Chem. Listy 95, 269 (2001)

Mezioborovd konference mladych — pokusny projekt?

V poloviné kvétna probéhne prvni rocnik konference na-
zvané Mezioborové setkdni mladych chemikii a biologii. Ab-
strakta prihldsenych pract jsou soucdsti tohoto cisla. Konfe-
rence je pordddna ve spoluprdci Ceské spolecnosti chemické
a Spolecnosti pro biochemii a molekuldrni biologii, které po-
skytly odborné garance s firmou Sigma-Aldrich s.r.o. Nékoho
moznd napadne otdzka: md smysl porddat setkdni védcii je-
jichZ spolecnym rysem jsou vék do pétatriceti let a zdjem
zkoumat molekuly, které nds utvdreji ¢i obklopuji? Ndzory se
mohou riiznit hned na dva aspekty takové akce: vymezeni véku
a na mezioborovost.

Kdo je mlady védec? Vétsinou je za néj povaZovdn védec
do peétatriceti. Pétaticet je primérny vek, kdy si clovek odbyl
takzvané post-doc pobyty a zaklddd vlastni laborator, rozjizdi
naplno viastni projekty. Co mu casto chybi, jsou kontakty.
Setkal jsem se s ndzorem, Ze porddat setkdni pouze mladych
nemd smysl, protoZe se nebudou mit od koho ucit predndset,
nebudou poslouchat diskuse na iirovni a tak podobné. Jsem
presvédcen, Ze konferenct, kde jsou mladi jen jako posluchaci
moudrosti starSich kolegii, je dostatek. Naopak byl jsem svéd-
kem, Ze v pritomnosti $éfit a jejich kamdrddii se ti mladsi vZdy-
cky drii trochu zpdtky, nepoloZi ,,hloupou* otdzku. A prdvé
otdzkami, i kdyZ na prvni pohled hloupymi, se mohou nejvic
naucit. Pokud nécemu nerozumim a bojim se zeptat, aby si séf
nemyslel, Ze jsem hlupdk, pak sedim na konferenci témer
zbytecné. Proto jsem si myslim, Ze takovdto ,,mladd* konfe-
rence bude mit smysl.

Pak je tu druhy faktor, ktery je jeSté osidnéjsi — meziobo-
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Uvodnik

rovost, interdisciplindrnost. Snaha o nalezent spolecného ja-
zyka mezi riznymi obory je casto sysifovskd prdce. Je to
odvdzny pokus a hrozi nebezpeci, Ze vidycky polovina iicast-
nikit se bude nudit. Ale na druhou stranu je tu nadéje, Ze prdavé
mladi jsou otevienéjsi poslechnout si predndsku z jiného obo-
ru a Ze takovdto informace pomiiZe vzniku nového reSeni jejich
védeckého problému.

Porzitiva, kterd jak doufdme, Ze z této akce vyplynou, by
se dala shrnout do ndsledujicich bodu. Neustdle sili hlasy
pro propojeni vyzkumu na akademii a na univerzitdch. Set-
kdni mladych lidi, ktefi na téchto institucich piisobi, miize
tomuto propojeni pomoci. Tomu neformdlnimu, jak se v poli-
tice 7ikd, ,,zespoda*“. Zcela poprdvu se také vold po hleddni
a podpore elit v zdkladnim vyzkumu — velmi prisné vybirané
prdce pro ucast na konferenci (bez konkurence védeckych
celebrit) tomu mohou napomoci. Pochopeni principii prdce
ostatnich oborii je zdkladem plodné mezioborové spoluprdce,
a tato konference k tomu ddvd dobry prostor. A nakonec — at
si to prizndme nebo ne — existuje koncentrace védy a konfe-
renci do hlavniho mésta. Ucast je pro Fadu mladych eko-
nomicky nedostupnd. Fakt, Ze konference je pro icastniky
bezplatnd, umoznil, aby byli zastoupeni mladi védci ze vSech
koutii republiky.

To jsou zhruba cile, které si toto setkdni klade. Jak se to
povede, to se dozvite v nékterém z pristich Cisel, ale uz ted
miiZeme rici — drZme palce!

Martin Fusek
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1. Uvod

Rostlinnd oblast biosféry je zdrojem nejriznéjSich aroma-
tickych sloucenin, které jsou slozkami rostlinnych barviv,
kvéth a plodud i jinych ¢dsti rostlin (lignin), vonnych oleji
a v neposledni fadé jsou vytvdreny rostlinami na obranu pfed
riznymi $kddci (hmyz, mikroorganismy). Aromatické latky
jsou produkovany nejen rostlinami, ale i nékterymi mikroor-
ganismy (houby, bakterie). Naopak Zivoci$né organismy jsou
odkdzdny na pfijem téchto latek potravou, napt. ve formé
aromatickych aminokyselin. Z toho vyplyvd, Ze vyskyt aro-
matickych sloucenin a jejich metaboliti v Zivo¢isném orga-
nismu je vzdy diisledkem piisunu zvenci.

V rostlindch, houbédch a mikroorganismech vznikaji aro-
matické latky jednak Sikimatovou drdhou jako produkt cuker-
ného metabolismu, jednak oligoketidovou drdhou, tj. konden-
zaci acetatovych jednotek, kdy se vytvareji prevazné tzv.
sekunddrni metabolity. Aromatické latky, predevsim fenolové
kyseliny, vznikaji téz rozkladem zbytkd rostlin v ptde; pfi
vyssich koncentracich mohou byt autotoxické a mit tak nega-
tivni vliv na drodu kulturnich plodin. Nékteré benzenkarbo-
xylové kyseliny (BKK), jako jsou napf. salicylova, katalpo-
vd, gentisovd, protokatechovd, kumarovad, ferulovd, sinapova
a kdvova kyselina, vznikaji pfi biosyntéze a laitkové preméné
aromatickych aminokyselin. Fenolické karboxylové kyseliny,
které pouzivd rostlina jako ochranu pied houbami a plisnémi,
jsou uzitecné téz v mediciné. Nékteré derivaty jsou ucinné pro
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snizovdni hladiny lipidt a cholesterolu a jsou aktivni i anti-
mikrobidlné a antivirové. Jsou to napf. derivaty 3-fenylpropa-

derivity, napf. kumariny. Zna¢ny vyznam pro lékatskou dia-
gnostiku ma stanoveni obsahu jednoduchych aromatickych
kyselin a jejich derivatl v télnich tekutindch, kde se vyskytuji
jako metabolity 1é¢iv a jedid i jako disledek patologickych
metabolickych procest v organismu pfi nékterych onemocné-
nich (fenyloctovd, mandlovd, 4-hydroxy-3-methoxymandlo-
va, homovanilovd, vanilova kyselina).

Jednoduché aromatické kyseliny v rostlindch maji cas-
to terapeutické ucinky a Siroce se pouzivaji ve fytoterapii jak
vnitini (Caje), tak i vnéjsi (obklady, koupele, masti). Po ob-
jevu v piirodnim materidlu bylo mozné tyto slouceniny i je-
jich derivdty syntetizovat pro pouZiti ve farmakologii. Sali-
cylovd a benzoovd kyselina a jejich derivdty se uplatiuji
v koznim 1€kafstvi jako antiflogistika, analgetika, antipyre-
tika a antirevmatika. Podobné terapeutické ucinky maji de-
rivaty kyselin 3-fenylpropanové (ibuprofen, fenoprofen, ke-
toprofen, naproxen a pod.), fenyloctové (diclofenac, acelofe-
nac) a anthranilové (2-aminobenzoové). 4-Aminosalicylova
kyselina je ucinnou ldtkou pro 1écbu tuberkulézy. Dalsi deri-
vity benzoové kyseliny (kokain, prokain, hexylkain aj.) se
pouZzivaji ve stomatologii, ocnim a krénfm lékafstvi jako anes-
tetika.

Jednoduché aromatické karboxylové kyseliny maji vy-
znam i v jinych oborech, véetn€ primyslového vyuziti. V po-
travindfstvi se hojné pouzivd sodnd sil benzoové kyseliny jako
konzervacni pfisada pro inhibici rdstu mikroorganismi (kva-
sinek a plisni). Siroce jsou pouZzivany polyestery aromatic-
kych karboxylovych kyselin a polyhydroxyalkoholti pfi vyro-
beé plastd, syntetickych vldken a barvéiskych pryskyfic. Estery
fenyloctové, 3-fenylpropanové, skotficové, anthranilové a dal-
Sich kyselin jsou soucdsti pfirodnich i syntetickych vonnych
a chufovych ldtek.

2. Metody analyzy benzenkarboxylovych
kyselin

Stanoveni smési BKK jako slozek komplexnich biologic-
kych materidlli vyZaduje vysoce uc¢inné, selektivni a citlivé
analytické metodyH. Tyto pozadavky spliiuje plynovd chro-
matografie (GC), vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie
(HPLC) a kapilarni elektroforéza (CE). Volba separa¢niho
systému se odviji od vlastnosti BKK, coz jsou slabé kyseliny,
které obsahuji jak hydrofilni, tak hydrofobni funk¢ni skupiny
ajejichz disociaci lze ovlivnit volbou pH. Vzhledem ke svému
poldrnimu charakteru jsou obvykle malo tékavé.

Vyznamné misto, zejména ve farmaceutické analyze, za-
ujimaji separace optickych izomert BKK, protoze biologicka
aktivita je pfevazné vazdna na jeden enantiomer. K separaci
enantiomerd se vyuzivaji v§echny nize diskutované vysokou-
¢inné separac¢ni metody.

Struktura, systematické a trividlni ndzvy vybranych BKK
jsou uvedeny v tab. I.
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Tabulka I
Struktura, systematické a trividlni ndzvy benzenkarboxylovych kyselin (R'-R® — substituenty na benzenovém jadie
C. Systematicky nizev R! R? R? R* R’ R®
1 benzoovd COOH H H H H H
2 2-hydroxy-(salicylovd) COOH OH H H H H
3 3-hydroxy- COOH H OH H H H
4 4-hydroxy-(katalpovd) COOH H H OH H H
5 2,3-dihydroxy-(pyrokatechova) COOH OH OH H H H
6 2,4-dihydroxy-(B-resorcylova) COOH OH H OH H H
7 2,5-dihydroxy-(gentisovd) COOH OH H H OH H
8 2,6-dihydroxy-(y-resorcylova) COOH OH H H H OH
9 3,4-dihydroxy-(protokatechovd) COOH H OH OH H H
10 3,5-dihydroxy-(o-resorcylova) COOH H OH H OH H
11 2,3,4-trihydroxy- COOH OH OH OH H H
12 3.4,5-trihydroxy-(gallovd) COOH H OH OH OH H
13 2-methoxy-(0-anisovd) COOH OCH; H H H H
14 3-methoxy-(m-anisovd) COOH H OCH; H H H
15 4-methoxy-(p-anisovd) COOH H H OCH,4 H H
16 2,3-dimethoxy- COOH OCH, OCH; H H H
17 2,6-dimethoxy- COOH OCH; H H H OCH,
18 3,4-dimethoxy- (veratrova) COOH H OCH; OCH; H H
19 3,5-dimethoxy- COOH H OCH, H OCH,; H
20 4-hydroxy-3-methoxy- (vanilova) COOH H OCH; OH H H
21 4-hydroxy-3,5-dimethoxy- (syringovd) COOH H OCH; OH OCH; H
22 fenyloctovd CH,COOH H H H H H
23 4-hydroxyfenyloctova CH,COOH H H OH H H
24 2,5-dihydroxyfenyloctova (homogentisovd) CH,COOH OH H H OH H
25 4-hydroxy-3-methoxyfenyloctovd (homovanilovd) ~ CH,COOH H OCH; OH H H
26 3,4-dimethoxyfenyloctovd (homoveratrova) CH,COOH H OCH; OCH, H H
27 fenyl(hydroxy)octovd (mandlova) CH(OH)-COOH H H H H H
28 hydroxy(2-methoxyfenyl)octova CH(OH)-COOH OCH; H H H H
(o-methoxymandlova)
29 hydroxy(3-methoxyfenyl)octovd CH(OH)-COOH H OCH; H H H
(m-methoxymandlovd)
30 hydroxy(4-methoxyfenyl)octovd CH(OH)-COOH H H OCH, H H
(p-methoxymandlova)
31 hydroxy(4-acetoxyfenyl)octova CH(OH)-COOH H H OCOCH, H H
(p-acetoxymandlovd)
32 3-fenylpropenova (skoficova) CH=CHCOOH H H H H H
33 3-(2-hydroxyfenyl)propenovd (o-kumarovd) CH=CHCOOH OH H H H H
34 3-(3-hydroxyfenyl)propenovd (m-kumarovd) CH=CHCOOH H H OH H H
35 3-(4-hydroxyfenyl)propenova CH=CHCOOH H H OH H H
(p-kumarova, p-hydroxyskoficova)
36 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propenova CH=CHCOOH H OH OH H H
(kavova, 3,4-dihydroxy skoficova)
37 3-(4-hydroxy-3-methoxy-fenyl)propenovd CH=CHCOOH H OCH; OH H H
(ferulovd, 4-hydroxy-3-methoxyskoficovd)
38 3-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyfenyl)propenova CH=CHCOOH H OCH; OH OCH, H
(sinapovd, 4-hydroxy-3,5-dimethoxyskoficovd)
39 3-(2-hydroxyfenyl)propanovd (melilotova) CH,CH,COOH OH H H H H
40 2-amino-3-fenylpropanova (fenylalanin) CH,CH(NH,)-COOH H H H H H
41 2-amino-3-(4-hydroxy-fenyl)propanova (tyrosin) CH,CH(NH,)-COOH H H OH H H
42 2-amino-3-(3,4-dihydroxyfenyl)propanova (DOPA) CH,CH(NH,)-COOH H OH OH H H
43 2-aminobenzoovd (anthranilova) COOH NH, H H H H
44 4-aminobenzoovad COOH H H NH, H H
45 2-amino-3-hydroxybenzoova (3-hydroxyanthranilovd) =~ COOH NH, OH H H H
46 3-fenyl-2-oxopropanova (fenylpyrohroznovd) CH,COCOOH H H H H H
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2.1. Plynovd chromatografie

Plynova chromatografie je velmi dc¢innd separacni metoda,
vhodnd zejména pro stanoveni t€kavych latek. PrestoZe ben-
zenkarboxylové kyseliny jsou mdlo tékavé a tepelné nestélé,
je GC siroce pouzivdna pro jejich analyzu. Je vSak nezbytné
je pred vlastni GC analyzou prevést na stabilnéjsi a tekaveéjsi
derivity. VyuZivaji se funk¢ni karboxy-, hydroxy, eventudlné
aminoskupiny na benzenovém jadre, které obsahuji aktivni
vodik. Nejcastéji se ptipravuji alkyl, acetyl, alkoxy nebo tri-
methylsilyl (TMS) derivdty. PouZit{ silylacnich metod je nej-
obecnéjsi, nebof silyladni Cinidla reaguji soucasné s riznymi
funkénimi skupinami BKK. K pifipravé TMS derivatd byla
pouzita fada silylacnich cinidel a jejich kombinace, napt.
trimethylchlorsilan (TMCS), dimethyldichlorsilan (DMCS)
nebo hexamethyldisilazan (HMDS). Silnd silyla¢ni ¢inidla,
jako jsou N,N’-bis(trimethylsilyl)acetamid (BSA), N,N’-bis-
(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA), N-(trimethylsilyl)-
imidazol (TMSI) a N-(trimethylsilyl)diethylamin (TMSDA)
jsou vhodna pro vicendsobnou silylaci, napf. pro aminokyse-
reaktivni slouceniny.

BKK se dale derivatizuji na alkylestery, které jsou méné
poldrni a tékavéjsi. Methylestery (ME) se pripravuji reakci
s diazomethanem nebo reakci stfibrnych soli karboxylovych
kyselin s methyljodidem. Reakce s diazomethanem je velmi
rychld, avSak diazomethan je toxicky. Reakce s methyljo-
didem je sice pomald, avSak probihd s vysokou vytéznosti.
Velmi dc¢innd je esterifikace pomoci methyl- a ethylchlormra-
vencani (MCF, ECF) za vzniku methyl- nebo ethylderivatu.

Jinou formou derivatizace je pyrolyza, kdy se analyzovand
l4tka reprodukovatelné rozlozi na t€kavéjsi produkty v pyroly-
z€ru, pfimo pfipojeném k plynovému chromatografu, v némz
se produkty separuji (metoda Py-GC).

K separaci derivati BKK se pouzivaji nepoldrni i stfedné
poldrni staciondrni faze. Nejbéznéjsi je plamenova ionizacni
detekce (FID), pro halogenderivaty BKK je vhodny detek-
tor elektronového zachytu (ECD). Plynové chromatografickd
analyza BKK nabyla na vyznamu zejména po zavedeni kapi-
ldrnich kolon a jejich spojeni s hmotnostni detekci (GC-MS).
Metoda GC-MS patif k nejvyznamnéj$im soucasnym analy-
tickym metoddm, nebot se vyznacuje vysokou separacni tic¢in-
nosti spojenou s citlivou detekci s velkou vypovidaci schop-
nosti, kterd usnadnuje identifikaci neznamych latek.

Nékteré piiklady pouziti GC k délenf a stanoveni smési
BKK v riiznych matricich jsou uvedeny v tab. II (cit.!>*1%).

2.2. Vysokotuc¢innd kapalinovd
chromatografie

Vysokotcinnd kapalinovd chromatografie se Siroce pouzi-
va pro analyzu BKK zejména proto, Ze nevyzaduje, aby ana-
Iyty byly tékavé a tepelné stdlé a tedy umoziuje jejich piimé
stanoveni bez piedchozi derivatizace. Vyuzivaji se rtizné sta-
ciondrni faze. Disociaci BKK lze bud podpofit a pak vyuzit
iontové vyménnou chromatografii (IEC) nebo iontové pdro-
vou chromatografii (IPC), nebo naopak potlacit a pouzit chro-
matografii na reverznich staciondrnich fazich (RPC). Nejbéz-
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Volba mobilni fdze a jeji pH zdvisi na pouZzité staciondrni
f4zi.V RPC zdvisi retence jednosytné kyseliny HA na pH a na
disocia¢ni konstanté K :

k=ky(1—F)+k F

kde F- = 1/{1 + ([H*]/K,d)}, ky a k_, jsou retencni poméry
neionizované a ionizované formy a F~ je frakce ionizovanych
molekul.

Mobilni faze v RPC jsou nejcastéji vodné roztoky pufri
v kombinaci s organickymi modifikdtory, jako jsou methanol
(MeOH) nebo acetonitril (ACN). Pufr by mél potlacit disociaci
kyseliny a mit dostate¢nou pufracni kapacitu. Zvyseni koncen-
trace pufru zpisobi sice zvySeni pufracni kapacity, ale také
miZe vyvolat vysolovaci efekt. Hodnota pH mobilni faze by
se v piipadé fazi na bdzi silikagelu méla pohybovat v rozmez{
pH 2-8. Tomuto poZzadavku vyhovuji napt. pufry fosfitovy
(pH 2,1-3,1 a 6,2-8,2), acetdtovy (pH 3,8-5,8), citratovy (pH
2,1-6,4), uhlicitanovy (pH 3,8—4,8) a nékteré dalsi, pficemz
nejbéznéjsi jsou fosfatovy a acetdtovy pufr nebo jejich kombi-
nace. Dals{ dilezitou vlastnosti vybraného pufru je jeho roz-
pustnost v mobilni fazi. Anorganické pufry (napfi. fosfatové)
jsou Spatné rozpustné v mobilnich fazich, které obsahuji vy-
sokou koncentraci organického modifikatoru. Mobilni faze me-
thanol-voda poskytuje lepsi rozpustnost, a proto je methanolu
pfi volbé organického rozpoustédla ddvdna vétsinou piednost.

HPLC iontd byva obtiznéjsi nez separace neutrdlnich 14-
tek. Pouzivaji se bud IEC nebo IPC s reverzni staciondrni faz{
a s mobilni fazi obsahujici iontové parové Cinidlo, nejcasté&ji
kvartérni amoniovou bdzi nebo jeji sole, jako jsou dodecyl-
trimethylamonium-bromid (DTAB), tetrabutylamonium-bro-
mid (TBAB) nebo jodid (TBAJ), tetraecthylamonium-bromid
(TEAB) nebo jodid (TEAJ) a pod. Pro separaci organickych
kyselin se pouZzivaji jak slabé, tak silné ménice aniontti. Jako
mobilni faze slouzi voda, zfedéné roztoky kyselin a nékterych
pufrl. Zajimavou staciondrni fazi je amorfni oxid zirkonicity,
ktery se chovd jako slaby méni¢ anionti. BKK se déli jak
izokraticky, tak s gradientovou eluci. IEC aromatickych kyse-
lin se v soucasné dobé pouziva jen zfidka a vétSinou se
nahrazuje metodou IPC, kterd je ucinnéjsi. Presto jsou vSak
ptipady, kdy metoda IEC je vyhodné&jsi, napf. pfi pouZiti
hmotnostni detekce, kdy mobilni faize musi byt dostatecné
tékavd a obsahovat mélo soli.

Adsorpéni chromatografie se nepouziva prili§ ¢asto vzhle-
dem k tomu, Ze neni piili§ Gc¢innd. Jako mobilni fize pii nf
slouzi smési rozpoustédel o rizné polarité.

Vzhledem k tomu, Ze aromaticky kruh silné absorbuje
ultrafialové zarent, je zdaleka nejbéznéjsi UV spektrofotomet-
rickd detekce, v soucasné dobé hlavné s diodovym polem
(DAD). Ddle se uplatiiuje selektivni a vysoce citliva fluores-
cen¢ni (FD) nebo elektrochemickd (voltametrickd) detekce
(ED), resp. pulsni amperometricka detekce (PAD). Metoda
HPLC-MS dovoluje identifikovat a kvantifikovat velmi mald
mnozstvi stanovovanych latek (méné nez 6 pg).

Pfi analyze pfirodnich materidld ¢asto pfedchdzi separac-
nim metodam, jako jsou GC a HPLC, extrakce na tuhé fazi
(SPE), protoze matrice vzorkd (napf. voskd, oleju atd.) mize
poskozovat analytické kolony a rusit chromatografickd stano-
veni a mnohdy je rovnéz zapotiebi vzorky zakoncentrovat.
Jako tuhé extrakeni faze se ¢asto kombinuji rizné materidly,
napf. reverzni faze s iontové vyménnou.
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Tabulka II

GC nékterych benzenkarboxylovych kyselin

Referaty

Analyt Derivat Staciondrni faze Teplota  Detekce Pozndmka Cit.
["C]
Gentisovd, 6-methylsalicylovd, ~TMS 10 % QF-1/Gas- 120-200 FID metabolity patulinu, stanoveni 5
3-hydroxybenzoovd kyselina Chrom Q
Prirodni netékavé fenolické latky TMS 1,5 % SE-30 + 1,5 % 80-210 FID rostlinny extrakt, identifikace 4
SE-52/Chromosorb W, 210-300 i stanoveni
AW, DMCS
Fenolické karboxylové kyseliny TMS 1 % 0V-1/Chromo- 100-200 MS sedimenty fek, jezera a mofe, 6
sorb W, AW, DMCS identifikace
Aromatické karboxylové kyseliny TMS 2,5 % SE-52 + 2,5 % 120-160  FID metabolity houby Oudemasiela 1
MPHT/Chromosorb G, 2 °C/min mucida, stanoveni, déleni
AW, DMCS 160
Fenolické karboxylové kyseliny — rizné  OV-1/kapildrni 100-250 FID studium derivatizace 7
kolona 160 ECD
Derivéty benzenkarboxylovych ~ TMS 1 % SE-52,0V-1, 100-250 FID mikrobidlni metabolity sta- 2
kyselin MPHT, OV-17/Chromo- 2 °C/min noveni, srovnani s HPLC
sorb G, AW, DMCS
Fenolické karboxylové kyseliny TMS  SE-52/kapildrni 80-260 MS Lysimachia nummularia, 8
kolona Lysimachia vulgaris,
identifikace, stanoveni
Metabolity 1,4-diethylbenzenu TMS  OV-I/kapildrni kolona 35-55- MS krysi mo¢, identifikace 9
ME -250
Benzoovd kyselina - QF-1/kapildrni kolona 200 FID kidze 10
Fenolické karboxylové kyseliny TMS  SE-54/kapildrni kolona 80-280 FID propolis, identifikace 11
300 ECD
Fenolické karboxylové kyseliny MCF  ECF SP-SIL-5CB/ gradient  FID studium derivatizace 12
kapildrni kolona teploty
Fenolické karboxylové kyseliny TMS  SPB-1/kapildrni kolona  138-150 FID rostlinné pletivo, pidy, 13
stanoven{
Fenolické karboxylové kyseliny TMS  poly[fenyl(methyl)silo- 80-320 FID pSenice, travy, identifikace 14
xan]/kapildrni kolona MS
Fenolické karboxylové kyseliny TMS  poly[fenyl(methyl)silo- ~ 40-290 MS analyza tanninu, rostlinné 15
xan]/kapildrni kolona pletivo
Tabulka IIT
Ptiklady aplikaci HPLC
Analyt Staciondarni ~ Mobilnf faze Detekce Pozndamky Cit.
faze
Ferulovd kyselina Hypersil 12 9% MeOH-citratovy DAD, mleta pSenice 16
ODS pufr, pH 5,4 FD
Fenolické karboxylové kyseliny C18 gradient 2-100 % ACN uv cervené vino 17
a dalsf latky ve vodé, pH 2,6
Benzenkarboxylové kyseliny SIX C18, EtOH+1 % CH,COOH UV kultiva¢ni medium 2
SGX C18 5:95, 10:90, 20:80 srovnani s GC
i gradient
Fenolické karboxylové kyseliny ~ Viospher 12 9% MeOH v 0,1 % ED metabolismus ligninu a celulosy, 18
C6 HCIO, pSenicna sldma
Benzenkarboxylové kyseliny RP 18 MeOH + HCOOH + voda UV Genus althaea, identifikace 19
Salicylovd kyselina a produkty ~ ODS 0,03 M acetdt-citrdtovy ED méfeni hydroxylovych radikdld 20
hydroxylace pufr, pH 3,6 v srdci
Benzoovd a hippurovd kyselina ~ Ultraspher ACN-H,0-CH,;COOH uv metabolity benzylalkoholu 21
ODS (12 + 38 + 0,25) v plazmé
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Tabulka III — pokracovani

Referaty

Analyt Staciondrni ~ Mobiln{ faze Detekce Pozndmky Cit.
faze
Benzoovd kyselina Econospher ~ ACN-0,02 % H,PO, uv podzemni vody, biodegradace 22
C18 izokrat. + gradient toluenu
Thiofenkarboxylovd a benzoovda RP18 30 % MeOH uv biologické vzorky, metabolismus 23
kyselina v 0,01 M fosfat
Benzoovd kyselina Spherisorb 8 % MeOH ve fosfit. uv konzervacni prosttedky 24
C18 pufru, pH 6,7
Benzoovd kyselina NovaPak ACN + fosfatovy pufr, uv aditiva v potravindch, porovnani 25
C18 pH 3,9 CZE a HPLC
Fenolické karboxylové kyseliny ~ SuperPak MeOH-H,0-1 % HCOOH PAD okvétn{ listky grejpt 26
anthokyanint C18 gradientovd eluce
Fenolické glykosidy C18 10 % ACN v 2 % uv semipreparativni izolace 27
CH,COOH latek v mouce
Benzoovd kyselina C8 MeOH +0,2 % CH;COOH IS-MS jdtra krysy, vztah mezi strukturou 28
a jeji konjugaty a metabolismem
Benzenkarboxylové kyseliny Spherisorb 8 % MeOH v octanovém UV obsah Zaludku pfezvykavci 29
ODS pufru
Fenolické karboxylové kyseliny ~ Adsorbospher ACN-H,0-H,PO,, DAD je¢menovy slad, antioxida¢ni 30
C18 gradientovd eluce vlastnosti
Skoficovd a benzoovd kyselina ~ Nucleosil ACN-H,0-CH,COOH DAD  vinny most, kvasen{ 31
C18
Fenolické karboxylové kyseliny ~ Hypersil ODS MeOH-H,0-CH,COOH UV rostlinny materidl Echinacea sp., 32
25+75+1) SPE, vyména iontt
Substituované benzoové kyseliny ~ Spherisorb H,0-ACN-MeOH- DAD flavonovy metabolismus, 33,34
ODS —-CH,COOH (88 + 10 + 2) téln{ tekutiny, Gingko biloba
Salicylova, acetylsalicylova RP18 ACN-pufr, pH 6, TBA uv IPC, studie separace BKK 35
kyselina
Aspirin, antipyrin, fenobarbital ~ Bondapak C8 ACN-fosfdtovy pufr, uv IPC, TBA studie, 1é¢iva 36
pH3 a6, TBAJ
p-Aminosalicylovd kyselina RP 18 MeOH-fosfatovy pufr, uv IPC 37
pH 7,7, TBAH
Fenolické karboxylové kyseliny  fenyl MeOH-voda-0,01 % ESI-MS [IPC, vldkniny v potravindch 38

CH,COOH TEAJ

Prehled vybranych aplikaci HPLC je uveden v tab. III
(cit.>1o7%),

2.3. Kapildrni elektroforéza

Kapildrni elektroforéza (CE) v posledni dob¢ nalezla Siro-
ké uplatnéni v analytické chemii, nebot je vhodnd pro separaci
mnoha typi sloucenin, véetné BKK. Poskytuje dobrou sepa-
raci v relativné kratkém case, nevyzaduje slozitou piipravu
vzorku a spotfebuje jen omezené mnozstvi ¢inidel, takZe cena
analyzy je vétSinou nizsi nez u chromatografickych metod.
Také proto se tato metoda Siroce pouzivd pro analyzu kom-
plexnich smés{ a separaci organickych kyselin pochdzejicich
z rostlinnych a mikrobidlnich materidli. Ve srovnani s chro-
matografif vSak CE mad urc¢itd omezeni: vzhledem k nizkym
davkovanym mnozstvim (fddové nl) je nutné pouzivat citlivé
detektory a spolehlivost vysledkt byvd horsi nez v HPLC.

Pro separaci nabitych ldtek se pouZzivd kapildrni zénova
elektroforéza (CZE). Tato metoda umoziuje nejen identifikaci
akvantifikaci slozek vzorku, ale také stanoveni fyzikdlné-che-
mickych vlastnosti sloucenin, napt. disociacnich konstant BKK.
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Separaci BKK miizeme ovlivnit fadou faktord, jako je pH, typ
a koncentrace pufru a pouzité separacni napéti. Podobné jako
v HPLC i zde je dominantni vliv pH. V alkalickém prostfed{
se BKK stanovujijako anionty. Dal$im z faktord, které ovliviiu-
ji separaci, jsou organickad rozpoustédla, jez se pouZzivaji jako
modifikdtory v nosnych elektrolytech. Tato rozpoustédla ovliv-
nuji pohyblivost analytl sniZenim polarity pufru, mohou zlep-
Sit selektivitu, a tim zvySsit pravdépodobnost jejich identifika-
ce. Maji vSak také vliv na povahu povrchu kiemenné kapilary
a ovliviiuji tak pK ionizovanych silanolovych skupin na sténé
kapildary a molekul solutu. Kromé toho jest¢ mohou zménit
gradient elektrického pole zménou vodivosti elektrolytu.

K separaci neutrdlnich latek (napf. pfi potlaceni disociace
BKK v kyselém prostiedi) se hodi miceldrni elektrokinetickd
kapildrni chromatografie (MEKC), pii které se do nosného
elektrolytu pfidavaji ionické tenzidy vytvarejici v roztoku
nabité micely, které interaguji s neutrdlnimi latkami a migruji
charakteristickymi rychlostmi. Nejcastéji se pouzivd dodecyl-
sulfdt sodny (SDS). MEKC na bézi cetylmethylamonium-bro-
midu (CTAB) byla pouzita pro separaci BKK ve vzorcich
rostlinnych materidlt a byla shleddna dostatecné ticinnou a ne-
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Tabulka IV
Priklady aplikaci CZE a MEKC

Referaty

Analyt Matrice Predbéznd Separacni zptsob: elektrolyt Separacni a detek¢ni podminky Cit.
uprava vzorku
Homovanilovd, vanilyl- mo¢ piimé davkovani CZE: 300 mM boratovy pufr, L;=64,5cm, L, =56 cm, 39
mandlovd, homogenti- pH 8,5 50 wm, 30 kV, 200 nm
sovd kyselina
Hippurovd , p-hydroxy- sérum  ultrafiltrace CZE: 10 mM acetdtovy pufr, Ly =15 cm pfi pH 3,8 nebo 40
hippurova kyselina a fedéni pH 3.8 nebo 10 mM MES, 25 cm pfi pH 6,1, 200 um,
pH 6,1 PTFE, 254 nm
Hippurova kyselina sérum  ultrafiltrace CZE: 150 mM boratovy pufr, Ly=64cm, Ly=55,8 cm, 41
pH 9,0 50 wm, 22 kV, 25 °C, 210 nm
Hippurova kyselina sérum  ultrafiltrace CZE: 150 mM boratovy pufr, L;=80,5cm, L,=72 cm, 42
pH 9,0; MEKC: 20 mM bordt, 50 wm, 24 kV (CZE) nebo 22 kV
80 mM SDS, pH 9,0 (MEKC), 25 °C, 210 nm
Hippurovd, o-, m-, p- moc srazeni bilkovin  MEKC: 20 mM fosfatovy pufr, Ly=67cm, Ly=47 cm, 50 um, 43
-methylhippurova kyselina acetonem pH 8,0; 10 mM DTAB, 4 M -22kV, 30 °C, 224 nm
a ultrafiltrace mocovina
Hippurova kyselina, moc pfimé davkovani MEKC: 30 mM bordt, pH 10, Ly=44 cm, Ly=37 cm, 44
tryptofan 75 mM SDS, 10 mM B-CD 75 um, 20 kV, 195 nm
Salicylova kyselina sérum  pfimé ddvkovani, MEKC: 75 mM SDS, bordtovy-  L;=90cm, Ly=70cm, 75 um, 45
moc¢ fedéni (moc), -fosfatovy pufr, pH 9,1; 20 kV, DAD 195 az 320 nm
ultrafiltrace CZE: 33 mM fosfat, pH 8,3
(sérum)
Salicylova kyselina sérum  promyti MEKC: 60 mM borit, pH 10, Ly=425cm, L,=34,5cm, 46
a nasledné 200 mM SDS 50 um, 10 kV, 25 °C, 200 nm
pfimé ddavkovani
Naproxen, sérum  pifimé davkovani MEKC: bordtovy-fosfatovy Ly;=70cm, Ly=50cm, 75 um, 47
salicylova kyselina mo¢ nebo fedéni pufr, pH 9,2; 75 mM SDS 20 kV, absorbance pfi 220 nm,
(moc) fluorescence (ex = 220 nm,
em = 340 nm)
Naproxen sérum  piimé davkovani MEKC: bordtovy-fosfatovy L.=65cm, Lp=75cm,75 um, 48
ultrafiltrace pufr, pH 9,1; 75-200 mM SDS 25kV, 35 °C, 215 nebo 240 nm
(4-Fluorbenzoyl) moc SPE CZE: 50 mM octan amonny, Ly=65cm, 50 um, 30 kV, 49
propanova kyselina, 10 % metanol, 1 % ledova 25°C, 214 nm
(4-fluorofenyl)octova kys. octova, pH 4,1
kyselina
D,L-mandlovad kyselina  — - CZE: 40 mMy-CD, 50 mM fosfdt, L;=50cm, Ly=45,4 cm, 50
pH 7,0 50 wm, 20 kV, 20 °C, 206 nm
D,L-tryptofan - - CZE: 30 mM crown-6-tetra- 254 nm 51

a D,L-DOPA

karboxylova kyselina, pH 2,2

ndkladnou. Ve srovndni s CZE se MEKC vyznacuje vyssi
selektivitou. Aplikace kapilarni elektrochromatografie (CEC),
pri niz je kapilara naplnéna nékterou ze staciondrnich fazi
pouzivanych v HPLC, avSak pohyb mobilni fize je elektro-
osmoticky, nikoli mechanicky, Ize rovnéz nalézt v odborné
literatufe. Mezi nejbéznéjsi detekci v CE patii UV spektrofo-
tometrickd detekce. Casto se vyuziva fluorescence buzend
laserem. Velice vyznamnd je i kombinace CE s hmotnostni
spektrometrii (CE-MS) nebo s voltametrickou detekci.

Piiklady pouziti CZE a MEKC pro analyzu BKK jsou
uvedeny v tab. IV (cit.**).

2.4. Chirdlni separace

Chirdlni separace jsou velmi dileZité, nebot enantiomery
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se lisi biologickou aktivitou. Pro chirdlni separace lze vyuzit
tii postupy. a) Derivatizaci pfevést optické izomery na diaste-
reoizomery a ndsledné je separovat na opticky neaktivni sta-
ciondrni fiazi v HPLC nebo v neaktivnim nosném elektrolytu
v CE, b) pouzit chirdlni mobilni faze v kombinaci s opticky
neaktivni staciondrni fazi pro HPLC ¢i pridat chirdlni ¢inidlo
do nosného elektrolytu v CE, ¢) k separaci vyuZzit chirdln{
staciondrni fdzi, a to jak v GC, tak v HPLC a v elektrochroma-
tografii.

Metoda a) se vyuziva v HPLC a CE v pripadech, kdy latky
vykazuji nizkou absorbanci v UV oblasti (napf. u nizkomole-
kuldrnich alifatickych kyselin). Pfiprava derivatd je pomérné
komplikovand a pro BKK se pouziva jen ojedinéle.

Postup b) je velmi jednoduchy a snadny. Vyuziva se jak
v HPLC, tak v CE. Jako chirdlni selektory se nejcastéji pouZzi-
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Tabulka V
Priklady chirdlnich aplikaci v HPLC

Referaty

Analyty Staciondrni faze Mobilni faze Detekce Cit.

Hydroxy- a methoxybenzenkarboxy- Separon SiC18 B-CD v MeOH-0,01 M fosfatovy pufr uv 52

lové a indolkarboxylové kyseliny Cyclobond I (B-CD) MeOH-0,01 m fosfit, pH 2,2-6,5

Benzenkarboxylové kyseliny ODS HSA UV nepr 53

MethylDOPA ODS L-prolin + ion kovu uv 54

DOPA ODS L-fenylalanin + ion kovu ECD 55

DOPA ODS (R)-N,N,N’ ,N’-tetramethylpropan— uv 56

1,2-diamin + ion kovu

Benzenkarboxylové kyseliny diol chinin UV nepr 57

Mandlovd a tropovd kyselina, B-CD 0,1 M fosfat, pH 4,2 nebo 6,2-ACN uv 58

baklofen (65 + 35)

Aromatické karboxylové kyseliny B-CD 0,1 M fosfat, pH 4,2—-ACN (65 + 35) 59

Citronellovd, benzenkarboxylové ergolinovy derivat 0,05 M acetat-methanol uv 60

kyseliny

Mandlova, fenyloctovd a dalsi kyseliny ~ polysacharid hexan—propanol-2-TFA (80 + 20 + 1) 61

Levodopa, methyldopa, karbidopa glykopeptid MeOH-voda, trimethylamin, CH,COOH UV 62
(teikoplanin)

vaji cyklodextriny (CD), které vytvéieji s analyty, zejména
s BKK, které obsahuji hydroxy a amino skupiny, inkluzni
slouceniny. CD jsou cyklické oligosacharidy vystavéné z D-
-(+)-glukopyranosovych jednotek, které jsou vdzané o-(1—4)-
-vazbami. Piirodni CD (o-, B- a y-) sice fe$i mnoho separac-
nich problémt, avsak selektivitu a rozsah pouziti 1ze znacné
zvysit pouzitim syntetickych derivdtd CD, nebot jsou lépe
rozpustné ve vodé nez prirodni CD. Kromé CD se pouzivaji
jako chirdlni selektory téZ lidsky sérovy albumin, chinin, rtizné
aminokyseliny v kombinaci s ionty kovi a fada dalSich ldtek.
Kapildrni elektroforéza s CD se rovnéz pouzivd pro separaci
izomernich BKK, tj. monokarboxylovych (benzoovd kyselina),
dikarboxylovych (ftalovd, tereftalovd a isoftalovd kyselina)
a trikarboxylovych (trimesinovd, hemimelitova a trimelitovd
kyselina) kyselin. K potla¢eni adsorpce cyklodextrini na sténu
kapildry, kterd vede ke zhorSeni ucinnosti separace, se stény ka-
pildry modifikuji polymernimi filmy. Podobné jako v HPLC
se v CE jako chirdlnich selektorti pouziva celd fada dalsich
latek, napf. hovézi sérovy albumin, riznd antibiotika a pod.

Nevyhodou pouziti metody b) v HPLC je vysokd spotieba
chirdlnich selektord, které jsou vesmés velmi drahé. Tato
nevyhoda odpadd v CE, kde potfebné mnoZstvi nosného elek-
trolytu je nizké.

Metoda c) je v soucasné dobé nejbéznéjsi v HPLC a GC.
Vyuziva chirdlnich chemicky vazanych staciondrnich fazi (CSP),
¢imz odpadd hlavni nevyhoda metody b). Mezi nejbézné&jsi
patfi chirdlni faze s cyklodextrinem a jeho derivdty. Déle se
vyuzivaji chemicky vdzané opticky aktivni derivaty aminoky-
selin. Pro separaci izomert derivdti BKK byly testovdny téz
CSP na bazi ergotalkaloidi, lidského sérového albuminu,
polysacharidt, glykopeptidti (napf. teicoplanin) atd. V plyno-
vé chromatografii 1ze vyuzit pouze metodu c), separaci na
chirdlni staciondrn{ fazi. Komercné dostupné faze pro GC jsou
zalozeny na derivatech CD (napf. dimethyl-, permethyl-, pro-
pionyl-, butyryl-, dipentyl- a (hydroxypropyl)-CD) a L-valinu
(pro separaci enantiomert aminokyselin). Pfed vlastni GC
separaci je nutné BKK derivatizovat.

Ptiklady chirdlnich separaci metodou HPLC jsou uvedeny
v tab. V (cit.*>%%), metody CE jsou zahrnuty v tab. IV.

