
Mezioborov· konference mlad˝ch ñ pokusn˝ projekt?

V polovinÏ kvÏtna probÏhne prvnÌ roËnÌk konference na-
zvanÈ MezioborovÈ setk·nÌ mlad˝ch chemik˘ a biolog˘. Ab-
strakta p¯ihl·öen˝ch pracÌ jsou souË·stÌ tohoto ËÌsla. Konfe-
rence je po¯·d·na ve spolupr·ci »eskÈ spoleËnosti chemickÈ
a SpoleËnosti pro biochemii a molekul·rnÌ biologii, kterÈ po-
skytly odbornÈ garance s firmou Sigma-Aldrich s.r.o. NÏkoho
moûn· napadne ot·zka: m· smysl po¯·dat setk·nÌ vÏdc˘ je-
jichû spoleËn˝m rysem jsou vÏk do pÏtat¯iceti let a z·jem
zkoumat molekuly, kterÈ n·s utv·¯ejÌ Ëi obklopujÌ? N·zory se
mohou r˘znit hned na dva aspekty takovÈ akce: vymezenÌ vÏku
a na mezioborovost.

Kdo je mlad˝ vÏdec? VÏtöinou je za nÏj povaûov·n vÏdec
do pÏtat¯iceti. PÏtat¯icet je pr˘mÏrn˝ vÏk, kdy si ËlovÏk odbyl
takzvanÈ post-doc pobyty a zakl·d· vlastnÌ laborato¯, rozjÌûdÌ
naplno vlastnÌ projekty. Co mu Ëasto chybÌ, jsou kontakty.
Setkal jsem se s n·zorem, ûe po¯·dat setk·nÌ pouze mlad˝ch
nem· smysl, protoûe se nebudou mÌt od koho uËit p¯edn·öet,
nebudou poslouchat diskuse na ˙rovni a tak podobnÏ. Jsem
p¯esvÏdËen, ûe konferencÌ, kde jsou mladÌ jen jako posluchaËi
moudrosti staröÌch koleg˘, je dostatek. Naopak byl jsem svÏd-
kem, ûe v p¯Ìtomnosti öÈf˘ a jejich kam·r·d˘ se ti mladöÌ vûdy-
cky drûÌ trochu zp·tky, nepoloûÌ Ñhloupouì ot·zku. A pr·vÏ
ot·zkami, i kdyû na prvnÌ pohled hloup˝mi, se mohou nejvÌc
nauËit. Pokud nÏËemu nerozumÌm a bojÌm se zeptat, aby si öÈf
nemyslel, ûe jsem hlup·k, pak sedÌm na konferenci tÈmÏ¯
zbyteËnÏ. Proto jsem si myslÌm, ûe takov·to Ñmlad·ì konfe-
rence bude mÌt smysl.

Pak je tu druh˝ faktor, kter˝ je jeötÏ oöidnÏjöÌ ñ meziobo-

rovost, interdisciplin·rnost. Snaha o nalezenÌ spoleËnÈho ja-
zyka mezi r˘zn˝mi obory je Ëasto sysifovsk· pr·ce. Je to
odv·ûn˝ pokus a hrozÌ nebezpeËÌ, ûe vûdycky polovina ˙Ëast-
nÌk˘ se bude nudit. Ale na druhou stranu je tu nadÏje, ûe pr·vÏ
mladÌ jsou otev¯enÏjöÌ poslechnout si p¯edn·öku z jinÈho obo-
ru a ûe takov·to informace pom˘ûe vzniku novÈho ¯eöenÌ jejich
vÏdeckÈho problÈmu.

