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ODBORNE CLANKY

VYUZITi HMOTNOSTNiIi SPEKTROMETRIE
NA PRICIPU MALDI-TOF PRO STUDIUM
PROSTOROVE STRUKTURY PROTEINU

Vojtéch Kadl¢ik, Milan Kodi¢ek a Martin Hassman

Ustav biochemie a mikrobiologie,Vysoka $kola chemicko-technologicka v Praze, Technicka 5, 16628 Praha 6,

e-mail: kadlcikv@email.cz, milan.kodicek@vscht.cz, martin.hassman@vscht.cz
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Disulfidova struktura proteinG
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1. Hmotnostni spektrometrie
na pricipu MALDI-TOF

V soucasné dobé dochazi k prudkému
nardstu vyuZiti novych metod hmotnostni
spektrometrie v oblasti biochemie. Jednou
z nejvyznamnéjSich je v tomto sméru meto-
da na principu MALDI-TOF (matrix-assisted
laser desorption/ionization time-of-flight,
dale MALDI-TOF MS).

Vzorek pro MALDI-TOF hmotnostni
analyzu se pfipravuje smichanim analytu
s prebytkem matrice, coZ je obvykle slaba
organicka kyselina. Smés se pak nanese na
desku, ktera se po vysuSeni vzorku zasune
do vakuovaného MALDI-TOF pFistroje
(obr. 1). K desorpci a ionizaci vzorku docha-
zi ozarenim krystalli smési laserovym pul-
sem.Vyznam matrice spociva v tom, Ze silné
absorbuje laserové zareni; teplotni relaxace
excitovanych molekul matrice vede k jejimu
vyparovani, ¢imz dochazi i k prechodu neté-
kavych molekul analytu do plynné faze. Za-

Hmotnostni spektrometrie na pricipu MALDI-TOF
Charakterizace proteinl proteolytickym Stépenim
Vyména vodikovych a deuteriovych iontd
Specifické modifikace aminokyselinovych zbytkd
Identifikace posttransla¢nich modifikaci

Prima detekce nekovalentnich komplext

roven matrice pusobi jako ioniza¢ni Cinidlo,
jelikoZ protonuje nebo deprotonuje analyt;
nejcastéji pritom vznikaji molekuly analytu
s jednotkovym nabojem. Matrice i intenzita
laserového zablesku jsou voleny tak, aby ne-
dochazelo k fragmentaci molekul analytu.
Hmotnost iontu mlZe byt obecné ur-
¢ena zmérenim jeho rychlosti po urychleni
v elektrickém poli.V TOF spektrometru se
méri Cas letu iontu prrevazné v oblasti s nu-
lovym elektrickym polem po dodani defino-
vané kinetické energie. Pulsni laser pouZiva-
ny v MALDI je pritom idedlni pro spojeni
s TOF spektrometrem, nebot presné urcuje
okamzik vzniku iontu. Detektor umistény na
konci separatoru pak méri cas letu kazdého
iontu.Vzhledem k tomu, Ze &asticim se stej-
nym nabojem je urychlenim v elektrickém
poli dodana stejna kineticka energie, pohy-
buji se lehké ionty rychleji nez tézké.Vztah
mezi dobou letu a hmotnosti iontu je po-
psan v rov. |, kde t je doba letu, U urychlo-
vaci napéti, z naboj iontu a m hmotnost ion-
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tu. Ze vztahu vyplyva, Ze skute¢né mérenou
veli¢inou neni hmotnost, ale pomér hmot-
nost/naboj pro kazdy iont. Konstanta v rov.
| je pro kazdé méreni urcena kalibraci.

t = konst.x \’mT/z )

Soucasné MALDI-TOF spektrometry
obsahuji dalsi prvky, které vyznamné zvétsu-
ji rozliSeni pristroje: zpozdénou extrakci
iontll (delayed ion extraction) a reflektor.
Zpozdéna extrakce iontd, ktera spociva
v malém casovém posunu mezi desorpci
vzorku (zableskem laseru) a aplikaci urych-
lovaciho napéti, do znacné miry vyrovnava
rozdily v pavodnich rychlostech iontd, které
vznikaji v prubéhu desorpce. Optimalni ¢a-
sovy posun ovSem zavisi na hmotnosti iontu,
proto nelze cely hmotnostni rozsah méfrit
najednou s maximalnim rozliSenim.

Reflektor vyuZiva elektrostatického po-
le pro odraZeni iontd na druhy detektor
v malém Ghlu k plvodnimu sméru letu. Roz-
liSeni se zvySuje jednak prodlouzenim drahy
letu, jednak zaostfovacim efektem, nebot
ionty se stejnym pomérem hmotnost/naboj,
ale vyssi kinetickou energii, proniknou hlou-
béji do reflektoru, ¢imz se prodlouzi doba

2

letu va&i iontdm s niZsi kinetickou energii.
Méreni v reflektorovém moédu je velmi
vhodné zejména pro detekci peptidli s mo-
lekulovou hmotnosti mensi nez 5000 Da.
Dosahuje se zde fascinuji presnosti, dovolu-
jici bezpecné rozlisit molekuly lisici se napf:
o jeden neutron (izotopové rozliSeni, obr. 2).
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Obr.  2: Pfiklad MALDI-TOF hmotnostniho
spektra. Lidsky sérovy albumin po redukci disulfido-
vych mdistkd, zablokovdni thiolovych skupin jodace-
tamidem a stépeni trypsinem. Ve vyfezu izotopové
rozliseni peptidového iontu (MH+) o hmotnosti
1910,86 Da.

7
Obr. 1: Schéma MALDI-TOF hmotnostniho spektrometru. 1) laser
2) regulacni filtr 3) opticky hranol 4) deska se vzorkem 5) urychlovaci na-
péti 6) deflektor 7) vakuové pumpy 8) reflektorovy detektor 9) reflektor

10) linedrni detektor
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Zrod techniky MALDI-TOF MS Ize da-
tovat do roku 1989, kdy spojeni ionizatoru
MALDI a hmotnostniho separatoru TOF po-
prvé pouzili R. Beavis a B. Chait. Historie
obou komponent je ale mnohem delsi.
Spektrometry TOF se zacaly pouzivat v 50.
letech, ale kvili Spatnému rozliSeni nebyly
dale rozvijeny, a na vyvoji techniky MALDI
zacali jeji autofi F Hillenkamp a M. Karas
pracovat v roce 1971'. Jejich snaha byla mo-
tivovana cilem vytvorit hmotnostni spektro-
metr pro méreni spekter proteinl. PGvodni
navrh, vyparovani plasmy organického vzor-
ku vysoce vykonnym laserem, byl opustén.
V roce 1980 ale autofi poprvé zpozorovali
vliv matrice, kdyz se podafilo soucasné
zaznamenat spektrum alaninu a tryptofanu
za podminek, kdy ocekavali pouze desorpci
tryptofanu.Ten v dané smési ovS§em fungoval
jako matrice pro alanin. Dalsi vyvoj Sel ces-
tou hledani nejvhodnéjSi kombinace frek-
vence laseru a matrici, pfi¢emz dnes nejpou-
Zivanéjsi dusikovy laser s vinovou délkou
337 nm se v pristrojich objevil aZ po roce
1989; struktury matric, o nichZ je zminka
v tomto prehledu, jsou uvedeny na obr. 3.
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Obr. 3: Strukturni vzorce matrici zmiriovanych
v tomto ¢lanku. 1) 2,6-dihydroxyacetofenon
2) 2,5-dihydroxybenzoovd kyselina 3) 6-aza-2-thiot-
hymin 4) 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-skoricova kyseli-
na 5) o—kyano-4-hydroxyskoricova kyselina 6) p-nit-
roanilin

ZvySovani rozliSeni separatoru TOF bylo
umoznéno rozvojem digitalni techniky, pre-
lomovym okamzikem pak bylo znovuobjeve-
ni a vyuziti zpozdéné extrakce iontd v roce
1995.

