BIOTECHNOLOGICKY USTAV AV CR, v. v. i.

V partnerstvi s univerzitami

Biotechnologicky tstav AV CR, v. v. i. se podili na vzds-
lavani studentt ve vSech stupnich vysokoskolského
studia z Ceské republiky i ze zahraniti. Ve vyzkumnych
skupinach se studenti pod vedenim zkuSenych pracov-
nikd uéi experimentalnim technikam a metodikam
védecké prace a pfitom pripravuji svoji bakalaiskou,
diplomovou nebo disertacni praci. Vedouci vyzkumni
pracovnici prednasi na radé ceskych i zahranicnich
vysokych $kol. Studijni programy BTU jsou pfipravova-
ny ve spolupraci s ¢eskymi vysokymi $kolami -
Univerzitou Karlovou, Vysokou Skolou chemicko-tech-
nologickou, Ceskym vysokym ugenim technickym,
Ceskou zemédelskou univerzitou, Jihoeskou univerzi-
tou. V/ sougasnosti pracuje na BTU pfiblizné 15 pregra-
dudlnich a 30 postgraduélnich student.

PhD program Biotechnologického Gstavu je soucasti
postgradudlniho studia v biomedicing, ve kterém je
sdruzena Univerzita Karlova a fada Gstavii Akademie
véd. PhD program vyuZiva téz moznosti VSCHT.
Jednotlivé studijni obory jsou organizovany pfislusnymi
oborovymi radami. Studium musi byt zakonceno statni
zavérecnou zkouskou a obhajobou disertacni prace
na prislusné vysokeé skole.

KONTAKTY:
Biotechnologicky ustav
AV CR, v. v.1.

Primyslova 595
252 50 Vestec
Ceska republika
Tel.: +420 325 873 700
Fax: +420 325873 710

e-mail: btu-office@ibt.cas.cz
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SPECIALNI SEKCE

Pro zdravejsi zivot

Biotechnologicky ustav AV CR, v. v. i., je velmi mladym tstavem; byl zalozen v roce
2008. Zakratkou dobu své existence vsak jiz dosahl fady pozoruhodnych vysledki. Za-
méiuje se nazikladnivyzkum v oblasti molekularné biologickych véd na spickové urov-

niavyhledové také na pfevod biotechnologickych metod a molekularnich nastroji k dia-
gnostice alécbé patologického stavu buniky do humanni a veterinarni mediciny, pfipad-

Akademie véd
Ceské republiky

Vyzkumny program 1:
Vyvoj lécebnych a diagnostickych postupii.

Sjednocujicimi prvky vyzkumného pro-
gramu 1 jsou studium patologickych stavi

né do dalsich dilezitych oblastilidské ¢innosti.

Spojme sily

Pro rozvoj tstavu je diileZité jeho zapoje-
ni do projektu BIOCEYV, spole¢ného projek-
tu esti tstavit Akademie véd CR (Ustav
molekuldrni genetiky, Biotechnologicky
ustav, Mikrobiologicky ustav, Fyziologicky
Gstav, Ustav experimentdlni mediciny
a Ustav makromolekuldrni chemie) a dvou
fakult Univerzity Karlovy v Praze (Pfirodo-
védeckd fakultaa 1. Lékatskd fakulta), jehoz

BIOCEV

cilem je realizace védeckého centra excelen-
ce v oblastech biotechnologii a biomediciny.

Finance byly poskytnuty z Evropského
fondu regionilniho rozvoje, prostfednic-
tvim Opera¢niho programu Vyzkum a vy-
Vvoj pro inovace.

Ustav se podilel na pripravé projektu,
ktery byl v realizaéni ¢dsti ukoncen ke konci
roku 2015.

Biotechnologickeé a biomedicinské centrum
Akademie ved a Univerzity Karlovy ve Vestci

V novém k novym metam

V lednu 2016 se ustav prestéhoval
do nové budovy centra BIOCEV ve Vest-
ciaje zapojen do dvou z péti vyzkumnych
programii centra.

Nové sidlo BTU

Chceme plné vyuzit tuto piilezitost
k produkei $pickovych védeckych vysled-
ka, které budou pfevedeny do klinické
praxe.

Mysi transgenni embryo exprimujici ¢erveny fluo-
rescencni protein v mitochondriich somatickych
bunék (CAG/su9-DsRed2).

burky, identifikace pfi¢in téchto stavii,
zmény expresniho profilu studovanych
gentl, detekce zmén v lokalizaci a modifika-
ci ur¢itych proteint a identifikace dalsich
molekul ve vztahu k indukei patologie.
Cilem programu je vyvoj postupt pro
prevenci onemocnéni, piiprava novych me-
tod pro monitorovani a diagnostiku one-
mocnéni a vyvoj ndstroji pro molekuldrni
terapii doprovodnych patologickych stavii.

Vyzkumny program 2:

Strukturni biologie a proteinové inzenyrstvi

Cilem programu 2 je vyzkum novych,
biotechnologicky, diagnosticky a medicin-
sky zajimavych biomolekul, proteint a nuk-
leovych kyselin, které

akce mize pomoci v modifikaci jejich bio-
logickych aktivit a mize byt pouzita v dia-
gnostice, jako lé¢ivo nebo jiné materidly.

mohou byt pfipraveny
metodami molekuldrni
biologie a proteinového
inZenyrstvi.
Pochopeni struktur
studovanych molekul
a jejich vzajemna inter-

Struktura receptoru 2

Doc. RNDr. Jana Péknicova, CSc.
feditelka BTU AV CR, v.v.i.