Pozitiva, kter· jak douf·me, ûe z tÈto akce vyplynou, by
se dala shrnout do n·sledujÌcÌch bod˘. Neust·le sÌlÌ hlasy
pro propojenÌ v˝zkumu na akademii a na univerzit·ch. Set-
k·nÌ mlad˝ch lidÌ, kte¯Ì na tÏchto institucÌch p˘sobÌ, m˘ûe
tomuto propojenÌ pomoci. Tomu neform·lnÌmu, jak se v poli-
tice ¯Ìk·, Ñzespodaì. Zcela popr·vu se takÈ vol· po hled·nÌ
a podpo¯e elit v z·kladnÌm v˝zkumu ñ velmi p¯ÌsnÏ vybÌranÈ
pr·ce pro ˙Ëast na konferenci (bez konkurence vÏdeck˝ch
celebrit) tomu mohou napomoci. PochopenÌ princip˘ pr·ce
ostatnÌch obor˘ je z·kladem plodnÈ mezioborovÈ spolupr·ce,
a tato konference k tomu d·v· dobr˝ prostor. A nakonec ñ aù
si to p¯izn·me nebo ne ñ existuje koncentrace vÏdy a konfe-
rencÌ do hlavnÌho mÏsta. ⁄Ëast je pro ¯adu mlad˝ch eko-
nomicky nedostupn·. Fakt, ûe konference je pro ˙ËastnÌky
bezplatn·, umoûnil, aby byli zastoupeni mladÌ vÏdci ze vöech
kout˘ republiky.

To jsou zhruba cÌle, kterÈ si toto setk·nÌ klade. Jak se to
povede, to se dozvÌte v nÏkterÈm z p¯ÌötÌch ËÌsel, ale uû teÔ
m˘ûeme ¯Ìci ñ drûme palce!

Martin Fusek
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1. ⁄vod

Rostlinn· oblast biosfÈry je zdrojem nejr˘znÏjöÌch aroma-
tick˝ch slouËenin, kterÈ jsou sloûkami rostlinn˝ch barviv,
kvÏt˘ a plod˘ i jin˝ch Ë·stÌ rostlin (lignin), vonn˝ch olej˘
a v neposlednÌ ¯adÏ jsou vytv·¯eny rostlinami na obranu p¯ed
r˘zn˝mi ök˘dci (hmyz, mikroorganismy). AromatickÈ l·tky
jsou produkov·ny nejen rostlinami, ale i nÏkter˝mi mikroor-
ganismy (houby, bakterie). Naopak ûivoËiönÈ organismy jsou
odk·z·ny na p¯Ìjem tÏchto l·tek potravou, nap¯. ve formÏ
aromatick˝ch aminokyselin. Z toho vypl˝v·, ûe v˝skyt aro-
matick˝ch slouËenin a jejich metabolit˘ v ûivoËiönÈm orga-
nismu je vûdy d˘sledkem p¯Ìsunu zvenËÌ.

V rostlin·ch, houb·ch a mikroorganismech vznikajÌ aro-
matickÈ l·tky jednak öikim·tovou dr·hou jako produkt cuker-
nÈho metabolismu, jednak oligoketidovou dr·hou, tj. konden-
zacÌ acet·tov˝ch jednotek, kdy se vytv·¯ejÌ p¯ev·ûnÏ tzv.
sekund·rnÌ metabolity. AromatickÈ l·tky, p¯edevöÌm fenolovÈ
kyseliny, vznikajÌ tÈû rozkladem zbytk˘ rostlin v p˘dÏ; p¯i
vyööÌch koncentracÌch mohou b˝t autotoxickÈ a mÌt tak nega-
tivnÌ vliv na ˙rodu kulturnÌch plodin. NÏkterÈ benzenkarbo-
xylovÈ kyseliny (BKK), jako jsou nap¯. salicylov·, katalpo-
v·, gentisov·, protokatechov·, kumarov·, ferulov·, sinapov·
a k·vov· kyselina, vznikajÌ p¯i biosyntÈze a l·tkovÈ p¯emÏnÏ
aromatick˝ch aminokyselin. FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny,
kterÈ pouûÌv· rostlina jako ochranu p¯ed houbami a plÌsnÏmi,
jsou uûiteËnÈ tÈû v medicÌnÏ. NÏkterÈ deriv·ty jsou ˙ËinnÈ pro

sniûov·nÌ hladiny lipid˘ a cholesterolu a jsou aktivnÌ i anti-
mikrobi·lnÏ a antivirovÏ. Jsou to nap¯. deriv·ty 3-fenylpropa-
novÈ kyseliny, jako je sko¯icov·  kyselina a jejÌ sloûitÏjöÌ
deriv·ty, nap¯. kumariny. ZnaËn˝ v˝znam pro lÈka¯skou dia-
gnostiku m· stanovenÌ obsahu jednoduch˝ch aromatick˝ch
kyselin a jejich deriv·t˘ v tÏlnÌch tekutin·ch, kde se vyskytujÌ
jako metabolity lÈËiv a jed˘ i jako d˘sledek patologick˝ch
metabolick˝ch proces˘ v organismu p¯i nÏkter˝ch onemocnÏ-
nÌch (fenyloctov·, mandlov·, 4-hydroxy-3-methoxymandlo-
v·, homovanilov·, vanilov· kyselina).

