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ZPRAVY SPOLECNOSTI

ZPRAVA O EINNOSTI CESKE SPOLEENOSTI
PRO BIOCHEMII A MOLEKULARNI BIOLOGII

ZA ROK 2007

V roce 2007 Ceska spole¢nost pro bio-
chemii a molekularni biologii usporadala
nebo byla spoluporadatelem nékolika od-
bornych akci.

Prvni akci roku 2007 bylo jiz v poradi
Xl. setkani biochemikd a molekularnich
biologi v Brné ve dnech 3I. I. - I. 2.
(http://orion.chemi.muni.cz/setkani).

Dalsi akei konanou za podpory progra-
mu NPV Il MSMT CR a programu INGO
MSMT CR byl prakticky kurz pro st¥e-
doskolské ucitele biologie a chemie,
ktery se konal ve dnech 21. — 28. fijna
na UOCHB AV CR a VSCHT v Praze
(http://teacher.vscht.cz). O tuto akci je
v Fadach stredoskolskych pedagogl stoupa-
jici zajem; praktického kurzu se zucastnilo
65 mimoprazskych a 30 praiskych peda-
gogl, kteri absolvovali odborné prednasky
s navazujicimi laboratornimi praktiky.

Ve spolupraci s firmou Sigma Aldrich
a Ceskou spole¢nosti chemickou se jiz
po osmé konala ,Konference mladych*
(12. — 15. Cervna). Této konference se
zUclastnilo vice nez 60 postgradualnich
studentl a mladych védeckych pracovniki —
biochemikil a organickych chemik(i — z celé
republiky (www.sigmaaldrich.com).

Ve spolupraci s firmou Merck poradala
Spoleénost seminaF na téma ,Interakce
proteinl a sacharidd“ (19. dubna) v arealu
Ustavil Akademie véd v Praze-Kr¢i.

Vrcholnymi akcemi CSBMB v roce
2007 byly dvé mezinarodni konference,
a to ,Biosorption and Bioremediation
Conference® (http://bab07.vscht.cz), ktera
se konala 26. — 30. srpna v hotelu Méven-
pick v Praze a ISOBM Conference
(http://isobm07.vscht.cz ) ve dnech 15.— 19.

zafi v hotelu Dorint také v Praze. Prvni
z nich se zucastnilo 110 védci specializuji-
cich se na environmentalni problematiku
a druhé konference se zlcastnilo vice nez
350 odbornikli zabyvajicich se problemati-
kou vyzkumu rakoviny.

Své treti setkani uskutecnila mlada
sekce bioinformatiky CSBMB v breznu
v Novych Hradech (http://www.xray.cz/
Isetkani).

Ceska spoleénost pro biochemii
a molekularni biologii odborné garanto-
vala prenaskovy program akce s nazvem
,Laborexpo®, ktera se konala v Kongreso-
vém centru Praha ve dnech 26. — 27. zafi
(www.laborexpo.cz). Spolecnost zde méla
vystaven i svlj prezentaéni plakat.

Ceska spoleénost pro biochemii
a molekularni biologii v lofiském roce
podporovala Studentskou védeckou odbor-
nou ¢&nnost na Ustavu biochemie
a mikrobiologie VSCHT Praha.

Védecky tajemnik spoleénosti prof. Zi-
ma se zucastnil zasedani Rady FEBS v ¢ervnu
ve Vidni, kde Ceska republika na vystavnim
stanku jiZ prezentovala pripravu kongresu
FEBS 2009 v Praze.

Dva ¢lenové Spolecnosti se zucastnili
seminarfe ,,6th International workshop
on secondary school science education®
17. - 19. kvétna v Heidelbergu. Tento semi-
nar Uzce navazuje na akci poradanou spolec-
nosti pravidelné v terminu podzimnich
prazdnin stfednich Skol (viz Podzimni $kola).

Dilezitou aktivitou ¢lent Spole¢nosti je
prednaskova cinnost pro odbornou i laickou
verejnost. Tyto prednasky jsou vesmés na ak-
tualni témata (klonovani, lidsky genom, volné
radikaly, vitaminy apod.)
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CSBMB byla v uplynulém roce nosite-
lem grantu MSMT CR v programu INGO
na  reprezentaci  Ceské  biochemie
a molekularni biologie ve FEBS, IUBMB,
EMBC a ESF a grantu NPV Il (Narodni
program vyzkumu) MSMT CR. Tento grant
je zaméren na popularizaci prirodovédnych
oborl (specidlné molekularni biologie)

na stfednich Skolach. Spole¢nost je
i nositelem projektd  poskytovanych
RVS AV CR.

Spolecnost vydava (od roku 1972)
Bulletin CSBMB. Bulletin CSBMB se stal
vedle internetovych stranek duleZitym infor-
macnim médiem pro biochemickou verej-
nost.

K dalsim sluzbam Spolecnosti patii
odborna garance mladym biochemikim
a molekularnim biologim pFi Zadostech
o stipendia FEBS, IUBMB a EMBO. Cesk re-
publika se Gcastni i na prestiZznim programu
EMBO Installation Grants (www.embo.org).

Jednim z doporuceni pFi Zadosti
o stipendia FEBS musi byt i potvrzeni
o clenstvi v narodni Spolecnosti. Pocet
téchto Zadosti a registrace novych mladych
¢lend roste.

Spole¢nost finanéné podporuje i cesty
mladych ¢lenli spolecnosti na kurzy, které
porada FEBS (musi projit vybérem FEBS).

Ceska spoleénost pro biochemii
a molekularni biologii pracovala v péti sek-
cich (biologicky aktivni peptidy, sekce
enzymologicka, sekce proteomicka, sekce
bioinformatiky a sekce pro biologickou bez-

pecnost).
Ve Spolecnosti je zajmové sdruze-
no vice nez Sest set biochemikl

a molekularnich biologli z Gstavii Akademie
véd, vysokych Skol, nemocnic, hygienickych
stanic, firem i primyslovych podnika.

Podrobny rozpis aktivit véetné cerpani
financi je soucasti zpravy o hospodareni.
Veskeré informace o Ceské spolecnosti pro
biochemii a molekularni biologii a jejich
aktivitach jsou na internetové adrese:
http://csbmb.vscht cz.

V Praze dne 13.2.2008

Prof. RNDr. Vdclav Paées, DrSc.
predseda Spolecnosti

Zpracovala: ing. Irena Krumlova

PRoF. RNDR. VLADIMIR
18.12.1950 - 29.11.2007

Koncem minulého roku opustil nasi
biochemickou obec dlouholety vedouci
katedry biochemie prirodovédecké fakulty
Masarykovy univerzity, &len vyboru CSBMB

MIkKES, CSc.

a dalSich odbornych instituci, Prof. Vladimir
Mikes.

Narodil se 18. prosince 1950
v Moravské Trebové, kde absolvoval gymna-
zium s vynikajicim prospéchem. Byl vSe-
stranné nadanym studentem, vynikal nejen
v prirodovédnych, ale téZ humanitnich
oborech. Za svij budouci obor si pak vybral
biochemii (jeho dalsi oblibené discipliny —
francouzstina a klavir — se mu staly jedna
vyznamnou pomocnici pFi zahrani¢nich po-
bytech druha pak celoZivotnim konic¢kem).
Vystudoval ji na prirodovédecké fakulté
dnesni Masarykovy univerzity v letech 1969
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— 1974 a jiz brzy po nastupu ke studiu se
zacal zajimat o samostatnou védeckou
praci. Vénoval se vlivu derivati kumarinu
na energetické pochody v mitochondriich
a bakteriich a v r. 1974 obhgjil diplomovou
praci na téma ,Fluorometrické sledovani
interakei ostruthinu s membranovymi systé-
my* a v této tematice pokracoval jiz jako
asistent katedry biochemie materské fakulty,
na niz postupné dosahl titulu RNDr. (1976)
a CSc. (1984).

Vyznamnymi mezniky v jeho profesnim
ristu byly zahrani¢ni pobyty. Prvni byl
kratkodoby v r. 1982, kdy absolvoval takika
povinnou staZz v Moskvé, ovSem vybrané
pracovisté na tamni université mélo dobrou
Uroveni i pristrojové vybaveni a tak tento
pobyt umoznil Vladimiru MikeSovi dalsi roz-
vinuti vyzkumné problematiky.V r. 1984 byl
vyslan jako expert do AlZirska, kde psobil
3 roky na universit€ ve mésté Anaba.
Po svém navratu se pIné vénoval praci
na katedre, kde se zacina specializovat
na metabolismus dusiku u mikroorganismd.
V tomto oboru se pak habilitoval praci
»Enzymové systémy asimilujici amoniak
u mikroorganismd“ a v r. 1995 byl jmenovan
docentem pro obor biochemie.V té dobé se
jiz zacind postupné orientovat na rostlinnou
biochemii.V r. 1993 ziskal francouzské vladni
stipendium k ro¢nimu pobytu na Université
de Bourgogne v Dijonu, k ¢emuz vedle
odbornych predpokladii prispéla téZz jeho
perfektni znalost francouzstiny, které se vé-
noval jiZz od dob svych gymnasidlnich studii.
Tento pobyt vyustil v trvalou spolupraci
na vyzkumném tematu zamérenému na in-
terakce rostlin s patogeny. Nutno zdUraznit,
Ze Vladimir MikeS nebyl jen pasivnim pri-
jemcem inspiraci hostitelskymi pracovisti,
ale aktivnim spolupracovnikem prinasejicim
nové podnéty a vlastni zkuSenosti a erudici,
kterou své spolupracovniky obohacoval
a jeho prinos byl jimi téZ vysoce ocefiovan.
A tak po habilitaci odchazi znovu do Dijonu,

kde pUsobi v letech 1997 — 1999 jako ,,invi-
ted professor”. Po definitivnim navratu
do Brna se jeho vyzkumna prace zamérila
na toto nové tema, které se stalo i zakladem
pro jeho profesorské Fizeni zakoncené
v r. 2005 jmenovanim profesorem bioche-
mie. Na problematice regulacnich pochodi
u rostlin zaloZil na brné&nské katedre bioche-
mie vyzkumnou skupinu s jasnou perspekti-
vou dalSiho rozvoje v podminkach novych
laboratofi v bohunickém arealu, ktery spolu
s ostatnimi planoval. Jejich definitivniho do-
konceni se vsak bohuZel dockal, az uz byl
vazné nemocen.