Plasticita nadorovych bunék
alécbanadoru

Pracovni skupina pod vedenim Jifiho NeuZila
(Laboratof molekularni terapie) spolecné s ceskymi
kolegy a mezinarodnim tymem publikovala
v prestiznim asopisu Cel/ Metabolism (IF €asopisu
17.565) clanek ktery prokazal, Ze nadorové buriky bez
mitochondridlni DNA (mtDNA) ukazuji zpozdéni ristu
nadoru a opétovna tvorba nadord je spojena se
ziskanim mtDNA z hostitelskych bunék. To vede
k €dstecnému obnoveni mitochondriélni funkce.

Vysledky naznacuji, Ze horizontalni prenos mtDNA
z hostitelskych bunék na nadorové bunky
s poskozenymi respiracnimi funkcemi vede k obnoveni
dychani a nadorovému bujeni. Tyto vysledky
naznacuji, patofyziologické pochody k prekonani
poskozeni mtDNA a ukazuji na vysokou plasticitou
malignich bunék.

Derivaty vitaminu E cilené na mitochondrie zabiji
nadorové buriky. Nékteré z téchto latek jsou chranény
narodnimi a mezinarodnimi patenty. Jedna z téchto
latek je v klinickém testovani s cilem pfipravit latku
k Iéché vybranych nadord.

interferonu gamma

V centru BIOCEV odpovidame za dve servisni

pracoviste

Jde o Centrum molekuldrni struktury
a Kvantitativni a digitalni PCR.

Centrum molekularni struktury po-
skytuje komplexni pfistup ke studiu prosto-
rové struktury, funkce a biofyzikdlnich
vlastnosti biologickych molekul.

Kvantitativnia digitalni PCR se speci-
alizuje na poskytovani PCR v redlném case
(RT-gPCR) a dalsich sluzeb a organizuje
kurzy s touto tématikou.

Lepsi léky k IéEbé lupénky
Tym Petra Malého (Laboratof inZenyrstvi vazebnych
proteint) se dlouhodobé zabyva pfipravou novych
typtimalychvazebnych proteind, tzv. rekombinantnich
ligandd. Pokud pfipravime maly vazebny protein tak,
aby se navazal na bunécny receptor na povrchu buriky
a vyvolal inhibiéni nebo stimulaéni reakci, mizeme
tento protein velice G¢inné vyuZit pfi vyvoji terapeutik
nové generace. \lyhodou rekombinantnich ligandi je
jejich snadna pfiprava z bakterialnich kultur, vysoka
stabilita, strukturni odolnost a pomérné jednoducha
moznost modifikace.

Pfipravené REX ligandy jsou chranény ceskym
patentem, probiha rozSifeni tohoto patentu
na mezinarodni.
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Laborator reprodukéni biologie

K novemu zivotu

RNDr. Katefina Hortova, Ph.D.

Oplodnéni je vysoce specifickd interakce gamet (pohlavnich bunék), kterd vede k tvorbé zygoty a vyvoji no-

vého jedince daného druhu. U savet se interakce spermie-vajicko sklidd z mnoha specializovanych a regulo-

vanych déji zahrnujicich vajickem indukovanou aktivaci spermii a ndslednou aktivaci vajicka spermii. Pohyb-

livost, metabolismus, kapacitace a akrozomadlni reakce spermii je zasadni pro ziskdni fertiliza¢niho potencidlu

spermif a schopnosti interagovat s vajickem, a to jak s jeho bunéénymi tak nebunéénymi slozkami. Svij dile-

zity podil pti oplozeni maji i tekutiny sam¢iho a sami¢iho reprodukéniho traktu. Proteiny spermie a glykopro-

teinovy obal vajicka (zona pellucida) se podileji na vysoce specifické interakei mezi témito gametami.

At jsou muzi plodni!

Laboratof reprodukéni biologie se

zabyvi charakterizaci procesti a mole-

Vedouc: kuldrnich faktord pfipravy spermie

k oplozeni (kapacitace, akrozomdlni
reakce, slozen{ semindlni tekutiny), in-
terakei spermie a vajicka béhem oplozeni a rozvijenim ndstroj
(monoklonalni protilitky) pro detekci neplodnosti u muzi.

Mysi embryo: saméi

a samici provojadra
znacené protilatkou
proti histonové modifi-
kaci H4K12ac (zelené)
a DNA metylaci 5mC
(Gervené) ukazujici
prenos specifickych
epigenetickych znaku
pochazejicich vyhrad-
né ze spermie (zelené),
a které se aktivné
ucastni asné embryo-
geneze (Vieweg M.
and Dvorakova-
Hortova K. et al. 2015).

Soucasné se skupina zaméfuje na charakterizaci zmén repro-
dukénich parametra v souvislosti s Diabetes mellitus a vybrany-
mi environmentédlnimi faktory véetné identifikace epigenetic-
kych mechanismi podilejicich se na zméndch gametogeneze
vsouvislostis genovou expresi, kterd povede k lepsimu pocho-
peni saméi reprodukcee a k prevenci a diagnostice rostouci ne-
plodnosti.

Mysi varle:
Evaluace miry
apoptozy (zelené)
za vyuziti metody
TUNEL po vysta-
veni jedinct envi-
ronmentalnim
faktortm
(Elzeinovaetal.,
2013).

