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Festina lente

Toto latinské uslovi ctili uz nasi predkové a znamenda
— pospichej pomalu. Podivejme se na tuto zdsadu
z dnesniho pohledu Zivotniho stylu, klesajicich zdsob ropy,
znecistovani Zivotniho prostiedi, kdy Fesime problémy,
Jjako jsou ndhrada casti ropnych produktii v motorovych
palivech bio-slozkami, produkce sklenikového oxidu uhli-
citého, nariist dopravnich nehod, materialnich Skod, zra-
néni a umrti pri nich atd. Klicem k systémovému resent
vSech techto zminénych problémii je pomalejsi rychlost
v silni¢ni doprave.

Kazdy ridic u nas samoziejmé vi, Ze v obci a mimo ni
ma jezdit rychlosti 50 resp. 90 km/h, na dalnici pak maxi-
malné 130 km/h. Zde predesilam, Ze treba v Kanadé (a to
Jje néjaka rozlehla zemé) je , speed limit“ na dalnici jen
110 km/h a od tamnich pratel vim, zZe policie toleruje maxi-
malni prekroceni rychlosti o hodnotu nejvyse 10 km/h,
v opacném pripadé se udileji prisné pokuty v radech stovek
tamnich dolarii a také povinné absolvovani opakovacich
vikendovych kurzii z pravidel silnicniho provozu. Naopak
v nast malické cesko-moravsko-slezské kotliné jsou dokon-
ce nasi vrcholni zastupitelé ochotni dlouhé hodiny diskuto-
vat o tom, jestli by nebylo zahodno maximalné povolenou
dalnicni rychlost navysit treba na 160 km/hod, nebo toto
omezeni vitbec zrusit...

Analyzujme vySe uvedené problémy s vyuzitim ele-
mentdrnich poznatkii prirodnich véd a poloZme si ndsledu-
Jici otazky:

Co urcuje spotiebu paliva ve spalovacim motoru
automobilu?

Jaké je vyuZiti energie paliva pri jizdé automobilem?
Proc zavisi produkce oxidu uhlicitého na rychlosti
a stylu jizdy ridice?

Uspokoji bio-paliva stale vice spechajici populaci?
Na prvni otazku kazdy motorista jasné odpovi, Ze
spotrebu paliva ve znacné mire urcuje rychlost vozidla.
Ostatné udaje o tom obsahuje kazdy technicky priikaz vozi-
dla. Pritom malo kdo pri Fizeni vozidla sleduje vedle rych-
loméru také otackomer. Je snad kazdému jasné, Ze otacky
motoru jsou v primém vztahu k rychlosti nasavani palivové
smési do vdlcit motoru. Styl jizdy je tedy dalsim paramet-
rem, ktery miize kazdy motorista dosti snadno ovlivnit.
V této souvislosti je zajimavé, Ze japonskd automobilka
Nissan jiz vyvinula plynovy peddl, ktery vytvdri zpétny tlak
na ridicovo chodidlo v pripade, Ze bude na tento pedal
Slapat prilis prudce. Tento tzv. ECO-Pedal se bude monto-
vat od pristiho roku a ma snizit spotrebu pohonnych hmot
0 5-10 % v zavislosti na jizdnich podminkach.

Jak vypada zavislost spotieby paliva na rychlosti
vozidla, vyplhva z jednoduchych fyzikalnich zdakonii. Auto-
mobil pri svém rovnomérném pohybu na rovné silnici musi
prekonavat:
odporovou silu vzduchu, umernou druhé mocniné
rychlosti vozidla,
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odpor pneumatik, odvalujicich se po vozovce, ktery je
umérny hmotnosti vozidla.

Pri akceleraci pak k témto silam pristupuje jesté pre-
konavani setrvacné sily.

Je tedy zjevné, zZe tato zavislost neni linearni
a s rostouct rychlosti a hmotnosti vozidla dramaticky na-
rista spotieba paliva. A tak si miiZzeme jen povzdechnout,
proc si lidé opatruji stale hmotnéjsi a rychlejsi automobily,
se kterymi pak neustadle akceleruji a poté zase brzdi....

Vyuziti energie, obsazené v palivu zavisi jednak na
jeho slozeni a samoziejmé na jeji preméné na energii me-
chanickou. Z termodynamiky vyplyva, ze obsahuje-li pali-
vo kyslikaté slouceniny (tFeba bio-slozky), ma pri spalova-
ni nizsi energeticky obsah, tedy ma nizsi spalné teplo. Tim
ma ale také motor vozidla tudiz nizsi vykon. Dulezitd je
vSak mozna méné zndmd okolnost (i kdyz znalce 2. vety
termodynamické az tolik jisté neprekvapi), Ze asi pouze jen
Jedna ctvrtina energie (v nize citovaném pramenu se uvddi
24 %), generovand ve valcich bézného spalovaciho motoru
automobilu, se prenese na pohyb vozidla. Pritom treba pri
rychlosti automobilu 90 km/h se z této ctvrtiny 2/3 energie
spotrebuji  na prekondavani aerodynamického odporu
a zbytek spotrebovava valivy odpor kol a mechanické ztra-
ty energie v pievodech. Co je ale dosti diileZité, priblizné
polovina energie obsazené v palivu (46 %) odejde
s horkymi spalinami vyfukem do atmosféry, pétinu této
energie (21 %) predstavuji tepelné ztraty motoru pres jeho
plast a chladic a dalsi desetina (9 %) jsou mechanické
ztraty energie primo v motoru (klikova hridel, pohyby pis-
tu, ventilii atd.).

Kazdému chemikovi je jasné, ze produkce oxidu uhli-
cCitého vyfuky aut je v primém vztahu ke spotiebé paliva
a tedy zavisi jak na rychlosti, tak stylu jizdy ridice. Tento
vztah lze samoziejmé nalézt v literature (napv. Fuels and
Engines, IFP, TECHNIP Ed., Paris 1999). Pro konstantni
rychlost bézného osobniho automobilu po roviné a za ide-
dlnich povétrnostnich podminek, pri bezveétri, nalezneme
ndsledujici priklad spotieby a produkce oxidu uhlicitého
(snahou konstruktérii automobilii je dnes dosahnout cilové
hodnoty 120 CO, g/km):

rychlost spotreba paliva produkce CO,
[km/h] [1/100 km] [g/km]

60 3,7 84
90 51 116
120 6,8 154
150 9,1 205

Povzdech v tomto pripadé navozuji také vzpominky na
,usporu paliva a sklenikového CO,* pri rychlé jizdé na-
Sich vysoce postavenych cinitelit bud na svatbu do Mari-
dnskych Lazni, ¢i na tenisovy zdpas Davis cupu do Brna...
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Na posledni otazku miizeme odpovédeét asi jen nega-
tivné. Ma-li se postupné zvySovat podil bio-slozek
v motorovych palivech, jak to vyrobcum uklada legislativa
EU, nezbyva, nez si povzdechnout nad tim, Ze tyto prisady
se nam kviili nasi pohodlnosti pri rychlé jizde autem pre-
meéni z velké Cdsti na neuzitecné teplo, nebot' také 76 %
techto slozek spolu s palivem pouze neuZitecné shori. Je
nadmiru jasné, zZe produkce zemédeélskych plodin pro bio-
paliva 1. generace (ethanol z cukrové trtiny, resp. obilnin
pro zazehové motory nebo bio-diesel pro vznétové motory)
nutné omezi rozlohu orné pidy nezbytnou pro vyrobu po-
travin. Urcité nadéje se sice vkladaji do bio-paliv 2. gene-
race (lignocelulosové odpady ze zemédelské vyroby, rychle
rostouci energetické plodiny, drevné Stépky a pod.), ovsem,
podle zdkona zachovani hmoty se stopové prvky, nezbytné
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pro rist biomasy, presunou jinam, nez kde fotosyntéza
probiha. Je tedy jasné, Ze legislativni snizeni povolené
maximalni rychlosti a jeji diisledné vymahani jednoznacné
zajisti vetsi usporu ropnych paliv v dopravé, nez prisady
do paliv biologického piivodu.

Zdvérem si tedy coby Fidici vezméme jednoduché
predsevzeti, spechejme pomalu! Snadno pak dosahneme
Zadoucich uspor ropnych paliv v doprave, snizime produk-
ci sklenikového oxidu uhlicitého, nemusime mit pak staros-
ti s vyrobou bio-slozek pro motorova paliva, usetiime or-
nou pidu pro produkci potravin a tieba také nebudeme mit
tolik materialnich Skod, mrzakii a poziistalych po doprav-
nich nehodach na silnicich.

Jiri Hanika
Ustav chemickych procesii AV CR, v. v. i.
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Hmotnostni spektrometrie je pomérné rozsifena mo-
derni instrumentalni technika, ktera je schopna analyzovat
témet jakykoli material, at’ uz organicky nebo anorganic-
ky. Metoda potfebuje minimalni mnozstvi vzorku, ktery
miZze mit opét témét libovolnou formu (plazma, plyn, ka-
palina, tuha latka) a umoziuje pracovat s Cistymi latkami
i s velmi komplikovanymi smésmi, jako je napf. biologic-
ky materidl. Princip analyzy je zaloZen na méfeni hmot-
nostnich spekter, ze kterych je mozno ,piecist”, Casto
1 velmi pfesné, struktury méfenych latek.

Hmotnostni spektrometrie rozhodné neni doménou
pouze vysoce specializovanych védeckych laboratofi.
S touto technikou se mizeme bézné setkat i pfimo, napf.
béhem osobnich bezpefnostnich prohlidek na letistich,
nebo zprostiedkované, kdy je tato metoda pouzita napf.
v 1ékafstvi (jedna se tieba o diagnostiku nadorovych one-
mocnéni a metabolickych poruch). Metoda je nezastupitel-
né pro kriminalisty (napf. v souvislosti s identifikaci drog,
detekci vybusnin, identifikaci pachatelt zvlasté nebezpec-
né trestné cCinnosti, apod.), hmotnostni spektrometrie je
rozhodujicim néstrojem antidopingovych kontrol, pouziva
se v archeologii (pfi datovani staii pfedméti) a geologii,
v monitorovani kvality Zivotniho prostfedi, v toxikologii,
chemii (zde tfeba pii sledovani prub¢hu chemickych reak-
ci), pfi kontrole kvality potravin, zemédélskych produkti
nebo predmétti denni potieby obecné (détské zbozi, kos-
metika, apod.). Hmotnostni spektrometry jsou soucasti
vybavy vétsiny vesmirnych sond i n¢které specialni vojen-
ské techniky. Farmaceutické firmy pouzivaji hmotnostni
spektrometrii pfi hledani novych t¢innych 1€kt ,,Sitych* na
miru. Hmotnostni spektrometrie se pouziva i jako zobrazo-
vaci technika. Vyznamnou ulohu hraje hmotnostni spekt-
rometrie v otdzkach narodni bezpecnosti: technika dokaze
odhalit a identifikovat latky, které mohou byt zneuzity pfi
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terorismu a bioterorismu. Zakladni schéma obecného
hmotnostniho spektrometru ukazuje obr. 1.

Ucebnicova definice fik4, ze hmotnostni spektromet-
rie je fyzikalné-chemicka metoda, ktera vyuZziva separace
urychlenych ionizovanych c¢astic (iontll) ve vakuu, a to
podle jejich hmotnosti pfi jejich prichodu magnetickymi
a elektrickymi poli. Hmotnostni spektrometr se sklada
z péti zakladnich modulll. Prvni z nich se vaze ke vkladani
vzorkl (analyzovat lze téméf vSechna skupenstvi). Druhy
modul se tyké ionizace vzorku, ¢ili pfevedeni analyzova-
nych elektroneutralnich molekul do nabité formy. Vyrabi-
me ionty nesouci kladny naboj (kationty) nebo zaporny
naboj (anionty) a zpusobd, jak ,,vyrobu®“ provést, resp.
jejich modifikaci, existuji desitky. Podobné je to se tietim
modulem, tedy s hmotnostnim analyzatorem. Metod analy-
zy hmotnosti iontl je cela fada, pro ilustraci jmenujme
alespon linearni iontovou past, iontovy cyklotron, orbitrap
a analyzator z doby letu. To jsou moderni typy analyzato-
i, které se v soucasnosti Siroce pouzivaji. Posledni dva
moduly na obr. 1 pak zahrnuji detekci iontll a zpracovani
ziskanych dat pfislusnou vypocetni technikou. VSimnéme
si, ze Cast celého procesu, zvlasté analyza a detekce iontt,
probiha za vakua. A pravé naklady na vakuovou techniku
pfedstavuji znacny podil z ceny celého pfistroje. Relativné
vysokda cena je snad jedinou nevyhodou hmotnostnich
spektrometra.

Zatizeni mohou byt velmi mald a pfenosna, ale jsou
v¢ tuny. Slozitost spektrometrii se fidi pozadavky na kvali-
tu informace, kterou pristroj dava a samozfejmé plati, ze
¢im je informace detailnéjsi, tim je pristroj drazsi. Takze
lze pofidit pfistroj za desitky milionti korun, ale tfeba i za
,»,pouhy* milion korun. Jedno ztéch drazsSich zafizeni je
instalovano v Mikrobiologickém ustavu Akademie véd
v Praze a stoji kolem 70 miliond korun (obr. 2). Jde o tzv.
iontovy cyklotron, jehoz jadrem je supravodivy magnet
o intenzit¢ pole 9,4 T. Srdcem tohoto spektrometru je cyk-
lotronova cela, ve které jsou méfené ionty stiidavé vybu-
zovéany radiofrekvencnimi pulsy a nésledn€ detegovény.
Kazdy z iontu je charakterizovan svoji cyklotronovou frek-
venci (t¢ odpovidd hmotnost méfeného iontového druhu)

Normalni tlak

VioZeni
vzorku

Snizeny tlak

lonizaéni
technika

Detektor Potitag

—
L

Obr. 1. Obecné schéma hmotnostniho spektrometru
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Obr. 2. Iontovy cyklotron Bruker APEX-Q

a amplitudou detegovaného signalu (tomu zase odpovida
mnozstvi resp. pocet analyzovanych iontl). Méfeni hmot-
nosti na tomto piistroji je extrémné piesné a dava piimou
informaci o elementarnim slozeni méfenych iont: vime
tedy, z kterych prvkid se métené slouceniny skladaji. Ionto-
vy cyklotron, podobné jako jiné typy hmotnostnich analy-
zator(Q, poskytuje tzv. kolizni nebo produktova spektra. Jde
o specialni typy analyz, ze kterych lze ziskat i detailni
strukturni informace o méfenych latkach.

Hmotnostni spektrometrie byla vyvinuta pocatkem
20. stoleti a puvodné byla vyuzivana zvlaste ve fyzice
a chemii, mj. byly pomoci této metody objeveny stabilni
isotopy prvki. Po dlouhou dobu pak hmotnostni spektro-
metrie byla hlavni metodou analyzy ropnych produkti
a analyzy t€kavych organickych latek obecn€. Béhem po-
slednich dvaceti let se pouziti metody rozsitilo snad do
vSech oblasti pfirodnich véd, od geologie, pfes fyziku,
astronomii a chemii k biologii, k analyze zivotniho pro-
stfedi, do farmacie a mediciny. Za vyvoj technik hmot-
nostni spektrometrie byly ud€leny celkem ¢tyti Nobelovy
ceny za fyziku nebo chemii, ale vyuziti této techniky bylo
zasadni pro udéleni i fady dalSich Nobelovych cen. Posled-
ni Nobelova cena vylozené za hmotnostni spektrometrii
byla udélena Koichi Tanakovi a Johnu Fennovi v roce
2002. Bylo to za vynalez ioniza¢nich technik, které umoz-
nuji analyzovat i velmi velké a slozité latky, jako jsou bil-
koviny a nukleové kyseliny. Jednalo se o techniku desorp-
ce a ionizace laserem za pfitomnosti matrice (matrix-
assisted laser desorption ionization, MALDI) a ionizaci
elektrosprejem (electrospray ionization, ESI). Objev téchto
ionizacnich technik dal vzniknout zcela novym odvétvim
biologickych véd, napt. proteomice. Diky modernim hmot-
nostné spektrometrickym metodam lze nyni nejenom jed-
notlivé bilkoviny identifikovat, ale rovnéz i zkoumat in-
terakce mezi nimi a jinymi biomolekulami, zjistovat funk-
ce jednotlivych bilkovin nebo jejich komplext. Diky
hmotnostni spektrometrii miizeme na molekularni trovni
zkoumat a nasledn€ ovliviiovat zakladni bunécné procesy.
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Pro¢ praveé hmotnostni spektrometrii?

Na rozdil od jinych analytickych pfistupi tato metoda
vyzaduje opravdu nepatrné mnozstvi métené latky, napf.
10"%g. Je to nepredstavitelné malé mnozstvi, a proto se
hmotnostni spektrometrie Casto pouziva ve stopové analy-
ze ¢ehokoli organického i anorganického. Dalsi dilezita
vlastnost této techniky tkvi v jeji schopnosti ,,poradit si
i s velmi komplikovanymi smé&smi latek a strukturni infor-
maci poskytnout rychle. Proto je hmotnostni spektrometrie
v biologii metodou nezastupitelnou: umoziuje analyzovat
i tak komplikované biologické matrice, kterymi jsou lidska
tkail a télni tekutina. Témto biologickym aplikacim se
vénuji jen néktera narodni vyzkumna pracoviste.

Hmotnostni spektrometrie ovSem zasahuje i do fady
jinych obort. Po Ceské republice jsou ,rozesety” stovky
riznych hmotnostnich spektrometri, ov§em maéalo o nich
vetejnost vi. Navic se da ocekavat dalsi nartstajici uplat-
néni hmotnostni spektrometrie, které plyne ze tfi moder-
nich trendd poslednich né€kolika let. Prvnim je miniaturiza-
ce pristroji, druhym je zavedeni novych ionizacnich tech-
nik, které pracuji za atmosférického tlaku a bézné teploty
(hovotime o tzv. ,,ambient* technikach) a tfetim trendem
je pak zavadéni novych progresivnich aplikaci, jako je
tteba hmotnostni mikroskopie.

Co se tyCe miniaturizace, zde vyrobci sméfuji
k pfenosnym spektrometrim, které v terénu budou schop-
ny odhalit, zdali zkoumané objekty (véetn¢ lidi) nepfisly
do styku s trhavinami, drogami nebo jinymi zakazanymi
latkami, zdali dovazené zemédelské produkty, napf. vino,
opravdu pochazi z deklarované zemé puvodu a nebylo
zakdzanym zplsobem upravovano, ¢i detegovat chemické
a biologické zbrang, at’ jiz pfi vojenském nasazeni nebo pfi
ochrang civilisti pfed teroristickym ttokem. V téchto pfi-
padech obsluha spektrometr pouziva jako ,.Cernou skiin-
ku*, tedy se moc nezajima o procesy, které ve spektromet-
ru probihaji. Spektrometr dava informaci, ze bud’ je vse
v poradku, anebo ne. Pak je tfeba, aby vzorek postoupil na
dalsi, detailngjsi analyzu.

Se zavadénim novych ionizacnich technik, které pra-
cuji za atmosférického tlaku a teploty, se oteviraji moznos-
ti k obecné povrchové analyze, a to 1 zivych objektil. Lze
sledovat podana 1é¢iva, ktera se vylucuji na povrchu lid-
ského téla, a jejich farmakokinetiku, je snadné analyzovat
povrchové molekuly na jednotlivych ¢astech Zivych rost-
lin, apod. Prilomovou technikou se jevi tzv. desorpcni
elektrosprej (desorption electrospray, DESI), jehoZ princi-
py a prvni aplikace se objevily v ¢asopise Science v roce
2004. Nasledovala cela fada dalSich technik, napf.
desorpcni chemickd ionizace za atmosférického tlaku
(desorption atmospheric pressure chemical ionization,
DAPCI), desorpéni fotoionizace za atmosférického tlaku
(desorption atmospheric photoionization, DAPPI), extrak-
tivni elektrosprej (extractive electrospray, EESI), pfima
analyza vredlném case (direct analysis in real time,
DART), MALDI za atmosférického tlaku (atmospheric
MALDI) a celé fada dalSich. VSechny tyto metody maji
jednu zajimavou vlastnost: vzorek je analyzovan piimo,
Casto bez nutnosti jakkoli vzorek predc¢iStovat nebo kon-
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Obr. 3. Za¥izeni pro pfimou analyzu tkané technikou desorp¢-
niho elektrospreje

centrovat. Odpada tim Casto ¢asové narocnd uprava vzor-
ku, ktera byla nezbytna tieba pred analyzou t€lnich tekutin
a tkani (obr. 3).

Z novych aplikaci hmotnostni spektrometrie posledni
doby se nelze nezminit o hmotnostni mikroskopii.
V anglosaské literatufe se hovofi o technice ,,mass ima-
ging*, kterd je v soucasnosti hodnocena americkou agentu-
rou FDA (U.S. Food and Drug Administration) a o¢ekava
se, ze béhem nasledujicich péti let bude uznana za stan-
dardni zobrazovaci techniku. U hmotnostni mikroskopie
jsou snimdny minimalné¢ dvourozmérné obrazy povrchu,
pfi¢emz tyto jsou ziskany pocitatovou rekonstrukci ionto-
vych druht, které jsou ze zobrazovaného objektu desorbo-
vany. D¢&je se tak rastrovacim zplisobem, a to pfi prostoro-
vém rozliSeni zatim v faddu desitek az stovek mikrometri
podle typu primarniho ionizujiciho svazku, kterym muze
byt laser (pak hovoiime o MALDI hmotnostni mikrosko-
pii), svazek iontl (napf. Cgo) nebo svazek nabitych kapic¢ek
(DESI mikroskopie). Oproti ostatnim zobrazovacim tech-
nikdm hmotnostni mikroskopie nedava pouze odpovéd
typu ,je tam né&jaky objekt”, ale souCasn€¢ i informaci
o chemické povaze pfislusného zkoumaného objektu.
Hmotnostni mikroskopie je tedy idealnim nastrojem pro
identifikaci a charakterizaci tzv. biomarkerd, napf. mole-
kul charakterizujicich tfeba patologicky stav. Muzeme
hodnotit mj. nadorovou tkan, ptipadné subtypy tumord na
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zakladé souboru bilkovin nebo jinych specifickych mole-
kul, které jsou ve zdravych tkanich zastoupeny jinak. Po-
kud bychom hledali molekularni znaky néjakého infekéni-
ho onemocnéni, lze pfimo porovnavat tkén zdravou
a infikovanou. Mlzeme se divat, do jakych organd se de-
ponuje podané lé¢ivo a jak je metabolizovano. Mlzeme
sledovat, jaka je proteomicka odezva na ptislusny 1écebny
proces. Velkou budoucnost hmotnostni mikroskopie vcas
rozpoznal i pramysl, takze v soucasnosti neni velkd hmot-
nostné-spektrometrickd firma, kterd by nenabizela jako
hotovy komeréni produkt hmotnostni mikroskop, at’ uz na
principu MALDI nebo zafizeni uzivajici primarni svazek
desorbujicich iontii. V odborné literatuie se zacala objevo-
vat i fada dalSich specialnich aplikaci, které komer¢ni sub-
jekty zatim nenabizeji. Jedna se zejména o moznosti 3D
analyzy a dale o opravdovou mikroskopii v ramci jediné
bunky.

Tyto specialni aplikace potvrzuji obecny trend po-
slednich 20 let ukazujici, Ze hmotnostni spektrometrie se
jiz davno neprofiluje jako Cisté analytickd technika. Jeji
aplikace zasahuji do fady rGznych a nepfibuznych obori
amy se muzeme t&it, kterou novou védni disciplinu
hmotnostni spektrometrie otevie nebo jejiz vznik alespon
bude iniciovat. Neni bez zajimavosti, Ze v prub¢hu své
zhruba stoleté existence byla hmotnostni spektrometrie
dvakrat oznacena vlastnimi pfednimi odborniky oboru
jako technika bez perspektivy, jako metoda, kterd jiz splni-
la sviij ucel a spé€je k zaniku. Dynamicky rozmach posled-
nich let ukazuje, Ze skutecnost je zcela jina.

Podporovano granty MSMT (LC07017
a MSM6198959216) a instituciondalnim zamérem
AVOZ50200510.
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cent Trends in Mass Spectrometry

Mass spectrometry is an indispensable tool in modern
analytical laboratories. It has also gained significant repu-
tation in many areas of non-chemical activities. The paper
summarizes the most recent analytical developments in the
field. It puts emphasis on ambient ionization techniques,
modern high-resolution analyzers and mass microscopy as
an emerging optical/analytical tool.
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1. Uvod

Impuls, ktery nastartoval zdjem o mikrobidlni svét,
I1ze datovat rokem 1673, kdy Antonie van Leeuwenhoek
zvefejnil pro SirSi publikum sva pozorovani mikroflory
vlastni Ustni dutiny, provadénych pomoci podomacku vy-
robeného mikroskopu opatfeného jednou ¢ockou. Zaroven
popsal ,,wee animacules*, jak mikroorganismy nazval,
jako Zzivé, schopné aktivniho pohybu. DalS§im vyznamnym
datem v historii mikrobiologie byl rok 1861, kdy Louis
Pasteur vyvratil teorii spontdnniho vzniku mikroorganismi
z organické hmoty a zafadil tak mikroorganismy mezi
bunééné formy zivota v souladu se zavérem Rudolfa Vir-
chowa z roku 1858, totiz, ze kazda bunka vznika z bunky
jiz existujici (,,Omnia cellula e cellula*). O 20 let pozdé&ji
formuloval Robert Koch své 4 postulaty, jejichZ podstatou
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bylo paradigma ¢isté mikrobidlni kultury jedin€ umoZziuji-
ci charakterizaci (v jeho pripadé potvrzeni patogenity)
konkrétniho mikroorganismu'. Vyvoj mikrobiologie se
pak podfidil témto postulatim, mikrobiology pritahovala
exaktnost studia mikroorganismti v Cistych kulturdch
avroce 1923 Bergeyuv trust vydavajici Bergey’s Manual
of Systematic Bacteriology kategoricky vyhlasil, ze klasifi-
kovat lze pouze bakterie, které je mozno kultivovat a zis-
kat v Cisté kultufe. V roce 1931 S. A. Waksman optimistic-
ky prohlasil, Ze jiz bylo nashromazdéno dostate¢né mnoz-
stvi informaci, které umoznuji vytvofit jasnou predstavu
o pidni mikroflote (v orig. ...a large body of information
has accumulated that enables us to construct a clear pictu-
re ... of ... the microscopic population of the soil)®. Toto
presvédceni vSak dostalo povazlivych trhlin predevsim
v poloviné 80. let minulého stoleti.

Pochyby iniciovala zjisténi zasadnich rozdili mezi
pocty jedincti mikrobialni populace v ptidé a povrchovych
vodach stanovenych kultivacnimi metodami a vyjadifova-
nych jako ,jednotky tvotici kolonie“ a pocty uréenymi
pfimym mikroskopickym po¢itanim®. Rozdil je obzvlasté
dramaticky v nékterych vodnich ekosystémech, kde cet-
nost bakterialni populace zjisténd kultivaéné a pocitanim
zivych buné€k barvenych akridinovou oranzi dosahuje roz-
dilu az 6 tadi (cit.*). Z celkového poétu piidnich bakterii je
béznymi postupy kultivovatelnych  0,1-1%  (cit.”).
V soucasné dob¢ je pocet prokaryot na Zemi odhadovan na
410~ 610, a soudet mnoZstvi organického uhliku
v prokaryotech ze vSech slozek Zivotniho prostiedi je sou-
méfitelny s mnozstvim uhliku deponovanym v rostlinné
biomase®. Védomi kritického vyznamu mikroorganismi
v biogeochemickych cyklech spolu s poznatky mezigeno-
movych DNA-DNA hybridizac¢nich studii, které ukazaly,
ze fylogeneticka diverzita pidnich bakterii je minimalné
100x vyssi, nez jakéd se pfedpokladala na zéklade tradic-
nich kultivaénich metod’, zptsobily zasadni obrat smérem
ke studiu nekultivovatelnych mikroorganismt. Pozornost
zaciné byt vénovana jak fylogenetické piisluSnosti nekulti-
vovatelnych, tak jejich predpokladané metabolické diver-
zité. Dal§Sim poznatkem, ktery vyznamné ovlivnil ndzor na
tradi¢ni dogmata mikrobiologie, byl diikaz, ze po dlouhou
dobu nekultivovatelny Helicobacter pylori zptisobuje Zalu-
deéni viedy. Ackoliv byl mikroskopicky zjistén vyskyt
spirdlovych bakterii v gastrointestinalnim traktu psu jiz
vroce 1893 a u ¢lovéka v roce 1906 (cit.®) a korelace
mezi vyskytem téchto bakterii, vznikem gastritidy
a tvorbou viedd byla popsana v roce 1938 (cit.”), nebyla
pric¢inna souvislost mezi H. pylori a gastritidou akcepto-
vana do doby, nez byla tato bakterie s odpovidajicimi
dusledky ,kultivovana® v gastrointestinalnim traktu
dobrovolnika'®"".

V roce 1985 rozsifily pokroky v molekuldrni genetice
spektrum nastroji pro studium mikroorganismii o analyzu
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ribosomalnich 5S a 16S rRNA izolovanych pifimo
z matrice environmentalnich vzorkd pidy nebo vody bez
potfeby jejich kultivace'*">. Porovnani nukleotidovych
sekvenci rRNA zrliznych taxonomickych skupin (rRNA
ruznych taxont v pribéhu evoluce akumulovaly ve varia-
bilnich ¢éstech specifické mutace, které lze pouzit jako
molekularni fylogenetické znaky) umoznilo rozlisit i fylo-
genetickou pfislusnost nekultivovatelnych mikroorganis-
mu a zviditelnit rozsdhlou diverzitu mikrobialnich komu-
nit. Technologie PCR s primery umoziujicimi amplifiko-
vat takika kompletni geny 16S rRNA pak vedla od polovi-
ny 90.let k expanzi molekularn€ genetické klasifikace
mikroorganismti. Dodnes bylo takto popsano napt. okolo
100 zékladnich bakteridlnich taxonomickych jednotek
(kmend, phylum, dle linnéovské klasifikace), z nichZ pou-
ze tietina ma v soucasné dob& kultivovatelné zastupce'.
Dostupnost sekvenci rRNA specifickych pro urcitou taxo-
nomickou jednotku navic znovu pfivedla pozornost
k mikroskopické analyze a vyuziti fluorescenéné znace-
nych nukleotidovych sond se ve spojeni s fluorescenéni
mikroskopii stalo vyznamnym diagnostickym nastrojem
pro studium mikrobiélni diversity in situ'>'.

2. Technologie metagenomiky

Vedle teoretického studia mikrobidlni diverzity eko-
systtmii a katalogizace rRNA motivuji  zajem
o0 ,,neviditelnou vétsinu“ mikroorganismi i ¢ist¢ praktické
divody a poznatky o fyziologii a genetice nekultivovatel-
nych mikroorganismti maji vyznamny potencial uplatnéni
v oblastech mediciny, ekologie a biotechnologii (obr. 1).

biodegradace
xenobiotik

kontrola a vyhodnoceni n
stavu prostredi
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Termin nekultivovatelny mikroorganismus je zde uzivan
pro oznaceni mikroorganismi, pro které zatim nebyly
identifikovany fyzikalni nebo biologické faktory umoziu-
jici jejich laboratorni kultivaci, ale i ty, o jejichz kultivaci
zatim ani nebyl ucinén pokus. Mezi metodami navrzeny-
mi ke studiu fyziologie a genetiky nekultivovatelnych
mikroorganismu si ziskal vedouci pozici novy technolo-
gicky pristup, metagenomika (syn. genomika populaci,
environmentalni genomika), zahrnujici extrakci celkové
DNA urcité populace (smés genomt), jejich fragmentaci,
molekulové klonovani fragmenti DNA (tvorbu knihovny
tzv. metagenomu), stanoveni a interpretaci jejich nukleoti-
dové sekvence poskytujici informace o genetickém poten-
cialu i diverzité¢ populace nebo funkéni analyzu genil ve-
douci k cilené identifikaci aktivit jejich produktt (obr. 2).
Cileni metagenomické studie na vyhledani urcité enzymo-
vé aktivity, biosyntetické drahy nebo drahy umoziujici
utilizaci toxickych latek ovliviiuje volbu prostiedi (pida,
voda, sedimenty, odpadni vody a kaly, prostiedi s extrém-
nimi teplotnimi podminkami, vysokou salinitou nebo kon-
taminované xenobiotiky), z néhoz je metagenom izolovan.
V ptipad¢ studii zaméfenych na globalni analyzu populaci
byva metagenomicka linie doplnéna tradi¢néj$imi moleku-
larné biologickymi metodami umoznujicimi analyzu diver-
zity pomoci DDGE a TGGE (denaturacni a teplotni gradi-
entova gelova elektroforéza DNA), hybridiza¢ni metody,
RFLP (restriction fragment length polymorphism; metoda
vyuzivajici polymorfismu v délce fragmentl po restrikc-
nim §tépeni DNA z rtiznych mikroorganismti) a nebo zna-
¢eni metabolicky aktivnich mikroorganismii metodou SIP
(stable isotope probing; metoda zalozend na inkorporaci
exogenn¢ pridanych stabilnich isotopt do biomolekul me-

vliv antropogennich
aktivit na prostredi

nové zdroje energie

——— nové metabolické enzymové
nova léciva drahy charakteristiky
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; ZAKLADNI
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Obr. 1. Mozné aplikace metagenomiky
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puda, voda, organy, exkrementy...
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Obr. 2. Konstrukce a screening knihoven metagenomii

tabolicky  aktivnich  mikroorganismil), které

v Chemickych listech diskutovany dfive'”.

byly

2.1. Strategie izolace DNA

Mikrobialni komunity se sestavaji ze smési archebak-
teril, bakterii a eukaryot srozdilnymi charakteristikami
buné&nych sté€n, jeZ vyrazn¢ ovliviiuje jejich nachylnost
k lyzi, ktera ptredstavuje prvni krok izolace DNA. Vytézky
DNA navic ovliviiuje i skute¢nost, zZe mikroorganismy
v prostfedi jsou Casto ve stavu hladovéni, jsou fyzicky
mensi a obtizn€ lyzovatelné. Ackoliv je dostupna celd fada
komer¢nich souprav  pro izolaci celkové DNA
z environmentalnich matric (napf. z pudy), fada laboratofi
si vyvinula vlastni techniky izolace pro zajisténi stejno-
mémé lyze riiznych zastupci mikrobialni komunity'®'.
Pfi pouziti pristupd piimé extrakce DNA in situ
z environmentalni matrice nebo nepfimé extrakce, jiZ
predchazi izolace mikroorganismi z matrice, se ukazuje,
ze oba poskytuji celkovou DNA pokryvajici stejné spekt-
rum diverzity komunity, nicméné ptimé metody poskytuji
bézné vyssi vytézky®. Nevyhodou ptimych metod je koex-
trakce latek (napf. huminovych kyselin), které mohou pu-
sobit inhibi¢n¢ pii nasledném molekulovém klonovani.
Vedle tradi¢nich metod gelové filtrace byla pro odstranéni

metagenomova
knihovna
DNA
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vektor

(transformace hostitele)
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ATGACTGGACCCAAT. . .TAA
MetThrGlyProAsn... *

vyhledavani homologu /
&ekonstrukce genomﬁj

huminovych latek noveé zavedena technika pulzni elektro-
forézy vyuzivajici dvoufazovy agarosovy gel, kde jedna
faze obsahuje polyvinylpyrrolidon, inertni a netoxicky
polymer s vynikajici schopnosti vazat fenolové latky, vcet-
né huminovych kyselin®'.

V urcitych pripadech, pfi vyhledavani genetickych
determinant specifickych schopnosti v komunit¢, je vyhod-
né zafadit pfed extrakci DNA prekultivaéni krok za pod-
minek, které preferuji zastupce disponujici cilovou vlast-
nosti****, Je-li takovou vlastnosti napt. schopnost utiliza-
ce urcitych organickych latek, pak lze vyuzit strategie
SIP a smésnou kulturu dotovat timto substratem obsahu-
jicim t878i nuklid °C a zamé&Fit extrakci DNA na izolaci
t87ké“ DNA obsahujici °C inkorporovany v disledku
utilizace znaceného substratu proliferujicimi zastupci
komunity' "%,

2.2. Strategie pripravy knihoven
metagenomu

Pii volbé mezi moznosti vytvaiet knihovny metage-
nomu z kratkych (tisice parti bazi) nebo dlouhych (desitky
tisic part bazi) fragmenti DNA je tfeba zohlednit, zda je
pfedmétem zdjmu vyhledavani individudlnich genli nebo
celych operont1 a biosyntetickych drah. Casto je i pro po-
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souzeni velikosti a diverzity komunit tfeba vytvaret
knihovny z rozséhlejSich fragmentli DNA, coZ usnadiiuje
i fylogenetickou klasifikaci fragmentu v ptipad¢, ze obsa-
huje nebo je mu moZno pfifadit fylogeneticky marker (gen
rRNA, recA a podobn¢). Takové knihovny velkych frag-
mentii metagenomil jsou vytvafeny s pouzitim kosmida™,
umélych bakterialnich chromosomti (BAC; cit.*®) nebo
fosmidti (vektory zalozené na F-plasmidu; cit.2"*").
Knihovny kratkych fragmentt jsou spiSe nez pro funkéni
analyzu genti vhodné jako zdroj informaci o sekvenci

DNA metagenomi®*%.

2.3. Strategie screeningu knihoven
metagenomu

Pro screening knihoven metagenomt existuji dva
pristupy: funkéni analyza genti cilena na identifikaci urcité
vlastnosti nebo sekvenacni ptistup, tj. ureni nukleotidové
sekvence idealn¢ celého metagenomu a nasledna identifi-
kace pravdépodobnych gend, primarné in silico (obr. 2).
Urcitou limitaci druhého pfistupu je skuteénost, ze identi-
fikace genl je zaloZena na porovnavani se sekvencemi
gentl nebo jejich produktii o znamé funkci v databazich
a nelze tak identifikovat skutecné ,,nové* geny. Na druhou
stranu poskytuje vyznamnou informaci o genetické diver-
zité a metabolickém potencialu celé komunity a muze pfi-
nést i fadu prekvapivych zji§t€ni. V motské y-proteo-
bakterii byl tak naptiklad identifikovan gen kodujici bakteri-
orhodopsin (lokalizovany v blizkosti genu pro 16S rRNA)
anasledné byla potvrzena jeho funkce jako fotoreceptoru,
ktery byl do té doby zndm jen u zastupci fise Archaea™".
Vyznam sekvenacniho pfistupu roste s dostupnosti vyso-
kokapacitnich metod sekvenovani DNA jako je 454 tech-
nologie™.

Pristup  funkéni  analyzy genti,  spocivajici
v identifikaci hostitele nesouciho fragment (klon) metage-
nomu vykazujicich urcitou vlastnost, je nejcastéji vyuZivan
ve studiich cilenych na biotechnologickou aplikaci
(,,zkratkou® klon je v nasledujicim oznacovan i hostitel
nesouci fragment metagenomu). Zasadnim omezenim
funk¢nich analyz je, Ze ,,exotické® geny metagenomu musi
byt exprimovany ve zvoleném hostiteli. Tim je nejcastéji
Escherichia coli, pticemz bylo ukazano, ze na genetickém
pozadi E. coli mize byt exprimovano jen 40 % genl z 32
testovanych genomi®. Urité feSeni nabizi pouziti alterna-
tivnich hostiteli metagenomovych knihoven ptidnich mik-
roorganismi. Pouzivani jsou Streptomyces lividans a Pseu-
domonas putida®, Pseudomonas fluorescens® a ukazuje
se, ze jako hostitele je mozno vyuzit i zastupce rodu Rhizo-
bium®*7.

Uspéch funkéni analyzy zavisi i na dostupnosti meto-
dy umoznujici identifikaci hledané vlastnosti ve velkém
mnozstvi kloni. Vedle klasickych metod vyuzivajicich
napf. selek¢niho tlaku nebo komplementace defektu hosti-
tele vdané vlastnosti roste vyznam molekularné-
genetickych pfistupi. Metoda SIGEX (substrate-induced
gene-expression screening, tj. screening na substratem
indukovanou expresi [reportérového] genu; obr. 3a) vyuzi-
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va pro rychly screening klont s indukovatelnymi katabo-
lickymi geny tzv. operonovou past, jejiz podstatou je vy-
tvafeni genetickych fuzi fragmentd metagenomi s tzv.
reportérovym genem gfp pro zeleny fluoreskujici protein®®.
Klony metagenomu jsou pak inkubovany v ptitomnosti
cilového induktoru (substratu) a pozitivni zastupci jsou
identifikovani pritokovou cytometrii v usporadani FACS
(fluorescence activated cell sorting, tj. tfidéni bunck akti-
vované fluorescenci). Pro identifikaci klond produkujicich
efektory mezibunécné signalizace, jako je quorum sensing,
byl v systétmu METREX (metabolite-regulated expression,
tj. systém exprese [reportérového genu] regulovand meta-
bolitem; obr. 3b) vyvinut hostitel nesouci gfp pod kontro-
lou promotoru genii /ux pro bakterialni luciferasu a produ-
kujici odpovidajici transkripéni regulator LuxR, jehoz
aktivita je zavisla na piitomnosti signalnich molekul™*.

3. Uzite¢né enzymy a dalsi biomolekuly
nekultivovatelnych mikroorganismi

Metagenomika poskytuje diive nepostizitelnou vypo-
véd’ o ekologickém vyznamu specifickych mikroorganis-
md v ramci slozitych komunit, tim, ze umoziuje ptifadit
potencialni funkce ur¢itému mikroorganismu, osvétlit me-
chanismy katabolismu xenobiotik a nebo desifrovat roli
nekultivovatelnych symbiotli, paraziti nebo patogenl
v t&le hostitele’™. Nemén& vyznamnym vystupem me-
tagenomickych studii je identifikace novych enzymu
s vyhodnymi vlastnostmi nebo drah biosyntézy novych
antibiotik. Metagenom se stava také zdrojem materialu pro
konstrukei zcela novych geni postupem tzv. metageno-
mického miseni genil (angl. metagenomic DNA shuffling),
jehoz podstatou je kombinovani vhodnych ¢asti kodujicich
sekvenci rizného pivodu, za vzniku umélych geni koduji-
cich protein pozadovanych vlastnosti. Genetické modifika-
ce produkénich mikroorganismii pak umoznuji vyuzit po-
tencidlu metagenomiky v biotechnologické praxi.

3.1. Amylasy, celulasy a dal§i hydrolasy
polysacharidu

Ze 14 doposud identifikovanych amylolytickych klo-
nii* jsou z biotechnologického hlediska nejvyznamngjii 4,
z nichz prvni, ziskany z ptdni bakterie, produkuje amylasu
AmyM s teplotnim optimem 42 °C, stabilni v alkalickém
prostiedi s pH optimem 9, tedy vlastnosti pozadovanou pro
pouziti v pracich prostiedcich*. Rozsahly screening 2000
metagenomovych knihoven z podmotskych biotopti umoz-
nil firmé Diversa Co. (San Diego, CA, USA) identifikovat
tii  klony produkujici termostabilni kyselé amylasy
BD5031, BD5064 a BD5063, z nichz posledni vykazovala
optimalni aktivitu pii pH 4,5 a teploté 105 °C, bez naroku
na piitomnost stabilizujich Ca** (cit.*®). Tento enzym viak
byl v aktivni formé¢ v hostiteli produkovan s nizkou Géin-
nosti. Reseni poskytla technologie metagenomického mi-
seni gend a ze sekundarni knihovny ptipravené rekombina-
ci kratkych fragmenti kodujicich oblasti tii identifikova-
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nych a-amylas byl ziskdn chimerni gen pro amylasu
BD5088, kterou lze, pfi zachovani katalytickych charakte-
ristik enzymu BD5063, produkovat s vysokymi vytézky™.
Enzym BDS5088 by tak v procesu sacharifikace kyselych
extraktd kukuficného Skrobu mohl nahradit standardné
pouzivany preparat o-amylasy z Bacillus licheniformis
termostabilni pouze v oblastech blizkych neutralnimu pH
a v piitomnosti Ca".

Ackoliv se vyhledavani celulas v metagenomech za-
meétuje predevsim na celulasy z termofilnich nebo anae-
robnich mikroorganismt, ¢asto s krokem piedkultivace na
karboxymethylcelulose nebo  lignocelulose™ ™,  lze
v aerobni mezofilni pidni mikrofléfe nalézt enzymy tole-
rujici extrémni podminky. Voget a spol.* izolovali celula-
su CelESA zachovavajici si minimalné 60 % aktivity
v §irokém rozsahu pH 5,5 az 9,0, dlouhodobé stabilni pfi
40 °C a aktivni i v pfitomnosti 3 M NaCl. Diky témto
vlastnostem  muze CelESA nalézt uplatnéni
v biotechnologickém zpracovani lignocelulosovych mate-
riala.

Kompletni enzymova hydrolyza lignocelulosové bio-
masy vyzaduje hydrolyzu hemicelulos, jejiz soucasti jsou
ixylany a hledany jsou proto i vhodné xylanasy™.
Z metagenomtl odpadni jimky byly izolovany xylanasa
Xyn8, zajimava svou aktivitou pii nizkych teplotach®
a z mikroflory zazivaciho traktu miry a termita xylanasy
XYL6805, 6806, 6807 a XYL6419, které nevykazovaly
vyznamnou sekvencni homologii se zndmymi xylanasami

selekce bunék / v

s metagenomovymi
klony (tj. s inaktivnim R, )
]

\
aplikace induktoru »

selekce klon(

s inducibilnim
promotorem P,
(FACS)
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a piedstavuji tak novou rodinu t&chto ezymi®’. Ackoliv se
po dlouhou dobu zdélo, Ze agarasy, schopné hydrolyzovat
agar, jsou charakteristické jen pro moiskou mikrofloru,
byla tato aktivita reprezentovand 12 metagenomovymi
klony potvrzena i u zastupci suchozemské pudni mik-
roflory™".

3.2. Nitrilasy, nitrilhydratasy a amidasy

Chemickd hydrolyza nitrilG na odpovidajici karboxy-
lové kyseliny a jejich amidy vyzaduje ptitomnost silné
kyseliny a vysokeé teploty a bézné poskytuje nizké vytézky.
Nitrilasy jsou v bakterialnich genomech kédovany pomér-
né vzacné a do zavedeni metagenomiky bylo zndmo jen asi
20 zastupct™. V rozsahlém projektu firmy Diversa Co.
(San Diego, CA, USA) testujicim metagenomy ze stovek
biotopu bylo identifikovano 337 gend kodujicich nitrilasy,
z nich charakterizované vykazuji stereoselektivitu, ktera
mize nalézt uplatnéni pti syntéze specifickych enantiome-
ri  hydroxykarboxylovych kyselin®*™*. Nitrilhydratasy
konvertujici nitrily na amidy karboxylovych kyselin nalé-
zajl vyuziti pfi syntézach nikotinamidu a akrylamidu
a metagenomika odhalila 12 novych nitrildehydrogenas
z ptdnich mikroorganismi’®. Amidasy jsou vyuzivany pfi
syntézach [B-laktamovych antibiotik a z nekultivovatelné
pudni bakterie byla ziskana penicilinacylasa, vyuzitelna pfti
produkci semisyntetickych peniciling™.

Produkce efektoru (aktivatoru) pro regulator LuxR

spina expresi renortérového aenu
Spina eXpres: repornercvenc ger

pod kontrolou P
lux

selekce producenta efektoru
(FACS)

Obr. 3. Molekularné-genetické pristupy pri funkéni analyze knihoven metagenomii; (a) Operonova past v plasmidu pl 9GFP (metoda
SIGEX; cit.*®). V hostiteli nesoucim samotny plasmid pl9GFP je transkripce genu gfp kédujiciho zeleny fluoreskujici protein GFP kont-
rolovana /ac promotorem, coz umoziuje eliminaci hostitele bez heterologniho fragmentu DNA. Fuzi gfp s fragmentem DNA metageno-
mu obsahujicim indukovatelné katabolické geny pod kontrolou promotoru P;,, je v plasmidu M vytvofen operon, jehoz exprese je spinana
v pfitomnosti odpovidajiciho exogenniho induktoru (P, je neaktivni:x). (b) Bunécny sensor pro identifikaci genti biosyntézy efektort
mezibunééné komunikace (systém METREX; cit.***’). V hostiteli klonu fragmentu metagenomu (M) transformovaném reportérovym
plasmidem R, ktery nese gfp pod kontrolou promotoru genti /ux (Py,,) pro luciferasu a konstitutivni gen /uxR pro odpovidajici transkripéni
regulator LuxR z Vibrio fischeri, bude exprese gfp spinana v ptipad¢, ze klon produkuje aktivator LuxR. Pokud je hostitel vystaven sti-
mulu exogenniho aktivatoru (N-acyl homoserin lakton), 1ze jej vyuZit i pro identifikaci negativnich efektord LuxR. Klony produkujicich
GFP jsou jako selektovany pomoci priitokové cytometrie FACS (fluorescence activated cell sorting).
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3.3. Glyceroldehydratasa

V biotechnologiich vyuzivajicich fermentaci glukosy
na 1,3-propandiol, ktery je surovinou napf. pro vyrobu
polyesteru nebo polyuretanu, je limitujicim krokem premé-
na glycerolu na 3-hydroxypropanal, katalyzovana glycerol
dehydratasou. Screening metagenomovych knihoven
zn¢kolika biotopli umoznil identifikovat klon E. coli
BI21/pAKS5.1 produkujici glyceroldehydratasu, ktera se
vyznacovala vyznamnou rezistenci k inhibici aktivity gly-
cerolem a konenym metabolitem 1,3-propandiolem
(cit.”").

3.4. Esterasy

Doposud bylo v metagenomech identifikovano okolo
80 esteras™, znichZ vsak jen n&kolik bylo biochemicky
charakterizovano. Z podmoiské solné lokality byla izolo-
vana fada enantioselektivnich esteras aktivnich v oblasti
alkalického pH a za vysokych tlakli, mezi nimi jedna
z doposud nejvétSich popsanych esteras, esterasa .16,
homotrimer o 325 kDa (cit.’®). Podobnou molekulovou
hmotnost ma i homooktamerni esterasa EstA3 o 336 kDa
izolovana z biofilmu pod hladinou pitné vody, ktera je
jako jediny zndmy enzym schopna hydrolyzovat jinak
nereaktivni sekundarni ester 7-[3-oktylkarboxy-(3-hydroxy-
-3-methyl-butyloxy)]-kumarin (cit.>).

3.5. Oxidoreduktasy

Moznosti vyuziti bakterialnich polyhydroxyalkanoati
(PHA) jako suroviny pro vyrobu odbouratelnych plasti
1 nahrad fosilnich paliv iniciovala i zdjem o metabolismus
téchto latek v nekultivovatelnych mikroorganismech.
Screening knihovny metagenomu ptdnich mikroorganis-
mi cileny na D-3-hydroxybutyrat dehydrogenasovou akti-
vitu pfinesl 34 pozitivnich klont s vysokou diverzitou
v predpovézené primarni struktufe enzymu a méné nez
35% identitou se znamymi proteiny’’. NAD(P)H-
dependentni alkoholdehydrogenasy (ADH) nalézaji diky
své enantioselektivit¢ uplatnéni pfi syntézach rady karbo-
nylovych sloucenin, hydroxykyselin, aminokyselin a chi-
ralnich alkoholt, které neni mozné pfipravit chemickou
cestou. Z metagenomovych knihoven mikroflory fi¢nich
sediment a pady bylo izolovano 48 kloni schopnych
konvertovat C2 az C4 polyoly na odpovidajici karbony-
lové slougeniny™®, zatim bez charakterizované selekti-
vity. Zadné z 11 identifikovanych alkoholdehydrogenas
nevykazuje sekvencni homologii ke znamym zastup-
cim® NAD(P)H-dependentnich ADH a jednd se tak
o zcela nové enzymy . Vyznamnou enantioselektivitu
vykazuje monooxigenasa SmoA, jejiz gen byl izolovan
z pidniho metagenomu® a ktera konvertuje styren a jeho
chlorované derivaty na odpovidajici (S)-epoxidy s vytézky
>99 %.
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3.6. Biosyntéza vitaminu, antibiotik
a léciv

Metagenomicky piistup byl aplikovén pti vyhledavani
biosyntetickych ~ drah  biotinu a  vitaminu C.
Z metagenomové knihovny plidni mikroflory testované
v E. coli s auxotrofii na biotin bylo identifikovano 7 kos-
midi s operony kodujicimi biosyntetickou drahu biotinu®.
Z nekultivovatelnych ptdnich bakterii byly izolovany ge-
ny kédujici dvé 2,5-diketo-D-glukonét reduktasy, C a D,
jez jsou soulasti biosyntetické drahy vitaminu C. Tyto
enzymy se vyznacuji vysokou katalytickou ucinnosti
aenzym D i termostabilitou s maximem aktivity zachova-
nym pii 45 °C (cit.**).

Standardni inhibi¢ni test s Mycobacterium sp. umoz-
nil mezi klony pidnich metagenomi identifikovat zéstup-
ce produkujiciho antibiotikum terragin A (hostitel S. /ivi-
dans; cit® ) a 11 klond produkujicich antibiotika N-
acyltyrosinové fady (hostitel E. coli; cit.®®). Pomoci inhi-
bicniho testu s Bacillus subtilis byl z pidniho metagenomu
selektovan klon produkujici zcela nové antibiotikum, indol
derivatizovany isokyanidovou skupinou na C3 (hostitel E.
coli, cit.%7), pro jehoz biosyntézu se vyuziva jako prekurzor
tyrosin a ribulosa-5-fosfat®®. Antibakterialni G¢inky na
Bacillus sp. ma i sekundarni amid kyseliny palmitové,
palmytoylputrescin, produkovany klonem metagenomu
symbiotl tropickych rostlin ¢eledi Bromeliaceae s E. coli
jako hostitelem®. Identifikovana palmytoylputrescinsythe-
tasa Pps s vysokou substratovou specifitou pak pfedstavuje
zcela novy enzym, ktery nevykazuje piibuznost k Zzadnym
ze znamych N-acetyltransferas. Charakteristické zbarveni
umoznilo identifikovat klony produkujici turbomyciny A
aB (cit.”’) a violacein (cit.”"). V pudnich metagenomech
byly identifikovany i biosyntetické drahy indirubinu
(cit.”®), ktery je pouzivan pii terapiich u pacientd trpicich
leukémii.

4. Zavér

Metagenomika nejen ponékud pozménila pohled na
koncept genomu, ale pfedevS§im umoziiuje piekonat barié-
ru, ktera mikrobiologim nedovolovala komplexni poznani
struktury a funkéniho potencidlu komunit z exotickych
i béznych prostiedi a vede k feSeni medicinskych, ekolo-
gickych a biotechnologickych problémi (obr. 1). Sekve-
nacni pfistup analyzy metagenomu piinasi rychlym tem-
pem mnozstvi informaci o novych genech, funk¢ni analy-
zy umoznily identifikovat fadu novych enzym, antibiotik
a jinych biomolekul pochazejicich z nejriznéjsich biotopt
(obr. 2). Vyuziti potencialu, ktery technologie metageno-
miky nabizi, kriticky zavisi na analyze metagenomovych
knihoven. Pro sekvenacni pfistup prestane byt, diky stalé-
mu zdokonalovani vysokokapacitnich metod, nukleotidové
sekvenovani limitujicim faktorem. RozliSeni a slozeni
individudlnich genomia bude zaviset na vyvoji softwaro-
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vych nastrojii bioinformatiky™ a dostupnosti DNA &ipi,
které navic umozni rozlisit klony exprimujici informaci ma-
tagenomu od kloni obsahujicich neaktivni pseudogeny’®.
Lze ocekavat, ze pro pifedpovéd funkce genového produk-
tu bude vyuzito pokrokll ve stanoveni homologii proteint,
které bude stéle vice zaloZeno na porovnavani modelova-
nych terciarnich struktur a analyzy ptrestanou byt omezeny
na (Casto malo prikazné) homologie v primarnich struktu-
rach proteinl. Funkéni analyzy budou vyZadovat tadu
dalsich inovaci v oblasti vysokokapacitniho screeningu
knihoven metagenomi (obr. 3), ale hlavni limitaci zlstava-
ji vhodni hostitelé s genetickym pozadim umoznujicim
expresi ¢asto exotickych heterolognich genti. Vyznamnym
pfislibem pro funk¢ni analyzy a cilenou pfipravu genil a
proteini ,,na miru“ je pfistup metagenomického miseni
genl na urovni sekundarnich knihoven pfipravenych spo-
jovanim riznych &asti gend z celych metagenomt”.

Pii pohledu na obrovsky potencidl metagenomiky
a jeho soucasné vyuziti v biotechnologické praxi je zaraze-
jici, ze jen zlomek vysledki je kryt patenty a jen velmi
malé mnozstvi nové objevenych enzymi nebo biosyntetic-
kych drah nalezlo realné uplatnéni®. Je vysoce pravdépo-
dobné, Ze diky extenzivnimu pfistupu, jimz je soucasni
metagenomika charakteristicka, obsahuji jiz stavajici
knihovny metagenomil geny kodujici nové enzymové akti-
vity a metabolické funkce. Ur¢itym dluhem metagenomiky
s ohledem na biotechnologické aplikace tedy ziistava zvy-
Seni podilu skute¢nych a prakticky zajimavych novinek ze
svéta nekultivovanych mikroorganismii. To pfedpoklada
vhodné polozenou otazku (a selekéni metodu) vychazejici
z ,,poptavky“ po urcité biomolekule, tj. enzymu vyhod-
nych vlastnosti nebo biosyntetické drahy cenné latky,
atedy tzkou spolupraci mezi vyzkumem a primyslem
nebo klinickou praxi.

Tento referat vznikl za podpory grantii NPV Il
¢ 2B0 8031 a MSMT CR & MSM 6046137305.
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Chemistry and Biochemistry, Academy of Sciences of the
Czech Republic): Metagenome — a Rich Source of Novel
Biomolecules

The finding that a vast majority of microbial species
cannot be readily grown in a pure culture or has not yet
been cultivated and their genetic and metabolic potentials
remain unknown, caused a revolution in the microbiolo-

Zahrada

gists’ view of microbial world. The methodology of study-
ing microbes has experienced a significant transformation.
Metagenomics, developed over the past decade, involves
isolation of DNA covering genomes of a microbial com-
munity (metagenome) directly from environmental matri-
ces, construction of the library of metagenome fragments
and sequence-based or functional screening of metage-
nomic clones. This allows to elucidate genomes of uncul-
tured microorganisms, to illuminate their genetic diversity,
to understand their ecological significance and to provide
novel useful enzymes and biomolecules, A brief view of
recent advances in metagenomic strategies is provided and
examples of novel enzymes and biomolecules of potential
biotechnological significance are given. In spite of a large
amount of information provided by metagenomics, only a
limited number of genes and enzymes are currently used in
biotechnological processes. The identification of novel
biocatalysts and their implementation in viable production
processes is a future challenge.
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1. Uvod

Ziskani informaci o chemickém sloZeni ropnych frak-
ci a produktt jejich zpracovani je nezbytnym piedpokla-
dem pro fizeni a optimalizaci rafinérskych procest. Vedle
toho jsou informace o chemickém sloZeni vyuzivany také
pfi posuzovani kvality ropnych produktl a pii hodnoceni
jejich vlivu na Zivotni prostfedi. Ropné frakce a produkty
predstavuji slozité viceslozkové smési. S rostoucim bo-
dem varu frakce se zvySuje pocet moznych isomernich
uhlovodikt a také obsah sirnych, dusikatych a kyslikatych
sloucenin. Stanovit jednotlivé slozky takovychto slozitych
smési neni mozné. V praxi se proto individualni slozeni
uhlovodikovych smési (tzv. detailni analyza) stanovuje
pouze u lehkych ropnych frakei (s bodem varu pfiblizné do
250 °C). U vySevroucich ropnych frakci se pak provadi
tzv. skupinova analyza, jejimz vysledkem je zastoupeni
skupin chemicky pfibuznych, resp. strukturné podobnych
sloucenin, napf. nasycenych uhlovodikt, mono-, di- a po-
lyaromati a polarnich latek. Pro skupinovou analyzu vyse-
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vroucich ropnych vzorkd jsou pouzivany rtizné techniky
kapalinové chromatografie a ze spektralnich metod se pak
pro tyto ucely uplatnila také hmotnostni spektrometrie.
V piedchozim piispévku' publikovaném v tomto Easopise
byl uveden piehled praci zabyvajicich se vyuzitim hmot-
nostni spektrometrie pfi analyze riznych typd ropnych
vzorki. Od té doby doslo k vyznamnému vyvoji v oblasti
instrumentalniho vybaveni, ktery ptinesl nové moznosti i
pro analyzu ropnych vzorkd. Tato prace uvadi piehled
hmotnostné-spektrometrickych technik a shrnuje moznosti
jejich vyuziti v ropné analytice.

2. Pi‘ehled hmotnostné-spektrometrickych
technik

Hmotnostni spektrometrie je tzce spjata s ropnym
prumyslem. Jedny z prvnich komeréné vyrdbénych hmot-
nostnich spektrometri byly jiz za 2. svétové valky vyuzi-
vany k analyze benzinovych frakci®’.

Pii MS analyze jsou molekuly sloucenin ptitomnych
v analyzovaném vzorku ionizovany vlivem dodané energie
za vzniku nabitych ¢astic, iontd. Ty jsou nasledné separo-
vany podle své hmotnosti, resp. podilu hmotnosti a naboje
iontu (m/z), a detegovany. Hmotnostni spektrum vzorku
predstavuje distribuci vSech detegovanych iontd v podobé
histogramu, ktery je normalizovan podle intenzity iontu
s nejvetsim zastoupenim.

Ionizaénich technik vyuzivanych v hmotnostni spekt-
rometrii je cela fada a Ize je rozdélit na tzv. tvrdé a mekké.
Jako tvrdé ionizac¢ni techniky jsou v odborné literatuie
oznacovany ionizace vysokou energii, ktera je dostatecna
nejen k vytvofeni iontu z neutralni molekuly, ale rovnéz
k jeho dalSimu $tépeni za vniku novych iontovych frag-
mentl a neutrdlnich molekul. Typickym zastupcem tvr-
dych ionizacnich technik je ionizace elektrony (electron
impact — EI) s vysokou energii elektroni (~70 eV). Jde
dnes o nejpouzivanéjsi ionizacni techniku, ktera je stan-
dardn€ vyuZivana k identifikaci organickych latek (pro
tyto Gcely jsou k dispozici obsahlé knihovny spekter).

Me¢kké ioniza¢ni techniky poskytuji intenzivni mole-
kulové popi. pseudomolekulové ionty a minimum frag-
mentl, coZ ma za nasledek znaéné zjednoduseni hmotnost-
niho spektra. Ze spektra je tak mozné ziskat informaci o
molekulové hmotnosti latky (v piipadé tvrdych ionizac-
nich technik nemusi byt molekulovy ion vzdy zachovan).
Pti analyze ropnych vzorki se z téchto technik uplatiuji
predevsim ionizace polem (field ionization — FI)* a che-
micka ionizace (chemical ionization — CI)'*!" d¥ive pouzi-
vana ionizace elektrony s nizkou energii (~10 eV) je dnes
na ustupu.

Nevyhodou vSech vySe uvedenych ionizacnich tech-
nik je skuteCnost, Ze ionizace probihaji v plynné fézi,
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Tabulka I

Srovnani parametrti riznych typti hmotnostnich spektrometrd'

Referat

Typ spektrometru Rozliseni * Presnost

Nejvyssi limit m/z

Dynamicky rozsah Tlak v analyzatoru

pfi méfeni hmoty b [Torr]
Kvadrupél 10° 0,1 % 10* 10° 107
Tontova past 10°*-10* 0,1% 10° 10° 107
TOF 10°-10* 0,01-0,1 % 10° 10° 1077
Dvojity sektor 10*-10° 5 ppm 10* 107 107
FTICR 10° 1 ppm 10* 10° 107

* Uvedeno pro m/z = 1000; °relativni chyba u m/z = 1000

a jsou proto vhodné pouze pro teplotné stalé vzorky, které
1ze ptevést do plynného stavu. U ropnych vzorki je jejich
né frakce, tj. vakuové zbytky (s bodem varu vy$sim nez
700 °C).

S rozvojem  spojeni kapalinové chromatografie
a hmotnostni spektrometrie (LC/MS) se lze setkat také
s chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI)
a s ionizaci elektrosprejem (ESI), které selektivné ionizuji
pfevazné polarni latky obsahujici v molekule heteroatom.
U ropnych vzorki jde pfedevs§im o dusik nebo kyslik. Té-
mito ioniza¢nimi technikami Ize analyzovat i teplotné ne-
stalé nebo malo tékavé analyty. Mezi dalsi ionizacni tech-
niky, vhodné i pro analyzu ropnych zbytki, lze zaradit
napf. desorpci polem (field desorption — FD) nebo MALDI
(matrix assisted laser desorption/ionization); ptehled jejich
vyuziti pii analyze ropnych vzorki je uveden napf. v pra-
cich'>™,

V hmotnostni spektrometrii ropnych frakci se dale pro
vSechny pouzivané ioniza¢ni techniky vyuzivaji nizkoroz-

Am

= <—
50%
M
mlz

Obr. 1. Zpisoby méfeni rozliSeni pii hmotnostné-spektro-
metrické analyze — definice 5 % a 10 % valley (vlevo) a FWHM
(vpravo)
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liSujici nebo vysokorozliSujici méfeni. V praxi jsou pii
nizkorozliSujicich méfenich ziskavana hmotnostni spektra
pouze snominadlnimi hodnotami hmotnosti iontil resp.
Cisla m/z. V ptipad¢ vysokorozlisujicich experimentl jsou
hodnoty m/z méteny obvykle s pfesnosti na desetinnd mis-
ta. Pfi analyzach uhlovodikovych smési 1ze pak pomoci
vysokého rozliSeni rozdélit ionty uhlovodiku a ionty polar-
nich latek o stejné nominalni hmotnosti. Rozliseni (R), pti
kterém se snimaji hmotnostni spektra, je definovano jako
podil hmotnosti iontu, pro ktery je rozliSeni uvazovano,
a rozdilu hmotnosti dvou blizkych iontd — R=M/Am. Roz-
dil Am je pfi méfeni rozliSeni vyjadfovan pomoci $itky
piku iontu o hmotnosti M vitzv. kontinudlnim
(necentrovaném) hmotnostnim spektru. V ptipadé pouziti
magnetickych sektorovych spektrometrt se pouziva termin
.10 % valley“ nebo ,,5 % valley®. Vzhledem ke tvaru piku

vvvvvv

v 5 % resp. 10 % jeho vysky. U ostatnich typt spektromet-
i, kdy tvar pikli odpovidd spiSe Lorentzové kiivce, se
obvykle vyuziva méteni Sifky piku v poloviné jeho vysky
tzv. ,,full width at half maximum* — FWHM. Oba zpisoby
méfeni rozliSeni jsou zobrazeny na obr. 1.

