rozpracovali experimenty
sledujici vliv individudlnich mutaci v doménach A a B proteinu HMGBI1
na interakci s DNA modifikovanou protinddorovym lé€ivem cisplatinou.
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GRANTOVA PODPORA:

GA AV CR A5004105
Objasnéni vazby transkripéniho faktoru RNA polymerazy I xUBF s DNA
fesitel: M. Stros, 2001 - 2005

GA AV CR K4055109

Fyzika, chemie a informatika pro biologické, ekologicke a lékarské aplikace
nositel: K. Ulbrich, UMCH AV CR Praha, spoluiesitel v BFU: M. Stros,
2001 - 2004

GA CR 301/02/0952

Nadorové supresorové proteiny rodiny p53 a chromozomalni protein
HMGBI1. Studium funk¢ni souvislosti

fesitel: M. Stros, 2002 - 2004
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LABORATOR CD SPEKTROSKOPIE NUKLEOVYCH KYSELIN (LSNA)

VEDOUCI: DOC. RNDR. MICHAELA VORLICKOVA, DRSC.
VEDECTI PRACOVNICI: RNDR. IVA KEINOVSKA, CScC.
MGR. PETR FOJTIK, PH.D.
ODBORNE PRACOVNICE VS: RNDR. JANA CHLADKOVA
MGR. KLARA BEDNAROVA
ODBORNA PRACOVNICE SS: JITKA HEGROVA
GRADUOVANY STUDENT: MGR. MICHAL ZEMANEK
DIPLOMANT: MARTIN SCHWARZER

Pokracovali jsme ve studiu konformacnich vlastnosti fragmenti DNA
tvofenych trinukleotidovymi opakovanimi d(GCC),/d(GGC),, jejichz
prodlouzeni v lidském genomu souvisi se syndromem fragilniho
chromozomu X. Nedavno bylo ukazano, ze tetézce d(GCC), tvofi mimo
vlasenku popsanou v literatuie jesté dva typy tetraplexii. Nyni jsme pomoci
CD spektroskopie, UV absorpcni spektroskopie a polyakrylamidové gelove
elektroforézy studovali konformacni vlastnosti komplementarniho fetézce
d(GGC), (pro n = 4, 8 a 16). O téchto fetézcich se obecné soudi, ze tvori
guaninové tetraplexy, které jsou odpovédné za prodluzovani motivu. Zjistili
jsme, ze d(GGC), tvoti Ctyfietézcovy a d(GGC)g dvoutetézcovy gunaninovy
tetraplex. Tyto tetraplexy vSak vznikaji velmi obtiZzné - s dlouhou kinetikou
(dny) a pouze v piitomnosti KCIl a pii zvySene teploté. Nejdelsi studovany
fragment d(GGC)¢ tetraplex netvoifi viibec. Namisto tetraplexu zlstava
ve vlasence, jejiz stabilita roste s delkou fragmentu. Tetraplexy komple-
mentarnich fetézci d(GCC), a d(GGC), spolu neinteraguji. Jejich jednotliva
tetraplexovd uspofadani jsou stabilnéjS$i nez jejich heteroduplex. Naopak
d(GCC)s a d(GGC)y6 tvori za stejnych podminek heteroduplex. Z naSich
studii vyplyva, Ze vlasenky jednotlivych fetézcli (GCC), a (GGC), a oba typy
tetraplexit (GCC), mohou byt strukturami odpovédnymi za prodluzovani
motivu souvisejiciho s fragilnim chromozomem X. Touto strukturou vsSak
nemuze byt tetraplex (GGC),, nebot’ nevznika intramolekularng.

Ukazali jsme, Ze bloky guanini v autokomplementarnich oligonukleotidech
d(C,Gy), a to ve formé B-DNA 1 A-DNA, poskytuji stejny typ spektra
cirkularniho dichroismu (CD), zejména vysoky CD pas v okoli 260 nm, jako
paralelni tetraplex oligonuleotidii d(G),. Vznik tohoto pasu je disledkem
intrafetézcoveého vertikalniho vrstveni guanind, které je tedy stejné v duplexu
1 tetraplexu DNA. Tentyz typ CD spektra poskytuje 1 usporadany
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jednotetézec d(GA);. Tato skuteCnost nasvédCuje tomu, 7e zdkladem
jednotetézcové struktury d(GA);p je jadro guanini vrstvenych stejné jako
v pfipadé¢ paralelniho guaninového tetraplexu. Schopnost guanini tvofit
jedno-, dvou- 1 Ctyifetézcova usporadani muze byt relevantni ke vzniku
prvnich molekuléarnich replikator na Zemi.

Pomoci CD spektroskopie a dalSich metod jsme studovali oligonukleotidy
d(A)z, d(GAAA)s, d(GAA);, d(GA)1p, A(GGAA)s, d(GGA); a d(GGGA);s
s cilem zjistit, jak zavisi jejich konformacni vlastnosti na primarni struktuie
DNA. Studovan¢ oligonukleotidy mohou byt rozdéleny do tti skupin. Prvni
skupina zahrnuje d(GGGA)s a d(GGA);, které tvoii pii nizkych iontovych
silach a nebo v pfitomnosti LiCl duplexy, avSak velmi ochotné, a to zeyména
v ptitomnosti KCI, tvofi tetraplexy. Navic tyto oligonukleotidy poskytuji
v etanolovych roztocich takika stejné CD spektrum jako uspotfadany
jednotetézec d(GA)y. To naznaCuje, Ze¢ kazdy druhy adenin miize byt
v tomto jednotetézcovém konforméru nahrazen guaninem. Druh4 skupina je
representovana pouze d(A), ktery neni schopen tvofit Zadnou uspotadanou
Ttieti skupina zahrnuje d(GA)y,, d(GGAA)s, d(GAA);,, a d(GAAA)s.
Tyto oligonukleotidy tvofi duplexy v LiCl 1 KCl a za Zadnych podminek

” d(A)y, |d(GAAA), | d(GAA), | d(GA),, |d(GGAA); | d(GGA), 7d(G GA)s
| ® °
10 - t ]
8 1 ]
|
—61 1
5]
2.2
w
< 01
-2 1
_4 |
-6
-8 J I L

220260300 220260300 220260300 220260300 220260300 220260300 220260300
wavelength [nm]

Obr. 1. CD spektra studovanych oligonukleotidii v pritomnosti 0 az 0.6 M koncentrace
KCI. KCl stabilizuje tetraplexy d(GGGA)s a d(GGA);, zatimco v pripade d(GGAA)s,
d(GA)9, d(GAA)7; a d(GAAA)s stabilizuje duplexy. Tetraplexy poskytuji vyssi CD
amplitudy, avsak typ spekter je stejny jako u duplexu. Spektrum d(A)y se pridavky KCI
nemeni, oligonukleotid tedy netvori Zadnou uspordadanou strukturu. V pritomnost LiCl
tvori vSechny studované oligonukleotidy, s vyjimkou d(A)2, duplex.
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neasociuji do tetraplexi. d(GAAA)s a d(GAA); dale nejsou schopny tvorit
v etanolu jednofetézcovy konformér, pro jehoz vznik je tedy nutné, aby
alespont kazdou druhou béazi byl guanin. V kyselém pH vSak 1 tyto dva
adeninem bohaté oligonukleotidy tvofi jednofetézcovy konformér, takze
protonizovany adenin muze v této struktuie zastoupit guanin. Duplexy vSech
studovanych homopurinovych oligonukleotidii poskytuji stejny typ CD
spektra, coz naznaCuje, Ze v pfitomnosti jedné Ctvrtiny guaninii nabyvaji
vSechny purinoveé baze podobné uspotfadani. Adeniny tedy mohou v téchto
homopurinovych duplexech nahrazovat guaniny, avSak na ukor jejich
termostability. Stejny typ CD spektra homopurinovych tetraplexi, duplext
1 uspofddanych jednofetézcli naznacuje, ze guaninem diktovand geometrie
purinovych nukleotidii ziistava stejnd nezavisle na poctu fetézci
v uspotadané struktute.
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Obr. 2. Termalni denaturace studovanych homopurinovych struktur stabilizovanych
v pritomnosti (e) 0.15 M KCIl a (o) 0.15 M LiCl. Tetraplexy d(GGGA)5 a d(GGA)7
vznikajici v KCI jsou vyrazné termostabilnéjsi nez jejich duplexy vznikajici v LiCl a na
rozdil od nich taji s dlouhotrvajici kinetikou. Naopak duplexy d(GGAA)S, d(GA)I0,
d(GAA)7 a d(GAAA)S jsou stabilnejsi v LiCl nez KCI. d(A)20 netvori zddnou
usporadanou strukturu.

GRANTOVA PODPORA:

GA CR 204/01/0561

Konformacni polymorfie molekul DNA obsahujicich trinukleotidova
opakovani souvisejici s genetickymi chorobami

fesitelka: M. Vorlickova, 2001 - 2003
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GA AV CR A4004201
Tetraplexy DNA a jejich vyskyt v lidském genomu
resitelka: M. Vorlickova, 2002 - 2006

GA AV CR K5052113

Struktura, exprese a interakce genomu

nositel: V. Pates, UMG AV CR Praha, spolufesitel v BFU: M. Vorli¢kova,
2001 - 2004
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LABORATOR BIOFYZIKY DNA A BIOINFORMATIKY GENOMU (LDBGB)

VEDOUCT: RNDR. JAROSLAV KYPR, CScC.

VEDECTI PRACOVNICI: RNDR. KAREL NEJEDLY, CScC.
MGR. PETR HANZALEK, PH.D.

ODBORNI PRACOVNICI VS: ING. IVA HRABCOVA

MGR. NADA REICHOVA
ING. JITKA VONDRUSKOVA
MGR. MARTIN VYKRUTA

ODBORNA PRACOVNICE SS: SONA KASKOVA
GRADUOVANA STUDENTKA: MGR. IVANA VASILENKOVA

Laboratot zkoumd zakonitosti primarni, sekunddrni a terciarni struktury
molekul DNA genomt, restrikénich a PCR fragmenti a syntetickych
oligonukleotidli pomoci spektroskopickych, elektroforetickych, fotochemic-
kych, PCR a pocitacovych metod. Cilem je zjistit, jak tyto molekuly vznikly,
jak funguji a jak v nich dochazi ke zménam.

Byla provedena bioinformaticka analyza lidského genomu. Bylo zjisténo, Ze
pfibuzné mikrosatelity se v ném vyskytuji ve stejnych nebo vyrazné
nestejnych mnoZstvich v zavislosti na tom, zda obsahuji integralni nebo
neintegralni nasobek zakladniho motivu. Napi. mikrosatelit (CA)s je
v lidském genomu zastoupen stejné jako mikrosatelit (AC)s, ale mikrosatelit
(AC)6A je zastoupen v lidském genomu tiikrat vic neZ mikrosatelit (CA)qC.
Analogické vlastnosti vykazuje vétSina dalSich dinukleotidovych a trinukleo-
tidovych mikrosateliti v lidském 1 mySim genomu. Extrémnim ptikladem
nestejneho zastoupeni velice podobnych mikrosateliti je (TTG),TT
a (GTT),GT, z nichZ prvni se v lidském genomu vyskytuje vice nez 200krat
Castéji nez druhy piesto, ze tyto dva mikrosatelity sdileji 22 z celkové délky
23 nukleotidi. Z provedenych analyz vyplyva, Ze vlastnosti mikrosatelit
se periodicky opakuji s periodou rovnou délce zdkladniho motivu.

Pokracovaly studie homoduplext, které samy se sebou tvoii molekuly DNA
obsahujici guanin a adenin a které¢ neobsahuji Zadnou pyrimidinovou bazi.
Bylo zjisténo, Ze tyto homoduplexy vznikaji kooperativné pii neutrdlnim pH
a fyziologickych iontovych silach a Ze pro jejich stabilitu je nutna pfitomnost
guaninu v DNA. Stabilita téchto homoduplexti vzristd s rostoucim
zastoupenim guaninu v DNA. Ziskané poznatky maji vztah k uvaham
o prvnich replikatorech, které predchazely DNA, a dale k povaze sil
stabilizujicich duplexy DNA.
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Provedli jsme PCR asi stovky fragmenti DNA délky 6 az 32 nukleotidi.
Nékteré z nich se v pribéhu PCR prodluzuji do kilobazovych délek. Mezi
tyto fragmenty patii nejen napt. (TA)s a (TA)y, ale 1 (CA)s, (CA)s, (CA)y,
(TG)s, (TG, (TG, (GA)1o, (TC)ro, (TTG)s, (CAA)s, (TGG)s, (CCA)s
a dalsi. Jejich prodluzovani je pozoruhodné tim, ze k nému dochazi
1 v nepfitomnosti komplementarniho fetézce. Produkty PCR vykazuji
vlastnosti typické pro klasické Watsonovy-Crickovy duplexy. Podle naSich
studii fetézce typu (TG), nebo (CA), nevykazuji za podminek pouziti Taq
polymerazy nachylnost ke tvorbé homoduplexii. Bud'to tedy Taq polymeraza
a nebo dalsi slozka jejiho pufru tvorbu homoduplexti podporuje nebo Taq
polymerdza kopiruje jednotetézcovy templat bez pouZziti primeru. Tyto
vysledky maji implikace pro evoluci genomové DNA, délkovy poly-
morfismus mikrosatelith a patologické prodluzovéani trinukleotidovych
opakovani v lidském genomu.

Forma A je konstitutivni konformaci dvoutetézcovych oblasti v RNA. DNA
beézné nabyva formy B. Do formy A piechézi v dasledku dehydratace, vazby
nékterych proteinti nebo iontd. Pro studium konformacéniho pfechodu B-A
se pouziva CD spektroskopie. Ta ale neni vhodna pro mapovani tohoto
piechodu podél molekul genomové DNA ani k monitorovani piechodu B-A
v bunkdch. Ob¢ tato omezeni eliminuje novd metoda, kterou jsme pro
studium pfechodu B-A vyvinuli. Tato metoda je zaloZzena na poSkozeni, ktere
v DNA generuje ultrafialové svétlo. Toto poskozeni Ize detekovat pomoci
restriktaz, které posSkozenou DNA nestépi. Metoda dale vyuziva skutecnosti,
ze forma B je mnohem nachylnéjsi k poskozeni ultrafialovym svétlem nez
forma A. Fungovani této metody jsme demonstrovali pomoci 15 restriktdz na
DNA pUCI19. Jeji ptechod B-A jsme indukovali etanolem a sledovali pomoci
CD spektroskopie. Vzorky odebrané v pribéhu pfechodu jsme ozafili UV
svétlem, vysusili je, rozpustili v restriktazovém pufru a podrobili Stépeni,
abychom urcili mnozstvi DNA, kterd restriktaza neStépi. Toto mnoZstvi
vykazuje kooperativni zmény odrazejici pribéh B-A ptechodu u vSech
patnacti restriktdz. Z téchto zmén bude mozné ur€it, jak zavisi nachylnost
k B-A ptfechodu na lokdlnim obsahu (G+C) a lokalnim obsahu dinukleotidii.

GRANTOVA PODPORA:

GA AV CR A5004802
Biofyzikalni analyza vybranych oblasti lidského genomu
fesitel: J. Kypr, 1998 - 2002
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GA AV CR A1004201

Biofyzikalni vlastnosti usekli (guanint+cytosin) a usekli (adenin+thymin)
v molekulach DNA lidskych chromozomi

resitel: J. Kypr, 2002 - 2006

GA AV CR K5052113

Struktura, exprese a interakce genomu
nositel: V. Paes, UMG AV CR Praha, spolufesitel v BFU: J. Kypr, 2001 - 2004

GA CR 301/01/0590
Strukturni vlastnosti a prodluzovani mononukleotidovych a dinukleotidovych

mikrosatelitll lidského genomu
resitel: J. Kypr, 2001 - 2003
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LABORATOR MOLEKULARNI EPIGENETIKY (LME)

VEDOUCH: RNDR. ALES KOVARIK, CScC.

VEDECTI PRACOVNICI: RNDR. ROMAN MATYASEK, CSC.
RNDR. MILOSLAVA FOJTOVA, CScC.
MGR. JAROSLAV FULNECEK, CScC.

ODBORNA PRACOVNICE VS: RNDR. BLAZENA KOUKALOVA, CScC.
ODBORNA PRACOVNICE SS: DANUSE FRIDRICHOVA
GRADUOVANA STUDENTKA: MGR. KAMILA SKALICKA

Oprava DNA po pusobeni kadmia je doprovazena zvysenou aktivitou
telomerdzy v rostlinnych bunkach

V diivéjsi studii jsme zjistili, Ze expozice rostlinnych bunék kademnatym
iontim vede k programované smrti (apoptdze). V dalSim vyzkumu jsme se
zabyvali reversibilitou apoptotického procesu v suspenzni linii bunék
N. tabacum. Bylo zjisténo, Ze kadmiova tolerance je omezena na 72 hodin,
poté nastavaji v bunikach ireversibilni zmény vedouci k apoptdze. Béhem
72 hodin preapoptotické faze dochazi k extenzivni fragmentaci DNA
na chromatinové smycky délky 50-200 kb. Piekvapujicim zjisténim bylo,
zZe toto relativné extenzivni poSkozeni DNA je bunikou tolerovano a mize byt
opraveno, pokud se kadmium odstrani z média do 72 hodin. Reparacni faze
po pusobeni kadmia trva 48 hodin a je doprovazena zvySenou hladinou
telomerazové aktivity. Vysledky ukazuji, Ze enzym telomeraza se pravde-
podobné Ucastni opravy dvouvldknovych zlomii DNA a stabilizace genomu.