Detekce protein CD46 (zelené) a 1 integrinu (Cervené) v hlavicce mysi spermie pomoci STED superrezoluéni mikroskopie (A); Kolokalizacni linie pro-
teinti (bile) analyzované pomoci Imaris softwaru. Méfitko udava 0.7 pm. Jadro (modfre).
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Akademie véd
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Pro budouci radost ze svéta zvuku

Porovnani vyvoje vnitfniho ucha u kontrolniho jedince a mysi s deleci
transkripéniho faktoru Sox2.

www.ibt.cas.cz

Laborator molekularni patogenetiky

Vjednom z nasich projektt se zamé-
fujeme na analyzy transkripéni regulace
v neurosenzorovém vyvoji embrya. Na-
§im cilem je identifikace gend a signal-
nich drah, které jsou nezbytné pro vyvoj
specifickych bunéénych typi vnitiniho
ucha. Toto je kriticky krok k pochopeni
patofyziologickych procesi u slucho-
vych defektd, které jsou spojoviny se
smrti sluchovych bunék, neuront a se
ztratou nervovych kontakti. Priblizné )
71 miliént Evropana trpi poskozenim Vedouck:
nebo ztritou sluchu.
Za pomoci mysich transgennich mu-
tantd analyzujeme interakce a spoluprici transkripénich faktora
ISLET1, SOX2 a bHLH neurosenzorovych specifika¢nich fak-

tortli ve vyvoji neuralnich a senzorovych linii ve vnitinim uchu.

Omedzit riziko

Diabetes mellitus béhem téhotenstvi miZe negativné ovlivnit
vyvoj plodu. Nedostate¢né kontrolovana hyperglykémie matky
béhem prvniho trimestru zvysuje riziko vzniku vrozenych defek-
td a spontdnni potratt. Nejcastéjsimi vrozenymi defekty jsou de-
fekty nervové trubice, kaudélni regrese a kardiovaskuldrni defek-
ty. Klinické studie ukazaly, Ze nejcastéjsimi defekty v diabetické
embryopatii jsou kardiovaskularni defekty, zejména atrioventri-

Zmény ve vyvoji embrya exponovanému diabetickému prostredi. (A) normalni vyvoj a (B) diabeticka embryo-
patie. (C) Imunohistologické barveni exprimovanych gent indukujici zmény v morfogenetickém procesu

vyvoje srdce.

kularni defekty, hypoplastické levé srdce a transpozice velkych
cév. Navic, riziko pro kardiovaskuldrni onemocnéni a diabetes je
zvysené u déti a dospélich, kteti byli vystaveni nepfiznivym pod-
minkdm béhem embryonélniho vyvoje, proces nazyvany fetalni
programoviani. Laboratof molekuldrni patogenetiky se zabyva
odhalovinim genetickych faktord, které by v kombinaci s pro-
stfedim matefského diabetu mohly ovlivnit embryondlni a fetal-
ni vyvoj a tim zvysit riziko kar-
diovaskuldrnich defektd a funké-
nich zmén srdce. Pomoci metod
profilovini genové exprese a zvi-
feciho modelu, jsme identifikova-
li zmény signdlnich drah dulezi-
tych pro morphogenezi a matura-
ci fetalniho srdce, které koreluji
s kli¢ovym krokem ve vyvoji srd-
ce, septaci. Dile jsme ukdzali, Ze
mutace transkripéniho faktoru
hypoxia inducible factor 1 alfa
zvysuje nichylnost ke vzniku kar-
diovaskuldrnich defekti v diabe-
tické embryopatii. Ukézali jsme,
Ze v zavislosti na vyvojovém std-
diu a teratogennim prostiedi zmé-
ny vsigndlnich drahédch zvysuji ri-
ziko vzniku diabetické embryopa-
tie a zmén v processu fetdlniho
programoviani.
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Laborator molekularni terapie

Zasahnout presne a ucinne

Nidorovi onemocnéni jsou v industridlnich zemich stale vétsim problémem, a to i navzdory velkému usi-
li fady védeckych pracovniki v mnoha laboratofich. Divodem této velmi neradostné perspektivy je neoby-
Cejnd plasticita nddorovych bunék, tedy jejich schopnost unikat 1é¢b¢, piekondvat nepfiznivé situace a vyu-
zivat alternativni zdroje energie. Ukazuje se, Ze neni redlné 1é¢it nidorovd onemocnéni laitkami, které cili
na jednu signdlni drahu ¢i na jeden gen. Je proto tfeba nalézt neménné zasahové misto, které by rakovinné
buitky nemohly mutovat a které by bylo univerzélni (a selektivni) pro vétsinu typt nddorovych onemocnéni.
Takovym zasahovym mistem se jevi mitochondridlni respirace.

Ceské republiky

www.ibt.cas.cz

Laborator nadorove rezistence

Akademie véd

Pryc s nadory!

bu pfedstavuje jednak véasnd a presnd diagnostika a vhodné zvolena 1é¢ba. Pfes ohromny posun v diagnostice
i1é¢bé nddor je evidentni, Ze vyznamnd ¢dst pacientl na 1é¢bu neodpovi adekvitné anebo na 1é¢bu reaguje,
ale nador si postupné vyvine mechanismy jak na 1é¢bu reagovat pfestane, a vyvine rezistenci. Nadorova rezis-
tence predstavuje jeden ze zdsadnich problému protinddorové 1é¢by nebot vétsina pacientd neumird na primdr-
ni nddor, ale na niddory druhotné, které vykazuji rezistenci k 1é¢bé. Jednou z moznych pficin nadorové rezis-
tence mize byt specidlni typ nddorovych bunék nazvanych nador-iniciujici buriky nebo také rakovinné kme-
nové buriky. Tyto buiiky vykazuji znaky kmenovych bunék a zna¢nou rezistenci k protinddorovym lé¢iviim.

prof. Ing. Jifi Neuzil, CSc.

Nové malé molekuly

Nase skupina se zaméfuje na novy
Vedouci: o ix . . < .
zpusob 1é¢by nddorovych onemocnéni,
kdy se zaméfujeme na nové malé mole-
kuly, které na zdkladé modifikace, kte-
rou jsme navrhli, specificky pisobi pravé na mitochondridlni re-
spiraci. Tyto litky nazyviame ,mitokany* (z anglického ,mito-
cans®, coz je akronym slov ,mitochondria and cancer®). Tyto

molekuly jsou velmi u¢inné (a zdrover slektivni pro nddorové
buriky) i proti obtizné é¢itelnym nddorovym chorobdm, jako jsou
nadory pankreatu, nadory prsu s vysokym Her2 ¢i trojndsobné
negativni nddory prsu. Jedna z ndmi navrzenych latek (které jsou
chrdnény mezindrodnimi patenty) momentdlné vstupuje do kli-
nickych testu.

