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Co by mélo byt rozhodovano nejdriv:

Proc chceme studovat, jaky je opravdovy
zajem? Nase moznosti

Na zaklade ceho se rozhodujeme?
Kdy zacit a proc?
Kde zacCit?
Jaké mame moznosti uplatneni

po skonceni studia?

Closers

Biofyzikélni Gstav AVCR, BRANO




Obdobi zasadnich
organizacnich zmen




Moznosti

Laborator Bunecnée fyziologie

a imunologie




Laboratoie KSFZ0OZ — Doc. Dr. A. Kozubik, PhD.

(Katedra srovnavaci fyziologie zivo€ichil a obecné zoologie)

Bunécna fyziologie Fyziologie a Lymska Neurobiologie a
a imunologie imunologie hmyzu borelioza molekularni psychiatrie

doc. RNDr. A. Kozubik. CSc. RNDr. O. Sery, Ph.D.

RNDr. M. Vacha. Ph.D. doc. RNDr. A. Zakovska, Ph.D.

doc. RNDr. J. Hofmanova, CSc. doc. RNDr. V. Ptacek, CSc. RNDr. E. Janouskovcova, Ph.D. R. Pitelova

doc. RNDr. S. Kozubek, CSc. RNDr. P. Hyrsl, Ph.D. Mgr. J. Nejedlik

doc. RNDr. A. Lojek, CSc. Mgr. R. Staif

Mgr. J. Prochazkova, Ph.D. Prof. RNDr. V. Mikes, CSc.
RNDr. J. Vondracek, Ph.D. Mgr. J. Lochman

Mgr. K. Soucek, Ph.D.
Mgr. L. Kubala, Ph.D.
RNDr. M. Ciz, Ph.D.
RNDr. E. Bartova, Ph.D.
RNDr. M. Machala, CSc.
RNDr. J. Turanek, CSc.




Laboratoie KSFZ0OZ — Doc. Dr. A. Kozubik, PhD.

(Katedra srovnavaci fyziologie zivocichli a obecné zoologie)

Bunécna fyziologie Fyziologie a Lymska Neurobiologie a
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* mechanizmy uéinku * mechanizmy obranné

specifickych exogennich a imunitni reakce u hmyzu

endogennich cytokinetickych vyvolané stresovymi

regulatorut (cytokiny, faktory podminkami (teplota,

vyzivy, karcinogeny) na poranéni, bakterie,

bunécny ruast, diferenciaci a chemikalie, invaze

smrt, specifické interakce a entomopatogenich hlisti)

prenos signall téchto

regulatorui * srovnani humoralni
(lysozym) a bunééné

* kinetika tvorby reaktivnich (fagocytéza) imunitni

kyslikovych a dusikovych odpovédi mezi bezobratlymi

radikala za fyziologickych i (hmyz) a obratlovci (ryby),

patologickych podminek uloha reaktivnich kyslikovych
radikalt

* Lymska boreliéza * relationship between DNA
polymorphism of selected

* prirodni zroje infekce genes and psychiatric

limskou boreliézou v Ceské diseases (alcoholism,

republice hyperactivity)

* izolace druhti Borelia z * genetics of pain sensitivity
hlodavcu

* DNA detection of eye
+ identifikace izolovanych pathogens (viruses, bacteria,
druhti Borrelia a jejich fungi)
serologické potvrzeni

* a detailni studie cytokinet.

parameteru za pouziti metod » fyziologie hmyzu,

prutokové cytometrie, hemolymfa, dychani,

mikroskopie (svételné, hormonalni fizeni vyvoje

fluorescenéni, konfokalni) a hmyzu

pokro€ilych technik

molekularni biologie » foto- a magnetorecepce
hmyzu, citlivost na svétlo,

* studium procesu kompasové orientacni

karcinogeneze, prevence chovani, zapojeni mozkovych

vzniku nadorua a optimalizace struktur

protinadorovych terapii




Laboratoie KSFZOZ - Doc. Dr. A. Kozubik, PhD.

