Biocentrum Albertov

Uživatelský program
Přípravný výbor: M. Elleder, A. Šedo za 1.LF; V. Baumruk, V. Holý, další zástupce za informatiku za MFF; I. Jelínek, J. Konvalinka, J. Hudeček, Z. Palková, J. Tachezy, P. Folk (svolavatel) za PřF

Preambule 
Rozvoj přístrojově náročných technologií umožnil dosažení nebývalých pokroků v poznání molekulární podstaty života. Tento pokrok poznání s sebou přinesl nejen odpovědi na teoretické otázky, ale především možnosti řešení současných problémů společnosti. Odrazem této skutečnosti jsou i priority v nejrůznějších strategických materiálech na národní i mezinárodní úrovni, které zahrnují: (a) zajištění zdravého a kvalitního života člověka v konfrontaci s riziky nemocí rozvojového světa a stárnutí populací rozvinutého světa, (b) zajištění udržitelného rozvoje (m.j.) využitím biologicky inspirovaných technologií a (c) poznání a ochranu genofondu planety. 

Předpokládá se, že realizace rozvoje výše uvedených priorit v následujících dekádách s sebou přinese i potřebu adekvátně vyškolených odborníků. V dokumentech EU je zdůrazňována nutnost připravit evropský vzdělávací prostor na úkol  vyškolit vědce schopné zajistit rozvoj jmenovaných oblastí. Pro UK je tato situace výzvou i příležitostí jak připravit studentům atraktivní a ceněné studijní programy budoucnosti. Tradice přírodních věd i lékařského výzkumu na UK zavazují, abychom tuto příležitost využili. 

Základním východiskem při vytváření uživatelského programu je koncept vědeckopedagogických center excellence, která zajišťují participujícím fakultám konkurenceschopnost v Evropském vzdělávacím prostoru. Koncept je rozveden v materiálu Návrh rámce dostavby Kampusu Albertov (T. Herben, PřF).
(1) Cíl a náplň činnosti Biocentra

Centrum bude koncipováno jako 

1. „centrum excelence“ v oblasti přírodních a lékařských věd

2. „core facility“ (základna přístrojově náročných technologií UK) zajišťující nejnáročnější a nejprogresivnější analytické techniky, které budou sloužit všem zainteresovaným skupinám i mimo zakládající fakulty.
Aby mohl být takovýto koncept naplněn, musí se jednat o integrovaný celek, jehož prostorové, technické a organizační řešení bude splňovat současné evropské a světové standardy pro špičkovou vědeckou práci.

Výzkum Centra bude zaměřen na poznání živých systémů pro potřeby lidského zdraví, nových biotechnologií a ochrany biodiverzity. Společnou charakteristikou výzkumu bude uplatnění moderních, instrumentálně náročných přístupů zahrnujících genomiku, proteomiku, strukturní biologii, systémovou biologii a nejmodernější zobrazovací a analytické technologie. Takto proponované centrum bude impulsem pro sbližování a propojování lékařského a biologického výzkumu s přímou provázaností na výzkumné projekty řešené na MFF. Lze tedy velmi realisticky očekávat, že  takováto  interdisciplinární technologická a intelektuální podpora výzkumu povede k jeho zkvalitnění na zainteresovaných universitních pracovištích obecně a k postupnému rozšiřování počtu vědeckých pracovníků, zejména mladší generace. Centrum může být velmi atraktivní pro mladé vědce vracející se ze  zahraničních pobytů. 
Role jednotlivých (zakládajících) fakult

Centrum bude místem, kde se budou stýkat pracoviště (zakládajících) fakult, budou zachovány co nejtěsnější vazby Centrum-fakulty. 1LF a PřF budou garantovat biologický a biomedicinský výzkum. MFF bude garantovat výzkum, související s pokročilými technologiemi založenými na poznatcích fyziky a výpočetní techniky. PřF se může podílet skupinami z chemické sekce na obdobném zajištění moderních analytických technologií využívajících poznatků z analytické a fyzikální chemie. Výzkum v příslušných oblastech fyziky, chemie či výpočetní techniky bude souviset s rozvojem a co nejefektivnějším využitím špičkové instrumentace při studiu biologických procesů na buněčné a  molekulární úrovni. 

Očekávané přínosy při získávání mezinárodních vazeb a talentů

Centrum bude důležité pro zajištění pozitivních trendů ve vědecké a pedagogické činnosti. Půjde zejména o:
· lepší bilanci při kompetici o talenty vracející se z postdoktorálních pobytů. Pro udržení stávajícího postavení fakult je nezbytné, aby byly schopné přilákat špičkové osobnosti. Evidujeme již pozitivní ohlasy mladých vědeckých pracovníků, působících v současné době na špičkových institucích ve světě.

· lepší postavení při získávání a organizování mezinárodní vědecké spolupráce  

· lepší pozici při získávání spolupráce v rámci Evropského vzdělávacího prostoru. Lze očekávat větší zastoupení v programech typu „joint degree“ a s tím související zlepšování pozice UK v kompetici o talenty z evropských zemí.

· zvýšení atraktivity doktorských a magisterských studijních programů. Lze předpokládat růst zájmu uchazečů a snadnější kompetici o talentované studenty. Kvalita zajišťovaná centrem se může ukázat jako důležitá, pokud by docházelo k odlivu zájmu studentů o přírodovědné obory a nebo ke kompetici se vzdělávacími institucemi v Evropě. Ve všech případech by šlo ve srovnání se stavem bez Centra o lepší zajištění příjmů za výuku.

Vědecký přípravný výbor

Přípravný výbor je složen ze 4 až 5 zástupců za každou z fakult. Výbor má za úkol připravit návrh uživatelského programu. 

(2) Členění centra mezi zakládající fakulty

Základní členění

Biocentrum bude členěno takto:

    užitná plocha cca:

A  4t. m2
biologický a biomedicínský výzkum, skupiny afiliované s PřF

B  4t. m2  
biologický a biomedicínský výzkum, skupiny afiliované s 1LF  

C  4t. m2 
„Core facility“; instrumentální a servisní základna, instrumentálně náročné   technologie garantovány skupinami MFF

D  950 m2 
posluchárny a prostory pro pokročilou výuku a odborná setkání, CPPT, administrativa

E  2,5t. m2   
garáže (100 stání), komunikace, vstupní prostory

  15,5t. m2
celkem užitné plochy objektu dle rozsahů odvozených z minulé urbanistické studie

Obsazení Centra vědeckými týmy

V současné době byli vyzváni k účasti na přípravě konceptu Biocentra někteří vedoucí týmů na 1.LF, PřF a MFF. Oslovené týmy představují pouze část naplnění kapacity Centra (~ 60-70%). Oslovení dalších fakultních i zahraničních vedoucích laboratoří se předpokládá v dalších fázích realizace návrhu. 

Oslovení vedoucích týmů neznamená garanci ploch či investičních prostředků, je předběžnou „výzvou ke spolupráci na přípravě konceptu Biocentra“. Prostory Biocentra, kde budou výzkumné týmy pracovat, budou budovány modulárně a tak, aby jejich řešení bylo možno přizpůsobovat změnám v zastoupení týmů. 

Předpokládá se, že obsazení Centra bude v závěrečné fázi řešeno na základě evaluace s využitím mezinárodních oponentů.

Vedoucí oslovených týmů jsou uvedeni bez titulů.

Týmy 1.LF  (4000 m2)
Jana Ledvinová

Viktor Kožich

Lenka Dvořáková

Stanislav Kmoch

Marta Kostrouchová

Zdeněk Kostrouch

Kateřina Jirsová

Ivan Raška

Pavel Martásek

Hana Hansíková

Aleksi Šedo

Zdeněk Fišar

Týmy PřF  (4000 m2)
Zdena Palková    

Jan Tachezy

Jitka Forstová

Jan Černý

Jan Brábek/ Petr Folk

Petr Horák/ Petr Volf

Pavel Stopka

Jindřich Jindřich

Petr Štěpnička

Marie Stiborová

Karel Bezouška

Jan Konvalinka

Tomáš Obšil

Jan Šarek

Návrh „Core facility“ ve spolupráci s MFF  (4000 m2)
„Core facility“ bude zajišťovat na špičkové úrovni vybrané instrumentální metody a analytické techniky, které budou sloužit všem zainteresovaným pracovištím v rámci UK jakožto i dalším akademickým institucím. Při určování rozsahu a zaměření dílčích částí „Core facility“ hrají rozhodující roli (i) potřeby výzkumu „uživatelů“ (v rámci celé Univerzity), (ii) předpoklady zúčastněných fakult a (iii) vztah k obdobným institucím. Ad (i) : V důležitých oblastech jako například  proteomika, transkriptomika či struktura molekul přinese facilita novou kvalitu v experimentálním vybavení na UK. To umožní zvýšit efektivitu práce řadě výzkumných týmů. Předpokládáme také, že se významným způsobem zkvalitní výuka studentů a doktorandů. Protože půjde o zařízení unikátní, předpokládáme jeho využití i pracovními týmy mimo UK. Ad (ii) : Při plánování facility budou rozvíjeny zejména ty oblasti, kde již bylo dosaženo dobrých výsledků a kde má UK kvalitní lidské zdroje. Ad (iii) :  Bude přihlíženo k tomu, aby nedocházelo k duplicitám, zejména se zařízeními AV ČR v pražském regionu. Plánování facilit obou Center na Albertově je koordinováno – například hmotová spektroskopie bude rozvíjena v rámci Biocentra, výpočetní kapacity budou budovány v Globcentru.
Následující jména, která jsou podtrženě, představují návrhy odborníků, kteří by v rámci „Core facility“ mohli přímo působit. Jména bez podtržení představují zástupce „uživatelů“.