Prof. Mikes se rovnéz intensivné zabyval
¢innosti pedagogickou. Pripravil a uved|
do vyuky prednasku z rostlinné biochemie
a vedle prednasky zakladni biochemie se
vyznamné podilel na vyuce biochemickych
metod. Pro studenty sepsal nékolik studij-
nich textd, jednak pro laboratorni cviceni,
ale nejvice studenti ocenovali jeho multime-
dialni Slovnik zakladnich pojmi v biochemii.
Aktivné ved| studenty na seminarich, svymi
Zivymi diskusnimi prispévky a dotazy vybizel,
az provokoval, studenty k vétsi aktivité.

Vedle odborné a pedagogické cinnosti
se prof. Mike§ vénoval i organizacni praci.
Dlouha léta ved| katedru biochemie, byl ¢le-
nem vyboru naSi Spoleénosti, Narodniho
komitétu pro biochemii a molekularni bio-
logii, oborovych rad a zkuSebnich komisi
a dalSich odbornych instituci. Mél pred
sebou jesté mnoho plodnych let, v nichz se
dalo ocekavat, Ze vyznamné prispéje
k dal$imu rozvoji nejen brnénské, ale celé
Ceské biochemie. Jeho pracovni eldn a akti-
vita tomu jednoznacné nasvédcovaly. Vech-
ny nas prekvapila tézkd nemoc, ktera zhatila
tyto perspektivy a my jsme mohli jenom sle-
dovat jeho Uporny boj o jeji zvladnuti a nav-
rat k cinorodé praci a prat mu Uspéch.
BohuzZel, nestalo se tak a my muiZeme
jenom vzpominat na vSechno, co pro nas
vykonal.

cnm
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PROFESOR JAN BOROVANSKY OSLAVIL

65. NAROZENINY

Jako kazdy medik jsem se setkal se jmé-
nem Borovansky hned na pocatku studia,
respektive jesté pred jeho zalatkem,
pFi vypUj¢ovani u€ebnic do . ro¢niku, nebot
rozhodujici objem i hmotnost vyplijcenych
knih tvorila anatomie, jmenovité ucebnice
Ladislav Borovansky a kolektiv: Soustavna
anatomie Clovéka | a Il. To bylo v r. 1960.
O 6 let pozdéji jsem se znovu setkal se jmé-
nem Borovansky, tentokrat to byl ale Jan,
to kdyz jsem narukoval k zavére¢nému
vojenskému soustfedéni v ramci vojenské
katedry a pozdé&ji k vojenské prezencni
sluzbé do Hradce Kralové k dvodnimu
sousti'edéni absolventl |ékarskych fakult.
SbliZil jsem se tam s desatnikem-absolven-
tem MUDr. Janem Borovanskym na zakladé
shodné zvolené profese, ale i lidsky, coz nam
zlstalo dodnes.

Ano, syn slavného anatoma si zvolil
drahu biochemika. Ucinil tak hned b&hem
prvniho rocniku svého studia. Na zakladé
nabidky prof. MUDr. Antonina Felixe
Richtera, DrSc. se dostavil na pocatku
2. ro¢niku studia v den sv. Vaclava 28. zari
1961 do Il. Ustavu pro chemii lékarskou
na tehdejSi Fakulté vSeobecného lékarstvi
UK v Praze, aniz by tusil, Ze to vSe potrva
dalsich mozna 50 let. Pod profesorovym

vedenim proSel martyriem laboratornich
praci, predevsim titracnich analyz, které
pravdépodobné mély odlisit povrchni zajem-
ce od téch skuteénych. Jan Borovansky vy-
drzel a po skonceni medicinského studia
v 1. 1966 dosahl pozice védeckého aspiranta
(dnes postgradualniho studenta) na stejném
ustavu. Jeho Skolitelem byl ustanoven
doc. MUDr. JiFi Duchor, CSc., ¢imZ bylo da-
no i odborné zaméreni Jana Borovanského —
vyzkum maligniho melanomu a melanoge-
neze, ktery na tomto Ustavu tehdy patfil pri-
nejmensim k evropské Spicce.V dobé poby-
tu doc. Duchoné na Harvardské université
v USA byl Borovanského Skolitelem tehdejsi
doc. Ing. Dr. Zdenék Vodrazka, DrSc.
z UHKT. Vedoucim ustavu tehdy byl
prof. MUDr. et MVDr. Jan Sula, DrSc., dalsi
vyznamna osobnost Ceské onkologické che-
mie, od roku 1970 jej vystridal jiz zminény
doc. Jifi Duchori (pozdgji prof. DrSc.).
Z ucednickych let Jan Borovansky plynule
presel do let tovarySskych a mistrovskych,
kandidatskou praci obhdjil v r. 1976, v roce
1979 jsme se spolu sesli u habilitaéniho Fize-
ni, protoZe nase dvé habilitace z oboru lékar-
ské chemie a biochemie byly na programu
Védecké rady FVL UKV Praze ve stejny den.

V pedagogickém procesu je na své fa-
kulté zapojen od roku 1965, uci a zkousi lé-
karskou chemii, biochemii a pathobiochemii,
véetné vyuky v anglickém jazyce. Je autor
a spoluautor rady ucebnic. Vyucoval i na
2. a 3. LF v Praze.V roce 1996 byl vitéz
studentské ankety hodnoceni uditell
na 3. LF UK.

Ve vyzkumu je systematicky zapojen
od roku 1967, podilel se na vyzkumu malig-
niho melanomu, Fidil skupinu celularni bio-
chemie. Zamé&ril se zejména na studium riz-
nych enzymovych aktivit na bunécné
a subcelulani drovni, jez by mohly slouZit
jako markery maligniho melanomu, na funk-
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ce melanosom a biologické Uéinky zine¢na-
tych iontd. Spolupracoval s pracovniky
Ustavu experimentalni onkologie SAV
Bratislava, s britskymi pracovisti v Sheffieldu
a University College vLondyné, s univerzitou
v Leidenu v Nizozemi i s pracovisti v Polsku.
Byl reSitelem nebo spoluresitelem rady
grantll na v§ech moznych drovnich granto-
vého systému.. Pfednasel mnohokrat jako
zvany renik v zahranici, véetné National
Cancer Institute, NIH, Bethesda, USA.

Od roku 1968 je ¢lenem Ceskosloven-
ské biochemické spolegnosti (nyni CSBMB)
a kromé toho ¢lenem nékolika spole¢nosti
Ceské |ékarské spole¢nosti . E. Purkyné. Je
¢lenem European Society for Pigment Cell
Research, v letech 1990 — 1998 byl ¢lenem
vyboru této spolecnosti. Plisobi jako editor
a recenzent nékolika ¢asopisti — Melanoma
Research, The International Journal of
Biochemistry & Cell Biology, Pigment Cell
Research, Pigment Cell Research Bulletin
a Folia Biologica.

Jan Borovansky proZil vétsi polovinu
svého dosavadniho Zivota s nemalym zdra-

votnim handicapem. Podporu nasSel vidy
u své rodiny a pratel. Nikdy si na svij osud
nestéZoval, nikdy nepozZadoval ulevy v praci.
V roce 2004 byl jmenovan profesorem
lékaFské chemie a biochemie, je ¢&lenem
Ceského narodniho komitétu pro biochemii
a molekularni biologii, v soucasné dobé&
pracuje v organizacnim vyboru kongresu
FEBS, ktery bude v Praze v roce 2009,
nové byl zvolen do Akademického senatu
I.LF UK. Kromé u nas béZnych titull pred
i za jménem obdrZel prof. Borovansky jesté
nékolik unikatnich az tajemnych tituld.
Kupf. je ¢lenem The Quintox Group a byl
jmenovan Fellow of the Totteridge Institute
for Advanced Science. Vedle titult je
prof. Borovansky nositelem kvalitniho hu-
moru, ktery by mohl byt nazvan suchy,
¢i anglicky, ale co je nejdllezitési, je to
humor neutuchajici a alespol pro mne je
vZdy vzpruhou.

Ad multos annos!