(Katedra srovnavaci fyziologie zivocichtli a obecné zoologie)

Bunééna fyziologie
a imunologie

- University of Turku — Finland
- Hebrew University of
Jerusalem — Israel

- National Institute of
Traumatology — Hungary

- Catholic University — Italy

- Ustav exerimentalni
farmakologie — SR

- Universita P. J. Safarika,
Kosice - SR

- Johannes Gutenberg
University, Mainz — Germany
- University of Kentucky —
USA

Ceska republika:

- Centrum kardiovaskularni a
transplantacni chirurgie, FN
Brno

- Fakultni nemocnice —

Masaryktv ustav, Brno
- Konference a seminare
Ceské spoleénosti pro
analytickou Cytometrii

Fyziologie a Lymska Neurobiologie a
imunologie hmyzu boreliéza molekularni psychiatrie

- University of Kiel — Germany
- University of Turku — Finland
-Institute for Plant Production,
Piest'any — Slovakia

- Virginia Tech University —
USA

Oddéleni zivocisné
fyziologie
a imunologie

Ceska republika:

- Ustav fyziologie, Ustav
entomologie, AV CR, Ceské
Budéjovice

- Ceska sbirka

Ceska republika:

- Ustav psychiatrie, UK, Praha
- Oddéleni psychiatrie, FN,
Brno

mjkroorganismt‘.’:, Brno
- Ustav organické chemie a r
biochemie, Praha Ceska republika: - Ustav lékarské biochemie,

- Vyzkumny ustav krmiv,
Troubsko

UK, Praha
- Oc¢ni klinika, FN, Brno




Laboratories of DCAPGZ

(Department of Comparative Animal Physiology and General Zoology)

Cellular Physiology Insect physiology Neurobiology and
and Immunology and Immunology Molecular Psychiatry

doc. RNDr. A. Kozubik, CSc. RNDr. M. Vacha, Ph.D. doc. RNDr. A. Zékovska’ Ph.D. RNDr. O. ée' Ph.D.

This novel research area is Traditional area —

based on the long-term «available grant support;
participation of team *good quality publications;
members in teaching within

department. The program has

high level of grant support

enabling to enlist further

students and staff in this

prospective research area.

Intensive international

collaboration, as well as high

publication activity ensures

further successful

development. Although these

activities rely on external

lecturers, a long term

collaboration between

Institute of Biophysics and

the Department should

guarantee further

e e Department of Animal
Department. i
Physiology and Immunology




ZAMERENI

Skupina laboratori
Biofyzikalniho ustavu

Oddeleni patofyziologie volnych
radikalu

Skupina fyziologie a
iImunologie hmyzu

Neuroetologie
Apidologie

Imunologie
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— prenos signalu regulujicich
b. Déleni, diferenciaci a smrt bunék
int. proliferujicich populaci
(KB, _Nadorové b.)

(V. Bryja, P. KrejCi, J. Pachernik,
J. Prochazkova )

(J. Hofmanova, J. Vondracek,
K. Soucek, A. Vaculova
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A c ytokinctiky Vychodiska
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ORGANISMUS JAKO KOMPLEXNI
HIERARCHICKY SYSTEM

Nelze oddé€lovat (naopak nutno usilovat)
studium na jednotlivych urovnich organizace systému
Obtizné realizovatelné v ramci jedné laboratore




TOXIKOLOGIE

I

EKOTOXIKOLOGIE +—

Clasee:
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ODHAD i OPTIMALIZACE

: MATEMATICKA . .

ZDRAVOTNICH ANALYZA DAT PROTINADOROVE
RIZIK TERAPIE

(BIOLOGICKYCH
\ REAKCI) /

w
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experimentélni zékladna

REGULACE BUNECNE KINETIKY
(PROLIFERACE, DIFERENCIACE A APOPTOZY)

na urovni

1 - molekularni
2 - bunééné
3 - systémové (organismus, populace, ekosystém)




VYZKUMNE CILE A OBLASTI PRAKTICKEHO VYUZITI

ONKOGENEZE
faze: ]
INICIACNI PODPURNA
/ (INITIATION) (PROMOTION)

,cell signalling POPULACE

(cytokiny a rustové .
modulatory vs. PUFAs a TRANSFSSNME?(VANYCH

eikosanoidy)

POPULACE NORMALNICH

(NETRANSFORMOVANYCH
) BUNEK

PROGRESIVNi
FAZE

(PROGRESSIO

ONKOTERAPIE
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Biofyzikélni stav AVCR, BRNO




Rovnovaha (homeostaza) obecneée

vysledek pusobeni mnohodetnych zpétnych vazeb

N

Claer
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diferenciace zvysené riziko vzniku
zanik bunék nadorovych onemocnéni

(smrt apoptézou)

tolerovana
hranice
optimalni regulovanéhc

A4

rozsah rozmezi
regulace

,homeostazy“
na tkanoveé
urovni

b4

POCET BUNEK V POPULACI

produkce bunék
(intenzita déleni -
proliferace)

oo
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FAKTORY SPECIFICKE

,rust®

FAKTORY NESPECIFICKE

jadro
vymezeni (DNA)

interakci

membrana cytosol
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Zakladni schéma

kaskady ovlivinujici
priubéh cytokinetiky

molekuly
signalové
transdukce

molekuly
zesilovaci
kaskady

\/ Cl...c.:
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The four important families of small
organic molecules in cells

building blocks larger units

of the cell of the cell

[__SUGARS __jmmp [ POLYSACCHARIDES |
Al [ FATTY ACIDS __| s [FATS, LIPIDS, MEMBRANES

AMINOACIDS | mmp PROTEINS
NUCLEOTIDES _ jmmfpp [ NUCLEIC ACIDS

Figure 2-17. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.