3. Zavér

Vsechny diskutované separa¢ni metody, GC, HPLC a CE,
umoziuji dc¢innou separaci BKK v pomérné kratkém case.
HPLC a CE navic nevyZzaduji sloZitou ptipravu vzorku. GC je
vhodnad pro dostatecné te€kavé a tepelné stalé latky, a proto lze
BKK analyzovat touto metodou az po jejich derivatizaci.
Z tohoto hlediska je pro analyzu aromatickych karboxylovych
kyselin vhodné&jsi HPLC nebo CE. GC vsak pfesto md své
vyhody ve vysoké tcinnosti déleni, vysoké citlivosti detekce,
instrumentdln{ jednoduchosti a nizsi nakladnosti. HPLC nabi-
z{ Siroké spektrum moznosti prfi volbé separacniho systému,
dobrou selektivitu a spolehlivost vysledki, je vSak casové

vykonnost se podstatné zvysi, jsou-li GC, HPLC ¢i CE kom-
binovdny s hmotnostni detekci, pficemz z technického i fi-
nan¢niho hlediska je nejvyhodnéjsi GC-MS, ndsledovdna CE-
-MS a kone¢né HPLC-MS.
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1. Uvod

Meerweinova-Ponndorfova-Verleyova redukce ketond
aaldehydd alkoholy a Oppenauerova oxidace alkoholt ketony
(MPVO) jsou reakce katalyzované oxidy kovd, vykazujicimi
povrchovou bazicitu nebo Lewisovu kyselost. V soucasné
dobé je pozornost vénovdna katalyzdtordm na bazi zeolitd
struktury X s alkalickymi kationty a vysokosilikatovym zeo-
lithm struktury Beta na bdzi alumosilikétd a titanosilikatd.
Vzhledem k tomu, Ze MVPO reakce v piipadé katalyzy zeoli-
tickymi katalyzatory probihaji uvniti jejich kandlové struk-

CH,
) T‘\_—CH3
77 A O, O
77N

Obr. 1. Tranzitni stav cis-4-terc-butylcyklohexan-1-olu (vlevo) a trans-
-4-terc-butylcyklohexan-1-olu (vpravo) v primych kanilech zeo-
litu Beta
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tury, je jejich cis/trans selektivita ovlivnéna vnitini kandlovou
strukturou zeolitu, umoziujici tvorbu pouze urcité struktury
pfechodového reakéntho komplexu. Zeolitické katalyzdtory
Beta vykazuji napf. vysokou cis-stereoselektivitu pii tvorbé
substituovanych alkylcyklohexanold, zdvisejici na velikosti
kandlli Beta zeolitu. Vyuziti MPVO reakci 1ze nalézt v oblasti
chemickych specialit, zejména v primyslu litek vonnych
a chufovych a ve farmaceutickém primyslu. Cenény jsou
predevsim vonné vlastnosti nékterych cis-izomerd, které vzni-
kaji ve vétsi ¢i mensi mite vedle trans-izomerd.

2. Meerweinova-Ponndorfova-Verleyova
redukce a Oppenauerova oxidace

Meerweinovy-Ponndorfovy-Verleyovy redukce a Oppen-
auerovy oxidace, které jsou vratnymi reakcemi k MPV reduk-
cim, probihaji v homogenni fdzi za mirnych teplotnich pod-
minek pii pouziti Lewisovych kyselin jako katalyzatord'™
(obr. 1). Pti reakcich nedochazi zpravidla k nezadoucim oxi-
dacim ¢i redukcim jinych funkénich skupin, C=C vazby nebo
C-X vazeb, kde X = halogen nebo nitro skupina. MPV reakce
probihd podle schématu 1.

Donory vodiku jsou snadno oxidovatelné sekunddrni al-
koholy (napf. propan-2-ol, butan-2-ol, pentan-2-ol nebo he-
xan-2-ol) a oxidanty jsou jednoduché ketony (napi. aceton
nebo cyklohexanon). Meerweinovy-Ponndorfovy-Verleyovy
redukce a Oppenauerovy oxidace jsou obvykle katalyzovany
homogennimi katalyzdtory, kovovymi alkoxidy (Al(OiPr),),
a posledni dobou i heterogennimi katalyzétory na bazi oxida.
Aktivnimi centry jsou bazickd centra nebo centra kyseld s Le-
wisovskym charakterem a schopnosti ligandové vymény.

Meerweinovy-Ponndorfovy-Verleyovy redukce a Oppen-
auerovy oxidace probihaji pres cyklicky Sesti¢lenny tranzitn{
stav, ve kterém je substrdt a reduktant ¢i oxidant koordinovan
soucasné k Lewisovskému kovovému centru podle schéma-
tu 2.

Timto centrem je nejcastéji AI** kation. Reagujici alkohol
je koordinovan jako alkoxid. Aktivaci karbonylu koordinaci
k AI** je zahdjen transport vodiku z alkoholdtu na karbonyl’.
Ton kovu slouzi také jako vhodny templat, vazajici dva reak-

3+

Al

-~

~
~CH-OH

R

R -C—R 3

TN N+ " >cHon
O R,

R,-C—R, + R
I R
O

2

Schéma 1. Priibéh Meerweinovy-Ponndorfovy-Verleyovy redukce a

Oppenauerovy oxidace
e ~., 7
Al AL
0 O
:\VRF %\ l
H 4 Ry R Ry
R, 1 R,

Schéma 2. Koordinace substratu a reduktantu ¢i oxidantu k Le-
wisovskému centru
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Schéma 3. Koordinace substratu a reduktantu ¢i oxidantu k bazickému centru

tanty v odpovidajici orientaci®. Vznikly alkoxidovy produkt
mize opustit komplex prostiednictvim alkoholyzy, béhem
které je proton odstépen z objemné molekuly alkoholu.

JestliZe jsou aktivnimi centry bazicka centra, reakce pro-
bihd také pies cyklicky tranzitni stav?® podle schématu 3.
Dochdzi k transportu hydridového iontu z uhliku alkoholdtu
na molekulu ketonu za vzniku pfislusného alkoholatu. S ros-
touci elektrofilitou karbonylového uhliku vzriistd sila adsor-
pce na bazickych centrech.

2.1. Vedlejsi produkty MVPO reakci

nuje se predevsim v pifpadech, kdy jsou substratem aldehydy
nebo se pripadné aldehydy tvoii béhem Oppenauerovy oxida-
ce primdrnich alkohold. Po kondenzaci vétsinou nasleduje
dehydratace a vznikld voda deaktivuje alkoxidovy katalyzdtor.
Pro alkoxidy lanthanu bylo dokdzdno, Ze se vytézky MPV
redukce mohou podstatné zvysit pfitomnosti NaA zeolitu,
ktery adsorbuje vznikajici vodu®.

Aldehydy, které nemaji oi-vodikovy atom (jako benzalde-
hyd) mohou reagovat Tis¢enkovou reakei*’ poskytujici estery.
Nékteré MPV redukce ketonti jsou provdzeny dehydrataci
vzniklych alkoholtl, pfedevsim pokud je vznikld dvojnd vazba
stabilizovana konjugaci®.

2.2. Heterogenné katalyzované MPVO
reakce

Hlavni vyhodou heterogenné katalyzovanych MPVO re-
akcf je snadné oddéleni katalyzatoru od kapalné reak¢éni smési
a v nékterych piipadech jejich vysoka cis-stereoselektivita.
Heterogenni katalyzatory zahrnuji amorfni kovové oxidy a krys-
talické alumo- a titanosilikdty. Jejich aktivita se vztahuje k po-
vrchové zdsaditosti nebo Lewisové kyselosti téchto materidld.

2.2.1. MPVO reakce katalyzované amorfnimi kovovymi oxidy

Horner a Kaps’ pouzili modifikovany Y-Al,O5 s povrcho-
vé vdzanymi atomy chloru zvysujicimi Lewisovu kyselost,
v kombinaci s malym mnozstvim Al(Oi-Pr),, jako katalyzato-
ru v MPV redukci benzaldehydu, cyklohexanonu a acetofeno-
nu propan-2-olem. Zjistili, Ze v nepfitomnosti Al(Oi-Pr); re-
akce neprobihala. Reak¢ni rychlost se zvySovala az pfiddnim
silné zdsady (napt. diisopropylaminu), kterd pravdépodobné
umoznila deprotonaci povrchu aluminy za tvorby isopropoxi-
dovych komplexi vdzanych na Jejl’m povrchu.

Posner se spolupracovniky'” studovali y-Al,0;v MPV re-
dukci nenasycenych karbonylovych sloucenin propan-2-olem.
Zjistili, ze Al(Oi-Pr); se tvoii in situ béhem deprotonace
propan-2-olu na aluminé dehydratované za vysokych teplot
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(nad 300 °C). Wismeijer, Kieboom a van Bekkum'! studovali
redukci 4-terc-butylcyklohexan-1-onu s pienosem vodiku po-
moci propan-2-olu v kapalné fazi pii 83 °C, katalyzovanou y-
-Al,O;. Také v tomto piipadé se aktivita katalyzatoru zvySo-
vala se vzrustajici teplotou aktivace. Gargano se spolupracov-
niky'? zkoumali piedb&znou tpravu hlinitého katalyzatoru
vodikem pii 270 °C. Vznikld centra umoziovala vést reakci
pri nizsi teploté a vyssi selektivité pro tvorbu alkoholu. Stejné
tak byly vySetfovany dalsi oxidy kovii a bylo zjisténo, Ze La,O,
byl nejlepsi z hlediska konverze a selektivity tvorby alkoholt.

Kuno a jeho spolupracovm’ci'3 pouzili ZrO, jako pevny
katalyzdtor pii Oppenauerové oxidaci primdrnich a sekundar-
nich alkoholl. Vsddkovd oxidace byly provddéna pii 80 °C
v benzenu nebo toluenu s 60-ti ekvivalenty acetonu jako oxi-
dantu. U kontinudlnitho uspotadani byla reakce provadéna
v trubkovém reaktoru s pevnym loZzem katalyzdtoru. Primarn{
alkoholy byly oxidovdny p-benzochinonem nebo benzofe-
nonem v xylenu jako rozpoustédle pii 140 °C. Kaspar se spo-
lupracovniky'*~"> provedli redukci o, B-nenasycenych ketonii
na allylické alkoholy s propan-2-olem v plynné fazi na MgO pfi
250 °C. MgO byl vytvoten pii zahtivani Mg(OH), pti 350 °C
v proudu vzduchu. Uspés$na regenerace katalyzatoru byla usku-
te¢néna stejnou cestou.

Kijenski, Gliniski a Reinhercs'® studovali (de)hydrogenac-
ni reakci rdznych reaktantli (redukci karbonylovych skupin
a dehydrogenaci dlouhych rozvétvenych alifatickych alkoho-
1), majici odlisné funkéni skupiny. Reakce byly provadény
v plynné fdzi v rozsahu reakénich teplot 350—450 °C na MgO,
aktivovaném pii 550 °C nebo 750 °C. VSechny studované
(de)hydrogenacni reakce byly dtilezité pro ptipravu vonnych
latek.

Ravasio se spolupracovniky!” studovali pienos vodiku
z riznych sekundérnich alkohold na steroidni konjugované
enony a nasycené ketony, katalyzovany Cu/Al,O, pii 90 °C.
Stereoselektivita reakce zdlezela na pouZzitém sekunddrnim
alkoholu (donor vodiku). Ve vSech ptipadech byl ziskdn pre-
bytek ekvatoridlniho alkoholu. Struktura aktivniho centra vSak
nebyla popsdna.

Ivanov se spolupracovniky'® studovali MPV redukci ace-
tonu ethanolem, katalyzovanou oxidy kovl s odliSnymi aci-
dobazickymi vlastnostmi. Bylo zji§téno, Ze reakce probihd jak
na kyselych katalyzdtorech s Lewisovymi centry (Al,0,—Cl),
tak i na zdsaditych (MgO, ZrO,) katalyzatorech. Byly navrze-
ny dvé varianty mechanismi, kde mechanismus probihajici
pres Sesticlenny tranzitni stav je analogicky homogennimu
pritbéhu reakce'®.

2.2.2. MVPO reakce katalyzované zeolitickymi katalyzdtory

U MPVO reakci katalyzovanych krystalickymi alumosili-
katy nebo dalsimi metalosilikdty s vnitini kandlovou struktu-
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isopulegol citronellal citronellol
Schéma 4. Uplatnéni tvarové selektivity pfi pfeméné citronellalu za

podminek MPV reakce

rou se uplatiiuje tvarova selektivita kandlové struktury zeolitu,
zajisfovand geometrickou strukturou vytvoreného prechodo-
vého reakéniho komplexu. U zeolitu Beta (Si:Al = 12) jsou
aktivnimi centry hlinité atomy, které jsou pouze Cdstecné
vazané do sité zeolitu, avSak jejich struktura neni dosud znd-
ma. TotéZ plati i pro titan v titanosilikdtu Ti-Beta struktury.

Shabtai a spol.? studovali MPV redukci réiznych nenasy-
cenych a nasycenych aldehydi a ketont v plynné fazi propan-
-2-olem jako redukénim ¢inidlem, katalyzovanou'? kationto-
vymi formami zeolitl struktury X. V piipadé X-zeolitt s vy-
sokym obsahem hliniku' a kationtii kovii alkalickych nebo
alkalickych zemin se katalytickd aktivita vztahuje k jejich
zdsaditym vlastnostem. Pfi redukci linedrnich aldehydut kata-
lyzované NaX zeolity byl pozorovan postupny pokles reakéni
rychlosti s rostouci délkou postranniho fetézce. To bylo vy-
svétlovano' zvysujicim se difuznim omezenim v mikropé-
rech zeolitu. Tvarovd selektivita se uplatnila pii preméné
citronellalu za podminek MPV reakce. V NaX existuje dosta-
tek prostoru, aby mohlo dojit k intramolekuldrnimu kruhové-
mu uzavfeni na isopullegol, kdezto u redukce s vétsim Cs*
kationtem byla pozorovdna pfeména na linedrni citronellol
podle schématu 4.

Reakce cyklopentanolu v pfitomnosti cyklohexanonu pfi
350 °C na amorfnich oxidech kovii a zeolitech byly studovadny
Berkanimem a spol.”° a jejich pribéh je zndzornén schéma-
tem 5.

2.2.3. Katalytické viastnosti zeolitu Beta

Creyghton a spol.?"* studovali stereoselektivni redukci
4-terc-butylcyklohexan-1-olu v kapalné fazi na zeolitu H-
-Beta. Bylo zjisténo, Ze aktivita katalyzdtoru H-Beta vzristd
s teplotou jeho aktivace za hydrotermdlnich podminek, a ze
katalyzdtor vykazoval vysokou cis-stereoselektivitu. Navic
tento katalyzdtor se ukdzal jako zcela regenerovatelny bez
ztraitiy aktivity a selektivity. Van der Waal, Tan a van Bek-
kum?? studovali aktivitu Ti-Beta zeolitu ve stejné MPV reakci.
Byla opét nalezena velmi vysokd selektivita okolo 98 % na
cis-izomer, kterd byla taktéz vysvétlena omezenym tranzitnim
stavem piechodového komplexu koordinovaného k Lewisov-
sky kyselému titanovému centru. MPV redukce 4-terc-butyl-
cyklohexan-1-onu byly také provadény v kapalné fazi riznymi
sekunddrnimi alkoholy (propan-2-ol, butan-2-ol, pentan-2-ol
a hexan-2-ol). Rostouci délka fetézce alkoholu neméla zadny
vliv na aktivitu a selektivitu reakce. Vysledky ziskané s riiz-
nymi pevnymi katalyzatory jsou uvedeny v tabulce L.

Katalyzdtor byl po reakci izolovan z reakcni smési filtraci
a reaktivovdn pii 550 °C. Bylo zjisténo, Ze aktivita katalyza-
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Schéma 5. Reakce cyklopentanolu v pfitomnosti cyklohexanonu pri
350 °C na amorfnich oxidech kovti a zeolitech

Tabulka I

MPV redukce 4-terc-butylcyklohexan-1-onu propan-2-olem
na 4-terc-butylcyklohexan-1-ol katalyzovand riznymi pev-
nymi katalyzatory

Katalyzdtor® Si:Al Konverze Selektivita® cis:trans
[%] [%]

Na-Beta 12,5 32 >905 96:4
NH,-Beta 12,5 30 >95 95:5
Si-Beta >5000 0 - -
Na-Y 2,5 0 - -
NH,~Y 25 0 - -
USY 2,5 (objemoveé) 24,4 ca 85 9:91
NH,~-MOR® 6.5 0 - -
deal-MOR® 32 0 - -
H-MCM-41° 15 10 ca 80 10:90
Na-MCM-41¢ 15 10 >95 10:90
H-MCM-22 15 33 ca25 24:76
HA-HPV 2 19 >95 9:91
v-ALO, - 45 >95 9:91

 Teplota aktivace 500 °C, b gelektivita na alkohol, © teplota
aktivace 430 °C

toru se po reaktivaci mirn& zvysila pii zachovani selektivity®,
coz indikovalo tvorbu dalSich aktivnich center béhem kalci-
nace katalyzdtoru.

Z tabulky I je patrno, Ze mordenit (NH; nebo dealumino-
vané formy) nebo Y (NH; nebo Na*-forma) nejsou aktivni pro
tuto reakci. Pro mordenit je toto vysvétlovano limitn{ velikost{
péri tohoto typu zeolitu (7,0x6,5 A) v kombinaci s jednoroz-
mérnymi kandly. Adsorpcni experimenty ukdzaly, Ze molekula
4-terc-butylcyklohexan-1-onu (6,4x5,8x9,6 A) nebyla schop-
na dosdhnout potiebné koncentrace v mikropdrech zeolitu pii
pouzitych teplotich®. Avsak butan-2-on, ktery mohl vstoupit
do péri mordenitu, nebyl propan-2-olem také redukovin.
Z toho vyplynulo, Ze mordenit nemd schopnost vytvofit aktiv-
ni strukturu Al center katalyzujici MPV redukci, piipadné, ze
v monodimenziondlnich kandlech mordenitu neni mozné lo-
kalizovat tranzitini reak¢ni komplex. Také Na-Y, NH,~Y
nejsou aktivni v MPV redukci, pfestoZe maji vstupni otvory
dostatecné veliké (7,4 A) jak pro vstupujici 4-terc-butylcyklo-
hexan-1-on, tak pro vystupujici 4-ferc-butylcyklohexan-1-ol.
To je vysvétleno nepiitomnosti specifickych Lewisovych ky-
selych mist*""*> které jsou tvofeny pouze uréitymi strukturami
hlinikovych center.
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Tabulka IT
MPV redukce cyklickych ketonl katalyzovand zeolitem Ti-
-Beta

Substrat TOF* Konverze® Selektivita®
[%] [%]
Cyklopentanon 0,46 11,0
Cyklohexanon 0,80 26,9
2-Methylcyklohexan-1-on 0,28 8,8 60:40
3-Methylcyklohexan-1-on 0,74 25,8 30:70
4-Methylcyklohexan-1-on 1,04 33,7 99:1
2-terc-Butylcyklohexan-1-on 0,00 0,0
4-terc-Butylcyklohexan-1-on 2,26 64,9 98:2

# Turn-over-frequency, tj. pocet reakénich obratii na jednom
aktivnim centru za ¢asovou jednotku, b konverze a selektivita
po 6 hodindch reakce

Tabulka IIT
MPYV redukce 4-terc-butylcyklohexan-1-onu, katalyzovand ka-
talyzdtory obsahujici Ti pfi refluxu propan-2-olu

b

Katalyzdtor TOF* Konverze”  Selektivita
(b [%] cis:trans®

Ti-Beta (69)° 2,26 64,9 98:2

Ti(OiPr),* 0,0

Ti-MCM-41 (66)° 0,0

Al-Beta (11,2)% >12 100,0 95:5

Si-Beta 0,0

? Turn-over-frequency, tj. pocet reakénich obrati na jednom
aktivnim centru za ¢asovou jednotku, b konverze a selektivita
po 6 hodinéch reakce, © hodnota v zdvorce uréuje bud pomér
Si:Ti nebo Si:Al, ¢ pouzito 0,25 mmol katalyzdtoru

Tabulka IV

Vliv kationtid zeolitu Beta na stereoselektivitu MPV redukce
4-terc-butylcyklohexan-1-onu propan-2-olem na cis-4-terc-
-butylcyklohexan-1-ol

b

Kation Polomér cis:trans
v zeolitu Beta kationtu® [A]
Li* 0,90 95:5
Na* 1,16 96:4
K* 1,52 98:2
Rb* 1,66 99:1
Cs* 1,81 99:1

 Koordinaéni &islo?’ je 6, ° selektivita na 4-terc-butylcyklo-
hexan-1-0l >95 % ve vsech piipadech; konverze >95 %

Pro aktivitu katalyzdtoru v MPV reakci jsou potiebnd
koordina¢né nenasycend hlinita centra, kterd mohou reagovat
s alkoholem za tvorby aktivniho alkoxidu a zdroven umoznuji
koordinaci molekuly ketonu. Pfedpokldda se, Ze koordina¢né
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nenasycend hlinitd centra vytvaii mimomiizkovy hlinik, ktery
je ¢astecné hydrolyzovan ze skeletu zeolitu a zptisobuje jednak
defekty uvnitt zeolitu, jednak specifickd Al centra. To vysvé-
tluje, pro¢ zeolit USY, ktery byl vytvofen hydrotermalnim
postupem, pfi kterém je Al uvolilovan ze skeletu je aktivnim
katalyzdtorem. Toto plati i pro méné krystalické materidly
jako MCM-41, pokud obsahuji Al ve skeletu syntetizovanych
mesoporeznich materidld.

Vyhodou zeolitu Al-Beta je vysokd selektivita pro termo-
dynamicky méné stabilni cis-alkohol, ktery je obvykle Za-
dangjiim izomerem. Oba katalyzatory'*' (Al-Beta, Ti-Beta)
projevily vysokou stereoselektivitu na cis-4-terc-butylcyklo-
hexan-1-ol. Tato stereoselektivita mize byt vysvétlena pred-
pokladem dvou rznych tranzitnich stavii v pérech zeolitu
Beta. Bylo zjisténo, Ze aktivita zeolitu Al-Beta vzristd s teplo-
tou aktivace. V podstaté tplnd konverze ketonu na 4-ferc-
-cyklobutylhexan-1-ol a vysokd selektivita (cis:trans = 95:5)
byla ziskdna s Beta zeolitem aktivovanym pii 600 °C. Vzrist
katalytické aktivity s rostouci teplotou aktivace ukazuje, Ze
aktivni katalytickd mista nejsou pouze koordina¢né nenasy-
cené hlinikové ionty, ale specielni Lewisova kyseld centra,
vytvofend vysokou kalcinaéni teplotou. Z IC méfeni bylo
patrné, ze pro Al-Beta jsou tato centra tvofena z Cdstecné
hydrolyzovanych Al atomt a mohou se tvofit jiZ béhem od-
stranéni templdtu ze syntetizované formy zeolitu. Koncentrace
a struktura téchto center zdlezi na podminkach aktivace, tj.
teploté a hydrotermalnich podminkéch.

Nasledujici slozen{ produktii z kinetického hlediska bylo
ziskdno v MPV redukci 2-, 3- a 4-methylcyklohexan-1-onu
(tabulka II) na Ti-Beta katalyzatoru. Pfi redukci methylcyklo-
hexanonl bylo pozorovdno, Ze 4-izomer reagoval relativné
rychle a poskytoval produkt fizeny termodynamicky. 2- a 3-
-Methylcyklohexan-1-ony reagovaly velmi pomalu a posky-
tovaly produkty fizené kineticky (cis:trans = 60:40, 30:70). To
je pravdépodobné zplsobeno blizkosti methylové skupiny
a katalytického mista'. Dochdzi k deformaci cis-tranzitniho
stavu a k nizké selektivité a aktivité. Objemné;jsi 2-terc-butyl-
-cyklohexan-1-on nemohl byt za téchto podminek vibec re-
dukovdn vzhledem ke sterickému branéni aktivnich poloh®.

Vzhledem k tomu, Ze MPV reakce jsou katalyzovany
Lewisovymi kyselinami, byly studovdny jako katalyzatory
redukce 4-terc-butylcyklohexan-1-onu také dalsi zeolity obsa-
hujici titan®® (tabulka I11).

Jak je vidét z tabulky III, Ti-Beta je schopen katalyzovat
MPYV redukci, ale s mensi aktivitou (nizsi hodnota TOF) nez
Al-Beta. Je zajimavé, Ze dal$i materidly obsahujici Ti byly
v MPV redukci zcela neaktivni. Vysokd selektivita Ti-Beta na
termodynamicky méné stdly cis-alkohol vypovida o skutec-
nosti, ze reakce probihala uvniti kandlové struktury zeolitu
Beta. To také indikuje, Ze titanové centrum v Ti-Beta ma
znacné kyselé Lewisovské vlastnosti.

2.3. Tvarova selektivita MVPO reakci

Tranzitni stavy, které vedou k cis- a trans-alkoholim se
znacéné lis{ také podle jejich umisténi v pérech zeolitu Beta
(obr. 1).

V tranzitnim stavu, vedoucimu k cis-izomeru, ma alkoxi-
dovy intermedidt linedrnf{ tvar, ktery se dobie uspotfddd v ka-
ndlu zeolitu, zatimco tranzitni stav frans-izomeru je prosto-
rove velmi ndro¢ny. Tato tvarova selektivita tranzitniho stavu
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vede pii redukci 4-terc-butylcyklohexan-1-onu pievdzné ke
vzniku cis-4-terc-butylcyklohexan-1-olu.

Stereoselektivita zeolitu Beta® v MPV redukci 4-terc-bu-
tylcyklohexan-1-onu na odpovidajici cis-alkohol odpovidala
také velikosti kationtu iontové vyménéného v zeolitu (tabul-
ka IV), coz svédci o tom, Ze reakce probihala v mikroporech
zeolitické struktury.

Alkalické kovy a kovy alkalickych zemin zvySuji cis:trans
stereoselektivitu v disledku sniZzeni volného objemu vnitin{
kanalové struktury'.

3. Zavér

Heterogenni katalyzatory MPVO reakci zahrnuji kovové
amorfni oxidy a zeolity. Jejich aktivita se vztahuje k jejich po-
vrchové zdsaditosti nebo Lewisové kyselosti. V préci jsou di-
skutovany predevsim katalytické vlastnosti alumosilikatu a ti-
tanosilikdtl zeolitické struktury Beta, jejichz aktivita v MPVO
reakcich byla teprve neddvno publikovédna. Bylo zjisténo, ze
Al-Beta a Ti-Beta jsou regenerovatelné vysoce cis-stereose-
lektivn{ katalyzatory MPV redukce a doplitkové Oppenauero-
vy oxidace. Stereoselektivni vlastnosti jsou zplisobeny selek-
tivitou tranzitniho stavu v mikropérech zeolitu. Aktivni mista
Al-Beta jsou tvofena hlinikovymi nebo titanovymi kationty,
které nejsou zcela vdzany ve skeletu zeolitické struktury,
avsak jsou lokalizovany v mikropérech zeolitu. Titanova cen-
tra s Lewisovymi vlastnostmi v zeolitu Ti-Beta vykazuji ana-
logii s hlinitymi centry v zeolitu Al-Beta. Vzhledem k niZzs{
kyselosti Ti-Beta je vhodnéjsim katalyzdtorem nez Al-Beta
pro Oppenauerovu oxidaci, protoZe je sniZena pravdépodob-
nost aldolové kondenzace ketonu a rozpoustédla.
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1. Uvod

V chemickém primyslu se setkdvdme s vyrobnami s vel-
kym mnozstvim vzdjemné propojenych aparatti a s vyznamny-
mi interakcemi hmoty, energie a hybnosti. V zafizeni se zpra-
covavaji slozité smési rozmanitych chemickych ldatek casto
nestandardniho chovdni{ v Sirokém rozmezi pracovnich pod-
minek (teplot, tlakd, koncentraci apod.). Modely jednotlivych
aparatt obvykle vyzaduji feSeni soustav nelinedrnich algebra-
ickych a diferencidlnich rovnic, v nékterych pripadech (kolo-
ny) i velmi rozsahlych. Presto je modelovani jednotlivych
operaci dobfe propracovédno a patii ke standardnim metoddm
chemického inZenyrstvi. Naproti tomu chovédni vyrobni linky
jako celku nelze predpovédét bez slozitych vypoctd. Vzhle-
dem ke slozitosti systému se fadi simulace celé vyrobni linky
mezi obtiznéjsi tlohy. U kontinudlnich vyrob ve staciondr-
nim stavu bylo feSeni téchto problémi vyznamné usnadnéno
existenci univerzdlnich simula¢nich programt. Problematice
je vénovana rozsdhld literatura, z nejdostupnéjsich praci lze
uvést' ™,

Relativni dokonalost a snadné ovlddan{ v pifjemném uzi-
vatelském prostiedi vytvéii zidealizované predstavy o bezpro-
blémovém pouzivani univerzdlnich simulacnich programa.
ZkuSenosti se simulacnimi programy vSak ukazuji, Ze pies
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jejich univerzalnost a uzivatelsky komfort by mél byt uzivatel
i po potfebném zaSkoleni maximdlné€ obezfetny. Pfi feSeni re-
dlnych primyslovych kol se vyskytuji problémy, napt. s vy-
bérem modeld aparatt, s popisem fyzikdlné-chemickych vlast-
nosti, se ziskdvanim provoznich a konstruk¢nich dat apod.,
které zptisobuji, Zze vysledky modelu neodpovidaji skute¢né-
mu chovdni vyrobniho zafizeni. O nékterych z téchto problé-
mi se diskutuje v této préci.

2. Cile simula¢nich vypoc¢tu v chemickém

pramyslu

Povrchnimu pozorovateli by se mohlo zddt, Ze simulacni
vypocty slouzi na jedné stran¢ pracovnikim védy a vyzkumu
k vytvéfeni publikaci a ziskdvani piislusnych bodd a na druhé
stran¢ pracovnikim primyslu, kterym osviceny $éf umoznil
praci se simulacnim programem, k pfijemnému vyplnéni ne-
mnohych volnych chvil testovanim rliznych moznosti systé-
mu. Ve skutecnosti by vSak simulac¢ni vypocty mély slouzit
jednomu hlavnimu cili, a to dspofe finan¢nich ndkladu, resp.
vytvéfeni zisku. Toho Ize dosdhnout riiznymi zptsoby, z nichz
lze uvést :

1. Ziskani dikladnych znalosti o chovdni celého systému,
zejména o interakcich mezi jednotlivymi jednotkami vy-
robnf linky, které jsou v chemii spojeny recykly nejriiznéj-
§i drovné, sdilenim tepla apod.

Urceni funkce vyrobni linky pfi zméné vstupnich proudi
(zejména odezva na zmény jakosti surovin, koncentrace
zpracovavanych latek apod.).

Urceni chovani linky pfi zméné nékterého aparatu (pomér-
né Castd vymeéna aparatd vynucend v chemickém pramyslu
zejména korozi byvd spojena se zménou rozmérd, popt.
typu aparatil, nékdy i zménami propojeni a rozmisténi).
Zjistovani dicinku zmén provoznich podminek na rezim
vyroby (jde zejména o zjisténi citlivosti nékteré velic¢iny,
napf. stupné pfemény v reaktoru na zmény teploty, tlaku
apod.).

Vyhleddvani izkoprofilovych ¢ldnki vyrobni linky, simu-
lace ndvrhti na jejich odstranéni a ndsledujici intenzifikace
vyroby.

Upravy technologického rezimu vedouci ke sniZeni ener-
getické ndrocnosti vyroby, kterd byva v chemickém pra-
myslu vysokd.

Upravy technologického rezimu vedouci ke sniZeni zati-
Zeni zivotniho prostiedi, které patii v chemickém pramys-
Iu mezi zdkladn{ problémy.

Zlepseni fizeni technologického procesu, resp. v prvni fazi
ziskani podkladi pro ndvrh automatizovaného systému
fizeni.

Skolent obsluhy, zejména ziskani citu pro i¢innost jednot-
livych zdsaht do provozniho rezimu a mozné zdroje potizi
pro velky rozsah provoznich podminek (schopnosti i dobie
vyskolené obsluhy fesit havarijni problémy pfi dlouhotr-
vajicim bezporuchovém provozu prudce klesaji, k napravé
mize slouzit pravé simulace).
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Obr. 1. Struktura simula¢niho programu

Ke splnéni stanovenych cild je tieba, aby vysledky simu-
lacnich vypocti byly verifikovany a kriticky posouzeny z hle-
diska presnosti a pouzitelnosti, a aby z nich byly vyvozeny
praktické zdvéry.

3. Nastroje simulace chemickych procesu

Simulace chemickych procest vyzaduje znalosti simulo-
vaného procesu (technologie), chemického inzenyrstvi (mo-
dely apardt), fyzikdlni chemie (metody termodynamického
popisu chemickych systémi) a vypocetni problematiky (nu-
merické metody, nalezeni pofadi vypoctti u systémda s recykly,
zrychlovani konvergence a optimalizace). Proto byla k usnad-
néni vypoctll vyvinuta fada univerzdlnich simula¢nich pro-
gramt, které osvobozuji uzivatele od rutinni préace (af uz prac-
nych ru¢nich vypocti nebo sestavovani programi) a umoziiuji
se soustfedit na tviréi ¢innost. Z ptivodnich implementaci na
sdlovych pocitacich spojenych s ddvkovym zpracovanim se
vyvinuly moderni interaktivni programy implementované na
osobnich pocitacich a opatfené sou¢asnymi standardnimi prv-
ky grafického uzivatelského rozhrani (okna, menu, inteligent-

Zpétnovazebni smycky ovlivnéni SIMULACNI Simulaéni Iteracéni pr(zcedury
Optimalizace prib&hu PROGRAM algoritmy Urychlovace
simulace konvergence
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ni formuldfe apod.). Z nejznaméjsich jmenujme napt. PRO/II,
ChemCAD, HYSYS nebo ASPEN PLUS. Jejich struktura,
filozofie pouziti i moznosti jsou velmi podobné a lisi se spise
z hlediska komunikace s uzivatelem.
Jednotlivé simulac¢ni programy maji nékolik spole¢nych
zdkladnich ¢4sti', mezi které mj. patii:
a) komunikace s uzivatelem (vstup dat, prezentace vysled-
ki),
b) algoritmy pro fizeni simulacniho vypoctu — ve vétsiné
piipadd se pouzivd sekven¢né-moduldrni metoda,

¢) knihovna jednotkovych moduld,

d) knihovna fyzikdlné-chemickych vlastnosti a databdze fy-
zikdlné-chemickych dat,

e) ndstroje pro ovlivnéni simula¢niho vypoctu uzivatelem —
zpétnovazebni smycKky, citlivostn{ analyza, optimalizacni
procedury,

) pomocné sluzby — grafické prostiedky, zpracovani expe-

rimentdlnich dat regresnimi metodami, odhad konstant

fyzikdlné-chemickych vztahti, ekonomické vyhodnocent,

aj.

Zdkladni struktura obecného simula¢niho programu je
prehledné zndzornéna na obr. 1.



Chem. Listy 95, 283 — 287 (2001)

4. Nékteré problémy pri realizaci simula¢nich
vypocti

V této kapitole vychazime ze svych dlouholetych zkuse-
nosti se simulaci primyslovych procesu. Jiz v letech 1973-76
jsme se tcastnili prvni takové akce v tehdejsim Ceskosloven-
sku—simulace vyrobny kyseliny sirové ve Spolané Neratovice
pomoci simulac¢niho programu Pacerovského typu na dérnych
stitcich™. V simulacnich vypoctech jsme dédle pokracovali
(napf.6) az po zatim posledni simulaci zafizeni na ciSténi
surového generdtorového plynu’.

Pfed zahdjenim simulaci je nutnym prvnim krokem stano-
veni dobfe definovanych, realistickych a ucelnych cild. Od
nich se odviji ndroky na presnost a zdkladni pfedpoklady
modelt, vybér proménnych a postup simulace. Konecny cil
vypoctl by mél byt ekonomicky (sniZeni ndkladi, minimali-
zace poCtu experimenti), i kdyZ se pracuje prevazné s fyzikal-
nimi parametry. Od zacdtku je tieba sledovat, zda vynalozZené
prostiedky jsou adekvdtni cilim simulace. Proto se po celou
dobu testuje, zda nelze pouZzit jednodussich modelt (linedr-
nich), zda nelze pouzit jednodussich (modelovych) smési 14-
tek, zda nelze zjednodusit vypocetni schéma atd.

4.1. Analyza topologie procesu
a sestaveni vypocetniho
schématu

Pii sestavovdni vypocetniho schématu podle technolo-
gickych vykresd je tieba si kldst otdzky typu: kterd potrub{
se skute¢né pouzivaji, kterd slouzi jen k najizdéni/odstavo-
vani linky ¢i k havarijnim dcelim (nouzové precerpdvani).
Dile, které cdsti vyroby jsou relevantni cilim tlohy, zda je
nutné zahrnout i chladici hospodafstvi, vodni okruhy apod.

pologického schématu. Na druhé strané je tieba se ptdt, zda
jsme nezapomnéli na nehmotné proudy, napf. energetické
(prostup tepla z kondenzdtoru jedné rektifikacni kolony do
vardku druhé v zafizeni na déleni Vzduchu4), konanou préci ¢i
vstup elektrické energie do dmychadla pfi vyrobé kyseliny
sirové*”,

Nemeélo by se zacinat s plnou formulaci tilohy, na zac¢atku
by se uzivatel mél vyhnout zbyte¢nym recykltim.

4.2. Modely apardta

ProtoZe simula¢ni program md pro nékteré jednotkové
operace k dispozici né€kolik modeld, musi byt uzivatel schopen
posoudit vhodnost pouziti jednotlivych modelti pro danou
dlohu. Zacate¢nik obvykle voli modely co nejpiesnéjsi a tudiz
méli uprednostiiovat modely jednodussi (bilan¢ni). Komplex-
néjSi uzly se simuluji oddélené a postupné se zafazuji do
simula¢niho programu. Odstratiovadni problémd s modely ob-
vykle ztéZuje nedostatecny popis modeld a vypocetnich rovnic
v uzivatelskych manudlech.

Dilezitou otdzkou pro feSitele je, jak 1ze pocet aparati
redukovat. Napf. filtr sifi¢itého plynu 1ze zahrnout jako tlako-
vou ztratu do nésledujictho aparatu, nebo pfi staciondrni simu-
laci neni tfeba uvaZovat zésobnﬂ<y2. Nékdy Ize vice operaci
sloucit a pouzit zjednoduseny model, napt. misto reaktorového
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uzlu model s pevné zadanou konverzi, misto separa¢niho uzlu
model s pevné danym rozdélenim.

A naopak, nesmi se zapomenout na modely v technologic-
kém schématu specidlné nevyznacené jako je vétveni a spojo-
véani potrubi — modely misic¢d a déli¢a.

4.3. Databanka fyzikdlné-chemickych
vlastnost{

Dulezitou soucdsti simula¢niho vypocétu je modelovani
fyzikdlné-chemického chovdni zpracovdvanych litek, zejmé-
na stavového chovani a popisu fazovych rovnovah. Neni tieba,
aby uzivatel sestavoval modely fyzikdlné-chemickych vlast-
nosti, ale mus{ byt schopen posoudit a vybrat vhodny model
z knihovny podle rozsahu teplot, tlakd a koncentraci, podle
typu latek (elektrolyty, polarni a disociované slouceniny, ne-
idedlni smési atd.). V ndpovédé byva doporuceni jak pro typ
latek, tak pro rozsah stavovych podminek. Modelovani fyzi-
kadlné-chemickych vlastnosti miZe zptisobovat pfi simulacich
vice problému nez modelovéni apardtd. Proto doporucujeme
v pripadé pochybnosti konzultovat fyzikalniho chemika. Po-
dobné jako u jednotkovych operaci povazujeme i u termody-
namickych modeld popis v uzivatelskych manudlech za nedo-
statecny.

Pti praktickém feSeni je vyhodné nejprve ovérit fyzikdlné-
-chemicky model na jedné jednotkové operaci. Smési slozek
podobnych vlastnosti miizeme chdpat jako jednu pseudosloz-
ku (napf. ropné frakce). Simulacni programy maji obvykle
apardat pro definovani jejich vlastnosti.

Napf. plyndrenstvi se povazuje za oblast, kde 1ze s vyho-
dou univerzdlni simulacni programy pouZzivat, protoZe orga-
nické latky nedélaji pfi vypoctech takové potize jako silné
poldrni a silné€ disociované slouceniny. Piesto jsme pfi simula-
ci procesu na ¢isténi generdtorového plynu méli znacné pro-
blémy (nemisitelné smési, tiifdzové smési apod.), které vedly
ke Spatné konvergenci nékterych modeld. Byly zfejmé zpiso-
beny numerickymi vlastnostmi pouzité stavové rovnice v ex-
trémnich stavovych podminkdch. Proto je tieba mit dostatek
informaci o pouzitych modelech fyzikalné-chemickych vlast-
nosti a mit moZnost volit/zaménit pouZzity model.

4.4. Vstupni data

Pii modelovéni primyslového zafizeni byvd nepiijemnym
problémem ziskdni dostatecného poctu tidajl o aparatech a prou-
dech. Obecné mohou byt zdrojem potfebnych dat méreni
v provozu, technologicky reglement, technickd (zejména vy-
kresovd) dokumentace a odbornd literatura (encyklopedie,
internet). V idedlnf situaci jsou zndmy parametry vstupnich
proudd a parametry apardti a poCitaji se parametry vystupnich
proudi (zdkladni simulacni tiloha — open simulation). Realita
je vsak vice ¢i méné od tohoto idedlniho stavu vzdélena.

To se ndm potvrdilo napf. v nasem posledné feSeném
pfipadé simulace procesu na ciSténi generdatorového plynu.
Nepodafilo se napft. zjistit pocty teoretickych pater v kolondch,
proto jsme dcinnost patra odhadli. Rovnéz se nepodafilo zjistit
udaje o vnitfnich proudech systému, jejichz znalost jednak
usnadiuje ladéni modelu po ¢dstech, jednak umoziuje nasta-
vit parametry modeld jednotlivych aparétt (napf. pravé poctu
teoretickych pater). Vstupni a vystupni proudy ze systému jsou
obvykle znamy, piesto se v naSem piipadé vyskytly urcité
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potiZe, protoZe u méné vyznamnych proudd, jako byl v uve-
deném piipadé benzin, je zndma jen hodnota ro¢ni produkce
a prepocet na hodinovy pritok mtize byt zatiZzen zna¢nou
chybou danou pfesnosti idaje o fondu pracovni doby. Dal§im
problémem je pouzivani primérnych didaji, zatimco skutecné
hodnoty béhem roku vyznamné kolisaji. Uvedeny provoz
je instalovan pod §irym nebem a pracuje za nizkych teplot az
—60 °C, takze vliv klimatickych podminek na teploty je pfi
nedokonalé izolaci evidentni. Obsah sulfanu, stejné jako spal-
né teplo plynu rovnéz znacné kolisaji podle okamzité kvali-
ty, resp. sirnatosti t€Zeného uhli. Standardni problémy jsou
s presnosti provoznich méfeni, popf. jejich rozsahem (napf.
analyza uhlovodikli v surovém plynu se provddi jen do C,,
takze zbytek byl dopocten z produkce benzinu, resp. slozky
s obsahem pod 0,1 % jsme zanedbali). Chyba méfeni nemusi
byt zplisobena méficimi pfistroji, ale napf. tim, Ze v rela-
tivné kratkych potrubich velkého priméru neni plyn smichany
za obchvatem vyméniku dostatecné promichdn. Opakujicim se
problémem pfi feSeni simulacnich tloh je vyvoj technologie
v Case, ktery neni adekvatné podchycen v dostupné dokumen-
taci. Zejména vykresovd dokumentace apardti byvd histo-
rickd, nehledé na korozi, zandSen{ apardtl apod.

