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Vézeni a mili, kolegyné a kolegové,

zdravim Vas srde€né u prilezZitosti vydani
prvniho letosniho ¢&isla Bulletinu, abych
Vas informoval, Ze pres vSechny kompli-
kace spojené s pandemickou situaci
v nasi zemi a zemich sousednich a v na-
déji Utlumu koronavirové pandemie proti-
epidemickymi opatfenimi a zejména plos-
nym ockovanim podcitdme s usporadanim
XXVI. Biochemického sjezdu 2021 v Ces-
kych Budégjovicich v terminu 29. srpna az
1. zafi 2021. Planované setkani Ceskych
a slovenskych biochemikl a molekularnich
biologl s mezinarodni G¢asti se mélo pd-
vodné uskutecnit v zari loriského roku, le¢
s ohledem k nepfiznivé se vyvijeci pande-
mické situaci bylo odro€eno podobné jako
naprosta vétSina domacich i zahraninich
védeckych konferenci.

Aktualni vyvoj koronavirové pandemie
v nasi zemi dava urcitou nadéji, Ze budeme
moci usporadat naSe setkani v prezenéni
formé, pfipadné v kombinaci prezenéni
a elektronické se vzdalenou tcasti. S moz-
nosti obou alternativ (vyloucit pfitom ne-
Ize ani verzi pIné ,on line") musime jesté
po nékolik ndsledujicich tydnd poditat
a doufat, Ze Utlum se ndm pandemii po-
dari zkrotit do léta. Odborny a spolecen-
sky program kongresu mame v podstaté
kompletné pfipraven z loriského jara, bude
v8ak nezbytné co nejdfive ovéfit, zda ve-
douci jednotlivych sekci a jejich zastupci
budou mit i letos €as a zdjem se na pro-
gramu odro¢eného sjezdu podilet. Pfejme
si, aby ndm situace umozZnila setkat se
v Ceskych Budsjovicich na konci prazdnin
osobné. Bylo by to velmi Zaddouci uz také
proto, Ze se nam podafilo na podzim
loriského roku ziskat pro &eskobudéjo-
vické setkani s mezindrodni G¢asti sloven-
skych, rakouskych a némeckych bioche-
mikd a molekularnich biologt finanéni pod-
poru od FEBS.

Ceskou spolegnost pro biochemii
a molekuldrni biologii Eekaji letos volby
nového vyboru, vSichni ¢lenové jste obdr-
zeli informaci ze sekretariatu spole¢nosti
s vyzvou k nominaci kandidatl do vybo-
ru spole€nosti pro sestaveni kandidatky.
Prosim, vénujte i této zalezZitosti patfi¢nou
pozornost, abychom dokazali zajistit orga-
nizaéni a reprezentadéni tkoly CSBMB pro
nasledujici funkéni obdobi a dal&i sméfo-
vani spolecnosti.

UZ cely rok prochazi naSe zemé ko-
ronavirou pandemii, kterd se nam vymkla
zpod kontroly diky chaotickym krokim nasi
vlady. Nepfiznivy vyvoj pandemie v minu-
lych mésicich inicioval celou fadu z Vas,
¢Slenli nasi spole€nosti, abyste spolu s dal-
§imi kolegy opustili na ¢as svoje vyzkumné
projekty a prepnuli pozornost na covid-19,
zejména na jeho diagnostiku véetné vyvoje
novych testd zaloZenych na PCR &i imuno-
chemickych technikdch nebo dokonce na
feSeni zékladnich otdzek mechanismu pa-
togeneze nakazy Gi replikacniho cyklu no-
vého &inského koronaviru. Pro mnohé z Vas
z toho vyplynuly nové vyzkumné projekty na
pristi [éta. Chtél bych Vam v8em ze srdce
podékovat za kazdy takovy pocin, prispé-
li jste a prispivate vyznamnym zplisobem
ke zvladani slozité situace s pandemii co-
vid-19 a vytvorili jste pfedpoklady pro dalsi
poznani dosud nevysvétlenych skutecnosti
spojenych s novym ¢inskych koronavirem
SARS -CoV-2.

Zavérem mné dovolte poprat Vam
pevné zdravi, hodné zdaru ve Va$i praci,
radost ze Zivota a vzdy dobrou mysl. Prej-
me si, abychom se letos na konci prazdnin
mohli potkat osobné na XXVI. Biochemic-
kém kongresu 2021 v Ceskych Budgjovi-
cich.

Srdecng,
Vas,
Libor Grubhoffer
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ZPRA VY SPOLECNOSTI

ZTRATA SKVELEHO CLOVEKA. JOHN C. MARTIN

Ve stiedu 31. bfezna 2021 jsme se do-
zvédéli velmi smutnou zpravu — ve véku
nedoZitych sedmdeséti let zemrel John C.
Martin. Dovolte mi, prosim, par slov.

John C. Martin se narodil v roce
1951 v Pensylvanii, bakalarsky titul ziskal
na Purdue University, titul PhD na Univer-
sity of Chicago a titu, MBA na Golden
Gate University. Svou profesni kariéru
zacal ve spolecnosti Syntex Corporation
v roce 1978. V roce presel do spolecnosti
Bristol-Myers, kde se zastaval funkci ve-
douciho vyzkumu antivirotik. Jak vysvétlime
nize, v roce 1990 presel do spolecnosti
Gilead, kde se stal nejdfive vedoucim vy-
zkumu (CSO) a v roce 1996 generalnim
feditelem (CEO). V pozici feditele zUstal
do roku 2016, kdy preSel na pozici pred-
sedy spravni rady (executive chairman).
V té byl do roku 2019.

Kromé své hlavni prace ve spolec-
nosti Gilead byl aktivni v mnoha narodnich
i mezindrodnich organizacich a zaroven
pomahal dal§im inovativnim firmam. V le-
tech 1998 — 2000 pusobil jako presi-
dent International Society for Antiviral
Research, fadu let pracoval jako pred-

seda rady California Healthcare Institute,
pracoval také pro dalsi vladni a nevladni
organizace, predevsim v oblasti virologie.
Za svou praci ziskal mnoho ocenéni v ob-
lasti chemie a virologie.