Experimentalné ovéreno

To, Ze je mitochondridlni respirace vhodnym zdsahovym mis-
tem pro 1é¢bu nadorovych nemocnéni plyne i z naseho vyzkumu
tykajiciho se horizontalniho pfenosu mitochondrii v pokusném
zvifeti. Zjistili jsme, Ze rakovinné buriky se silné poskozenou mi-
tochondridlni DNA (mtDNA), po vloZeni do experimentdlni
mysi tvoii nddory teprve poté, kdy si obnovi mitochondridlni re-
siraci. K tomu dochdzi na zdkladé ziskani mitochondrii z okol-
nich bunék, které infiltruji nddorové buiky graftované do zvite-
te. ProtoZze bez obnoveni respirace rakovinné bunky nemohou

tvofit nadory, je zfejmé, Ze respirace je pro tvorbu a progresi né-
dort zcela zdsadni. Z toho vyplyvi vyse zminény fakt, Ze je respi-
race vhodnym zdsahovym mistem pro 1é¢bu nddorovych chorob.
V soucasné dobé studujeme mechanismy a regulace horizontdl-
niho mezibunééného prenosu mitochondrii a jejich roli pro nové
pfistupy k nddorovym chorobam.

CHCETE-LI VEDET VICE:
Tan Aetal (2015) Cell Metab 21, 81-94.

Ziskavani mitochondrii

v nadorech bez mitochondri-
alni DNA. Rakovinné bunky,
které nemaji mitochondrie je
ziskaji z hostitelského organi-
smu- v tomto pfipadé mysi
aaz poté co obnovi mitochon-
drialni dychani jsou schopny
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ristu a tvorby metastaz.

Vyuzijme vsech zbrani

Laboratof nddorové rezistence se zabyva biologii a charakte-
rizovanim néddor-inicujicich bunék. V laboratofi nejéastéji vyu-
zivime model takzvanych ,sfér", kdy se rakovinné buriky péstuji
ve specidlnim médiu a rostou jako malé ,mikronddory*, tj. troj-
rozmérné struktury, které vykazuji zvy$ené mnozstvi nidor-ini-
cujicich bunék a umoznuji tak studovat jejich odlisné charakte-
ristiky. Mezi nase vyzkumné cile patfi charakterizace molekul,
které se podileji na rezistence k 1é¢iviim- napiiklad jaké tyto buri-

Vedouci:

ky exprimuji tzv. ABC transportni pro-
teiny a déle paak nalezeni charakteris-
tickych znaka téchto bunék, které by se uplatnily v diagnostice
a prognéze nddorovych onemocnéni.

Dalsim zaméfenim skupiny je pak vyvoj a testovdni novych
protinddorovych 1é¢iv, které jsou cilené do mitochondrii a také
sledovdni pfenosu mitochondrii mezi buiikami, oboji ve spolu-
prici s s Laboratofi molekuldrni terapie.

Nédorové buriky rakoviny prsu (MCF7) a rakoviny prostaty (LNCaP) v kultufe péstované jako buriky prisedlé buriky a jako ,sféry“.

Prokazani mitochon-
drialni lokalizace
mitochondridlné cile-
ného derivatu vitami-
nu E (MitoVES) oproti
plvodni latce
(a-TOS), ktera nevy-
kazuje mitochondrial-
ni distribuci-pfevzato
zTruksa et al. ARS,
2015

Cerven 2016, www.sciam.cz 23

Magr. Jaroslav Truksa, Ph.D.



Vedouci:
prof. Mikael Kubista, PhD.

Dvoudenni embryo drapatky jako model vyvojové biologie

BIOTECHNOLOGICKY USTAV AV CR, v. v. i.

Laborator genové exprese

0d zdravych bunek
k zdravym organismiim

Laboratof genové exprese je v Evropé vedouci akademickou laboratofi, kterd je specializovana na vysoce ka-
pacitni expresni profilovini a jednobuné¢nou analyzu pomoci kvantitativni PCR v redlném ¢ase (GPCR). Pra-
cujeme na nékolika projektech zdkladniho vyzkumu v oblasti vyvojové biologie a kmenovych bunék, a dile
na aplikovanych projektech v oblasti rakoviny a neurologického vyzkumu. Vyvijime také metody a aplikace pro
analyzu nukleovych kyselin a nagim zdjmem je i oblast standardizace. Laboratof je vybavena unikdtnimi pfi-
stroji pro izolaci jednotlivych bunék ze suspenze — pfistroj CellCelector (ALS, Némecko) a pro vysoce kapa-
citni analyzu genové exprese — pfistroj Biomark (Fluidigm, USA).

Zaby jako vyvojovy model

Na modelovém organismu drapatky zkoumame v ramci
projekti vyvojové biologie tyto jevy:
— tlohy signalizace oxidu dusnatého pfi casném vyvoji
— funkce oxidu dusnatého béhem regenerace a hojeni ran
— lokalizace materndlnich mRNA, miRNA a proteind ve vajic-
ku a jejich distribuce mezi blastomery v ¢asném vyvoji.
Spolupracujeme s Univ. of Notre Dame, USA a Whitehead In-
stitute, MIT, USA.