Radim Cerny

N7
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ODBORNE CLANKY

CiLENY POSUN CTECiHO RAMCE — TRANSLACE
ALTERNATIVNICH PRODUKTU

Zdena Smékalovd a Tomds Ruml

Ustav biochemie a mikrobiologie,V§CHT,Technické 3, 166 28 Praha 6

smekaloz@vscht.cz, tomas.ruml@vscht.cz

1. Uvod

PrestoZze translace mRNA je velmi
presnym a dobre regulovanym procesem,
dochazi k chybdm i na této Grovni's,
K zarazeni nespravné aminokyseliny do mo-
lekuly proteinu dochazi s etnosti nizsi nez
3-1073. Ve vétsing pripad(i ma zaména jedné
aminokyseliny minimalni vliv na funkci i
aktivitu daného proteinu, coz mize byt jed-
nim z dlvodd, pro¢ nedoslo k vyvoji pres-
néjSiho mechanismu vybé&ru aminoacyl-
tRNA pfi translaci. Translaéni chyby se zmé-

nénym smyslem mohou byt zplsobeny bud

vazbou nespravné aminokyseliny na tRNA
pomoci aminoacyl-tRNA synthetasy nebo
inkorporaci nespravné, tj. kodonu neodpovi-
dajici, tRNA do aminokyselinového (A)
mista ribosomu. Takova tRNA se zpravidla
paruje s kodonem pouze dvéma bazemi, coz
muZe mit v disledku degenerovaného gene-
tického kédu za nasledek zarazeni struktur-
né podobné (nékdy i téZe) aminokyseliny
vzhledem k aminokyseliné kédované.
Vazingjsi jsou chyby vedouci k pred-
Casné terminaci translace, napriklad spon-
tanni disociaci peptidyl-tRNA z peptidového
(P) mista ribosomu v disledku zarazeni
nespravné aminoacyl-tRNA. Chyby vedouci
ke zméné cteciho ramce mivaji rovnéz fatal-
ni disledky pro syntézu funkéniho proteinu.
Davodem je kompletni zména sekvence
od mista posunu a predcasna terminace
v dlsledku castého vyskytu stop kodonl

v posunutych, nekéduijicich ¢tecich ramcich.
Cetnost vyskytu chyb v disledku posunu
&teciho ramce je nizsi, asi 3-10-5, nez vyskyt
chyb se zménénym smyslem nebo disociace
peptidyl-tRNAZ4,

Urcité motivy mRNA G¢inné stimuluji
déje podobné translaénim chybam, jejichz
Cetnost je pak o nékolik rada vyssi. Jisty
podil ribosoml pak pokraduje v translaci
ve Ctecim ramci posunutém o (—I) nebo
(+1) nukleotid nebo dokonce po vynechani
urcitého Useku mRNA. Jiné motivy mRNA
stimuluji procteni stop kodonu?¢. U¢innost
posunu ¢teciho ramce se pohybuje
v rozmezi od | % do 50 % v zavislosti
na strukturnich motivech mRNA, které mis-
tu posunu Cteciho ramce predchazeji nebo
je nasleduji. Tyto sekvence zpomaluji proces
translace, a tak zvySuji pravdépodobnost
posunu ¢teciho ramce, ktery je pri normalni
rychlosti translace velmi nepravdépodobny.
Jde tedy o kineticky Fizené procesy?.

2. Typy cileného posunu ¢teciho ramce

Typy posunu ¢teciho ramce Ize klasifi-
kovat podle mechanismu (posun o jeden
nukleotid ve sméru nebo proti sméru trans-
lace) nebo podle polohy mista posunu
v genu a s tim souvisejiciho vlivu na pred-
¢asnou terminaci a vznik funkéniho pro-
teinu. Dle jejich fyziologického vyznamu
klasifikujeme posuny &tecich ramcid do tFi
tid2.
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K posunu ¢teciho ramce prvni tridy
dochazi pred 3’ koncem gent. Vétsina ribo-
soml preklada cely gen v jednom ctecim
ramci a k terminaci je vyuZzit stop kodon da-
ného genu. Malé procento ribosomil vsak
pred koncem prvniho genu zméni cteci
ramec a pokracuje v translaci v novém (po-
sunutém) ¢tecim ramci stovky az tisice nuk-
leotidii za stop kodon genu prekladaného
v pivodnim &tecim ramci. Ucelem takového
posunu cteciho ramce je syntéza proteind,
které sdileji stejnou N-terminalni ¢&ast.
C-Terminalni prodlouZeni mulZe zplsobit
pozménénou biologickou aktivitu nebo jinak
ovlivnit funkci N-terminalni ¢asti.

Velmi detailné je posun ¢teciho ramce
tohoto typu prostudovan u retrovir(, kde se
uplatiiuje pfi regulaci vzajemného poméru
strukturnich proteinli tvoricich schranku
kapsidy a retrovirovych enzymd, jichz je
zapotiebi Fadové mensi mnoZzstvi. Zraly
virion obsahuje strukturni proteiny tvorici
kapsidu: matrixovy, kapsidovy, nukleokapsi-
dovy, které jsou spolecné vsem retrovirim
a nékteré dalsi proteiny specifické pro jed-
notlivé retroviry. Tyto proteiny jsouve virio-
nu pritomny v ekvimolarnim mnozstvi, ne-
bot vznikaji specifickym $tépenim spolecné-
ho polyproteinového prekurzoru (Gag).
VSechny retroviry obsahuji také enzymy:
proteasu, reversni transkriptasu a integ-
rasu’®, které jsou kodovany spole¢nym
genem (pol) a vznikaji tedy také nejprve ve
formé prekurzoru. Obecné, genom retrovi-

Usporadani gena gag a pol
v genomu HIV-1 po prepisu do mRNA:

gag | pol ,

| (-1) posun ¢teciho ramce || Stop kodon |

ri obsahuje geny gag, pol (obr. |) a env (ko-
dujici transmembranové glykoproteiny, které
vznikaji ze sestfizené RNA a nepodléhaji
tedy posunu ¢teciho ramce, proto o nich ne-
ni v tomto prehledu pojednano). U vétsiny
retrovird vznikda prekurzor retrovirovych
enzyml (z genu pol) ve formé fuzniho
produktu s polyproteinem Gag, tedy jako
Gag-Pol.

PFi translaci vétSina ribosoml vy-
uZije k terminaci stop kodon genu gag
a syntetizuje pouze polyprotein Gag.
U 5 — 20 % ribosomi dochazi pred koncem
genu gag k posunu cteciho ramce o jeden
nukleotid zpét, a tak se stop kodon genu gag
dostava mimo cteci ramec. Tyto ribosomy
pokracuji v translaci genu pol, za vzniku fiz-
niho polyproteinu Gag-Pol. Tento mechanis-
mus zajisStuje stejnou N-termindlni ¢ast po-
lyproteint Gag i Gag-Pol, ktera je nezbytna
pro jejich inkorporaci do nezralé virové ¢as-
tice. Ucinnost posunu &teciho ramce je
u jednotlivych druhil retrovirG dana fyziolo-
gicky, a tak je zajiSté€n spravny pomér struk-
turnich proteinli a enzymi, jehoz zachovani
je nezbytné pro vznik zralé infekéni virové
castice.

Tento typ (-1) posunu ¢teciho ramce se
uplatiiuje také pri expresi minoritniho kapsi-
dového proteinu bakteriofaga T7, infikujiciho
Escherichia coli?.Vznika tak alternativni forma
hlavniho kapsidového proteinu. Podobny jev
byl pozorovan napf. u hlavniho kapsidového
proteinu bakteriofiga A2 Lactobacillus A2
(cit.%).

Polyproteinové prekurzory:
Gag
AC—1

Gag-Pol
B)

Obr. 1. Schematické znazornéni uspofadani gent gag a pol v genomu viru lidské imunodeficience (HIV-1); gen
gag kéduje zakladni polyproteinovy prekurzor Gag (A), pfi jehoz syntéze nedochazi k posunu ¢teciho ramce.
Produkty genu pol jsou syntetizovany ve fuzi s produktem genu gag za vzniku polyproteinu Gag-Pol (B),
v disledku posunu ¢teciho ramce pred koncem genu gag o jeden nukleotid zpét.

iom
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Posun ¢teciho ramce druhé tiidy ma
jiny el nez prvni typ a vysledkem je zkré-
cena forma proteinu. V plvodnim ¢&tecim
ramci vznika funkéni protein, ale ribosomy
posunuté do nového ¢teciho ramce synteti-
zuji kratsi formu s odlinou funkci. Napfr
expresi genu dnaX E. coli v plivodnim &tecim
ramci vznika protein DnaX, ktery ma 640
aminokyselin a tvori T podjednotku DNA
polymerasy lll. Pfiblizné polovina ribosomu
je po inkorporaci 430. aminokyseliny posu-
nuta do cteciho ramce (—1), ve kterém pri-
poji jedinou aminokyselinu a poté dojde
k terminaci na kodonu UGA za vzniku y
podjednotky enzymu®'°,

Trida 3

K posunu ¢teciho ramce tietiho typu
dochazi kratce po iniciaci translace a pouze
protein syntetizovany v posunutém ctecim
ramci je biologicky aktivni. Ribosomy, které
pokracuji v translaci v plvodnim ¢tecim
ramci, produkuji nefunkéni  protein.
Prikladem je exprese genu prfB, ktery kédu-
je uvoliovaci faktor 2 (RF2) E. coli. Posun
¢teciho ramce zde umoziuje autoregulaci
exprese genu (viz niZe).

Trida 1:

)
—

Trida 2:

I D
=)

Trida 3:

E

t Df

Obr. 2. Tii tiidy cileného posunu ¢teciho ramce; Se-
dé sipky v hornim ramecku predstavuji oblast mRNA
(¢erna céra) prekladanou ribosomy v plivodnim cte-
cim ramci. Cerné 3ipky ve spodnich rameccich re-
prezentuji Gsek prekladany v posunutém ¢tecim ram-
ci. Transla¢ni produkty predstavované silnymi sedymi
Sipkami jsou syntetizovény v prebytku.