Specificka sublinie N. tomentosiformis (Solanaceae) dala vznik otcovskému
genomu N. tabacum. Je rodicovsky genotyp diilezity pro tvorbu evolucné
uspesneho hybridniho druhu?

N. tabacum (tabak) je allotetraploidni druh odvozeny od diploidnich rodicu,

ktery vznikl pfiblizné€ pted peti miliony let. Zatimco matetsky genom pochdzi

z N. sylvestris (donor S-genomu), o pivodu otcovského genomu se dosud

vedou spory, ackoliv neddvné genetické prace nasi a jinych laboratofi

ukazuji, Ze pravdépodobnym donorem T-genomu byl N. tomentosiformis.

V této studii jsme ukdzali odchylky v rozloZeni repetitivnich sekvenci na

chromozomech Ctyt bézné kultivovanych variet N. tomentosiformis. Zjistili

jsme, Ze pouze varieta N. tomentosiformis, oznaCena jako NIC 479/84,

obsahuje geminivirovou sekvenci GRD3 podobné jako vSechny variety

N. tabacum. K integraci geminiviru do zarodecné DNA tedy doSlo po

divergenci variet N. tomentosiformis, z nichz pouze jedind nebo jen maly
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pocet dal vznik soucasnému biologickému druhu N. fabacum (Obr. 1)

Vysledek nastoluje otazku tllohy rodi¢ovského genotypu pro vznik usp€sného
allotetraploidniho druhu.

N. sylvestris

N. tabacum —‘

ac. NIC 479/84 ==

GRD3 family
GRD35 family
GRID2

Second GRD integration?
Diversification at a new locus

. . = GRD integration
N. tomentosiformis — , it d i versi Beation
ac. TW 142 I_
Yo _
N. kawakamii ——

N. tomentosa —

N. otophora

N. setchellii

N. glutinosa

Schema integrace geminivirovych
DNA sekvenci do genomu

rostlin rodu Nicotiana

51



GRANTOVA PODPORA:

GA AV CR 85004010

Vyvoj novych diagnostickych technik pro onkologii

fesitel: S. Kozubek, spolufesitel: A. Kovatik, 2000 - 2004
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Struktura, exprese a interakce genomu

nositel: V. Pates, UMG AV CR Praha, spolufesitel v BFU: A. Kovatik, 2001
- 2004

GA CR 204/99/D001
Studium mechanisml metylace a demetylace DNA u vysSich rostlin
resSitel: J. Fulnecek, 1999 - 2002

GA CR 521/01/0037

Uloha epigenetickych faktort v regulaci genové exprese u vyssich rostlin
fesitel: A. Kovarik, spolufesSitel: A. Holy, UOCHB AV CR Praha, 2001 -
2003

GA CR 204/01/0313

Evoluce a vzajemné interakce né€kterych homolognich lokusti v genomech
allotetraploidnich rostlin

fesitel: R. Matyasek, 2001 - 2003

GA CR 521/01/P042
Regulace posttranskripéniho umlceni genti u transgennich rostlin
feSitelka: M. Fojtova, 2001 - 2003
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LABORATOR MOLEKULARNI CYTOLOGIE A CYTOMETRIE (LMCC)

VEDOUCH: RNDR. STANISLAV KOZUBEK, DRSC.

VEDECKE PRACOVNICE: ING. EMILIE LUKASOVA, CScC.
MGR. EvA BARTOVA, PH.D.
MGR. PAVLA JIRSOVA, DR.

ODBORNA PRACOVNICE VS: MGR. ALENA GANOVA

ODBORNE PRACOVNICE SS: VLADIMIRA FUCIKOVA
HANA KRIVANKOVA

GRADUOVANI STUDENTT: MGR. MARTIN FALK

MGR. STANISLAV PALSA
MGR. ING. JANA AMRICHOVA
MGR. RENATA PASEKOVA
MGR. EVA FALTYSKOVA

DIPLOMANTKA: GABRIELA GALIOVA

Jaderna struktura a aktivita genii v lidskych bunkdch v prubéhu diferenciace

Jaderné uspotadani ABL, ¢c-MYC a RBI1 genil bylo studovano u lidskych
nediferencovanych bunék HL-60 a u terminaln¢ diferencované populace
lidskych granulocytl. ABL gen byl aktivni u obou bunécénych typt, c-MYC
gen byl exprimovan u bunék HL-60 a jeho aktivita byla utlumena
u granulocytli. Exprese RB1 genu nebyla zaznamenana u bunék HL-60,
zatimco granulocyty vykazovaly zvySenou aktivitu (Obr. 1).

A ABL (195 bp) B ¢-MYC (345 bp) C RBI1 (135 bp)
155
194 305 155
447 194
M HL RA GR M M HL RA GR M M HL RA GR M

Obr. 1. Zmény v expresi vybranych genii byly hodnoceny pomoci reverzné transkripcni
polymerazové retezove reakce (RT-PCR). (4) Byla pozorovana stabilni aktivita ABL genu
Jjak u nediferencovanych HL-60 bunék (HL), tak i u in vitro (retinoic acid, RA) indukované
granulopoiezy (indukce 4 dny), stejné tak u terminalné diferencovanych lidskych granulocyti
periferni krve (GR). (B) Snizend aktivita c-MYC genu byla zjistena u granulocytii (RA a GR),
v porovnani s kontrolnimi HL-60 bunkami (HL). Na druhou stranu, RBI gen vykazoval
zvySenou aktivitu béhem studované bunécné maturace. (C) DNA marker (M) byl pouzit pro
overeni délky studovanych PCR produktii. Jako negativni kontrola pro RT-PCR reakci byl
pouzit vzorek bez reverzni transkriptizy (M-MLV) a vzorek bez ¢cDNA byl pouzit jako
negativni kontrola pri PCR reakci.
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Byly studovany vzdalenosti vybranych gentll od tézist¢ bunééného jadra a od
jaderné membrany, dale pak umisténi gent vzhledem k téZisti odpovidajiciho
chromosomalniho teritoria a vzdalenosti studovanych lokusti od nejbliZsi
centromerické oblasti. Béhem granulopoiesy bylo zjisténo, ze vybrané
genetické struktury jsou pfemistény ve vétSiné piipadil na jadernou periferii
(Obr. 2). Jaderna repozice genli nekoreluje se zménami v aktivité
studovanych lokust.
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U obou bunécnych typi, c-MYC a RB1 geny byly lokalizovany na periferii
chromosomového teritoria bez ohledu na jejich aktivitu. Centromery
chromosomil 8 a 13 byly v ramci chromosomového teritoria umistény vzdy
vice centraln¢ nez studované genové lokusy. S aktivitou c-MYC a RB1 genti
uzce souviselo jejich priblizeni k centromerickému heterochromatinu, ktery
tvofi tak zvana chromocentra. Nejbliz§i chromocentrum pravdépodobné
ovlivitujici ~ aktivitu  utlumeného RB1 neobsahovalo centromericky
heterochromatin chromosomu 13, na kterém je RB1 gen lokalizovan. Vliv
heterochromatinu na aktivitu gent jsme rovnéz pozorovali u bunék nadoru
retinoblastomu. U diferencovanych bunék tohoto nadoru jsme zjistili, ze
jedna kopie RBI1 genu byla umisténa v blizkosti heterochromatického
chromosomu X a soucasn¢ byla pozorovana snizena aktivita tohoto genu.
Témito experimenty jsme naznacili, Ze heterochromatin, jako jeden
z epigenetickych faktori, hraje dileZitou roli v regulaci aktivity gent, ktera
se méni béhem dilezitych bunénych procesli jako je diferenciace nebo
karcinogeneze.
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Segmentace chromosomovych teritorii u apoptickych bunék

Segmentace chromosomovych domén na specifické DNA fragmenty je
povazovana za obecnych rys apoptézy. U mnoha bunéénych typt,
vysokomolekuldrni DNA Stépeni na 50-300 kb fragmenty je doprovazeno
nukleazovou aktivitou, ktera je zodpoveédna za dalsi oligonukleosomalni 180-
200 bp fragmentaci. V naSich experimentech jsme studovali architekturu
vybranych chromosomovych teritorii u apoptickych jader (Obr. 3). Apoptdzu
jsme detekovali u lidskych leukemickych bunék K-562, HL-60 a u perma-
nentni bunécné linie nadoru retinoblastomu Y79. Jako ¢inidlo indukujici
apoptézu byl vybran etoposid, deprivace séra a cisplatina. Fluorescencni
znaCeni pomoci DAPI, PI a TUNEL testu (D-G) bylo kombinovano
s vizualizaci chromosomovych teritorii pomoci FISH techniky (Obr. 4)
Vysledky byly porovnany s jadernou topografii chromosomovych teritorii u
zdravych (intaktnich) bun€k (Obr. 3 A-C a I). Pre-apoptoticka jadra byla
stanovena pomoci dualniho barveni TUNEL testem a PI (Obr. 3H). U takto
definovanych bunék bylo uréeno uspofadani chromosomovych teritorii.

Obr. 3. Pro rozlisSeni apoptickych, pre- ¢
apoptotickych ~ a  normdlnich  (zdravych)
bunécnych jader fixovanych formaldehydem
jsme pouzili DAPI-, PI, a TUNEL test. Jadra
zivych bunék vykazovala slabou fluorescenci
v pripadé TUNEL testu (pravdeépodobné jde o
autofluorescenci) (4). Tato jadra byla znacena
DNA interkalujicim  Cinidlem, kterym byl
propidium iodid (Pl) a dale bylo pouzito AT
senzitivni fluorescencni znaceni pomoci DAPI
(B, C). Formaldehydem fixovana apopticka
G H

jadra s morfologii apoptickych télisek (konecné
stadium apoptozy) byla intensivné znacena
pomoci TUNEL testu, stejné tak Pl a DAPI (D-
F). Za pouziti dvoubarevného fluorescencniho
filtru (kombinace filtrit pro FITC a PI) byla
apopticka jadra (jaderna teliska) zbarvena zluté
(G). Zbytky vysoce modifikovanych jadérek a zluté zbarveni bylo typické pro pre-apopticka
stadia, ktera byla rovnéz overena morfologicky (H). Zdrava, intaktni, jadra byla pozorovana
dudalnim filtrem jako oranzové (Cervené) objekty. Méritko na obrazku predstavuje 2 um.

V naSich experimentech jsme prokazali, Ze 3D struktura apoptickych jader
1 3D struktura apoptickych télisek je zachovana u formaldehydem fixovanych
bun¢k. Oligonukleosomélni fragmentace byla zjiSténa u bunék HL-60
zatimco vysokomolekularni DNA fragmentace byla pozorovéana u apopticke
DNA izolovan¢ z bunck K-562. U K-562 bunééné populace jsme zjistili, Ze
chromosomalni teritoria mohou byt lokalizovany bud’ v jednom apoptickém
télisku nebo dochdzi k rozpadu teritoridlnich oblasti na chromosomalni
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segmenty, které jsou rozptyleny do jednoho nebo nékolika apoptickych
télisek (Obr. 4 A-F).

A C Obr. 4. DAPI znaceni bylo
pouzito pro zviditelnéni
apoptickych télisek (A).
Usporadani teritoril
chromo-somu 11 (B, C) a
17 (D, E) v apoptickych
teliscich bunek K-562 bylo
studovano v nasich
E .
experimen-tech po
ovlivnéni  téchto  bunék
etoposidem. V. obou

pripadech  hodnocenych

= kopii prislusného

chromosomu. Velké seg-

menty chromosomui byly nalezeny v odlisnych apoptickych téliscich (B-E). Rozdélena
teritoria obou studo-vanych chromosomii byla také umisténa v tom samém apoptickém
telisku (B a E). Variabilni rozdéleni teritorii chromosomu 11 je také uvedeno na Obr. F:
chromosomalni teritorium bylo lokalizovano bud’ v jednom apoptickém télisku (Sipka) nebo

chromosomalnich teri-torii

Jsme zjistili pritomnost tri
velky segment byl rozdélen do dvou sousednich apoptickych jadernych télisek (hvézdicka).
Mevitko predstavuje 2 yum (1 pum) na Obr. E (F).

Nepravidelné rozdéleni chromosomovych teritorii vedlo pfedevSim
k vytvoreni chromosomovych segmentti o rizné velikosti (Obr. 4, hvézdicka
a Sipka). Rozpad chromosomul nebyl zjistén ve specifickych mistech DNA.
V nékterych ptipadech jsme pozorovali zvySenou segmentaci teritorii, ktera
byla detekovana v centromerickych oblastech chromosomi. Riiznorodost
v rozdéleni apoptickych chromosomovych teritorii jsme rovné€z pozorovali
u homogenné znafené oblasti (HSR) obsahujici mnohocetné kopie N-myc
genu, které¢ jsou ptritomny u bunék retinoblastomu, linie Y79. Dale jsme
zjistili, Ze se segmentace chromosomovych teritorii objevuje v ranych
stadiich apoptozy. Jde o stadia, ve kterych se jest€ neobjevuje morfologie
apoptickych télisek. K tomuto zjisténi jsme dospé€li postupnym znacenim
apoptickych jader FISH technikou a nasledné jsme pouzili TUNEL test.

Zmeény exprese genii u karcinomu kolonu merené metodou DNA-microarrays

DNA microarrays patii mezi nové technologie umoziujici systematické
a komplexni porovnani exprese mnoha genii najednou. Mezi dédi¢né formy
karcinomu kolonu patii naptiklad familiarni adenomat6zni polypdza (FAP)
nebo dédi€nd nepolypozni rakovina tlust¢ho stieva (HNPCC). Bylo
prokazano, Ze tyto choroby jsou casto spojeny s vrozenymi mutacemi
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nékterych genl. Pro FAP je typicka zdrodecna mutace v APC genu, zatimco
HNPCC byva ¢asto spojena s mutacemi tzv. “mismatch repair genes* (napf.
hMSH2 a hMLH1) kodujicich za normdlnich podminek geny kontrolniho
a reparacniho syst¢tmu DNA. Ve sporadickych ptipadech kolorektalniho
karcinomu se také Casto vyskytuji zmény ve vySe zminénych genech nebo
jejich signélnich drahdch. Mimo jiné dochdzi k mutacim fady dalSich gend,
které prispivaji k rozvoji této choroby a jejich identifikace miize pomoci urcit
progndzu vyvoje onemocnénti.

Gen se zvySenou expresi v nado-
rové tkani (COL5A2)

Gen sutlumenou expresi v na-
dorové tkani (KRT 8)

Negativni kontrola (3xSSC)

Obr. 5. Zména genové exprese u ndadoru tlusteho streva studovand pomoci microarray
technologie. Fluorescencné znacené c¢DNA (Cy3, Cy5) byla hybridizovina na 1.7K4
microarray sklicko (Microarray Centre, University Health Network, Toronto, Ontario,
Kanada). Napriklad exprese genu pro kolagen typu V, retézec alfa-2 byla v nddorové tkani
vy$si nez v okolni zdravé tkani. Naopak napriklad gen pro keratin 8 (KRT 8) byl v nadoru
vyrazné utlumen.

Sklicka (1.7K4) byla zakoupena z Microarray Centre, University Health
Network (Toronto, Ontario, Canada). Obsahuji 1718 tuseka lidské cDNA
nanesenych v jednotlivych bodech na sklicko. Jako pozitivni kontrola zde
slouzi body obsahujici fragment genu chlorofylové syntetazy r. Arabidopsis,
ktery neni komplementarni k Zddnému z lidskych genti. Negativni kontrolu
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predstavuji body s nanesenym 3xSSC. VSechny fragmenty cDNA jsou na
sklicku ve dvou kopiich. Preparaty se snimaji pomoci GeneTAC LS IV
microarray analyzatoru vybavené¢ho dvéma lasery (560 nm a 690 nm)
v Ustavu dédiénych metabolickych chorob v Praze. Vystupem jsou dva
16bitové obrazy v TIFF formatu (pro kazdou fluorescen¢ni barvu jeden). Pro
vyhodnoceni obrazu bylo vyzkouSeno nckolik programil (napf. ScanAlyze,
GenePix, F-Scan, Spot). Programy se liSi algoritmy, které slouzi pro
vyhledavani jednotlivych bodl a ke zhodnoceni intenzity fluorescence, resp.
vzajemného poméru intenzit Cy3 a Cy5 fluorescence. Ve spolupraci s FI MU
se budeme dale snazit v prib&hu pfistiho roku vyvinout vhodny program pro
hodnoceni DNA ¢ipt.