C1 
bioinformatika molekulové modelování nebo biologie systémů 
C2/3
genomika, sekvenační servis


transkriptomika a její aplikace, facilita pro microarray analýzy včetně tisku vlastních arrays


J. Tachezy

L. Dvořáková, S. Kmoch (1LF)

C4
proteomika – MALDI-TOF MS a LC-MS/MS s provozní kapacitou, která bude odpovídat požadavkům na proteomická data jak v biomedicíně tak při studiu biodiverzity


P. Martásek, K. Bezouška

M. Štícha (MS, PřF)

C6
facilita pro sterilní chovy myší – doplněk existujících kapacit na 1.LF a pro služby, které bude nutné zajistit přímo na místě


E. Nečas (chovy 1.LF), J. Konvalinka, M. Stiborová

C7
facilita pro velkoobjemové kultivace pro účely výzkumu (rekombinantní proteiny, TAP purifikace etc.) – fermentory pro výzkumné účely, nepředpokládá se existence velkého poloprovozu


J. Tachezy

C8
facilita pro velkokapacitní přípravu/testování tkáňových kultur


Z. Novotná (1LF)

C9
pokročilé zobrazovací technologie – výzkum a rozvoj v oblasti optické a elektronové mikroskopie, zajištění chodu špičkových instrumentací pro potřeby laboratoří


Z. Palková, J. Forstová, J. Nebesářová (EM, PřF), Vohlídal (AFM, PřF)


I. Raška (1LF), M. Janeček (MFF, pokročilá TEM)

C10
spektroskopické metody, rovněž i v souvislosti s C9


J. Hudeček, T. Obšil

V. Baumruk (MFF), Němec (IR, Raman, PřF)

C11
struktura biomolekul – pokročilé strukturní metody 

P. Martásek (1LF), J. Konvalinka, T. Obšil, I. Císařová (PřF)


V. Holý (MFF)

C12
analytické technologie a pokročilé separace 


Coufal, B. Gaš, J.; FACS a buněčné separace: J. Forstová, J. Černý, A. Šedo

C13
robotizace vybraných projektů při analýzách na celosystémové úrovni (spottery, online analýzy v reálném čase, krystalizace pro strukturní analýzy etc.)


S. Kmoch, Z. Palková, T. Obšil

C14
„pokročilá“ dílna pro řešení specif. potřeb instrumentálních laboratoří
Na základě tohoto rámce jsou zpracovávány detailní přílohy, které ke každé části „core facility“ specifikují její výzkumné zaměření a nabízený servis včetně konkrétních velkých přístrojů 
Prostorové řešení a technické požadavky na stavbu

	
	
	
	

	budova obdélníkového půdorysu
	
	
	m2

	rozměry parcela
	95x60 m
	plocha celkem
	5 700

	rozměry budova
	85x50 m
	plocha celkem
	4 250

	
	
	
	

	podlaží
	
	
	

	1 ustupující (zároveň pro vzduchotechniku etc.)
	
	

	4 nadzemní
	
	
	

	2 podzemní
	
	
	

	
	
	
	

	konstrukční výška 4-4,5 m, světlost 3,2m
	
	

	stání pro auta počet 100, cca 2500 m2 včetně komunikace
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	celkem 
	užitná plocha

	4.p (=méně než 1/3 rozlohy)
	2 000
	500
	

	3.p
	4 250
	2 550
	

	2.p
	4 250
	2 550
	

	1.p
	4 250
	2 550
	

	přízemí
	4 250
	2 200
	

	sut 1
	4 250
	2 550
	

	sut 2
	4 250
	2 550
	

	celkem
	25 500
	15 450
	

	
	
	
	

	garáže (100 stání) vč. komunikace
	
	2 500
	

	posluchárna 1 velká a 2 malé
	
	800
	

	kongresové facility, prostory pro studenty
	150
	

	administrativa, vedení, CPPT,  sklad
	120
	

	
	
	3 570
	

	
	
	
	

	zbývá plochy pro vědeckopedag. celkem
	
	11 880
	

	"core facility" spolu s MFF
	
	3 960
	

	vědeckopedag. 1LF
	
	3 960
	

	vědeckopedag. PřF
	
	3 960
	

	
	
	
	

	příklady počty týmů :
	
	celkem plochy
	

	400 m2
	1
	400
	

	250 m2
	10
	2 500
	

	150 m2
	7
	1 050
	

	
	
	
	

	součty
	18
	3 950
	


	Příklady typů laboratoří a kombinací místností
	
	
	
	
	
	

	typy laboratoří/místností
	
	tým 400m2
	 
	tým 250m2
	 
	tým 150m2
	 

	s okny:
	m2
	počty
	plochy
	počty
	plochy
	počty
	plochy

	lehká biochemie a molekulární biologie
	50
	2
	100
	1
	50
	1
	50

	chemie
	50
	1
	50
	1
	50
	 
	0

	malá laboratoř víceúčelová
	30
	1
	30
	1
	30
	1
	30

	výpočetní/ pracovny
	30
	1
	30
	1
	30
	 
	0

	seminární
	40
	1
	40
	0
	0
	 
	0

	samostatné pracovny
	12
	3
	36
	2
	24
	1
	12

	bez oken:
	
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	servisní/technická malá
	12
	4
	48
	3
	36
	2
	24

	servisní/technická velká
	30
	2
	60
	1
	30
	1
	30

	
	
	
	394
	
	250
	
	146


Centrum pod určitým limitem velikosti nemůže plnit předpokládané funkce. Důležitým faktorem působení Centra je totiž i to, že je interdisciplinární a soustřeďuje tak určitý repertoár aktivit a myšlenkový potenciál. Je to právě toto soustředění, které má pozitivní dopad na participující skupiny – sdílení technologií, spolupráce, nové nápady, rychlost inovací etc. 
Ad A, B:

Uvažovány jsou pracovní skupiny nebo týmy různých velikostí, od velkých „složených“ týmů s nezávisle pracujícími vědeckými pracovníky, po skupiny tvořené jedním vědeckým pracovníkem s několika PhD studenty/postdoky.

Existuje řada příkladů toho jak vhodně řešit prostorové dispozice na různých půdorysech. Většinou jsou laboratoře umísťovány po obvodu budovy s členěním oddělujícím laboratorní provoz/stoly od práce za psacím stolem/PC. Uvnitř budovy je možno situovat místnosti zázemí, která mohou být bez oken, a jejichž dispozice může být variabilní podle požadavků laboratoří na daném podlaží/křídle. Součástí metráže by byly rovněž malé konferenční místnosti/ klidové místnosti.

Ad C:

Určité přístroje (některé mikroskopy, synchrotron a analyzátory atp.) bude třeba umístit do druhého podzemního podlaží kvůli omezení vibrací. Zároveň bude třeba tyto prostory učinit snadno dostupné. Tyto požadavky a požadavky na posluchárny (viz níže) budou rozhodující pro dispoziční řešení jednotlivých částí budovy. 

Ad D:

Uvažována je velká posluchárna pro 250 až 300 posluchačů, 2 malé posluchárny/ =seminární místnosti/ =místnosti na konference pro 50-80 posluchačů každá. Malý praktikový areál pro cca 20 praktikujících v rámci kurzů typu „Advanced EMBO Course“ etc. Součástí je i spojovací atrium vhodné pro občerstvení/bistro a výstavky posterů/firem, nebo čítárnu. Přístup do poslucháren by byl z přízemí z ulice nezávisle na vchodu do budovy Centra. 

(3) Přibližné náklady na stavbu a vybavení

Architektonické řešení vznikne na základě soutěže; je žádoucí začít konzultace s obdobnými vědeckopedagogickými centry v regionu (včetně okolních zemí) a požádat je o spolupráci a doporučení.

Na základě odhadu objemu budovy (121 500 m3) lze dospět při ceně 8t./m3 k odhadu nákladů na stavbu v částce 972 mil. Kč. (včetně základního vybavení, vzduchotechniky a klimatizace). Tyto náklady by nezahrnovaly laboratorní technologie či mobiliář. Pozn. arch. Houby: budovu s uvažovanou funkcí nelze projektovat bez komplexního řešení vzduchotechniky (= včetně ohřívání vzduchu v zimě a chlazení vzduchu v létě). Materiály použitelné pro plášť budovy nicméně  mohou výrazně snižovat náklady na energie.

Z analogií s jinými akcemi na UK je možno usuzovat na přibližné náklady na vybavení technologiemi a mobiliářem. Je uvažováno, že v části věnované výzkumu PřF či 1LF bude cca 13% plochy připadat na chemické laboratoře, 38% plochy na lehké biochemické či mol.biologické laboratoře a 23% plochy na pracovny, malé seminární či počítačové místnosti. Pro výpočet nákladů na vybavení nábytkem byly uvažovány rozdílné náklady na tyto typy místností. Vyšší finanční nároky lze očekávat v části „Core facility“, kde kromě místností uvedených typů budou speciální místnosti s odlišnými nároky na vibrace, vzduchotechniku, prašnost a podobně. Rovněž se předpokládá, že vybavení nábytkem bude muset být uzpůsobeno speciálním nárokům (speciální typy stolů apod). Celkový odhad nákladů na vybavení nábytkem a digestořemi  činí 50 mil. Kč. 
Náklady na vybavení poslucháren je třeba plánovat s ohledem na to, že by měly splňovat špičkové nároky (10 mil Kč posluchárna pro 300 posluchačů, 6 mil Kč dvě menší posluchárny, 6 mil. Kč audiovizuální a počítačová technika; celkem 28 mil. Kč). 

Náklady na pořízení dalšího vybavení do laboratoří jako jsou mrazicí boxy, vybavení pro práci s buněčnými kulturami, vybavení do chemických laboratoří a pod. je možno plánovat jako komplementární prostředkům, které budou do Centra přesunuty spolu s laboratořemi ze zakládajících fakult. Tato částka se může pohybovat od 150 mil. Kč výše.

Náklady na pořízení velké instrumentace pro „Core facility“ budou obdobně záviset na tom, které základní vybavení se do Biocentra přesune (zůstane při tom majetkem zakládající fakulty). Lze nicméně počítat s tím, že většina vybavení by musela být pořízena nově – to proto, že se nevyskytuje v současné době na požadované úrovni výkonu či přesnosti, nebo lze očekávat, že bude stávající zařízení zakl. fakulty za optimem životnosti v horizontu několika let. Vybavení kvalitním instrumentálním zázemím, které by umožnilo získávat experimentální data rychle a efektivně, je také hlavní ideou vytvoření „core facility“.  Odhad nákladů bude záviset na detailním plánu „core facility“ včetně konkrétních přístrojů a jejich vybavenosti (která je někdy pro cenu přístroje rozhodující).  Pro současnou fázi úvah je možno předložit hrubý odhad 500 mil. Kč. 

Celkové náklady na stavbu a vybavení včetně „Core facility“ představují  1 700 mil Kč.

(4) Model financování provozu

Činnost Centra bude financována z prostředků zakládajících fakult (A) a z extramurálních zdrojů neziskových organizací (B). Postupně se očekává, že určitou část nákladů pomůže hradit spolupráce s firmami (sponzorské dary, partnerství zprostředkovaná CPPT). 

(A) Z prostředků fakult bude hrazeno:

PROVOZ - Provoz budovy včetně nákladů na opravy a údržbu budovy a základního mobiliáře, nákladů na energie.

Vzhledem k charakteru provozovaných činností lze odhadnout provozní náklady na 1 500.-Kč/m2 a celkově za celou budovu Centra na 18 mil. Kč ročně. Při zohlednění vyšších nákladů na energie včetně vzduchotechniky pak horní odhad činí 25 Kč/m2 a tedy 25 mil Kč ročně.