John C. Martin sehrél klicovou roli
ve vyvoji lékd proti HIV. Tuto roli by v8ak
nesehrdl nebyt prof. Antonina Holého
a prof. Erica de Clercqa. Historie jejich
spoluprace je velmi dobfe zndmé od set-
kani obou védcl - Holy a de Clercq
v sedmdesatych letech a jejich nasledné
setkani s Johnem Martinem. Diky témto
setkanim John Martin pfinesl do spole¢nos-
ti Bristol-Myers latky vynalezené prof. Ho-
lym a charakterizované prof. De Clercgem
a rozbéhl se jejich farmaceuticky vyvoj.
Ten ale exekutivni rozhodnuti manage-
mentu prerusilo, a to po fuzi se spole¢-
nosti Squibb. John Martin ale natolik véfil
védeckym vysledkim, Ze radéji odesel z fir-
my a vstoupil do malé zacinajici firmy Gi-
lead a ta poté zacala léky z dilny prof. Ho-
|Iého rozvijet. A ukazalo se, Ze intuice
Johna Martina byla spravna. Na trh pfisel
nejdfive 1ék Vistide (aktivni latka cidofovir),
poté Hepsera (aktivni latka adefovir) a pak
Viread (aktivni latka tenofovir). Tyto léky,
a z nich predevsim tenofovir, se poté staly
zakladnimi lécivy pro onemocnéni AIDS
a pro |é¢bu HBV. Za dalsi a naprosto kli-
Sovy pfinos Johna Martina je povazovana
filozofie spojeni nékolika aktivnich latek
pro Ié¢bu AIDS do jedné pilulky. Vzhledem
k rychlosti vzniku resistence u viru HIV neni
mozno |éCbu zaloZit na jedné aktivni latce
(napfiklad inhibitorech proteasy), ale 1é¢ba
v devadesatych letech spocivala v aplika-
ci nékolika aktivnich latek, které inhibova-
ly rzné cile v Zivotnim cyklu viru. Jednou
z téchto aktivnich latek byl pravé tenofovir
(inhibitor reversni transkriptazy). Nicméné
pro pacienty to znamenalo denné uzivat

Bulletin 1

5



vice neZ deset tablet. To co Gilead pod
vedenim Johna Martina dokazal, bylo na-
formulovat v8echny aktivni latky do jedné
pilulky a tim zasadné prispét k pohodli
a bezpeci pacientd.

John C. Martin vybudoval z malé firmy
Gilead giganta na poli farmaceutickych
firem. Vyznamnou ulohu sehrdl také pri
vyfesSeni otazky |écby HCV, protoZze ne-
byt jeho odvahy investovat v roce 2011
pres 11 miliard dolari do akvizice spolec¢-
nosti Pharmasset, by v roce 2014 nebyl
na trhu prvni skutecny lék na toto one-
mocnéni Sovaldi (aktivni latk sofosbu-
vir). Vzpominam si na ¢lanky z roku 2011
s titulky ,The Dummiest CEO in Pharma“,
které kritizovaly Johna Martina za takto dra-
hou akvizici. A poté &lanky z roku 2015,
které oznacovaly Johna Martina za nej-

John C. Martin pfijizdél do Prahy cas-
to a velmi rad. S prof. Antoninem Holym
ho pojilo pratelstvi a diky tomuto pra-
telstvi si John Martin oblibil Ustav organic-
ké chemie a biochemie AV CR, a navézal
uzké pratelstvi s celou fadou védeckych
pracovnikd. Tato pratelstvi byla umozné-

na tim, Ze pres vSechny své Uspéchy zU-
stal ,normalnim &lovékem* s obrovskym
rozhledem a s ochotou diskutovat nad
védeckymi problémy a nad strategickymi
rozhodnutimi. A to nejen se seniory ale i se
studenty. Diky jeho iniciativé byl zaloZen
v roce 2006 na UOCHB Gilead Sciences
Research Centre, ktery je financné podpo-
rovan ze strany Gilead Sci dodnes a je za-
méren na zakladni vyzkum. John Martin byl
naposledy v Praze na jafe 2019 a navstivil
dvadelni predstaveni Elegance molekuly
v Dejvickém Divadle.

Pro mne osobné je to jedna z obrov-
skych osobnich ztrat. V poslednich letech
jsme navazali uzkou komunikaci, a to jako
elektronicky tak osobnimi setkani. John
Martin nam daval cenné rady ohledné roz-
voje Ustavu a procesu vyvoje |éCiv ale pre-
devsim byl skvély, pratelsky ¢lovék coz do-
kazuje i to, Ze velkou ¢ast svych osobnich
financi vloZil do nadace (John C. Martin
Foundation), kterd poméaha rozvoji zdravot-
nickych systému v socialné a ekonomicky
znevyhodnénych oblastech.

Cest jeho pamatce.
Martin Fusek

Zleva: Eric de Clercq, John C. Martin, Antonin Holy
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ProrFesor ErRIk DE CLErca, M.D., PH.D.

OSMDESATNIKEM

(NAR. 28. BREZNA 1941 v DENDERMONDE, BELGIE)

S laskou k chemii, uspésnym v boji s viry...

Profesor Erik De Clercq z Regova
Ustavu medicinského vyzkumu Katolické
univerzity v belgické Lovani je bez nad-
sdazky legendou svétové virologie pusobici
v oblasti vyzkumu antivirotik a protinadoro-
vych cytostatik. Zivotni cesta absolventa
|ékarského fakulty na univerzité v Lovani
(M.D. 1966;, Ph.D. 1972) navic s velkym
zaujetim pro chemii jej nejprve zavedla
na prestizni Stanfordovu univerzitu v letech
1967 az 1970, aby se po tfiletém mimo-
fadné Uspésném postdoktordlnim pobytu
vratil doml a pfijal misto v Ustavu profe-
sora Piet De Somera, vyznamné osobnosti
Iékarské mikrobiologie a virologie v Belgii.
Erik De Clercq se nejprve vénoval studiu
interferon( a latek stimulujici jejich aktivitu
pfi virovych infekcich. V té dobé navazal
pracovni a osobni kontakty s kolegy ve
Virologickém Ustavu CSAV v Bratislavé
mimo jiné s Dr. Janem Vilcekem, zahranic-

nim &lenem US CR. Profesor De Clercq
velmi rad hovoii o fenoménu 'serendipity’
a jako mimoradné Stastny priklad tohoto
jevu uvadi jeho ndhodné setkani s Anto-
ninem Holym na symposiu o syntetickych
slozkach nukleovych kyselin v némeckém
Gottingenu v roce 1976. Erik de Clercq
zpravidla dodava, ze tam byl jako jediny Ié-
kar mezi chemiky. Jeho G€ast na specializo-
vaném setkani chemik(i ale rozhodné zad-
nou nahodou nebyla, od klukovskych let ho
chemie zajimala a nejradéji by jim byl také
vystudoval. Nakonec dal pfednost medici-
né, aby nezarmoutil maminku a splnil jeji
prani. Svoji skvélou chemickou kvalifikaci
Gasto a rad zleh&uje slovy, Ze je toliko ama-
térskym chemikem. Profesor Holy zpravi-
dla uvadél toto jeho tvrzeni na pravou miru
slovy: ,Kolega De Clercq ma vzacnou az
neuvéritelnou schopnost chemického mys-
leni, kterou pfi svych prednaskach mistrné
vyuziva“. Nahodné setkani obou vyhrané-
nych osobnosti vedlo zahy k celoZivotnimu
pracovnimu partnerstvi a osobnimu pra-
telstvim, jehoZ spole€nym jmenovatelem
se stala medicinalni chemie antivirotik na
bazi acyklickych nukleosid fosfonatd, mi-
moradné zajimavé a nakonec i mimoradné
Uspésné rodiny nukleosidovych derivatd
profesora Antonina Holého a jeho spo-
lupracovnikl. Jejich pracovni partnerstvi
trvalo dlouhou dobu, vlastné az do odcho-
du profesora Holého v roce 2012 a bylo
lemovéno celou fadou mimoradnych Uspé-
chl v podobé antivirotik schvalenych pro
terapii onemocnéni zplsobenych lidskym
cytomegalovirem, poxviry, virem hepatidy
B, ale zejména HIV a s nim souvisejicim
onemocnénim AIDS. Vrcholem jejich spo-
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le¢né prace pfi vyvoji preparatd proti HIV
na béazi nukleosid fosfonatli inhibujicich
retrovirovou reverzni transkriptdzu se stal
Iék znamy pod jménem Tenofovir. Pribéh
mimoradné Uspésné vyzkumné spoluprace
dosel svého napInéniv podobé Iékl schva-
lenych lékovymi agenturami vCetné ame-
rické FDA diky Stastnému setkani dvojice
Antonin Holy — Erik De Clercq s Johnem
Martinem (zemrel nahle 30. bfezna 2021
ve véku 70 let) z kalifornské farmaceutic-
ké spolecnosti Gilead Sciences. Pribéh
o obrovském pracovnim nasazeni, origi-
nélnich feSenich a obrovské odvaze nutné
k realizaci velké myslenky je tak silny, Ze
uz stacilo vzniknout jeho literarni zpraco-
vani v podobé knihy ,Trojuhelnik studené
valky“, belgické autorky Renilde Loeckx,
a soucasné i mimoradné divacky Uspés-
né inscenace Dejvického divadla nazvané