Analyzovali jsme sklicko, na kterém byly nahybridizovany vzorky cDNA
znadorové (Cy3) a zdravé (CyS) tkané 67lete¢ pacientky s kolorektalnim
karcinomem. Podle pfedbéznych vysledkli analyzy lze najit nékteré geny,
které zménily svoji expresi. ZvySenou expresi v nadorové tkani vykazovaly
napiiklad geny kodujici rizné fetézce kolagent (COL1A2, COLS5A2),
TIMPI1 (tissue inhibitor of metalloproteinase gene), PLAUR (plasminogen
activator urokinase receptor gene) nebo calgizzarin (calcium binding protein
A1l gene). Naopak ndasledujici geny byly v nadoru utlumeny: FNTB
(farnesyltransferase), FXYD domain-containing ion transport regulator 3,
SEPP1 (selenoprotein P plasma 1), COX6A1 (cytochrom oxidase subunit VIa
polypeptide), KRTS8 (keratin 8), and MT1H (methallothionein 1H).
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Histologickou a funkéni analyzou genovych komplexii chromosomu Y
dvoudomého modelu Silene latifolia jsme zjistili, Ze prasniky indukované
snéti Ustilago violacea v samicCich kvétech se svoji vnitini strukturou vyrazné
1181 od standardnich samcich prasnikd. Stejné zmény byly zjiStény 1 u samcich
praSnikii napadenych U. violacea. Tato fakta ukazuji, ze vyvin tyCinek
u samicich rostlin je spiSe disledkem naruSeni inhibice jejich tvorby nez
nahrazenim produktii rostlinnych genii produkty podobnych gentl
U. violacea, coz dtive ptedpokladali jini autofi.

Dale byl vypracovan systém pro detekci rostlin nesoucich dva chromosomy
Y (genotyp XYY) pomoci CAPS markeru. Ziskany rostlinny material mize
byt vyuzit pro mapovani chromosomu Y a v budoucnosti miize usnadnit
klonovéani sekvenci DNA chromosomu Y pomoci laserové mikrodisekce
a techniky pritokového tfidéni chromosomtl. Otevira se rovnéZz cesta
k testovani alelismu mutaci lokalizovanych na chromosomu Y.

DalSim pftistupem bylo vyuziti mezidruhovych hybridi pi1  studiu
determinace pohlavi rodu Silene. Podafilo se ziskat hybridni rostliny
kiizenim Silene latifolia s hermafroditnim druhem S. viscosa. Hybridni
ptvod téchto rostlin byl ovéfen pomoci molekularnich technik RAPD
a CAPS a byly naklonovany nékteré geny, které umozni sledovani exprese
parentdlnich genomi v hybridech. JelikoZ mezidruhova hybridizace je
urostlin (na rozdil od ZivoCichll) Castym mechanismem vzniku novych
druhtl, sledovani interakci genomii dvoudomého a hermafroditniho druhu
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poskytuje moznost odhalit nové, pro rostliny specifické aspekty evoluce
pohlavnich chromosomii.

Byla zkonstruovéna a analyzovana c¢astetna BAC knihovna samd¢i rostliny
Silene latifolia s cilem izolovat cytogenetick¢ markery ke studiu struktury
a evoluce pohlavnich chromosomil. NaSe pfedchozi vysledky ukazaly, ze
BAC klony, kter¢ silné hybridizuji s genomovou DNA, hybridizuji se vSemi
chromosomy v diisledku ptitomnosti repetitivnich sekvenci. Proto jsme pro
dalsi praci selektovali klony jen slabé hybridizujici s genomovou DNA
S. latifolia. Fluorescenni in situ hybridizace s 75 takto vybranymi BAC
klony vedla knékolika typim distribuce signalu na metafaznich
chromosomech: (i) signalim rozptylenym po vSech chromosomech,
(i1) subtelomerickym  signdlim pokryvajicim rGznou délku ramen
chromosomi, (ii1) signadlim v mistech 45S rDNA, (iv) diskrétnim signalim
na jednom nebo vice parech autosomi a (v) signalim piednostné
akumulovanym na pohlavnich chromosomech s minoritnimi signaly na
autosomech.

BAC klony, které davaly ptfednostni signdl na chromosomu Y, byly
subklonovany do plazmidovych vektori a hybridizovany se sam¢i a samici
genomovou DNA. Subklony hybridizujici silngji se sam¢i genomovou DNA
obsahovaly repetitivni sekvenci akumulovanou na chromosomu Y (Obr. 1),
coZ bylo potvrzeno pomoci techniky FISH. Vysledkem fluorescencni in situ
hybridizace stouto repetici byla rizna distribuce diskrétnich signal
u chromosomil X a Y. Tyto cytogenetické markery pfedstavuji nastroj studia
evolucni divergence pohlavnich chromosomii X a Y.

Obr. 1. Fluorescencni in situ
hybridizace s BAC klonem,
hybridizujicim  prednostné na
chromosomu Y, samci metafdze
Silene latifolia.
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K podrobnému studiu struktury pohlavnich chromosomu Silene latifolia byly,
ve spolupréaci s dr. J. RubeSem (Vyzkumny ustav veterinarniho 1ékaftstvi,
Brno), separovany chromosomy X a Y. K tomuto ucelu bylo pouZito zatizeni
PALM MicroLaser System (P.A.L.M. GmbH, Bernried, Germany). Tento
systtm umoZziuje pomoci inverzniho mikroskopu vybrat poZadované
chromosomy (Obr. 2a), laserovym paprskem ohraniCit oblast mikrodisekce
(Obr. 2b) a laserovym pulsem o vysoké energii vystielit chromosomy do
vicka mikrozkumavky (Obr. 2c¢), kde je nasledné mozno zkontrolovat
uspésnost celeho experimentu (Obr. 2d). Chromosomy selektované timto
zptusobem byly pouzity jako templat pro DOP-PCR reakci, ve které je DNA
pomnoZena pomoci castecné degenerovanych DNA-oligonukleotidi. Takto
vytvotfend knithovna DNA fragmenti o velikosti 300-3000 bp byla ligovana
do klonovaciho vektoru pGEM-T easy (Promega) a pouZita k transformaci
kompetentnich bun€k JM 109. Ndhodné vybrané bakteridlni klony byly
sekvencovany pro ovéfeni komplexity vytvofené DNA knihovny. Knihovny
chromosomu X a Y budou dale analyzovany pomoci srovnavacich
hybridizaci, kter¢ ur¢i zastoupeni rlznych pfedem vybranych sekvenci
(repetitivni sekvence, geny) na obou chromosomech.

Obr. 2. Separace po-
hlavniho chromosomu Y
Silene latifolia pomoci
laserové  mikrodisekce.
(a) metafdzni chromoso-
my pripravené na poly-
etylenové membrané pro
mikrodisekci, (b) ohra-
nicent selektovaného
chromosomu laserovym
paprskem, (c) katapul-
tovani chromosomu do
(d) vicka pripravené
mikrozkumavky.

Ve spolupraci s laboratofi prof. I. Negrutiu (Ecole Normale Superieure de
Lyon) jsme lokalizovali tfi geny SIX (Silene latifolia X-linked) na
X chromosomu Silene latifolia. Vzajemna pozice genli stanovena na zakladé
frekvence rekombinace mezi jednotlivymi pary genti je SIX/ — SIX3 — SLX4.
Molekuldrnim mapovanim gend u S. latifolia byl ziskan referen¢ni systém
pro mapovani ostatnich druhit rodu Silene. U S. dioica, stejné jako
u S. latifolia, byla relativni vzdalenost mezi geny vypocitana pomoci
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Kossambiho funkce. Mezi témito dvéma druhy zistava pozice genl
nemeénnd, ale méni se relativni vzdalenosti mezi geny:

S. latifolia S. dioica
% rec  Kossambi % rec Kossambi
M M
SIX1 - SIX3 20 21,4 21 22,6
SIX3 - SIX4 17 17,7 24 26,9
SIX1 - SIX4 33 391 40 495

VéEtsi relativni vzdalenost mezi geny S/IX7 a SIX4 stejné jako mezi geny SIX3
a SIX4 u S. dioica mize poukazovat na inzerci DNA sekvenci mezi geny
SIX3 a SIX4 u tohoto druhu. Nyni je mapovani SIX gend provadéno
u S. diclinis, dalsiho dvoudomého druhu, scilem objasnéni procesii
probihajicich v priitbéhu evoluce pohlavnich chromosomt uvniti rodu Silene.
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latifolia

resitel: B. Janousek, 2002 - 2004

GA CR 521/02/0427
Konstrukce BAC knihovny Silene latifolia a jeji vyuZziti
resitel: E. Kejnovsky, 2002 - 2004
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VEDOUCT: RNDR. BRETISLAV BRZOBOHATY, CScC.
VEDECTI PRACOVNICI: MGR. EvA FRIMLOVA, CScC.
MGR. JAN ZOUHAR, PH.D.
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Role metabolizmu cytokininu v rustu a vyvoji rostlin

Systém pOp-ipt/LhG4 byl pouzit k neinvazivni aktivaci genu ipt (kodujiciho
kli¢ovy enzym metabolizmu cytokininil) a byly zkoumany nasledné vyvojové
zmény v pribéhu kli¢eni tabadku (Nicotiana tabacum) a Arabidopsis thaliana.
Jako odpovéd’ na aktivaci ipt byl u rostlinek tabaku kultivovanych na svétle
pozorovan rychly a vysoky narist hladin cytokinind, pocinaje uvolnénim
kofenové Spicky z osemeni. Matematické modelovani prokazalo, Ze v pru-
béhu nasledneho vyvoje rostlinek je dynamika zmén 23 metabolitli cyto-
kinini ve shod¢ s ptfedpokladem, ze ob¢ vétve metabolizmu cytokinind,
zeatinova 1 izopentenylova, jsou funkcni. Nejcasnéjsi vyvojovou zmeénou,
spojenou se zvySenim hladin cytokininli, byla inhibice vyvoje kofene.
Pozdéji doslo k inhibici expanze kotyledonli a prodluzovani hypokotylu,
zatimco radidlni rst hypokotylu byl vyraznéjsi. Inhibice vyvoje kotene
a expanze kotyledonl jsou ziejm¢ zprostiedkovany zvysenou biosyntézou
etylénu indukovanou cytokininy, zatimco presmérovani prodluZzovani
hypokotylu v jeho radialni rist vykazovalo aditivni U€inky zvySenych hladin
cytokinini 1 biosyntézy etylénu. Identifikovali jsme podminky za nichz
dochézi k vytvareni ektopickych meristémi na hypokotylech a uvoliiovani
axilarnich meristétmid u rostlinek, které¢ akumuluji nejvys$si hladiny
cytokininii. Tyto meristematické aktivity transformovaly rostlinky v terato-
my. Prestoze celkové zmény v metabolizmu cytokinini v odpovédi na
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aktivact ipt jsou podobné u Arabidopsis a tabdku, u Arabidopsis byly
nalezeny vyznamné odliSnosti v odpovédi na aktivaci ipt. Rozdily zahrnovaly
(1) mensi rozsah pfesmérovani ristu prodluzovaciho v radidlni rist hypo-
kotylt, (i1) vytvafeni zoubkovanych okrajl listli, zatimco u tabaku byla pouze
inhibovéna expanze list, (ii1) aktivita axilarnich meristémii byla ziejma
pouze po ptrechodu do faze kveteni, a (iv) transformace na teratomy nebyla
pozorovana.

Funkcéni architektura aktivniho centra kukuricné p-glukozidazy Zm-p60.1

Byl podrobné¢ objasnén mechanizmus Stépeni glukozidické vazby
B-glukozidazami a byly identifikovany dva zbytky kyseliny glutamové, které
se Stépeni pfimo UCastni. AvSak teprve nedavno byly urCeny prvni
aminokyselinové zbytky, které se podileji na determinaci specificity
B-glukoziddz vici aglykonu. Pfitom pravé velka rozmanitost aglykonovych
slozek ptirozenych glukozidl odrdzi jejich pocetné biologické funkce. Piesné
sladéni riiznorodych biologickych procesti u rostlin je tedy podminéno, mimo
jiné, dobfe definovanou specificitou fady B-glukozidaz vici piislusSnym
aglykoniim pfirodnich glukozidi. Objasnéni této specificity predstavuje
kliCovou podminku pro vysvétleni piesnych uloh [(-glukozidaz
v biologickych procesech, které zahrnuji glukozylaci a deglukozylaci jako
regulacéni prvky. Lze rovnéZ ocekavat, ze schopnost ovliviiovat specificitu
B-glukoziddz bude mit velky vliv na jejich biotechnologické aplikace.
Ze srovnani architektury vazebného mista pro aglykon u fady B-glukozidaz,
které Stépi pfednostné substraty obsahujici aromaticky aglykon, usuzujeme,
ze existuji nejméné dva odlisné zptisoby molekularni determinace piednostni
afinity pro aromatické aglykony. S vyuZitim mistné fizené mutagenzy
vytvafime chimérni molekuly odvozené od Zm-p60.1, u kterych je vazebné
misto pro aglykon pfeménéno tak, aby odpovidalo architekture zjisténé
v odliSnych skupinach B-glukozidaz vykazujicich preferen¢ni aktivitu vici
substratim obsahujicim aromaticky aglykon. Analyza enzymové kinetiky
u téchto chimérnich molekul bude vyuzita k testovani spravnosti uvedenych
predpovédi a tedy 1 hypotézy, ze dva nebo vice nezavislych zpuasobil
determinace substratové specificity pro substraty obsahujici aromaticke
aglykony vzniklo na sobé& nezavisle v priibéhu evoluce.
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GRANTOVA PODPORA:

GA AV CR A5004001

Systém aktivace transkripce pro studium vztahu mezi metabolizmem a U¢in-
kem cytokininil u Arabidopsis a tabaku

fesitel: B. Brzobohaty, spolufesitelé: A. Kuderova PiF MU Brno,

1. Maché&gkova UEB AV CR Praha, 2000 - 2002

GA AV CR K5052113

Struktura, exprese a interakce genomu

nositel: V. Pages, UMG AV CR Praha, spolufesitel v BFU: B. Brzobohaty,
2001 - 2004

GA CR 203/02/0865
Funk¢ni architektura aktivniho centra kukuti¢né p-glukozidazy
feSitel: B. Brzobohaty, spolufesitel: J. Marek, PtF MU Brno, 2002 - 2004

MSMT CR LN00OA081
Signalni drahy u rostlin
fesitel: B. Brzobohaty, 2000 - 2004
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GRADUOVANI STUDENTI: MGR. ZDENEK ANDRYSIK
MGR. JIRI STIKA
MGR. ALENA VACULOVA
MGR. LENKA SINDLEROVA
ING. VIKTOR HORVATH

DIPLOMANTI: LENKA UMANNOVA
LENKA STIXOVA
HANA NOVOTNA
ZUZANA SCHMIDTOVA

Ovlivnéni cytokinetiky nddorovych bunécnych populaci po piisobeni
cytostatik. Byly provedeny predb&zné cytokinetické studie sledujici uinky
platinovych cytostatik novych generaci na parametry proliferace a apoptozy
nadorovych bunéénych linii ovaria a kolonu. Byly stanoveny optimalni
experimentalni podminky pro studium apoptdzy indukované cytostatiky.
Bunikky nadorG kolonu se ukazaly k pasobeni platinovych derivati maélo
citlivé. Ovaridlni linie byly citlivéjsi k cytostatickym ufinkiim oxaliplatiny
ve srovnani s cisplatinou. Nové byly sledovany efekty platinovych derivati
obsahujicich adamantan. Z této skupiny latek byl na zéklad¢ stanovenych
hodnot 1Csy pro dalsi studium zvolen komplex LA-12 vykazujici pfiblizné
o jeden tad vySSi uCinnost neZ referencni cisplatina. Byl zahdjen vyzkum
zaméfeny na detailngjSi mechanismy pozorovanych efektll, zejména
sledovani zmén bunéfného cyklu, vyskytu apoptdézy fluorescencni
mikroskopii a pritokovou cytometrii. Byla provedena detekce exprese
proteint Bcl-2, Bax a Fas.

Interakce vysoce nenasycenych mastnych kyselin (VNMK) s induktory
apoptozy. Z naSich vysledkl vyplyva, Ze VNMK mohou vyznamné posilovat
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apopticke pusobeni butyratu sodné¢ho (NaBt) a endogennich induktort
apoptozy rodiny TNF (TRAIL, anti-Fas) u néadorovych bunék kolonu.
Studium mechanismit téchto UCinkii prokazalo, Ze zvySend apoptéza po
pusobeni VNMK a NaBt byla spojena se zvySenou produkci reaktivnich
kyslikovych radikéld, lipidovou peroxidaci, snizenim mitochondrialniho
potencidlu, aktivaci kaspazy-3 a Stépenim poly(ADP-ribose) polymerdzy
(PARP). Plsobeni VNMK a NaBt zptuisobovalo také zmény bunééného cyklu
spojené s modulaci exprese inhibitord CDK p27°P" a p21“P"VA*! Kyselina
arachidonova posilovala apoptické piisobeni TRAIL prostiednictvim
mitochondrialni drahy zahrnujici §t€peni proteini Bid a Bax, zvySenou
aktivaci kaspaz (-8, -9 a -3) a nasledné¢ stépeni PARP.