Naptiklad pro rozliseni molekulovych iontl naftalenti
se Ctyfmi uhliky v postrannich fetézcich (C,4H¢ — pfesna
hodnota molekulové hmotnosti 184,1252) a dibenzothiofe-
nu (C;HgS — pfesnd hodnota molekulové hmotnosti
184,0347) je nutné rozliSeni pfiblizné 2000. Pro rozliseni
stejného hmotnostniho rozdilu (0,0905) pro latky s vySsi
nominalni hmotnosti je nutné pouzit odpovidajici vyssi
rozliSeni. Pfehled typi hmotnostnich spektrometri véetné
jejich rozliSovaci schopnosti (rozliseni, kterého mohou
doséhnout) je uveden v tab. L.

V oblasti ropné analytiky se v soucasné dobé vyuziva
samotnd hmotnostni spektrometrie a také hmotnostni spek-
trometrie v kombinaci s nékterou ze separac¢nich metod —
s plynovou chromatografii (GC/MS), kapalinovou chroma-
tografii (LC/MS) nebo s nekterymi vicerozmérnymi chro-
matografickymi technikami (napt. GCxGC).
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3. Hmotnostné-spektrometrické metody

Hmotnostné-spektrometrické metody bez spojeni se
separacni technikou patii mezi nejstarSi a vétSina z nich
pouziva ionizaci elektrony (EI+) s vysokou energii (70 eV).
Pro analyzu aromatickych uhlovodikl 1ze vyuzit také EI+
techniky s nizkou energii elektronti  (~10 eV)'®"7.

Hmotnostni spektrometr je spojen s nastfikovym sys-
témem, ktery umoznuje davkovani ropného vzorku do
iontového zdroje spektrometru. Nastiikové systémy se
skladaji z vyhfivaného sklenéného reservoaru, ve kterém
je vzorek odpafen a kapilarou prepustén do iontového
zdroje. Reservoar je sklenény, protoze pifi kontaktu par
vzorku s horkym kovovym povrchem existuje nebezpeci
prubéhu katalytickych reakci, které by ménily slozeni ana-
lyzovaného vzorku. V praxi se pouZziva nejcastéji nastiiko-
vy systém AGHIS (all glass heated inlet system)'®'". Vy-

Tabulka II

Referat

hodou systému AGHIS je jeho univerzalnost, 1ze ho pouzit
prakticky pro vSechny typy ropnych vzorkii, nevyhodou je
jeho vyssi pofizovaci cena a naro¢na tdrzba. Jako alterna-
tivni nastfikovy systém byl zkonstruovan napf. tzv.
,.dynamic batch inlet system* (DBIS)'®. M4 viak jen ome-
zené pouZiti limitované teplotou zplynéni vzorku. V praxi
byva nejcastéji pouzivan pro analyzu stiednich ropnych
destilata, tj. frakci vroucich do cca 400 °C.

Pro vySevrouci ropné frakce (vakuové destilaty) se
jako alternativa k AGHIS pouziva také pfimé davkovani
vzorku sondou oznadované jako ,,direct-insertion probe’.
Pii jejim pouziti je vzorek davkovan do mikrozkumavky
umisténé ve vyhfivaném drzaku sondy. Sonda je pak ptes
vakuovy zdmek zavedena pfimo do iontového zdroje spek-
trometru. V evakuovaném zdroji je mikrozkumavka rychle
ohtata, vzorek odpafen a nasledn¢ ionizovéan. ZlepSeni
pfimého vstupu predstavuje systém oznacovany jako Mini-

Prehled hmotnostné-spektrometrickych metod skupinové analyzy ropnych vzorka — ioniza¢ni technika EI+ (70 eV)

MS Prediprava vzorku Destila¢ni RozliSeni Pocet Pocet Rok zavedeni, [t
metoda rozmezi stanovovanych stanovovanych (posledni
vzorku [°C]* uhlovodikovych skupin sirnych revize)
skupin latek
ASTM separace na nasyceny 205-340 nizké 12 0 (2004) 24
D2425 a aromaticky podil kapali-
novou adsorpcni chromato-
grafii
ASTM separace na nasyceny 205-540 nizké 7 0 (1996) 22
D2786 a aromaticky podil kapali-
novou adsorpéni chromato-
grafii — analyza nasycené¢ho
podilu
ASTM separace na nasyceny 205-540 nizké 19 3 (1996) 23
D3239 a aromaticky podil kapali-
novou adsorpcni chromato-
grafii — analyza aromatic-
kého podilu
Robinson neni vyZadovana 90-540 nizké 23 3 1971 28
HC-22 neni vyzadovéana 180-530 vysoké 18 4 1985 (1996) 25
(5000)
HC-33 neni vyzadovéana 180-530 vysoké 18 15 1990 26
(10 000)
Fisher neni vyzadovana 180-530 vysoké 18 4 1974 27
(10 000)
D2425 M neni vyzadovana 180-360 vysoké 12 2 1983 (2002) 28,29
(3000)

*5 % a 95 % bod destila¢ni kiivky
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AGHIS?. Vzorek je i v tomto ptipadé do iontového zdroje
spektrometru ddvkovan pomoci sondy pfimého vstupu, ale
pred ionizaénim prostorem zdroje je umistén vyhtivany
mikrozasobnik s pfepoustéci mikrokapildrou ustici do ioni-
zacniho prostoru.

Ne&kdy se jako nastiikovy systém vyuziva také plyno-
vy chromatograf s kapilarni kolonou®'. Na té sice dochézi
k separaci vzorku, ale pfi aplikaci samotnych MS metod se
ziskava zpét spektrum neseparovaného vzorku kombinaci
hmotnostnich spekter méfenych po cely priubéeh eluce vzor-
ku.

Popsané systémy davkovani vzorku v kombinaci pfe-
dev§im s EI+ ionizaéni technikou s energii elektrond
70 eV se uplatiiuji pii semikvantitativni skupinové analyze
ropnych vzorki. Vyuziva se pfi ni skute¢nosti, Ze chemic-
ky pribuzné a strukturné podobné latky vykazuji podobna
spektra s charakteristickymi fragmenty; napf. nasycené
uhlovodiky maji fragmenty m/z 57, 71, 85, 99 atd., alkyl-
benzeny pak m/z 91, 105, 119, 131 atd.

Suma intenzit fragmentl chrarakteristickych pro da-
nou skupinu latek je umérna koncentraci této skupiny
v analyzovaném vzorku. Slozeni vzorku je pak ziskano
maticovym vypoctem vychdzejicim z intenzit charakteris-
tickych iontd stanovenych z hmotnostniho spektra a defi-
nované matice kalibra¢nich koeficientd. V soucasné dobé
je k dispozici n&kolik ASTM metod”** zalozenych na
tomto principu. Vedle téchto standardizovanych metod pak
existuje celd fada dalSich postupt, které byly vyvinuty
pfevazn¢ laboratofemi ropnych koncernd, napf. metoda
HC-22 (cit.?®), HC-33 (cit.*®) a daldi®’™"; jejich piehled je
uveden v tab. II.

Prakticky vSechny publikované metody zahrnuji
i kalibracni data, ktera byla ziskdna jak proméfenim jed-
notlivych skupin sloucenin riiznych typu ropnych vzork,
tak i celé fady standardnich uhlovodikt. Pfi pouziti téchto
kalibra¢nich dat je vsak tfeba zohlednit pouzité ptistrojové
vybaveni i charakter analyzovaného vzorku. I kdyZ podle
zavéra praci zabyvajicich se touto problematikou je vétsi-
na nastiikovych systémii zaménitelna'®*' bez vyrazného
vlivu na vysledky analyzy, pro jednotlivé typy hmotnost-
nich spektrometri tato skute¢nost neplati’’. Proto se
v praxi provadi kontrola a pfipadné i oprava kalibracnich
dat proméfenim a porovnanim sloZeni referen¢nich vzorki
s definovanym nebo znamym sloZenim (pro tyto ucely se
vyuziva srovnani s vysledky ziskanymi nezévislymi analy-
tickymi metodami, pfedevsim chromatografickymi).

Hmotnostné-spektrometrickd skupinova analyza je
v rafinérské praxi pouzivana hlavné k relativnimu porov-
nani slozeni studovanych vzorkl, v soucasné dobé prede-
v§im stiednich a vakuovych destilati®* ™. Jeji vyhodou
oproti zavedenym chromatografickym postupiim je prede-
v§im rychlost a skute¢nost, Ze poskytuje i vice informaci
o slozeni analyzovaného vzorku. Hlavni omezeni pouZiti
této skupinové analyzy predstavuje ptitomnost nékterych
vzdjemné interferujicich skupin sloucenin. Typickym pii-
kladem jsou napf. alkeny a cykloalkany, které nelze diky
stejné fragmentaci ve smésném hmotnostnim spektru od
sebe oddélit. Limitovany jsou MS metody zpravidla i ob-
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Referat

sahem sirnych, dusikatych a kyslikatych latek v analyzo-
vaném vzorku, které maji na vysledek stanoveni ruSivy
vliv. Pokud se tyka dalSich mé&kkych ionizacnich technik,
pfedevsim FI a CI, ty jsou dnes vétSinou aplikovany, jak
bude diskutovano dale, ve spojeni s nékterou ze separac-
nich chromatografickych metod.

4. Hmotnostné-spektrometrické metody spojené
se separaci

4.1. Plynova chromatografie a hmotnostni
spektrometrie (GC/MS)
Plynova chromatografie s EI+ hmotnostné-

spektrometrickou detekéni koncovkou je v ropném pri-
myslu pouzivana zejména pro detailni kvalitativni analyzu
lehkych ropnych frakei a kvantitativni analyzu urcitych
latek (aditiva, sirné latky apod.). Detailni analyzy jsou
vyuzivany predev§im pro vyvoj GC aplikaci ke stanoveni
oktanového ¢isla a pro provadéni skupinovych analyz ben-
zint*>*® — p-alkany, isoalkany, alkeny, cykloalkany a aro-
maty (PIONA analyzy). V odborné literatuie lze nalézt
také prace zaméfené na detailni analyzu tryskového petro-
leje’”. Pro lehké ropné frakce jsou rovnéz zavadény postu-
py pouzivajici rychlou plynovou chromatografii s izkymi
(0,1 mm) kapildrnimi kolonami v kombinaci
s odpovidajicim rychle skenujicim detektorem, v soucasné
dobé kvadrupdlem a nizkorozliSujicim TOF detekto-
rem*™*’. Pro vysevrouci ropné frakce se vyuziti GC/MS
omezuje na skupinovou analyzu a kvantitativni analyzu
vybranych komponent, napt. dusikatych***!, sirnych'"#**
a kyslikatych slou¢enin*. Pro vakuové destilaty se vyuzi-
va vysokoteplotni plynova chromatografie (HTGC)**
v kombinaci s vhodnym zptisobem davkovani vzorku —
nastfik vzorku ptimo na kolonu (on-column) nebo pouziti
teplotn& programovatelného (PTV) nastiikového &lenu®’.
Provedeny byly rovnéz GC/MS simulované destilace ruz-
nych ropnych frakei®®.

Skupinova analyza stfednich destilati ve spojeni
s GC/MS dnes ptrevazné pouziva mekké ionizacni techni-
ky. Jejich vyhodou proti EI+ ionizaci je zjednoduseni kva-
litativni analyzy, hmotnostni spektra obsahuji pouze mole-
kulové popt. pseudomolekulové ionty. Pro kvantitativni
analyzu je vSak velkou nevyhodou skutecnost, ze odezva
MS detektoru neni pro vSechny ptitomné slozky univerzal-
ni. V praxi jsou proto faktory odezvy pro skupiny latek
aproximovany faktorem odezvy vybrané zakladni latky ve
skupiné. Aplikace pro Uplnou skupinovou analyzu motoro-
vych naft v€etné stanoveni cyklickych uhlovodikt vyvinu-
la Bricker*® s vyuzitim kvadrupolového hmotnostniho
filtru a FI ionizace. Vyuziti vysokorozliSujiciho TOF de-
tektoru ve spojeni GC/FIMS pro analyzu stfednich destila-
t& uvadi napt. Quin®. Metodu skupinové analyzy stiednich
a vysevroucich ropnych frakei s vyuzitim chemické ioniza-
ce oxidem dusnatym v kombinaci s elektrickym vybojem
(towsand discharge nitric oxide chemical ionizatition —
TD-NOCI) prezentovali Dzidic a spol.'’.
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4.2. Uplna vicerozmérna plynova
chromatografie a hmotnostni
spektrometrie (GCxGC/MS)

Podstatou tplné (comprehensive) vicerozmérné ply-
nové chromatografie je separace analyzovaného vzorku na
dvou kolonach, nepolarni a polarni, spojenych modulato-
rem. Nejprve je vzorek separovan podle bodu varu na ne-
polarni, obvykle dlouhé, kapilarni GC koloné. Separace
poté pokracuje na velmi kratké, vétSinou polarni koloné,
kde jsou latky béhem nékolika sekund d€leny izotermné
podle své polarity. Separace na prvni koloné je
v pravidelnych intervalech pterusovana rychlou kryofo-
kusaci modulatorem, ktery vzorek eluovany z prvni kolony
prevadi na druhou vyhtatou kolonu. Soucasti GCxGC in-
strumentace musi byt i odpovidajici detektor s velmi rych-
lou odezvou. Ve vétsiné piipadl je spojovana s FID nebo
rychlym nizkorozligujicim MS TOF detektorem**™°. Exis-
tuje vSak jiz i spojeni GCxGC se sirnym chemilumine-
scenénim (SCD)’'? atomovym emisnim (AED)> nebo
dusikatym chemiluminescenénim (NCD) detektorem pro
selektivni detekci sirnych, resp. dusikatych latek™. Zéakla-
dy GCxGC techniky vcetné¢ moznosti jejitho vyuZiti pro
analyzu  ropnych  vzorki  jsou popsany  napf.
v prehledovych referatech Blomberga a spol.SS, Philipse
a spol.*® nebo Muhlena a spol.”’. V ropném primyslu je
GCxGC chromatografie vyuzivdna prevazné k detailni
a skupinové analyze frakci s b.v. pfiblizné do 400 °C, tj.
benzind a stfednich destilatl. Typickymi aplikacemi jsou
analyza aromati a kyslikatych sloucenin v automo-
bilovych benzinech”’, analyza leteckych petroleji™, moto-
rovych naft a dalSich stfedné-vroucich ropnych frakei

napt. lehkych cyklovych oleji’™. Velkou nevyhodou

Tabulka III
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GCxGC techniky je zatim jednak jeji vysoka cena, a dale
také pouze omezené pouziti pro vyse uvedené typy rop-
nych vzorka™®.

4.3. Kapalinova chromatografie
a hmotnostni spektrometrie (LC/MS)

Spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie je dnes reprezentovano predev§im dvéma
nejroz§ifendj$imi ionizacnimi technikami — elektrosprejem
(ESI) a chemickou ionizaci za atmosférického tlaku
(APCI). V odborné literatute se 1ze rovnéz setkat s EI nebo
FI ionizaci ve spojeni s nekone¢nym pasem (moving belt
interface) a vysokoucinnou kapalinovou chromatografii.
Pro charakterizaci chemického slozeni nasycenych, resp.
aromatickych podild vakuovych destilatt vyuzili toto spo-
jeni napt. Hsu a spol. a to v kombinaci s ionizaci polem®,
resp. EI+ ionizaci s nizkou energii elektronli a vysokym
rozlisenim'®. Dal3i, dnes jiz mén& rozsifenou ionizaéni
techniku, predstavuje ionizace termosprejem (TSP)*.

ESI a APCI ionizacni techniky jsou dnes spojovany
ve vetsing piipadi s piimym davkovanim vzorku rozpuste-
nym ve vhodném rozpoustédle (tzv. direct infussion). Ob¢
ionizacni techniky ionizuji pfevazné polarni latky (v rop-
nych vzorcich dusikaté a kyslikaté). Za urc¢itych podminek
Ize ionizovat také polyaromaty®®* nebo sirné latky®®*.
Odezvy riznych dusikatych latek pfi pouziti ESI porovna-
vali napf. Qian a spol.®*, kteii potvrdili selektivni detekci
pfedevsim zéasaditych dusikatych latek v pozitivnim méodu
(ESI+). Pro naftenové kyseliny doporucuje Hsu® vyuziti
negativni APCI s acetonitrilem jako mobilni fazi. Sirné
slouceniny ve slozité smési latek selektivné ionizoval elek-
trosprejem po piidavku roztoku soli palladia Rudzinski®.

Prehled vyuziti ioniza¢nich technik ESI a APCI pfi analyze vysokovroucich ropnych frakcich

Typ analyzovanych sloucenin Divod jejich Ionizaéni technika Lit.
monitorovani

PAH ochrana Zivotniho prostiedi ESI (Ag' stil) 61,62

Sirné latky ochrana Zivotniho prostfedi, problematika ESI (Pd*'sul) 63
katalyzatorti ESI 64

Metalporfyriny APCI 69
ochrana katalyzator

Dusikaté latky — neutralni a kyselé  koroze rafinérskych zatfizeni, problematika ESI- 70
katalyzatort, studium stability ropnych
produktii pti skladovani

Dusikat¢ latky — bazické deaktivace nékterych katalyzatort ESI+ 65,66

Naftenové kyseliny koroze rafinérskych zatizeni, geochemicky APCI- 67

vyznam — migrace a biodegradace rop ESI- 71
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Piestoze Roussis a Proux®' prokazali ionizaci aromatic-
kych uhlovodikli ve vysokovroucich ropnych frakcich
v ptritomnosti stfibrnych iontd pti ESI ionizaci, praktické
vyuZziti pro ziskéni distribuce jejich molekulovych hmot
komplikovala slozitd interpretace spekter kvili tvorbé
vicendsobné nabitych iontd.

Nevyhodou ESI proti APCI pfi analyzach ropnych
vzorkli je predev§sim nekompatibilita s chromatografii
s normalnim usporadanim fazi®. Aplikace ionizaénich
technik APCI a ESI pfi analyze vysokovroucich ropnych
frakcei jsou shrnuty v tab. II1.

Jedno z prvnich pouziti ESI techniky v hmotnostni
spektrometrii ropnych vzorkd publikovali Zhan a spol.”,
ktefi ji pouzili pro analyzu aditiv v leteckém petroleji.
VétSina dalSich praci publikovanych v této oblasti je spjata
s ultravysokorozliSujicimi spektrometry iontové cyklotro-
nové rezonance s Fourierovou transformaci (FTICR). Prv-
ni vyuziti FTICR pii analyze ropnych vzorkt predstavuje
prace Miyabayashiho a spol.”> pii analyze zbytkd
z arabskych rop.

Vysoka rozliSovaci schopnost FTICR pfistroji umoz-
fiuje identifikovat elementarni slozeni vzniklych ionth
arozdélit ionizované slouceniny do skupin napt. podle
poctu atoml kyslikii (jednosytné a vicesytné naftenové
kyseliny). S vyuzitim ESI+ se podatilo identifikovat az
3000 dusikatych latek® ve vzorcich vysokovroucich rop-
nych frakci a s ESI- pak az 3000 kyslikatych latek”'. Ne-
davno byla pouzita ultravysokorozliSujici FTICR MS ke
studiu hydrogena¢ni rafinace, resp. hydrokrakovani atmo-
sférickych’™ i vakuovych destilatd’” a pfi geochemickych
studiich”®™. Piehledny referat o moznostech vyuziti
FTICR publikoval napt. Marshal”® nebo Rodgers a spol.*.

Vedle praci, ve kterych jsou prototypové a komeréni
FTICR hmotnostni spektrometry vyuzity v ramci rznych
analytickych studii, se v odborné literatuie stile Castéji
objevuji prace s vyuzitim ostatnich komercnich nizko-
a vysokorozli$ujicich spektrometrii. Typickymi aplikacemi
jsou , fingerprinty ropnych zbytki®', charakterizace riz-
nych paliv — posouzeni rozdilii mezi palivy danych pii-
tomnosti barviv, aditiv a ostatnich polarnich latek™, analy-
za aditiv®, inhibitorti koroze v automobilovych benzinech,
mazivostnich pfisad v motorovych naftach a polarnich
komponent bionaft*,

5. Zavér

Clanek shrnuje sou¢asné moznosti vyuziti hmotnost-
ni spektrometrie v ropné analytice. Semikvantitativni me-
tody skupinové analyzy ropnych vzorkl pouzivaji prevaz-
né EI+ ionizac¢ni techniku s vysokou energii ionizujicich
elektrond (70 eV). Hmotnostni spektrometry jsou spojeny
se specidlné konstruovanymi nastfikovymi systémy, které
umoziuji pfimé davkovani vzorku do iontového zdroje
spektrometru. Matematickym zpracovanim zméfeného
smésného spektra 1ze pak ziskat skupinové slozeni analy-
zovaného vzorku. Aplikace MS metod bez spojeni se sepa-
raci jsou rychlé a jejich vysledky jsou srovnatelné
s vysledky ziskanymi pii pouZziti chromatografickych po-
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stupt. V rafinérské praxi jsou tyto MS metody pouzivany
pfedev§im pro relativni srovnavani skupinového slozeni
stiednich a vakuovych destilatu.

Hmotnostni spektrometrie je rovné€z vyuZivdna ve
spojeni s nékterou ze separacnich technik. Ve vétsiné pri-
padd jde o spojeni plynové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie s ionizaci elektrony (EI+) nebo ionizaci
polem (FI). Mimo kvadrupdlové hmotnostni spektrometry
se ve stale vEétsi mife uplatiiuje MS TOF detektor, a to
predevsim pro skupinové analyzy stfednich ropnych desti-
14t (motorové nafty a letecké petroleje). Nové jsou rovnéz
aplikovany rychla plynova chromatografie nebo vysoko-
teplotni plynova chromatografie pro vySevrouci ropné
frakce.

Pro dosazeni vyssi ucinnosti separace jsou pouzivany
vicerozmérné separacni techniky ve spojeni s nizko-
rozliSujicimi rychle skenujicimi TOF detektory. Uplatiuji
se pii detailni charakterizaci leteckych petrolejii a motoro-
vych naft. Vzhledem ke skuteCnosti, ze odezva prakticky
vSech MS detektorli neni univerzalni, je pii skupinové
analyze stale Castéji pouzivano paralelni zapojeni detekto-
ri s univerzalni odezvou napi. FID, nebo SCD pro selek-
tivni detekci sirnych latek.

Spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie je dnes pouzivano pfedevsim s APCI a ESI
ioniza¢nimi technikami, které selektivné ionizuji dusikaté
nebo kyslikaté slouceniny. K identifikaci té€chto slou€enin
ve vyse vroucich ropnych frakcich je vsak zapotiebi ultra-
vysokého rozliSeni, kterého je mozné dosdhnout pouze na
FTICR MS spektrometrech. Spojeni LC/MS v kombinaci
s béznymi nizko- a vysokorozliSujicimi komerénimi spekt-
rometry je pouzivano zatim piedev§im pro ziskani finger-
printh ropnych frakci a identifikaci vybranych aditiv
a dalsich latek pouzivanych v motorovych palivech a ma-
zacich olejich.

Seznam zkratek

AED atomovy emisni detektor

AGHIS (all glass heated inlet system) — nastfikovy
systém hmotnostniho spektrometru pro analy-
zu ropnych frakei

APCI chemicka ionizazace za atmosférického tlaku

APCI+ kladna chemicka ionizace za atmosférického
tlaku

APCI- zaporna chemicka ionizace za atmosférického
tlaku

ASTM American Society for Testing Materials

CI chemicka ionizace

DBIS (dynamic batch inlet system) — nasttikovy
systém hmotnostniho spektrometru pro analy-
zu ropnych frakei

EI+ kladna ionizace elektrony

ESI ionizace elektrosprejem

ESI+ kladna ionizace elektrosprejem

ESI- zaporna ionizace elektrosprejem

FAST GC rychla plynova chromatografie

FI ionizace polem
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FD desorpce polem

FTICR iontova cyklotronova rezonance
s Fourierovou transformaci

GCx GC  Uplna vicerozmérna plynova chromatografie

HTGC vysokoteplotni plynova chromatografie

NCD dusikaty chemiluminescencni detektor

PIONA (paraffins, isoparaffins, olefins, naphthenes,
aromatics) — skupinova analyza lehkych rop-
nych frakci

PTV teplotné programovatelné zplynéni vzorku —
nastiikova technika v GC

SCD sirny chemiluminescen¢ni detektor

TSP termosprejova ionizace

TD-NOCI chemické ionizace oxidem dusnatym

v kombinaci s elektrickym vybojem

Prdce byla realizovéna v ramci projektu MSMT CR ¢.

MSM 6046137304.
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The present work summarizes current trends in appli-
cation of mass spectrometry (MS) to petroleum analysis.
Various MS ionization techniques are currently used for
monitoring composition of petroleum. For group analyses
of middle and vacuum petroleum fractions, electron im-
pact (70 eV EI+) ionization is used in spectrometers con-
nected to special batch inlet systems. For middle petro-
leum fractions, combinations of MS with gas chromatogra-
phy or comprehensive multidimensional gas chromatogra-
phy are intensively studied. In addition to quadrupole and
sector mass spectrometers, TOF MS detectors are also
used as the soft ionization techniques like field (FI) or
chemical ionization (CI). For quantitative analysis, FID or
selective detectors for sulfur and nitrogen compounds are
preferred due to their universal response. For qualitative
analyses, MS is mostly used. Liquid chromatography is
combined with electrospray ionization or atmospheric
pressure CI especially for nitrogen and oxygen com-
pounds. For higher-boiling fractions, Fourier transform ion
cyclotron resonance spectrometers are used due to their
ultrahigh resolution which makes it possible to distinguish
polar compounds and hydrocarbons.
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1. Uvod

Kometova analyza (comet assay) neboli gelova elek-
troforéza jednotlivych bun¢k (SCGE — single cell gel
electrophoresis) je mikroelektroforetickd metoda pro zjis-
téni poskozeni DNA a to v jednotlivych buiikach. Poprvé
byla publikovéna v roce 1984 (cit."), ale své kofeny ma jiz
v 70. letech 20. stoleti’. Od té doby progla tato metoda
mnoha upravami a zdokonalenimi. V soucasné dobé se
pouzivaji dvé zékladni modifikace kometové analyzy —
alkalicka SCGE® a neutralni SCGE®. Ob& modifikace vy-
chazi z plivodni prace Ostlinga a Johansona z roku 1984
(cit."). Alkalickd SCGE, pfi niz dochazi k separaci obou
vlaken DNA, je vyuzivana pro detekci pfedevSim zlomi
jednotetézcovych (SSB — single strand breaks); neutralni
SCGE pak pro zlomy dvouietézcové (DSB — double strand
breaks). Ke zlomiim dochazi v disledku pieruseni fosfo-
diesterové vazby mezi dvéma sousednimi deoxynukleoti-
dy. Dvoutetézcové zlomy se déli na posunuté, které vzni-
kaji na obou fetézcich v riznych, ale blizkych mistech,
ana zarovnané, jez vznikaji protilehle. Pfi vzniku zlomu
v fetézcich DNA figuruji tzv. AP mista (apurinové/
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apyrimidinové misto, misto bez dusikaté baze). AP mista
jsou alkalilabilni a pti vysokém pH jsou pfeménéna na
zlomy v fetézcich.

Pro kometovou analyzu lze pouzit délici se i nedélici
se buiiky v pokusech in vivo nebo in vitro. Ackoli je tato
metoda pouzivana vétSinou pro posouzeni poskozeni DNA
zivociSnych bunck, lze ji aplikovat i na buiky rostlinné.
Rostlinné bunky vsak, na rozdil od Zivo¢isnych, maji ko-
lem sebe bunécnou sténu, kterd tvoii pfekazku pro analyzu
komet. Dnes je kometova analyza pouzivana v mnoha
ruznych aplikacich a oborech. Pomoci SCGE jsou napfi-
klad testovany farmakologické latky, protektivni Géinky
mnoha pfirodnich latek, zatizeni prostfedi kontaminacemi,
ucinnost ¢i toxicita kosmetickych pfipravki. Dale je moz-
né vyuzit kometovou analyzu pfi klinické diagnostice riz-
nych patologickych stavi.

2. Princip a metody kometové analyzy

Detekce zlomi molekuly DNA a jejich kvantifikace
v jednotlivych buiikdch byla poprvé pouZita v praci Ry-
dberga a Johansona (1978, cit.?). Buiiky byly imobilizova-
ny v agar6ze na mikroskopickych skli¢kdch a lyzovany
v mirné alkalickém roztoku, tak aby DNA byla ¢astecné
relaxovand. Po neutralizaci byly butiky obarveny akridino-
vou oranzi. Pomér zelené (dvoufetézcova DNA) a Cervené
(jednotetézcova DNA) fluorescence byl poté zméten foto-
metricky. Citlivost detekce poskozeni DNA v jednotlivych
buitkéch byla zvysena pouzitim elektroforézy'. Postup byl
podobny jako u ptedchazejici metody, ale buriky byly na-
vic vystaveny elektroforéze. Vysledny obrazec vlivem
migrace poskozené DNA piipominal kometu (obr. 1), od-
tud kometova analyza. V této podobé se vSak metoda neu-
jala. Obecné piijata byla az jeji modifikace z roku 1988
(cit.%), jez byla provedena v alkalickych podminkéach. Al-
kalické podminky jesté vice zvysily citlivost této metody.

I kdyz se jednotlivé protokoly pouzivané pii kometo-
vé analyze v mnoha detailech 1isi, 1ze postup zobecnit.
Mikroskopicka sklicka jsou potazena na jedné stran¢ nor-
malni agarézou. Po zpolymerovani agardzy na podloZnich
sklickach je suspenze analyzovanych bunék v nosném
médiu (napf. PBS) smichdna s nizkotajici agardzou
(LMPA - low melting point agarose). LMPA ma oproti
normalni agar6éze snizenou teplotu tuhnuti. Zatimco nor-
malni agardza vytvaii gel za teplot kolem 50 °C, LMPA je
za fyziologickych teplot jesté tekutd. To umoziiuje pridani
zkoumanych bunék do prochladlého roztoku agardzy
a snizuje se tak riziko poSkozeni bun€k vysokou teplotou.

Buiiky s gelem jsou naneseny na podlozni sklicko,
pfikryty krycim sklickem a uloZeny do chladu, tak aby
LMPA s bunikami ztuhla. Skla jsou vlozena do lyzacniho
roztoku. SloZeni roztoku neni mezi jednotlivymi laborato-
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ohon

hlava

Obr. 1. Buiika HL-60 inkubovana s alkaloidem chelerytrinem
(3 pg mlI™) 60 minut a obarvena stiéibienim; na obrazku je
vyznacena pozice a polarita elektrod pfi elektroforéze

femi jednotné, prevazné obsahuje soli a rizné detergenty.
Pusobenim lyza¢niho roztoku jsou z bunék odstranény
membrany, cytoplasma a vétSina nukledrnich proteind,
DNA zistava ve formé tzv. nukleoidu. Nukleoid je tvofen
superhelixovou DNA pfipojenou k nuklearni matrix.

Pfi alkalické, nebo alkalicko-neutralni modifikaci
jsou skla po ukonceni inkubace bun€k v lyza¢nim roztoku
vkladéna do alkalického denaturacniho roztoku. Denatura-
ce se provadi pii pokojové teploté za tmy, obvykle 20 mi-
nut. ProtoZe denaturovand DNA, tj. zbavend struktury
superhelixu, je velmi citliva k poskozenim, je nutné chra-
nit gely po denaturaci pfed expozici na dennim svétle nebo
bilém zativkovém svétle, které by mohlo zplsobit zlomy
a poskozeni bazi denaturované DNA. Pro dalsi praci s gely
se pouziva pouze zluté svétlo.

Po denaturaci se provadi elektroforéza, bud
v alkalickém elektrodovém pufru, vétsinou s pH 12—13,
nebo pii  alkalicko-neutrdlni modifikaci  metody
v elektrodovém pufru obvykle s pH 7-8. Pfi aplikaci neut-
ralni modifikace metody je krok alkalické denaturace vy-
nechan a elektroforéza nasleduje hned po lyze
v neutralnim elektrodovém pufru v horizontalni elektrofo-
retické vané. Skla s nukleoidy imobilizovanymi v agardze
se umisti do elektroforetické vany naplnéné vychlazenym
pufrem a elektroforéza probiha pii konstantnim napéti.
Podminky elektroforézy se piizplisobuji typu pouzitych
bunék nebo tkang.

Superhelixova DNA je relativné pevné agregovana
a v elektrickém poli se pfili§ nepohybuje. Jednotetézcovy
zlom viak sta¢i na relaxaci superhelixového vinuti’.
S relaxovanymi smyckami se pohybuji i malé fragmenty
DNA vzniklé poskozenim DNA. Negativni naboj moleku-
ly DNA pak pfi elektroforéze zptsobuje migraci relaxova-
né a fragmentované DNA k anod¢. Tento krok je na rozdil
od postuptt v molekularni biologii a genetice pomérné
kratky, obvykle 15-20 minut. Skla jsou poté
z elektroforetického tanku vyjmuta, oplachnuta v deionizo-
vané vod¢ a zafixovana (napf. ethanolem, trichloroctovou
kyselinou). Charakter migrace posSkozené DNA je po jejim
obarveni patrny jako ohon za hlavou komety. Cim vé&tsi je
pocet zlomu, tim vétsi je mnozstvi DNA v ohonu. Mnoz-
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stvi DNA v ohonu odrazi troven jejiho poskozeni, jez je
primarné urceno koncentraci zkoumané latky, délkou ex-
pozice poskozujicim agens ¢i davkou zafeni. Bez elektro-
forézy je poSkozeni DNA prezentovdno pouze jako tzv.
halo (halo analyza)®. P¥i tomto postupu je mé&fen pouze
prumér vysledného hala kolem nukleoidu a tato metoda je
méng¢ citliva nez SCGE. Toho lze vyuzit v ptipadech, kdy
fragmenty vznikajici pfi poskozeni (degradaci) DNA jsou
prilis malé a pouzitim elektroforézy by je nebylo mozné
identifikovat (napft. sledovani apoptdzy, viz nize).

Mikroskopicka sklicka pouzivana pii kometové ana-
lyze jsou vétSinou standardni, napiiklad pouze se zabrou-
Senym jednim koncem. Pouziti téchto skel ma vyhodu po
financni strance, ale nevyhodu predstavuje samovolna
separace gelu od skla. Na Casté problémy tykajici se samo-
volného oddélovani agardzy od podlozniho skla neexistuje
jednoduché feseni. Dle nasi zkuSenosti je na viné vlhkost
prostiedi, to potvrzuji i jini autofi’, ob&as nestejnomérné
pokryti agar6zou a predev§im neopatrné zachazeni se skly.

Jak jiz bylo uvedeno, alkalickd SCGE se primarné
pouziva k detekci jednofetézcovych zlomi. V alkalickém
prostfedi dochdzi k naruSeni nevazebnych interakci mezi
dusikatymi bazemi DNA a tedy k oddéleni obou vladken
dvojité Sroubovice. Zlomy na jednom fetézci se projevi
uvolnénim fragmentli jednovlédknové DNA, detegovatel-
nych kometovou analyzou. Naopak, pii neutralnim pH
nedochézi k poruSeni souvislosti fetézce dvojité Sroubovi-
ce a jednofetézcové zlomy se neprojevi. Avsak dle Collin-
se neni k detekci jednofetézcovych zlomd vysoké pH ne-
zbytné nutné®.

Pro detekci pouze DSB, bez interferenci ze strany
SSB je nutné upravit neutralni protokol tak, aby byla nuk-
ledrni matrix co nejvice naruSena. Toho lze dosdhnout
inkubaci s proteasou pfi vyssich teplotach (50 °C)’.

P1i ptiprave rostlinnych bunek pro kometovou analy-
zu lze pouzit dvou odlisnych postupl. Za prvé enzymovym
rozlozenim stény, pfiemz je ziskdn protoplast (rostlinna
bunika bez bunééné stény), nebo za druhé nakrajenim rost-
linného materialu a ziskanim suspenze jednotlivych jader.
DNA je pfi prvnim postupu vice poskozend, avsak izolaci
protoplastu 1ze vyuzit pfi testovani nepfimého efektu geno-
toxickych latek'’. DNA v jadfe totiZ neni v pfimém kon-
taktu s agens a kolem jadra se stile nachdzi cytoplasma
s metabolickym aparatem, ktery je i nadale v urCité mite
schopen metabolizovat latky.

Kometova analyza neni urCena pouze pro detekci
a méfeni fetézcovych zlomt. Pouzitim enzymu je mozné
rozpoznat konkrétnéjsi typy poskozeni DNA. To ¢&ini
asou III Ize odhalit oxidované pyrimidiny'', formamidopy-
rimidin-DNA-glykosylasa deteguje oxidované puriny,
predeviim 8-oxoguanin'?, T4 endonukleasa je zaméfena na
cyklobutanové pyrimidinové dimery' a AIKA glykosylasa
na alkylaci poskozené baze'*.

Kometova analyza sama o sob& ukazuje pouze na
celkové poSkozeni DNA. V kombinaci s metodou FISH je
v§ak mozné v komet¢ nalézt ptimo chromosom, ¢asti chromo-
somu (centromera, telomery, raménka) nebo samotné geny.
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V mnoha postupech se pouzivaji i chemikalie, které
maji vliv na vysledek v negativnim slova smyslu. Napfii-
klad, detergent Triton X-100, pouzivany pro lyza¢ni roztok
podle nekterych protokold, vyznamné redukuje Gc¢innost
proteinasy K (cit.").

Jak alkalicka, tak neutrdlni metoda muze detegovat
podobné nizké trovné poskozeni molekuly DNA'C. Alka-
licko-neutralni kombinaci metody lze vyuZit pro prodlou-
zeni uzite¢ného rozsahu kometové analyzy'’.

Z hlediska realizace ma kometova analyza fadu vy-
hod. Je to pfedevsim snadnost provedeni bez nutnosti spe-
cialniho vybaveni, rychlost, relativné malé naklady, citli-
vost, potfeba malého mnozstvi vzorku a v ptipadé pouziti
specifickych enzymu téz urcitou selektivitu.

Nevyhodou je nesnadna interpretace vysledkd, jelikoz
mezi poSkozenim DNA (indikovanym ohonem komety)
a biologickym dopadem tohoto poskozeni neexistuje pii-
my vztah'®,

3. Vizualizace a hodnoceni komet

Vizualizaci komet je mozné provést fluorescencnimi
barvivy. Jsou to napf. ethidium bromid, propidium jodid,
akridinova oranz, DAPI (4’,6-diamidino-2-fenylindol)
nebo YOYO-1®. SCGE je nékdy prezentovéana jen jako
fluorescen¢ni mikroskopicka technika. Detekce komet je
vSak mozna i po obarveni stiibrem, resp. metodou stiibfeni
spodivajici v redukci kationtu Ag” dusi¢nanu st¥ibrného.
Barveni dusi¢nanem stiibrnym je levnéjsi a neni potieba
specidlni fluorescenéni mikroskop. Barveni je trvalé
a hodnoceni je mozné kdykoliv opakovat. Mezi barvenim
stiibrem a Casto pouzivanym propidium jodidem neni pod-
statny rozdil v citlivosti'®. Nevyhodou je nespecifické bar-
veni a obCasné piebarveni pozadi. Fluorescencni barveni je
naproti tomu selektivnéjsi (snadné odliseni pozadi a kome-
ty), ale mize pti ném dochézet k tzv. ,,fadingu®, tedy mi-
zeni (blednuti) obarveni a to i pii pouziti stabilizujicich
prostiedkti. To muze spolu se zménou intenzity svétla
excitaéni lampy ovlivnit vysledné hodnoty™. Pii barveni
stiibrem se navic vyhneme kontaktu s mutagennimi chemi-
kaliemi, pouzivanymi bézn€ pro fluorescentni barveni
(ethidium bromid, propidium jodid).

Samotné vyhodnocovani komet 1ze provadét manual-
né (tzv. ,,visual scoring®), nebo specialnim pocitacovym
softwarem. Scoring je rozdéleni komet do nékolika kate-
gorii podle miry poskozeni, obvykle 04 (cit.®). Manualni
kategorizace komet je vSak obtiZn€ reprodukovatelna
a snadno ovlivnitelnd mnoha faktory. Softwarova analyza
do jisté miry eliminuje obtize pfi manudlnim hodnoceni.
Dle zkusenosti nasi laboratofe jsou pak rozdily mezi méfe-
nimi stejnych vzorki riznymi pracovniky i mezi vystupy
jednotlivych programi v celkovém hodnoceni zanedbatel-
né. Navic program uklada vSechny namétfené hodnoty a lze
je snadno transportovat do mnoha kancelafskych aplikaci.
Komer¢ni programy také automaticky rozpoznéavaji hlavu
a ohon komety. Nevyhodou samoziejmé je, ze tyto ko-
mercni programy jsou velmi drahé. Na internetu se vSak
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vyskytuji zdarma (freeware) na stahnuti aplikace specialné
uréené k hodnoceni komet. Tyto freeware programy jsou
vsak vétSinou schopny pouze samotného hodnoceni komet,
je tedy potieba dalsi program pro ukladani snimkia
z mikroskopu. Dale tyto programy postradaji urcité funkce
zautomatizovani nékterych ukonti usnadiujicich praci
(rozliseni hlavy a ohonu, sledovani po¢tu vyhodnocenych
komet atd.), rovnéz nenabizeji funkci selektivniho odstra-
novani artefaktlli na pozadi vyhodnocovanych objektd, se
kterymi se setkdvame zvI1ast¢ pfi barveni stiibrem.

Manualni hodnoceni je oproti pomérné zdlouhavému
vyhodnocovani specialnim softwarem (napft. pfi hodnoceni
procentualniho zastoupeni DNA v ohonu) rychlejsi a dle
n&kterych autort stejné citlivé a vzajemné zaménitelné®' 22,
Technika vyhodnocovani zalezi ziejmé na preferencich
a v piipadé specialniho programu na jeho dostupnosti.
Nelze vSak pominout fakt, Ze manualni hodnoceni je poné-
kud subjektivni zalezitosti.

V hodnoceni komet se pouziva mnoho parametru.
Mezi nejpouzivanéjsi patii vSak dva: délka ohonu (tail
lenght) a procentualni zastoupeni DNA v ohonu (tail %
DNA), pfipadné v hlavé (head % DNA). Doporucenym
parametrem k hodnoceni je procentudlni zastoupeni DNA
v ohonu, jez Ize pokladat za dostatetn& robustni®*. Tento
parametr je ze vSech nejméné ovlivnitelny mnoha vnéjsi-
100 % DNA v ohonu). Procentudlni zastoupeni DNA
v ohonu je také ziejmé nejlep§im parametrem pii interla-
boratornim srovnavani vysledka**. Délka ohonu nebo mé-
n¢ casto procentudlni zastoupeni DNA vSak muze
v nékterych pfipadech dosdhnout pozadi a je potom nutné
citlivost metody upravit (napf. zména napéti nebo caso-
vych parametrii elektroforézy).

Hodnoceni miize byt ovlivnéno i tim, v jakém bodé
bunééného cyklu se bunika nachazi a jaky typ metody je
pro kometovou analyzu pouzit. Buiiky v S-fazi obsahuji
replikacni struktury, jejichz odpovéd na agens je jina nez
u nereplikujici se DNA. Pfi alkalické SCGE se tyto struk-
tury chovaji jako SSB a zvySuji migraci. Naopak pii neut-
ralni SCGE replikaéni struktury migraci DNA bréani®.

4. Aplikace
4.1. Ekologicky monitoring

Ekologicky monitoring metodou SCGE Ize provadét
na biosenzorech ze zamoteného prostfedi. Ve vodném
prostiedi je oblibenym organismem pro testy kontaminaci

vvvvv

obecna (Lumbricus terrestris)*. U tdchto organismi

z kontaminovanych oblasti bylo nalezeno vyznamné zvy-
Seni poskozeni DNA. Avsak ani v pripadé zjisténi nepatr-
ného rozdilu mezi zkoumanou a kontrolni skupinou nelze
vyloudit toxicky vliv chemickych latek na danou populaci.
Stres zplsobeny chemikaliemi mutze totiz zvySit vnima-
vost organismi ke zménam riznych faktord prostredi’’.

Pii ekologickém monitoringu kometovou analyzou
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nelze vSak zapominat na mezidruhové rozdily. Urcita dav-
ka agens kontaminujiciho prostfedi se u jednoho druhu
projevi jako signifikantni poskozeni DNA, u druhého vsak
nikoliv**.

4.2. Genotoxicita, oxidativni stres
a protektivni ucinky antioxidanta

Metodou SCGE jsou testovany na genotoxicitu mno-
ha na trh uvadéna farmaka a dalsi chemické slougeniny®.
Mezi testovana farmaka mimo jiné patii i o¢kovaci latky™.
Vyhoda kometové analyzy zde spoc¢iva predevsim ve snad-
né aplikaci na téméf jakoukoliv tkan. Napiiklad Sasaki
aspol.®' vjedné studii sledoval vliv chemickych latek na
nékolik organi soucasné.

Je znamo, ze vyznamné poskozeni DNA miize byt
dativni stres se projevuje napt. i pii fyzické namaze. Po
zatézi je migrace DNA vétsi, avSak po urcité dobé dochazi
k adaptivni odpovédi a buriky jsou vici oxidativnimu stre-
su chranény 1épe’. Metoda analyzy komet je vhodna i pro
testovani ucinkt antioxidantt, jak pfirodnich, tak i synte-
tickych. Mezi vyznamné antioxidanty patii vitamin C,
v hojné mife zastoupeny v ovoci a zelenin€. Suplementace
vitaminu C v podobé ovoce kiwi vedla u zkoumaného
vzorku k mens$imu oxidativnimu poskozeni a buiky byly
mnohem odoIngjsi viigi G¢inku peroxidu vodiku in vitro™.
Antioxidanty maji za urcitych podminek i prooxidacni
vlastnosti, které 1ze pomoci kometové analyzy zkoumat™.,
Naptiklad kyselina kavova, obecné povazovana za antioxi-
dant, je v pfitomnosti iontl médi pomérmné silnym prooxi-
dantem. Tyto ionty jsou pfitomny v chromatinu v blizkosti
bazi. Reakci polyfenolti a iontd médi dochazi k redukci
téchto iontl a pii nasledné reoxidaci jsou produkovany
reaktivni kyslikové radikaly a dochazi k poSkozeni DNA.
Navic koncentrace ionti médi pfi ruznych nadorovych
onemocnénich vzrista, z toho 1ze vyvodit, ze za protektiv-
nimi vlastnostmi kyseliny kavové nestoji antioxidativni
aktivita, ale spiSe prooxidativni **.

Kratkodobé studie na sledovani vlivu antioxidantd
vsak poskytly nejednozna¢né udaje. Vysvétleni lze nalézt
v né€kterych studiich, kde bylo zjisténo, ze pokles oxidativ-
niho poskozeni molekuly DNA trval pouze nékolik hodin
po podani pfipravku. V mnoha studiich, které potvrdily
pozitivni vliv antioxidantl, nebylo ke kontrole pouzito
placebo, ¢imz vznikla moznost ovlivnéni zavéra faleSné
pozitivnimi vysledky zptisobenymi opakujicimi se vlivy™.
V posledni dobé se ukazuje, Ze ucinky antioxidantli jsou
pfi podavani v pfirozené formé s potravou vyraznéjsi nez
v ptipadé suplementace pouze jednotlivymi antioxidanty” .
Tyto ,,nahé* antioxidanty mohou byt v pribéhu vstrebava-
ni inaktivovany (degradovany). Jiny miiZze byt i G¢inek na
samotné bunky (laboratorni kultury) a cely organismus. Za
nejdiskutovanéjsi je mozné povazovat pouzivani vitaminu
E. Vedle vitaminovych preparati je vitamin E ¢asto prida-
van do mnoha kosmetickych pfipravki, napt. pletovych ¢i
opalovacich krémd. Bylo vSak zji§téno, ze exogenn¢ poda-
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ny vitamin E mtZe u fibroblasti po ozafeni UVA podporo-
vat poskozeni DNA®,

Protektivni 0cinky lze pomoci SCGE sledovat
i u kosmetickych piipravki chranicich pfed slunecnim
zatenim. UVA zafeni ve slune¢nim svétle zptisobuje geno-
toxické zmény. Ochrana proti zafeni UVA je v mnoha
pripravcich nedostate¢na. Tyto pfipravky by mély byt fo-
tostabilni a mély by byt urceny pro $irsi spektrum UV
zéfeni (UVB+UVA)™.

4.3. Biomonitoring

Velkého rozsiteni se dockala kometova analyza geno-
toxickych chemikalii ¢i zafeni v oblasti monitoringu pra-
covniho 1 zivotniho prostiedi. V téchto pripadech byva
nalezen vyznamny rozdil mezi zkoumanou a kontrolni
skupinou, ale je Casta interindividualni i intraindividualni
variabilita®.

V mnohych pracovnich profesich je lidsky organis-
mus vystaven nepiiznivym ucinkim toxickych latek. Stan-
dardnimi testy je v nékterych ptipadech nemozné nalézt
vyznamné poSkozeni bun¢k. Napiiklad u pracovnikl vy-
stavenych v pracovnim prostfedi plisobeni styrenu nebyl
standardni analyzou spermatu nalezen rozdil mezi expono-
vanou a kontrolni skupinou. AvSak kometovou analyzou
byl statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi skupi-
nami nalezen®’. To nazorn& ukazuje vysokou citlivost ko-
metové analyzy.

Poskozeni DNA vlivem agens pfitomného na praco-
visti lze demonstrovat i na piikladu pracovniki
z truhlafské dilny, ktefi v kometovém testu vykazovali
vétsi celkové poskozeni DNA neZ kontrolni skupina®'.
Podle autorti 1ze poSkozeni DNA spojit s expozici pracov-
nikti prachu vznikajicim pfi opracovani dfeva. Svou roli
vSak mohla sehrat i lepidla a laky, pouZivané pfi vyrobé
nabytku. Také vystaveni lidského organismu nékterym
chemikaliim pouzivanych v zemédélstvi (pesticidy, fungi-
cidy) vyrazng poskozuje DNA*.

Vyznamnym agens poskozujicim zdravi je azbest.
Vysledkem kometové analyzy u osob vystavenych piisobe-
ni azbestu bylo zjisténi, Ze poskozeni DNA bylo zévislé na
dobé trvani expozice a poskozeni bylo pfedevsim ve formé
oxidovanych pyrimidind a alkylovanych bazi*. Poskozeni
DNA mohlo byt zptisobené bud’ akumulaci neopravenych
poskozeni nebo perzistenci azbestovych vlaken v téle vy-
Setfovanych subjektti.

Metodou SCGE je mozné sledovat vliv radioaktivni-
ho zafeni na organismus i po nékolika letech. Béloruské
déti vlivem havérie jaderné elektrarny v Cernobylu vyka-
zuji zvySené poskozeni DNA méfené v leukocytech nez
déti z italského mésta Pisa**. Svoji nezanedbatelnou roli
vsak zde mize hrat i vyziva (méné kvalitni a kontaminova-
né potraviny). Zdrojem radioaktivniho zareni a tudiz po-
Skozeni DNA jsou i Gizemi vyuZivand jako jaderné stielni-
ce”. 1 v tomto piipadé se kometovéa analyza ukézala jako
vysoce citliva.

SCGE byla pouzita i pfi vyzkumu moznosti detekce
poskozeni DNA koutenim™. Mezi kuiaky a nekuidky ne-
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byl metodou kometové analyzy zjistén vyznamny rozdil.
Snad proto, Ze jako vzorek slouzily buiiky krve. Pro tako-
vou analyzu jsou vhodnéjsi bunky, které jsou v pfimém
kontaktu s agens, v tomto pfipad€ epitelidlni butiky dycha-
ciho traktu. V kontrastu s timto pozorovanim vsak nékteré
studie na krevnich buiikdch potvrdily nepfiznivy efekt
koufeni na strukturu DNA".

4.4. Klinicky skrining a diagnostika

Vyzkum spermii pacientti, kteti podstoupili IVF (in
vitro fertilization) nebo ICSI (intracytoplasmic sperm in-
jection) ukazal, ze vEtsi uspésnost oplozeni a mensi pocet
spontannich abortl koreloval s mensim poSkozenim DNA,
které bylo stanoveno kometovou analyzou®®. P¥i vystaveni
spermii U¢inkiim rentgenového zafeni a peroxidu vodiku
bylo kometovou analyzou zjisténo vyrazné posSkozeni.
U fertilnich muzi jsou vSak spermie vici mutagennimu
poskozeni odoln&ji nez u neplodnych muzi®. Se zvysuji-
cim se dirazem na zvoleni co nejlepSich spermii
(pfedevsim u ICSI) mlze byt schopnost zjisténi kvality
vzorkll spermatu vice nez relevantni. Pomoci SCGE
a difuzni analyzy (viz kap. 4.5. Detekce apoptozy) bylo téZ
zjisténo, ze integrita DNA spermii klesd se vzristajicim
vékem, abnormalitou spermii, pohyblivosti spermii a na-
opak je vySsi se vzrustajici koncentraci spermii a vys$im
zastoupenim apoptotickych bungk*>.

I kdyz vysledky kometové analyzy poskozeni DNA
spermii koreluji s vysledky dalSich metod pouZivanych
k analyze spermatu’’, je SCGE v soudasné dob& na tomto
poli pouze okrajovou metodou. Méfeni kometovou analy-
zou je vlivem nejednotné metodiky prozatim pfijimano
pouze jako nestandardni metoda’>.

SCGE miiZze pomoci pti v€asnych diagnézach zavaz-
nych onemocnéni jako pti xeroderma pigmentosum (XP)™.
XP je onemocnéni, jehoZ podstatou je ve vétSing pripadd
porucha excizni reparace poskozeni DNA vyvolaného UV
zatenim. S poruchou excize nedochazi u bunék subjektd
po UV ozifeni k takovému nértstu délky ohonu jako
u referenénich (zdravych) vzorkt. Obdobné I1ze kometovou
analyzu pouzit pro diagnostiku trichothiodystrofie, ktera se
také, podobné jako XP, vyznacuje fotosenzitivitou a poru-
chou excizni reparace (cca v 50 % piipadi)™. Pouziti ko-
metové analyzy na lymfocyty zen, u nichz dochézelo
k opakujicim se potratiim, ukdzalo vétsi migraci DNA nez
u kontrolnich skupin (pacientek bez opakujicich se abortl
a jejich manzeld, ale i manZeli postizenych pacientek)®.
Integrita DNA u téchto pacientek koreluje se schopnosti
donosit plod. Faktory ovliviiujicimi uspéS$nost donoseni
jsou vsak i stres, vyziva apod.

SCGE lze také vyuzit pfi vyzkumu rakoviny, napf.
studiem reparacni kapacity DNA a jeji interindividudlni
variability”**’, nebo jako diagnosticky nastroj a prognos-
ticky ukazatel karcinomu®.
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4.5. Detekce apoptdzy

Apoptézu neboli programovanou smrt bunky je po-
moci SCGE nesnadné identifikovat. Za apoptotické buiky
jsou nekdy povazovany komety s malou hlavou a vétSinou
DNA v ohonu (véjifovité rozsiteném). Tyto komety vSak
mohou vzniknout i po pusobeni vysoké davky gamma
zateni®® nebo inkubaci s velkou, avSak subletalni davkou
peroxidu vodiku®. Pro& nelze takovéto komety oznagit za
apoptotické? V prvnim piipad¢ byly buiiky zpracovany
bezprostiedné po ozafeni, takze apoptdza nebyla mozna.
Ve druhém piipadé lze po urcité dobé vidét vymizeni
apoptotickych® komet diky opravé poskozeni, av§ak apo-
ptoza je d&j nevratny. Pfi apoptdze je navic geneticka in-
formace degradovana na uroven nukleosomu (nukleosom
je bran jako zékladni jednotka chromatinu, sklada se
z n€kolika druht histonovych proteinti a ¢asti DNA o pru-
mérné délce cca 200 bp). Takto malé fragmenty by pii
jednotlivych krocich SCGE byly zcela jist ztraceny® .
Pro detekei apoptdzy lze diky fragmentaci pouzit detekci
zebticku DNA gelovou elektroforézou nebo metody difuz-
ni analyzy>”®. Tato metoda je velice podobna piedchiid-
kynim SCGE. K pohybu vysoce degradovanych fragmentt
DNA neslouzi elektricky proud elektroforézy, ale prosta
difuze. K difuzi pfi neutralnich ¢i slabé alkalickych pod-
minkadch dojde pouze u bunék s velmi degradovanou
DNA.

Difuzni analyza midze byt uZzite¢na pii monitoringu
ucinnosti 1é€by rakoviny, zkoumdni vlivu vyZivy, starnuti
nebo environmentalnich faktora na organismy®.

5. Zavér

Kometova analyza je vysoce citliva metoda pro méfe-
ni (detekci) poskozeni DNA. Je také atraktivni i pro svou
jednoduchost a rychlost provedeni. Velké rozsifeni
v soucasné dob& ma vsak i své stinné stranky. I kdyz se
jedna o metodu velice univerzalni, nelze ji aplikovat obec-
né¢ bez toho, aniz by bylo podrobné&ji znamo kuptikladu
pozadi a faktory degradace DNA. Piikladem je studie za-
méfend na pouZiti kometové analyzy pfi odhadu ¢asu Gmr-
ti ve forenzni praxi®'. Je znamo, e degradaci DNA ovliv-
fiuje nemalo vnitfnich i vnéjsich faktort. Napfiklad snizeni
teploty o 20 °C vede k 10 az 25 nasobnému sniZeni rych-
losti chemickych reakci, napi. degradaci bazi®’. Labilni
struktura DNA s degradovanymi bazemi je pak snadno
fragmentovana. V riiznych tkanich je vlivem mnozstvi
autolytickych enzym, odlisSnou odolnosti bun¢k vuci de-
gradaci nebo jinym vlastnostem prostiedi, DNA degrado-
vana nestejn&®. Daldim vnitfnim faktorem mize byt hete-
rogenni odpovéd bun€k riznych jedinct. Z uvedenych
divodl je velmi pravdépodobné, ze standardizace testu
kometové analyzy pro forenzni potieby, tak aby spolehliveé
urCovala Cas od umrti na =zékladé analyzy vzorku
z nekontrolovaného prostiedi, je obtizna, ne-li nemozna.
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Zavérem je nutné si uvédomit, ze vyzkumy jsou Casto
provadény na bunéénych liniich izolovanych od vlivu
a moznosti mnohobunééného organismu. Odpovéd u orga-
nismu pak mize byt odlisné modulovana. Rovnéz nelze,
podobné jako v jinych oblastech vyzkumu, srovnavat vy-
sledky pokusti provedenych na lidskych nebo zvifecich
bunkach. Nekteré chemické latky maji veétsi genotoxicky
vliv na lidské buiiky neZ na buiiky zvifeci®. V neposledni
fadé je v odpovédich (poskozeni) rtiznych druhd bunék
velka variabilita. Napfiklad keratinocyty a fibroblasty,
v daném kontextu tedy bunky jednoho organu (kize), jsou
davkami UV zafeni poskozovany odlisng®.

Oblasti vyuziti této metody se rok od roku rychle
béznou metodou, bude mit vliv pfedevsim standardizace
metodiky SCGE a hlubsi pochopeni principti metody sa-
motné®*®. Pokusy o standardizaci metodiky SCGE byly
provedeny skupinou vyzkumnikl v rdmci mezilaboratorni
spoluprace. Vysledky této studie dokladaji dobrou reprodu-
kovatelnost dat ziskanych s pouzitim kometové analyzy®.

Kometova analyza, i pfes nesporné kvality, by vSak
v zadném pfipad¢ neméla byt metodou jedinou, napt. pii
klinickych testech toxicity latek, ale soucasti baterie test
(1ze vsak ptedpokladat, ze tomu tak skutecné je).

Tato prace byla podporena prostiedky z grantu FRVS
1418/2006.

Pouzité zkratky

AP mista  apurinové/apyrimidinové misto, misto bez
dusikaté baze

DSB double strand break(s), dvoutetézcovy(¢é)
zlom(y)

LMPA low melting point agarose, agardza tajici pti
nizké teploté

PBS phosphate buffered saline, fosfatovy pufr

SCGE single cell gel electrophoresis, gelova elektro-
foréza jednotlivych bungk

SSB single strand break(s), jednofetézcovy(¢)
zlom(y)

XP xeroderma pigmentosum
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M. Dvorak and M. Matejovicova (Department of

Biochemistry, Faculty of Medicine, Masaryk University,
Brno): Principles and Applications of the Comet Assay
in Detection of DNA Damage

This review provides a brief information on principles

and possible applications of the comet assay method,
known as single cell gel electrophoresis, allowing to ana-
lyse DNA damage.

This method developed in the mid-seventies was

widely used in the early eighties of the last century. Sev-
eral modifications of the comet assay approach made this
method an attractive tool in various fields such as molecu-
lar biology research, quality control, clinical diagnosis,
and monitoring of environmental pollution.
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1. Uvod

Rostlinné oleje a produkty jejich zpracovani jsou
soucasti naseho kazdodenniho zivota. Jsou obsazeny
v prumyslové vyrdbénych potravinach (margariny a oleje
na smazeni), vyrabi se z nich mydla, kosmetické prostied-
ky, natérové hmoty, v posledni dob¢ i tolik diskutované
pohonné hmoty (bionafta) a uvazuje se i o jejich pouziti
jako suroviny pro vyrobu uhlovodiki pro chemicky pru-
mysl.

Pro nepotravinaiské, primyslové ucely pfichazeji
v tvahu pouze tfi rostlinné oleje — palmovy, sojovy a fep-
kovy'? (obr. 1). V Ceské republice zcela dominuje produk-
ce fepkového oleje (obr. 2). Ostatnich oleji se produkuje
vyrazn€¢ méne, jsou draz$i a zpracovavaji se prevazné pro
ucely vyzivy. Roéné se ve svété vyrabi 115 Mt rostlinnych
olejti, a pokud se pfipocte 22 Mt hovéziho a ovciho loje,
sadla a mlé¢ného tuku, dosahuje celkova svétova produkce
oleji a tukl 137 Mt.

Vétsina produkovanych olejii se podle udaji z roku
2004 (cit.*) spotfebuje ve svétd v potravinafstvi jako jedlé
oleje, margariny a dal$i potraviny (106,2 Mt), malé ¢ast na
krmiva pro hospodaiska zvifata (6,5 Mt) a zbytek
(18,4 Mt) zpracuje chemicky priimysl pro nepotravinarské
ucely (obr. 3).

Rostlinné oleje jsou podle chemického slozenti triacyl-
glyceroly (obsahuji mastné kyseliny vazané na glycerol,
jak se nepfesn¢ uvadi v ,tukaiské® literatufe). SloZeni
mastnych kyselin® v riznych typech rostlinnych oleji
apro porovnani i v Zivo€iSnych tucich je uvedeno
v tabulce I. Mastné kyseliny se uvadéji zkratkami, ve kte-
rych prvé ¢islo znamena pocet uhlikovych atomt a druhé
pocet dvojnych vazeb — napt. zkratka C18:1 znaci kyselinu
olejovou. Slozeni oleju kolisa, napt. obsah kyseliny C18:1
v fepkovém oleji kolisa v rozmezi 45-61 %, proto jsou pro
prehlednost v tabulce I uvedeny pouze stiedni hodnoty
obsahu mastnych kyselin.

Rostlinné oleje se ziskavaji bud’ z duznin plodid
(palmovy, olivovy) nebo ze semen (fepkovy, slunecnico-
vy), pfipadné z bobu (sojovy olej). Oleje z duznin se ziska-
vaji lisovanim, které je nutné provést piimo v misté pro-
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Tabulka I
Obsah mastnych kyselin v n&kterych rostlinnych olejich a zivo&isnych tucich*
. Obsah mastné kyseliny [%]
Olej (tuk)

6:0 80 10:0 12:0 14:0 16:0 18:0 20:0 22:0 16:1 181 20:1 22:1 18:2 18:3
Palmovy <04 <02 <04 1 45 8 0,5 <0,6 38 10 <0,5
Sojovy 0,2 <0,5 10 4 0,5 04 <l 21 0,5 <03 56 8
Repkovy <0,2 45 L5 05 <05 05 56 2 <2 21 10
Slunecnicovy 6,5 5 0,5 <05 05 24 <05 <05 63 <03
Palmojadrovy <0,8 4 4 47 16 9 2,5 15 2,5
Kokosovy <0,6 8 6 47 18 9 2,5 0,1 7 <02 2 <05
Olivovy 11,5 2,5 <0,6 LS 74 0,2 9,5 <L,
Hovézi 14 3 26 20 35 40 45 05
Skopovy 14j <0,6 5,6 27 32 5 32 1,6 0,2

Pozn.: Neni uveden obsah minoritnich kyselin a u majoritnich kyselin jsou uvadény primérné hodnoty
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Obr. 3. Spotieba rostlinnych olejit v roce 2004 (cit.’)

dukce, u palmového oleje dokonce ptimo v blizkosti plan-
taze. Divodem je velmi nizka udrznost (trvanlivost) ploda
s duzninou. Naproti tomu olejnatad semena a boby Ize skla-
dovat a pfepravovat v globalnim méfitku. Surovarny jsou
proto lokalizovany v piimé navaznosti predev§$im na na-
moini a ficni dopravu. Celosvétové se pro vyrobu oleji
pouzivaji dvé technologie: lisovani na kontinualnich $ne-
kovych lisech a extrakce uhlovodiky (obvykle frakci C6).
Celosvétove se ve velkych objemech pracuje v kombinaci
technologii lisovani s naslednou rozpoustédlovou extrakei,
kdy je mozné ziskat ze semen az 98 % obsazeného oleje.
Lokalni vyrobci pouzivaji vétSinou technologii lisovani
a ziskaji tak ze semen maximalné 85 % obsazeného oleje.
Ze surovych rostlinnych oleji se piimo v surovarnach
odstranuji veskeré pritomné heterolipidy, pfedevsim fosfo-
lipidy. Takto upravené surové oleje jiz predstavuji smés
triacylglycerolti a volnych mastnych kyselin. Obsah vol-

nych mastnych kyselin kolisd: napf. u fepky obvykle
v rozmezi 0,5-1,0 hm. %, ale tropické oleje obsahuji bézné
2-5 hm. %. Pro potravinaifské ucely se oleje musi dale
rafinovat, aby rafinovany olej ziskal svétle Zlutou barvu
a z hlediska chuti a viiné byl zcela neutralni. Pro vyrobu
methylesterd mastnych kyselin pro palivaiské ucely je
rovnéz nutno surové oleje alespon ¢astecné rafinovat.