V oblasti biologickych véd je MALDI-
TOF hmotnostni spektrometrie v soucasné
dobé vyuZivana predevsim k detekci a iden-
tifikaci proteind? sekvenaci DNA?, identifika-
ci bodovych mutaci*, sekvenaci peptid(®
a identifikaci bakterialnich kmend®.

Ke studiu prostorové struktury protei-
nG byla zpocatku technika MALDI-TOF MS
vyuZivana pouze ojedinéle, avSak postupné
bylo vyvinuto nékolik metod, pricemz témér
kazdou lIze pouzit ke studiu nékolika Grovni
jejich struktury (napf. struktura aktivniho
mista enzymu nebo vazebného mista prote-
inu, posttransla¢ni modifikace, stabilita pro-
teinl, odhad prostorové struktury, tvorba
nekovalentnich komplext). Z tohoto diivo-
du je nasledujici prehled tfidén prevainé
podle principu metody s priklady jednotli-
vych pouZiti.

2. Charakterizace proteinti
proteolytickym stépenim

Zakladem pro identifikaci bilkoviny ne-
bo ziskani podrobnéjSich informaci o jeji
strukture pomoci MALDI-TOF MS je speci-
fické enzymové nebo chemické Stépeni
proteinu a méreni hmotnostnich spekter
proteolytickych $tépud. Jednotlivym pikiim
ve spektru pak Ize priradit sekvence pepti-
dl, a to porovnanim hmotnosti $tépu ziska-
nych experimentalné s hmotnostmi odvoze-
nymi na zakladé znalosti primarni struktury
proteinll a $tépicich mist. Z tohoto dlvodu
je proteolytické Stépeni soucasti témér
vSech dale uvedenych metod. Nicméné uz
z pribéhu samotného Stépeni Ize ziskat —
vzhledem k jednoduchosti postupu — velmi
zajimavé poznatky o stabilité a konformaci
proteini. Nativni bilkoviny jsou obvykle
odolné proti proteolyse, ale odolnost vy-
znamné klesd jiz pri Caste¢ném rozbaleni
molekuly. 7® Studiem asové zavislosti prote-
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olysy lysozymu a cytochromu c v rdznych
koncentracich guanidinhydrochloridu bylo
zjisténo, Ze s rostouci koncentraci denatu-
racniho cinidla se nejen urychluje proteoly-
sa, ale méni se také sloZeni uvolfiovanych
fragmentl.” To umozZiuje zietelné rozliSeni
denaturacnich stavd i pri malych zménach
koncentrace denaturacniho cinidla.

Obdobna metoda byla vyuZita pro stu-
dium konformace Cdk inhibitoru p21," kdy
bylo zjisténo, Ze koncentrace denaturaéniho
¢inidla nema vliv na pribéh proteolysy
a protein tudiz nema rigidni strukturu. Ome-
zenim popsanych metod je samozi‘ejmé sta-
bilita proteolytického enzymu pfi denatu-
racnich podminkach, pripadné je nutné zo-
hlednit pokles jeho aktivity.

Metody proteolytického Stépeni bylo
také vyuZito pri detekci konformacnich
zmén UDP-N-acetylglukosaminenolpyru-
vyltransferasy pFi vazbé substratu,' kdy do-
chazi ke zvySeni odolnosti viici Stépeni zpl-
sobené snizenim flexibility proteinu.

Ponékud odliSnou aplikaci této metody
je mapovani epitopu antigenu limitovanou
proteolysou komplexu antigen-protilatka.'
Protilatka blokuje pristup k epitopu, peptid
tvorici epitop proto neni na rozdil od zbyt-
ku molekuly stépen. Po odstranéni proteoly-
tickych fragmentd a disociaci komplexu lze
peptidy, Gcastnici se na vystavbé antigenni
determinanty, s vyhodou analyzovat techni-
kou MALDI-TOF MS.

3. Vyména vodikovych
a deuteriovych iontt

Izotopova vyména se béZné pouziva pri
ziskavani informaci o strukture peptidd a bil-
kovin. Principem této metody je skutecnost,
Ze amidové protony proteinu se mohou vy-
ménovat s protony rozpoustédla. Pokud
rozpoustédlo obsahuje deuteriové ionty, do-
chazi k izotopové vymeéné, ta je pritom rych-
lejSi v povrchovych amidovych skupinach.
Kromé& NMR je hlavni detekéni technikou
vymény hmotnostni spektrometrie na prin-
cipu elektrospray ionizace (ESI MS). MALDI-

TOF MS byla pro detekci vymény vodiko-
vych iontli za deuteriové pouZita poprvé
v roce 1998, modelovym proteinem byla
cAMP-dependentni proteinkinasa.” Deute-
race byla provedena pridavkem D,O a po
okyseleni roztoku byl protein Sté&pen pepsi-
nem.V kyselém prostredi je omezena zpét-
na vyména izotopt, ktera snizuje reprodu-
kovatelnost experimentu, a diky tomu se
podafilo detektovat zastoupeni deuteria
v jednotlivych proteolytickych fragmen-
tech a tim odhadnout intezitu kontaktu jed-
notlivych &asti molekuly proteinu s rozpou-
$tédlem. Jinym pristupem pro omezeni zpét-
né vymény je pouZziti deuterované matrice.'
Metody H/D vymény bylo také pouZito pro
detekci konformaénich zmén peptidl brady-
kininu, melittinu a o--melanocyty stimulujici-
ho hormonu pfi pridavku D,O do riiznych
organickych rozpoustédel obsahujicich uve-
dené peptidy.” S rostouci polaritou rozpou-
$tédla dochazelo k rozvolfiovani struktury
peptidl a tim i intenzivnéjsi izotopové vy-
méné.

Stejné vysledky jako H/D vyména posky-
tuje postup opacny, kdy je protein pIlné deute-
rovan za denaturacnich podminek a po rena-
turaci dochazi k D/H vyméné.Vyhodou této
metody je, Ze zpétnd vyména neovliviiuje ne-
gativné vysledek, ale na druhou stranu je ome-
zena na proteiny s vratnou denaturaci. D/H
vymény bylo vyuZito k identifikaci vazebnych
mist pro ATP a inhibitor cAMP-dependentni
proteinkinasy.' Protein je deuterovan, zpétna
vyména probihd za pritomnosti ligandl. Po
okyseleni je protein Stépen pepsinem a prote-
olytické fragmenty analyzovany MALDI-TOF
MS. Casti peptidového Fetézce, které se ucast-
ni vazby, jsou méné pristupné rozpoustédlu,
zpétna vymeéna probihd pomaleji a obsah deu-
teria v nich zdstane vyssi.

4. Specifické modifikace
aminokyselinovych zbytkd

Pouziti MALDI-TOF MS pro detekci
chemickych reakci predstavuje rychlou
a efektivni metodu pro uréovani prostorové
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struktury proteind. Obecny postup Ize po-
psat nasledujicimi kroky:"” chemicka modifi-
kace proteind, odstranéni prebytku modifi-
kaéniho cinidla, Stépeni proteinu specifickou
proteasou, méreni hmotnostnich spekter
proteolytickych fragmentl a urceni mist
modifikace, interpretace dat ve vztahu
k prostorové strukture proteinu.