Zleva: Eric de Clercq, Antonin Holy

»Elegance molekuly” scénaristy a reZiséra
Petra Zelenky.

Profesor Erik De Clercq ma za sebou
Uctyhodné dilo v podobé objevi novych
latek s virostatickymi i nadorové cytosta-
tickymi U€inky mimo plodnou spolupraci
s Antoninem Holym. Svétovou védeckou
komunitou je povaZovan za autoritu nej-
vy§§iho fadu. Ne ndhodou se pred léty
zaslouZil o vznik nékolika novych védec-
kych periodik a série konferenci NATO, za-
loZil tradici konferenci ICAR (International
Conference on Antiviral Research), pra-
coval v poradnich grémiich akademickych
i komerénich farmaceutickych spoleénosti,
v redakénich radach védeckych casopist
student profesora Piet De Somera po ném
nakonec prevzal i vedeni Regova Ustavu
medicinského vyzkumu Katolické univerzi-

sl
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ty v Lovani. V jeho &ele setrval az do roku
2006, kdy dovrsenim véku 65 let musel po-
dle belgické legislativy odejit do diichodu,
opustit feditelskou pozici, a co bylo horsi,
i svoji laboratof. To viibec nejhorsi po Erika
De Clercqa v této souvislosti bylo rozlou-
¢it se s milovanym kantorskym plsobenim
na lékarské fakulté v Lovani. Jakkoliv ne-
Stastny z této skuteGnosti, Erik De Clercq
se nevzdava, jako ,mlady" emeritni profe-
sor se vénuje o to vice publikani Einnosti,
redakéni praci pro virologické a medicinal-
né chemické Casopisy a hledd moznost
ndvratu k milovanému prednéaseni a vyuce
studentd. Po kratkém profesorském pu-
sobeni v Praze se diky Antoninu Holému
dozvidé Erik De Clercq o mozZnosti pisobit
v novém preshrani¢nim studijnim progra-
mu ,Biological Chemistry", ktery v roce
2007 pravé zacinal mezi JihoCeskou uni-
verzitou v Ceskych Budgjovicich a Univer-
zitou Johanese Keplera v Linci. V letoSnim
zimnim semestru 2020-2021 to bylo jiz po
tfinacté, co profesor Erik de Clercq pred-
nasel ve svém studenty mimoradné obli-
beném kursu ,Biochemistry at the Service
of Medicine”, tentokrat poprvé na dalku
v rezimu on-line. | letos mél tradi¢ni novo-
roéni prednagku v Ceskych Budgjovicich
(on-line) pro celou akademickou obec a §i-
rokou verejnost, tentokrdt na mimoradné
atraktivni koronavirové téma ,Potential An-
tivirals against SARS-CoV-2“. Rad bych
zduraznil, ze profesor Erik de Clercq je ce-
lym svym nasazenim obrovsky oddany nasi
zemi. Je Stastny, jak moc si ho zde vazime,
jak jej pfipomindme a uctivdme v kontextu
Zivotni spoluprdce s Antoninem Holym.
Erik De Clercq ¢ini pfirozené to samé ve
svété, kudy chodi a cestuje, tudy hovori

a Cesku, v&dé a studentech v Cechéch.
Je na&im naruzivym vyslancem.

V zévéru se slusi zminit dctyhodnou
bilanci védeckych vysledkl v podobé
publikaci, patentd, ohlast na veliké mnoz-
stvi publikaci, jejichz je autorem i spolu-
autorem za dobu svého pulsobeni v ob-
lasti vyzkumu antivirotik. Profesor Erik
De Clercq je autorem &i spoluautorem,
bez mala 2900 védeckych publikaci
v prestiznich periodicich (viz kompletni
seznam publikaci), vétSina z nich pochazi
z Cetnych, dlouhodobych i kratkodobych
spolupraci. Pfiznaéné je, Ze o kazdé z nich
je schopen pohovorit v patfi¢nych odbor-
nych souvislostech. Kromé toho registruje
pres 200 publikaci, které povazuje za ,svo-
sech (Nature, Science, PNAS, atd). Pocet
citaci ocisténych od autocitaci dosahuje
nékolik desitek tisic. Nikdy neprestal psat
vlastni rukopisy, ani kdyz prochazel t€zkym
obdobim poté, co mu zemrela milovana
manzelka Lily v roce 2011. Vycet jeho oce-
néni je vice neZ uctyhodny: Gestny doktor
na univerzitich v Gentu, Aténach, Ferra-
fe, Shandong, Praze, Ceskych Budé&jovi-
cich, Tours a Hullu; Eestny ob&an mésta
Hamme (Belgie), kde vyristal, v roce
2008 byl jmenovan vyndlezcem roku
(EU) a v roce 2010 ziskal cenu Dr. Paula
Janssena.

Symbolicky pfipijme Eriku De Clercqo-
vi a poprejme mu pevné zdravi, lasku,
Stésti, radost ze Zivota, védeckého pozna-
ni a pedagogického pusobeni do pristich
mnoha let.

Ad multos annos!
Libor Grubhoffer
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DNE 5. DUBNA 2021 OSLAVIL VYZNAMNE
ZIVOTNiM JUBILEUM 80 LET
PROF. RNDR. PaveL Pec¢, CSc.