Zmeny odpovedi bunék v pribehu diferenciace butyrdatem sodnym (NaBt).
Byla dopracovana problematika UCinku TNF-o a inhibitorih metabolismu
kyseliny arachidonové (AA) na stfevni epitelidlni bunky v zévislosti na
stupni jejich diferenciace. Bylo zjisténo, Ze pulsobeni cytokinu TNF-o
na buiikky adenokarcinomu tlustého stfeva je u diferencovanych bunék vyssi.
Naopak specifické inhibitory metabolismu AA (pfedev§im inhibitory
cyklooxygenaz) byly ucinné spiSe u bunck nediferencovanych. Pfitom
vysledky ukazuji zvySujici se expresi cyklooxygendzy-2 a S-lipoxygenazy
v pribéhu diferenciace téchto bunék.

Byla srovnavana odpovéd’ linii nddorovych (HT-29) a nenddorovych (FHC)
bunék epitelu stieva na plsobeni NaBt. Piestoze z hlediska zékladnich
cytokinetickych ukazateli (blok v G1 fazi a zvySena diferenciace) byla
odpoveéd’ podobna, liSily se oba typy bun€k trovni a dynamikou métenych
parametri. Bylo take prokazano, Ze v prub&hu diferenciace se snizuje aktivita
telomerazy a hladina mRNA katalytické subjednotky hTERT, a to rychleji
u bun¢k nenadorovych.

Byla dale rozvijena problematika interakce TNF-a s butyrdtem v priabéhu
diferenciace a apoptdzy epitelialnich bunék streva. Diive prokazané potlaceni
butyratem navozené diferenciace a posileni apoptdézy bunck HT-29
pusobenim TNF-a bylo potvrzeno nejen u dalSi bunécné linie odvozene
od adenokarcinomu stfeva (CaCo-2 bunky), ale také u normalnich fetalnich
epitelidlnich strevnich bunck (bunécna linie FHC).

Uéinky TNF-oa, TRAIL a Fas. U bunék lidské leukemické bunécné linie U937
bylo déale zkoumano, jakym zplsobem DMSO posiluje apoptdézu
indukovanou prostfednictvim receptori  TNFR rodiny. V predchozich
experimentech bylo zjiSténo, Ze preinkubace bunék U937 s DMSO posiluje
ucinky monoklondlni anti-Fas protilatky, rekombinantniho lidského TNF-a
1 TRAIL. Vzhledem ktomu, Ze nebyl zjistén vyznamny vliv DMSO
na expresi fady proteinlt regulujicich apoptoézu, byly studovany ucinky
DMSO na aktivaci MAP kinaz po pusobeni TNF-o a expresi nékterych
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dalSich proteinii Bcl-2 rodiny - Bid, Bak a Bad. Cilem bylo zjistit, jakym
zpusobem by mohlo dochazet k dfive pozorované potenciaci poklesu
mitochondrialniho potencidlu po preinkubaci bun¢k s DMSO.

Vysledky dosazené v oblasti ekotoxikologie. Bylo potvrzeno, Ze né&které
polycyklickeé aromatické uhlovodiky (PAU), zejména benzo[a]pyren, mohou
aktivovat estrogenni receptor a posilovat u¢inky ptirozen¢ho estrogenu (17f3-
estradiolu). Benz[a]anthracen dale indukoval fosforylaci estrogenniho
receptoru-o. a stimuloval pfechod bun€k MCF-7, citlivych na estrogenni
latky, do S-faze bunééného cyklu. Proliferativni u€inky PAU by mohly hrat
ulohu v karcinogennich ucincich PAU. V pozorovanych efektech vSak
pravdépodobné nehraje vyznamnou roli aktivace MAP kinaz (Erk1/2). Dale
byly studovany proliferativni u€inky PAU na prekurzorové epitelidlni jaterni
buiikky potkana (linie WB-F344), kter¢ by mohly byt zprostiedkovany
aktivaci AhR. Bylo zjisténo, Ze nékter¢ PAU, zndmé jako AhR ligandy
mohou ovlivnit proliferaci téchto bunék. Uginek PAU vsak zavisel také
na aktivaci proteinu p53, vzhledem ktomu, Ze PAU znamé jako silné
mutageny indukovaly také apoptdzu, pravdépodobné prostfednictvim tohoto
proteinu. Tento bunécny model bude v ramci dalSi prace vyuzit k detekci
aktivace MAP kindz PAU. Ziskané vysledky pftispivaji k pochopeni reakci
aregulaci u epitelidlnich buné€k, které mohou ovliviiovat vznik nadorového
onemocnéni. Tyto poznatky mohou pomoci Iépe popsat mechanismy
karcinogenniho piisobeni PAU.

Vyzkum v oblasti cileného vyzkumu a vyvoje probihal ve dvou rovinach -
teoreticke a experimentalni. A) Byla provedena rozsahla literarni reSerSe a na
jejim zakladé byly vytipovany a blize vymezeny jednotlivé okruhy, jejichz
sledovani a studium je dalezité v souvislosti s vyzkumem a vyvojem novych
infusnich lipidovych vyziv. B) Byly srovnany ucinky nékolika typi
lipidovych emulzi na nddorové (HT-29) a nenadorové (FHC) linie odvozené
z epitelu stieva. Sledovany byly cytokinetické parametry, oxidativni procesy
a zmény ve sloZeni mastnych kyselin v bunéénych membranach. Z vysledku
vyplyva, Ze a) lipidové emulze mohou v zavislosti na koncentraci ovliviiovat
cytokinetické parametry stfevnich bunck a to pravdépodobné prostifednictvim
zmén v zastoupeni mastnych kyselin v membranach, zmén v produkci
kyslikovych radikalt a v zavislosti na stupni lipidové peroxidace, b) alpha
tokoferol (vitE) prokazuje vtomto systému antioxida¢ni ulinky, které
sledované parametry vraci k hodnotdm neovlivnéné kontroly, ¢) normalni
sttevni bunky reaguji s ohledem na studované parametry citlivéji nez bunky
nadorové, coz je zplusobeno pravdépodobné odlisnym lipidovym a oxida-
tivnim metabolismem téchto bunék. Tyto vysledky vyustily v navrh nové
lipidové emulze pro infize se zvySenym podilem antioxidant.

75



GRANTOVA PODPORA:

GA AV CR 85004009
Netradi¢ni terapeutické piistupy v onkologii
resitel: A. Kozubik, 2000 - 2004

GA AV CRK5011112

Molekularni a bunééné zaklady zavaznych onemocnéni

nositel: P. Mare§, FGU AV CR Praha, spolufesitel v BFU: A. Kozubik, 2001
- 2004

GA AV CR P1050128

Dynamika procesll v Zivé a neZivé hmoté
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Ovlivnéni obrany nadorovych buné€k: Definice a inhibice mechanisma pro
preziti, které potlacuji apoptdézu zprostiedkovanou Fas a jsou vyuzivany
nadorovymi buiikami

fesitel: M.A. Sheard, MOU Brno, spolufesitel: J. Vondracek, 2000 - 2002

GA CR 525/01/D076

Aktivace MAP kindz polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky in vitro -
potencidlni negenotoxicky mechanismus uc¢inkt latek zneciSt'ujicich zivotni
prostiedi

fesitel: J. Vondracek, garant A. Kozubik, 2001 - 2004
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Bunécéna a molekularni farmakologie protinadorové ucinnych sloucenin

platiny a ruthenia
fesitel: A. Kozubik, 2001 - 2003

GA CR 525/01/0419
Lipidové slozky vyZzivy v regulaci cytokinetiky sttevniho epitelu
resSitelka: J. Hofmanova, 2001 - 2003

GA CR 524/02/P051

Interakce cytokinu TNF-alfa s butyratem v pribéhu diferenciace a apoptdzy
epitelidlnich bun€k streva

resSitelka: M. Kovarikova, 2002 - 2004

IGA MZ CR NC/6171-3

Zména v metabolismu lipidi a jejich mediatorovych uc€inki u pacientl
s kolorektalnim karcinomem - perspektivni vyuziti v nutri¢ni podpote

fesitel: Z. Zadak, FN UK Hradec Kralové, spolufesitelka: J. Hofmanova,
2000 - 2002
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Vyvoj tukové emulze pro parenterdlni vyzivu a technické feSeni jeji aplikace
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VEDOUCT: MUDR. MICHAL HOFER, CScC.

VEDECTI PRACOVNICI: RNDR. ZUzANA HOFEROVA, CSC.
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Vroce 2002 pokracovaly studie na tématu farmakologické stimulace
krvetvorby, poSkozené ionizujicim zafenim nebo cytostatickou terapii.
V experimentech byly kombinovany in vivo a in vitro techniky, radiaCnim
zdrojem byl kobaltovy zafi¢ Chisostat, modelovym cytostatikem 5-
fluorouracil.

Na predchozi sérii experimentil, zaméfenych na posouzeni G€inkl zvysSené
koncentrace extracelularniho adenosinu na regeneraci krvetvorného systému,
poSkozeného ionizujicim zafenim nebo cytostatikem, navazala studie, cilena
na testovani efekt uvedeného farmakologick€ého zasahu na vyplavovani
progenitorovych bunék krvetvorby do periferni krve. Ze ziskanych vysledkt
plyne, ze latky, zvySujici extracelularni adenosin (kombinace dipyridamol
(DP) plus adenosinmonofosfat (AMP)), jsou schopny vyznamné zvySovat
mnozstvi progenitorovych bunék pro granulocyty a makrofagy v periferni
krvi. Tato lékova kombinace rovnéZ potencuje vyplavovaci ucinky
granulocytarniho kolonie-stimulujiciho faktoru. Tyto nalezy poukazuji na
dalS$i moznost vyuziti 1€kt, zvySujicich extracelularni hladinu adenosinu,
v medicinské praxi. V roce 2002 byly rovnéz zahajeny pokusy, v ramci nichz
byla testovdna schopnost syntetickych adenosinovych analogii - agonistl
adenosinovych receptorti, specifickych pro jednotlivé receptorové subtypy,
stimulovat nebo tlumit proliferaci progenitorovych krvetvornych bunék. Tyto
experimenty piispéji k objasnéni mechanismu plisobeni zvySené koncentrace
extracelularniho adenosinu na krvetvorny systém.
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LABORATOR PATOFYZIOLOGIE VOLNYCH RADIKALU (LFRP)

VEDOUCT: RNDR. ANTONIN LOJEK, CScC.
VEDECTI PRACOVNICI: RNDR. MiLAN Ciz, PH.D.
RNDR. LUKAS KUBALA, PH.D.
ODBORNA PRACOVNICE VS: MGR. SYLVA POKORNA
ODBORNE PRACOVNICE SS: BLANKA PANAKOVA
LENKA VYSTRCILOVA
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MGR. MARTINA PAVELKOVA
MGR. DANIELA KOMRSKOVA
MGR. LUCIE GALLOVA

DIPLOMANTKY EVA PRACHAROVA
JANA KRALOVA
ANETA MORAVCOVA

S-nitrosoglutathion (SNOG), syntetizovany z NaNO, a glutathionu, byl
pouzit ke studiu vlivu oxidu dusnatecho (NO) na metabolickou aktivitu
neutrofilli laboratorniho potkana. Po stimulaci opsonizovanym zymosanem
doslo k vyznamnému zvySeni metabolické aktivity neutrofil, které bylo
vyjadieno jejich zvySenou chemiluminiscenci (CL). V dalSich experimentech
byl ke klidovym 1 stimulovanym neutrofilim ptiddvan SNOG v konecné
koncentraci 0.2 mM - 10 mM. Bylo zjisténo, ze SNOG v koncentracich
vysSich nezZ 2 mM inhibuje CL odpovéd’ neutrofilti. NaNO, ani glutathion
v odpovidajicich koncentracich CL aktivitu neovliviiovaly. Proto lze
predpokladat, Ze pokles CL byl zptisoben pfimym piisobenim NO.

Byly studovdny a porovndvany imunomodula¢ni ucinky (1-3)-B-D-glukanti
schizophylanu (SPG) a carboxymethylglukanu (CMG) na lidské leukocyty
invitro. SPG 1 CMG aktivovaly krevni fagocyty a lymfocyty, coz se
projevilo zvySenou tvorbou zanctlivych mediatori (reaktivni metabolity
kysliku, prozanétlivé cytokiny IL-6, IL-8 a TNF-a), zvySenou expresi
povrchovych molekul CD69 na lymfocytech, a dale zvySenou expresi CD11b
a snizenou expresi CD62L na polymorfonuklearnich leukocytech
a monocytech. Porovnanim ucinku obou (1-3)-B-D-glukani vSak bylo
zjisténo, Ze SPG ma vyznamné vyS$$i imunostimulacni potencial ve srovnani
s CMG.

Byl testovan vliv donorii reaktivnich metaboliti kysliku a NO donort na
epitelidlni bunécné linie - lidské keratinocyty (HACAT), bunky lidského

80



adenokarcinomu tlustého stieva (HT-29 a Caco2), lidské endotelidlni bunky
(HUVEC) a bunky mysiho embryonalniho karcinomu (P19). Extracelularni
oxidativni stress byl vyvolavan xanthin/xanthin oxiddzovym systémem nebo
peroxidem vodiku. Intracelularni oxidativni stress byl vyvolavan
menadionem (vitamin K3). Jako zdroj NO byly pouzity: médium sycené
plynnym NO, S-nitrosothiol,3-morpholinosydnonimine hydrochloride nebo
DETA-NONOaty. Testované bunétné linie vykazovaly rlznou citlivost
k vybranym induktorim oxidativniho stresu: nejcitlivéjsi byla linie P19
a naopak nejméné citliva Caco-2. U bun€k P19 byla zjisténa souvislost mezi
oxidativnim stresem a diferenciaci.

Byly testovany rizné chemické (hypoxanthin/xanthin oxidaza, siran
zeleznaty/peroxid vodiku, peroxid vodiku, morpholinosydnonimin) a biolo-
gické (fagocyty) systémy produkujici jednotlivé reaktivni metabolity kysliku
a dusiku (RMKD) pro chemiluminescenéni stanoveni antioxidac¢nich
vlastnosti. Za pouziti riznych vychytavacl volnych radikalt (SOD, katalaza,
dimethylthiourea, desferrioxamin) bylo zji§téno, ze tyto systémy negeneruji
pouze jednotlivé specifické volné radikaly ale smés riznych RMKD.

Byly studovany antioxida¢ni vlastnosti rostlinnych oleji. Nejvys$si obsah
latek s antioxida¢nimi UCinky (tokoferold, tokotrienolli, polyfenoll a o-dife-
nold), stabilita a celkova antioxidacni kapacita (TRAP) byly pozorovany
u fepkového oleje. Vyssi TRAP a stabilita byly obecné pozorovany
v surovych olejich v porovnani s rafinovanymi oleji. Byla pozorovana vysoka
korelace mezi hodnotou TRAP a stabilitou (R = 0.96), obsahem tokoferol
(R = 0.96), polyfenoli (R = 0.92) a o-difenold (R = 0.91). Vysledky
naznaCuji, ze rostlinné oleje mohou byt dilezitou slozkou diety s anti-
atherogennimi ucinky. SpiSe nez nenasycené mastné kyseliny se zdaji byt
hlavnimi  biologicky  aktivnimi  latkami rostlinnych oleji  latky
s antioxida¢nimi ucinky. Obsah bioaktivnich latek a jejich antioxidacni
vlastnosti byl studovan rovnéz ve vybranych druzich ovoce (jablka, hrusky,
broskve). Nejvyssi koncentrace polyfenold, kyseliny kdvova, k. p-kumarové
a k. ferulové byla namétena ve slupkach a v duzin¢ jablek. Byla nalezena
vyznamna korelace mezi obsahem polyfenoli a antioxida¢ni kapacitou
u vSech testovanych druhli ovoce. V dalsi ¢asti studie byl sledovan vliv
téchto druhii ovoce na lipidovy metabolismus a antioxidacni kapacitu
krevniho séra hypercholesterolemickych laboratornich potkant. Bylo
zjiSténo, Ze Ctyitydenni podavani potravy obohacené o jablka zlepSovalo
lipidovy metabolismus, zvySovalo antioxidacni kapacitu krevniho séra
a branilo peroxidaci lipidi. Vysledky studie svéd¢i pro ptiznivou ulohu
konzumace ovoce (pfedevsim jablek) v prevenci atherosklerozy.
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BIOMOLEKULARNiI CENTRUM

NOSITEL: MASARYKOVA UNIVERZITA V BRNE
SPOLUNOSITEL: BIOFYZIKALNI USTAV AV CR vV BRNE

VEDOUCI LABORATORE V BFU: DOC. RNDR. Jiki SPONER, DRSC.
GRADUOVANA STUDENTKA: MGR. NADA SPACKOVA, PH.D.

Probiha rozsahlé studium struktury a dynamiky fady vyznamnych molekul
DNA a RNA: Guaninového kvadruplexu se zaméfenim na kinetiku jeho
formovani a konformacni prostor smycek, nekanonickych segmenti RNA
jako je smycka E, sarcin-ricinova smycka, K-Kink, ribozym HDV (Hepatitis
Delta Virus), a dalsi.

GRANTOVA PODPORA:

MSMT CR LN00AO16
Program ,,Vyzkumna centra® Biomolekularni centrum
fesitel: J. Koca, PtTF MU Brno, spolufesitel: J. Sponer, 2000 - 2004
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SIGNALNi DRAHY U ROSTLIN

NOSITEL: USTAV EXPERIMENTALNI BOTANIKY AV CR V PRAZE
SPOLUNOSITEL: BIOFYZIKALN{ USTAV AV CR V BRNE

VEDOUCI LABORATORE V BFU: RNDR. BRETISLAV BRZOBOHATY, CScC.
VEDECKY PRACOVNIK: MGR. JAN ZOUHAR, PH.D.