Ceské republiky

www.ibt.cas.cz

Akademie véd

Molekuly zivota

Pro mnoho lidi slovo “molekula” pfedstavuje jen matnou vzpominku na stfedoskolské studium chemie.
Pfesto, Ze molekuly tvofi svét okolo nds a vlastné i nds samotné, jen malokdy pfemyslime nad tim, jak vlast-
né zjednotlivych molekul vznika néco tak nesmirné slozitého, jako je napiiklad lidsky organismus. Na bio-
molekuly je mozné se divat jako na biologické systémy s rozméry nanoéistic, které se samy umi spojovat
do vétsich organizovanych celkt a vytvifet tak Zivou hmotu. Ta se vak zdroven neustile méni, a to rovnéz
¢innosti biomolekul, které se vzajemnymi interakcemi shlukuji, chemicky transformuji, vyrdbéji nové a roz-
kladaji staré molekuly i samy sebe. Ve vSech téchto procesech je podstatné, Ze spravné molekuly se musi vza-

Laborator biomolekularniho rozpoznavani

Pro obnovu nervovych bunék

V oblasti neurélni regenerace pouzivime mysi a potkani

modely pro studium:

— zmén genové exprese v gliovych burikdch béhem vyvoje moz-
ku a po ischemickém poskozeni mozku

— zmén genové exprese v gliovych burikdch béhem stirnuti

- zmén genové exprese v gliovych bunkach béhem stdrnuti
u mys§tho modelu Alzheimerova onemocnéni

- astrocytové subpopulace nalezené jednobunéénou analyzou
genové exprese

— identifikace novych markert pro astrocyty.

Spolupracujeme s Ustavem experimentilni mediciny AV CR.

Ucinneji lécit rakovinu
V oblasti vyzkumu rakoviny:

— hodnotime panel 24 markert profilovani a characterizaci cir-
kulujicich rakovinnych bunék pro pomoc s lé¢bou.

— zkoumime funkéni a molekuldrni markery opravy DNA
amiRNA vrakovinné a zdravé tkdnive skupiné pacientt s ra-
kovinou tlustého stieva.

Spolupracujici instituce: AdnaGen, TATAA Biocenter, 1. Lé-

kafskd fakulta University Karlovy, Ustav experimentdlni medici-

ny AV CR.

24 Scientific American Ceské vydani, Cerven 2016

Shér jednotlivych bunék u rakoviny prostaty pomoci CellCelectoru

jemné rozpoznat.

Cim jsou biomolekuly tak zajimavé?

Ptes obrovsky pokrok poznini v oboru molekuldrni biologie
v poslednich nékolika desetiletich jsme stdle teprve na prahu de-
tailniho pochopenti toho, jak biomolekularni procesy funguji. Vy-
zkum a vyvoj na tomto poli méd potencidl pfinést Gplné nové apli-
kace, materidly, 1é¢iva... V laboratofi studujeme dva typy biomo-
lekul, proteiny a DNA. Metodami tak zvané fizené evoluce
hleddame proteiny, které se budou vizat s vysokou specificitou na tak
zvané cytokiny, proteiny vrozeného imunitniho systému. U DNA
nds zajimaji jeji zakladni strukturni vlastnosti, které jsou dilezité
pro pochopeni a eventudlni ovlivnéni genetickych procesa.

Protoze se jak proteiny, tak DNA v priibéhu evoluce vyvinuly

Investice, ktera se vyplati

Abychom v nasem vyzkumu drzeli krok se svétem, musime
pouzivat nejmodernéjsi experimentdlni a vypocetni pfistupy.
V tomto sméru je velkou vyhodou, Ze nase laboratof je soucdsti
nové vybudovaného centra BIOCEV, vybaveného $pi¢kovymi
pfistroji a technikou. Véda je v dnesni dobé mezindrodni, nutnos-
ti je proto spoluprice s pfednimi domdcimi i zahrani¢nimi praco-
vi§ti v oboru.

Vedouci:

ve vodném prostiedi, chceme se co nejvi-
ce dozvédétio jejich interakcich s vodou
arozpusténymi ionty.

V laboratofi se podafilo vyfesit dosud neznamou strukturu receptoru 2
interferonu gamma. Hlavni fetézec proteinu je znazornén zelené, bila plo-
cha naznaéuje povrch proteinové molekuly. Cervené jsou zvyraznény
postranni fetézce aminokyselinového motivu, ktery receptor stabilizuji.
Struktura byla deponovana do Protein Data Bank pod kédem 5eht.

0d zakladniho vyzkumu
k praktickemu vyuziti

Studium biomolekul je v mnoha ohledech fascinujici intelektu-
alni ¢innosti. Védci sami si dobfe uvédomuji, Ze ze spolecenského
hlediska uspokojeni jejich touhy po poznéni neni tou hlavni moti-
vaci, pro¢ védu podporovat. Tou jsou praktické vystupy védy. V nasi
laboratofi studujeme biomolekularni systémy, u kterych je redlné
predpoklidat, Ze jejich poznani, ¢i modifikace jejich funkce pove-
dou k vyvoji diagnostickych, 1é¢ebnych, nebo biotechnologickych
prostfedki. V soucasné dobé nejvice pozornosti vénujeme névrhu
a dalsimu vyzkumu molekul, které blokuji biologické pusobent jiz
zminénych cytokini, jez mohou zpisobovat zdvaznd autoimunitni
onemocnéni jako je lupenka ¢i Crohnova nemoc.
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Laborator inZenyrstvi vazebnych proteini