2. Vyuziti v potravinaiském prumyslu

Rafinované rostlinné oleje se jiz pouze vitaminizuji
(obvykle vitaminem A a E). Oleje a tuky nejsou oxidacné
stabilni, podléhaji zvysSené autooxidaci vzduSnym kysli-
kem umérné obsahu polyenovych mastnych kyselin. Proto
jsou oleje s vys$sim obsahem polyenovych mastnych kyse-
lin (sojovy nebo slunecnicovy olej) ureny pro studenou
kuchyni (salatové oleje). Oleje s niz§im obsahem polyeno-
vych kyselin (palmovy, bezerukovy fepkovy olej, tj. olej,
ktery neobsahuje kyselinu erukovou) jsou vhodné i pro
smazeni. Na trhu jsou vedle oleji jednodruhovych oleje
smésné, které maji podle vyzivovych doporuceni vyvaze-
néjsi obsah esencidlnich mastnych kyselin. Rostlinné oleje
dale slouzi pro vyrobu fady tukovych potravin, jako jsou
majonézy, tukové nasady margarinii a pokrmovych tuk.
Fritovaci oleje, které se vyrabéji obvykle na bazi palmové-
ho oleje, musi obsahovat pouze malé mnozstvi polyeno-
vych mastnych kyselin, aby se snizila rychlost oxidace
oleje pfi fritovani.

Pro produkci margarinti a pokrmovych tuki je vedle
kapalnych rostlinnych olejii nutné vyrobit tuhé tuky — tzv.
strukturni tuky, které findlnimu tukovému vyrobku proptij-
¢i pozadovanou konzistenci. Dominujici technologii ve
vyrobé¢ strukturnich tukid az do konce 20. stoleti byla parci-
alni katalytickd hydrogenace kapalnych oleji (ztuzovani).
Pfi hydrogenaci probihd téz isomerizace nenasycenych
mastnych kyselin, pivodni pfirodni cis-isomery isomeruji
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na termodynamicky stabilngjsi trans-isomery. Takto ztuze-
né oleje obsahovaly az 50-60 % trans-isomerQ nenasyce-
nych mastnych kyselin.

Protoze dnes je jiz bezpecné prokazano, ze trans-
isomery nenasycenych mastnych kyselin negativné ovliv-
fuji hladinu triglyceridi a cholesterolu v krevnim séru
(zvysuji obsah triacylglycerold, zvySuji obsahy celkového
cholesterolu a LDL cholesterolu a naopak snizuji obsah
HDL cholesterolu) a podileji se tudiz negativnim zpiso-
bem na rozvoji nemoci srdce a cév, ustoupilo se po roce
2000 ve vyrob& margarini a pokrmovych tukd od pouziva-
ni parcialné ztuzenych oleju a tukii. V USA se pfistoupilo
od roku 2006 k povinnému oznacovani trans-isomerd
mastnych kyselin v potravinach obsahujicich tuky.
Z tohoto diivodu byly vyvinuty nové technologie vyroby
strukturnich tukd, které se dnes vyrabéji vyhradné cestou
transesterifikace vhodnych smési triacylglycerolt, véetné
tukll pln¢ nasycenych. Velmi obecné plati, ze trans-
isomery nenasycenych mastnych kyselin byly nahrazeny
ve strukturach triacylglycerolli nasycenymi mastnymi ky-
selinami. Smisenim strukturniho tuku s rostlinnym olejem
ve vhodném poméru se ziskavaji tukové nasady pro vyro-
bu margarinti (emulgovanych tukti) a pokrmovych tuku
(,,shorteningi®). Margariny se vyrabi emulgaci tukové
nasady s vodnou fazi. Ziska se emulze, kterd se nasledné
na valcich chladi, ¢imz se dosahne postupné krystalizace
triacylglycerolii strukturniho tuku. Krystalky tuku nasled-
n¢ asociuji za vzniku prostorové krystalické sité¢ a tak se
dosahne pozadované konzistence findlniho vyrobku.

Referat

3. Vyuziti v chemickém primyslu

Rostlinné oleje jsou potencialni nahradou ropy jako
zakladni suroviny pro chemicky primysl, nebot’ rostlinné
oleje jsou jediné obnovitelné suroviny obsahujici dlouhé
uhlovodikové fetézce.

Vyroba mastnych kyselin a alkoholi

Triacylglyceroly jsou vychozi surovinou pro vyrobu
fady slouCenin (obr.4). Hydrolyzou triacyglycerold
(Stépenim tukd) se ziskavaji mastné kyseliny. Bazicky
katalyzovanou methanolyzou se vyrabé¢ji methylestery,
které se hydrogenuji na mastné alkoholy. Alkalickou hyd-
rolyzou (zmydeliiovanim) hovéziho loje se vyrabi sodné
mydlo.

Vyroba mastnych kyselin® v poslednich letech roste
zejména v Asii (obr. 5), kde je zdrojem pro jejich vyrobu
palmovy olej. Vyroba mastnych alkoholl z ropy stagnuje,
naopak vyroba mastnych alkohol®’ z triacylglyceroli
rychle roste (obr. 6). Vyroba mydla celosvétové rovnéz
roste, ro¢né se vyrobi celkem 10 Mt mydla rocné, ale spo-
tieba toaletniho mydla v Evropé klesa. Celkova spotieba
triacylglycerolti pro vyse uvedené vyroby je pfiblizné 10
az 12 Mt rostlinnych oleji a 10—12 Mt zivocisnych tuki.

Vyroba olejovych natérovych hmot a tmell

Olejové natérové hmoty a tmely (napf. sklenafsky
olejovy tmel) obsahuji jako zaklad rostlinné vysychavé
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Obr. 4. Chemické vyuZiti rostlinnych oleju a Zivo¢isnych tuki
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Obr. 5. Vyvoj vyroby mastnych kyselin’

oleje (fermeze). Fermeze jsou vysychavé oleje (hlavné
Inény olej), které byly upraveny oxidaci vzduchem a pfi-
davkem oxopolymeracnich katalyzatorti (sikativi). Pro
vyrobu barev a lakl se vyrab&ji z mastnych kyselin konju-
gované mastné kyseliny, dimery mastnych kyselin, epoxy-
kyseliny a epoxyestery.
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Obr. 6. Vyvoj vyroby mastnych alkoholi z fosilnich a obnovi-
telnych zdroji’

Vyroba tenzidu

Triacyglyceroly a z nich vyrobené mastné kyseliny
amastné alkoholy jsou surovinou pro vyrobu tenzidd’®
(obr. 7). Z mastnych kyselin se vyrabg&ji alkylaminy
(kyselina — amonné stil — amid — nitril — alkylamin),
z primarnich alkylaminti Wallachovou-Leuckartovou reak-
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Obr. 7. Vyuziti triacylglycerolii pro vyrobu tenzidi®
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ci s formaldehydem terciarni alkyldimethylaminy. Reakci
mastnych kyselin s ethanolaminem vznikaji ethanolamidy
a reakci s diethanolaminem diethanolamidy. Ethanolamidy
a diethanolamidy se za mirngjSich reak¢nich podminek
vyrabé€ji z methylesterd mastnych kyselin. Z kokosového
oleje se reakci s 3-(dimethylamino)propylaminem a na-
slednou reakci amidu s natrium-chloracetatem vyrabi ami-
dobetain. Sulfataci mastnych alkoholt oxidem sirovym
anaslednou neutralizaci alkyl-hydrogen-sulfatu hydroxi-
dem sodnym vznikd alkyl-sulfat. Oxyethylenaci mastnych
alkohold ethylenoxidem vznika alkylpoly(ethylenglykol),
jeho sulfataci a neutralizaci se ziska alkylpoly-
(ethylenglykol)-sulfat. Acetalizaci glukosy mastnym alko-
holem vznika alkylpolyglukosid. Na vyrobu tenzidi se
spotiebuje méné nez 2 Mt triacylglycerolii ro¢né. Dalsi
udaje o tenzidech jsou uvedeny v nedédvno vyslém piehled-
ném referaté o tenzidech®.

Jednim z pokust o vyuziti fepkového methylesteru
byla jeho oxyethylenace na neionicky tenzid’™, ktery mél
byt pouzit do praskovych pracich prostredku. Jeho aplikac-
ni vlastnosti (detergence, pénivost) byly téméf srovnatelné
s vlastnostmi oxyethylenovanych mastnych alkohold, které
se v praskovych detergentech pouzivaji, ale jeho senzoric-
ké vlastnosti (barva, zadpach) byly vsak pro tento Gcel ne-
vyhovujici.

Vyroba lé¢ivych pfipravkl a kosmetickych
prostiedki

Pii vyrobé 1éCiv se pouzivaji rostlinné oleje a tuky
jako pomocné latky (excipienty) pfi zpracovani 1éCivych
latek (substanci) do formy 1éCivého pripravku, nejcastéji
do hydrofobnich masti. Kapalné oleje se pouZivaji jako
rozpoustédlo 1é¢ivych latek ve formé kapek a roztokl. Pro
vyrobu €ipkil se pouziva tzv. neutralni tuk (adeps solidus)
— triacyglycerol, jehoz acyly predev§im jsou nasycené
vy$8i mastné kyseliny.

V kosmetickych prostfedcich se pouzivaji rostlinné
oleje, v emulznich prostfedcich mandlovy olej, makadami-
ovy olej a dalsi méné bézné drazsi oleje, v olejovych kou-
pelich se pouziva olej sojovy, slunecnicovy €i ricinovy.
Z triacyglycerolii se pro kosmetické prostfedky vyrabi
velké mnozstvi estert, napf. isopropyl-myristat, isopropyl-
palmitat. Dale se z triacyglycerolii vyrabéji emulgatory,
které jsou zdkladni a nepostradatelnou surovinou pro vyro-
bu emulznich prostiedkti (mléka, krémy).

Z hlediska celkové bilance je spotfeba rostlinnych
olejii a znich vyrobenych derivati ve farmaceutickém
a kosmetickém prumyslu zanedbatelna (odhaduje se méné
nez 1 Mt za rok).

Hydrogenolyza a hydrogenace rostlinnych olejt

Znacna pozornost je vénovana studiu tepelného roz-
kladu rostlinnych oleji popt. produkti jejich chemickych
uprav napf. esterifikaci nebo hydrorafinaci.

Repkovy olej lze pievést hydrorafinaci pfi pouziti
katalyzatorti NiMo, CoMo nebo NiW (cit.'®) na smé&s uhlo-
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Obr. 8. Porovnani vytézki pyrolyznich produkti laboratorni
pyrolyzy'' (teplota 810 °C) produktii hydrorafinace fepkového
oleje (Srafované) a standardni ropné primyslové suroviny, desti-
la¢niho zbytku z hydrokrakovéni (prazdné)

vodikt, vody a oxidl uhliku. Hlavnimi produkty rozklad-
nych reakci ve velkém piebytku vodiku jsou uhlovodiky,
pfevazné n-oktadekan a n-heptadekan, které vznikaji hyd-
rodeoxygenaci (eliminaci kysliku ve formé vody), popf.
hydrodekarboxylaci (eliminace kysliku ve formé oxida
uhliku) acyl C5. Hydrorafinace probiha pfi teploté pii-
blizn¢ 300 °C a tlaku 0,77 MPa. Distribuce uhlovodiku je
nejvyznamnéji zavisla na reakénim tlaku — pfi niz§im tlaku
je hlavnim produktem n-oktadekan, pfi vySSim tlaku je
dominantnim produktem n-heptadekan. Tyto smési uhlo-
vodikll 1ze pak pomémé jednoduse pyrolyzovat podobné
jako standardni suroviny ethylenové pyrolyzy (obr. 8).

Tepelny rozklad rostlinnych oleja

Uhlovodiky lze ziskat i pfimym tepelnym rozkladem
rostlinnych oleji'>™'®. Kromé& zadané produkce 3iroké pale-
ty nizkych alkent dochazi zaroven téméet k iplné deoxyge-
naci olejii za vzniku oxidt uhliku a velmi malého mnozstvi

vytézek, hm. %

Obr. 9. Porovnani vytézki pyrolyznich produkti laboratorni
pyrolyzy (teplota 810 °C) fepkového oleje (Srafované) a destilac-
niho zbytku z hydrokrakovani (prazdng)'
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ostatnich kyslikatych produktti (napf. propanalu). Vytézky
s pyrolyzou standardni primyslové ropné suroviny, desti-
la¢niho zbytku z hydrokrakovani, uvedeny na obr. 9. Tri-
glyceroly mastnych kyselin obsazené v fepkovém oleji
obsahuji dlouhé linearni fetézce, které za podminek pyro-
lyzy velmi snadno podléhaji B-stépeni vazby C-C a posky-
tuji proto velké mmnoZstvi ethylenu a dalSich klasickych
produktt pyrolyzy, jako je napft. propylen nebo frakce Cj.
Vznik oxidu uhli¢itého je mozné vysvétlit dekarboxylaci
radikdlu RCOO® zalozenou na B-$té€peni vazby C-R za
vzniku oxidu a uhlovodikového radikalu R®. Oxid uhelnaty
miZe vznikat napiiklad zradikalu RC'O a-$tépenim"
vazby R-C.

4. Vyuziti v primyslu paliv

Soucasna roéni svétova spotieba ropy™ je 4270 Mt,
zatimco produkce rostlinnych oleji' 115 Mt (obr. 10). Na
37 kg ropy tak pfipada 1 kg rostlinného oleje. Pro totalni
nahradu ropy by bylo proto nutno zvysit vyrobu rostlin-
nych oleji cca 37x a i kdyby se veskeré pralesy vykacely
a vypalily a na jejich misté se péstovaly olejniny, neslo by
takto vysokou produkci olejii ziejmé delsi dobu udrzet
(napf. kvili narokim na spotiebu hnojiv a jejich brzkému
vy&erpani). V CR se nyni roéné spotiebuje 2,5 Mt motoro-
vého benzinu a 4,5 Mt motorové nafty, tj. celkem 7 Mt
kapalnych paliv*'. Sou¢asné se spotiebuje v CR cca 0,7 Mt
ropy jako suroviny pro vyrobu dalSich produktl
(polymery, rozpoustédla atd). Z vySe uvedenych udaju je
ziejmé, ze mezi mnozstvim tézené ropy a mnozstvim pro-
dukovanych rostlinnych oleji je takova disproporce, Ze
ropu jako zdroj pro vyrobu energie nahradit rostlinnymi
oleji nelze.

Vyroba methylesteru fepkovych kyselin bazicky kata-
lyzovanou interesterifikaci (obr. 11) fepkového oleje je
technologicky dobie zvladnuta (po&atky jejiho feseni v CR
spadaji do 80. let 20. stoleti**). V CR je v soudasnosti
k dispozici ro¢ni kapacita na vyrobu 350 kt methylesteru,
v EU je k dispozici kapacita na vyrobu 6,7 Mt methyleste-
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Obr. 10. Porovnani produkce ropy a celkového mnoZstvi rost-

linnych oleji' >’

R'co0 RICOOCH, HO
5 CH,ONa
R°COO + 3 CH;O0H T» R2COOCH; + HO
,1 mol
R’C00 R3COOCH, HO
stechiometrie (do produktu reakce neni zahrnut katalyzator)
891 96 54 895 92

Obr. 11. Vyroba methylesteru repkovych kyselin inter esterifi-
kaci methanolem

ru rocné.

Rada studii®>® se zabyva ziskdvanim bionafty
z rostlinnych oleji tepelnym rozkladem pfi teplotdch do
500 °C, obvykle za pouziti katalyzatort, napt. Al,Os, zeo-
litd a Na,CO;. Timto zplsobem jsou ziskavany prevazné
linearni alkany a 1-alkeny, aromaty, v malém mnozstvi
alkeny C,-C4, vodik, karboxylové kyseliny, aldehydy,
ketony a oxidy uhliku. Castednym tepelnym rozkladem
rostlinnych olejii dochazi ke zlepseni jejich uzitnych vlast-
nosti jako biopaliv, ale soucasn¢ se zvySuje neZadouci
kyselost, jak doklada tab. II.

Fyzikalné-chemické vlastnosti Sasteéné tepelné rozlozeného sojového a palmového oleje a motorové nafty™

Parametr Upraveny sojovy olej Upraveny palmovy olej Motorova nafta
Hustota pii 20 °C, kg m™ 844 818 820-880
Viskozita pti 40 °C, mm*s™ 3,5 2,7 2,5-5,5
Cislo kyselosti, mg KOH g™ 116 133 0
Cetanové Cislo 50,1 52,7 45,0
Viskozita pti 38 °C pied upravou, mm’s™" 32,6 40,9 -

Pozn. Cislo kyselosti je definovano jako mnozstvi KOH v mg potfebné k neutralizaci 1 g vzorku
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Tabulka III
Spotieba hnojiv ve vztahu k vynosiim fepkového semene™®

Referat

Vynos semen z 1 t ha™*

Vynos semen z 3 t ha™'

Mnozstvi prvku odvazZené z pole

Prvek Spotreba prvku Spotieba prvku pti vynosu 3 t ha™
[kg ha™] [kgha™'] [kg ha™]
N 50-60 140-200 100
P 11-15 35-50 22
K 50-58 150-220 25
S 6-10 28-35 10
Ca 28-50 110-160 11
Mg 4-7 15-22 7

5. Perspektivy vyuZiti rostlinnych oleji

Koncem 70. let 20. stoleti se za¢ala v Ceské republice
a v Evropé vyuzivat fepka pro prumyslové ucely. Mnoz-
stvi oleje vyuzivané jako palivo do dieselovych motorti
(bionafta) bylo relativné malé a zpracovavalo se v sektoru
potravinafského primyslu. Planovalo se vyuziti bionafty
jako  paliva  vzemédé€lstvi, lesnim  hospodafstvi
a v narodnich parcich. Tedy tam, kde bylo Zadouci predejit
disledkim piipadné havarie, pii které by bézna nafta zpu-
sobila té€Zko odstranitelné ekologické potiZze. Tento pro-
gram vSak nebyl realizovan.

Soucasné péstovani fepky je disledek dotacni zeme-
dslské a ekologické politiky EU a tedy i CR, ktera reguluje
a nafizuje pouziti fepkového methylesteru jako motorové-
ho paliva®’. Methylester neni jako palivo do dieselovych
motorl zcela idedlni. Pokud se nadale bude péstovat fepka
ve velkém méfitku, mél by se fepkovy olej vyuzit ekono-
micky.

Vsechny ekologické disledky masového péstovani
obnovitelnych surovin jsou t&zko predvidatelné. V Ceské
republice (a podobné v EU), kde se fepka olejna péstuje
misto jinych zemédé€lskych plodin, nebudou ekologické
disledky tak dramatické jako v tropickych oblastech.
V Ceské republice se fepka olejna péstovala v roce 2007
na 330000 ha (3300 km?), coz je 10 % viech osetych
ploch a 4,2 % celkové plochy Ceské republiky. Sklidilo se
1050 kt fepkového semene (3,2tha™), zn&hoz se ziska
cca 420 kt fepkového oleje. Existuje maximalni mez, kolik
procent orné pudy je mozno dlouhodobé osivat fepkou.
Repka jako zem&délska plodina méa specifické naroky.
V tabulce III jsou pro ilustraci uvedena mnozstvi jednotli-
vych prvkil v hnojivech®, ktera jsou tieba k zajisténi uve-
denych vynosl a rovnéz je uvedeno mnozstvi téchto prv-
ki, ktera se z pole odvezou. Je vidét, Ze pro intenzivni
pestovani fepky je tfeba intenzivné hnojit. Je raciondlni
spotfebovavat tyto prvky v podobé mineralnich hnojiv,
zejména pak P, K, S a Mg pro tyto tcely? Nevycerpaji se
jejich loziska dfive nez ropa? Nemély by byt tyto prvky
spiSe pouZity jako hnojiva pro vyrobu potravin?

Uplna energeticka bilance vyroby biopaliv z oleje je
kladnd. Energie, spotfebované na jejich vyrobu je nizsi nez
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energie, kterou lze ziskat jejich spalenim. Souhrnna bilan-
ce emisi sklenikovych plynti vSak tak pfiznivéa neni, pies-
toze pravé ony jsou hlavnim divodem prosazovani biopa-
liv. VySe uvedena spotfeba mineralnich hnojiv je spojena
s produkei oxidd dusiku. Potencial tohoto plynu pfispivat
ke sklenikovému efektu je pritom asi 300x veétsi nez
u oxidu uhli¢itého®. Proto je v koneéném disledku efekt
pouziti methylesteru fepkového oleje srovnatelny
s klasickymi palivy.

6. Zavér

Vyuziti rostlinnych oleji v pramyslu paliv v podobé
methylesterd mastnych kyselin ma své technické i ekono-
mické nevyhody. Odstranéni technickych nevyhod elimi-
naci karboxylové funkce hydrogenolyzou nebo dekarboxy-
laci vSak vede kdalsimu zdrazeni  produktu.
V petrochemickém primyslu vyrabéjicim produkty s vyssi
pridanou hodnotou miize byt proto vyuziti oleji ekonomic-
ky schidnéjsi. Termickym rozkladem rostlinnych olejt,
pfipadné produktu jejich reesterifikace nebo dokonce de-
karboxylace, lze ziskat bézné petrochemické produkty,
které je mozné hladce zaclenit do navazujiciho fetézce
petrochemickych vyrob.

Rostlinné oleje by mély byt pouzity tam, kde je jejich
pouziti nejefektivnéjSi — v potravinaistvi a v odvétvich
chemického primyslu, kterda vyuzivaji mastné kyseliny,
glycerol a jejich derivaty, jako napf. pti vyrobé tenzidi
nebo ve farmaceutickém primyslu. Ur€ity surovinovy
potencial 1ze pro technické tcely spatfovat pouze ve vyu-
ziti odpadnich olejl a hlavné ZivociSnych tukii.

Tato prace byla vytvorena za podpory grantii: MSMT
6046137305 / 2005, GA CR 104/08/1288.
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¢enin, FLT, nukleofilni substituce

Uvod

3’-Deoxy-3’-['"*F]fluorthymidin (3’-["*F]FLT) pied-
stavuje mezi radiofarmaky pro pozitronovou emisni tomo-
grafii (PET) uc¢innou latku pro selektivni zobrazeni rychle
rostouci tkané. Divodem je zabudovani tohoto fluorované-
ho nukleosidu do nové vznikajici DNA v rychle rostouci
nadorové tkani. Zadrz v bunikach a efektivni polocas 3°-
["*F]FLT jsou dostatecné k zobrazeni akumulace ucinné
latky v nadorové tkani anasledné k stanoveni rychlosti
bunécného déleni.

Pti navrhu syntézy U¢inné latky pro PET radiofar-
maka je nutno vychazet z nasledujicich pozadavku:
prekurzor G¢inné latky musi byt dobfe syntetizovatel-
ny v pozadovaném mnozstvi (miligramy) a ve farma-
ceutické kvalité obecné popsané 1ékopisem (napf.
s definovanym obsahem rozpoustédel),
vysoky vytézek syntézy ucinné latky k piipravé ko-
necného radiofarmaka pro realn¢ aplikovatelné mnoz-
stvi, kdy je nutné G¢innost syntézy korigovat na fyzi-
kalni rozpad radioisotopu '*F (109 min),
kontrola kvality kone¢ného radiofarmaka, ktera zahr-
nuje stanoveni radionuklidové, radiochemické a che-
mické Cistoty, osmolality a apyrogenity, musi byt
¢asov¢ zvladnutelna fadové v desitkach minut,
definitivni postup ptipravy a kontroly kvality musi
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vyhovovat velmi pfisnym podminkdm spravné vyrob-
ni praxe (SVP).

7 wr

Experimentalni ¢ast
Reagencie

Voda obohacend isotopem kysliku ['*OJH,0 — obsah
min. 97 % (Rotem, Israel); 1-(2’-deoxy-3’-O-(4-nitro-
benzen-1-sulfonyl)-5’-0-(4,4’-dimethoxytrityl)-B-D-threo-
penta-furanosyl)-3-(terc-butyloxykarbonyl)thymin — min.
95 % (ABX, Némecko); 1-(2’-deoxy-3’-O-(4-nitrobenzen-
-1-sulfonyl)-5’-0-(4,4’-dimethoxytrityl)-B-D-threo-
pentafuranosyl)thymin — min. 95 % (ABX, Némecko);
2,3’-anhydro-5’-O-benzoylthymidin — min. 95 % (ABX,
Némecko); acetonitril pro syntézu DNA — min. 99,8 %,
obsah vody max. 0,03 % (Merck, Némecko); dimethylsul-
foxid bezvody SeccoSolv (max. 0,05 % vody) (Merck,
Neémecko); ethanol LichroSolv — min. 99,9 % (Merck,
Némecko); 3’-deoxy-3’-fluorthymidin (referenc¢ni stan-
dard) — min. 95 % (ABX, Némecko); Kryptofix 222 pro
syntézu — min. 99 % (Merck, Némecko); uhli¢itan drasel-
ny p.a. — min. 99 % (Merck, Némecko); hydrogenfosforec-
nan sodny, odpovidd Evropskému 1ékopisu (PhEur),
(Fluka, Svycarsko); hydroxid sodny, PhEur (Merck, Né&-
mecko); kyselina chlorovodikova, 1 mol I'', Ph Eur
(Sigma-Aldrich, Svycarsko); Ardeaelytosol konc. natrium-
chlorid 5,85 %, PhEur (Ardeapharma, CR); sterilizovana
voda na injekci, PhEur (Phoenix, CR).

Pristroje

Ozarovani

Ptiprava vychoziho nuklidu '*F byla provedena za
nasledujicich podminek ozafovani: cyklotron U-120M
s ozafovacim ter¢em vyrobenym z niobu o objemu 3,6 ml
(IBA, Belgie). Podminky ozafovani: terovy material —
3,3 ml [ISO]HZO, max. proud castic H 35 pA, energie
17 MeV, rychlost produkce cca 1-2 GBg/min/25 pA.

Syntéza a separace

Syntéza uginné latky 3°-['*F]FLT byla provadéna na
syntéznim modulu TRACERIab Mx FDG (General Elect-
ric Medical Systems, Svédsko) s Fidicim po¢itaéem a mo-
difikovanym softwarem, ktery byl ptipraven pro jednotlivé
stupné syntézy.

Separace G&inné latky 3°-["*F]JFLT z reakéni smési
byla provedena semipreparativni chromatografii na pfistro-
ji slozeném z binarni gradientové pumpy P680P HPG
(Dionex Softron, Némecko), davkovaciho ventilu
EV700-100-SU (Supelco, USA) se smyckou 20 ml , kolo-
ny Polaris 5 p C18-A, 250x10 mm s pfedkolonou Polaris
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5 n C18-A, 50x10 mm (Varian, USA), UV detektoru UVD
170U (Dionex Softron, Némecko), radiodetektoru
LB6500-3 (Berthold Technologies, Némecko) a automa-
ticky ovlddaného solenoidového ventilu 225T031
(NResearch Europe, Svycarsko) pro separaci zadané frak-
ce. Mobilni fize méla sloZeni ethanol:voda na injekci
7,5:92,5.

Kontrola kvality

Zbytkova rozpoustédla byla stanovena na plynovém
chromatografu STAR 3400CX (Varian, USA) s kolonou
Varian VA-1 a plamenovym ioniza¢nim detektorem za
téchto podminek: teplotni gradient kolony 40-80 °C, nos-
ny plyn dusik, nastiik 1 pl metodou ,,split®, teplota injek-
toru 260 °C, teplota detektoru 300 °C.

Chemickd a radiochemicka Cistota byla stanovena
kapalinovou chromatografii na pfistroji s binarni gradien-
tovou pumpou Beckman 127 NM (Beckman Instruments,
USA), ruénim davkovacim ventilem s20 pl smyckou
(Rheodyne, USA), UV detektorem UVIS 200 (Linear In-
struments, USA) a radiodetektorem GABI (Raytest, N¢-
mecko). Pouzitd mobilni faze méla slozeni ethanol: voda
10:90.

Stanoveni radioaktivity bylo provedeno ionizacni
komorou Atomlab 300 (Biodex, USA).

Pro stanoveni bakteridlnich endotoxini byl pouzit
inkubacni turbidimetr LAL 5000 (Asocciates of Cape Cod,
USA).

Stanoveni osmolality bylo uskute¢néno na osmometru
Micro-osmometer 210 (Fiske, USA).

Meéteni pH bylo provedeno pH-metrem pHS538
(WTW, Némecko) se sklenénou kombinovanou mikro-
elektrodou Biotrode (Hamilton, USA).

Vysledky a diskuse

Syntéza ucinné latky a formulace
konec¢ného pripravku

Pro piipravu 3’-['"®FJFLT byla pouzita nukleofilni
substituce vhodné funkéni skupiny prekurzoru radioaktiv-
nim nuklidem "*F za katalyzy Kryptofixem 222. Koneé-
nym vysledkem byl sterilni apyrogenni izotonicky roztok
radiofarmaka vhodny pro intravendzni aplikaci v humanni
medicing.

Cely vyvoj syntézy ucinné latky a 1écivého ptipravku
3 [lgF]FLT injekce, zahrnoval:

separaci '"F~  z terdového materialu

bazickém anexu v uhli¢itanovém cyklu,
— eluci ['*F]F" do reakéni nadobky elu¢nim roztokem

(22 mg Kryptofixu 222, 7 mg uhli¢itanu draselného,

0,3 ml acetonitrilu, 0,3 ml vody),

— odvodnéni fluora¢niho ¢inidla azeotropickou destilaci

s acetonitrilem (3x0,2 ml),

— znaceni prekurzoru radionuklidem,
—  kyselou nebo alkalickou hydrolyzu (podle pouzitého

na polarnim

Laboratorni pfistroje a postupy

prekurzoru),

— neutralizaci reakéni smési alkalickym fosfatovym
pufrem nebo kyselym acetatovym pufrem,

—  zachyceni nezreagovaného ['*F]F” na oxidu hlinitém
a transport reakéniho produktu do smycky davkovaci-
ho ventilu semipreparativniho chromatografu.

Dalsimi kroky pfipravy radiofarmaceutického pfi-
pravku bylo odstranéni ethanolu z frakce 3’-['*F]FLT,
izotonizace a sterilizace kone¢ného ptipravku, coz predsta-
vovalo:

— odpafeni ethanolu destilaci za snizeného tlaku
v proudu sterilniho dusiku,

— izotonizace koncentrovanym roztokem NacCl,

— sterilizace sterilizujicim filtrem.

Timto postupem bylo ziskano 6—-9 GBq ptipravku
3°-["SF]FLT (korigovana u&innost znaceni 26,0 % (23,6 az
29,3 %), pocet provedenych syntéz 14). Ptipravena aktivi-
ta pfipravku umoziuje vysetfeni cca 7—11 pacientu.

Volba prekurzoru a optimalizace
podminek znaceni

Testovany byly tfi prekurzory, poskytujici dle litera-
tury nejvyssi vytézky znaceni (obr. 1):

a) 1-(2’-deoxy-3’-O-(4-nitrobenzen-1-sulfonyl)-5’-O-
-(4,4’-dimethoxytrityl)-p-D-threo-penta-furanosyl)-3-
-(telrc-butyloxykarbonyl)thymin (zkracené Boc-FLT,
Ia) b

b) 1-(2’-deoxy-3’-O-(4-nitrobenzen-1-sulfonyl)-5’-O-
-(4,4’-dimethoxytrityl)-B-D-threo-pentafuranosyl)
thymin (Non-Boc-FLT, 16)>,

¢) 2,3’-anhydro-5’-O-benzoylthymidin (BATH, II)*.

Z rozpoustédel byly dle literatury'” pouZity: acetoni-
tril (MeCN), dimethylsulfoxid (DMSO), dimethylform-
amid (DMF) a 1,2-dichlorbenzen (DCB).

Jednim z cilt studia syntézy bylo nahradit acetonitril,

Vv v

ktery se pfi teplotach béZné pouzivanych pro znaceni deri-

(0]
\ﬁkN,R
O O%O N/go

(N

S0,
/O >:<
o

NO, (e} N)i/

la R = (CH3);C-OCO- 0 O/kN

Obr. 1. Strukturni vzorce prekurzori pouzitych pro syntézu
3-[*FIFLT
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Tabulka I

Laboratorni pfistroje a postupy

Vytézky zkuSebnich syntéz 3 ["F]FLT s pouzitim prekurzoru Non-Boc-FLT v roztoku MeCN

Oznaceni syntézy Navazka prekurzoru

Teplota znaceni

Doba znaceni Vytézek znaceni

[mg] [°C] [min] [%]
4 aktivni ® 30 130 5 18
5 neaktivni ° 18 85 4 0
6 neaktivni ® 24 110 5 3
7 neaktivni ° 24 120 10 25
8 neaktivni ° 23 120 10 18
9 neaktivni ° 24 120 10 34
10 neaktivni ® 24 120 10 16
11 aktivni ® 30 120 10 3
12 aktivni ® 30 160 10 22
16 neaktivni ® 12 130 10 5
18 neaktivni ° 25 130 10 25
19 aktivni ® 25 130 10 15
20 aktivni ® 25 130 10 22
24 aktivni ® 25 150 10 29

* Pro syntézu pouzit neradioaktivni '’F~, ® syntéza s radioaktivnim "*F~

Tabulka II

Vytézky zkusebnich syntéz 3°-['*F]FLT s pouzitim prekurzoru Boc-FLT v roztoku MeCN

Oznaceni syntézy Navazka prekurzoru

Teplota znaceni

Doba znaceni Vytézek znaceni

[mg] [°C] [min] [%]
21 aktivni® 25 130 10 50
22 aktivni® 25 110 10 51
23 aktivni® 25 150 10 44
25 aktivni® 25 130 10 58
26 neaktivni® 25 130 10 52

* Pro syntézu pouzit neradioaktivni '’F~, ® syntéza s radioaktivnim "*F~

vati thymidinu aniontem "F~ nukleofilni substituci (130
az 180 °C), velice rychle odpafuje a strhava sebou cast
nuklidu "*F. Tim se sniZuje radiochemické u&innost synté-
zy a vytézek 3°-['*F]FLT.

Souhrn vysledkd provedenych zkuSebnich syntéz
s jednotlivymi prekurzory je uveden v tabulkach I a II.

Z tabulek je patrné, Ze podstatné vyssi vytézky synté-
zy poskytuje prekurzor Boc-FLT. V dalsi tabulce III jsou
uvedeny vysledky syntézy 3°-["*F]FLT s roztoky prekurzo-
ra v DMSO a MeCN za stejnych podminek syntézy.

Vytézek syntézy 3’-["*F]JFLT je také zavisly na na-
vazce pouzitého prekurzoru a reakéni teploté syntézy.
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Z uvedenych vysledkd vyplyva, ze dimethylsulfoxid je
vhodnéj$im rozpoustédlem pii vysoké teploté znaceni
(160 °C) (poskytuje ponekud vyssi vytézky), jeho pouziti
je ale limitovdno nizkou odolnosti materidlu kazety
(polysulfon).

V ramei studia syntézy 3’-["*F]FLT byla provedena
také kone&na bilance aktivity '*F v jednotlivych reak&nich
stupnich syntézy v zavislosti na teploté znaceni prekurzoru
Boc-FLT. Vysledky jsou patrné z obr. 2 a 3.

Z té&chto grafli jednoznacné vyplyva, ze se zvySenim
teploty znadeni se snizil podil nezreagovaného ['°F]
fluoridu (zachyceného na alumin€) a zvysil se vytézek
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Tabulka III

Laboratorni pfistroje a postupy

Porovnani ucinnosti znaceni v acetonitrilu a DMSO pro vSechny prekurzory

Prekurzor Znaceni Hydrolyza Hlavni podily aktivity (%, korekce na rozpad)
roz- objem teplota navazka cinidlo teplota produkt kolona reaktor alumina odpad ztrata
pous- rozp. [°C] prek. [°C] QMA HPLC
tédlo [ml] [mg]

Boc-FLT DMSO 0,8 130 20 TFA 50 19 1 4 26 32 18

Boc-FLT DMSO 0,8 130 20 HCI 50 24 2 5 30 28 11

Boc-FLT DMSO 0,8 160 20 TFA 100 26 1 8 15 36 14

Boc-FLT DMSO 0,8 160 20 HCI 100 34 1 7 13 24 21

Non-Boc-FLT MeCN 2,0 130 12 TFA 50 10 2 6 42 25 15

Non-Boc-FLT MeCN 2,0 130 12 HCl 50 14 2 8 39 22 15

Non-Boc-FLT MeCN 53 160 12 TFA 100 18 1 10 17 31 23

Non-Boc-FLT MeCN 53 160 12 HCl 100 21 1 12 19 29 18

Non-Boc-FLT DMSO 0,8 130 12 TFA 50 15 2 5 34 27 17

Non-Boc-FLT DMSO 0,8 130 12 HCI 50 17 1 4 30 24 24

Non-Boc-FLT DMSO 0,8 160 12 TFA 100 24 1 7 19 33 16

Non-Boc-FLT DMSO 0,8 160 12 HCl 100 26 2 8 16 32 16

BATH MeCN 2,0 130 12 NaOH 80 14 2 3 37 22 22

BATH MeCN 53 160 12 NaOH 80 22 1 9 15 19 34

BATH DMSO 0,8 160 12 NaOH 80 28 1 8 13 17 33

BATH DMSO 0,8 160 12 NaOH 80 31 2 12 14 16 25

Hydrolyticka ¢inidla: HCl1 = 1 ml 1 M HCI; TFA = 0,806 ml 1 M HCl1 + 0,194 ml konc. kyseliny trifluoroctové, NaOH =

0,25 M NaOH

Obr. 2. Bilance aktivity: znaceni prekurzoru Boc-FLT pii 130 °C,
10 min, hydrolyza 1 M HCI, 100 °C, 5 min

odpad HPLC
8%

odpad 7 kazety
1%

alumina
10%

Obr. 3. Bilance aktivity: znaceni prekurzoru Boc-FLT pfil60 °C,
10 min, hydrolyza 1 M HCI, 100 °C, 5 min
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produktu. Zaroveii se ale zvysil i podil "*F v odpadu ze
syntézniho modulu, coz je dusledkem zvySené teploty,
proto 1ze teplotu 160 °C povazovat za optimum. Obdobny
trend lze sledovat u obou dalsich prekurzorg.

Konetné schéma syntézy 3’-["F]JFLT je patrné
z nasledujiciho obr. 4.

Zavér

Piiprava 3’-["*FJFLT byla studovana s pouzitim ti
prekurzorl, nejvysSich vytézkli syntézy bylo dosaZeno
s pouzitim prekurzoru Boc-FLT. Studovan byl vliv dvou
rozpoustédel na vytézek znaceni tii prekurzor. Ve vSech
tiech pripadech je ponékud vyssiho vytézku dosazeno pfi
pouziti dimethylsulfoxidu. Dosazeny celkovy vytézek
syntézy je vys§i nez ve vétSiné publikaci jinych autori
(05az 15 %), Ptiprava 3 -["F]FLT v pozadované
radiochemické a chemické Cdcistot¢ vyzaduje precisténi
s pouzitim HPLC. Cely proces syntézy byl dale optimali-
zovan. Syntézy byly provedeny na pavodné jednoucelo-
vém syntéznim modulu, pro ktery byl pfipraven piislusny
software.

Parametry pfipraveného 3°-["*F]FLT odpovidaji piis-
nym pozadavkim Spravné vyrobni praxe kladenym na
radiofarmaceutické ptipravky tak, aby i obsah zbytkového
rozpoustédla vyhovél pozadavku ceského a evropského
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18F-, Kryptofix 222, K,CO4
MeCN, 160 °C, 10 min

o)
o LT
e

18F
/O
1M HCI
100 °C, 5 min
(0]
NH
HO | /g

Obr. 4. Schéma syntézy 3’-["*F|FLT

lékopisu. Navrzeny postup syntézy umoZiiuje piipravit
radiofarmakum o dostatecné aktivité pouzitelné pro klinic-
kou aplikaci u n€kolika pacienti.

Autori dékuji  Interni grantové agenture Ministerstva
zdravotnictvi  Ceské  republiky za podporu  projektu
NL/7688-3.
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Uvod

Revmatoidni artritida je Casté systémové autoimunitni
onemocnéni s frekvenci v populaci 1,0-2,0 %. Jde o chro-
nicky zanét kloubni vystelky (synovie), ktery vede k pro-
gresivni destrukei kloubd, a tim ke snizeni lokalni hybnosti
a kvality Zivota jedince. Pfi tomto procesu se do séra uvol-
nuje cyklicky peptid s vysokym obsahem argininovych
zbytku, které jsou nasledn€ pomoci enzymu peptidylargi-
nindeaminasy (PAD) pfeménény na citrulin. Nésledné
vznikaji protilatky specifické proti epitopim obsahujici
tento citrulin, a proto mluvime o protilatkach proti cyklic-
kému citrulinovanému peptidu (anti-CCP)' . Druh4 gene-
race testll méficich specificky anti-CCP2 se jevi jako slib-
ny marker revmatoidni artritidy s diagnostickou senzitivou
pramérné 68 % a diagnostickou specifitou 95 %. Na rozdil
od bézné uzivaného revmatoidniho faktoru poskytuje vy-
sledky s vyS8i diagnostickou specifitou pfi stejné ¢i vySsi
diagnostické senzitivit¢ (vysvétleni viz metodologie —
statisticka anal}'lza)2 . Pritomnost anti-CCP protilatek je
také prognostickym markerem vzniku revmatoidni artriti-
dy?, & jako predikator vice agresivniho prib&hu choroby”.

Autofi predstavuji analytické vlastnosti a klinické
zhodnoceni nové automatizované metody na stanoveni
anti-CCP protilatek, ktera provadi méfeni po jednotlivych
pacientskych vzorcich a umoznuje ziskat vysledek za 20
az 30 minut.
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Metodika

Opakovatelnost stanoveni

Opakovatelnost stanoveni metody vyjadfuje miru
variability testovanych vzorkl. Byl testovan pozitivni
kontrolni vzorek dodany vyrobcem a pozitivni pacient,
vysledné hodnoty variability byly vyjadfeny jako pru-
mérné hodnoty, SD a CV%. Mira variability byla testo-
vana v ramci jedné vyrobni $arze po dobu 5 dnti, kazdy
den byla provedena dvé stanoveni anti-CCP s prodlevou
2 hodin mezi stanovenimi, a to u pozitivni kontroly ze
soupravy a pozitivniho vzorku pacienta (celkem
20 stanoveni jednoho vzorku). Stanoveni byla provadéna
vzdy v duplikatu. Kazdy den se vzdy pouzivala Cerstva
kontrola a samostatn¢ rozmrazeny alikvot vzorku pozitiv-
niho pacienta.

Mez detekce

Mez detekce byla vypoctena jako koncentrace
z primérné hodnoty slepého pokusu + 2 smérodatné od-
chylky (SD). Stanoveni byla opakovana 10x pro standard
AOUmMI™") a2x pro standard B (5 U ml™"). Tato proce-
dura byla provedena celkem 4x a u kazdé série byla na-
sledné vyhodnocena mez detekce (primér + 2SD) a CV%.
Vysledné hodnoty meze detekce jsou dany primérem
téchto ¢tyf méteni.

Kontrolni soubor (kontroly)

K uréeni referencni meze anti-CCP protilatek byly
pouzity vzorky sér od 105 darct krve (51 Zen a 54 muzi),
ktefi méli negativni rodinnou i osobni anamnézu revmato-
idniho onemocnéni ¢i jiného autoimunitniho onemocnéni
(systémovy lupus erytematodes tyreoiditida, coeliakie,
diabetes mellitus I. typu). U této skupiny byl testovan vliv
pohlavi a véku na hodnoty anti-CCP.

Soubor pacientt

Ve srovnani se skupinou zdravych jedincl jsme pro-
vedli zhodnoceni pacientli s jiz prokazanou revmatoidni
artritidou, ktefi spliiovali diagnosticka kritéria dle Ameri-
can College of Rheumathology® (skupina oznadena jako
»RA“ — celkem 95 vzorku sér), u téchto vzorkd jsme
vyhodnotili diagnostickou senzitivitu a specifitu pomoci
operacni charakteristiky modelu (Receiver Operating Cha-
racteristics plot — ROC kfivka). Déle jsme vysetfili sérové
vzorky skupiny nemocnych se systémovymi onemocnéni-
mi pojiva ¢i kloubti (skupina ,,NONRA®, ktera zahrnovala
pacienty s diagnozami: systémovy lupus erytematodes,
spondylartritidy, lumbalgie, M. Bechtérev, osteooartroza,
postinfekéni artritidy apod. — celkem 71 sérovych vzork).
Procentudlni zastoupeni jednotlivych chorob je sumarizo-
vano vtab.I. Mezi soubory jsme analyzovali rozdily
distribuci hodnot anti-CCP.
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Tabulka I
Procentuelni zastoupeni diagnéz ve skupiné pacientl
NONRA?

Klinicka diagnoza Pocet  Vyskyt [%]
Systémovy lupus erytematodes 11 15,4
Casové omezend artritida 3 42
Spondylartritida 14 19,7
Chronické artralgie 7 9,9
Reaktivni artritida 4 5,6
Polymyalgia reuvmatica 2 2,8
Osteoartroza 12 16,9
Dnava artritida 2 2,8
Lumbalgie 3 4,2
Ostatni 13 18,4

* NONRA - pacienti s diagnozou systémového onemocné-
ni pojiva ¢i kloubt, pii téchto onemocnénich se mohou
vyskytnout i protilatky proti CCP (anti-CCP)

Klinickd senzitiva metody je definovana jako %
spravné pozitivnich nalezi  ze skupiny  pacienti
s ovefenou diagnozou revmatoidni artritidy. Specifita je
naopak % spravné negativnich vysledkt ze skupiny kont-
roly. Referenéni mez (cut off) byla definovana jako hod-
nota 95.a99. kvantilu hodnot anti-CCP ve skupin¢ kont-
roly.

Metodika stanoveni

Vzorky séra byly ziskany centrifugaci pti 10 000 g po
dobu 10 min a zamrazeny pfi 20 °C do doby analyzy, a to
ne déle nez 6 mésict od odbéru krve.

Hodnoty anti-CCP2 byly stanoveny na analyzatoru
AxSYM v souladu s instrukcemi pfistroje, vyrobce metody
ABBOTT Laboratories, USA, ktera byla vyvinuta
v kooperaci s Axis-Shield Diagnostics. Metoda AxSYM®
Xtra Anti-CCP je nekompetitivni enzymova imunoanalyza
na mikroc¢asticich (Microparticle Enzyme Immunoassay:
MEIA) ke kvantitativnimu stanoveni protilatek IgG tridy
specifickych k cyklickému citrulinovanému peptidu (CCP)
v lidském séru a plazmé. VySe signalu je pfimo umérna
koncentraci anti-CCP protilatek pifitomnych v séru c¢i
plazmé. Prvni nenulovy kalibrator (kalibrator B) ma hod-
notu 5 U ml™", coZ je také doporucend referenéni mez vy-
robcem.

Statistickéa analyza

Byla provedena s uzitim software CRAN 2.4.0 a Sta-
tistica 98 Edition.

Pro métené parametry v celém souboru a v jednotli-
vych skupindch a podskupinich byly pocitany zakladni
statistické udaje jako primér, smérodatna odchylka, roz-
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ptyl, median, mezikvartilové rozpéti, minimum, maximum
a vybrané kvantily. Vybrané statistické tdaje byly téz
zpracovany graficky do tzv. Box & Whisker plot diagramt
a diagramu rozptylu hodnot. Na porovnani distribuci jed-
notlivych parametr v riznych skupinach a podskupinach,
vzhledem k distribucim téchto proménnych, byl pouzit
neparametricky Medianovy test a to dvouvybérova varian-
ta. Pro zjiSténi zavislosti zkoumanych znakl, vzhledem
k negaussovskému rozdéleni téchto proménnych, byl pou-
zit Spearmantiv koeficient korelace. Pomoci urceni dia-
gnostickych specifit a diagnostickych senzitivit dané me-
tody jsme stanovovali rozhodovaci meze (cut off) mezi
skupinami a podskupinami pro danou metodu a tyto vy-
sledky byly graficky zpracovany v operacni charakteristice
modelu (ROC kiivka), ktera popisuje diskriminaéni
schopnost testu, vztah mezi diagnostickou senzitivitou
a nespecifitou.

Plocha pod kiivkou (Area under the curve — AUC)
vztazena k maximu, tj. 1,000, uddva miru diagnostické
kvality testu.

Diagnosticka senzitivita je definovana jako % sprav-
né pozitivnich vysledkd ze vSech vysledkii skupiny paci-
entll majicich hledanou chorobu ( RA).

Diagnosticka specifita je definovana jako % spravné
negativnich vysledkd ze vSech vysledkt skupiny pacientd
nemajici chorobu (kontroly)® .

Vysledky

Opakovatelnost stanoveni v ramci

vyrobni Sarze

jedné

V nasledujici tabulce II jsou sumarizovany vysledky
testovani opakovatelnosti stanoveni dle protokolu popsa-
ném v metodice.

Jak kontrola dodana vyrobcem, tak pozitivni pacient-
sky vzorek vykazuji velmi dobrou ,, day-to-day* opakova-
telnost, a to s primérnym CV 5,0 % (pozitivni kontrolni
vzorek vyrobee) a 5,3 % (pozitivni vzorek pacienta).

Tabulka IT
Opakovatelnost stanoveni v rdmci jedné vyrobni Sarze

Opakovatelnost méteni

poet méfeni  pozitivni pozitivni
kontrola pacient®
soupravy® [Uml™]
[Uml™]
Pramér 20 23,5 68,4
SD 1.3 1,3 3.4
CV % 53 53 5,0

* Pozitivni kontrola soupravy dodana vyrobcem — uméla
matrice vzorku, °pozitivni pacient — pfirozend matrice
(sérum)
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Mez detekce

Mez detekce byla stanovena podle protokolu uvede-
ného v metodice. Tabulka III sumarizuje vysledky Ctyf
nezavislych méfeni. Zjisténad primérna mez detekce Ci-
ni 0,84 Uml™".

Stanoveni referenénich mezi

Ke stanoveni referen¢nich mezi pro zdravou populaci
bylo wuzito 105vzorki od darci krve (kontroly)
z Transfizniho odd¢leni Klatovské nemocnice a.s., ktefi
méli negativni rodinnou i osobni anamnézu ve smyslu
revmatoidni artritidy, systémovych autoimunitnich one-
mocnéni (systémovy lupus erytematodes, tyreoiditida,
coeliakie, diabetes mellitus I. typu). Zakladni statisticky
popis je sumarizovan v tab. IV.

Ve vySetteném souboru jsme nenalezli rozdil
v hodnotach ~ anti-CCP  protilatek  dle  pohlavi
(neparametricky ANOVA test) ani dle véku (Spearman
rank correlation).

Rozhodovaci mez ma pii 95% kvantilu hodnotu
2,0 Uml™" a pti 99% kvantilu hodnotu 3,4 U ml™" (obr. 1).

Soubor pacientu

Zakladni statisticky popis vSech porovnavanych sku-
pin (RA — revmatoidni artritida, NONRA — smiSend one-
mocnéni pojiva, artritidy, lumbalgie atd. a Kontroly — sku-
pina zdravych darci krve, viz vyse) je shrnuta v tab. V.

Tabulka IIT
Mez detekce
Primémy SD %CV Mez
signal detekce
[Uml™]
Mereni 1
Kalibrator A 14,94 4,21 28,2 1,04
Kalibrator B 55,4 0,13 0,2 1,04
Mereni 2
Kalibrator A 12,43 3,81 30,6 0,92
Kalibrator B 53,6 2,35 4.4 0,92
Mereni 3
Kalibrator A 14,24 2,99 21,0 0,75
Kalibrator B 54,15 0,45 0,8 0,75
Mereni 4
Kalibrator A 14,5 2,85 19,6 0,66
Kalibrator B 55,717 6,7 11,6 0,66

Pozn.: Tabulka III udava variabilitu stanoveni prvnich
dvou kalibratori a odeétenou mez detekce z kalibra¢ni
kiivky

Laboratorni pfistroje a postupy
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Obr. 1. Diagram rozptylu distribuce hodnot anti-CCP u sku-
piny kontroly; jsou vymezeny 95.a 99. kvantily hodnot

Nejvyssich vysledki anti-CCP dosahuje skupina RA.
Mezi vSemi skupinami existuji statisticky vyznamné rozdi-
ly v distribucich hodnot anti-CCP protilatek s P < 0,0001
(medidnovy neparametricky test), (viz obr. 2) v logarit-
mickém rozloZeni osy Y.

Ke zhodnoceni klinické vypovédni hodnoty testu byla
provedena analyza pomoci ROC kiivky. Jako kontrolni
skupina byla uzita skupina darcti krve (kontroly). Na ose X
je vynesena diagnostickd nespecifita (1-Specifita) a na ose
Y se nalézaji ptislusné hodnoty diagnostické senzitivity
(obr. 3).

Hodnota AUC odectena z ROC ktivky pro anti-CCP
je 0,926, coz svéd¢i o velmi dobré klinické vypovédni
hodnoté. Z nasi sestavy mélo 8 pacientti diagnoézu Casné
revmatoidni artritidy (tj. do 3 let trvani pfiznaku), ale pou-
ze 2 z nich méli hodnotu vy3§i nez 2,0 Uml™', ale nepie-
krogili hodnotu 3,4 U ml™" (99. percentil referenéni skupi-
ny).

V tabulce VI jsou shrnuty rozhodovaci meze a senzi-
tivity pfi rdzné hladiné specifity mezi skupinou pacient
s revmatoidni artritidou (RA) a kontrolni (kontroly).

1000,0

100,0

2 E
x 3 10,0 o
O o
= o
g
©
110 L
0,1
kontroly NONRA RA

Obr. 2. Krabicové diagramy distribuci anti-CCP hodnot dle
sledovanych skupin; logaritmicky znarodnéné box ploty media-
nu, 25. a 75. kvantilu a minimalni a maximalni naméfené hodnoty
v jednotlivych skupinach. Rozdily mezi skupinami jsou statistic-
ky vyznamné s P < 0,0001 (neparametricky medianovy test);

Imax min, 1 75 % 25 %, o median
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Tabulka IV
Zakladni statisticky popis skupiny kontroly dle pohlavi

Pocet Primér SD Median Minimum Maximum
Muzi  anti-CCP, U ml™ 54 0,64 0,52 0,5 0,2 2,6
Muzi  vék, roky 54 41,4 11,5 42,5 24 62
Zeny  anti-CCP, U ml™ 51 0,74 0,74 0,4 0,1 3,9
Zeny  v&k, roky 51 40,9 11,5 41 19 64
Tabulka V
Statisticky popis sledovanych skupin pacient
Skupina Anti-CCP [Uml™]
pacientil pocet pramér SD median minimum maximum
RA 95 66,67 85,2 8,6 0,3 200,0
NONRA 71 3,75 11,2 0,5 1,5 84,8
Kontroly 105 0,69 0,64 0,4 0,1 3,9

Pozn.: Primérné hodnoty, median, SD, %CV, minimalni a maximalni hodnoty anti-CCP zjisténé v jednotlivych skupinach
sledovanych pacienti RA (revmatoidni artritida), NONRA (systémové onemocnéni pojiva ¢i kloubtl) a kontrolni skupiné

(kontroly)

Pfi nejnizsi rozhodovaci mezi jsme dosahli uspokoji-
vé diagnostické senzitivity 71 % pfi diagnostické specifite
95 % . P¥i hodnoté referenéni meze 5,0 U ml™' doporugené
vyrobcem je dosaZeno vyznamné nizsi diagnostické senzi-
tivity 53 %, ale 100% diagnostické specifity.

Tabulka VII naopak ukazuje procento pozitivnich vy-
sledkit nad rozhodovaci mez ve skupiné se systémovymi
onemocnénimi pojiva a kloubti (NONRA). Pfi nejnizsi rozho-
dovaci mezi je tato pozitivita 34 %, pii rozhodovaci mezi
50Uml™" 4,2% (pouze 3 pacienti). Jednalo se o pacienty
s diagnozami systémova vaskulitida (anti-CCP = 40,9 U ml™),

spondylartritida (anti-CCP = 24,4 U ml™") a osteoartréza
(anti-CCP = 84,8 Uml™"). U posledné jmenované diagno-
zy s hodnotou anti-CCP 84,8 U ml™" dolo k naslednému
preklasifikovani diagnézy a to na revmatoidni artritidu
a také k Gprave 1écby, tim pak klesa procento falesné pozi-
tivity na 2,9 %.

Podrobnéji  jsme proto analyzovali  pacienty
s hodnotami anti-CCP protilatek v rozmezi 2,0-4,9 U ml™.
Ve skupiné se vyskytlo 21 pacient ze skupiny NONRA,
17 ze skupiny RA a 6 z kontrolni skupiny, tj. vysledky
v tomto rozmezi zahrnuji zhruba v 50 % pacienty bez rev-
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Obr. 3. Operaéni charakteristika (kiFivka ROC) zji§téna metodou AxSYM® Xtra Anti-CCP pro skupinu pacientii s revmatoidni

artritidou
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Tabulka VI
Diagnostickd senzitivita metody anti-CCP u pacientil
s revmatoidni artritidou (RA) pfi riizné dignostické specifite

Diagnostickd ~ Rozhodovaci mez*®  Diagnosticka
specifita  [%] [Uml™] senzitivita
[%o]
95 2,0 70,5
99 3,4 55,8
100 5,0 52,6

* Hodnota rozhodovaci meze byla uréena na hladinach 95.,
99. a 100. kvantilu skupiny Kontroly

Tabulka VII

Procentuelni (falesna) pozitivita u skupiny NONRA pfii
ruznych hodnotéach specifity a tomu odpovidajicich rozho-
dovacich mezich. Referenéni skupinu tvoii dobrovolni
darci krve (Kontroly)

Diagnosticka Rozhodovaci % pozitivnich hodnot
specifita [%] mez [Uml™]  nad rozhodovaci mez
95 2,0 33,8
99 3,4 14,1
100 5,0 42

matoidni artritidy, 40 % tvofi pacienti s revmatoidni artriti-
dou a zbyvajicich 10 % zdravé osoby. Hodnotu nad 5,0
neméli zadni dobrovolnici z kontrolni skupiny a pouze
3 pacienti ze skupiny NONRA.

Pokud tedy zvolime rozhodovaci mez na Urovni
5,0 Uml™, tj. doporucenou vyrobcem a odpovidajici hod-
not¢ prvniho nenulového kalibritoru, klesd diagnostickd
senzitivita pro skupinu RA na 53 % pii 100% diagnostic-
ké specifité vaci zdravym, ale pii 97% diagnostické speci-
fit¢ vici skupiné NONRA.

Diskuse

Metoda vykazuje a spliiuje pozadavky jak na dobrou
opakovatelnost, tak na dostate¢nou mez detekce. Mez de-
tekce je sice nezbytnym sledovanym znakem, ale v tomto
pfipadé nemd Zzadny zéasadni klinicko-diagnosticky vy-
znam, rozhodovaci meze pro klinickou interpretaci jsou
pét az sedmkrat vySsi.

Zjisténé diagnostické sensitivity a specifity jsou od-
povidajici nalezim nékterych autorti. Autofi Fernandéz
aspol.” dosahli diagnostické senzitivity na arovni 52,8 %
pfi  diagnostické specifit¢ 100 % na ELISA soupravé
Axis-Shield Diagnostics, Ltd, UK. Jednalo se vSak o paci-
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enty s Casnou revmatoidni artritidou, referencni mez byla
72 Uml™. V celé tadé dalSich publikacich jsou uvadény
diagnostické senzitivity vrozmezi 39-94 %, median
68,5 % pfti diagnostické specifité udavané v rozmezi 81 az
100 %, median 97 % (cit.?) . Rozhodujicim faktem, ktery
toto ovliviiyje, je tedy volba referencni meze, ¢i hladiny
diagnostické specifity. Lze viak Fici, ze metoda AXSYM®
Xtra Anti-CCP poskytuje srovnatelné vysledky diagnos-
tické senzitivity, tak specifity s ostatnimi detekénimi systé-
my’, pti 95% diagnostické specifité dosahuje diagnosticka
senzitivita hodnoty 70,5 %.

Vyznamnym faktem je vSak vysoka diagnosticka
specifita testu jak vzhledem k souboru kontroly, tak i vici
souboru RA — pacientim se systémovymi onemocnénimi
pojiva ¢i polyartritidami, coz je rovnéz v souladu s jiz pub-
likovanymi pracemi*’’. Fale$na pozitivita ve skuping
NONRA vedla v jednom ptipadé k pieklasifikovani choro-
by na revmatoidni artritidu a nejednalo se tedy o faleSnou
pozitivitu, zbyvajici 2 pfipady vSak odpovidaji publikova-
nym pracim ostatnich autorti, kdy se nalézd minimalni
Cetnost pozitivnich vysledkll u ostatnich chorob pojiva
jako jsou vaskulitidy, systémovy lupus erytematodes, po-
lyartridity>®®.

Urceni hladiny diagnostické specifity a té odpovidaji-
ci referenéni meze je rozhodujicim faktorem ovliviujicim
diagnostickou senzitivitu. Pokud porovname vysledky
riznych metod o stejné diagnostické specifité a kontrolni
skuping, ziskame prakticky shodné vysledky. U metody
anti-CCP je ziejmé, ze pii 95% diagnostické specifité
budeme mit dobrou diagnostickou senzitivitu cca 70 %, ale
stale 30 % pacientli bude mit negativni vysledek anti-CCP
i pres jasné klinické znamky revmatoidni artritidy. Didvod
této negativity neni jasny. Ne&které prace naznacuji, Ze
kloubni infiltraty se li$i v zastoupeni lymfocyti a typu
autoimunitni odpovédi v infiltratu'® a také je popsana vétsi
aktivita onemocnéni u anti-CCP pozitivnich pacientd'' &i
vétii tendence k progresi'®.

Zaveér

Metoda AxSYM® Xtra Anti-CCP spliiuje b&Zné ana-
lytické parametry a poskytuje automatizované stanoveni
anti-CCP protilatek po jednotlivych vzorcich.

Ma vysokou diagnostickou specifitu a senzitivitu,
ktera se nelisi od literarnich tidaja jinych vyrobcu.

Na zakladé nami zjisténych vysledkd navrhujeme
pouzit jako zakladni rozhodovaci mez pro metodu
AxSYM" Xtra Anti-CCP hodnotu 5,0 U ml™, ¢imz méme
zarucenou vysokou diagnostickou specifitu (100 % kont-
rolni skupina a 97 % ostatni onemocnéni pojiva a kloubit)
a diagnostickou senzitivitu 53 %. Na druhé strané hodnoty
AXSYM" Xtra Anti-CCP mezi 2,0-5,0 predstavuji zhru-
ba 40% riziko pfitomnosti revmatoidni artritidy a pfedsta-
vuji urcitou Sedou zonu, kdy je vhodné vysledek opakovat
s Casovym odstupem nékolika tydna.
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Pouzité zkratky

Anti-CCP  protilatky proti cyklickému
citrulinovanému peptidu

%CV varia¢ni koeficient v %

Kontroly  skupina zdravych dobrovolnikt — dérci krve

NONRA  skupina pacientd systémovymi
onemocnénimi pojiva ¢i kloubt

RA skupina pacientii s potvrzenou
diagnézou revmatoidni artritidy

SD smérodatna odchylka

Prace vznikla za podpory firmy Abbott Laboratories,
kterd poskytla diagnostické soupravy k testovani vzorkii.
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The aim of the study was to verify reproducibility,
limit of detection, reference limits and diagnostic value of
a new antiCCP2 method — AxSYM" Xtra Anti-CCP as a
marker of rheumatoid arthritis. Reference limits were veri-
fied on a group of 105 volunteers. Diagnostic performance
was assessed in a group of 95 patients with rheumatoid
arthritis and 75 patients with systemic connective tissue
diseases or polyarthritis. The AxSYM"™ Xtra Anti-CCP
assay achieved the day-to-day reproducibility 5.0-5.3 %,
the detection limit was 0.8 U ml™". The assay reached 71
% and 53 % diagnostic sensitivity at 95 % and 100 % di-
agnostic specificity with cut-off 2.0 U/ml and 5.0 U ml™,
respectively. We found also 4.2 % of positive values in
systemic connective tissue diseases above the cut-off
50U ml". The AxSYM" Xtra Anti-CCP assay provides
automated random access measurement of anti-CCP anti-
bodies with good analytical performance and diagnostic
sensitivity and specificity comparable with other methods.
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PRESTUP POLYCYKLICKYCH
AROMATICKYCH UHLOVODIKU
Z PUDY DO VYBRANYCH ROSTLIN
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Klicova slova: polycyklické aromatické uhlovodiky, zemé-
delska puda, zatéz rostlin

Uvod

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHs) jsou
skupinou latek se dvéma a vice aromatickymi jadry, ktera
se fadi mezi perzistentni organické polutanty (POP). Tato
skupina kontaminantd je jiz dlouhodobé sledovana
v ruznych slozkach prostiedi, véetné piidy. Doba setrvani
riznych skupin POP v prostfedi se mize vyrazng lisit, a to
i vramci PAHs. Mnohé slouceniny se v piidé samovolné
rozkladaji v ramci nékolika rokl (naftalen, antracen), jiné
slouceniny, jako je napt. benzo(ghi)perylen, jsou i v pudé
relativné Spatné rozlozitelné', a to navzdory procestim
degradace v pidnim prostfedi (mikrobialni ¢innost, fotoly-
za, hydrolyza atd.).