Modifikace histidinovych zbytkd v rhM-
CSF-B (Recombinant Human Macrophage
Colony-Stimulating Factor B) pomoci diet-
hylpyrokarbonatu bylo pouzito pro zjisténi
Ulohy histidin(i v interakci ligand-receptor.'
Tryptické $tépy rhM-CSF-B byly identifikova-
ny MALDI-TOF MS, spravnost identifikace
byla ovéfena Edmanovym odbouravanim po
rozdéleni na HPLC. Modifikace histidinovych
zbytki byla doprovazena 80-90% ztratou va-
zebné aktivity, coz dokazalo Ucast histidino-
vych zbytki ve vazebné interakci. Reaktivita
jednotlivych histidinovych zbytkld s modifi-
ka¢nim cinidlem se zvySovala s jejich povr-
chovou dostupnosti vypocétenou na zakladé
krystalografickych Gdajd. Modifikaéni specifi-
ta diethylpyrokarbonatu a vliv reakénich
podminek pak byly testovany na insulinu
a angiotensinu Il.” Studie ukazala, Ze jiz
v malé molekule insulinu jsou vyznamné
rozdily v reaktivité histidinovych zbytkd,
které Ize vysvétlit rozdilnymi strukturnimi
povrchovymi rysy. K detekci modifikaci
byla kromé MALDI-TOF MS pouzita
ESI MS.

Chemické modifikace lysinovych zbytkl
pomoci anhydridu kyseliny jantarové a jejich
detekce MALDI-TOF MS bylo vyuZito pro
rozliSeni konformacnich stavi nativniho a ve
vodé rozpusténého porinu Rhodobacter cap-
sulatus.”?' Bylo zjisté€no, Ze pri modifikaci na-
tivniho porinu dochazi k sukcinylaci tFi lysi-
novych zbytkd na vnitfni strané kanalu, za-
timco modifikace ve vodé rozpusténého
porinu vede k sukcinylaci tF jinych lysino-
vych zbytkd, které jsou v nativnim proteinu
nepristupné. Rentgenovou krystalografii by-
lo ovéreno, Ze modifikace nezplsobuje zmé-
nu prostorové struktury porind.

MALDI-TOF MS byla také testovana
pro detekci peptidii obsahujicich nitrovany
tyrosin.> Predchozi vyzkumy ukazaly, Ze hla-
dina nitrovanych proteinl se zvySuje pfi né-
kterych onemocnénich, napr. Alzheimerové
chorobé a atherosklerose. Modelové pepti-
dy byly vytvoreny tryptickym Stépenim ho-
véziho sérového albuminu nitrovaného tet-
ranitromethanem. Ukazalo se, Ze nitrované
peptidy poskytuji pri méreni specifickou sé-
rii iontd, jejichz vznik je dan chemickymi
pFfeménami nitrofenolu bé&hem desorpce
a ionizace.

Informaci o vzajemnych vzdalenostech
povrchovych aminokyselin Ize ziskat pouzi-
tim bifunkénich €inidel, ktera vedou k pro-
krizeni aminokyselinovych zbytkd. Bifunkéni
¢inidla pro lysin byla pouZita napf: pro ziska-
ni informaci o strukture CMP-NeuAc synt-
hetasy, HIV-1 integrasy'” a acetylcholinového
receptoru.” Jako bifunkéni €inidlo byl pouZzit
bissulfosukcinimidylsuberat, respektive di-
methylsuberimat. Bifunkéni cinidla mohou
vytvaret i mezimolekulové vazby, pritomnost
nahodné spojenych peptidi by ov§em ztéZo-
vala hmotnostni analyzu. Proto byla po mo-
difikaci reakéni smés precisténa gelovou
chromatografii.

Jako bifunkéni cinidla pro cysteinové
zbytky byly testovany derivaty arsenitych
kyselin* (melarsen oxid, 4-aminofenylarseni-
ta kyselina a pyridinyl-3-arsenita kyselina)
a to na redukovaném hovézim pankreatic-
kém inhibitoru trypsinu a redukovaném
peptidu oxytocinu. Proteolytické Stépeni
po modifikaci bylo provedeno pFimo na
MALDI-TOF ter¢i pridanim roztoku enzy-
mu. Nejlepsim z pouZitych cinidel se ukazal
byt melarsen oxid z dGivodl vysoké rozpust-
nosti a také pomérné vysoké molekulové
hmotnosti.

Obdobné Ize MALDI-TOF MS pouzit
pro urceni mist modifikace u proteind, které
byly stabilizovany prokfizenim pro dalsi pou-
Ziti. Prikladem je identifikace mist modifika-
ce oxyhemoglobinu, ve kterém byly lysinové
zbytky prokriZeny bis(3,5-dibromosalicyl)
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sukcinatem.” Vyznam takto upravenych he-
moglobinli spodiva v mozZném vyuZiti jako
krevni nahrady.

Metodu detekce chemickych modifikaci
pomoci MALDI-TOF MS Ize, podobné jako
metodu proteolytického Stépeni, vyuZit
k mapovani epitopt.” Vyhodou metody mo-
difikacnich reakci vsak je, Ze umoznuji cha-
rakterizaci konformacnich epitopd, nikoliv
pouze linedrnich. Jako modelovy systém byl
poufZit lysozym vaje¢ného bilku a odpovida-
jici monoklonalni protilatka typu IgM. PouZi-
tymi modifikaénimi reakcemi byla jodace ty-
rosinu, acetylace lysinu a modifikace argininu
I,2-cyklohexandionem. Epitop byl identifiko-
van na zékladé rozdili mezi modifikaci kom-
plexu antigen-protilatka, ve kterém jsou ami-
nokyselinové zbytky epitopu proti modifika-
ci chranény protilatkou, a modifikaci
samotného lysozymu. Presnost vymezeni
epitopu je dana hustotou modifikovanych
aminokyselin na povrchu proteinu a poctem
provedenych modifikaci.

5. Identifikace posttransla¢nich
modifikaci

MALDI-TOF MS je také vyuZivana k de-
tektovani proteinti modifikovanych in vivo,
tedy k identifikaci posttransla¢nich modifika-
ci. Uréeni mist posttranslaénich modifikaci
pak prispiva k poznatklm o prostorové
strukture proteind. Nutnou podminkou je
opét znalost primarni struktury proteind.
MALDI-TOF MS a ESI MS byly poutZity k ur-
¢eni mist fosforylace a glykosylace hovéziho
chromograninu A z drené nadledvinek” na
zédkladé porovnani hmotnosti proteolytic-
kych $tépl nativniho a defosforylovaného
nebo deglykosylovaného chromograninu A.
Smés tryptickych $tépl proteinu byla vzhle-
dem k velkému poctu Stépicich mist prilis
sloZitd pro jednoznacnou identifikaci pepti-
di, proto bylo nejprve provedeno Stépeni
bromkyanem, rozdéleni na koloné s reverz-
ni fazi a poté tryptické Stépeni. Takto zjed-
nodusené smési bylo jiZ moZné primo analy-
zovat hmotnostni spektrometrii.

Fosforylaéni mista kaseinomakropepti-
du byla identifikovana MALDI-PSD-MS (PSD
= post source decay).”® Ukazalo se, Ze fosfo-
rylované serinové zbytky jsou béhem PSD
nestabilni, ztraceji fosfatovou skupinu a fos-
foserin se méni na dehydroalanin, ktery je ve
spektru detektovan. To je rozdil oproti fos-
fotyrosinu, ktery je pri PSD stabilni. Jinym
prikladem je porovnani in vivo a in vitro fos-
forylace parafusinu peptidovym mapovanim
proteinu pomoci MALDI-TOF MS.”