GRADUOVANI STUDENTI: MGR. JAN HEJATKO
MGR. PETRA BORKOVCOVA
MGR. HANA BUBENICKOVA

Biologicka funkce domnélého receptoru cytokininit CKI1

Ziskaneé vysledky ukazuji, ze dvoukomponentni senzor-kindza CKII1, ktera
byla ptivodné klasifikovana jako potencialni receptor cytokinint, je nezbytna
pro pribcéh megagametogeneze. Izolovali jsme recesivni mutaci u niz je
docileno ztraty funkce genu CKII inzerci transpozonu En-1 v kodujici
sekvenci genu. Mutantni alela ckil-i nebyla pfendSena samici zarodecnou
linii a plsobila ¢asteCnou letalitu sam¢iho gametofytu. Pomoci konfokalni
laserové skenovaci mikroskopie jsme identifikovali blok v megagameto-
genezi u mutantnich zarode¢nych vakt, ktery je charakterizovan defektni
centralni vakuolou a degradaci vyvijejiciho se samiciho gametofytu
po ukonceni vSech mitotickych déleni. Dv€ nezavislé stabilni mutantni alely
a jedna alela vedouci k reverzi fenotypu v disledku spontanni excise En-1
jednoznaéné potvrdily pfiinnou souvislost mezi ckil-i a vySe popsanym
fenotypem. In situ lokalizace CKII mRNA a histochemickd analyza
stabilnich transformantti nesoucich uid4 gen pod kontrolou CK/I promotoru
prokazaly, ze exprese CKII zacina na samém pocatku vyvoje samiciho
gametofytu a pokraCuje az do oplozeni. Toto pozorovani ukazuje, Ze
schopnost reagovat na signal rozpoznavany CKI1 je udrzovana v pribchu
celé megagametogeneze. Dale jsme Casn€ po oplozeni detekovali tranzientni
expresi CKI1 v endospermu vznikajiciho semene. Uvedené vysledky indikuji
doposud neznamou roli dvoukomponentnich signdlnich systéml v pribéhu
vyvoje sami¢iho gametofytu a prvni pifipad molekuly s o¢ekdvanou signalni
funkci v sami¢im gametofytu, nezbytnou pro jeho zdarny vyvo;.
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LABORATOR VYPOCETNI TECHNIKY A INFORMACNICH SLUZEB (LCIS)

VEDOUCT: RNDR. JOSEF JURSA, CScC.
ODBORNY PRACOVNIK SS: LUKAS POSADKA

Centrum trvale zajist'uje:
e provoz, udrzbu a rozvoj lokalni po¢itadové sit¢ BFU

O funkénost pfipojeni LAN (Local Area Network) BFU do Brnénské
akademickeé pocitacové sit¢ (BAPS) a do mezinarodni pocitaCove sité
Internet

[ provoz serveru elektronické poSty (e-mail)

O provoz www serveru BFU (http://www.ibp.cz) v&etné aktualizace
vystavenych informaci

[J udrzbu a rozvoj vypocetni techniky (hardware 1 software), vyuZzivané
spole¢né viemi projekty feSenymi v BFU (servery, pracovni stanice
pro praci s grafikou a jednoducha PC pro pfistup na Internet), ktera
pracuje pod opera¢nimi systémy UNIX, MS Windows NT/2000/XP
a MS Windows95/98/ME

[ konzulta¢ni a poradenskou ¢innost jednotlivym projektim (v omezené
mife 1 fyzickou pomoc pii feSeni problémt spojenych s vypocetni
technikou a pocitaCovou siti)

e provoz a udrzbu narodniho uzlu ICCBnet (International Center for
Cooperation in Bioinformatics network) v Ceské republice -
http://ICCBnet.ibp.cz

e zrcadleni strukturni Proteinové databaze (PDB) - vefejné pfistupné
z celého svéta

e sekvencni databaze Wisconsin GCG package - pristupna uzivatelim z AV
CR a vysokych skol CR

e provoz a udrzbu knihovniho serveru Jihomoravské zéakladny pracovist
AV CR
V roce 2002 byla rozsifena poéitatova sit BFU do nové vybudovanych
laboratofi. Byl instalovan gigabitovy pfepina¢ Summit 1i. Pfepinac¢ byl mimo
jiné vyuzit k implementaci zakladnich prvki ochrany poéitagové sité BFU
pfed neopravnénym piistupem z Internetu. Dale byl instalovan novy server
BFU a byly oddéleny informaéni sluzby (www, e-mail) od sluZzeb datovych
(fileserver).
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2002
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Spackova, N.:
Studium neobvyklych forem nukleovych kyselin metodou molekulové
dynamiky
54. sjezd chemickych spole¢nosti, Brno, 30. 6. - 4. 7. 2002

(In: Chemické listy, 96, 2002, p. 426)*

Sponer, J.:
Molecular interactions of nucleic acid bases. From ab initio calculations
to molecular dynamics simulations

223" Annual Meeting of the American Chemistry Society, Orlando,
Florida, USA, 7. - 11. 4. 2002
In: Abstr. Pap. Am. Chem. Soc., 223, 2002, 212

Sponer, J.:
Current trends in computational studies of nucleic acids
Chemometrics VI: International Chemometric Conference, Brno, 1. -
5.9.2002
In: Abstracts Book, p. O16

Sponer, J.:
Interactions of nucleic acid bases and their role in structure and
dynamics of nucleic acids

Faculty of Pharmacology, University of Barcelona, Spain, zati 2002

Sponer, J. E.:
Quantum chemical studies of interactions between metal cations and
nucleobases

Department of Chemistry, Universite de Autonoma, Barcelona,
Ballatera, Spain, zati 2002

gponer, J. E., Glahe, F., Leszczynski, J., Lippert, B., gponer, J.:
Quantum chemical description of the nucleobase rotation in
trans[Pt(NH3)2(Cyt-N3)2] 2+
11™ Conference on Current Trends in Computational Chemistry,
Jackson, Mississippi, USA, 1. -2. 11. 2002
In: 11™ CCTCC Proceedings, p. 156

gponer, J., époner, J. E., Mokdad, A., Spaékové, N., Leontis, N. B.,
Leszczynski, J.:

Unique molecular interactions and conservation patterns of cis Watson-
Crick G.A base pairs in RNA and DNA

11™ Conference on Current Trends in Computational Chemistry,
Jackson, Mississippi, USA, 1. -2. 11. 2002

In: 11"™ CCTCC Proceedings, pp. 154-155
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Trnkova, L., Jelen, F., Postbieglova, I.:
Rozliseni signalit adeninu a cytosinu v oligonukleotidech pomoci
eliminacni voltametrie

Moderni elektrochemické metody XXII, Cikhaj, 21. - 23. 5. 2002
In: Sbornik pfednasek, pp. 29-30

Trnkova, L., Jelen, F., Postbieglova, I.:
Elimination voltammetry of short oligonucleotides

53" Annual Meeting of the Electrochemistry in Molecular and
Microscopic Dimensions, Diisseldorf, Germany, 15. - 20. 9. 2002

In: Book of Abstracts, nestr.

Trnkova, L., Kizek, R., Vacek, J.:
Katalyticky signdl metalothioneininu na rtutové elektrodé: kombinace
chronopotenciometrie a adsorptivniho prenosu

III. pracovni setkani fyzikalnich chemikt a elektrochemikii, Brno, 6. 2.

2002
In: Sbornik ptispévk, p. 46

Trnkova, L., Kizek, R., Vacek, J.:
Modernizace vyuky biofyzikalni chemie

III. pracovni setkani fyzikalnich chemikt a elektrochemikii, Brno, 6. 2.

2002
In: Sbornik ptispévk, p. 45

Upham, B. L., Bldha, L., Vondracek, J., Machala, M.:
Inhibition of gap junctional intercellular communication and the
activation of mitogen activated protein kinase by PCBs depends on
subtitution of chlorine in the ortho-position

The Second PCB Workshop, Brno, 7. - 11. 5. 2002
In: Book of Abstracts, p. 118

Vacek, A., Barnet, K., Cech, K., Hofer, M., Kudera, J.:
ZvySeni terapeutického ucinku neupogenu na upravu radiacniho
poskozeni krvetvorby pri kombinované aplikaci s podkoznim nebo
peroralnim podanim Immodinu

Immodin 2002, Prostéjov, 27. - 28. 9. 2002
Vacek, J., Andrysik, Z., Trnkova, L., Adam, V., Kizek, R.:
Stanoveni azidothymidinu v lidské moci, krevnim séru a krvi
VI. Pracovni setkani biochemikii a molekularnich biologti, Brno, 7. 2.
2002

In: Sbornik ptispévki, p. 22
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Vacek, J., Pettek, J., Havel, L., Koutna, D., Adam, V., Trnkova, L., Kizek,
R.:

Stanoveni olova a rostlinnych metallothioneinii v explantatovych
kulturach smrku ztepilého (Picea abies L.)

VI. Pracovni setkani biochemikii a molekularnich biologti, Brno, 7. 2.
2002
In: Sbornik ptispévka, p. 23

Vaculova, A., Hofmanova, J., Soucek, K., Kozubik, A.:
Tumour necrosis factor-alpha-induced cell death in colon cancer cells
The Third European Workshop on Cell Death, Salobrefia, Spain, 23. -
28.2.2002
In: Abstracts, p. 34

Vetterl, V., Jelen, F., Drazan, V., Strasak, L., Hason, S., Dvorak, J.:
Impedance measurements of nucleic acids and self-assembled layers of
their components

35" Heyrovsky Discussion and 6™ International Microsymposium
on Electrochemical Impedance Analysis, Test, 9. - 13. 6. 2002

In: Abstracts, pp. 21-22
Vetterl, V., Strasak, L., Hason, S., Drazan, V., Dvorak, J.:
Impedance measurements of nucleic acids
X1V International Biophysics Congress, Buenos Aires, Argentina, 27. 4.
-1.5.2002
In: Abstracts, p. 43

VojtisSkova, M., Froster, U., Enzmann, G., Falk, M., Silhanova, E.:
Determination of CTG repeats: Unstable alleles in myotonic dystrophy
locus

13" Annual Meeting of German Society of Human Genetics, Leipzig,
Germany, 29. 9. - 2. 10. 2002

(In: Medizinische Genetik, 14, 2002, p. 351)*

VojtisSkova, M., Stehlikova, K., Brabec, V.:
Human disorder xeroderma pigmentosum and binding of the XPA
protein to damaged DNA

COST Action: D20 "Metal Compounds in the Treatment of Cancer",
Working Group Project: D20/0003/00 "Biochemistry, Structural and
Cellular Biology of Non-Classical Antitumor Platinum Compounds",
Brno, 7. - 10. 11. 2002

In: Book of Abstracts, p. 25
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Vondracek, J., Kozubik, A., Machala, M.:
Polycyclic aromatic hydrocarbons activate estrogen receptor and
potentiate the effects of 17f-estradiol

SETAC Europe 12" Annual Meeting, Vienna, Austria, 12. - 16. 5. 2002
In: Abstracts, p. 101

Vondragek, J., Minksova, K., Sindlerova, L., Kozubik, A., Machala, M.:
Polycyclic aromatic hydrocarbons as modulators of cell proliferation
in model cell lines

XVIII. Biochemicky zjazd, Stara Lesna, Slovensko, 10. - 13. 9. 2002
In: Zbornik, p. 302
Vyskot, B.:
Epigenetics and imprinting
JihoCeska univerzita v Ceskych Budé&jovicich, 23. 1. 2002
Vyskot, B.:
Genomic imprinting
XX. Genetické dny, Brno, 12. - 13. 9. 2002
In: Sbornik referata, pp. 19-30

Weiterova, L., Hofer, M., Pospisil, M., Hol4, J., Vacek, A., Znojil, V., Vacha,
J.:
Radioprotection and treatment of radiation injury by means of elevating
extracellular adenosine

32" Annual Meeting of the European Society for Radiation Biology
(ESRB), European Radiation Research 2002, Liege, Belgium, 4. - 7. 9.
2002

In: European Radiation Research 2002, p. 116
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D. PREDNASKY, KTERE NEBYLO MOZNO Z TECHNICKYCH DUVODU
ZARADIT DO VYROCNI ZPRAVY 2001

Kejnovsky, E., Vrana, J., Soucek, P., girok}'l, J., Dolezel, J., Vyskot, B.:
Lokalizace genovych sekvenci metodou PCR na flow-sortovanych
pohlavnich chromozomech rostlin

Analyticka cytometrie I, Brno, 3. - 5. 6. 2001
In: Sbornik abstrakt, pp. 49-51

Kozubek, M., Matula, Pa., Matula, Pe., Kozubek, S.:
Vyuziti pocitacové analyzy obrazu v moderni cytometrii
Analyticka cytometrie I, Brno, 3. - 5. 6. 2001

In: Sbornik abstrakt, pp. 74-75

*Abstrakta uverejnéna v ¢asopisech jsou uvedena i v Casti A.
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E. PREHLED PUBLIKACNI A PREDNASKOVE CINNOSTI PRACOVNIKU
BFU AV CR 7A ROK 2002

1. Odborné¢ prace v plném znéni 78
dodatek za rok 2001 2

2. Kratka sdéleni 6
dodatek za rok 2001 1

3. Kapitoly v monografiich 5
4. Védecko-popularni clanky 2
5. Odborné prednasky - pronesené v CR 61
- pronesené v zahranici 94
6. Souhrny piednasek - konference v CR 56
dodatek za rok 2001 2
- konference v zahranici 76
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IV. ZAHRANICNI STYKY

Zahrani¢ni styky jiz tradi¢n€ probihaly v bezprostiedni navaznosti na feSené
veédecké projekty, ptijaté riznymi grantovymi agenturami v CR 1 v zahranici,
v ramci konkursniho fizeni AV CR, na pozvani zahrani¢nich instituci, apod.

Ptehled zahrani¢nich stykil v roce 2002 poskytuji nasledujici tabulky:

Vyjezdy pracovnikii BFU do zahranici

Jeme kOIlk}:lI'S AV grantove ostatni
CR prostredky

Argentina 4
Australie
Belgie 5 3
Bulharsko 1
Dansko 1
Finsko 2 1 1
Francie 5 3
Indie 1
Italie 2 1
Izrael 1 1
Japonsko 1
Mad’arsko 2
Nizozemi 1
Polsko 2
Rakousko 2 1
Rusko 2
Recko 1 1
Slovensko 5 14 5
SRN 15 6
Spanélsko 1 7 5
Svédsko 4
Svycarsko 2 1
Turecko 1 1
USA 9 10
Velka Britanie 1 7 6
Celkem 12 88 47
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Prijeti zahranicnich hostu

dohody

grantove

zeme AV CR prostfedky ostatni konference
Bulharsko 2
Finsko 2
Francie 4 7
Italie |
Izrael 1 2
Mad’arsko 1
Recko 1
Skotsko 2
Slovenie 1
Slovensko 14
Spanélsko 2 1 1
Svycarsko 1
Uruguay 1
Celkem 2 4 24 14
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A. PREHLED MEZINARODNICH SPOLUPRACI BFU A ZAHRANICNICH
GRANTU V ROCE 2002

Pokracovalo feSeni ptimych mezitustavnich dohod a projekti, které obdrzely
zahrani¢ni finan¢ni podporu.