Zvysené obsahy PAHs v zemédé€lskych pudach mo-
hou byt jen té€zko pfi¢inou akutni otravy lidského organis-
mu. To by ovSem nemélo vést k bagatelizaci rizik, spoje-
nych s event. projevy chronické toxicity pfi jejich dlouho-
dobé expozici. K prokdzanym zdravotnim porucham patii
zvySena karcinogenita, mutagenita, teratogenita, genotoxi-
cita, poruchy krvetvorby, zvySeni hladiny cholesterolu
v krvi, poruchy reprodukce (estrogenni efekt) a dalsi.

Sledovani zavaznych POP v naSich zemédé€lskych
pudach bylo zahdjeno na pocatku 90. let 20. stoleti. Na
zakladé zahrani¢nich zkuSenosti byl akceptovan vycet
zdravotné zévaznych sloucenin ze skupiny POP, uvedeny
v tzv. ,,Holandském seznamu®, zahrnujicim i skupinu 13
PAHs a byl vypracovan navrh kritickych obsahti téchto
slougenin pro legislativu®.

Diky dlouhodobému sledovéani zatéze naSich zeme-
dslskych pad POP (cit.*) bylo zjisténo, e v podminkach
CR jsou zavazné vstupy PAHs do pady prostfednictvim:
imisnich spadt v oblastech zvySené¢ho vyskytu pri-
myslu,
zatéze ze spalovani tuhych paliv v intravilanech,
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kontaminované vody v inundacnich pasmech nékte-
rych fek,

aplikaci kaldi z &istiren odpadnich vod (COV) na ze-
médelskou pudu.

Hodnoceni zatéze prostfedi POP se provadi zpravidla
posouzenim koncentra¢ni Grovné dané latky ve zkouma-
ném médiu. Pfi hodnoceni sumarnich koncentraci skupiny
latek (polycyklické aromatické uhlovodiky, PCDD/F) ne-
byl tento postup shledan dostatecnym, vzhledem
k rozdilnym Grovnim toxicity jednotlivych sloucenin. Pro-
to byl zaveden princip tzv. ekvivalentd toxicity, ktery pfi-
fazuje toxicky ekvivalent jednotlivym sloucenindm. Toxic-
ké ekvivalenty byly odvozeny zhumanotoxikologickych
studii, zohlediyjicich karcinogenni riziko. S¢itanim souci-
nd téchto ekvivalentti a koncentraci jednotlivych slouc¢enin
je ziskana vysledna sumarni hodnota, u PCDD/F udavana
jako mezinarodni toxicky ekvivalent (I-TEQ PCDD/F),
popf. novéji uvadény WHO-TEQ PCDD/F (cit.%”). Obdob-
ny pristup se v soucasné dob¢ praktikuje i v oblasti zatéze
PAHs, kde nejtoxictéj$imi slouceninami (toxicky ekviva-
lent = 1) jsou benzo(a)pyren a dibenzo(a,h)antracen. Toxi-
cita smesi se pak vyjadiuje jako suma toxickych ekviva-
lentovych faktorti (suma TEF).

Legislativng je v Ceské republice problematika per-
zistentnich organickych polutantii v zemédélskych ptidach
zapracovana do vyhlasky 13/1994 Sb. Protoze hodnoty
koncentraci POP ve vyhlaSce nebyly odvozeny z hodnot
relevantnich pro ptidy CR, nybrz vznikly korekci prevza-
tych zahrani¢nich hodnot, neprokazaly aktudlni limitni
hodnoty vyuzitelnost pro hodnoceni zatéze naSich zemé-
délskych ptd. Z tohoto divodu byly predlozeny védecky
zdivodnitelné limitni hodnoty obsahtit POP v podobé tzv.
preventivniho limitu, ktery byl odvozen z vrchni hranice
pozad’ovych hodnot koncentraci POP v naSich zeméd¢l-
skych padach®. Tento navrh byl piedlozen k uéelu noveli-
zace vyhlagky13/1994 Sb. (cit.®). Vyssi aroveii limitnich
hodnot, zaméfend na prestup POP ze zemé&dé€lskych piid do
potravniho fetézce, neni v souCasné dob&é obecné
k dispozici. K hodnoceni vysokych zatézi se pfistupuje
prostiednictvim analyzy rizik, ktera je vSak odborng, ¢aso-
vé a finan¢n¢ narocna.

Vyvoj vysSich stupnti limitnich hodnot komplikuje
urceni perzistence PAHs v pudnim prostfedi, jejich degra-
dace a pfeména na jiné slouceniny. Z degradacnich proce-
st se jako nejvyznamnéjsi udava mikrobialni rozklad orga-
nickych sloucenin v padé.

Welp a Briimmer”® se pokusili chemickou analyzou pfi
pouziti riznych extrakénich ¢inidel (smés acetonu a tolue-
nu, tenzidy) definovat mikrobidlné¢ odbouratelny podil
PAHs v pidé. K tomuto Gcelu vyuzili pétilety polni pokus,
ve kterém sledovali samovolny ubytek PAHs v pudé, ktery
pak srovnavali s obsahem PAHs v riznych extraktech.

Sledovani ptestupu PAHs do rostlin je komplikovano
daldimi faktory. Jini autofi'® porovnavali atmosférické
a biologické zdroje PAHs v rostlinach v tropickém prostie-
di a v pfipad€ naftalenu uvadgji vyrazné rozdily v obsahu
ve vzduchu, ptdé a rostlinach, kdy o nekolik fada vyssi
koncentrace byly nalezeny v rostlinnych pletivech. Autofi
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uvadéji  hypotézu zdrojich PAHs
Vznik PAHs v pudé€ pfi rozkladu fytomasy doklada také
Thiele a Briimmer'', zjistén byl piedeviim vznik slozitgj-
Sich sloucenin se 4—6 aromatickymi jadry.

Jednotlivé slouCeniny PAHs riznych molekulovych
hmotnosti se podstatné 1isi ve svém chovani a distribuci
v prostfedi. Nizkou pfistupnost PAHs s vy$§i hodnotou
rozdélovaciho koeficientu oktanol/voda (K,y) pro rostliny
uvadi dale napf. Brandt a spol.'?, u t&chto slougenin oviem
vyrazné roste hodnota bioakumulace v tkanich zivocicht
(tukové tkan¢). Také schopnost vazat se na piidni organic-
kou hmotu (rozdélovaci koeficient K,.) je az o tfi fady
jader, ve srovnani s jednodus$imi PAHs (cit."®). Presto
vSak néktefi autofi zjistili, Ze zvySena zatéz rostlin slozitéj-
$imi PAHs muize byt zplsobena aplikaci zatizenych kald
COV do ptd, navzdory vy$§imu obsahu organické hmoty
v téchto materidlech'.

Organické polutanty mohou vstupovat do rostlin né-
kolika zptisoby, uvadi se'”, Ze v ptipadé PCDD/F je vy-
znamnéj§i absorpce polutantli obsazenych v depozici po-
vrchem rostlin, ve srovnani s kofenovym piijmem. Pfi
vyvoji matematického modelu predikce zatéze rostlin
apiady PCDD/F (cit."”) byla zohlednéna pozad'ova zatéz
pudy, sucha a mokra depozice a pfijem kofeny. Uvedené
transferové cesty je mozno predpokladat i v pfipadé PAHs.
Holoubek"? specifikuje piijem PAHs vegetaci naslednymi
procesy:

z pudniho roztoku kotfenem (zavisi na vodnim rezimu
rostliny a obsahu lipidickych slozek v kofenu, umoz-
fujicich snadnéjsi sorpei do vnitinich pletiv),

absorpci PAHs na povrch kotfene,

foliarni piijem latek odpatenych z ptidniho povrchu,
absorpci PAHs na listovou plochu,

nekteré PAHs jsou syntetizovany pfimo rostlinami.
Hodnoceni obsahu PAHs ve vzorcich plodin je vzhle-
dem k hygienickym normam problematické, a to z divodu
absence limitnich hodnot pro PAHs vnaSi legislative.
V ramci EU byl zaveden limit pro obsah benzo(a)pyrenu
v nékterych potravinach (natizeni 208/2005/ES). Pro ob-
sah této slouceniny v tucich a olejich pro ptimou spotiebu
je stanoven limit 0,002 mg kg™, limit pro détskou vyzivu
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je 0,001 mgkg™'. Vyhlaska MZd CR (cit.'®) & 305/2004
Sb., stanovi nejvySe pfipustné koncentrace pro vycet
9 PAHs v jedlych olejich, kdy nejvyse pripustné mnozstvi
pro jednotlivé sloueniny je 0,002 mg kg™

Ugelem naseho sledovani bylo posoudit, do jaké miry
se zvySena zatéz pud PAHs miZze projevit na zatézi pésto-
vanych rostlin. K tomuto ucelu jsme vybrali pidy, konta-
minované PAHs v terénnich podminkach, a to pfedevsim
z hlediska zachovani realnych podminek ptadnich vlastnos-
ti a udrzeni rovnovéazného stavu pifi dlouhodobé kontami-
naci pid. Snahou bylo podchytit takovou uroven zatéze
zemédélskych pid PAHs, kterou lze v podminkach CR
povazovat za vyrazné zvySenou. Protoze setrvani a osud
PAHs v prostfedi je vyrazn€ ovlivnén mikrobialni ¢innosti
pad”", vénovali jsme pozornost i tdmto parametriim. Je-
jich hodnoceni vsak neni predmétem prezentovaného ¢lan-
ku a této problematice bude vénovana samostatna pozor-
nost.

Experimentalni ¢ast

Sledovani PAHs v pud¢ a rostlinach bylo realizovano
prostifednictvim tii experimentti, nddobového pokusu, pol-
niho mikroparcelkového pokusu a laboratorniho extrakéni-
ho kolonového pokusu.

Nadobovy pokus

Na zékladé¢ Setfeni v terénu byla vybrana experimen-
talni zemina (fluvizem modalni — FLm) se zvySenou zatézi
PAHs, kontaminovand  prostfednictvim  inundaci
(periodické zaplavy, povodné). Jako dalsi zdroj zvySenych
obsahiit PAHs byly pouzity kaly z Cistiren odpadnich vod
(COV) se zvysenou zatézi PAHs. Jejich smichanim se
zeminou (kambizem modalni — KAm) v hmotnostnim
poméru 1:1, byla simulovana zvySena zatéz zemédélské
pady POP, po aplikaci kali COV. K zatizenym variantam
byla vybrana jako kontrolni varianta nezatizena zemina
(kambizem arenicka — KAa), jejiz pedologické vlastnosti
(pH, zrnitost, C,, plidotvorny substrat) byly srovnatelné
se zeminou kontaminovanou inundacemi (fluvizem modal-
ni — FLm). Charakteristiky uvedenych zemin a obsahy
PAHs jsou uvedeny v tabulce I.

Tabulka I

Charakteristika pokusnych zemin

Zemina Zrnitost Pudotvorny substrat X PAHs > TEF PAHs
pouzité zeminy [mg kg '] [mg kg ']

Fluvizem modalni — Karvina, 3 aluvialni bezkarbonato- 21,05 2,462

zatéz PAHs z inundaci vé ficni sedimenty (+/-1,39) (+/-0,20)

Kambizem modalni (+ kal COV 3 ruly a granulity 24,59 6,22

Tiinec), zatéz PAHs aplikaci (+-1,21) (+/-0,51)

kalt COV

Kambizem arenicka kontrola, 2 Stérkopisky teras 0,45 0,06

bez zvysené zatéze PAHs (+/-0,08) (+/-0,02)
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K zalozeni pokusu byly pouzity experimentalni
smaltované Mitscherlichovy nadoby, které byly naplnény
6 kg presaté zeminy (sito 2 mm). Pfesata zemina byla pred
zapravenim do jednotlivych nadob homogenizovana
v celém objemu dikladnym promichanim. Nadoby byly
umistény na podstavci ve volném terénu bez zastfeSeni.
Pokus byl zaloZen ve Ctyfech opakovanich. Pidni reakce
byla vapnénim upravena na hodnotu pH 6,5 (dolomiticky
vapenec, Ca a Mg ve form¢ CaCO; a MgCOs) a bylo pro-
vedeno zékladni hnojeni makroprvky N, P a K. Po uplynu-
ti 20 dnd od zaloZeni pokusu byla zemina v nadobach opét
homogenizovdna promichdnim a byly odebrany vzorky
zemin k analyze PAHs. Z kazdé homogenizované nadoby
byl odebran jeden vzorek ze stiedu nadoby (cca 200 g
zeminy). Nasledné byl pokus oset fedkvickou setou
(Raphanus sativus v. radicula), odriada ,,.Duo*.

Po sklizni rostlin (zati 2005) byla zemina v nadobach
opéet homogenizovana promichanim, byly odstranény zbyt-
ky rostlin a odebrany vzorky zemin (z kazdé nadoby jeden
vzorek ze stfedu nadoby). Popis analyzy vybranych pud-
nich vlastnosti (obsah a kvalita organické hmoty) je uveden
nize. Na jafe roku 2006 byl pokus oset mrkvi setou (Daucus
carota). Na podzim roku 2006 byly identickym zptisobem
odebrany vzorky rostlin a zemin k analyze PAHs.

Oseté nadoby byly pravidelné¢ zalévany konstantnim
mnozstvim pitné vody (500 ml), a to v zavislosti na klima-
tickych podminkach, zpravidla 1x za 48 hodin. Pokus byl
pravidelné udrzovan (pleti, jednoceni vysazenych rostlin).
Sklizené fedkvicky byly analyzovéany ve formé hypokotyly
myté (,,bulvy* fedkvicek), chrast myty a chrast nemyty.
Myti rostlin bylo provedeno v laboratornich podminkéach
za pouziti demineralizované vody. V pfipadé mrkve byl
pouzit k analyze o€iStény a omyty kotfen, ten byl rozdélen
na dvé Ccasti, stfedni valec (obsahujici svazky cévni)
a primarni kiru.

Polni mikroparcelkovy pokus

Polni pokus se nachazi v oblasti Ceskomoravské vy-
so¢iny (okres Jihlava), zaloZen byl na pozemku s ptidnim
typem kambizem modalni (varieta kyseld, podlozi ruly).
Protoze ptda pokusu neni sledovanymi slouc¢eninami ex-
trémné zatiZena, byly pouZity testované kaly COV (Praha-
Podbaba, Ttinec), které byly zapraveny v mnozstvi
50kgm™>, a to dne 3.8.2005. Pokus byl zalozen formou
mikroparcelek (2x1 m) ve ¢tyfech opakovanich a oset byl
v obou letech hoi¢ici bilou (Sinapis alba). Pti sklizni po-
kusu byly odebrany vzorky zemin (z hloubky humusového
horizontu 5-15 ¢cm) a rostlin (smésny vzorek z 10 dil¢ich
odbért z kazdé mikroparcelky u zemin i rostlin) k analyze
PAHs, rostliny byly analyzovany ve formé listy myté
anemyté v prvnim roce pokusu a listy myté ve druhém
roce pokusu.

Laboratorni kolonovy extrak¢ni pokus

V prubéhu roku 2006 byl realizovan laboratorni kolo-
novy extrakéni pokus, uréeny ke sledovani prestupu poly-
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cyklickych aromatickych uhlovodikti (PAHs) z pidy do
roztoku. Pokus byl zaloZen v novodurovych kolonich
s vypustnim ventilem, dno kolony je opatieno 0,2 mm
sitkem. Kolony byly plnény 100 g pokusné presaté zemi-
ny, odebrané znadobového pokusu. Zemina byla
v kolonach nasycena demineralizovanou vodou na hodno-
tu plné vodni kapacity a nasledné byla vystavena po dobu
24 hodin plisobeni 200 ml roztoku ve tfech opakovénich
nasledovné:

demineralizovana H,O,

demineralizovana H,O okyselena H,SO4 na hodnotu

pH 3,

- 0,2% roztok tenzidu - laurylsiranu sodného
(C1pHsNaO4S)  rozpusténého v demineralizované
H,0.

Tenzid byl pouzit na zédkladé prace némeckych auto-
ra'®, ktefi definovali mnozstvi PAHs extrahované z pady
0,2% roztokem tenzidu jako Cast obsahu PAHs v pude,
biologicky  dostupného  pidnim  mikroorganismiim.
V laboratofi Aquatest Praha a.s. byl proveden srovnavaci
pokus s certifikovanym materidlem (sediment), vyrazné
zatizenym PAHs, kde byla sledovédna vytéznost PAHs pfi
extrakci vodou, 0,2% a 4% a roztokem uvedeného tenzidu.
Na zakladé vysledkl tohoto porovnavaciho experimentu
byl zvolen postup extrakce v kolonovém pokusu. Extrakce
probihala posloupné tak, ze nejdfive bylo pouzito nejslabsi
extrakéni Cinidlo (demineralizovand voda), nasledovala
extrakce stejného vzorku demineralizovanou vodou
s upravenym pH a v konecné fazi byl vzorek podroben
extrakei nejsilngjsim ¢inidlem (0,2% roztok tenzidu).

Ziskany extrakt byl nasledné centrifugovan pii 2500
ot min~!, z ddvodu oddéleni koloidni faze od roztoku. Ho-
loubek'® udava, ze vétsinovy podil PAHs ve vodném pro-
stfedi je vazan na koloidni Castice, pouze 33 % PAHSs je
rozpusténo ve vode¢. Ziskany roztok byl pouZit k vlastni
analyze PAHs.

Vysledky vSech experimenti byly zpracovany pfi
pouziti zakladnich statistickych metod v programu Excel
(aritmeticky primeér, geometricky priimeér, medidn, sméro-
datna odchylka, interval spolehlivosti, analyza rozptylu).

Analyza PAHs

Vlastni  laboratorni  stanoveni obsahu PAHSs
v zeminach, rostlindich a roztoku byla provedena
v akreditovanych laboratofich Aquatest a.s.

Analyza pevnych vzorkl (zemina, rostlina) zahrnuje
jejich vysuseni bezvodym siranem sodnym, nasleduje ex-
trakce v roztoku acetonu. Extrakt je nasledné bez cisténi
analyzovan. PAHs jsou stanoveny vysokoucinnou kapali-
novou chromatografii (HPLC) s fluorescencni detekci
(mobilni faze — acetonitril/voda) a to tak, Ze ¢ast PAHs je
stanovena za isokratické eluce pfi neménnych vlnovych
délkach na jednom pfistroji, zbyvajici podil PAHs je sta-
noven opét za isokratické eluce pfi neménnych vinovych
délkach na druhém pfistroji. Pfitom soucasti jedné piistro-
jové sestavy jsou dva detektory v sérii, takZe k detekci jsou
pouzity dvé rozdilné vinové délky (zména jejich nastaveni



Chem. Listy 102, 1003—-1010 (2008)

Tabulka IT
Piehled sloucenin k vypoctu sumy toxickych ekvivalento-
vych faktord PAHs

Sloucenina Hodnota toxického
ekvivalentu

Benzo(a)pyren 1
Benzo(a)antracen 0,1
Benzo(b)fluoranten 0,1
Benzo(k)fluoranten 0,01
Dibenzo(a,h)antracen 1
Indeno(1,2,3-cd)pyren 0,1

tak neprobiha béhem analyzy). Tento postup zajistuje
minimalizaci obtizi s gradientovou eluci a se zménami
nastaveni vinovych délek b&éhem analyzy pii déleni necis-
ténych vzorku.

Ke sledovani zatéze pud a rostlin PAHs byly pouzity
hodnoty koncentraci jednotlivych sloucenin, dale hodnoty
sumy vSech sloucenin (suma PAHs), hodnoty sumy slou-
¢enin PAHs se 2—-3 aromatickymi jadry a 4—6 aromaticky-
mi jadry. Z divodu rozdilnych toxikologickych vlastnosti
jednotlivych slou¢enin PAHs", pak také hodnoty sumy
toxickych ekvivalentovych faktort (suma TEF PAHs),
pocitanych jako soucet nasobkil koncentraci s hodnotou toxic-
kého ekvivalentu karcinogennich sloucenin. Jejich seznam a
hodnoty toxickych ekvivalentil jsou uvedeny v tab. II.

Analyza obsahu a kvality pidni organické
hmoty

Uvadime popis stanovenych pudnich vlastnosti
v centralnich laboratotich VUMOP v.v.i.

Corg — organicky (oxidovatelny) uhlik. Udava obsah
uhliku v primarni organické ptidni hmoté. Muze byt vyu-
zit k vypoctu obsahu humusu (1,72 x Co,). Metoda stano-
veni je zalozena na principu oxidace organického uhliku
kyselinou chromovou za nadbytku kyseliny sirové
(kyselinou chromsirovou) pti zvysené teploté. Nespotiebo-
vana kyselina chromova se stanovi jodometricky. Akredi-
tovana metoda (SOP 4/02) je modifikovanou normou ISO
14235.

Laboratorni pfistroje a postupy

Stanoveni silné a slabé poutanych humusovych latek,
zahrnuje stanoveni uhliku huminovych kyselin (C-HK),
stanoveni uhliku fulvokyselin (C-HF), stanoveni uhliku
humusovych latek (C-HK + C-HF) a stanoveni barevného
kvocientu Q4/6, indikujiciho kvalitu humusu. Metoda sta-
noveni'’ je zaloZena na extrakci vzorku smé&nym rozto-
kem, obsahujicim pyrofosfore¢nan sodny a hydroxid sod-
ny, obsahy uhliku uvedenych latek se stanovi titracné,
hodnota Q4/6 fotometricky.

Cys — vodorozpustny uhlik, indikujici kvalitu primarni
organické hmoty (biopfistupny uhlik pro pidni mikroorga-
nismy) je laboratorné stanoven® po hodinové extrakci
vzorku 0,01 M roztokem CaCl, (1:5 w/V), vlastni stanove-
ni oxidovatelného uhliku v odparku filtratu prostfednic-
tvim zahfivani s chromsirovou kyselinou a titraci Mohro-
vou soli.

Chws — uhlik rozpustny v horké vodg, tcel stanoveni
obdobny jako v ptipadé vodorozpustného uhliku. Stanovi
se’! po 1 hodinovém varu padniho vzorku 0,01 M CaCl,
(1:5 w/V), vlastni stanoveni oxidovatelného uhliku
v odparku filtratu prostfednictvim zahtivani s chromsiro-
vou kyselinou a titraci Mohrovou soli.

Vysledky a diskuse

V tabulce III jsou uvedeny pro zeminy nadobového
pokusu hodnoty obsahu huminovych kyselin (C-HK), ful-
vokyselin (C-FK), jejich vzdjemny pomér (HK:FK), celko-
vy obsah humusovych latek (C-HL), hodnoty barevného
kvocientu Q4/6 a obsah uhliku, stanoveny jako uhlik orga-
nicky (Cor,), uhlik rozpustny ve vodé (Cys) a uhlik rozpust-
ny v horké vode€ (Ciys)-

Nejvyssi hodnoty obsahu C,, byly detegovany
v zeminé, smichané s kalem Ttinec, zatizena varianta Kar-
vina dosahuje témér stejné hodnoty obsahu C,, jako kont-
rolni varianta Mélnik.

Obsahy uhliku rozpustného v horké vodé (Chys) vyja-
dfuji aktivni organicky uhlik v rozlozitelné primarni orga-
nické hmot€. Jeho nejvyssi hodnota byla zjisténa na vari-
anté s kalem Tiinec (1944 mg kg™"), fadové nizsi hodnotu
Podobné poméry hodnot nalézame i v pripadé uhliku vo-
dorozpustného (Cys). Obsah celkovych humusovych latek

Tabulka III

Ukazatele obsahu a kvality organické hmoty v pokusnych zeminach

Zemina C-HK C-FK HK : FK C-HL Q4/6 Corg Cus Chuws
[pyro %]  [pyro %] [pyro %]  [pyro] [%]  [mgke'] [mgke']

FLm — Karvina 0,06 0,07 1:1 0,13 4,3 1,6 34 175

KAm 0,83 0,5 1:0,6 1,33 2,7 5,23 204 1944

(+ kal COV Ttinec)

KAa — Mélnik 0,33 0,2 1:0,6 0,53 2,3 1,66 89 489

(kontrola)
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Obr. 1. Obsahy sumy PAHs a sumy toxickych ekvivalentovych
faktori PAHs v zeminach nadobového pokusu; [1 XPAHSs,
M >TEF

v

fluvizemi Karvina. Kvalita humusovych latek, odvozena
z poméru huminovych kyselin a fulvokyselin, je stejnd na
varianté s kalem Ttinec a kontrolni varianté M¢lnik, kde
byla zjiSt€éna pfevaha huminovych kyselin, ve fluvizemi
Karvina je pomér téchto latek vyrovnany. Hodnoty barev-
ného koeficientu Q4/6 potvrzuji nejnizsi kvalitu humusu
ve fluvizemi Karvind a srovnatelnou kvalitu humusu na
varianté s kalem Ttinec a kontrolni variant¢ M¢lnik.
Obsahy sumy PAHs v zatizenych zeminach nadobo-
vého pokusu v prvnim roce se pohybovaly v koncentracich
od 21 do 24,6 mg kg ™' s tim, Ze obsahy byly na zatiZenych
variantdch Karvina a Ttinec srovnatelné, byly vSak zjiste-
ny statisticky vyznamné rozdily v obsahu pred zahajenim
apo ukonceni vegetace. V zrnitostn¢ lehké fluvizemi
s nizkym obsahem organické hmoty byly zjistény vyssi
obsahy PAHs, vramci uvedeného intervalu hodnot, po
ukonceni vegetace, coz mize souviset s uvadénym vzni-
kem PAHs pii rozkladu fytomasy''. V zeminé s kalem
Ttinec byly naopak po ukoncéeni vegetace celkové obsahy
PAHs nizsi. Zde je ovSem tfeba brat v uvahu i existujici
heterogenitu, dokonale rovnomérné promichani kalu se
zeminou neni realné. Odpovidajici trend vykazaly i hodno-
ty sumy TEF PAHs, bliZe vztaZzené k mite karcinogenniho
rizika. V nasledujicim roce byly odebrany vzorky zemin
pouze po ukonceni vegetace a byl zjistén opét nartist obsa-
hu sumy PAHs na varianté Karvind na hodnotu vice nez
40 mgkg ™', zatimco na varianté skalem Tfinec mirné
poklesly obsahy sumy PAHs na hodnotu 18 mg kg™'. Srov-
natelné hodnoty TEF PAHs na téchto variantidch davaji
predpoklad rychlejsiho poklesu obsahll jednodussich
amén¢ karcinogennich PAHs na varianté s kalem Tiinec

PAHs v pidé. Obsahy PAHs v zeminé kontrolni varianty
Me¢lnik se pohybovaly pod svrchni hranici pozad’ovych
hodnot (1 mgkg™ ) v intervalu hodnot 0,4-0,6 mg kg™,
byl zjistén trend mirného nardstu hodnot PAHs po ukonce-
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ni vegetace.

Na obr. 1 jsou uvedeny obsahy sumy PAHs a sumy
TEF PAHs (suma toxickych ekvivalentovych faktort)
v zeminach nadobového pokusu po ukonceni druhého ve-
getacniho obdobi (aritmeticky pramér ze Ctyt opakovani).
Pii srovnani sumy TEF PAHs v zeminich je zietelny vy-
razn¢ niz§i rozdil mezi hodnotami na variant¢ Karvina
a Tfinec ve srovnani se sumou PAHs, z toho vyplyva vyssi
zastoupeni karcinogennich sloucenin PAHs na varianté
s kalem Ttinec.

Pti srovnani obsahu sumy PAHs v rostlinach fedkvic-
ky, péstované v prvnim roce, byl zjiStén nariist koncentra-
ce PAHs v nemytém chrastu zatizené fluvizemé Karvina,
ve srovnani s kambizemi s kalem Tfinec a predevSim ve
srovnani s nezatizenou kontrolni variantou. Po omyti
chrastu dochazi ke zfetelnému poklesu obsahu PAHs
ajejich koncentrace jsou na vSech variantach pokusu na
stejné trovni. Vysledky potvrzuji, ze povrchova kontami-
nace rostlin, vtomto pfipadé kontaminace zneciSténou
zeminou (prasnost, rozstiik pii zalévani) vyrazné pievlada
nad vstupem PAHs do rostliny pies jejich kofenovy sys-
tém. Pfesto i zde byl zaznamenan trend narGstu PAHs
v hypokotylu fedkvicek v pofadi kambizem kontrola, kam-
bizem s kalem COV, fluvizem Karvina. Podobny trend
byl zaznamendan i pfi srovndni sumy toxickych ekviva-
lentovych faktord. Zatéz nadzemni casti fedkvicek
vneomytém stavu zvarianty fluvizem Karvind
(0,49 mg kg™") a varianty s kalem Tfinec (0,13 mg kg™")
byla zhodnocena jako vyrazn€ zvySend, vzhledem k limitni
hodnoté benzo(a)pyrenu v potravinach, urcenych k ptimé
spotiebé (nafizeni 208/2005/ES, limit 0,002 mg kg’l). Po
omyti nadzemni ¢asti rostlin (chrast fedkvicek), poklesly
hodnoty benzo(a)pyrenu pod detekéni limit (0,01 mg kg™")
na vSech variantach. Zvysené hodnoty benzo(a)pyrenu
byly detegovany také v hypokotylech fedkvicek na varian-
t& se zatizenou fluvizemi Karvina (0,042 mgkg™). Na
varianté se zapravenym kalem z COV Tfinec dosahl obsah
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Obr. 2. Obsahy sumy PAHs a sumy toxickych ekvivalentovych
faktori PAHs v povrchové a vnitini ¢asti kofene mrkve, na-
dobovy pokus, [1 XPAHs, Bl XTEF
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této sloudeniny v hypokotylech fedkvidek 0,01 mgkg™.
Na kontrolni variant€ se koncentrace pohybovaly pod mezi
detekce.

Z obr. 2 je patrna vyrazna diferenciace obsahti sumy
PAHs a TEF PAHs v povrchové a vnitini Casti kofene
mrkve (2. rok trvani pokusu) na variant¢ Ttinec, kde byl
zjistén vyssi obsah sumy PAHs v povrchové ¢asti rostliny,
ve srovnani s vnitini ¢asti, na rozdil od varianty kontrolni
a predevSsim varianty Karvind. Na variant¢ Karvina se
sorpéné chudou fluvizemi byla vyrazn€ vice zatizena vniti-
ni ¢ast kofene mrkve, da se tedy uvazovat o vyssi mobilité
nekterych slouc¢enin  PAHs v této puade, s jejich pronika-
nim do cévnich svazki kofene mrkve. Ve srovnani
s kontrolni variantou dosahuji koncentrace sumy PAHs
i TEF PAHs ve stiednim valci kofene mrkve vyrazné zvy-
Senych hodnot, obsahy v primarni kiife kofene mrkve jsou
vSak s kontrolni variantou srovnatelné. Na varianté
s kalem Ttinec byly zjiStény mirn€ zvySené koncentrace ve
sttedovém valci kofene mrkve, avSak vyrazné zvySené obsa-
hy v primédrni kufe, oproti kontrole. Z vysledkti se d4 pred-
pokladat, Ze na varianté s kalem Tfinec, kde jsou PAHs pev-
néji vazany na pudni organickou hmotu, dochazi k naruseni
této vazby v rhizosférni oblasti kofene a k nasledné vazbé
PAHs na lipidické a dalsi organické slouceniny (predev§im
rostlinnd barviva) v povrchovych vrstvach kotene. Bobov-
nikova a spol.*? uvadi karoten v kofeni mrkve jako slouce-
ninu, kterd véazala vysoké koncentrace PCB.

Srovname-li obsahy sumy PAHs se 2—-3 aromaticky-
mi jadry a 4—6 aromatickymi jadry v kofenech mrkve
(obr. 3), je ziejmé, ze vyssi prestup sloucenin PAHs
transferovou cestou ptida-rostlina se tyka pfedevs$im jedno-
dussich sloucenin. U sloucenin se 4—6 aromatickymi jadry
dosahly vyssi koncentrace obsahy v primérni kiife kofene
na vSech variantach pokusu a lze tedy odvodit vyrazné
niz§i pronikédni téchto sloucenin pfes priméarni kliru do
cévnich svazkt kofene. Vysledky odpovidaji obecné zna-
mému faktu o mobilité PAHs, kdy se uvadi', Ze slouceni-
ny s vy$si molekulovou hmotnosti jsou relativné nepohyb-

0,09

glm

TPAHs, mg kg™

Kambizem
kontrola

Kambizem
+ kal COV
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Obr. 3. Obsahy sumy PAHs se 2-3 a 4-6 aromatickymi jadry
v korenech mrkve, nadobovy pokus; [J 246 jader, B X2-3
jader
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livé, vzhledem k vyssim molekulovym objemiim a extrém-
né nizké tekavosti a rozpustnosti. Fyzikéalni a chemické
vlastnosti PAHs se méni s molekulovou hmotnosti s tim,
ze s jejim rustem klesa rozpustnost ve vodé, roste bod tani,
bod varu a rozdé€lovaci koeficient oktanol/voda (K,y).

Vysledky extrakéniho kolonového pokusu jsou
v souladu se zavéry nadobovych experimentti. Na obr. 4 je
zndzornén obsah sumy PAHs se 2-3 a 4—6 aromatickymi
jadry v extraktech (ug ™). Pfi prvni extrakei destilovanou
vodou dosSlo k vymyti predev§im jednodusSich PAHs
z pudy do roztoku na varianté Karvind, zatimco na varian-
té kal Ttinec nebyly PAHSs z organickych vazeb vytésnény.
Pti opakované extrakci okyselenou vodou doslo k poklesu
obsahti PAHs v extraktu z varianty Karvind s tim, Ze rela-
tivné€ niz8i pokles byl zjistén PAHs se 4—-6 aromatickymi
jadry, které jsou v pudé siln€ji poutany na organickou
hmotu a nebyly vyplaveny jiz pfi prvni extrakci. Na vylu-
hovatelnost PAHs z pidy s kalem Tfinec neméla zména
acidity rozpoustédla vyrazn&jsi vliv. Pouziti tenzidu pii
nasledné treti extrakci vSak vedlo k naruSeni vazeb PAHs
na pudni organickou hmotu a na variant¢ Ttinec doslo
k masivnimu pfechodu PAHs se 2-3 > 4—6 aromatickymi
jadry z pady do roztoku. Oproti druhé extrakci byly zjiste-
ny vys§i hodnoty PAHs v extraktu tenzidu i na varianté
Karving, ty vSak byly jiz vyrazné niz8i, nez pfi prvni ex-
trakci a prevaha PAHs se 4—6 aromatickymi jadry oproti
PAHs se 2—3 aromatickymi jadry potvrzuje, Ze jednodussi
slouCeniny s niz§i afinitou k plidni organické hmoté byly
z pudy masivngji vytésnény jiz pii prvni extrakci.

Zobr. 5, ktery porovnavd procentické zastoupeni
jednotlivych sloucenin PAHs na celkové zatézi extraktu,
1ze odvodit nékteré¢ dalsi zakonitosti. Je patrné, Ze nejvice
pfechazi do roztoku skutecné nejjednodussi naftalen se
dvéma aromatickymi jadry, jeho podil vici ostatnim slou-
Cenindm je nejvyS§i v extraktu destilovanou vodou
z varianty kal Ttinec, tedy v pfipadé vysokého obsahu
organické hmoty v pid¢ a slabého extrakéniho ¢inidla. Pti
nasledné extrakci okyselenou destilovanou vodou (pH 3)
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destilovana voda pH tenzid
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Obr. 4. Obsah sumy PAHs se 2-3 a 4-6 aromatickymi jadry
v extraktech kolonového pokusu; [] X4—6 jader, B X2-3 jader
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Obr. 5. Procentualni zastoupeni jednotlivych slouc¢enin PAHs v extraktech kolonového pokusu

jeho podil klesa, predev§im na tkor fluorenu s nepatrné

threnu se tfemi aromatickymi jadry ve prospéch slozitéj-
Sich sloucenin. Z toho je patrné, ze pouziti kyselého ex-
trak¢niho ¢inidla mélo vliv na pomér jednotlivych slouce-
nin v extraktu, prestoZze zména zdaleka nedosahuje Gcin-
nosti pouziti roztoku tenzidu, kdy je dobie patrny nardst
podilu slozitéjSich PAHs, se zvySenym karcinogennim
rizikem. Pouziti roztoku tenzidu vedlo k mobiliza¢nimu
efektu PAHs a pomér jednotlivych sloucenin je porovna-
telny s jejich pomérem v prvni extrakci na varianté fluvi-
zem Karvind, kdy doSlo k vymyti kontaminovanou vodou
naplavenych PAHs, které nebyly vazany v sorpéné chu-
dém pldnim prostiedi. V ptipad¢ varianty kal Ttinec vSak
pozorujeme jeSt€ vySsi zastoupeni nejtoxictéjSich slouce-
nin, coz souvisi s jejich celkovymi obsahy v ptdé dané
varianty (jejich vy33i zastoupeni v kalu COV). Z obrazku
je dale patrné, ze v kontrolni variant€ s nizkymi obsahy
PAHs nedoslo k podstatnym zménam poméru jednotlivych
slouCenin v roztoku v posloupném pribéhu tii extrakci
a obecné zde plati, ze vyluhovany byly pfedevsim nejjed-
nodussi slouceniny PAHs.
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Zavérem je mozné konstatovat, ze vyrazna zatéz pudy
PAHs vedla ke kontaminaci podzemnich organt rostlin, ta
byla zptsobena, v zavislosti na pidnich vlastnostech, pro-
nikdnim (pfedev§im jednodussich PAHs) pidnim rozto-
kem do cévnich svazkil nebo vazbou (predevsim slozitéj-
Sich PAHs) v povrchovych ¢astech kofene na jeho orga-
nické slozky. Je tedy ziejmé, Ze kontaminace rostlin muze
byt zplsobena rliznym typem zatéZe pid PAHs, veetné
aplikace kaltt COV, jak udavaji i jini autofi'**. Nadzemni
¢ast rostlin byla mnohem vyraznéji zatizena mimokofeno-
vou cestou, coz se potvrdilo nejenom v nadobovém, ale
i mikroparcelkovém polnim pokusu. Na zatiZzenych lokali-
tach mize byt problematické dodrZeni limitnich obsahi
PAHs v komoditach, urenych k pfimé spotiebé¢, jak se
prokazalo v pfipadé benzo(a)pyrenu.

Prispévek vznikl v ramci projektu MZe CR a NAZV ¢.
QOF 4063.

LITERATURA

1. Starke U., Herbert M., Einsele G.: Bodenschutz 71680,
1(1991).

2. Némecek J., Podlesakova E., Pastuszkova M.: Rostl.
Vyr. 42,49 (1996).



Chem. Listy 102, 1003—-1010 (2008)

3. Holoubek I., Adamec V., Barto§ M., Cerna M., Cupr
P., Bldha K., Demnerova K., Drapal J., Hajslova J.,
Holoubkova 1., Jech L., Klanova J., Kocourek V.,
Kohoutek J., Kuzilek V., Machalek P, Mat&ji V.,
Matousek J., Matousek M., Mejstiik V., Novak J.,
Ocelka T., Pekarek V., Petira K., Provaznik O., Pun-
¢ochat M., Reider M., Ruprich J., Saitka M., Tomani-
ova M., Vacha R., Volka K., Zbiral J.: Narodni inven-
tura Persistentnich organickych polutantd v Ceské
republice (NPOPSINV), 2. verze — NPOPsINV 2003,
TOCOEN REPORT No. 249. (2003).

Podlesakova E., Némecek J., Vacha R., Pastuszkova
M.: Toxicol. Environ. Chem. 66, 91 (1998).

. Vacha R., Podlesakova E., Némecek J., Polacek O.:
Chem. Listy 95, 590 (2001).

Eljarrat E., Caixach J., Rivera J.: Chemosphere 57,
595 (2003).

Van den Berg M., Birnbaum L. S.; Denison M., De
Vito M., Farland W., Feeley M., Fiedler H.,
Hakansson H., Hanberg A., Haws L., Rose M., Safe
S., Schrenk D., Tohyama C., Tritscher A., Tuomisto
J., Tysklind J.,Walker N., Peterson R. E.: Toxicol. Sci.
93,223 (2006).

Sanka M., Némecek J., Podlesakova E., Vacha R.,
Benes S.: Vypracovani kritickych hodnot obsahii rizi-
kovych prvkii a organickych cizorodych latek v pude a
Jjejich prijem rostlinami z hlediska ochrany kvality a
kvantity zemédélské produkce. Zprava MZP 2002.

9. Welp G., Briimmer G. W.: Ecotoxicol. Environ. Saf.
43, 83 (1999).

10. Krauss M., Wilcke W., Martius C., Banderia A. G.,
Garcia M. V. B., Amelung W.: Environ. Pollut. 735,
143 (2005).

11. Thiele S., Brimmer G. W.: Soil Biol. Biochem. 34,
733 (2002).

12. Brandt C. A., Becker J. M., Porta A.: Environ. Toxi-
col. Chem. 217, 1638 (2002).

13. Holoubek I.: Chemie zivotniho prostiedi IV. Polycyk-
lické aromatické uhlovodiky (PAHs). Brno, 2005.
http://recetox.muni.cz/index.php?id=23, stazeno 20.4.
2007.

14. Oleszczuk P., Baran S. J.: Environ. Sci. Health, Part A
40, 2085 (2005).

15. Meneses M., Schuhmacher M., Domingo J. L.: Che-
mosphere 46, 1393 (2002).

16. MZd CR: Vyhlaska MZd CR ¢ 305/2004 Sb., kterou

1010

Laboratorni pfistroje a postupy

se stanovi druhy kontaminujicich a toxikologicky vy-
znamnych ldtek a jejich pripustné mnoZstvi v potravi-
ndch. Sbirka zakont 2004.

Johnsen A. R., Karlson U.: Microb. Ecol. 50, 488
(2005).

Thiele S., Brimmer G. W.: Chemische Extraktionver-
fahren zur Abschitzung des mikrobiell abbaubaren
PAK-Anteils kontaminierten Boden. Mitteilgn. Dtsch.
Bodenkundl. Gesellsch. 91/1, 522 (1999).

Hrasko J., Cervenka L., Facek Z., Komar J., Néme&ek
J., Pospisil F., Sirovy V.: Rozbory péd. SVPL, Brati-
slava 1962.

Houba V. G. J.: Soil and Plant Analysis, part SA.
Wageningen University 1994.

Korchens M., Schulz E., Behm R.: Zbl. Microbiol.
145,305 (1990).

Bobovnikova T. 1., Alekseeva L. B., Dibtseva A. V.,
Chernik G. V., Orlinsky D. B., Priputina 1. V., Ples-
kachevskaya G. A.: Sci. Total. Environ. 246, 51
(2000).

Zohair A., Salim A.-B., Soyibo A. A., Beck A. J.:
Chemosphere 63, 541 (2005).

17.

18.

19.

20.
21.

22.

23.

R. Viacha, J. Cechmankova, M. Havelkova,
and V. Horvathova (Research Institute for Soil and Water
Conservation Prague, Czech Republic): Transfer of Poly-
cyclic Aromatic Hydrocarbons from Soil into Selected
Plants

The influence of polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAH) in soil on plant production quality was investigated.
A series of pot, field, and laboratory tests were performed.
The results showed that the transfer of PAHs into plants is
influenced mainly by chemical characteristics of aromat-
ics, by soil characteristics (the content and quality of or-
ganic matter) and by plant characteristics (plant species
and bodies). The pot and field tests confirmed the prevail-
ing influence of emissions on the PAH load of mustard
shoots compared with PAH transfer from the soil. Never-
theless, an increased transfer of PAHs containing less aro-
matic rings into the middle parts of carrot roots was con-
firmed for sandy soils. Increased contents of PAHs were
also detected in primary bark of carrot roots in sludge ap-
plication. These findings were confirmed by laboratory
extraction tests.
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Stredoskolska soutéZ v experimentalni chemii
»O pohar Becario“

Bohuzel je smutnou realitou, Ze chemie patii na
sttednich Skolach mezi ty méné oblibené predméty. O to
vic nas tesi to, ze se kazdoro¢né objevuje mnoho studentu,
které chemie nejenom bavi, ale jsou do ni doslova zapale-
ni. Neékteti se obdivuji odhalovani zakonitosti, podle kte-
rych se preménuji molekuly, a jsou spiSe teoretickymi
nadSenci. Jini se zase, tfeba s ne uplné¢ dokonalou teoretic-
kou pripravou, horlivé poustéji do experimentovani ve
Skolni, nebo dokonce domaci laboratofi.

Existujici stfedoskolské soutéze jako Chemicka
olympiada (ChO) nebo koresponden¢ni seminai KSICHT
jsou z vétsi ¢asti postaveny na teoretickych ukolech. ChO
sice ma i praktickou c¢ast, ale bez teoretickych znalosti
uspét nelze. KdyZz nas tedy oslovili zastupci sdruzeni Beca-
rio, ze by radi zorganizovali chemickou soutéz pro stfedo-
Skolaky, bylo tfeba se zamyslet. Zamyslet se hlavn¢ nad
tim, kde asi bude na trhu stfedoskolskych chemickych
aktivit pomyslnd dira. A na zéklad€ t&€chto Givah se zrodila
soutéz ,,O pohar Becario®.

Od dosavadnich aktivit se skute¢né odliSuje — je to
soutéz experimentalni, tymova a zalezi i na urovni prezen-
tace pfedvadénych experimentl. Struéné feCeno maji sou-
tézni tymy pod vedenim svého pedagoga vybrat, zpracovat
a poutaveé predvést zajimavy experiment na zadané téma.
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Téma 1. ro¢niku bylo ,,Chemie a svétlo“. Generalku svoji
prezentace museli studenti nejprve provést na kmenové
Skole pied vlastnimi spoluzéky (a mj. zjistili, kolik to da
prace pripravit, ,,zachodit a poutavé piedvést chemicky
pokus). Dokumentaci k celému projektu zaslali poroté,
ktera vybrala 10 nejlep$ich tymd. Ty pak byly pozvany na
findle soutéze, kde experimenty predvedly v doprovodu
elektronické prezentace pted odbornou porotou.

Finale loniského prvniho ro¢niku se konalo 18. dubna
2007 na VSCHT Praha. V poroté zasedli prof. Jitka Mo-
ravcova za VSCHT Praha, Ing. Pavla Topolankova za
Becario, RNDr. Petr Holzhauser za Nérodni centrum pro
mladé chemiky a poroté predsedal prof. Vaclav Paces,
predseda AV CR. Slavnostni vyhlaseni vysledki a predani
cen pak prob&hlo odpoledne v prostorach Senatu CR.

Prvni ro¢nik soutéZe mél veliky Gspéch jak u G€astni-
ka soutéze, tak u profesort, ktefi jim s pripravou projekti
pomahali. Proto se leto$ni druhy roc¢nik soutéZe s podtitul-
kem ,,Chemie a elektrina“ konal jako dvoudenni akce ve
dnech 22.-23. 4. 2008, opét v prostorach VSCHT a Sena-
tu. Jako predseda v poroté tentokrat zasedl prof. Rudolf
Zahradnik, ¢estny predseda AV CR. V rozsiteném prove-
deni se tak soutéZze mohlo ve dvou puldennich klanich
zlcastnit 14 tyml a zbyl ¢as i na spolecensky vecer na
parniku na Vltavé.

Petr Holzhauser,
sekce mladych CSCH
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LUMINISCENCE V BEZNEM ZIVOTE
1V LABORATORI

JIRI KRIST", FRANTISEK GELA", FABIAN
FRONCEK® 2 MARTIN KUBALA"

“ Mendelovo gymnazium, Opava, prispévkova organizace,
Komenského 5, 746 01 Opava, ° Katedra experimentdlni
fyziky Prirodovédecké fakulty Univerzity Palackého

v Olomouci, tr. Svobody 26, 771 46 Olomouc

Doslo 10.12.07, ptijato 20.5.08.

Klicova slova: skolni chemické pokusy, chemiluminiscen-
ce, fotoluminiscence, singletni kyslik, acidobazické reakce

Uvod

V zapadni Evropé je jiz dlouho pozorovan postupny
pokles z&jmu studentil o pfirodni védy a v soucasné dobé
je tento trend patrny i u nas'. Z velké &asti je to zpiisobeno
tim, ze studium piirodnich véd klade pomérné velké naro-
ky na abstraktni mysleni, nebot’ moderni chépani jevi
v pfirod¢ se jiz posunulo do sfér, které oznacujeme pired-
ponou ,,nano-". Tato oblast je jiz nas§im smyslim tézko
pfistupnd a moderni véda stoji na mnoha abstraktnich kon-
strukcich jako napf. foton, spin ¢i energie. Ukazuje se, ze
motivace studentll porozumét témto pojmim mize byt
vyrazné podpofena, pokud je teoreticky vyklad doplnén
nazornymi experimenty, nejlépe takovymi, které si studen-
ti mohou sami vyzkouset. Vyraznym motiva¢nim faktorem
je také informace, jakym zplsobem je mozno popisovany
jev uplatnit v praxi*’. Spektroskopické & mikroskopické
techniky vyuzivajici luminiscenci dnes patii mezi nejpou-
zivangj§i metody v zakladnim vyzkumu v Siroké skale
pfirodovédnych disciplin a — a¢ si to vétSinou neuvédomu-
jeme — zatizeni vyuzivajici tohoto jevu nas obklopuji do-
slova na kazdém kroku (viz nize). Také diky tomu, Ze pro-
vedeni mnoha luminiscen¢nich experimentii je pomérné
nenaro¢né, mohlo by byt zafazeni luminiscenc¢nich experi-
mentl zajimavym dopliikem vyuky pfirodnich véd, prede-
v§im chemie a fyziky.

Zahadny jev luminiscence (svétélkovani) pritahoval
pozornost lidi uz od pradavna a popisy svétélkujiciho mote
miizeme nalézt uz v antické literatuie’, plné porozuméni
témto jevim umoznil v§ak az rozvoj kvantové mechaniky
pocatkem 20. stoleti. Luminiscenci definujeme’ jako pre-
bytek svételného zafeni télesa nad trovni tepelného vyza-
fovani v dané spektralni oblasti pfi dané teplotg, jestlize
tento piebytek trva déle nez 107" s. Na molekularni urovni
je mozno tento jev vysvétlit tak, Ze molekula se pfi pfecho-
du ze stavu s vyssi energii (zpravidla prvni excitovany
stav) do stavu s niz8i energii (zpravidla zékladni stav) zba-
vuje prebytecné energie vyzafenim svételného kvanta
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(fotonu), pricemz energie tohoto fotonu je rovna rozdilu
energii téchto dvou stavii. Podle mechanismu, jakym se
molekula dostane do excitovaného stavu, mizeme rozlisit
rizné druhy luminiscenci, napf. katodovou luminiscenci
(excitace po dopadu elektroni — obrazovky televizort),
rentgenoluminiscenci (excitace RTG zafenim — luminis-
cencni stinitka, scintilatory), elektroluminiscence (excitace
pfilozenym elektrickym polem ¢i prochazejicim elektric-
kym proudem — svételné diody, polovodiCové lasery)
a dalsi®.

Pro didaktické tcely se jako nejvhodnéjsi jevi chemi-
luminiscence, kterd nastava pii nékterych exotermickych
reakcich, pfi nichz meziprodukty nebo konec¢né produkty
vznikaji v excitovaném stavu (v pfirod¢ napi. svétélkovani
svétlusek ¢i parezt) a fotoluminiscence, kdy excitovaného
stavu je dosaZeno pohlcovanim svétla v ultrafialové, vidi-
telné ¢i blizké infracervené oblasti spektra, pficemz vinova
délka emitovaného svétla je odlisna od vlnové délky svétla
absorbovaného (Cili dochazi ke ,,zméné barvy* svétla).

Ptipravili jsme nékolik jednoduchych luminiscenc-
nich pokust, o kterych se domnivame, ze by mohly efekt-
nim zplsobem doplnit vyuku chemie ¢i fyziky. U kazdého
experimentu kromé navodu ptidavame jesté par tipi pro
spravné provedeni, poté nasleduje teoretické vysvétleni
jevu a jeho mozné vyuZiti.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Chemiluminiscence singletového kysliku

Drtiva vétsina stabilnich molekul ma sparované elek-
trony. JelikoZ elektron miize mit spin +1/2 nebo —1/2; cel-
kovy elektronovy spin molekuly je celé ¢islo. Vétsina mo-
lekul mé v zékladnim stavu (stavu s nejnizsi energif) cel-
kovy spin roven nule a také primét spinu mize nabyvat
jediné hodnoty a to 0 (odtud oznaceni singletovy stav).
Vzacnéji se vyskytuji molekuly, které maji v zakladnim
stavu celkovy spin 1 a jelikoz primét spinu muze nabyvat
tii hodnot (-1, 0 nebo 1), oznacujeme tento stav jako tri-
pletovy. Mezi tyto vzacné vyjimky patii i molekula kysli-
ku 02.

Rudé zate’

Do roztoku vzniklého smiSenim 100 ml 30% roztoku
NaOH a 50 ml 30% roztoku H,O, zavadime chlor (v di-
gestofi), ktery lze pfipravit reakci 65 ml 30% HCl s 16 g
KMnO, (pfipadné reakci 81 ml 30% HCI s 22 g MnO,
nebo reakci 94 ml 30% HCI s 25 g K,Cr,07). Pozorujeme
chemiluminiscenci v oranZovo-cervené oblasti spektra.

Pro pfipravu chloru doporucujeme pouzit frakéni
barku, do které nasypeme manganistan draselny a z délici
nalevky pfikapavame kyselinu chlorovodikovou, vznikaji-
ci chlor zavadime hadic¢kou piimo do pfipraveného rozto-
ku. Chlor by se m¢l ptfed zavadénim do roztoku cistit za-
vadénim do vody. Ovéfili jsme vSak, ze pokus probiha
1 bez ¢isteéni chloru a dokonce i efektnéji.
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Roztok, do kterého zavadime chlor, bychom méli
optimalné chladit po celou dobu pokusu. Zjistili jsme vSak,
ze postaci roztok pied pokusem dobie vychladit ve vodé
z vodovodu. Z bezpecnostnich diivodd je vhodné zarfadit
promyvacku k pohlcovani nezreagovaného chloru
(nezbytn¢ nutné to neni pouze v pfipad€, Ze provadime
pokus v digestofi; prakticky se totiz vSechen chlor pohlti
jiz pti zavadéni do roztoku).

Bezpecnost pokusu a tipy

Pokud studenti nesméji pracovat s koncentrovanymi
Ziravinami, mize byt tento pokus pouze demonstracni. Pti
pokusu vznika jedovaty chlor, proto je nutné dbat na maxi-
malni tésnost celé aparatury a pokus provadét v digestofi.
Z bezpecnostniho hlediska je dobré pridat jesté jednu pro-
myvaci baiku s roztokem hydroxidu sodného, s nimz by
pfipadné reagoval chlor unikajici z prvni promyvaci ban-
ky. Pfi pfipadné nehod¢ ukoncime pokus uzavienim ko-
houtu u dé€lici nalevky. Je dilezité misit roztoky peroxidu
a hydroxidu velmi pomalu, jelikoz pfi smichdni péni
a mohlo by dojit k potfisnéni ziravinou, roztok je nutno
chladit. Pokus je dualezité provadét v dobfe zatemnéné
mistnosti, jinak nepisobi tak efektné. Pokud pokus nefun-
guje, pak pridame jesté trochu peroxidu vodiku.

Princip
Ve frak¢ni bance vznika chlor podle rovnice 1a (nebo
rovnice 1b ¢i Ic):

16 HCl + 2 KMnO4 — 5 Cl, + 2 MnCl, + 2 KC1+ 8 H,O (1a)
4 HC1 + MnO, — Cl, + MnClL, + 2 H,O (1b)

14 HC1 + K,Cr,0; >3 CL +2 CrCl; + 2 KC1+ 7H,0  (I¢)

Chlor je zavadén do promyvaci bariky, kde reaguje
s hydroxidem sodnym podle rovnice (2):

Cl, +2 NaOH — NaClO + NaCl + H,O (2)

Vznikajici chlornan sodny déle reaguje s peroxidem
vodiku podle rovnice (3):

NaClO + H202 —> NaClOz + Hzo (3)

Vznika nestabilni chloritan sodny, ktery se rozklada
podle rovnice (4):

NaClO, - *0O, + NaCl 4)

Molekula kysliku *O, se nachézi v singletovém stavu
(tzv. singletni kyslik). Jak jiz bylo uvedeno vyse, u mole-
excitovany (proto * v oznaceni). Singletovy kyslik mutze
byt generovan riiznymi reakcemi v riiznych formach,
nicméné v kondenzované fazi je vyznamna pouze forma
*0, (lAg), ktera muze prechazet do zakladniho stavu tfemi
riznymi mechanismy, pfi¢emz piebytek energie mize byt
vyzaren ve form¢ fotonu (4v):

*0, ('Ag) = 05 (=) + hv (1269 nm) (5a)
2%0, ('Ap) = 0, () + *0, ('Zy) —
0, 2y + 0, (%) + hv (762 nm) (5b)
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2 %0, ('Ay) = 2 0, CZy) + hv (634 nm) (5¢)

Pii reakcich (5b) a (5¢) jsou emitované fotony ve
viditelné oblasti spektrag.

Wuziti ve vyuce

Pokus ma za cil demonstrovat chemiluminiscenci
v nepfili§ slozité aparatute a uZitim béznych a snadno do-
stupnych chemikalii, které se daji koupit i v Iékarné ¢i
drogerii.

Na tomto pokusu lze také nazorné vysvétlit pojmy
excitovaného a zakladniho stavu molekuly a ukazat pre-
chody mezi nimi. Dale je mozné pokus provést jako moti-
vaci k objasnéni spinovych stavii. Dal$i moznosti je de-
monstrace laboratorni pfipravy chloru, neobvykla pfiprava
kysliku a oxida¢ni vlastnosti peroxidu vodiku. Je vhodné
vyuzit reakci, které pii pokusu probihaji, k procviceni
schopnosti zakili sestavovat a vyc¢islovat chemické rovnice.

Fotoluminiscence

Po pohlceni fotonu se molekula dostane do excitova-
ného stavu. V excitovaném stavu pak muze dojit k celé
fadé procesl, které souhrnné oznaCujeme jako relaxace
(napf. zmény v rozloZeni naboje v molekule, reorientace
molekul rozpoustédla, tepelné disipace a dalsi) a molekula
prvniho excitovaného stavu. Odtud potom ptechazi zpét do
zdkladniho stavu, coZ miZe byt doprovdzeno vyzarenim
fotonu. Vzhledem k tomu, ze relaxace jsou v podstaté
ztrdtami energie, ma vyzafeny foton mensSi energii a tedy
veétsi vinovou délku nez foton absorbovany, jinymi slovy,
dochdzi ke zméné barvy svétla (obr. 1). Pokud dochazi
k pfechodim jen mezi singletovymi stavy molekuly, je
uvedeny proces velmi rychly (typicky nanosekundy)

T

absorpoe

(7]
>

wnitfni konverze a

. wnitfni konverze a
wibraéni relazace

wibratni relazace

Tntersystémova
konverze

+

nezéfivd +
fluer

relazace

4T

absorpce nezifiva

| mmg]

fosforescence

5[]

Obr. 1. Energeticky diagram pro procesy, které se odehravaji
pri fotoluminiscencich; svislé plné ary — procesy spojené s
pohlcenim ¢i vyzafenim fotonu, pferuSované Cary — nezafivé
prechody, S — singletové stavy, T — tripletové stavy, vodorovné
cary — energetické hladiny
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amluvime o fluorescenci. Pokud dochézi k prechodu ze
singletového stavu do tripletového stavu a déale k emisi
fotonu, je cely proces mnohem pomalejsi (milisekundy az
hodiny), nebot’ je spinove zakdzany a pak hovoiime o fos-
forescenci. Pokud dochazi k prechodu z tripletového stavu
zpét do prvniho singletového excitovaného stavu a odsud
k emisi fotonu, jedna se o tzv. zpozdénou fluorescenci®.
Fluoreskujicich latek je celd fada a je mozné nalézt napt.
fluorofory, které absorbuji zelené svétlo a emituji zluté.
Mnohem efektnéji plsobi experimenty, kdy dojde
k posunu z neviditelné ultrafialové oblasti do viditelné
Casti spektra.

Svitici pupeny

Pupeny jirovce madalu (lidové ,kastan konsky*, Ae-
sculus hippocastanum) odkrojime, natfizneme je a vlozime
do Petriho misky s vodou. Pod UV lampou sledujeme vy-
Iuhovani modte luminiskujici latky a jeji difuzi do celého
objemu vody. Cerstvou vétvicku pod UV lampou napii¢
rozfizneme a na kruhovém prifezu pozorujeme ruzné roz-
lozeni luminiskujici latky.

Bezpecnost pokusu a tipy

Pti dodrzeni bezpe€nosti prace s noZem mohou pokus
provadét sami studenti. Pokus provadime v dobie zatem-
néné mistnosti, pokud mozno pouzivejte Cerstvych pupe-
na.

Princip

V pupenech, v plodech i v jinych ¢astech jirovce ma-
d’alu je pritomen eskulin (obr. 2), ktery ma fluorescencni
vlastnosti.

Eskulin ma silnou antimikrobialni aktivitu a je az 10x
ucinnéj$i nez chinin. Poméh4 sniZzovat teplotu a zvySuje
prokrveni. Eskulin se pouziva v mikrobiologii pro stanove-
ni bakteridlnich druhfl, specidlné€ pro uréeni druhu Entero-
coccus. Bakterie druhu Enterococcus dokazi totiz eskulin
enzymaticky rozkladat, pficemz metabolity této reakce pfi
ozateni UV svétlem jiz nevykazuji fluorescenci. Pouziva
se také do Samponli — zvySuje prokrveni vlasové pokozky
a tim zlepSuje zasobeni vlasovych kofinkl vyzivnymi lat-
kami.

OH
H O H
H
OH H
HO 0
H OH N
HO o No

Obr. 2. Struktrua eskulinu
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Wyuziti ve vyuce

Tento pokus mé za cil demonstrovat pfitomnost lumi-
niscencnich latek v biologickém materialu. Umoznuje
nazorn¢ vysvétlit pojmy jako zékladni a excitovany stav,
foton a energie fotonu. Tento pokus je také efektni de-
monstraci difuze. Studenty je moZzno také podnitit
k hledéani dalsich luminiskujicich latek. Pfi osvétleni UV
lampou vykazuji luminiscenci n¢které bézné kapaliny,
jako napf. pivo, tonik, mo¢ a samoziejmé roztoky fluo-
rescencnich sond, z téch b&zné¢ dostupnych uved'me ale-
spon fluorescein ¢i eosin. Fotoluminiscenci mizeme pozo-
rovat i u nékterych pevnych latek, napf. praci prasek, an-
tracen, béleny papir ¢i bilé textilie.

Aplikace fotoluminiscence

Model zarivky

V tfeci misce rozetfeme kyselinu boritou
s fluoresceinem v hmotnostnim poméru 100:1. Tuto nao-
ranzovélou smés nasypeme do zkumavky a nad kahanem
roztavime tak, aby vznikajici tavenina (rovnice 6) pokryla
pokud mozZno rovnomérné cely povrch stény zkumavky
a dno. Po vychladnuti z taveniny vznikne sklovitd hmota’.
Do zkumavky umistime UV diodu a ptipojime ji ke zdroji.
Pozorujeme, jak se UV zéfeni (spolu s pfilehlou modrou
oblasti spektra) méni na zlutozelené svétlo.

2 H3BO3 —> 8203 +3 HzO (6)
Princip

Nejcastéji se s aplikaci fotoluminiscence setkavame
v zafivkach. Funkce zéafivek spociva v katodové luminis-
cenci par rtuti, ktera vSak z velké ¢asti zaii v UV oblasti,
proto se na vnitini stranu zafivkové trubice nandsi vrstva
Iuminoforu, ktera toto UV zafeni pohlcuje a poté vyzatuje
viditelné svétlo.

Vyuziti ve vyuce

Tento pokus muze slouzit jako jednoducha ukazka
aplikace fotoluminiscence v bézném zivoté a doplnit vy-
klad k experimentiim popsanym vyse.

Fontdnka'’

Do Erlenmeyerovy banky se 100 ml vody pridame
par kapek 1% roztoku eosinu v ethanolu (nebo nékolik
nafiznutych pupent jirovce madalu) a pifi excitaci UV
zatenim pozorujeme luminiscenci. Poté, co roztok okyseli-
me 2-3 kapkami koncentrované HCI, prestane roztok
v UV zateni luminiskovat. Do zabrusové banky kapneme 4
az 5 kapek koncentrovaného vodného roztoku amoniaku
a uzavieme zatkou s trubickou. Roztok v uzaviené barce
nad kahanem odpafujeme, dokud bafika neni naplnéna
(vlhky indikatorovy papirek pfilozeny k usti trubicky
zmodra). Trubicku ponotfime do roztoku kyseliny chloro-
vodikové a v UV svétle pozorujeme luminiskujici fontan-
ku (obr. 3).
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uv

HCI (aq) + eosin

-

Obr. 3. Aparatura k experimentu ,,Fontanka”

Bezpecnost pokusu a tipy

Pokud studenti nesméji pracovat s koncentrovanymi
Ziravinami, miZe byt tento pokus pouze demonstracni.
Pokus pro vétsi efekt provadime v zatemnéné mistnosti. Je
velmi dulezité pfidat spravné mnozstvi kyseliny do rozto-
ku s indikatorem. Pokud se pfida vétsi mnozstvi, nedojde
pfi reakci s plynnym amoniakem k potfebné zméné pH
a pokus se nezdafi. Pro praci s NH;je vhodné pouzit su-
chou varnou banku. Zatka i trubicka v Gsti varné banky
musi pevné drzet, aby nedoSlo vlivem podtlaku v barce
k jejich nasati dovnitt a k rozbiti aparatury.