Náklady na provoz budou děleny následovně: 

· náklady za garáže, posluchárny a meeting facility, společné vstupní prostory: každá ze zakládajících fakult jednou třetinou

· náklady za prostory pro laboratoře příslušející k 1LF – hradí  1LF

· náklady za prostory pro laboratoře příslušející k PřF – hradí PřF

· běžné provozní náklady za prostory zabírané core facility: každá ze zakládajících fakult jednou třetinou

VĚDA A VÝUKA – ČÁST 1 - Náklady bezprostředně související s vědeckou činností včetně zahrnuté výuky v doktorských a magisterských programech. 

Způsob financování vědy a související výuky bude obdobný jako v týmech působících dnes na fakultách. Relativně menší složkou celkových příjmů týmů budou příjmy získané za magisterské a doktorské studenty („výuka“). Z fakult budou týmy rovněž financovány z kapitoly bonifikující specifický výzkum („věda“) a prostřednictvím institucionální podpory výzkumu (pokračování výzkumných záměrů nebo jiná forma).

(B) Z extramurálních zdrojů bude hrazeno:

VĚDA A VÝUKA – ČÁST 2 - Extramurální zdroje budou rozhodující pro pokrytí  nákladů na vědu. Předpokládá se, že vybrané týmy budou velmi aktivní a rovněž i relativně úspěšné v získávání těchto prostředků, včetně peněž z EU (7.RP) a z dalších mezinárodních zdrojů.

Financování „Core facility“

Náklady na vědu a výuku realizovanou v týmech, které působí v rámci facility, budou hrazeny obdobně jako náklady ostatních týmů.

Náklady na servis poskytovaný v rámci core facility (= pracovní síla, materiál, částečně odpisy) budou vhodnou účetní formou debitovány laboratořím, které servis požadují. Bude zvažováno, zda ve vybraných případech nezadat servis vyžadující ekonomizaci provozu na nákladných zařízeních komerčnímu subjektu za podmínek, že bude poskytovat ceny nižší než srovnatelné ceny ve světě (= minus nájem a zohlednění trvalého přísunu zakázek).

Nové náklady

Hlavní složkou nových nákladů budou odpisy, jejichž generování bude důležité pro udržení počáteční úrovně Centra i pro další období. Vznik Centra zvýší plochu budov zakládajících fakult a vzniknou tak nově náklady na provoz odpovídající této nové ploše. Lze rovněž předpokládat, že vzniknou nové mzdové náklady, byť v omezené a fakultami kontrolovatelné míře, zejména v souvislosti s technickým personálem. Náklady na nové plochy i mzdy by však měly představovat částky, které by fakulty měly být schopny pokrýt (18- 25 mil. Kč ročně na provoz).
Úspory

Vznik Centra umožní snížit náklady na rekonstrukce, které by byly nezbytné pro zajištění dalšího fungování laboratoří využívajících přístrojově náročné technologie. Budovy fakult bude možno lépe přizpůsobit rostoucímu počtu studentů – v současné době je zázemí pro studenty na některých fakultách (PřF) nedostatečné, a to především z prostorových důvodů. Prostorové limitace se promítají do kvality a efektivnosti výuky. 

Přemístěním některých týmů do budovy Biocentra (i Globcentra) se zároveň uvolní prostory ve stávajících budovách, které bude možné alokovat pro další, dnes prostorově limitovaná pracoviště. Vzhledem k tomu, že do Biocentra a do Globcentra se přesunou týmy ze všech hlavních budov PřF a části budov MFF a 1LF, bude možno prostorové úspory využít napříč pracovišti.

Přechodné financování v začátcích existence Centra

Náklady související s odpisy a s případnými nákupy nových investic vyžadovaných pokrokem ve vědním oboru budou v prvních 5-10 letech činnosti Centra vyžadovat zvýšenou pozornost. V době, kdy Centrum bude svoji činnost začínat, se nedá očekávat skokový nárůst grantových extramurálních prostředků (vůči těm, které týmy, s nimiž se uvažuje, získávají dnes na fakultách) nebo prostředků ze soukromých zdrojů. Je proto navrhováno, aby v období prvních 7 let existence bylo Centrum financováno dílem jak uvedeno výše (pod A a B), dílem ze speciálně vytvořeného titulu. Takovým titulem by například mohl být „výzkumný záměr“ nebo jiná forma institucionálního financování. Vzhledem k tomu, že zahájení činnosti Centra lze očekávat až v horizontu několika let, není zatím možno předjímat formu takovéto institucionální podpory. Její zajištění je však třeba plánovat v dostatečném předstihu zároveň s hledáním investičních zdrojů. Stejnou pozornost bude třeba věnovat možnostem získání prostředků z EU. Postavení UK by jistě bylo možno využít i pro získání výraznější podpory ze strany města Prahy, neboť UK nemůže dlouhodobě existovat v regionu, který je na jedné straně ekonomicky nadprůměrný (což UK neumožňuje ucházet se o dotace ze strukturálních fondů EU), na druhé straně ale není schopen účinně podporovat univerzitu na svém území.
Návrh byl projednán na jednání přípravného výboru dne 15.11. 2006 



Sestavil Petr Folk 

    Předkládá: 

doc. RNDr. Jiří Zima, CSc., 30.11.2006

Příloha 1:

Stručné informace o zaměření jednotlivých týmů 
Týmy 1.LF  

Viktor Kožich

Studium metabolismu sirných aminokyselin

Skupina se dlouhodobě věnuje metabolismu sirných aminokyselin-zejména homocysteinu-za fysiologických a patologických stavů s využitím širokého spektra genetických, analytických, morfologických a epidemiologických přístupů a modelových systémů včetně myší a C.elegans. Oblasti zájmu skupiny zahrnují fysiologii a molekulovou patologii genu pro cystathionin-beta-synthasu (CBS; Kraus et al. Genomics 1998;52(3):312-24, Kozich et al. Hum Mutat 1992;1(2):113-23, Janosik et al. Am J Hum Genet 2001;68(6):1506-13, Vyletal et al. Hum Mutat. 2006) a genu pro methioninsynthasa-reduktasu (MTRR, Zavadakova et al. Hum Mutat. 2005;25(3):239-47), funkčně-strukturální studie normální a mutované CBS (Janosik et al. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr 2001;57:289-91, Meier et al. EMBO J. 2001; 1;20(15):3910-6, Janosik et al. Biochemistry 2001;40(35):10625-33), studie metabolitů (Krijt et al. Clin. Chem 2001;47(10):1821-8) u pacientů s deficitem CBS (Orendáč et al. J Inherit Metab Dis. 2003;26(8):761-73) a dále u myšího a nematodového modelu této choroby (dosud bez publikace), klinické studie genetických faktorů souvisejících s metabolismem homocysteinu u pacientů s aterosklerosou (Janošíková et al. Mol Genet Metab. 2003;79(3):167-75) a molekulárně epidemiologické studie výskytu deficitu CBS (Sokolova et al. Hum Mutat. 2001;18(6):548-9). 


Při řešení grantu podporovaného Wellcome Trustem se na modelových mutacích  skupina začala zabývat obecnými mechanismy sbalování proteinů a efektem molekulových a chemických chaperonů, ubiquitinací mutantních proteinů a jejich degradací a dále vlivem cis-elementů a malých molekul na sestřih RNA. 

Stanislav Kmoch

http://udmp.lf1.cuni.cz/web2/osoby/jmenovka.php?id=14 

Studium molekulární podstaty vybraných dědičně podmíněných poruch metabolismu
Výzkum skupiny je zaměřen na studium molekulární podstaty vybraných dědičně podmíněných poruch metabolismu (Kmoch S et al, Hum Mol Genet 2000; (10):1501-13; Hřebíček M et al, Am J Hum Genet 2006; 5:807-19), hereditárních nefropatií (Vyleťal P et al, Kidney Int 2006; 6:1155-69) a onemocnění oka (Kmoch S et al, Hum Mol Genet 2000; 12:1779-86; Gwilliam R et al, Invest Ophthalmol Vis Sci 2005;12:4480-4). 

Cílem výzkumu je nalezení onemocnění podmiňujícího genů, identifikace onemocnění podmiňujících mutací, charakterizace dopadu mutací na úrovni proteinové funkce (enzymová aktivita, buněčná lokalizace) a na úrovni studia dopadů změněné proteinové funkce na genomické, buněčné případně orgánové úrovni. Ve svém výzkumu skupina vychází z úzké spolupráce s příslušnými klinickými pracovišti a využívá celého spektra metod pozičního a funkčního klonování (celogenomové mapování, genotypování, vazebná analýza; Hřebíček M et al, Am J Hum Genet 2006; 5:807-19; Hodaňová K et al, Kidney Int 2005; 4:1472-82; Stibůrková B et al, Eur J Hum Genet 2003; 2:145-54; Stibůrková B et al, Am J Hum Genet 2000 (6):1989-94), sekvenování a analýzy DNA (Babušjaková E et al, Mitochondrion 2004 ;4:321-9), analýzy genové exprese (komerční a vlastní DNA čipy; Hřebíček M et al, Am J Hum Genet 2006;5:807-19), přípravy a charakterizace rekombinantních proteinů (prokaryotické, eukaryotické systémy, transientní, stabilní exprese), analýzy metabolitů, enzymů, enzymových drah a vybraných biomarkerů a imunohistochemické a ultrastrukturální analýzy buněčných linií a tkání (optická, fluorescenční, konfokální a elektronová mikroskopie. (Vyleťal P et al, Kidney Int 2006;6:1155-69; Mouchegh K et al, J Pediatr 2006 in press). V metodické oblasti se skupina snaží rozvíjet vlastní a aplikovat nové genomické přístupy založené zejména na technologii DNA čipů (Hřebíček M et al, Am J Hum Genet 2006;5:807-19); Bystricka D et al, J Virol Methods 2005; 128:176-82) a využívat moderní bioinformatické nástroje a databáze.
Marta Kostrouchová

Molekulární biologie a genetika

Laboratoř se zaměřuje na spojení komplexního biologického pojetí modelových organismů bezobratlých (v současné době rodiny Rhabditidae) s bioinformatickým pojetím lidské biologie a medicíny. Zaměření laboratoře je možné charakterizovat ve třech rovinách:

I. Komplexní biologie modelového organismu C. elegans a dalších druhů rodiny Rhabditidae:

Komplexní pojetí biologie C. elegans představuje zapojování veškerých biologických dat relevantních pro daný organismus do jeho bioinformatického pojetí. Bioinformatika vede k odhalování souvislostí, ukazujících na pravděpodobné biologické mechanismy a nastoluje nové otázky. Obojí je nutné vyřešit novými experimentálními přístupy. 