V roce 1962 absolvoval uci-
telstvi matematiky a chemie na
Prirodovédecké fakulté Univerzity
Palackého v Olomouci (PfF UP).
Jeho pUsobistém néasledné byla
Katedra analytické a organické
chemie PfF UP. Byl dlouholetym
vedoucim pracovisté a rozvijel vy-
uku biochemie v ramci odborného
studia analytické chemie. Jim zave-
dend prednaska Zaklady bioche-
mie, na kterou navazovalo labora-
torni cviCeni, na fakulté Uspésné
pokracuje do dnesnich dnu a je
jiz tradiéni soucasti chemickych
a biologickych studijnich progra-
md. Od 70. let prof. Pe¢ védecky
spolupracoval s prof. Lumirem
Macholanem z Katedry bioche-
mie Prirodovédecké fakulty teh-
dejsi Univerzity Jana Evangelisty
Purkyné v Brné (nyni Masarykova
univerzita), ktery mimochodem
v letoSnim roce oslavi devadesa-
tiny. Diky tomu se prof. Pe¢ déle
systematicky zabyval predevsim substraty
a inhibitory rostlinnych enzym( amino-
xidas. V roce 1996 se stal zakladatelem
Katedry biochemie PfF UP a do roku 2006
zastaval funkci jejiho prvniho vedouciho.
Polozil zéklady kontaktli s biochemickym
pracovisti v republice (FPBT VSCHT, PiF
MU, P¥F UK). Aminoxidasy byly prvnim
nosnym védeckym tématem celého tymu.
V roce 1997 byl na Masarykové univerzité
jmenovan profesorem pro obor biochemie.
Na konci 90. let priSel s myslenkou realiza-
ce odborného studia biochemie na PfF UP.
V roce 2000 ziskala katedra prvni akredi-
taci pro vyuku bakalarského a navazujiciho
magisterského studijniho programu Bio-
chemie, od roku 2006 muze pfijimat stu-

denty i k postgradualnimu studiu, garantu-
je habilitaéni fizeni i jmenovaci profesorska
fizeni v oboru biochemie. Pan profesor do-
sud pokracuje ve svém plsobeni na kated-
fe jako emeritus a jeho zajmem je proble-
matika nejnovéjSich biochemickych obje-
v(, se kterou seznamuje kolegy i studenty
(https://www.prf.upol.cz/katedra-
-biochemie/vyzkum/biochemicke-
-aktuality/). B&hem svého aktivniho pu-
sobeni na UP ved| desitky diplomovych
praci a vychoval fadu doktorand(l, prispél
k Usp&Snym habilitacim i profesuram mno-
ha kolegd v Olomouci, Brné i Praze, a to
jako ¢&len védeckych rad a predseda/c¢len
odbornych hodnoticich komisi. Pripravil
fadu stfedoskolskych ucebnic a prehledd
chemie a biochemie, rovnéz tak ucebni-

0ol
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ce vysokoskolské. Nelze nezminit i jeho
tvaréi védeckou praci v oblasti rostlinné
enzymologie, velkym zajmem byla zejmé-
na enzymova kinetika. Jako jeho pedago-
gicky ,Magnum opus“ Ize chapat elek-
tronicky kurz Zéaklady biochemie, ktery
je i s videonahravkami dostupny na webu
http://ibiochemie.upol.cz/ a eviduje jiz vice
nez 110000 pristupd.

Prejeme panu profesorovi vSe nejlep-
§i, pevné zdravi, hodné Stésti a zivotniho
optimismu do dalSich let.

_ Marek Sebela,
Jjménem Ceské spolecnosti
pro biochemii a molekularni biologii

CESKA SPOLECNOST
PRO BIOCHEMII A
MOLEKULARNI BIOLOGI!
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VYZNAMNE ZIVOTNIi JUBILEUM BRNENSKEHO
BIOCHEMIKA, PROFESORA LumMirRA MACHOLANA

Dne 27. ervna 2021 oslavi 90. na-
rozeniny prof. RNDr. Lumir Macho-
lan, CSc., brnénsky biochemik, rodak
z Pribrami na Moravé u Rosic. V roce
1954 absolvoval Prirodovédeckou fakultu
Masarykovy univerzity v oboru organicka
chemie. Nasledné pracoval na materské
fakulté jako védec a pedagog. Nejdfive
jako asistent, dale jako odborny asistent
katedry biochemie (1957 — 1966), do-
cent na téze katedfe (1966 — 1991) a ko-
nec¢né jako profesor biochemie, a to od
roku 1991 az do odchodu na odpocinek
v roce 1998. Profesor Macholan se v 60.
a 70. letech 20. stoleti intenzivné vénoval
problematice metabolismu aminokyselin,
polyamini a alkaloidd. Hlavni tématikou
byly rostlinné aminoxidasy. Tyto enzy-
my preménuji pomérné Siroké spektrum
aminovych substratd. Produkty oxidacni
deaminace diamin(i putrescinu (dekar-
boxylaéni produkt ornithinu) a kadaverinu
(vznika analogicky z lysinu) jsou prekurzory
alkaloid(i s pyrrolidinovym respektive pi-
peridinovym skeletem. Pozdéji, od konce
70. let, se jeho zajem presunul k bioana-
lytickému vyuZiti enzymd, jejich imobilizaci
a modifikaci a konecné ke konstrukci
enzymovych biosensor(i. Byly to napfiklad
biosensory pro stanoveni polyamin(i s ami-
noxidasou, pro fenoly s polyfenoloxida-
sou a pro vitamin C s askorbatoxidasou.
Dal8imi imobilizovanymi a takto aplikova-
nymi enzymy byly tfeba glukosaoxidasa,
invertasa, mutarotasa, pyranosaoxidasa,
arginasa, ureasa a ceruloplasmin. Na pfi-
slusnych publikacich v Collection of Cze-
choslovak  Chemical Communications
éteme jména tehdejSich diplomantd. Pro-
fesor Macholan se spolu s doc. Ladisla-
vem Skurskym a dalS$imi autory podilel
na prekladu dnes jiz legendarni ucebnice
némeckého biochemika Petera Karlsona

(1918 - 2001), zdka Adolfa Butenandta
(1903 — 1995), kterd vysla v nakladatelstvi
Academia pod nazvem Zaklady biochemie
ve tfech vydanich, naposledy v roce 1981.
Byl autorem a spoluautorem nékolika vy-
sokoskolskych skript Enzymova kinetika,
Enzymologie, Laboratorni cviGeni z bio-
chemie, Pokrocila cviceni z biochemie
a Sekundarni metabolity vydanych Univer-
zitou J. E. Purkyné pfipadné Masarykovou
univerzitou. Za svoji rozsahlou védeckou
praci ziskal ¢etnd ocenéni. Velkym konic-
kem profesora Macholana jsou motyli.

Vézeny pane profesore, dovolte, abychom
Vam jménem Ceské spole&nosti pro bio-
chemii a molekularni biologie poprali hod-
né zdravi a §tésti do dalSich let!

Marek Sebela
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JAK FUNGUIJIi VAKCiINY PROTI CoviD-197?