Proteiny Sité na miru

Proteiny tvoii zikladni stavebni a metabolickou slozku kazdého Zivého organismu a ovliviiyji jeho stav
pfizdraviivzniku nemoci. Oblast proteinového inZenyrstvi se zabyva vyzkumem jednotlivych proteint jak
z hlediska struktury, tak i funkce a jeji soucdsti byvi cilend Gprava proteinovych molekul vedouci ke zlepse-
ni jejich vlastnosti, napf. vys$si specifity pfi mezimolekularnich interakcich, zvy$eni vazebné afinity ke zvo-
lenému molekuldrnimu ter¢i nebo navozeni pozadované bloka¢ni funkce. Laboratof inZenyrstvi vazebnych
proteinii se zabyvé nejen ,,molekuldrnim designem®, tedy molekuldrni dpravou danych proteinii nebo jejich
jednotlivych domén pomoci genové fuznich technik s pfipadnym vyuzitim pocitacového modelovani, ale
predevsim pfipravou a studiem novych vazebnych proteint selektovanych z vysoce komplexnich sbirek va-

Ceské republiky

www.ibt.cas.cz

Laborator struktury a funkce biomolekul

Akademie véd

Biologicke funkce tkvi v presnem usporadani
atomii a molekul a jejich interakeich

Zobrazeni struktury biologickych molekul pomoci monokrystalové rentgenové difrakce umoziuje vysvét-
lovat principy funkce proteini pomoci detailii uspofddani jejich atomi. V Laboratofi struktury a funkce bio-
molekul studujeme doposud nezndmé enzymy a receptory pomoci krystalografie. Vyhodnocujeme atomarni
detaily a objasfiujeme vlastnosti proteind s praktickou aplikaci. Vysledky nachazeji uplatnéni ve vyvoji 1é¢iv (in-
hibice retrovird, plisfiovd onemocnéni, rakovina), vimunologii (receptory imunitniho systému) a p¥i zpracové-

zebnych molekul, tzv. proteinovych knihoven.

Vedouci: Pro Iepgl’ diagn08tiku

RNDr. Petr Maly, CSc.
y Vlaboratofi byl zaveden model albu-

min vézici domény (ABD), ¢4sti povr-
chového proteinu G z bakterie streptokoka, ktery slouzi jako za-
kladni strukturni koncept (tzv. scaffold) pro tvorbu kombinato-
ridlnich knihoven s teoretickou komplexitou az sto biliénu
variant. Zvolenim daného proteinu jako molekuldrniho terce 1ze
vysoce G¢innym selekénim zptsobem identifikovat sbirku vysoce
vazebnych variant, které jsou ddle analyzoviny z hlediska sub-

stratové specifity, biochemickych vlastnosti a biofyzikalnich pa-
rametrd, napf. teplotni stability, kinetiky vazby se svym moleku-
lirnim cilem nebo schopnosti tvorby multimera. V prabéhu po-
slednich let se podafilo na zavedeném modelu ABD knihovny
vyselektovat a charakterizovat vysoce afinni proteinové varianty
vézici lidsky interferon gama, ale i varianty rozpoznévajici néko-
lik sérovych nadorovych znaku vyuzitelnych k vyvoji novych bio-

senzort k G¢innéjsi a komplexnéjsi diagnostice rakoviny prostaty.

NE autoimunitnim onemocnénim!

Zvastni vyznam maji také nami vytvofené blokac¢ni vazebné
proteiny cilené na lidsky cytokin IL-23 a jeho receptor (tzv. ILP
a REX ligandy), které blokuji vazbu cytokinu na bunéény recep-
tor, a tim ruf kli¢ovou signalizaci do bun&tného jadra T lymfo-
cytl a naslednou sekreci zdnétlivych moduldtort ovliviiujicich

vznik a pribéh autoimunitnich onemocnéni. Tyto ligandy jsou
patentové chrianény jako mozné terapeuticky vyuzitelné protei-
nové alternativy protildtek uzite¢né napfiklad k vyvoji zevnich
léki k 1écbé lupénky.

Ribosomalni komplexy produkuji na zakladé genetické informace nesené
informacni RNA danou variantu vazebného proteinu, ktery je testovan

na vazebnou schopnost k ukotvenému proteinovému teréi. Pfichycené
varianty jsou dale pomnozeny a jejich geneticka informace identifikovana
sekvenovanim.
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Priklad vyuziti nového vazebného proteinu jako specifické kotvy na povr-
chu mikrofluidniho ¢ipu vyvazujiciho dany diagnostikovany cil ze séra
testovaného jedince.

ni potravin a nebezpecnych litek (enzymatické zpracovani a ochrana potravin, degradace bojovych litek).

Vrozena obrana proti nemocem

Interakce proteind hraji zdsadni roli v imunitnim systému ¢lo-
véka. Pti kontaktu musi burika vrozeného imunitniho systému
rozpoznat normélni buriku organismu od infikované nebo rako-
vinné buriky. Rozhodujici jsou interakce mezi povrchovymi re-
ceptory a ligandy. Pokud receptor pfirozené zabije¢ské bunky
vysle své bunce signal k likvidaci nepfitele, je vypustén komplex
proteini zptsobujici rozklad kontrolované buniky. Ve spolupraci
s PfF UK v Praze a MBU AV CR jsme urcili strukturu a s ni sou-
visejici vlastnosti ligandu a receptort C-lektinového typu zabi-

Nejen proti rakoviné

Enzymy zajistuji dramaticky zvysenou efektivitu nezbytnych
chemickych reakei pomoci presného uspofddani klicovych che-
mickych skupin. Nukledzy typu I vyuzivaji rostliny k nespecific-
kému $tépeni nukleovych kyselin pfi zajisténi fizeného odumi-
réni tkani. Ve spolupraci s UMBR AV CR a VSCHT jsme uréili
strukturu multifunkéni nukledzy s protirakovinnymi a¢inky typu
1 z rajeete a objasnili jeji stabilitu a principy specifity. Obdobné
enzymy vyuzivaji i patogeny ¢lovéka, naptiklad Legionella a Le-
ishmanie. Jejich studiem chceme piispét k boji proti vyznamnym
onemocnénim.