Jako priklad vyuziti MALDI-TOF MS
pro studium glykosylace lze uvést urceni
mist N-glykosylace a velikosti oligosacharidu
kvasni¢né invertasy®* nebo studium hetero-
genity glykosylace lidského interferonu v.*

6. Disulfidova struktura proteint

Disulfidova struktura proteinl je sou-
casti jejich kovalentni struktury, ale zaroven
vypovida o prostorovém usporadani protei-
nG, zejména u proteind s velkym poctem di-
sulfidovych mistk{. Disulfidovou strukturu
proteinl s malym poétem cysteinovych
zbytkd 1ze pomoci MALDI-TOF MS urdit na
zakladé analysy proteolytickych $tép. Takto
byly napriklad identifikovany tFi disulfidové
mUstky lidské B-hexosaminidasy B.? Pri vy-
hodnocovani spekter proteolytickych $tépa
je ovSem nutné brat v Uvahu zvlastni chova-
ni disulfidovych vazeb b&hem ionizace. Pri
pouZiti matrici ?-kyano-4-hydroxyskoricové
kyseliny a 2,5-dihydroxybenzoové kyseliny
a vysSich intenzit laseru totiZ dochazi ke sté-
peni disulfidovych vazeb a pFislusné peptidy
pak svymi hmotnostmi odpovidaji redukova-
nym.”

Pro proteiny s velkym poctem disulfi-
dovych vazeb Ize k jejich identifikaci vyuzit
kombinaci MALDI-TOF MS a N-koncové se-
kvenace peptidil. Touto metodou byla urce-
na disulfidova struktura extracelularni do-
mény lidského epidermalniho receptoru pro
ristovy faktor, ktera obsahuje 25 disulfido-
vych vazeb.** Izolovand doména byla $tépena
bromkyanem a sérii proteas, po kazdém $té-
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peni byly fragmenty izolovany pomoci
HPLC a identifikovany hmotnostni spektro-
metrii a sekvenovanim. Znalost disulfidové
struktury umoznila navrhnout prostorovy
model domény.

7. PFima detekce nekovalentnich
komplext

MALDI-TOF MS byla dlouhou dobu po-
vazovana za nevhodnou techniku pro detek-
ci nekovalentnich komplexid, a proto
byla k tomuto ucelu pouZita aZ v roce
1995.* Postupné se vSak metodu podafrilo
aplikovat k detekci komplext protein-sulfo-
nové barvivo,*¥ protein-kovovy iont,* pro-
tein-peptid®** a protein-protein.’** Hlavnim
problémem je zajistit, aby komplexy, které se
tvori v roztoku, byly zachovany i po vykrys-
talizovani smési vzorek-matrice na terci. Jak
ménou standardniho postupu pFipravy vzor-
ku je pouZziti neutralni matrice nebo kyselé
matrice neutralizované pridanim vzorku. Pro
UspéSnou detekci specifickych komplexd
protein-protein a protein-peptid je predpo-
kladem zachovani terciarni struktury
proteinu.

Komplexy nékolika modelovych pepti-
di a proteind se sulfonovymi barvivy (Ci-
bacron blue F3GA a Direct Yellow 50) byly
detektovany pomoci MALDI-TOF MS za
pouZziti p-nitroanilinu jako matrice.* Bylo
dokazano, Ze v komplexu interaguji sulfona-
tovy anion a kladné nabité (bazické) po-
stranni Fetézce aminokyselin. Pocet navéza-
nych molekul barviva odpovidal poétu do-
stupnych bazickych skupin modelovych
molekul a metodu je proto mozno vyuZit ke
zjisténi poctu povrchovych bazickych skupin
proteind.V navazné studii byla testovana ce-
la Fada dalSich sulfonat.”” Zajimavé byly jed-
nodussi sulfonaty (napr: naftalen-1,5-disulfo-
nova kyselina), které se vazaly pouze k argi-
ninu a kterych je tedy mozné pouzit jako
specifickych ,,modifikacnich* ¢inidel.

Neutralni roztok o-kyano-4-hydroxys-
koricové kyseliny byl pouZit jako matrice

pro detekci komplexu zinenatych iontd
a zinek vazajicich peptidd (zinc finger pepti-
des).® V kyselém prostredi totiz docha-
zi k vytésnéni zinecnatého iontu z komplexu
protony rozpoustédla. Ve stejné studii bylo
pouZzito neutralniho roztoku 3,5-dimethoxy-
4-hydroxyskoricové kyseliny jako matrice
pro detekci komplexu enzym-substrat (ami-
nopeptidasa | a peptid).

Dalsi moZnosti je pouZiti matrice 6-aza-
2-thiothyminu bez dalSich organickych roz-
poustédel,”® pomoci niz byly detektovany
nekovalentni komplexy RNasy S a dimerl
nékterych peptidl (leucine zipper polypepti-
des).

MozZnosti MALDI-TOF MS pro méreni
nekovalentnich komplex(i protein-protein
byly studovany u proteinl tvofici v roztoku
homooligomery (streptavidin, kvasni¢na al-
koholdehydrogenasa a hovézi jaterni katala-
sa).” Jako nejvhodné&jsi matrice se v tomto
pripadé ukazal byt 2,6-dihydroxyacetofenon
rozpustény v tetrahydrofuranu (byl ale pou-
Zit laser o vinové délce 355 nm). Podafilo se
detektovat tetramery vSech tifi proteing,
pri¢emzZ intenzita piku komplexu byla vzdy
vétsi neZ intenzita piku monomerd. Pravé
pomér intenzit je dileZity pro odliSeni pri-
rozenych komplext a aduktd, které béiné
vznikaji pri méreni. Intenzita pikd téchto
aduktd totiZ byva daleko mensi nez intezita
piku monomeru. Velmi zajimavou, ale té&zko
vysvétlitelnou skutecnosti byla zavislost cha-
rakteru spektra na zplsobu méreni. Pik
komplexu byl totiZ intenzivni jen pri prvni
stiele laseru do jednoho mista, pri dalSich
stfelach jeho intenzita vyznamné klesala.
Pres spésnost detekce uvedenych komple-
xU nelze popsany postup povaZovat za uni-
verzalné pouZzitelny, coZ Ize ilustrovat sku-
tecnosti, Ze se autordm nepodarilo detekto-
vat velmi silny komplex streptavidin-biotin.

MALDI-TOF MS je také vyuZivana k de-
tekei komplext protein-DNA. Jako matrice
byly pouZity napt. 6-aza-2-thiothymin® a 2,5-
dihydroxybenzoova kyselina.* Vzhledem
k iontové povaze interakce protein-DNA je
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pro tvorbu komplexti opét urcujici zvolené
PH.4I

8. Zavér

Z uvedenych prikladl vyplyva, Ze
MALDI-TOF MS Ize vyuZit pro FeSeni Siro-
kého spektra problémU prostorové struktu-
ry proteinl. Vyhodou téchto metod je ze-
jména jejich rychlost a jednoduchost. Na
druhé strané byly popsané metody casto
pouZity pouze pro omezeny pocet modelo-
vych proteint a aplikace na redlné problémy,
pripadné spojeni jednotlivych metod pro
komplexni charakterizaci proteinii s nezna-
mou strukturou, stale zlistava zajimavou vy-
zvou.

Prdce vznikla s podporou grantu Grantové
agentury Ceské republiky 203/02/0922.