3. Mechanismus
¢éteciho ramce

cileného posunu

Elongaci polypeptidového fetézce, pfi niz

dochazi k posunu ¢teciho ramce, Ize zjedno-

dusené popsat kroky:

— vazba aminoacyl-tRNA do A (aminokyse-
linového) mista ribosomu,

— vznik peptidové vazby katalyzovany pepti-
dyltransferasou,

— translokace peptidylu z A do P (peptido-
vého) mista ribosomu,

— uvolnéni deacylované tRNA z E (,,exit")
mista ribosomu.

Obecné principy (+1) i (-I) cileného
posunu Cteciho ramce byly popsany na za-
kladé vysledki studia vird a retrotranspo-
sonl (kratké dseky DNA, které se premis-
tuji v genetickém materialu pomoci reversni
transkriptasy). K cilenému posunu ¢teciho
ramce je tfeba dvou motivii na mRNA: tzv.
»klouzavé sekvence mRNA, kde je posun
tRNA zvyhodnén, a stimulatoru zvysujiciho
Ucinnost celého déje pravdépodobné do-
¢asnym zastavenim pohybu ribosomu.
Stimulatorem byva pomalu prekladana ob-
last mRNA, coZ mohou byt: kodon pro vzac-
nou tRNA (,hungry codon®), nedokonale
rozpoznavany stop kodon, oblast interakci
mRNA-rRNA nebo oblast sekundarnich
a terciarnich struktur mRNA.

Dosud nejlépe odpovida v§em studova-
nym prikladim cilenych posunl ¢teciho
ramce tzv. integrovany model'"'2. Oba typy
cileného posunu ¢teciho ramce (+1) i (1)
jsou Fizeny kineticky a probéhnou pouze
v pripadé, Ze ribosom je prechodné zastaven
diky pFitomnosti cis-signald na mRNA (se-
kundarni a terciarni struktury mRNA vysky-
tujici se na dané molekule). Typ posunu je
ovlivnén zplsobem obsazeni vazebnych mist
ribosomu molekulami tRNA. K (1) posunu
dochazi v okamZiku, kdy je P i A misto ribo-
somu obsazeno, zatimco k (+1) posunu do-
jde pouze, kdyZ A misto neni obsazeno mo-
lekulou tRNA.

Lze predpokladat, Ze mutace nebo
slou€enina ovliviujici vazbu a selekci amino-
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acyl-tRNA do A mista by méla ovlivnit tcin-
nost bud (-1) nebo (+I) posunu é&teciho
ramce, nikdy ne obou soucasné.Tento pred-
poklad byl experimentalné ovéren, a tak
byla platnost integrovaného modelu proka-
zéna'2,

Selekce a vazba aminoacyl-tRNA

Eukaryotni elongacni faktor eEFlo,
ktery je spolu s aminoacyl-tRNA a GTP sou-
casti ternarniho komplexu, umoziiuje vazbu
aminoacyl-tRNA do A mista ribosomu.
Mutace zpomalujici recirkulaci eEFla
z ternarniho komplexu posouva rovnovahu
ve prospéch ribosoml s obsazenym P mis-
tem a prazdnym A mistem, a tak zvySuje
pravdépodobnost (+1) posunu ¢teciho ram-
ce. Naopak pFi mutaci vazebného mista pro
GTP v eEFlo setrvava ternarni komplex
v A misté déle, coz podporuje (—1) posun
Cteciho ramce.

MnoZeni tzv. kvasinkového viru (,,yeast
killer virus*), které je zavislé na (—1) posunu
¢teciho ramce, je inhibovano anisomycinem,
tj. antibiotikem, které specificky inhibuje
vstup aminoacyl-tRNA do A mista riboso-
mu. PFedpoklada se, Ze anisomycin také zvy-
Suje ucinnost opravného mechanismu
v A misté, a tak se podili na zachovani pu-
vodniho ¢teciho ramce.

Vytvoreni peptidové vazby a translokace

Pred translokaci je A i P misto riboso-
mu obsazeno tRNA, zatimco po translokaci
je A misto volné, v misté P je peptidyl-tRNA
a deacylovana tRNA je v misté E.
Sparsomycin je antibiotikum inhibujici tvor-
bu peptidové vazby, ¢imz prodluzuje dobu
setrvani ribosomu na ,klouzavé sekvenci“
s obéma misty (P i A) obsazenymi tRNA.
Sparsomycin tak v souladu s integralnim mo-
delem zvysuje ucinnost (—1) posunu ¢teciho
ramce.

Inhibice translokace snizi mnozZstvi ri-
bosom{ vhodnych pro (+1) posun ¢teciho
ramce. MnozZstvi ribosoml vhodnych pro

(—1) posun ¢teciho ramce by mélo naopak
vzristat, nebot aminokyselinové misto zu-
stava obsazeno. Zjisténi, Ze ke zvySeni ucin-
nosti (—I) posunu nedochazi, potvrzuje,
Ze ribosom po vytvoreni peptidové vazby jiz
nemduze z termodynamického hlediska posu-
nout Cteci ramec.

3.1. Cileny (+1) posun ¢&teciho ramce
u prokaryot

Dobre popsanym prikladem (+1) posu-
nu cteciho ramce u prokaryot je posun
nutny k translaci prfB genu E. coli, ktery
kéduje uvolfiovaci faktor 2 (RF2)2*5 nutny
k uvolnéni nové syntetizovaného polypepti-
dového retézce na stop kodonu. Aby ribo-
som syntetizoval aktivni RF2 spravné délky,
zabranit terminaci posunem cteciho ramce
o | nukleotid ve sméru translace. Ribosomy
pak prelozi jesté dalSich 340 kodonl
v novém ¢tecim ramci za vzniku funkéniho
uvoliiovaciho faktoru RF2. Posun ¢teciho
ramce umozZiuje autoregulacni mechanis-
mus. Pokud je hladina RF2 v burice vysoka,
prevlada terminace translace prfB genu
v dlsledku vazby RF2 na UGA kodon
v pozici 26 plvodniho cteciho ramce.
Vznika tak zkraceny neaktivni protein, ktery
je rychle degradovan. Je-li hladina RF2
v burice nizka, ribosomy prekonaji termi-
naéni kodon posunem cteciho ramce,
coz vede k produkci aktivniho RF2. Pozoru-
hodna je ucinnost tohoto jevu, jez se
muZe pohybovat v rozmezi od 30 az do
100 %.

Analyzy mutantl se zménami v okoli
mista posunu ¢teciho ramce prfB genu uka-
zaly, Ze tento jev zavisi na kombinaci tFi ele-
ment( (obr. 3):

— slaby terminaéni kodon UGA nasledovany
cytosinem,

— posledni smysluplny kodon pGvodniho otev-
reného ¢teciho ramce CUU, ktery umoziiu-
je slabé parovani G s U v posledni pozici,
sekvence pripominajici Shine-Dalgarnovu
sekvenci (SD-like sequence, SDL).

12 .
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SDL
(0) ORF |'*> Arg Gly

SO ®

Tyr Leu Stop

5. |AGG GGG U | Au cuw

UGA C...3

(+1)ORF|=>

L1
Asp

Obr. 3. Usek mRNA genu prfB E. coli, kde dochézi k posunu &teciho ramce o +1 nukleotid ve stavu, kdy se
termina¢ni kodon UGA nachdzi v A misté ribosomu; sekvence podobna Shine-Dalgarnové sekvenci (SDL) pre-
kryva svym 3’-koncovym nukleotidem UAU kodon pro tyrosin, ktery je pii posunu ¢teciho ramce v E misté ri-
bosomu. Peptidova sekvence nad sekvenci mRNA odpovidé ptivodnimu ¢tecimu ramci (0); novy Cteci rdmec

(+1) zac¢ina aspartatem

Bylo prokazano, Ze triplet UGA je nej-
slabSim terminaénim kodonem, jehoZz G¢in-
nost je modifikovana nasledujici bazi. C
v této pozici nejucinnéji zeslabuje stop sig-
nal'3. Sekvence podobna Shine-Dalgarnové
(SDL), AGG GGG, je komplementarni ke 3’
konci 16S rRNA stejné jako Shine-
Dalgarnova sekvence, ktera urcuje iniciaci
translace. Na rozdil od dobre prostudované
Shine-Dalgarnovy sekvence, ktera leZi pred
prekladanou oblasti, je SDL umisténa uvnit¥
kédujici sekvence mRNA. Posledni nukleotid
SDL je totozny s prvnim nukleotidem E mis-
ta ribosomu v okamziku, kdy se terminacni
UGA kodon nachézi v A misté téhoz ribo-
somu (obr. 3). Bylo potvrzeno, Ze vzdalenost
mezi SDL sekvenci a mistem posunu je kri-
ticka pro zachovani vysoké ucinnosti posunu
Dalgarnovy sekvence od inicia¢niho mista je
vétsi nez vzdalenost SDL od mista posunu
predpokladaly, Ze  interakce  SDL
s komplementarni sekvenci ribosomalni
RNA zplsobuje pnuti v ribosomu, které
»tahne* peptidyl-tRNA do (+I) mista.
Posledni studie vsak prokazaly primou sou-
vislost mezi obsazenim E mista deacylova-
nou tRNA a G€innosti posunu ¢teciho ram-
ce*. Interakce SDL s ribosomalni RNA zpii-
sobi uvolnéni deacylované tRNA z E mista,
a tak na ribosomu zlstane pouze jedna
tRNA, peptidyl-tRNA. Takovy ribosom je
pak velmi nachylny k posunu do (+1) &teci-

ho ramce. Takto bylo prokazano, Ze obsa-
zeni E mista ma nezbytnou Ulohu
pro zachovani ¢teciho ramce.