Krystalova struktura

extracelularni ¢asti

ligandu LLT1 lidského

receptoru zabijec-

skych bunék. Je zna-

zornén povrch uspofa-

dani tii dimerd proteinu,

kazdy dimer je v riznych

odstinech jedné barvy. Dimery

sméfuji svymi obvyklymi interaké-

nimi povrchy dovniti hexameru a mimo

hexamer pak glykosylaéni fetézce tohoto proteinu - tyéinkami je zobraze-
na prvni jednotka N-acetylglukosaminu.

Vedouci:

je¢skych bunék: mysi C-Irb, mysi
NKR-P1A, lidsky LLT1. Cilem studii
je zjisténi interakénich detaild a vyuzi-
ti novych znalosti ve prospéch zdravi ¢lovéka.

Spojenymi silami

Laboratof zdsadné piispéla ke zfizeni Centra molekuldrni
struktury Biocev. Spolupracuje s evropskou infrastrukturou In-
struct, University of Oxford a University of York. Soucdsti nasich
studii jsou i nové enzymy pro biotechnologie ve spolupraci s No-
vozymes A/S v Kodani.

Vlevo nahofe: Krystaly proteinu (flavinova oxidaza) v polarizovaném bilém
svétle. Vpravo nahore: Zaznam monokrystalové rentgenové difrakce enzy-
mu. Dole: Vyuziti anomalniho rozptylu v krystalograické analyze umoziiu-
je pfesnou identifikaci iontl zinku v aktivnim centru rostlinné multifunkéni
nukleazy TBN1; kulicky znazoriiuji pozice ionti zinku, tyéinkovy model
okolni aminokyselinové zbytky a sit konturu elektronové hustoty, ktera
odpovida signalu anomalniho rozptylu zinku pfi dané vinové délce rentge-
nového zareni a identifikuje prvek a jeho prostorové souradnice.

cerven 2016, www.sciam.cz 27

Ing. Jan Dohnalek, Ph.D.



Vedouci:
RNDr. Cyril Bafinka, Ph.D.

BIOTECHNOLOGICKY USTAV AV CR, v. v. i.

Laborator strukturni biologie

Metalohydrolasy
jako cile pro diagnostiku a terapii nadort

Laboratof strukturni biologie se zabyvi studiem metalohydrolas, zejména pak skupinou deacetylas his-
tonti a proteasami rodiny M28 (napiiklad membridnovym antigenem specifickym pro prostatickou tkés —
PSMA). Mutace nebo abnormélni produkce téchto enzymii jsou spojoviny s procesy nddorového bujeni
a mnozstvim neurologickych poruch véetné napf. Alzheimerovy choroby, schizofrenie nebo amyotrofické
lateralni sklerézy.

Vyzkumni ¢innost nasi laboratofe si klade dva hlavni cile: (i) pochopit roli studovanych metalohydrolas
ve fyziologickych a patologickych procesech a (ii) vyvinout ucinné latky, které specificky rozpoznévaji zmi-
néné proteiny, a které by mohly byt vyuzity pro diagnostické nebo 1é¢ebné tcely.

Siroka $kala experimentalnich pristupt

Ceské republiky

www.ibt.cas.cz

Laboratof strukturnich proteini

Akademie véd

mmw _y wy = w

Zajistuji tvar i pohyb bunky

Strukturni proteiny, jeZ tvoii zdklad cytoskeletdlnich siti, zajistuji rigiditu bunéénému obsahu a jsou za-
roveni schopné, jako celek, vytvifet mechanické sily. Tato role cytoskeletu je nezbytnd pro celou fadu zaklad-
nich buné&nych procest, jakymi jsou na piiklad bunééné déleni nebo bunéény pohyb (Civelekoglu-Scholey
& Scholey 2010; Abu Shah & Keren 2013). Mechanické sily jsou vyvijeny dvéma zakladnimi zpiisoby, po-
moci cytoskeletdlnich vldken, které rostou a smrstuji se a pomoci proteint, jeZ se na tyto cytoskeletalni vlak-
na vézi a jsou schopny témito vlakny pohybovat, jako jsou na piiklad molekuldrni motory. Jakymi mecha-
nismy tyto jednotlivé prvky spolupracuji na vyvijeni mechanickych sil a jak se vzdjemné reguluji tak, aby byl
zaji§tén bezchybny pribéh bunéénych procest, vsak neni zcela zndmo.

Chapeme stale slozite;jsi celky

Vedouci:
RNDr. Zdenék Lansky, Ph.D.

K dosazeni prvniho cile vyuzivime $iroké spektrum experi-
mentdlnich pfistupt zahrnujicich produkei rekombinantnich
proteint v riiznych expresnich systémech (bakteridlni, kvasin-
kové, hmyzi a savéi tkanové kultury), jejich purifikaci a ndsled-
nou biofyzikalni a biochemickou charakterizaci. Pomoci moder-
nich metod molekularni biologie pozmériujeme strukturu pfiro-
zené se vyskytujicich proteint a sledujeme vliv danych mutaci
na jejich fungovini. Enzymova aktivita a substritové specifita

jsou studoviny metodami vysokorozlisovaci kapalinové chroma-
tografie, fluorescenénimi technikami nebo s vyuzitim peptido-
vych mikro¢ipt. Biofyzikdlni charakterizace zahrnuje napfiklad
diferenéni skenovaci kalorimetrii, cirkuldrni dichroismus nebo
povrchovou plasmonovou rezonanci. Primarnim néstrojem pro
studium trojrozmérné struktury studovanych proteint a jejich
interakei s a¢innymi latkami jsou pak elektronova mikroskopie
a proteinovd krystalografie/rentgenostrukturni analyza.