II. Rovina biomedicínská:

Veškeré otázky lidské biologie mají evoluční podstatu. Funkce proteinů a biologické mechanismy, ve kterých se účastní, mají složku evolučně zachovanou, do značné míry shodnou mezi druhy a interakce a funkce druhově specifické. Ty narůstají s evoluční vzdáleností. Cílem Laboratoře je experimentálně studovat funkci takových proteinů, které jsou důležité v lidské biologii a patologii pomocí modelového organismu C. elegans a odkrývat interakce a funkce, které jsou zachovalé a podobné a které jsou naopak odlišné. Tyto znalosti jsou důležité k pochopení diagnostických a terapeutických možností. 

III. Rovina speciální:

Laboratoř se zaměřuje na studium funkce jaderných receptorů a jejich kofaktorů v regulaci genové exprese a vývoje C. elegans. Nově se zaměřujeme na spojení regulace jadernými receptory a metabolismu (Kostrouchova et al., 2001, Proc Natl Acad Sci U S A 98, 7360-7365; Kostrouchova et al., 2002, Proc Natl Acad Sci U S A 99, 9254-9259; Kostrouchova et al., 2003,Proc Natl Acad Sci U S A 100, 5240-5245; Brozova et al., 2006, Mech Dev 123, 689-701).

Zdeněk Kostrouch

Molekulární patologie

Laboratoř je zaměřena na studium regulace integrace buněk v mnohobuněčném organismu. Studujeme především  proteiny, které jsou potenciálně důležité v biologii nádorů a obnovy tkání. Cílem práce je pochopit mechanismus jejich funkce a eventuálně nalézt takové interakce, které by bylo možné ovlivnit malými molekulami. 

Používáme metody  modelových organismů, především genetiky a genomiky C. elegans (ve spolupráci s MK), dalších bezobratlých systémů (medúz) a rozšiřujeme tuto práci metodami biochemickými a proteomickými. Také používáme nádorovou tkáň a buněčné linie.

V současné době studujeme jaderné receptory ze skupiny retinoidních a thyroidních receptorů a jejich kofaktory. 

Pro sledované proteiny navozujeme ztrátu funkce metodou RNA interference a studujeme vývojové a fenotypické změny na úrovni organismu, tkání, jednotlivých buněk a proteinů.  

Kostrouchova, M., Housa, D., Kostrouch, Z., Saudek, V. & Rall, J. E. (2002). SKIP is an indispensable factor for Caenorhabditis elegans development. Proc Natl Acad Sci U S A 99, 9254-9259.

Kostrouchova, M., Kostrouch, Z., Saudek, V., Piatigorsky, J. & Rall, J. E. (2003). BIR-1, a Caenorhabditis elegans homologue of Survivin, regulates transcription and development. Proc Natl Acad Sci U S A 100, 5240-5245.

Liby, P., Kostrouchova, M., Pohludka, M., Yilma, P., Hrabal, P., Sikora, J., Brozova, E., Rall, J. E. & Kostrouch, Z. (2006a). Elevated and deregulated expression of HDAC3 in human astrocytic glial tumours. Folia Biol (Praha) 52, 21-33.

Liby, P., Pohludka, M., Vohanka, J., Kostrouchova, M., Kostrouch, D., Kostrouchova, M., Rall, J. E. & Kostrouch, Z. (2006b). BIR-1, the homologue of human Survivin, regulates expression of developmentally active collagen genes in C. elegans. Folia Biol (Praha) 52, 101-108.

Kateřina Jirsová

Výzkum onemocnění rohovky a spojivky

Laboratoř se zabývá základním a aplikovaným výzkumem v oblasti biologie a patologie oka.

Syndrom suchého oka (charakterizace změn poškozeného povrchu oka a vývoje cílené terapie pomocí biologických materiálů; Jirsova K et al., Histol. Histopathol., 2006, 21, 355-60, Hrdličková-Cela E et al., Br. J.Ophthalmol. 2001, 85, 1336-40.

Dědičná onemocnění rohovky, především zadní polymorfní dystrofie (charakterizace patologických změn v explantované rohovce pacientů na buněčné a molekulární úrovni, nalezení genových mutací, charakterizace genové a proteinové exprese; Gwilliam R et al., Invest Ophthalmol Vis Sci. 2005, 46, 12, 4480-4, Jirsova K et al., Exp.Eye Res (v tisku).

Transplantace rohovky a jejích jednotlivých vrstev (fenotypizace, separace a kultivace limbálních kmenových buněk epitelu rohovky na biologických a umělých površích pro transplantační účely, odblokování inhibice proliferace endotelových buněk (nastartování proliferační kaskády blokováním inhibitorů proliferace pomocí siRNA) za účelem přípravy tkáně s vyšším počtem endotelových buněk. Studium keratololýzy a rejekční reakce lidských rohovek, buněčně-molekulární charakterizace odhojené tkáně a charakterizace rejekce na zvířecím modelu (alo- a xenotransplantace) s cílem zlepšení účinků imunosuprese pacientů po transplantaci rohovky, snížení počtu rejekčních reakcí a prodloužení přežívaní štěpů; Plšková J et al., British Journal of Oftalmology, 2002, 86, 1, 108-13, Plšková J et al., Transplantation, 2002, 73, 2, 210-15, Kuffová L et al., Transplantation. 2001, 72, 7, 1292-98. Na řešení transplantační problematiky se zásadně podílí OTB především přípravou tkání se sníženými imunogenními vlastnostmi (snížení počtu HLA-pozitivních buněk v rohovce), přípravou a uchováním ultratenkých štěpů pro lamelární transplantace, jejichž použití je trendem v transplantaci rohovky.

Vývoj umělé rohovky a jejích vrstev s cílem rekonstrukce rohovky použitím umělých a biologických textilií z  nanovláken kolonizovatelných přirozenými buňkami rohovky.

Ivan Raška

Funkční architektura buněčného jádra

Buněčné jádro představuje velice speciální část buňky. Ačkoliv bylo objeveno před více než 150 lety, stále je středem badatelského zájmu. Zájem samozřejmě vyplývá již z toho, že jádro je úložištěm chromozomů, jejichž struktura a chování zásadně ovlivňují život tak, jak jej známe. Současně zájem vědců pramení z toho, že studium jádra je postaveno před řadu zásadních problémů. Žijeme v postgenomické době, kdy celé chromozomy mohou být sekvenovány a detailně poznány. Ovšem víme jen velmi málo o tom, jak jsou chromozomy v jádře organizovány. Jak jsou např. 2 metry DNA uloženy do jádra lidské buňky o průměru 10 mikrometrů? Navíc tento problém uložení je "prvopočáteční" úrovní poznání, neboť DNA musí být nejen kompaktována do jádra, ale způsob uložení musí být slučitelný s vysoce regulovanou expresí genů. Jak je transkripce daného genu kontrolována na úrovni buňky a organizmu? Jak jsou kontrolovány a prováděny následné kroky genové exprese v jádře (vyzrávání RNA, jaderný export a import RNA a proteinů)? Jak se těchto procesů účastní "nechromatinové" jaderné kompartmenty? Jak jsou všechny tyto procesy modulovány během buněčného cyklu a jak dochází k mitotickému rozpadu jádra a postmitotické rekonstituci dceřinného jádra? Jak je regulována a prováděna replikace DNA? Jak je skrze opravné mechanizmy zajištěno uchování DNA? Odpovědi na tyto otázky představují hlavní úkoly pro současnou buněčnou biologii jádra. Naší snahou je prohloubit poznání o buněčném jádře. Dlouhodobý badatelský zájem našeho pracoviště je soustředěn na to, jak jsou struktura chromatinu (Doyen CM et al., EMBO J. 2006, 25:4234-4; Politi V et al., J Cell Sci. 2002, 115:2317-27; Phair RD et al., Mol Cell Biol. 2004, 24:6394-402) a procesy replikace DNA (Malinsky J et al., J Cell Sci. 2001, 114:747-50; Pliss A et al., J Cell Biochem. 2005, 94:554-65; Koberna K et al., J Cell Biochem. 2005, 94:126-38; Fidlerova H et al., J Cell Biochem. 2005, 94:899-916), oprav DNA (Eltsov et al., J Struct Biol. 2000, 129:211-7; Grandi P et al., J Cell Sci. 2001, 114:3345-57), jakož i syntézy a vyzrávání RNA (Melcak I et al., Mol Biol Cell. 2000, 11:497-510; Melcak I et al., Mol Biol Cell. 2001, 12:393-406; Koberna et al., J Cell Biol. 2002,157, 743-8; Raska I., Trends Cell Biol. 2003, 13:517-25; Vecerova J et al., Mol Biol Cell. 2004, 15:4904-10; Raska I et al., Curr Opin Cell Biol. 2006, 18:325-34; Stavreva DA et al., Mol Cell Biol. 2006, 26:5131-45; Stanek D and Neugebauer KM, Chromosoma 2006, 115:343-54) integrovány do jaderné architektury.

Metodiky: biochemické, molekulárně biologické a především buněčně biologické (včetně světelné a elektronové mikroskopie).

Hana Hansíková

Studium mitochondriálních  poruch

Laboratoř se zabývá studiem molekulární a biochemické podstaty mitochondriálních  onemocnění. Je to především studium biogeneze cytochrom c oxidázy (COX), jak na úrovni dědičně podmíněných poruch způsobených mutacemi v mtDNA nebo v jaderných genech pro assemblační proteiny s ohledem na funkční dopad porušené enzymové regulace (Stiburek et al. 2005 Biochem J 392(Pt 3): 625-32; Bohm et al. 2006 Pediatr Res 59(1): 21-6), tak i na úrovni tkáňových kultur, kde je studován funkční význam jednotlivých podjednotek a proteinů asemblace COX. 

Další rozsáhlou výzkumnou oblastí je studium maturace mitochondriálního energetického metabolismu v průběhu prenatálního a časně neonatálního vývoje s cílem zkvalitnit péči o předčasně narozené novorozence.

Nedílnou součástí výzkumu je i studium dopadu primárních mtDNA mutací, hladiny heteroplazmie mutovaných molekul mtDNA, celkového množství mtDNA a mtDNA haplotypu na syntézu, asemblaci, složení, stabilitu a funkci komplexů oxidativní fosforylace (Jesina et al. 2004 Biochem J 383(Pt. 3): 561-71; Horvath et al. 2006 Brain 129(Pt 7): 1674-84) a na kvalitu mitochondriální sítě a morfologie mitochondrií s cílem zlepšit diagnostiku mitochondriálních onemocnění v ČR a poskytnout postiženým rodinám poradenství o prognóze a prevenci onemocnění. 