Vyskyt SDL uvniti* kédujici sekvence
byl potvrzen i v dnaX genu E. coli.Vzdélenost
SDL od mista posunu ¢teciho ramce
v tomto genu je na rozdil od vySe uvedené-
ho prikladu (pro (+1) posun) vétsi nez vzda-

s 16S rRNA stimuluje posun peptidyl-tRNA
do (-1) mista. Predpoklada se, Zze SDL se-
kvence se vyskytuje i u dalSich gen(, které
obsahuji mista posunu ¢teciho ramce.

3.2. Cileny (+1) posun ¢teciho ramce

u eukaryot

U eukaryot bylo popsano nékolik pri-
padid posunu ¢teciho ramce o | nukleotid ve
sméru translace. Komplexnim prikladem je
(+1) posun v genu pro inhibitor (oznacova-
ny jako ,antizym 1“) ornitin dekarboxylasy
(ODCQ), ktera se ucastni syntézy Zivotné ne-
zbytnych polyamind. ODC katalyzuje prvni
krok biosyntézy polyamini tj. preménu or-
nithinu na putrescin. Putrescin nasledné
slouzi jako prekurzor pro syntézu polyami-
nl spermidinu a sperminu.Vysoké koncent-
race polyaminG v burice mohou byt toxické,
jsou spojovany se vznikem neurologickych
disfunkci, Alzheimerovy choroby ¢&i rakovin-
ného bujeni, a proto je nutny citlivy regulac-
ni mechanismus zajiStujici jejich optimalni
koncentrace.
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Uloha antizymu v regulaci hladiny bu-
néénych polyamini spodiva v jeho schop-
nosti vazat a inhibovat ornithin dekarboxyla-
su a smérovat ji k degradaci do protea-
som(®. mRNA antizymu obsahuje dva pre-
kryvajici se Cteci ramce; prvni ma dva inici-
acni signaly, ale jeho translaci nevznika Zadny
protein, zatimco druhy cteci ramec nema
antizymu. Syntéza funkéniho antizymu vyZza-
duje iniciaci translace na jednom
a (+1) posun ¢teciho ramce na kodonu, kte-
ry tésné predchazi stop kodonu prvniho
¢teciho ramce.V disledku vysoké koncent-
race polyaminii (spermidin, spermin), které
zvySuji Uinnost takového posunu Eteciho
ramce az na 30 %, vzrista koncentrace ak-
tivniho antizymu (viz nize). Tak je zajistén
zpétnovazebny mechanismus regulace hladi-
ny polyamin(l v bunce.

Misto posunu cteciho ramce savdi
mRNA pro antizym je tetraplet UCCU uvnit¥
sekvence ’UCCUGA3’. Pro posun ¢teciho
ramce je duleZité, aby 3’ baze tetrapletu byla
zaroven prvni bazi stop kodonu. Nezbytny je

plvodni ¢teci ra'mecy

P1 I
P1+proteasa

také pseudouzel (viz kap. 3.4), jehoz zacatek
se nachazi 3 nukleotidy za stop kodonem,
a rovnéz specificka sekvence na 5’ strané& mis-
ta posunu ¢teciho ramce. Tyto motivy mRNA
kédujici antizym jsou nezbytné pro posun
¢tectho ramce, ke kterému vsak v nepfi-
tomnosti polyamini nedochazi vibec nebo
jen s minimalni G¢innosti. ZvySovani koncent-
race polyamind v burice vede ke stimulaci po-
sunu ¢teciho ramce tohoto genu a jeho UGcin-
nost miZe dosahnout az 30 %. Presny me-
chanismus stimulace posunu ¢teciho ramce
polyaminy neni dosud objasnén. Piredpoklada
se, Ze indukce posunu ¢teciho ramce je zpro-
stiedkovana primo slozkami translaéniho
aparatu buriky, napriklad ribosomy. Je zajima-
vé, Ze tento neobvykly zplisob regulace
translace — nutnost posunu cteciho ramce
pro syntézu funkéniho antizymu — je zacho-
van od kvasinek po obratlovce, stejné jako
sekvence, na kterych k posunu dochézi'4.

3.3. Cileny (—I) posun ¢&teciho ramce
u eukaryot

Cileny posun ¢&teciho ramce o (-I)
nukleotid byl popsan nejprve u retroviri

A pseudouzel

A
C
A

smycka 2

>

\1— 1 posun c¢teciho ramce

Obr. 4. Model (-1) cileného posunu ¢teciho ramce Beet western yellow viru (BWYV) s typickou ,klouzavou”
sekvenci a pseudouzlem oddélenymi Sestinukleotidovou sekvenci®; nejcastéjsi pseudouzel se sklada ze dvou
vlasenek a dvou smycek, piicemz baze druhé smycky se mohou v nékterych piipadech parovat s bazemi prv-
ni vlasenky a tvofit intramolekularni triplex (napt. u HIV-1). Obdélniky ve spodni ¢asti obrazku schematicky
znazoriiuji transla¢ni produkty ptvodniho ¢teciho ramce P1 a fazni polyprotein, ktery je syntetizovan

v dasledku cileného (-1) posunu ¢teciho ramce.
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(prvni trida cileného posunu ¢teciho ramce,
viz vySe), ale pozdéji také u koronavird, rost-
linnych a kvasinkovych vird, bakterii
a nedavno i u sav&iho genu Edr'>. K tomuto
posunu jsou rovnéz nezbytné dva motivy
mRNA, heptanukleotidova klouzava sekven-
ce, za niz nasleduje sekundarni nebo terciar-
ni struktura mRNA'®, Vzdélenost obou se-
kvenci 5-9 nukleotidii je pro ucinnost posu-
nu dualezita. Klouzava sekvence ma obecny
sled nukleotidd X-XXY-YYZ, kde X mohou
byt jakékoli tfi shodné nukleotidy, Y znadi
Anebo UaZjeA U nebo C.K posunu ¢te-
ciho ramce dochazi, kdyz jsou kodony XXY-
YYZ obsazeny peptidyl-tRNA a aminoacyl-
tRNA v odpovidajicich mistech ribosomu
(integrovany model, viz vySe). Triplety cte-
cich ramcd jsou v textu oddéleny pomlcka-
mi. Pri posunu obé tRNA simultanné preru-
$i parovani, ribosom se posune o | nukleo-
tid zpét a obé tRNA se paruji v -1 ORF
(XXX-YYY). Prvni dvé baze obou antikodo-
nG tak zistavaji sparované, coz je postacujici
pro zarazeni pFislusnych aminokyselin do se-
kvence rostouciho peptidu. Poté se vytvori
peptidovd vazba, dojde k transloka-
cia translace pokracuje v —I ¢tecim ramci.
Pravdépodobnost procesu je zvySena pri-
tomnosti sekundarni nebo terciarni struktu-
ry mRNA, ktera zplisobi pozastaveni riboso-
mu na klouzavé sekvenci®'’"!?. Takovou
strukturou byva nejast&ji pseudouzel', viz
(obr. 4).

3.4. Role mRNA

Pseudouzel, prvek terciarni struktury
RNA'20 je obecné odvozen od prvki se-
kundarnich struktur RNA. Pseudouzly, které
se uplatiiuji v mistech posunu cteciho ram-
ce, jsou odvozeny od vlasenkové smycky
RNA (pseudouzly typu H) a vznikaji parova-
nim bazi mezi Usekem smycky ve vlasence
a vzdalenéjSim jednoretézcovym Usekem
téze molekuly RNA (obr. 4, cit.2").

Ribosomalni proteiny S3,S4 a S5, které
obklopuji vstupni misto mRNA do riboso-
maélniho komplexu maji helikasovou aktivitu,

vazi helikalni oblasti mMRNA a separuji jeji Fe-
tézce pri vstupu do ribosomu. Navrzena te-
orie predpoklada, Ze strukturni motivy pod-
porujici posun ¢teciho ramce znemoZnuji
Ucinnou interakci s témito ,,rozplétacimi‘
proteiny. ZjednoduSené Ize konstatovat, Ze
struktura pseudouzlu blokuje vstup mRNA
do vstupniho Zlabku ribosomu, protoze cel-
ni &ast pseudouzlu ma rozméry 37 x 18 A,
zatimco vstupni brana do ribosomalniho tu-
nelu mezi S3, S4 a S5 proteiny je zdZena na
17 x 20 A (cit.2223), Po translokaci je tak po-
hybu mRNA kladen zna¢ny odpor, coz mize
vyUstit v jeden z nasledujicich déja:

— rozpleteni pseudouzlu,

— disociace komplexu ribosom a mRNA,

— (—1) posun ¢teciho ramce.

Dosud neni objasnéno, ¢im je Fizen
vybér téchto trfi moznosti. Mechanismus
posunu Cteciho ramce vyuzZiva rada virQ
k syntéze proteinli nezbytnych pro tvorbu
novych virovych ¢&astic. Pritomnost
a stabilita pseudouzlu je vyznamna pro Gcin-
nost posunu Cteciho ramce, a proto lze
ocekavat, Ze ucinného naruseni struktury
pseudouzlu miZe byt v budoucnu vyuZito
k antivirové terapii'®.