JednoduchÈ aromatickÈ kyseliny v rostlin·ch majÌ Ëas-
to terapeutickÈ ˙Ëinky a öiroce se pouûÌvajÌ ve fytoterapii jak
vnit¯nÌ (Ëaje), tak i vnÏjöÌ (obklady, koupele, masti). Po ob-
jevu v p¯ÌrodnÌm materi·lu bylo moûnÈ tyto slouËeniny i je-
jich deriv·ty syntetizovat pro pouûitÌ ve farmakologii. Sali-
cylov· a benzoov· kyselina a jejich deriv·ty se uplatÚujÌ
v koûnÌm lÈka¯stvÌ jako antiflogistika, analgetika, antipyre-
tika a antirevmatika. PodobnÈ terapeutickÈ ˙Ëinky majÌ de-
riv·ty kyselin 3-fenylpropanovÈ (ibuprofen, fenoprofen, ke-
toprofen, naproxen a pod.), fenyloctovÈ (diclofenac, acelofe-
nac) a anthranilovÈ (2-aminobenzoovÈ). 4-Aminosalicylov·
kyselina je ˙Ëinnou l·tkou pro lÈËbu tuberkulÛzy. DalöÌ deri-
v·ty benzoovÈ kyseliny (kokain, prokain, hexylkain aj.) se
pouûÌvajÌ ve stomatologii, oËnÌm a krËnÌm lÈka¯stvÌ jako anes-
tetika.

JednoduchÈ aromatickÈ karboxylovÈ kyseliny majÌ v˝-
znam i v jin˝ch oborech, vËetnÏ pr˘myslovÈho vyuûitÌ. V po-
travin·¯stvÌ se hojnÏ pouûÌv· sodn· s˘l benzoovÈ kyseliny jako
konzervaËnÌ p¯Ìsada pro inhibici r˘stu mikroorganism˘ (kva-
sinek a plÌsnÌ). äiroce jsou pouûÌv·ny polyestery aromatic-
k˝ch karboxylov˝ch kyselin a polyhydroxyalkohol˘ p¯i v˝ro-
bÏ plast˘, syntetick˝ch vl·ken a barv·¯sk˝ch prysky¯ic. Estery
fenyloctovÈ, 3-fenylpropanovÈ, sko¯icovÈ, anthranilovÈ a dal-
öÌch kyselin jsou souË·stÌ p¯ÌrodnÌch i syntetick˝ch vonn˝ch
a chuùov˝ch l·tek.

2. Metody anal˝zy benzenkarboxylov˝ch
kyselin

StanovenÌ smÏsÌ BKK jako sloûek komplexnÌch biologic-
k˝ch materi·l˘ vyûaduje vysoce ˙ËinnÈ, selektivnÌ a citlivÈ
analytickÈ metody1ñ3. Tyto poûadavky splÚuje plynov· chro-
matografie (GC), vysoko˙Ëinn· kapalinov· chromatografie
(HPLC) a kapil·rnÌ elektroforÈza (CE). Volba separaËnÌho
systÈmu se odvÌjÌ od vlastnostÌ BKK, coû jsou slabÈ kyseliny,
kterÈ obsahujÌ jak hydrofilnÌ, tak hydrofobnÌ funkËnÌ skupiny
a jejichû disociaci lze ovlivnit volbou pH. Vzhledem ke svÈmu
pol·rnÌmu charakteru jsou obvykle m·lo tÏkavÈ.

V˝znamnÈ mÌsto, zejmÈna ve farmaceutickÈ anal˝ze, za-
ujÌmajÌ separace optick˝ch izomer˘ BKK, protoûe biologick·
aktivita je p¯ev·ûnÏ v·z·na na jeden enantiomer. K separaci
enantiomer˘ se vyuûÌvajÌ vöechny nÌûe diskutovanÈ vysoko˙-
ËinnÈ separaËnÌ metody.