Aleksi Šedo

www.lf1.cuni.cz/lbnb
Biologie nádorové buňky

Proteasy skupiny „Dipeptidylpeptidase IV aktivitou a/nebo strukturou homologní“ (Šedo A. and Malik R., Biochim Biophys Acta,  2001, 1550: 107-16) spolu se svými substráty-biologicky aktivními peptidy – a jejich odpovídajícími receptory tvoří funkčně provázaný systém, podílející se na regulaci procesů spojených se vznikem a rozvojem řady zhoubných nádorů (Bušek P. et al, Int J Biochem Cell Biol. 2004, 36, 408-21). Laboratoř biologie nádorové buňky, společné pracoviště UK LF1 a FgU AV ČR, prokázala existenci buněčně specifických expresních vzorců DASH molekul v transformovaných neuroektodermových buňkách různého stupně malignity a za různých růstových podmínek. Výsledky, získané s použitím vlastních originálních klonů, regulovatelně exprimujících vybrané DASH molekuly, ale i nálezy v bioptickém materiálu astrocytárních tumorů, potvrzují koregulaci některých DASH molekul a receptorů jejich biologicky aktivních substrátů. Mezi hlavní dosavadní výsledky řešitelského kolektivu patří nejen charakterisace některých DASH molekul a jejich regulace v buněčných liniích glioblastomů a tkáních, ale i definice samotné skupiny DASH molekul, která je v současnosti užívána dalšími autory (viz například www.dppiv.com, http://www.dpiv-2005.org/).  Studovaný molekulární systému má pravděpodobně obecnější význam v patogenesi lidských onemocnění (Šedo A., et al Arthritis Res Ther 2005, 7:253-69).  Práce skupiny využívá především přístupy buněčné a molekulární biologie. SCI skupiny v dané oblasti je cca 300, odkaz na laboratoř a její výsledky byl vybrán a je uveden na www stránkách Harvard Univ., věnovaných atraktinu

http://research.dfci.harvard.edu/attractin/

Zdeněk Fišar

http://psych.lf1.cuni.cz/zf/default.htm , http://psychiatrie.lf1.cuni.cz/
Neurochemie

Neurochemický výzkum na Psychiatrické klinice 1. LF UK je orientován hlavně na poznání molekulárních mechanismů účinků psychofarmak a na molekulární a neurofyziologické podklady neurodegenerativních procesů. Byl studován např. vliv antidepresiv a stabilizátorů nálady na membránové lipidy, neurotransmiterové receptorové systémy a přenašeče, jakožto molekuly zahrnuté v patofyziologii poruch nálady. Dosažené výsledky přispěly k poznání vztahu membránových změn a kinetiky transmembránového přenosu neurotransmiterů při depresi a její léčbě a byly použity pro upřesnění a propojení serotoninových a membránových hypotéz afektivních poruch. Výsledky jsou souhrnně uvedeny a diskutovány na http://psych.lf1.cuni.cz/antidepresiva/. Dále je studován vliv antidepresiv na apoptosu C6 gliomových buněk, na imunitní funkce a na regulaci transdukce signálu zprostředkované G proteiny.

V současné době hledáme měřitelné biochemické a biofyzikální buněčné parametry citlivé na časné působení antidepresiv a perspektivně využitelné pro předpověď terapeutické odpovědi na farmakoterapii. Vědecký program je proto zaměřen na procesy související s nitrobuněčným přenosem nervového signálu a studium úlohy mitochondrií v účincích antidepresiv. Nadále budou studovány také neuroimunologické změny vyvolané duševní poruchou a její léčbou.

Máme vybavení, zkušenosti a zavedené metody pro uvedený neurochemický výzkum, především s využitím látek značených radionuklidy nebo fluorescenční spektroskopie a mikroskopie. Nově byla zahájena činnost Centra adiktologie a Centra pro neuropsychiatrický výzkum traumatického stresu. Získané poznatky budeme využívat při vývoji a doporučení nových, individualizovaných terapeutických postupů, které v dlouhodobé perspektivě mohou podstatně snížit zdravotní zátěž pacientů trpících duševní poruchou.
Jana Ledvinová

http://udmp.lf1.cuni.cz 

Studium geneticky podmíněných poruch lysosomálního systému
Prioritou je  výzkum v oblasti dědičných lysosomálních poruch (LSD) z hlediska  pathobiochemie, molekulární genetiky a buněčné biologie.  Je zaměřen především na  studium metabolismu (glyko)sfingolipidů za normálního stavu a u  LSD.  Současné detailní studie se týkají  Fabryho  a Schindlerovy nemoci (deficit lysosomální alfa-galaktosidasy A a alfa-N-acetylgalaktosaminidasy), kde jsme prokázali, že je postižen také katabolismus antigenů krevních skupin (J Ledvinova et al.Biochim Biophys Acta 1997, 1345:180-7, B Asfaw et al. J Lipid Res 1998, 39:1768-80, J Lipid Res 2002, 43:1096-1104). Molekulárně genetické analysy přinesly charakteristiku  zajímavých mutací v GLA genu s uplatněním  pro prevenci v rodinách (R Dobrovolny et al., Am J Med Genet A 2005, 134:84-7). Studie ukázala souvislost mezi stupněm inaktivace X-chromosomu a manifestací onemocnění u žen-přenašeček (R Dobrovolny et al. J Mol Med 2005 83:647-54). Transportní buněčné mechanismy jsme sledovali ve studii s rekombinantní alfa-galaktosidasou v  kultuře  mutantních buněk a v tkáních pacienta léčeného enzymovou substitucí. Byly prokázány určité bariery v dosažení cílové organely u řady tkání (připraveno pro tisk). 

Na úrovni funkčních studií, sfingolipidomiky i molekulární genetiky byly studovány sulfatidosa (L Berna, Am J Med Genet A 2004, 129:277-81), deficit kyselé sfingomyelinasy (Pavlů-Pereira a spol. J. Inher.Metab.Dis. 2005,18:203) a  unikátní defekt prosaposinového prekursoru proteinových aktivátorů skupiny sfingolipidových hydrolas, který je jedinečným modelem ovlivnění buněčných  funkcí masivním ukládáním neodbouraných lipidů (H Hulkova, Hum Mol Genet 2001, 10:927-40, Virchows Arch 2005, 447:31-44). Studie navíc prokázala výrazný neurotrofní účinek prosaposinu (J Sikora  et al. Acta Neuropathol (Berl). 2006 Oct 6, e-pub). 

Plánujeme zaměření na obrat glykolipidů u LSD, na bližší charakterisaci střádacího lysosomu a  buňky (hypoteza Elleder M, J Inherit Metab Dis. 2006 Nov 1, e-pub).
Pavel Martásek

Studium metabolismu hemu, hemoproteinů, signalizace plynnými molekulami. 

Laboratoř je zaměřena na studium molekulární patologie syntézy a degradace hemu, strukturálně funkční studie proteinů těchto starých metabolických drah (Lee D-S. et al. Proc Natl Acad Sci USA. 2005;102:14232-14237) a studium dostupnosti hemu pro hemoproteiny. Dalším výzkumnou oblastí je signalizace plynnými molekulami a určení jejích strukturálních determinant (Raman et al. Cell, 1998; 95:939-950; Zhang J. et al. J Biol Chem. 2001;276: 37506-37513; Bodnárová M. et al. J Inorg Biochem. 2005; 99: 922-928; Jáchymová M. et al. Proc Natl Acad Sci USA. 2005; 102: 15833-15838). Oxid dusnatý (NO) patří mezi nejdůležitější signální molekuly mnohobuněčných organismů, kde hraje zásadní roli v širokém spektru fyziologických a patologických procesů. U savců mimo jiné NO reguluje krevní tlak, přenáší signál v periferním a centrálním nervovém systému a působí jako antimikrobiální a protirakovinné agens v buněčné obraně. (Gautier C. et al. Nitric Oxide. 2006; 15:312-327; Gautier C. et al. Biochem Biophys Res Commun. 2006; 341: 816-821).  Vychýlený metabolismus NO hraje úlohu v  ateroskleróze, septickém šoku, neurodegenerativních a nádorových onemocněních a má přímou spojitost s tvorbou volných radikálů (Whitsett J. et al. Free Rad Biol Med. 2006; 40: 2056-2068). Design, syntéza a testování originálních inhibitorů produkce NO přinesl popis originálních inhibitorů syntáz NO (Gómez-Vidal J.A. et al. J Med Chem.2004; 47: 703-710; Litzinger E et al. Bioorg Med Chem. 2006; 14: 3185-3198) a je připravována knihovna nových látek k dalšímu testování. V přímé návaznosti na studia hemoproteinů jsou studie intraproteinového a protein-proteinového transportu elektronů, jejich strukturálně-funkční charakteristiky a reflexe v normálních a patologických situacích (Marohnic C.C. et al. J Biol Chem. 2006; 281: 35975-35982). 
Ve výzkumu je používáno metod strukturální biologie, molekulární biologie a genetiky.

Týmy PřF 
Zdena Palková    

www.natur.cuni.cz/~zdenap
Studium mnohobuněčného chování jednobuněčných eukaryot

Narozdíl od laboratoře, kde jsou mikroorganismy často studovány jako individuální buňky v tekutých kulturách, mikroorganismy v přírodě obvykle vytvářejí mnohobuněčné populace (kolonie, biofilmy) lépe chráněné proti vnějším vlivům. Projekt studia mnohobuněčného chování jednobuněčných eukaryot - kvasinek v rámci kvasinkové kolonie přinesl originální objev funkce plynného amoniaku jako signálu při komunikaci mezi koloniemi (Palkova et al., Nature 1997), který indukuje svoji vlastní produkci a synchronisuje vývoj populací (Palkova & Forstova, J.Cell.Sci. 2000). Amoniak funguje jako alarm signál indukující výrazné změny metabolismu, které umožní snížit buněčný stres a jsou důležité pro dlouhodobé přežívání kvasinkových kolonií (Palkova et al., Mol.Biol.Cell. 2002; Palková, EMBO Reports 2004, Váchová et al., J.Biol.Chem. 2004). Při přechodu kolonií do fáze produkce amoniaku dochází k buněčné diferenciaci spojené s regulovaným odumíráním části populace, které je důležité pro následný vývoj zdravých buněk (Váchová a Palková, J.Cell Biol., 2005). Přírodní kmeny Saccharomyces cerevisiae tvoří strukturované kolonie buněk propojených extracelulární matrix. Tyto kmeny v laboratorních podmínkách domestikují a začínají vytvářet hladké kolonie podobné koloniím laboratorních kmenů. Tato domestikace je (krom jiného) provázena ztrátou produkce extracelulární matrix (Kuthan et al, Mol. Microbiol. 2003). Poznání procesů uplatňujících se při vývoji, stárnutí a diferenciaci kvasinkových kolonií může přispět poznání buněčných interakcí a vývoje mnohem komplexnějších biofilmů a v některých případech i k odhalení nových mechanismů uplatňujících se u vyšších eukaryot (např. amoniak funguje jako signální molekula nejen u kolonií a hlenek, ale i u savčích neuronů). 