3.5. Role modifikovanych tRNA

V eukaryotnich burikdch se vyskytuji
tRNA (pro Asn, Asp, His, Phe a Tyr)
s modifikovanymi bazemi ve 3’ pozici antiko-
donu, napf. wybutosin (Y) v pripadé Phe
tRNA a queuosin (Q) u Asn tRNA (obr. 5).
Zmény modifikace bazi v antikodonové
smycce tRNA mohou ovlivnit G¢innost (1)
posunu ¢teciho ramce.

Signaly pro posun <¢teciho ramce
u retroviril i vysSich eukaryot obsahuji ko-
dony pro tyto aminokyseliny. Bylo experi-
mentalné prokazano, Ze v burikach infikova-
nych retroviry (Human T-cell Leukemia
Virus, Human Immunodeficiency Virus, Rous
Sarcoma Virus) vétsina Phe tRNA nebo
Asn tRNA postradd tyto modifikované
bize v antikodonové smycce. Phe tRNA
a Asn tRNA bez modifikovanych bazi se
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oznaduji jako tzv. ,shifty” (od shift = posun)
tRNA, protoZe stimuluji posun ¢teciho ram-
ce na klouzavych sekvencich obsahuijicich
odpovidajici kodony?*?>. Predpokladé se,
Ze nepritomnost modifikovanych bazi
v antikodonové smycce prispiva k posunu
¢teciho ramce, nebot zde poskytuje vice
prostoru, coZz umoziuje vétsi flexibilitu
antikodonu. Modifikace ostatnich ba-
ziv antikodonové smycce hraje také dulezi-
tou Ulohu v regulaci posunu &teciho ram-
ce?. Bylo také prokéazéno, e mnoho nado-
rovych bunék obsahuje vysoké hladiny
téchto nemodifikovanych bazi. Udrzovani
tRNA ve vysoce modifikovaném stavu by tak
mélo inhibovat nejen retroviry, ale také rist
neoplazii. Tyto moZnosti terapie jsou pred-
mé&tem intenzivniho studia?4?’.

3.6. Role inhibice peptidyltransferasy

Inhibitory peptidyltransferasy speci-
ficky ovliviiuji i€innost (—1) cileného posunu
Cteciho ramce, a tim napi. i pomér polypro-
teind Gag/Gag-Pol v retrovirech?®, Inhibitor
peptidyltransferasy, sparsomycin, postacuje
k zabranéni propagace kvasinkovych vir(
L-A a MI (cit.?’). Mutace ribosomalniho
proteinu L3 a nepritomnost proteinu L4
vede k inhibici peptidyltransferasy Saccha-
romyces cerevisiae a nasledné ke zvySené
G&innosti (—1) posunu &teciho ramce3C.
Predpoklada se, Ze sniZeni aktivity pepti-
dyltransferasy ma za nasledek prodlouzeni
zdrZeni ribosomu (> 207" s) na ,klouzavé"

sekvenci ve chvili, kdy je P i A misto obsaze-
no, a tak je poskytnuto vice ¢asu k posunu
¢teciho ramce. Celkova rychlost elongace se
ale nezméni, protoze déj limitujici rychlost
je stale pritomnost aminoacyl-tRNA
v A mist& ribosomu (8's) a disociace
EF-Tu-GDP z ribosomu (47! s) — data pro
ribosomy E.coli, u eukaryot se predpoklada
analogie®®.

4. Uméle stimulovany (-1) posun
cteciho ramce

K posunu ¢teciho ramce miize docha-
zet i tehdy, kdyz stimulujici strukturni ele-
menty jsou pFitomny na dvou riznych RNA
(trans-elementy). Nedavny vyzkum ukazal,
Ze oligonukleotidy komplementarni k Gseku
zadinajicimu &tvrtym nukleotidem za ,klou-
zavou* sekvenci zvySuji u¢innost (1) posu-
nu ¢teciho ramce z bazalni hladiny ~I % az
na 40 %. Tyto experimenty byly provedeny
s pouzitim ,,klouzavych* sekvenci vyskytuji-
cich se pFirozené u retrovirt. Uginnost po-
sunu ¢teciho ramce na studovanych sekven-
cich s prirozenymi stimulatory (pseudouzly)
je 10 — 20 %. Bylo tedy prokazano, Ze stimu-
laci posunu cteciho ramce Ize navodit
i pouZitim komplementarniho oligonukleoti-
du, ktery pusobi jako prekazka v pohybu
ribosomu3'.

Stimulace posunu ¢teciho ramce
ve specifickém misté pomoci malych oligo-
nukleotidd (15 — 25 nukleotidi) poskytuje
mozZnost terapeutického vyuZiti. Mnoho
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| NH
HO: HO. N NH,
'e) O
OH OH OH OH
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chorob je zplisobeno delecemi nebo inser-
cemi v genech, jejichz dusledkem je nesprav-
ny ¢teci ramec. K témto mutacim, podobné
jako k ribosomalnim posundm ¢teciho ram-
ce, Casto dochazi na homopolymernich use-
cich3!32, Oligonukleotidy by tedy teoreticky
mohly byt pouZity pro cileny posun riboso-
mu zpét do spravného ¢Eteciho ramce.

5.Zavér

MozZnost alternativniho vyuZiti genetic-
ké informace cilenym posunem ¢teciho ram-
ce umoziuje kontrolu genové exprese.
Nejlépe je tento proces prostudovan u vird,
kde zajistuje optimalni pomér strukturnich
proteinl kapsidy k retrovirovym enzymdm.
Byla také vyslovena domnénka, Ze by riboso-
malni posun ¢teciho ramce mohl byt dalSim
nastrojem genetické variability, poskytujici
organismu evoluéni vyhodu napt. v disledku
stimulace exprese proteinii s modifikova-
nymi vlastnostmi, coZ organismu umozZni
obyvat jak prostory plvodni, tak nové eko-
logické niky3.
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REAGENCIE PRO TRANSFEKCI MERCK NOVAGEN

Ing. Marek Borovsky, PhD.

E-mail: marek.borovsky@merck.cz
www.merck.cz

www.merckbio.eu

Merck Novagen ma ve své nabidce cty-
Fi druhy reagencii pro transfekci. Patii mezi
né Genejuice® umoznujici transfekci DNA
do savéich bunék, Insect Gene-Juice®
pro transfekci DNA do hmyzich bunék,
RiboJuice™ urceny pro transfekci siRNA do
sav€ich bunék a Proteojuice™ pro transfekci
proteinu do sav¢ich bunék.

Genejuice® Transfection Reagent

V roce 2001 uvedl Merck Novagen
na trh reagencii GeneJuice®, kterd je urend
pro prenos DNA do savéich bunék.
GeneJuice® poskytuje vyborné vysledky
pfi obou typech transfekce, stabilni
i prechodné. Je optimalizovan pro maximalni

efektivitu  transfekce, snadné
a minimalni cytotoxicitu.
Na rozdil od transfekénich reagencif
zaloZzenych na cytotoxickych lipidovych
formulacich, GeneJuice® je sloZzen z neto-
xickych bunéénych proteind a malého
mnoZstvi ,novel polyamine®. Jedinecné
chemické vlastnosti této reagencie poskytu-
ji nasledujici vyhody ve srovnani s transfekci
zaloZenou na lipidech:
® Vysoka acinnost pri stabilni i pfechodné
transfekci

o Nizka bunécna toxicita

o Kompatibilita s médii obsahujicimi sérum
i médii bez séra

® Jednoduchy protokol, bez nutnosti zmény
médii

pouziti

Porovnani buné&&né toxicity Genejuice® a reagencii zaloZenych na lipidech

No transfection

Geneuice®

Lipofectamine™ 2000

TFi kultury COS-7.Vlevo bez transfekce, uprostied transfekce pomoci Genejuice® a vpravo
transfekce Lipofectamine™ 2000 zaloZena na lipidech. Transfekce byla provedend podle
doporuéeného protokolu. Fotografie ziskané 48 hodin po transfekci ukazuji vyrazné nizsi
cytotoxicitu pFi pouZiti Geneuice®.
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Porovnani ué&innosti transfekce p¥i pouZiti Genejuice®
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BéZné pouzivané bunécné linie byly umistény den pred transfekci na desky v koncentraci
3 x 10* bunék na jamku Transfekce byly provedeny podle protokolil vyrobct pouzitim
pTriEx-4 Fluc plazmidové DNA, ¢isténé pomoci 0,5 pg UltraMobius™, ktera byla spolu
s prisluSnou reagencii aplikovana do kazdé jamky. Buriky byly extrahovany po 48 hodinach
pomoci Reportasol™ Extraction Buffer. Nasledné byla zmérena Fluc aktivita. Hodnoty
v grafech predstavuji relativni svételné jednotky na mililitr extraktu (RLU/ml). Hodnoty jsou
pramérem ze CtyF opakovani.

GeneJuice® Transfection Reagent je doda-
van jako ,ready to use* sterilni roztok

v nasledujicich objemech:

Objem Pocet transfekei
0,3 ml 150
I ml 500
5x I ml 2 500
10x | ml 5 000

Insect Gene)uice® Transfection

Reagent

Insect GeneJuice® je pouZivan pro kot-
ransfekci plazmidt a linearizované virové DNA
pro produkci rekombinantnich bakulovird.

Insect Gene-Juice® je kli¢ovou souéasti
systému InsectDirect™, ktery umoZiiuje
»small scale®, ,large scale” a ,high-through-
put* expresi proteinli ve hmyzich bunkach.