STRUKTURNI ULOHA _
FOSFOLIPIDU V BUNKACH

MEMBRANOVE
SYSTEMY
a bunécneé
kompartmenty

protientropicke
dusledky

NEODDELITELNA OD BUNECNYCH FUNKCI




Prirozené funkce membranovych lipidu

~ FUNKCNI
STRUKTURNI
(REGULACNI)

sz
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MEMBRANE PHOSPHOLIPIDS

l PLA,
— COOH

AA

/ - MI\

CYCLOOXYGENASES EPOX(T:?‘E(')“)ASES LIPOXYGENASES

|
* [ EPOXYACIDS,
m DIOLS, etc. LTC,

COOH
‘/\ LTD,

CH CONH CH, COOH [ LTE,
. : NH
: : COCH,CH,CHCOOH

NH,

sz
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Oncogenes ’ v - . .
Urovné interakci schematicky

Growth facton
fgf-5 sis
hst int-2

Growth factor

Receptor
bek fms
erbB  mas
fkg ros

. Receptone ReCEPIOLmmmmm—m RECEPIO f— RECEPTOL

Receptor

TS G protein G protein G protein

G protein ¢ ¢ ¢,

:::3 res _Receptor — PLCy PLA, —Na*/H = Adenylyl—
antiport  cyclase

ANVHENIN

ArachiXonate

Tyrosine kinase

Serine kinase

abl
erb
B2/neu
fes/fps
fgr
fyn

met
ret
sea
src
trk

mil/raf pks
mos raf

pim-1 rel

tyrosine_—>
kinase /\ / ¢ & l l 5

DG 1Py »[Ca®] o5 1y [PH) cAMP 53

/ oo

PKC PK (?) Calmodulin PKA >

proteins ‘l‘ ‘L l‘ ¢ >

yes Regulato

kit
Ick

RNA/protein synthesis

Nuclear
fos  myc
jun  ski
myb

DNA synthesis

SN3TONN

According to: G.Powis: TiPS; 12: 188 -194, 1991

Closerse
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Schematické znazorneni
ulohy vybranych slozek
fosfolipidového
metabolismu
v b. signalizacich

SIGNAL
(napf. cytokiny)

signalni
kaskada

jaderné receptory
transkripéni faktory

L
Ll
L
L]
L]
o
o
a
Ll
L
L]
Ld

peroxidace
membranové
fosfolipidy
n-6 PUFA
U E Mimobunécné podnéty (cytokiny, hormony,
polutanty, zareni




growth factors
hormones

N
O

el AANARAANA
PLA, — YYYYYYYY

i l
PLA, y /AA

cyclooxygenases
lipoxygenases
CP450 monooxygenases

l

eicosanoids

/

-ion channel activity
- guanylate cyclase
- adenylate cyclase
- protein kinase C
- protein kinase A

> - tyrosine kinase
- MAP kinase
- G-proteins

€—-—————— e e — ===

\

transcription factors

|

gene expression
cell growth

Zjednodusené
obecné schéma
efektu

a jejich metaboliti

According to: A. Sellmayer et al.:

Prostaglandins, Leukotrienes
and Essential Fatty Acids ;

57: 353 - 357, 1997.

CE::.:’;:;‘:E.‘:S
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zapojeni
fosfolipidovych komponent
v bunéénych signalizacich

/—\ G proteins
—> IGAP?
tvr tyr-P OE )

receptor substrates
e.g. PI-3 kinase

<o

mRNA (
.- other effectors e.g.
e.g.u-PA, JE, KC
B actin, \

fibronectin R ()
? hck, frg fos,

jun, myc G1

phospholipid phospholipases

-
-

Fluid-phase
pinocytosis Ct O
Glucose ‘ ptokinectiky

Na+ Biofyzikalni Ustav AVER. BANO

K+




Zakladni pristup k postizeni cytokinetiky:

detekce hlavnich parametru (dynamiky)
a jejich ronovahy/nerovnovahy v case

differentiation

apoptosis ?