Struktura, systematickÈ a trivi·lnÌ n·zvy vybran˝ch BKK
jsou uvedeny v tab. I.
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Tabulka I
Struktura, systematickÈ a trivi·lnÌ n·zvy benzenkarboxylov˝ch kyselin (R1ñR6 ñ substituenty na benzenovÈm j·d¯e

». Systematick˝ n·zev R1 R2 R3 R4 R5 R6

1 benzoov· COOH H H H H H
2 2-hydroxy-(salicylov·) COOH OH H H H H
3 3-hydroxy- COOH H OH H H H
4 4-hydroxy-(katalpov·) COOH H H OH H H
5 2,3-dihydroxy-(pyrokatechov·) COOH OH OH H H H
6 2,4-dihydroxy-(β-resorcylov·) COOH OH H OH H H
7 2,5-dihydroxy-(gentisov·) COOH OH H H OH H
8 2,6-dihydroxy-(γ-resorcylov·) COOH OH H H H OH
9 3,4-dihydroxy-(protokatechov·) COOH H OH OH H H

10 3,5-dihydroxy-(α-resorcylov·) COOH H OH H OH H
11 2,3,4-trihydroxy- COOH OH OH OH H H
12 3,4,5-trihydroxy-(gallov·) COOH H OH OH OH H
13 2-methoxy-(o-anisov·) COOH OCH3 H H H H
14 3-methoxy-(m-anisov·) COOH H OCH3 H H H
15 4-methoxy-(p-anisov·) COOH H H OCH3 H H
16 2,3-dimethoxy- COOH OCH3 OCH3 H H H
17 2,6-dimethoxy- COOH OCH3 H H H OCH3
18 3,4-dimethoxy- (veratrov·) COOH H OCH3 OCH3 H H
19 3,5-dimethoxy- COOH H OCH3 H OCH3 H
20 4-hydroxy-3-methoxy- (vanilov·) COOH H OCH3 OH H H
21 4-hydroxy-3,5-dimethoxy- (syringov·) COOH H OCH3 OH OCH3 H
22 fenyloctov· CH2COOH H H H H H
23 4-hydroxyfenyloctov· CH2COOH H H OH H H
24 2,5-dihydroxyfenyloctov· (homogentisov·) CH2COOH OH H H OH H
25 4-hydroxy-3-methoxyfenyloctov· (homovanilov·) CH2COOH H OCH3 OH H H
26 3,4-dimethoxyfenyloctov· (homoveratrov·) CH2COOH H OCH3 OCH3 H H
27 fenyl(hydroxy)octov· (mandlov·) CH(OH)-COOH H H H H H
28 hydroxy(2-methoxyfenyl)octov· CH(OH)-COOH OCH3 H H H H

(o-methoxymandlov·)
29 hydroxy(3-methoxyfenyl)octov· CH(OH)-COOH H OCH3 H H H

(m-methoxymandlov·)
30 hydroxy(4-methoxyfenyl)octov· CH(OH)-COOH H H OCH3 H H

(p-methoxymandlov·)
31 hydroxy(4-acetoxyfenyl)octov· CH(OH)-COOH H H OCOCH3 H H

(p-acetoxymandlov·)
32 3-fenylpropenov· (sko¯icov·) CH=CHCOOH H H H H H
33 3-(2-hydroxyfenyl)propenov· (o-kumarov·) CH=CHCOOH OH H H H H
34 3-(3-hydroxyfenyl)propenov· (m-kumarov·) CH=CHCOOH H H OH H H
35 3-(4-hydroxyfenyl)propenov· CH=CHCOOH H H OH H H

(p-kumarov·, p-hydroxysko¯icov·)
36 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propenov· CH=CHCOOH H OH OH H H

(k·vov·, 3,4-dihydroxy sko¯icov·)
37 3-(4-hydroxy-3-methoxy-fenyl)propenov· CH=CHCOOH H OCH3 OH H H

(ferulov·, 4-hydroxy-3-methoxysko¯icov·)
38 3-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyfenyl)propenov· CH=CHCOOH H OCH3 OH OCH3 H