Souhrn:

MALDI-TOF MS, technika vyvinuta na
konci 80. let, dnes predstavuje rutinni meto-
du pro detekci a identifikaci proteind. Stale
CastéjSi je nicméné i jeji vyuZiti pro studium
prostorové struktury proteinQ. Hlavnimi pFi-
stupy jsou v tomto sméru detekce chemic-
kych a posttransla¢nich modifikaci proteing,
charakterizace struktury proteintl proteoly-
tickym Stépenim, detekce vymény deuterio-
vych a vodikovych iontl, charakterizace di-
sulfidové struktury proteinli a prima detek-
ce nekovalentnich komplext. MALDI-TOF
MS tak predstavuje techniku, ktera mize na-
hradit nékteré casové a experimentalné
poskytnout informace jinymi metodami ne-
zjistitelné.
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Sekce

ZPRA\/Y ZE SEKC/

PEPTIDOVA

Biologicky aktivni peptidy

3RD HELENIC FORUM ON BIOACTIVE

PEPTIDES

Representativni setkani rFeckych pepti-
dart — 3rd Helenic Forum on Bioactive Pep-
tides se konalo ve dnech | I.— 14. dubna tr.
opét ve mésté Patras 210 km od Atén
na Peloponéském poloostrové v Konferenc-
nim a kulturnim centru tamni university.
Bylo organizovano prof. Cordopatisem,
vid¢i  osobnosti peptidového vyzkumu
v Recku (zvoleného zastupce Recka v EPS
pro pristi 4 roky) stejné jako predchazejici 2
setkani. Zatimco prvniho Fora (v roce 1997
tamtéz) se Ucastnilo asi 70 ucastnikd, letos
se tu seslo a diskutovalo uz pres 200 Ucast-
nikd razné aspekty vyzkumu peptidi, z toho
vice nez 50 procent studentld a mladych
védcl ze vSech hlavnich universitnich
center (Atény, Patras, loannina, Solun,
Herakleion) a dalSich statnich vyzkumnych
Ustav(l.

Jednani fora zahajil predseda organizac-
niho vyboru Prof. Pavlos Cordopatis a tivod-
ni zdravici prones| predseda Evropské pepti-
darské spole¢nosti Prof. R.Rocchi z Padovy.
Poté nestor peptidaFského vyzkumu v Rec-
ku, predseda ,,Leonidas Zervas* Foundation,
Prof. Dimitrios Theodoropoulos, predal oce-
néni 3 mladym reckym védeckym pracovni-
kéim. Uvodni plenarni piednasku s nazvem
»Peptide and Peptide Mimetic Drug
Design: New Paradigms, New Opportuniti-
es, New Ethical Concerns” pak pronesl
Prof. V.]. Hruby z Arizony. Slavnostni zahdje-

ni Fora bylo ukonéeno 20ti minutovym kon-
certem smyccového kvarteta a recepci.
V dalSich dvou dnech pak bylo proneseno
27 prednaSek a presentovano 56 pla-
kath. Pres polovinu plenarnich prednasek
pronesli zahrani¢ni hosté (Prof. F. Albericio,
Prof. E. Giralt a Prof. D. Andreu, Barcelona,
Prof. J. Martinez a Dr. J- A. Fehrentz, Mont-
pellier, Prof. C.Gilon, Jerusalem, Prof. F. Hu-
decz, Budapest, Prof. C. Toniolo, Padova,
Prof. E. Benedetti, Neapol, Dr. J. Slaninova,
Praha a Prof. A.Eberle, Curych). Jednani fo-
ra probihalo v Fectiné a pro nerecky mluvici
Ucastniky byl zajistén kvalifikovany simultan-
ni preklad do angli¢tiny (pro Uéastniky ne-
zbé&hlé v anglictiné pak také preklad do rec-
tiny). Plakaty byly vystaveny po celou dobu
konani fora ve vzdusném a prostorném
foaje, kde také probihala vystavka firem
(nap¥.  ANTI-SEL, SELIDIS Bros, N.
ASTERIADIS, Bioline Scientific, Discover —
Papassotiriou, Hellamco a dalsich). Sife zabé-
ru peptidového vyzkumu v Recku je obrov-
ska namatkou jmenujme: zakladni vyzkum
tykajici se metodiky syntézy na pevné fazi
a v roztoku (C.Zikos,Atény), syntéza malych
peptidi a peptidomimetik za Gcelem vyvoje
léCiv ¢i diagnostickych kitd (napi. detekce
autoprotilatek, studium pathogenese autoi-
munitni odpovédi, H.M.Moutsopoulos, Até-
ny, epitopy autoantigen(i v pripadé Sklerosy
Multiplex, (). Matsoukas, Atény, T. Tselios,
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Patras), syntéza modelovych peptidd po-
tfebnych k teoretickému studiu konformace
(V. Tsikaris, loannina, A. G. Tzakos, loanni-
na, A. S. Galanis, Patras, V. Magafa, Patras
a dalsi), tak epitopl pro pripravu protilatek
(M. N. Alexis, Atény), tak syntetickych
vakcin, tak novych znadenych substrati
a inhibitord enzyma (A.Yiotakis, C.Tzougra-
ki, Atény) &i syntetickych proteind a polya-
minovych skeletld (N. Tsikopoulos, Patras).
Forum bylo ukonéeno vyletem vSech Gcast-
nikd k archeologickym vykopavkam v Olym-
pii a nav§tévou tamniho nadherného musea.
Zajimavou episodou byla navstéva malého
zcela nového podniku zaloZeného prof. Bar-
losem na vyrobu tzv. ,,Barlosovy pryskyfi-
ce" k syntéze peptidl. Tovarnicka vznikla bé-
hem 7 mésicl na zelené louce na okraji Pat-
rasu a zdjem o jeji produkt — tritylovanou

pryskyrici je mimoradny. Takovyto Uspéch
peptidového vyzkumu samoziejmé tahne
mladé lidi do této oblasti vyzkumu. VFelost
Rekii a jejich pohostinnost udélala z tohoto
naro¢ného védeckého setkani velice prijem-
nou zaleZitost.

Podpora, kterd je v Recku peptidovému
vyzkumu vénovana je velikd. Je to vidét
z vyctu instituci, kterym organizatofi dékuji
za prispévek k organizaci Fora.Vyzkum pep-
tidd je podporovan nejen stitem, mésty
a farmaceutickym prdmyslem, ale také z fon-
dd Evropské Unie. Recky peptidovy vyzkum
ma do budoucna o nasledovniky postarano.
Mnoho vlivnych osobnosti zastava nazor, ze
peptidy jsou léky budoucnosti, cozZ je ta nej-
vét3i deviza do budoucnosti. Ctvrté forum
reckych peptidart by se mélo konat za 3 ro-
ky tamtéz.

Jifina Slaninovd
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PAMATCE ING. EVZENA

Dne 12.5.2001 zemfel tragicky pFi ne-
uvéritelné nestastné shodé nahod Ing. Evien
Kasafirek, CSc.. Odesel jeden z vyznamnych
reprezentantli farmaceutické chemie uply-
nulych nékolika desitek let dnes jiz minulého
stoleti. Krutd tecka za Zivotem vzicného
Clovéka, kolegy kdykoli ochotného prispét
radou a také — tam kde to bylo mozZné —
praktickou pomoci ze zasob latek, mezipro-
duktd, substrat(i pro stanoveni aktivity pro-
teaz, nebo z tctyhodnych zdroj literatury.