20m
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Cas potFebny pro expresi pomoci
InsectDirect™ systému je méfen spise
ve dnech, nez v tydnech.

Insect Genejuice® je patentovana lipo-
zomova formulace vyvinuta firmou Merck.
Umoziuje maximalné ucinnou transfekci
hmyzich bunék S9.

RibojJuice™ siRNA Transfection
Reagent

RiboJuice™ efektivné prenasi siRNA
do Sirokého rozsahu savéich bunécnych linii
za Ucelem utlumeni exprese cilového genu.
Reagencie je optimalizovana pro snadné pou-
Ziti a minimalni toxicitu. RiboJuice™ je kom-
patibilni s GeneJuice® pro kotransfekci siRNA
a plazmidové DNA pro normalizaci trans-
fekéni U€innosti s reportérovym genem.

Proteojuice™ Protein Transfection
Reagent

Proteojuice™ umozZiuje transfekci
neporusenych funkénich proteinii a peptidd

do savcich bunék s minimalni cytotoxicitou
a Sirokou bunéénou specifitou. Proteojuice™
vytvari nekovalentni komplex s proteinem,
ktery chrani pred degradaci endozomalnimi
protedzami a zajiStuje prenos neporuseného
proteinu do bunky. Transfekce proteini
pomoci Proteojuice™ je idealni pro funkéni
studie protein, prFenos bioaktivnich nebo
inhibujicich proteint, screening peptidovych
knihoven, studium vnitrobuné¢ného umisté-
ni a jeho zmén a prechodnou komplementa-
ci potlacené genové exprese. Zivé buiky
mohou byt testovany na vliv preneseného
proteinu jiZ za méné nez dvé hodiny po pre-
nosu bez potreby fixace bunék.
Proteojuice™ byl Gspé$né pouZit pro
prenos velkych proteind (napf: protilatek),
malych protein (napf. histont) a peptidu.

Dalsi informace, jako napriklad komplet-
ni seznam bunécnych linii, seznam ci-
taci, uZivatelské protokoly naleznete na
www.merckbio.eu/transfection.

RETROVIRUS ASSEMBLY
MEETING 2008

://ram2008.vscht.cz

Bulletin 1

u 21



RUZNE’
©
5/@7‘5'51-, [(%%

Ceska spolecénost pro biochemii
a molekularni biologii vyhlasuje cenu

Josefa V. Kostire

za vyznamny vedecky prinos v oblastech

biochemie

a bunecne

. a molekularni biologie ‘

CENA VE VYSI KC 50.000,- BUDE UDELENA
za vyznacny prinos v oboru v obdobi 2006,/2007.

Cena bude vyhlasena a ocenéna prace bude prezentovana
prednaskou pri zahajeni XXI. sjezdu CSBMB v zari 2008.

Cena neni omezena zadnymi specialnimi kvalifikacnimi pozadavky
s jedinou wyjimkou - ocenény musi byt ¢lenem
Ceskeé spoleénosti pro biochemii a molekularni biologii.

Spolu s pravodnim dopisem se vSemi kontakty a plnou adresou se
predklada po jednom wytisku publikaci vydanych v roce 2006 nebo/a 2007, z nichz je
zirejmy zasadni prinos predkladatele k publikovanym
vysledkdm (zpravidla prvni autor).

Soubor praci zaslete na adresu ing. Irena Krumlova, VSCHT Praha, Gstav biochemie
a mikrobiologie, Technicka 5, 166 28 Praha 6
s oznacenim ,Cena J. V. Kostire 2008".

Do soutéze budou prijaty pouze prace dorucené nejpozdéji

do 16. kvétna 2008!!!
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PRO VSECHNY ZAJEMCE O IMUNOCHEMICKE

TECHNIKY

Vydavatelstvi VSCHT v Praze vydalo pozo-
ruhodnou publikaci J. Daussant a F. X.
Desvaux: Introduction to Immuno-
chemical Techniques for Medical
Diagnosis, Food Quality Control and
Environmental Testing (Praha 2007, ISBN
978-80-7080-641-8).

Publikace je primarné urcena pro vyuku
domacich i zahraniénich studentd, ale je sa-
moziejmé vhodna pro vSechny zijemce
o imunochemické techniky, zejména
z oblasti mediciny, potravinarstvi, chemie, ze-
médélstvi a Zivotniho prostiedi. Obsah pub-
likace je rozclenén do tri ¢asti: Zaklady imu-
nochemie, Principy imunochemickych tech-
nik a Aplikace imunochemickych metod
v lékarské diagnostice, kontrole kvality po-
travin a kontrole Zivotniho prostiedi. Prvni
cast se zabyva historii imunochemie, popi-
sem struktury, vlastnosti a interakci antigent
a protilatek, bunéénymi a molekularnimi
aspekty tvorby protilatek, jakoz i technikami
pripravy polyklondlnich, monoklonalnich
i rekombinantnich protilatek a samoziejmé
i zpUsoby poufZiti jednotlivych typl protila-
tek v imunochemickych technikach.V druhé
casti publikace jsou imunochemické techni-
ky ¢lenény na tfi velké skupiny,a to na tech-
niky zaloZené na primarni interakci antigent
a protilatek (véetné RIA a EIA), techniky za-
loZené na reverzibilité tvorby komplexu an-
tigen-protilatka (immuoafinitni chromato-
grafie) a konecné na techniky vyuZivajici se-
kundarni efektd pri tvorbé komplexu
antigen protilatka (imunoprecipitace, imuno-
aglutinace a tvorba komplementu). Treti ¢ast
se zabyva vyctem nejvyznaméjSich aplikaci

imunochemickych technik ve vyznacenych
oblastech. Text vynika presnosti formulaci,
brilantnim vysvétlenim vSech zdkladnich
imunochemickych termind a excelentnimi
barevnymi obrazky. Je to plod mnohaleté
pedagogické cinnosti profesora Daussanta
a celozZivotnich osobnich zkuSenosti
z imunochemickych laboratofi, které se
zaCaly formovat v Pasteurové Ustavu
v oddéleni objevitele imunoelektroforezy
profesora Grabara. Prof. Daussant ved| fadu
let kursy nejen ve Francii, ale také
v Cechich, na Slovensku a v Polsku.
Prednaseni imunochemie je jeho hobby
a stala laska. Jeho kolega FX. Desvaux ovén-
¢il tuto vynikajici ucebnici nadhernymi ba-
revnymi obrazky, které umozni snadno po-
chopit vysvétlovanou problematiku. Publika-
ce je doplnéna slovni¢kem nejdilezitéjsich
imunochemickych termind, doporucenou li-
teraturou a predeviim CD, které obsahuje
nejen celou publikaci, ale také vyhledavac
umoziujici snadno najit v textu kterykoliv
termin, ale také co se o ném na urcité stra-
né piSe. Najdeme zde i odkazy na webové
stranky VSCHT v Praze.
Zivérem mohu vSem zijemcim
o imunochemii tuto publikaci vi‘ele doporu-
¢it. Bude se jist& hodit v§em naSim vysoko-
Skolskym uciteliim kteri prichazeji do styku
se zahrani¢nimi studenty, napf. v ramci
Uspésné se rozvijejici evropské spoluprace
(programy Erasmus aj.). S potéSenim si ji jis-
té proctou i ti, kdo imunochemii znaji nebo
ji drive studovali a potiebuji si nékteré vé-
domosti oprasit a utridit.
J. Kas

Publikaci Ize si objednat na adrese: Markéta Poduskova,VydavatelstviVSCHT Praha,
Vysoka skola chemickotechnologicka v Praze,Technicka 5, 166 28 Praha 6,

pFipadné e-mailem: Marketa.Poduskova@vsct.cz.

Lze si ji také pFimo koupit v prodejné skript v budové B,VSCHT v Praze,

v pFizemi vpravo, €. dveri B 8

Cena publikace, véetn& CD je 405 K& + DPH. Radni studenti si mohou koupit publikaci

za sniZzenou cenu 249 K¢ + DPH.
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Arnold O. Beckman: ,,There is no satisfactory substitution to excellence”

IMMUNOTECH a.s.

a Ceska spoleénost pro biochemii a molekularni biologii (CSBMB)

vyhlasuji

CENU ARNOLDA BECKMANA

za nejlepsi védeckou publikaci v oborech:
e Genomika, genetika a analyza nukleovych kyselin
e Proteomika

e Bunécna biologie a imunologie

Prace z oblasti klinického vyzkumu jsou vitany.

A nyni to nejdulezitéjsi = ceny pro vitéze!

CENY PRO PRVNIHO AUTORA VITEZNE PUBLIKACE
® Penézni dar 50 000 K¢é
e Roéni bezplatné élenstvi v CSBMB

CENA PRO INSTITUCI (PRVNIHO AUTORA VITEZNE PUBLIKACE)
e Sleva 50% na jeden jakykoliv pristroj z produkce Beckman Coulter.
Sleva se vztahuje na ceny uvedené v oficialnim ceniku.

JAK SE MOHU PRIHLASIT?

Prinlasit se Ize jednoduse tak, Ze poslete e-mailovou zpravu na adresu
irena.krumlova@vscht.cz s kopii na rvicek kman Iter.com. Zprava musi obsa-
hovat jako pfilohu fulltextovou verzi pfihlasované prace, vétu ,Prihlasuji pfilozenou
praci do soutéze o cenu Arnolda Beckmana v kategorii XXXX“, vase jméno, adresu
a kontakt. Doporucujeme napsat do predmétu zpravy ,,Cena Arnolda Beckmana®“.