(sinapov·, 4-hydroxy-3,5-dimethoxysko¯icov·)
39 3-(2-hydroxyfenyl)propanov· (melilotov·) CH2CH2COOH OH H H H H
40 2-amino-3-fenylpropanov· (fenylalanin) CH2CH(NH2)-COOH H H H H H
41 2-amino-3-(4-hydroxy-fenyl)propanov· (tyrosin) CH2CH(NH2)-COOH H H OH H H
42 2-amino-3-(3,4-dihydroxyfenyl)propanov· (DOPA) CH2CH(NH2)-COOH H OH OH H H
43 2-aminobenzoov· (anthranilov·) COOH NH2 H H H H
44 4-aminobenzoov· COOH H H NH2 H H
45 2-amino-3-hydroxybenzoov· (3-hydroxyanthranilov·) COOH NH2 OH H H H
46 3-fenyl-2-oxopropanov· (fenylpyrohroznov·) CH2COCOOH H H H H H
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2 . 1 . P l y n o v · c h r o m a t o g r a f i e

Plynov· chromatografie je velmi ˙Ëinn· separaËnÌ metoda,
vhodn· zejmÈna pro stanovenÌ tÏkav˝ch l·tek.  P¯estoûe ben-
zenkarboxylovÈ kyseliny jsou m·lo tÏkavÈ a tepelnÏ nest·lÈ,
je GC öiroce pouûÌv·na pro jejich anal˝zu. Je vöak nezbytnÈ
je p¯ed vlastnÌ GC anal˝zou p¯evÈst na stabilnÏjöÌ a tÏkavÏjöÌ
deriv·ty. VyuûÌvajÌ se funkËnÌ karboxy-, hydroxy, eventu·lnÏ
aminoskupiny na benzenovÈm j·d¯e, kterÈ obsahujÌ aktivnÌ
vodÌk. NejËastÏji se p¯ipravujÌ alkyl, acetyl, alkoxy nebo tri-
methylsilyl (TMS) deriv·ty. PouûitÌ silylaËnÌch metod je nej-
obecnÏjöÌ, neboù silylaËnÌ Ëinidla reagujÌ souËasnÏ s r˘zn˝mi
funkËnÌmi skupinami BKK. K p¯ÌpravÏ TMS deriv·t˘ byla
pouûita ¯ada silylaËnÌch Ëinidel a jejich kombinace, nap¯.
trimethylchlorsilan (TMCS), dimethyldichlorsilan (DMCS)
nebo hexamethyldisilazan (HMDS). Siln· silylaËnÌ Ëinidla,
jako jsou N,Ní-bis(trimethylsilyl)acetamid (BSA), N,Ní-bis-
(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA), N-(trimethylsilyl)-
imidazol (TMSI) a N-(trimethylsilyl)diethylamin (TMSDA)
jsou vhodn· pro vÌcen·sobnou silylaci, nap¯. pro aminokyse-
liny a sloûitÏjöÌ aromatickÈ l·tky. TMSDA se pouûÌv· pro m·lo
reaktivnÌ slouËeniny.

BKK se d·le derivatizujÌ na alkylestery, kterÈ jsou mÈnÏ
pol·rnÌ a tÏkavÏjöÌ. Methylestery (ME) se p¯ipravujÌ reakcÌ
s diazomethanem nebo reakcÌ st¯Ìbrn˝ch solÌ karboxylov˝ch
kyselin s methyljodidem. Reakce s diazomethanem je velmi
rychl·, avöak diazomethan je toxick˝. Reakce s methyljo-
didem je sice pomal·, avöak probÌh· s vysokou v˝tÏûnostÌ.
Velmi ˙Ëinn· je esterifikace pomocÌ methyl- a ethylchlormra-
venËan˘ (MCF, ECF) za vzniku methyl- nebo ethylderiv·t˘.

Jinou formou derivatizace je pyrol˝za, kdy se analyzovan·
l·tka reprodukovatelnÏ rozloûÌ na tÏkavÏjöÌ produkty v pyroly-
zÈru, p¯Ìmo p¯ipojenÈm k plynovÈmu chromatografu, v nÏmû
se produkty separujÌ (metoda Py-GC).