Hlavnim Udkolem imunitniho systému
je obrana organismu proti antigenim a pa-
togentm. P¥i vakcinaci u¢ime pomoci rdz-
nych &asti ¢i celého inaktivovaného pato-
genu imunitni systém, jakym zplisobem se
pak brénit infekci patogenu. Organismus
ma ,imunologickou pamét a pfi pristim
kontaktu s plvodcem onemocnéni je jiz
zcela chrénén.

Virus SARS-CoV-2 na svém povrchu
vystavuje proteiny, které mu zprostfedko-
vavaji vstup do lidskych bunék. Tyto tak-
zvané spike proteiny jsou idedlnim cilem
pro pripravu potencidlni vakciny a pro
[é€bu. Cilem imunitniho systému je roz-

buiika

— Jciova buiika
pro vakcinu \

J
*
vakcina 3

pomocny
T-lymfocyt

antigen presentuiici

poznat tento spike protein a zamezit tak
interakci viru s ACE 2 receptory na lid-
skych burkach, které virus vyuZivd pro
vstup do bunky. Vakcina nam tedy poma-
ha naudit na$ imunitni systém rozpoznavat
tyto povrchové proteiny viru a pfipravovat
organismus na boj s virovou infekci. Exis-
tuje vice zavedenych, ale i novych pfistu-
pd jakym zpusobem vakciny pripravovat.
Kazda firma produkujici vakciny vyuZila pro
pfipravu vakciny jiny postup. Prozatim se
testuji Ctyri pristupy, jak donutit organis-
mus, aby si vytvoril ¢innou imunitni obra-
nu proti viru SARS-CoV-2.

> 3

Prevzato se souhlasem Ustavu biochemie a mikrobiologie VSCHT Praha

Ustav biochemie a mikrobiologie
VSCHT PRAHA
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VAKCiNA NA PRINCIPU ADENOVIROVEHO VEKTORU

VaKciNY ASTRA ZENECA, JOHNSON AND JOHNSON A SPUTNIK V.

1. Interakce vakciny s buiikou

DNA kédujici
g <4 spike protein

Simpanzi

. lidské adenoviry Ad26 a Ad5
adenovirus

Adenovirus je v této vakciné vyuZivan

jako dopravni prostfedek pro gen koédu-

gy jici spike protein. Adenovirus byl upra-

) adenovirus ven tak, aby sdm o sob& nezplisobo-

g val Zadna onemocnéni a v organismu

se nemnozil. DNA do ného vloZena

se tedy musi v jadre, které adenoviry na-

padaji, nejprve prepsat do mRNA a pak

se podle ni mlZe vytvofit obalovy spike
protein.

V burice probiha produkce
spike proteinu. Hotovy protein je
vystaven na povrchu buriky.

Bunécéna DNA neni nijak
modifikovana.

Od této chvile je proces identicky jako u mRNA vakeiny. Rozdil je tedy v tom, jak ochranit
a dopravit navod na tvorbu spike proteinu do buriky.
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2. Rozpoznani patogenu

Po nekréze buriky budou jeji zbytky ob-
sahovat mnoho spike proteini a protei-
novych fragmentd, které budou nésledné
fagocytovany antigen presentujicimi buni-

U antigen
% ' = '\}! presentujici
4 ’ burika

rozpadajici se
napadena burka

P \ 4
& 5&-‘4"

&
v

yod
\
€
!
“

kami (APC burikami). Tyto buriky vystavi
fragmenty spike protein(i na svém povrchu
a zprostredkuji tak jejich rozpoznani T-lym-
focyty.

pomocny
T-lymfocit

3. Tvorba protilatek

Fragmenty spike protein( vystavené na
povrchu APC bunék, popr. volné fragmen-
ty spike proteind, jsou rozpoznany B-lym-
focyty. Pokud jsou tyto lymfocyty poté ak-

pomocny
T-lymfocit

4. Obrana proti viru

tivovany pomocnymi T-lymfocyty, zacnou
se mnozit a produkovat protilatky, které cili
na spike proteiny koronaviru.

* P,
a¥ ¥y
&
>
®

"‘h

L}
LTy 3

Protilatky rozpoznaji spike protein na )
povrchu virové Castice, navazi se na néj
a oznadi ho tak pro degradaci. Zabrani tim
viru navazat se na ACE2 receptor.

specifické protilatky
obaluji koronavirus
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5. ZneSkodnéni napadenych bunék

APC buriky mohou také aktivovat jiny
typ imunitni buriky nazyvany cytotoxicky
T- lymfocyt, aby vyhledala a znigila v§ech-
ny burky infikované koronavirem, které
na svych povrSich prezentuji fragmenty
spike proteind.

Y

napadend

9»[ cytotoxicky
burika

T-lymfocyt

6. U¢innost

U tohoto typu vakciny mliZe hrét roli vék
ockované osoby. Cim star$i &lovék je, tim
je vétsi pravdépodobnost, Zze se s danym
adenovirem v pribéhu svého Zivota setkal
a vytvoril si proti nému protilatky — imunit-
ni systém takovych osob nosi¢ inaktivuje
pred doruenim genu pro spike protein
do cilovych bunék.

Klinickd studie odhalila, Ze vakcina
Oxford/AstraZeneca byla z 62 az 90
procent ucinnd, v zavislosti na pocatecni
dévce a ockovacim schématu. O Gcin-
nosti vakcin dalSich vyrobcli Johnson
and Johnson a vakciny Sputnik V zatim
nejsou dostatecna data. Vakcina Sputnik
V riziko eliminace adenoviru imunitnim
systémem snizuje pouZitim dvou rGznych
adenovir(.

l'J§tav biochemie a mikrobiologie
VSCHT PRAHA
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VakcinA NA PRINCIPU INAKTIVOVANYCH CASTIC

VAKCINA SINOPHARM

1. Namnozeni a umrtveni viru

Na zacatku roku 2020 vytvoril pekingsky
institut biologickych produktli inaktivova-
nou vakcinu proti koronavirim nazvanou
BBIBP-CorV. Ta prosla klinickou studii
statni Cinskou spolecnosti Sinopharm.
Vakcina je schvalena v Cing a pouziva se
také v Bahrajnu a Spojenych arabskych
emiratech. V&dci z Pekingského institutu
ziskali tfi varianty koronaviru od pacientt
v ¢inskych nemocnicich. Vybrali jednu z va-
riant, protoZe se dokazala rychle mnoZzit

hlinik jako adjuvans
zesili GCinnost,

ale neni vyznamné
toxicky

na opicich ledvinovych burikach kultivova-
nych v bioreaktorech.

NamnoZené koronavirové Castice jsou
smichany s vysoce toxickym betapropio-
laktonem. Tato sloucenina deaktivuje viro-
vou RNA a ta neni schopnéa déle zpUsobit
onemocnéni. Inaktivované koronaviry se jiz
nemohou v lidském téle déle mnoZit. Jejich
bilkoviny, v€etné spike proteind, ale zdsta-
nou nedotcené.

2. Rozpoznani patogenu

ProtoZe koronaviry ve vakciné BBIBP-
-CorV jsou zcela mrtvé, mohou byt injekto-
vany do paZe, aniz by zplsobily Covid-19.