4.5. Pfizpisobeni modelu redlnému
chovdani vyrobny

Pii sestavovani simula¢niho modelu piijimdme zjednodu-
Sujici predpoklady (uz kvili tomu, aby model nebyl prilis
slozity), resp. nezndme dostate¢né neékteré mechanismy mo-
delovanych déjti. Pouzivané empirické korelace (napf. pro
vypocet soucinitelli prestupu tepla) jsou zatizené chybou.
Z téchto a dalsich divodid vysledky vypocth zcela neodpovi-
daji skute¢nému chovdni aparatt ve vyrobné. Model obvykle
neumoziuje zdsah do programového kédu, ale jeho chovani
muZeme ovliviiovat nastavovanim hodnot riiznych parametra.
Pro dosazeni lepsi shody je vhodnéjsi pouZivat nastavitelné
parametry modeld odpovidajici mechanismu modelovaného
déje nez umélé korekéni koeficienty (nebo jak se fikd Cimr-
manovy konstanty). Napf. pfi simulaci trubkového vyméniku
tepla nebudeme podle vysledkti méfeni korigovat vystupni
teplotu, ale upravime faktor zneciSténi 1/0., v souciniteli pro-
stupu tepla

1 1
+—t+—
O, Oz

b

044,

1 )
k 2L 4
tak, abychom dosdhli shody v hodnoté vystupni teploty. Po-
dobné pri simulaci adiabatické vrstvy vanadového katalyzato-
ru na oxidaci SO, nebudeme podle zméfené konverze oxidu
sifi¢itého opravovat sloZeni vystupniho plynu, ale korigujeme
frekvencni faktor v rychlostni konstanté opravnym koeficien-
tem Z

-E

k=ZA efT

tak, aby vypocteny stupei pfemény na vystupu z vrstvy kata-
lyzétoru, resp. adiabaticky pfirdstek teploty byl ve shod¢ se
skutecnosti. Podobné u rektifikaéni kolony ménime pocet
teoretickych pater nebo i refluxni pomér, ktery muize zajistit
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prijatelnou shodu vysledki s realitou, byt se bude liSit od
pivodné zadané hodnoty.

4.6. Aktualizace simula¢niho modelu
a jeho dals{ vyuzivdni

Vzhledem k ndkladim vynaloZenym na vytvofeni simu-
lacniho modelu je zadouci, aby byl i po splnéni stanovenych
cild ddle vyuzivdn. K tomu je tieba zajistit, aby dostate¢né
presné zobrazoval skutecny stav vyrobny. Vzhledem k neusta-
lym zméndm v chemickych vyrobndch (dil¢i rekonstrukce,
vymény aparatt, provozni vlivy jako je zména aktivity kataly-
zatord, zanaSeni vyménikd, koroze apod.) je proto nutné, aby
byl model pribézné aktualizovan a jeho aktudlni stav doku-
mentovan. Z organizac¢niho hlediska je vhodné, aby pro tdrz-
bu a spravu modelu byl urcen jeden zodpovédny pracovnik.
Archivace standardni referencni verze a aktualizovanych verz{
véetné dokumentace vyzaduje urcity fad, ktery neziidka pfi-
spivd k uspésnosti dalsiho vyuzivani modelu.

4.7. DalSi{ mozZnosti vyuzivdni{
simulaénich programu

Simulacni programy poskytuji vyznamné moznosti i v dal-
Sich oblastech chemie. Jednd se mj. o tyto oblasti:

Redlné chovdni tekutin — pomoci modelt proudli nebo
napf. nékterych modeld vyméniku lze sledovat, jak se méni
stavové vlastnosti dané smési v zdvislosti na jejim stavu
a slozenf a podle vybéru stavové rovnice.

Termochemie — prakticky celou ji 1ze studovat pomoci
modelu adiabatického stechiometrického reaktoru.

Fazové rovnovahy — modely rovnovaznych destilac{ a né-
kterych vyménikl jsou vhodné pro sledovani dvoufdzovych
(kapalina—pdra) nebo tfifizovych (kapalina—kapalina—para)
rovnovah redlnych smési tekutin v zdvislosti na vlastnostech
vstupnich proudl a parametrech modelu jednotkové operace.
Pro systémy s vice kapalnymi fdzemi je mozno pouzit model
rovnovazného reaktoru zaloZeny na minimalizaci celkové Gibb-
sovy energie systému.

Chemické rovnovahy — pro modelovéni chemickych rov-
novih v homogennich a vicefdzovych soustavdch i je mozno
rovnéz pouzit model rovnovazného reaktoru. Je mozno nasta-
vovat mnoZstvi vybranych sloucenin ve vystupnich proudech,
inertni slouceniny, teplotni rozsah pro celkovou rovnovihu
systému nebo pro jednotlivé reakce a sledovat jejich vliv na
sloZeni a dalsi vlastnosti vystupnich proudd.

5. Zavér

Simula¢ni programy se neustdle zdokonaluji. BéZné vy-
uzivaji uzivatelské rozhrani MS Windows, zahrnuji stacionar-
ny modeld (napf. o apardty na zpracovani tuhé fize) atd.
Budoucnost maji komplexni systémy umoziujici vyvoj nové-
ho procesu, jeho navrh (projekci), simulaci, ekonomické zhod-
noceni a fizeni procesu. I pies neustdlé zdokonalovan{ simu-
lacnich programt vSak zGstdvaji nékteré problémy s jejich
vyuzivanim stejné a je tieba jim vénovat pozornost, aby vy-
sledky vypocti byly hodnovérné a celd simulace byla ekono-
micky efektivni. Snad k tomu prispéje i tato préce.
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J. Pozivil (Department of Informatics and Control En-
gineering, Institute of Chemical Technology, Prague): Prac-
tical Experience with Simulation of Complex Chemical
Continuous Processes

The paper deals with simulations of steady-state conti-
nuous chemical processes. Currently, user-friendly universal
simulation programs are available, which free the user from
routine programming work and allow him/her to concentrate
effort on creative work. Despite their seemingly easy use,
maximum caution is to be maintained when dealing with
industrial problems. Some problems associated with realiza-
tion of simulation calculations including instruction for their
solutions are described. The aim of this paper is to contribute
to enhanced reliability of simulation calculations and to in-
crease economic efficiency of simulations.
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1. Legislativni pozadavky kladené na cokoladu

Kakaové madslo tvoii podstatnou ¢4st cokolddy, ¢okolado-
vych polev a &dsteéné i kakaového prasku. Cokoldda je potra-
vindisky vyrobek, ktery md po celém svété az na malé odchyl-
ky stejné slozeni. Témér neexistuji ndrodni modifikace a tu-
diz horkd ¢okoldda, mlécnd cokoldda, pripadné hotkomlécnd
a smetanovd, jsou terminy znamé ziejmeé v kazdém jazyce.

Kdyz byla v 70. letech vytvdfena v Evropské unii potravi-
narskd legislativa, potom prvni pravni smérnice ¢. 73/241/
EHS (cit.") byla vypracovéna a schvilena pravé pro ¢okolddu.
Byly stanoveny minimdlni hodnoty kakaovych soucdsti a ma-
ximdlni hodnoty sacharosy v hotké cokoldd¢ a stejné parame-
try véetné mlécnych soucdsti v mlééné cokolddé. Kakaovymi
soucdstmi se mysli tukuprostd kakaovd suSina a kakaové ma-
slo. V této smérnici se hovorilo o tom, Ze neni povolen do
¢okoldd pridavek rostlinnych tukt jinych nez kakaové maslo.
Platnost smérnice v tomto bodé byla derogovédna na jednotlivé
stdty unie. TakZe v téch zemich, kde ndhrady kakaového masla
v ¢okoladé byly povoleny (napt. Velka Britdnie), se ¢okoldda
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vyrdbéla podle stdvajicich receptur, ale nebylo mozné tyto
vyrobky proddvat jako ¢okolddu do zemi, kde nahrady povo-
leny nebyly (napt. Némecko).

Od roku 1973, kdy smérnice ¢. 73/241/EHS vesla v plat-
nost, byly vedeny odborné a pravnické diskuse o tom, zda
pridavek dalsich rostlinnych tukii m@ze nebo nemiize byt
povolen. Pro pridavek dalSich rostlinnych tukd hovofila sku-
tenost, ze tyto tuky mohou vhodné ovliviiovat reologické
chovdni a skladovatelnost ¢okolddovych hmot a ¢okoldado-
vych vyrobkd. Proti pfidavku dal$ich rostlinnych tukd hovoti-
la pravnickd jednoznacnost stdvajici definice ¢okolddy a oba-
va, Ze povoleni ndhrad povede k dalSimu povolovani nihrad.

Teprve 15. bfezna 2000 ukoncila Evropskad unie tuto témer
tficetiletou debatu a povolila 5 % pridavku rostlinnych tuka
do cokoldd. Stdty Evropské unie jsou povinny do 36 mésici
toto rozhodnuti v¢lenit do soucasné potravinarské legislativy.
Nicméné vyrobce miiZze sdm rozhodnout zda bude priddvat
ndhradu kakaového madsla. Informace o piidavku se musi
objevit na obalu.

Cesky zdkon o potravindch? se ve své vyhldsce 334, oddil 5,
§22 v mnohém ptipomind EU smérnici. Jako u Zddné dalsi po-
traviny, je v piiloze ¢. 8 provedeno ¢lenéni cokoldd a ¢okolddo-
vych cukrovinek na druhy, skupiny a podskupiny a v pfiloze
¢.9 jsou jednoznacné definovany minimdlni a maximdlni hod-
noty slozeni jednotlivych typi cokolad a cokolddovych polev.

V tabulce I jsou uvedeny zdkladni analytické hodnoty
vybranych typii ¢okoldd a ¢okoldadovych polev. Cokolddami

Tabulka I
Vybrané chemické poiadavk;f na jakost ¢okoldd v hmotnost-
nich % vztazenych na susinu

Vyrobek  Kakaové Kakaovd suSina Sacharosa
maslo’ tukuprosta 3 celkova’ véetné
[%] [%] [%] néhrad cukrt
[%]

Cokolada

horkd =18 =14 235 -

mlécnd - 225 >25 <55

bild 218 <0,5 218 <55
Tabulka II

Priklad recepturniho slozeni hoiké, mlécné a bilé cokolady

Surovina Cokolada

horka mlécéna bila
Kakaovd hmota 46,7 11,8 -
Kakaové maslo 73 20,0 35
Sacharosa 45,5 43,1 40
Susené mléko odtu¢néné - 24,0 20
Lecitin 0,5 0,5 0,5




Chem. Listy 95, 288 — 294 (2001)

se rozumi hlavné tabulkové ¢okolddy a cokolddovou polevou
se rozumi hmota, ze které se vyrdbi ¢okolddové cukrovinky
formované (napf. viSné v ¢okoldde) a macené (napf. rumové
pralinky). Slozen{ ¢okoldd a cokolddovych polev se podstatné
nelisi.

V tabulce II je uvedeno recepturni sloZenf tfi typt cokolad.
Z tabulky je zfejmé, Ze se do ¢okolddovych hmot pfidava
kakaové maslo. Prazenim, drcenim, odstranénim rozdrcenych
slupek a mletim kakaové drti vznikd kakaova hmota, kterd
neobsahuje kakaové slupky. Kakaovd hmota je meziproduk-
tem pfi vyrobé cokolad nebo kakaového prasku a kakaového
madsla. Lisovdnim kakaové hmoty se ziska kakaové madslo
a kakaové pokrutiny, které se melou na kakaovy prasek. Od-
lisované kakaové maslo se pouziva zejména do receptur coko-
14d. Poptavka po kakaovém madsle je vyssi nez celosvétova
vyroba, coz je jeden z diivodi, pro¢ se pouzivaji jeho nahrady.
Ndhradami, vyrobenymi tzv. na miru, se daji ovliviiovat tech-
nologické vlastnosti ¢okoldd a ¢okolddovych polev. To zna-
mend, Ze je mozno ovliviiovat viskozitu hmot a odolnost vici
tukovému vykvétu. DilezZitd je také otdzka cen ndhrad. N4-
hrady kakaového mdsla jsou obecné levnéjsi ve srovnani
s kakaovym madslem. Cena nahrady zdleZi na jeji suroving,
typu ndhrady a celkové hospodarské situaci ve svété.

2. Definice nahrad kakaového masla

Pokud se ndhrady do ¢okoldd a cokolddovych polev prida-
vaji, pak nastdvd otdzka jejich stanoveni. Nahrady kakaového
madsla je pestrd skupina tukd, kterd se vyrdbi z riznych olejna-
tych surovin. Spole¢né maji nahrady to, ze se musi co nejvice
blizit svym sloZzenim kakaovému madslu, aby byly zajistény
stejné fyzikalni vlastnosti a tim i technologické chovani.

I kdyzZ se procentické zastoupeni jednotlivych acylglyce-
rolt 1isi podle pivodu kakaového madsla, existuje urcitd zako-
nitost v jeho struktufe. Pro triacylglycerolovou strukturu ka-
kaového masla je charakteristické, Ze druhé postaveni v tri-
acylglycerolu je vétsinou obsazené nenasycenymi mastnymi
kyselinami. Nasycené mastné kyseliny se vétSinou nachézeji
v postaveni 1 a 3. SloZeni triacylglycerolu je ndzorné z nésle-
dujictho schématu

{CH,-S nebo P
|

,CH-O nebo L
|

4CH,—S nebo P

kde S je kyselina stearovd, P je kyselina palmitova, O je
kyselina olejovd, L je kyselina linolovd.

Kyseliny palmitovd, stearovd, olejovd a linolovd tvori
zhruba 95 % vsech kyselin v kakaovém madsle. V menSim
mnozstvi se vyskytuji kyseliny myristovd, linolenovd, aracho-
vd a behenova. Primérné slozZeni triacylglycerolti v kakaovém
masle je patrné z prehledu v tabulce II1.

Kakaové maislo je polymorfni, tedy krystalizuje v mnoho-
sténech odlisného tvaru. V ptipadé kakaového masla jsou jeho
polymorfické vlastnosti ddny polymorfickou povahou prevla-
dajicich frakei kakaového madsla, tj. triacylglycerolti POP,
POS a SOS. U kakaového madsla je polyformismus zpisoben
riznymi moznostmi stoCeni a podélnych uskupeni fetézci
mastnych kyselin.

Referaty
Tabulka IIT
Slozeni triacylglycerold v kakaovém masle?!
Pocet uhlikt Obsah Triacylglycerol®
v triacylglycerolu  [%]
0,3-0,5 PPP, POM
50 15,2-22,7  POP, PPS, MOS
52 45,4-47,1  POS, POO, PSS
54 28,0-38,0  SOS, SO0, POA, SSS, 000
48 1,4-1,6 SOA, SSA
68 0,1-0.4 AOA

"M —kyselina myristova (14:0), P —kyselina palmitova (16:0),
S —kyselina stearovd (18:0) A —kyselina arachidonovd (20:0),
O — kyselina olejova (18:1), linolova (18:2) nebo linolenova
(18:3)

Tabulka IV
Prehled krystalickych forem kakaového masla

Krystalickd  Bod tani Systematickd Krystalicka
forma [°C] nomenklatura struktura
1 17,3 B, (sub o)(y) -
11 23,3 o-2 hexagondlni
I 25,5 B,-2 ortorombickd
v 27,5 B,-2 ortorombickd
\% 33,8 B,-3 triklinickd
VI 36,2 B,-3 triklinickd

Kakaové maslo krystalizuje v Sesti krystalickych formach,
které byvaji oznacovany fimskymi ¢islicemi I az VI nebo jako
u ostatnich triacylglycerolii feckymi pismeny (tab. IV). Ozna-
¢eni feckymi pismeny se v jednotlivych publikacich mirné lisi,
posledni dvé formy byvaji jednoduseji ozna¢ovén jako -V

bod tani. Nejkratsi zivotnost md y forma, kterd rychle prechdzi
na o formu.

Proces krystalizace kakaového madsla probihd v nékolika
stupnich. Induk¢ni perioda je ndsledovana nukleaci a potom
rustem krystalti a konecné dochdzi k vytvoreni pevného stavu.
Délka jednotlivych period velmi zavisi na teploté tekuté hmo-
ty. Pfi temperaci ¢okolddovych hmot, coz je dulezity technol-
gicky krok pfi vyrobé ¢okolddy, probihaji vSechny faze po-
stupné krystalizace kakaového madsla. Pravé technologicky
spravné vedend temperace, tj nukleace a krystalizace kakao-
vého mdsla v cokolddové hmoté, chlazeni a potom skladovédni{
¢okoldd pii teplotdch kolem 18 °C zaru¢i dokonaly lesk ¢oko-
lad. Stdld modifikace B-V vznikld pii temperaci pozvolna
prechdzi na formu B-VI, coZ je dlouhodoby proces, ke kterému
dochazi pii skladovani hotového produktu. Dobfe temperova-
nd ¢okoldda se poznd podle jemné, zcela homogenni struktury,
podmitiujici souc¢asné jemnou rozplyvanou chut, podle tvrdé
konzistence, lasturovitého lomu a lesklého povrchu.

Tukovy vykvét, coz je Sedavy povrch ¢okoldd, je ditkkazem
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$patné temperace, Spatného skladovani a piipadné i nevhod-
nym misenim jinych tukt s kakaovym maslem.

Néhrady kakaového madsla se rozdéluji podle svych vlast-

nosti a moznosti pouziti do dvou hlavnich skupin:
1) Smisenim s kakaovym maslem vznikd soustava, kterou je
nutné temperovat, nebo-li tuky svymi chemicko-fyzikalnimi
vlastnostmi co nejblize kakaovému maslu (Equivalents CBE,
ptipadné Improvers CBI).

Tyto tuky lze misit v libovolném poméru s kakaovym
madslem, protoZe slozenim triacylglycerold a mastnych kyselin
jsou velmi podobné kakaovému madslu a tudiz pfi tuhnuti
poskytuji stejné krystalické struktury.

Tyto ndhrady mohou tvofit 25 az 30 % tukové faze ¢oko-
ldadové hmoty. Vyrdbéji se nejcastéji frakcionaci tuki obsahu-
jicich triacylglyceroly podobné kakaovému madslu. Jsou to
rostlinné tuky z tropickych rostlin, napt. z ofechd Shea, Illipe
a urcité frakce palmového oleje.

Skupina Equivalents je na trhu uvadéna jako tzv. tuky bez
obsahu mastnych kyselin se stfedné¢ dlouhym uhlikatym fetéz-
cem, predevsim kyseliny laurové (12:0).

2) Smisenim s kakaovym madslem vznikd soustava, kterou
neni nutné temperovat, nebo-li tuky oznacované Replacers
(CBR) a Substitutes (CBS).

Tyto tuky jsou ¢dstecné misitelné az nemisitelné s kakao-
vym madslem. Ve smési s nimi ztrdci kakaové madslo své
charakteristické vlastnosti polymorfniho tuku.

Skupina tukl ozna¢ovand Replacers neobsahuje kyselinu
laurovou. Tyto tuky se ¢dstecné misi s kakaovym madslem.
Nevyhodou je nékdy pomalejsi tdni v ustech vyvolavajici
voskovou chut. Vyrobky piipravené z CBR maji dobry lesk,
lom, mechanickou odolnost a stabilitu proti oxidaci. Nahra-
dy typu Replacer se vyrdbéji hydrogenaci, transesterifikaci
a frakcionaci zejména sojového, fepkového, palmového nebo
bavlnikového oleje.
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Obr. 1. K¥ivka tuhnuti kakaového masla™; x — krystalicky podil
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Skupina tuk oznacovand Substitutes obsahuje kyselinu
laurovou a vyrabi se hydrogenaci a frakcionaci palmojadrové-
ho a kokosového oleje. Nahrady obsahujici kyselinu laurovou
se zacaly pouzivat diky dokonalé technologii pii vyrobé tukd,
kterd zcela eliminuje aktivitu lipas. Pfitomnost lipas totiz vede
k uvolnovdni kyseliny laurové, coz je pfi¢ina mydlové chuti
¢okoladové polevy. Laurové tuky CBS maji ostry bod tdn{
(kolem 34 °C), rychlé tdni a nizkou viskozitu v kapalném
stavu. TakZe jsou vhodné k vyrobé ¢okolddovych polev, napt.
na mrazené vyrobky.

Nihrady kakaového mdsla typu Replacers nebo Substitu-
tes se lis{ svymi chemicko-fyzikalnimi vlastnostmi od ¢istého
kakaového madsla. Lis{ se jejich chemické slozeni, UV spektra
a hodnoty absorbance pti 270 nm. Pfi technologii je tfeba dbat
jejich rozdilnych bodi tdni a tuhnuti, dilata¢nich, krystalizac¢-
nich a reologickych vlastnosti.

Nahrady kakaového maslo, patfici do druhé skupiny, se
pouZzivaji zejména v recepturdch cokolddovych polev, které se
vyrabéji z kakaového prasku. Primyslovy kakaovy prasek
obsahuje 10 az 12 % kakaového masla, cozZ je hodnota obsahu
kakaového masla, kdy jeSté dochdzi k jeho miseni s ndhradami
Replacer a Substitute a nevznikaji technologické potize. Co-
koldadové polevy vyrobené z kakaového praSku jsou urceny
predevsim pro trvanlivé pecivo, cukraiské vyrobky a mrazené
vyrobky.

3. Kvalitativni a kvantitativni stanoveni nahrad

U néhrad kakaového madsla, jako u jinych tukd, se stano-
vuji bézné
¢islo kyselosti,
peroxidové ¢islo,
jodové cislo,
obsah volnych mastnych kyselin,
ktivky SFC (Solid Fat Content).
Uvedené bézné analytické hodnoty, s vyjimkou kfivek
SFC, tézko mohou uréit o jaky typ ndhrady se jednd. V sou-
Casné dobé vsak spole¢nosti vyrdbé&jici ndhrady tukd vzdy
s pravodnim listem doddvaji pozadovand analytickd data, ale
také ddaj, o jaky typ ndhrady se jednd.

3.1. Nukledrni magnetickd rezonance
a skanovaci diferencidlni{
kalorimetrie

Kfrivky SFC, tj. kfivky tuhnuti jsou pro vyrobce ndhrad
kakaového mdsla, ale pfedevsim pro vyrobce ¢okoldd, velmi
dalezité. Krivky tuhnuti Cistych tukd se vétSinou stanovuji
pomoci nukledrni magnetické rezonance’ (NMR). K tomu
ucelu se pouzivaji Sirokopdsmové pristroje, které méfi rezo-
nanci jader vodikovych atomi tukd v magnetickém poli a sta-
novuji podil vodikovych jader v tekuté a pevné fazi v zavislosti
na teploté. Stejné kfivkzl je mozné urcit pomoci diferencidln{
skanovaci kalorimetrie”, avSak prvni zptsob je béZzné&jsi. Na
obr. 1 je typickd SFC kfivka kakaového mdsla. Ndhrady
kakaového mdsla musi mit takové chemické sloZeni, aby se
jejich krfivka SFC se co nejvice blizila kiivce kakaového
masla.

Dile jsou dilezité kiivky, které zachycuji misitelnost ka-
kaového masla s jinymi tuky, tak zvané iso-solid diagramy.
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Obr. 2. Misitelnost kakaového masla s nahradami (x, % = obsah
krystalické slozky); a — misitelnd ndhrada, b — ndhrada misitelnd jen
pfi nizkém obsahu kakaového mésla”’

Tyto kiivky zndzorniuji zavislost obsahu pevné faze ve smési
dvou tuki na teploté a sloZen{ smési (obr. 2).

Krivky SFC se pouzivaji k identifikaci kakaového mads-
la, jeho ndhrad a smési kakaového mdsla s ndhradami. Studu-
ji se moznosti miseni novych tukd a tudiZ jejich technolo-
gické moznosti® ™, Tyto techniky viak nebyly zatim pouZity
k analyze tukové faze cokoladovych vyrobki a tudiz k identi-
fikaci, zda bylo nebo nebylo pouzito ndhrady kakaového
mdsla.

3.2. Rentgenovd difrakce

Rentgenova difrakce je vyuzivana ke studiu krystalickych
forem kakaového mdsla, ndhrad a chemicky cistych triacylgly-
cerolt’. Tato metoda ve spojeni s metodami stanovujicimi
krystalicky podil md uplatnéni pii stanoveni technologickych
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vlastnosti ndhrad a jejich smési s kakaovym maslem’. K iden-
tifikaci ndhrad kakaového madsla v ¢okoldddach se doposud
nevyuziva.

3.3. Chromatografické metody

Chromatografické metody maji pii analyze kakaového
masla a jeho ndhrad fadu aplikaci. Pfehledem chromatografic-
kych a dalsich metod se zabyva obsirny ¢lanek autorid Lippa
a Anklama'®. Uplatiiuji se jak plynova chromatografie triacyl-
glycerolil a derivatt mastnych kyselin, tak kapalinova chro-
matografie.

3.4. Plynovd chromatografie

Velmi diileZitou praci je studie Padleye a Timmse'", kteii
nandpliové koloné s fazi 3 % OV 1 separovali triacylglyceroly
kakaového madsla a jeho ndhrad. Dokdzali, Ze pro kakaovd
madsla z rGznych péstitelskych oblasti existuje linedrni zavis-
lost mezi obsahem triacylglycerolii s poctem uhlikti 50 (Cs,)
a poctem uhlikti 54 (C,,). Statisticky ovéfili, Ze ndhrady lezi
mimo interval spolehlivosti této zdvislosti. Podobné vysledk
uveiejnily téméf o 20 let pozdéji autorky Minim a Cecchi'?,
které separovaly triacylglyceroly na kapilarni koloné 25 m
dlouhé a smocené fazi TAP-CB (Chrompack).

Dal3{ autofi, Simoneau, Hannaert a Anklam'?, separovali
triacylglyceroly na kapildrni koloné 50 m dlouhé a smocené
fazi 5 % polymethylfenylsiloxanem. Korelovali obsah jednot-
livych triacylglycerol navzdjem a ziskali statisticky vyznam-
né zavislosti pro kakaové mdslo, pfi¢emZ ndhrady leZely opét
mimo intervaly spolehlivosti.

Problém ziistdva v tom, Ze uvedené metody jsou ovéreny
na modelovych systémech. U redlnych vzorki, to znamend
tukové slozky izolované z cokolddy, je mozné pouze prokdzat
pridavek a typ ndhrady, ale neni mozné urcit konkrétni ndhra-
du a s dostate¢nou piesnosti obsah ndhrady.

3.5. Kapalinovd chromatografie

V poslednich deseti letech se kapalinovd chromatografie
k analyze kakaového madsla a jeho nahrad témér nevyuziva.
Prdace pochdzejici z 80. let vétSinou studuji mozZnosti kapali-
nové chromatografie pri stanoveni sloZeni jedlych tukt a ne-
jsou piimo zaloZeny pouze na analyze kakaového mésla a jeho
nahrad. Avsak v roce 1991 uveiejnil Hernandez a spol.'* praci,
ve které pomoci kapalinové chromatografie s mobilni fazi
propionitrilem stanovil obsah hlavnich triacylglycerolt v ka-
kaovém madsle v kakaovych bobech z riiznych péstitelskych
oblasti ve svété. Na zdkladé téchto vysledkd bylo mozné
kakaové boby zaradit do skupin, které odpovidaly péstitel-
skych oblastem kakaovniku.

3.6. Spektrdlni metody
Anklam a spol."” se pokusili rozligit kakaova masla a dal3i
rostlinné tuky po jejich pyrolyze hmotnostni spektroskopii.
Hmotnostni spektra byla vyhodnocena pomoci neuronovych
siti a podafilo se odlisit kakaové mdslo od ostatnich rostlin-
nych tukd. Tuto techniku neni v§ak mozné pouzit samostatné
k ur¢eni ndhrady v cokolddovém vyrobku. Blizkd infracervend
spektroskopie se spise pouziva ke sledovéni urcitych techno-
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logickych krokd, jako je napf. temperacem. FTIR spektrosko-
pie zase nachdzi uplatnéni pri strukturni analyze triacylglyce-
rolii ve spojeni s jejich krystalickymi formami'”.

Kakaové mdslo md pfirozené velmi nizky obsah mastnych
kyselin s trans-vazbami, které maji svoji odezvu v infracerve-
ném spektru. V této prici se pokusime na zdklad¢ interpretace
infracervenych spekter identifikovat ndhrady typu ekvivalent
v modelové smési s kakaovym mdslem. K tomu tcelu byly
pripraveny modelové smési kakaového masla izolovaného
z kakaovych bobi z Pobiezi slonoviny s ndhradami, které se
v recepturdch cokoldd nebo c¢okolddovych polev pouzivaji.
Z obréazki 3 a 4 je ziejmé, jak dalece se li§i obsah mastnych
kyselin v kakaovém madsle ze tif svétovych péstitelskych ob-
lasti (1. Afrika, 2. Severni, Stiedni a Jizni Amerika, 3. Asie
a Ocednie) a v jednotlivych ndhraddch. Vzhledem k tomu, ze
Pobfezi slonoviny je nejvétsim producentem kakaovych bobt
na svété (42,5 % svétové produkce v sezéné 1997/98) (cit.?),
bylo kakaové madslo izolované z kakaovych bobu z Pobiez{
slonoviny pouzito jako standard k identifikaci ndhrad kakao-
vého madsla pomoci blizké infracervené spektroskopie. K pii-
pravé modelovych smési ndhrad s kakaovym mdslem z Pobte-
Zi slonoviny byly pouzity tuky, které se jako ekvivalenty bézné
pouZivaji.

4. Priklady

4.1. Pfiprava vzorki

Modelové smési byly pripraveny roztavenim a homogeni-
zaci ndhrad typu Equivalent a kakaového mdsla. Obsah ndhra-
dy ve smési byl 5, 10, 15, 20, 25, 50, 75 a 100 %. a nahrady
jsou oznaceny pismeny A, B, C, D a E (vyrobci — Aarhurs
Oljefabrik, Karlshamns a Vamo Fuji).

Ze tii komer¢nich vzorkii zakoupenych v obchodni siti
s hotkou ¢okolddovou polevou byl tuk z polevy izolovan
extrakef petroletherem'®.

Vzorek: 1—Ledové kastany, ty¢inka Nestlé Cokolddovny a.s.
2 — Pomy, pektinové Zelé s chuti pomerance macené
v hoiké ¢okolddg, ty&inka Nestlé Cokolddovny a.s.
3 —Rumby — mécené cukrovinky s rumovou pfichuti,
Jacobs Suchard Figaro.

4.2. Stanoveni obsahu mastnych kyselin

Obsah mastnych kyselin v vzorcich kakaového masla a je-
ho ndhrad byl stanoven po hydrolyze tuku'® a methylaci19 na
plynovém chromatografu GC 6890, Hewllet Packard s FID za
téchto podminek:

Kapildarni kolona: HP — INNOWax, HP 19091a — 213, poly-
ethylen glykol, Hewllet Packard délka 30,0 m, vnitini
pramér 320,0 um, tloustka filmu 0,50 pm

Teplotni program: pocateéni teplota 120 °C, nartst teploty
10 °C.min"", kone¢nd teplota 240 °C

Nosny plyn: atestovany dusik, priitok N, 0,7 ml.min™"

Nastiik: teplota 220 °C, split 1:30, automaticky ddvkovac,
ndstiik 1 pl

Detektor: teplota 280 °C, pritok vodiku 30,0 ml.min~,
pritok vzduchu 400,0 ml.min”, makeup (dusik) 25,0 ml.min”!

Obsah mastnych kyselin se vyjadfuje jako pomér plochy
piku dané mastné kyseliny k celkové plose vSech pikd v (%).
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Obr. 3. Obsah (%) vybranych mastnych kyselinv kakaovém masle
z riznych péstitelskych zemi; []Ghana, [0 Equador, Il P. slo-
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Obr. 4. Obsah (%) mastnych kyselin v nahradach (Equivalents)
kakaového masla; [ ndhrada A, B, EC,IE D, M E

4.3. Analyza kakaového mdsla
a jeho ndhrad pomoci FTIR
spektroskopie

Pro méfeni ve stfedni infraervené oblasti byly tuky a je-
jich smési zahtdty nad 60 °C, aby doslo k roztaveni vSech
triacylglycerolti, a fddné zhomogenizovény. Takto pfipraveny
vzorek se nandSel pfimo na ATR krystal.

Infracervena spektra byla zaznamenand pomoci FTIR
spektrometru NICOLET 740 s detektorem TGS a délicem
paprsku KBr, apodizace: Happ — Genzel

Pro smési nahrad s kakaovym madslem byl pouzit ndstavec
pro horizontdlni ATR s krystalem ze ZnSe. Uhel mezi paprs-
kem a povrchem krystalu byl 45°. Krystal spektrometru byl
ofukovdn, aby se sniZily vlivy atmosférického oxidu uhlicité-
ho a vodnf pary.

Bylo méfeno absorban¢ni spektrum vzorku ve spektrdlnim
rozsahu 4000 cm™'-600 cm™ pfi rozliseni 4 cm™'. Pocet aku-
mulaci 256.

Spektrometr NICOLET 740 je vybaven softwarem Omnic
4,0, spektra a jejich druhé derivace vsak byly zpracovany
programem Origin 6.

4.4. Vyhodnoceni postupu

Analyzou infracervenych spekter kakaového madsla z Po-
breZi slonoviny a vSech péti ndhrad bylo zjisténo, Ze nejvetsi
rozdil se nachdzi u vlno¢tu 966.4 cm™, tj. v oblasti, kde
absorbuji dvojné trans-vazby. Vyhodnoceni se zaklddalo na
tom, Ze byly porovndny vzddlenosti (Ah) na tomto vlnoctu
mezi spektrem kakaového mdsla (obr. 5) a spektrem modelo-
vych smési. Obsah ndhrady ve smési byl 5 az 100 %, spektra
smési s niz§im obsahem ndhrad nemohla byt v disledku
velkého Sumu pouzita.
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Obr. 5. Vyrez druhé derivace spektra kakaového masla (—) a
nahrady B (- -)

Tabulka V
Parametry kalibracnich pifmek

Typ Max Ah Smérnice Korela¢ni
ndhrady primky k koeficient R

A 5,14 0,054+0,004 0,993

B 7,048 0,072+0,002 0,999

C 1,988 0,021+0,004 0,967

D 2,625 0,029+0,006 0,955

E 1,106 0,024+0,008 0,935
Tabulka VI

Vypocet pridavku nahrad typu Equivalent u ti'f vzorka hotkych
polev

Vzorek Ah Obsah CBE [%]
A B C D E
1 8,436 - - - - -
2 1,424 26,17 19,87 67,36 48,40 58,96
3 10,029 - - — - -

Zavislost mezi obsahem jednotlivé ndhrady ve smési ¢ (%)
a vzddlenosti Ak (AU) na spektru byla vyhodnocena linedrni
regresi a vypoctené parametry kalibra¢nich piimek jsou shr-
nuty v tabulce V.

Ah=k.c

kde k je smérnice piimky.

Nejlepsich statistickych vysledki pro kalibraci bylo dosa-
Zeno u nahrady B (obr. 5, tabulka V.). Korela¢ni koeficient R
byl roven 0,999, coz ukazuje na vyznamnou funkéni zdvislost
Ah na obsahu ndhrady kakaového madsla ve smési. Tyto stati-
sticky vyznamné parametry kalibra¢ni kiivky jsou dany po-
mérné velkou odlisnosti slozeni ndhrady B od kakaového
masla (viz obr. 3 a 4).

Z druhych derivaci spekter tukového podilu vyextrahova-
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ného z ¢okolddovych polev tif komer¢nich vyrobka 1,2 a 3 byly
opét v oblasti vlnoctu 966,4 cm™ odecteny vzdalenosti od
spektra kakaového madsla. Infracervend spektra byla pouzita
k identifikaci trans-vazeb a zjisténi Ah. Kalibracni piimky v ta-
bulce V slouzily k vypoctu obsahu ndhrady kakaového masla.

Cokoladové hmoty nebo polevy mohou obsahovat az 34
az 40 % tuku, potom ndhrada typu Equivalent, kterd se ptiddva
do receptury do 5 %, muze tvofit 12 az 15 % tuku.

Hodnoty Al u vzorki 1 a 3 byly mimo rozsah kalibra¢nich
hodnot a pouze u vzorku 2 a ndhrady B zjistény obsah se blizi
predpoklddané hodnoté (tab. VI). Tato skutecnost je ziejmeé
zpusobena hlavné tim, Ze vzorky 1 a 2 obsahovaly tukovou
ndpln, kterd se vyrabi z ndpliovych tukd a ty mohou obsahovat
vice nenasycenych trans-vazeb. Cokolddovd poleva mize byt
pak do urcité miry naplilovymi tuky kontaminovana. Déle pti
vyrobé cokoladovych polev na vybranych vzorkdch mohly byt
pouzity jiné tuky typu Equivalent nez ty, které byly ovérovany.
Nicméné je mozné pouZit naméfend infracervend spektra k da-
kazu, Ze bylo pouzito ndhrad kakaového masla.

S. Zavér

Clanek byl napsan s dmyslem pfispét do $irsi diskuse
o ndhradéch tukd a cukrti v potravindch. Tuky a cukry jsou
nahrazovany v potravinich z riznych divodi, zdravotnich,
energetickych, ekonomickych a technologickych. Cokolady,
jakolegislativni pojem, patfily mezi vyjimecné potraviny, kdy
se tradi¢né nepouzivaly Zadné nahrady. V soucasné dob¢, kdyz
je povolen pridavek ndhrad kakaového masla typu Equivalent
do 5 % v cokolade, je dilezité najit metodu, kterd by tento
pridavek identifikovala i kvantitativné stanovila. Vzhledem
k tomu, Ze kakaovnik se péstuje v riznych oblastech Zemé,
nemad kakaové maslo stejné sloZeni. Navic svétovych vyrobcii
ndhrad typu Equivalent je také rada a nahrady se svym sloze-
nim také mirné 1isi. TudiZ je tento analyticky problém slozity
adoposud se zejména chromatografickymi metodami podatilo
vypracovat postupy, které umozni identifikovat nahradu a za-
fadit ji do urcité skupiny nahrad (Equivalent, Replacer a Sub-
stitute). Tyto postupy jsou doposud ovétfeny piedevsim na
modelovych smésich a stanovit skute¢ny obsah ndhrady se
zatim nepodafilo stanovit. S timto zjiSténim jsou v souladu
nase Caste¢né vysledky, kdy se pomoci stiedni infracervené
spektroskopie podafilo ndhradu kakaového masla prokézat,
avsak nepodafilo se ji kvantitativné stanovit.
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1. Uvod

Fosforylace proteinti predstavuje jeden z nejcastéji vy-
uzivanych regulac¢nich mechanismi, kterymi buiika dispo-
nuje. Docela mald zména hmotnosti proteinu vede k radikél-
nim zméndm konformace, jeZ maji za ndsledek aktivaci ne-
bo deaktivaci enzymi, receptorti, regulacnich proteint apod.
Na fosforylaci je zalozeno také fizeni bunécného cyklu,
v némz hlavni slovo maji cyklin-dependentni kinasy (CDK).
Diky svym cCastym poruchdm v fadé nddort se staly slib-
nym cilem vyvoje specifickych inhibitord. Prakticky zdroven
s objevem pfirozenych proteinovych inhibitorti regulujicich
aktivitu cyklin-dependentnich kinas (CKI) v buiikdch zapo-
¢alo hleddnf inhibitori chemickych. Na pocitku této éry byl
nalezen i purinovy derivat olomoucin, rychle ndasledovan dal-
$imi inhibitory. Od t€ doby jejich pocet nékolikandsobné
vzrostl. Je to zcela pfirozené, uvédomime-li si tizkou souvis-
lost genetickych zmén cyklin-dependentnich kinas a jejich
reguldtorti se vznikem nddord, pifmou interakci s onkogeny
a nddorovymi supresory a jejich stézejni funkci v fizeni bu-
nécného cyklu. Tyto souvislosti evidentné vybizeji k vyvoji
nové generace chemoterapeutik odvozenych od inhibitord
CDK, které blokuji progresi buné¢ného cyklu, indukuji apop-
tézu a vykazuji silné protinddorové ucinky nejen na bunéc-
nych liniich, ale téZ in vivo.

295

2. Regulace bunécného cyklu a CDK

Bunécny cyklus, sled déju zajistujici duplikaci DNA ma-
tefské burniky a jeji rozdéleni mezi bunky dcefinné, fidi ve
vSech eukaryontnich organismech enzymy ze skupiny CDK.
Objev cyklin-dependentnich kinas pfed vice nez deseti lety
zapocal novou éru nahliZzeni na kontrolu bunéc¢né proliferace
i na proliferaci samotnou. Spousténi jednotlivych fazi bylo
shleddno zdvislym na aktivit¢ CDK, coz umoznilo vytvorit
prvni jednoduchy model kontroly bun&ného cyklu' (obr. 1).
Holoenzym CDK se sklddd z proteinu s katalytickou funkc{
(proteinkinasa) a pozitivniho reguldtoru (cyklin). Asociace
cyklinu s CDK podjednotkou ddvd vzniknout aktivnimu kom-
plexu, fidicimu urcitou fazi cyklu. Odtud také pochdzi ndzev
cyklinu, jenZ odrdZzi jeho prechodnou pfitomnost v burice.
Kompletni CDK pak katalyzuji pfenos fosfitové skupiny
z ATP na serinovy nebo threoninovy zbytek v polypeptido-
vém retézci urcité sekvence. Aktivita CDK kriticky zdvisi na
vazbé s cyklinem, pficemz nékteré CDK mohou poutat vice
typt cyklint a fosforylovat rizné substraty. Témi byvaji trans-
krip¢ni faktory, proteiny cytoskeletu, proteiny biosyntézy pu-
rint a jaderné membrany aj.