K separaci deriv·t˘ BKK se pouûÌvajÌ nepol·rnÌ i st¯ednÏ
pol·rnÌ stacion·rnÌ f·ze. NejbÏûnÏjöÌ je plamenov· ionizaËnÌ
detekce (FID), pro halogenderiv·ty BKK je vhodn˝ detek-
tor elektronovÈho z·chytu (ECD). PlynovÏ chromatografick·
anal˝za BKK nabyla na v˝znamu zejmÈna po zavedenÌ kapi-
l·rnÌch kolon a jejich spojenÌ s hmotnostnÌ detekcÌ (GC-MS).
Metoda GC-MS pat¯Ì k nejv˝znamnÏjöÌm souËasn˝m analy-
tick˝m metod·m, neboù se vyznaËuje vysokou separaËnÌ ˙Ëin-
nostÌ spojenou s citlivou detekcÌ s velkou vypovÌdacÌ schop-
nostÌ, kter· usnadÚuje identifikaci nezn·m˝ch l·tek.

NÏkterÈ p¯Ìklady pouûitÌ GC k dÏlenÌ a stanovenÌ smÏsÌ
BKK v r˘zn˝ch matricÌch jsou uvedeny v tab. II (cit.1,2,4ñ15).

2 . 2 . V y s o k o ˙ Ë i n n · k a p a l i n o v ·
c h r o m a t o g r a f i e

Vysoko˙Ëinn· kapalinov· chromatografie se öiroce pouûÌ-
v· pro anal˝zu BKK zejmÈna proto, ûe nevyûaduje, aby ana-
lyty byly tÏkavÈ a tepelnÏ st·lÈ a tedy umoûÚuje jejich p¯ÌmÈ
stanovenÌ bez p¯edchozÌ derivatizace. VyuûÌvajÌ se r˘znÈ sta-
cion·rnÌ f·ze. Disociaci BKK lze buÔ podpo¯it a pak vyuûÌt
iontovÏ v˝mÏnnou chromatografii (IEC) nebo iontovÏ p·ro-
vou chromatografii (IPC), nebo naopak potlaËit a pouûÌt chro-
matografii na reverznÌch stacion·rnÌch f·zÌch (RPC). NejbÏû-
nÏjöÌ jsou chemicky v·zanÈ reverznÌ f·ze, kterÈ vykazujÌ lepöÌ
selektivitu v˘Ëi mÌrnÏ pol·rnÌm slouËenin·m a vÏtöinou umoû-
ÚujÌ i vyööÌ ˙Ëinnost separace neû adsorbenty a mÏniËe iont˘.

Volba mobilnÌ f·ze a jejÌ pH z·visÌ na pouûitÈ stacion·rnÌ
f·zi.V RPC z·visÌ retence jednosytnÈ kyseliny HA na pH a na
disociaËnÌ konstantÏ Ka:

k = k0 (1 ñ Fñ) + kñ1 Fñ

kde Fñ = 1/{1 + ([H+]/Ka)}, k0 a kñ1 jsou retenËnÌ pomÏry
neionizovanÈ a ionizovanÈ formy a Fñ je frakce ionizovan˝ch
molekul.

MobilnÌ f·ze v RPC jsou nejËastÏji vodnÈ roztoky pufr˘
v kombinaci s organick˝mi modifik·tory, jako jsou methanol
(MeOH) nebo acetonitril (ACN). Pufr by mÏl potlaËit disociaci
kyseliny a mÌt dostateËnou pufraËnÌ kapacitu. Zv˝öenÌ koncen-
trace pufru zp˘sobÌ sice zv˝öenÌ pufraËnÌ kapacity, ale takÈ
m˘ûe vyvolat vysolovacÌ efekt. Hodnota pH mobilnÌ f·ze by
se v p¯ÌpadÏ f·zÌ na b·zi silikagelu mÏla pohybovat v rozmezÌ
pH 2ñ8. Tomuto poûadavku vyhovujÌ nap¯. pufry fosf·tov˝
(pH 2,1ñ3,1 a 6,2ñ8,2), acet·tov˝ (pH 3,8ñ5,8), citr·tov˝ (pH
2,1ñ6,4), uhliËitanov˝ (pH 3,8ñ4,8) a nÏkterÈ dalöÌ, p¯iËemû
nejbÏûnÏjöÌ jsou fosf·tov˝ a acet·tov˝ pufr nebo jejich kombi-
nace. DalöÌ d˘leûitou vlastnostÌ vybranÈho pufru je jeho roz-
pustnost v mobilnÌ f·zi. AnorganickÈ pufry (nap¯. fosf·tovÈ)
jsou öpatnÏ rozpustnÈ v mobilnÌch f·zÌch, kterÈ obsahujÌ vy-
sokou koncentraci organickÈho modifik·toru. MobilnÌ f·ze me-
thanolñvoda poskytuje lepöÌ rozpustnost, a proto je methanolu
p¯i volbÏ organickÈho rozpouötÏdla d·v·na vÏtöinou p¯ednost.