proliferation (necrosis)

oo
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Modulation of signaling pathways

I. Addition of exogenous
arachidonic acid

Il. Modulation of eicosanoid
production by inhibitors of:

(AA) LPO or CO or P450
TNFa TNFa

TGF-B,/ TNFa

~
\\

differentiation (+)
after induction into:

granulocytes or
monocytes /

differentiation

TGF-B,/ TNFa

w) =

apoptosis
(necrosis)

-

macrophages t
0

Collection of cytokinetic data

time (t) t

\

(detection of proliferation, differentiation and apoptosis) in selected time intervals

Data analysis - specification of significant interactions ( l-nborntorv

detailed study of

Institute of Biophysics, Brno
Academy of Sciences

Czech Republic




Factor?2 -
concentration
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Factor 1 - concentration

An example of interactions of two factors (data from Eur. J.
Pharmacol. 316, 349-357, 1996, see Publications.)




MODELY:

Bunky tzv. intenzivne proliferujicich populaci (bunky
nadoroveé)

zejména b. krvetvorné, b. strevnich epitelll a b. jaterni.

OBLASTI STUDIA

a STUDOVANE LATKY
T
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A2780

Bunky epitelialniho piivodu

Lokalization

ovarium

Organisms

¢lovek

Pahtology

karcinom, Pt - citlivé

A2780cis

ovarium

¢lovek

karcinom, Pt - rezistentni

A549

plice

¢lovek

karcinom

BEAS-2B

plice

¢lovek

tranformované virem

CaCo2

kolon

¢lovek

adenokarcinom

CCL-64

plice

norek

normalni

CH-1

ovarium

¢lovek

karcinom, Pt- citlivé

COR-L23

plice

¢lovek

karcinom

COR-L23/CP3

plice

¢lovek

karcinom, Pt - rezistentni

COR-L23R

plice

¢lovek

karcinom, doxorubicin -
rezistentni

CT26

kolorectum

mys

karcinom

EI10

plicni

mys

normalni

FHC

kolon

¢lovek

embryonalni

H4IIELuc

jatra

krysa

karcinom




HaCaT

Bunky epitelialniho puvodu

Lokalization

epidermis

Organisms

¢lovek

Pathology

normalni

HelLa

cervix

¢lovek

karcinom

Hepal

jatra

mys$

karcinom

HepG2

jatra

¢lovek

karcinom

HT-29

kolon

¢lovek

adenokarcinom

HTI115

kolon

¢lovek

adenokarcinom

HUVEC

endotel

¢lovek

embryonalni

LEP

plice

¢lovek

embryonalni (fibroblasty)

MCE-7

prs

¢lovek

adenokarcinom

MDA-MB-231

prs

¢lovek

adenokarcinom

MDCK

ledvina

pes

normalni

MVLN

prs

¢lovek

adenokarcinom

SKOV-3

ovarium

¢lovek

adenokarcinom, Pt — primarné
rezistentni

T47D

prs

¢loveék

karcinom

WB-F344

jatra

krysa

normalni




Burnky mezenchymalniho puvodu




Metody pouZivané v laborato¥i cytokinetiky BFU AV CR, Brno

Legend: FACS — flow cytometry
FM - fluorescent microscopy
SM — light microscopy
WB - western blotting
FM - fluorimetry (FluoStar)
CM - kolorimetry (FluoStar nebo Elisa reader)
LM - luminometry (VUVEL, Lojek)
PAGE - polyacrylamid electrophoresis
RT-PCR - reverse transcription polymerase chain reaction
RG - radiography

ELFO — agarose electrophoresis




Metody prukazu apoptotické formy bunécéné smrti

method, molecules Princip, function, parameter Legend
I

DAPI staining Studium morfologickych zmén bunééného jadra apoptotickych bunék FM

Annexin V - FITC + propidium jodid

(PI) Externalizovany fosfatidylserin apop. bunék + zachovana semipermeabilita (detekce rané apoptézy) FACS, FM

TUNEL + PI Prukaz specifické fragmentace DNA (DNA zlomu - nicki — ss DNA breaks) FACS, FM

SubG0/G1 peak v distribuci

bunééného cyklu Barveni buné&né DNA propidium jodidem s extrakci nizkomolekularni DNA citratovym pufrem FACS

Pl - Hoechst double - stain Rozdéleni bunék na mrtvé/zivé, podle morfologie jadra identifikace apoptotickych bunék FM