Praci je také mozno piihlasit postou na adrese Ing. Irena Krumlova, Ustav biochemie
a mikrobiologie, VSCHT, Technicka 5, 166 28 Praha 6.

Do soutéze budou prijaty pouze publikace,

dorucené nejpozdéji 16. kvétna 2008!!!

Kontakt pro pfipadné dotazy: Roman Vicek, +420 737 251 897,
e-mail: rvicek@beckmancoulter.com
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PODMINKY A ORGANIZACE CENY ARNOLDA BECKMANA:

Cenu obdrzi prvni autor vitézné publikace a jeho instituce. Adresa prvniho autora uvedena
na publikaci musi byt v Ceské nebo Slovenske republice!

Budou udéleny 3 ceny, jedna v kazdé kategorii. IMMUNOTECH a.s. a CSBMB si whrazuiji
pravo cenu v kterékoliv kategorii neudélit, pokud zadna z prihlasenych praci nebude dosa-
hovat Urovné potrebné k udéleni ceny.

Ceny se budou udélovat na sjezdu CSBMB a hodnoceny budou prace za uplynulé 2 roky.
Ceny budou tentokrat vyhlaseny na sjezdu CSBMB v Ceskych Budéjovicich (14 - 17. 9.
2008) a hodnotit se budou prace s datem publikace v roce 2006 - 2007.

Bude se posuzovat celkovy pfinos prace pro rozvoj poznani v daném oboru. Hodnotici
kriteria budou jak objektivni veliCiny (impakt faktor ¢asopisu), tak nazory hodnotici komise
na originalitu, aktualnost a vérohodnost publikovanych dat. Citacni ohlas bude pouze
pomocné kritérium, protoze nechceme znevyhodnit opravdu nové prace. Hodnoceny bu-
dou pouze ¢lanky prezentujici originalni experimentalni data, nikoliv prehledy problematiky.

Arnold O. Beckman (1900 - 2004), zakladatel spole¢nosti Beckman Instruments, Inc.
(nyni znamé jako Bekcman Coulter, Inc.), se narodil
10. dubna 1900 ve staté lllinois. Od détstvi byla jeho
velkou zdlibou chemie. Pro zajimavost lze uvést,
ze mél od svych 10 let malou provizorni chemickou
laborator.

Naplno se zacal Arnold Beckman vénovat chemii
na lllinoiské univerzité, kde vystudoval fyzikalni chemii
a doktorat ziskal na Kalifornské univerzité v roce
1928 v oboru fotochemie. Na této univerzité pusobil
az do roku 1940 jako profesor.

V roce 1935 vynalezl Dr. Beckman tzv. kyselinomér
(acidimetr), ktery se pozdéji stal zakladnim kamenem
spolec¢nosti Beckman Instruments Inc. Zpocatku byl
tento pristroj vyuzivan firmou Beckmanova spoluzaka
zpracovavajici citrusy k méreni kyselosti citronové stavy. Pozdéji byl kyselinomér prejmen-
ovan na pH metr a zahy se stal nepostradatelnou pom(ickou v kazdé chemické laboratofi.

Dr. Beckman se vénoval vyvoji a vyrobé védeckych
pristroji a pomdcek cely Zivot. Patentoval celkem
14 zafizeni a postupl, které vedly k vyznamnému
zjednoduseni tehdy zdlouhavych laboratorni procest
a k jejich vétsi analytické presnosti. Mezi nejvyz-
namnéjSimi Ize jmenovat spektrofotometr z roku
1940.
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KATEDRA BIOCHEMIE
PRIRODOVEDECKA FAKULTA
UNIVERZITA PALACKEHO

Slechtiteltl 11, 78371 Olomouc
Tel. 58 563 4925, Fax 58 563 4933
www.biochemie.upol.cz

Nabizime volné misto

VEDECKY PRACOVNIK
v oboru
BIOCHEMIE

Pro vyzkumnou skupinu rostlinného stresu Katedry biochemie PfF UP Olomouc hledame
biochemikal¢ku. Hlavni ndplni vyzkumné cinnosti je studium mechanismu signalnich drah
a obrannych reakci rostlin ve fyziologickych i stresovych podminkéch. Pri experimentalni
praci jsou pouZivdny zejména metody biochemie, imunochemie, rostlinné fyziologie,
molekularni biologie a hmotnostni spektrometrie.

Podrobnéjsi informace o katedre biochemie jsou k dispozici na www.biochemie.upol.cz.

Ocekavame

e VS vzdélani v oboru biochemie nebo pfibuznych pfirodnich véd

e schopnost samostatné védecké prace a prace s odbornou literaturou
e laboratorni zru¢nost a znalost laboratornich technik

e dobrou znalost anglického jazyka a prace s PC

e zaujeti pro vyzkumnou praci v akademickém prostredi

Nabizime:

e zajimavou praci v perspektivnim oboru

e pratelskou a tvarci atmosféru na pracovisti

o Spickové vybavené laboratore

e moznost profesniho rdstu véetné postgradudlniho studia

e podporu jazykového vzdélavani

e pruznou pracovni dobu s cilem maximalniho sladéni pracovnich a osobnich aktivit
e nadprdmérnou mzdu za dobre vykonanou préci

Pracovni pomér na dobu urcitou (3 - 4 roky).

Termin nastupu: ihned

Kontakt a dalsi informace:
doc. Lenka Luhova, tel. 585634925, email: lenka.luhova@upol.cz
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PobpziMNi SkoLA 2007

Pokud mam hodnotit Podzimni $kolu,
tyden soustiedéni stredoskolskych uditell,
kterého jsem se mohla jiz po nékolikaté zu-
castnit, mam jen a jen slova obdivu a dikd.
Prednasky, exkurze a prakticka cviceni lze
hodnotit pouze v superlativech. Jediny vétsi
problém jsem méla s rozhodovanim — na
kterou exkurzi se vydat, to byla asi nejvétsi
komplikace. Mimochodem, jak jsem tak
zaznamenala, nebyl to jen muj problém
v rozhodovani. Po organiza¢ni strance neby-
lo moZné také nalézt jakoukoliv chybu, coz
pfi Casovém rozsahu, poctu prednasejicich
a poctu Ucastnikid (a navic ne vidy discipli-
novanych kantorl ..) je vykon naprosto
Uzasny! Nasi privodci a organizatofi se nam
vénovali vZdy ochotné, naplno a se zijmem.

Takovato setkani jsou velice dileZita,
protoZe pFi vyuce na sti‘edni Skole mdZe ¢lo-
vék pomalu ztracet kontakt s novinkami
v SirSich souvislostech. Stihnu sledovat obec-
nou biologii, genetiku a biochemii, ale vic uz
je skoro nemozné. Diky Podzimni S$kole
mam velké mnoZstvi poznatkld a impulzd
(a to je pro mé osobné nejdileZitéjsi), které
mohu vyuZit a i vyuZivam ve vyuce i v dalSim
vyhledavani informaci. Nasi studenti jsou
casto velmi zvidavi a jejich dotazy se neo-
mezuji pouze na biologii a chemii. Pokud
chci, aby se naucili orientovat ve svété infor-
maci, nemohu a nesmim z{stat stat na vé-
domostech z fakulty.

Samoziejmé i u nas v Hradci Kralové
jsou pravidelné odborné seminare béhem
Skolniho roku, jenze ... Nastupuje zde pro-
blém ,kantofiny” — rozvrh vyuky, presuny
a vymény hodin, které vidy zasdhnou vice
kolegli. Pokud je seminar odpoledne, mam
za sebou uZ casto rusny kantorsky den

a pred sebou dalsi Ukoly, které prosté musi
byt splnény. Seminar trva 2 — 3 hodiny
a i kdyzZ je téma zajimavé (vybrala jsem si ho
a 8la jsem na néj dobrovolné) vecer uz vét-
Sinou neni ¢as nové informace ,,zpracovat
a srovnat®

Na Podzimni skole je to jinak — je dost
Casu jen a jen na program, nic nemusim zari-
zovat, mam klid a mohu v pohodé vnimat
a soustfedit se na prednasky a diskuze
s prednasejicimi. A protoZe jsou témata
prednasek logicky propojend, coz je dalsi ve-
lice vyznamny klad Podzimni $koly, ,,vyskaku-
ji* souvislosti snadnéji a dobr'e se zapamatu-
ji. Jako velice prinosné hodnotim i informace
spole¢nosti AMAVET o soutéZi Expo
Science a sdéleni o moznostech, které nabi-
zi vzdélavaci program spole¢nosti CEZ.
V obou pripadech jsme na nasi Skole tyto
informace vyuZzili jak pro pripravu student
na soutéz, tak i pro vzdélavani pedagogt.

Jsem rada, Ze tady potkavam i dalsi kan-
tory, ktefi maji chut se néco nového dozvé-
dét a naucit. Je moc dileZité, Ze Podzimni
Skola existuje, protoZe predevsim my, kanto-
Fi, musime svym studentiim ukazovat, jak je
mozné obstat v dnesni ucici se spole¢nosti.
Abychom dokazali vzbudit a udrZzet zijem
o prirodni védy a technické obory, musime
sami zaZit takova setkani s védou, jaka nabi-
zi tato akce.

Ucast na Podzimni $kole je pro mé od-
ménou a budu se snaZit zdcastnit se i dalSich
ro¢nikd. Organizatordm patii dik za jejich
praci a trpélivost.

Mgr. Milena Kousalovd
Stfedni odbornd skola veterindrni
Hradec Krdlové, Kukleny
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