HPLC iont˘ b˝v· obtÌûnÏjöÌ neû separace neutr·lnÌch l·-
tek. PouûÌvajÌ se buÔ IEC nebo IPC s reverznÌ stacion·rnÌ f·zÌ
a s mobilnÌ f·zÌ obsahujÌcÌ iontovÏ p·rovÈ Ëinidlo, nejËastÏji
kvartÈrnÌ amoniovou b·zÌ nebo jejÌ sole, jako jsou dodecyl-
trimethylamonium-bromid (DTAB), tetrabutylamonium-bro-
mid (TBAB) nebo jodid (TBAJ), tetraethylamonium-bromid
(TEAB) nebo jodid (TEAJ) a pod. Pro separaci organick˝ch
kyselin se pouûÌvajÌ jak slabÈ, tak silnÈ mÏniËe aniont˘. Jako
mobilnÌ f·ze slouûÌ voda, z¯edÏnÈ roztoky kyselin a nÏkter˝ch
pufr˘. ZajÌmavou stacion·rnÌ f·zÌ je amorfnÌ oxid zirkoniËit˝,
kter˝ se chov· jako slab˝ mÏniË aniont˘. BKK se dÏlÌ jak
izokraticky, tak s gradientovou elucÌ. IEC aromatick˝ch kyse-
lin se  v souËasnÈ dobÏ pouûÌv·  jen  z¯Ìdka a vÏtöinou se
nahrazuje metodou IPC, kter· je ˙ËinnÏjöÌ. P¯esto jsou vöak
p¯Ìpady, kdy metoda IEC je v˝hodnÏjöÌ, nap¯. p¯i pouûitÌ
hmotnostnÌ detekce, kdy mobilnÌ f·ze musÌ b˝t dostateËnÏ
tÏkav· a obsahovat m·lo solÌ.

AdsorpËnÌ chromatografie se nepouûÌv· p¯Ìliö Ëasto vzhle-
dem k tomu, ûe nenÌ p¯Ìliö ˙Ëinn·. Jako mobilnÌ f·ze p¯i nÌ
slouûÌ smÏsi rozpouötÏdel o r˘znÈ polaritÏ.

Vzhledem k tomu, ûe aromatick˝ kruh silnÏ absorbuje
ultrafialovÈ z·¯enÌ, je zdaleka nejbÏûnÏjöÌ UV spektrofotomet-
rick· detekce, v souËasnÈ dobÏ hlavnÏ s diodov˝m polem
(DAD). D·le se uplatÚuje selektivnÌ a vysoce citliv· fluores-
cenËnÌ (FD) nebo elektrochemick· (voltametrick·) detekce
(ED), resp. pulsnÌ amperometrick· detekce (PAD). Metoda
HPLC-MS dovoluje identifikovat a kvantifikovat velmi mal·
mnoûstvÌ stanovovan˝ch l·tek (mÈnÏ neû 6 pg).

P¯i anal˝ze p¯ÌrodnÌch materi·l˘ Ëasto p¯edch·zÌ separaË-
nÌm metod·m, jako jsou GC a HPLC, extrakce na tuhÈ f·zi
(SPE), protoûe matrice vzork˘ (nap¯. vosk˘, olej˘ atd.) m˘ûe
poökozovat analytickÈ kolony a ruöit chromatografick· stano-
venÌ a mnohdy je rovnÏû zapot¯ebÌ vzorky zakoncentrovat.
Jako tuhÈ extrakËnÌ f·ze se Ëasto kombinujÌ r˘znÈ materi·ly,
nap¯. reverznÌ f·ze s iontovÏ v˝mÏnnou.
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Tabulka II
GC nÏkter˝ch benzenkarboxylov˝ch kyselin