DNA Zzebiik Prikaz fragmentace DNA na 180 bp fragmenty (tzv. ladder) ELFO

Kaspaza1,3,7,8,9 Detekce exprese specifickych proteaz WB

Caspase assay (c-3, -6, -8, -9 subs.) Dukaz aktivity specifickych proteaz stépenim specifické sekvence na fluorescenéni substrat FM

cytokeratin 18 - protilatka M30 Neoepitop vytvoreny stépenim cytokeratinu kaspazou FACS,

Lamin B Degradace Laminu B kaspazami WB

PARP Detekce $tépeni proteinu PARP WB

JC-1, TMRE, DiOC6, MitoTracker

Red, Rh 123 Detekce zmén mitochondrialniho potencialu AWm FACS

Hoechst + propidium jodid (PI) Detekce apoptickych, nekrotickych a sekundarné nekrotickych bunék (detekce i pozdni apoptozy) FM

F-aktin Detekce intenzity polymerizace a depolymerizace aktinu (pomoci konjugatu faloidin-FITC) FCM, FM

Intracelularni pH Prukaz poklesu intracelularniho pH vugéi fyziol. hodnoté nutného k aktivaci enzymu DNA-azy

Izolace cytochromu c z cytos. frakce | Vyliti Cyt. C z mitochondrii do cytosolu a formovani komplexu s Apaf-1 a procasp-9 vytvafi apoptosom WB

OxPhos Complex IV subunit Il Studium funkce mitochondrii WB




Proteiny a molekuly spojené s procesem apoptozy

nethod, molecules Princip, function, parameter

Bad, Bag-1, Bak, Bax, Bcl-2, Bcl-X, Bcl-
XL, Bid, Mcl-1 Bcl-2 rodina - regulatory pribéhu apoptozy WB

c-FLIP Inhibitor kaspazy 8
c-IAP1, XIAP Rodina inhibitor( kaspaz

Hydroethidin, 2°,7"
dichlorofluoresceindiacetat Stanoveni respiracniho vzplanuti a produkce ROS provazejici apoptézu

Dihydrorhodamin 123 Stanoveni respirac¢niho vzplanuti a produkce ROS provazejici apoptézu
Stanoveni respiracniho vzplanuti a produkce ROS provazejici apoptozu




Metody stanoveni urovné proliferace, cytotoxicity, viability

method, molecules Princip, function, parameter

Coulter
Pocitani bunék Pocita€ €astic zalozeny na principu konduktivity counter

Dye exclusion assay - eosin, trypanova
modf Barveni mrtvych bunék s permeabilizovanou membranou SM

Dye exclusion assay - propidium jodid Barveni mrtvych bunék s permeabilizovanou membranou FACS

Stanoveni relativniho mnozstvi bunék metabolizujicich tetrazolove soli MTT, WST-1 na formazanove

MTT, WST-1 produkty C
CyQuant Kit (Molecular Probes) pro znaceni DNA specialni fluorescenc¢ni barvou - proliferacni assay F
Inkorporace BrdU Analog deoxyuridinu se inkorporuje béhem replikace DNA v proliferujich bunkach FACS, FM

Inkorporace 3H-thymidinu (izotopova
metoda) Triciem znaceny thymidin se inkorporuje do bunék béhem replikace DNA - scintilaéni hodnoceni RG

Clonogenic assay Otreatované buriky rostou v médiu nebo na agaru, sleduje se schopnost vytvaret kolonie bunék




Metody analyzy bunécného cyklu

Proteiny spojené s regulaci bunécného cyklu

Nazev metody, stanovované molekuly

Princip, funkce, parametr

Methods, molecules Princip, function, parameter Legend
Barveni pomoci PI

(napf. VindellQv roztok) Distribuce bunééné populace podle mnozstvi celkové buné&né DNA do jednotlivych faz bun. Cyklu FACS
Mouse anti-BrdU-FITC + PI Sledovani syntézy DNA na zakladé inkorporace BrdU do DNA proliferujicich bunék FACS
Pulse-chase BrdU labeling Sledovani prachodu bunék cyklem FACS