1. PFimé meziustavni dohody

BULHARSKO

Institute of Oceanology, BAS, Varna
A. Lojek - Oxidacni/antioxidacni vlastnosti moiskych organisma -
vyznam pro hodnoceni kvality pobifeZznich vod a dopad na lidské zdravi

FINSKO
University of Turku, Department of Biochemistry, Turku
A. Lojek - Role of phagocytes in the oxidative injury of animal cells and
tissues

JAPONSKO

Chiba Cancer Center Research Institute, Division of Biochemistry,
Chiba

M. Stros - A study on the effect of chromosomal proteins HMG1/2 on
binding of proteins of p53 family to DNA and on their role as
transcriptional

SLOVENSKO
Ustav experimentélnej fyziky Slovenskej akadémie vied, Kosice
A. Kozubik - Studium biologickych membran a jejich modelt, struktura a
stabilita nukleovych kyselin a proteini, jejich interakce s farmaky

SRN

november AG, Erlangen
E. Palecek - Collaborative Research and Development Agreement

USA

Virginia Commonwealth University, Richmond
V. Brabec - Mechanistic studies on new platinum clinical agents

VELKA BRITANIE

Queen Mary and Westfield College, University of London
A. Kovarik - Research in the Field of Plant Genetics and Epigenetics
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2. Zahrani¢ni granty

ARGENTINA

Grupo de Innovacion Tecnologica en la Universidad de Buonos Aires

L. Novotny (UFCh JH AV CR Praha), E. Palecek (2002 - 2004) -
Interaction of peptides, proteins and DNA with electrodes and new
electrochemical methods for biochemistry and molecular genetics

FRANCIE

CNRS/AS CR Collaboration, Ecole Normale Supérieure de Lyon
B. Vyskot (2000 - 2002) - Molecular Analysis of Sex Chromosomes and
Dioecy in Silene latifolia

MSMT CR - program Kontakt - desko-francouzsky projekt "Barrande"
v ramci VTS €. 2002-024-1

Université René Descartes, UMR CNRS 8601, Paris

V. Brabec (2002 - 2003) - DNA interstrand cross-links of platinum:
antitumor activity of cisplatin?

ITALIE

Projekt &. 16 - Kontakt MSMT CR, dvoustranna &esko-italska VTS
Pasquale DE SOLE, Universita Cattolica del Sacro Cuore, Roma

M. Ciz (2002 - 2005) - Chemiluminescent determination of the role
of neutrophils in the development of oxidative stress-induced injury

JAPONSKO

MSMT CR - program Kontakt - &esko-japonska spoluprace, ME 565
S. Kozubek, K. Okumura (2002 - 2006) - Structure and function of
interphase chromosomes in normal and malignant cells

RUSKO

138

Committee for collaboration with Joint Institute for Nuclear Research,
Dubna

E.A. Krasavin (SUIV Dubna), S. Kozubek (1999 - 2003) - The structure
of cell nuclei and its relation to genetic changes induced by densely
1onising radiation in cells

Committee for collaboration with Joint Institute for Nuclear Research,
Dubna

E.A. Krasavin (SUJV Dubna), S. Kozubek (2002 - 2004) - Estimation of
the risk of chronic myeloid leukemia from low levels of radiation



SRN

Volkswagen Stiftung
E. Palecek (1997 - 2001, prodlouzeno do r. 2002) - Tumor-Suppressor-
Protein p53 und Seine Interaktionen mit DNA Volkswagen Stiftung

Volkswagen Stiftung
M. Kozubek (FI MU), E. Bdrtova (BFU) (1999 - 2002) - Automated
micro-axialtomography of tumour-correlated FISH pattern

USA

Howard Hughes Medical Institute (HHMI), INTNL 55000313
J. Kasparkova (2001 - 2005) - Basis for new structure-pharmacological
relationship of platinum antitumor drugs

National Institutes of Health (NIH), IRO1CA78754-01
V. Brabec (1998 - 2002) - Mechanistic studies on new platinum clinical
agents

MSMT CR - program Kontakt, spoluprace CR/USA ME 380
B. Vyskot (2000 - 2002) - Evolution of sex chromosomes in Silene

National Science Foundation USA (SGER)
B. Vyskot (2001 - 2002) - Epigenetic consequences of telomere dysfunc-
tion in Arabidopsis

VELKA BRITANIE

The Wellcome Trust, 062366/Z/00/Z
V. Brabec (2000 - 2003) - DNA interactions of platinum anticancer
drugs. Relation to the development of new cytostatics

The Leverhulme trust F/07476/G
J. Fajkus (2001 - 2004) - Loss and gain of typical telomere repeats in
a major radiation of monocots

OSTATNI

MSMT CR COST OC D20.001
V. Brabec (2001 - 2005) - Biochemie, strukturni a bunécéna biologie
protinadorové ucinnych platinovych slou¢enin druhé generace

MSMT CR COST OC D21.001
V. Brabec (2002 - 2005) - Charakterizace metaloproteinti, klicovych
molekul v biologickych procesech

MSMT CR COST OC D20.003
V. Brabec (2002 - 2005) - Vnitrobunééna a mimobunécna cilova mista
pro protinddorovou aktivitu a toxicitu komplext ruthenia
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MSMT CR COST OC D21.002
E. Palecek (2002 - 2005) - Charakterizace metaloproteinii vyznamnych
v rakoving a jejich interakce s DNA

UNESCO

J. Jursa (2002 - 2003) - Biological databases for academic community
served by the National Node of the ICCBnet (International Center for
Cooperation in Bioinformatics network), Czech Republic

3. Zahranicni stipendia, pobytové granty

E. Frimlova - dlouhodoby studijni pobyt v Max-Planck-Institut fiir
Ziichtungsforschung, Koln am Rhein, SRN

M. Brazdova - postdoktorandsky studijni pobyt v Heinrich Pette Institut fiir
experimentelle Virologie und Immunologie, Universitdt Hamburg, SRN

J. Hejatko - dvoumési¢ni studijni pobyt v Max-Planck-Institut fiir Ziichtungs-
forschung, Koln am Rhein, SRN

L. Havran - pétimésicni pobyt jako konzultant pro vyzkum a vyvoj
elektrochemickych senzori ve firmé november AC, Erlangen, SRN

C. Hofr - postdoktorandsky studijni pobyt v The State University of New
Jersey, USA

V. Hykelova - sedmimési¢ni doktorandsky studijni pobyt v Ecole Normale
Superieure de Lyon, Francie

M. Lengerova - ttiméesi¢ni doktorandsky studijni pobyt v International Centre
of University of North Carolina, USA

J. Mrazek - pokracovani studijniho pobytu v Department of Mathematics,
Stanford University, USA

J. Palecek - postdoktorandsky studijni pobyt v Genome Damage and Stability
Centre, University of Sussex, Velka Britanie

K. Riha - pokradovani studijniho pobytu v Department of Biochemistry and
Biophysics, Texas A. and M. University, USA

E. Sykorova - postdoktorandsky studijni pobyt v Queen Mary and Westfield
College, University of London, Velka Britanie

M. Samalovd - tfimési¢éni studijni pobyt v Department of Plant Sciences,
University of Oxford, Velka Britanie

M. Stros - &tyfmési¢éni studijni pobyt v Chiba Cancer Center Research
Institute, Chiba, University of Fukuoka, Japonsko

M. Tomschik - pokracoval ve studijnim pobytu v NIH Bethesda, USA
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J. Zouhar - pokraCoval ve studijnim pobytu v Michigan State University,
USA

B. REALIZOVANA VYSLANI DO ZAHRANICI

1. Studijni pobyty v ramci Ujednani AV CR (konKursni vyslani)

BULHARSKO

A. Lojek se v prubéhu studijniho pobytu v Institute of Oceanology BAS,
Varna, podilel na odbéru a analyze vzorkii vody z Cerného mofe z mist
Cistych a znecisténych.

FINSKO

L. Kubala pokratoval ve spolupraci s Department of Biochemistry,
University of Turku. Hlavnim zdmérem bylo studium metody pouZiti
bakterialnich transfektanti pro stanoveni baktericidni aktivity latek pii

soucasném vyuZziti jak bioluminiscen¢nich, tak fluorescencnich vlastnosti
téchto transfektantu.

V. Vetterl navstivil Department of Physics, University of Joensuu, kde
studoval fyzikéaln&-chemické vlastnosti kovovych polykrystalickych elektrod
a elektrod amalgamovych.

IZRAEL

V. Brabec absolvoval studijni misi v Department of Medicinal Chemistry and
Natural Products, School of Pharmacy, The Hebrew University of Jerusalem,
zaméfenou na studium mechanismu protinddorové ucinnosti novych
komplext platiny. Byly zhodnoceny vysledky spole¢ného vyzkumu interakci
DNA snovymi bifunkénimi jednojadernymi komplexy platiny, které
obsahuji cyklické aminoligandy a skupiny odstupujici v konfiguraci trans a
vykazuji protinddorovu aktivitu.

NIZOZEM{

J. Vondracek navstivil Institute for Environmental Studies, Vrije Universiteit,
Amsterdam, kde se podilel na vyvoji metody pro separaci xenoestrogenti
z lidského séra a in vitro jejich detekci pomoci transgennich bunéénych linii.

SLOVENSKA REPUBLIKA
M. Ciz, L. Kubala a A. Lojek navétivili Ustav experimentélnej farmakologie
SAV v Bratislavé, kde pokracovali v feSeni spole€ného projektu VTS.

J. Hofmanovid a A. Kozubik pokradovali ve spolupraci s Ustavem experi-
mentalni fyziky SAV v KoSicich ve spolecném fesSeni problematiky cytosta-
tické a tzv. fotodynamické terapie nadorovych onemocnéni.
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SPANELSKO

M. Ciz navitivil Instituto de Investigaciones Biomédicas C.S.I.C.
v Barcelong; pokraCoval ve spole¢ném studiu ischemie/reperfuze na trovni
tkanovych kultur. Dale projednal spolupraci s Departament de Tecnologia
d'Aliments, Universitat de Lleida pifi analyze antioxidac¢nich vlastnosti
potravin a jejich ovlivnéni riznymi zplsoby skladovani.

VELKA BRITANIE

A. Kovarik navstivil Laboratof cytogenetiky Queen Mary and Westfield
College, University of London, kde pokraoval ve spolupraci na spoleCném
projektu genetiky alloploidnich rostlin.

2. Utast na konferencich a §kolach (vyslani na pozvani nebo
z grantovych prostredki)

ARGENTINA

V. Brabec, J. Kaspdrkova, S. Kozubek a V. Vetterl se zucastnili xXiv®h
International Biophysics Congress, [IUPAB, Buenos Aires, 27. 4. - 1. 5. 2002

AUSTRALIE

V. Brabec a J. KaSpdrkova se zcastnili 2002 Meeting of International
Research Scholars, Palm Cove, 25. - 28. 6. 2002

BELGIE
V. Brabec se zCastnil panelu ,,Chemie* pro hodnoceni navrhi projekti EU
"Marie Curie Individual Fellowships", Brusel, 14. - 18. 5. 2002

Z. Hoferovd a L. Weiterovd se zuastnily 32" Annual Meeting of the
European Society for Radiation Biology, Liege, 4. - 7. 9. 2002

E. Palecek se zucastnil seminare na Katholieke Universiteit, Leuven, 16. 4.
2002

DANSKO
M. Stros se zG&astnil Chromatin Minisymposium, Aalborg, 29. 5. - 1. 6. 2002

FRANCIE

J. Fajkus se zucCastnil Second International Summer School "DNA and
Chromosomes: Physical and Biological Approaches", Cargese, 12. - 24. 8.
2002

K. Soucek se zagastnil 10" Euroconference on Apoptosis, Paris, 11. - 13. 10.
2002
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INDIE

M. Hofer se zucastnil International Conference on Radiation Damage and its
Modification (ICRDM-2002), Delhi, 12. - 15. 11. 2002

ITALIE

M. Sklenickova se zi&astnila kurzu 4™ Course of Molecular Cytogenetics and
DNA Arrays, Bertinoro, 18. - 24. 8. 2002

MADARSKO

A. Lojek a M. Ciz se zucastnili semindfe European Research Forum,
Budapest, 25. - 26. 4. 2002

POLSKO

M. Fojta a L. Havran se zGlastnili 9" International Conference on
Electroanalysis, Krakow, 11. - 14. 6. 2002

RAKOUSKO
J. Vondracek se zi&astnil SETAC Europe 12" Annual Meeting, Vienna, 12. -
16.5.2002

E. Bdrtovd se zutastnila 12" IMP Spring Conference “Epigenetic
Programming of the Genome”, Vienna, 23. - 25. 5. 2002

RUSKO

M. Falk se zucCastnil konference New Models and Nuclear Methods in
Biophysics and Biochemistry, Dubna, 24. - 25. 1. 2002

RECKO

B. Brzobohaty se zu&astnil 13™ Congress of the Federation of European
Societies for Plant Physiology, Heraklion, 30. 8. - 8. 9. 2002

SLOVENSKO
L. Strasak se zucastnil XXV. Dntl l¢katské biofyziky, Martin, 22. - 24. 5.
2002

Z. Hoferova se zcastnila 5. KoSického morfologického dha s medzinarodnou
ucast’ou, Kosice, 31. 5. 2002

V. Brazda, M. Ciz, P. Fojtik, I. Kejnovskd, L. Kubala, A. Lojek, K. Nejedly,
1. Vasilenkova a J. Vondracek se zucCastnili XVIII. Biochemického zjazdu,
Stara Lesna, 10. - 13. 9. 2002

SRN
S. Hasori se z(&astnil 53 Annual ISE Meeting, Diisseldorf, 15. - 20. 9. 2002

M. Falk a S. Kozubek se zu&astnili 2™ Elmau Conference on Nuclear
Organisation, Elmau, 6. - 9. 10. 2002
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J. Malina a O. Novdkovd se zdastnili 35" International Conference on
Coordination Chemistry, Heidelberg, 21. - 25. 7. 2002

E. Palecek se zaCastnil Analytica Conference 2002, Neue Messe Miinchen,
23.-25.4.2002

E. Palecek se zucastnil konference Advances in Bioanalytics, Berlin-
Postdam, 27. 8. 2002

M. Vojtiskovd se z(&astnila 13™ Annual Meeting of German Society of
Human Genetics, Leipzig, 29. 9. - 2. 10. 2002

SPANELSKO
E. Bdrtovd se zuastnila 8" European Workshop on Cytogenetics and
Molecular Genetics of Human Solid Tumours, Barcelona, 12. - 15. 9. 2002

V. Brabec se zucCastnil konference Non-covalent DNA Recognition Strategies
for Design and Synthesis of New Metallo-Drugs, Barcelona, 6. - 7. 12. 2002

V. Brdzda a M. Brdzdovd se z&astnili 11" International Workshop p53,
Barcelona, 14. - 19. 5. 2002

B. Brzobohaty se zac¢astnil NATO Advanced Research Workshop on Biology
and Biotechnology of the Plant Hormone Ethylene 2002, Murcia, 23. - 27. 4.
2002

M. Ciz, L. Kubala a A. Lojek se za&astnili 3" International Workshop on
Oxidative Stress in Ischemia-Reperfusion Injury, Barcelona, 10. - 11. 5. 2002

A. Vaculovd se zucastnila The Third European Workshop on Cell Death,
Salobrena, 23. - 28. 2. 2002

SVEDSKO

E. Bartova a P. Jirsova se zUCastnily The Third Euroconference on

Quantitative Molecular Cytogenetics (QMC 2002), Rosendn, Stochholm, 4. -
6.7.2002

J. Kasparkova a V. Brabec se zucCastnili Eurobic-6, Lund, 29. 7. - 3. 8. 2002

TURECKO

V. Brdzda a B. Brzobohaty se z(lastnili 28" Meeting of the Federation
of European Biochemical Societes, Istanbul, 20. - 25. 10. 2002

USA

V. Brabec se zutastnil 46™ Annual Meeting of Biophysical Society,
San Francisco, 23. - 27. 2. 2002

V. Brabec se zucastnil Gordon Research Conference - Metals in Medicine,
Colby-Sawyer College, New London, New Hampshire, 21. - 26. 7, 2002

B. Brzobohaty se zucCastnil Plant Biology 2002, Denver, 1. - 9. 8. 2002
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J. Fajkus se zuCastnil konference Chromatin Structure & Dynamics: State-of-
the-Art, Bethesda, 8. - 10. 5. 2002

J. Hofmanovad a A. Kozubik se zucCastnili XXI Congress of the International
Society for Analytical Cytology, San Diego, 4. - 9. 5. 2002

C. Hofr se za¢astnil 57" Annual Calorimetry Conference (CALCON 2002),
New Brunswick, 11. - 15. 8. 2002

J. Kasparkova se zc¢astnila konference The HHMI 2002 Meeting - Control
of Cell Growth and Cell Death, 2. - 7. 3. 2002

E. Palecek se zucCastnil Gordon Research Conference - Bioanalytical Sensors,
Bethesda, 5. - 22. 3. 2002

J. Sponer se zucastnil Conference on Current Trends in Computational
Chemistry 2002, Jackson, 1. -2. 11. 2002

J. Vondracek se zucCastnil Gordon Research Conference - Environmental
Endocrine Disrupters, Boston, 5. - 21. 7. 2002

VELKA BRITANIE
M. Ciz se zudastnil European Research on Functional Effects of Dietary
Antioxidants: Benefits and Risks, Cambridge, 25. - 28. 9. 2002

A. Lojek se zufastnil 12" Symposium on Bioluminescence and
Chemiluminescence, Cambridge, 5. - 9. 4. 2002

E. Sykorova se zucCastnila CSC Symposium, The Dynamics Nucleus:
Questions and Implications, London, 27. - 29. 6. 2002 a London Area
Molecular Plant Science Symposium, London, 12. 9. 2002

3. Studijni pobyty na pozvani zahrani¢niho partnera
nebo v ramci spole¢ného projektu, expertni ¢innost

BELGIE

M. Kovarikova absolvovala metodickou staz v L. Deloyers Laboratory,
Université Libre de Bruxelles (4. - 8. 11. 2002)

O. Vrana navsivil Laboratorium voor Biochemie, Katholieke Universiteit,
Leuven, kde provedl fadu experimenti vedoucich k objasnéni nukleolytické
aktivity, pozorované u metalothioneinli izolovanych z jaterni tkané (12. -
21.11.2002)

FINSKO

J. Buzek provedl dopliujici experimenty k dokonceni publikace vzniklé
v pribéhu piedeslého postdoktorandského studijniho pobytu v Haartman
Institute, University of Helsinki (21. 1. - 24. 2. 2002).
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S. Hason studoval v Laboratory of Physics, University of Joensuu interakce
nukleovych kyselin s povrchy pevnych kovovych a grafitovych elektrod
pomoci optickych metod (6. - 22. 8. 2002).