Regulace aktivity CDK se v§ak neomezuje pouze na aso-
ciaci a disociaci komplexu CDK a expresi cyklinu. Zahrnuje

a

»

o

-

o T

o s e v

Obr. 1. Aktivita cyklin-dependentnich kinas béhem bunéc¢ného
cyklu (a) a fluktuace koncentrace cyklind regulujicich aktivitu
CDK (b)
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CDK a cyklinu
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&
4y — degradace
cyklinu

Y

asociace s CKI

Obr. 2. Zphisoby regulace aktivity CDK: | znagi aktivaci, L inhibici
aktivity, NES — sekvence pro export z jiadra, PEST — sekvence
proteolyzy cyklinu

také aktivujici fosforylaci threoninového zbytku? (odkryti ak-
tivnitho mista), deaktivujici fosforylaci threoninu a tyrosinu
pifmo ve vazebném misté pro ATP* (brdnéni vstupu ATP do
vazebného mista), vazbu pfirozeného proteinového inhibi-
toru?, degradaci cyklinu po oznaceni ubiquitinems, intracelu-
larni translokaci® a asociaci se subceluldrnimi strukturami
(obr. 2).

Ukol bun&éného cyklu spocivd ve vytvoreni presné kopie
DNA a nésledném rozdéleni buriky do dvou. Precizni priibéh
cyklu reguluji cyklin-dependentni kinasy. Pokud zpétnova-
zebné kontrolni mechanismy zjisti poskozeni DNA, zablokuji
aktivitu CDK prostfednictvim pfirozenych inhibitord a buné¢-
ny cyklus se zastavi (napf. radia¢ni zdfeni indukuje expresi
nddorového supresoru p53, ktery zdroven funguje jako trans-
kripéni faktor prirozeného CKI p21<P"Vay v nisledujici
pauze dochdzi k opravam, tak aby do dalSich generaci vstu-
poval geneticky materidl pokud mozno totozny. Poruchy téch-
to kontrolnich a fidicich mechanismt vedou k maligni trans-
formaci tkani; do dals$i generace vstupuji jiz buiiky s mu-
tovanou DNA, které se mnoZi bez regulace. Mutace vedouci
k nekontrolovanému déleni bunék byly prokdzany v genech
cyklin- -dependentnich kinas’, cyklinflg, aktivujicich fosfa-
tas cdc25 (cit.%), nadorovych supresorii pRb a p33 (cit.'*'h)
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a prirozenych inhibitord cyklin-dependentnich kinas (napf.
ploNK Cig 12)

3. Chemické inhibitory CDK

Chemické inhibitory CDK mohou ptsobit fadou rozdil-
nych mechanismd. Teoreticky lze pfipravit malé molekuly,
které kompetuji s ATP o vazebné misto, interaguji s fosforylo-
vanym zbytkem threoninu v T-klicce, ovliviiuji vznik a diso-
ciaci komplexu CDK/ cyklin nebo vazbu nizkomolekuldrnich
proteinovych podjednotek, blokuji funkci aktivujici fosfatasy
cdc25, naruSuji intraceluldrni lokalizaci CDK, mimikuji pfi-
rozené proteinové inhibitory nebo vyvoldvaji proteolyzu cy-
kling'®. Zatim jsou k dispozici pouze latky ovliviiujici vazbu
ATP (kompetitivni i nekompetitivni inhibitory) a inhibitory
cdc25.

Pokud je odhalena nova latka s inhibi¢nim dc¢inkem, stu-
duje se nejprve molekuldrni mechanismus jejiho efektu klasic-
kou enzymologickou analyzou a déle také rentgenostrukturni
analyzou spole¢ného krystalu CDK a inhibitoru. Odhalend
struktura kokrystalu umoziuje efektivnéjsi a cilenéjsi navrho-
vani derivatl 1épe zapadajicich do aktivniho mista a pevnéji
interagujicich s proteinem na vice mistech. Mimo ATP byly
ziskdny a analyzovdny kokrystaly CDK2 s celou fadou kom-
petitivnich inhibitori'*"®. Viechny doposud popsané litky
jsou lokalizovany ve vazebném misté pro ATP, které timto
prokazuje svou schopnost pojmout i zna¢né odlisné molekuly.
Dalsi krystalografické price jiz rozebiraji vazebné aspekty
v terndrnich komplexech CDK-cyklin-ATP a CDK-cyklin-
-CKI (cit.?%). Vysledky jasné prokazuji zménu konformace
aktivniho mista CDK po navdzdni cyklinu, které je tedy nutno
také uvazovat. Efektivnim ndstrojem pro syntézu novych de-
rivatli se nepochybné stava i pocitacové modelovan{ interakc{
inhibitoru a CDK (cit.2!??).

Hleddni chemickych inhibitord CDK zacalo prakticky tés-
né po objevu piirozenych CKI a objasnéni tlohy, kterou
v regulaci bunécného cyklu zastavaji. Zahy byly zndmy nespe-
cifické inhibitory jako je 6-dimethylaminopurin®, 6-(A%iso-
pentenyl)aminopurin®, staurosporin (I) a 7-hydroxystauro-
sporin” (produkty plisni rodu Streptomyces), nebo suramin®*
— prirozeny glykosaminoglykan pouZivany jako antihelmin-
tikum, antiprozoikum a pozdéji téZ jako inhibitor topoisome-

H,C
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rasy II a cytostatikum. Nizkou selektivitou vici enzymim sku-
piny kinas je charakteristicky téz dalsi inhibitor topoisomerasy
11, 9-hydr0ye11ipticin25, derivit alkaloidu z rostlin rodu Ochro-
sia. Jejich pouziti pri studiu bunécného cyklu silné omezuje
prave nizka selektivita, avSak neni vylouceno, Ze se néktery
z nich posléze stane vychozim ¢lenem nové skupiny s uz$im
spektrem ucinku. Eru specifickych inhibitori CDK zapo&al
objev butyrolaktonu a olomoucinu. Od této doby byla identifi-
kovdna fada dalsich skupin ldtek s vysokou specifitou pro ki-
nasy homologni s CDK1. Popis jednotlivych skupin je uveden
niZe a jejich inhibi¢ni d¢inky na CDK shrnuje tab. I. V§imnéte
si, ze se mezi nimi nevyskytuje specificky inhibitor CDK4.

Tabulka I
Inhibice cyklin-dependentnich kinas rdznymi slou¢eninami.
Hodnota IC, piedstavuje 50 % inhibici enzymu

Sloucenina IC;yuM
CDKI CDK2 CDK4

1 Staurosporin 0,003 0,007 >1000
11 Butyrolakton-I 0,6 1,5 >1000
III  Flavopiridol 0,3 0,4 0,4
1V eigalokatechin galdt >10 >10 0,3

6-Benzylaminopurin 200 - -
\% Olomoucin 7 7 >1000
VI  Roskovitin 0,65 0,7 >100
VII  Purvalanol A 0,004 0,035 0,85
VIII Kenpaullon 0,4 0,7 >100
IX  Alsterpaullon 0,035 - >100
X Indirubin 10 2,2 12
XI  Indirubin-5-sulfonova 0,055 0,035 0,3

kyselina

6-(2,3-Dichlorfenylamino)- — 5 >50

-7-chlor-5,8-chinolindion
5-Fenylamino-2-methyl-  — 6 >200

-4,7-dioxobenzothiazol

3.1. Butyrolakton

Butyrolakton-I (/I) byl izolovédn z plisné Aspergillus pfi
screeningu produktd kultur riznych mikroorganismii®. Fun-
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guje jako kompetitivni inhibitor CDK1 vzhledem k ATP,
ostatni kinasy vcetné CDK4 neblokuje. Jeho efekt byl potvr-
zen i na bunécnych systémech27, které blokuje na rozhrani
G1/S i G2/M. Prozatim nebyla jeho molekula nijak modifiko-
vdna, ¢imz se stdvd atraktivnim prototypem celé skupiny
inhibitort.

3.2. Flavonoidy

Flavonové ldtky jsou jiz del$i dobu znamy jako inhibitory
rtznych kinas a mnoho z nich také zptsobuje zmény v bunéc-
ném cyklu a rdstu. Nejuc¢innéjsimi inhibitory CDK z této
skupiny jsou flavopiridol (/1) a deschlorflavopiridol®, odvo-
zené od latek nalezenych v indické rostliné Disoxylum bine-
ctariferum. Jedna se o slouceniny strukturné piibuzné flavo-
ndm quercetinu a genisteinu, které ale maji asi 250x slabs{
inhibi¢ni dc¢inek na CDK. Flavopiridol nejvyraznéji blokuje
CDK1; pozdéji byl zjistén obdobny vliv na CDK2 a také na
CDK4. Funguje jako kompetitivni inhibitor vzhledem k ATP,
coz ndsledné potvrdila rentgenostrukturni analyza kokrystalu
CDK2 s deschlorflavopiridolem'’. Benzopyranovy skelet za-
ujimd podobné misto jako purin ATP a piperidinylovy zbytek
se nachdzi v misté, kam se za normdlnich podminek vdze
o-fosfat ATP. Fenyl, podobné jako je tomu u purinovych
inhibitort, interaguje mimo aktivni misto. Pro srovndni byla
vyfeSena také krystalova struktura CDK2 s dal$im flavonem
myrercetinem, ktery je proti flavopiridolu asi 500x slab$im
inhibitorem, ale reprezentuje podobnou strukturu. Do aktivni-
ho mista se vdze obrdcené, tedy velmi podobné jako purinové
derivaty.

Cytotoxické ucinky flavopiridolu byly tspésné testovany
na mnoha nadorovych liniich a je nutné podotknout, Ze se stal
prvnim chemickym inhibitorem CDK, zatazenym do klinic-
kych zkousek, i kdyz dnes uz ne jedinym. Pro své nezadouci

Pozoruhodnad je také dalsi flavonovd sloucenina, obsazend
v zeleném caji, epigalokatechin galdt (/V). CDK4 blokuje
v submikromoldrni koncentraci a na aktivitu ostatnich kinas
véetné CDK1 a CDK2 mi vliv mnohem mensi”. V bunééné
kultufe vystavené plsobeni epigalokatechin galdtu vzrostla
hladina p53 a ndsledné de novo exprimovanych ptirozenych
inhibitorti rodin KIP/CIP (cit.*®). Testovan byl také na nado-
rech transplantovanych mysim a vedl k jejich rapidnimu zmen-
Senf a remisi”".

OH Cl
OH
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3.3. Trisubstituované puriny

Jako slabé a malo specifické inhibitory kinas byly zndmy
riizné derivdty purinu (viz vySe). Prvnim purinovym deriva-
tem specificky inhibujicim CDK1 a CDK2 se stal olomoucin
v, cit.32). Jedna se o latku strukturné odvozenou od rostlin-
nych hormont cytokininti, piivodné syntetizovanou jako inhi-
bitor rostlinnych glukosyltransferas®*. Jeji schopnost blokovat
funkci CDK1 byla objevena pfi testovani dlouhé fady rtizné
substituovanych purinti. Mezi v§emi testovanymi latkami vy-
kazovaly nejvyssi icinnost zejména C2, C6, N9-trisubstituo-
vané puriny.

Kinetickd analyza prokdzala, Ze inhibice CDK1 olomou-
cinem je kompetitivni vzhledem k ATP a nekompetitivni vici
histonu, ktery je pri testech pouzivan jako substrat. Brzy to
potvrdila i rentgenovd analyza kokrystalu CDK2 s olomouci-
nem'®. Purinovy skelet sice vstupuje piimo do vazebného
mista pro ATP, ale vzhledem k purinové ¢dsti ATP zaujima
obrdcenou polohu: C2 substituent obsazuje misto zachycujici
ribosu ATP a 6-benzylaminoskupina zdstdvd podobné jako
u flavopiridolu mimo vazebné misto. Studium kokrystald ta-
ké vysvétlilo specifitu purinovych inhibitord, pfestoze va-
zebné misto pro ATP zistdvd v fadé kinas rliznych skupin
znacné konzervativni. Pravé 6-benzylaminoskupina interagu-
je s oblastmi, které do styku s ATP viibec neptichdzeji, a jejich
aminokyselinové zbytky jsou charakteristické pouze pro cy-
klin-dependentni kinasy.

Diky pozornosti, kterou purinové inhibitory zdhy po svém
objevu pritahly, se stal olomoucin vychozim ¢lenem pro de-
tailnéjsi studium struktury a aktivity purind blokujicich bunéc-
ny cyklus. Brzy byly obménami jeho struktury ziskdny ucin-
néjsi slouceniny, napt. bohemin a roskovitin (VI, cit. 16), CVT-

-313 (cit.34), a dalsi, strukturou i aktivitou velmi podobné35’38.

Mezi nejsilnéjsi patii derivat pojmenovany purvalanol A (VII),
ktery je 1000x tic¢innéj$im inhibitorem CDK nez olomoucin'®,
Také u této latky byla analyzovdna krystalova struktura ko-
krystalu s CDK2 enzymem.

Ackoliv jsou purinové inhibitory ti¢inné a specifické v in
vivo i in vitro testech, je nepravdépodobné, Ze jejich jedinym
cilem v buiice budou CDK. Purinové litky jsou v piifrodé
bohaté zastoupeny a fada enzymi je vyuzivd jako kofaktory
a substraty. Jejich moznému vyuziti v chemoterapii to ale
nijak neprekazi.

3.4. Paullony

Béhem srovndvaci studie ucinku flavopiridolu s nékolika
desitkami tisic latek na lidskych nddorovych liniich v National
Cancer Institute (USA) byla objevena dal$iicinnd a specifickd
skupinu inhibitord CDK — paullonyzz. Jednd se o derivaty
7,12-dihydroindolo[3,2-d][1]-benzazepinu a mezi nimi nej-
efektivnéjsi 9-bromderivat (kenpaullon, VIII). Jako ostatn{
specifické inhibitory CDK funguje i kenpaullon kompetitivné
a vykazuje antiproliferacni aktivitu. Pfes znacné odliSnou
strukturu kenpaullonu ve srovnani s ostatnimi CKI potvrzuje
molekuldrni modelovéni vstup do vazebného mista pro ATP
(cit.??). Zarovei naznatuje mozné substituce za t¢elem pev-
a aktivitou vedlo k pfipravé inhibitoru 10x i¢innéjsiho, alster-
paullonu (/X), jehoZ antimitoticky ii¢inek rovnéz vzrostl o je-
den f4d®.
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3.5. Indigoidni ldatky

Pfi analyze ucinku aktivnich latek z rostlin pouZivanych
tradi¢ni ¢inskou medicinou byla v predlonském roce objevena
novd skupina CDK inhibitord, indirubiny (X, cit.'®). Extrakty
rostlin obsahujici indigoidni slou¢eniny vykazuji prokazatel-
nou protinddorovu aktivitu. V 80. letech podrobili indirubin
in vivo experimenttim a klinickym zkouSkdm, pfi nichzZ zjistili
typt leukemii. Nové syntetické indirubiny kompetitivné inhi-
buji CDK1 a CDK2, asi o fad hiife pak i CDK4. Zastavuji
proliferaci velkého poctu bunéénych linii, které zistdvaji za-
blokovdny tésné pred mitézou.

Dveé ze skupiny indigoidnich latek byly pro potvrzeni me-
chanismu ucinku podrobeny krystalografické analyze, kon-
krétné 5-chlorindirubin a indirubin-5-sulfonova kyselina (X7).
Z kokrystalli s CDK2 je ziejmd zna¢nd komplementarita tvaru
molekuly indirubinu a vnitfniho povrchu vazebného mista pro
ATP. Ve srovndni s ATP ¢i staurosporinem vSak oba derivaty
vykazuji silnéjsi vazbu k CDK2, a to diky interakcim v mis-
tech, kam se vaze N9-isopropylovy zbytek roskovitinu.

3.6. Ostatni zpisoby blokovdni
aktivity CDK

Zptisobt, jak ovlivnit aktivitu cyklin-dependentnich kinas,
je celd tfada, jak jiz bylo uvedeno vyse. Kromé uvedenych
kompetitord s ATP stoji za zminku rozhodné i peptidové
inhibitory. Taktika jejich pfipravy zahrnuje /) mapovani se-
kvenci pfirozenych proteinovych inhibitorti a 2) syntézu frag-
mentll s vazebnou (a inhibi¢ni) aktivitou pro CDK. Bylo
vyzkouseno i testovani systematicky nebo ndhodné syntetizo-
vanych polypeptidd, ale prozatim uspésnéjsi ve svych poku-
sech byly tymy soustfedujici se na mapovani aktivnich mist
prirozenych inhibitord CDK p16'NK4 (cit*% a p21WAF' (cit.*).
Tato mista pak redukovali na malé fragmenty, odpovédné za
inhibici CDK4, které posléze tispésné otestovali na bunéénych
kulturdch.

Zablokovani kinasy CDK4 povazuji bunééni biologové
v soucasnosti za jeden z nejefektivnéjSich zptisobu zastave-
ni bunécného cyklu, nebot tento enzym fosforylaci aktivuje
transkripci gent spoustéjicich replikaci DNA na pocétku bu-
nécného cyklu (v G1 fdzi). Ackoli se celd fada védeckych tymi
snazi identifikovat skupinu latek, které by snadnymi modifi-
kacemi polozily zdklad specifickym inhibitorim CDK4, jsou
prozatim madlo tdspésné. Snad prvni skupinou se stanou nedav-
no objevené 6-arylamino-7-halo-5,8-chinolindiony nebo po-
dobné 5-arylamino-2-methyl-4,7-dioxobenzothiazoly**.

O R

VIII R =Br X R=H
IX R=NO,
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Mezi dalsi studované cesty patii také vyvoj inhibitord
aktiva¢nich fosfatas cdc25 (cit.***)). Jednim z nejdtlezit&jsich
prostfedkl regulujicich aktivitu CDK je fosforylace a defos-
forylace T14 a Y15 CDK podjednotky. Fosforylace na zminé-
nych mistech je sice pro funkci CDK nezbytnd, nebof piitom-
nost fosfatovych skupin blokuje vazbu ATP do aktivniho
mista, ovSem zvySend aktivita fosfatasy cdc25 mtze aktivovat
CDK v nespravném misté a v nespravny as. Rada experimen-
t potvrdila zvySenou aktivitu cdc25 v nékolika typech nddo-
ri. To jen podpofilo domnénku, Ze nespravnd aktivace CDK
pfispivd ke vzniku nddorti. Cdc25 se tak nabizi jako dalsi
mozny prostiedek zZddouciho ovlivnéni aktivity CDK a cil
potencidlnich syntetickych inhibitor. Velkym kladem inhibi-
torti fosfatas je jejich nezdvislost na intraceluldrni hlading
ATP, ktera obecné znacné sniZuje ucinnost syntetickych CKI

3,

bude bliZ{ inhibi¢ni hodnoté& ICs, pro enzym. Nékolik inhibi-
torti cdc25 je jiz popsdno a otestovano na nadorovych liniich
(benzochinoidni slouceniny dnacin Al a B1, terpen y-hydro-
xybutenolid). Zatim ale nenfi jasné, zda jejich tucinek na bu-
nécny cyklus miize byt pfipsdn na vrub pfimé inhibici cdc25.

Molekuldrné-biologicky ptistup blokovani CDK zastupu-
je technologie protismérnych nukleotidl. Pfedstavuje oblast,
do niZ jsou vklddany v soucasnosti asi nejvétsi nadéje. Pritom
je spojena s obrovskymi potizemi, tykajici se zejména doru-
¢eni protismérnych nukleotidti do Zivych bunék. Butikdm jsou
predklddany syntetické oligonukleotidy DNA, nesouci se-
kvenci komplementdrni k urc¢itému iseku mRNA. Tato mole-
kula hybridizuje s odpovidajicim tisekem na DNA a brani tak
transkripci, nebo s usekem na RNA a inhibuje translaci. Ne-
jedna se tedy o klasickou enzymovou inhibici jako u ostatnich
uvadénych latek, ale o ovlivnéni aktivity CDK na drovni

transkripce a translace**

4. Zavér

Poruchy mechanismu fidicich bunécny cyklus a zejména
ty, které zptisobuji nddorovd onemocnéni, stimulovaly prudky
vzestup zdjmu o inhibitory CDK jako o novou generaci proti-
nddorovych ldtek. Jejich dileZitymi vlastnostmi pfitom museji
byt nizka toxicita, schopnost pronikat biologickymi membrd-
nami a také relativni stabilita v organismu. S nizkou toxicitou
vi¢i nemutovanym butikdm tzce souvisi specifita tdc¢inku
CKI. Situaci rovnéz komplikuje vysoky stupenn konzervativ-
nosti vazebného mista pro ATP, které je spolecné obrovské
skupiné proteinkinas. Relativni nesndze pomdhd piekondvat
nemalou mérou krystalografickd analyza a stdle Cast&ji i ne-
srovnatelné levnéjsi molekuldrni modelovani. Novy typ sku-
te¢né ucinnych protinddorovych latek zaloZenych na bloko-
vani bunécného cyklu skrze aktivitu CDK je proto otdzkou
velmi blizké budoucnosti.

Velmi zajimavym aspektem ucinku CKI je indukce apo-
ptozy (programové bunécné smrti). Ackoli reverzibilné blo-
kuji bunécny cyklus, jsou nékteré CKI schopny apoptézu
indukovat, a to v zdvislosti na typu bunécné linie. Zejména
schopnost specifické indukce apoptézy nddorovych bunék
miiZe byt dilezitym kritériem potencidlniho vyuZziti v chemo-
terapii. Dodejme vsak, Ze potencidlni vyuziti CKI v mediciné
mize sméfovat také do dalSich oblasti, které néjakym zpiso-
bem souviseji s poruchami proliferace, jako napt. kardiovas-
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kuldrni onemocnéni (atherosklerosa, angiogenese), dermato-
logie (psoriasa), nefrologie (glomerulonefritida), neurologie
(Alzheimerova choroba, ischemie), parazitologie (prvoci, plis-
né) a virové infekce. Z pohledu bunécné biologie a biochemie
mohou chemické CKI jako velice specifické ndstroje pfispét
k lepSimu porozuméni mechanismu bunécného cyklu, coz
miZe v budoucnu vést opét k odhaleni mnohem efektivnéjsich
zpusobd terapie.

Na studiu struktury a aktivity zde uvddénych skupin ldtek
ana dal$im zefektivnéni inhibi¢nich vlastnosti a specifity CKI
se do znacné miry jiz podileji i nadndrodni farmaceutické
spolecnosti. Proces vyvoje zcela nové generace 1é¢iva na bazi
inhibitort CDK bude v kazdém piipadé zahrnovat nékolik fazi
zkouseni, trvat vice nez 10 let a spolykd stovky milionti dolarg.
Ani po 6 letech intenzivnich studii nebyl totiz Zddny z vyse
uvedenych inhibitort CDK zaveden do klinického zkouseni.
Nejddle jsou z tohoto pohledu purinové derivéty a flavopiri-
dol. Dosavadni vysledky preklinickych testl s purinovymi
derivdty vypadaji nadéjné a tak se mizeme pouze téSit na
klinické zkousent, které detailnéji prokdze nejen hlavni, ale
kdzaly Sirokospektrdlni t¢inky na fadu nddorti s minimalnimi
ucinky vedlejSimi.
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V. Krystof and M. Strnad (Laboratory of Growth Re-
gulators, Palacky University and Institute of Experimental
Botany, Academy of Sciences of the Czech Republic, Olo-
mouc): Inhibitors of Cyclin-dependent Kinases

Disorders in regulation mechanisms of the cell cycle cause
uncontrolled division of cells, which is the nature of neoplastic
diseases. Cyclin-dependent kinases (CDK), enzymes of the
serine-threonine protein kinase group, belong to main regu-
lators of cell division in all eukaryotic organisms. Their in-
dispensability in regulation of the cell cycle and, in particular,
their frequent deregulation in tumours led to active search for
chemical inhibitors of CDK. Butyrolactone, flavopiridol, pu-
rines of the olomoucine type, paullones, indirubins and others
inhibit the CDK, block the cell cycle in the G1/S and G2/M
transitions and show interesting anticancer effects. In the
article, chemical properties, the mechanism of action and
biological activity of the inhibitors are described.
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LABORATORNI PRISTROJE A POSTUPY

STANOVENI ETHOPABATU V PREMIXECH
DOPLNKOVYCH LATEK A FINALNICH KRMIVECH
METODOU HPLC S FLUORESCENCNI DETEKCI.
MEZILABORATORNI POROVNAVACI ZKOUSKA
METODY
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Ustiedni kontrolni a zkusebni iistav zemédélsky Brno, Regio-
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Uvod

Ethopabat (obr. 1), methylester 4-acetamido-2-ethoxy-ben-
zoové kyseliny, se pouziva v krmivech v kombinaci s ampro-
liem jako prevence proti kokcidiéze dribeze v ddvce 8 mg.kg ™!
findlniho krmiva' a jeho ochranna lhiita ¢ini 3 dny. Jeho
piiprava, struktura® a jeho aktivita® jako antikokcidika byly jiz
popsdny.

Pro stanoveni ethopabdtu v krmivech bylo popsdno néko-
lik metod, které jsou vSak pomérné zdlouhavé a experimentdl-
né naro¢né. Szalkowského spektrofotometrickd metoda® je
velmi ¢asové ndrocnd i kdyz je pouzitelnd v piitomnosti dal-
Sich antibiotik nebo stimuldtort riistu, které toto stanoveni
dadle nerusi. Metody plynové chromatografie jsou pouzitelné
po piedchozi piedkolonové derivatizaci ethopabétuS. Oficial-
ni metodikou sdruzeni Association of Official Analytical Che-
mists (AOAC) je rovnéz spektrofotometrickd metoda’. Autofi
po extrakci ethopabdtu hydrolyzuji amid na volny amin, ktery
je diazotovéan dusitanem sodnym a ndsledné podroben kopu-
laci s N-(1-naftyl)ethylendiaminem za vzniku azoderivétu.
Ten je extrahovdn do butanolu a jeho absorpéni maximum je
pri 555 nm. Schronk a spol.8 pouzili k precisténi matrice
kolonovou chromatografii (neutrdlni oxid hlinity), k sepa-
raci ethopabdtu HPLC na reverzni fdzi C,; a UV detekci pfi
280 nm.

Nisledujici metoda vychdzi z jiz publikované HPLC me-
tody?®, aviak je modifikovéna predb&znd separace a ke zvyseni
selektivity a citlivosti metody je pouzita fluorimetrickd detek-
ce.

Experimentalni ¢ast
Princip metody

Ethopabit se stanovi po extrakci zkuSebniho vzorku me-
thanolem a precisténi extraktu na bazickém oxidu hlinitém,
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metodou HPLC na reverzni fzi C,g s fluorimetrickou detekef
pfi vinové délce 268 nm (excitacni) a 350 nm (emisni).

Piistroje a zafizeni

Extrakce vzorkid byla provedena na laboratorni tfepacce
LT 2 (Laboratorni piistroje, Ceskd republika) a piecisténi
extraktu bylo provedeno na kolonkdch Sep-Pak Plus Cartrid-
ges Alumina B (Waters, Milford, USA). Kapalinovy chroma-
tograf se skladal z vysokotlaké pumpy W515 (Waters, Mil-
ford, USA), autosampleru W717 Plus Autosampler (Waters,
Milford, USA), fluorimetrického detektoru W474 (Waters,
Milford, USA) a datastanice PC Compagq. Jako kolona byla
pouzita chromatografickd kolona NovaPak C s, 4 um, 3,9x
150 mm (Waters, Milford, USA).

Chemikdlie a pomtcky

Methanol a acetonitril byly ¢istoty pro HPLC (J. T. Baker,
USA). Mobiln{ fize byla ptipravena smisenim 300 ml aceto-
nitrilu a 700 ml deionizované vody (Milli-Q systém, Millipore,
Bedford, MA, USA) . Kalibra¢ni roztoky o koncentraci 40;
80; 160 a 400 pg.l™ byly piipravené postupnym fedénim
zdkladniho roztoku ethopabdtu v methanolu (Fluka, Svycar-
sko) o koncentraci 200 mg.1"" methanolem. Extrakty vzorki
byly filtrovdny skladanym papirovym filtrem MN 280% (Ma-
cherey-Nagel, SRN).

Vybér vzorkt

Na analyzy byly pouzité redlné vzorky krmnych smési
a premixti odebranych v ramci stdtn{ kontroly, zdkon o krmi-
vech podle §16 a §17 (cit.”).

Pracovni postup

Vzorek se upravi homogenizaci a mletim na ¢dstice o ve-
likosti 0,5 mm tak, aby se zabrdnilo pfehfdti vzorku béhem
homogenizace a mleti. 5 az 25 g zkuSebniho vzorku, podle
deklarovaného obsahu ethopabatu, se extrahuje 100 ml metha-
nolu po dobu 30 minut ve 250 ml uzaviené kénické barice na
laboratorni tiepacce. Po extrakci se extrakt zfiltruje.

P1i analyze krmnych smési se odstrani balastni ldtky ex-
trakci na kolonce Sep-Pak Alumina B po pfedchozim natedéni
extraktu na pozadovanou koncentraci methanolem. Kolonka

COOCH3

OC,H

275

HNCOCH3

Obr. 1. Strukturni vzorec ethopabatu
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Obr. 2. HPLC separace ethopabatu na modelovém vzorku. Slepy pokus bez precisténi matrice a) a po pieci$téni matrice b), modelovy vzorek

(koncentrace ethopabdtu 5,33 mg.kg’l) bez piecisténi matrice c) a po precisténi matrice d) na kolonce Sep-Pak Alumina B. HPLC podminky

jsou uvedeny v tabulce I

se pripoji k polyethylenové injekéni stifkacce o objemu 5 ml,
do které se odlije asi 4 ml prefiltrovaného extraktu, na kolonku
se nanese asi 1 ml extraktu a kolonka se nechd 5 sekund
kondicionovat. Pak se extrakt pomalu protlaci pfipojenou
kolonkou, pficemz prvni podil eludtu (asi 0,2 ml) se nezachy-
cuje a dalsi podil se pouZzije k ndstfiku na chromatografickou
kolonu. Takto pfecistény eludt je nutné promichat.

Pii analyze premixt dopliikovych litek se extrakt pouze
nafedi methanolem na koncentraci asi 80 pg.17".

HPLC podminky jsou uvedeny v tabulce 1.
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Vysledky a diskuse

Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti byla vypoctena z kali-
bra¢niho modelu, kdy mez detekce odpovidd hodnoté koncen-
trace, pro kterou je dolni mez (1-a)%niho intervalu spolehli-
vosti predikce signdlu z kalibra¢niho modelu rovna kritické
drovni a mez stanovitelnosti je nejmensi hodnota signdlu, pro
kterou je relativni smérodatnd odchylka predikce z kalibrac-
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Tabulka I

HPLC podminky

Parametr Hodnota

Kolona NovaPak C18, 4 um, 3,9x150 mm

Slozeni mobilni faze acetonitril-voda (300 + 700)

Pratok mobilni faze 1,0 ml.min™"

Teplota kolony okoli

Objem ndstiiku Sul

Detektor excita¢ni vlnova délka 268 nm,
fluorimetricky emisni vlnovd délka 350 nm

Tabulka IT

Parametry fluorescencni detekce ethopabatu (excitacni vinova
délka/emisni vinova délka)

Parametr® Fluorescen¢ni detekce
268 nm/350 nm 300 nm/350 nm
a 166087 45763
b 19658 8763
r 0,9999 0,9999
X 3,2 15,1

*a, b — koeficienty regresni rovnice, r — korela¢ni koeficient,
X —mez stanovitelnosti (ngl™

Tabulka IIT
Vytéznost metody — vysledky méfeni a vypoctené statistické
parametry pro vzorky krmnych smési

Statistické parametry Hodnota
Ocekdvand hodnota [mg. kg% 1 1,33 2,67 533 10,67
Nalezend hodnota [mg.kg™ '] 1,30 2,64 544 10,90
Vytézek metody [%] 97,7 989 102,1 1022
Interval spolehlivosti [%] 3,0 1,2 0,6 0,8
Relativni smérodatna 1,85 0,76 0,37 0,52

odchylka [%]

niho modelu dostatecné mald a obycejné je rovna hodnoté 0,1
(cit.'%). Mez detekce md hodnotu 1,3 ug.I™, tj. pro dany pra-
covni postup 7 ig.kg™' a mez stanovitelnosti ma hodnotu 3,2

ug.I™L, tj. pro dany pracovni postup 15 ug.kg ™.
Robustnost metody — vliv matrice
vzorku

Vliv matrice vzorku jsme prokazovali jednak proméfenim
extraktu pfipraveného modelového vzorku (33 % pSenice,
30 % jecmen, 20 % sojovy extrahovany $rot, 5 % masokostn{
moucka, 5 % zitné otruby, 4 % vdpenec a 3 % tsusky picnin)
bez piidavku ethopabdtu za podminek metody bez precisténi

(obr. 2a) a po precisténi extraktu vzorku (obr. 2b) na kolonce
Sep-Pak Alumina B (slepy vzorek) a proméfenim kalibracnich
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Obr. 3. Porovnani kalibra¢nich piimek fluorescen¢ni detekce pri
emisni vinové délce 350 nm a excitacni vinové délce 268 nm (A)
a 300 nm (B)

roztokl pripravenych bez precisténi (obr. 2¢) a po precisténi
vzorku (obr. 2d) na kolonce Sep-Pak Alumina B. Testovanim
Studentovym r-testem koeficientd regresni rovnice b (bez
precisténi) proti b’ (po precisténi matrice vzorku) je vypoctend
hodnota t = 14,185. Porovndnim ¢ = ¢, (P = 0,95; f = 3)
dospéjeme k zdvéru, Ze tento rozdil je statisticky vyznamny,

je vzdy nutné provadét precisténi.
Robustnost metody

Parametry fluorescencni detekce jsme sledovali promé-
fenim kalibra¢nich roztoki ethopabdtu pii emisni vlnové dél-
ce 350 nm a dvou rdznych excita¢nich vlnovych délkach —
268 nm a 300 nm (obr. 3). Vysledky a vypoctené statistické
parametry kalibrace (hladina vyznamnosti P = 0,95) jsou
uvedeny v tabulce II. Kalibrace za téchto podminek této
metody (excitacni vinova délka 268 nm) vykazuje vyssi citli-
vost a niz§i mez stanovitelnosti.

Sprdvnost a pfesnost

Vzhledem k tomu, Ze neexistuji certifikované referencni
materidly, byla spravnost metody (tésnost shody ziskané hod-
noty s jeho hodnotou skute¢nou) ovérena analyzou modelo-
vych vzorkt. Byly pfipraveny modelové vzorky krmiva s pii-
davkem ethopabdtu o koncentra¢ni hladiné 1,33; 2,67; 5,33
a 10,67 mg.kg "' a pro kazdou koncentraéni hladinu byl vzorek
analyzovan 5x jako vzorek krmné smési. Vysledky a vypoc-
tené statistické parametry (hladina vyznamnosti P =0,95) jsou
uvedeny v tabulce III. Celkova vytéznost metody pro koncen-
tracni hladiny 1,33 az 10,67 mg.kg’1 je (100,2+3,6) %. Nale-
zené hodnoty modelového vzorku byly s o¢ekdvanymi hodno-
tami srovndny pomoci linedrni regrese. Ocekdvané hodnoty
byly povazovdny za nezdvisle proménné, nalezené hodnoty
jako zdvisle proménné. Konstanta a regresniho vztahu (kon-
stantni soustavnd odchylka) ma hodnotu — 0,079+0,117 a sta-
tisticky se nelisi od nuly, konstanta b regresniho vztahu (pro-
porciondlni soustavnd odchylka) md hodnotu 1,0297+0,0191
a nelisi se statisticky od jednicky. Metoda tudiz poskytuje
spravné vysledky.

Ptesnost metody (mira té€snosti shody mezi vzdjemné ne-
zavislymi vysledky zkousek za predem specifikovanych pod-
minek) byla omezena na vypocet ukazatele opakovatelnosti.
Ukazatel opakovatelnosti byl vypocten ze smérodatné odchyl-
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Tabulka IV

Laboratorni pfistroje a postupy

Vysledky mezilaboratorniho testu. Stanoveni ethopabdtu metodou HPLC v premixech a krmnych smésich

Parametr Laborator Primér [mg.kg™'] ve vzorku
Pl P2 S1 S2
5 2292 1 443 6,62 5,74
6 2333 1475 6,80 5,65
8 2424 1 541 6,95 6,20
9 2463 1 448 720 6,15
10 2335 1453 8,90 5,61
11 2094 1376 7,15 5,64
12 2123 1358 7,10 525
15 2459 1853" 9,13" 8,01"
Priimérnd hodnota [mg.kg™'] 2315 1442 6,97 5,70
Pocet neodlehlych laboratort 8 7 6 7
Smeérodatnd odchylka opakovatelnosti s, [mg.kg_l] 44 33 0,33 0,26
Smeérodatnd odchylka reprodukovatelnosti sy [mgkg™] 145 65 0,33 0,37
Ukazatel opakovatelnosti r [mg.kg™'] 122 91 0,93 0,74
Ukazatel reprodukovatelnosti R [mg.kg™'] 407 183 0,93 1,05

V tabulce jsou uvedeny pouze priiméry dvou paralelnich stanovent, které jsou k nahlédnuti u autora; dalsi vysvétleni v textu

ky rozpéti obou paralelnich stanoveni redlnych vzorka pro
premixy doplitkovych ldtek i findlni krmiva. Celkovy pocet
vzorkl pro findlni krmiva, ktery byl pouzit k vypoctu, je 40
a po vylouceni odlehlych vysledkd (Cochrantiv test) pro ob-
sahy 2,0 a7 8,0 mg.kg™' md ukazatel opakovatelnosti hodnotu
0,63 mg.kg’l. Celkovy pocet vzorki pro premixy dopliikovych
latek, ktery byl pouzit k vypoctu, je 20 a po vylouceni odleh-
Iych vysledkti (Cochraniiv test) pro obsahy 1200 az 2400
mg.kg ™! md ukazatel opakovatelnosti hodnotu 120 mg.kg™".

Reprodukovatelnost metody byla stanovena mezilabora-
tornim porovndvacim testem.

Mezilaboratorni kruhovy test

Mezilaboratorniho kruhového testu se zicastnilo 8 labo-
ratoii za podminek normy ISO 5725-1986 (cit.' Ha bylo
provedeno vyhodnoceni ukazatele opakovatelnosti a reprodu-
kovatelnosti dané metody. Ke statistickému testovani odleh-
losti hodnot byl pouzit Cochraniiv jednostranny test odlehlosti
a Grubbstiv test v kombinaci s timto postupem:
je-li P>35 %, tj. je-li testovand charakteristika Grubbsova
nebo Cochranova testu mensi neZ jeji pétiprocentni kri-
tickd hodnota, povazuje se testovand hodnota za spravnou,
je-li5%=P>1 %,tj.lezi-li testovand charakteristika mezi
jednoprocentni a pétiprocentni kritickou hodnotou, nazve
se testovand hodnota hodnotou vybocujici a oznali se
jednou hvézdickou )
je-li P<1 %, tj. je-li testovand charakteristika Grubbsova
nebo Cochranova testu vétsi nez jeji jednoprocentni kritic-
kda hodnota, nazve se testovana hodnota hodnotou odlehlou
a oznacuje se dvéma hvézdickami *.

Jako vzorky byly pouzity komer¢né vyrabéné premixy na
dvou koncentra¢nich hladindch — 1 400 a 2 400 mg.kg ™' a na
dvou vzorcich findlnich krmiv o pfiblizné koncentraci 8 mg.kg_l.
Vzorky byly upraveny mletim, ndsledné byly zhomogenizo-
vany a na vzorcich byl proveden test homogenity (ANOVA).
Vysledky mezilaboratorniho kruhového testu jsou sesta-
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veny do tabulky IV. Z vysledkii mezilaboratorniho testu je
zfejmé, Ze ukazatel opakovatelnosti stanoveni ethopabatu me-
todou HPLC pro premixy pii obsahu 1 400 a 2 400 mg kg™’
dosahuje hodnoty 5 az 6 % relativnich a ukazatel reproduko-
vatelnosti se pohybuje v rozmezi 12 aZ 18 % relativnich.
Ukazatel opakovatelnosti pro findlni krmiva dosahuje hodnoty
13 % relativnich a ukazatel reprodukovatelnosti se pohybuje
v rozmezi 13 az 18 % relativnich.

Zavér

Metoda stanoveni ethopabdtu v krmivech poskytuje sprav-
né a presné vysledky. Byla stanovena hodnota ukazatele opa-
kovatelnosti pro koncentra¢ni hladinu ethopabatu 2,0 az 2 400
mg.kg™!, kterd je 5 az 6 % relativnich. Vyt&znost metody pro
koncentra¢ni hladinu ethopabdtu 1,3 az 10,7 mg.kg ™ je (100,2x
3,6) %. Byly srovnany hodnoty opakovatelnosti ziskané pouze
v nasi laboratofi a hodnoty opakovatelnosti vypoctené z vy-
sledkti mezilaboratorniho kruhového testu. Obé hodnoty opa-
kovatelnosti jsou v dobré shodé. Pro aplikaci metody stanove-
ni ethopabatu v oblasti krmiv byla provedena optimalizace
precisténi extraktu na kolonkdch Sep-Pak Alumina B.
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tion of Ethopabate in Admixture Premixes and in Animal
Feeds by HPLC with Fluorescence Detection. Interlabora-
tory Comparative Test of the Method

An HPLC method of determination of ethopabate for the
purpose of rapid monitoring its contents in admixture premi-
xes and in final fodders was developed. Ethopabate is ex-
tracted from a sample with methanol and after purification of
the extract on basic aluminium oxide it is determined by HPLC
on the C18 reverse phase with fluorescence detection. The
values of the determination limit (15 pg.kg™"), repeatability
(0.63 mgkg™) and the yield of the method (100.2+3.6 %)
were determined in the ethopabate concentration range 1.3—
10.7 mgkg™". The repeatability value was determined with
samples of real fodders. From the interlaboratory circular tests
of the determination, the repeatability index was calculated,
amounting to 5-6 % at 2-2400 mg.kg™'. The reproducibility
index ranges between 13 and 18 %.
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Uvod

Tato préce byla soucdsti studie, jejimz cilem bylo zjistit roz-
loZenf aktivity cytochromu P450 izoenzymu 2D6 (CYP2D6)
v &eské populaci'.