Princip

Spektra ¢i intenzita fluorescence mnoha fluorofori
(napft. eosin ¢i aeskulin a mnohé dalsi) zavisi na pH pro-
stiedi. Amoniak se velmi dobfe rozpousti ve vod¢ a tohoto
faktu lze vyuzit pro konstrukci fontanky — plynny amoni-
ak, kterym je naplnéna varnd batika, se zaCne rozpoustét ve
vodném roztoku, do které je ponofena trubicka vedouci
z bailky. Pfi rozpouSténi plynu vznikd v batice podtlak,
ktery zptsobi nasavani roztoku. Zména pH pfi rozpousténi
NH; zptsobi zménu luminiscenénich charakteristik ptida-
né latky (eosin, eskulin).

Vyuziti ve vyuce

Tento pokus je velice efektni. M4 za cil poutavé de-
monstrovat rozpustnost plyntt ve vodé a zavislost fotolu-
miniscence na acidit¢ prostiedi s vyuzitim jednoduché
aparatury, béznych a snadno dostupnych chemikalii. Tento
pokus miize slouzit jako vhodny a poutavy tivod k acido-
bazickym titracim.

Predevsim se ale jedna o velmi jednoduchou ukazku
toho, Ze luminiscence miize byt vice nez hra a ze méfeni
luminiscen¢nich charakteristik miize poskytnout zajimavé
informace o dalSich latkach v roztoku. Praktické uplatnéni
je velice Siroké a zahrnuje nejen zminéné méfeni pH, ale je
mozné i ziskavat informace napf. o koncentracich vybra-
nych iontd, polarité prostiedi'', membranovém potencia-
lulz, nebo také o molekuldrnich interakcich!'® & konfor-
maé&nich zm&nach molekul'®. V soudasné dobg je jiz zcela
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bézné vyuziti fluorescence v mikroskopii ke sledovani
o 1,4 1
procest v buiikéch'.

Zavér

S jevem luminiscence se setkavame pomérné casto
v kazdodennim zivoté a diky vysoké citlivosti a variabilité
jsou luminiscenéni techniky vyznamné i v modernim za-
kladnim a aplikovaném vyzkumu. Je tedy az prekvapivé,
ze se s timto vyznamnym jevem setkavaji az studenti vys-
Sich ro¢nikti chemickych a fyzikalnich oborti na vysokych
Skolach.

Uvedené experimenty umoznuji zajimavym zpidso-
bem sezndmit studenty s elementdrnimi pojmy jako ener-
gie, excitovany stav, foton Ci spin a ukazat jejich vyznam.
Vsechny tyto pojmy jsou vyucovany jiz na stfednich sko-
lach a tedy vysvétleni téchto experimentli by mélo byt
pfistupné i stfedoskolskym studentlim. Nesporny nddech
tajemna (zvlasté v experimentech, kdy ,,svétlo vznika
z nic¢eho* — chemiluminiscen¢ni experimenty ¢i fotolumi-
niscence s buzenim v UV) mlize byt pro studenty G¢innym
podnétem pro dalsi zkoumani téchto jevi. Experimenty
,»Model zarivky“ a ,,Fontanka“ pfitom jiz piimo ukazuji
mozné vyuziti luminiscence. Pomérné¢ malé materialni
a finanéni naroky by mély umoznit studentim nejenom
provedeni experimentt, ale i vyzkouset si jejich pfipadné
modifikace ¢i nalézt dalsi praktické aplikace. Vétime, ze
tato prace bude slouzit jako odrazovy mustek pro stfedo-
Skolské i vysokoskolské ucitele, ktefi chtéji zajimavym
zpusobem obohatit vyuku nebo popularizacni prednéasky
o prirodnich védach.
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CHEMICKA LUMINISCENCE
LUMINOLU A JEHO SYNTEZA ZE
SNADNO DOSTUPNYCH CHEMIKALI{
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Gymnazium Josefa Jungmanna, Svojsikova 1, 412 01 Lito-
mérice
simsa.d@seznam.cz

Doslo 10.12.07, ptijato 21.5.08.
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Uvod

Luminiscence, Cesky téz svétélkovani, je vyzafovani
elektromagnetického zatfeni po predchozim dodani ener-
gie, pficemz se jednd o piebytek nad termodynamicky
rovnovaznym tepelnym zarenim.

Jinymi slovy, luminofor (svétélkujici latka) nejdiive
pfijme energii (svételnou, tepelnou, apod.) a prejde do
excitovaného stavu. Excitovany stav je nestabilni, a proto
snadno piejde zpét do zakladniho stavu za soucasné emise
svétla.

luminofor + energie — luminofor* — luminofor + Av

Druhy luminiscence rozdélujeme podle typi budici
energie (viz tabulka I).

Aplikace chemiluminiscence v praxi je Casta. Bézné
se Clovek mize setkat se sviticimi ty¢inkami (light-stick) —
vyuzivaji se pii potapéni, jako nouzové svétlo i
k no¢nimu rybolovu. Déle se chemické luminiscence vyu-

Tabulka I
Rozdé€leni luminiscence

Druh luminiscence Budici energie

Radioluminiscence kratkovlné elektromagnetické
zafeni — napf. vy, rentgenové atd.

Termoluminiscence tepelna

Elektroluminiscence elektricka

Katodova luminiscence elektrony urychlené v elektric-
kém poli

Triboluminiscence mechanicka — tieni, stlaGovani
apod.

Chemoluminiscence chemicka reakéni

Fotoluminiscence svételné zareni, popt. UV zareni

Sonoluminescence ultrazvuk
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ziva v analyze DNA a proteint ¢i k detekei nebezpecnych
latek v ovzdusi (oxidy dusiku, ozon, ne¢které organofosfaty
jako bojové plyny).

Konkrétné luminol (5-amino-2,3-dihydroftalazin-1,4-
-dion) je vyznamna latka pro chemiluminiscencni reakce a
stejné tak pro vyzkum chemiluminiscence samotné. Jeji
strukturni vzorec je na obr. 1.

Nekolik let po objeveni luminolu v roce 1928 se naslo
jeho uplatnéni v kriminalistice (detekce stop krve, popf.
jinych télnich tekutin), pozdéji i v biochemii a biologii.
Hemoglobin obsahuje Zeleznaté kationty, které jsou uz
v malé koncentraci schopny katalyzovat reakci luminolu.
I po nékolikerém umyti zistavaji na kobercich nebo podla-
hach stopy krve, béznému oku neviditelné. OvSem po na-
neseni reakéni smési s luminolem se potfisnénd mista in-
tenzivné rozzaii. Stejného principu vyuzivaji i myslivci
k dohledavani poranéné zvéte. Spolehlivost detekce je
vSak ovlivnéna tim, Ze reakce luminolu miize byt katalyzo-
vana i dal§imi latkami (obsahujici napt. kationty méd’naté,
manganaté, kobaltnaté, zelezité). Vzhledem k témto a dal-
$im nezadoucim vliviim je luminol v kriminalistice nahra-
zovan jinymi latkami.

O
NH

NH
NH, O

Obr. 1. Strukturni vzorec luminolu
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Experimentalni ¢ast
Luminiscence luminolu v alkalickém prostifedi

Schéma 1 ukazuje prubéh reakce, pii které vyzatuje
modré svétlo.

Chemikalie: luminol, hydroxid sodny nebo draselny,
hexakyanozelezitan draselny, peroxid vodiku (30% roz-
tok), destilovana voda.

Roztok A: 0,2 g luminolu, 10ml 10% roztoku
hydroxidu sodného a doplnime na 500 ml destilovanou
vodou.

Roztok B: 1,5g hexakyanoZelezitanu draselného,
2 ml 30% roztoku peroxidu vodiku a doplnime na 500 ml
destilovanou vodou.

Provedeni: Luminiscenci zahdjime smichanim rozto-
ki A a B. Pfi doznivani reakce je mozné do reak¢ni smési
pridat jesté nékolikrat malé mnozstvi roztoku hydroxidu,
¢imz reakci docasné ,,0zivime*. Silné vyzatfovani svétla
trva fadove desitky sekund, slabé zareni mizeme pozoro-
vat jesté nékolik minut.
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NH, O
NH

NH, O NH, O

o hv
o

0}
excitovany stav

singletovy dianion (S,)

o}

Schéma 1

Ptiprava luminolu z bézné dostupnych
chemikalii

1. Priprava siranu hydrazinia

Nejprve pripravime roztok chlornanu sodného podle
rovnice (/):
2 NaOH + Cl, — NaClO + NaCl + H,0 (1)

Do baiiky odméfime 350 ml vody a za michani ptida-
me 20 g NaOH. Roztok ochladime na teplotu 0 °C a baiiku
postavime do vétsi nadoby s chladici smési (led a sul). Do
roztoku zacneme zavadét chlor, (pfipraveny napf. reakci
manganistanu a zfedéné kyseliny chlorovodikové). Kont-
rolujeme teplotu, aby nepfesdhla 2 °C. (Namisto chlornanu
by ve vétsim mnozstvi zacal vznikat chlore¢nan.) Nyni
miZzeme piikrocit k pfipravé hydrazinu podle rovnice (2):
CO(NH2)2 + NaClO — NaCl + COZ + N2H4 (2)

Pfipraveny roztok chlornanu ochladime na 0 °C
a pfidame 25 ml 50% roztoku NaOH a roztok 15 g moco-
viny v 20 ml vody. Reak¢ni smés promichdme a nechdme
asi 1 hodinu reagovat. Poté smés pielijeme do vétsi nado-
by, pfiddme 25 ml 10% Zelatiny a pomalu zahfivdme na
vodni lazni. Po tficeti minutach roztok odpatfime na 250 az
300 ml, zfiltrujeme vyloucenou Zelatinu a k filtratu za
chlazeni pfikapavame 140 ml 30% kyseliny sirové, ¢imz
pripravime siran hydrazinu (3).

N,H,4 + H,SO4— N,H4H,SO, 3)

o)

o _HNOJH,SO,

Schéma 2

o
o

NH, O
| + 20H ———» '?l -
NH - 2H,0 N
O O

NO
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NH,
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NN 0,

| —
=N _N,
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NH,

O
i io_
- —
O

O
excitovany stav
tripletovy dianion (T,)

zakladni (stabilni) stav
singletovy dianion (S;)

Smés nechdme v chladu krystalizovat. Vyloucené
krystaly odfiltrujeme a pii pokojové teploté vysuSime.
Vytézek cca 11 g.

1I. Priprava kyseliny 3-nitroftalové

Rozpustime 50 g ftalanhydridu v50ml 97% H,SO,
v tlustosténné baiice o objemu 250 ml. Postupné ptidava-
me 100 ml 65% HNO; a kontrolujeme, aby teplota nepte-
sdhla 110 °C. Smés zahfivame pfiblizné€ 2 h na vodni lazni.
(Schéma 2 popisuje probihajici reakci.) Poté smés nalije-
me do 500 ml ledové vody. Produktem je smés kyseliny
4-nitroftalové a 3-nitroftalové. Nami pozadovany isomer je
ve vodé méné rozpustny. Vyloucenou srazeninu prefiltru-
jeme pres fritu a nechame ususit na vzduchu. Chceme-li
ziskat Cistsi kyselinu 3-nitroftalovou, je mozno rekrystali-
zovat produkt ze studené ledové Kkyseliny octové.
t.t. =216-218 °C, vytézek cca 16 g.

1I1. Viastni priprava luminolu

V kadince o objemu 400 ml smichame 10 g kyseliny
3-nitroftalové, 30 ml glycerolu a 100 ml vody. K tomu
pfidame 10 g siranu hydrazinu a 15 g NaOH, rozpusténych
ve 100 ml vody. Smés zahtivame pii atmosférickém tlaku,
abychom vyvafili pfebyte¢nou vodu. Jakmile teplota pte-
kro¢i 120 °C, zahfivame je$té po dobu 12—14 min. Poté
smés nechdme vychladnout na 100 °C a nalijeme do
150 ml horké vody (65 °C). Po ochlazeni se vylouci sraze-
nina, kterou odfiltrujeme a pfevedeme do batiky o objemu

COOH COOH

- X

COOH COOH

2
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COOH
N,H,.H,SO,/NaOH

COOH
NO,

Schéma 3

250 ml. VytéZzek cca 7 g.

K 7 g pfipraveného preparatu piidame 50 ml 10%
roztoku NaOH a 30 g Na,S,04. Vznikne hnédocerveny
roztok, ktery povafime 10 min. Poté ho ochladime na 80 °
C, pfidame 20 ml koncentrované kyseliny octové a necha-
me vychladnout na laboratorni teplotu. Vylouceny svétle
zluty produkt (luminol) odsajeme na frit¢. VytéZek cca 3
az5g.

Vysledky a diskuse

Existuje fada dal$ich podobnych pokusti s luminolem,
napf. ve vodném prostiedi s vyuZitim uhli¢itanového puf-
ru, za katalyzy méd’natymi kationy, nebo v aprotickém
prostiedi (napi. dimethylsulfoxid). Tyto modifikace nabi-
zeji jen o néco delsi dobu luminiscence — fadové minuty,
ale maximalni intenzita vyzareného svétla je podobna.

Reakci ovliviiuje predevsim kvalita pouzitého lumi-
nolu, zvySovanim koncentraci reaktantti se dd mirné zvysit
i intenzita luminiscence.

Luminiscenci mutizeme dale zatraktivnit pfidanim
malého mnozstvi riznych fluorescencnich barviv, ktera
zméni barvu vyzatovaného svétla (napf. fluorescein na
7lutozelenou, rhodamin B — na Cervenou, eosin — na fialo-
vortizovou). Tim zaroveri demonstrujeme fotoluminiscen-
ci. Zateni luminolu je vyuZito jako energie pro excitaci
molekul indikatoru.

Zavér

V tomto prispévku jsme popsali luminiscenci, kterou
jsme dale rozdélili podle druhti budici energie. Poté jsme
se zabyvali chemiluminiscenci, konkrétné luminolem.
Popsali jsme jeho pfipravu a nejvyhodnéjsi poméry pro
provedeni luminiscenéni reakce. A k ¢emu tyto poznatky

NO, O
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NH
NH

Na,S,0, NH
- NH

NH, O

pouzit? Zajimaveé provedené a vizualné efektni chemické
pokusy mohou byt cestou, jak zaujmout studenty a probu-
dit v nich z4jem o chemii. U¢itel chemie je schopny lumi-
nol syntetizovat a samotné provedeni reakci je otdzkou
nekolika minut. Tteba pravé jas a pestrobarevnost chemic-
ké luminiscence muze byt jiskfickou, kterd ve studentech
zazehne touhu po pozndni pfirodnich jevi.
LITERATURA
1. Javorskij B. M., Seleznév J. A.: Prehled elementdrni
fyziky. SNTL, Praha 1989.
http://chemiluminiscence.xf.cz/
chemiluminiscence Il final.pdf, staZzeno 18. listopadu
2007.
. http://en.wikipedia.org/wiki/Luminol,
listopadu 2007.
. http://en.wikipedia.org/wiki/Chemiluminescence,
stazeno 19. listopadu 2007.
. http://www.ch.ic.ac.uk/wiki/index.php/It: Luminol,
stazeno 19. listopadu 2007.
. http://jade6.truman.edu/~patter/organic/procedures/
luminol.pdf, stazeno 19. listopadu 2007.

2.

stazeno 18.

D. Simsa and J. Skopal (Josef Jungmann Grammar
School, Litomérice): Chemiluminescence of Luminol
and Its Synthesis from Easily Available Chemicals

Chemiluminescence, a low-temperarure light emis-
sion due to a chemical reaction, is demonstrated on the
reaction of luminol (5-amino-2,3-dihydrophthalazine-1,4-
-dione), hydrogen peroxide, potassium hexacyanoferrate
(IIT) and alkaline hydroxide. The synthesis of luminol from
common chemicals and its impressive chemiluminescence
are described.
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SYNTHESIS OF DIFLUORINATED COMPOUNDS
STARTING FROM PHOSPHONATES

ANASTASIA ALEXANDROVA a PETR BEIER*

Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, Academy of
Sciences of the Czech Republic, Flemingovo nam. 2, 166 10
Prague 6, Czech Republic

anastasia@uochb.cas.cz, beier@uochb.cas.cz

Phosphonates 1 and 2 were found to be useful and easily
accessible reagents for the introduction of CF, moiety into
molecules of carbonyl compounds.

o

o
EtO-P—CF,SiMe;

EtO-P—CFH
OFEt OFt
1 2

Nucleophilic addition of 1 to aldehydes and ketones was
thoroughly investigated under the following scheme:'

1.LDA

o HO CF,PO(OEt)
1 2 2 2
E0-P-crH ZRCOR. 3
Okt THF, -74 °C
1 3
HO CF,PO(OEY), OH OPO(OEt), OH OPO(OEY),
+ RicHo 1BUOK,DMF s R! R
R °R? 55Cto65°C R 2 TR R®
3 F
major minor

Scheme 1. Reaction of phosphonate 1 with carbonyl compounds.

The first step proceeded smoothly affording phosphonates
3 in quantitative yields with both aldehydes (enolizable, non-
enolizable) and ketones. But for the addition of carbonyl
compound to phosphonates 3 we failed to use any enolizable
aldehyde due to the presence of a strong base. Thus, the best
yields of isomeric phosphates 4 were achieved in the reaction
of phosphonates 3 derived from non-enolizable aldehydes
(R'=Ar, R>=H) with aryl aldehydes.'

Since the use of enolizable aldehydes in the later reaction
was found to be problematic due to competing enolization of
aldehydes, we turned our attention to phosphonate 2 that has a
trimethylsilyl group instead of the proton. Reaction of 2 with
carbonyl compounds in the presence of catalytic amount of the
activator (A) afforded TMS protected alcohols 5.

0 A (cat.) o
EtO-P-CF,SiMe; — > EtO-P-CF,
OFEt OEt
2
o)
R*J\R2
F
eol F Eto\,'cg') F
P - -
, EtO
EtO AKVOSiMea 1%
R1 R2 R1 RZ

5 2

Scheme 2. Addition of carbonyl compounds to phosphonate 2.

In the sequence, OTMS phosphonates 5 may react with
another molecule of carbonyl compound providing
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corresponding phosphates 6 according to the same mechanistic
scheme as phosphonates 3 but in nearly neutral medium.

OF
EtO.] { A (0.3-0.5eq.) Eto\\g F e OPO(OEt),
s —_— , -
EtO 0SiMe; EtO 4&0 R CF,
R! R! 2
5
lRZCHO

(Et0),0PO  OH

Scheme 3. Reaction of phosphonate 5 with carbonyl compounds.

Different activators such as tetrabutylammonium
triphenyldifluorosilicate (TBAT), cesium fluoride, potassium
fluoride, potassium carbonate, etc. were tried in reactions
shown in Scheme 2 and 3. We have found that phosphates 6
can be prepared in one pot from an aldehyde and 2.

This work was financially supported by Research Plan
AVZ40550506.

REFERENCES
1. Beier P., Alexandrova A. V., Zibinsky M. Prakash G. K.
S.: Tetrahedron, in press.

PRIPRAVA (2)-FLUOROENOL FOSFATU Z
DIFLUOROFOSFONATU

PETR BEIER*, RADEK POHL
a ANASTASIA V. ALEXANDROVA

Ustav organické chemie a biochemie, Akademie Ved Ceské
Republiky, Flemingovo nameésti 2, 166 10 Praha
beier@uochb.cas.cz

Enol fosfaty jsou vyznamna tfida sloucenin. Mnoho
znich vykazuji biologickou aktivitu vCetné insekticidnich
vlastnosti. K této skuping latek patii také fosfoenol pyruvat —
dilezitd makroenergetickd sloucenina nachézejici se ve vSech
zivych organizmech. Jedna z nejcastéjSich metod piipravy enol
fosfati je Perkowova reakce a-halogen karbonylovych
slougenin s trialkyl fosfity.'

Pii vyzkumu reaktivity difluorovanych fosfonatd 2
ptipravenych z dietyl difluorofosfonatu 1 a karbonylovych
sloucenin jsme zjistili, Ze pii reakci fosfonatt pfipravenych
z aromatickych aldehydu s terc. butylatem draselnym vznikaji
fluoroenol fosfaty 3. Navic, pii pouziti prebytku baze je
produktem pouze Z izomer fluoroenol fosfatu, (2)-3. Pokud byl
fosfonat 2 ptipraven z alifatickych aldehydi nebo z ketont, pak
je produktem reakce sbdzi fosfat obsahujici difluorometyl
skupinu 4 (Schéma 1).
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o} 0 LDA R2 OH
J o+ HF,C—h—OEt ™
1 2
R OR Oet R"” CF,P(0)(OEt),
1
t-BuOK
DMF, -60 °C
OP(O)(OEt), R? OP(O)(OEt),
F nebo
R! X R'™ “CF,H
(2)-3: R'=aryl, 4: R" = akyl, R? = H nebo
R2=H R' = aryl, alkyl, R2# H
Schéma 1.
Tato  metodologie  rozSifuje  moznosti  piipravy
substituovanych enol fosfath a nabizi dalsi vyuziti

fluorovanych fosfonatd, které byly diive v nasi laboratofi
pouzity k pifipravé alkoholli obsahujicich difluorometyl
skupinu a 2,2-difluoro-1,3-dioldr.2

Tato prdce vznikla za podpory grantu GACR 203/08/P310 a
vyzkumného planu AV CR (AVZ40550506).

LITERATURA
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2. Beier P., Alexandrova A. V., Zibinsky M. Prakash G. K.
S.: Tetrahedron, v tisku.

SYNTEZA STAYEBNiCH JEDNOTEK PRO TVORBU
SAMOSKLADNYCH STRUKTUR

TEREZA BEDNARIKOVA a JINDRICH JINDRICH

Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédecka fakulta
Univerzity Karlovy v Praze, Hlavova 8, 128 40, Praha 2
Jjindrich@natur.cuni.cz

Né&§ vyzkum je zaméfen na syntézu sady C-3
symetrickych jader', které budou dale pouZity pro piipravu
multimerd cyklodextrini. Tyto multimery by mély slouzit jako
stavebni jednotky pro tvorbu samoskladnych
supramolekularnich struktur dendrimerniho typu.

Latky 1 a 2 byly pfipraveny uzitim kysele katalyzované
trimerizace a Suzuki — Miyaura cross-coupling reakce jako
klicovych kroku.

COOH

HsC.__O O
_a,

b
1 COOH

CHj O
HOOC

Schéma 1: (a) SiCls, EtOH (b) HNOs, H,O
(1) 1,3,5-tris(4-karboxyfenyl)benzen

43. Liblice

Br

HOOC COOH

Schéma 2: (a) SiCly, EtOH (c) 4-methoxykarbonylfenylboronova
kyselina, CsF, Pd(PPh;),, (CH,OMe), (d) NaOH, MeOH, THF;
HCI, H,O (2) 1,3,5-tris(4"-karboxy[ 1,1 -bifenyl]-4-yl)benzen

Tento projekt je podporovan MSM 0021620857.
LITERATURA
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SYNTHESIS OF REGIOISOMERS OF
MONOSUBSTITUED B-CYCLODEXTRIN
DERIVATIVES

ANTONIN BERAN a JINDRICH JINDRICH

Department of Organic Chemistry, Charles University,
Hlavova 2030, 128 40 Prague 2
Jjindrich@natur.cuni.cz

Cyclodextrins (CD)' are cyclic oligosacharides with a
truncated cone shape, where OH groups are situated outside,
and C-H bonds inside of the CD ring. This property is the
reason of different polarity between the cavity and the ring
surface of the CDs and sets their complexation abilities for
making inclusion complexes with organic substances. These
properties can be changed by regioselective modification.

The aim of thes work has been to prepare a set of three
isomers® monosubstituated B-CD derivate (21-0, 30 and 6"-0)
(Scheme 1.A) and use them for preparation of B-CD dimers by
metathesis® with Hoveyda-Grubbs catalyst 2™ generation or
preparation of triethoxysilyl B-CD derivates (Scheme 1.B).
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This work was supported by Project No. MSM00214620857
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FORM{&LNI’ TOTALNI SYNTEZA ESTRONU
ZALOZENA NA CYKLOANULACICH

ROBERT BETIK * a MARTIN KOTORA™"

“Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédecka fakulta
UK v Praze, Havova 8, 128 43 Praha 2; UOCHB AV CR,
Flemingovo nam.2, 166 10 Praha 6

rbetik@seznam.cz; kotora@natur.cuni.cz.

Efektivni totalni syntézy pfirodnich latek patii mezi
hlavni cile organické syntézy. NasSim cilem bylo vyvinout
novou metodu piipravy latek se steroidnim skeletem, ktera by
umoznovala piipravu jejich ent-derivatit.  Nedavno byl
publikovani novy synteticky pfistup ptipravy derivati 16-
ketoestronu, ktery byl zaloZzeny na opakované cyklizaci a,o-
dienti pomoci Cp,ZrBu, a nasledné reakei s allylhalogenidy.'?
Podobny piistup byl pouzit i pro formdlni totdlni syntézu
estronu.’  Vzhledem k experimentalnim obtizim nékterych
krokii vySe zminovaného postupu jsme se rozhodli pouzit jinou
metodiku.

Prvnim krokem je cyklizace dienu 1 pomoci Cp,ZrBu,
nasledovana CuCl-katalyzovanou reakci s 2-brombuta-2,3-
dienem. Tato reakce poskytuje enyn 2 v jediném kroku.
Kli¢ovym krokem , pti némz vznikaji steroidni kruhy C a D, je
Pauson-Khandova reakce enynu 2 zprostfedkovana Co,(CO)g,
ktera vedla, téméf kvantitativné, k derivatu 3. Poslednim
krokem je redukce keto skupiny pomoci AICI;/LiAlH,. Tato
reakce poskytla znadmy meziprodukt 4, ktery muize byt
preveden na estron ve 2 krocich.* Celkové byl meziprodukt 4
pripraven z komeréné dostupnych latek v 7 krocich (50%).

F
H
PO O
MeO 2

OMe

MeO

(%)-estron

MeO

Tato préce vznikla za podpory grantu MSMT CR 1M0508.
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PRIPRAVA KVARTERNiCH SOLI TRITERPENOIDU A
JEJICH BIOLOGICKA AKTIVITA

D. BIEDERMANN®, P. SPACILOVA?, J. SAREK?,
a M. HAJDUCH"

“Katedra organické a jaderné chemie, PiF UK v Praze,
Hlavova 8, 128 43 Praha; bLab. experiment. mediciny, Détska
a onkologicka klinika, LF UP a FN Olomouc, Puskinova 6, 775
20 Olomouc

david.biedermann@gmail.com

Piipravou kvarternich amoniovych soli lupanovych
triterpenoidd se az do dne$ni doby zabyvala pouze jedina
védecka prace’.

Kvarterni sole lupanovych triterpenoidii  pfitom,
vzhledem ke své vysoké hydrofilité, nabizeji potencialné
vyborné farmakologické vlastnosti. Kvarterni sole obecné
navic disponuji Sirokou Skélou biologickych u¢inki a proto by
se mohly zafadit k triterpenoidnim sloucenindam z naSeho
pracoviits s dobfe popsanou biologickou aktivitou®>.

V ramci vyzkumu biologické aktivity byly pfipraveny
série kvarternich amoniovych derivati betulinové, dihydro-
betulinové, platanové, oleanolové, ursolové a 21 oxokyseliny.
Ptiprava probihala vesmés reakci pfisluSnych 2-bromethyl-
estertl s terciarnimi aminy.

Ziskana rodina sloucenin byla podrobena in vitro testim
biologickych aktivit. Byla stanovena antimikrobialni,

slou¢enin projevily silnou cytotoxickou a antimikrobialni
aktivitu. Struktury vSech pfipravenych latek byly potvrzeny
spektralnimi daty (NMR, IC, MS).

Rezijni naklady byly hrazeny z vyzkumného zameéru
MSM0021620857, derivatizacni ¢inidla byla financovana
z grantu MPO FT-TA/027.

LITERATURA

1. Hammouda Y., Pourrat H.: Proceedings
Pharmaceutical Society of Egypt 39, 69, (1957).
Sarek J., Klinot J., Brazinova S., Dzubak P., Klinotova E.,
Noskova V., Kteéek V., Kofinkova G., Thomson J. O.,
Janostakova A., Wang S., Parsons S., Fischer P. M.,
Zhelev N. Z., Hajdich M.: J. Med. Chem. 46, 5402
(2003).

Dzubak P., Hajduch M., Vydra D., Hustova A., Kvasnica
M., Biedermann D., Markova L., Urban M., Sarek J.: Nat.
Prod. Rep. 23, 394 (2006).

of the

2.



Chem. Listy 7102, 1021 — 1083 (2008)

NOVELIZACE ZAKONA 191997 Sb. O NEKTERYCH
OPATRENICH ~ SOUVISEJICICH SE  ZAKAZEM
CHEMICKYCH ZBRANI A NOVA VYHLASKA 208/2008 Sh.

MARKETA BLAHOVA a VACLAV VOPALENSKY

Statni urad pro jadernou bezpecnost, Senovaiziné namésti 9,
110 00 Praha 1
marketa.blahova@sujb.cz

Dnem 1.7.2008 vstoupila v platnost dlouho pfipravovana
novela zdkona ¢. 19/1997 Sb., o nckterych opatfenich
souvisejicich se zdkazem chemickych zbrani (CHZ). Pavodni
zékon 19/1997 Sb. byl piijat v CR v roce 1997. Implementuje
do &eského pravniho f4du Umluvu o zédkazu chemickych zbrani
a zavadi kontrolni reZim pro jeji dodrzovani na izemi CR. Od
roku 1997 byl nékolikrat novelizovan (zakonem ¢. 249/2000
Sb., kterym pfechazeji kompetence vykonu a statni
administrativy a dozoru v oblasti zakazu CHZ a kontroly z
MPO CR na SUJB; zikonem &. 356/2003 Sb., o chemickych
latkach a chemickych pfipravcich; zdkon ¢. 186/2004 Sb., o
celni sprave). Posledni novela provedena zédkonem 138/2008
Sb., zakon 19/1997 Sb. se zasadné¢ neméni, ale zamétuje se
predevsim na implementaci opatieni pfijatych na konferencich
smluvnich statd Umluvy o zékazu vyvoje, vyroby, hromad&ni
zasob a pouziti chemickych zbrani a o jejich zni€eni po jejim
vstupu v platnost. V novele se rovnéz promitly zkuSenosti z
kontrolni ¢innosti SUJB a uplatiiovani zakona &. 19/1997 Sb.
Timto zékonem byla i zrusena provadéci vyhlaska Ministerstva
primyslu a obchodu ¢. 50/1997 Sb. Spolu s novelou zékona
vstoupila v platnost vyhlaska Statniho ufadu pro jadernou
bezpecnost ¢. 208/2008 Sb. S platnosti od 1.7.2008 ptredevsim
nové upravuje ohlasovaci povinnost pii nakladani se
stanovenymi latkami a vyrobou uréitych organickych
chemickych latek. Novou vyhlaskou byly vyrazné zptisnény
limity pro ohlasovani stanovenych latek.

LITERATURA
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PRIPRAVA A STUDIUM VYSOCE FLUOROVANYCH
LATEK

Abstrakt prednasky k cené Alfreda Badera za bioorganickou
chemii za rok 2009

TOMAS BRIZA

Vysoka Skola chemicko-technologicka, ustav analytické
chemie, Technicka 5, Praha 6, 166 28, Ceska republika
Ftor@seznam.cz

Od objeveni a prvni izolace fluoru roku 1886, uplynulo témet
70 let, nez byly poprvé v 50.letech 20. stoleti pfipraveny
perfluoralkyl jodidy, vyuzivané dodnes jako zékladni stavebni
bloky v chemii vysoce fluorovanych latek. Tyto latky jsou dnes
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Siroce vyuzivany napiiklad v medicing, organické syntéze,
materialové chemii a separaénich technikach.

Separacni techniky vyuzivajici pravé vysoce fluorované
latky, se ukazuji jako efektivni feSeni v n€kterych oblastech
organické syntézy a homogenni katalyzy. Problematickou
separaci produktu a katalyzatoru v homogenné katalyzovanych
reakcich efektivné fesi fluorové dvoufazové systémy. Ty
vyuzivaji fluorofilni katalyzator zpravidla pfipravovany z
daného fluorovaného ligandu.

Vzhledem k  tomu, ze  metodika  pfipravy
cyklopentadienovych fluorovanych ligandi nebyla téméft
popsana, bylo cilem najit schidné syntetické cesty pro jejich
ptipravu a dale studovat jejich vlasnosti vzhledem k vyuziti ve
fluorovych dvoufazovych systémech.

Syntéza cyklopentadiend byla provedena dvéma
odlisnymi cestami. Prvni byla zalozend na piimé substituci
cyklopentadienového kruhu. Druha cesta vyuzila cykloadi¢nich
reakei polyfluorovaného alkynu pomoci komplexu zirkonia.
Jako zékladni stavebni kamen pro pfipojeni fluorovaného
fetézce k cyklopentadienovému kruhu byly zvoleny [2-
(perfluoralkyl)ethyl]triflaty. ~ Nejprve  byly  pfipraveny
mono(polyfluoralkyl)cyklopentadieny.  Pfipojeni  druhého
fluorovaného  fetézce bylo provedeno pomoci [2-
(perfluoralkyl)ethyl]triflati. Takto byla pfipravena série
bis(polyfluoralkyl)cyklopentadienti 1% (schéma 1).

R
F
Schéma 1. Bis(polyfluoralkyl)cyklopentadien

Cyklopentadieny 1 byly studovany jako potencialni
ligandy pii komplexacich s pfechodnymi kovy. Byly
ptipraveny polyfluorované ferroceny 2. Tyto komplexy, diky
dostate¢né stabilité, byly vyuzity pro studium jejich
fluorofilnich  vlastnosti.  Analogicky byly pfipraveny
komplexy® rhodia 3. Na rozdil od ferrocend 2 byly komplexy
rhodia 3 (schéma 2) nestabilni a podléhaly rozkladu.

Re

R,

Schéma 2. Komplexy Zeleza a rhodia

Re!

Dale byl pfipraven bis(polyfluoralkyl)acetylen®, ktery byl
pouzit jako stavebni blok pro cykloadi¢ni reakce vedouci
k pentasubstituovanym cyklopentadientiim. Pfiprava alkynu 4
byla zaloZzena na nukleofilni substituci polyfluoralkylovaného
substratu vhodnym acetylidem, (schéma 3).

F13Ce _/—\_C6F13

4
Schéma 3. Bis(polyfluoralkyl)acetylen
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Reakei acetylenu 4 s Negishiho ¢inidlem byl pfipraven
odpovidajici polyfluorovany zirkonacyklopentadien, ktery byl

dale vyuzit pro ptipravu cilovych  pentasubstituovanych
cyklopentadient. (schéma 4).
CH,CH,C4F,,
C4F,,CH,CH,
5 R=Ph,

R 6 R=CH,,
7 R = CH,COOEt
CoF 15CH,CH;
CH,CH,C4F 5

Schéma 4. Derivaty pentasubstituovanych cyklopentadient

S vybranymi pentasubstituovanymi cyklopentadieny byly
provedeny pokusy o pfipravu ferrocentl. Postup byl zvolen
analogicky’ pripravé ferrocenti 2
z bis(polyfluoralkyl)cyklopentadiend 1. Cyklopentadieny vSak
za danych podminek neposkytly odpovidajici komplexy.
Pfi¢inou je ziejm& velké sterické branéni Ctyfmi
polyfluorovanymi fetézci.

Pro cyklopentadieny 1 a ferroceny 2 byly zméfeny a
vypocteny veli¢iny charakteristické pro fluorofilni latky.
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MENE BEZNE REAKCE V CHEMII CALIX[4]ARENU

JAN BUDKA®, ALEXANDRA BiLA?, FILIP SEMBERA?,
JAN MOTYCKA®, VACLAV EIGNER®, MICHAELA
POJAROVAP, IVAN STIBOR® a PAVEL LHOTAK*

“Ustav organické chemie, *Ustav chemie peviych ldtek,
VSCHT Praha, Technickd 5, 166 28 Praha 6
Jan.Budka@vscht.cz

Pro chemii calix[4]arenu jsou typické dva druhy reakci —
substituce spodniho okraje, ktera primarné slouzi zejména
k zabrzdéni konformace (snadno tak lze dospét ke tiem
atropoisomerum ze ¢tyfech moznych: koénickému, Easteéné
koénickému a 1,3-alternujicimu) a substituce horniho okraje, tj.
para-poloh fenolickych jader.

Tato prace prezentuje nékolik syntetickych prikladd, které
dopliuji vyse uvedené reakce, a to:

a) substituci do meta-poloh, kterd vyzaduje obsazeni para-
polohy vhodnym elektron-donornim substituentem, ktery bude
podporovat substituci do vedlejsi polohy (1)
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b) novou dvojstupniovou syntézu, kterou lze v excelentnim
vytézku pfipravit dosud nejhife dostupny 1,2-alternujici
atropoisomer (2).'

2: R=Pr,Bu,Hex,Bn

Tento projekt je podporovan Ministerstvem skolstvi, mladeze a
télovychovy CR (COST D31 OCI34 a Vyzkumné centrum
LC06070)
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DIASTEREOSELEKTIVITA SPIROCYKLIZACIE
1-METOXYBRASININU NA ]
1-METOXYSPIROBRASINOLMETYLETER

MARIANA BUDOVSKA, ZUZANA CURILLOVA,
PETER KUTSCHY a MARCEL TOROK

Univerzita P. J. S’afdrika v Kosiciach, Prirodovedecka fakulta,
Ustav chemickych vied, Moyzesova 11, 040 01 Kosice
mariana.budovska@gmail.com

Spiroindolinovy fytoalexin 1-metoxyspirobrasinolmetyl-
éter [(-)-11a] bol v roku 1995 izolovany z japonskej redkvicky
(Raphanus  sativus) infikovanej baktériou Pseudomonas
cichorii'. Prva syntéza zmesi racemickych diastereoizomérov
1-metoxyspirobrasinolmetyléteru je zalozena na cyklizacii 1-
metoxybrasininu (1) pdsobenim dioxandibromidu (DDB)
v dioxane v pritomnosti metanolu ako nukleofilu za vzniku
zmesi prirodného trans-(£)-1la a neprirodného cis-()-11b
diastereoizoméru v pomere 36:64 (Schéma 1)*.

H N._SCHs

SCH; . \'/

36:64 (y-11b
Schéma 1. i) DDB, dioxan, CH;OH, 60%.
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Tato skutoénost nas podnietila k hladaniu reakénych
podmienok, pri ktorych by prednostne vznikal prirodny trans-
diastereoizomér la. Vyrazna zmena pomeru
diastereoizomérov na 69:31 v prospech trans-diastereoizoméru
(#)-1la bola dosiahnutd pouzitim metoxidu sodného v
komplexe s 15-crown-5-éterom namiesto metanolu®. S cielom
ovplyvnit' diastereoselektivitu spirocyklizacie jednoduchsim
sposobom bol Studovany vplyv rozpustadiel a teploty na
diastereoselektivitu reakcie. Zistilo sa ze v rozpustadlach typu
éterov prednostne vznikd cis-diastereoizomér zatial Co pri
nizkych  teplotdich je  uprednostneny vznik  trans-
diastereoizoméru.

Tato praca vznikla s podporou grantu VEGA, ¢. 1/3553/06.
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A NEW ALLENYLOXIME SYNTHON
IN HETEROCYCLIZATIONS LEADING
TO STABLE CYCLIC NITRONES

MARIAN BUCHLOVIC, STANISLAV MAN,
and MILAN POTACEK

Department of Chemistry, Masaryk University ,Kotlarska 2,
611 37 Brno, Czech Republic
potacek@chemi.muni.cz

Allene chemistry is recently going through a significant
development and finds its use in many different synthetic
applications'. Our work provides a new connection between
the allene chemistry and nitrone synthesis. Nitrones
(azomethine oxides) belong to the important building blocks in
organic synthesis and attract a lot of attention because of their
wide application in the natural product synthesis”.

For our study we have chosen 2,2-dimethyl-3,4-dienal
oxime as a principal substance in most of the presented
experiments’. We found exceptional potential of this
compound in preparation of stable 5-membered cyclic nitrones
bearing different functionalities (Scheme 1). Reactions were
carried out in aqueous or alcoholic medium and led to isolable
products with excellent chemical selectivity. All products were
isolated and fully characterized. They were further tested in
various transformations.
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Scheme 1
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SYNTEZA MAKROCYKLU S TRITHIAFULVENOVYMI
CLANKY

PETR HOLY?, MICHAL BUCHTA™" a JIRi RYBACEK®

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i,
Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
bVSCHTPraha, Technicka 5, 166 28 Praha 6
petrholy@uochb.cas.cz; michal.buchta@vscht.cz

V programu syntézy ligandii pro komplexaci fullerenti se
vénujeme syntéze makrocykll, které obsahuji trithiafulvenové
¢lanky (T) spojené sulfidovymi mustky s vhodnymi
elektronové bohatymi aromatickymi platformami (Ar).
V minulém sdéleni jsme prezentovali’ postupnou vystavbu
takového (4+4) makrocyklu (Schéma 1, vzorec ) s vyuZitim
4,5-bis(2-kyanoethylthio)-1,3-dithiol-2-thionu® pro &lanky T a
komer¢niho 1,4-bis(brommethyl)benzenu pro prvky Ar. Dutina
tohoto makrocyklu jiz umoziiuje pojmout naptiklad molekulu
fullerenu Cg. Pro posileni elektrondonorového charakteru
makrocyklu, pro zlepSeni rozpustnostnich vlastnosti a pro
ladéni velikosti dutiny nyni budujeme tento typ makrocykl
s vyuzitim rtznych alkoxylovanych aromatickych platforem.
Soucasné se vénujeme studiu alternativné vznikajicich (2+2)
makrocyklt (vzorec 1), v jejichz struktufe omezena flexibilita
¢lankd a poloha alkoxyskupin na aromatickych jadrech vnasi
prvek planarni chirality do téchto struktur cyklofanového typu.
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Vychozi komponenty pro ¢lanky :

Q. °
R
@ 9 0 .
9 CO

OBu
Br

!!OBU

Br

: s” s
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R =H, OMe, OBu

Br

Br

BuO
Schéma 1.

Prace byla provedena za financni podpory GA AV CR (grant ¢.
14A4400550704) a v ramci vyzkumného zaméru Z4 055 0506).
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ISOQUINOLINE ALKALOIDS: POTENT
ACETYLCHOLINESTERASE INHIBITORS FROM
ESCHSCHOLTZIA CALIFORNICA (PAPAVERACEAE)

LUCIE CAHLIKOVA®, LUBOMIR OPLETAL?,
JAN SCHRAML", MILAN KURFURST"
a ONDREJ PAVLICEK®

“Dept Pharm. Botany Ecol., Fac. Pharm., Charles University,
Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové, bnst. Chem.
Process Fundament. ASCR, Rozvojova 135, 165 02 Praha 6,
‘DeptAnal. Chem., Fac. Pharm., Charles University,
Heyrovskeho 1203, 500 05 Hradec Kralové
Lucie.Cahlikova@faf.cuni.cz

Alkaloids are a major class of plant secondary
metabolites that show a wide variety of chemical structures and
biological activities; some of them are used in both modern and
traditional medicine.

The screening of dry aerial parts and roots of various
species from genus Eschscholtzia (E. pulchella, E. californica,
E.oregana, E. glauca, E. lobbii) was carried out in term of the
effect on erythrocyte acetylcholinesterase with the use of
autobiographic method utilizing TLC (colour reaction of 1-
naphtol and Fast Blue B). The best inhibition gave taxon
Eschscholtzia californica CHAM (aerial parts with roots). This
taxon was selected for the isolation of alkaloids.

The Californian poppy, Eschscholtzia californica Cham.
(Papaveraceae), is an annual plant originating from California
where it colonizes coastal dunes and arid areas. The aerial parts

1029

43. Liblice

of Californian poppy is used in folk medicine. Its chemical
composition is well known and about 30 tertiary and
quaternary isoquinoline alkaloids belonging to six types have
been identifed.

The extract of alkaloids was prepared by percolation of
dry herb with roots (36,54 kg) by 95% EtOH . Some alkaloids
were separated in the form of pseudo-cyanides from this
extracts. The rest was separated into bases which chlorides are
soluble and insolube in chloroform. Phenolic and nonphenolic
alkaloids were obtained from each of fractions. Each of
fraction was purified by chromatography on silica gel and
alumina and structures of isolated alkaloids were determined
by physical and spectroscopic methods.

Some alkaloids (scoulerine, reticuline) were isolated for
the first time from this taxon. All isolated alkaloids were tested
on their ability to inhibit erythrocyte acetylcholinesterase and
further matematical calculation established the value ICs, for
each isolated alkaloid.

This work was supported by the Grant Agency of the
Czech Republic, grant No 203/06/0738 and Grant Agency of
the Academy of Science of the Czech Republic, grant No
144400720706.
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ALKENE AND DIENE COMPLEXES WITH
[(CsMe4C,F;n:1)Rh] FRAGMENT

JAN CERM{&K, TOMAS STRASAK, ALENA
KRUPKOVA a KATERINA AUEROVA

Institute of Chemical Process Fundamentals, ASCR, v.v.i.,
Rozvojova 135, 16502 Prague 6, Czech Republic,
cermak@icpf.cas.cz

Recently, we prepared higher homologs of the Gassman
tetramethyltrifluoromethylcyclopentadienyl ~ ligand'.  These
ligands of the formula Cs(CH3)4CyFane1 (Cp™™) were found to
be, similarly to the original Gassman ligand, electronically
close to unsubstituted cyclopentadienyl ligand®, independently
of the length of perfluorinated chain (n = 4,6,8,10). Steric
properties were appreciated by comparison of the hindrance
caused to free rotation of triarylphosphine ligands by Cp™*™Rh
fragment with the known hindrance caused by Cp*Rh
fragment®. No rhodium(I) complexes with Cp™®™ ligands are
known except some [Cp ™ Rh(CO),] complexes; we report
here synthesis and properties of new alkene and diene
complexes with those ligands.

The complexes were prepared starting from
[Rh(CerRth)Cl(u-Cl)]z dimers by reduction in the presence of
an unsaturated ligand and the following compounds (Scheme
1) were obtained.
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Py
>

R'= CgF13 R = C4Fg
R'= CgFy7 R = CgF7
R

Rh P Rh

Scheme 1

Ministry of Education, Youth and Sport of the Czech
Republic is gratefully acknowledged for support (LC06070).
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SELECTIVITY IN REDUCTIONS OF
7-KETOSTEROIDS WITH SODIUM BOROHYDRIDE

IVAN CERNY? EVA STASTNA™,
VLADIMIR POUZAR?, and HANA CHODOUNSKA®

“Inst. Org. Chem. Biochem. AS CR, Flemingovo. 2,
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The reduction reactions with sodium borohydride in
tetrahydrofuran — methanol mixtures on Sa-androstane,
pregnane, or cholestane skeletons were studied (Figure 1).
Instead of the expected equatorial 7B-hydroxy product', the
axial 7o-hydroxy derivatives significantly prevailed. We have
revealed that the selectivity of borohydride reduction can be
reversed on addition of cerium(Ill) salts. Using K- or L-
Selectride® in tetrahydrofuran, the 7o-hydroxy derivative was
formed nearly exclusively.

The synthetic and stereochemical aspects will be
discussed.
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9 :
H HO™ : o} E)
AcO! B [°] 4 AcO' i o

Figure 1.

This work was supported by the MSMT project LC 06077,
Grant Agency of the Czech Republic 203/08/1498 and
Research Project of the AS CR Z4 055 0506.
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HOMO A OXOACETYL ANALOGY INDOLOVYCH
FYTOALEXINOV
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Pre vyskum novych latok s protinadorovou aktivitou st
zaujimavymi predlohovymi Strukturami indolové fytoalexiny
izolované z rastlin ¢elade KriZokveté, ked’ze je zname, Ze ich
konzumacia znizuje riziko vzniku rakoviny',

S

OCH3 OCH3
I R=S8CHs, NHPh |,
SCH3
HN/[<
SCH3; (0] SCH3
Cfﬁ
N

Ry=H, OCH3 -
R8O R = H, OCHj,, ACcGP

I v

PrediZenie alkdnového linkera u indolového fytoalexinu
brasininu  vedie kzvySeniu inhibicie indolamin 2,3-
dioxygenazy (IDO), ktora je novym kanceroimunosupresivnym
cielom?. Vyznamnu protinadorova aktivitu in vitro a in vivo
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maju i niektoré oxoacetylové derivaty indolov’. V tejto praci
sme $tudovali syntézu homo- (I, Il) a oxoacetyl- (I, 1V)
analogov  niektorych indolovych fytoalexinov a ich
antiproliferativnu aktivitu.

Tato praca bola podporovana Agenturou na podporu vyskumu
a vyvoja na zaklade zmluvy ¢. APVV-0514-06 a grantom VEGA
¢ 1/3365/06
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SYNTEZA SELEKTIVNE DISUBSTITUOVANYCH
DERIVATU ALF A-CYKLODEXTRINU PRO
CHEMOSEZORICKE APLIKACE

MARTIN DIVIS a JINDRICH JINDRICH

Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédecka fakulta
Univerzity Karlovy v Praze, Hlavova 8, 128 43, Praha 2,
Jjindrich@natur.cuni.cz

Cilem této prace je piiprava chemosenzorické jednotky,
ktera jse schopna selektivné kopmlexovat malé organické
molekuly, které neabsorbuji v UV oblasti. Chemosenzor bude
mozno navazat na pevnou fazi.

: QW
ab,a,cde R~ \/{’\ /}\/ [eN
o) Ny 12,14 R= 3¢/
HO'{\/OJ\/\OH > e T

12, n=2, 4.4%

6a, n=2 12b, n=3, 4.3%
6b, n=3 13a n=2, 4.7% 5 ?J;—ON/
13b,n=3,4.6% 1315 R= 4 \
OH
f, g h, i O OBn
HO OH BnO O
2
ﬂO OBn
5361/
12a/b
5 + —>
13a/b Ogno™~ OBn
=N, H
ue) N= N
o 0Bn ? oK/N R
BnO7| o

14a,b

QBn 15ab

Schéma 1. a: TsCl, Et;N, DCM; b: NaN;, DMF 110 °C; c: ftalimid
draselny, DMF, 80 °C; d: N,H4, MeOH, reflux 2h, poté konc. HCI,
H,0, reflux 1H; e: RCI1, Et;N, DCM, MeCN; f: BnCl, NaH, DMSO;
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g: DIBAL-H (PhMe 1,5M); h: propargylbromid, NaH, THF; i: ftert-
butylbromacetat, NaH, DMF, 80 °C; j: Cul, DIEA, toluen, 80 °C.

Chemosenzoricka jednotka se sklada ze 3 stavebnich
kament: 1)  selektivné  substituované  jadro  alfa-
cyklodextrinu'?, 2) fluoroforni oligoethylenglykolovy linker
s modifikovatelnou délkou fetézce, 3) oligoethylenglykolovy
linker pro vazani na pevnou fazi. Tyto stavebni kameny budou
spojeny ,.click® reakcemi’.

Tento projekt je podporovan granty MSM0021620857.
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KOBALTNATE A MEDNATE KOMPLEXY 6-(4,5-
DIHYDRO-1H-IMIDAZOL-5-ON-2-YL)PYRIDIN-2-
KARBOXYLOVE KYSELINY

PAVEL DRABINA', PETR FUNK", ALES RUZICKA"
a MILOS SEDLAK®

“Ustav organické chemie a technologie a *Katedra obecné a
anorganické chemie, FCHT, Univerzita Pardubice, Nam. Cs.
legii 565, 532 10 Pardubice

Pavel Drabina@upce.cz

Komplexy 4,5-dihydro-1H-imidazol-5-oni s kovy
nachazeji uplatnéni jako homogenni katalyzatory nékterych
chemickych procesii'

| CHg | CHg
0. ~ N pre! N,
“!‘ | o [ = ’!“ | o
N 0 N
~ | ~
/le /C&f
¢ HOEt BY ]
| w "
N
[ P'—:l
"[O\ N ) Neo
fo) E N SbFg™
ey 7?
MeCN ]
4
il
cl. cl
\/ HOEt N
o moey o [ CHs
N o N N
o N i

Pripravili jsme kobaltnaté a méd’naté komplexy 6-(4-isopropyl-
1,4-dimethyl-4,5-dihydro-1H-imid-azol-5-on-2-yl)pyridin-2-
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karboxylové kyseliny [I-1V. Strukturu komplexi jsme
analyzovali rentgenovou difrakci, hmotnostni spektroskopii a
elementarni analyzou. Zjistili jsme, ze v pevné fazi se médnaty
komplex s chloridovym atomem | vyskytuje v monomerni
form¢, zatimco méd’naty komplex s bromidovym atomem 11
vytvaii polymerni strukturu. Z komplexu | jsme piipravili
komplex I, ktery v pevné fazi vytvaii tetramer. Strukturni
analyzou kobaltnatého komplexu IV jsme zjistili, Ze se jedna o
trinuklearni komplex, kde jeden atom kobaltu je vazan
karboxylovymi skupinami dvou molekul ligandu a dalsi dva
atomy kobaltu jsou koordinovany k jednotlivym ligandiim.
Prdace byla podporena projektem MSMT CR, MSM
0021627501 a grantem GA CR 203/08/P010.
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NOVE FULLERENOVE RECEPTORY NA BAZI
CALIX[4]ARENU

KAROLINA FLIDROVA, ONDREJ KUNDRAT,,
MICHAL HIML, JAN BUDKA, MICHAL VALASEK*,
IVAN STIBOR, PAVEL LHOTAK

Ustav organické chemie, VSCHT Praha, Technickd 5, 166 28
Praha 6,'A*Ustav organické chemie a biochemie AV CR,
Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6

flidrovk@vscht.cz

Calixareny a jejich derivaty jsou znamy pro svou
schopnost komplexovat ionty i neutralni molekuly. V soucasné
dobé se zabyvame syntézou fullerenovych receptorti na bazi
porfyrin- a TTF-calixarenovych derivati. Nové jsme pfipravili
derivat ktery na hornim okraji nese porfyrinové jednotky a na
spodnim okraji dlouhé dialkylsulfidy umoziujici tvorbu self-
assembled monolayers (SAM) na povrchu zlata. Takové
derivaty by mohly byt v budoucnu pouzity pii vyvoji senzort.

Dale se také intenzivné zabyvame piipravou dosud malo
prozkoumanych TTF-calixarenovych konjugati. Nase prvni
vysledky naznacuji, ze by se mohlo jednat o latky
s pozoruhodnymi komplexaénimi vlastnostmi nejen vici
fullerentim, ale i aromatim.

Obrazek 1: porfyrin- a TTF-calixarenové konjugaty

43. Liblice

Tato prace vznikla za podpory Ministerstva Skolstvi, mladeze a

télovychovy CR (LC 06070 a COST D31 OC134).
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PRIPRAVA FLUOROVYCH LIGANDU S VYUZITIM
MITSUNOBUOVY REAKCE

VERONIKA FRANKOVA, LAUDINE DUCROCQ,
MARTIN SCHINDLER, MARKETA RYBACKOVA,
MARTIN SKALICKY A JAROSLAV KViCALA

Ustav organické chemie, VSCHT Praha, Technickd 5, 166 28
Praha 6
frankovww@vscht.cz; kvicalaj@vscht.cz

Cilem nasi prace byla syntéza polyfluorovanych liganda,
které by dale mohly byt vyuzity pro tvorbu komplexi s
prechodnymi kovy. V ramci studia modifikace Grubbsova
katalyzatoru jsme nejprve Wittigovou reakci 2-hydroxy-
benzaldehydu a naslednou Mitsunobuovou reakei' s
perfluorovanym alkoholem pfipravili ligand 1.

O= —
1. PPh3=CH,
HO > o)
2. CGF13CH2CH20H /—_J

DIAD, PPh;  F13C6 1

Reakce ligandu 1 a Grubbsova katalyzatoru prvni
generace vedla v analogii k publikované syntéze Hoveyda-
Grubbsova katalyzatoru® ke komplexu 2, novému katalyzatoru
pro metateze olefint.

PhyP PhsP
| .\\\C:| l | \\\CI
(Ru_ —_— (Ru_
c”| cl” )
PhsP J/O
F13Cs
2

Ve druhé &sti nasi prace jsme pomoci *'P NMR a '°F
NMR spektroskopie studovali Mitsunobuovu reakei 2,2,2-
tripyrazolylethan-1-olu s fluorovanymi alkoholy s cilem ziskat
fluorovou variantu tripyrazolylmethanového ligandu®.

Dékujeme Ministerstvu Skolstvi, mladeze a télovychovy Ceské
republiky (vvzkumné centrum LCO06070, vyzkumny zdmér
C. 6046137301, projekt KONTAKT ME 857) a Grantové
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agenture Ceské republiky (projekt ¢ 203/06/1511) za finanéni
podporu tohoto projektu.
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VYUZITIE AKRIDONYL KARBOXHYDRAZIDOVYCH
INTERKALATOROYV PRI DERIVATIZACII NOVYCH
BIOLOGICKY ZAUJIMAVYCH AZOMETINOV

A 1,3,4-OXADIAZOLOV

ZDENKA FROHLICHOVA, JANA TOMASCIKOVA,
JAN IMRICH, PAVOL KRISTIAN, IVAN DANIHEL,
DANICA SABOLOVA

Univerzita P. J. S‘afdrika, Prirodovedecka fakulta, Ustav
chemickych vied, Moyzesova 11, 040 01 Kosice
zdenka.frohlichova@upyjs.sk

Antikancerogénna ucinnost’ mnohych akridinovych lie¢iv
spociva v inhibicii topoizomeraz'. Nedavno boli publikované

vysledky? screeningu akridinylkarboxamidov, ktoré nds
podnietili k syntéze novych farmakoférov akridonyl
karboxyhydrazidového typu.
0 (0]
Bry, AcONa, AcOH
2T PEFRE AT \
98 e X ’
"o NFNYED\ " N0
H R N=
R

Schéma 1. Cyklizacia azometinu

Ako vychodiskovy synton sme pouzili I'ahko dostupnt
akridon-4-karboxylovu kyselinu, ktorej vhodnou derivatizaciou
sme pripravili prislusny  karboxyhydrazid. Ten po
kondenzacnej reakcii s komer¢ne dostupnymi aldehydmi
poskytol azometiny. Naslednou cyklizacnou reakciou
v pritomnosti bromu a octanu sodného sme dostali konecny
produkt 2,5-substituovany 1,3,4-oxadiazol’. Syntetizované
zlugeniny boli charakterizované pomocou 'H, *C a '"'N NMR,
FTIR, UV-vis/fluorescencnou spektroskopiou a kvantovo-
chemickymi vypoctami.

Predbezné Dbiologické testy spocivali v stanoveni
interkala¢ného efektu Studovanych zlucenin s ctDNA (védzbova
konstanta K = 9,2-5,3x10* m™).

Tato prdaca vznikla za podpory grantovej agentury VEGA
(1/0476/08 a 1/0053/08) a Stitneho programu NMR
(2003SP200280203).
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BIKATALYZA VE FARMACEUTICKE CHEMII
JOSEF HAJICEK

R&D Divize, Zentiva, a.s., U Kabelovny 130, 10237 Praha 10
Jjosef-hajicek@zentiva.cz

Ty tam jsou doby, kdy nové piipravky, obsahujici chiralni
farmaceuticky 0¢inné latky (API), byly uvadény na trh
v podob¢ racemati. Vyznamné z nich byly pozdéji vyrabény
v opticky aktivni formé (chiral switches). Nové vyvijené API
maji Casto nckolik chirdlnich center, pfi¢emz lékova forma
musi obsahovat jediny stereoisomer. Toto klade vysoké naroky
na jejich syntézu.

K ptipravé opticky aktivnich slouenin ma nejen
farmaceuticky ~ chemik  k dispozici mohutny  arzenal
asymetrickych procest. Pozadavky kladené na optickou Cistotu
API jsou vsSak tak pfisné, ze je n¢kdy ani obecné vysoce
enantioselektivni reakce nedokazou splnit. A zde se otvira pole
pro aplikaci biokatalytickych procest, které v optimalizované
podobé jsou stereospecifické. Enzymatické procesy si
v souc¢asné dob& zaslouzi pozornost jako plnohodnotné
syntetické metody. Budou zminény a vyvraceny nékteré myty,
které jsou s biokatalyzatory spojeny. Na konkrétnich
ptikladech aplikaci ve vyrob&é budou diskutovany podminky
biokatalytickych procesi, a jejich srovnani s chemickymi
procesy. Na enzymatické syntéze kyanesteru 2 z ketoesteru 3,
meziproduktu vyroby atorvastatinu (1), bude ukdzano, jak
efektivni tyto reakce v optimalni podobé mohou byt. Budou
zminéna i ekonomicka hlediska aplikaci biokatalyzatord.
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NOVE KAPA,LNE KRYSTALY S LATERALNI
SUBSTITUCI JADRA

MICHAL SAMAL*, FRANTISEK HAMPL?,
JIRI SVOBODA?, VLADIMIRA NOVOTNA"
a MILADA GLOGAROVA"

4 YSCHT Praha, Technickd 5, 166 28 Praha 6; bezika'lni
ustav AV CR, v. v. i., Na Slovance 2, 182 21 Praha 8
hamplf@vscht.cz

Nedavno se objevily prace diskutujici podstatu vzniku
chirdlnich domén ve smektické C fazi tvofené achiralnim 4-
(oktyloxy)fenyl-4-(oktyloxy)benzoatem (1b). Tento zajimavy
jev vysvétluji autofi'” zvySenim bariéry rotace okolo vazeb
rovnobéznych s podélnou osou "jadra" mesogenu v kapalné
krystalickém stavu; domény jsou pak tvofeny -chiralnimi
konformery esteru 1b. Toto vysvétleni viak jini autofi®
zpochybiiuji.

O
M
1b

O
OQOCBHW
P

Piedpokladali jsme, Zze laterdlni subtituce v ortho
polohach k esterové skuping by u latky 1 méla zvysit bariéru
rotace okolo vazeb, a tak podpofit vznik konformaéni chirality
v mesofazich. Pro studium mesomorfniho chovani uvedeného
typu latek jsme syntetizovali jak homology esteru 1, tak jeho
halogenované analogy 2 a 3.

O 1 X=H a= CGH13

RO 2 X=F b =CgH47
O@OR 3 X=Cl ¢ = CqoHzq
X d=CyzHzs

43. Liblice

Studium mesomorfniho chovani pfipravenych latek bylo
provedeno pomoci optické polarizaéni mikroskopie a
kalorimetrickych méfeni (DSC). Vysledky ukazaly, Ze pro
lateralni substituci jsou vhodné pouze atomy fluoru; substituce
objemng¢j$im chlorem vedla k potlaceni mesofazi. Zavedenim
atomu fluoru do molekuly mesogenu se vyrazné snizily
prechodové teploty u jednotlivych fazi. Dikaz existence
chiralnich domén v mesofazich bude pfedmétem dalsiho studia.

Tato prace vznikla za podpory vyzkumného zameéru MSM6046137301.
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SROVNANI REAKTIVITY DERIVATU 1,2,4-
DITHIAZOLU PRI SULFURACI TRIFENYL-FOSFITU

JIRI HANUSEK

Univerzita Pardubice, FCHT, Ustav organické chemie a
technologie, Nam. Cs. legii 565, 532 10 Pardubice
Jiri. Hanusek@upce.cz

V posledni dob¢ roste vyznam a vyuziti thiofosfatovych
analogl oligonukleotidd, a proto roste zajem i o syntézu téchto
sloucenin. V neddvné minulosti bylo pfipraveno a uspé$né
pouzito velké mnozstvi sulfuracnich ¢inidel vhodnych pro
zavedeni atomu siry na fosfor v oxida¢nim stavu III. Jako
nejvhodngjsi se jevi derivaty 1,2,4-dithiazolu. Doposud vSak
nebylo provedeno kvantitativni srovnani jejich sulfuracénich
schopnosti s ohledem na jejich reaktivitu vaéi P(III)
slouCenindm, stabilitu a také jejich rozpustnost v riznych
rozpoustédlech. V tomto pfispévku je srovnana reaktivita 3-
ethoxy-1,2,4-dithiazol-5-onu (/) (EDITH), 3-methyl-1,2,4-
dithiazol-5-onu (/) (MEDITH), 3-fenyl-1,2,4-dithiazol-5-onu
(1), 3-fenyl-1,2,4-dithiazol-5-thionu (/V), 3-amino-1,2,4-
dithiazol-5-thionu (V) (ADTT, xanthan hydrid), 1,2,4-
dithiazolidin-3,5-dionu  (DTsNH) (V1) a 4-fenyl-1,2,4-
dithiazolidin-3,5-dionu (VII) vici trifenyl-fosfitu v acetonitrilu,
dichlormethanu, methanolu a tetrahydrofuranu pfi 25 °C.

X
J{ I: X=0; R=OEt ? VI:R=H
IS N II: X=0; R=Me SJ( VII: R=Ph
/ l: X=0; R =Ph I N-R
S{*"  V:x=s'r=pn S
R V: X =8; R=NH, e}
Schéma 1.

Jako nejlepsi sulfuraéni C¢inidlo, s ohledem na jeho
vysokou reaktivitu, stabilitu a vybornou rozpustnost, se jevi 3-
ethoxy-1,2,4-dithiazol-5-on (/). Pro tento derivat byla rovnéz
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studovana sulfuracni reakce s ohledem na vznikajici vedlejsi
produkty, které by eventualné mohly zpisobovat komplikace
pfi syntéze modifikovanych oligonukleotidi. Bylo zjisténo, ze
vedlej§im produktem neni v literatufe' zminény ethylkyanat a
sirouhlik ale velmi reaktivni ethoxythiokarbonylisokyanat.
Toto zjisténi mé& rovnéz zasadni vyznam pro navrh
mechanismu  sulfurace. Podobné chovani*® vykazuje i 3-
amino-1,2,4-dithiazol-5-thion (V).