FRANCIE

V. Brabec a J. KaSpdrkova absolvovali studijni misi na Université Ren¢
Descartes, UMR CNRS, Paris v ramci programu Barrande. Byly diskutovany
otazky pocitaCového modelu komplexu vytvofené¢ho mezi DNA obsahujici

mezifetézcove miustky protinadorové ucinného cis-diammindichloroplat-
natého komplexu s proteinem HMGBI (26. - 29. 9. 2002).

ITALIE
M. Ciz a A. Lojek navstivili v ramci projektu KONTAKT Laboratorio di

Chimica, Policlinico Gemelli, Universita Cattolica S. Cuore, Roma (4. -
8. 11.2002).

SRN

V. Drazan pracoval v Ustavu analytické chemie, Chemo- a Biosenzort,
Regensburg na zdokonaleni postupu méfeni hybridizace DNA
s elektrochemickym senzorem (1. - 4. 5. 2002).

E. Palecek opakované navstivil firmu november AG v Erlangen, se kterou
spolupracuje v oblasti vyvoje elektrochemickych biosenzori pro molekularni
diagnostiku. V Max-Planck Institut fiir biophyzikalische Chemie, Gottingen
vyhodnocoval vysledky ziskané elektrochemickou analyzou alfa-synucleinu,
ziskaného v BFU (16. - 24. 6.a 7. - 19. 7. 2002).

J. Sponer a J.E. Sponer pracovali v laboratofi prof. Lipperta, Universitit
Dortmund na projektu deaminace cytosinu pii jeho interakci s platinovymi
komplexy (5. - 28. 6. 2002).

SPANELSKO
F. Jelen a V. Vetterl se v Departemento de Quimica Fisica, Universidad de
Alicante zabyvali studiem adsorbovanych vrstev adeninu a guaninu na

platinovych elektroddch s rliznou krystalickou strukturou povrchu s cilem
nalézt rozdily v jejich chovani (11. - 28. 7. 2002).

J. Sponer a J.E. Sponer pracovali v laboratofi prof. Luque, University of
Barcelona mimo jiné na analyze vertikalnich interakci bazi v nekanonickych
regionech RNA molekul za pouZiti metod kvantové chemie (5. - 30. 9. 2002).

SVYCARSKO

V. Brabec absolvoval studijni misi v Department of Biochemistry, University
of Ziirich a prezentoval tam cyklus tii pfednasek ,,From DNA Damage to
Anticancer Chemotherapy* (12. - 18. 10. 2002).
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M. Vojtiskova se v Ustavu lékaiské radiobiologie, University of Ziirich,
zabyvala pfipravou reparacnich proteinti s enzymatickou aktivitou v excizni
opravé 1ézi DNA po plisobeni UV zafeni nebo po interakci s chemickymi
latkami (16. - 23. 11. 2002).

O. Vrdna v Department of Biochemistry, University of Ziirich provedl
experimenty, zaméfené¢ na objasnéni Ulohy metalothioneinii v procesu
rezistence k protinadorovym komplexiim platiny (12. - 21. 10. 2002).

USA

E. Palecek se v laboratoii National Institutes of Health (NIH), National
Cancer Institute, Bethesda zabyval chemickou modifikaci peptidi pomoci

komplexii osmia a jejich analyzou pomoci hmotové spektroskopie (5. - 22. 3.
2002).

J. Sponer navstivil 3 pracovisté: Department of Chemistry, Jackson State
University, Department of Chemistry, University of Virginia a Department of
Chemistry, Bowling Green State University. Studoval interakce DNA a RNA
s kovy a molekulové simulace RNA (27. 10. - 28. 11. 2002).

J. Zlivova navstivila laboratof prof. Shippen, Texas A. and M. University,
College Station. Zabyvala se analyzou exprese tDNA gentl u TERT rostlin
Arabidopsis thaliana (6. - 30. 5. 2002).

VELKA BRITANIE

V. Brabec a J. KasSpadrkovd vykonali studijni misi v Department of Chemistry,
University of Edinburg. Podileli se na ptipravé vzorkd plasmidové DNA
a syntetickych oligonukleotidi modifikovanych novymi protinadoroveé
ucinnymi a svétlocitlivymi komplexy platiny, pfipravenymi na skotském
pracovisti. Cilem studii bylo zjistit sekvencni preference vazby téchto novych
komplexti k DNA (10. - 13. 12. 2002).

M. Fojtova absolvovala studijni pobyt v cytogenetické laboratofi Queen
Mary and Westfield College, University of London; vénovala se vyhodnoceni
praci na spole€ném projektu genetiky alloploidnich rostlin (15. - 24. 4. 2002).

R. Matyasek pracoval v Queen Mary and Westfield College, University of
London na stejném projektu a ptipravil vzorky DNA z nékterych unikatnich
allotetraploidnich rostlin (5. - 14. 5. 2002).

K. Skalicka absolvovala pracovni stdZ v Queen Mary and Westfield College,
University of London. Pro feSeni stejného projektu piipravila nékolik
mezidruhovych hybridl Nicotiana tabacum (23. 4. - 8. 5. 2002).

Vsechny realizované studijni pobyty piispély vyznamné k feSeni projektl
a jejich vysledky jsou podrobnéji uvedeny v kapitole I1. této zpravy.
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C. SPOLUPRACE S MEZINARODNIMI VLADNIMI A NEVLADNIMI
ORGANIZACEMI

J. Slotovd je piedstavitelkou CR v ICSU.

V. Brabec je zastupcem CR v fidicich vyborech Evropského programu
ve védeckém a technickém vyzkumu akci COST D20 a D21 a clenem
hodnotici komise 5. rdimcového programu EU v Bruselu, Belgie.

J. Fajkus je ¢lenem hodnotici komise 5. rdimcového programu EU v Bruselu,
Belgie.

S. Kozubek je Clenem Programme Advisory Committee, Joint Institute for
Nuclear Research, Dubna, Rusko a ¢lenem hodnotici komise 5. ramcového
programu EU ,,Quality of Life* v Bruselu, Belgie.

S. Kozubek pracoval ve funkci predsedy Ceského a Slovenského komitétu pro
biofyziku (IUPAB), V. Brabec, E. Palecek, J. Slotova a V. Vetterl pracovali
jako ¢lenové tohoto komitétu.

M. Pospisil je ¢lenem Mezinarodni astronautickeé akademie (IAA).

D. MEZINARODNI KONFERENCE PORADANE PRACOVISTEM

COST Action: D20
Metal Compounds in the Treatment of Cancer

Sorking Group Project: D20/0003/00 ,,Biochemistry, Structural and Cellular
Biology of Non-Classical Antitumor Platinum Compounds*

Brno, 7. - 10. 11. 2002
potadatel: Biofyzikalni ustav AV CR, Brno
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V. VYCHOVA VEDECKYCH PRACOVNIKU, SPOLUPRACE
S VYSOKYMI SKOLAMI A DALSI AKTIVITY

A. VEDECKA VYCHOVA

Postgradualni studium (DSP)

V roce 2002 uspésné pokraCovala ucast pracovisté¢ na postgradualnim
doktorandském studiu na vysokych Skolach, ptedev§im na piirodovédecke
fakult¢ Masarykovy university v Brng. V prib&hu roku 2002 bylo v BFU
Skoleno celkem 72 doktorandii; 15 studentd formou distanéni a kombi-
novanou, 57 formou interni.

Pocet Z toho
studenti Distanéni Interni Rocnik
celkem a kombinovana

11 1 10 I

18 0 18 1.

20 2 18 1.
2 5 IV.
4 0 V.
0 2 VI

10 6 4 absolventi

Studenti PGS byli zarazeni v oborech:
biofyzika (18)

molekularni biologie (28), z toho 2 absolventi
genetika (6)

fyziologie Zivocichil (8)

imunologie (4)

chemie Zivotniho prostredi (2)
botanika (2), z toho 1 absolvent
anatomie a fyziologie rostlin (1)
mikrobiologie (1)

onkologie (1)

I€¢katska biofyzika (1)

Vedenim studentti PGS bylo povéieno 18 védeckych pracovnikt BFU.
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Disertacni prdce, vypracované v BFU a obhdjené v r. 2002:

P. Fojtik / Konformacni vlastnosti trinukleotidovych opakovani (CCG)
a CGG) v DNA

P. Hanzdlek /| Vyvoj] metody pro pocitacové simulace terciarnich struktur
genomovych molekul DNA

S. Hason / Studium interakci biopolymert a jejich monomernich slozek na
fazovych rozhranich pomoci fyzikalnich metod

J. Hodurkovd / Uloha acetylace histonii v raném vyvoji
P. Jirsovd / Struktura chromatinu v jadrech interfaznich bunék a jeji zmény
po ozareni

R. Kizek / Vyuziti elektrochemickych metod v molekularni biologii a bio-
chemii

J. Pachernik / Regulace rustu nadorovych bunék inhibitory metabolizmu
kyseliny arachidonové in vitro

L. Strasdk / The effect of low-frequency magnetic fields on the bacteria
N. Spackova / Computational studies of nucleic acid structure and dynamics

L. Weiterova / Pathophysiology of hematopoietic damage evoked by ionizing
radiation or cytostatic drugs and possibilities of its modulation

Védecti pracovnici BFU piisobici v oborovych raddach a komisich DSP
na prirodovédecké fakulte Masarykovy university v Brné:

oborova rada DSP Fyziky:
V. Brabec (garant DSP biofyzika)

oborova komise biofyziky:
V. VBrabec (ptedseda), M. Bezdek, F. Jelen, S. Kozubek, E. Palecek,
J. Slotova, V. Vetterl, M. Vorlickova

(ma ptisobnost 1 na Université Palackého v Olomouci)

oborova rada DSP Biologie:
B. Vyskot

oborova komise molekularni biologie:
J. Fajkus, J. Kypr, E. Palecek

oborova komise fyziologie a vyvojove biologie zivocichi:
J. Hofmanova, A. Kozubik

oborova komise imunologie:
M. Ciz, A. Lojek

oborova komise genetiky:
B. Vyskot
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oborova komise chemie Zivotniho prosttedi a ekotoxikologie:
J. Hofmanova, A. Kozubik

Mimo to jsou pracovnici BFU ¢leny dalSich oborovych rad na jinych
fakultach:

Lékarska fakulta Masarykovy university v Brné

OR biofyziky: V. Vetterl
OR molekularni biologie: V. Vetterl

Lékarska fakulta University Palackého v Olomouci
OR I¢ékarské biofyziky: V. Vetterl

Ptirodovédecka fakulta University Palackeého v Olomouci
OR fyzikalni a analytické chemie: E. Palecek, V. Vetterl, O. Vrdna
OR botaniky: B. Vyskot
OR biologie: B. Vyskot

Ptirodovédecka fakulta University Karlovy v Praze
OR anatomie a fyziologie rostlin: B. Vyskot

Matematicko-fyzikalni fakulta University Karlovy v Praze
OR molekularnich a biologickych struktur: V. Brabec

B. SPOLUPRACE S VYSOKYMI SKOLAMI

Pedagogicka cinnost a clenstvi v universitnich organech

Masarykova universita v Brng:
S. Kozubek je ¢lenem védecké rady MU

Ptirodovédecka fakulta MU v Brné:
J. Slotovd je &lenkou védecké rady
V. Brabec je garantem doktorského studia biofyziky
J. Fajkus je ¢lenem Rady sekce biologie a ¢lenem Komise pro vybérova
fizeni sekce biologie
V. Brabec byl na navrh védecké rady MU jmenovan presidentem
republiky profesorem v oboru biofyzika s i€innosti od 15. 5. 2002

J. Sponer se usp&né habilitoval na PfF a byl rektorem MU v Brné
jmenovan docentem pro obor biofyzika

M. Vorlickova se Gspésné habilitovala na PfF a byla rektorem MU v Brné
jmenovana docentem pro obor biofyzika

Pedagogicka ¢innost védeckych pracovniktt BFU byla soustfedéna pedeviim
na spolupréci s ptirodovédeckou fakultou MU. Piednésky a prakticka cviceni
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zabezpeCovalo 21 védeckych pracovniki ustavu (z toho 4 profesofi
a 4 docenti), vedenim 35 diplomovych praci bylo povéfeno 11 védeckych
pracovnikd.

Prirodovedecka fakulta MU v Brné:
Cleny zkusebnich komisi pro statni zavéredné zkousky byli:
V. Brabec, S. Kozubek - obor biofyzika
J. Hofmanova a A. Kozubik - obor fyziologie a vyvojové biologie Zivoci-
chti a obor chemie Zivotniho prostiedi a ekotoxikologie

Clenem zkusebni komise pro doktorské zkousky a obhajoby doktorskych
disertaci v oboru fyzikalni chemie byl V. Brabec

Cleny zku$ebnich komisi pro rigorosni zkousky a pro obhajoby disertaci byli:
J. Hofmanova a A. Kozubik - v oboru fyziologie a vyvojové biologie
zivocCichll a oboru chemie Zivotniho prostiedi a ekotoxikologie
M. Vojtiskova - v oboru molekularni biologie a genetika

Clenem zkusebni komise pro piijimaci a rigorosni zkousky v oboru biofyzika
byl V. Vetterl

Lékarska fakulta MU v Brné:
V. Vetterl je Clenem védeckeé rady lekarske fakulty Masarykovy university

Spoluprace probihala 1 s dal§imi vysokymi Skolami:

Universita Palackého v Olomouci:

Prirodovedecka fakulta UP v Olomouci:

J. Slotova je ¢lenkou védecké rady UP a spolu s V. Vetterlem jsou &leny
zkuSebni komise pro statni zavére¢né zkousky v oboru biofyzika

Lékarska fakulta UP v Olomouci:
V. Vetterl ptednasel l¢katskou biofyziku zahrani¢nim studentiim a vedl

jejich prakticka cviceni
Univerzita Karlova v Praze:

Matematicko-fyzikalni fakulta UK v Praze:
V. Brabec je €lenem oborové rady molekuldrnich a biologickych struktur

Prirodovédecka fakulta UK v Praze:
B. Vyskot je Clenem oborové komise fyziologie a anatomie rostlin
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PREHLED SEMESTRALNICH CYKLU PREDNASEK A CVICENI

PRACOVNIKU BFU

A. PFrF MU v Brné

Studijni obor Fyzika
Biofyzika:

Obecna biofyzika 2 (F6342)
Molekularni biofyzika mutagen,
kancerogenil a cytostatik (F8300)
Biofyzika - seminaf (F6330)
Bioelektrochemie 2 (F8401)
Molekuldrni interakce a jejich uloha
v biologii a chemii (F8310)
Radia¢ni biofyzika (F8270)

Studijni obor Biologie
Molekularni biologie a genetika:

Uvod do molekularni biofyziky (B8510)
Chemie nukleovych kyselin
Struktura a funkce eukaryotickych
chromosomii (B9041)
Bioinformatika, genomika
a pocitaCova proteomika
Vyvojova genetika
Praktikum zékladd proteomiky (B8202)
Seminai Laboratote funk¢ni
genomiky a proteomiky (B9920)

Fyziologie a vyvojova biologie Zivocichii:
Genotoxicita a karcinogeneze (B8110)
Diplomova prace z biologie (BA112)

Imunologie:

Specifické imunologické metody

Studijni obor Chemie
Chemie Zivotniho prostiedi a ekotoxikologie:

Genotoxicita a karcinogeneze (C8630)
Moderni metody biologického vyzkumu

- laboratorni cviceni (C647)
Zdravotni rizika (C6870)

jarni semestr 2002

V. Brabec

V. Brabec, J. Kasparkova
V. Brabec

V. Vetterl, F. Jelen

J. Sponer
S. Kozubek

V. Vetterl
E. Palecek, M. Fojta

J. Fajkus

J. Kypr

B. Vyskot

B. Brzobohaty

B. Brzobohaty, J. Fajkus

J. Hofmanova
J. Hofmanova

A. Lojek, M. Ciz

A. Kozubik, J. Hofmanova

A. Kozubik, J. Hofmanova
A. Kozubik, J. Hofmanova
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PfF MU v Brné
Studijni obor Fyzika
Biofyzika:
Obecna biofyzika 1 (F5351)

Experimentalni metody biofyziky (F9070)

Bioelektrochemie 1 (F9402)
Molekularni aspekty evoluce (F7010)

Studijni obor Biologie
Molekuléarni biologie a genetika:

Kurz zdkladl genomiky (Bi17201)
Seminat Laboratote funk¢ni
genomiky a proteomiky (Bi19920)

Fyziologie a vyvojova biologie Zivoc¢ichii:
Fyziologie bunécnych systémi (B17050)
Fyziologie bunécnych systémi (B17070)
Fyziologie bunécnych systémi (Bi7531)

Studijni obor Chemie
Biochemie:

Strukturni biochemie (C9530)
Struktura a funkce proteinti (C7920)

Mikrobiologie:

Metody analyzy mikroorganismu I1
(B17722)

V réamci dalSich kurzi prednaseli:

podzimni semestr 2002

V. Brabec

V. Brabec, O. Vrana
V. Vetterl, F. Jelen
M. Bezdek

B. Brzobohaty

B. Brzobohaty, J. Fajkus

A. Kozubik, J. Hofmanova
A. Kozubik, J. Hofmanova
A. Kozubik, J. Hofmanova

B. Brzobohaty
B. Brzobohaty

M. Vojtiskova

A. Kovarik "Bioinformatika a vyuZziti po¢itacové techniky v biologii"

(v rdmci katedry mikrobiologie)

M. Vorlickova "Metody chemického vyzkumu I" (v ramci Biofyziky)

B. PF UP v Olomouci
Uvod do molekularni biofyziky
LF UP v Olomouci
Medical Biophysics
LF UP v Olomouci
Medical Biophysics
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Védecko-vyzkumna oblast

V r. 2002 bylo teSeno 13 projektd riznych grantovych agentur ve spolupraci
s vysokymi Skolami; u 11 byl BFU nositelem grantu, u 2 pak spolunositelem.