Aktivitu enzymu lze ptedpovédét bud uréenim genotypu
(analyzou DNA), nebo urc¢enim fenotypu, tzn. podanim vhod-
né modelové ldtky, jejiz metabolismus zavisi vyluéné na akti-
vité CYP2D6. Fenotyp se pak zjistuje na zdkladé mnozstvi
podané modelové ldtky a jejtho metabolitu (-i) v plazmé nebo
v moéi'.

Jako modelovou ltku jsme pouzili dextromethorfan (DM),
0 némz je zndmo, ze v organismu podléhd O-demethylaci na

Methoxymorfinan

PAN

Dextromethorfan

CH30-_ CH30-_

N—CHj NH

( &@

NS

Dextrorfan Hydroxymorfinan

5
X
@

Obr. 1. Struktury analyzovanych litek
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dextrorfan (DEX). Je prokdzano, Ze cestu O-demethylace ka-
talyzuje hlavné CYP2D6. Vznik DEX z DM poskytuje spo-
lehlivou informaci o aktivit¢ CYP2D6, v usporddani in vitro
ain vivo®®. Pomér moldrnich koncentraci DM a DEX v mogi,
tzv. metabolicky pomér (MP), je indexem pro hodnoceni
aktivity CYP2D6 in vivo. Jedinci s MP>0,3 jsou metabo-
lizétofi pomali, ostatni jsou metabolizdtori rychli. Alternativn{
metabolickou cestou DM je jeho N-demethylace na methoxy-
morfinan (MM). Tato cesta je katalyzovdna nékolika dal-
$imi izoenzymy cytochromu P450, a to CYP3A3/4, CYP3AS,
CYP3A7, CYP2D9 a CYP2C19 (cit.**"% Cesta N-deme-
thylace vSak nemlze nahradit defektni O-demethylaci. DEX
i MM jsou déle demethylovany na hydroxymorfinan®>*(HM).
DEX a HM jsou v plazmé ptitomny hlavné ve formé konjugatd
s kyselinou glukuronovou. Struktury dextromethorfanu a jeho
metabolitl jsou uvedeny na obr. 1.

V prvni ¢asti studie bylo provedeno stanoveni MP v moci
a na zaklad¢ zjisténych vysledkd byli dobrovolnici rozdéleni
na skupinu rychlych (93,1 %) a na skupinu pomalych (6,9 %)
metabolizdtor'. Tento vysledek se shoduje s vysledky obdob-
nych studif, které byly provedeny v jinych evropskych bilych
populacich jak s dextromethorfanem, tak i s dalsimi vhodnymi
modelovymi latkami®!*-2

Ve druhé ¢asti studie byl stanovovan MP v plazmé. Vzhle-
dem k tomu, Ze je k dispozici jen velmi mdlo praci zabyvaji-
cich se ur¢ovanim fenotypu z plazmatickych koncentraci mo-
delovych latek, zajimalo nds, jak vysledky ziskané analyzou
moce budou korelovat s vysledky ziskanymi analyzou plaz-
my""*! Zavéry ziskané z fenotypovéni jsme porovnavali
s genotypem zucastnénych dobrovolniki.

Experimentalni ¢ast

Studie se ucastnilo celkem 102 zdravych, nepiibuznych
dobrovolniki ve véku 20-35 let (59 muzd, 43 zen). Jedno-
razove jim byl podan hydrobromid dextromethorfanu v ddv-
ce 27,5 mg per os (25 ml sirupu WICK Formula 44 Plus S,
Wick Pharma, Gross-Gerau, SRN). 3 hodiny po podani latky
byla 95 dobrovolnikiim odebrana krev (10 ml) — 7 dobrovol-
nikd odbér krve odmitlo. Pfiblizné¢ 1,6 ml plné krve bylo
oddéleno a pouzito k urceni genotypu. Genotﬂ) byl urcovan
metodou PCR (Polymerase Chain Reaction)'*">. Do té doby
bylakrev uchovdvdna pii —20 °C. Zbytek krve byl zcentrifugo-
van (3000 ot.min"', 10 min) a ziskana plazma byla uchovavana
pii —20 °C az do analyzy.

HPLC stanoveni

Konfigurace pfistroje: pumpa LC-10AS, davkovaci zafi-
zeni SIL-10A a fluorescen¢ni detektor RF-10A (excitaéni
a emisni vlnovd délka 280 nm/315 nm) od firmy Shimadzu
(Kyoto, Japonsko)

Chromatografické podminky: kolona: Tessek phenyl,
1503 mm, 5 um (Tessek, Praha, CR), predkolona: Tessek
phenyl, 30x3 mm, 10 um (Tessek, Praha, CR), mobilni faze:
acetonitril-KH,PO, pufr (0,01 mol.I™) v poméru 3 : 2 (v/v),
pH pufru 3,6 (upraveno 0,1 mol.I"' H,PO, ), triethylamin
(350 ].Ll.l’l), pritokovd rychlost 0,7 ml.min”! (160-170 MPa),
temperace autosampleru 10 °C, temperace kolony 30 °C, vniti-
ni standard: betaxolol (betaxololi hydrochloridum, Lokren
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20 mg tbl., Synthelabo, Francie), standardy stanovovanych
latek: dextromethorfan hydrobromid monohydrat, (+)-3-me-
thoxymorfinan hydrobromid, (+)-3-hydroxymorfinan hydro-
chlorid a vinan dextrorfanu monohydrat od firmy Hoffmann-
La Roche, SVYcarsko

Uprava vzorkd plazmy pied analyzou

Na zdkladé vysledkl analyzy moce byli dobrovolnici po-
dle fenotypu rozdéleni na rychlé a pomalé metabolizitory.
V disledku predpoklddanych rozdilnych plazmatickych kon-
centraci stanovovanych ldtek u rychlych a pomalych meta-
bolizdtord byla plazma zpracovdvana v odlisném mnozZstvi
u obou skupin. Pro izolaci DM a jeho metaboliti ze vzorkd
plazmy byla pouzita metoda extrakce a reextrakce v systému
kapalina—kapalina. Konjugdty DEX a HM s kyselinou gluku-
ronovou byly pied extrakei hydrolyticky rozstépeny enzymem
B-glukuronidasou. Vzorky byly analyzovany bez hydrolyzy
i po hydrolyze s B-glukuronidasou.

V piipadé rychlych metabolizator bylo k hydrolyze ode-
brano 0,3 ml plazmy a pfiddno 0,14 ml vodného roztoku
octanu sodného (0,2 mol.l’l) a 0,011 ml B-glukuronidasy
(1,620 pkatal.I™!). Tato smés byla inkubovana ve vodni ldzni
temperované na 37 °C. Inkubaéni doba 18 h byla predem
experimentdlné ovérena jako dostate¢nd pro iplnou hydrolyzu
glukuronidu.

U pomalych metabolizatort bylo hydrolytické §tépeni glu-
kuronidl provddéno s dvojndsobnym mnoZzstvim plazmy nez
u rychlych metabolizdtorG z divodu ocekdvanych nizkych
koncentraci metabolitd v plazmé. Dvakrat byl zvySen také
objem vodného roztoku octanu sodného a -glukuronidasy.

Extrakce a reextrakce vzorkd plazmy
po inkubaci s B-glukuronidasou

V ptipadé rychlych metabolizdtort bylo k extrakci odebra-
no 0,4 ml inkuba¢ni smési, v piipad€ pomalych metabolizatord
bylo odebrané mnozstvi dvojndsobné, tzn. 0,8 ml inkuba¢ni
smési (divod viz vyse). Dals{ postup byl u obou typ metabo-
lizatorG shodny.

K odebranému mnozstvi inkuba¢ni smési bylo pfiddno
0,16 ml Na,CO5 (0,5 mol.l’l), 0,1 ml betaxololu jako vnitinitho
standardu (2 ng.l’], fedéno 0,1 mol.I™! HCIl) a 5 ml extrakéniho
¢inidla (hexan:n-butanol, 9:1, v/v). Po 15 minutovém protiepd-
ni a ndsledné centrifugaci (2000 rpm, 15 minut) byly zkumav-
ky se vzorky vloZeny do chlazené hexanové lazné (=20 °C).
Po zmrznuti vodné faze byla organicka vrstva prevedena do
Cisté konické zkumavky. Vodnd fize byla po rozmrazeni
extrahovdna jest€ jednou stejnym postupem. Organické faze
z obou extrakci byly spojeny a pouZity k reextrakci.

Ke spojenym organickym fazim bylo pfiddno 0,3 ml KHSO,
(0,01 mol.l’l). Po 15 minutovém tfepdni nasledovala centrifu-
gace (2200 rpm, 15 min), po které byla vodna vrstva opét
vymrazena a organickd faze byla odstranéna. Vodna faze byla
po rozmrazeni nastiikovdna na kolonu v objemu 30-50 pl.

Extrakce a reextrakce vzorkd plazmy
bez inkubace

K 1 ml plazmy bylo pfiddno 0,4 ml Na,CO, (0,5 mol.I""),
0,1 ml betaxololu jako vnitfniho standardu (2,5 ng.l’l, fedéno
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0,1 mol.I"! HCI) a 5 ml extrak¢niho Cinidla (hexan:n-butanol,
9:1, v/v).

Dale pokracovala extrakce i reextrakce stejnym zptisobem
jako v piipadé vzorka plazmy, které byly s B-glukuronidasou
inkubovény. Nastfikovy objem vodné faze po jejim rozmra-
zeni byl 50 pl.

Kalibrace

Kalibra¢ni fada a vzorky kontroly kvality byly pfipravo-
vany fedénim zdsobnich roztoki standardt lidskou plazmou.
Plazma byla ziskdna od subjekt, kterym nebyl dextromethor-
fan poddn a jejiz Cistota byla pfed pouzitim chromatograficky
ovéfena. Objemy zdsobnich roztoki standardd a priddvané
lidské plazmy pii piipravé kalibraéni fady a vzorkt kontroly
kvality byly soucasné ovéfovdny vdZzenim. Koncentrace zi-
sobnich roztoki: DM 197,7 mg.l‘l, MM 208.,5 mg.l'l, DEX
1870,5 mg.I"" a HM 966,7 mg.1™" (fedéno 0,1 mol.I"! HCI).
Rozsahy koncentraci jednotlivych ldtek v kalibracni fadé by-
ly 1,09.10°-0,14 mg.I"" pro DM, 0,62.10°-0,080 mg.l™
pro MM, 0,58.10°-0,074 mg.I"! pro DEX a 0,59.10°-0,075
mg.I"! pro HM.

Parametry kalibracnich zdvislosti byly ziskdny ze zavis-
losti pomérd ploch pikd stanovované ldatky a vnitiniho stan-
dardu na teoretické koncentraci analyzované litky metodou
vdzené linedrni regrese (program SOLO, BMDP Statistical
Software, Los Angeles, California).

Vysledky a diskuse

Pouzité chromatografické podminky umoznily tplnou se-
paraci a stanoveni DM, jeho metabolitd a vnitfniho standardu.
Za téchto podminek neinterferovaly endogenni latky s latkami
analyzovanymi. Chromatografické zaznamy analyz jsou uve-
deny na obr. 2 a 3. Na chromatogramech vétSiny rychlych
metabolizdtord nejsou patrné piky methoxymorfinanu.

Ke stanoveni koncentraci dextromethorfanu a jeho meta-
bolitti jsme pouzili metodu HPLC s fluorescenéni detekei.
Metoda vznikla dpravou podminek, které byly vypracovany
v prvni &asti studie pro stanoveni téchto latek v moci'.

K izolaci DM a metaboliti z plazmy byl pouzit postup,
ktery se osvédgil pii extrakci téchto litek z moci'. Byl upraven
pouze objem extrak¢niho Cinidla, protoZe s jeho pivodnim
mnozstvim (4 ml) nebylo dosahovdno dostatecné vytézZnosti.
Pii zvySeni objemu extrak¢ni smési na 5 ml stoupla vytéZnost
DM, DEX, MM a BX o 10 az 14 %. Vytéznost HM stoupla
témef o 20 %. Vysledné extrakéni vytéznosti jednotlivych
analyt byly DM 91 %, DEX 101 %, HM 90 %, MM 76 %
aBX 99 %.

Korela¢ni koeficienty kalibracnich zdvislosti béhem sed-
mi po sobé ndsledujicich dnti byly pro DM, DEX a MM vyssi
nez 0,998 a pro HM byly vyssi nez 0,996. Relativni odchylky
teoretickych a skute¢nych koncentraci kalibra¢nich boda se
pohybovaly v téchto rozmezich: pro DM od —8,2 % do 9,9 %,
pro DEX od -5,6 % do 7.9 %, pro MM od —8,3 % do 5,7 %
a pro HM od -8.,9 % do 10,7 %.

Presnost a spravnost analyz vzorkt pro kontrolu kvality je
vidét z idajt v tabulce 1. Analyzy kalibrac¢nich bodi s nejniz-
Simi koncentracemi byly opakovatelné a spravné. Teoretické
koncentrace téchto bodl (viz experimentdlni ¢dst) je mozné
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povaZovat za spodni meze stanovitelnosti pro vSechny analy-
zované latky. Nami dosazend spodni mez stanovitelnosti je
o jeden fdd niZ8i neZ je uvddéno v literatufe'?. Je to pravdépo-
dobné zplisobeno dokonalej$im izola¢nim postupem, ktery
vedl témér k iplnému odstranéni endogennich latek. Pro hod-
notu poméru signdlu a Sumu 5 byl detekéni limit pro DM a jeho
metabolity odhadnut na 0,073 ng. To odpovidad koncentraci
0,73.107 pg.I™" analytii v plazmé.

Tabulka IT uvadi koncentrace DM a jeho metabolitti v plaz-
meé naméfené 3 hodiny po poddani modelové latky a metabo-

200
E, mV

100

t, min

Obr. 2. B — chromatogram slepého vzorku plazmy, L.3 chromato-
gram kalibra¢niho bodu L3: / — hydroxymorfinan, 2 — dextrorfan,
3 — betaxolol, 4 — methoxymorfinan, 5 — dextromethorfan

600 r
E, mV F
400

200

t, min

Obr. 3. P1 — chromatogram plazmy rychlého metabolizatora bez
inkubace s B-glukuronidasou pro stanoveni dextromethorfanu (4)
a betaxololu (3); P2 ...... chromatogram plazmy rychlého metabo-
lizdtora po inkubaci s B-glukuronidasou pro stanoveni hydroxy-
morfinanu (/), dextrorfanu (2) a betaxololu (3)

Tabulka I
Vysledky analyz vzorki kontroly kvality

Laboratorni pfistroje a postupy

Tabulka II

Medidn (rozpéti) koncentraci dextromethorfanu a jeho meta-
bolitti v plazmé odebrané 3 h po poddni 85 umol (27,5 mg)
hydrobromidu dextromethorfanu ve skupiné rychlych (RM)
a pomalych (PM) metabolizdtord a medidn (rozpéti) metabo-
lickych poméri (MP) pocitanych jako pomér moldrnich kon-
centraci DM a DEX v plazmé

Latka RM (N =89) PM (N =6)

Koncentrace [nmol.I™"]

DM 7,98 (0,459-106) 58,3 (39,8-71,6)
DEX 316 (81,0-609) 42,8 (10,5-122)
MM* <0,7 (<0,7-4,98) 1,18 (<0,7-3,26)
HM 178 (30,7-313) 24,3 (5,79-65.4)

MP (DM/DEX) 0,025 (0,001-0,56) 2,15 (0,32-6,15)

“U 80 RM a 3 PM byla konc. <0,7 nmoL.I"! (spodni limit

stanovitelnosti)
10 T T T T
Lo X
DM/DEX <
v plazmé
1 - -
o &
o NG o
v o
8L
0,1 oo ¢ -
% <>
Lod
0,01 ¢ ‘ <<? ©
i) 8 <>
2y o
0.001 1 Ol | |
0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10

DM/DEX ve 4-h moc¢i

Obr. 4. Korelace metabolickych poméri ziskanych méienim kon-
centraci dextromethorfanu (DM) a dextrorfanu (DEX) v moci
(sbirané 0—4 h po poddni modelové litky) a thplazmé (ziskané 3 h po
podéni modelové ldtky); .= 0,705, p < 1.10

Vzorek Analyt Teoretickd Pomér namérené a teoretické koncentrace Pramér cv? RD
koncentrace 1. den 2. den 3. den 4. den 5. den [%] [%]
[mg.l'l]

K1 DM 14,98 1,13 1,05 1,20 1,01 0,99 1,07 7,45 5,34
DEX 27,71 0,99 1,07 0,99 0,99 0,96 1,00 3,66 2,13

MM 16,03 1,01 1,03 1,00 0,94 0,85 0,98 6,80 1,75

HM 7,35 1,10 1,12 1,21 1,23 1,04 1,14 6,06 3,13

K2 DM 3,37 1,09 1,19 1,31 1,00 1,11 1,14 9,11 7,51
DEX 6,92 1,00 1,05 1,14 0,99 0,98 1,03 5,76 0,43

MM 3,99 0,94 1,30 1,22 1,00 1,09 1,11 12,20 4,26

HM 3,77 1,36 1,26 1,02 1,09 1,25 1,20 10,24 9,43

 Varia¢ni koeficient, ® relativni chyba
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licky pomér (DM/DEX) vypocteny z téchto koncentraci. Srov-
ndme-li vysledky uvedené v tabulce II s vysledky ziskanymi
analyzou moc¢i (medidn (rozpéti) MP v moci byl pro rychlé
metabolizatory 0,007 (0,0001-0,18); a pro pomalé metabo-
lizétory 1,3 (0,37—4,6)1), vidime, Ze hodnoty MP v plazmé se
ve skupiné rychlych a pomalych metabolizatord piekryvaji.
Z toho je mozné usoudit, ze hrani¢ni hodnota MP zjisténd
v plazmé bude odlisnd od hodnoty 0,3, kterd je pouzivana pro
stanoveni MP v moci. Velikost této hrani¢ni meze v plazmé
neni zatim piesné zndmad. Literatura uvadi stfedni hodnotu MP
v plazmé 0,126 (pro DM jako modelovou litku)".

Korelace metabolickych pomérd ziskanych jak méfenim
koncentraci latek v moci, tak méfenim v plazmé vyplyva
z obr. 4. Lze tici, Ze oba metabolické poméry spolu dobie
koreluji. Z toho vyplyva, ze stanoveni aktivity CYP2D6 s vy-
uzitim metabolického poméru DM/DEX v plazmé ziskané
3 hodiny po poddni modelové ldtky by mohlo byt vhodnou
alternativou ke standardnimu piistupu, tj. ke stanoveni feno-
typu CYP2D6 v moci. Tento piistup by byl zvlds§t€¢ vhodny
v ptipadech snizené funkce ledvin, kdy poméry latek v moci
mohou byt negativné ovlivnény zménami exkrece DM a DEX
do moci.
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G.Zimova, J. Chladek, J. Martinkova, and M. Beranek
(Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control,
Faculty of Pharmacy, Charles University, Hradec Krdlové):
HPLC Determination of Dextromethorphan and Its Meta-
bolites in Plasma

An HPLC method for the determination of dextromethor-
phan, dextrorphan, methoxymorphinan and hydroxymorphi-
nan in plasma using fluorescence detection (excitation and
emission wavelength 280 and 315 nm, respectively) was ela-
borated. The mobile phase was acetonitrile — 0.01 M-KH,PO,
(3:2) containing triethylamine (350 ml.l"), pH 3.6; flow rate
0.7 ml.min""; internal standard betaxolol. For isolation of the
substances from plasma, liquid-liquid extraction and re-ex-
traction with freezing out the aqueous phase was used. The
recoveries of the substances were 91, 101, 76, 90 and 99 %,
respectively. The method was used for determination of the
CYP2D6 phenotype in 95 healthy, unrelated volunteers from
Czech population.
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RIESITELNY PROBLEM AJ PRE STARSIE
PRISTROJE
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lovd, pyridoxin

Uvod

Specifita fluorescencie latok vyplyva zo zdvislosti inten-
zity od dvoch vInovych dizok, excitaénej a emisnej F = fg
Aery)- Pre kazdd ldtku je mozné namerat emisné spektrd pri
roznych excitaénych vinovych dizkach a naopak. Zoradenie
takto nameranych jednotlivych spektier v priestore, tj. vytvo-
renie zdvislosti intenzity fluorescencie od viacerych (postupne
sa zvysujiicich) hodnot excitaénej a emisnej vlnovej dizky,
vedie ku vzniku trojrozmerného grafu. Prezentdcia fluores-
cencnych spektier vo forme trojrozmernych grafov dava moz-
nost na komplexné vyuzitie vsetkych informadcii o analyzova-
nej latke. Spektrum kazdého fluoroféru, alebo zmesi fluorofo-
rov md ovela vysSiu vypovedaciu hodnotu, ak sa snima pri
viacerych excita¢nych, & emisnych vinovych dizkach. Klasic-
ky snimané emisné spektrd pri konstantnej vinovej dizke
excitacného svetla a opacne, nezodpovedaju poziadavkdm na
rozliSenie hlavne v oblasti biochemického vyskumu. Preto sa
preferuje trojrozmernd fluorescencnd analyza. Na interpretd-
ciu vysledkov trojrozmernej fluorescencnej analyzy sa v praxi
vyuZziva najméi pocitacova forma Specidlnych vrstevnicovych
mdp. (Analdgia zemepisnych mdp: vrstevnice predstavuji
oblasti s rovnakou intenzitou fluorescencie, suradnicovd po-
loha na mape je kvalitativnou, ,.kéta* kvantitativnou charak-
teristikou fluoreskujucej latky.)
drobnosti, nez klasické spektrum v podobe jednej krivky.
Uzavreté vrstevnice su charakteristickou fluorescenciou ana-
lyzovanej latky a mozu sldZit na identifikdciu fluorescenénych
zloziek v komplikovanej zmesi, pripadne potvrdit alebo vy-
vrétit identitu dvoch zmesi. Vrstevnicové mapy takto slizia
ako selektivny odtlacok’.

Technika trojrozmernej fluorescencnej analyzy bola vy-
uzitd aj pri identifikdcii farbiva na zvysku pldtna, ktoré bolo
ndjdené pri archeologickych vykopdvkach. Na zdklade vytvo-
renej fluorescencnej vrstevnicovej mapy farbiva na najdene;j
textilii a porovndvanim so Standardami prirodnych farbiv na
vybranych typoch materidlov (hodvéb, bavlna) sa podarilo
identifikovat nielen povod farby, ale aj typ tkaniny>.

Trojrozmerné grafické vystupy nameranych veli¢in umoz-
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nuji dnes komercne vyrdbané spektrofluorimetre vyssej kate-
gérie. Technicky najprepracovanej$im pristrojom na takéto
merania je fluorescen¢ny spektrofotometer Hitachi model F-
-4500 s adekvdtnou pocitacovou vybavou3. Prakticka dostup-
nost tychto pristrojov je v§ak z cenovych dovodov pre vacsinu
beznych laboratérii mdlo redlna. Preto sme modernizovali
star$i, avSak koncepéne velmi dobre rieSeny fluorescencny
spektrometer Perkin-Elmer Model 3000.

Experimentdilna ¢ast
Chemikdlie

Hovidzi sérovy albumin (Merck, SRN), acylpyrin (Slova-
kofarma Hlohovec), riboflavin, injekény roztok (Léciva Pra-
ha), pyridoxin, injekény roztok (LécCiva Praha ), B-komplex
(Léciva Praha). Koncentrdcie vodnych roztokov: acylpyrin
200 mg.1™", albumin 40 mg.1”", riboflavin 10 mg.1”", pyridoxin
5mgl.

Pristroje a zariadenia

Fluorescen¢ny spektrometer Perkin-Elmer model 3000 (PE
3000), rok vyroby 1981 s pripojenym pocitacom PC Pentium
so softwarom Spektro”, novo vyvinuté hardwarové rozhranie.

Metody

Emisné spektra boli snimané pri excita¢nych vinovych
dizkach za¢inajicich pri 260 nm a zvy3ujicich sa po 10 nm az
do hodnoty 600 nm. Emisny monochromdtor bol nastaveny na
pociatoénu vinovi dizku posunuti vzdy o 20 nm vyssie oproti
excitacnej, aby sa eliminovali rozptylové javy. Vrstevnicové
mapy boli vytvorené okamzite po ukonceni merania progra-
mom Spektro.

Vysledky a diskusia

Technickd dprava vystupu nameranych spektralnych veli-
¢in pristroja Perkin-Elmer Model 3000, jeho pripojenie na PC
Pentium a program Spektro4, ktory bol vytvoreny podla nasich
poziadaviek a predstdv, umozinuje analyzovat flurescencny
materidl roznymi sposobmi a interpretovat namerané hodnoty
vo vhodnej grafickej forme na vysokej irovni.

Program Spektro je autorsky program na pocitacové spra-
covanie hodndt nameranych fluorescencnym spektrofotome-
trom PE 3000. UmoZiuje registraciu vSetkych typov spektier
v Ciselnej aj grafickej podobe a ich archivaciu. Na zndzorne-
nom spektre je mozné v lubovolnom bode velmi presne od¢i-
tat hodnotu vlnovej dizky a jej odpovedajicu intenzitu fluo-
rescencie. Viaceré spektrd je mozné zndzornif s farebnym
odlisenim. Program umoziiuje scitanie, od¢itanie spektier aj
vypocet priemeru viacerych merani. Namerané idaje je mozné
exportovat do inych grafickych programov (napr. Excel). Sa-
mozrejmou sucasfou programu je tla¢ zobrazenych spektier.

Vysledky trojrozmernej fluorescencnej analyzy je mozné
v programe Spektro prezentovaf vo forme trojrozmerného
grafu, ale aj v jeho dvojrozmernej alternative, vo forme vrs-
tevnicovych spektralnych mdp (obr. 1). Na vrstevnicovej ma-
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Obr. 1. Trojrozmerné spracovanie fluorescenénych spektier vod-
ného roztoku albuminu. Usporiadanie emisnych spektier v priestore
(a), vrstevnicovd mapa — 150 jednotiek relativnej fluorescencie (b),
vrstevnicovd mapa so zobrazenou mriezkou — 200 jednotiek relativne;j
fluorescencie (c)
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Obr. 2. Jednoduché emisné spektrum modelovej zmesi (acylpyrin
+ riboflavin) snimané pri excitacnom maxime kyseliny acetylsalicy-
lovej A, =300 nm (a) ariboflavinu A, =440 nm (b). Identifikovatelnd
je vzdy iba jedna zlozka zmesi
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Obr. 3. Fluorescen¢na vrstevnicova mapa roztoku modelovej zme-
si (acylpyrin + riboflavin) a jednotlivych zloziek — acylpyrinu,
riboflavinu. V zmesi su identifikovatelné vsetky zlozky

pe os x reprezentuje emisnu, os y excitacnd vlnovi dlzku.
Vrstevnice spektrdlnej mapy spdjaju body s rovnakou intenzi-
tou fluorescencie. Hustotu vrstevnic je mozné zaddvat s Tubo-
volnym odstupom intenzity fluorescencie. Orientdciu na mape
ulahcuje mriezka, ktorti je mozné podla zvdZenia zobrazit
(obr. 1). V programe Spektro sa automaticky zobrazuju strad-
nice akéhokolvek miesta na vrstevnicovej mape pri pohybe
mySou po mape. Jednotlivé fluorescencné pasma sa daju fa-
rebne odlisit.

Na grafickom zobrazeni trojrozmernych emisnych fluo-
rescecnych spektier vo forme vrstevnicovych spektrdlnych
mép chceme demonstrovat moznosti velmi podrobnej spek-
trdlnej charakteristiky niektorych latok.

Trojrozmernd fluorescen¢nd analyza je zvlast vyhodnd pri
skimani zmesi fluorescen¢nych latok. Klasickou fluorescenc-
nou analyzou (emisné spektrum snimané pri vinovej dizke
excitatného maxima) je malokedy mozné odhalif pritomnost
dalsich latok s odli$nymi fluorescenénymi charakteristikami,
nez md prave merand ldtka. Ako modelovi zmes sme zvolili
vodny roztok kyseliny acetylsalicylovej (acylpyrin) v pritom-
nosti riboflavinu. Emisné spektrum modelovej zmesi snimané
pri excitacnom maxime kyseliny acetylsalicylovej nezaregis-
truje pritomnost riboflavinu a naopak (obr. 2). Vrstevnicova
mapa tieto obmedzenia nemd a dokazuje grafickd vynimoc-
nost najma pri porovndvani — identifikdcii Cistych latok alebo
zmesi (obr. 3). Jednotlivé fluoroféry pritomné vo vzorke vy-
tvdraju v ploSnom zobrazeni mdp uzavreté, alebo polouzavreté
krivky s presne vymedzenymi stradnicami. Takyto obrdzok
plne charakterizuje totoZnost meranej vzorky.
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Riboflavin (vitamin B,) je aj jednou zo zloZiek tablety
B-komplexu (B,, B,, Bs, B¢, PP). Na fluorescencnej vrstevni-
covej mape vodného roztoku tablety B-komplexu sa okrem
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Obr. 4. Fluorescencna vrstevnicovd mapa roztoku B-komplexu
a jeho zloziek — riboflavinu, pyridoxinu. V zmesi su identifikovatelné
vsetky zlozky
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riboflavinu prejavuje aj dalsi fluorofér, ktory predstavuje py-
ridoxin (By). Jeho totoZnost potvrdzuje vrstevnicovd mapa
roztoku pyridoxinu (obr. 4). Klasické fluorescen¢né spektrum
roztoku B-komplexu snimané pri excitacnom maxime ribofla-
vinu nezaznamenalo pritomnost dal§ieho fluoroféru (obr. 5).

Jedinym obmedzenim upraveného fluorimetra Perkin-El-
mer 3000 je nizka rychlost pohybu monochrométorov (max.
240 nm.min™") v porovnani s fluorimetrom Hitachi F-4500 az
30000 nm.min" (cit.*). Ich rychlost nie je mozné zvysi,
pretoZe je dand samotnou konstrukciou pristroja. Preto, hlavne
z Casovych dovodov, sa snimali emisné spektra tak, Ze exci-
ta¢nd vlnovd dizka sa menila v intervaloch po 10 nm (tj. 260,
270, 280 nm ...500 nm). Pri prili§ velkych odstupoch (napr.
40 nm) moze dojst ku skresleniu fluorescenc¢nych charakteristik
(obr. 5). Avsak aj pri takomto zjednodusSeni je mozné rozlisit
v zmesi jednotlivé fluorescencéné zlozky, ba aj odlisit dve
zmesi, ktoré obsahuju fluorofér s blizkymi spektralnymi cha-
rakteristikami. Ak sa merania robia rovnakym spdsobom,
potom sa pri porovndvani jednotlivych spektralnych map tieto
chyby eliminuju a zniZuje sa iba rozliSovacia schopnost spektier.
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Obr. 5. Jednoduché emisné spektrum roztoku B-komplexu sni-
mané pri excita¢cnom maxime riboflavinu kex =440 nm. Identifiko-
vatelnd iba jedna zlozka zmesi
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Obr. 6. Porovnanie tvaru fluorescen¢nych vrstevnicovych map roztoku modelovej zmesi a, b a B-komplexu ¢, d v zdvislosti od hustoty
merania emisnych spektier. Excita¢né vinové dlzky sa menili po 10 nm a, ¢ alebo po 40 nm b, d
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Zaver

Technickou tpravou starsieho pristroja a vytvorenim pro-
gramu Spektro sme dosiahli droven spektrdlnych fluorescen-
¢nych merani, porovnatelnd so $pi¢kovym zariadenim. Pri
kvalitnej mechanickej a elektronickej vybave povodneho fluo-
rimetra zostalo jediné obmedzenie — rychlost pohybu mono-
chromdtorov. Ndsledkom je dlhSia doba merania kompletného
trojrozmerného spektra — 15 az 20 minit v porovnani s 1 az 3
mintdtami u najmodernejsich zariadeni. Tento Casovy rozdiel
nie je rozhodujuci, pokial sa nemeraju velké série vzoriek,
alebo sa nevyzaduje extrémna ,hustota® emisnych spektier.
Casovy faktor viak ustupuje do pozadia, ak sa zoberie do
uvahy cena modernizdcie — 25 000 Sk a cena nového pristroja
okolo 1 500 000 Sk.
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Katarina Dubayova?, Jaroslav Kusnir?, and Milo$ Ha-
nus” ( “Department of Medicinal Chemistry and Biochemistry,
Faculty of Medicine, Pavel Jozef Safdrik University, Kosice,
YKurskd St. 25, Kosice, Slovak Republic): Three-dimensional
Fluorescence Spectra — A Resolvable Problem also with
Older Instruments

The possibility of obtaining fluorescence spectra in the
form of three-dimensional graphs after modification of an old
spectral fluorimeter is described. A Perkin-Elmer model 3000
instrument was innovated to provide, through a hardware
interface, the direct output of measured spectral quantities into
acomputer, where they are worked up, using a special program
Spektro, in the shape of three-dimensional graphs or spectral
contour maps. By this modification, the instruments achieve
several parameters of the latest superior spectrofluorimeters.
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OSOBNI ZPRAVY

K zivotnimu jubileu Ing. Lubomira Lochmanna, DrSc

Dne 22. kvétna letoSniho roku oslavi své 75. narozeniny
Ing. Lubomir Lochmann, DrSc., jeden z vynikajicich védec-
kych pracovniki Ustavu makromolekuldrni chemie Akademie
véd Ceské republiky.

Svétlo svéta spatfil tedy v roce 1926 v Praze jako syn
komorniho stenografa tehdejsiho Parlamentu Republiky Ces-
koslovenské. Jeho ndklonnost k pfirodovédnym obortim, naj-
mé k chemii, se projevily uz v relativné ttlém véku. Presto
vsak, podle pfani rodicd, absolvoval c¢tyfi tfidy klasického
gymnadzia, a teprve poté, v souladu s pfanim vlastnim, pokra-
Coval ve specializovaném vzdélavani na Vyssi primyslové
Skole chemické v Praze. Tu ukoncil v roce 1945. Po kriatkém
ptsobeni ve Vyzkumném ustavu cukrovarnickém pokracoval
ve zvySovani kvalifikace studiem na Vysoké skole chemicko-
-technologické, které zavrsil jiz v roce 1949 na katedre tech-
nologie organickych latek u profesora Sorma. Po absolvovani
Skoly krdtce ptsobil jako doktorand na katedie prof. Lukese,
pak pracoval postupné v Novackych chemickych zdvodech,
v Konstruktivé a v n.p. Reagencie v Praze a Kralupech, az
posléze koncem roku 1960 nastoupil do kratce predtim zaloZe-
ného Ustavu makromolekuldrni chemie Ceskoslovenské aka-
demie véd, do oddéleni organické syntézy. Jeho odborny
zdjem vzbudila chemie organokovovych sloucenin alkalic-
kych kovu a tomuto oboru se pak vénoval po celou dobu své
kariéry. Zde také v roce 1968 obhdjil kandiddtskou disertac-
ni praci vénovanou alkalickym organokoviim a alkoxidim,
a0 30 let pozdéji ziskal i hodnost doktora véd. V letech 1992—
93 pusobil jako Visiting Scientist na Cornellové univerzité
v Ithace, USA, ve skupiné prof. Frécheta, ktery je zndm svymi
pracemi v oboru dendrimerd.

Soubor Lochmannovych praci, vénovanych alkalickym
organokovim, patii do zdkladniho fondu védomosti o anion-
tové polymerizaci akrylovych a hlavné methakrylovych es-
terd, tedy oboru, ktery je i mym ,,osudem‘ uz hezkou fadku
let. Podstatnou ¢dst z nich jsme s Lochmannem stravili v jed-
nom oddéleni naseho dstavu. Proto mohu za vSechny, ktefi se
v této oblasti angazuji, s plnou odpovédnosti prohldsit, ze
jeho modelové studie mechanismu aniontové polymerizace
methakrylatd, vypracované postupy syntézy modelovych es-
ter-enoldtd a dalsi prdce jsou stdle — a jeSt€ budou — hojné
citovanymi zdkladnimi ddaji o tomto procesu, obzvlaste o ki-
netice dil¢ich reakci polymerizace a fungovani stabilizac-
nich pfisad. Pro tyto studie si jubilant vypracoval specidlni
experimentdlni techniku, jako napf. modifikovany prato¢ny
reaktor, z néhoz bylo mozno ziskdvat vzorky reakéni smési
v Casovém rozmezi fadové desitek milisekund, anebo fadu
tieba i drobnych pomticek a riznych ,,udéldatek” pro mani-
pulaci s citlivymi chemikdliemi v inertnim prostfedi, jejichz
relativni jednoduchost a pfitom ,,vymyslenost* byla mnohdy
obdivuhodnad; nékteré z nich patif stdle k zdkladnimu vybave-
ni laboratofe. Je autorem nebo spoluautorem vice nez 80 pa-
vodnich praci, nékolika ptehlednych ¢lankd, 30 patentd a fady
sdéleni na mezindrodnich védeckych setkdnich. V roce 1975
ziskal Cenu CSAV za soubor studif o aniontové polymeriza-
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ci methakrylatéi. V roce 1991 obdrzel od Cs. tifadu pro vyna-
lezy a objevy diplom za objev obecné platné vyménné reak-
ce kov—kov probihajici mezi organolithnymi slou¢eninami
a alkoxidy t&zich alkalickych kovii podle schématu: R'Li +
R’0OM — R'M + R?0OLi (M = Na, K, Rb, Cs). Tato reakce je
zdkladem tzv. Lochmannovych superbazi, v anglosaské litera-
tufe zndmych jako ,,Lochmann’s base®, které se vyznacuji
mimorddnou reaktivitou a jsou hojné vyuzivany preparativng,
hlavné pfi metalacich organickych slou¢enin v organické syn-
téze, anebo pii modifikaci polymert, jako jeden z krokt pfi
pripravé roubovanych (ko)polymeri. Objev této reakce je
peknou ilustraci zndmého réeni, Ze ndhoda pomaha ptiprave-
nému. Pfi studiu interakce alkyllithia se sodnym alkoxidem se
totiZ v baiice vytvorila sraZzenina, kterd na vzduchu vzplanula,
coz indikovalo, Ze se v reakéni smési déje néco hodného
dalstho studia.

Dr. Lochmann je mezi kolegy zndm spiSe jako ,,Busek*,
ale musim se pfiznat, Ze se mi nikdy nepodafilo vystopovat
ptvod této prezdivky. Zato jsem ke svému udivu zjistil, ze
néktefi nasi spole¢ni znam{ viibec neznali jeho skute¢né kiest-
ni jméno — byl pro né prosté Busek. Oslovovaly jej tak i jeho
laborantky. Ty mély v Buskovi $éfa vzdy korektniho, av§ak
vzhledem k jeho uzkostlivé peclivosti pfi praci v laboratoii
ndro¢ného a diisledného — on sdm je totiz velice zrucny expe-
Sil hlas, ale vysvétloval chyby nebo objasiioval své predstavy
s obcasnym lehkym pomlasknutim, a tak ozndmeni jeho spo-
lupracovnice, Ze ,,Busek mlaska...* veslo do historie oddélen{
coby zprava o nepiili§ vydareném experimentu. Nutno vsak
poznamenat, Ze se to stivalo spise ziidka. Ridit auto zacal
pomérné pozdg, ale naucil se to velice rychle a dobfe a se svym
Trabantem a pozdéji Favoritem uz procestoval porddny kus
Evropy. V 1ét€ to byla horskd turistika a v zimé lyZovani
v Alpach, — je totiz vyborny sjezdaf. Pokazdé ptiveze z dovo-
lené perfektné usporddany soubor témér profesiondlné prove-
denych fotografii a poutavé a se suchym humorem vypravi
o svych zazitcich.

Zavérem Ti, mily Busku, prejeme do dalsich let pevné
zdravi, co nejméné divodi k ,,mlaskdni®, hodné dspéchii
v praci, radosti v kruhu rodinném a nakonec taky kousek Stésti.

Petr Vicek

Doc. Ing. Jiii Hodek, CSc., pétasedmdesatnikem

24. kvétna 2001 se dozivd vyznamného Zivotniho jubilea
docent Vysoké Skoly chemicko-technologické v Praze, Jif{
Hodek. Roddk z Nového Mésta nad Metuji vystudoval nejprve
Nizsi primyslovou $kolu chemicko-textilni ve Dvofe Kralové,
poté Vyssi primyslovou Skolu chemickou v Koling, aby po
dvouleté praxi v kozZeluzné nastoupil v roce 1947 na tehdejsi
fakultu chemicko-technologického inzenyrstvi CVUT v Pra-
ze. Po jejim absolvovanim v roce 1952 nastoupil jako asistent
na katedru fyzikdlni chemie VSCHT Praha, kde setrval a7z do
svého odchodu do dtichodu.
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Po celou dobu své védecké drahy se zabyval adsorpci
plynt a par na tuhych adsorbentech. Se svymi spolupracovni-
ky vyvinul u nds tehdy nezndmou technologii vyroby spirdlo-
vych kiemennych vah pro vdzkovou adsorp¢ni aparaturu. Na
ni pak dokdzali poprvé na svété piimo zméfit adsorpcni izo-
stery (zavislost tlaku na teploté pii konstantnim naadsorbova-
ném mnozstvi) a vysvétlit jejich zlomy, které tehdy oproti
vSem zndmym teoriim naméfili. Za téméf 50 let prace na
katedfe zkonstruoval vice jak desitku vétSinou origindlnich
sklenénych adsorpcnich aparatur, pii jejichZ stavbé dbal neje-
nom na technické feseni, ale i na esteticky dojem, k cemuz
také vedl i pracovniky sklofoukacské dilny. V tom se projevo-
valaijeho zdliba ve vytvarnému uméni a klasické hudbé, které
spolu s ldskou k pfirodé mu ztstaly konickem pro cely Zivot.
Stejné peclivé jako si pocinal pii experimentech, mél vzdy
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logicky uspotdddny i své pfedndsky a cviceni pro posluchace.

Svou habilita¢ni prdci zaméfil na dielektrické chovani
adsorbované vrstvy butanu na silikagelu, pro jehoZ méfeni si
postavil unikdtni aparaturu. Naposledy své velké zkusenosti
z adsorp¢ni a vakuové techniky vyuzil pfi ndvrhu aparatur
na méfeni pervaporacnich vlastnosti polymernich membran
a sorpci bindrnich smési organickych par na nich. A protoze
bez svych oblibenych aparatur nemize byt ani v dichodu,
dochdzf stdle na ustav, kde pomdhd svymi radami i pfi vedeni
diplomantt a doktoranda.