Legenda

cyklin A Rizeni S - G2 faze b. cyklu - asociuje s cdk 2 WB
cyklin D1 Rizeni pfechodu z faze G1 do S - asociuje s cdk 4 WB
cdk 2 activity assay Rizeni S - G2 faze b. cyklu - asociuje s cyklinem A RG
cdk 4 Rizeni pfechodu z faze G1 do S - asociuje s cyklinem D WB
p15, 16 Rodina p16 - inhibujici kinazy cdk 4 a 6 WB
p21/waf1/cip1/sdi1/pic1 Inhibitor cdk a DNA replikace, transaktivovany pomoci p53 WB
p27/kip1 Inhibitor komplext cyklin D-cdk 4, cyklin A-cdk 2 WB
Topoizomeraza lla Replikacni faktor - marker pozdni S/G2/M faze b. cyklu WB
pRb Onkosupresor zastavujici ve fosforylované formé b. cyklus v souvislosti s p21 WB
p53 Tumor supresorovy gen - "Guardian of the genome" - downstream reguluje p21/waf WB




Metody detekce diferencujicich se bunék

method, molecules Princip, function, parameter

Znaky monocytarni diferenciace lidskych leukemickych bunék

Stanoveni aktivity a-naftyl acetat esterazy (difer. leukemickych bunék)

Znak monocytarni diferenciace leukem. bunék - pohlceni €astic konjug. s FITC
Se zvySujici se urovni diferenciace roste pocet reduk. formazanovych zrn

Aktivita alkalické fosfatazy Znak diferenciace kolonovych bunék - disodna sul 4-nitrofenyl fosfatu

Stanoveni aktivity nespecifickych esteraz pomoci $tépeni fluoresenéné sondy CFDA
Nespecmcke esterazy (karboxyfluorescein diacetat) FACS

Intracelularni pH Stanoveni intracelularniho pH jako markru diferenciace bunék pomoci flourescenéni sondy SNARF-1 FACS

Polymerizace aktinu FITC znaceny faloidin

@)
<

(@)

Proteiny spojené s diferenciaci bunék

method, molecules Princip, function, parameter

Receptor all-trabs retinoic acid, indukujici diferenciaci leukemickych bunék

Receptor aktivovany 9-cis-retinovou kyselinou -

Receptor vitaminu D, mnozstvi VDR moduluje rast a diferenciaci nadorovych bunék




Mezibunécna komunikace, anoikis, motilita bunék

method, molecules Princip, function, parameter
FAK B

Nereceptorova tyrosin kindza zapojena v pfenosu signali z ECM w

Cadheriny Slozka desmosomu, nachazi se v komplexu s cateniny WB, FM
y-catenin SloZzka desmosomu, nachazi se v komplexu s cadheriny WB
connexin 43 Slozka gap junctions (GJIC) w

B
GJIC inhibition assay Testovani funk&nosti GJIC pomoci luciferové Zluti FM

Wound healing assay Testovani motility bunék FM

Metabolismus Kyseliny arachidonové

method, molecules Princip, function, parameter

cytopl. fosfolipaza A2 Odstépuje AA z membran WB
5-lipooxygenaza Metabolizuje AA na leukotrieny WB
Cyklooxygenaza 2 Metabolizuje AA na prostaglandiny, prostacykliny a tromboxany WB

HPLC
Uvolnovani AA Uvolnéni AA z bunék do media (VUVEL)




Signalni drahy receptoru smrti

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr Legenda
Fas-L Ligand Fas-R - signal smrti WB
Fas-R (CD95) Receptor smrti - aktivovany navazanim Fas-L WB,FACS
FADD Adaptérova molekula - sou¢ast DISC komplexu WB

Toso Inhibitor Fas indukované apoptézy nachazejici se na povrchu T lymfocytl WB
TRAIL Ligand TRAIL-R - signal smrti WB
TRAIL-R1,2 (DRs) Receptory smrti - aktivovany navazanim TRAIL-L WB,FACS
TRAIL-R3,4 (DcRs) Decoy receptory - vazou TRAIL, ale neaktivuji proces apoptozy WB,FACS

Kinazy a proteiny s nimi asociované

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr Legenda
Ras, N-Ras Mebranovy G-protein WB
ERK 1/2 Imunochemické stanoveni neaktivni a aktivni (fosforylované formy) WB
p38 Imunochemické stanoveni totalni (na fosforylaénim stavu nezavislé) hladiny p38 WB
JNK/SAPK activity assay stanoveni aktivity analyzou fosforylace substratu (radioizotopova metoda) RG
Akt/PKB Serin/Threoninova protein kinaza, mize stimulovat Ras WB
pTyr Protilatka detekujici fosforylovany Tyrosin WB
pSer Protilatka detekujici fosforylovany Serin WB




Signalni draha TGF[3

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr

TGF p1 Rustovy faktor -
TGF BRI, I Receptor pro TGF -

Smad 2, 4 Aktivace TGF R vede k translokaci téchto transkripénich faktort do jadra