Metodiky: Microarrays, MALDI-TOF, zobrazovací techniky (elektronová a konfokalni mikroskopie, AFM), spektrofluorimetrie, separační techniky (flow-cytometry & sorting).
Jan Černý 

Buněčná imunologie

Imunologie doznala v druhé polovině minulého století bouřlivý rozvoj, který se recentně odehrává hlavně na buněčné a molekulární úrovni. Moderní buněčně biologická metodologie revolučním způsobem změnila pohled na dynamiku procesů v živých buňkách s překvapivými přesahy do obecně-biologického poznání. Jasným trendem (a to nejen v imunologii) je využívání modelů co nejvíce se blížících in vivo podmínkám, pokud možno zachovávající intaktnost studovaného organismu/buňky. Skupina buněčné imunologie se snaží studovat dynamiku vesikulárního systému buněk imunitního systému pomocí pokročilých mikroskopických technik (konfokální videomikroskopie, TIRF, FRET, včetně vytváření modelů pro tento přístup (využívání myších modelů tagovaných EGFP), etablování relevantních buněčných linii obsahující fluorescenční tagy v cílových strukturách. Konkrétně se náš výzkum odehrává na úrovni vesikulárního transportu komunikujícího s plasmatickou membránou během aktivace (endosomy, enlargeosomy, kaveosomy) a diferenciace zvláště profesionálních antigen-prezentujících buněk (buňky dendritické, makrofágy). Důležitým aspektem studované problematiky je její přesah do klinické praxe, neboť výše zmíněné struktury a děje jsou aktivovány během interakce s patogeny. V lidské populaci existuje několik genetických defektů ovlivňujících dynamiku a funkci endosomálního systému se systemickými patologiemi. Při řešení této problematiky spolupracujeme s Centrem metabolických poruch – jmenovitě s týmem p. Prof. Elledera. Kromě buněčně-biologického přístupu se snažíme aplikovat metody biochemické, zvláště při popisu role membránových mikrodomén v endocytických i exocytických dějích včetně proteomické charakterizace příslušných organel (povrchové značení živých buněk po různých typech aktivace, izolace a hmotnostní proteinová spektrometrie). Tato oblast našeho výzkumu navazuje na problematiku řešenou v rámci výzkumného Centra molekulární a buněčné imunologie (1M6837805001).

Jan Brábek/ Petr Folk

brabek@natur.cuni.cz, folk@natur.cuni.cz 

Studium invazivity nádorových buněk

Invazivita nádorových buněk představuje jeden z klíčových momentů metastatického procesu, který je hlavní příčinou většiny úmrtí pacientů s nádorovými onemocněními. Schopnost invazivity je podmíněna motilitou nádorových buněk a jejich schopností proteolyticky degradovat tkáňové bariéry (extracelulární matrix nebo bazální membránu). Oba procesy jsou řízeny složitou souhrou mnoha signálních drah, jednou z nejdůležitějších je přitom signalizace přes integrinové receptory. 

Naše výsledky i výsledky dalších skupin prokázaly zásadní důležitost substrátů kinázy Src v integrinové signalizaci - proteinů FAK a CAS - pro invazivitu buněk transformovaných onkoproteinem Src (Brabek J et al., Oncogene 2004, 23: 7406-15). Protein CAS (p130Cas, “Crk-associated substrate”), byl původně identifikován jako majoritní protein fosforylovaný na tyrozínu v buňkách transformovaných onkogeny v-crk and v-src. V normálních buňkách je lokalizován v adhezívních foci a je fosforylován na tyrozínových zbytcích v substrátové doméně v odpovědi na adhezi zprostředkovanou integriny (Fonseca PM, Shin NY, Brabek J et al., Cell Signal. 2004 ; 16:621-9) . Protein CAS má důležitou úlohu v buněčné adhezi, motilitě a v přežívání buněk (shrnuto v Hanks SK a Brabek J, AfCS/Nature Molecule Pages 2005 (doi:10.1038/mp.a001708.01). Klíčová úloha proteinu CAS nejen pro invazivitu ale i pro metastatické schopnosti Src transformovaných fibroblastů byla prokázána v práci (Brabek J  et al., Mol Cancer Res. 2005, 3: 307-15). V současné době se zabýváme objasněním mechanismů, skrze které CAS zprostředkovává invazivitu transformovaných fibroblastů a rozšiřujeme naše studie o klinicky ještě významnější savčí nádorové linie. Mezi další významné dráhy podílející se na onkogenní transformaci onkoproteinem Src patří signální dráha, zahrnující phosphatidylinositol 3’-kinázu (PI3-K) a mTOR. Recentně bylo zjištěno, že signalizace přes FAK a CAS také přispívá k aktivaci dráhy PI3-K – mTOR. Naším cílem je rovněž blíže charakterizovat kooperaci mezi proteiny FAK a CAS a dráhou PI3-K – mTOR a testovat důležitost této kooperace pro invazivitu buněk transformovaných onkoproteinem Src.

Používané metody: pokročilé molekulárně biologické techniky (včetně cílené mutageneze a umlčování genů), enzymologické metody, analýza proteinových interakcí, proteomika, klasická, fluorescenční a konfokální mikroskopie, kultivace a manipulace s tkáňovými kulturami savčích buněk, analýza migrace a chemotaxe, růstu nezávislého na podkladu a invazivity nádorových buněk. Pokročilé metodiky: fluorescenční mikroskopie (reflexní interference, TIRF), konfokální mikroskopie,  microarrays, proteomika, analýza chemotaxe a invazivity nádorových buněk, FACS, MALDI

Pavel Stopka

pstopka@natur.cuni.cz
Reprodukční biologie (genetika a chování) mnohobuněčných eukaryot

Výzkum evoluční radiace v rámci mnoha taxonomických skupin živočichů prokázal rozmanité vlivy na evoluci unikátních reprodukčních strategií (např. vliv virů na evoluci a vývoj placent), které nemohly být odhaleny pouhým studiem modelových organismů, jakými jsou octomilka, myš a člověk. Vzhledem k rapidnímu nárůstu informací o genomech, transkriptomech a proteomech modelových organismů se vědcům dostal do rukou unikátní nástroj pro testování fundamentálních hypotéz o evoluci života na zemi na celé šíři volně žijících organismů. Hlavní náplní interdisciplinárního týmu sdruženého jedním výzkumným záměrem a dalšími granty v ČR je systémový výzkum reprodukční biologie voně žijících obratlovců se zřetelem na volně žijící taxonomické skupiny (Savci / Hlodavci, Ptáci / Pěvci a další), kde metodou studia je výzkum na různých úrovních biologického rozlišení od genů, reprodukčně polymorfních proteinů, gamet, k jedincům a populacím.  Smyslem plánovaného programu v rámci biocentra je prostorová a intelektuální integrace zkušených vědeckých pracovníků tak, aby nejnovější poznatky v oblasti reprodukční biologie byly dále zkoumány v rámci různého úhlu pohledu a metodologie (např Microarrays, 2D proteomika s hmotnostní spektrometrií), a aby docházelo k metodickému prolínání týmů s obdobným myšlenkovým zaměřením, jakými jsou např. vývojová biologie, fyziologie, reprodukce a in vitro fertilizace člověka. V minimální variantě (skupiny lokalizované na naší fakultě) se tato integrace týká problematik řešených na Katedře zoologie (P Stopka, P Munclinger, T Albrecht, R Černý), Katedře fyziologie živočichů a vývojové biologie (Dvořáková, Mácha, Krylov) a Katedře biochemie (spermadheziny).
Petr Horák/ Petr Volf

horak@runbox.com, volf@natur.cuni.cz 
Molekulární a buněčné interakce parazitů s hostiteli a mezihostiteli

Model: motolice rodu Trichobilharzia (Horák)

Výzkum trichobilharzií bude zaměřen především na detailní komparativní studie dvou modelových druhů (T. szidati, T. regenti) se zcela odlišnou životní strategií. T. szidati má afinitu k cévám a střevní tkání, T. regenti je výrazně neurotropní a neuropatogenní. Hlavním cílem bude: (1) Histochemické a imunohistochemické studium,interakce parazitů s tkáněmi hostitele, zejména ve fázi migrace kůží, plícemi, nervovou tkání a cílovými orgány (stěna střeva, nazální sliznice). (2) Srovnání mechanizmů umožňujících průnik tkáněmi s důrazem na charakterizaci efektorových molekul parazita (peptidáz a dalších enzymů, lektinů, atd.) využívaných pro napadení hostitele. (3) Srovnání nástrojů umožňujících přežití obou druhů parazitů v hostiteli: enzymů schopných zpracovat hostitelské tkáně, molekul exkrečně-sekrečních produktů či povrchových membrán umožňujících obranu před humorální či buněčnou složkou imunity hostitelů. V bodě (2) a (3) počítáme především se studiem na úrovni proteinů (charakterizace jejich fyzikálně-chemických vlastností, srovnání sekvencí aminokyselin), nukleových kyselin (identifikace genů pro tyto efektorové molekuly s případným klonováním a expresí v kvasinkovém systému), a s analýzou vlastností rekombinantních proteinů.

Publikace: Horak P and Kolarova L, Parasite Immunol. 2005, 27:247-255; Blazova K and Horak P, Parasitol. Int. 2005, 54:167-172; Mikes L et al. Parasitol. Res. 2005, 96:230-241; Dvorak J et al., Int. J. Parasitol. 2005, 35:895-910; Mikes L and Man P, Parasitology 2003, 127:69-77; Horak P et al. Adv. Parasitol. 2002, 52:155-233; Hradkova K and Horak P, J. Helminthol. 2002, 76:137-141; Horak P and Kolarova L, Trends Parasitol. 2001, 17,66-69; Kolarova L et al. Parasitol. Res. 2001, 87:644-650; Mikes L and Horak P, Int. J. Parasitol. 2001, 31:245-252; Horak P and Kolarova L Int. J. Parasitol. 2000, 30, 65-68.
Model: prvoci čeledi Trypanosomatidae (Volf)
Studium parazitických prvoků rodu Leishmania a Trypanosoma je zaměřeno na klíčové momenty životního cyklu těchto prvoků s přenašeči a na molekulární faktory, které tuto interakci podmiňují. Kritickými okamžiky v přenašeči jsou zejména přichycení prvoků ke střevnímu epitelu a destrukce stomodeální valvy přenašeče. Na přenosu do hostitele se výrazným způsobem uplatňuje imunomodulační účinek slin vektora. Ke studiu bude využito histologických technik, elektronové a konfokální mikroskopie. K experimentálním infekcím budou využity již existující mutantní linie parazitů a bude porovnávána jejich schopnost infikovat přenašeče i hostitele. Molekulární podstata druhové specifity vztahu mezi přenašečem a parazitem bude studována pomocí biochemických a molekulárně-biologických metod. Vybrané proteiny a peptidy přenašeče, které mohou hrát v tomto vzájemném vztahu důležitou úlohu, budou strukturně charakterizovány, sekvenovány a exprimovány v bakteriálních a eukaryotických systémech. Jejich vliv na leishmanie či imunitní odpověď hostitele bude studován jak in vitro tak in vivo.