Mily Jirko, jménem svym i Tvych zdkd, spolupracovniki
a pratel Ti preji do dalsich let mnoho zdravi a dobré pohody,
kterou jsi vZdy dovedl kolem sebe §ifit.

Milan Zdbransky
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DISKUSE

Chemické nazvoslovi na zakladnich a stiednich Skoliach

Nynéjsi diskuse o pouZivani chemického ndzvoslovi v pra-
xi se v posledni dobé¢ sice rozvinula zejména diky vydani
Priivodce ndzvoslovim organickych sloucenin podle IUPAC,
ale jako hlavni problém se v ni objevuje spiSe vztah soucasné-
ho chemického ndzvoslovi k normdam spisovné cestiny. I pro
podminky vyuky chemie na zdkladnich a stfednich Skoldch lze
potvrdit, Ze zatadit do praxe nejzdakladnéjs$i zmény v organic-
kém ndzvoslovi dané Privodcem nebude zdaleka tak proble-
matické jako nalezeni rovnovdhy mezi spisovnou ceStinou
a odbornym chemickym slovnikem.

Rédmcové panuje v rozdéleni piisobnosti pravidel spisovné
ceStiny a norem chemického ndzvoslovi shoda: chemické
ndzvoslovi md své misto v odborné komunikaci, naproti tomu
v populdrné védeckych textech a v obecném uziti se pouzivaji
fonetické tvary chemickych ndazvi. Na pomezi téchto sfér lezi
ucebnice chemie pro rizné typy skol. Podle predstav chemikil
patii do odborné komunikace i vyuka chemie. Dilezity piiklad
praktického vymezeni hranice mezi aplikaci pravidel chemic-
kého ndzvoslovi a soucasnou spisovnou ¢estinou predstavuje
Casopis Vesmir. Ten dasledné hdji stanovisko, Ze je populdrné
védeckym cCasopisem a ne odbornym, a pouziva proto jedno-
znacné fonetické tvary zdpisu ndzvli chemickych latek. Srov-
ndme-li vSak uroveni obsahu ¢lankd Vesmiru s odbornou na-
ro¢nosti obsahu ucebnic chemie stfednich a zejména zdklad-
nich $kol, vyplyne ndm ziejmy zdvér, ze chdpat text ucebnic
chemie jako odborny text je velmi subjektivni hodnoceni.
Navic je okruh ¢tendid Vesmiru dosti elitni skupinou (pfede-
v§im vysokoskoldci s pfirodovédnym vzdélanim), zatimco
Zdci niz8ich stupnifi §kol zahrnuji celou populaci své vékové
kategorie a vétSina z nich se pozd¢ji bude s chemickymi ndzvy
setkdvat nanejvy$ v popularizacnich textech. Jestlize piesto
pouzivame v ucebnicich chemie odbornou verzi zdpisu che-
mickych ndzvli, miZzeme to chdpat tak, ze vlastné nase zdky
bereme jako opravdové chemiky a neobracime se k nim pouze
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jako k laiklim, jen z vnéjsku. To je jisté dobre, i kdyz tim
délame tradicné obtizny vyucovaci predmét jesté o trosku
teZ81.

Ucebnice chemie pro stfedni a zdkladni §koly zcela jedno-
znaéné pouzivaji oficidlni formu chemického ndzvoslovi ob-
vyklou v odbornych textech. Autofi u¢ebnic chemie jsou tedy
jednotni a podporuji i jednotny piistup uciteld chemie k po-
uzivani chemické terminologie. MiZe se tedy zdat vSe v po-
fadku. Pfesto si myslim, Ze je oprdvnéné konstatovat, Ze
soucasnd situace ve vyuce na stiednich a zakladnich Skoldch
je z hlediska pouzivani organického chemického nazvoslovi
velmi problematickd. Ucebnice chemie sice pouzivaji shod-
nou variantu chemickych nazvi, ale je zdsadni chybou, Ze se
nijak nevyjadiuji k existenci dvou forem zédpisu ndzvd orga-
nickych sloucenin a ke vztahu mezi formou zdpisu pouziva-
ného v ucebnicich chemie a sou¢asnym ¢eskym pravopisem.
Vétsina stiedoskoldkd jiz tyto problémy nejspiSe vnima (napf.
na jedné strance ucebnice chemie se mohou setkat s dvojici
slov izomer — isooktan). Jsem presvédcen, Ze je nutné pri
vyuce chemie o této otdzce opakované hovofit.

Nejvétsi problém ovsem piedstavuje fakt, Ze snad vSechny
ucebnice biologie pro gymndzia pouzivaji ndzvy organickych
sloucenin vyhradné ve fonetickém tvaru (,,glukéza* a podob-
né). Je zajimavou otdzkou, jak tuto situaci fesi spousta uciteld,
ktefi vyucuji soucasné biologii i chemii. (Ucitelé biologie,
ktefi nejsou zdroven chemiky, zfejmé respektuji autory svych
ucebnic.) Takova situace je trvale neudrzitelnd. Spolupréci
autort uCebnic biologie a uciteltl biologie v oblasti chemické-
ho ndzvoslovi nutné potiebujeme. Pfitom biologové ve svych
odbornych textech (v€etné uvodnich ucebnic) piece bézné
pouZzivaji latinské systematické ndzvy organismi a jisté se je
nechystaji pocesfovat — proto bychom od nich snad mohli
ocekdvat i vétsi porozuméni pro zvlastni postaveni chemic-
kych odbornych nazvt.

Miroslav Melichar
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VYUZITI ZRYCHLENE EXTRAKCE
ROZPOUSTEDLEM PRO STANOVENI ESTERU
KYSELINY FTALOVE A POLYCYKLICKYCH
AROMATICKYCH UHLOVODIKU V PUDACH
A RICNICH SEDIMENTECH

MARTIN ADAM, KAREL VENTURA

Katedra analytické chemie, Fakulta chemicko-technologickd,
Univerzita Pardubice, n. Cs. legii 565, 532 10 Pardubice,
e-mail: Martin.Adam@upce.cz

Pfi analytickém procesu hraje velmi vyznamnou roli pii-
prava vzorku pro analyzu. Tento krok je povazovén za ¢asové
vzorkd je Casto tieba analyt vhodnym zpiisobem izolovat od
pvodni matrice a soucasné jej co moznd nejvice nakoncen-
trovat.

Potieba zvySeni produktivity, sniZeni spotieby organic-
kych rozpoustédel, urychleni extrakce tuhych vzorkd a v ne-
posledni fadé i moznost automatizace vyzadovala vyvinout
nové extrakeni techniky.

Jako velmi perspektivni se jevi zrychlend extrakce roz-
poustédlem, jejiz popis byl publikovdn jako U.S. EPA metoda
3545 — Accelerated Solvent Extraction. V principu se jednd
o proces v systému tuha latka—kapalina, ktery je provadén pri
teplotach nad atmosférickym bodem varu pouzitych rozpous-
tédel a pti vysSich tlacich, jejichz tkolem je udrzet kapalny
stav extrakénich Cinidel. Diky zachovdni kapalného stavu je
tak mozné pouzit prakticky libovolnou smés rozpoustédel.
Cely extrakén{ proces trvd ve srovndni s klasickymi extrakc-
nimi postupy jen nékolik minut pfi minimalizaci objemu
rozpoustédel.

Moznost pouZiti metody zrychlené extrakce rozpoustéd-
lem pro analyzu vzork( Zivotniho prostfedi byla provéfena na
stanoveni obsahu esterti kyseliny ftalové ze vzorkd ptd a fic-
nich sedimentt a polycyklickych aromatickych uhlovodiki ze
vzorkd fi¢nich sedimentti. Extrakce byly provadény na pfistro-
ji FastEx 01, ktery byl ve spoluprdci s Univerzitou Pardubice
vyvinut na Ustavu analytické chemie v Brné a v roce 1998
vyroben v jeho dilnéch.

Jako analytickd koncovka byla zvolena metoda plynové
chromatografie s hmotnostnim detektorem. Analyza extraktd
byla provddéna na piistroji GC 17A s detektorem QP 5050A
(Shimadzu, Japonsko), ktery byl vybaven kapilarni kolonou
DB 5 (30 m x 0,25 wm, tloustka filmu fenylmethylsilikonu
0,25 mm).

Pii extrakci obou uvedenych typt sloucenin (ftaldty a PAH)
bylo dosazeno vysledkl s nizkou hodnotou relativni sméro-
datné odchylky (do 5 %). U vzorkt pfi stanoveni PAH byly
ziskany vysledky srovnatelné s certifikovanym obsahem sle-
dovanych sloucenin. Uvedenych vysledkt bylo dosazeno s niz-
kou spotiebou organickych rozpoustédel a soucasné pri kratké
dobé extrakce, coZ vyhovuje sou¢asnym pozadavkim na zpra-
covani vzorkt pfed vlastni analyzou.

Prdce byla provedena za podpory projektii MSMT C:‘R
(projekt VS-96058), MZP CR (projekt MR/14/95) a GA CR
(projekt 203/99/0044).
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STRUKTURA A FUNKCE RECEPTORU
SPRAZENYCH S G PROTEINY, MAPOVANI
KONTAKTNICH MIST S Go.-PROTEINY

JAROSLAV BLAHOS, MICHAELA HAVLICKOVA

LaboratoF Molekuldrni Fyziologie, 3. LF UK a FgU AV CR,
Ke Karlovu 4, 120 00 Praha 2

Priblizné 1 % sav¢iho genomu kéduje receptory sprazené
s G-proteiny (G-Protein Coupled Receptors — GPCR). Pres
odliSnou primarni strukturu riznych GPCR existuji spolecné
charakteristické znaky jako je sedm a-helixi kiiZujicich bu-
nécnou sténu. Jednotlivé GPCR se daji zaradit do nékolika
rodin. Treti rodinu tvofi metabotropni glutamdtové receptory
(mGlIuR), GABAj receptory, Ca-sensing receptory a dalsi.
Charakteristicky je zde velky extracelularni N-terminus tvofi-
ci vazebné misto pro agonisty. Typicka je také dimerizace.
MGlu receptory a Ca-sensing receptory se vyskytuji v homo-
dimerické formé, GABA receptor je heteromer tvofeny pro-
teiny GB1 a GB2.

Zmapovali jsme casti G-proteint které jsou rozliSovany
mGlu a GABAj receptory. Jednim tsekem je karboxylovy
konec Go-proteinu, predevsim pak ¢tvrtd aminokyselina od
konce'? Dile jsme popsali nové kontaktni misto s GPCR na
Ga-proteinu, které se nachdzi pobliz N-terminu. Navic jsme
potvrdili, Ze stejné jako receptory z prvni a druhé rodiny
GPCR, mGluR rozlisuji oblast Ga-proteinu zvany L9 loop
(oblast mezi B4 a 06)”.

Projekty jeZ jsou zaméiené na studium aktivace GABAy
receptord popisuji principy vazby ligandl extraceluldrn{ ¢asti
receptoru”. Ddle jsme se podileli na studiu procesu heterodi-
merizace® a aktivace G-proteind GABA receptory. Pomoci
mutageneze a heterologni exprese s funkénimi testy byla
odhalena podjednotka GABA receptoru rozliSujici a aktivu-
jici G-proteiny6.
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MODELOVE DIBLOKOVE KOPOLYMERY PEG
S DEGRADOVATELNOU ESTEROVOU VAZBOU

A. BRAUNOVA, M. PECHAR, K. ULBRICH

Ustav makromolekuldrni chemie, Akademie véd Ceské repub-
liky, Heyrovského n. 2, 162 06 Praha 6

Bézné pouzivana protirakovinnd 1éciva setrvavaji v krev-
nim feCisti v disledku své nizké molarni hmotnosti pouze
kratkou dobu a jsou pomérné rychle vylucovdna z organismu
glomeruldrni filtraci. Navdzanim nizkomolekuldrniho 1é¢iva
na makromolekularni nosi¢ je mozné dosahnout sniZeni rych-
losti vylucovani 1éciva z organismu, sniZzeni mnozstvi 1é¢iva,
potiebného k dosazeni terapeutického efektu, a zaroven zvy-
Seni rychlosti ukldddni 1é¢iva v fadé pevnych nddori v disled-
ku EPR (enhanced permeability and retention) efektu. Zvyse-
nd koncentrace 1éciva v nddoru vede ve svém dusledku ke
zvySeni specifity a efektivity 1é¢by. Nami studované dibloko-
vé kopolymery, obsahujici hydrolyticky $tépitelné esterové
a amidické vazby mezi bloky PEG, slouZi jako modely pro
piipravu vysokomolekuldrnich blokovych kopolymert na ba-
zi PEG, umoziujicich prodlouzenou cirkulaci lé¢iva v orga-
nismu a jeho pronikani do nddorové tkané na zdkladé EPR
efektu. Pri pfipravé diblokovych kopolymerl byl monofunkc-
ni PEG (M = 2000) modifikovan alifatickymi dikarboxylovy-
mi kyselinami (malonovd, jantarovd, glutarovd, maleinovd) na
monokarboxylovy polymer, obsahujici esterovou vazbu, ktery
poté kondenzaci s diaminem vytvofil polymer o dvojndsobné
moldrni hmotnosti (M = 4000). Takto pfipravené polymery
byly pouzity pro studium vztahu mezi strukturou a rychlosti
hydrolytické degradace esterové vazby, kterd je soucdsti sek-
vence spojujici dva bloky PEG. Bylo zjisténo, Ze rychlost
hydrolyzy esterové vazby, vzniklé zabudovanim nasycenych
kyselin do spojky mezi bloky, zdvisi na pH prostfedi. V mirné
alkalickém prostiedi (pH 7,4 a 8,0) je rychlost hydrolyzy
znacnd a se vzrustajicim pH roste. Stejné vyznamny je i vliv
struktury spojky. Prodlouzenim pivodni kyseliny o jednu
methylenovou skupinu se zpomaluje rychlost hydrolyzy este-
rové vazby priblizné€ tfikrdt. V oblasti pH 5,5 k hydrolyze
esterové vazby prakticky nedochdzi. Bylo prokdzano, ze pii-
tomnost dvojné vazby v tésném sousedstvi vazby esterové
silné zvysuje jeji schopnost hydrolyzy nejen v alkalické, ale
iv kyselé oblasti pH. Kopolymery na bdzi PEG budou i naddle
studovdny jako vhodné degradabilni nosice kancerostatik pro
1écbu nddorovych onemocnéni v oblasti mocovych cest a za-
zivaciho traktu.

Tento projekt je financovdn Grantovou agenturou Ceské re-
publiky (grant ¢. 307/96/K226).
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REGULACE VAZBY NADOROVEHO SUPRESORU
PROTEINU P53 K CILOVYM SEKVENCIM
V SUPERHELIKALNI DNA

VACLAV BRAZDA, EVA JAGELSKA,
LENKA KARLOVSKA, EMIL PALECEK

Laborator biofyzikdlni chemie a molekuldrni onkologie, Bio-
fyzikdlni vstav AV CR, Krdlovopolskd 135, 612 65 Brno,
e-mail: vaclav@ibp.cz

Normalni funkci proteinu p53 je udrZzovani homeostase
kontrolou bunééné proliferace, ukonceni diferenciace bun¢k
a programové fizeni bunécné smrti — apoptdza. Tyto regulacni
funkce proteinu p53 jsou zptisobeny predevsim sekvencné
specifickou transkripcni aktivaci celé fady gent. Mutace genu
p53 je nejcastéjsi somatickou mutaci nalezenou ve zhoubnych
nddorech cloveéka. Protein pS3 se vaze na cilovou sekvenci
5’-PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy-3’ (p5S3CON) a jak jsme
ukdzali také na superhelikdlni DNA (scDNA). Identifikovana
pfirozend vazebnd mista pro p53 jsou znacné heterogenni.
Pripravili jsme proto sadu plazmidovych konstrukta lisicich
se pouze cilovymi sekvencemi, které jsme vybrali z promotorti
nékterych vyznamnych proteinem p53 regulovanych gent
(RGC, p21, mdm2, GADD). Tyto konstrukty jsme podrobili
analyze, pfi které jsme sledovali vazebné vlastnosti proteinu
p53 izolovaného z bakteridlniho a bakulovirového expresniho
systému na jeho cilové sekvence na plazmidech s negativnim
nadsroubovicovym vinutim a nativni nadSroubovicovou hus-
totou. Ukdzalo se, Ze superhelicita mize vyznamné ovliviiovat
piistupnost cilovych sekvenci k vazbé proteinu p53. Vazebna
aktivita proteinu pS3 miiZe byt regulovdna riiznymi zpisobem,
napiiklad fosforylaci kasein kinasou II, protein kinasou C ¢i
vazbou jinych proteind a monoklondlnich protildtek (Mab).
Metodou snizeni pohyblivosti komplexu p5S3/Mab/DNA v aga-
rozovém gelu jsme ukdzali, Ze vazba proteinu na cilovou
sekvenci v scDNA je aktivovana MAb Bp53-6.1, Bp53-10.1,
Bp53-30.1, zatimco jiné MAb — DO-1, DO-13, IcA 9 tuto
vazbu neaktivuji. Nicméné mohou zpisobit zménu konforma-
ce proteinu pS3 zabraiujici jeho dalsi aktivaci pro vazbu na
cilové sekvence.

PREFERENCNI VAZBA DOMEN PROTEINU p53
NA SUPERHELIKALNI DNA

M. BRAZDOVA?, J. PALECEK?, M. FOJTA?,
S. BILLOVA?, V. SUBRAMANIAM", T. M. JOVIN",
E. PALECEK?®

“Biofyzikdlni vstav AV CR, 612 65 Brno, Ceskd republika,
*Department of Molecular Biology, Max Planck Institute for
Biophysical Chemistry, D-37018 Gottingen, Germany
Funkce genu p53, ¢asto oznacovaného za strazce genomu’,
je uzce spjata se specifickou vazbou jeho produktu, nadorové-
ho supresoru proteinu p53, na cilovou sekvenci (pS3CON).
Nedavno jsme ukdzali, ze cely lidsky protein se silné vdze na
negativné nadsroubovicovou DNA (superhelikdlni, sScDNA)
obsahujici &i neobsahujici cilovou sekvenci*>. V pfirodé na-
chdzime DNA, od malych bakteridlnich plazmid po ohromné
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eukaryotické chromozomy, s nadSroubovicovou strukturou.

Nase vysledky”~ naznacily, Ze vazba celého proteinu p53
na scDNA predstavuje jeden z novych vazebnych motivi
oznacovany za superhelikdlné selektivni vazbu. Pomoci elek-
troforetickych a imunochemickych metod jsme porovndva-
li vazbu bakteridlné exprimovanych dele¢nich mutantli na
scDNA s vazbou celého lidského proteinu (flp53, aminokyse-
liny 1-393). Pro detekci superhelikdlné selektivni vazby byl
vyuzit kompeti¢ni experiment, pii kterém se proteiny vdzaly
na plazmidovou scDNA v piitomnosti stejného mnozstvi jeho
linearizované formy. Silnd preferencni superhelikdlné selek-
tivni vazba byla pozorovdna kromé flp53 i u konstrukti aa44-
-393 a aa320-393. Delece poslednich 30 aa zredukovala tuto
vazbu na jen velmi slabé preferencni. Z porovnani chovani
jednotlivych konstruktt s flp53 vyplyvd, Ze C-termindlni ¢ast
(aa320-393) je nezbytna pro superhelikdlné selektivni vazbu
flp53 na scDNA (cit.®). Poznani tlohy jednotlivych proteino-
vych domén pii interakci s sScDNA miize pfinést informace
o tloze p53 pfi procesech transkripce a rekombinace.
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MODIFIED TFO (TRIPLEX FORMING
OLIGONUCLEOTIDES): NEW APPROACH
IN ANTIVIRAL GENE THERAPY

MARTIN BUNCEK

Department of Biochemistry, Faculty of Pharmacy, Charles
University, Prague, Czech Republic

Our project employs two novel technologies: targeting
oligonucleotides to double-stranded (ds) DNA sequences ca-
pable of forming triplex structures (TFO’s) and conjugating
these to DNA-destruction molecules activated by red shifted
wavelenghts. This strategy is not limited to dsDNA viruses,
circular or folded TFO’s can be used to target single stranded
nucleic acids. In this project we focused only to dsDNA
viruses which are associated with human diseases. Conjugates
of TFO and DNA-destruction molecules successful in antivi-
ral therapy must specifically bind to the conserved DNA se-
quences and destroy them. The binding properties of TFO’s
are evaluated using electrophoretic mobility shift analyses
and spectrophotometrically determined melting temperatures.
This approach allows a K determination.

In the course of our project, we identified triplex target
sites in the dsDNA viruses (HIV, HSV and HPV), constructed
corresponding TFO’s and tested their binding properties in
vitro. Cleavage profile of dsDNA carrying these target sequen-
ces by TFO’s conjugated to photoactivable DNA-destructing
molecules is also determined.
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This work is supported by: MSMT CR project nr.: LNOOBI25;
IGA MZ CR grant nr.: NI/6180-3; Charles University internal
grant nr.: 112/2000/B BIO /FaF; Generi Biotech s.r.o.

AMIDICKE LIGANDY A JEJICH KOMPLEXY
S ANIONY

MICHAL CAJAN

Ndrodni centrum pro vyzkum biomolekul a Katedra organické
chemie, Prirodovédeckd fakulta, Masarykova univerzita, Ko-
tldrskd 2, 611 37 Brno, e-mail: cajan@chemi.muni.cz

Chemii receptort pro selektivni vazbu anioni je v posled-
ligandti schopnych komplexovat aniony bezesporu patii také
molekuly obsahujici amidickou funkéni skupinu -NHCO-.
nosti tohoto strukturniho motivu ve vSech oblastech aplikova-
né chemie je zndma také fada biologicky vyznamnych funkci.
Prikladem mohou byt amidické vodikové mistky nezbytné
pro specifickou vazbu anionii v aktivnich mistech proteint ¢i
enzymatické reakce zahrnujici selektivni pfemény aniond'?

Obecnym zdmérem naseho projektu je studium vlastnosti
amidickych ligandu, a pfedevsim pochopeni strukturnich a elek-
tronickych aspektti ovliviujicich jejich schopnost interagovat
s aniony. Experimentdlni i teoreticky popis interakci v kom-
plexu prokdzal piitomnost vodikové vazby vznikajici mezi
anionem a amidickym vodikem®. Je nasnadé, e vhodnym
vybérem substituentii 1ze komplexaéni vlastnosti amidické
skupiny modifikovat, a tedy i ovliviiovat silu této interakce.
Kombinaci experimentélnich strukturné analytickych metod
s metodami teoretickymi byly studovédny vlastnosti sady neu-
trdlnich ligandii na bazi aromatickych amidti a moZnosti akti-
vace jejich amidické skupiny pro interakci s aniony”. Nasledné
studie vénované komplexiim umoznily nalezeni a vysvétleni
fady souvislosti mezi jejich vlastnostmi a vlastnostmi ligan-
di*. Findlnim produktem je nékolik typt modeld umoziuji-
cich predikci strukturnich vlastnosti i stability téchto kom-
plexnich slou¢enin®™>. Znacnou vyhodou tohoto piistupu je
pouziti relativné madlo naro¢nych metod umoziujicich ¢astec-
né eliminovat komplikované a mnohdy malo dspé$né experi-
mentdln{ testy. Praktickd aplikace ziskanych poznatki je po-
tom orientovana na feSeni problému souvisejicich s vyvojem
novych, komplikovanéjsich ligandl se specifickymi vlast-
nostmi a cilovym urcenim.

Projekt je podporovdn grantem 203/00/1011 GA CR.
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KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE
NITRODERIVATU NAFTALENU A BIFENYLU

JOSEF CVACKA, JIRI BAREK, JIRI ZIMA

Katedra analytické chemie, PFF UK, Hlavova 2030, 128 43
Praha 2

Nitroderivéty polycyklickych aromatickych uhlovodikd
jsou biologicky aktivni slouceniny, jejichz pfitomnost v Zivot-
nim prostfedi byla prokdzana teprve v poslednich letech. Tyto
slouceniny, pfitomné v komplexnich matricich ve stopovych
mnozstvich 1ze analyzovat kapalinovou chromatografii. Pro
analyzu subnanogramovych mnozstvi 1-nitronaftalenu, 2-ni-
tronaftalenu, 2-nitrobifenylu, 3-nitrobifenylu a 4-nitrobifeny-
lu byla navrZzena metoda, vyuzivajici predfazenou redukci na
prislusné aminoderivdty. Vyhody tohoto postupu spocivaji
zejména v detekci, nebot aminoderivaty 1ze detegovat s pod-
ci nitronaftalenti a nitrobifenyld bylo testovdno nékolik pos-
tupt, z nichZ nejvyhodnéjsi se ukdzala byt redukce chloridem
titanitym v prostiedi citronanu sodného. Ke kvantitativni re-
dukci dochdzi okamzité - po smiseni methanolického roztoku
analytu (5. 107 az 1.10™ mol.dm™) s reduk¢énim ¢inidlem.
Smés aminosloucenin vzniklych pfi redukci se podafilo sepa-
rovat na chirdlni koloné¢ Chiradex v terndrni mobilni fdzi
methanol/acetonitril/voda, doba analyzy byla zhruba 30 min.
K detekci redukovanych analytt byl vyuZzit amperometricky
tenkovrstvy i tubuldrni detektor, chemiluminiscenéni detektor
a hmotnostni detektor. Tenkovrstvy amperometricky detektor
s diamantovou pracovni elektrodou umozioval detegovat ami-
noslouceniny az do koncentrace 1.107 mol.dm’3, amperomet-
ricky detektor s tubularni platinovou elektrodou do koncentra-
ce 2.1078 mol.dm™. Vhodnost hmotnostni detekce je diskuta-
bilni, nebof spektra jednotlivych izomert jsou téméft identickd,
navic mez detekce pro studované slouceniny je pouze 1.107°
mol.dm=v APCI modu. Chemiluminiscen&ni detekce je zhru-
ba stejné citlivd jako detekce fluorescencni.

IZOLACE A IDENTIFIKACE NOVYCH DERIVATU
6-BENZYLAMINOPURINU Z BUNEK
FOTOAUTOTROFNI KULTURY Chenopodium rubrum

KAREL DOLEZAL™", CRISTER ASTOT ",
JAN HANUS, GORAN SANDBERG",
MIROSLAV STRNAD*

“LaboratoF ristovych reguldtorii PFF UP a UEB AV CR,
Slechtitelii 11, 783 79 Olomouc, "Katedra lesnické genetiky
a rostlinné fysiologie SLU 901 83 Umed, Svédsko, “Isotopovd
laborator UEB AV CR Videriskd 1083, 142 20 Praha 4

Ve spolupréci s pracovniky Svédské zem&délské univerz-
ity byl vypracovén origindlni postup derivatizace cytokining'.
To umoznilo vyvinout dostate¢né citlivou metodu izolace,
purifikace a identifikace novych litek cytokininové povahy
z bunék fotoautotrofni kultury Chenopodium rubrum pomoci
kapildrni HPLC-frittFAB-MS. S vyuzitim této metody byly
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identifikovédny ze studované buné¢né kultury 6-[2-(B-D-gluk-
opyranosyloxy)benzylamino]purin a 6-[2-(3-D-glukopyranosy-
loxy)benzylamino]-2-methylthio-purin. Standardy identifiko-
vanych sloucenin byly pfipraveny metodami organické syntézy.
Srovndnim vysledkt fyzikdlné-chemického studia izolova-
nych latek se standardy byla dokoncena jejich identifikace.
Nové vyvinutd metoda pro identifikaci a kvantifikaci cytoki-
nind pomoci kapilarni HPLC-frit/FAB-MS se také ukdzala byt
vhodnou pro kvantitativni sledovdni biosyntézy cytokinini
prostfednictvim in vivo inkorporace deuteria z D,0O do cytoki-
ninii a jejich konjugata®*. Timto origindlnim postupem se také
podatilo kvantifikovat rychlost biosyntézy nové objevenych
sloucenin a prokdzat jejich endogenni pivod.
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SYNTEZA (35)-1-JOD-3-METHY LHEPTAN-3-OLU

KATERINA DUDOVA, VACLAV KOZMIK

Fakulta chemicko-technologickd, Univerzita Pardubice, n. Cs.
Legii 565, 532 10 Pardubice

Pozadovany (35)-1-jod-3-methyl-heptan-3-ol je prekur-
zorem biologicky aktivniho enantiomeru methylesteru (+/-)-
-15-deoxy-16-hydroxy-16-methyl-prostaglandinu E,, ktery je
ucinnou ldtkou v klinické praxi zavedeného prepardtu s gene-
rickym ndzvem ,,Misoprostol (dosud pouzivany ve formé
racemadtu). Biologické testy ale prokdzaly, Ze ic¢innou slozkou
racemického Misoprostolu je pouze enantiomer konfigurace
(11R,16S5), jehoz stereogenni centra maji konfiguraci totoZnou
s pfirodnimi prostaglandiny fady E,. Ve svété, v souladu
s doporucenim svétové zdravotnické organizace WHO, vSak
narGstd trend disledné pouzivat u nové zavadénych 1é¢iv jen
jejich icinné enantiomery.

V této préci byly ovéfeny nové metody piipravy racemic-
kého 1-jod-3-methyl-heptan-3-olu z ekonomicky dostupnych
surovin. Pro ziskani pozadovaného (S)-enantiomeru titulni
slouceniny byly studovany mozZnosti stépeni racemickych me-
ziprodukti téchto syntéz:

1. Enzymatické resoluce klicovych intermedidtli 2-methyl-
hexan-1,2-diolu a 3-methylheptan-1,3-diolu dostupnymi
lipasami a proteasami.

2. Stépeni 2-hydroxy-2-methylhexanové kyseliny a 3-hydro-

xy-3-methyl-heptanové kyseliny krystalizaci s dostupny-

mi opticky aktivnimi bazemi.

Sharplessovou oxidaci 2-butylprop-2-en-1-olu byl pfipra-
ven opticky aktivni (25)-2-methylhexan-1,2-diol jehozZ trans-
formaci byl ziskdan pozadovany (35)-1-jod-3-methyl-heptan-
-3-ol.
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EFFECT OF COLCHICEINE ON HUMAN
HEPATOCYTE: PROMISING RESULTS
FOR ITS THERAPEUTIC USE

ZDENEK DVORAK

Institute of Medical Chemistry and Biochemistry, Medical
Faculty of Palacky University, Hnévotinskd 3, 775 15 Olo-
mouc

The development of new drugs to protect the liver against
damage of various aetiology remains an important issue for
biochemical and toxicological research. Colchiceine (EIN)
was recently reported to be a hepatoprotective agent against
carbon tetrachloride in rats. Besides the in vivo experiments,
however, there is little information about the biological acti-
vity of EIN. EIN forms complexes with divalent cations and
its antimitotic activity is negligible in comparison with that of
colchicine. Recently, we published that EIN increases the
levels of CYP2C9, 2E1 and 3A4 proteins in human hepatocy-
tes, ll)ut had no effect on the levels CYP1A2, 2A6 and 2C19
(ref.").

In the present work, we examined the effect of EIN on CYP
protein expression in primary human hepatocyte cultures.
CYP mRNAs, protein levels and specific activities of CYP2C9,
2C19 and 3A4 were determined in hepatocyte cultures expo-
sed to EIN (10 uM). The toxicity of EIN (up to 100 uM) was
evaluated in parallel.

Based on in vitro experiments, we can conclude that:
1/EIN was not cytotoxic at concentration up to 10 uM, 2/ EIN
did not induce CYP2C9, 2C19 and 3A4 mRNAs, 3/EIN did
not increase the catalytic activities of CYP2C9,2C19 and 3A4
as well, 4/EIN had no effect on CYP2C19 protein level; it
increased slightly the level of CYP2C9 protein. This increase
can be explained by protein stabilisation and its mechanism is
presently being investigated.

These data imply that the use of EIN in human medicine
may be generally safe at potential therapeutic doses with
CYP-induced drug-drug interactions unlikely.

This work was supported by projects GA CR 303/99/P002 and
MSM 151100003.
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BIODEGRADACE FENOLU BAKTERII Rhodococcus
erythropolis A KVASINKOU Candida maltosa

ARIANA FIALOVA, ALENA CEJKOVA, JAN MASAK

Vysokd Skola chemicko-technologickd, UKCHB, Technickd 5,
166 28 Praha 6

Produkce fenolickych sloucenin jako odpadnich ldtek z prii-
myslovych procest zptisobuje vdzné zatizeni Zivotniho pro-

stiedi. Fenolickymi latkami zneciSténé lokality je mozno de-
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kontaminovat tradi¢nimi fyzikdlné-chemickymi technikami,
ale nyné&jsi biodegradacni metody nabizeji relativné nizké
ndklady a také moznost tiplné mineralizace téchto toxickych
sloucenin. Porozuméni mechanismim enzymové katalyzy v de-
gradacni drdze fenolu je tudiz ddleZitou soucdsti komplexniho
studia biodegradace fenolu.

Tato préce je zaméfena na biodegradacni procesy u mikro -
organismi utilizujicich fenol (Rhodococcus erythropolis a Can-
dida maltosa).

Pudni bakterie R. erythropolis a kvasinka C. maltosa hy-
droxyluji fenol v reakci katalyzované nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat FAD — dependentni monooxygenasou. Tato
reakce je prvni v metabolické sekvenci utilizace dané aroma-
tické slouceniny jako jediného zdroje uhliku a energie. Fenol-
hydroxylasa hydroxyluje fenol na katechol a katechol 1,2-di-
oxygenasa poté katalyzuje reakci katecholu na cis,cis-mukonit.

Biodegradacni schopnost danych mikroorganismt byla
testovdna ve vztahu k podminkdm vnéjstho prostiedi (typ
média, teplota) a ve vztahu k prvnim enzymtim degradacn{
dréhy fenolu (fenolhydroxylasa EC 1.14.13.7, katechol 1,2-di-
oxygenasa EC 1.13.11.1). Byla sledovdna ucinnost dezinte-
grace a vliv pouzitého typu procesu dezintegrace na dané
enzymové aktivity. Také byla studovdna zdvislost koncentrace
fenolu a féze ristu mikroorganismt na aktivitu fenolhydroxy-
lasy, kterd byla méfena béhem kultivace.

Nameétené vysledky jsou jednak podkladem pro dalsi vy-
zkumy v oblasti enzymového vybaveni kvasinky C. maltosa
a bakterie R. erythropolis a jednak pro potencidlni praktické
vyuziti téchto mikroorganismi pro dekontaminaci fenolicky-
mi ldtkami znecisténych lokalit.

SUBSTRATE SPECIFITY
OF B -N-ACETYLHEXOSAMINIDASES
OF VARIOUS ORIGIN

P. FIALOVA, L. HUSAKOVA, Z. HUNKOVA,
M. KUZMA, L. WEIGNEROVA, V. KREN

Institute of Microbiology, Laboratory of Biotransformation,
Academy of Sciences of the Czech Republic, Videriskd 1083,
142 20 Prague 4, Czech Republic, e-mail: fialovap @biomed.
cas.cz

Glycosyltransferases and also glycosidases are able to use
various unnatural (modified) substrates. We have recently
demonstrated that some [-N-acetylhexosaminidases accept
6-O-acylated glycosyl donors and even catalyse their transgly-
cosylation giving yield to modified oligosaccharides'.

We are just investigating the influence of N-acyl modifi-
cation on the activity of -N-acetylhexosaminidases concern-
ing the affinity to the modified structures and possibly the
transglycosylation potential. Some scarce information on this
topic has also appeared in the literature.? For the aim of this
project, we synthetised p-nitrophenyl 2-(trifluoacetyl)amido-
-2-deoxy-f-D-glucopyranoside starting from GleNH,.HC1. The
synthesis route includes several steps via 3,4,6-tri-O-acetyl-2-
-acetamido-2-deoxy-a-D-glucopyranosyl chloride rearranged
to 1,3.4,6-tetra-O-acetyl-2-amino-2-deoxy-o-D-glucopyrano-
se hydrochloride, which was selectively N-trifluoracetylated,
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converted to a bromide and consequently to a p-nitrophenyl
glycoside (Ag,COj;, lutidine).

A wide enzymatic screening comprising our enzymatic
library of fungal glycosidases and several animal and plant
enzymes for the possible cleavage and activation or inhibition
effects of this substrate was performed. With some enzymes
(esp. B-N-acetylhexosaminidase from bovine epididymis and
from jack beans) this substrate caused a significant increase in
the affinity to the standard substrate (p-NP-B-GlcNAc). Fur-
thermore, B-N-acetylhexosaminidase from Penicilium oxali-
cum was able to hydrolyze it slightly. Our proposed mecha-
nism for this behaviour is that -N-acetylhexosaminidase wil-
lingly accepts this substrate into its active site but is unable to
split its glycosidic bond effectively enough and, therefore,
exhibits a certain level of inhibition.

These results indicate that although the substrate specifity
of B-N-acetylhexosaminidases is low enough to accept and
even transglycosylate some significantly modified substrates,
the replacement of an N-acetyl group by a sterically similar
N-trifluoracetyl group is unacceptable. However, glycosyl
fluorides are widely used in enzymatic reactions for the study
of reaction mechanisms and in glycosylations.

Support by the grant 303/99/1382 from the Grant agency of
the Czech Republic is highly acknowledged.
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FOTOAFINITNI ZNACENI AKTIVNIHO CENTRA
CYP2E1 FLUORONITROANISOLY

TOMAS FRONEK, PETR HODEK,
MARIE STIBOROVA

Pirodovedeckd fakulta UK, katedra biochemie, Hlavova 2030,
128 40 Praha 2

Cytochromy P450 (CYP) jsou majoritni enzymy biotran-
sformujici xenobiotika. Pozndnf{ architektury aktivniho centra
CYP umoziuje pfedpovidat, jakym zpiisobem bude xenobio-
tikum v organismu CYP preménovano. To je stéZejni pro
predpovézeni jeho potencidlni toxicity, karcinogenity ¢i mu-
tagenity. Umoznuje rovnéz konstrukci 1€Civ s protrahovanym
ucinkem nebo léCiv inhibujicich CYP.

Jedna z dc¢innych metod vhodnych pro studium aktivniho
centra CYP je metoda fotoafinitntho znaceni. Ta umoziuje
pomoci tzv. fotoafinitni sondy identifikovat aminokyseliny
aktivniho centra izoformy CYP, pro néz je sonda substrdtem.

Poznéni fotoafinitnich sond CYP2EI je stfedem zajmu

CYP, ktery se ucastni chemické kancerogenese a ii) dosud
nebyly nalezeny zddné vhodné sondy pro znaceni tohoto CYP.

Na zdkladé metabolickych studif s nitroanisoly, jenz jsou
specifické substraty pro CYP2EL, jsme jako fotoafinitni sondy
navrhli 2-fluoro-4-nitroanisol (2FNA) a 4-fluoro-2-nitroani-
sol (4FNA), které jsou potencidlné fotolabilni.
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V prvém kroku byly provddény metabolické studie za
ucelem zjisténi, zda jsou 2FNA a 4FNA skutecné substraty
CYP2EL1 nebo jiné izoformy CYP. Nejefektivnéji byly 2FNA
a 4FNA metabolizovdny, v souladu s nasimi predpoklady,
mikrosomy izolovanymi z jater potkana ¢i krdlika obsahu-
jicimi CYP2E]1, déle pak mikrosomy obsahujicimi CYP2B.
Tyto vysledky byly potvrzeny inhibicnimi experimenty se
specifickymi inhibitory jednotlivych izoformem CYP a téz
sledovdnim ovlivnéni pfemény specifickych substratd jednot-
livych izoforem CYP testovanymi flouronitroanisoly. Dale
byly testovany fotochemické vlastnosti studovanych fluoroni-
troanisoli. 2FNA se projevil jako ldtka vysoce fotolabilni,
kterd jiz po velmi kratké expozici UV zdfenim poskytuje
fotosubstitu¢ni produkt s nukleofily (proteiny). Naopak 4FNA
vykazuje podstatné horsi fotochemické vlastnosti.

Z vysledku vyplyvad, ze 2FNA je unikdtni sonda potencidl-
né velmi vhodnd pro modifikaci aktivniho centra CYP2E]L,
popt. CYP2B. Pozndni aminokyselin katalytické domény téch-
to enzyml modifikovanych nalezenou selektivni sondou, je
stéZejni pro vyfeseni architektury aktivniho centra obou cyto-
chromd P450.

Podporovdno GAUK (246/1999) a MSMT CR (MSM 1131
00001).

POUZITI METODY LFER K CHARAKTERIZA CI
INTERAKCNICH MECHANISMU

V ELEKTROMIGRA CNICH SEPARACNICH
METODACH

KATERINA GOGOVA

Katedra fyzikdlni a makromolekuldrni chemie, PF'F UK, Al-
bertov 2030, 128 40 Praha 2

Kapildrni elektroforéza je jiz fadu let stéZejni separacni
metodou v oblasti ionogennich latek (rutinné pro klinické
aplikace, analyzy DNA, chirdlni analyzy a analyzy kovi). Jeji
pouziti se naddle vyznamné rozsifilo s vyvojem elektrochro-
matografickych metod, kde jsou vyhodné kombinovény elek-
tromigracni principy s chromatografickymi (vysoka ucinnost
elektromigrac¢nich metod s vysokou selektivitou staciondrnich
fazi v chromatografii). Dynamického rozdélovdni neutrdlnich
nebo nabitych litek mezi volny roztok a micely vyuziva
miceldrn{ elektrokinetické chromatografie (MEKC). Dal$im
slibnym smérem se zda byt pouziti nabitych linedrnich poly-
merd, které mohou ovliviiovat migraci analytd i tehdy, nejsou-
-li zesitovdny ¢i piftomny ve formé micel.

Zamérili jsme se na srovndni selektivity separace v sys-
témech s nabitym linedrnim polymerem (poly(diallyldimethy-
lamonium chlorid), PDA) a monomery podobného chemic-
kého slozeni ( trimethylamonium chlorid, TMA, triethylamo-
nium chlorid, TEA, dimethylpyrolidinium chlorid, DMP).
Z experimentdlné ziskanych reten¢nich faktort plyne, Ze ack-
oliv i monomerni aditiva vndSeji do systému retenci, poly-
merni struktura je rozhodujicim faktorem pii separaci. Pro
srovndni selektivity separace v systému s nabitym linedrnim
polymerem (Polybrene) a miceldrnim systémem (oktyltrime-
thylamonium bromide, OTMA, pod i nad krickou miceldrni
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koncentraci) jsme pouzili model ,linear free energy relation-
ship* (LFER). Model vychdzi z korelace experimentdlné zis-
kanych vysledkd ( zde reten¢ni faktor, nebo enzymovd aktivita
apod.) a solvatacnich parametrt jednotlivych analyti (dostup-
né v literatuie). Vysledkem jsou pak parametry charakterizu-
jict vlastnosti pseudostaciondrni faze (hydrofobicitu a dals{
typy moznych interakci). Pro polymerni{ systém je vyznamna
n-T interakce a interakce n-n elektrond, v pfipadé miceldrniho
systému pristupuje jesté parametr charakterizujici hydrofobi-
citu a schopnost tvorby kavity, coz je v souladu s miceldrn{
teorii.