Cela jeho profesni kariéra byla spojena
s Vyzkumnym ustavem pro farmacii a bio-
chemii — VUFB. Chemie zamé&rena k vyvoji
léCiv vyhovovala jeho Zivotnimu vyznani.
Vytvorit latky, které by pomahaly Iécit bylo
cilem, ktery uspokojoval jeho potrfebu po
smyslu lidského konani. Patfil k tomu typu
védce, ktery se svému povolani vénuje s ves-
kerou energii a nasazenim; nutno dodat,
Ze také s radosti.V Ustavu byl znam svymi
¢asnymi prichody, kdy se v klidu a tichu do-
sud liduprazdné knihovny probiral nové do-
Slymi ¢asopisy. Okno jeho laboratore svitiva-
lo do pozdniho vedera, €asto do noci.

Bahvi kde, snad v genetické vybave,
vznikaji nase afinity, naklonnosti, zaujeti pro
néjaky, asto vysoce specificky obor ¢innos-
ti. Pak muze stacit jedna jiskra. U Evzena Ka-
safirka to bylo néco jako laska na prvni po-
hled: chemie peptidl.Tu jiskru zaujeti zazeh-
ly — podle jeho slov — prednaska a setkani
s Prof. Josefem Rudingerem.Ten se pak stal
jeho ucitelem, spolupracovnikem a pfritelem;
neprestal na néj s vdé¢nosti vzpominat. Diky
této orientaci zaZil rozmach peptidarské
chemie v oblasti neurohypofysarnich hor-
mont na UOCHB a také se na ném podi-
lel se svym obvyklym zaujetim. Jim synteti-
zovany triglycyl-vasopresin je dodnes pouZi-
vanym lécivem uvnitf i vné naSich hranic.
Peptidim zistal vérny doslova cely Zivot.
Pritahovala ho moZnost zasahovat do po-
chodt Zivocisného organizmu jeho vlastnimi

KAsAFirRkA, CSc.

regulaénimi latkami na udrovni hormont
a pusobkd nebo enzymatickych systémi
a obménami molekuly cilit jejich Gcinky Za-
doucim smérem. To bylo z hlediska omeze-
nych moZnosti syntézy velkych peptidickych
molekul moZné napf: pripravou hypotalamic-
kych liberind, jako byl uvolfiujici faktor gona-
dotropini — gonadorelin, nebo thyreotrop-
niho hormonu.V obou pripadech vypracoval
nejen jejich syntézu, ale pfipravil i Fadu ob-
mén, jako byly superaktivni analogy gonado-
liberinu. Do této etapy patfila také priprava
somatostatinu. Z riznych divodi, specific-
kych pro tehdejsi dobu, uvazly tyto a dalsi
peptidické latky, které pripravil, nékde na
cesté k realizaci. Smér pripravy malych pep-
tidickych molekul navrzenych cilené pro
specificky zasah sledoval po celou dobu své
¢innosti. Rozsahlé znalosti biologie mu
umoziovaly vyuZivat rychle se rozvijejicich
novych pristupt k tomuto typu I&&iv.V osm-
desatych letech se zaméFil na imunomodu-
la¢ni peptidy thymu a fragment molekuly
thymopoetinu — pentapeptid, opét se sérif
analogtl. Velkym tématem tohoto obdobi byl
pokus o vyvoj inhibitor( elastazy pro Iécbu
akutni pankreatitidy. On a Prof. MUDr. Pre-
mysl Fri¢ se spolupracovniky, ktefi provadé-
li biologické hodnoceni téchto originalnich
latek na zviFecich modelech, vénovali tomu
projektu znacné usili.Vysledkem byly latky se
slibnymi Gcinky. To v8ak uz se zménila doba
a s ni i mnohé priority, stoupala finanéni a ¢a-
sova narocnosti predevsim vyvoje a zavadé-
ni nového plivodniho preparatu, a dalsi vyvoj
byl zastaven. Podobny osud potkal i spiro-
cyklicky dipeptid nazvany pracovné alaptid,
latku s nootropnim U¢inkem, u niz viak byly
nalezeny také vyznamné ucinky hojivé. Okol-
nost, Ze latky vyvinuté jako potencialni |éci-
va skonci svou kariéru pouze jako soucast
patentl nebo publikaci pres svou nespornou
Gcinnost, patfi k tomuto typu vyzkumu,
nikterak to vSak nesniZuje jeho Uroveri.
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Diky S$iri zajmi a pozoruhodné produk-
tivité navazal Ing. Kasafirek spolupraci a ¢as-
to pratelstvi s radou pracovnikd vysokych
Skol, akademie, klinik, doslova po celém teh-
dejsim Ceskoslovensku. Tak vznikly &etné
spole¢né publikace, patenty, jeho latky
poskytly témata nékolika disertacim. Casta
byla také setkani v jeho az ke stropu vyplné-
né laboratori, kde vidy vladla pratelska
a inspirativni atmosféra, a kde se navstévnici
ochotné tisnili na nepatrném prostoru.

Mezi odkazy téch, ktefi nas opustili,
patfi mino vycet dosazenych vysledk{l pra-
ce a jejich ocenéni také moralni a charakte-

rové vlastnosti, které rovnéz vidy zdobily
osobnosti védy. Neni jednoduché vystihnout
dostatecné takové vlastnosti v kratkosti
téchto radkd, nehledé na malou vystiZnost
slov u takového pokusu. Kromé vlastnosti
jako zaniceni, vytrvalost, a na druhé strané
nezistnost, velkorysost, nutno vyzdvihnout
neochotu uhybat, podfizovat se, coZ nevyvo-
lavalo vzdy priznivou odezvu. Vliv a odkaz
Ing. Evzena Kasafirka pretrvava u vSech téch,
kdo ho poznali jako védce i jako ¢lovéka.
Lidi jeho raZeni bude ve védé — a nejen tam
— vzdy potreba mimo jiné i jako prikladu.
VaZme si jich a méjme je v Ucté.

Ivan Krejci
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Sekce

ZPRAVY ZE SEKCI

SEPARACNICH METOD

ZpPrRAvVA O sYmMrposiu HPCE 2002

15. Mezinarodni symposium o separa-
cich a analyze v mikroméritku, (I5th Inter-
national Symposium on Microscale Separati-
ons and Analysis, HPCE 2002) se konalo
ve dnech 14 — 18. dubna ve Stockholmu.
Aclkoli v celkovém poradi jiZz patnacté,
teprve poctvrté se toto symposium konalo
v Evropé a poprvé ve Svédsku, které je spo-
lu s Nizozemim, Ceskoslovenskem a Japon-
skem povaZovano za jednu z kolébek kapi-
larnich elektromigraénich metod, nebot
specialisté pravé v téchto zemich se nejvice
zaslouzili o rozvoj prvni elektromigracni
separacni metody realizované v kapilarnim
formatu, kapilarni izotachoforézy. Spolup-
redsedou organizacniho vyboru symposia
byl prof. Stellan Hjertén z University Uppsa-
la, dnes jiz ,,Ziva legenda® elektromigraénich
metod, jehoZ pionyrské prace s elektroforé-
zou provadénou v (rotujicich) sklenénych
a kfemennych trubicich, jsou povaZovany za
zaklad pro pozdé&jsi vysokoucinné separace
v kapilarach.

Symposia se zucastnilo vice nez 500
Ucastniki ze 40 zemi ctyr kontinentd,
specialistd v elektroseparacnich metodach,
ale i uZivateld téchto metod v rdznych
oblastech chemie, biochemie, molekularni
biologie, mediciny, ve farmaceutickém pru-
myslu, v biotechnologii a pfi analyze Zivot-
niho prostredi.