Proteiny asociované s AhR

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr

WB, RT-PCR EMSA
Ligand-dependentni transkripcni faktor,

Reporter gene assay for AhR Metoda stanoveni aktivity Ah R -
Stabilni transfekce mutantnich variant AhR a ARNT pomoci plazmidovych vektor( -

WB, RT-
ARNT Jaderny partner receptoru AhR umoznujici jeho vazbu na XRE element PCR

WB, RT-
CYP1A1 Oxidaza se smiSenou funkci patfici do rodiny cytochromt P450 PCR




Proteiny spojené s hormonalni regulaci

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr

Reporter gene assay for ER Metoda stanoveni aktivity estrogennich receptorti
Cathepsin D Endopeptidaza indukovana estrogeny

LRP/MVP

Ribonukleoproteinové ¢astice ovlivnéné hladinou estrogent

PPARy Jaderny receptor pro hormony ovliviiovany MAPK -

Transkripcni faktory a asociované proteiny

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr

NF KB
IkB
c-Myc

AP -1 (Jun + Fos)

Aktivator fady genu spojenych s hematopoezou, apoptézou atd. WB, EMSA
Inhibitor NF-kB, ktery jej zadrzuje v cytoplazmé WB

Po navazani heterodimeriza¢niho partnera Max pusobi jako TF

_ Onkosupresor podilici se na fizeni oprav DNA |ézi _

Homo- ¢i heterodimerni transkripéni faktor WB, EMSA



Zvlastni pozornost venovana

Vnt signalling

FGF signalling

TGF beta signalling
Apoptotickym proteinm
Regulatorum dif. a b.cyklu

PUFAs

Jejich vzajemnym vazbam




V)'/zku m Aplikovany
(cileny)

(VYVOj ) Zakladni

Snaha o naplnéni cyklu
a dusledky pro financni zajisténi syEckinatily
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Podstata navrhu projektu

membrane - cytoplasm —snucleus

(SIGNALING PATHWAYS)

TREATMENT

Environmental imbalance of

pollutants prooxidative/

(PAHs, PCBs, 1CDD) antioxidative
processes

apoptosis

PUFAs
imbalance cell cycle

Cytokines / at the level and
of PUFA proliferation

(TGFB 4, TNF-0) metabolism

of regulation
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Registered

participants: 65 1 37 1 80

Invited speakers: 0 3 7 (Angl.)




Co by mélo byt rozhodovano nejdriv:
ProC chceme studovat, jaky je opravdovy zajem?
Na zakladé ceho se rozhodujeme?

Kdy zacit a procC?

Kde zacit?

Jaké mame moznosti uplatneni

po skonceni studia?

@ T
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Scientific/Methodological Cooperation
in Central Europe
- Possibilities and Perspectives-
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An example of recently built synchrotron of similar size in Australia
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The places where synchrotrons in EU are located
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Our goal is to move
the borderline in this direction
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B - Mendel Research Center (MRC)
B - Center for Human and Animal Health (CHAH)

B - Center of Biomedical Research (CBR)
- Center of Advanced Materials and
Technologies (CAT)
B - Center of Electron Microscopy (CEM)
- Integrated Center for Science
- Computational and Information Technologies
- Congress Center

Amongst the CETE Projects, the most important is so called MRC Project, since
“it integrates the most sophisticated technologies of biological research




¢

Core facilities |

Optical microscopy
Flow-cytometry and sorting
Genomics and proteomics
NMR spectroscopy

Electron microscopy

Animal and Plant Cultivation
Separation and Detection
Computing technologies
Testing of drugs

Cell cultures, stem cells

Ceskd spolecnost pro andl




Material Sciences

Nano- and Microtechnologies
Communication technologies
Biomedicine technologies

®Pe

k. Ceska spolenost pro analytickou cytologii




V Cem spocivaji nejvetsi moznosti

V mire osobniho nasazeni
Opravdovem zajmu

Vyuziti prilezitosti




D L Closorocory

Institute of Biophysics, Brno

Academy of Sciences
Czech Republic

- Nabidka prace na odbornych tématech
na Odd. FIZ PiF MU v Brné.
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Nuclear responses .
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Interaction between signalling pathways

IL-3
Phorbol esters CSF-1 PGE2

oo.ocoooo»ooooooo. adenylyl DO0OC
/ PKC GM - CSEF R cyclase
PKC

CSF-1R
(c- fms)

tyr-P
ST v

EFFECTOR
e.g. G protein,
kinase

l

RESPONSE

GO
cell cycle phases I




Modulace cytokinetiky latkami tukové povahy

Lipidy a zejména jejich slozky vysoce nenasycene kyseliny
(PUFA), véetné jejich metabolitl eikosanoidu,

patfi mezi vyznamné epigeneticky pusobici faktory schopné
ovlivnit jak deleni a zanik normalnich,

ale i transformovanych bunécnych populaci, tak proces maligni
transformace.
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Hlavni mechanismy pusobeni PUFAs