7-HYDROXYLOVANE EPIMERY
DEHYDROEPIANDROSTERONU V LIDSKEM SERU
A VE SLINACH: SROVNANI GC/MS

A RADIOIMUNOANALYZY

H. HAVLIKOVA?, M. HILL?, O. LAPCIK?,
R. MORFIN®, R. HAMPL?

“Institute of Endocrinology, 116 98 Praha 1, "Conservatoire
National des Arts et Metiers, Paris

Citlivé a presnd metoda stanoveni 7-hydroxylovanych epi-
mert dehydroepiandrosteronu (7-OH-DHEA) je predpokla-
dem ke studiu jejich biologickych funkci zahrnujicich antiglu-
kokortikoidni a imunomodula¢ni i¢inky, nebo aktivacni d¢in-
ky jejich 7-oxo metabolitli v respiratnim fetézci. Hladina
téchto steroidti v lidském séru vykazuje pohlavni a v€kovou
zdvislost. ZvySend hladina 7a-OH-DHEA byla nalezena v sé-
ru pacientl trpicich Alzheimerovou chorobou. V této souvis-
losti se nabiz{ studium role té€chto steroidi v centrdlnim ner-
vovém systému a u pacientl s autoimunitnim onemocnénim.

Byla tedy vytvofena a ovéfena novd metodika GC/MS
stanoveni 7-OH-DHEA, a ta byla porovndna s diive popsanou
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metodou radioimunoanalytickou. Hladiny 7a-OH-DHEA a 7f3-
-OH-DHEA byly méfeny nejen v lidském séru, ale také ve sli-
ndch, kde byly nalezeny asi pétkrat niz$i koncentrace. V obou
télnich tekutindch byla prokdzdna silnd korelace mezi hladi-
nami epimerti 7-OH-DHEA. Ve slindch muzti byly naméfeny
vys$i hladiny obou epimerti neZ u Zen analogicky k vySSim
hladindm jejich steroidniho prekurzoru DHEA v séru. V této
souvislosti se nabizi neinvazivni stanoveni 70-OH-DHEA
a 7B-OH-DHEA ve slindch pfi hodnoceni imunitni odpovédi
organismu jako vhodnad alternativa ke stanoveni v séru.

ANALYZA PLAZMIDOVE DNA BAKTERIALNIHO
KMENE Alcaligenes sp. a8

VERA HEJKALOVA, PAVEL ULBRICH,
HYNEK STRNAD, VACLAV PACES

Centrum molekuldrni genetiky, Ustav molekuldrni genetiky,
VSCHT AV CR, Praha

Polychlorované bifenyly (PCBs) jsou zdvaznymi xenobio-
tiky Zivotniho prostfedi. Pfi jejich bakteridlnim odbourdvéan{
vznikaji limitni meziproduky — chlorbenzodty (CBs). Bakte-
ridlni kmen rodu Alcaligenes sp. A8 byl izolovéan pro svou
schopnost degradovat chlorbenzodty, konktrétné 2,5-dichlo-
robenzodt. Bylo prokdzano, Ze geny kodujici proteiny podile-
jici se na degradaci CBs jsou lokalizovdny na plazmidové
DNA. Jednd se o geny dolni metabolické drahy odbourdvdni
PCBs (tzv. ,,ortho cleavage pathway*‘), kdy dochazi ke $tépeni
aromatického jddra a odbourdni CBs az na trikarboxylové
kyseliny. Ziskdni uplné genetické informace uloZené v plaz-
midové DNA a charakterizace degradacni drdhy by mohlo
prispét k osvétleni mechanismu regulace téchto genti a umoz-
nit dalsi cilené manipulace vedouci ke zlepSeni degradability
i jinych vlastnosti tohoto kmene.

Pro ziskdni dplné sekvence plazmidové DNA je tieba
vychazet z dostatecného mnozstvi ¢isté DNA. Byla optimali-
zovana metoda izolace a purifikace megaplazmidu. Cistd plaz-
midovd DNA byla ziskdna metodou izolace pomoci CTAB
a purifikace centrifugaci v CsCl gradientu. Pro ziskani nuk-
leotidové sekvence plazmidové DNA byly zvoleny dvé vzd-
jemné se dopliujici strategie. Prvni spocivd ve vytvoreni
plazmidové (pUC19) knihovny (Sacl, HindIIl.) o velikosti
fragmentt 4—15 kb. Tyto plazmidové klony jsou ddle sekve-
novany metodou shotgunového sekvenovdni. V druhé strategii
je celkové izolovand DNA parcidlné $tépena restrikénimi en-
donukleasami (Sau 3A, Hin PI) a fragmenty o vhodné velikosti
(1-2 kb) jsou ligovdny do linearizovanych (Bam HI, Acc I)
sekvenacnich vektori pUC19 a M13mp18. Sekvenace je pro-
vaddéna Sangerovou dideoxy metodou s pouZzitim fluorescen-
¢né znaCenych primert a automatického sekvendtoru A.L.F.
Express sequencer (Pharmacia). Sekvenacni data jsou déle
editovdna, skldddna do kontig a analyzovdna. Nyni je projekt
ve fazi skladani jednotlivych kontigt a jejich ndsledné analyzy
(vyhledavani ORFG, porovndni jejich aminokyselinové sek-
vence s aktudlni databankou vSech proteint.). Byl identifiko-
van klastr gend tzv. ,ortho cleavage pathway“, které jsou
zodpovédné za biodegradacni schopnosti kmene Alcaligenes
sp. A8.
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SYNTHESIS AND BIOLOGICAL ACTIVITY
OF 6-ARYLPURINES: NUCLEOSIDES
AND ANALOGUES OF BASE-PAIRS OR TRIPLETS

MICHAL HOCEK™, DALIMIL DVORAK",
MARTINA HAVELKOVA®, ANTONIN HOLY*

“Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, Academy
of Sciences of the Czech Republic, 166 10 Prague 6, e-mail:
hocek@uochb.cas.cz, bPrague Institute of Chemical Techno-
logy, 166 28 Prague 6

Structural modifications of biogenic purine bases and nu-
cleosides very often lead to their antimetabolites displaying
diverse types of biological activity (antiviral, antitumor etc.).
Within the framework of our systematic investigation' of
purine derivatives bearing carbon substituents in the position
6 we have developed a new facile and efficient method for the
synthesis” of 6-arylpurines based on the Suzuki-Miyaura reac-
tions of 6-halopurines with arylboronic acids. A significant
cytostatic activity has been discovered” in several substituted
6-phenylpurine ribonucleosides 1. The series of nucleosides
of this type has recently been extended to sugar- (deoxy- and
acyclonucleosides)4 and base-modified (6-aryl-, 6-hetaryl- and
6-benzylpurine derivatives) analogues. Synthesis and structu-
re-activity relationship of this class of compounds will be
discussed in the first part of the presentation. In another
direction of our current research we focus on the synthesis of
novel covalently linked analogues of Watson-Crick base pairs
or Hoogsteen triplets consisting of two or three purine and/or
pyrimidine rings linked by diverse types of carbon linkers (e.g.
phenylene, alkylidene etc.) as shown in two very recent exam-
ples: syntheses of bis(purin-6-yl)benzenes 2 and tris(purin-6-
-yl)benzenes 3 making use of double Stille coupling of bis(tri-
alkylstannyl)benzenes with 6-halopurines or cyclotrimeriza-
tions® of 6-alkynylpurines, respectively. Synthetic approaches
to these and many other types of base-pairs/triplets analogues
will be the subject of the second part of the presentation.

This work was supported by the Grant Agency of the Czech
Republic (grants No. 203/98/P027, 203/00/0036 and 203/96/
KO001). It was performed within the framework of the Research
Project Z4 055 905.
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KOMBINATORICKA CESTA K PIKOMOLARNIMU
INHIBITORU LEKOVE REZISTENTNICH HIV-1
PROTEAS

MARTIN HRADILEK, CYRIL BARINKA,
MARKETA RINNOVA, JAN WEBER,
MILAN SOUCEK, JAN KONVALINKA

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, F lemingovo n. 2,
166 10 Praha 6

Navrhli, a s vyuzitim Fmoc/terc.Bu orthogondlniho chra-
néni, jsme na Rink-Amid MBHA pryskyfici syntetizovali
knihovnu pseudopeptidd s obecnym vzorcem Cbz-izoster-
-Aaa-Xxx-NH,. Pouzili jsme celkem Sest izosteri a v pozicich
Aaa a Xxx 48 riznych o-aminokyselin (Aaa = jednotlivé
aminokyseliny; Xxx = ekvimoldrni smés vSech 48 aminoky-
selin). Bylo tak pfipraveno celkem 6 podknihoven, pficemz
kazda obsahovala 48 smési 48 rliznych pseudopeptidi.

U jednotlivych smési pak byla zjisSfovdna inhibi¢n{ aktivita
k &tyfem HIV-1 proteasam: Pfirozené (wild type) HIV-1 PR™™,
a ddle k proteasdm rezistentnim vaci pouzivanym 1é¢ivim:
Saquinaviru HIV-1 PR3 (mutace G98V, L90M); Indinaviru
HIV-1 PR™P (mutace V82A); Ritonaviru HIV-1 PR (muta-
ce A71V, V82T, I84V).

Po vyhodnoceni vysledkt byly syntetizovdny jednotlivé
slozky téch smési, které vykazovaly inhibi¢ni aktivitu k jed-
notlivym proteasdm. S vyuZitim stejnych syntetickych metod,
jako v piipadé smési, bylo pfipraveno Sest fad pseudopeptidd,
celkem 288 jednotlivych ldtek.

Syntetizované pseudopeptidy byly jednotlivé podrobeny
testovani se ¢tyfmi zminénymi proteasami.

Tfi nejaktivnéjsi slouceniny byly vycistény HPLC a byla
presné stanovena jejich inhibi¢ni aktivita k pfirozené i k mu-
tantnim proteasdm. VSechny tfi latky jsou subnanomoldrnimi
inhibitory HIV-1 PRY " pii pH 4,7 a vykazuji zna¢nou inhibi¢-
ni aktivitu i vici rezistentnim mutantnim proteasam. Nejak-
tivnéjsi sloucenina Cbz-Pst-Glu-Hph-NH, je pikomoldrnim
inhibitorem pfirozené HIV proteasy a subnanomoldrnim inhi-
bitorem vSech testovanych rezistentnich proteas.

Tato prdce byla vypracovdna v rdmci vyzkumného zdaméru Z4
055 905.

ENZYMATIC SYNTHESIS

OF N-ACETYLMANNOSAMINE
CONTAINING OLIGOSACCHARIDES
AND THEIR IMMUNOA CTIVITY

L. HUSAKOVA®, V. KREN?, M. KUZMA®,
E. HERKOMEROVA?, K. BEZOUSKA"

“Institute of Microbiology, Laboratory of Biotransformation,
142 20 Prague 4, hFaculty of Science, Charles University
Prague, 128 40 Prague 2, e-mail: husakova@biomed.cas.cz

ManNAc containing oligosaccharides are important im-
munodeterminants of some pathogenic bacteria. Occurrence
of ManNAc is often linked to virulence and evading from the
immunity surveillance.
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GIcNAcB1—4ManNAc (1) was prepared from chitobiose
(1) by Lobry de Bruyn — Alberda van Ekenstein rearrangement
under catalysis of Ca(OH),. Resulting mixture is separable
with difficulty only by analytical HPLC. Chitobiose in reac-
tion mixture was selectively removed by hydrolysis by [3-N-
-acetylhexosaminidase from Aspergillus oryzae; GIcNAcf1—
4ManNAc is resistant to the enzyme hydrolysis. Resulting
disaccharide can be easily isolated by gel filtration. Analogous
epimerization of GaINAcf1—4GIcNAc is possible as well.

Trisaccharide GaINAcB1—4GlcNAcB1—4ManNAc (1V)
was prepared by enzymatic transglycosylation of pNP-GalNAc
(I1I) onto GlcNAcPB1—4ManNAc (I]) catalyzed by [3-N-ace-
tylhexosaminidase from A. oryzae. Hybrid linear trisaccharide
was identified as one of the strongest oligosaccharidic ligands
of NK-cell activating receptor NKR-P1.

VYUZITI KOMPARATIVNI PCR
PRI MONITOROVANI L
B-LYMFOPROLIFERATIVNICH ONEMOCNENI

R. IVANEK, J. CERNY, A. SLAVICKOVA
1. Interni klinika VFN a 1. LF UK, Praha
Piitomnost molekuldrnich markerti u mnohych hematolo-

gickych onemocnéni umoziuje vyuziti vysoce citlivé metody
PCR k sledovani 1écby a detekci minimdlni{ rezidudlni choro-
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by. AvSak vzhledem k mozZnému pietrvavdni pozitivity, kterd
miZe byt nadto zptsobena napf. rezidui bunék po chemotera-
pii, je vhodné&jsi pouZit né€kterou z metod kvantitativni PCR
(Q-PCR), a tak vcas odhalit moznou klondlni expanzi. K me-
toddm Q-PCR dobfe aplikovatelnym na klinickych pracovis-
tich patif komparativni PCR, coZ je koamplifikace sekvence
specifické pro chorobu a sekvence interniho standardu systé-
mem rozdilnych primer(, nazyvanou tézZ multiplex PCR.

Touto praci prezentujeme moznost kvantifikace klondlni-
ho pieskupeni gend pro té€zky imunoglobulinovy fetézec (IgH)
jakozto markeru B-lymfoproliferativntho onemocnéni a srov-
navaciho markeru — 61. exon H-ras (Harvyho ras) protooko-
genu. Metoda vychdzi z porovndvani dvou nebo vice diagnos-
tickych vzorka z riznych obdobi 1é¢by pacienta v jedné PCR.
Mnozstvi produktt amplifikace jsou kvantifikovdna softwa-
rovou analyzou digitalizovaného zdznamu elektroforetického
gelu, pfiCemZ je mozno dojit bud k relativnim vysledktim
popisujicim vzestup nebo pokles markeru malignich bunék
v porovndvanych vzorcich nebo i k absolutnim vysledkiim
odectenym z kalibra¢ni kfivky, kterd je ziskana amplifikaci
DNA linie nesouci stejny specificky marker v téze PCR. Pro
ovéreni klinického vyznamu byly vysledky komparativni PCR
IgH/ras porovndvany s ostatnimi konven¢nimi laboratornimi
vySetfenimi a korelovany s klinickym stavem pacientti. Z na-
Sich pozorovani vyplyvd, Ze tato metoda by mohla najit uplat-
néni pfi terapeutickych rozhodnutich.

Tato prdce je podporovina grantem MSMT CEZ: J13/98:
1111/00004.
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STUDIUM STRUKTURY ORGANOCINICITYCH
SLOUCENIN OBSAHUJICICH O, C, O-,PINCER*
LIGANDY

ROMAN JAMBOR, ALES RUZICKA,
LIBOR DOSTAL, JAROSLAV HOLECEK

Katedra obecné a anorganické chemie, Fakulta chemicko-
-technologickd, Univerzita Pardubice, n. Cs. legii 565, 532 10
Pardubice, e-mail: roman.jambor@upce.cz

V soucasné dobé je nase studium zaméteno na strukturni
vlastnosti organocini¢itych soucenin obsahujicich potencio-
ndlni terdentdlni Y, C, Y-cheldtujici ligandy (Y = N, O, P).
Velmi médlo vysledkl je zndmo v ndmi zkoumané oblasti
organocinicitych sloucenin obsahujicich O, C, O-,pincer
ligandy (obr. 1).

/
(0] (0] (0]
SnR3 SnR3 SnR3
(@] (0] (0]

\

R = aryl, halogen

Obr. 1. Studované organocinicité slou¢eniny

Studované slouceniny vykazuji fadu velice zajimavych
vlastnosti, zejména strukturnich a fyzikdlnich. Strukturni vlast-
nosti byly studovdny zejména pomoci RTG difrakce na mo-
nokrystalickém materidlu, NMR v roztocich a tuhé fazi a né-
kterych dalsich metodik.

LITERATURA

1. Mehring M., Schiirmann M., Jurkschat K.: Organometal-

lics 17, 1227 (1998).

2. Cisafova 1., Jambor R., Razicka A., Holecek J.: Acta
Cryst., Sect. C, v tisku.
3. Jambor R., Rizic¢ka A., Brus J., Cisafova 1., Holecek J.:

Inorg. Chem. Commun., v redakci.

SERINE PROTEINASE INHIBITORS
IN AGGREGATED FORMS OF BOAR SEMINAL
PLASMA PROTEINS

P. JELINKOVA?, P. MANASKOVA?, M. TICHA”,
V. JONAKOVA?

“Institute of Molecular Genetics, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Prague, bDepartment of Biochemistry, Char-
les University, Prague, Czech Republic

Under physiological conditions most boar seminal plasma
proteins are present as aggregates (Jondkovdetal., 2000). Only
a small portion of proteins was found in the low molecular
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weight fraction corresponding to monomers or dimers. Study
of the composition of protein-aggregated forms containing
serine proteinase inhibitors is the subject of the present com-
munication. Boar seminal plasma proteins were separated by
gel chromatography into five fractions. Most inhibitors were
found in fraction V (M,~5 000-20 000), less in fraction I
(M>150000). Fraction V was further separated by RP HPLC.
Isolated proteins were characterized by SDS-PAGE and im-
munoblotting, N-terminal amino acid sequencing and the de-
termination of proteinase inhibition activity. The following
protein components were identified:

Fraction V M,  N-terminal Immuno-
sequence -detection

-Micro-seminoprotein 10 000 ZCYFIP ... -

Proteinase inhibitor 7500 KKTRKEPD... -

AQN 1 spermadhesin 13000 AQNKGPHK... anti-AQN 1

Lactoferrin 70000 ............ anti-lactoferrin

To study the possible complexes of proteinase inhibitors,
fraction V was separated by gel chromatography. Proteinase
inhibitor (M,~7 500) was eluted either alone or with the
spermadhesin AQN 1. This fact might indicate the formation
of an associated form of these two components.

This work was supported by the Grant Agency of the Czech

Republic, grants Nos. 303/99/0357 and 524/96/K162; grant
No. MSM 113100001.

FUNKCNI ANALYZA C-KONCE PROTEINU NHA1
Z. KVASINKY Saccharomyces cerevisiae

OLGA KINCLOVA

Fyziologicky iistav AV CR, Videriskd 1083, 142 20 Praha 4,
kinclova@biomed.cas.cz

Pro vSechny Zivé organismy je nezbytné zachovdvat stdlé

buné&¢né cytoplazmy kvasinek je K*, ktery se i¢astni mnoha
fyziologickych procesti (napf. regulace buné¢ného objemu
a vnitrobuné¢ného pH). Naopak vysokd koncentrace Na*¢i Li*
je pro vétsinu bunék toxickd. Na*/H" antiportery patii mezi
transportni systémy, které antiportnim mechanismem vyuzi-
vajicim gradient protond pfes membranu efektivné eliminuji
toxické kationty z bunék. Gen NHAI kvasinky S. cerevisiae
kéduje Na*/H* antiporter plazmatické membrany dlouhy 985
aa. Na rozdil od homolognich Na*/H" antiporter z jinych
kvasinek, protein Nhal md extrémné dlouhy hydrofilni C-ko-
nec (554 aa, 56,2 % z celého proteinu) a transportuje pies
membrdnu kromé Na*a Li* také K*a Rb". Pro zjisténi funkce
C-konce Nhalp a jeho vlivu na aktivitu a substratovou speci-
fitu pfenasece bylo zkonstruovano 13 postupné zkracovanych
verzi genu NHAI, od kompletniho (2955 nt, 985 aa) po nej-
krats$i (1416 nt, 472 aa) koncici pouze 41 aminokyselinovych
zbytkli za posledni transmembrdnovou oblasti, které byly
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funk¢né exprimovdny v kmeni S. cerevisiae citlivém k alka-
lickym kationtim (B31, genotyp nhalAenal-4A). Pomoci
fluorescencniho znaceni GFP (green fluorescent protein) byly
piislu§né proteiny lokalizovdny v plazmatické membrané.
Testovdnim bunék nesoucich rtizné verze Nhalp na toleranci
k vysokym koncentracim alkalickych kationti a méfenim
vystupu kationtti z bunék byla identifikovdna oblast C-konce
Nhalp dtilezitd pro zachovdni maximadlni transportni aktivity
Nhalp pro ionty Na®, Li* a Rb*. Na druhou stranu bylo
zjisténo, Ze C-konec proteinu Nhal nenfi dilezity pro toleranci
bunék k vysokym vn&jsim koncentracim K*. Hraje viak vy-
znamnou roli /) v regulaci obsahu vnitrobunééného K*, ¢imz
prenase¢ prispivd k zachovdni objemu a cytoplazmatického
pH buiiky, a 2) v bunécné odpovédi k nahlym zméndm osmo-
larity prostiedi.

SYNTEZA, REAKTIVITA A APLIKACE
[1IBENZOTHIENOJ3,2-5][1]BENZOTHIOFENU

BEDRICH KOSATA, VACLAV KOZMIK,
JIRI SVOBODA

Ustav organické chemie, VSCHT, 166 28 Praha 6, e-mail:
kosatab@vscht.cz

Systematicky vyzkum v oblasti kondenzovanych hetero-
pentalendi'™ vedl k ndvrhu [1]benzothieno[3,2-b][1]benzo-
thiofenu (/) jako potencidlniho jadra latek s kapalné krystalic-
kymi vlastnostmi. V této praci shrnujeme vysledky studia jak
syntézy tak reaktivity heterocyklu 1.

10

Prokdzali jsme, zZe elektrofilni substituce probihaji v latce
1 do poloh 2 a4. Regioselektivitu substituce 1ze fidit reakénimi
podminkami za tvorby 2-substituovanych derivatt. Substituce
do druhého stupné pak vedou piednostné k 2,7-disubstituova-
nym sloucenindm. Nitroderivaty byly vyuzity k syntéze alko-
Xy substituovanych derivatd heterocyklu 1 nukleofilnimi sub-
stitucemi. Metalace latky 1 ndsledovand reakci s vhodnym
elektrofilem je cestou pro selektivni pfipravu 1-substituova-
nych derivatd.

Vysledky studia reaktivity [1]benzothieno[3,2-b][1]ben-
zothiofenu jsme aplikovali na piipravu série 2,7-diacyl- a 2,7-
-dialkylderivati. Bylo zjisténo, Ze v této sérii tvoii nékteré
derivaty jednu a vice kapalné krystalickych mezofézi*.
LITERATURA
1. Vichal P., Pihera P., Svoboda J.: Collect. Czech. Chem.
Commun. 62, 1468 (1997).

Pihera P., Svoboda J.: Collect. Czech. Chem. Commun.
65, 58 (2000).

2.
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3. Pihera P., Palecek J., Svoboda J.: Collect. Czech. Chem.
Commun. 63, 681 (1998).
4. Kosata B., Kozmik V., Svoboda J., Novotna V., Vanék

P., Glogarova M.: 6" European Conference on Liquid
Crystals, March 25-30, 2001, Halle, Germany.

OPTIMALIZACE SYNTEZY PREKURZORU
ANALOGU HMYZICH JUVENILNICH HORMONU '

P. KRATINA? J. MORAVCOVA? Z. WIMMER"

“VSCHT, Technickd 5, 160 28 Praha 6, "UOCHB AV CR,
Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6

Juvenilni hormony i jejich syntetické analogy hraji dtle-
zitou ulohu pii vyvoji a rozmnozovani hmyzu. Pro tuto vlast-
nost v soucasné dobé zastupuji skupinu ic¢innych novodobych
insekticidt®.

Piiprava jedné ze zdkladnich struktur je zndzornéna ve
schématu. Reakce 2, odchranéni fenolové skupiny, probihala®
s malou vytéznosti (do 50 %) a produkt byl obtizné izolova-
telny. Hydrolyza etherické vazby se provadéla ptisobenim
konc. HBr v prostiedi acetanhydridu. Produkt se zpracovaval
piiddnim vody a CaCO; a extrahoval se do diethyl etheru.
Extrakce byla znepfijemnéna pritomnosti suspenze anorganic-
kych soli ve vodné i organické fazi. Pti optimalizaci syntézy
jsme navrhli pouziti PTC (Phase Transfer Catalyst) pro usnad-
néni kontaktu reaktantti. Vybrali jsme tributylamonium sulfét
atetrabutylfosfonium bromid. Reakce® probihaly bez rozpous-
tédla, vytézek vzrostl nad 80 %.

Nasledujici cile jsou ovéfit reakce 3 a 4 a ddle navrhnout
ptipravu alkyl-O-glykosida.
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Tato prdce byla vypracovdna v ramci vyzkumného zaméru Z4
055 905.

LITERATURA

1. Projekt COST D10/0005/98 (D10.10).

2. Hrdy I, Kuldova J., Wimmer Z.: Vesmir 79, 636 (2000).

3. Wimmer Z., Romanuk M.: Collect. Czech. Chem. Com-
mun. 46, 2573 (1981).

4. Hwang K., Park S.: Syn. Commun. 7993, 2845.

KONSTRUKCE A EVALUACE MODELU SAVCIHO
CYTOCHROMU P450 2B4

B. KUBICKOVA, L. ANTONOVIC, B. SOPKO,
P. HODEK

Katedra biochemie, Prirodovédeckd fakulta UK, Hlavova 2030,
128 40 Praha 2

Cytochromy P450 (CYP) jsou hemoproteiny ucastnici se
metabolismu napf. hormont, 1é¢iv, polutanti, kancerogend.
Preména téchto latek cytochromy P450 vede k exkreci z orga-
nismu nebo jejich toxifikaci ¢i aktivaci na mutageny. Proto
jsou tyto enzymy predmétem intenzivniho vyzkumu. Odhale-
ni struktury jejich aktivniho centra, kde dochdzi k metabolické
preméné substrat,, md zdsadni vyzman pro pochopeni vztahu
struktury a funkce CYP v procesu aktivace kancerogent a me-
tabolismu 1é¢iv. Nd§ vyzkum je proto zaméfen na konstrukce
3D modelu aktivniho centra CYP 2B4 a jeho validace metodou
fotoafinitniho znacenti.

Technika homologniho modelovéni je zalozena na pted-
pokladu podobnosti globdln{ struktury ndmi studovanych sav-
¢ich a mikrobidlnich CYP, jejichz struktura je diky X-paprsk-
ové krystalografii zndma. Jako templdt pro modelovdni byl
tedy pouzit mikrobidlni CYP 102, ktery je povazZovdn za struk-
turné nejblizsi savéim CYP. Po predikci sekunddrni struktury
CYP 2B4 bylo provedeno vzdjemné prifazeni sekvenci s CYP
102 (zohlediiujici globdlni podobnosti). S pouZzitim struktur-
niho templatu (CYP 102) byl konstruovan 3D model CYP 2B4
a ,,dokovan* hem. Energetickou optimalizac{ byl ziskan ho-
mologni 3D model CYP 2B4.

Model CYP 2B4 byl ovéfovan dokovanim specifického
substratu CYP 2B4, diamantanu. Nalezend orientace diaman-
tanu v aktivnim centru (vzhledem k hemu) je v souladu s ex-
perimentdlné prokdzanou hydroxylaci této latky v poloze 3.
K dal$imu potvrzeni modelu byly vyuzity vysledky ziskané
z fotoafinitntho znaceni aktivniho centra CYP 2B4 pomoci
tif sond: N-(p-azidobenzyl)-N-methyl-p-aminobenzylamin (I),
N-(p-azidobenzyl)-N-methyl-p-aminophenethylamin (IT) a N-
-(p-azidophenethyl)-N-methyl-p-aminophenethylamin (III).
Vzhledem k tomu, Ze 1ze predpoklddat vazbu téchto sond na
hem CYP, je mozno identifikovat aminokyselinové zbytky ve
vzddlenosti dané délkou molekuly sondy od atomu Zeleza
hemu. Pomoci sondy II se podafilo identifikovat Arg 197
nachdzejici se v helixu F ve spravné vzddlenosti od hemu.
Neschopnost sond I a III oznacit aminokyselinové zbytky je
v souladu s nepfitomnosti urcujicich aminokyselin v expono-
vané oblasti aktivniho centra. Ziskané experimentdlni vysled-
ky potvrzuji spravnost modelu CYP 2B4.
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NH; SIGNALIZACE: ULOHA AMINOKYSELIN
A JEJICH PERMEAS

MARTIN KUTHAN

Katedra genetiky a mikrobiologie, PFF UK, Vinicnd 5, 128 44
Praha 2

Role amoniaku jako signdlni molekuly je zatim madlo
prozkoumadna, ale jiZ nyni je zndmo, Ze hraje udlohu v dile-
zitych biologickych procesech (napt. pii diferenciaci hlen-
ky Dictyostelium discoideum ¢i dokonce pii prenosu signdld
v nervové tkdni).

V nasi laboratofi byla objevena a popsdna signalizace mezi
kvasinkovymi koloniemi, vyuZivajicimi plynnou signdlni mo-
lekulu NH;. Amoniak je produkovédn v pulzech a jeho produk-
ce je vyrazné zesilena u sousedicich kolonii, které se navic
asymetricky inhibuji v ristu. Narozdil od komplexniho média,
nedochdzi pfi ristu kvasinkovych kolonif na minimdlnim mé-
diu k produkci amoniaku ani k asymetrické inhibici ristu. Oba
efekty byly obnoveny po pfidani smési aminokyselin do mi-
nimdlniho média. Navic mutant kvasinky Saccharomyces ce-
revisiae shr3, defektni v permeasdch transportujicich ami-
nokyseliny, amoniak neprodukuje. Dal$im potvrzenim role
aminokyselin bylo zjisténi, Ze kmen S. cerevisiae defektni
v nizkoafinitni permease aminokyselin (Gapl), ma vyrazné
snizenou produkci amoniaku. Tato zjiSténi naznacovala, zZe
v procesu NH; signalizace hraji né¢jakou tilohu aminokyseliny.
Sledovali jsme proto vliv pfitomnosti jednotlivych aminoky-
selin v minimdlnim médiu na produkci amoniaku koloniemi
Candida mogii. Na zdklad€ naSich experimentd jsme byli
schopni rozdélit aminokyseliny na ty, jejichZ pfitomnost v mi-
nimalnim médiu vede k vysoké produkci amoniaku (Asn, Pro,
Asp, Ala, Glu, Arg, Gly a Ser) a aminokyseliny, v jejichz
pritomnosti kolonie C. mogii amoniak témét neprodukuji.
Produkce resp. absence produkce amoniaku vyrazné ovliviiuje
morfologii kolonii a asymetrickou inhibici ristu. Kolonie
,,produkujici” amoniak jsou tvofeny pseudohyfami i kvasink-
ovymi buikami, pficemz kvasinkové buiky prevladaji ze-
jména v Césti kolonie rostouci smérem k partnerské kolonii,
tedy v oblasti, kde by mélo dochazet k maximalni indukci
produkce amoniaku. Kolonie ,,neprodukujici* amoniak, jsou
tvoreny prevazné pseudohyfami a hyfami.

VYUZITI VLASTNI MODIFIKACE ANALYZY
KATECHOLAMINU POMOCI HPLC

PRI DIAGNOSTICE FEOCHROMOCYTOMU

U PACIENTU SE SEKUNDARNI HYPERTENZI

HANA LENOBELOVA®, RENE LENOBEL®,
SYLVA DOSTALOVA?, RENATA JURAKOVA?,
DAVID STEJSKAL™, IVO ORAL'

“Oddéleni laboratorni mediciny Nemocnice Sternberk, bLabo-
rato¥ riistovych reguldtorii UP Olomouc, ‘Interni oddélent
Nemocnice Sternberk

Feochromocytom je maly tumor dfené nadledvin, ktery
se klinicky manifestuje fadou rozdilnych symptomu (malig-
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ni hypertenzi, ortostatickou hypotenzi, hypermetabolismem
a neuropsychickou labilitou). Pfi¢inou téchto symptomt je
nadprodukce katecholamint a jejich prekurzord. Diagnostic-
ky algoritmus u pacientli s podezfenim na feochromocytom
spociva v klinickém vySetfeni (se zaméfenim na typické sym-
ptomy), zobrazovaci diagnostice (CT, NMR, scintigrafie) a la-
boratorni analyze (katecholaminy a jejich metabolity v plazmé
i moci, neuron specifickd enolasa v séru). Protoze feochromo-
cytom muize byt uloZen také extraadrendlné a laboratorni
vysetieni se v bézné klinické praxi velice zobeciiuji (bézné se
stanovuje pouze kyselina vanilmandlovd v moci), zlstdvd
podle nékterych autordi az 75 % pacientti s feochromocyto-
mem nediagnostikovano.

Na nasem oddéleni jsme z tohoto divodu zavedli vlastni

modifikaci stanoveni katecholamind a jejich metabolitt (ad-
renalin, noradrenalin, dopamin, normetanefrin, metanefrin,
kyselina vanilmandlov4, kyselina homovanilinovd). Analyzy
provddime v plazmé nebo moci vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii na reverzni fazi s fluorescencni detekci (RP-
-HPLC-FD) po vhodné dpravé vzorku. Izolace noradrenalinu,
adrenalinu a dopaminu v moci i plazmé se provadi extrakci na
oxidu hlinitém s ndslednou derivatizaci fluorescencni znac-
kou. Ziskané fluorescenc¢ni derivdty se déli na RP-HPLC-FD.
Izolace metanefrinu a normetanefrinu v moci se provadi dvou-
stupiiovou ionexovou chromatografii s ndslednou kvantifkaci
pomoci nativni fluorescence na RP-HPLC-FD. Izolace kyse-
liny vanilmandlové a homovanilinové v moc¢i probihd jedno-
stupniovou ionexovou chromatografif s ndslednou kvantifikac{
pomoci nativni fluorescence metodou RP-HPLC-FD. U pa-
cientti s podezienim na feochromocytom pouZivame nasledu-
jict ,,biochemicky* algoritmus:
pri nizkém klinickém podezieni nebo jako screening vy-
Setfujeme metanefrin a kyselinu vanilmandlovou v moci
(diagnosticka specifita i senzitivita této kombinace se po-
hybuje kolem 99 %),
pfi vysokém klinickém suspiciu, patologickych ndlezech
metabolitli v moci, nebo pii normdlnim screeningu a vy-
sokém klinickém suspiciu provddime stanoveni dopami-
nu, adrenalinu a noraderanalinu v moci i plazmé za hospi-
talizace, stanoveni kyseliny homovanilinové v moci, event.
provddime clonidinovy test (100 % diagnostick4 specifita
i senzitivita).
Za posledni dva roky jsme na nasem oddéleni vysetfili 289
pacientt z celého regionu Severni Moravy s podezienim na
feochromocytom (na jinych pracoviStich této oblasti se t.C.
rutinni stanoveni katecholaminti neprovadi). U 11 probandd
tohoto souboru (4 %) jsme diagnostikovali feochromocytom,
ktery byl ndsledné operacné odstranén; u vSech probandd
doslo k ustupu klinickych obtiZi. Prokdzali jsme pomérné
nizkou senzitivitu i specifitu kyseliny vanilmandlové (senzi-
tivita 90 %, specifita 79 %), vysokou senzitivitu i specifitu
metanefrinu (97 % senzitivita, 100 % specifita) a absolutn{
specifitu i senzitivitu komplexniho vySetieni v¢. clonidinové-
ho testu.

V soucasné dobé provddime vySe uvedend vySetfeni pro
zdravotnicka zafizeni celé severni Moravy; analyzy provadéji
3 vysokoskolsky vzdélani pracovnici. Vysledky vyddvame 1x
mésicné.
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STRUKTURNI A DYNAMICKA POCITACOVA
ANALYZA VAZBY INHIBITORU K PROTEASE
VIRU HIV-1

MARTIN LEPSIK

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, F lemingovo n. 2,
166 10 Praha 6

Inhibitory HIV proteasy jsou latky, které jsou soucasti
smési pouzivanych k 1écbé AIDS. Jejich pouziti ov§em kom-
plikuje fakt, Ze proteasa v pribéhu terapie mutuje a ziskdva
k 1écivu rezistenci. Fenomén rezistence je proto nutné ze
strukturniho i dynamického hlediska dobfe prozkoumat, aby
bylo mozné ptikroc¢it k navrhu novych uc¢innéjsich 1ékda.

Jednim z velice vhodnych néstroji pro takovou analyzu je
pouziti molekulové mechaniky a dynamiky. Jednd se o vypo-
cetni metody, které s pomoci sady parametrd (potencidlu)
dokdz{ minimalizovat energii chemického systému, resp. sle-
dovat jeho ¢asovy vyvoj.

V této prici jsme vychdzeli z modelti komplext proteasy
s riznymi inhibitory zaloZenych na krystalovych strukturdch.
Rezistentni mutanty byly modelovdny pomoci molekulové
dynamiky. Rozpoustédlo bylo simulovano pouzitim dielektri-
ka zdvislého na vzddlenosti. Ze strukturnich charakteristik
byla sledovdna pifitomnost vodikovych mustkt a van der Waal-
sovskych kontaktd mezi inhibitorem a proteasou. Z dynamic-
kych vlastnosti jsme se zabyvali zanikdnim a znovuvytvéie-
nim vodikovych mustkt a stdlosti, resp. nestdlosti van der
Waalsovskych kontaktt.

Porovnéni uvedenych charakteristik u komplexd jednotli-
vych inhibitord ndm umoziuje vysvétlit u¢inek urcitého inhi-
bitoru jak na proteasu divokého typu, tak i na jeji mutanty.
Timto zplisobem se tato prace snazi prispét k vysvétleni me-
chanismti rezistence.

Tato prdce byla vypracovdna v rdmci vyzkumného zdméru Z4

055 905.

POTKANI HYPODAKTYLNI MUTACE -
GENETICKE MAPOVANI A CHARAKTERIZACE
KONGENNICH KMENU

FRANTISEK LISKA

Ustav biologie a Iékaiské genetiky, 1. lékaiskd fakulta, Uni-
verzita Karlova, Albertov 4, 120 00 Praha 2

V soucasné dobé€ se u savct predpokladd az 4000 gend,
jejichz zérodecné mutace mohou vést k autosomalné recesivné
dédi¢né samci infertilité. Tyto mutace maji Casto pleiotropni
efekt i na dal8f orgdnové systémy. Jedna z téchto mutaci je
pfedmétem naSeho vyzkumu. Potkani hypodaktylie (Hd) je
autosomalné recesivni postizeni vyvoje koncetin a spermato-
geneze. Projevuje se variabilni redukei pocétu prsti a ¢lanki
prsti na preaxidlni strané prednich i zadnich koncetin. Posti-
Zeni koncetin samcd a samic je stejné. VSichni homozygot-
ni samci jsou infertilni. Maji zmenSend varlata a nadvarlata
a zmen$ené mnozstvi morfologicky abnormalnich a nepohy-
blivych spermii. Mutovany gen byl lokalizovdn na potkani
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chromozom 10 pomoci 152 zpétnych kiiZenct (samice origi-
nalniho kmene Wistar Hd (WHD) a samec F1 (WHDxBrown
Norway)). Jemnéjsi mapovani provddime pomoci populace F2
hybridd WHDxBN (Brown Norway). Kriticky segment chro-
mosomu 10, kde se nachdzi Hd mutace, se tak podaftilo zizit
na cca 1,7 cm mezi mikrosatelitnimi markery D10Rat116
a D10Rat160. Zaroveri byla pozorovana tiplna vazba Hd se sku-
pinou markertt D10Mit8 (v genu pro synaptobrevin 2), D1I0Wox 12
(v genu pro sex hormone binding globulin), D1I0Wox14 (v ge-
nu pro asialoglykoproteinovy receptor) a s dvéma anonymni-
mi markery. Kriticky segment vSak zfejmé obsahuje i dalsi
geny, které mohou byt pozi¢nimi kandiddty Hd. Pfenesenim
alely Hd na genetické pozadi inbrednich kmend SHR (spon-
taneously hypertensive rat) a BN jsme vyvinuli kongenn{
kmeny SHR-Hd a BN-Hd. U SHR-Hd je sniZend penetrance
a expresivita postizeni koncetin, zatimco u kmene BN-Hd je
tézké postizeni koncetin, dokonce vétsi nez u kmene WHD.
Homozygotni samci obou kongennich kment jsou sterilnf,
avsak hmotnost varlat, nadvarlat i pocet spermif je signifikan-
tné vyssi nez u kmene WHD. Tato pozorovéni svédéi pro vliv
modifikujicich genl na expresi Hd. NaSe dal$i prace bude
smétovat k identifikaci mutantniho genu, ptipadné i k mapo-
vani modifikujicich minor gent.

OXIDACE ALKOHOLU ENZYMOVYM SYSTEMEM
FEROMONOVE ZLAZY LISAJE TABAKOVEHO

ANNA LUXOVA, ALES SVATOS

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo n. 2,
166 10 Praha 6, luxova@uochb.cas.cz

Vyuziti enzymatické katalyzy v organické syntéze patii
mezi standardni postupy organické chemie. Dosud nebyl po-
psdn enzym katalyzujici oxidaci alkohold na aldehydy. Ko-
necnym krokem biosyntézy sexudlniho feromonu u samic
lisaje tabdkového (Manduca sexta) je oxidace hexadec-11-en-
-1-olt a hexadeca-10,12-dien-1-0ld na odpovidajici aldehydy.
Tato pfemeéna je katalyzovdna enzymovym oxida¢nim systé-
mem lokalizovanym ve feromonové Zldze motyla na spodn{
Casti abdomenu. Z predbéznych vysledkd bylo patrné, ze
vypreparovany abdomen jak v intaktni, tak v homogenizované
formé, katalyzuje oxidaci dalSich strukturnich typi alkohold,
které nejsou pfirozenym prekurzorem feromonu. Na zakladé
tohoto zjisténi jsme zacali studovat vlastnosti enzymu tykajic{
se jeho vyuZiti v organické syntéze. A to pfedevs$im substrd-
tovou specificitu a stabilitu za riznych podminek. Studovany
enzymaticky systém je za in vitro podminek (hexan/fosfatovy
pufr) velmi robustni s tepelnou stabilitou do 50 °C (teplotni
optimum 30 °C) a je mozné jej recyklovat (5x). Jeho substra-
tovd specificita byla ur¢ena na rtiznych alkoholech: 7) s linedr-
nim nerozvétvenym fetézcem, 2) nenasycené, 3) s aromatic-
kym jadrem v postrannim fetézci, 4) sekundarni. Zjisténé
poradi reaktivity je 3>1>2>>4. Primarn{ alkoholy 1, 2, 3 Ize
selektivné oxidovat ve smési se sekundarnimi alkoholy. Dal-
$im zajimavym zjisténim je profil vytézkd oxidace homolo-
gické fady primdrnich nasycenych alkohold od Sesti do dvaceti
uhlikd. Nejmensi konverze pfemény alkohol-aldehyd byla
zjisténa u hexadekanolu. U enzymového systému nyni urcu-
jeme jeho zdkladni biochemické charakteristiky a pokusime
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se o izolaci a podrobnéjsi strukturni charakterizaci. Budouc-
nost vsak spatiujeme v produkci oxidasy geneticky modifik-
ovanymi mikroorganismy, do kterych bude vnesen gen kédu-
jict proteosyntézu naSeho enzymu.