Védecky program symposia byl velmi
bohaty, zahrnoval 6 plenarnich prednasek,
19 hlavnich a 56 dalSich prednasek jednotli-
vych sekci, 2 seminarni prednasky a 274 pla-
katovych sdéleni. Poté&sitelné bylo, Ze se me-
zi G&astniky neztratili ani zastupci z Ceské
republiky a ¢esti krajané, kteri do programu
symposia prispéli péti prednaskami a nékoli-
ka plakatovymi sdélenimi.

Plenarni prednasky byly prezentovany
v Uvodni a zavére¢né plenarni sekci a byly
zaméreny na pokroky a uZiti kapilarnich
a Cipovych elektromigraénich separacnich
metod v proteomice, genomice, biomedici-
né a v neurovédach.V Gvodni plenarni pred-
nasce ,Large scale proteomics in medicine*
prof. D. Hochstrasser (Univ. of Geneva)
demonstroval masivni, paralelni nasazeni az
90 HPLC analyzatorG a 50 hmotnostnich
spektrometrd pro identifikaci bilkovin
v komplexnich smésich bunécnych lyzati
a tkanovych extraktl a pri vyhledavani bio-
markert nadorovych i jinych onemocnéni.
Podobné tématické zaméreni méla i pred-
naska prof. M. Uhléna (Royal Inst. Technol.,
Stockholm) ,,Genomics and proteomics in
human diseases". Biomedicinalni aplikace
kapilarni elektroforézy v neurovédach, zalo-
Zené na on-line spojeni kapilarni elektrofo-
rézy s mikrodialyza¢nimi sondami do mozku
resp. do michy, shrnul ve své prednasce
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prof. R.T. Kennedy (Univ. of Florida). O vy-
uZiti sprazenych technik, kapalinové chroma-
tografie — hmotnostni spektrometrie, kapi-
larni elektrochromatografie — hmotnostni
spektrometrie, jakoZzto zakladu pro ana-
lytické screeningové technologie pri vyhle-
davani a testovani novych [éciv referoval
prof. H. Irth (Vrije Univ. of Amsterdam).
Ve zbyvajicich dvou plendrnich prednaskach
prof. A. van den Berg (Univ. of Twente)
a prof. J. Henion (Cornell Univ., Ithaca),
prezentovali pokroky v konstrukci mikro-
a nanofluidnich zafizeni pro tzv. totalni ana-
lytické mikrosystémy (micro Total Analytical
Systems — KTAS) neboli laboratore na Cipu
(lab-on-a-chip), a nové, na Cipech zaloZzené
strategie pro dosaZeni vysoké propustnosti
bioanalyz automatizovanou hmotnostni
spektrometrii s ionizaci nanoelektro-
sprejem. Cilem semindrnich prednasek
prof. E. Yeunga (lowa State Univ., Ames)
a prof. E. Jelluma (Rikshospitalitet Univ.,
O:slo), jez byly do programu symposia zara-
zeny poprvé, bylo podat Uvodni prehled
o kombinatorickém pristupu pfi vybéru puf-
ri pro optimalizaci elektroforetickych sepa-
raci biomolekul a o vyuziti kapilarni elektro-
forézy a jejiho spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii pfi FeSeni problé-
mu klinické analytické chemie.

Ostatni prednasky byly rozdéleny do
19 sekci, jejichZ nazvy odrazeji hlavni téma-
tické okruhy symposia: zaklady elektrosepa-
raénich metod (3 sekce), metodika jednotli-
vych kapilarnich elektromigraénich metod —
micelarni elektrokinetické chromatografie
a elektrochromatografie (2 sekce), pokroky
v instrumentaci a Cipova technologie (2 sek-
ce), aplikace elektroseparaénich metod
v proteomice (3 sekce), v genomice (| sek-
ce), v biomediciné (4 sekce) pri analyze
bilkovin a peptidl (2 sekce), ve farmaceutic-
ké analyze (1 sekce) a pfi separaci enantio-
merl (I sekce). Kazda sekce byla uvedena
hlavni prednaskou (keynote lecture), ktera
shrnovala hlavni pokroky prislusné oblasti
a poté nasledovaly 3-4 dalsi prednasky,

ve kterych byly ukazany dalsi vyznamné
novinky v metodice elektromigrac¢nich me-
tod i v jejich aplikacich.

Velky prostor;, ¢asovy i objemovy, byl
vénovan plakatovym sdélenim, ktera pokryva-
la tématicky stejné oblasti jako sekce pred-
naskové. Casové byla tato sdéleni rozdélena
do &tyr sekci, avsak diky tomu, Ze byla vyvé-
Sena po celou dobu symposia, bylo dostatek
prileZitosti seznamit se se vSemi zajimavymi
prispévky a podiskutovat s jejich autory.

Pribéh symposia potvrdil, Ze kapilarni
a Cipové elektroseparacni metody jsou i na-
dale predmétem intenzivniho vyzkumu a vy-
voje. Vyznamného pokroku bylo dosaZzeno
v rozvoji jejich teorie, metodiky, instrumen-
tace i v jejich vyuZiti. Teoretické modely
a pocitatové simulace umoziuji detailni
studium pribéhu elektromigraénich separa-
ci a vyznamné téZ napomahaji pri optimali-
zaci separacnich podminek pro praktické
aplikace.V oblasti instrumentace pokracuje
proces dal$i miniaturizace elektroseparac-
nich metod, z klasickych kapilar o priméru
50-100 Km se prechazi na submikrometro-
vé aZ nanometrové rozméry kanalkl v mik-
rocipech, ve kterych dochazi k separaci
a charakterizaci latek na molekularni
Urovni a jeZ jsou soucasti nové generace tzv.
nanotechnologii. Dalsim trendem je integra-
ce celého analytického procesu, priprava
vzorku, separace, detekce, do vySe uvede-
nych totdlnich analytickych mikrosystémd
(KTAS).

Neustale se rozsifuji i aplikaéni moz-
nosti kapilarnich elektromigracnich metod.
Diky kapilarni elektroforéze v multikapilar-
nim usporadani, kdy separace sekvenacnich
fragmentd DNA probihd simultanné
v 8, 96 a dokonce az 384 kapilarach, bylo
podstatné urychleno reseni projektu lidské-
ho genomu.V soucasnosti se predpoklada, Ze
kapilarni a ¢ipové usporadani elektrosepara-
ci se ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
stane i zakladni technologii v proteomice,
kde nahradi dosud nejvice vyuZivanou, kla-
sickou dvoudimenzionalni elektroforézu.
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Symposium probihalo v pratelské pra-
covni atmosfére v nové Velké aule Universi-
ty of Stockholm. Rovnéz spolecensky a kul-
turni program symposia byl bohaty a pestry,
jeho vrcholem bylo pfijeti vSech Gcastnikd
symposia na stockholmské radnici, specialné
v jejim Modrém sile, ve kterém se kazdo-
ro¢né udéluji Nobelovy ceny. Snem mnoha
Ucastnikd jisté bylo nékdy se tam pfi této
prilezitosti vratit...

Splnitelngj$im pranim bude zlcastnit se
nat jiZz v lednu (18-23.) 2003 v San Diegu
a dalsi pak i v pro ceské zajemce dostupném
Salcburku (8-12.2.2004).

Vdclav Kasicka, Ustav organické
chemie a biochemie AV CR, Praha
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RUZNE

1.©ZNAMEN]

KATEDRA GENETIKY BIOLOGICKE FAKULTY JIHOCESKE UNIVERZITY
V OESKYCH BUDEJOVICICH,
A OESKA KOMISE PRO NAKLADANi S GENETICKY MODIFIKOVANYMI
ORGANISMY A PRODUKTY
PRI MINISTERSTVU ZIVOTNiHO PROSTREDI OR

PORADAJI KURZ:

TRANSGENNI ROSTLINY

Kurz je uréen pro doktorandy, ale je otevien vSem zdjemciim.
Pro doktorandy BF JU bude kurz dle programu prednasek zakoncen zkouskou.
Bude soucasné poradan v ramci projektu ( UNEF-GEP ) Naional Biosafety Framework.