Tato prdce vznikla za podpory vyzkumného zéméru MSMT CR
¢ 0002 162 7501.
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ARIPIPRAZOL — MODI*;RNf ANTIPSYCHOTIKUM,
NECISTOTY VZNIKAJICI PRI SYNTEZE

LUDMILA HEJTMANKOVA a PETR LUSTIG

Zentiva a.s., Dolni Mécholupy 130, 102 01 Praha
Ludmila. Hejtmankova@zentiva.

Aripiprazol je antipsychotikum pro 1é¢bu psychdz. Stejné
jako u jinych antipsychotik, mechanismus ucinku aripiprazolu
neni pfesné znam. Ziejmé, jako jina antipsychotika, blokuje
nékteré nervové receptory v mozku pied ucinky piislusnych
neurotransmitérd (nizkomolekularni slouceniny uvoliiované
z nervového zakonceni na synapsi). Predpoklada se, ze uéinek
aripiprazolu je zalozen na pusobeni na dopaminové a
serotoninové receptory. Ovlivnéni téchto receptor je
komplexni, jedna se o jejich stimulaci, avSak niz$i nez u
prirozené se vyskytujicich neurotransmitérti (proces se nazyva
parcialni agonismus). FDA povolila aripiprazol pro léc¢bu
schizofrenie v listopadu 2002

e ao el

. H
Aripiprazole
[©) H 0] /@\/l
\I\/\;@/ ~ "0 H o
A2
V literatute je popsano nékolik syntetickych postupl
piipravy Aripiprazolu®®. Jejich reprodukci jsme zjistili, Ze
syntéza je komplikovana vedlejSimi reakcemi a ziskany
produkt obsahuje neéistoty, které sniiuji V}'/téiek a kvalitu APL
jsme provedli izolaci, identifikaci a nezavislou syntezu
vybranych necistot. Déle jsme vyvinuli a optimalizovali vlastni
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postup ptipravy, kde je vznik téchto latek vyloucen, ptipadné
minimalizovén®.
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THIOIMIDY: NOVE EF EIG(TIVNI' REAGENTY PRO
PRIPRAVU THIOESTERU Z KARBOXYLOVYCH
KYSELIN

ADAM HENKE a JIRI SROGL

Ustav organické chemie a biochemie AV CR ,v.v.i, Flemingovo
nam. 2, Praha — Dejvice,
jsrogl@uochb.cas.cz

Thiolestery jsou dtlezitou skupinou latek nalézajici
uplatnéni v medicinalni chemii jako ¢asti biologicky aktivnich
molekul, ale také v organické syntéze napi. jako stabilni
analoga acylhalogenidi v  procesech katalyzovanych
prechodnymi kovy'.

V minulosti byla vypracovana celd fada metod piipravy
thiolestertt vyuzivajici pfevazn¢ velmi reaktivni acyla¢ni
¢inidla. Hlavnimi vyhodami naSeho pfistupu pfipravy
thiolestert z thioimida resp. substituovanych
benzo[d]isothiazol-3-onti a karboxylovych kyselin pomoci
tributylfosfinu jsou velmi mirné nebazické podminky tolerujici
fadu funkénich skupin, kratky reakéni ¢as, snadné zpracovani a
purifikace (schéma 1)%. Touto metodou Ize snadno ziskat celou
fadu thiolestert ve velmi dobrych vytézcich, které by jinymi
metodami byly jen tézko syntetizovatelné.

O
BusP, R"COOH R'
R'S‘N R'S\n/
THF Io)

o 0

qiNH + BuzP=0
\©f1< BusP R"COOH @

Bu3P =0 R“

Schéma 1.
Tato prdce vznikla za podpory GACR (203/08/1318)
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SYNTEZA A ANTIMYKOBAKTERIALN’I' AKTIVITA
FENETHYLSULFANYLOVYCH DERIVATU PYRIDINU

PETRA HEBZIGOVA”, LUKAS SYKORA 2 JARMILA
KAUSTOVA " a VERA KLIMESOVA *

“UK v Praze, FarmF v Hradci Krdlové, KAOCH, Heyrovského
1203, 500 05 Hradec Kralove; bNarodni referencni laborator
pro Mycobacterium kansasii, ZU Ostrava, Partyzanské nam. 7,
702 00 Ostrava

herzigovap@faf.cuni.cz

Po prokazani antimykobakterialni aktivity 4-benzylsulfa-
nylovych derivati pyridinu'? jsme se rozhodli prodlouzit
spojovaci alifaticky fetézec o jednu CH, skupinu a pfipravit tak
fenethylsulfanylové derivaty. Byly pfipraveny na fenylu
substituované série 4-fenethylsulfanylpyridin-2-karbonitrilu a
4-fenethylsulfanylpyridin-2-karbothioamidu. Dalsi obména
latek byla oxidace sulfidické siry za vzniku sulfonti.

N,
A
N R Na/Cll OH \ pyrldm TEA, H,S ‘
_ \/\@ PZ
\11

w@ s\/\@
@i}oa 2

CSNH,

Ptipravené slouceniny byly testovany na Mycobacterium
tuberculosis a potencialné patogeni kmeny mykobakterii — M.
avium aM. kansasii v podminkach in vitro. Z hodnot
minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) vyplynulo, ze
prodlouzenim délky spojovaciho fetézce mezi pyridinovou
a fenylovou ¢asti molekuly dochazi k zvyseni aktivity latek.

Problematika byla FeSena za podpory vyzkumného zameru
MSM 0021620822 a grantu GAUK 56807/B/2007.
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PRIKLAD SYNTETICKEHO VYUZITi WEINREBOVA
AMIDU

PETR HEZKY" a JINDRICH JINDRICH"

1036

43. Liblice
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organické a jaderné chemie PFF Univerzity Karlovy v Praze,
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Byla pouzita nova syntetickd metodologie pro piipravu
kyseliny (S)-N-Boc-2-amino-3-azidopropionové(l) z N-Boc-L-
Serinu(l1)!.  Klasicki  pfima  syntéza  azidoderivatu
z methylesteru hydroxylatky | ptes tosylderivat (respektive
mesylderivat) a jeho reakci s azidem sodnym v tomto pfipadé
selhava. Z divodu kyselosti a-vodiku je totiz uptfednostnéna
eliminace pied substituci a majoritnim produktem je nezadouci
o,B-nenasycena kyselina, resp. jeji ester. Moznym feSenim je
volnou karboxylovou kyselinu nejprve pievést na N-methoxy-
N-methylamid (tzv. Weinrebiv amid), kyselost a-vodiku je
timto redukovana a azidoderivat Il vznikd standardnim
postupem ve vysokém vytézku.

Latka Il je meziproduktem pro pftipravu tiifunkéniho
spojovaciho  linkeru,  pouzitelného  pro  konstrukci
cyklodextrinového chemosenzoru s potencialni moznosti jeho
kotveni na pevnou fazi.

~,,~-OCHj3
1) i-BUOCOCI/NMM/THF
HO OH 2) NH(OCHj3)CHj; HO o)
NHBoc NHBoc
1
1)MsCI, Et3N
2)NaN3, DMF,40°C
o) \N,OCH3
Ny OH LiOH/H,O-THF Ng o
NHBoc
1 NHBoc

Schéma 1, NMM = N-methylmorfolin

Tato prace vznikla za podpory grantu MSM0021620857
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COUPLINGOVE REAKCIE 1-ETYNYLDEOXYRIBOZY

DENISA HIDASOVA® , DAVID NECAS?

a MARTIN KOTORA™"

“Katedra organické a jaderné chemie, PiF UK v Praze,
Havova 8, 128 43 Praha 2; YUOCHB AV CR, Flemingovo 2,
166 10 Praha 6

kotora@natur.cuni.cz, david.necas@seznam.cz

Vzhladom k vlastnostiam a potencialnym aplikaciam C-
heteroaryl nukleozidov, zvlast teda indenylovych derivatov, je
ich syntéza zaujimavou oblastou'. Napriklad, bolo ukazané, e
C-aryldeoxyribozidy mozu byt pripravené z prislusnych a- a -
anomérov 1-etynyldeoxyribozy katalytickou cyklotrimeriza-
ciou s roznymi diynmi”.

Ked'ze cisté a- a f-anoméry 1-etynyldeoxyribozy mozu
predstavovat’ idealne vychodiskové zliceniny pre pripravu



Chem. Listy 7102, 1021 — 1083 (2008)

roznych C-derivatov, boli testované i pre syntézu 1-
indenyldeoxyribdz, ako latok s potencialnou biologickou
aktivitou.> Syntéza bola zalozena na Sonogashirovej reakcii 2-
jodanilinov s l-etynyldeoxyrib6zou nasledovana intramole-
kularnou adiciou aminoskupiny na trojiti vézbu. V uvedenej
praci budu diskutované rdézne varianty ako couplingové
reakcie, tak i cyklizacia za vzniku indolového fragmentu.

TolO o
\g/ 3
/

wee,
o or § anomer —
+ solvent —
O
| 20-90 °C
OTol OTol
X TolO TolO

X = NHCOCF3, NO,, N(CHa);

Projekt bol financovany z Centra pro nova antivirotika a
antineoplastika MSMT (Projekt ¢. IM6138896301).
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ANTIPROLIFERATIVE EFFECT OF NATURAL
BRASSINOSTEROIDS

JANA OKLESTKOVA?, JANA STEIGEROVA"V, )
LADISLAV KOHOUT® a JAROSLAVA HNILICKOVA®

“Laboratory of Growth Regulators, Inst. Exp. Botany, AS CR,
and Fac. Nat. Sci., Palacky University, Slechtitelu 11, 78371
Olomouc, bLab. Mol. Pathol., Inst. Pathol., Fac. Med., Palacky
University, Hnevotinska 3, 77515 Olomouc,; “IOCB AS CR,
Flemingovo 2, 16610 Praha 6

Jjarka@uochb.cas.cz

Brassinosteroids are steroid plant hormones with

important regulatory roles in various physiological processes'.
OH

brassinolide

Among plant hormones, brassinosteroids are structurally
the most similar to vertebrate steroid hormones.The effect of
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brassinosteroids on plant cell division has been shown to be
mainly promotive.

We investigated effects of brassinosteroids on viability of
normal and cancer cell lines of different histopathological
origin to determine the basic anticancer structure activity
relationships. Our results® provide the first evidence that
brassinosteroids can inhibit the growth of several human cancer
cell lines without affecting the growth of normal cells.

This work was supported by project LC06077 (MSMT), and by
the research project Z4 055 0506 (UOCHB).
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NUKLEOSIDY A NUKLEOSID TRIFOSFATY S )
MODIFIKOVANOU BAZI A JEJICH ENZYMATICKE
INKORPORACE DO DNA

Michal HOCEK

Ustav organické chemie a biochemie AVCR, Flemingovo ném.
2, 16610 Praha 6
hocek@uochb.cas.cz

Prednaska bude zahrnovat dva okruhy se spolecnym
zakladem v enzymatické inkorporaci modifikovanych
nukleosid trifosfati do DNA. Prvni ¢ast bude zaméfend na
design a syntézu novych C-nukleosidd, které jsou sméfovany k
rozSifeni genetické abecedy a ke studiu molekularniho
mechanismu specificity replikace DNA polymerasami. Ve
druhé cast bude diskutovana nase nova dvoukrokova chemo-
enzymatickd metodika konstrukce funkcionalizovanych DNA.

Obecnd modularni  metodika syntézy novych C-
nukleosidli vyvijend v naSi skupin¢ spociva v syntéze
halogenovanych aryl-C-nukleosidovych intermediati a jejich
nasledna derivatizace cross-coupling reakcemi, aminaceni a
dalsimi reakcemi (Schéma 1). Timto zpusobem byly
syntetizovany série isomernich substituovanych benzenovych,
pyridinovych a thiofenovych C-nukleosidi (vetSinou v 2'-
deoxyribo, ale nékteré i v ribo fad&)'. Vybrané C-nukleosidy
jsou dale pfevedeny na 5'-trifosfaty a je studovana kinetika a
selektivita jejich inkorporace DNA polymerasami.
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Schéma 1. Syntéza substituovanach aryl-C-nukleosidd
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Schéma 1. Syntéza substituovanach aryl-C-nukleosidi

Nukleové kyseliny modifikované na nukleobazi riznymi
funkénimi skupinami mohou nalézt vyuziti v diagnostice,
chemické biologii i nanotechnologii. V nasi laboratofi jsme
vypracovali efektivni a obecnou metodiku jejich konstrukce ve
dvou krocich (Schéma 2)°. Prvnim krokem je cross-coupling
reakce halogenovanych nukleosid trifosfati ve vodném
prosttedi a nasleduji enzymatické inkorporace DNA
polymerasami (extense primeru nebo PCR). Touto technologii
byly pfipraveny DNA nesouci napf. aminokyselinové zbytky,
amino- a nitrobenzen, ferrocen, Os- nebo Ru(bpy); komplexy a
nékteré byly vyuzity pro elektrochemickou detekci v
bioanalyze®*

Prace je soucasti Vyzkumného zaméru Z4 055 0506 a byla
podporovina MSMT (LC512), NIH Fogarty International
Center (IR03TW007372-01) a firmou Gilead Sciences, Inc.
Podekovani patri viem Cleniim mé skupiny a spolupracujicim
skupindm Doc. Fojty (BFU AVCR), Prof. Kuchty (UC Bouder)
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a Prof. Romesberga (Scripps).

LITERATURA

1. Urban M., Pohl R., Klepetafova B., Hocek M.: J. Org.
Chem. 71, 7322 (2006).

2. Joubert N., Pohl R., Klepetatova B., Hocek M.: J. Org.
Chem. 72, 6797 (2007).

3. Barta J.,, Pohl R., Klepetatova B., Ernsting N. P., Hocek
M.: J. Org. Chem. 73, 3798 (2008).

4. Stefko M., Pohl R., Klepetatova B., Hocek M.: Eur. J.
Org. Chem. 2008, 1689.

5. Hocek M.; Fojta M.: Org. Biomol. Chem. 6, 2233 (2008).

6. Capek P., Cahova H., Pohl R., Hocek M., Gloeckner C.,
Marx A.: Chem. Eur. J. 73, 6196 (2007).

7. Brazdilova P., Vrabel M., Pohl R., Pivonikova H., Havran
L., Hocek M., Fojta M.: Chem. Eur. J. 13, 9527 (2007).

8. Cahova H., Havran L., Brazdilova P., Pivoiitkova H., Pohl
R., Fojta M., Hocek M.: Angew. Chem. Int. Ed. 47, 2059
(2008).

E{(}’ERIMENTALNI’ A TEORETICKA STUDIE
PRIPRAVY PERFLUORALKYLOVANYCH
TRIPYRAZOLYLMETHANU

MARTIN HOLAN, KBYSTOF SIGUT, ) )
MARTIN SKALICKY, MARKETA RYBACKOVA
a JAROSLAV KVICALA

Ustav organické chemie, Vysokd $kola chemicko-technologickd
v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6;
holanm@vscht.cz; kvicalaj@vscht.cz

S cilem ziskat tripyrazolylmethany substituované
v poloze 4 pyrazolového kruhu perfluoralkylovymi skupinami
jsme vyuzili dvé syntetické strategie: v prvni z nich jsme
perfluoralkylaci a  naslednou  deprotekci  chranéného
4-jodpyrazolu ptipravili perfluoralkylovany pyrazol, pti druhé
jsme studovali ptimou perfluoralkylaci tris(4-jodpyrazolyl)-

methanu.  Klicova  perfluoralkylacni  reakce  vyuZziva
2,2-bipyridyl jako ligand a  hexafluorbenzen jako
korozpoustédlo'.
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Alternativné jsme podrobili oba jodované intermediaty
nizkoteplotni lithiaci a nasledné reakci s polyfluoralkylovanym
silanem.

V teoretické casti prace jsme studovali pomoci DFT
metod jednotlivé kroky tfistupniové transformace chloroformu
na tripyrazolylmethany s dlirazem na porovnani reaktivity
nesubstituovanych pyrazoli s pyrazoly substituovanymi v
poloze 4 perfluoralkylovym substituentem.

Dékujeme Ministerstvu Skolstvi, mlddeze a télovychovy Ceské
republiky (vwzkumné centrum LC06070, vyzkumny zdameér
C. 6046137301, projekt KONTAKT ME 857) za financni
podporu tohoto projektu.
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POLYMERNI ,,DRUG DELIVERY* SYSTEMY PRO
RADIOFARMAKA
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V polymernich systémech pro cilené dorucovani a fizené
uvolfiovani farmak (,,drug delivery”) maji radiofarmaka
nékteré vyhody oproti chemickym 1éCivim. Piedevsim
efektivni davka radionuklidu je mnohem niz$i nez je tomu u
chemického 1é¢iva, coz tadoveé snizuje potfebné mnozstvi
polymerniho nosice, a v mnoha piipadech neni potfeba uvolnit
radionuklid z nosice pro splnéni pozadované funkce. Kromé
radioterapeutik se zde také, narozdil od chemickych 1éCiv,
otvira i moznost vyuzit polymernich nosici pro cileny transport
radiodiagnostik metodami PET ¢i SPECT podle volby
radionuklidu'. P¥ipravili jsme nékteré polymerni nosiové
systémy pro radiofarmaka®*, jejichz struktury a vlastnosti
budou diskutovany v piednésce.

Lokalni aplikace radionuklidd je v mediciné vyuzivana
napiiklad v kloubnich aplikacich pro 1é¢bu chronickych
artrotickych zanéti (radiosynovektomie) ¢i pro brachyterapii
malignich pevnych nadorti (zejména prostaty). Izotopicky
znaceny termoresponsivni polymerni nosi¢ovy systém, ktery je
ve vodném prostiedi rozpustny za laboratorni teploty, ale pfi
ohtati dojde kjeho fazové separaci zroztoku a pii teploté
lidského téla uz je jeho fazova separace ukoncena, ma pro tento
ucel fadu vyhod. Tyto vyhody spocivaji pfedev§im ve snadné
znaclitelnosti  termoresponsivniho polymeru v roztoku za
laboratorni teploty, snadné aplikovatelnosti takového roztoku
injekci na misto pisobeni misto chirurgické implantace a
perzistenci aktivity v misté vpichu diky fazové separaci. Nami
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pripraveny modelovy systém® na bazi kopolymeru poly(N-
isopropylakrylamidu) znaGeného "*'I vykazoval v experimentu
in vivo na mySich kmene Balb/C vyznamnou retenci
radioaktivity na mist¢ intramuskularni aplikace (cca 90 % 2 h
po injekei), ktera zlistala na urovni cca 80 % po dobu 14 dnti a
pak zvolna klesala resolubilizaci polymeru v disledku
rovnovaznosti fazové separace na cca 60 % za 42 dnl po
aplikaci, kdy byl experiment ukoncen (udaje jsou korigovany
na rozpad nuklidu). Nebyla pozorovana Zzadna organové
specificka redistribuce radioaktivity uvolnéné z mista aplikace
a velka vétsina uvolnéné radioaktivity byla rychle vyloucena
moci a stolici. Resolubilizaci polymeru lze fidit zavedenim
vhodné hydrolyticky degradovatelné monomerni jednotky do
polymeru, pro coZ jsme vyuzili hydrazonovou® respektive N-
glykosylaminovou hydrolyticky degradovatelnou vazbu.

Farmaka s afinitou ke kostni tkani se kumuluji v kostech
diky jejich specifické interakci s mineralni slozkou kosti
hydroxyapatitem. Akumulace téchto farmak je vyrazné vyssi
v oblastech kosti s vy$§i remodelaéni aktivitou (pravdépodobné
kvali  pfistupngj§imu  povrchu hydroxyapatitu v téchto
oblastech), coz je ptfipad napiiklad osteolytickych kostnich
metastdz, a umoziuje to radiodiagnostiku takovych lezi.
Znamymi cilicimi jednotkami s vysokou specifitou ke kostni
tkani  jsou  hydroxybisfosfonaty. = Vazba  hydroxybis-
fosfonatovych skupin na polymerni nosi¢ by méla zvysit
selektivitu pro metastaticky napadenou kost oproti normani
kosti diky zvySené peremeabilit€ cév v nadorové
neovaskulatufe a stim souvisejicimi jevy, tj. zvySenou
ptistupnosti povrchu hydroxyapatitu v takové 1ézi a EPR
(Enhanced Permeation and Retention) efektu. EPR efekt,
hromadéni systému o vysoké skute¢né (polymery) ¢i zdanlivé
(micely a nanocastice) molekulové hmotnosti ve tkani pevnych
nadorl, je totiz zpusoben pravé vys§i permeabilitou nové
vytvofenych cév v nadorové tkani a nedostatecné vyvinutym ¢i
zcela chybgjicim odvodem lymfy znadorové tkané. Pro
piipravu vodorozpustného polymerniho nosi¢ového systému®
jsme  syntetizovali  kopolymery  N-(2-hydroxypropyl)
methakrylamidu s hydroxybisfosfonatovymi cilicimi skupinami
a ovéfili vysokou afinitu a rychlou adsorpci znac¢eného systému
na hydroxyapatit jakoin vitro model kostni tkané. Jako
radionuklidy jsme zvolili modely diagnostickych B* zati¢a
vhodnych pro PET [¥Zr (T), = 3.27 d) a #Sc (T1» = 3.93 h)]
s delsim poloGasem rozpadu, a sice '*'Hf (7}, = 42,4 d) a **Sc
(T, = 83,81 d), chelatované do hydroxybisfosfonatovych
skupin na polymeru.

Pro EPR efekt je rozhodujici dostatecné vysoka
molekulova hmotnost konjugatu; aby vSak byl polymerni nosi¢
vyloucitelny z organismu ledvinami, je tfeba, aby jeho
molekulova hmotnost byla pod renalnim prahem [cca 40 — 45
kDa pro (meth)akrylamidové polymery]. Micelarni nosice
umoziuji diky rovnovaze unimer — micela dosahnout
dostatecné vysoké zdanlivé molekulové hmotnosti (micela) i
vylouéitelnosti (unimer). Studované nosice jsou zalozeny na
termoresponzivnim polymernim micelarnim nosi¢i na bazi
roubovaného kopolymeru, kde termoresponsivni i hydrofilni
bloky maji molekulovou hmotnost pod rendlnim prahem.

Ackoliv je v souCasné dob¢ vénovano mnoho pozornosti
polymertim jako nosi¢im chemickych 1é¢iv, pro radiofarmaka
jde o oblast dosud malo studovanou, pfestoze praveé pro
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radiofarmaka se zde nabizeji ¢etné vyhody. Jde tedy o oblast,
ktera je do budoucna bezesporu perspektivni pro diagnostiku i
terapii pfedevs$im nadorovych onemocnéni.

Dedikace grantovda — Tato prace vznikla za podpory grantu
GA AV CR ¢ 144400480616 a programu vyzkumnych center
MSMT CR ¢. IM0505/4635608802.
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NOVE DERIVATY CALIX[4]ARENU

OLDRICH HUDECEK , ONDREJ KUNDRAT,
JAN BUDKA a PAVEL LHOTAK

Ustav organické chemie, VSCHT Praha, Technickd 5, 166 28
Praha 6
hudecekl@vscht.cz.

Derivaty calix[4]arent v konické konformaci obsahujici
na hornim okraji ¢tyfi isonikotinoylaminoskupiny jsou schopny
tvorby vzdjemnych asociati  podobnych, jaké tvoii
tetraureidoderivaty.[1] Proto byly pfipraveny slouceniny
s nesymetrickymi spodnimi okraji, které byly pouzity pro 1H-
NMR studie, které by mély objasnit, jakym zpiisobem k tvorbé
téchto supramolekularnich struktur dochazi. Béhem syntézy
byla pozorovéana zajimava regioselektivni substituce na hornim
okraji.

Tento projekt je podporovin Grantovou agenturou CR
(grant 1 04/07,/1 242) a Ministerstvem Skolstvi, mladeze a
telovychovy CR (COST D31 OC134).
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NOVE LATKY IZOLOVANE Z BRUSNICE BORUVKY

SIMONA HYBELBAUEROVA® a BOHUMIR KOUTEK"

“Katedra organické chemie a jaderné chemie PFF UK,
Hlavova 8, 128 43 Praha 2; YUOCHB AV CR, Flemingovo 2,
166 10 Praha 6

simona.hybelbauerova@gmail.com

Listy brusnice boruvky maji velice podobné U¢inky jako
plody. Caj zlistd je vhodny pro mimé snizeni hladiny
cholesterolu v krvi. Ma také ptiznivy vliv na ledviny a mocové
cesty, které Cisti a dezinfikuje a pomaha s odvodiovanim pii
ptilisném zadrzovani vody v organismu. Pii vn&j$i aplikaci
zmirmuje projevy lupénky a dalSich koznich nemoci.
V diabetologii se vyuZzivda coby podplrny prostiedek pii
cukrovce. Droga také pusobi sviravé az desinfekéné. Odvar
z listh se osvédCil pii stievnim kataru, zaludeénich kiecich,
zanétu mocového méchyfe a tlustého streva.

Ze ziskaného methanolického extraktu stonku brusnice
bortivky byly vyizolovany dvé nové latky: 4R-hydroxypent-2S-
yl-2E-3-(4-hydroxyl)prop-2-enoat | a 4R-B-D-glukopyranosyl-
oxy-pent-2S-yl-2E-3-(4-hydroxyl)prop-2-enoat  Il.  Absolutni
konfigurace stereogennich center | byla uréena na zédkladé NMR
spektroskopie s chirdlnim posunovym c¢inidlem a porovnanim
NMR spekter pfipravenych standardii se spektry izolované latky
I. U latky Il byla absolutni konfigurace uréena pomoci NMR
spektroskopie a porovnanim s teoretickym vypoctem.

: z (0]

: |
ROMO =

OH

IR IIR=Glc

Vedle vyse zminovanych latek byly v methanolickém
extraktu stonku brusnice bortivky identifikovany: o-amyrin,
B-amyrin, oleanova kyselina, ursolova kyselina, glutinol,
3p,12a-dihydroxyoleanan-28—13-olid, 3B3-sitosterol,
monotropein, vitamin E, methyl-a-D-fruktofuranosid,
methyl-B-D-fruktofuranosid,  methyl-B-D-fruktopyranosid,
sacharosa, 2-deoxyribono-1,4-lakton a (2R,4S)-2-O-f-D-
glukopyranosyl-2,4-pentandiol®”.

Z methanolického extraktu listu brusnice borivky byly
izolovany nasledujici latky: oleanova kyselina, ursolova
kyselina, o-amyrin, B-amyrin, glutinol, 3p-sitosterol, 3f-
sitosterolglukosid, vitamin E, myo-inositol, quercetin, methyl-
B-D-fruktofuranosid.

Tato prdce vznikla za podpory —grantu MSMT CR MSM
0021620857.
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STUDIUM REAKTIVITY DISULFIDfJ \% OXIDACNfCH
REAKCICH KATALYZOVANYCH TRANSITNIMI
KOvYy

JAKUB HYVL a JIRI SROGL

Ustav organické chemie a biochemie A VCR ,v.v.i, Flemingovo
nam. 2, Praha — Dejvice,
Jjsrogl@uochb.cas.cz

V tadé biochemickych systémii ptsobi disulfidy jako
oxidovadla'. Mezi takovéto disulfidy patii glutathion disulfid®,
homocystin®, thioredoxin® a lipoové kyselina® Z hlediska
organické syntézy se Casto jedna o velice zajimavé oxidativni
transformace.

VnaS§i praci se zabyvame aktivaci C-H skupin
karbonylovych slouéenin. Disulfid zde vystupuje jako oxidaéni
¢inidlo v reakci katalyzované transitnimi kovy. Médné soli
prokazuji nejveétsi potencidl. Synteticky rozsah reakce byl
demostrovan na ptipravé benzothiazoli. (schéma 1).

CC”
S Metal

@[SI ¥ O=< solv. @E
NH,

@NH2

©: T solv ©: I
NH,

Schéma 1.

Tato prdce vznikla za podpory GACR (203/08/1318)
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IMUNOAFINITNI SORBENTY PRO KUMESTANY

ELISKA CHYTILOVA, ELENA A. PROKUDINA,
RADKA KOBLOVSKA a OLDRICH LAPCIK

Fakulta potravindiské a biochemické technologie, VSCHT
Praha, Technicka 5, 166 28 Praha 6

Kumestany jsou podskupinou isoflavonoidl, metabolitti
rostlin se zajimavymi biologickymi uéinky. Kumestrol patii
mezi nejucinngjsi fytoestrogeny. Nejvyznamnéj§im zdrojem
kumestanti jsou bobovité rostliny (Leguminosae), avsak jejich
pfitomnost byla zjist€éna rovnéz v Celedich Poaceae,
Compositae a Chenopodiaceae'?. V této praci jsme se zabyvali
ptipravou imunoafinitniho sorbentu urené¢ho k precisténi
rostlinnych extrakti a zakoncentrovani kumestrolu a jeho
analogt pfed analyzou pomoci HPLC-MS.

Sorbent byl pfipraven imobilizaci polyklonalni krali¢i
protilatky proti konjugatu kumestrolu s hovézim sérovym
albuminem (BSA)’ na pevny nosi¢ Affi-Gel 10 (Bio-Rad
laboatories)*. Kapacita sorbentu dosahovala 0,3 mg analytu na
mililitr gelu. Byly zjistény optimalni podminky eluce a vyvinut
postup imunoafinitni extrakce. Metoda bude vyuzita ke studiu
vyskytu kumestani v bobovitych rostlinaich a v dalSich
vytipovanych ¢eledich.

HO

1 - kumestrol, 2 - imunogen

Podékovani: Prace vznikla za podpory projektii 525/06/0864
GACR a MSM 6046137305.
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HYDROLYTICKE STUDIE ROZKLADU
HYDRAZONOFORMAMIDOVYCH PROLECIV
ISONIAZIDU

ALES IMRAMOVSKY™"", JARMILA VINSOVA,
JUANA MONREAL FERRIZ® a JOSEF JAMPILEK®

“Univerzita Hradec Krdlové, PedF, KCH, Nam. Svobody 301,
5’00 05 Hradec Krdlové, b Univerzita Pardubice, FCHT,
UOCHT, Ném. Cs. Legii 565, 532 10 Pardubice 2, “FarmF
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UK, KAOCH, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Krdlové,
Zentiva a.s., U kabelovny 130, 102 37 Praha 10
ales.imramovsky@uhk.cz

Nartst bakteridlni rezistence je obecné spjaty
s pouzivanim  antibiotik  resp. s bakteridlni  evoluci.
Tuberkuléza (TB) jako chronické infekéni onemocnéni neni
vyjimkou a je zptisobena mutaci chromozomalni mutaci DNA.
Rezistentni kmen ma pozménény nebo Uplné chybgjici gen,
ktery pak limituje produkci proteind, potiebnych pro G¢inek
antituberkulotik.

Piiprava novych forem soucasnych antituberkulotik
zlepSujici jejich fyzikdlné chemické vlastnosti a plisobi
synergicky s dal$imi antituberkulotiky mohou vyrazné usnadnit
lécbu TB. U hydrazonoformamidovych derivatl isoniazidu je
znama tato synergické aktivita s isonizidem (INH)'. V ptipadg,
ze druhou ¢ast molekuly tvofi téz antituberkuloticky aktivni
molekula (viz Obrazek 1), mize dochazet téZ k potencovani
uéinku jednotlivych slozek. Tyto latky jsou stabilni v tuhém
stavu, ovSem pusobenim enzymu, ptipadné hydrolyzou mize
dochdzet k jejich rozkladu a uvolnéni obou vazanych aktivnich
slozek. Studium hydrolytické stability ve vodném prostredi
prinasi piehled o stabilit¢ téchto pfipravenych derivati
s vyznamnou antituberkulotickou aktivitou.>

QYAO Y

(¢] N

O OH
Obrazek 1: Spojeni INH s dalsi antituberkuloticky aktivni molekulou

(o]
F

Graficky pribéh, experimentdlni podminky, stejné tak
uréeni polocasii rozpadu t;, pomoci RP-HPLC, stejné tak
kinetické vyhodnoceni priubéhu rozkladu studovanych latek,
budou soucasti prezentace.

Autori prispévku dékuji za financni podporu grantu Grantu
specifického vyzkumu Univerzity Hradec Kralové (FeSitel Ales
Imramovsky) GAUK 285/2006/B-CH/FaF a
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CYKLIZACNE REAKCIE A VLASTNOSTI NOVYQH
9-SUBSTITUOVANYCH A 3,6-DISUBSTITUOVANYCH
AKRIDINOV

JAN IMRICH, EVA BALENTQVA, LADISLAV
JANOVEC, MARIA VILKOVA, and KAREL D. KLIKA
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Reakcia akridin-9-ylizotiokyanatu s Me- a Ph-hydrazinom
prebichala regioselektivne za vzniku zmesi tiosemikarbazidov
a ich spiro foriem, priCom spirocyklus sa otvaral na opacny

izomér.
S
m O O
/NTN\CH N—CH, Ny )LNH
S o N e ) 2
S = N /I H HN /l CH,

Opacne substituované tiosemikarbazidy, karbazidy a
izotiosemikarbazidy, ktoré vykazovali rozsiahlu planaritu v
dosledku konjugacie 9,10-dihydroakridinu s 9-hydrazénovym
substituentom sa ziskali reakciou akridin-9-ylhydrazinu s
izotiokyanatmi a ich naslednou oxidaciou a metylaciou. S
metyl bromoacetatom vznikli stabilné 1,3-tiazolidin-4-6ny,
naproti tomu, s bréomoacetonitrilom primarne vzniklé cykly
preSmykovali (Dimroth) na regioizoméme 1,3-tiazolidin-4-
iminy. Analogické reakcie akridin-9-ylmetyltiomocovin
poskytli nové spiro[dihydroakridin-9°[10°H],5-imidazolidin]-2-
tiony. Struktiru zliéenin potvrdila krystalograficka analyza a
'H, *C a >N NMR v kvapalnom aj tuhom stave.

Viazbové konStanty novosyntetizovanych proflavin-
ditiazolidinbnov na CT a plazmidovi DNA sa testovali
pomocou UV-Vis, fluorescencnej and CD spektroskopie.
Mierna in vitro cytotoxicka aktivita sa potvrdila voéi L1210 a
HeLa bunkam.

Tato praca vznikla za podpory grantovej agentury VEGA
(1/0476/08) a statneho programu NMR (2003SP200280203).
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THE TOTAL SYNTHESIS OF ISOPROSTANES

ULLRICH JAHN*, EMANUELA DINCA®,
and DANIEL GRIFFITH"

“IOCB AS CR, Flemingovo 2, 166 10 Praha 6, Czech
Republic; “Institut fiir Organische Chemie, Technische
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Isoprostanes are important cyclic metabolites of
polyunsaturated fatty acids.' They form via free radical
pathways in vivo. So far only a few of the literally hundreds of
known isoprostanes have been characterized with respect to
their biological activity.” This is due to the fact that they occur
as regio- and stereoisomeric mixtures which makes their study
exceedingly difficult. To facilitate the further detailed
investigation of their biological properties, total synthesis is the
only way to produce significant amounts of these natural
products. We report here the total synthesis of 15-Fy-IsoP 1,
and the synthesis of a potential metabolite of 15-E,-IsoP 2. The
extension to approsch 18-F;-IsoP 3, a potential food-derived
metabolite will be presented.

/ — CO,Me
\ _

HO OH
1

CO,Me
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PRIPRAVA POLYSUBSTITUQVANYCH TERFENYLU
A KVARFENYLU TERMICKYM PRESMYKEM
DEWAROVYCH BENZENU A JEJICH REAKTIVITA

STEPANKA JANKOVA * a MARTIN KOTORA®*"

“Katedra organické a jaderné chemie, PiF UK v Praze,
Havova 8, 128 43 Praha 2; YUOCHB AV CR, Flemingovo 2,
166 10 Praha 6

JankovaS@seznam.cz, kotora@natur.cuni.cz

Dewarovy benzeny jsou valenéni izomery benzenu, ktery
mize byt piipraven jejich termickym presmykem'. V nasi
pfedchozi praci jsme prokazali, ze je mozné pfipravit

v dobrych vytézcich Dewarovy benzeny reakci
cyklobutadienového komplexu AICl; s rizné substituovanymi
arylpropynoaty’, popf. aktivovanymi trojnymi vazbami

nesoucimi i jiné aromatické sloudeniny jako ferroceny’. Déle
jsme prokazali, Ze existuje spojitost mezi vlastnostmi
substituentii na Dewarovych benzenech a rychlosti jejich
presmyku na odpovidajici benzen?.

Nasim dal$im krokem bylo pokusit se o piipravu
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polysubstituovanych terfenyld a kvarfenyli za pouziti stejného

pfistupu  jako  vpfipadé¢ jiz dfive  publikovanych
fenylsubstituovanych Dewarovych benzend. Reakce alkyl
cyklobutadienového  komplexu  AICl; s odpovidajicim

diynylbenzenem ¢&i bifenylem poskytla ocekavané bis-
Dewarovy benzeny (schéma 1). Naslednym termickym
presmykem takto pfipravenych bis-Dewarovych benzend byly
ziskany odpovidajici polysubstituované terfenyly a kvarfenyly.

COOMe
R

R -
AICI3

R R
n=1,2

n

COOMe

Tato price byla podporena projektem MSMT ¢ LC 06070
Struktura a syntetické aplikace komplexii prechodnych kovii.
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REDUKCE AMIDOVYCH KONJUGATU

BEATA JONSZTOVA?, ZDENA NovAlgovA“,
MIROSLAV LEDVINA” a PAVEL DRASAR?

“VSCHT Praha, Ustav chemie prirodnich latek, Technicka
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Cilem nasi prace je syntéza steroidnich konjugati
s polyaminy. V soucasné dobé jsou tyto latky vyuzivany
k ptipravé polykationovych aktivnich prenasSecti negativné
nabitych nukleovych kyselin podilejicich se na genové terapii a
vyvoji DNA vakcinaci, kterd pfinasi nové moznosti pro 1é¢bu

velkého poctu onemocnéni jako je rakovina, infekéni
onemocné&ni nebo pii poruchach metabolismu'.

Piiprava steroidnich derivati vychazi zkyseliny
lithocholové (b) a deoxycholové (a). Syntéza byla
zjednodugena pouzitim &nidla TOTU?. Oligopeptidy (¢) jsou
syntetizovany na pevném nosi¢i. Jednotlivé  Fmoc-

aminokyseliny kondenzuji pomoci ¢inidel DIPEA a HBTU.

Zvlastni pozornost je vénovana redukci peptidové vazby.
Byla popsana fada metod, z nichz se zda pouziti boranu® jako
jedna z moznosti slibujici dobré vysledky.
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PLANARNF; CHIRALNI{ FLVAV’INIOVE SOLI JAKO
KATALYZATORY OXIDACNICH REAKCI

RADEK JUROK a RADEK CIBULKA
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Flaviniové soli pfedstavuji nad&jné organokatalyzatory
pro oxidaci sulfidii, terciarnich aminti a Baeyer-Villigerovy
oxidace, s pouzitim peroxidu vodiku jako stechiometrického
oxidagniho ¢inidla'. Oxidace katalyzované flaviniovymi solemi
probihaji s velkou chemoselektivitou a za mirnych podminek.
Vlastnim oxida¢nim ¢inidlem je pfislusny flavin-4a-
hydroperoxid vznikajici reakci flaviniové soli s peroxidem
vodiku. Piikladd pouziti chiralnich flaviniovych soli jako
katalyzatorti enantioselektivnich oxidaci vSak bylo dosud
v literatufe publikovéno jen mélo”.

R, Ry o Ry substrat
clog H,0, 3@\ ))

7< N~ O-OH

\A(O

N+
’ 0
N —
Q N -HClO,
(/ °

Navrhli jsme proto planarn€ chiralni flaviniové soli 1, ve
kterych je ptistup peroxidu vodiku i substratu z jedné strany
katalyzatoru blokovan benzenovym jadrem pfipojenym rigidni
naftalenovou spojkou. Flavinovy skelet jsme soucasné deriva-

{ S -

1

1044

43. Liblice

tizovali s vyhledem na modifikovani katalytickych vlastnosti a
resoluci enantiomertt pfevedenim na diastercomery.

S pfipravenymi racemickymi flaviniovymi solemi jsme
provedli kinetickda méfeni oxidace modelovych substrati
(sulfidy, terciarni aminy, 3-fenylcyklobutanon).

Pro stereoselektivni oxidace byly pfipravené racemické
smeési flavinti rozdélény na enantiomery pomoci chiralni HPLC
popt. jejich diastereomery sloupcovou chromatografii a poté
kvarternizovany.

Autori dékuji Grantové agenture Ceské republiky (projekt
¢ 203/07/1246) za financni podporu.
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SYNTEZ:A A VYUZITI NOV)’(CH BIPYRIDIN-N,N'-
DIOXIDU V ASYMETRICKE SYNTEZE

ANETA KADLCIKOVA?® a MARTIN KOTORA®"
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Derivaty chiralnich bipyridinti jsou Casto vyuzivany jako
katalyzatory v asymetrické syntéze, kde vystupuji jako
Lewisovské baze. Vramci vyvoje novych katalyzatori
bipyridinového typu'®® bychom chtdli piedstavit novou
metodu pro piipravu nesymetricky substituovanych bipyridint
a jejich derivatd. Tato metoda spociva v [2+2+2] ko-
cyklotrimerizaci tetraynu, jenz byl pfipraven z 1,7-oktadiynu,
s dvéma nitrily katalyzované CpCo(CO),. Jako typicky ptiklad
slouzi reakce s benzonitrilem a (R)-tetrahydrofuran-2-
karbonitrilem za vzniku nesymtericky substituovaného
bis(tetrahydroisochinolinu).

Schéma 1
A .
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Vznikla sloucenina byla oxidovana kyselinou meta-
chlorperoxybenzoovou na diastereoizomerni smés dvou
bipyridin-N,N’-dioxidi 1 (schéma 1) Oba diastereoizomery
bylo mozné od sebe oddélit jednoduchou chromatografii na
sloupci silikagelu. Katalyticka aktivita a schopnost asymetrické
indukce vySe uvedenych bipyridin-N,N'-dioxidd 1 byla
vyzkousena v allyla¢nich reakcich srizné substituovanymi
benzaldehydy (schéma 2). Homoallylalkoholy vnikaly
s enantioselektivitou az do 95% ee.

Tato prace vznikla za podpory Centra zdakladniho vyzkumu
MSMT (projekt ¢. LCO6070, Struktura a syntetické aplikace
komplexi: prechodnych kovii GA CR (projekt ¢. 203/08/0350).
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PYRAZINIUM SALTS AS SIMPLE ANALOGUES OF
FLAVIN DERIVATIVES

FRANTISEK KAFKA® a RADEK CIBULKA"

“IOCB AS CR, Flemingovo 2, 166 10 Prague 6
*Depart Org. Chem., Institute of Chemical Technology,
Prague, Technicka 5, 16628 Prague 6
kafka@uochb.cas.cz; cibulkar@vscht.cz

Flavinium salts 1 have been previously reported'” as
effective and environmentally benign catalysts in hydrogen
peroxide mediated oxidation of various organic substances
(e.g. sulfides, cyclic ketones and tertiary amines). Flavin-4a
hydroperoxide 1-OOH, formed in situ by reaction of flavinium
salt 1 with hydrogen peroxide, is the reactive species which
directly oxidizes the substrate. Other types of electron-poor
heteroarenium salts are also capable to form adducts with
nucleophiles®, but systematic studies in this field have not been
performed yet. We reduced the complexity of the flavinium
system to simple pyrazinium derivatives 3 and pyridinium salts
4. Their catalytic behavior towards hydrogen peroxide
mediated oxidation of model substrates was tested. The
catalytic ability of some pyrazinium derivatives is comparable
with the most efficient flavin-based catalysts 2.
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LATERALNE SUBSTITUOVANE BICYKLO[1.1.1]
PENTANY - PREKURZORY ,MOLEKULARNICH
VYPINACU«?

JIRI KALETA?, CTIBOR MAZAL? a JOSEF MICHL"

“Ustay chemie, PFF, Masarykova univerzita, Kotlarska 2,
61137 Brno, *Department of Chemistry and Biochemistry,
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kaleta@mail muni.cz

Soucasné trendy miniaturizace elektronickych zafizeni
stavi védce pred nelehky ukol, kterym je syntéza molekul, jez
budou schopny nahradit nejprve jednoduché a pozd&ji i

Né&s vyzkum je zaméfen na syntézu vhodné lateralné
substituovanych derivatt bicyklo[1.1.1]Jpentanu 1 (n = 1) a
nasledné i jejich oligomert — [n]staffanid (n > 2), které by
mohly nalézt uplatnéni jako budouci molekularni vypinage.'
Vhodnou substituci v polohach 1 a 6 bude poté mozné tato
zafizeni ukotvit na povrch zlatych elektrod, zjistit jejich
clektronické  vlastnosti a pfipadné je zaclenit do
sofistikovangjsich molekularnich zatizeni.

R R
%
L
1

R - funkéni skupina schopna interakce
se zlatym povrchem

L - ligand umozriujici komplexaci atomu
kovu

Bylo testovano né¢kolik cest, jez mély smétovat k 1,3,4,6-
substituovanym  tricyklo[3.2.0.0*°]heptanovym skeletim 1.
Doposud nejvhodnéj§im se ukazal postup vyuzivajici jako
meziprodukt jiZ diive publikovany propellan 2 (Schéma 1).**

@ 7 kroku 3-6kroka R R
0] L
O\F 2 [/ 1

Prozatim jsou celkové vytézky téchto mnohastupiiovych
pohfichu linearnich syntéz velmi nizké (pod 1%), nicméné je
ziejmé, Ze touto cestou lze pripravit monomerni jednotky

Schéma 1.
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budoucich molekularnich zafizeni a také dalsi slibné derivaty,
jejichz vlastnosti budou testovany.

Projekt KONTAKT ME 857 Ministerstva Skolstvi, mlideze a
telovychovy a National Science Foundation (USA), s podporou
SONY, GmbH .
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UCINNOST ZHASENI FLUORESCENCE NOVYM
STRUKTURNIM TYPEM ZHASECU ZE SKUPINY
AZAFTALOCYANINU

KAMIL KOPECKY, PETR ZIMCIK, ) )
MIROSLAV MILETIN a VERONIKA NOVAKOVA

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci
Kralové, Katedra farmaceutické chemie a kontroly léciv,
Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kradlové
kopek9aa@faf.cuni.cz

ZhaseCe  fluorescence se  pouzivaji  predevSim
v laboratotich molekularni biologie a genetiky. Jejich vyuziti je
predevsim pro monitorovani a kvantifikaci PCR. Dale jsou pak
vyuzivany pro stanovani specifickych sekvenci DNA/RNA,
pfip. oligopeptidi in vitro a in vivo. Komeréné dostupné
zhaSeCe maji mnoho nevyhod, mezi néz patii chemicka
nestabilita pfi syntéze a deprotekci oligonukleotidti (prakticky
vzdy jsou vazany na 3’-konci, ze kterého probihd syntéza
oligonukleotidu in vitro) a pfedev§im pak nedostatecna
ucinnost zhaseni fluoroforti s fluorescenci o vlnové délce nad
700 nm.

Alkylaminoderivaty azaftalocyaninti (AzaPc) na rozdil od
jinych ftalocyaninti a AzaPc nevykazuji zadnou fluorescenci a
maji téméf nulovou produkci singletového kysliku, coz jsou
obecné znamé vlastnosti téchto sloucenin. U zhasecd je prave
nepiitomnost vlastni fluorescence podminkou pro pouziti.
Singletovy kyslik je reaktivni forma kysliku, ktery zptsobuje
degradaci biomolekul, a jeho pritomnost je nezadouci.

Utinnost  zhaSeni lze zméfit smichinim dvou
komplementarnich sekvenci oligonukleotidd', kdy jeden
fetézec nese na 3'-konci zhase¢ fluorescence (AzaPc) a druhy
nese na 5’-konci fluorofor, v naSem piipadé jsme pouzili ¢asto
pouzivany fluorescein (FAM) a indocyanin Cy5®. Pro méteni
jsme pouzili 3 sekvence nesouci zhase¢, které se od sebe lisili
vzdy o 5 bazi T vlozenych mezi zhaSec¢ a specifickou sekvenci
DNA.

Vsechna méfeni byla provedena a porovnana paralelné i
s komeréné dostupnym zhasecem Black Hole Quencher-Z®
(BHQ-2%).
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REAKTIVITA DEOXYEPIMINU 1,6-ANHYDROHEXOS

JIRI KROUTIL? a JINDRICH KARBAN"
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N-Nosyl a N-tosyl derivaty 1,6-anhydro-2,3,4-trideoxy-
2,3-epimino-B-D-hexopyranos' konfigurace lyxo a ribo | a |l
byly podrobeny nukleofilnimu Stépeni aziridinového cyklu
halogenidovymi  anionty (HF,, CI, Br, and T).
N-nosylepiminy poskytly produkty trans-diaxialniho i trans-
diekvatorialniho S$tépeni aziridinového cyklu. Pomér obou
stereoizomertt zavisel na reakénich podminkach (halogenidy
amonné nebo halogenovodiky) i na konfiguraci epiminu.
N-Tosylepiminy kromé& zminénych produktd poskytly pfi
nékterych reakcich rovnéz produkty s cis-uspofadanim
tosylamidoskupiny a halogenu. Tento stereochemicky prabch
reakce je pii §t&peni epiminohexopyranos zcela neobvykly?.
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Y = 4-CH,C,H,S0,, 2-NO,C(H,SO,

Tato prace je ﬁnancovdya grantem 144400720703 Grantové
agentury Akademie veéd CR.

LITERATURA

1. Karban J., Budésinsky M., Kroutil J.: Collect. Czech.
Chem. Commun. 69, 1939 (2004).

Karban J., Kroutil J.: Adv. Carbohydr. Chem. Biochem.
60, 27 (2006).

2.



Chem. Listy 7102, 1021 — 1083 (2008)

SYNTHESIS OF TETRAHYDROFURAN CONTAINING
LIGNANS

YVONNE KAVANAGH and ULLRICH JAHN

Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, AS CR,
Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
kavanagh@uochb.cas.cz

Lignans are a large and diverse group of natural products
that have received interest for their wide range of biological
activities'. For example, (+)-fragransin A, 1 is an inhibitor of
NO production?, while (-)-talaumidin 2 exhibits neurotrophic
effects’. The synthesis of members of this important class of
compounds has been limited and in general these have been
multistep sequences®. Simpler, more resourceful synthetic
methodologies are required in order to access compounds from
this class, also with the aim of accessing more potent and
efficacious analogues.
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1: R=0Me; R'= OH 3:R=R"=0OMe, R" = H, Virgatusin
2: R=R'=-0OCH20 4:R =R =-0CH20, R" = H, Urigatusin

We report here a more flexible and much shorter
synthetic route to these types of lignans®. This involves novel
tandem/domino reactions’, which take advantage of the less
common combination of intermediates with different oxidation
states. We report preliminary results of the extension on this
type of chemistry aimed at the synthesis of 2,4-diaryl lignans
of the type 1 to 4.
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METATEZE ALKYNU: SYNTEZA DERIVATU
PROSTAGLANDINU Z COREYHO LAKTONU

ROMAN KEDER a DALIMIL DVORAK
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V poslednich letech ziskala metateze alkynd na
dilezitosti v organické syntéze'”. Metateze alkynii a nasledna
hydrogenace pfinasi cenny pfistup v syntéze organickych latek
obsahujicich dvojnou vazbu s definovanou geometrii. Ten to
pfistup byl nedavno pouzit pro zavedeni nenasyceného
postranniho fetézce do molekuly prostaglandinu s konfiguraci
cis- na dvojné vazb&’.

Vypracovali jsme novy piistup k prostaglandinovym
derivatim s bo¢nym alkynylovym fetézcem z komeréné
dostupného Coreyho laktonu. S témito derivaty byla uspésné
provedena kiiznd metateze alkyni za homogenni katalyzy
systétmem Mo(CO)g/fenol. Tento katalyticky systém je na
rozdil od bézné pouzivanych wolframovych a molybdenovych
katalyzatori, které jsou citlivé na vzdusnou vlhkost a
atmosféricky kyslik, vhodngj$i pro pfipadné pramyslové
vyuziti.
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Tento projekt byl podporen vyzkumnym centrem Ministerstva
Skolstvi, mladeze a sportu , Struktura a Syntetické vyuziti
komplexii prechodnych kovii™“ LC06070, MSMT 6046137301.
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DESIGN A SYNTEZA LOMENYCH KAPALNYCH KRYSTALU
NA BAZI 3-HYDROXYBENZOOVE KYSELINY

MICHAL KOHOUT?, JIRI SVOBODA’, VLADIMIRA
NOVOTNA"” a MILADA GLOGAROVA®
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Praha 6; bezikdlni ustav Akademie véd CR, Na Slovance 2,
182 21 Praha 8

michal. kohout@vscht.czLomené kapalné krystaly patii mezi
stale se intenzivné rozvijejici oblast materidlové chemie. V nasi
laboratofi jsme pro syntézu novych kapalné krystalickych
material vyuzili jiz n&kolik novych typtl centralniho jadra'.
Cilem presentované prace bylo, sohledem na ptedchozi
vysledky, pfipravit nové typy nesymetrickych lomenych
kapalnych krystald odvozenych od 3-hydroxybenzoové
kyseliny (Obr. 1) a studovat jejich mesomorfni chovani pomoci
DSC, studiem textur a rentgenostrukturni analyzou.
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Obr. 1

Budou diskutovany rozdily zptisobené lateralni substituci
centralniho jadra, délkou postrannich fetézcli a orientaci
esterovych spojek na celkové zmény v mesomorfnim chovani
jednotlivych kapalnych krystali. Ziskané vysledky budou dale
porovnany s materialy na bazi naftalenu’.

Projekt vyzkumu byl podporovin vnitinim grantem VSCHT
Praha ¢ 110080015, MSMT (projekt COST OCI76 a
vwzkumnym zameérem MSM 6046137301) a Grantovou
agenturou Ceské republiky grantem IAA100100710.
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NOVA SYNTETICKA STRATEGIE PRiIPRAVY
SESKVITERPENOIDU

ALES KOROTVICKA® a MARTIN KOTORA®*"

“Katedra organické a jaderné chemie, PiF UK v Praze,
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Tricyklické  terpenoidy s  cyklopropanovym a
cyklobutanovym kruhem vykazuji zajimavé biologické Gcinky
a proto tyto latky mizeme povaZovat za potencialni farmaka'.
Dlvodem jsou zejména cytotoxické, fungicidni a
antibakteridlni vlastnosti téchto substanci. Zminénd skupina
latek je pozoruhodna i z chemického hlediska, nebot’ se jedna o
seskupeni s kondenzovanym péti-, Sesti- a pnutym trojclennym
(nebo ctyiclennym) kruhem. Toto strukturni seskupeni je
pfitazlivym namétem pro hledani a aplikaci novych
syntetickych postupi.

Vyznam pouzité metodiky podtrhuje i jeji mozna aplikace
na celou fadu ptibuznych ¢&i polycyklickych sloucenin.
Klicovym krokem je cyklizace 1-methoxy-2,7-oktadienu
pomoci dibutylzirkonocenu® nésledovana acylaci za vzniku
haloketonu. Jeho dehydrochlorace poskytla ketodien, jenz byl
pteveden metathetickou reakci na bicyklicky enon. Ziskany
enon poslouzil jako klicovy meziprodukt k ptipravé
tricyklickych latek s marasmanovy a illudanovy skelet).

1048

43. Liblice

H

Projekt byl financovan z Centra pro novd antivirotika a
antineoplastika MSMT (Projekt ¢. IM6138896301).

LITERATURA

1. Abraham, W. R. Curr.: Med. Chem. 8, 583 (2001).

2. (a) Herrmann P., Kotora M., Budésinsky M., Saman D.,
Cisafova I:. Org. Lett. 8, 1315 (2006). (b) Herrmann P.,
Budésinsky M., Kotora M.,: J. Org. Chem. 73, 6202
(2008).

VYUZITI ORGANOKOVOVE CHEMIE V SYNTEZE
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MARTIN KOTORA™

“Katedra organické a jaderné chemie, PFF UK v Praze,
Havova 8, 128 43 Praha 2; "UOCHB AV CR, Flemingovo 2,
166 10 Praha 6

kotora@natur.cuni.cz

Estron diky svym Dbiologickym vlastnostem a
strukturnimu usporadanim vzdy byl a stéle je zajimavym cilem
jak pro biochemicka studia, tak pro aplikaci novych
syntetickych metod. V uplynulych 60 letech byla publikovana
fada syntetickych studii zalozenych na riznych pfistupech
vystavby steroidniho skeletu. Klasické syntetické metody byly
vétSinou zalozené na kondenzacnich reakcich nebo na
kationové cyklizaci polyenového prekurzoru. Rozvoj
organokovové chemie (zalozené jak na stechiometrickych, tak
katalytickych reakcich) koncem 60tych a zacatkem 70tych let
umoznil vypracovat nové a efektivnéjsi strategie vystavby
steroidniho skeletu.
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HO

Pro syntézu estronu ¢i molekul s obsahujici jeho zékladni
kostru byla pouzita metodiky zaloZena na vyuziti sloucenin
celé fady piechodnych kovli. Mezi nejzajimavéjsi syntetické
postupy patii cyklotrimerizace vhodné substituovanych alkynt
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katalyzované slouceninami kobaltu ¢i na opakované pouziti
Heckovy reakci katalyzované komplex palladia. Mezi zcela
nové postupy vystavby estronového skeletu patii vyuziti
riznych druhu cyklizaci substituovanych dient
zprosttedkované zirconocenovymi slouc¢eninami (Cp,ZrBu,) a
nasledované alkylaci.'

V uvedeném piehledu bude provedeno jak zhodnoceni
klicovych syntetickych krokd, tak i srovnani celkovych
strategii z hlediska efektivnosti.

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSMT CR 1M0508.
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N-ARYLACE FLAVINU V POLOZE 3- ZA PODMINEK
CHANOVA-LAMOVA COUPLINGU
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Flaviniové soli predstavuji slibné organokatalyzatory
oxidaci vyuzivajicich peroxid vodiku nebo kyslik jako
stechiomerické reagenty'. Naim cilem je piiprava
atropoizomernich flaviniovych soli typu 1, které by mohly byt
vyuzity pfi enantiosektivnich N a S oxidacich.

R
N._N._O
JOReY:
NN
|
_ Bt O
ClO, R

1
R'=alkyl R=CHz COOH, COOR

Pro ptipravu flavinovych derivati s arylovou skupinou
v poloze 3- jsme navrhli pfimou arylaci nesubstituovaného
flavinu za podminek Chanova-Lamova couplingu boronovu
kyselinou v pfitomnosti stechiometrického mnozstvi siranu
médnatého™. Tento piistup byl zhlediska vytéZku reakce
uéinngj$i nez paralelné vyvijeny postup vyuzivajici acetat
médnaty®.  Jeho pouziti je viak zatim  omezeno
na m- a p- substituované boronové kyseliny.

Autori dékuji Grantové agentuie Ceské republiky (projekt
¢. 203/07/1246)
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KAPALNE KRYSTALY ODVOZENE op
BENZO|C|THIOFENU - SYNTEZA, FYZIKALNI A
FLUORESCENCNI VLASTNOSTI

ANNA KOVAROVA?, JIRI SVOBODA?,

VLADIMIRA NOVOTNA °, MILADA GLOGAROVA®,
MIREK SALAMONCZYK®, EWA GORECKA®,

a DAMIAN POCIECHA®

“Ustav organické chemie, VSCHT Praha,, Technickd 5, Praha
6, 166 28; bezika'lni ustav AV CR, Na Slovance 2, Praha 8,
182 21; “Chemistry Department, Warsaw University, AL
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kovarova@vscht.cz

V této praci bude predstavena syntéza a fyzikalni
vlastnosti  kapalnych  krystali  odvozenych od 1,3-
diarylbenzo[c]thiofent. ~ Vedle zakladnich symetrickych
materiali, které vykazovaly pouze nematickou kapalné
krystalickou fazi', byly pfipraveny i latky nesymetrické, resp.
latky s chirdlnim prvkem v molekule |, které vykazovaly
polymorfismus. S cilem modifikovat optické vlastnosti byly
pfipraveny také materily s centralnim jadrem obsahujici dalsi
thiofenovou jednotku I1.

R, =C,Hys
O C,F,(CHy,
CH,=CH(CH,),

s R, = C,F,(CH,),OPh
R,OPhCOO 0OCR, CH,CH,CH(CH,)(CH,);COOPh
1

C,,H,,0CH(CH,)COOPh
C,,H,;,0CH(CH,)

R=C,;Hy
C,Fy(CH,),

Fyzikalni vlastnosti novych materiald byly studovany optickou
polariza¢ni mikroskopii, studiem textur a pomoci DSC. U
vybranych latek byly studovany fluorescen¢ni vlastnosti.

Price byla podporovina vnitinim grantem VSCHT Praha
110080015, MSMT (projekt COST OCI176 a vyzkumnym
zdmérem MSM 6046137301) a Grantovou agenturou Ceské
republiky (grantem IA4100100710).
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AMIDINY JAKO EXO- I ENDO- RECEPTORY

V TEKTONOVE SUPRAMOLEKULARNi CHEMII:
STUDIUM PRiPRAVY, KOORDINACNICH
SCHOPNOSTI A SCHOPNOSTI TVORBY
SUPRAMOLEKULARNICH STRUKTUR

PETR KOVARICEK a ROMAN HOLAKOVSKY

VSCHT Praha, Ustav organické chemie, Technickad 5, Praha 6,
166 28
petr.kovaricek@vscht.cz

Amidiny jako dusikaté derivaty karboxylovych kyselin se
t&si veliké oblibé v oborech koordinac¢ni a supramolekularni
chemie diky jejich schopnosti tvorit jak donor-akceptorové, tak
vodikové vazby, véetnd charge-transfer vodikovych vazeb'??.
Pfesto pro pfipravu specifickych amidini neni znam
univerzalni postup a vzdy je tfeba pro dany konkrétni ptipad
hledat vhodnou cestu ptipravy.

Jednou z takovych cest ptipravy cyklickych amidint je
reakce nitrilu s diaminem za katalyzy sulfidem fosfore¢nym.
Ackoliv je tato reakce citovana mnohymi publikacemi®’,
mechanismus u¢inku neni doposud bezpe¢né znamy a je piijato
obecné presvédCeni, ze dochdzi k in situ tvorbé thioamidu,
ktery nasledné ochotné podstupuje nukleofilni adici aminem.
Tato hypotéza byla testovana IC spektroskopii a v uréitych
piipadech tuto skutetnost potvrdila®. Byla provedena
optimalizaéni studie za UGCelem stanoveni optimélnich
podminek a trendu v reakci homologu a specifickych struktur
(calix[4]arentt). Struktury jak volnych, tak cyklickych
amidiniovych soli dale byly testovany na schopnost tvorby
koordinaé¢nich slou¢enin a supramolekularnich siti.

Bylo zjisténo, ze slouceniny typu a-(4,5-dihydro-1H-
imidazol-2-yl)- a a-(carboxamidino)-pyridinu jsou schopny
vytvafet velmi  stabilni  komplexy, které  ochotné
krystaluji z vodnych roztok. Tyto slouceniny jsou nadale
intenzivné studovany diky moznosti tvofit v sekundarni
koordinaéni sféfe druhotné interakce, at’ jiz vodikové vazby ¢i
charge-transfer vodikové vazby k akceptorim vodikovych
vazeb.  Simultanné¢ je  studovan  postup  pfipravy
cyklometala¢nich komplext, které jsou amidiny také schopny
vytvaret.

Schéma 1: Cyklometala¢ni komplexy amidint
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NOVE ORGANICKE POLYMERY ODVOZENE OD
KONDENZOVANYCH THIOFENU

VACLAV KOZMIK® , JIRI SVOBODA?, CH. LO",
ALAIN ADENIER®, FRANCOIS MAUREL?, KATHLEEN
CHANE-CHING" a JEAN-JACQUES AARON®
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V posledni dob¢ je vénovana velkd pozornost piipravé
novych vodivych organickych polymerd a roSifeni jejich
aplikace v elektronickych  zafizenich,  luminiscen¢nich
systémech, tenkovrstvych transistorech, atd., zvlastni pozornost
byla dosud vénovana derivatim polythiofenu'.

Na zéklad¢ téchto vysledkd se autofi v této praci
zaméiuji na syntézu a polymeraci zcela novych monomert

obecného vzorce 1.
R; S
\ #R,

S
|

V praci je diskutovana syntéza vhodnych monomerd,
metody polymerace, chrakterizace pfipravenych polymerd a
optické vlastnosti takto ptipravenych novych materiald.

Projekt vyzkumu byl podporovin MSMT (projekt COST OC176
a vyzkumnym zamérem MSM 6046137301).
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S-ARYLACE METHYL-N-ACETYLCYSTEINATU A
DIMETHYL-N,N‘-DIACETYLCYSTINATU

JAN KROUZELKA® a IGOR LINHART?

“Ustav organické chemie, Vysoka $kola chemicko-
technologicka, Technickad 5, 166 28 Praha 6
krouzelj@vscht.cz

Fenylmerkapturova kyselina je prokdzanym metabolitem
benzenu', ktery slouzi jako biologicky indikator jeho
expozice’. Vznikd sluGovanim metabolicky aktivovaného
benzenu ve formé benzenoxidu s glutathionem in vivo a
naslednymi  biotransformagnimi ~ pfeménami'.  S-Arylace
methyl-N-acetylcysteinatu pomoci arylboronovych kyselin
v pfitomnosti octanu méd’natého a pyridinu se jevi jako vhodna
metoda pro ptipravu fenylmerkapturové kyseliny jakoz i fady
dalsich arylmerkapturovach kyselin. Dle literatury se
cysteinova struktura méd’natymi ionty oxiduje na cystinovou a
teprve na té dochazi k arylaci, pfi niz se aryluje pouze jeden
atom siry vychoziho cystinu®. Navrhovany mechanismus viak
neodpovida pozorovani, nebot vytézky reakce z methyl-N-
acetylcysteinatu  presahuji  zminénou hranici. Pouzitim
dimethyl-N,N*-diacetylcystinatu jako vychozi latky a octanu
médného jsme dosdhli lepsich vytézkt arylmerkapturovych
kyselin, nez v pfipadé methyl-N-acetylcysteinatu a octanu
méd’natého. (Schéma 1)

(a) Cu(OAc), (63%)

MeOOC MeOOC

s (b) CuOAc (53%) s PN
—_——

NHAG PhB(OH),, Py NHAG

) (d) CuOAC (96%)

(c) Cu(OAc), (95%) PhB(OH),. Py
NHAC
MeOOC s COOMe
NHAG

Schéma 1

Navrhli jsme novy mechanismus N-arylace v némz oba
atomy siry v N-acetylcystinatu jsou arylovany a zjednoho
molu  N-acetylcystinatu ~ tak  vznikaji ~dva  moly
arylmerkapturatu.