Jakmile se dostanou do téla, nékteré
z inaktivovanych vir( pohlti APC.
Bunka prezentujici antigen koronavirus na-
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Stépi a nékteré jeho fragmenty vystavi na  rozpoznat, a nasledné se aktivovat. Po akti-
svém povrchu. Tzv. pomocny T-lymfocyt  vaci pomocny T-lymfocyt miZze pomoci zis-
muize fragment pomoci svého receptoru  kat dalsi imunitni buriky k reakci na vakcinu.

' \ antigen

@» presentujic
burika

mrtvy virus je pohlcen

pomocny
T-lymfocit

3. Tvorba protilatek

Fragmenty spike proteind vystavené na  tivovany pomocnymi T-lymfocyty, za¢nou
povrchu APC bunék, popr. volné fragmen-  se mnoZit a produkovat protilatky, které cili
ty spike proteind, jsou rozpoznany B-lym-  na spike proteiny koronaviru.

focyty. Pokud jsou tyto lymfocyty poté ak-

pomocny
T-lymfocit

o 1g9G protilatky

=
=<;\=<
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4. Obrana proti viru

Protilatky rozpoznaji spike protein na po-
vrchu virové C&astice, navdzi se na néj
a oznaci ho tak pro degradaci. Zabrani tim
viru navazat se na ACE2 receptor.

specifické protilatky
obaluji koronavirus

5. ZneSkodnéni napadenych bunék

h 4

APC buriky mohou také aktivovat jiny
typ imunitni bufiky nazyvany cytotoxicky
T- lymfocyt, aby vyhledala a znicila vSech- 9= cytotoxicky napadena
ny burky infikované koronavirem, které T-lymfocyt burika
na svych povrSich prezentuji fragmenty
spike proteind.

6. U¢innost

Klinicka data z Arabskych emiratl vykazuji G€innost 86 %. U nas se s jejim pouZitim
nepocita.

l'J§tav biochemie a mikrobiologie
VSCHT PRAHA
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MRNA vAkciNA

VakciNny PFiZER/BIONTECH A MODERNA

1. Interakce vakciny s buiikou

Vakcina pouZivd messenger RNA (mRNA) lipidovy
kédujici povrchovy protein koronaviru (spi- nanoobal
ke protein). Tato mRNA pfimo slouzi jako  mRNA

templat k syntéze povrchového spike pro-
teinu, ktery burika vystavi na sv(j povrch
a mimikuje tak setkani s virem.

Molekula mRNA je v lidském organismu

nestabilni a pokud je injektovéna do téla

pfimo, byla by velmi rychle degradovana.

Proto jsou k jeji ochrané vyuZivany lipidy,
které s mRNA vytvofi lipidové nanocgastice.

Po vpichu do téla lipidové
nanocastice splynou
s membranou buriky a uvolni

mRNA do cytoplasmy. jadro
Spike protein je syntetizovén
na ribosomu v cytoplasmé. ové bk Hotovy
cilova burika : ;
V buitkach dochazi rovnés spike protein
ke Stépeni proteint a takto vzniklé se vystavi
fragmenty jsou také rozpoznavany na povrchu

buriky, ktera

imunitnim systémem.
ho produkovala.

2. Rozpoznani patogenu

Po nekrdze buriky budou jeji zbytky obsahovat mnoho spike proteinl a proteinovych frag-
mentd, které budou nasledné fagocytovany antigen presentujicimi burikami (APC burika-
mi). Tyto burky vystavi fragmenty spike proteint na svém povrchu a zprostredkuji tak
jejich rozpoznani T-lymfocyty.
. .
' ¢ "! antlgerl ]
u S ‘ presentujici
4 burika
P4

.)_. rozpadajici se \
\
2

napadend buiika
h o

3 \ 4
r B

pomocny
T-lymfocit
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3. Tvorba protilatek

Fragmenty spike proteinii vystavené na povrchu APC bunék, popf. volné fragmen-
ty spike proteind, jsou rozpoznany B-lymfocyty. Pokud jsou tyto lymfocyty poté akti-
vovany pomocnymi T-lymfocyty, zaénou se mnoZit a produkovat protilatky, které cili
na spike proteiny koronaviru.

PR AR

&
»
®

LIRS
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< ®

pomocny
T-lymfocit

4. Obrana proti viru

Protilatky rozpoznaji spike protein na povr- (
chu virové ¢astice, navazi se na néj a ozna- specifické — 4

Gi hf’ tak pro degradaci. Zabrani tim viru protilatky
navazat se na ACE2 receptor. obalujf koronavirus aa f

5. ZneSkodnéni napadenych
bunék v

APC bunky mohou také aktivovat jiny
typ imunitni bufiky nazyvany cytotoxicky
T- lymfocyt, aby vyhledala a znigila vSech-  gef Cytotoxicky napadena
ny bufky infikované koronavirem, které T-lymfocyt burika
na svych povrsich prezentuji fragmenty
spike protein(.

6. Uéinnost

Klinickd studie ukazala, Ze vakciny Pfizer e, . \~
a Moderna maji G€innost okolo 95 %. Ten- e

to typ vakciny ma oproti ostatnim velkou N

vyhodu ve velmi snadném piizplisobeni - /
vakciny novym mutacim viru. K pfizpGso- '

beni vakciny je nutné pouze upravit sek-
venci RNA a tu pak pouzit pro pfipravu
vakciny.
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VzPpoMiNKA NA HANSE KREBSE
(25. 8. 1900 - 22. 11. 1981)

vyznamného biochemika, |ékare, vysokoskolského uditele a nositele Nobelovy ceny za fy-
ziologii nebo Iékafstvi (1953), Ceny Alberta Laskera za zakladni Iékarsky vyzkum (1953),
Kralovské medaile (1954), Cestného doktoratu Hebrejské university v Jeruzalémé (1960)
a mnoha dalS$ich vyznamnych ocenéni. V r. 1958 ho anglicka kralovna povysila do Slech-
tického stavu.

Hans Krebs se narodil v némeckém Hilde-
sheimu. Jeho otec byl usnim, nosnim a kr¢-
nim chirurgem a proto neprekvapuje, Ze
v r. 1918 zacal studovat medicinu na uni-
verzité v Gottingenu a ukondil je vr. 1923
ve Freiburgu. Titul PhD ziskal v r. 1925
na univerzité v Hamburgu. Po té studoval
jeden rok chemii na Humboldové univer-
zité v Berliné a néasledné plsobil v biolo-
gickém Ustavu Kaiser Willhelm Institutu,
kde byl do r. 1930 asistentem Otty War-
burga zndmého vyvinutim Siroce vyuzivané
manometrické metody. Pak se vratil k pd-
sobeni |ékafe nejprve v nemocnici v Alto-
né a pak na lékarské klinice na univerzité
ve Freiburgu, kde b&hem provadéného vy-
zkumu objevil mo&ovinovy cyklus. Neuvé-

fitelnd pestrost jeho plsobist v Iékarském
a chemickém prostredi mu umoznila zvlad-
nout, v té dobé nejmodernéjsi laboratorni
techniky, které uplatnil v systematickém
studiu latkové vymény (metabolickych
pochodt). Objevem mocovinového (téZ
ornithinového) cyklu v r. 1932 se stal za-
kladatelem nového sméru biochemického
vyzkumu — studia metabolickych drah (me-
tabolic pathways) tehdy nazyvaného také
»dynamickd biochemie“. V té dobé to byl
zcela novy pfistup a proto byl nejprve od-
mitnut k publikaci. Nakonec jej publikoval
se svym asistentem Kurtem Henseleitem.
V mocovinovém cyklu se z téla odstraruji
dva $kodlivé plyny (amoniak a oxid uhligity)
tim, Ze se transformuji na mocovinu poslé-
ze vylu€ovanou mogi.