Rozpoznat a vylécit

Poznatky ziskané pti zdkladni charakterizaci studovanych pro-
teint ddle vyuzivime k vyvoji ndstroji (t.j. malych molekul nebo
makromolekul) vyuzitelnych ve vyzkumu nebo v klinické praxi.
Tento aplikovany vyzkum provddime ve spolupraci s vyzkumnymi
centry a komeréni sférou v Ceské republice i v zahranici. Ve spolu-
préci s nagimi zahrani¢nimi kolegy jsme napfiklad vyfesili trojroz-
mérné struktury nékolika desitek komplextt PSMA s malymi mo-

lekulami, z nichZ nékteré jsou pouzivany pro detekci nadori pro-
staty v klinické praxi. S Technickou univerzitou v Mnichové jsme
nedédvno podali evropskou patentovou prihlasku popisujici vyvoj
vysokoafinnich makromolekul rozpoznévajicich PSMA vyuzitel-
nych u onkologickych onemocnéni. V nasich projektech se tak sna-
zime piekracovat hranice zdkladniho vyzkumu a ziskané zkuse-
nosti vyuzivat pro aplikované projekty v biomediciné.
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6. (A) Tercidrni struktura glutamat karboxypepti-
dasy II. Analyza proteinovych krystalti umoziiuje detailni popis pozice inhibitoru ve vnitini dutiné enzymu a odhaleni
nevazebnych interakci mezi obéma molekulami. Ziskana data pfispivaji k vyvoji novych vysokoafinnich inhibitor
potencidiné vyuzitelnych pro medicinské cely. (B) Deacetylani aktivita histondeacetylasy 6 je popisovana pomoci
biochemickych konstant Km a Vmax. Méfeni je provadéno na fedici fadé syntetickych peptidii obsahuijicich acetylovany
lysin.  (C) Absorpcni spektrum substrtu v UV oblasti se po deacetylaci méni a tato zména je zaznamenavana
spektrofotometricky v priibéhu reakce. Na grafu jsou vyneseny absorpéni kfivky méfené v minutovych intervalech.
(D) Prostorové usporadani multimerni formy HDAC6 bylo studovano kr
odhalila nonamerni kruhovou strukturu.
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Abychom odpovédéli na tyto otizky vyuZzivime v nasem vy-
zkumu strategii stavéni zkoumaného systému “zdola-nahoru”.
Izolujeme jednotlivé strukturni proteiny, jednotlivé prvky daného
systému, které pak kombinujeme in vitro do funkénich systému
(Liu & Fletcher 2009). Takto rekonstituované systémy pak zkou-
mdme pomoci pokrocilych biofyzikdlnich metod s rozlienim
na drovni jedné molekuly. Pro tyto experimenty vyuzivime mik-
roskopické techniky umoziiujici sledovat jednotlivé molekuly (Joo
etal. 2008) a optickou pinzetu, kterou miiZeme manipulovat mi-

kro-objekty pomoci zaostfeného lasero-
vého paprsku (Moffitt et al. 2008). Si-
multinni kombinaci téchto dvou metod miiZzeme soucasné mani-
pulovat s jednotlivymi molekulami, méfit sily, které tyto
molekuly vyviji a pozorovat lokalizaci jednotlivych zkoumanych
molekul v prostoru béhem celé studované situace. Nasim cilem je
kvantitativné porozumét molekuldrnim mechanizmiim, jez tvofi
zdklad zkoumaného cytoskeletdlniho systému. Za timto ucelem
doprovizime nase experimenty matematickym modelovinim.

Princip pohybu odhalen

Touto kombinaci experimentilnich a teoretickych pfistupi se
nam podafilo na pfiklad ukdzat, Ze vzdjemny pohyb cytoskeletdl-
nich vlaken mize byt pohdnény analogickou silou, kterd Zene pist
v plynem naplnéném vilci (Lansky et al. 2015). Zijistili jsme, Ze
cytoskeletdlni proteiny, které jsou uzavieny v prostory mezi cy-
toskeletdlnimi vliakny, v némz se difuzné pohybuji (Braun et al.
2011), vyvijeji na tyto vldkna tlak podobné jako &istice plynu
v uzavieném prostoru. Tento tlak, ktery se ndm podafilo zméfit,
je natolik velky, Ze dokdze témito vlakny pohybovat a miize byt
tedy dulezitym faktorem pfi pfeskupovini cytoskeletu béhem zi-
vota buniky. Nds pfistup takto umoznuje pochopit detailni souhru
jednotlivych slozek, které vyviji mechanické sily uvnitf buriky,
¢imz postupné ziskdvdme uceleny pohled na procesy jez v bunce
zajistuji cytoskeletdlni sité a strukturni proteiny.

CHCETE-LI VEDET VICE:
Lansky Z etal., Cell 2015, 160 (6), 1159-1168.

Vzdjemny pohyb cytoskeletalnich vidken pohanény tlakem difundujicich
proteini. a) Mikroskopické snimky dvou cytoskeletalnich viaken v ¢ase
t=0az 15 minut. Jedno vldkno je pevné pfichyceno k podlozce. Toto vlak-
no je lehce cervené a jeho konce jsou vyznaceny bilou éarkovanou ¢arou.
Druhé vlakno (syté cervené) se pohybuje podél pevné pfichyceného vlak-
na. Sila ptisobici tento pohyb je tvofena cytoskeletalnimi proteiny Asel
(oznaceny zelené), které se difuzné pohybuiji v prostoru mezi viakny.

b) Nacrt experimentu prezentovaného v panelu a). c) Makroskopicka ana-
logie experimentu v panelu a), difundujici ¢astice plynu pisobi tlak v uza-
vieném prostoru valce. Tento tlak se projevuje pohybem pistu.
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