1) pfimé ovlivnéni aktivity transkripCnich faktoru
regulujicich expresi genu vyznamnych z hlediska
cytokinetiky

2) produkce eikosanoidu pusobicich na prfenos signalu
rustovych faktoru, cytokinu a imunitni systém

3) produkce reaktivnich kyslikovych metabolitu
vznikajicich peroxidaci lipidu.
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Prestoze cca 20 let trvajicic vyzkum v poznani vyznamu PUFAs a jejich
metabolitu v bunécnych signalizacich (zejména v mech. regulujicich
cytokinetiku) jiz dosahl obecné znaéného pokroku, frada otazek zustava
doposud nezodpovezena.

Pokud jde o poznani ulohy fosfolipidového metabolismu v mechanismech
ucinku xenobiotik je vykum teprve v zacatcich.

PRESTO LZE VYSLOVIT PREDPOKLAD, Ze

jak fosfolipidové komponenty, tak jejich prekursory, by mohly hrat duleZitou
ulohu v mechanismech toxického pusobeni xenobiotik,

mj. i modulaci drah fidicich proliferaci, diferenciaci a smrt buneék, jejichz
soucasti jsou cytokiny a dalSi fyziologické regulatory rustu.




Skodlivé faktory zivotniho prostiedi, c

Skala stresoru Lnbomtoi-
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BIOLOGICAL MEDIATORS

THE ARACHIDONIC ACID CASCADE

(Phospholipase)
@ Re-esterification Release
A
\ i
P =~ COOH

Arachidonic Acid «__.__.

HN

w Lipoxygenase
(8] Cyclooxyge"asy (Aspirin \,
o Indomethacin)

¢C"‘Y’$§°°” ® ‘

OH OH Leukotriene By
vGlu-Cys-Gly
1

Lipoxins (A & B)

Hydroxy Fatty acids
(HETEs, HPETES)

Prostaglandins
Thromboxane S

Prostacyclin COOH
OH

CsHiy
Leukotriene C4 —LTD4 — LTE,4

Fosfolipidovy metabolismus
a pusobeni Skodlivych faktoru
zivotniho prostredi

Claorai
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Nutrient/GF Deprivatio Environmental
Stress UV light

lonizing Radiation
Chemotherapy
Xenobiotics
02, TM, Heat

colun, ATE2 ) [ oA damage
DNA damage

cjun, c-fos m m @
antioxidants ||
P [psd| [ wowd

Mitogens Growt
Factors
Hormones

Serum @
JNK/SAPK
- nosark] [ g
GPL

Cytokines]| - LPKG

replication

Replication

? Ceramide

Cytokines
Fas-ligand
TNF-alpha

Charus
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According to: Rizzieri: Drug Resistance Updates; 1: 359 - 376, 1998







effect

lipoxygenase inhibitors differentiation agents
TG F- ‘ 1 + (MK886, esculetin) + (TPA, RA, DMSO)

TGF-p1 cell membrane
receptor

arachidonic

serin - )
acid

threonin
kinase

cytosol

cyclooxygenases lipoxygenases

EETs
HETEs
diols ?

? p§1 c-myc

prostaglandins
thromboxanes

nucleus
c-fos

induction of
differentiation

(G1cyclins) ~
inE

cycl

\ inhibition of

p27‘ Rb — R proliferation

G 1 DNA synthesis
cell cycle turnover

unknown well documented

some interactions

of TGF-B1 and AA
metabolism with other
regulatory molecules
which should be studied
(unknown effects)
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Epigeneticky pusobici faktory, ktere
mohou modulovat rychlost deleni,
diferenciaci anebo zanik bunek

Faktory, které mohou ovlivnit cytokinetiku zmenami

1) exprese anebo funkce molekul zapojenych v prenosu signall pfimo regulujicich
proliferaci, diferenciaci a bunécnou smrt (apoptozou),

vcetné exprese protoonkogenu a nadorové-supresorovych genu

2) signalt, které tyto funkce ovliviiuji do urcité miry nepfimo,

jako jsou inhibice mezibunéénych spojeni, ovlivnéni funkce enzymu reparujicich DNA,
metylace DNA apod. ( l-.-..bomto.—
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