Autori dékuji za financni podporu granty BIOMUK Narodniho
programu vyzkumu Il (MSM 2B08051) a LC06070
Ministerstva Skolstvi, mladeze

a télovychovy.
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PRIPRAVA 6-ALKENYLPURINU S VYUZITjM
SONOGASHIROVY REAKCE A NASLEDNE
HYDROSTANNACE

MARTIN KROVACEK, MARTIN KLECKA, TOMAS
TOBRMAN a DALIMIL DVORAK

Vysoka skola chemicko-technologicka, Technicka 5, 166 28,
Praha 6.
krovacem@yscht.cz

Purinovy skelet pfedstavuje dilezity strukturni motiv,
vyskytujici se jako soucast zadkladnich stavebnich bloki
nukleovych kyselin ve vSech zivych organismech. Neni proto
prekvapujici, ze fada purinovych derivati vykazuje rozmanitou
biologickou aktivitu. Mezi takové latky patfi i puriny nesouci
uhlikaté substituenty v polohach 2, 6 a 8 (lit.").

6-Alkenylpuriny ptedstavuji tedy molekuly, které mohou
jednak samy vykazovat biologickou aktivitu, zaroven je
ptitomnost dvojné vazby vyhodnd pro dalsi funkcionalizaci,
napf. adici nukleofil’.

Stale vétsi uplatnéni v syntéze C-substituovanych purint
nachazeji palladiem katalyzované cross-coupling reakce. Pro
syntézu 6-alkenylpurint 1ze vyuzit napf. Suzuki-Miyaura nebo
Stilleho reakce. Tyto metody vsSak v nékterych pripadech
narazeji na Spatnou dostupnost odpovidajicich boronovych
kyselin, resp. sloucenin organostannani. Rozhodli jsme se
vyuzit alternativni reakéni sekvenci, tj. Sonogashirovu reakci

s naslednou redukei trojné vazby:
{‘[ N

ﬁ Y S JI
Zjistili jsme, ze Sonogashirovu reakci lze v nékterych

Schéma 1.
ptipadech provést bez pouziti médi a nasledna redukce
poskytuje v piipadé pouziti vhodného katalyzatoru alken
s definovanou konfiguraci a dobrou stereoselektivitou.

1. BuzSnH

\> kat.

Tato prdce byla podporovana Centrem zdkladniho vyzkumu

LC06070: "Struktura a syntetické aplikace komplexii

prechodnych  kovit"  Ministerstva  Skolstvi, mladeze a

télovychovy Ceské republiky.
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NOVE OBJEVY V CHEMII THIA [4]CALIXARENU:
META-SUBSTITUCE
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Thiacalix[4]areny substituované na hornim okraji mohou
slouzit jako cenné syntetické intermediaty pti designu a syntéze
znama jedind prace zabyvajici se Sg aromatickou
tetraalkylovaného derivatu thiacalixarenu, zaméfili jsme se na
tento typ reakci.

Byl proveden systematicky vyzkum nitrace a piimé
formylace tetrapropoxyderivat thiacalix[4]arenu
immobilizovanych ve tiech konformacich, a to konickeé,
castecné konické a 1,3-alternujici. V zavislosti na konformaci
vychozi latky byla ziskana fada unikatnich nitro-/formyl-
derivati. Vibec poprvé byly syntetizovany derivaty s
aldehydickymi resp. nitroskupinami v meta-polohach a také
zcela vyjimeény thiacalixaren piemostény methylenovou
spojkou. Vysledky riznych pfimych formylacnich metod jako
Vilsmeier-Haackova (PhN(CH3;)CHO, POCI;), Duffova
(urotropin, TFA) nebo Grossova metoda (Cl,CHOCH;, SnCl,
nebo TiCly) a podminky nitrace budou diskutovany. Vysledky
téchto reakci v calixarenové chemii poskytuji vyhradné jen
para-substituované aldehydy.

Tento vyzkum byl podpoien Grantovou agenturou CR (grant
104/07/1242) a Ministerstvem Skolstvi, mladeze a télovychovy
CR (COST D31 00134).
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TEORETICKA STUDIE ISOMETALLOCENU NA BAZI
TRIPYRAZOLYLMETHANU NEBO SKORPIONATU A
BUTADIENOVYCH DIANIONTU.

JAROSLAV KVI’(“:AI:A, MARTIN SKALICKY
a MARKETA RYBACKOVA

Ustav organické chemie, Vysoka kola chemicko-technologickd
v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6;
kvicalaj@vscht.cz

Kobaltové  ¢tvercové  isometalloceny na  bazi
cyklopentadienového a cyklobutadienového ligandu patii mezi
perspektivni  komplexy  vyuzitelné  pro  konstrukci
organizovanych povrchii'?. Skorpionaty (tripyrazolylboraty) a
tripyrazolylmethany jsou isoelektronické s cyklopenta-
dienidovym ligandem, existuje vSak jediné kratké sdéleni o
syntéze isometallocenti obsahujicich tyto ligandy®. Paraleln&
s experimentalni ptfipravou polyfluoralkylovanych tripyrazolyl-
methant jako ligandl interagujicich s fluorofilnimi povrchy
jsme pomoci DFT metod s korekci chyby superpozice sady
bazovych funkci (BSSE) porovnali komplexacni energie
cyklopentadienovych,  Skorpionatovych a  tripyrazolyl-
methanovych ligandd. Pfitom jsme u pyrazolovych ligandu
studovali vliv substituce trifluormethylovou skupinou v poloze
3 nebo 4 pyrazolového kruhu.

kv

Komplexaéni
energie (kJ/mol): .
962 541 951

Z komplexacnich energii spodniho patra isometallocent
na obrazku je zietelny stabilizatni vliv zaporného néaboje
cyklopentadienidového a Skorpionatového ligandu.

Trifluormethylace v poloze 4 pyrazolového ligandu ma
pouze maly vliv na komplexani energii, naproti tomu
trifluormethylace v poloze 3 ma za nasledek zvySené stérické
naroky ligandu. V pfipadé substituovanych cyklobuta-
dienovych ligandl, jako je tetramethylcyklobutadien, tak
dochazi ke ztrat¢ trikoordinace tripyrazolylmethanového
ligandu s vyraznym poklesem komplexacni energie.

Dékujeme Ministerstvu Skolstvi, mladeze a télovychovy Ceské
republiky (vwzkumné centrum LC06070, vyzkumny zamer
¢ 6046137301, projekt KONTAKT ME 857) za financéni
podporu tohoto projektu.
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TOWARD THE TOTAL SYNTHESIS OF 5-, 8-, 12- AND
15-F,-ISOPROSTANE

TANJA LAU **and ULLRICH JAHN"

“Institut fiir Organische Chemie, TU Braunschweig, Hagenring
30, D-38106 Braunschweig, Germany; *IOCB AS CR,
Flemingovo 2, 166 10 Praha 6, Czech Republic
lau@uochb.cas.cz

Isoprostanes 3-6, which are produced from arachidonic
acid 1 via autooxidative pathways in the human body, are
diastereomers to the well known prostaglandins 2. Since they
have been discovered at the beginning of the nineties'?, it has
been shown that they display significant biological activities.®
Their increase in formation is related to a variety of diseases
like stroke, pulmonary disorders, atherosclerosis or
Alzheimer‘s syndrom. There is firm evidence that monitoring
isoprostanes constitutes the “gold standard” in the diagnostics
of oxidative stress and its relation to human diseases. For
further research isomerically pure material is required, which
can only be provided in sufficient quantities by total synthesis’.

Cell

HQ
- — COOH  enzymatic ~"SN—""""co0oH
== SO
HO 5
N 2 OH

Arachidonic acid Prostagalndine F,,

0,
oxidative stress

HQ OH HO OH
MOH LA — COOH
5 8
HO HO
3 4
5-Far-Isoprostane 8-F-Isoprostane
HO HO
/ COOH = COOH
\ N2~ \ b
HO HO
s OH 6 OH

12-Fy-Isoprostane 15-F-Isoprostane

We present here initial results on the development of a
unified strategy toward modular syntheses to 5-, 8- and 12-Fy-
isoprostane.
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SYNTHESIS, STRUCTURE AND PROPERTIES OF
BIS(N,N'-DIALKYLIMIDAZOLIUM)-AMINES, NEW
HIGHLY STABLE LIPOPHILIC ORGANIC CATIONS.

ILYA M. LYAPKALO*, ROMAN A. KUNETSKIY

IOCB AS CR, Flemingovo n. 2, 166 10 Prague 6, Czech
Republic
ilya.lyapkalo@uochb.cas.cz

Lipophilic organic cations in molar or catalytic amounts
are indispensable auxiliaries for solubilization of anionic
reagents in organic media. The catalytic application, phase-
transfer catalysis, has become an essential methodology
particularly for industrial processes'. Among these the most
important processes are base catalyzed; they often utilize
aqueous alkali hydroxides as second phase. In this respect,
stability of the organic cation towards the aqueous base under
the reaction condition is of primary concern. Recent
development along this line has culminated in synthesis of
phosphazenium cations with maximum base resistance among
the organic cations known to date”. In particular, ball-shaped
[(MezN)3P=N]4P® X® has been commercialized and already
found broad application®.

Nevertheless, we felt that synergetic combination of
relevant steric and electronic effects might lead to design and
synthesis of structures with even greater stability towards
bases / nucleophiles. We envisaged that, if formation of the
cationic pattern is accompanied by aromatisation of the
structure, it may impart substantial thermodynamic and kinetic
stability to the cation and further increase the base resistance.
Taking into account a pronounced aromatic character of
imidazole core, we decided to synthesize new organic cations,
bis(imidazolium)amines (BIMA):

/ \ / \ L / \, / \ ®
el = e = el = i
BIMA

Simple analysis of the resonance structures of BIMA
reveals symmetrical distribution of the positive charge between
two imidazolium rings thereby enabling maximum
delocalisation.

The synthesis of BIMA salts was carried out according to
the following scheme:

Alk ! Alk Ak Ak
Me N ’;‘Iﬁjy Me. _No Me. Nt Me
:[ = I Yo —=, I =N— I BF,~| 70-80%
me” N ve” N me” N N me
Alk Alk Ak AK

Alk: CHMe,, CH,CMes, ¢-CgHq

The tetraalkyl BIMA-BF, obtained are stable, non-
hygroscopic salts soluble in chlorinated hydrocarbons and
polar organic solvents.

We were delighted to find out that stability of tetraalkyl
BIMA towards 50% aqueous alkali base to be far greater than
that of the commercially available Ps-phosphazenium salt?
[(Me,N);P=N1],P® X°.
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Synthesis, stability tests and structural features making
possible the enhanced stabilities of the BIMA cations obtained
will be discussed.
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POLYETHYLENGLYKOLOYE KONJUGATY .
AMFOTERICINU B - SYNTEZA A HODNOCENI

MILOS SEDLAK?, KAREL VENTURA?, PETR JILEK®,
MARCELA VEJSOVA", LENKA KUBICOVA®
a MILOS MACHACEK"

 Univerzita Pardubice, FCHT, nam. Cs. legii 565, 532 10
Pardubice; b Univerzita Karlova v Praze, FarmF fakulta v
Hradci Krdlové; Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové
machacek@faf.cuni.cz

Amfotericin B (AmB) je polyenové antibiotikum, které se
pouziva ve form¢ koloidni disperze s natrium-deoxycholatem
pro systémovou terapii mykoz. K dispozici jsou i pfipravky,
v nichZ je AmB vazan na lipidovy nosi¢'. Dalsi moZnosti, jak
modifikovat vlastnosti 1é¢iva, je jeho navazani na polymerni
nosi¢, napk. polyethylenglykol (,PEGylace*)?.

Konjugaty AmB s polyethylenglykolem byly pfipraveny,
jak je uvedeno ve schématu.

.00
=0
© NO,

Amfotericin B
DMAP/DMF

Schéma. PEG = CH;0[CH,CH,0],H, HO[CH,CH,0],H
(M(PEG) = 5 000, 10 000, 20 000)
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U ptipravenych latek byl studovan vliv pH na jejich
stabilitu, resp. na uvoliiovani AmB. Hodnoceni antimykotické
aktivity in vivo bude provedeno pomoci modelu systémové
kandidézy u mysi premedikovanym cyklofosfamidem.

Tato prdce vznikla za podpory projektu MSMT CR 0021627501
a grantu GACR 203/06/0583.
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VYUZITI MIKRoyLNNE INICIACE PRI SYNTEZE
SUBSTITUOVANYCH
HEXAHYDROCHROMENO|4,3-b]PYROLU

STANISLAV MAN, LUKAS RYCEK, LUKAS TENORA,
a MILAN POTACEK

Ustav chemie, Piirodovédeckd fakulta, Masarykova univerzita,
Kotlarska 2, Brno, 611 37
sten@chemi.muni.cz

Na naSem pracovisti se dlouhodobé zajimame o vyuziti
mikrovinného zafeni v organické syntéze. Zejména se jedna o
ptipravu  novych  heterocyklickych  sloufenin  cestou
1,3-dipolarnich cykloadiénich reakci azomethin ylida'~.

Potebny azomethin ylid Il se ziskava in situ reakci
aldehydu | se sekundarnim aminem Il nesoucim akceptorni
skupinu v o poloze vuci dusiku. V dal§im kroku dochazi k
intramolekularni reakeci takto vzniklého dipdlu s nasobnou
vazbou allyloxy skupiny za vzniku produktu V>,

R /COOEt R COOEt
R4 Io NHZ | Ry N-CH
R2 f R2 CH/
At/ un
R3 o " Rs " m
R4 Ry

At/ lR" =H R'-R’, R%R’, R*-R"= l
-CH=CH-CH=CH-
R: Me, Et, i-Pr, Bn
R4
R, !
R3 OH
7

Pokud se jako vychozi slouCenina | pouzije derivat
benzenu, probihd reakce pfi teploté ~200 °C v mikrovinném
poli s dobrymi vytézky jediného diastereomeru. Naopak, pokud
se pouziji rizné derivaty naftalenu, dochazi za stejnych
podminek ke vzniku jen malého mnozstvi produktu IV. Jako
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hlavni smér reakce je vtomto piipadé Claiseniiv pfesmyk a
piipadné vznik dalSich rozkladnych produktd. Tuto pro nas
vedlejsi reakcei je mozno potlacit snizenim reakéni teploty, coz
na druhé strané vede k prodlouzeni reakéni doby a navic je
pozorovana tvorba smési diastereomert.

Tato prdace vznikla za podpory grantu COST OC08052 MSMT
CR.
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PAR MED / ASKORBOVA KYSELINA JAKO
KATALYTICKY SYSTEM PRO REDUKTIVNI CROSS-
COUPLING ARYLJODIDU S DISULFIDY. STUDIUM
OBECNOSTI A SYNTETICKEHO VYUZITI REAKCE.

MAREK MARTINEK a JIRI SROGL

Ustav organické chemie a biochemie A VCR ,v.v.i, Flemingovo
nam. 2, Praha — Dejvice,
Jjsrogl@uochb.cas.cz

Organické disulfidy’*® jsou jednim ze zakladnich
kament organické chemie. Cilem nasi prace je podrobna studie
jejich  reaktivity v reduktivni cross-couplingové reakci
s organickymi halogenidy katalyzované médnymi solemi®.
3-Methylsalicylat méd'ny, ktery se ukézal jako nejvhodnéjsi
katalyzator, je udrzovan v aktivnim stavu pomoci L-askorbatu
sodného’. Nejlepsi konverze bylo dosazeno za pouziti vody
jako rozpoustédla a pfitomnosti katalyzatord fazového pienosu.
V této praci byla studovéna obecnost reakce vzhledem k
pouzitym vychozim latkam.

R4 5 Rs Rs
R. S«
SR R
Rs | ———— Ry s
cu
Ro R4 R»> R4

Tato price vznikla za podpory GACR (203/08/1318)
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Pd-KATALYZQVANA SYNTEZA BICYKLICKYCH
PENTENOLIDU

ELISKA MATOUSOVA a MILAN POUR

Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceuticka
fakulta UK, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové
matoe2aa@faf.cuni.cz

Prirodni latky obsahujici dienolidové strukturni seskupeni
se vyznacuji Sirokym spektrem biologickych aktivit, které
zahrnuji antitumordzni', insekticidni® a vyznamné antifungalni
Gcinky®. Jedna se napiiklad o antifungalni latku CR 377 (1),
ktera byla izolovana z extraktu houby Fusarium sp., a podobné
strukturni uspofadani lze nalézt i v podolaktonech (2)
izolovanych z riznych druhi rodu Podocarpus.

O LLz1271a

Schéma 1. . R

Cilem prace je dale studovat nenasycené Sesti¢lenné
laktony po chemické i biologické strance. Postup pripravy
analog polycyklickych laktond vyplyva ze schématu 2.
Vyuziva se pifi ni Pd-katalyzované karbopaladaéni reakce
zakonGené lakotonizaci®.

oz
R | R oz
‘ ‘ ‘ K2CO3 ‘ ‘ Pd®, cO
+ —_— N ———»
DMF TEA, EtOH
X Br X
Schéma 2. X =0, N-Ts, C(COOMe),

Touto metodou byl pfipraven dusikaty a karbocyklicky
derivat bez substituce v poloze 4 (R=H) a ob¢ latky byly
otestovany na antifungalni a cytotoxickou aktivitu. Kyslikaty
analog prozatim pfipraven nebyl, odpovidajici enyn (X =0O)
jsme ziskali pouze v nizkych vytézcich.

Prace vznikla za podpory Centra pro vyzkum novych
antivirotik a antineoplastik, podporovaného MSMT CR
(IM0508), Grantové agentury CR (projekt & 203/07/1302),
Grantové agentury UK (289/2006/B-CH/FaF) a vyzkumného
zdméru MSMT CR (MSM0021620822).
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PRIPRAVA A VLASTNOSTI CHIRA,LNiCH
FLAVINIOVYCH SOLI ODVOZENYCH OD 1,1’-
-BINAFTALEN-2,2’-DIAMINU

PETRA MENOVA a RADEK CIBULKA

Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze, Technickad 5,
16628 Praha 6
petra.menova@seznam.cz,; cibulkar@vscht.cz.

Jednu z novych G¢innych metod pro chemoselektivni
oxidace sulfidd, terciarnich aminti a Baeyer-Villigerovy
oxidace predstavuje oxidace peroxidem vodiku katalyzovana
flaviniovymi solemi. V literatute' bylo doposud popsano pouze
nékolik chirdlnich flaviniovych soli vyuzivanych jako
katalyzatory pro enantioselektivni oxidace substrati.

My jsme navrhli axidlné chiralni flaviniovou sul 1
odvozenou od 1,1°-binaftalen-2,2’-diaminu, ktery je dostupny
v enantiomerné Cisté podobé z 2-naftolu. Vyhodou tohoto
piistupu je, ze pokud vychazime z opticky €isté vychozi latky,

zadny zreakénich kroki by nemél zplsobit zménu
konfigurace.
C2Hs O
oL o
3
|
N /N’go NopNp©
CHsCHs  2cl0,4 @[+/ N
N N._O N CH3
+ N CoHsO
N CHs ClO4
CyHs50

1 2

Kli¢ovym krokem pro piipravu soli 1 byla reakce 1,1°-
-binaftalen-2,2’-diaminu se substituovanym 6-chloruracilem.
Tuto reakci, dosud vyuzivanou jen pro syntézu izomernich
isoalloxazini’, jsme optimalizovali pro piipravu alloxazini a
uspésné ji aplikovali na syntézu kvarternich bisflaviniovych
soli (R)-1 a(S)-1. Nasledné jsme pfipravenou bisflaviniovou
sul 1 testovali jako katalyzator oxidace sulfidd a terciarnich
amind peroxidem vodiku s vyuzitim modelovych substrati.
Utinnost latky 1 jsme porovnavali s jednoduchou
alloxaziniovou soli 2. Pozornost jsme rovnéz vénovali
vyhodnoceni enantioselektivity — pfioxidaci modelovych
substratd.

Autori dékuji Grantové agentuie Ceské republiky (projekt
¢ 203/07/1246) za financéni podporu.
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BIOT}ECHNQLOGICKA YYROBA ORALNE )
PODAVANYCH AKTIVNICH FARMACEUTICKYCH
SUBSTANCI (API)

MARIE MEZLOV{&, MIROSLAVA (:ugosoyA,
VIKTOR MALANIK, ALENA KOSTECKOVA
a JANA FORMANKOVA

Lonza Biotec s.r.o., Okruzni 134, 281 61 Kourim
Marie.Mezlova@lonza.com

Oralné podavané aktivni farmaceutické ingredience (API)
vyrabéné  biotechnologickym  postupem jsou obecné
oznacovany jako biofarmaceutika. Tyto latky tvoii pfiblizné
25% trhu s biotechnologicky vyrabénymi produkty, mezi které
dale patii antibiotika, primyslové enzymy a potravinové a
krmivatské dopliky.

Biofarmaceutika mizeme rozdélit podle dvou zékladnich
kritérii podle toho, jak vznikly a jakou maji molekulovou
hmotnost. Biofarmaceutika mohou byt vyrabény bud
takzvanou biosyntézou, tedy uplnym vytvofenim nové
slouCeniny ze vstupnich surovin za pomoci mikrobialniho
kmene, nebo biotransformaci, kdy mikrobiadlni kmen zméni
¢ast molekuly vstupni suroviny do pozadované struktury, napf.
vytvofenim nebo zménou chiralniho centra v molekule. Podle
molekulové hmotnosti mizeme rozdélit biofarmaceutika na
malé molekuly, peptidy a enzymy.

Vyroba malych molekul i enzymt biotechnologickym
postupem je uréovana predev$im vybérem mikrobidlniho
kmene, parametry mnoZeni tohoto kmene tzv. fermentace a
zpracovanim vzniklé fermenta¢ni pidy. Pfi vybéru vhodnych
mikroorganismti se muze jednat o kmen plvodni nebo
geneticky modifikovany (GMO), o plisné, bakterie, kvasinky,
fasy, houby a nékdy i viry. Jejich fermentace je ovliviiovana
predev§im sloZzenim a teplotou fermenta¢niho média, pH a
vzdu$nénim roztoku. Izolace API vétSinou zahrnuje zpracovani
fermentatni pudy kontinualni centrifugaci, ultrafiltraci
ziskanych roztokd pfes rtizné typy membran s definovanou
porozitou a chromatografii. Kone¢na uprava APl mize byt
provadéna sprejovym susenim, lyofilizaci a krystalizaci.

Nedilnou soucasti vyroby API je dodrzovani zasad GMP,
tedy spravné vyrobni praxe. Obecné vyzaduje predev§im
dokumentovani a zpétné dohledani vSech parametri vyroby
véetné dat dokladajicich ¢isténi a koneénou kvalitu vyrobené
API. Kvalita a cistota APl muze byt prokazovana pouze
analytickymi metodami pln¢ validovanymi pro pfislusnou API.

Vyroba API biotechnologickym postupem je velmi
zajimavym, ale slozitym procesem, ktery nikdy nekonci a ktery
vsobé sluCuje mnoho riznych chemickych obori od
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mikrobiologie a biochemie, pfes chemické
technologie az k fyzikalni a analytické chemii.

inzenyrstvi,

Toto kratké sdeéleni vzmiklo za podpory Lonzy Biotec s.r.o.
kterd také dodala podklady k jeho priprave.
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DEOXYFLUORGALAKTOSYLFOSFONATY
JITKA MORAVCOVA®* IREKHJARGAL JAMBAL?,

KAREL KEFURT", KATERINA KULOVA®, SIMONA
SILLINGOVA® a KATRIN GUENTHER™

“Vysoka Skola chemicko-technologickd v Praze, Technickd 5,
166 28 Praha 6; bUniversita Postupim, Nemecko
Jitka.Moravcova@yvscht.cz

Nahrazeni difosfatové vazby v biologicky aktivnich
latkdch vazbou fosfonofosfatovou je oblibend syntheticka
taktika pfi hledani potencialnich 1é¢iv. Vedle velice aktivnich
acyklickych fosfonatd nukleosidli i nukleobazi by mohly byt
perspektivnimi  strukturami rovnéz glykosylfosfonaty. V
nedavné dobé byly fosfonaty obsahujici v organické casti
molekuly atom fluoru identifikovany jako nadéjné slouceniny
se zajimavou biologickou aktivitou'.

Jako souast predchazejiciho  studia  inhibitort
galaktosyltransferas jsme pfipravili fosfonofosfaty 1 a II.
Poslednim krokem synthesy byl fosfomorfolidatovy kaplink
prislusného fosfonatu® a uridin-monofosfatu®. V dalsi praci
jsme se zaméfili na piipravu  deoxyfluor-a(f),D-
galaktopyranosylfosfonovych kyselin, v nichz je atom fluoru
zaveden postupné do polohy 2, 3, 4 a 6. To, Ze jejich piiprava
nebyla jednoducha a vzdy Gspésnd, budeme predvadét v nasem
prispévku.

o
Ho OH o fL
0 NH
OH 0o |
HO NH HO o}
0=P-0—P-0— ;N0 HO L., OH
! HO OH
OH OH
HO OH
! HO OH I

Tato prdce vznikla za podpory vyzkumného zéméru MSMT CR
MSM 6046137303.
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OD ZELEZA K NIKLU - CESTA PLNA PREKVAPENI
DAVID NECAS® a MARTIN KOTORA™”

“Katedra organické a jaderné chemie, PiF UK v Praze,
Havova 8, 128 43 Praha 2; YUOCHB AV CR, Flemingovo 2,
166 10 Praha 6

david.necas@seznam.cz; kotora@natur.cuni.cz.

Tvorba a Stépeni C-C vazeb katalyzované pomoci
komplexti ptechodnych kovii je v soucasné dobé bezesporu
jednou znejzajimavéjSich a nejintenzivngji  zkoumanych
oblasti vyzkumu spjatého s organickou syntézou'. B&hem
nékolika  predchozich let jsme publikovali nékolik
katalytickych systémii umoznujicich pravé tvorbu, ¢i naopak,
Stépeni C-C vazeb. Tyto systémy sou zalozené na komplexech
levnych pfechodnych kovi, Fe ¢i Ni, vkombinaci s
organohlinitymi slouc¢eninami (Et;Al, Et,AICl) a vhodné pro
alkylativni cyklizaci o,m-halodienti™, cyklizaci o, o-dient™ &
§tépeni neaktivované C-C vazby u allyl malonati®®”.

kat. = komplexy Fe a Ni + R3Al
{A}R=allyl, Y =Cl, X = fluoren
(B} R=allyl, Y = H, X = fluren, malonat

{CiR=allyl, alkyl, Y = H, X = malonat

Tato préce byla podpoFena projektem MSMT ¢ LC 06070
Struktura a syntetické aplikace komplexii prechodnych kovii.
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SYNTEZA KALIX[4]PYRROLU NA BAZI CHOLOVE
KYSELINY - DVA KONDENZACNI KROKY V JEDNE
BANCE

NGUYEN THI THU HUONG?, DAGMAR ROCKOVA?,
a PAVEL DRASAR”

“Katedra chemie, PiF UJEP v Usti nad Labem, Ceské mlddeze
8, 400 96 Usti nad Labem; bySCHT v Praze, Technicka 5, 166
28 Praha 6

nguyen@sci.ujep.cz, Pavel Drasar@vscht.cz.

V poslednich letech se steroidni struktury stavaji stale
dalezitéj$imi v mnoha oborech jako je farmakologie,
supramolekuldrni chemie a také nanotechnologie. Razeni
steroidd mezi pfirodni latky je véci historickou, protoze dnes
uz je piirodnich steroidi izolovanych z pfirody méné nez
steroidt pfipravenych v laboratofich parcidlni ¢&i totalni
syntézou. Obmeéna struktury vede klatkdm vhodngjsich
vlastnosti, popt. k latkim zcela novych G¢inkd. U systémut
tetrapyrrolového makrocyklu se spiroanulovanym steroidnim
substituentem lze ocekavat nové a velmi cenné vlastnosti napi.
komplexotvorné a schopnost selektivni molekuldrni interakce,
fluorescencni a schopnost v excitovanych tripletovych stavech
podilet se v elektronové vyméné. Tyto molekuly mohou mj.
slouzit jako selektivni molekularni receptor na organické i
anorganické slouceniny, dale by se daly vyuzit napf.
v oblastech chemie molekulového rozpoznani, k vystavbeé
iontovych kanalti pro pfenos iontll a nebo ve fotodynamické
terapii (PDT). Jako pfiklad lze uvést steroidni kalix[4]pyrroly,

které vykazuji schopnost enantioselektivni rozpoznani
aprotickych organickych anionti'™.
Prace  predklada  syntézu  nového  steroidniho

spiroanelovaného kalix[4]pyrrolu na bazi cholové kyseliny a to
kysele katalyzovanou kondenzaci steroidniho ketonu 17 s 5,5-
dimethyldipyrromethanem a naslednou kondenzaci vzniklého
produktu s acetonem. Oba tyto kroky byly uskutecnény v jedné
baiice. Kondenzaéni produkt 2 vznika s celkovym vytézkem
51%. Studium vlastnosti kone¢ného produktu bude pfedmétem
dalsi prace. Cilem dalsi prace bude m.j. také studium
stereochemie spiroanelovanych makrocykli.

HiC_ CHy

o N\ __NHHN__/
1) TFA, tt, 4 hod

- >
2) aceton, TFA, rt, 1 hod
g

Price na projektu byla financovdna grantem GA CR
203/06/0006 a MSMT 6046137305.
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»PHOTO-INDUCED ELECTRON TRANSFER® U
DERIVATU AZAFTALOCYANINU

VERONIKA NOVAKOVA, PETR ZIMCIK, KAMIL
KOPECKY a MIROSLAV MILETIN

Katedra farmaceutické chemie a kontroly léciv, Farmaceuticka
fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova v Praze
veronika.novakova@faf.cuni.cz

,,Photo-induced Electron Transfer (PET) a jeho vliv na
fluorescenci a produkci singletového kysliku byl podrobné
sledovan u derivatd azaftalocyanini. Jedna se o pienos
elektront vyvolany excitaci molekuly svétlem, kdy se
molekula timto navraci do svého zakladniho stavu. D&j probiha
za predpokladu, ze se v blizkosti sebe vyskytuje donor i

akceptor elektront. PET snizuje kvantové  vytézky
singletového kysliku 1 fluorescence, protoze snizuje

pravdépodobnost vyskytu molekuly AzaPc v excitovaném
stavu.

Byla pfipravena série zine¢natych AzaPc liSicich se na
periferii poctem donorovych atomu, konkrétné terciarnich
dusikovych atomi. Tyto latky se pripravuji cyklizaci
ptislusnych prekurzorti metodou statistické kondenzace. Zjistili
jsme, ze optimalni postup pfipravy je cyklizace v prostiedi
butanolatu hofecnatého, nasledné odkoveni pomoci slabé
kyseliny, separace jednotlivych kongenerti chromatografickymi
metodami a zavedeni zinku do centra molekul jednotlivych

kongenert.
3 Ry=R;=R3= S-1Bu, R 4=Rs= N(CH ;CH3),

RS R1
R N R,
N/ =N\ N
N N
N 725 N 4 Ry=R;,= S-tBu, R3=R4=R5= N(CH,CH3),
Ly N 5 Ry=R;= S-Bu, Ry=R,4=Rs= N(CH,CHj),
N= / =N L/ f;l 6 R4= S-tBu, R,=R3=R4=R5= N(CH,CH3),
Ra/S\/N Nte\Rz

1 R4=R,=R3=R,=R = S-tBu
2 R4=R»=R4=R 4= S-tBu, R5= N(CH,CH3),

7 Ry=Rz=R3=R,4=R5= N(CH ,CH3),
R; R,

Z naméfenych kvantovych vytézki je patrné, ze PET se
vyrazné uplatituje uz pfi jednom donorovém atomu na periferii
makrocyklu a dva zplsobi pokles témét k nulovym hodnotam
(Graf 1). Ptfedpoklad, ze excitované stavy jsou zhaSeny
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probihajicim PETem, byl potvrzen na zdkladé zavislosti
kvantovych vytézkl na polarité prostedi, blokaci donort pro
PET a stérickym branénim ptenosu elektronu'.

)

[ 1 ? 3 4 5 3 7 8
Pedet dusod na periferd makrocyidy

Graf 1

Iovmntovy vyes ek alngletay she kysliku! %

Tato prace vznikla za podpory grantu GAUK 41107/B/2007.

LITERATURA
1. Novakova V., Zimcik P., Kopecky K., Miletin M., Kune§
J., Lang K.: Eur. J. Org. Chem 79, 3260 (2008).

FYZIKALNI VLASTNOSTI KONJUGATU )
AMINOFENANTHROLINU SE STEROIDNIMI
KYSELINAMI

ZDENA NOVAJ(OVA“, DONATO MONTI"
a PAVEL DRASAR?

@ YVSCHT Praha, Ustav chemie prirodnich latek, Technicka
5,166 28 Praha 6; bDipartimento di Scienze e Tecnologie
Chimiche, Univ. Roma “Tor Vergata”,1-00133, Rome, Italy
Zdena.Novakova@vscht.cz

Cilem nasi prace bylo pfipravit amidy zlu€ovych kyselin
s 5-amino-1,10-fenathrolinem, vyzkouset jejich moznou
komplexaci skovy a pomoci riznych méfeni (UV,
Fluorescence, CD) zjistit jejich fyzikalni a také potencialni
samoskladné vlastnosti. Také jsme testovali, zda jsou tyto
slougeniny schopné tvofit gel z riiznych rozpoustédel'.

Syntézu popsanou v literatufe’ jsme nahradili vyuzitim
ginidla TOTU, &imz jsme vylepsili vytézky reakci a také
zjednodusili syntézu (Schéma 1).

CHCI,

NaOH, MeOI]l

Schéma 1
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KOMBINOVANA VCD, IC A NMR SPEKTRALNI
A VYPOCETNI STUDIE JEDNODUCHYCH
MONOSACHARIDU

IVAN RAICH*?, Vi”lj NOVAK?®, VLADIMIR SETNICKA",
MARIE URBANOVA®

“Ustav chemie prirodnich latek, bUstav analytické chemie,
Ustav fyziky a mérici techniky, VSCHT v Praze, Technickd 5,
166 28 Praha 6

Ivan.Raich@yscht.cz.

Kromé bézn¢ vyuzivanych metod ve strukturni analyze
jako IC, NMR a hmotnostni spektroskopie se viak rozvijeji i
mnohé dal§i metody jako naptiklad vibraéni cirkularni
dichroismus, kombinujici chiroptické a spektroskopické
metody. Interpretace spekter vSech téchto experimentalnich
metod se v souCasnosti bézn¢ provadi v kombinaci s vypocet-
nimi postupy, pfedevsim na ab initio nebo DFT urovni.

Pro pftipravenou 3-O-acetyl-1,2-O-isopropyliden-f-D-
-threofuranosu (1) byla zméfena IC, NMR a VCD spektra
v chloroformu a zaroven byl proveden jejich teoreticky vypocet
v programu Gaussian 03W. Vypoctu spekter ptedchazela
detailni geometrickd optimalizace, ktera byla provedena
hybridni DFT metodou na urovni B3LYP/6-31G(d,p)
v chloroformu s pouzitim solvata¢niho modelu CPCM.
Zastoupeni vyslednych konformerti bylo vypocitano na zaklade
Boltzmannovych populaci. Vypoéty IC a VCD spektra byly
provadény na urovni B3LYP/6-31G(d,p). Vypocet chemickych
posuntt 'H NMR spektra byl provadén na tGrovni MP2/6-
-31G(d,p). Vsechna vypoctena spektra byla detailné porovnana
s experimentalnimi. '"H NMR chemické posuny mé&ly podle
ocekavani pomérné¢ dobrou schodu s experimentalnimi.
Vypoétend IC spektra se po $kalovani také shodovala dobte, po
Skalovani vlastni $kalovaci funkci se shoda jesté zlepsila.
Stejné Skalovani bylo pouzito i pro vypoctené frekvence ve
VCD spektru a i zde se vypocétené spektrum az na relativni
intenzity nékterych signali shodovalo s experimentalnim velmi

dobre.
H (0]
(0]
\ |
H OX
H H
(0] H
°<
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Tato prdice vznikla za podpory grantu GA AVCR Cislo
TAA400550702 a MSMT 6046137305.

VLIV STRUKTURY NA AKCELERACNI AKTIVITU
U DERIVATU TRANSKARBAMU 12.

MICHAL NOVOTNY, ,KATERINA VAVROVA
a ALEXANDR HRABALEK

UK v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra
anorganické a organické chemie, Heyrovského 1203, CZ-500
05 Hradec Kralove

Michal Novotny@faf-cuni.cz.

Transdermalni podani 1éCiv je systémové podani IéCiv
pres kazi do krevniho ¢i lymfatického ob&hu. Jen omezené
mnozstvi 1é¢iv je schopno projit pres kuzi v dostateéném
mnozstvi k dosazeni terapeutické koncentrace. Pfi¢inou je
omezen¢ propustnd kozni bariéra, nachazejici se v
nejsvrchnéj$i vrstvé klize — ve stratum corneum. Jedna z
moznosti prekonani této kozni bariéry je pouziti akcelerantli
transdermalni penetrace.

Vychozi modelovou strukturou pro chemické obmény byl
transkarbam (T12). Byla studovana akceleracni aktivita dvou
sérii latek — hydrochloridi'? a karbamatil, piiGemz celkova
délka fetézce — 20 uhlikti — zdstala zachovana, jen se ménila
poloha esterové vazby uprostied molekuly. Tyto dvé série latek
maji stejnou kationickou ¢ast, lisi se pouze strukturou casti
anionické. U hydrochloridi je to chloridovy anion, u
karbamatli je to organicky anion odvozeny od kyseliny
karbamové. Piedpoklada se, Ze pravé tento karbamatovy anion
je z velké ¢asti zodpovédny za vyjimeénou akceleraéni aktivitu
téchto latek. Pfimé porovnani aktivit hydrochloridd a
odpovidajicich karbamatd by mélo pomoci tuto myslenku
potvrdit ¢i vyvratit. Celkem bylo pfipraveno 11 latek.

U ptipravenych sloucenin jsme studovali jejich schopnost
urychlit prostup modelového 1éCiva theofylinu pres praseci
kazi plné tloustky. Pokusy byly provadény in vitro pomoci
Franzovy diftzni cely. Jako vehikulum jsme zvolili
60% propylenglykol.

Vysledky permeaénich pokusi potvrzuji hypotézu, ze
karbamatovy anion je pro akceleracni uCinek dulezity.
V hodnoceni schopnosti urychlit permeaci modelového 1é¢iva
theofylinu pfes kizi byly karbamaty vyrazné ucinngjsi.
Hydrochloridy — ®-aminokyselin ~ vykazaly také uréitou
schopnost urychlit prostup latky ptfes kizi av§ak pozorovana
aktivita hydrochloridii zfejmé souvisi s jejich povrchové-
aktivnimi vlastnosti, které mohou vyvolat i efekt zvySené¢ho
pruchodu 1é¢iv pres zdravou kuzi.

Prace vznikla s podporou grantu GAUK 79607/2007/B-
CH/FaF a grantu ministerstva Skolstvi MSM 0021620822.
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OD ZELEZA K NIKLU — CESTA PLNA PREKVAPEN{
DAVID NECAS® a MARTIN KOTORA™"

“Katedra organické a jaderné chemie, PFF UK v Praze,
Havova 8, 128 43 Praha 2; "UOCHB AV CR, Flemingovo 2,
166 10 Praha 6

david.necas@seznam.cz, kotora@natur.cuni.cz

Tvorba a S§tépeni C-C vazeb katalyzované pomoci
komplexti pfechodnych kovii je vsoucasné dobé bezesporu
jednou znejzajimavéjSich a nejintenzivnéji  zkoumanych
oblasti vyzkumu spjatého s organickou syntézou'. Bé&hem
nékolika predchozich let jsme publikovali nékolik
katalytickych systéml umoznujicich pravé tvorbu, ¢i naopak,
$tépeni C-C vazeb. Tyto systémy sou zaloZené na komplexech
levnych ptechodnych kovi, Fe ¢&i Ni, vkombinaci s
organohlinitymi slouceninami (Et;Al, Et,AICl) a vhodné pro
alkylativni cyklizaci a,®-halodient,> cyklizaci a,o-dieni*® &i

§t&peni neaktivované C-C vazby u allyl malonata>®”.

(A) B
kat 7 kat
X Y
R
kat.
H ~7{c
X\R ’ kat. = komplexy Fe a Ni + R3Al

{A}R=allyl, Y =Cl, X = fluoren

(B} R=allyl, Y = H, X = fluren, malonat

{ C}R=allyl, alkyl, Y = H, X = malonat

Tato price byla podporena projektem MSMT ¢ LC 06070
Struktura a syntetické aplikace komplexii prechodnych kowvii.
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S\{NTEZA BIOLOGICKY AKTl\{NiCH LATEK NA
BAZI KYSELINY ETAKRYNOVE

STANISLAV OPEKAR®, MARTINA SPISAKOVA”,
PRAKASH SHANKARAN”, ZORA MELKOVA"
a MARTIN KOTORA™*

“Katedra organické a jaderné chemie, PiF UK v Praze,
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Kyselina etakrynova je zejména znama jako diuretikum a
latka na snizeni krevniho tlaku. Nicméné v posledni dobé bylo
téZ zjisténo, ze samotna ¢i jeji derivaty jsou téz Gcinnymi
inhibitory glutathion S-transferdzy P1-1,' coZ je enzym
odpovédny za konjugaci glutathionu s celou fadou sloucenin
véetné chemoterapeutik a tim dochazi k jejich deaktivaci. Tato
nové objevend vlastnost kyseliny etakrynové zni a jejich
derivatt ¢ini zajimavy objekt pro dalsi studium.

V nasem pfipadé¢ je cilem pfiprava riznych derivati
kyseliny etakrynové a pozornost byla zaméfena hlavné na
rizné substituovany postranni fetézec R (fluorované derivaty,
nasobné vazby, metaloceny, atd.). Nekteré takto ziskané
slouceniny pak slouzily jako vychozi latky pro ptipravu
derivati s rozvétvenéj§im postrannim fetézcem hlavné za
pomoci metathetickych reakcich. Ziskané derivaty byly
testovany na protivirové ucinky proti viru vakcinie a na
cytotoxicitu.

i 0
cl o MR
Et
0

Tato prace vznikla za podpory grantii VZ MSM0021620806,
MSM0021620857 a GACR 310/05/H53.
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NOVE BIOLOGICKY AKTIVNI 1-FENYL-3,3-
DIMETHYLGUANIDINY SUBSTITUOVANE NA
BENZENOVEM JADRE.

KAREL P'ALAT”, EVGHENIA EMELIN?, ]
VLADIMIR BUCHTA® a JARMILA KAUSTOVA"

“FarmF Univerzity Karlovy, Katedra anorganické a organické
chemie, Heyrovského 1203, CZ-500 05 Hradec Kradlové;
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bzdravotni uistav se sidlem v Ostrave, Partyzanské nam. 7, CZ-
702 00 Ostrava

palat@faf-cuni.cz

V navaznosti na difive syntetizované sloudeniny' byla
nékolikastupniovou syntézou vychézejici ze 4-substituovaného
nitrobenzenu' pfipravena série titulnich latek (viz Schéma 1).

|
CI—@NOZ — RSONOz
L I

NHCl =— RSONHZ

R = alkylsulfanyl, fenylsulfanyl

Schéma 1. I — thiol, akt. méd’, uhli¢itan draselny, DMFl; 1T - chlorid
cinnatyz; III — chlorovodik; IV - 1. N,N—dimethylkyanamid1

U ptipravenych latek byly studovany zavislosti mezi strukturou
a biologickou aktivitou. Byly provedeny testy na antifungalni a
antimykobakterialni aktivitu.

Slouceniny s alkylsulfanylsubstituci s délkou fetézce C7-
C16 vykazuji dobrou biologickou aktivitu. Minimalni inhibi¢ni
koncentrace dosahuje u nejucinnéjsich slouc¢enin hodnot 1,95-
7,81 pmol/l v antifungéalnich testech a 4-8 pmol/l v testech
antimykobakterialnich. Aktivita sloucenin je piiblizné stejna u
vSech kmend plisni a rovnéz se téméf nelisi u ruznych
testovanych kmenti mykobakteria.

Prace byla podporena vyzkumnym zamérem MSM 0021620822
a grantem GAUK 299/2006/B-CH/FaF.
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PERKOWOVA REAKCE — NEiADOUCi
KOMPLIKACE V ANELACICH NA
CHINOLIN-2,4-DIONECH

KAREL POMEISL?, JAROSLAV KViCALA"
a OLDRICH PALETA"

“UOCHB AVCR, Flemingovo 2,16610 Praha 6, e-mail:
b Ustav organické chemie, VSCHT, Technickd 5, 16628
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oldrich.paleta@vscht.cz

V odborn¢ literatufe je velky pocet prikladii olefinace
Wittigova-Hornerova typu. Rada aplikaci se tyka syntéz
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novych heterocyklti anelaéni metodou. K nim patii anelaéni

vychazejici ze substituovanych chinolin-2,4-dionu (/).

Michaelis-Arbuzov + o
(e] 0 CH,PPh,
o) Y CHZBT o) Y }
o 0 Br | o)
\Rz R’ baze R
N Yo P(OEt), N Yo o

L1 L1

N
}
1 R n R u R

Anelace mize byt zkomplikovana nebo zcela zabranéna
tim, ze meziprodukt /I reakci Michaelise-Arbuzova nevznikne,
je-li pouzit jako vychozi I ester silnéjsi kyseliny. Divodem je
tzv. Perkowova reakce', v niz trialkyl-fosfit atakuje kyslik
karbony-lové skupiny podle schématu:

Michaelis-Arbuzov:
(EtO),P: + Br-CH,-COOEt — (EtO),P(=0)-CH,-COOEt + Et-Br

Perkow: o
Vi
(EtO),P: + 0=C-CHF-Br — (EtO)ZP\O
OEt

CHF + Et-Br
1w OEt

Perkowovou substituéni reakci, kdy odstupuje atom
halogenu, vznikne enol-fosfat typu IV, ktery jiz nepodléha
Wittigové-Hornerove olefinacni syntéze.

Podrobnéj$im studiem reakci estert typu 7 s P(OEt); jsme
objevili, 7e odstupujici skupinou v Perkowové reakci mize
byt halogenacylova skupina. Protoze v chinolindionech 7 je
nékolik karbonylovych skupin vcetné esterové, vznika
zpravidla smés produktt V'a VI:

EtO._,-O Et
EtO/P‘o o~
2 2
I\‘l (o] l‘\l (6]
y R vi R

V piednésce je diskutovan pravdépodobny mechanismus
vzniku neéekanych latek V'a V1.

Za podporu vyzkumu dékujeme VSCHT Praha a Ministerstvu Skolstvi
CR (Vyzkumny zamér ¢. 6046137301). Svym kolegiim A. Klaskovi a S.
Kafkovi dékujeme za poskytnuti vzorkii vychozich chinolin-2,4-dionii a
V. Kubelkovi, J. Havlickovi a J. Cejkovi za provedeni strukturnich
analyz.
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SYNTETICKA,STUDIE NEOBVYKLE
PREMOSTENYCH DERIVATU CALIX[4]ARENU

ROMANA PALKOVA®, MARKETA BUDKOVA',
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IVAN STIBOR® a PAVEL LHOTAK*
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Prvotnim zamérem projektu bylo alkylaci calix[4]arenu
pomoci jodacetofenonu pfipravit derivat v 1,3-alternujici
konformaci, ktery mél byt vyuzit pro intramolekuldrni
McMurryho reakei. Reakce vedla k prekvapivému produktu —
calix[4]arenu pfemosténému velmi kratkou jednouhlikatou
spojkou (obr.1). Syntéza byla optimalizovdna a navrzen
mechanismus vzniku neobvyklého produktu. Ziskané poznatky
byly vyuzity pii alkylacich dalSich derivati calix[4]arenu a
rovnéz vedly kzajimavym vysledkim, které budou
v prezentaci diskutovany.

Tento projekt je podporovin Grantovou agenturou CR (grant
¢ 104/07/1242) a Ministerstvem Skolstvi, mladeze a
télovychovy CR (Vyzkumné centrum LC06070).

PRIPRAVA POTENC!ALNI'CH )
ORGANOKATALYZATORU NA BAZI 2-PROLINYL-
4,5-DIHYDRO-1H-IMIDAZOL-5-ONU

ILLIA PANOV, PAVEL DRABINA a MILOS SEDLAK
Ustav organické chemie a technologie, Fakulta chemicko-

technologicka, Univerzita Pardubice, Nam. Cs. legii 565, 532
10 Pardubice

1lja. Panov@upce.cz
Derivaty ~ prolinu  tvofi  vyznamnou  skupinu
enantioselektivnich ~ organokatalyzatoru, které nachézeji

uplatnéni v rozli¢nych asymetrickych syntézach'. Cilem této
prace bylo pfipravit prolinové derivaty obsahujici 4,5-dihydro-
1H-imidazol-5-onovy skelet®. Tyto slougeniny piedstavuji
novy typ prolinovych derivati, u kterych lze predpokladat
znaénou enantiokatalytickou aktivitu.

Pii syntéze se vychédzelo z r-Boc-prolinu, ktery byl po
aktivaci ethylchloroformiatem podroben reakci s chiralnimi i
achiralnimi 2-aminoalkanamidy. Ziskané prolin-amidy | byly
nasledné podrobeny bazicky katalyzované cyklizaci na 4,5-
dihydro-1H-imidazol-5-onové derivaty Il. Za uvedenych
podminek (Schéma) dochéazi k racemizaci v prolinové casti
molekuly, proto jsme se vdal§im vyzkumu zaméfili na
optimalizaci cyklizacni reakce tak, aby nedochazelo
k racemizaci.
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HoN_ CONH a
O—COOH + 2>< 2 >
N Ri
\
Boc

R2

R1Z CH3; Rz: CH::,Y CH(CH::,)Z; R1 = Rzi -(CH2)3-

m iR1 ~— O‘” im

Schéma 1. Cinidla a reakéni podminky: a — EtOCOCI/TEA/CH,CL,; b
— CH;0Na/CH;0H; ¢ — CF;COOH/CHCl;

Prdace byla podporena Vprojektem MSMT CR, MSM
0021627501 a grantem GA CR 203/08/P010.
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FLUOROVE IONTQVE KAPALINY NA BAZI
PERFLUOROVANYCH POLYETHERU

JANA PATEROVA, QNDREJ KYSILKA, )
MARTIN SKALICKY, MARKETA RYBACKOVA
a JAROSLAV KVICALA

Ustav organické chemie, Vysokd $kola chemicko-technologickd
v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6;
paterovj@vscht.cz; kvicalaj@vscht.cz

Iontové kapaliny na bazi imidazoliovych soli jsou
perspektivnimi rozpoustédly diky jejich vysoké ucinnosti,
recyklovatelnosti a nizkému zatizeni zivotniho prostiedi.
Imidazoliové soli s jednim polyfluoralkylovym fetézcem

vykazuji nizkou fluorofilitu'.
N

— RgoOTf M A A
Reg N — — /N@N\RFO
F F CFy
W M Rro
£ FFF CF3
A =TIO, BF,, PFg, TfN', I, CF4(CF)sCH,CH,0805
M =Li ,Na, 6K

Bis(polyfluoralkylované) imidazoliové soli vzhledem k
vysoké teplot¢ tani nemohou byt vyuzity jako iontové
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kapaliny®. Naim cilem byla piiprava iontovych kapalin s
vysokou fluorofilitou, které by usnadnily separaci produktii
nebo provedeni reakci ve fluorovém prostredi.

Zakladem téchto novych typl imidazoliovych soli jsou
stavebni bloky na béazi trimeru HFPO. Ke kvarternizaci
imidazolového kruhu dochdzi reakci s triflatem ptislusného
alkoholu  obsahujiciho  polyfluorpolyetherovy  fetézec.
Naslednou metatezi aniontd jsme ziskali nové iontové
kapaliny, které jsou vysoce fluorofilni a za laboratorni teploty
prakticky nemisitelné s vétSinou organickych rozpoustédel a
vysoce rozpustné v perfluorovanych alkanech.

Vedle iontovych kapalin s béZnymi anionty, jako jsou
hexafluorfosfatovy nebo tetrafluorboritanovy anion®, jsme
syntetizovali novy typ iontové kapaliny s fluorovym kationtem
i aniontem. Klicovy [2-(perfluoralkyl)ethyl|sulfatovy anion
jsme pfipravili Grignardovou reakci perfluoralkylmagnesium-
halida s 1,3,2-dioxathiolan-2,2-dioxidem.

Dékujeme Ministerstvu Skolstvi, mladeze a télovychovy Ceské
republiky (vvzkumné centrum LCO06070, vyzkumny zdmér
¢ 6046137301) a Grantové agentuie Ceské republiky (projekt
¢. 203/06/1511) za financni podporu tohoto projektu.
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NOVA POTENCIALNI ANTITUBERKULOTIKA
S THIOXO SKUPINOU

EVA PETRLIKOVA, KAREL WAISSER,
HANA DIVISOVA, PETRA HUSAKOVA
a JARMILA KAUSTOVA

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci
Kralové, Katedra anorganické a organické chemie,
Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Krdlové
Eva.Petrlikova@faf.cuni.cz

Byla syntetizovana nova skupina halogenovanych
(R= halogen) N-(4-alkylfenyl)salicylamidd, 3-(4-alkylfenyl)-
2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diont, 3-(4-alkylfenyl)-4-thioxo-

2H-1,3-benzoxazin-2(3H)-ont. a  3-(4-alkylfenyl)-2H-1,3-
benzoxazin-2,4(3 H)-dithioni.
U téchto slouCenin byla testovana in  vitro

antimykobakteridlni aktivita proti kmentm M. tuberculosis
CNCTC My 331/88, M. avium CNCTC My 330/88,
M. kansasii CNCTC My 235/80 a klinicky izolovaného kmenu
pubhkam Bylo zpsteno ze po zavedeni siry doslo
k vyznamnému zvyseni G¢inku. Pti zavedeni alkylu ethyl a sek-
butyl se dosdhlo mimotadné u€innosti latek. Aktivita téchto 3-
(4-alkylfenyl)-4-thioxo-2H-1,3-benzoxazin-2(3H)-onl vuci
M. tuberculosis ptevysuje soudoba pouzivana léciva.
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LQMENE KAPALNE KRYSTALY S THIOFENOVYM
JADREM V PRODLUZUJICIM RAMENI

PETR POLA'SEK"‘, MICHAL KOHOUT®, ANNA
KOVAROVA®, VACLAV KOZMIK", JIRI SVOBODA',
VLADIMIRA NOVOTNA® a MILADA GLOGAROVA"

“Ustav organické chemie, VSCHT, Z'echnicka' 5, 166 28 Praha
6; bezika'lm' ustav, Akademie véd CR, Na Slovance 2, 182 21
Praha 8

Nedavno objevena nova skupina termotropnich kapalnych
krystald s lomenou molekularni strukturou je predmétem
intenzivniho studia. Doposud bylo identifikovano 8 typu tzv.
B-fazi, nékteré z nich vykazuji antiferro- ¢i ferroelektrické faze
potencialné vyuzitelné v zobrazovaci technice.

Vétsina doposud zkoumanych materiald ma symetrickou
molekularni strukturu, kde jsou k centralnimu jadru ptipojeny
dvé totoznd prodluzujici ramena. Pro design takovychto
kapalnych krystald jsme jiz diive uspésné vyuzili jako centralni
jadro 1-substituovany naftalen-2,7-diol'

YOO
(0] (0] (o] [e]
X
o (0]
R’ R?
X, Y = H, CH,, Cl, CN
O~ ~0r
152
R, R™=CyHys OC 5 Hys

43. Liblice

V piednasce budou prezentovany vysledky syntézy a
studia nové série nesymetrickych lomenych kapalnych krystal
obecného vzorce | obsahujici v prodluzujicich ramenech
thiofenovou jednotku.

Projekt vyzkumu byl podporovin MSMT (projekt COST OC176
a vyzkumnym zamérem MSM 6046137301) a Grantovou
agenturou Ceské republiky grantem TAA100100710.

LITERATURA

1. Svoboda J., Novotna V., Kozmik V., Glogarova M.,
Weissflog W., Diele S., Pelzl G.: J. Mater. Chem. /3,
2104 (2003).

2. Kozmik V., Kuchat M., Svoboda J., Novotna V.,
Glogarova M., Baumeister U., Diele S.: Liq. Cryst. 32,
1151 (2005).

3.  Kozmik V., Kovafova A., Kuchat M., Svoboda J.,
Novotna V., Glogarova M., Kroupa J.: Liq. Cryst. 33, 41
(2006).

4_ Svoboda J., Novotna V., Zurek J., Kozmik V., Glogarova
M.: 21* International Liquid Crystal Conference,
Keystone, July 2-7, 2006, USA.

SPIRODIENONE DERIVATIVES OF
THIACALIX[4]ARENES

K. POLIVKOVA, M. SIMANOVA a P. LHOTAK
Dept. of organic chemistry, ICT Prague, Technicka 5, Prague 6

Mono (1) and bis(spirodienone) p-tert-butylcalix[4]arenes
(2) have been used to obtain derivatives of calix[4]arenes with
selectively modified lower or upper rim [1,2]. Many of these

derivatives cannot be synthetized directly.
t

Bu' Bu
X
HO Y 1(X=CH,
OH@ 3(X=9)
Bu\
X
v . X 2(X=CHy
A o 4(X=9)
X
Bu' Bu'

The presence of carbonyl group and the disorganisation of
one or two aromatic systems enable carrying out reaction such
as nucleophilic addition or ipso substitution. We have
implemented these reactions on spiro derivatives of
thiacalix[4]arenes (3,4), which have a bit different properties
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than classical derivatives. Due to steric hindrance, addition of
organometallic compounds has been achieved only with alkyl
groups smaller than butyl. Surprisingly lithium and magnesium
salts lead to diverse isomeric forms of the product. Subsequent
rearomatisation of such products conduces to p-fert-
butylthiacalix[4]arenes in which one or two OH groups are
replaced with alkyl groups. Application of conditions, which
should lead to replacement of ferz-butyl group with chlorine,
yielded an unexpected product.

Financial support was provided by grant agency MSMT: D31
0OC134.
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PRUKAZ ISOFLAVONOIDU V CELEDI ANNONACEAE

ELENA A. PROKUDINA®, PETRA LANKOVA®,
LADISLAV KOKOSKA" a OLDRICH LAPCIK®

 Fakulta potravindiské a biochemické technologie, VSCHT
Praha, Technicka 5, 166 28 Praha 6; b Institut tropii a
subtropii, czu, Kamycka 129, 165 21 Praha 6 — Suchdol

Celed’ lahevnikovité (Annonaceae) zahrnuje tropické a
subtropické rostliny Jizni a Stfedni Ameriky, Asie a Afriky.
Eknonomicky dulezité jsou druhy rodu Annona, Rollinia,
Cannanga a Asimina, které jsou péstovany kvili pozivatelnym
plodim. Lahevnikovité obsahuji sacharidy, tuky, proteiny a
aminokyseliny, alkaloidy, terpeny, esencidlni oleje a
polyfenoly. Z polyfenold jsou to zejména fenolické kyseliny,
proanthokyanidiny, taniny a flavonoidy'. Isoflavonoidy zatim
v ¢eledi Annonaceae nebyly studovany.

Vodno-methanolové extrakty listd a plodd rostlin rodd
Annona a Rolina (A. lutescens, A. muricata, A. cherimola, A.
reticulata, R. mucosa) byly analyzovany HPLC-MS-SIM a
sérii ELISA metod specifickych pro daidzein, genistein,
biochanin A a jejich derivaty’. Imunoreaktivity signalizujici
pritomnost isoflavonti byly zaznamenany ve vSech extraktech
ze studovanych druhii ¢eledi Annonaceae. Chromatograficky
byly na zékladé srovnani sretencnimi casy molekulovymi
ionty standardli prokazany daidzein, genistein, formononetin a
biochanin A  vlistech Annona lutescens. Ptitomnost
isoflavonoidii byla zaznamenana jiz difive ve dvou ze Sesti
Celedi patficich k tadu Magnoliales (Myristicaceae a
Magnoliaceae)™, v eledi Annonaceae se ale jedna o prvni
prikaz této skupiny sekundarnich metabolitti.

Podékovani: Prace vznikla za podpory projektii 525/06/0864
GACR a MSM 6046137305.
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RIZENA FUNKCIONALIZACE A ATRP ROUBOVANI]
CELULOSY V HOMOGENNI FAZI

VLADIMIR RAUS*, PETRA LATALOVA, JAROSLAV
KRIiZ, JIRI DYBAL, MIROSLAV JANATA a PETR
VLCEK

Ustav makromolekuldrni chemie AV CR, v.v.i., Heyrovského
namésti 2, 162 06 Praha 6
raus@imc.cas.cz

Celulosa, jakozto nejrozsifenéjsi pfirodni polymer, je jiz
dlouhou dobu pfedmétem jak védeckého, tak primyslového
zéjmu. V poslednich letech se pozornost soustied’uje na fizené
metody jejiho roubovani syntetickymi polymery vedouci
k materialim s  potencialné¢  zajimavymi  aplikanimi
vlastnostmi. Vétsina téchto postupti byla pouzita pro roubovani
v heterogenni fazi na povrsich celulosovych &astic & vlaken',
kde lze vSak stézi zajistit rovnomérné rozmisténi roubu.
V homogenni fazi byly az donedavna roubovany pouze
derivéty celulosy (napt. diacetat)?.

V piispévku je diskutovana acylace celulosy 2-
bromisobutyryl ~ bromidem ve smési  N,N-dimethyl-
acetamid/LiCl s durazem na stechiometrické fizeni stupné
substituce a sohledem na vyuziti riznych metod aktivace
celulosy. Ziskané polyfunkéni makroiniciatory s riznou
polymerizace s prenosem atomu (ATRP) v DMSO fizené
roubovany styrenem a methyl methakrylatem. Takto byly
pfipraveny kopolymery s rtiznou hustotou roubovani a délkou
roubtl. Oba tyto dulezité parametry bylo mozno pomoci vhodné
zvolenych reakénich podminek kontrolované ménit v Sirokém
rozmezi.

¢
OH OH
g0 HO- o
OH - ---g,o Ho.,_°H ?qolr’vl\fo\f o
o Ho,_ P Qo on  {
A T :
[s]

o]
OH 0&8{

Schéma 1. Acylace celulosy a nésledné roubovani vzniklého
makroiniciatoru styrenem

Tato prace vznikla za podpory GA AV (AVOZ 4050913) a
grantu GA CR (I44410820601).
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l-METOXYDERlVATY KAMALEXINU A

BENZOKAMALEXINU

MARIA REPOVSKA®, PETER KUTSCHY", MARTINA
PILATOVAP®, JAN MOJZIS® a ROMAN MEZENCEYV °

“Univerzita P. J. S'qfdrika v Kosiciach, PrF, Ustav chemickych
vied, Moyzesova 11, 040 01 KoSice; bUniverzita P. J. S'afdrika,
Lekarska fakulta, Ustav farmakologie, Tr. SNP 1, 040 66
Kosice; ‘Georgia Institute of Technology, School of Biology,
Cherry Emerson Building, 310 Ferst Drive, Atlanta, GA
30332-0230, USA

maria.repovska@upjs.sk

Kamalexin [3-(2’-tiazolyl)indol, 1] bol izolovany ako
fytoalexin Laniénika siateho (Camelina sativa, Krizokveté)'.
Vroku 1997 bola opisand jeho cytotoxickd aktivita proti
l'udskym rakovinovym bunkam prsnika SKBr3* Viaceré
indolové fytoalexiny (napr. brasinin a 1-metoxybrasinin) boli
izolované s nesubstituovanym indolovym dusikom a tiez ako
N-metoxyderivaty. 1-Metoxyderivat kamalexinu doteraz nebol
opisany a preto sme sa, s cielom overit’ biologické vlastnosti
tejto substancie, zamerali na $tidium moznosti jeho syntézy.
Bola vypracovana syntéza 1-metoxykamalexinu Il a 1-
metoxybenzokamalexinu IV z 1-metoxyindol-3-karbaldehydu®
ako zékladnej vychodiskovej latky (Schéma 1) a Studovala sa
ich protinadorova aktivita v porovnani s nesubstituovanymi
zlu¢eninami | a I11.

0 A
=N S
N A\
R N
R

I,R=H

11, R = OCH3 R = s
)
NH, CHO
1 <L N\, 2 (;r\g i» v
N N
OCH, OCHj

Schéma 1. a) i, NaClO,; ii, PCls; iii, NH3; iv, Lawessonovo ¢inidlo;
celkova vytaznost 60%. b) Bromacetaldehyddietylacetal, 60%. c) 2-
Aminotiofenol, BF;.0Et,, 42 %.

Tato prdca bola podporovand Agenturou na podporu vyskumu
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REGIOSELEKTIVNj VINYLACE
5-SUBSTITUOVANYCH TETRAZOLU

JAROSLAV ROH a ALEXANDR HRABALEK

Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceuticka
Sfakulta UK v HK, Heyrovského 1203, 50005 Hradec Kralové
Jaroslav.Roh@faf.cuni.cz

Chemie tetrazolli zaznamenava v poslednich desetiletich
nebyvaly rozmach. Toto uskupeni nachdzi uplatnéni ve
farmaceutické chemii, v koordina¢ni chemii jako ligand, ve
specidlnich vybu$ninach a kone¢né¢ i jako predstupen syntézy
dalsich heterocykli.