Publikace: Svobodova M et al., Microb.Infect. 2006, 8:1691-1694. Hirotomo K, Anderson JM, Kamhawi S, Sigutova L, Volf P et al., BMC Genomics 2006, 7:226; Rohousova et al., Parasitology 2005, 130:493-499; Thiakaki M, Rohousova I et al., Microb. Infect. 2005, 7:760-766; Rohoušová I. et al, Parasite Immunol. 2005, 27:469-473; Jacobson RL, Eisenberger CL, Svobodová M et al., J. Infect. Dis. 2004, 188:1065-1073; Sádlová J et al., Med. Vet. Entomol. 2003,17:244-250; Svobodová M et al. 2003: Microb. Infect. 2003,5: 361-364; Svobodová M et al., 2003: Am. J. Trop. Med. Hyg. 2003, 68:6-9; Volf P. et al., J. Med. Entomol. 2002, 39:12-15; Votýpka J. et al., Parasitology, 2002, 125:253-263; Černá P. et al.,  Insect Biochem. Mol. Biol. 2002, 32:1691-1697; Volf P. et al., 2002. Eur. J. Biochem. 2002, 269:6294-6301.

Jan Tachezy

Molekulární a biochemická parazitologie
Skupina studuje buněčné funkce parazitických prvoků, působících infekční onemocnění člověka, v souvislosti s jejich patogenními projevy, interakcemi s hostitelem (např. příjem železa) a půsebením chemoterapeutik. Objektem studia jsou zejména prvoci, parazitující za anaerobních nebo microaerobních podmínek, kteří nemají typické mitochondrie. Studium hydrogenosomů, které jsou modifikovanými mitochondriemi u původce lidské trichomonózy Trichomonas vaginalis, vedlo k objevu dvou nových funcí těchto organel: [a]: organely slouží k tvorbě FeS center (Sutak et al., PNAS, 2004); [b] je přítomen remnantní Complexu I mitochondriálního typu se specifickou funkcí v elektronovém transportu (Hrdý et al., Nature, 2004). Studium tvorby FeS center u původce průjmového onemocnění Giardia intestinalis pak vedlo k objevu remnantní mitochondrií (mitosomů)(Tovar et al., Nature 2003, Dolezal et al., PNAS, 2005). V současné době je výzkum zaměřen na analýzu biogeneze těchto organel (Doležal et al., Science, 2006) s využitím dat, získaných analýzou genomů, na kterých v případě Trichomonas vaginalis naše skupina aktivně podílela (Carlton et al., Science, v tisku). 

Metodiky: enzymologie, příprava a analýza rekombinantních proteinů, transfekční techniky, microarrays, MALDI-TOF, zobrazovací a separační techniky, elektronová mikroskopie. 

Jitka Forstová

Virologie 

Výzkum virů, experimentálně uchopitelných sond do hostitelských buněk a organismů, byl od počátků jejich poznávání spojen s objevy fundamentálních, obecně platných biologických mechanismů (povaha genetického kodu, rekombinace a mechanismy replikace DNA, organisace eukaryotických genů, sestřih RNA regulace transkripce a další). Studium vlastností virových struktur a jejich interakcí s buněčnými strukturami během jednotlivých kroků virové infekce (mechanismus vstupu viru do buněk, způsob dopravy genetické informace do buněčného jádra, mechanismy deregulace buněčných procesů virem, genová exprese, účast buněčných struktur v mechanismech morfogenese vironů) a poznávání funkčních důsledků těchto interakcí jak pro virus tak pro buněčné procesy vede k objasnění - fyziologických buněčných funkcí, - mechanismů stresových odpovědí a obranných buněčných mechanismů, - mechanismů deregulace buněčných procesů během onkogenní transformace a také k poučeným návrhům účinných protivirových agens. Virové “kabáty” jsou selektovány evolucí pro účinný vstup virů přes cytoplasmatickou membránu do buněk a pro dopravu virové genetické informace a jiných molekul nacházejících se uvnitř virové částice do buněčného jádra nebo do jiných buněčných kompartmentů. Viry tak representují přírodní vysoce specialisované transferové systemy, které mohou být zdrojem inspirace i nástrojem ve vývoji vektorů pro přenos therapeutických genů. Dlouhodobý výzkum realisovaný virologickou skupinou Přírodovědecké fakulty Univerzity Karlovy je zaměřen na malé tumorogenní DNA viry replikující se v buněčném jádře, polyomaviry. Zajímá nás s jakými buněčnými strukturami interagují virové proteiny během jednotlivých kroků virové infekce (Palková et al. FEBS Lett. 2000; Mannová et al., J. Gen. Virol. 2003; Adamec et al. FEBS Letter 2003; Hollanderová et al., Int. J. Oncology, 2003; Adamec et al. FEMS Yeast Res.2005)   jakou endocytickou dráhu polyomaviry zneužívají pro pohyb  buněčnému jádru, jaké jsou v pohybu viru role jednotlivých cytoskeletálních  a membránových struktur  (Richterová et al.,, J. Virol, 2001; Mannová  et Forstová, J. Virol. 2003; Liebl et al. J. Virol. 2006),  dále využití virových struktur pro genovou  terapii a vývoj vakcín (Forstová et al J. Virol. 1993; Forstová et al . Human Gene therapy 1995, Štokrová et al. FEBS Letters 1999, Forstová et al. Patent USA, 2000;Vlastos et  al. J. Med. Virol. 2003; Bouřa et al., FEBS  Lett. 2005). 
Jindřich Jindřich

http://jindrich.org
Cyklodextriny

Skupina cyklodextrinové supramolekulární chemie se zabývá vývojem metodik pro přípravu regioselektivně derivatizovaných cyklodextrinů (CD). V nedávné době byl vyvinut postup, který otevírá cestu k přípravě 3-O-alkyl monosubstituovaných derivátů β-cyklodextrinu (Jindřich & Tišlerová, J. Org. Chem. 2005), které byly doposud dostupné velmi obtížně. Deriváty CD jsou pak dále používány pro supramolekulární aplikace. Využívá se přitom schopnosti cyklodextrinů tvořit selektivní inkluzní komplexy s molekulami vhodné velikosti. 

Jedním z probíhajících projektů, zabývajících se aplikací cyklodextrinových derivátů je konstrukce chemosenzorů. Dosud byly připraveny chemosenzory založené na modifikovaném porézním křemíku (Jelínek at al, Chimia 2005). Cyklodextrinem modifikovaný porézní křemík (Trojan at al, J. Incl. Phen. 2006) vykazuje selektivní senzorickou odezvu vůči aromatickým sloučeninám. Podobně lze však syntetizovat receptory pro přípravu optických chemosenzorů, které mohou být využity pro detekci a stanovení malých biologicky zajímavých molekul, jakou jsou steroidní nebo cukerné deriváty. Kvantitativní stanovení těchto látek je možné využít v medicíně k diagnostice. 

Dalším projektem pro aplikaci cyklodextrinů, který se právě rozbíhá, je příprava dutých sférických makromolekulárních struktur, které lze připravit samoskladbou většího počtu vhodných cyklodextrinových derivátů. Tyto struktury mohou sloužit jako molekulární kontejnery pro molekuly s velikostí v řádu nanometrů. Lze je využít např. jako nosiče či stabilizátory aktivních látek, které mohou chránit před okolním prostředím (např. nosiče léčiv proteinové povahy, které se enzymaticky rozkládají při orální aplikaci). Tatovéto kontejnery je možné využít i jako nanoreaktory. 

Metodiky: NMR, MS (ESI, MALDI-TOF), zobrazovací techniky (TEM, AFM), separační techniky (HPLC).

Petr Štěpnička

http://web.natur.cuni.cz/~stepnic/organomet.html
Ferroceny
Základní výzkumný zájem představuje příprava a studium nových sloučenin ferrocenu s cílem jejich dalšího využití v katalýze organických reakcí systému na bázi přechodných kovů a vhodných ligandů. Nejběžnější a přitom atraktivní cestou k  získání nového katalytického systému je úprava stávajících prostřednictvím modifikace jeho složek. Kupříkladu zavedení dalších, třeba i donorových skupin, do molekuly ligandu často vede k zásadní změně jeho vlastností. Cílem je samozřejmě zvýšení efektivity, které v případě aplikace ve velkém vede ke snížení ekologické zátěže a výrobních nákladů. Naše práce se zaměřuje především na ferrocenové fosfiny, které jsou vybaveny dalšími, obvykle polárními, skupinami. Příkladem našich výsledků mohou být deriváty (difenylfosfino)ferrocenu nesoucích karboxylovou, fosfonátovu nebo vinylovou skupinu v poloze 1(. Sloučeniny tohoto typu jsou studovány jako ligandy pro přechodné kovy, složky katalytických systémů a syntony pro další syntézu. Výsledky našich četných strukturních studií nověji otevírají cestu k využití typově příbuzných sloučenin jako stavebních jednotek pro tvorbu samouspořádaných pevných látek. Jelikož ferroceny navíc vykazují význačné biologické vlastnosti (především protinádorové účinky), vystupuje do prostředí i testování jejich biologické aktivity. Cesta přípravy ferrocenových sloučenin námi používaná umožňuje zvýšení rozpustnosti ferrocenových derivátů v polárních prostředích včetně vody a tak i jejich biodostupnost. 

Metodiky: organoprvková syntéza v inertním prostředí; NMR, IR, UV-vis a MS; elementární analýza; analytická GC a HPLC; rentgenové difrakční metody; elektrochemické metody.