Termin: 2.9. 2002 - 6.9. 2002.
Misto konani: Aredl biologickych tstavii AVCR a Biologické fakulty JU.
Ubytovani: Koleje JU tamtéz
Obé&dy: Jidelna AVCR. Cena obéda: 53 K&
VloZné: Neni

PROGRAM:
2.9.: Ubytovani, individualni navstéva vystavy Zemé Zivitelka,
odpoledne od 13.00 seminaF v arealu vystavy Geneticky modifikované organismy
s nasledujicim programem:
Doc. Dr. ). Petr: Geneticky modifikovana zvirata
Doc. Dr. M. Ondrej: Geneticky modifikované odridy rostlin
Ing. K. Riha, ( Ing. ). Sougek ) : Praxe polnich pokusti s GMO
Prof. Dr. ). Drobnik : Legislativa geneticky modifikovanych organismu
Ing. Z. Doubkova: Zakon €. 153/2000 Sb.
Prof. Dr. H. Ren ckl: Etika transgenoze

3.9.-6.9.
Prenasky v budové B Biologické fakulty JU C. Budé&jovice, BraniSovska 31



Program prednasek kurzu: I

Dr. J.Vlasak, CSc.: Vektory pro transformaci rostlin

Dr. M. Ondrej: Novd generace selektovatelnych a reporterovych transgenti

Dr. J. Briza, CSc.: Transformace chloroplastti

Dr. J. Matousek, CSc.: Antisense RNA, dsRNA a umlCovdni transgent

Prof. Dr. F. Sehnal, CSc.: Geny pro enterotoxin v transgennich rostlindch

Dr. K. Angelis, CSc: Reparace DNA

Doc. Dr. M. Ondrej, DrSc.: Nové perspektivni transgeny v rostlindch

Dr. S. Sebestianova, PhD.: Manipulace hladiny etylénu v rostlindch

Dr. O. Navratil: Historie transgenu: bakteridlni gen pro fosfofruktokinasu

Dr. ). Ovesna, CSc.: Detekce komponent geneticky modifikovanych rostlin v surovindch
a potravindch

Prof. Dr.J. Drobnik: Vyvoj a stav legislativy pro prdci s GMO

Ing. M. Singer: Transgenni odrtidy a politika firmy Monsanto

Dr. S. Rakousky: Dlouhodobé monitorovdni transgennich odrid

Prosime zajemce o vypInéni predbéiné prihlasky a jeji odeslani do I5. 5. na niZe uvede-
nou adresu. Prihlasku je také mozno zaslat elektronicky. Dalsi informace budou zasilany
na adresy predbézné prihlasenych.V pripadé prili§ vysokého poctu zajemcl budou mit
prednost zajemci, ktefi se prihlasili drive.

Doc. RNDr. M. Ondfrej, DrSc.
Katedra genetiky BF JU,
BraniSovskd 31,

Ceské Budgjovice

370 05
milos.ondrej@bf.jcu.cz

PRIPRAVNY VYBOR:

Predseda: M. Ondrej

Clenové: Prof. Dr. |. Drobnik, DrSc, Doc. Ing. . Spak, DrSc, Dr. ). BFiza, CSc.,
mgr. D. Pavingerova, CSc., Dr. S. Rakousky, CSc., Dr. J.Vlasak, CSc

Zde odstfihnéte nebo zaslete mailem vyplnéné zpét:

PREDBEZNA PRIHLASKA
PFihlasSuji se na kurz Transgenni rostliny
V C. Budé&jovicich 2. 9. = 6. 9. 2001



CINNOST PATENTOVYCH

A LICENCNICH SLUZEB SSO6 AV 6R

Patentové a licenéni sluzby SSC AV CR jsou jako
servisni pracovi§té soucasti organizacni struktury
Stiediska spole¢nych ¢innosti AV CR.

Védeckym pracovistim AV CR poskytuiji bezplatné
sluzby souvisejici s ochranou dusevniho vlastnic-
tvi, zejména zpracovani prihlasek vynalezl, uzit-
nych vzor(l a ochrannych znamek a jejich zastu-
povani pFi Fizeni pred Uradem primyslového
vlastnictvi CR a zahrani¢nimi patentovymi Giady
(v zahranici prostrednictvim zahrani¢nich paten-
tovych zastupct), vyrizovani vymérd uradu,sledo-
vani |hat k placeni udrZovacich poplatkl
u prihlaSek vynalezd a patentd v tuzemsku
i v zahrani¢i, vedeni evidence patentovych

pripadu, patentopravni konzultace.

KONTAKT: Patentové a licenéni sluzby SSC AV CR
Politickych véznl 7
I11 21 Praha |

tel: 24 00 52 31 ,po - pa 8.00 - 16.00 (Ing.Dana Semberova)
E-mail : PLS@KAV.CAS.CZ, SEMBEROVA@KAV.CAS.CZ
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INTERNATIONAL MAX-PLANCK
RESEARCH SCHoOL:
"THE MOLECULAR BASIS OF PLANT
DEVELOPMENT AND ENVIRONMENTAL
INTERACTIONS"

Ph. D. Studentships

The Max-Planck-Institute for Plant Breeding Research together with its part-
ner institutions the University of Cologne, the Institute of Bioorganic Chemistry
(Poznan, Poland), the Institute for Plant Sciences (Gif sur Yvette, France) and the
Biological Research Centre (Szeged, Hungary) invite applications for Ph.D. fellows-
hips as part of the International Max Planck Research School (IMPRS) on "The
molecular basis of plant development and environmental interactions". The constel-
lation of participating institutions provides excellent conditions and expertise in
plant genetics, structural biology/biochemistry and cell biology. The program seeks
to provide an interdisciplinary education for highly motivated students. Individual
projects will include: structural and functional aspects of plant enzymes and regulatory
proteins, intra- and intercellular signalling, exogenous signals for cell division and differen-
tiation, determinants of plant-microbe development, molecular genetics of plant evolution,
symbiotic and pathogenic plant/microbe interactions, resistance/tolerance to abiotic stress
factors. The training includes biweekly seminars, experimental work under the
supervision of two senior faculty of the research school, and practical courses on
e.g. reverse genetics, gene isolation, advanced microscopy, 3-D-structural analysis of
proteins, bioinformatics, and novel mass spectrometry-based protein biochemistry
at the participating institutions. The program is in English and open for students
from all countries. Applicants must hold a Master's degree, comparable to the Ger-
man diploma, as required by the enrolling University of Cologne. The application
should be in English and must include: a cover letter, a detailed CV including
complete address with email, the grades of the Master's degree, and a one page
thesis summary; candidates from countries with another official language should
provide a proof of efficiency in English as a second language such as a certificate
of TOEFL or [ELTS. In addition two letters of reference should be mailed indepen-
dently to the IMPRS coordinator. The fellowship application should be mailed to:
IMPRS — Molecular Basis of Plant Development, Scientific Coordinator, Max-Planck-
Institut far Zichtungsforschung, Carl-von-Linné Weg 10, 50829 KoIn/Germany.
For further information about the application and the Ph.D. program please visit
www.mpiz-koeln.mpg.de and follow the link to the IMPRS or contact the scientific
coordinator under: imprsco@mpiz-koeln.mpg.de.
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