2-vinyl-5-aryltetrazoly pfedstavuji vyznamny mezipro-
dukt pfi syntéze 3-arylpyrazoli. Rozkladem 2-vinyl-5-
aryltetrazoli (/) vznikaji N-vinylarylnitriliminy (/]), které
cyklizuji pfes nearomatické 3-aryl-4H-pyrazoly (/I) na 3-
arylpyrazoly (IV) (schema 1)".

N N N iy
NN @ AN \
N N N N
Né’ h.v nebo At W ?/ v l 7

R R R R

I mn
Schéma 1.

Existuje nékolik riznych postupti pfipravy 2-vinyl-5-
aryltetrazoll, kazdd znich v8ak ma znaéné nevyhody.
Konkrétné se jedna o ptfimé vinylace vinylacetatem C¢i
eliminace piipravenych hydroxyethyl ¢i chlorethylderivati
5-subst.tetrazoli. Aviak b&hem t&chto priprav se nevyhneme
vzniku 1 i 2 polohového izomeru v riznych pomérech, jejich
slozitému déleni, nehled¢ na nizsi vytézky.

Nasi pracovni skupiné se podafilo  vyvinout
jednokrokovou regioselektivni syntézu 2-vinyl-5-aryltetrazoli
a odhalit jeji mechanismus. Syntéza spociva v reakci
ptislusného tetrazolu s nadbytkem 1,2-dibromethanu za
ptitomnosti triethylaminu (schema 2). Reakce neni ovlivnéna, z
hlediska regioselektivity a kvantity vytézku, charakterem
pouzitého organického rozpoustédla. Pii této reakcei prekvapive
nevznika 1-vinyl-5-aryltetrazol a substituce obou atomi bromu
za vzniku tetrazolového ,,dimeru” probiha jen ve velmi malém
procentu.

Br-(CH,),-Br, TEA

L)y e T 7y

N N

R N-NH org.solvent, reflux o NN~
70 -90 %

Schéma 2.

Prace vznikla za podpory VZ Ministerstva Skolstvi CR (MSM
0021620822)
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C, Y-CHELATOVANE SLOUCENINY CINU

Abstrakt prednasky k souboru praci ocenénému cenou Alfreda
Badera za organickou chemii pro rok 2009.

ALES RUZICKA

Katedra obecné a anorganické chemie, Fakulta chemicko-
technologicka, Univerzita Pardubice, nam. Cs. legii 565,
Pardubice 532 10

ales.ruzicka@upce.cz

V minulych letech byla pozornost nasi pracovni skupiny
zaméfena pievazné na studium pfipravy, struktury, vlastnosti a
reaktivity organokovovych a komplexnich sloucenin cinu, ale
castecné i olova obsahujici C, Y - chelatyjici ligand(y). Pod
pojmem C,Y-chelatové komplexy rozumime organokovové
slouceniny, jejichz organicky substituent tvofici kovalentni
vazbu mezi atomem uhliku a centralnim atomem kovu (C — M)
obsahuje navic ve vhodné poloze donorovy heteroatom Y
schopny  vytvafet sdosud koordinaéné nenasycenym
centralnim atomem kovu dodate¢né intramolekularni donor-
akceptorové spojeni (Schéma 1). Nejde tedy o chelatové
komplexy v klasickém slova smyslu, ale o slouCeniny jim
formaln¢ analogické, tedy chelatové komplexy vyrazné
pfipominajici. Disledkem takového intramolekularniho donor-
akceptorového spojeni je vznik hetera-metallacykld, které
vedle atomd uhliku a kovu (M) obsahuji jesté heteroatom (Y).
Podle polohy heteroatomu vici atomu uhliku bezprostiedné
vazanému k atomu kovu mohou mit metallacykly rizny pocet
¢lend. V dnesni dobé je znamo veliké mnozstvi sloucenin
tohoto typu. Centralnimi atomy byvaji kovy pfechodné i kovy
hlavnich skupin, dokonce i metalloidy jako kfemik, bér nebo
fosfor. Nejcast¢jsimi donorovymi atomy jsou atomy dusiku a
kysliku, vyjimeéné i atomy siry a fosforu. Co se tyce velikosti
cykll — jako nejstabilnéjsi se podle dosavadnich zkusenosti jevi
cykly péticlené a snad i Sesticlené. Pfi vétsi vzdalenosti atomu
uhliku vytvafejiciho vazbu uhlik — kov a donorového
heteroatomu dostava pfednost intermolekularni koordinace.
Bezprostfednim dusledkem vzniku donor-akceptorové vazby
kov-heteroatom je rist koordinac¢niho ¢isla, a tedy napadna
zména struktury koordina¢niho okoli centralniho atomu kovu,
kterda se ve veétsi ¢imensi mife projevi ve struktufe celé
molekuly ¢i krystalu. Jen zcela vyjimecné ztistava koordinacni
¢islo zachovano, a to tehdy, kdyz soucasné se vznikem vazby
M-Y odstupuje jiny substituent ptivodné vazany k centralnimu
atomu kovu. Je ziejmé, ze i v téchto piipadech se jedna o
vyrazné zmény ve struktuie ¢astic sloucenin.

Organicky substituent sjednim nebo dvéma funkénimi
donorovymi atomy byva v literatufe oznacovan jako
,monoanioidni bi- ¢i terdentatni ligand*. Bylo prokéazano, ze
vyuzitim vlastnosti C, Y-chelatujiciho ligandu (Y=substituent
obsahujici heteroatom) mohou byt pfipraveny organokovové
slouceniny se zajimavymi vlastnostmi i reaktivitou.
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Schéma 1: Organokovové slouceniny obsahujici C, Y - cheldtujici
ligandii; Y = substituent obsahujici donorovou skupinu, M = Ag, Au,
Co, Cu, Fe, Hg, In, Ir, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Sn, Ta, W, ...

Béhem poslednich cca dvanacti let bylo pfipraveno a
charakterizovano cca 200 originalnich sloucenin, nejen
organocini¢itych, ale i organocinatych, organoolovnatych a
dalsich kovi neptechodnych i ptechodnych, a byla studovana
jejich reaktivita. Vyznam téchto sloucenin lze chépat
predevsim v nasledujicich oblastech:

a) modelové slouceniny ke studiu dal§ich hypervalentnich

¢i hyperkoordinovanych slougenin’,

b) modelové slouceniny ke studiu organocini¢itych

analogti karbokationtd,

¢) modelové slouceniny ke studiu tézsich analogti karbént

sniz§i Dbazicitou centrdlniho atomu a jejich
komplexti s ptechodnymi kovy,

d) studiu tézSich analogti karbradikald,

e) studiu vlastnosti riznych typt klastra.

Za potencialni aplikace 1ze povazovat:

a) stechiometrickou i katalytickou reaktivitu slou¢enin
typu LR,SnF, (kde L je chelatujici ligand) pii
fluoracich organickych, organokovovych,
komplexnich sloucenin a chlorosiland, a vyuziti
polymernich slou¢enin jako aktivnich substanci
iontov& (F-) selektivnich elektrod™”,

b) katalytickou aktivitu sloucenin typu (L"Bu,Sn),O a
(LPhSnCI),0 v reesterifikacnich reakcich nejen
primarnich, ale i sekundarnich alkohold a fenoli*~,

¢) katalytickou aktivitu sloucenin typu (L"Bu,Sn),CO; a
(L,Sn),0, pti ptipravé karbonati a polykarbonatt,

d) bio-aktivita sloucenin typu LR,SnY jako kancerostatik
nebo antimykotik.

Tato prdce vznikla za podpory GA CR (grant ¢. 203/07/0468),
GA AV CR (KJB401550802) a MSMT CR (VZ 0021627501)
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2,5-DI,SU,BSTITUOVANY BENZOTHIOFEN JAKO
NOVE JADRO KALAMATICKYCH KAPALNYCH
KRYSTALU

LUCIE REHOVA®, MARTIN VESELY?,

MICHAL KOHOUT?, ANNA KOVAROVA?,

VACLAV KOZMIK?, JIRi SVOBODA™,

VLADIMIRA NOVOTNA" a MILADA GLOGAROVA"

“Ustav organické chemie, VSCHT, Z'echnicka' 5, 166 28 Praha
6; bezika'lm' ustav, Akademie véd CR, Na Slovance 2, 182 21
Praha 8

Pii navrhovani novych kapaln¢ krystalickych latek je

jednim z klicovych problémt volba vhodného centralniho
jadra, které udava tvar molekuly a ma i vyznamny vliv na

ptechodové

teploty a mesomorfni chovani kone¢nych

materiald. Vedle karbocyklickych aromati se jako jadra stale
vice uplatiuji i heterocyklické slouceniny, jako thiofen, a
kondenzované heterocykly'™. Nedavno jsme ukazali, 7e 2,6-
substituovany benzothiofen je vhodnym modelem pro névrh
novych kalamitickych materiald, pfestoze do molekularni
struktury kapalného krystalu vnasi znacné zalomeni. V této
praci budou predstaveny nové lomené materialy odvozené od
2,5-disubstituovaného benzothiofenu I.

\\2
S

Bude diskutovana syntéza novych mesogenti a jejich

mesomorfni chovani ve srovnani s 2,6-disubstituovanymi
analogy. Mesomorfni vlastnosti byly zkoumdany optickou

polariza¢ni

mikroskopii, studiem textur a diferencialni

skenovaci kalorimetrii. Ukazuje se, ze 2,5-substituovany
benzothiofen mize byt uspésné vyuzit k vystavbé jadra
kapalné-krystalickych latek, jejichz fyzikalni vlastnosti a
parametry vhodné pro aplikace jsou srovnatelné s klasickymi
materialy.

Projekt vyzkumu byl podporovian MSMT (projekt COST OC176
a vyzkumnym zamérem MSM 6046137301) a Grantovou
agenturou Ceské republiky grantem IAA100100710.
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FLUOROVANE DERIVATY CYKLODEXTRIN{

MICHAL REZANKA, BARBARA EIGNEROVA,
JINDRICH JINDRICH a MARTIN KOTORA

Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédecka fakulta
Univerzity Karlovy v Praze, Hlavova 8, 128 40, Praha 2
rezanka@natur.cuni.cz

Cyklodextriny' jsou cyklické oligosacharidy sloZené
z D-glukopyranosovych  jednotek  spojenych  a(1—4)
glykosidickou vazbou, které tvofi rigidni kavitu. Této
vlastnosti cyklodextrini i jejich derivata je hojné vyuzivano
v chemické praxi. Aby bylo mozné rozsifit vyuziti
cyklodextrinti, je nezbytné pfipravit jejich vhodné derivaty.
Na§ vyzkum je zaméfen na pfipravu derivatl nejcastéji
pouzivanych (o-, B- a y-) cyklodextrin s riznymi Castecné
fluorovanymi postrannimi fetézci (Schéma 1).

o

HO\ o
OTho
HO
OH :
S OHp| 12-17%

1
R = -CgF 43, -C3F7 nebo -CF(CF3),, n =5, 6 nebo 7

(a) Allylbromid, NaOH, H,O (b) Ac,0, EtzN (c) CgF43CH,CH=CH,,
C3F7CH,CH=CH, nebo (CF3),CFCH,CH=CH,, Hoveydiv-Grubbstv
katalyzator 2. generace (10 mol %), CH,Cl, (suseny CaH,), Ar atmosféra

Schéma 1. Pfiprava fluorovanych derivati

Alkeny 2 byly pfipraveny allylaci cyklodextrind
nasledovanou peracetylaci. Ptiprava fluorovanych derivati
cyklodextrinti 3 byla provedena zkiizenou metathesi alkenu 2 a
perfluoralkylpropenii’ za katalyzy Hoveydovym-Grubbsovym
katalyzatorem 2. generace. Pomér E : Z izomert se pohybuje
kolem 5 : 1.

Tento projekt je podporovin granty MSM0021620857,
144 400 550 609 a KAN 200200651.
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CYKLIZA(’;NE REAKCIE AMINOANALOGOV
INDOLOVEHO FYTOALEXINU 1-
METOXYBRASININU

ANETA SALAYOVA®, PETER KUTSCHY", MARTINA
PILATOV,A", JAN MOJZIS", ZUZANA CURILLOVA?,
IVANA VEGHOVA?

4 Univerzita P. J. Safa’rika, PrF, Ustav chemickych vied,
Moyzesova 11, 040 01 KoSice; b Univerzita P. J. §afdrika,
Lekarska fakulta, Ustav farmakologie, SNP 1, 040 66 Kosice
aneta.salayova@upjs.sk

Fytoalexiny z z rastlin ¢elade Krizokveté boli prvy krat
opisané v roku 1986 a odvtedy sa im venuje pozornost’ pre ich
vyznamné protinddorové vlastnosti. St to sekundarne
metabolity produkované rastlinami de novo pdsobenim
fyzikalneho, biologického alebo chemického stresu'. Indolové
fytoalexiny ~ l-metoxybrasinin (I, R'=SCH;) a 1-
metoxyspirobrasinol (II, R'=SCH; R?<H) vykazovali pri
koncentacii  1-100 pmol.I" antiproliferaéni  aktivitu na
bunkovych liniach Jurkat®.

Aminoanaldgy 1-metoxybrasininu (I, R'=4-X-C4H,-NH)
boli pripravené reakciou substituovanych fenylizotiokyanatov
s prislusnym aminom. Cyklizaciou pripravenych tiomocovin
vznikaji spirocyklické diastereoizomérne (£)-cis- (l11a) a (£)-
trans- produkty (11b, Schéma 1).

N N
Y =
1S . g
"'OR? OR?

)

NH

N R20OH N N
OCHs OCHj OCH,
I lla Iib
R1 SCH3 4-X- CGH4-NH (i)'CiS- (i)'tranS'

X =H, CI, OCHz CHj R%=H, CH;

Schéma 1.

Antiproliferativna aktivita syntetizovanych zluc¢enin bola
sledovand na nadorovych bunkovych linidch prsnika, pltc,
krcka maternice a u leukémie.

Tato praca bola podporovand Agenturou na podporu vyskumu
a vyvoja na zdaklade zmluvy ¢. APVV-0514-06 a grantami
VEGA ¢. 1/3553/06 a ¢. 1/3365/06
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NOVY SYSTEM PRO CILENA PBOLECIVA ]
ANTIMYKOTIK: -GLUKOSIDAZA SENSITIVN{
KONJUGAT AMFOTERICIN B — STAR PEG

MILOS SEDLAK®, PAVEL DRABINA, PETR SIMUNEK
a VLADIMIR BUCHTA

“UOCHT FCHT, Univerzita Pardubice, nam. Cs. legii 565, 532
10 Pardubice; SUstav klinické mikrobiologie, LF UK, Sokolska
581, 500 05 Hradec Kralové

Milos.Sedlak@upce.cz.

Klinické pouziti amfotericinu B (AMB) je limitovano
jeho Spatnou rozpustnosti ve vodé a vedlejsimi toxickymi
ucinky. Pro zvySeni terapeutického indexu AMB byly diive
navrzeny a piipraveny konjugaty s polymernimi nosi&i.'"
Predmétem tohoto sdéleni je syntéza a charakterizace nového
konjugatu (AMB) se star poly(ethylenglykolem) (sPEG)
[pentaerythritol poly(ethylenglykol)]. Pfipraveny konjugat
obsahuje B-D-glukopyranosidovy molekularni spinaé citlivy k
B-glukosidazdm (E.C.3.2.1.21). Struktura konjugatu (AMBy-
sPEG) (M = 25160) byla inspirovana poznatkem, ze
parazitujici fungalni patogeny maji ve své enzymové vybave
specifické hydrolazy - gluk0s1dazy, které se vSak ve zdravé

lidské tkani nenachazeji.*
0-CO-NH-AMB

p-glukosidaza
- = + HO
HN O

\fo

(AMB),-sPEG 0

OH

Schéma : Uvoliiovani AMB z konjugatu pusobenim B-glukosidazy.

B-Glukosidazou  katalyzované  uvoliiovani AMB z
polymerniho nosic¢e bylo ovéteno in vitro spektrofotometricky
a pomoci HPLC (Schéma).*

Tato prace vzniklg za podpory projektu MSMT CR 002162
7501 a grantu GACR 203/06/0583.
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NOVE LOM'ENE’ KAPALNE KRYSTALY PRO
MOLEKULARNI PREPINACE

ARNOST SEIDLER?, ADAM HENKE?, MICHAL
KOHOUT?, ANNA KOVAROVA®, VACLAV KOZMIK?®,
JIRI SVOBODA?, VLADIMIRA NOVOTNA®

a MILADA GLOGAROVA®

“Ustav organické chemie, VSCHT, Technickd 5, 166 28 Praha
6; bezika'lm' ustav, Akademie véd CR, Na Slovance 2, 182 21
Praha 8

Jiri.Svoboda@yvscht.cz

Kapalné krystaly se pro své elektrooptické vlastnosti
Siroce vyuzivaji jako aktivni soudésti riznych typd displeji.
Materialy obsahujici jako spojku napf. azoskupinu nebo
dvojnou vazbu vlivem zéafeni podléhaji cis-trans isomeraci
molekularni struktury. Lomena struktura cis-isomeru se huie
sklada do nematické ¢i smektické matrice nez linedrni trans-
isomer, coz vede ke sniZzeni organizovanosti systému a tim i ke
zmén€¢ jeho fyzikalnich, chemickych a mesomorfnich
vlastnosti’. Neddvno jsme prezentovali nékolik —studii*”
zabyvajici se lomenymi kapalnymi krystaly, které jako
centralni jadro mély (1-subst.) naftalen-2,7-diol.

V navaznosti na tyto vysledky prezentujeme vysledky
syntézy a studia mesomorfnich vlastnosti kapalnych krystalt
obecné struktury | obsahujicich azoskupinu v prodluzujicim
rameni kapalného krystalu.

IS
joanasacy
o e
RO CH, OR'

Projekt vyzkumu byl podporovan MSMT (projekt COST OC176
a vyzkumn)fm zameérem MSM 6046137301) a Grantovou
agenturou Ceské republiky grantem [AA100100710.
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5-ALKYLIDENE BUTENOLIDES WITH ANTIFUNGAL
AND CYTOSTATIC ACTIVITY

PETR SENEL, MILAN POUR, MARCEL SPULAK,
and JIRI KUNES

Centre of New Antivirals and Antineoplastics, Dept Inorg.
Org. Chem., Charles University in Prague, Faculty of
Pharmacy in Hradec Kralove, Heyrovského 1203, 500 05
Hradec Kralové

petr.senel@faf.cuni.cz

For several years, our research team has been running a
broad research programme aimed at design and practical
synthesis of new biologically active compounds based on
naturally occurring substances. These natural precursors
possess initial biological activity. However, they also often
display unfavorable properties such as higher cytotoxicity and
undesired pharmacokinetic profile. Nonetheless, natural
products-driven design can significantly contribute to the
enrichment of the existing pool of biologically active
substances with new unique pharmacophores of higher
structural complexity. Within the framework of this
programme, we have extensively studied the modifications of
the 3,5-disubstituted butenolide lead structure (I) which
resulted in a new class of highly antifungally active compounds

(I,
o o
R1\&Z) R1\&Q
R, OCOR,
() (I
Ry =aryl; R, = alkyl, subst.alkyl, aryl

As regards possible mechanism of action, the ease of the
elimination process of (II) together with the absence of a
relationship between chirality at C(5) and fungistatic activity
suggest that structure (ITT) might be the active metabolite’. The
above-mentioned results support further development which is
directed towards the preparation and screening of new 3-
(halogenated phenyl)-5-substituted butenolides (IV, V) to
confirm the proposed mechanism of action.

o o o o
0-Rs OCOR, Ry

av) n [022)) )
R, = halogenated phenyl; R, = alkyl; R; = alkyl, subst.phenyl; Ry =
alkyl, subst.alkyl,...

All synthesized compounds were tested against a panel of
human pathogenic yeasts and filamentous fungi. MICs of
certain derivatives, especially some of (IV), matched those of
the parent structure (11).

This work was supported by the Centre for New
Antivirals and Antineoplastics funded by the Ministry of
Education of the Czech Republic (1M0508) and by the Czech
Science Foundation (project No. 203/07/1302). It is also a part
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of the research project MSM0021620822 of the Ministry of
Education of the Czech Republic.
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PRIPRAVA A VYUZITi POLYFLUOROVANYCH
KARBENOVYCH LIGANDU

MARTIN SKALI(;IV(Y, VENDULA KELBICHQVVA,
MARKETA RYBACKOVA a JAROSLAV KVICALA
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martin.skalicky@vscht.cz

N-heterocyklické karbeny jsou casto vyuzivany jako
vyhodnéjsi alternativa fosfinovych ligandd, nabizeji lepsi
tepelnou odolnost a stabilitu vici oxidaci. Jsou soucasti celé
fady komplexd prechodnych kovl (Grubbstv katalyzator,
komplexy palladia, niklu a dalsich kovi).

Cilem této prace je ptiprava riznych polyfluorovanych
imidazoliovych soli a studium jejich pfevedeni na karbeny a
komplexy ptechodnych kovti od nich odvozené. V prvni ¢asti
prace byly syntetizovany imidazoliové soli nesouci rlzné
polyfluoroalkylové substituenty oddélené od imidazolového
cyklu methylovou, ethylovou nebo arylovou spojkou. Byly
provedeny nizkoteplotni NMR experimenty s cilem sledovat in
situ vznik karbenl a nalézt pro n&j vhodné experimentalni
podminky.

[\ + baze /\
Re-Q-NAN~aR; RN N-aR.
"
Re = CgFys. CoFy;
Q=CH,, CH,CH,, aryl

Ve druhé ¢asti prace byla studovana katalyticka aktivita
pripraveného komplexu / v modelovych reakcich (Heckova
reakce, Suzukiho coupling, Kumadatv-TamaotGv-CorriGiv
coupling). Komplex 7 byl ptipraven analogicky k publikované
nefluorované varianté' reakei imidazoliové soli a PdCl,
v 3-chlorpyridinu jako rozpoustédle.

R-CH=CH,
>

cF NN R-CH=CH-Ar
Cl—Pd—Cl | | Ar-BOH),
| Ar-X —— 5 ArAr
N
|
\ o Ar'-MgBr Ar-Ar
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Pd-CATALYZED FUNCTIONALIZATION AND
FURTHER TRANSFORMATIONS OF MEDICINALLY
INTERESTING UNSATURATED LACTONES
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ivan.snajdr@faf-cuni.cz

The pathways to antifungal 3,5-disubstituted butenolides
have been the subject of exploration since 2001'. Thus, a novel
series of related molecules based on another natural antifungal,
coruscanone A’ (1), has been prepared from 3-(aryl)-y-
alkylidene butenolides (Il) via a simple base-catalyzed
rearrangement. As compared to coruscanone A, the compounds
lost their antifungal properties, but retained cytostatic activity.
On the other hand, the corresponding pentenolide analogues
have been much less explored, even though naturally occurring
pentenolides, especially 5,6-dihydro-2H-pyran-2-ones display
interesting biological properties, including phytotoxicity,
cytotoxicity —against tumour cells, antifungal and/or
antimicrobial activity’. Hence, the development of efficient
synthetic strategies towards selective functionalization of these
compounds is desirable. First, pentenolide analogues of
antifungal 3,5-disubstituted butenolides were prepared by
oxidative cyclization of 2-(substituted aryl)hex-5-enoic acid as
the key step. Given the limitations of the methodology, another
approach to the title compounds based on the Pd-catalyzed
carbonylative lactonization of 4-iodo-3-en-1-ols was
developed, and the carbonylation conditions were optimized®.
Somewhat surprisingly, unlike the corresponding butenolides
with the same substitution pattern, the title pentenolides (I11)
possess no antifungal or cytostatic activity. Having
successfully developed the method of synthesis of 3,6-
disubstituted pyranones, we moved to explore a-
functionalization of the pentenolide core. Along these lines,
commercially available 5,6-dihydro-2H-pyran-2-one  was
iodinated in the a-position by the Baylis-Hillman reaction and
the a-iodolactone was subjected to various coupling conditions.
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VRSTEVNATE FOSFONATY KOVU A JEJICH
INTERKALACNI SLOUCENINY - ZAJIMAVE
HYBRIDNI ANORGANICKO-ORGANICKE
MATERIALY

JAN SVOBODA, ViT,EZSLAV ZIMA,
KLARA MELANOVA a LUDVIK BENES

Spolecnd laboratoi chemie peviych latek Ustavu
makromolekuldrni chemie AV CR, v.v.i a UniverzityPardubice,
Studentska 84, Pardubice, 53210

Jan.Svoboda@upce.cz

Organicky modifikované pevné latky jsou studovany pro
Siroké spektrum zajimavych vlastnosti. Nalezly jiz uplatnéni
jako sorbenty, katalyzatory, senzory, jsou vyuzitelné v optice i
elektronice'. Hlavni piednosti téchto materialii je moznost
cileného zabudovani organické latky do struktury pevné faze.
Timto zpsobem Ize do jisté miry fidit vlastnosti téchto latek a
kombinovat tak piednosti jak organické tak anorganické casti
téchto hybridnich materiald.

Pripravili jsme fadu vrstevnatych fosfonati kovt
odvozenych od fosfonovych kyselin (fenylfosfonové, methyl-
fosfonové, 4-sulfofenylfosfonové a 4-karboxyfenylfosfonové)
a soli kovii (Ca*", Sr**, Ba®" a Zr*")**. U n&kterych fosfonati
se nam podatilo urgit jejich struktu®*.

Do fenylfosfonatu barnatého® a methylfosfonatu stront-
natého byly interkalovany alkoholy, aminy, aminoalkoholy a
nekteré dusikaté heterocykly. Tyto latky byly testovany
z hlediska jejich stability.

Pripravili jsme rovnéz 4-sulfofenylfosfonat zirkonicity a
hydrogenfosfore¢nan-4-sulfofenylfosfonat zirkonicity a jejich
interkalaty saminy, kationty alkalickych kovi a kyselinou
fosfore¢nou. Tyto latky jsou vyrazné rezistentni vici kyselému
prostiedi a vykazuji zvySenou protonovou vodivost. Pro jejich
pomérné dobrou tepelnou odolnost jsou tyto latky zkoumény
jako material vhodny pro membrany v palivovych ¢lancich.

Tato préce vznikla za podpory grantii GACR (203/06/P127 a
203/08/0208).
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CYKLOADICNicREAKCE PETICLENNYCH
HETEROCYKLU

ALES MACHARA a JIRi SVOBODA

Ustav organické chemie, Vysokd skola chemicko-
technologicka, Technicka 5, 16628 Praha 6,
Jiri.Svoboda@yvscht.cz

[4+2] Cykloadi¢ni reakce jsou jednou z nejbéznéjsich
metod tvorby Sesti¢lenného cyklického systému. Vinylderivaty
péticlennych aromatickych heterocyklickych sloucenin a jejich
benzo[b]anelované analogy se chovaji v Dielsovych-
Alderovych reakcich jako dieny'. Tento exocyklicky dienovy
systém slozeny z vinylové skupiny a jedné dvojné vazby kruhu
poskytuje reakci s vhodnymi dienofily derivaty di- resp.
tetrahydrobenzo[b]furanu, di- resp. tetrahydrobenzo[b]thiofenu
¢i analogické derivaty indolu. Tuto syntetickou strategii lze
s vyhodou pouzit k pfipravé jinak obtizné¢ dostupnych cilovych
molekul.

Pii studiu cykloadiénich reakci 2-vinylthieno[3,2-b]
benzofuranu a 2-vinylthieno[3,2-b]benzothiofenu jsme jiz diive
zjistili, Ze jejich reakce s maleinanhydridem, methyl-
propiolatem a nitroethenem probihaji regioselektivné; primarni
produkty vSak nebylo mozné isolovat, pouze produkty jejich
naslednych transformaci. Daleko komplikovangjsi prab¢h vSak
mély reakce s DMAD!, které poskytly Siroké spektrum latek
jejichz vznik byl vysvétlen néslednymi pericyklickymi
reakcemi neisolovatelnych primarnich aduktt.

Kromé o¢ekavanych produktli uvazované soudinné reakce
byly vSak zreakénich smési isolovany 1 derivaty s
cyklopenta[b]thiopyranovym  (thialenovym) skeletem v
nezanedbatelném vytézku (Schéma 1).

s COOCH,
s
O — Qe
S COOCH, s COOCH,
19%
Schéma 1

V pribéhu cykloadi¢ni reakce zjevné dosSlo k rozsifeni
pivodniho thiofenového kruhu na thiopyranovy a anelaci
dalsiho cyklopentanového kruhu. V navazujici studii, v niz byl
studovan vliv anelovaného jadra na distribuci produktd,
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ptedev§im s ohledem na zastoupeni latek s thialenovym
jadrem, bylo pozorovano, Zze anelovana elektronové bohatd
jadra chovajici se jako donor elektrond podstatné zvysuji
vytézky derivatd thialenu. Na zaklade zjisténych vysledkt byla
formulovana hypotéza o existenci parcidlniho kladného néboje
na thiofenovém kruhu v pribéhu reakce. Za kli€ovy krok
povazujeme zapojeni nevazebného elektronového paru atomu
siry do procesu presmyku kruhu a v tomto ohledu jsme navrhli
mechanismus rozsiteni thiofenového kruhu'.

Pro ovéfeni mechanismu byly navrZeny a piipraveny
nové dieny, které mély ovlivnit distribuci elektronové hustoty
v tranzitnim stavu reakce a nasledné i distribuci produkt
cykloadi¢ni reakce. Strukturni zmény zahrnovaly substituci
vinylové skupiny, zménu polohy vinylové skupiny z polohy 2
do polohy 3 a zaménu atomu siry atomem selenu.

Vsechny studované cykloadice byly doprovazeny
naslednymi transformacemi primarnich produktd za vzniku
Siroké Skaly latek analogicky jako v reakcich 2-vinylderivati.
Isomerni 3-vinylderivat pfi reakci s DMAD neposkytl derivat
thialenu a nepfimo tak doglo k potvrzeni nadi doménky’.
Cykloadi¢ni reakce 2-vinylselenofent vedly k mnohem vys$sim
vytézkim latek s pseudoazulenovym skeletem v porovnani
s analogickymi 2-vinylthiofeny. V pfipadé samotného 2-
vinylselenofenu doslo k tficetindsobnému zvyseni vytézku
pseudoazulenu v porovnani s 2-vinylthiofenem. Jako prvni
jsme timto zpusobem pfipravili derivaty nového heterocyklu-
selenalenu.

Vyssi vytézky latek s pfesmyknutym jadrem u 2-
vinylselenofentt davaly moznost Iépe provétit, zda k
rozSitovani chalkogenofenti dochdzi i v reakcich s jinymi
dienofily. Pouzili jsme proto fadu elektronové chudych alkenti
a alkyn: methyl-propiolat, nitroethen, N-methylmaleimid,
ethyl-2-kyanakrylat a butyndinitril. Zjistli jsme, Ze k roz¢sifeni
kruhu dochazi pouze u eletronové chudych alkynt.
Cykloadi¢ni reakce s kyanakrylatem provedena pii laboratorni
teploté vSak poskytla fadu cennych zjisténi. Pfredev§im se nam
podafilo uspésné isolovat predpokladany primarni intermediat
a popsat jeho reaktivitu za laboratornich podminek. Dale jsme
identifikovali strukturu polymeru vznikajiciho pti cykloadi¢ni
reakci. Pravé z ni se da usoudit, Ze¢ nami studované reakce
neprobihaji  zwitteriontovym  mechanismem, ale pfes
intermediaty s pfevladajicim diradikalovym charakterem.

Pro podporu hypotézy o participaci chalkogenofenu jsme
provedli fadu experimentll v nichz byla v benzylové poloze
selenofenového derivatu cilené snizena elektronova hustota.
Ackoliv nebyl pozorovan vznik latek s jinym nez nezménénym
selenofenovym jadrem, stidle se domnivame, Ze vznik
selenirania je jedinnou moznosti jak vysvétlit vznik latek s
pseudoazulenovym seskupenim za podminek cykloadi¢ni
reakce.

Ylidy vznikajici reakci thiofenu s karbenoidy odvozenych
od malonatl rovnéz podléhaji rozsifeni thiofenového kruhu na
thiopyranovy’. Kli¢ovy intermediat publikovaného
mechanismu je na prvni pohled velmi podobny nami
navrzenému thiiraniu/seleniraniu. Nami provedené studium
reaktivity kondenzovanych ylidi budou v piispévku rovnéz
diskutovany.
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SYNTEZA A CHARAKTERIZACE FLUOROVANYCH
3-ACYL-4-AMINO-1-ARYL-1H-PYRAZOLU

PETR SIMUNEK', MARKETA SVOBODOVA,
a VLADIMIR MACHACEK

Univerzita Pardubice, Fakulta chemicko-technologicka, Ustav
organické chemie a technologie, nam. Cs. legii 565, Pardubice,
53210

marketa.svobodova@upce.cz

V nedavné dobé¢ jsme publikovali novou a jednoduchou
metodu syntézy substituovanych 4-amino-1-arylpyrazola
vychazejcici z f-enaminond a substituovanych benzen-
diazonium-tetrafluorborati.! Tuto metodu jsme nyni rozsifili
také na reakce fluorovanych f-enaminont a diazoniovych soli,
nebot’ fluorované heterocykly predstavuji dilezitou tfidu
sloucenin a fada pyrazoli obsahujicich praveé fluor nalezla
pouiti jako agrochemikalie? a 16&iva (napf. Celetoxib).

Reakci p-enaminonu 1 s rlzné substituovanymi
benzendiazonium-tetrafluorboraty 2 byla pfipravena série 3-
acyl-4-amino-1-aryl-1H-pyrazold 3 (Schéma 1). Pfipravené
slouceniny byly charakterizovany pomoci NMR spektroskopie.

NS ©BF,
X R .R*
RLRE R R4 | X i\ R2
9 L g2y xRN
2 11 . R2 N
R1J\/U\/R RVU\)\/ CH,Cly N—N N
1 2 AcONa s 12
TL24h = "X
1=
R'=Et Ph,oykloPr, CFy . 27-80 %
R< = Me, Et, iPr
R4 = Me, Ph, antipyrin-4-yl, 3 4-diFPh, CH,COOE, 3 4-diFPh
R3R%= (CH,),
X = 4-F, 2-F, 3-CF4
Schéma 1.

V ptipadé pouziti 2,6-dichlor-4-trifluormethylbenzen-
diazonium-tetrafluorboratu byl pozorovan i atak N-
fenylskupiny vychoziho enaminonu (Schéma 2).
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PORFYRINY SUBSTITUOVANE SACHARIDY V MESO
POLOZE A JEJICH AGREGACNI VLASTNOSTI

ONDREJ SIMAK"®, DONATO MONTI®
a PAVEL DRASAR?
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Chimiche, Univ. Roma “Tor Vergata”, I-00133 Rome, Italy
Ondrej.Simak@yscht.cz, Pavel Drasar@vscht.cz

Slouceniny, ve kterych je aktivni chromofor spojen
s vektorem na bazi peptidu, oligonukleotidu nebo sacharidu'?,
jsou predmétem intenzivniho vyzkumu. Pouziti chirdlniho
polyhydroxylovaného vektoru, v tomto pfipad¢ sacharidu,
predurcuje tyto supramolekularni syntony jako prostfedky pro
molekularni rozpoznavani v polarnim (vodném, biologickém,
atd.) prostiedi®>.

Synteticka ¢ast prace je zaméfena na ptipravu meso-C-
-,.glykosylovanych* porfyrini, kde je cukerna Cast ptipojena
k makrocyklu pomoci robustni kovalentni vazby C-C. Na
rozdil od klasické O-glykosidické vazby jsou pouzité
,,C-glykosidy”“  odolné vaéi  hydrolytickému, potazmo
enzymovému S§tépeni. Pro jejich syntézu byla vyuzita cesta
postupné vystavby z dipyrrolového prekurzoru a sacharidového
aldehydu.

Zmény optickych vlastnosti takto ziskanych porfyrint
béhem agregace v roztoku byly méfeny pomoci UV/VIS a
fluorescencni spektroskopie. Chiralita vznikajicich
supramolekularnich struktur byla zjistovana pomoci CD
spektroskopie.
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ACYLTIOSEMIKARBAZIDY AKO YHODNE
SYNTONY NOVYCH AKRIDINOVYCH
FARMAKOFOROV

JANA TOMASCIKOVA, ZDENKA FROHLICHOVA,
JAN IMRICH, IVAN DANIHEL a PAVOL KRISTIAN

Univerzita P. J. Safdrika, Prirodovedeckd fakulta, Ustav
chemickych vied, Moyzesova 11, 040 01 Kosice
tomascikova@gmail.com

Acyltiosemikarbazidy  predstavuji  skupinu  latok
vhodnych na pripravu rdéznych dusikatych heterocyklov'.
Naviézujiuc na tieto poznatky boli cyklizaénymi reakciami 1-
acyl-4-fenyl/(akridin-9-yl)tiosemikarbazidov pomocou dimetyl
acetyléndikarboxylatu, oxidu ortutnatého a intramolekulovou
cyklizaciou v alkalickom prostredi syntetizované’ nové 5-
¢lankové heterocykly, a to tiazolidin-4-6ny I, 11, 1,2,4-triazoly
Il a 1,3,4-oxadiazoly’ IV. Pripravené zludeniny boli
charakterizované a identifikované pomocou IC, UV, 'H a BC
2D NMR spektroskopie a kvantovo-chemickymi vypoctami.
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Schéma 1. Produkty reakcii acyltiosemikarbazidov

Nové poznatky o tautomerizacii produktov a regioselektivite
sledovanych reakcii poukazujui na silny vplyv acylovej skupiny
na regioselektivitu v neprospech 6-Clankovej Struktury.
Vybrané derivaty vykazovali cytotoxickll uc¢innost vo¢i L1210
leukemickym bunkovym liniam.

Tato praca vznikla za podpory grantovej agentury VEGA
(1/0476/08 a 1/0053/08) a Statneho programu NMR
(2003SP200280203).
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PREDIKCE OIfTICKE OTACIVOSTI A IC SPEKTER
JEDNODUCHYCH MONOSACHARIDU

IVAN RAICH** KATERINA TOMCAKOVA?,
a JAKUB KAMINSKY*"

“Ustav chemie prirodnich latek, VSCHT Praha, Technickd 3,
166 28 Praha 6;bUstav organické chemie a biochemie, AV CR,
Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6

Ivan.Raich@vscht.cz

Pro strukturni studie nejraznéjsich chemickych latek,
predpovédi jejich fyzikalné chemickych vlastnosti a interpre-
tace jejich spekter se v poslednich letech stdle vice vyuzivaji
predikce na ab initio/DFT trovni. Vypocty chiroptickych
vlastnosti se dale navic vyuzivaji k urceni absolutni
konfigurace sacharidii a jinych chiralnich latek a k dal§im
stereochemickym studiim.

Pro bicyklické methylerythrofuranosidy s tficlennym
oxiranovym, thiiranovym a aziridinovym kruhem byly
vroztoku na nejrizngjSich teoretickych turovnich pocitany
optické otacivosti a infraervena spektra. Podrobné je
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diskutovan vliv metody, baze a dalSich podminek a
kvantitativni shoda vypoétenych a experimentalnich hodnot je
vyjadfena pomoci stfednich kvadratickych odchylek (RMS).
Vypoétim uvedenych vlastnosti predchazely geometrické
optimalizace, rovnéz v solvatovaném stavu, s vyuzitim
solvatacniho modelu CPCM.

Vsechny vypocty byly provadény v programu Gaussian
03W.

Tato prace vznikla za podpory vyzkumného zéméru MSM CR
cislo 604 613 7305.

CYKLOTRIMERIZACE V PRIPRAVE 6-ARYL- A 6-
HETEROARYLPURINU

PAVEL TUREK,*” a MARTIN KOTORA™"

“Katedra organické a jaderné chemie, Piirodovédecka fakulta
Univerzity Karlovy v Praze, Hlavova 8, 128 43 Praha 2
kotora@natur.cuni.cz

bUstav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo
namésti 2, 166 10 Praha 6

pavel.turek@uochb.cas.cz

6-Arylpurinové béaze a nukleosidy vykazuji zajimavé
biologické  vlastnosti  (cytostatickd, antibakteridlni a
antimykobakteridlni aktivita)', proto jsou ze syntetického
hlediska zajimavé. Nasim cilem bylo vypracovat novou metodu
ptipravy  6-arylpurini Il zalozenou na  [2+2+2]-
cyklotrimerizaci 6-alkynylpurin | sdiyny katalyzovanou
komplexy piechodnych kovi (zejména Ni). Tento piistup se
ukazal byt vhodnym pro syntézu celé fady substituovanych 6-
arylpurind’.
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alkynyl

[2+2+2]-cyklotrimerizacni reakce byla pouzita i v dalSim
projektu, ktery se zabyval piipravou novych potencidlné
biologicky aktivnich 6-heteroarylpurinovych derivata IlI.
Cilové slouceniny byly pfipraveny kocyklotrimerizaci 6-
diynylpurint | s fadou riznych nitrilti za katalyzy komplexem
CpCo(CO),. Na modelové reakci cyklotrimerizace 6-
oktadiynylpurin s nitrily v pfitomnosti stechiometrického
mnozstvi CpCo(CO), byly zkoumany rizné reakéni podminky
(zahtivani, ozafovani svétlem, mikrovinné zéfeni)3. V dalsi
¢asti byly porovnavany stechiometrické a katalytické reakce.

Ziskané derivaty 6-aryl- i 6-heteroarylpurini byly
testovany in vitro na cytostatickou aktivitu.
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OBSAHOVE LATKY SILICE PARCHY SAFLOROYE ]
(Rhaponticum carthamoides) A JEJI ANTIMIKROBIALNI
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Rhaponticum carthamoides (Willd.) Iljin (Asteraceae) je
vytrvalad bylina ptivodem ze Sibife a Stfedni Asie. V soucasné
dobé se péstuje v Rusku a dalsich vychodoevropskych zemich
jako lé¢iva rostlina. Kofeny a oddenky byly tradi¢né vyuzivany
v lidové mediciné na Sibifi jako posilujici a stimulujici 1éky.
Jiz dtive byla popsana fada obsahovych latek této rostliny, ale
slozeni esencialniho oleje nebylo znamo. Proto jsme
analyzovali silici z kofenti parchy saflorové technikami GC,
GC-MS, GC-FTIR. Destilace poskytla 0.043% (w/w)
tmavozlutého oleje, vnémz bylo identifikovano 30 latek.
Hlavni slozkou je dosud nepopsany norseskviterpen (22.6%),
nasledovany znamymi latkami aplotaxenem (21.2%) a
cyperenem (17.9%). Jejich struktura byla potvrzena 'H, °C a
2D NMR spektry (COSY, HSQC, HMBC, INADEQUATE a
NOE). Mezi minoritnimi slozkami byly identifikovany
seskviterpeny selinenového typu. Nase vysledky se vyrazné
lisily od predchozich literarnich udaji'?.

Surovy olej byl testovin na ucinky  proti
mikroorganismiim s pouzitim mikrodilu¢ni metody. Proti péti
testovanym  druhtim  bakterii byla nalezena aktivita
v koncentraénim rozmezi 32-256 pg/mL. Nejvyssi aktivita
byla zaznamenana proti druhtim Staphyllococcus aureus (MIC
32 ug/mL), dale Listeria monocytogenes a Candida albicans
(MICs 128 pg/mL). G— bakterie nebyly inhibovany.
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cyperen 13-norcypera-1(5),11(12)-dien
Autori  dékuji MSMT: CR (#MSM 6046137305), GA CR
(#525/08/1179) a AV CR (#240550506) za financni podporu.
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OBSAHOVE LATKY SILICE ZE SEMEN CERNUCHY
Nigella nigellastrum

PAVEL KLOUCEK®, IRENA VALTEROVA",
JAN MALIK®, JAROSLAV HAVLIK?,
LADISLAV KOKOSKA® a PAVEL JIROS®

“Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdrojii,
CZU, Kamyckd 129, 165 21 Praha 6, "UOCHB AV CR,
Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6, ‘Institut tropii a subtropti,
CZU, Kamycka 129, 165 21 Praha 6

irena@uochb.cas.cz

Celed  pryskyinikovitych  (Ranunculaceae)  byla
donedavna povazovéna za taxon, jehoz rostliny neobsahuji
silice’. V poslednich letech se viak objevilo n&kolik praci
zabyvajicich se chemickym slozenim a biologickou aktivitou
silice ze semen nékolika druhti rodu Nigella®. Nejnovéjsi
prace popisuji pritomnost t€kavych latek i u rodu Aquilegia
(orlitek)® a Delphinium (stratka)’. Snaha o zjisténi distribuce
isoprenoidul v ¢eledi pryskyinikovitych pro chemotaxonomické
ucely nas vedla k analyze silice ze semen Cernuchy Nigella
nigellastrum Willk.

Silice svétle zluté barvy (0.028% w/w) byla ziskana ze
semen rostlin péstovanych v CR. Bylo v ni identifikovéno 13
latek, tvoficich 93 % oleje. Hlavnimi slozkami byly a-pinen
(43 %) a P-pinen (46 %). Mezi minoritnimi latkami byl
ptitomen pimaradien (1 %) a neocembren (1 %). Nase
vysledky koresponduji s pfedchozimi analyzami silic ziskanych
z ostatnich druhti rodu Nigella. Z hlediska chemického slozeni
se ziskand silice blizi pfedevS$im druhtim N. safiva a N.
arvensis, které také obsahuji pievaznéd monoterpeny™’. Na
druhé strané dalsi zkoumané druhy, jako jsou N. damascena ¢i
N. orientalis, obsahuji ptevazné seskviterpeny (napf. B-
elemen)**. Z mezidruhovych rozdila ve sloZeni silice lze
usuzovat na pfibuznost zkoumanych druht éernuch.

Autori dékuji GA CR (#525/08/1179) a AV CR (#Z40550506)
za financni podporu.
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TRANSFORMACE ISOTHIOURONIOVYCH SOLI
VEDOUCI KE VZNIKU THIAZOLIDIN-4-ONU

JIRI VANA, JIRI HANUSEK a MILOS SEDLAK

Ustav organické chemie a technologie, Fakulta chemicko-
technologicka, Univerzita Pardubice, Nam. Cs. legii 565,
532 10 Pardubice

Jiri.vana@upce.cz

Péticlenné heterocyklické systémy nalézame u mnoha
pfirodnich i primyslové vyrabénych latek. Jejich piiprava a
studium mechanismu vzniku stale patii mezi aktualni problémy
organické chemie'?

Za nejvyznamnéj$i oblast vyuziti thiazolidindionového
skeletu je mozno povazovat medicinalni chemii. Byly
pozorovany  antihyperglykemické ucinky  Troglitazonu,
Rosiglitazonu a  Pioglitazonu,  protizanétlivé ucinky
Darbufelonu ¢i antivirotické a antibakterialni u¢inky sirnych
analogl Indolmycinu.

¢ (1 S\L
N S\b NH,/H,0 R
/s A

.l Qx

Reakci  N-arylsubstituovanych  thiomocovin s 2-
brombutyrolaktonem jsme pfipravili isothiouroniové soli Il
které nasledné podléhaji kysele i bazicky katalyzované
transformaci na pfislusné 5-(2-hydroxyethyl)-2-fenylamino-
1,3-thiazol-4(5H)-ony Il1. Tyto latky se mohou nalézat ve vice
tautomernich formach. Jejich strukturu v pevné fazi se podatilo
urit pomoci rentgenostrukturni analyzy. Transformace byla
sledovana spektrofotometricky v roztocich pufri a byl navrzen
jeji mechanismus.
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ANALYZA’ ISOFLAVONOIDU VE VYBRANYCH
ZASTUPCICH CELEDI APIACEAE

LUCIE VANICKOVA®*, KHALED ABDULMANEA?,
PETRA LANKOVA® , ELENA A. PROKUDINA®,
VACLAV ZELENY" a OLDRICH LAPCIK?

“Fakulta potravinarské a biochemické technologie, VSCHT
Praha, Technicka 5, 166 28 Praha 6; bezuv Praze, Fakulta
agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroji, Kamycka
129, 165 21 Praha 6

Isoflavonoidy (3-fenylchromony) jsou charakteristické
sekundarni metabolity bobovitych rostlin (Leguminosae),
postupné ale nariista evidence o jejich vyskytu v fadé dalsich
taxont'. V &eledi Apiaceae (mifikovité) byly isoflavonoidy
zatim identifikovany pouze ve dvou druzich rodu Bupleurum,
jednalo se celkem o tii latky (daidzin, puerarin a glykosid
formononetinu)>*

V této studii jsme testovali devét zastupch Celedi
Apiaceae, jmenovité Anethum graveolens, Carum cavi, Ferula
asa-foetida,  Foeniculum vulgare, QOenanthe aquatica,
Pimpinella anisum, Pimpinella major, Peucedanum cervaria a
Sium sisarum. Listy a semena rostlin byly lyofilizovany,
rozemlety a extrahovany smési methanol — voda 70 : 30. Pro
analyzu extraktd byly pouzity dva nezavislé metodické
ptistupy. A) Extrakty byly pfedistény na imunoafinitnim nosici
a poté analyzovany HPLC-MS-SIM. B) Extrakty byly
frakcionovany semipreparativni HPLC na reverzni fazi a poté
analyzovany ELISA metodami specifickymi pro daidzein,
genistein, biochanin A a jejich derivaty v polohach 7 a 4.
Spektrum sledovanych latek zahrnovalo aglykony i glykosidy
(daidzin, genistin, sisotrin, daidzein, genistein, isoformono-
netin, formononetin, biochanin A, prunetin). Alesponl jednou z
metodik byly isoflavonoidy detegovany v sedmi z deviti
studovanych druhi ¢eledi Apiaceae, kombinaci imunoafinitni
extrakce a HPLC-MS-SIM byly isoflavony detegovany v péti
druzich. Koncentrace jednotlivych analyti se pohybovala v
rozmezi 3-20000 ng/g susiny, nejvyssi obsah isoflavonoidd byl
zaznamenan v druhu Pimpinella major. Z téchto vysledkt
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usuzujeme, ze metabolickd draha pro isoflavony je obecnéji
roz$ifena v Celedi Apiaceae.

Podékovani: Prace vznikla za podpory projektii 525/06/0864
GACR a MSM 6046137305.
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KRATKE CERAMIDY SNIZUJi BARIEROVOU
FUNKCI KUZE

JAKUB NOVOTNY, ,KATERINA PQSPECQOVA, )
ALEXANDR HRABALEK a KATERINA VAVROVA

Vyzkumné centrum Nova antivirotika a antineoplastika,
Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci
Kralové, Heyrovskeho 1203, 50005 Hradec Kralové,
katerina.vavrova@faf.cuni.cz

Ceramidy jsou klicovymi slouCeninami urcujicimi
propustnost lidské kiize. Zakladem molekuly je sfingoidni baze
acylovana dlouhou mastnou kyselinou (24-30C). Posledni
(devaty) typ ceramidl byl objeven teprve v roce 2003 a dosud
nejsou znamy zadné vztahy mezi strukturou a Gc¢inkem téchto
latek. Cilem této prace bylo pfipravit sérii analoghi ceramidd
s krat8i sfingosinovou i acylovou ¢asti (Obr. 1) a zjistit, zda
tato zména ma vliv na funkci kozni bariéry.

OH

/\‘/\/\M
HNW n
m
(¢}
Obr. 1. Struktura fyziologického ceramidu (m = 22; n = 12) a jeho
analogi (m = 0-10; n = 8,12).

HO

Analogy byly piipraveny reakci chranéného L-serinalu
s pfislusnym alkynidem v pfitomnosti HMPA. Vznikly alkyn
byl redukovan lithiem v ethylaminu na trans-alken. Po
odchranéni byl vznikly sfingosin acylovan na dusiku pomoci
prislusnych sukcinimidylestera nebo v pfitomnosti
karbodiimidu.

Zjistili jsme, ze zkraceni acylového fetézee vede ke ztraté
bariérovych vlastnosti kiize (nckolikanasobné¢ zvySena
permeace dvou modelovych latek, snizend elektrickd
rezistence). Nejvetsi vliv byl nalezen u butyl a hexyl derivati,
coz prekvapivé koreluje schovanim ceramidi ve
fosfolipidovych membranach.

Tyto vysledky potvrdily nasi hypotézu, ze délka fetézcl
ceramidd je esencialni pro zachovani funkéni kozni bariéry a
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v mnoha pracich bézné pouzivané kratké ceramidy nejsou
vhodnym modelem pro studium kutize.

Tato prdce vznikla za podpory MSMT CR (Vyzkumné centrum
Nova antivirotika a antineoplastika 1M0508 a Vyzkumny
zamer MSM0021620822) a GAUK (286/2006/B-CH/FaF).

ENANTIOSELECTIVE ASYMMETRIC SYNTHESIS OF
VARIOUS CYCLES AND HETEROCYCLES VIA
ORGANOCATALYSIS

JAN VESELY"® and ARMANDO CORDOVA"

“ Department of Organic Chemistry, Charles University,
Albertov 2030; 128 40 Praha 2; b Arrhenius Laboratories,
Dept Org. Chem., Stockholm University, Stockholm, Sweden;
Jxvesely@post.cz

Over the past decade, the field of enantioselective
organocatalysis has had a significant impact in chemical
synthesis and has developed into a practical synthetic paradigm
since its genesis nearly 30 years ago. Although this field is in
its infancy, the breadth of different reactions that can be
catalysed make it a complementary discipline to convetional
metal catalysis. Of crucial importance is that it offers a mild,
environmental-friendly, water and air tolerant practical and
generally simple method of making functionalized molecules
with high enantiopurity and therefore has great potential in
discovery chemistry.

The main goal for our group was to develop novel
synthetic methodology based on organocatalysis for
construction of cyclic and heterocyclic molecules containing N
or/fand O atom and to apply this methodology for the
preparation of potential targets from the pharmaceutical point
of view. Enantioselective asymmetric synthesis of
functionalized cyclopropanes, cyclopentanes, cycloheptanes,
aziridines, isoxazolidines and pyrrolidines (Fig. 1) from easily-
accessible starting materials (o.,f-unsaturated aldehydes) is
described. Generally, we found TMS-protected
diphenylprolinol (Fig. 2) as the most efficient organocatalyst of
those reactions in contrast to  enantioselectivity,
diastereoselectivity and reaction time.

o A2\ -0,
COLEt
/<f»coza Et0,C Ari
R /
R CHO N—O

CHO
Ar3/

Ro Ph Ph
R R\, 0 OHC
) N COOEt
<Y cro )\)MOH COOEt
R Arq R H

N OTMS
H

catalyst

Fig.1 Various cyclic compounds prepared via organocatalysis Fig.2 TMS-protected diphenylprolinol

This work was supported by Wenner-Gren Foundation and
Naturvetenskap.
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PRI'PRAVA'SELEKTIVNE ZNACENYCH
LUPANOVYCH TRITERPENOIDU S CYTOTOXICKOU
AKTIVITOU

M. VLK™, J. SAREK®, M. HAJDUCH" a T. ELBERT®

“Katedra organické a jaderné chemie, PFF UK v Praze,
Hlavova 8, 128 43 Praha; I’Lab.experiment. mediciny, Détska a
Onkologicka klinika, LF UP a FN Olomouc, Puskinova 6, 775
20 Olomouc, ‘Laborator radioizotopii, UOCHB AV CR,
Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6; Katedra Jjaderné chemie,
FJFI CVUT, Biehova 7, 128 43 Praha

vikmarcin@gmail.com

Deuterované a tritiované pfirodni latky predstavuji
v segmentu biochemického vyzkumu nenahraditelnou skupinu
latek.'? V kontextu zakladniho vyzkumu poskytuje aplikace
znacenych slouCenin informace o funkci ruznych druht
enzymu a hormontl, usnadiuje identifikaci metaboliti a rovnéz
napomaha pii studiu strukturnich a vazebnych vlastnosti.
Esencidlni je jejich vyznam pii biodistribu¢nich studiich jak in
vitro tak in vivo.

Derivaty kyseliny betulinové jsou vnasi skupiné
studoviny pro svou vyznamnou cytotoxickou aktivitu®.
V minulych letech byly vramci této prace pfipraveny
slouCeniny znaCené tritiem | (o specifické aktivité
22 mCi/mmol) a deuteriem Il, 111 a radiouhlikem '“C
(o specifické aktivit¢ 11 mCi/mmol) V. V navaznosti na tento
vyzkum byly pfipraveny deuterované slouceniny V a dusikem
>N znagené derivaty VI a VII.

Struktury vSech pfipravenych sloucenin byly potvrzeny
spektralnimi daty. Byly zmé&feny rovn&z *H NMR spektra
tritiovanych slougenin, ’H NMR spektra a "N NMR spektra.

IIl, R = C?H,
IV,R = "CH,

VI, x = dvojna vazba
VII, x = jednoducha vazba

Cinidla a rozpoustédla byla financovana licencnim partnerem
ViroChem Pharma, Inc., 275 Armand-Frappier Blvd. Laval,
H7V 447 Québec Canada.
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TOWARDS AKANTHOMYCIN: THE FIRST
ENANTIOSELECTIVE SYNTHESIS IS UNDERWAY

SERSGEY V. VOLKOV, TOMAS MASEK,
and ILYA M. LYAPKALO*,

Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, AS CR,
Flemingovo n. 2, 166 10 Prague 6, Czech Republic;
Telephone: volkov@uochb.cas.cz

The project aims at developing first enantioselective total
synthesis of Akanthomycin (1), a potent antibiotic compound
active against Staphylococcus aureus, isolated from organic
extracts of the entomopathogenic fungus Akanthomyces
gracilis ARS 2910. The target compound belongs to the
subfamily of 3 / 3,5-(di)substituted 1,4-dihydroxy-1H-pyridin-
2-one natural products exhibiting wide range of bioactivities.
Our synthetic plan suggests introduction of chirality into the
alicyclic moiety via enantioselective desymmetrisation of
prochiral 1,4,6-trimethylcyclohepta-1,3-diene by means of
asymmetric mono-epoxidation hitherto unprecedented in the
synthesis of natural products. Akanthomycin will be prepared
by coupling of the heterocyclic and alicyclic units which will
be assembled independently. Upon completion of the total
synthesis, a modular approach towards variety of the
substituted pyridin-2-ones will be attempted in order to create a
focused library of potentially bioactive analogs.

AC B
Z=HorBR;or SnR;

z
/ Pd-coupling o X
T e <3 [ Y + }é/orl
_N
7 o\ —OH £-OH HO™ \—~=
g Bl
HO™ \&=

X=1lorBr

Akanthomycin

Current progress in the synthesis of fragments A and B will be
presented.
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APLIKACE DIETHYLKARBONATU JAKO
ALKYLACNIHO A DEHYDRATACNIHO CINIDLA

TOMAS WEIDLICH

Ustav ochrany Zivotniho prostiedi, Fakulta chemicko-
technologicka, UPce, TP Doubravice 41, 532 10 Pardubice
tomas.weidlich@upce.cz

Byly studovany reakce diethylkarbonatu (DEK)
v prostiedi ~ N,N-dimethylacetamidu (DMA) s pfidavkem
fosfore¢nanu nebo uhli¢itanu draselného jako baze. Pii reakcei s
fenoly vznikaji odpovidajici aryl ethylethery I, pfi reakci s
aniliny se tvofi N-ethylaniliny Il a reakci s aromatickymi
aldehydy byly izolovany N,N-dimethylamidy skoficovych
kyselin 111 (Schéma 1).

H

.
« Y B
L eg S

(0]

S NMe.
Qx-a =0 +CH3{ - . 2
G +K,CO3  Et—0 NMe, * K2CO3 nebo
X=0,NR KsPO,
I nebo Il DEK + DMA U}
Schéma 1. Vznik produtkd I, Il a Il pusobenim DEK+DMA

v piitomnosti baze.

Vznikajici produkty I-111 1ze snadno izolovat z reakéni
smeési vakuovou destilaci rozpoustédel (N,N-
dimethylacetamidu a diethylkarbondtu), promytim vodou a
rafinovat krystalizaci z vhodného rozpoustédla nebo destilaci
svodni parou'. Oddestilovany N, N-dimethylacetamid i
diethylkarbonat 1ze bez problémt znovu pouzit, pro ¢isténi
vznikajici odpadni vody byla pouZita Fentonova oxidace® a pro
odstranéni adsorbovatelnych organickych halogenderivati
redukce slitinou hliniku s niklem (Schéma 2).

C2H5 CZH5

COOH pr>10_ COOH
NiAI (50:50)

Schéma 2: Odstranovam AOX pntomnych ve vodé ze zpracovani
reakéni smési.

Tato prdce vznikla za !wdpory grantu GACR 203/07/P248 a
vyzkumného zaméru MSMT MSM 0021627502.
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STUDIUM INTERAKCI DERIVATU CUCURBITURILU
S CALIXARENY

MARKETA ZAJICOVA, JAN BUDKA, IVAN STIBOR
a PAVEL LHOTAK

Ustav organické chemie, VSCHT Praha, Technickd 5, 166 28
Praha 6
zajicovm@vscht.cz.

Cucurbiturily jsou makrocyklické slouéeniny vyznacujici
se obvykle velmi nizkou rozpustnosti. Jednou z jejich
typickych vlastnosti je tvorba komplexti s aminy v kyselém
prostiedi.

Cilem prace je modifikovat skelet cucurbiturilu tak, aby
byl lépe rozpustny v b&znych rozpoustédlech' a zaroven
pripravit derivat calixarenu?, ktery by mohl vytvéret komplex s
cucurbiturilem.

N N
HO)—{OH
N T N
Schéma 1. Piiklad modifikovaného cucurbiturilu

. 2

(S O;\NH
R=H, tBu H
R'=C|, EtO J/NH

Schéma 2. Nastin syntézy derivatu calixarenu

Tento projekt je podporovin MSMT CR (Centrum pro vyzkum
LC 06070 a COST D31 OC134)
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AZAFTALOCYANINY JAKO ZHASECE
FLUORESCENCE TYPU ,,DARK QUENCHER*

PETR ZIMCIK, KAMIL KOPECKY
a MIROSLAV MILETIN

Katedra farmaceutické chemie a kontroly léciv, Farmaceuticka
fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova v Praze,
Heyrovského 1203, Hradec Krdlové, 50005
petr.zimcik@faf.cuni.

Fluorescen¢ni znaceni je v soucasné dob€ jednou z asi
nejpouzivanéjS§ich metod uréenych k detekci biomolekul
v biochemii. Pii detekci i kvantifikaci DNA nebo RNA
sekvenci se vyuziva Casto kombinace dvou barviv, znichz
jedno je silnym fluoroforem a druhé zhaseéem fluorescence.
Pokud jsou ob¢ barviva v dostate¢né blizkosti, dochazi ke
zhaseni fluorescence, v ptipadé, ze se od sebe oddali, dojde
k emisi svétla pouzitym fluoroforem. Nabidka fluorescenénich
barviv je velice Siroka, nabidka vhodnych zhasecu jiz tak
rozsahld neni a pro fluorofory emitujici pti velmi vysokych
vilnovych délkach (pfes 700 nm) prakticky zhasece chybi. My
jsme se zabyvali syntézou a charakterizaci uplné nového
strukturniho typu zhasect ze skupiny azaftalocyaninti (AzaPc).

Tato skupina latek byla pivodné vyvijena jako
fotosensitizéry ve fotodynamické terapii (PDT). Pfi zkoumani
vztahli mezi strukturou a uéinkem jsme objevili latky naprosto
nevhodné pro PDT, ale naopak s vlastnostmi idealnimi pro
pouziti jako zhasece fluorescence (maji nulovou fluorescenci a
produkei singletového kysliku)'. Tyto latky jsme dale zkoumali
a pripravili jsme vhodné derivaty, které po navazani na
oligonukleotidickou sondu definované sekvence byly
otestovany jako zhaSece s velmi dobrymi vysledky, naprosto
srovnatelnymi s bézné pouzivanymi zhase¢i. Vyhodou nového
strukturniho typu latek je chemicka stabilita a velka variabilita
v rozsahu vlnovych délek vhodnych pro zhaseni, pokryvajici
prakticky celou $kalu dostupnych fluorofort.

V piednaSce bude prezentovan design a syntéza zhéasece
(viz obr.) a vysledky biochemickych testli po navazani na DNA
sondu dokazujicich velice efektivni zhaseni.

LN> AN ) HaCO OCH;
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Tato prace vznikla za podpory grantu GAUK 41107/B/2007.
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PRIPRAVA A VLASTNOSTI CHIRALNICH 1,10
PREMOSTENYCH FLAVINIOVYCH SOLI JAKO
KATALYZATORU OXIDACE SULFIDU PEROXIDEM
VODIKU

JIRi ZUREK, RADEK CIBULKA a JIRI SVOBODA

Ustav organické chemie, VSCHT, Technickd 5, Praha 6, 16628
zurekj@vscht.cz

Flaviniové soli nachazeji v posledni dob¢ Siroké uplatnéni
v oblasti organokatalyzy'?. Pozornost viak byla doposud
vénovana vyhradné 5-alkylflaviniovym solim 1 a 2, které
ucinn¢ katalyzuji oxidace sulfidi na sulfoxidy, terciarnich
amini ma N-oxidy a Bayerovy-Villigerovy oxidace. Pro ucely
katalyzy oxidaci peroxidem vodiku vSak nebyly nikdy
testovany flaviniové soli 3 s kvarternim dusikovym atomem
v poloze 10-, ktery vznika pfemosténim polohy 1- a 10-
ethylidenovou spojkou.

Cilem této prace bylo pfipravit sérii chiralnich 1,10
ptemosténych flaviniovych soli 3 jako potencialnich
katalyzatorti stereoselektivnich sulfooxidaci. Jako chiralni
synton byly pouzity chirdlni 2-aminoalkoholy, snadno
dostupné z odpovidajicich aminokyselin. V pfispévku bude
dale diskutovan katalyticky wcinek pfipravenych soli 3 pfi
oxidaci sulfid peroxidem vodiku.
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“ N “ N
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Tato price vznikla za podpory Grantové agentury Ceské
republiky (projekt ¢. 203/07/1246).
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