Vzhledem k jeho Zidovskému pUvo-
du mu bylo v nacistickém Némecku za-
kazédno provozovat lékarskou praxi, takze
vyuzil pozvani Sira Fredericka Gowlanda
Hopkinse, aby pfijel pracovat v jeho bio-
chemické laboratofi v Cambridge. Krebs
tedy emigroval do Anglie, kterd se mu sta-
la druhou vlasti. Zde Gspésné pokracoval
ve vyzkumu metabolickych drah a jiz
v r. 1937 (5 let po objevu mo&ovinového
kou dradhu zndmou jako citratovy, ale Cas-
t&ji Krebsliv cyklus. Zna jej kazdy, alespori
podle nazvu, kdo pfiSel s biochemii i do
letmého styku. Vzpomindm, jak za mych
mladych let jsem v atletickém klubu vysvét-
loval Krebstv cyklus studentlim Fakulty
télesné vychovy UK.

Dnes zname ,metabolickych drah“
bezpocet, ale nikdo nemdze Hansi Kreb-
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sovi upfit prioritu vneseni novych pfistu-
pd do biochemického vyzkumu. Presto
na udéleni Nobelovy ceny za fyziologii
a medicinu musel ¢ekat az do r. 1953.
Od r. 1954 spojil svdj zivot s Oxfordem,

PauL DELos BoYER

kde také zemrel v r. 1981. Jeho syn,
Sir John Krebs, je také védcem.
40 let po jeho umrti vzpomefime jeho
zasluh na rozvoji biochemie.
Marek Sebela

(*31. 7. 1918 - 12. 6. 2018)

Paul D. Boyer byl americky biochemik a chemik, profesor na Kalifornské univerzité
v Los Angeles (UCLA). V r. 1997 ziskal Nobelovu cenu za chemii, konkrétné za vyzkum
ATP synthasy, spolu s Anglicanem Johnem Ernestem Walkerem (*1941). Dal$im teh-
dy ocenénym byl Dan Jens Christian Skou (1918 — 2018) za objev Na*/K*-ATPasy.

Narodil se v Provo v Utahu, kde ab-

solvoval i stfedni skolu. Bakalarského
vzdélani v oboru chemie dosahl na mor-
monské Univerzité Brighama Youn-
ga tamtéz (1939) a ziskal stipendium
pro studium biochemie na Wiscon-
sinské univerzité v Madisonu. V té
dobé se tam provadél Spickovy vyzkum
v oblasti vyZivy a metabolismu (katedra

biochemie), byly objevovény a studovany
napt. vitaminy, jejich pfiprava a antagonis-
té. Pracoval u profesora Paula Phillipse.
Jednim z jeho prvnich vysledkl bylo zjis-
téni, Ze enzym pyruvatkinasa je aktivovan
K*, coz bylo sledovéno jako stimulace pre-
nosu fosfatu na cesté od 3-fosfoglyceratu
ke kreatinfosfatu. Souvisejici makroergicka
sloucenina adenosintrifosfat — ATP - byla
objeven Karlem Lohmannem (1898 -
- 1978) v r. 1927, oxidacni fosforylaci
demonstrovali Vladimir A. Engelhardt
(1894-1984) a M. N. Ljubimova v roce
1932. Poté, co Boyer obdrzel, Ph.D., poby-
val na Stanfordové univerzité, kde v dobé
valky hledali moznost stabilizace sérového
albuminu pro zahtivani za Gc¢elem likvidace
patogend. Toho bylo dosaZeno pridavkem
N-acetyltryptofanu.

Svoji nezavislou kariéru zacal na
Minnesotské univerzité, kde se zabyval
predevsim studiem enzymd (50. léta 20.
stol.). Jednim z témat byla glyceralde-
hyd-3-fosfatdehydrogenasova reakce
v glykolyze. S pomoci izotopu 8O proka-
zali zabudovani kysliku fosfatu do karbo-
xylové skupiny fosfoglyceratu. Pri studiu
oxidaéni fosforylace inkubovali mitochon-
drie s fosfatem znacenym '®O a 32P a ne-
zna¢enym ATP. Pozorovali rychlou vyménu
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kysliki mezi fosfatem a vodou a fosforu
s ATP. Reverzibilita pokracovala i pfi inhi-
bici prenasecl elektronl.. Predpokladala
se existence energeticky bohaté slou-
€eniny. Diky stipendiu byl Boyer v r. 1955
na studijnim pobytu u Hugo Theorella
(1908 - 1982) ve Svédsku. Zde napt. roz-
poznal zménu fluorescence NADH po
navazani na dehydrogenasu. Ve Svédsku
také zapocal experimenty vedouci k po-
znani, Ze posledni mistkovy kyslik v ATP,
ktery se tvofi oxidaéni fosforylaci, pochazi
z ADP a ne z fosfatu. V nasledujicim obdo-
bi se vyuzivalo radioaktivniho izotopu %P
ke studiu intermediat(i enzymovych reakci,
napr. glutaminsynthetasy. V r. 1961 se jiz
zddlo, Ze objevili hledanou energeticky bo-
hatou slou€eninu. Po expozici mitochondri
radioaktivnimu fosfatu a jejich solubilizaci
byla izotopem znadena nedialyzovatel-
na latka. Potvrdilo se, Ze jde o protein
s histidinovou fosforylaci.