BFU pokradoval v fe$eni dvou projektd programu MSMT CR ,,Vyzkumna
centra®. Dosazen¢ vysledky jsou shrnuty v kapitole 1. této zpravy.

Spole¢né pracovisté PiF MU a BFU AV CR - Laboratof funkéni genomiky
a proteomiky, vedouci J. Fajkus - pokraCovalo v feSeni vyzkumného zaméru
PiF MU.

LMCC BFU se podilela na fe$eni vyzkumného zaméru FI MU,
spolupracovala s FI MU pfi stanoveni pozic, tvaru a orientace chromoso-
movych teritorii v bunéénych jadrech lymfocyti a urCeni zmén téchto
parametra po stimulaci buné€k a jejich vstupu do bunécného cyklu.

LBP pokracovala ve spolupraci s Ustavem lékafské biologie LF MU
(J. Smarda) ve studiu vlivu elektromagnetickych poli o nizké frekvenci na
bakterie Escherichia coli, Leclercia adecarboxylata a Staphylococcus aureus.
Byla sledovéana viabilita bunék pii riznych dobach expozice, pi1 riznych
magnetickych indukcich; byly porovnany rustové kiivky a dynamika rustu
béhem plisobeni magnetickych poli. Ukéazalo se, Ze uzita magneticka pole
plisobi na vSechny hodnocené kmeny inhibi¢né v rozmezi 65-90% a inhibi¢ni
efekt je kmenové zavisly.

LBCMO spolupracovala s katedrou analytické chemie PfF MU v oblasti vyzkumu
chemické modifikace peptidd pomoci hmotové spektrometrie a kapilarni
elektroforézy.

Dale byla rozvijena spoluprace s Vyzkumnym centrem pro chemii Zivotniho
prostiedi a ekotoxikologii PfF MU v ramci programu RECETOX (Regional
Research Centre for Atmospheric Chemistry and Effects of Atmospheric
Pollutants). A. Kozubik je ¢lenem védecké rady RECETOX.

Pokra¢ovala i aktivni u¢ast BFU (J. Hofinanovd a A. Kozubik) v Univerzit-
nim onkologickém centru (UOC) v Brné&. 4. Kozubik je ¢lenem koordina¢ni
rady UOC - koordinuje ¢innost experimentalné orientovanych skupin Centra
experimentalni onkologie (CEO).

C. SPOLUPRACE S PRAXI

E. Palecek je od r. 1999 Clenem védecké rady némecké biotechnologicke
firmy november AG, Erlangen; spoluprace s touto firmou uspésné pokracuje
v oblasti elektrochemie nukleovych kyselin a biosenzori na bazi elektrod
modifikovanych DNA.
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LACP pokracovala ve spolupraci s laboratoti B. Vojtéska, Masarykiv
onkologicky ustav v Brn¢, v oblasti vlivu proteini HMGI1/2 na vazbu
n¢kterych proteint rodiny p53 na DNA.

LADMC spolu s FN Brno pracovala na projektu vyuziti aktivity telomerazy
jako prognostického faktoru u mnohocetného myelomu. V prvé fazi feSeni
byla zavedena technika analyzy telomer a subtelomer pomoci EDF-FISH.

LME ve spoluprace s J. Mayerem, FN Brno pokracovali ve vyvoji metody
pro diagnostiky mykotickych infekci. Pomoci pulzni elektroforézy byla
detekovana fragmentace DNA v leukemickych bunkdch po ovlivnéni
cytostatiky.

LFRP se podilela na feSeni vyzkumného zaméru Centra kardiovaskuldrni
a transplantacni chirurgie, Brno: Interakce neutrofilii a endotelidlnich bunc¢k
u pacientli operovanych pro ischemickou chorobu srde¢ni studované na
modelu tkanovych kultur. V dalii spolupraci s CPN s.r.o. Usti nad Orlici,
byla provadéna méteni antioxidacnich vlastnosti vybranych oligo- a poly-
sacharidi.

LC pokracovala ve spolupraci se spole¢nosti Infusia Hofatev, a.s. na vyvoji

nového slozeni lipidového infusniho roztoku se zvySenym obsahem
antioxidant.

D. CLENSTVI VE VEDECKYCH INSTITUCICH

M. Bezdék je Glenem Ceské komise pro transgendzu rostlin.

V. Brabec je volenym ¢&lenem Akademického snému AV CR na funkéni
obdobi 1998 - 2002. Je ¢lenem podoborové komise 301 "Molekularni
biologie, genetika a experimentalni onkologie" Grantové agentury CR.

M. Fojta je clenem podoboroveé komise 204 "Bunéfna a molekularni
biologie" Grantové agentury CR.

M. Hofer je ¢lenem oborové komise 3 ,,LLékarské védy* a Clenem podoborové
komise 305 ,,Fyziologické obory, farmakologie, toxikologie* Grantové
agentury CR a Oborove rady teoretickych lékatskych oboril a farmacie
pit Vojenské Iekarske akademii Jana Evangelisty Purkyné v Hradci
Kralové.

J. Hofmanova je Clenkou oborove rady 6 ,.Ekologicko-biologické veédy*
Grantové agentury AV CR.

F. Jelen je clenem oborove rady 4 ,.Chemické veédy® Grantové agentury
AV CR.
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J. Jursa je Clenem Jihomoravske regionalni komise pro vypocetni techniku
a ¢lenem Komise pro vypocetni techniku AV CR.

S. Kozubek je volenym ¢lenem Akademického snému AV (V;R na funkcni
obdobi 1998 - 2002 a ¢lenem poradniho vyboru feditele SUJB CR.

A. Kozubik je clenem védecké rady Masarykova onkologického ustavu
v Brné, Clenem Koordina¢ni rady Universitniho onkologického centra
v Brné a védecké rady centra RECETOX na PftF MU v Brné.

J. Kypr je Clenem oborové komise 3 ,,LLékaiské védy* a ¢lenem podoborové
komise 301 "Molekularni biologie, genetika a experimentalni onkologie"
Grantove agentury CR.

A. Lojek je Clenem oborovée komise zemédélskych véd a predsedou
podoborove komise 524 "Fyziologie a patologie zvifat" Grantové
agentury CR.

E. Lukasova je Clenkou podoborové komise 202 "Fyzika" Grantové agentury
CR.

E. Palecek je ¢&lenem Védecké rady AV CR, ¢&lenem oborové rady 5
"Lekaiské a molekularn¢ biologické veédy" Grantove agentury AV CR,
Clenem Dozor¢i komise GA AV CR, zaklddajicim c¢lenem Ucené
spole¢nosti CR, ¢lenem Bioetické komise Rady vlady CR pro vyzkum
avyvoj, Clenem stalé pracovni skupiny pro biologii a ekologii
Akredita¢ni komise vlady CR pro fizeni vysokych §kol a clenem Komise
MSMT CR pro hodnoceni vyzkumnych zamért a vysledkd organizaci
pro poskytovani institucionalni podpory vyzkumu a vyvoji v oblasti
ptirodnich véd.

J. Slotovd je mistopiedsedkyni Rady AV CR pro zahraniéni styky a je
Clenkou Akademického snému AV CR.

V. Vetterl je Clenem oborove rady 4 ,,Chemicke védy* Grantové agentury
AV CR.

M. Vojtiskovd je ¢lenkou Komise pro atestace v oboru genetika pti Mzd CR.

M. Vorlickova je Clenkou oborové rady 1 ,,Matematické a fyzikalni védy,
informatika“ Grantové agentury AV CR.

O. Vrana je ¢lenem a mistopfedsedou oborové rady 5 "Lekaiske a moleku-
larn€ biologické védy" Grantové agentury AV CR.

B. Vyskot je ¢lenem Akredita¢ni komise vlady CR pro Fizeni vysokych $kol
a predseda jeji pracovni skupiny biologie a ekologie.

Clenem slovenské komise pro obhajoby doktorskych disertaénich praci
v oboru molekularni biologie je V. Brabec.
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V redakcnich radach casopisii piisobili:
V. Brabec - Bioinorganic Chemistry and Applications

E. Palecek - General Physiology and Biophysics a Bioelectrochemistry,
hostujici editor (Guest Editor) Cisla Casopisu Talanta

J. Sponer - Senior Editor Journal of Biomolecular Structure and Dynamics

V. Vetterl - Cesky &asopis pro fysiku.

E. CLENSTVI VE VEDECKYCH SPOLECNOSTECH

Mezinarodni védecke organizace a spolecnosti

V. Brabec - €len Biophysical Society USA, Society of Biological Inorganic
Chemistry a American Society for Biochemistry and Molecular Biology

V. Brazda - Clen The Biochemical Society

B. Brzobohaty - ¢len Federation of European Societies of Plant Physiology,
Society for Experimental Biology, International Plant Growth
Substances Association a American Society of Plant Biologists

M. Ciz - ¢len Society for Free Radical Research
H. CiZovd - ¢lenka The Oxygen Society

J. Fajkus - ¢len American Society for Microbiology, expert pro hodnoceni
projektll SRP EU ,,Quality of Life*

J. Fulnecek - ¢len DNA Methylation Society

E. Frimlova - ¢lenka Federation of European Societies of Plant Physiology
J. Hejatko - Clen American Society of Plant Biologists

M. Hofer - ¢len Council of European Society for Radiation Biology

J. Hofmanova - Clenka European Tissue Culture Society, International
Society for Analytical Cytology a International Society for Predictive
Oncology

J. Kasparkova - C¢&lenka Society of Biological Inorganic Chemistry
a American Assoociation for the Advancement of Science

S. Kozubek - ¢len European Society for Radiation Biology, pusobil jako
expert pro hodnoceni projektit SRP EU ,,Genetics and diseases of genetic
origin‘
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A. Kozubik - Clen European Tissue Culture Society, Society for Leukocyte
Biology (USA), International Society for Analytical Cytology a Interna-
tional Society for Predictive Oncology

A. Lojek - €len Society for Free Radical Research

E. Palecek - Clen Bioelectrochemical Society, ¢len New York Academy of
Sciences

M. Pospisil - ¢len Mezinarodni astronautické akademie a ¢len European
Society for Radiation Biology

J. Slotovd - predstavitelka CR v ICSU
M. Stros - &len American Society for Biochemistry and Molecular Biology

V. Vetterl - C¢len Bioelectrochemical Society a International Society
of Electrochemistry

M. Vorlickova - Elenka Biophysical Society USA, Bethesda, Maryland
J. Vacek - ¢len Mezinarodni astronautické akademie

Narodni organizace a komise

M. Bezdék - &len Ceské spoleénosti pro biochemii a molekularni biologii
a Mendelovy genetické spolecnosti

V. Brabec - &len Ceského komitétu pro biofyziku (IUPAB)

B. Brzobohaty - &len Ceského komitétu pro biochemii a molekularni biologii,
Clen Spole¢nosti pro experimentalni biologii rostlin

M. Ciz - &len Ceské spolednosti pro biochemii a molekularni biologii

H. Cizovd - ¢lenka Ceské spoleénosti pro biochemii a molekularni biologii
J. Fajkus - Clen vyboru Genetické spolec¢nosti J.G. Mendela

M. Fojtova - ¢lenka Spolecnosti experimentalni biologie rostlin

E. Frimlova - ¢lenka Spole€nosti pro experimentalni biologii rostlin

M. Hofer - ¢len vyboru Ceské radiobiologické spole¢nosti pii Ceské 1ékaiské
spole¢nosti JEP

J. Hofinanovd - ¢lenka Spoleénosti pro kultivaci tkani p¥i Ceské onkologické
spole¢nosti, ¢lenka Ceské radiobiologické spolednosti pii Ceské lékaiské
spole¢nosti JEP a ¢&lenkou vyboru Ceské spolednosti pro analytickou
cytometrii

B. Koukalovd - &lenka Genetické spole¢nosti J.G. Mendela a Cs. biologické
spole¢nosti

A. Kovarik - Clen Spolecnosti experimentdlni biologie rostlin a c¢len
Geneticke spolecnosti J.G. Mendela
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S. Kozubek - predseda Ceského komitétu pro biofyziku (IUPAB), ¢len vyboru
Ceské radiobiologické spole¢nosti pii Ceské 1ékatské spole¢nosti JEP,
Clen Komitétu pro vyuZiti avyzkum kosmického prostoru, clen
Poradniho vyboru pfedsedy Statniho tfadu pro jadernou bezpecnost

A. Kozubik - &len Spoleénosti pro kultivaci tkani pfi Ceské onkologické
spole¢nosti, ¢len Ceské radiobiologické spole¢nosti pii Ceské 1ékaiské
spole¢nosti JEP a ¢&len vyboru Ceské spoleénosti pro analytickou
cytometrii

L. Kubala - ¢len Ceské spoleénosti pro biochemii a molekularni biologii
A. Lojek - &len Ceské imunologické spole¢nosti

R. Matydsek - len Genetické spole€nosti J.G. Mendela

E. Palecek - ¢len Ceského komitétu pro biofyziku (IUPAB)

J. Slotova - &lenka Ceského komitétu pro biofyziku (TUPAB)

M. Stros - ¢len Ceské spole¢nosti pro biochemii a molekularni biologii

V. Vetterl - €len vyboru odborné skupiny Chemicka fyzika a biofyzika
JCSMF a ¢len Ceského komitétu pro biofyziku (IUPAB)

M. Vorlickovi - &lenka Ceské spolenosti pro biochemii a molekularni
biologii
O. Vrana - predseda Biofyzikalni sekce Cs. biologické spole¢nosti

J. Vondracek - ¢len Ceské imunologické spole¢nosti a Ceské spolenosti pro
biochemii a molekularni biologii

B. Vyskot - &len vyboru sekce biotechnologie rostlin Ceské biotechnologické
spole¢nosti
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VI. CINNOST HOSPODARSKO-TECHNICKE SPRAVY

Rozpisem zdvaznych ukazateli rozpoctu na rok 2002 byly Biofyzikalnimu
tstavu AV CR piidéleny neinvesti¢ni prostiedky ve vysi 78 662 tis. K&.
Z toho pfispévek na védu &inil 44 779 tis. K&, na granty GA CR 19 231 tis.
K¢, na granty GA AV 6 331 tis. K¢&, na projekty Programu podpory cileného
vyzkumu a vyvoje 4 365 tis. K¢ a na ostatni projekty zadané tustfednimi
organy 3 956 tis. K¢.

Finanéni limit investi¢nich prostfedki byl Biofyzikalnimu tstavu AV CR
pfidélen ve vysi 12 678 tis. KE. V rdmci konkursniho fizeni ziskal ustav
castku 3 808 tis. K&, ktera byla pouZita na potizeni nové telefonni Usttedny,
ptistroje pro elektrochemickd méfeni Autolab Surface Plasmon Resonance
a lyofilizaniho piistroje. Dal3i investi¢ni podpora granti GA CR, GA AV
CR a ostatnich projektii byla dotovana ¢astkou 1 837 tis. K& Na zakladé
doporuceni komise pro vypocetni techniku AV obdrzZel ustav v zavéru roku
533 tis. K¢ na modernizaci aktivnich prvki lokalni pocitacové site.

Soucasti limitu investic byla rovnéz ¢astka 6 500 tis. K¢ stavebnich investic,
ktera byla pouzita pii rekonstrukci zvéfince na laboratorni pracovisté,
vybudované laboratofe byly vybaveny novym laboratornim néabytkem.
Soucasné byly zahajeny ptipravné a projektové prace na rekonstrukci dal§iho
objektu - skleniku. Mimo to byla provedena oprava fasady vcetné zatepleni
a vymeéna oken u objektu ,,bytovky*.

Z dal8ich vyznamnych akci, které byly na tseku oprav a udrzby movitého
a nemovitého majetku realizovany, je tfeba jmenovat:

- provedeni uprav stfeSnich Zlabli a vyména destovych svodl na hlavni
budove,

- rekonstrukce ptiru¢niho skladu u zvéfince,

- instalace elektronického zabezpeceni ,,bytovky*,

- renovace natéru vnéjSiho oploceni ustavu,

- pravidelna zahradnicka Gdrzba venkovniho arealu.

V souvislosti s novou dislokaci jednotlivych pracovnich skupiny bylo
v pribéhu roku nutno zabezpecit fadu femeslnych a odbornych praci, a to jak
dodavatelsky, tak 1 vlastnimi pracovniky udrzby. Jednalo se predevSim
o st€¢hovani celych laboratofi, zhotoveni nového nabytku, o prace malirské,
vodoinstala¢ni, elektroinstala¢ni, apod.
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