Marie Stiborová

Biochemie molekulární karcinogenese, genotoxicity a enzymů determinujících vývoj a redukci procesů maligní transformace
Výzkumný tým řeší projekty vedoucí k poznání fází kancerogenese generované především chemickými karcinogeny. Projekty definují biochemickou (enzymovou) podstatu aktivace karcinogenů v různých tkáních organismu a mechanismy vzniku reaktivních („ultimate“) karcinogenů tvořících persistentní léze v DNA, včetně enzymů, které jsou tyto procesy zodpovědné (Stiborová et al., Cancer Res. 2002, 62: 5678-84). Poznání podstaty a mechanismu těchto procesů, rovněž jako struktury následných „end-points“ (stabilních metabolitů a DNA aduktů) vedlo k návrhům využitelných v biomonitoringu (Stiborová et al., Carcinogenesis 2004, 25: 833-40), a k návrhům originálních postupů jak tyto procesy minimalizovat (Stiborová et al., Int. J. Cancer 2005, 113: 189-97, Arlt et al., Cancer Res. 2005, 65: 2644-52). Řešené projekty jsou zaměřeny i na studium metabolismu a mechanismu účinku kancerostatik, potenciace jejich farmakologického účinku a konstrukci léčiv nové generace minimalizující jejich vedlejší toxické účinky (Stiborová et al., Int. J. Cancer 2003, 107: 885-90, Cancer Res. 2004, 64: 8374-80). Originálně byly identifikovány biologicky významné metabolity testovaných sloučenin (jak aktivační vedoucí k tvorbě DNA aduktů, tak i detoxikační), struktura tvořených DNA aduktů a jejich biologická relevance (Stiborová et al., Int. J. Cancer, 2005, 116: 667-78, Int. J. Cancer 2006, v tisku).  Z enzymů jsou studovány především cytochromy P450, peroxidasy, reduktasy (NQO1 a NADPH:cytochrom P450 reduktasa), konjugační enzymy a vztah mezi jejich strukturou a funkcí. Studována je i regulace jejich exprese na bázi mRNA, proteinů a biologické aktivity (Stiborová et al., Cancer Lett., 2005, 220: 145-54, Drug Metab. Dispos. 2006, 34: 1398-405).

Metody: Separační  techniky, MS, MALDI-TOF, NMR, sekvenace biomolekul, UV-vis spektroskopie, spektrofluorimetrie, krystalografie, 32P-postlabeling, RT-PCR, Western blott, zobrazovací techniky, bioinformatika. 

Karel Bezouška

www.biomed.cas.cz/protarch 

Studium klíčových obranných a signalizačních proteinů člověka a jejich nízkomolekulárních ligandů 

Zabýváme se důležitostí proteinové glykosylace pro rozpustnost, stabilitu a správné poskládání glykoproteinů (Bařinka C. et al., Protein Sci. 2004, 13, 1627-1635). Nedávno jsme objevili zcela novou úlohu proteinové glykosylace při ochraně proteinů před poškozením radikály vznikajícími při oxidaci některých léčiv (Martínek V. et al., FEBS J. 2005, 272, 422). Imunitní systém využívá interakcí sacharidových komponent glykoproteinů a jiných glykokonjugátů k rozpoznání cizorodých struktur, zejména nádorově transformovaných buněk odlišujících se charakteristickou povrchovou glykosylací (Bezouška K. et al., J Biol Chem 1994, 269, 16945-52, Bezouška K. et al., Nature 1994, 372, 150-157). Detailní výzkum receptorů probíhá s využitím moderních proteomických (Man P. et al., Proteomics 2005, 5, 113-122) a glykomických (Kavan D. et al., Mol Cell Proteomics 2006, v tisku) technologií. Daří se nám nacházet účinná strukturní mimetika těchto sloučenin schopná účinné aktivace buněk imunitního systému (Bezouška K. et al., FEBS Lett. 1998, 426, 243-247; Vepřek P. et al. J Med Chem. 2006, 49, 6400-6407). Probíhá strukturní výzkum klíčových receptorů metodami hmotnosní spektrometrie, proteinové krystalografie, a NMR (Pavlíček J. et al., Biochemistry 2003, 42, 9295-9306; Pavlíček J. et al., Biochem Soc Trans 2004, 32, 1124-26, Plíhal O. et al., Biochemistry 2006, v tisku).

Metodiky: extrakční a separační techniky, dvojrozměrná chromatografie a elektroforesa, hmotnostní spektrometrie proteinů, rekombinantní produkce proteinů v prokaryotických (Escherichia coli) a eukaryotických (Pichia pastoris) expresních systémech, proteinové a oligosacharidové arraye, průtoková cytometrie.

Tomáš Obšil

Strukturní biologie 14-3-3 proteinů a jejich komplexů
Proces přenosu signálu v eukaryotické buňce velmi často vyžaduje reversibilní spojení mnoha proteinů za vzniku velkých multiproteinových komplexů. Tyto signální komplexy integrují a přenášejí informace, které řídí celou řadu buněčných procesů. Vznik signálních komplexů je velmi často regulován fosforylací jednotlivých proteinů. 14-3-3 proteiny představují důležitou skupinu bílkovin schopných specificky vázat fosforylované proteiny a peptidy. Skrze tyto vazebné interakce mění strukturu a funkci svých vazebných partnerů a tím ovlivňují řadu důležitých biologických dějů. Pro pochopení mechanismu funkce těchto regulačních proteinů je zapotřebí znát strukturu jejích komplexů. Zatím však byla vyřešena pouze jedna krystalová struktura komplexu 14-3-3 proteinu s navázaným plně funkčním enzymem serotonin N-acetyltransferasou (Obsil et al., Cell 2001). Tato struktura ukázala, že 14-3-3 protein moduluje konformaci aktivního centra a tím výrazně zvyšuje vazbu substrátů k enzymu a tím i jeho aktivitu. 14-3-3 proteiny mohou ovlivňovat funkci proteinů i tím, že interferují s funkcí některých regulačních míst. Např. u transkripčního faktoru FoxO4 jsme ukázaly, že 14-3-3 protein ovlivňuje funkci jeho jaderné lokalizační sekvence (Obsil et al., Biochemistry 2003; Obsiova et al., Biochemistry 2005). Vzhledem k důležité funkci 14-3-3 proteinů v buňce podléhá jejich aktivita regulaci skrze fosforylaci, které ovlivňuje jejich strukturu (Obsilova et al., J.Biol.Chem. 2004; Silhan et al., J.Biol.Chem. 2004). Poznání mechanismů funkce a regulace 14-3-3 proteinů může přispět  nejen k hlubšímu porozumění regulace přenosu signálu v buňce, ale mohly by umožnit i design látek či přístupů interferujících s funkcemi těchto důležitých regulačních proteinů. Metodiky: Exprese a purifikace rekombinantních proteinů, MALDI-TOF, stacionární a časově-rozlišená fluorescenční spektroskopie, rentgenostrukturní analýza, kalorimetrie, molekulová dynamika.       

Jan Konvalinka

Proteasy jako cíle terapeutického zásahu: struktura, funkce a inhibice 

Proteolysa je nejen mechanismem degradace proteinů v trávicím traktu, ale také velmi důležitou posttranslační modifikací s významnou regulační funkcí. Proteasy hrají klíčovou roli v životním cyklu virů, uplatňují se v regulaci apoptosy, řízení buněčného cyklu, vzniku metastáz nádorů, neurodegeneraci atd. Laboratoř J. Konvalinky identifikuje, klonuje a charakterisuje regulační proteolytické enzymy, které by se mohly stát zajímavým cílem terapeutického zásahu pro léčení virových chorob a neurodegenerací. Proteasa  viru HIV je zřejmě nejvýznamnějším příkladem tohoto přístupu. Podařilo se nám charakterisovat strukturní prvky odpovědné za dimerisaci enzymu (Stříšovský et al., Protein Sci. 2000, Ingr et al., Protein Sci. 2003), prostudovat mechanismus vzniku  protivirové resistence (Václavíková et al., J. Clin. Virol. 2005; Brynda et al., J. Med. Chem. 2004) a navrhnout řadu inhibitorů, aktivních i vůči mutantním formám proteasy, amplifikovaným z pacientů dlouhodobě léčených inhibitory virové proteasy (Weber et al., J. Mol. Biol. 2002; Cígler et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2005). Dlším příkladem našeho přístupu je studium glutamátkarboxypeptidasy II (GCPII), enzymu odpovědného za uvolňování glutamátu z peptidového neurotransmiteru v centrální nervové soustavě, a současně důležitého markeru karcinomu prostaty (PSMA, prostate specific membrane antigen). Podařilo se nám připravit a charakterisovat rekombinantní formu tohoto enzymu (Bařinka et al., J. Neurochem. 2004, Protein Science, 2004), prostudovat jeho expresi v lidském mozku (Šácha et al., Neuroscience, v tisku) a ve spolupráci určit jeho 3D strukturu (Mesters et al., EMBO J. 2006). Návrh specifických inhibitorů musí respektovat existenci lidského homologu tohoto enzymu (Hlouchová et al., J. Neurochem., v tisku). Současně pokračuje hledání předpokládaného endogenního ligandu GCPII a jeho fysiologické role v prostatě i v jiných tkáních.  

Metodiky: Exprese a purifikace rekombinantních proteinů v E. coli, hmyzích i savčích buňkách; enzymová kinetika, ve spolupráci rentgenostrukturní a NMR analysa proteinů, mikrokalorimetrie, tkáňové kultury, fluorescenční mikroskopie, molekulová dynamika a modelování.       

Jan Šarek

www.betulinines.com
Přírodní látky a jejich deriváty

Skupina přírodních látek se již dlouhodobě zabývá výzkumem a vývojem přírodních látek se signifikatní biologickou aktivitou ve spolupráci s Olomouckým pracovištěm LEM. Přičemž nejvíce pozornosti je věnováno pentacyklickým triterpenoidům. Betulininy jsou studovány pro svou významnou protinádorovou, ale též anti-HIV aktivitu. Protinádorové účinky jsou patentovány třemi mezinárodními patenty, které vlastní UK a UP. S firmou I.Q.A., a.s. je podepsána smlouva o smlouvě budoucí licenční na výzkum a vývoj betulininů. Kanadská společnost Virochem, Ltd. nám nabídla licenční smlouvu v oblasti výzkumu a vývoje léku proti AIDS. V současné době je projekt betulininy vlajkovou lodí Přírodovědecké fakulty v rámci projektu CPPT. Více info v našich publikacích nebo též na www.betulinines.com. 

C2/C3 - 

Lenka Dvořáková 

Genetické příčiny chorob

Naším cílem je charakterizovat molekulární příčinu ojedinělých nebo vzácně se vyskytujících dědičných onemocnění studovaných v dlouhodobých projektech na našem pracovišti. Za tímto účelem provádíme detailní studie struktury genu u pacientů i u velkých souborů kontrolních vzorků (Dvořáková L et al., Hum Mutat. 2001, 18: 52-60.). Z hlediska vzniku a vývoje nemoci i z hlediska populační genetiky je důležité identifikovat patogenní mutace, sledovat frekvence polymorfismů a sestavovat haplotypy (Azevedo L et al., Mol Genet Metab. 2003, 78:152-7.). Zabýváme se i epigenetickými faktory ovlivňujícími činnost genů (studium methylace v souvislosti s X-inaktivací u genů lokalizovaných na chromosomu X) (Dobrovolný R. et al., J Mol Med. 2005, 83: 647-54). V současné době se začínáme zabývat funkčními studiemi promotorových oblastí genů.