Od r. 1963 byl Boyer profesorem
na Katedie chemie a biochemie na
UCLA. Vyzkum dale pokracoval naleze-
nim modulatord tvorby fosfohistidinové-
ho zbytku v daném proteinu, efektivni byl
sukcinat a koenzym A. Fosforylovany his-
tidin byl nakonec vysvétlen jako interme-
diat sukcinyl-CoA-synthetasové reak-
ce, nikoli oxidac¢ni fosforylace. Na UCLA
posléze pfijal misto feditele Ustavu mo-
lekularni biologie. Pokracujici expe-
rimenty s %P, ukazaly, Ze primarnim ak-
ceptorem fosfatu pfi oxidaéni fosforylaci
je adenosindifosfat — ADP. Byly ziskany
dikazy o tom, Ze domnély energeticky
bohaty intermediat hraje také roli pfi trans-
portu aminokyselin &i urCitych sacharidd
do mitochondrii. Boyer tehdy stale odmi-
tal Mitchellovu teorii protonmotivni sily, dle
jeho slov, kvili chybé&jicimu vysvétleni pro-
cesu, kterym migrace protont mize vést
k tvorbé ATP. Na pocatku 70. let dospél
k predstavé, Zze energie ulozena v ATP
muZe pochazet z konformacni zmé-
ny proteinu. K tomu svadélo pozorovani,

Ze vyména kyslikl ve fosfatu byla méné
nachylnd k pusobeni rozpojovacl nez
celkova oxidaéni fosforylace (ATP vazano
v aktivnim misté enzymu a hydrolyzovéno).
V této dobé skupina Edwarda Charlese
Slatera (1917 — 2016) prokazala na izo-
lované F1 &asti ATPasy/synthasy (syntha-
sova reakce v burice, fosfatasova in vitro)
vazebna mista pro ATP a ADP. Boyeriv
tym dokumentoval pevnou vazbu ATP (tvo-
feného z fosfatu v médiu) na myosinovou
ATPasu. Pfi hydrolyze ATP myosinovou
ATPasou byla prokézana vyména kyslik
mezi vazanym ATP a vodou.

Koncept translokace protoni spo-
jeny s tvorbou ATP uverejnil Peter D.
Mitchell (1920 - 1992) v roce 1961.
V poloviné 70. let byly zndmy dalsi ddle-
zité informace o ATPase/synthase. Labo-
ratofe Davida E. Greena (1910 — 1983)
a Efraima Rackera (1913 - 1991)
prispély k purifikaci F -ATPasy, viditelné
v elektronovém mikroskopu, védélo se
o a- a 3-podjednotkéach. Membranova ¢ést
F_byla spojovéna s transportem protond.
Nebylo v§ak zndmo, jak je pfenos protonl
spojen s tvorbou ATP. Boyerova skupina
zjistila vysokou kooperativitu podjednotek,
jelikoz katalytické kroky v jednom misté
vyzadovaly pfitomnost substratu vedle.
Experimenty zahrnovaly izotopovou vymeé-
nu a praci s '®0O a 22P. Vazba substratu
v jednom misté byla dlileZita pro uvolnéni
substratu v misté jiném. UvaZovaly se dvé
nebo tfi katalyticka mista. Objevil se kon-
cept sekvence reakci, navazani reak-
tantd, pfeména a uvolnéni produktu, kazdé
katalytické misto je v dané chvili v jiné fazi
reakce. Zjistilo se, Ze pfi poklesu koncen-
traci fosfatu a ADP roste vyména kysliku
ve vdzaném ATP. S izolovanou F,-ATPasou
se potvrdilo, Ze vyména 80O mezi fosfa-
tem a H,O se zvySovala s klesajici kon-
centraci ATP. Tedy, ATP podléha hydro-
lyze v jednom misté s ¢ekanim na vazbu
ATP do druhého mista a uvolnénim ADP
a fosfatu.

24

Bulletin 1



Chloroplastovéa ATPasa se studo-
vala metodami rychlého smiseni reaktant
a zhaseni reakce. Bylo prokazano, ze se
v prostfedi s pH gradientem pevné véza-
ny ADP uvolfiuje, nikoli pfimo fosforyluje.
Pevné vazany ADP s Mg?* je inhibitorem
ATPasové aktivity, tato inhibice je preko-
nédna protonmotivni silou. Po uvolnéni
pevné vazaného ADP se navazuje ADP
a fosfat z média a tvori se ATP. Na pocat-
ku 80. let se objevil koncept katalyzy
s rotaci hlavicky ATPasy. Pro sledova-
ni distribuce '®0 ve fosfatu nebo ATP se
kromé hmotnostni spektrometrie uplatnila
i NMR. Bylo zji§téno, Ze vSechny mole-
kuly ATP vznikaji stejnou katalytickou
cestou. Vysledky z té doby taky ukazaly,
Ze konformalni zmeény F  Casti ATPasy se
prenaseji do katalytickych mist na B-pod-
jednotkach hlavicky. Vzhledem k tomu, Ze
v- a - podjednotka tvori asymetrickou osu,
byla odvozena rotace jako zajisténi ekviva-
lence katalytickych mist. Pro ATPasy z r(iz-
nych zdroji (chloroplast, mitochondrie,
vakuoly, kvasinky, E. coli) byl prokézan ob-
dobny mechanismus. Kdyz byla izolovana
mitochondridlni F -ATPasa, vZdy Castecné
obsahovala pevné vazany ADP. V piitom-
nosti Mg®* méla F,-ATPasa s navazanym
ADP jen velmi malou nebo nulovou aktivitu
s pfidanym ATP. Vazany ADP se ale pak
postupné uvolfiuje. Prokdzéna byla i vazba
ATP do nekatalytického mista.

V 80. letech byly zndmy sekvence
podjednotek ATP synthasy. Zacal se pou-
Zivat i 2-azido-ATP, dobry substrat, ktery

Fotografie pochazi z ulozisté Wikimedia Commons.

je po fotolyze kovalentné véazan. Pomoci
azidoderivatl byla nalezena vazebna mista
v konzervovanych sekvencich na rozhra-
ni a- a B-podjednotek. DalSi experimenty
s isotopovou vyménou byly provadény na
mitochondriich schopnych oxidaéni fosfo-
rylace. Béhem rychlé syntézy ATP s oxi-
dovatelnymi substraty metabolismu bylo
pozorovano, Ze translokasa neimportuje
ATP. Bylo navrzeno schéma, ve kterém
se ATP a ADP vaZi do jinych mist. Weber
a Senior (2001) vyuzili k popisu vazby
nukleotid(i zhaSeni fluorescence tryptofa-
nu, kterym byl nahrazen tyrosin v katalytic-
kych mistech F1-ATPasy z E. coli. Pivodni
tryptofany v jinych mistech byly mutacemi
odstranény. Na konci 80. let se rliznymi ex-
perimenty hledaly diikazy rotacni katalyzy
ATPasy, vyuZivalo se napriklad ¢inidel pro
pfi€nou vazbu. Po propojeni lysinovych
zbytku Cinidlem s S-S skupinou klesla ak-
tivita o 2/3, po Stépeni disulfidu se obno-
vila. V r. 1994 byla publikovéna skupinou
J. E. Walkera krystalova struktura velké
&asti mitochondrialni F,-ATPasy. Ukazova-
la B-podjednotky v rGznych konformacich,
jedna byla se slabou afinitou k nukleotidu.
Na styku y- a P-podjednotky byly jinou
skupinou (R. L. Cross) vloZeny cysteiny
a po jejich oxidaci na disulfid zmizela aktivi-
ta, kterd se obnovila po redukci na thiolové
skupiny. V r. 1999 japonéti védci uverejnili
mikroskopickou vizualizaci hydrolyzy ATP
s fluorescenéné znacenym aktinovym vlak-
nem navéazanym na c-podjednotku.
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