Tato prdce byla vypracovdna v rdmci vyzkumného zaméru Z4
055 905.

SELEKTIVITA OXIDACE KARCINOGENNIHO
1-FENYLAZO-2-HYDROXYNAFTALENU (SUDAN I,
C.I. SOLVENT YELLOW 14) CYTOCHROMEM P450
1A1

VACLAV MARTINEK, MARIE STIBOROVA

Katedra biochemie, Prirodovédeckd fakulta UK, Albertov 2030,
128 40 Praha 2

Sudan I je karcinogenem jater a mo¢ového méchyte studo-
vanym jako modelové karcinogenni azobarvivo, které neob-
sahuje aminoskupiny ve své molekule. Je metabolizovén cy-
tochromy P450 (CYP), které jej oxiduji na C-hydroxy a C-di-
hydroxyderivaty nebo oxida¢né S$tépi na benzendiazoniovy
ion (BDI). BDI je reaktivnim intermedidtem vdzajicim se
kovalentné na DNA. Majoritni adukt tvofeny v DNA z BDI
byl identifikovan jako 8-(fenylazo)guanin'.

V préci identifikujeme CYP oxidujici Sudan I. Nejlépe
Sudan I oxiduji CYP1A mikrosomi indukovanych B-naftofla-
vonem (B-NF) (82 %), méné pak CYP2B PB mikrosomii
a enzymy mikrosomi indukovanych etanolem ¢i mikrosomui
neindukovanych zvitat (vSechny — 15 %). Pfitom je tato oxi-
dace efektivné inhibovdna inhibitorem CYP1A1/2 o-NF, za-
timco inhibitorem CYP1A2 furafyllinem ovlivnéna neni. Pre-
meéna Sudanu I CYP1A1 byla potvrzena pouzitim potkani-
ho rekombinantnitho enzymu (CYP1Al) rekonstituovaného
s NADPH:CYP reduktasou. Studovany karcinogen je rovnéz
oxidovdn v rekonstituovaném systému obsahujicim lidsky
rekombinantni CYP1A2, ale ucinnost oxidace je asi dvaceti-
procentni oproti CYP1A1. Vzhledem k tomu, Ze CYP experi-
mentdlnich zvifat nemusi byt vZdy vhodnym modelem simu-
lujicim katalytické vlastnosti lidskych enzymd, potvrzujeme
vysledky i s enzymy lidskymi. Pouzity byly mikrosomy obsa-
hujici lidské rekombinantni CYP1Al, CYPI1A2, CYPIBI,
CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6, CYP2EL, CYP3A4 aCYP3A4
s cytochromem b, tzv. Supersomes™. Sudan I je opé&t nejucin-
néji oxidovan lidskym CYPIAI1. K charakterizaci oxidace
Sudanu I CYP1A1 bylo rovnéz pouzito kinetickych studii.

V préci prokazujeme, zZe lidsky CYP1A1 je nejefektivnéj-
$im cytochromem P450 oxidujicim karcinogenni azobarvivo
Sudan I. Vysledky jsou interpretovdny z hlediska potencidlni-
ho rizika vystaveni lidské populace studovanému karcinoge-
nu.

Podporovdno granty MSMT CR (MSM 1131 00001) a GA CR
(203/99/1003 a 203/99/1628).
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1. Stiborovd M., Asfaw B., Frei E., Schmeiser H. H., Wi-
essler M.: Chem. Res. Toxicol. 8, 489 (1995)
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POZNANI MECHANISMU KARCINOGENITY
0-ANISIDINU, KANCEROGENU S DOSUD
NEVYJASNENYMI PRINCIPY UCINKU

MARKETA MIKSANOVA, MARIE STIBOROVA

Katedra biochemie, Prirodovédeckd fakulta, Univerzita Kar-
lova, Albertov 2030, 128 40 Praha 2

o-Anisidin (2-methoxyanilin) je intenzivné pouzivan jako
intermedidt pii vyrobé azobarviv. Jde o silny karcinogen mo-
¢ového méchyte. Studium mechanismu jeho karcinogenity je
sttedem zdjmu fady laboratofi. Je tomu tak proto, Ze se jednd
nejen o nebezpecny polutant pracovniho prostfedi chemic-
kych provozu, ale navic, Ze principy jeho ucinku zistdvaji
dosud neodhaleny. K vysvétleni karcinogenniho tc¢inku o-ani-
sidinu je nezbytné i) poznani enzym, kterymi je metaboli-
zovan, ii) identifikace struktury reak¢nich metabolitl a iii)
poznani, zda metabolity zasahuji do inicia¢ni a progresni faze
kancerogenese, tedy zda tvoii adukty v DNA.

Metabolismus studovaného karcinogenu je zprostfedko-
van hydroxyla¢nimi reakcemi katalyzovanymi cytochromy
P450 a v mocovém méchyfi i jedno-elektronovymi radikdlo-
vymi oxidacemi peroxidas, jenZ jsou v mocovém méchyti
bohaté¢ zastoupeny. Majoritnim produktem oxidace o-anisidi-
nu cytochromy P450, izolovanym pomoci HPLC a ur¢enym
MS-MS spektrometrif, je derivat N-hydroxy-2-methoxyanilin.
Efektivnéji nez cytochromy P450 je o-anisidin oxidovan lak-
toperoxidasou, kifenovou peroxidasou a prostaglandin H syn-
tasou. Unikdtnim vysledkem je identifikace produktl oxidace
o-anisidinu peroxidasami. Pomoci MS-MS spektrometrie by-
lo poprvé pfimo zjisténo, Ze primdrné tvoreny radikdl o-anisi-
dinu poskytuje ¢tyfi majoritni barevné produkty diimin, chi-
nonimin, azodimer a slou¢eninu obsahujici tfi methoxybenze-
nové kruhy, jejiz pfesnd struktura dosud nebyla urcena.

Vysledky ptinaseji i odpovéd na otdzku mechanismu kar-
cinogenniho piisobeni o-anisidinu. V pribéhu oxidace o-an-
isidinu peroxidasami dochdzi k vazbé reaktivnich metabolitd
na DNA. Analyzou pomoci metody ,,32P—postlabellingu“ byla
prokdzédna tvorba kovalentnich adukti v DNA, pfi¢emz cilo-
vymi deoxynukleosidy jsou zbytky deoxyguanosinu. Diimin
generovany z primdrné tvoieného N-centrovaného radikdlu
o-anisidinu peroxidasou je pravé tim metabolitem, ktery kova-
lentné modifikuje deoxyguanosin v DNA. Vysledky jasné
prokazuji, Ze o-anisidin je genotoxickym karcinogenem zasa-

Autorky dékuji za podporu MSMT CR (MSM 1131 00001)
a GA CR (grant 203/99/1003).

VLIV ACETYLDACE HISTONU NA DIFERENCIACI
MONOBLASTU TRANSFORMOVANYCH
ONKOGENEM v-myb

A. NEMAJEROVA™", J. SMARDA®, J. SMARDOVA®

“Masarykiiv onkologicky istav, Oddéleni bunécné a moleku-
ldrni onkologie, Zluty kopec 7,656 53 Brno, "Katedra genetiky
a molekuldrni biologie, Prirodovédeckd fakulta, Masarykova
univerzita, Kotldrskd 2, 611 37 Brno

Protein CBP (CREB-binding protein) je koaktivator trans-
kripce, ktery je schopen interagovat s mnoha transkripénimi
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faktory (c-/v- Myb, CREB, c-Fos, c-/v-Jun, p53, jadernymi
receptory a dal§imi proteiny). CBP je histon-acetyltransferasa
a acetylaci histond aktivné zasahuje do procesu transkripce.
cDNA kodujici lidsky protein CBP jsme klonovali do expres-
niho vektoru pMT-IRES-CD4, ktery umoziuje inducibiln{
expresi genu CBP z metalothioneinového promotoru v hosti-
telskych burikach a zdroven jejich i¢innou purifikaci prostied-
nictvim dicistronicky exprimovaného markerového genu CDA4.
Po stabilni transfekci bunék BM2 plazmidem pMT-CBP-
-IRES-CD4 technikou lipofekce jsme selektovali stabilni trans-
fektanty.

V bunikich BM2CBP jsme ovéfili expresi genu CBP na
urovni RNA a proteint a potvrdili jsme tvorbu komplexu mezi
proteiny CBP a v-Myb. Samotnd indukce exprese CBP sice
nezménila morfologii bunék BM2 ani prolifera¢ni rychlost,
ciace jako je forbolovy ester TPA a inhibitor histon-deacetylas
trichostatin A (TSA). Ukézali jsme, Ze ptsobeni TSA vede
v bunikdch BM2 i BM2CBP k hyperacetylaci histontl a k za-
staveni bunééného cyklu ve fazi G1. Bunky BM2CBP (v men-
§1 mife i BM2) tvoii pisobenim TSA mnohojaderné buiiky,
které svou morfologii vyznamné pfipominaji osteoklasty. Pro-
to jsme v bunkdch BM2CBP po pusobeni TSA testovali
nékteré pro osteoklasty specifické markery. Prokdzali jsme, ze
se nejednd ani o osteoklasty ani o osteoklastim podobné
buriky. TSA indukuje diferenciaci bunék BM2 a BM2CBP na
makrofagové polykaryony, které se tcastni zanétlivych pro-
cestl.

Tato prdce byla podporovdna granty IGA MZ CR & NM-16/3
a MZ0002980501

TESTOVACI SYSTEM PRO STUDIUM ODEZVY
ROSTLIN NA STRES

PETRA NESNEROVA, ALES SVATOS,
TOMAS MACEK

UOCHB AV CR, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6, VSCHT
Praha, Technickd 3, 166 28 Praha 6, e-mail: Petra_Nesnerova
@yahoo.com

Zkoumdni vztahd mezi vné&j$im prostiedim a stresem v rost-
lindch je v posledni dobé vénovdna stdle vétsi pozornost, stejné
tak, jako studiu mechanismu, které jsou odezvou na stresovy
faktor a pomoci nichz se rostlina proti vzniklému stresu brani.
Metody pouzivané ke studiu stresovych reakci vétSinou
neumoziuji ziskani vysledkl bez poranéni rostlin. Proto se
snazime navrhnout novy testovaci model, pfi jehoz vyuziti je
mozné pracovat s intaktnimi rostlinami a ziskat objektivné;jsi
a reprodukovatelné vysledky (na pozadi se neprojevi vliv
mechanického poranéni). Stresovou reakci Ize u rostlin navo-
dit mj. aplikaci jasmonové kyseliny (JA) nebo jejtho methyl-
esteru (MJ), kterd slouzi pfi studiu obrannych mechanismi
jako endogenni signdl vyvoldvajici u rostlin reakce velmi
podobné reakcim vyvolanym mechanickym poranénim, by-
lozravci nebo hmyzem. Jako modelovou rostlinu pouzivdme
netransformované rostliny Nicotiana tabacum (L). K porov-
ndni odezvy a optimalizaci byly pouzivdny celé rostliny nebo
jednotlivé listy rostlin (in vitro nebo in vivo), malé rostliny
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primarni elicitory — prosystemin (200 AK)
oligosacharid

malé proteiny systemin (18 Ak)
sekunddrni metabolity }
enzymy a dals{ lipasa
v
linolenova kyselina
v

jasmonova Kkyselina

obranna reakce (aktivace genii)
sekunddrni metabolity
obranné proteiny
inhibitory proteas
enzymy atd.

Schéma 1. Signdlni kaskdda u rostlin

(stdfi 2-9 tydnl) péstované ze seminek, kalus a bunécnd
suspenze. Jako elicitor stresu je pouzivan racemicky MJ a JA
v intervalu koncentraci, jehoz spodni mez je srovnatelnd s kon-
centraci téchto ldtek produkovanych poranénou rostlinou v pfi-
rozenych podminkdch. Tékavé latky (ocimen, elemen, dri-
madien) vylu¢ované poranénymi rostlinami do ovzdusi jsou
uvnitf méfici aparatury extrahovdny pfimo ze vzorku pomoci
mikroextrakce na pevnou fazi (SPME) na vldkno potazené
polymethylsilikonovou fazi. Latky jsou analyzovany pomoci
plynové chromatografie a identifikovdny hmotnostni spektro-
metrii. Optimalizaci podminek byly jako nejvhodnéjsi pro
pouziti malych rostlin a indukci MJ stanoveny tyto podminky:
staff rostlin — 6 tydnt, koncentrace MJ -5 g na jednu rostlinu,
meéfeni na GC — 20-24 hodin od zacdtku indukce. Dany
modelovy systém je mozné vyuzit v zakladnim i aplikovaném
vyzkumu (pfi studiu vlivu riznych ldtek na rostliny, napf.
fytohormony a jim podobné litky).

Tato prdce byla vypracovdna v ramci vyzkumného zaméru Z4
055 905.

PRIPRAVA FENYL-HYDROXYETHYL DERIVATU
GUANINU JAKO STANDARDU
PRO DIAGNOSTIKU POSKOZENI DNA

JAN NOVAK, IGOR LINHART

Ustav organické chemie, Vysokd skola chemicko-technolo-
gickd, Technickd 5, 166 28 Praha 6

PoSkozeni DNA alkylujicimi latkami lze diagnostikovat
detekei piislusnych derivatd purinovych basi v mo¢i a nukleo-
tidovych derivatd v leukocytech vysoce citlivymi analyticky-
mi metodami.

U lidi exponovanych styrenu jsou fenyl-hydroxyethyl de-
rivity guaninu vyznamnymi indikétory poskozeni'. V praci je
popséna piiprava O°-derivati guaninu metodu aktivace 2-ami-
no-6-chlor purinu 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktanem?®. Vznikly
2-amino-6-(1-azonia-4-azabicyklo[2.2.2]-1-oktyl)purin (,,DAB-
CO-purin®) rea-guje snadno s natrium 1-fenylethan-1,2-diold-
tem za vzniku dvou regiosomernich produktd, O°-(1-fenyl-2-
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-hydroxyethyl)-guaninu (o-adukt) a 06-(2-fenyl-2-hydroxy—
ethyl)guaninu (B-adukt). Jako majoritni byl ziskdn B-adukt.
Dale byly zkoumdny alkyla¢ni reakce 2-amino-6-chlorpurinu
s 2-brom-2-fenyl-ethanolem a s 2-brom-1-fenylethanolem s ci-
lem pripravit derivaty substituované v poloze 7. Struktura
pripravenych ldtek byla ovéfena pomoci NMR, UV a hmot-
nostnimi spektry.

Prdce byla podporovdna granty MSM 223100001 minister-
stva Skolstvi CR a 313/99/1460 GA CR.
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A METODOLOGY TO ASSESS RISK OF ORGANIC
COMPOUNDS IN THE UNDERGROUND
ENVIRONMENT

JAROSLAV NOVAK®, RICHARD TYKVA®,
VERA VLASAKOVA®, STANISLAV FORMAN,
TOMAS RUML*

“Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, Academy
of Science of the Czech Republic, "Institute of Experimental
Botany, Academy of Science of the Czech Republic, “Depart-
ment of Biochemistry and Microbiology, Institute of Chemical
Technology, Prague, Czech Republic

Organic compounds used in modern industry and agricul-
ture represent a serious environmental risk. Therefore, it is
necessary to observe the toxicity of such compounds in the
underground environment (e.g., uptake by plant roots, pollu-
tion of groundwater, etc.). The complex environmental toxi-
city of such a compound consists of two components, namely
that of the analyzed compound and another one of its soil
degradation products.

Our metodology includes isolation of microbial strains
from the sites where the investigated organic compound(s)
should be used, biodegradation analyses and measurement of
the toxicity of the parent compound and its biodegradation
products.

The described metodology was tested using a carbamate
juvenoide with oostatic activity after application to flies Sar-
cophaga bullata. Microbial strains from soil samples were
isolated and those which degraded the tested compound were
selected. Biodegradation experiments consist of incubation of
the radiolabeled juvenoid with the selected microorganisms in
liquid media followed by radio-HPLC where four radioactive
peaks were isolated. The main degradation product was iden-
tified, and two other fractions represent mixtures of degrada-
tion products. In relation to the parent compound, we found
lower toxicity for all three fractions representing biodegrada-
tion products.

Another application of the developed methodology is in
preparation for commercially available pesticides, in which
we will extend the metod with experiments on soil columns in
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cooperation with Germany (GSF, Neuherberg) including iden-
tification of degradation products by radio-HPLC/MS.

This work was performed under the Research Project Z4 055 905.

JE ,DNA ZEBRICEK* SPOLEHLIVOU ZNAMKOU
APOPTOZY?

JAN PEYCHL, EMIL RUDOLF, JAN NOVAK,
JIRT HUSAK

Ustav lékai'ské biologie a genetiky, Lékarskd fakulta v Hradci
Krdlové, Univerzita Karlova, Simkova 870, 500 01 Hradec
Krdlove

Internukleosomova fragmentace DNA je povazovdna za
jednu z charakteristickych zndmek programované bunécné
smrti — apoptdzy. Lze ji detekovat pomoci metody horizontdl-
ni elektroforézy v agar6zovém gelu jako tzv. DNA Zebficek
(DNA ladder assay). Proto jsme tuto metodu zatadili do naSich
studif bunécéné smrti indukované in vitro. Jako model jsme
zvolili butiky stabilizované bunécné linie Hep 2 odvozené
z lidského karcinomu laryngu a buiiky stabilizované bunécné
linie HL. 60 odvozené z lidské promyelocytdrni leukémie.
K indukci apoptdzy jsme pouzili 24 hodinové ovlivnéni bu-
nék etoposidem (inhibitor topoizomerasy II) v koncentraci
10 pg.ml™". Po izolaci a elektroforéze DNA z ovlivnénych
bunék jsme typicky DNA Zebric¢ek nalezli pouze u DNA buné¢k
linie HL. 60. U bunék linie Hep 2 jsme tento typ fragmentace
DNA nezachytili. Pomoci mikroskopickych metod jsme vSak
u ovlivnénych bunék obou bunéénych linif prokazali typické
morfologické projevy apoptdzy: pohyb vybézkl cytoplazma-
tické membrdny, svrasténi bun€k, kondenzaci a fragmentaci
chromatinu. Etoposidem ovlivnéné bunky linie Hep 2 vyka-
zaly rovnéz pozitivitu v imunohistochemickych vysetienich
na piftomnost kaspasy 3, kterd je soucdsti apoptotické kaskd-
dy. Nase vysledky naznacuji, Ze internukleosomovd fragmen-
tace DNA nenf zcela spolehlivou zndmkou apoptdzy induko-
vané in vitro u bunék rizného ptivodu.

Prdce vznikla za podpory Vyzkumnych zdméri Ministerstva
Skolstvi, mlddeze a télovychovy FD MSM 111500002 a FD
MSM 111500004

MECHANISMY REGULUJICI AKTIVITU
NADOROVEHO SUPRESORU PROTEINU P53

A MOZNOSTI AKTIVACE JEHO NEFUNKCNICH
FOREM V NADOROVE BUNCE

SARKA POSPISILOVA®, VACLAV BRAZDA",
PETR MULLER?, EMIL PALECEK",
BORIVOJ VOJTESEK®

“Masarykiiv onkologicky istav, Zluty kopec 7, 656 53 Brno,
bBiofyzikdlni istav AV CR, Krdlovopolskd 135, 612 65 Brno

Procesy bunécné proliferace a diferenciace jsou v buiice
presné regulovdny fadou extraceluldrnich i intraceluldrnich
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mechanism, jejichzZ naruseni ma zpravidla za ndsledek ma-
lign{ transformaci buiiky. K nejvyznamnéjsim faktortim podi-
lejicim se na regulaci bunécného cyklu patii protein p53,
nadorovy supresor indukovany buné¢nym stresem, ktery v zd-
vislosti na mife poSkozeni genetické informace indukuje bud
zastaveni buné¢ného cyklu v G, fdzi, které umozZni reparaci
poskozené DNA pied jeji dalsi syntézou, a nebo spousti me-
chanismy vedouci k programované smrti bunky—apoptoze.
Mutace v genu pro p53 byly nalezeny u vice neZ 50 % lidskych
malignit, coz dokazuje jeho nepostradatelnou tlohu v regulaci
bunécného cyklu a ochrané bunky proti ndidorovému bujeni.
Z tohoto diivodu je protein p53 nazyvdn jako ,,strdzce geno-
mu.

Lidsky protein p53 je jaderny fosfoprotein o velikosti 393
aminokyselin, jehoZ mechanismus ptisobeni je realizovén jeho
schopnosti védzat se na specifické sekvence DNA (tzv. p53
consensus sekvence) a fungovat jako sekvencné specificky
transkripéni faktor. Za fyziologickych podminek se protein
p53 nachdzi v bunikdch pievdzné v latentni konformaci (nevy-
kazuje DNA-vazebnou aktivitu) a jeho hladina je velmi nizkd
a teprve pfi odpovédi buiiky na stresové podminky (napf.
expozici buriky faktorim poskozujicim DNA) dochézi k jeho
aktivaci a stabilizaci. Aktivace latentniho proteinu p53 k vazbé
na DNA je zpravidla zprostfedkovdvana alosterickou modifi-
kaci jeho C-koncové regulacni domény a muze se pii ni
uplatnit né€kolik mechanismi, napf. vazba monoklondlnich
protildtek rozpozndvajici epitopy v C-koncové doméné pro-
teinu. Vyznamnym fyziologickym mechanismem aktivace la-
tentniho proteinu p53 jsou jeho post-translacni modifikace,
predevsim fosforylace na specifickych Ser a Thr, které zpro-
stfedkovdvaji odpovéd buiky na extraceluldrni nebo intrace-
lularn{ stresové faktory. V nasi praci jsme se zabyvali vlivem
jednotlivych post-transla¢nich modifikaci na DNA-vazebnou
aktivitu proteinu a podatilo se nam prokazat, zZe fosforylace
proteinu cdk2/cyklin A na Ser 315, Protein kinasou C na Ser
378 a Casein kinasou I na Ser 392 maji na rozdil od modifikac{
N-koncové domény proteinu schopnost indukovat piechod
p53 zlatentni do aktivni konformace, coz se projevi vyraznym
zvysenim vazby p53 na promotorové sekvence DNA. Pritom-
nost téchto post-translacnich modifikaci jsme prokdzali také
in vivo, pfi¢emz mira modifikace se u riiznych nddorovych
bunéénych linii vyrazné li$i a mize byt indukovana poskoze-
nim DNA.

Post-translacni modifikace se tedy jevi byt jednim ze
zdkladnich regulacnich mechanismi aktivity p53, pficemz
fosforylace Ser 315, 378 a 392 pravdépodobné patfi mezi
klicové regulacni signdly zprostiedkovavajici reakci na posk-
ozeni DNA a bunécny stres. Z téchto poznatkti vyplyvd, Ze
nejen mutace v genu pro p53, ale také naruSeni biochemickych
drah zprostfedkovdvajici jeho post-transla¢ni modifikace, ma-
ji zdsadni vliv na aktivitu proteinu p53 a musi byt zohlednény
v piipadné protinadorové terapii zaloZzené na obnové funkéni-
ho proteinu p53.

Tato prdce byla financovdna z grantovych projektii GA CR
301/00/P094 a 312/99/1550 a IGA MZ CR 4783-3.
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NOSICE GENOVE INFORMACE NA BAZI
POLYELEKTROLYTOVYCH KOMPLEXU
POLYKATIONT/DNA

T. RESCHEL?, C. KONAK?, K. ULBRICH?,
D. OUPICKY? L. W. SEYMOUR"

“Ustav makromolekuldrni chemie, Akademie véd Ceské repub-
liky, Heyrovského n. 2, 162 06 Praha 6, "CRC Institute for
Cancer Studies, University of Birmingham B15 2TA, Birmin-
gham

Genovd terapie, jejimz hlavnim dkolem je doprava speci-
fického genu do vybranych bunék nebo tkdnf{ a zajisténi jeho
transkripce a tim i terapeutického uc¢inku, byla navrZena jako
jedna z moznosti 1écby fady onemocnéni. V soucasné dobé se
vyzkum soustieduje na vyvoj tif typd vektord vhodnych pro
dopravu genti — virdlni nosi¢e DNA, komplexy DNA s kation-
tovymi liposomy a komplexy se syntetickymi polykationty.
Aby tyto systémy byly aktivni in vivo, je nutné zajistit jejich
stabilitu v krevnim fecisti, eliminovat interakci s komponen-
tami retikuloendotelidlniho systému, zajistit prodlouZenou cirku-
laci, dostatecné maly rozmér pro ucinnou extravasaci, umoznit
cilené smérovani a transport pfes buné¢nou membrdnu, ochrd-
nit DNA pred degradaci lysosomalnimi enzymy a zajistit i¢in-
ny piepis genetického materidlu v jadfe bunky. Nami studo-
vany systém, ktery by mél spliiovat vyse uvedené pozadavky,
vychdzi z pouziti komplexi plazmidové DNA s polykationty
povrchové modifikovanymi hydrofilnimi polymery nesouci-
mi funkéni molekuly (smérovatelné jednotky, fusogenni sku-
piny atd.).

Pro v8echny typy studovanych polykationtt byla fluores-
cen¢ni metodou ovéfena jejich schopnost tvorit polyelektro-
lytové komplexy s DNA (PEC) a byl studovan vliv podminek
pripravy na vlastnosti PEC (pomér +/— ndboje, pH pufru,
rychlost michdni, teplota).

Biofyzikdlni vlastnosti komplexd polykationt/DNA jsou
ovlivnény typem a molekulovou vahou pouzitého polykation-
tu. Bylo prokdzéno, Ze stabilita komplexd vici disociaci v roz-
toku NaCl vzrlstd v fadé od kvarternich bazi pies tercidrni
aminy k aminim primdrnim. Dal§im faktorem, ktery pfispiva
ke zvySené stabilit¢ komplext, je zvySeni molekulové hmot-
nosti polykationtu pouzitého pro pripravu PEC. Ve stejné fadé
také vzristd in vitro transfek¢ni aktivita komplexid polyka-
tiontl s plazmidovou DNA.

Tento projekt je financovdan GA CR (grant ¢. 307/96/K226)
a European Union Biotechnology Program (IC20CT97005).
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STRUCTURAL BASIS OF THE HIV-1 AND HIV-2
PROTEASE INHIBITION BY A MONOCLONAL
ANTIBODY

PAVLINA REZACOVA?, JULIEN LESCAR®,
JIRI BRYNDA?, MILAN FABRY?,

MAGDA HOREJSI?, RENATA STOURACOVA?,
GRAHAM BENTLEY?, JURAJ SEDLACEK?®

“Department of Gene Manipulation, Institute of Molecular
Genetics, Academy of Sciences, 166 37 Prague 6, Czech Re-
public, PESRF, BP220, 38043 Grenoble, ‘Unité d’Immunolo-
gie Structurale, Dept. d’ Immunologie, Institut Pasteur, 75724
Paris, France

The HIV protease (HIV PR) is a homodimeric enzyme
belonging to the family of aspartyl proteases. This enzyme
plays an essential role in the HIV life cycle, and is thus one of
the most attractive targets for design of specific inhibitors. The
murine monoclonal antibody (mAb) 1696, produced by im-
munisation with the HIV-1 protease, inhibits the catalytic
activity of the enzyme of both the HIV-1 and HIV-2 isolates,
with inhibition constants in the low nanomolar range. This
antibody cross-reacts with peptides that include the N-termi-
nus of the enzyme (residues 1-7), a region which is highly
conserved in sequence among different viral strains and which,
furthermore, is crucial for homodimerization to the active
enzymatic form.

We report here the crystal structure of a recombinant
single-chain Fv fragment of mAb 1696, expressed in E. coli,
as a complex with a cross-reactive peptide from the HIV-1
protease at 2.7 A resolution.

The antibody-antigen interactions observed in this com-
plex provide a structural basis for understanding the origin of
the broad reactivity observed between mAb 1696 with the
HIV-1 and HIV-2 proteases and their respective N-terminal
peptides. In addition, a possible mechanism of HIV protease
inhibition by mAb 1696 is proposed that could help the design
of inhibitors aimed at binding inactive monomeric species.

STUDIUM KUMULACE TEZKYCH KOVU
V ROSTLINACH

IVANA SPIROCHOVA®, TOMAS VANEK",
PETR SOUDEK", ZDENEK KAFKA®,
JANA PUNCOCHAROVA®

“Fakulta technologie ochrany prostiedi, VSCHT, Technic-
kd 5, 166 28 Praha 6, *Oddéleni explantdtovych kultur, Ustav
organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo n. 2,
166 10 Praha 6

Diky intenzivni ¢innosti clovéka se do zivotniho prostiedi
dostdvaji stdle vyssi koncentrace Skodlivych latek, které se
v pfirodé bézné nevyskytovaly. Diisledkem toho je znecisténd
puida, voda i vzduch s dopadem na Zivé organismy vcetné
clovéka. Ve snaze zvritit tento trend hledd clovék metody
remediace (ozdravéni) zaloZené na fyzikdlnich, chemickych
i biologickych principech. V nékterych piipadech se ukazuje,
Ze i rostliny mohou byt, diky svym specifickym vlastnostem,
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pri tomto procesu uZzitecné. Téchto jejich vlastnosti by bylo
mozno vyuZzit pro remediaci ptid zneciSténych témito nebez-
pecnymi kontaminanty, at uz organickymi ¢i anorganickymi.

Cilem této préce je sledovani podminek kumulace t€zkych
kovi konkrétn& Pb?, Ni**, Zn?*,Cd*". Sledovini je provadéno
na intaktnich rostlindch in vitro kultury hybridu osiky (Popu-
lus tremula x tremuloidaes). Predbézné vysledky ukazuji, ze
kultura osiky kumuluje olovnaté ionty, aniZ by se projevil
negativni dopad kontaminace na rist rostlin. Méfeni dokonce
prokdzala progresivni ndrtist biomasy.

Vedle téchto pokusti byly realizovdny experimenty na
lokalité kontaminované t€zkymi kovy (konkrétné Pb, Zn). Zde
byly pouzity rostliny slune¢nice a kukufrice, které byly vysd-
zeny na kontaminovanou lokalitu a za 4 mésice sklizeny
separovany a analyzovany. Vysledky tohoto experimentu byly
prekvapivé a naznacily, Ze koncentrace kontaminujictho kovu
v zeminé (nebo pldni vodé) nemusi byt zdkladnim faktorem
ovliviiujici intenzitu kumulace kovu v rostling.

Tato prdce je podporovdna projektem COST 837.10. Byla
vypracovdna v ramci vyzkumného zaméru Z4 055 905.

HELICENY - PRIMA SYNTEZA IZOMERACI
AROMATICKY CH cis,cis-DIENTRIINU

FILIP TEPLY, IRENA G. STARA,
ADRIAN KOLLAROVIC, IVO STARY,
DAVID SAMAN

Ustav organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské
republiky, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6, e-mail: fteply @
uochb.cas.cz

Vyvinuli jsme novy synteticky piistup k [5]-, [6]- a [7]he-
licenu, které reprezentuji unikdtni w-konjugované inherentné
chirdlni molekuly. Kli¢ovym stupném piipravy je intramole-
kuldrni [2+2+2] cykloizomerace aromatickych cis,cis-dientri-
int v piftomnosti Ni(COD), nebo CpCo(CO),. Pii této reakci,
kterd zahrnuje posun 6 m-elektront, dochdzi k simultannimu
uzavieni tif aromatickych kruht (pro [SThelicen AH = —136
kcal.mol™', AMI vypocet) a vybudovani tipIného helicenové-
ho skeletu. V piftomnosti Ni(COD), byl [5]-, [6]- a [7]helicen
izolovén ve vytézku 83 % ([5]), 86 % ([6], 1 =2) a 60 % ([7]).

Konvergentni syntéza cis,cis-dientriinu 1 vychdzi ze zni-
mého (Z)-B,o-dibromstyrenu' a 1-brom-2-naftaldehydu®. Obec-
né vyuZiti tohoto postupu, ktery odpovidd principu atomové
ekonomie a pti némz vzrastd komplexita molekuly v posled-
nim stupni syntézy, je pfedmétem dalSiho studia stejné jako
enantioselektivni verze klicové cykloizomerace.

I
e
I
S¢h
Il
I

a) Ni(COD),, PPh,, 86 %
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Tato prdce byla podporovdna GA CR (grant ¢. 203/99/1448).
Byla vypracovdna v ramci vyzkumného zameéru Z4 055 905.
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PURIFIKACE, KRYSTALIZACE A RENTGENOVA
STRUKTURNI ANALYZA KUKURICNE
CYTOKININ-GLUKOSID-SPECIFICKE

B -GLUKOSIDASY

JITKA VEVODOVA

Ndrodni centrum pro vyzkum biomolekul a Laborator funkcni
genomiky a proteomiky rostlin, Prirodovédeckd fakulta, Ma-
sarykova univerzita, Kotldrskd 2, 611 37 Brno, e-mail: vevod
@chemi.muni.cz

Kukufi¢nd cytokinin-glukosid-specifickd [-glukosidasa,
Zm-p60.1, ndlezi do tiidy B-glukosidas, které jsou souddsti
rodiny 1 glykosyl hydrolas. B-glukosidasy jsou dilezitou sku-
pinou enzymt, které Stépi glykosidickou vazbu disacharidu,
oligosacharidi nebo konjugovanych glykosidd. B-Glukosida-
sa Zm-p60.1 je povazovdna za jeden z kliCovych enzymi
podilejicich se na regulaci ristu a vyvoje rostlin diky své
schopnosti §tépit biologicky aktivni cytokininy z jejich zdsob-
nich a transportnich forem. Enzym Zm-p60.1 se v rostlinich
vyskytuje jako homodimer lokalizovany v plastidech (chloro-
plastech).

Pro pochopeni katalytické aktivity, specificity a obecné
i funkce enzymi v biologickém systému je zcela nezbytnd
znalost jejich tfidimenziondlni struktury. V soucasné dobé
je k feSeni tohoto problému zpravidla pouzivdna proteinova
krystalografie. Tato moderni metoda umoziluje pomoci rent-
genové strukturni analyzy velmi pfesné urcit prostorovou
strukturu makromolekuldrnich systémd, jejichz molekulova
hmotnost miize dosahovat nékolika desitek az stovek kD.

Postup analyzy tfidimenziondlni struktury enzymu Ize roz-
délit do nékolika fazi. Prvnim krokem byla nadprodukce pro-
teinu v E. coli a jeho purifikace pomoci afinitni chromato-
grafie a gelové filtrace. Nasledovalo hleddni a optimalizace
podminek vhodnych pro pfipravu krystald proteinu. Po ziskdni
a zpracovdni difrakénich dat ! byla struktura enzymu uréena
metodou molekuldrniho nahrazeni. Jako model byla pouZzita
B-glukosidasa z T. repens®. Strukturu Zm-p60.1 tvoii jedno-
doménovy (B/ar)g barel s aktivnim centrem v podobé solvato-
vané kapsy, uvnitf které se vazi pravdépodobné 2—3 molekuly
glycerolu. V souladu se ,,zddrznym* mechanismem enzyma-
tické hydrolyzy glykosidické vazby se v aktivnim centru vy-
skytuji residua tvorici katalyticky pdr — donor protonu Glu186
a nukleofil Glu401 (cit.”).

LITERATURA
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CARCINOGENIC AND NEPHROTOXIC ALKALOIDS
ARISTOLOCHIC ACIDS ARE ACTIVATED BY
D,T-DIAPHORASE: ¥P-POSTLABELING ANALYSIS
OF DNA ADDUCT FORMATION

HANA VOSMIKOVA, MARIE STIBOROVA

Department of Biochemistry, Faculty of Science, Charles Uni-
versity, Albertov 2030, 128 40 Prague 2

Aristolochic acid (AA), a naturally occurring nephrotoxin
and carcinogen, is implicated in a unique type of renal fibrosis,
designated Chinese herbs nephropathy (CHN) (Ref.1). We
identified the AA-DNA adducts in kidneys and in a ureter
obtained after renal transplantation. One major DNA-adduct
of AA, 7-(deoxyadenosin-N°-yl)-aristolactam I and two minor
adducts, 7-(deoxyguanosin-Nz-yl)-aristolactam I and 7-(de-
oxyadenosin-N°-yl)-aristolactam II were detected'. Under-
standing which enzymes are involved in AA activation and/or
detoxication is important in the assessment of an individual
susceptibility to this natural carcinogen. We have identified
xanthine oxidase and CYP1A1, CYP1A2 as well se NADPH:
CYP reductase as activating systems capable of reductively
activating AA to the same DNA adducts observed in CHN
patients. Here we examine the ability of another enzyme,
D,T-diaphorase, to activate AA to metabolites forming DNA
adducts with the nuclease P1 version of the **P-postlabeling
assay.

Hepatic cytosols of rats generated AA-DNA adduct pat-
terns reproducing those found in renal tissue in CHN patients.
The efficiency of cytosols to form AA-DNA adducts was
increased by pretreatment of rats with inducers of D, T-diapho-
rase, and what is more interesting, also with AA. Dicumarol,
an inhibitor of D,T-diaphorase, significantly decreased the
amounts of adducts formed by cytosols. Likewise, cofactors
of D,T-diaphorase, NADH and NADPH, supported the DNA
adduct formation of AA. These results demonstrate an impor-
tant role of this enzyme in activation of AA in the cytosolic
system and were corroborated with purified enzyme that we
isolated from rat hepatic cytosol. Using a structural modeling
of AA binding to active center of D,T-diaphorase, we contri-
bute to explanation of the mechanism of AA activation by this
enzyme. The results are the first report demonstrating AA
activation by D,T-diaphorase.

Supported by GA CR (303/99/0893) and MECR (MSM 1131
00001 ).

REFERENCES

1. Bieler C. A., Stiborova M., Wiessler M., Cosyns J.-P.,
van Ypersele de Strihou C., Schmeiser H. H.: Carcino-

genesis 18, 1063 (1997).

337

Sigma-Aldrich konference, sbornik

FOTOCYKLIZACE 2-AMINOAZOBENZENU
KATALYZOVANA ROZTOKEM HGI,

MARTIN ZEMAN

KTFCH PrF MU, Kotldrskd 2, 611 37 Brno, e-mail: zemanm
@chemi.muni.cz

Pii zkoumadni fotokatalytickych d¢inki praskovych polo-
vodict v alkoholu se ukdzalo, Zze jodid rtutnaty, ktery je
v ethanolu zna¢né rozpustny, katalyzuje cyklizaci 2-aminoa-
zobenzenu i v piipadé, zZe je zfiltrovan. Roztoky byly analy-
zovény hlavné pomoci HPLC a DP polarografie. Dosavadni
zavéry jsou ndsledujici:

Reakce je roztokova a je ovlivnéna koncentraci jodidu
rtutnatého. Koncentrace katalyzdtoru md vliv nejen na reakéni
rychlost, ale i na zastoupeni produktti. Reakce neprobihd ve
vodné-alkoholickém roztoku na praskovém Hgl,, ktery je
v piftomnosti vody nerozpustny. Osvit nevratné¢ méni vlast-
nosti Hgl, na HPLC kolon€. Nadmérnd koncentrace reaktantu
zbrzdi fotokatalyzovanou reakci, patrné z divodu absorbce

svétla.
Reaktant: N==N
NH,
2-aminoazobenzen
Produkty:

IO
SN
2-fenylbenztriazol

Lo O

0]

2-fenylbenztriazol-N-oxid

POUZITELNOST DAPSONU A CISAPRIDU
JAKO LIGANDU PRI IZOLACI CYTOCHROMU P450
AFINITNI CHROMATOGRAFII

ROMAN ZUBER?, EVA ANZENBACHEROVA?®,
PAVEL ANZENBACHER?

“Ustav farmakologie a "Lékaiské chemie LF UP, Hnévotin-
skd 3, 775 15 Olomouc

enzymy metabolismu cizorodych litek. V lidskych jaterch je
pritomno nékolik forem P450; pfitom forma 3A4 se podili na
biotransformaci t¢éméf poloviny vSech pouzivanych Ié¢iv. Po-
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dobnd forma P450 3A je pfitomna i u miniprasat, potencidlnich
ddrcii jater/hepatocytli pro xenotransplantace nebo konstrukcei
bioarteficidlnich jaternich ndhrad. Cilem bylo izolovat tuto
formu z miniprasecich jater a charakterizovat ji z hlediska
substrdtové selektivity a struktury aktivniho mista.

Izolace forem P450 je vzhledem k jejich poctu a podob-
nym vlastnostem nesnadnd. Proto bylo vyuZzito moznosti afi-
nitni chromatografie. Byly pifipraveny dva typy afinitnich
nosici s ligandy dapsonem a cisapridem (substrdty formy 3A4,
navic pro piftomnost aminoskupiny vhodné pro navdzani na
epoxy-aktivovanou sepharosu CL-6B).

338

Sigma-Aldrich konference, sbornik

Nosi¢ s navdzanym cisapridem je schopen selektivné za-
drzovat formu P450 3A, jak bylo prokdzdano pomoci SDS-
-PAGE a Western blotu. V piipadé nosice s navdzanym dap-
sonem naproti tomu nedoslo k vazb& P450 3A, vdzaly se v§ak
jiné formy P450.

Oba nosice maji tedy afinitu k cytochromim P450, ale
odlisnou selektivitu. Cisaprid se zdd byt vhodny jako afinitn{
ligand pfi purifikaci cytochromu P450 3A z jater miniprasat.

Autori dékuji GA CR za finanéni podporu grantu ¢ 203/
99/0277.
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