Analyt Deriv·t Stacion·rnÌ f·ze Teplota Detekce Pozn·mka Cit.
[∞C]

Gentisov·, 6-methylsalicylov·, TMS 10 % QF-1/Gas- 120ñ200 FID metabolity patulinu, stanovenÌ 5
3-hydroxybenzoov· kyselina Chrom Q
P¯ÌrodnÌ netÏkavÈ fenolickÈ l·tky TMS 1,5 % SE-30 + 1,5 % 80ñ210 FID rostlinn˝ extrakt, identifikace 4

SE-52/Chromosorb W, 210ñ300 i stanovenÌ
AW, DMCS

FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny TMS 1 % 0V-1/Chromo- 100ñ200 MS sedimenty ¯ek, jezera a mo¯e, 6
sorb W, AW, DMCS identifikace

AromatickÈ karboxylovÈ kyseliny TMS 2,5 % SE-52 + 2,5 % 120ñ160 FID metabolity houby Oudemasiela 1
MPHT/Chromosorb G, 2 ∞C/min mucida, stanovenÌ, dÏlenÌ
AW, DMCS 160

FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny r˘znÈ OV-1/kapil·rnÌ 100ñ250 FID studium derivatizace 7
kolona 160 ECD

Deriv·ty benzenkarboxylov˝ch TMS 1 % SE-52,OV-1, 100ñ250 FID mikrobi·lnÌ metabolity sta- 2
kyselin MPHT, OV-17/Chromo- 2 ∞C/min novenÌ, srovn·nÌ s HPLC

sorb G, AW, DMCS
FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny TMS SE-52/kapil·rnÌ 80ñ260 MS Lysimachia nummularia, 8

kolona Lysimachia vulgaris,
identifikace, stanovenÌ

Metabolity 1,4-diethylbenzenu TMS OV-1/kapil·rnÌ kolona 35ñ55ñ MS krysÌ moË, identifikace 9
ME ñ250

Benzoov· kyselina ñ QF-1/kapil·rnÌ kolona 200 FID k˘ûe 10
FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny TMS SE-54/kapil·rnÌ kolona 80ñ280 FID propolis, identifikace 11

300 ECD
FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny MCF ECF SP-SIL-5CB/ gradient FID studium derivatizace 12

kapil·rnÌ kolona teploty
FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny TMS SPB-1/kapil·rnÌ kolona 138ñ150 FID rostlinnÈ pletivo, p˘dy, 13

stanovenÌ
FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny TMS poly[fenyl(methyl)silo- 80ñ320 FID pöenice, tr·vy, identifikace 14

xan]/kapil·rnÌ kolona MS
FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny TMS poly[fenyl(methyl)silo- 40ñ290 MS anal˝za tanninu, rostlinnÈ 15

xan]/kapil·rnÌ kolona pletivo

Tabulka III
P¯Ìklady aplikacÌ HPLC

Analyt Stacion·rnÌ MobilnÌ f·ze Detekce Pozn·mky Cit.
f·ze

Ferulov· kyselina Hypersil 12 % MeOH-citr·tov˝ DAD, mlet· pöenice 16
ODS pufr, pH 5,4 FD

FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny C18 gradient 2ñ100 % ACN UV ËervenÈ vÌno 17
a dalöÌ l·tky ve vodÏ, pH 2,6
BenzenkarboxylovÈ kyseliny SIX C18, EtOH + 1 % CH3COOH UV kultivaËnÌ medium 2

SGX C18 5:95, 10:90, 20:80 srovn·nÌ s GC
i gradient

FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny Viospher 12 % MeOH v 0,1 % ED metabolismus ligninu a celulosy, 18
C6 HClO4 pöeniËn· sl·ma

BenzenkarboxylovÈ kyseliny RP 18 MeOH + HCOOH + voda UV Genus althaea, identifikace 19
Salicylov· kyselina a produkty ODS 0,03 M acet·t-citr·tov˝ ED mÏ¯enÌ hydroxylov˝ch radik·l˘ 20
hydroxylace pufr, pH 3,6 v srdci
Benzoov· a hippurov· kyselina Ultraspher ACNñH20ñCH3COOH UV metabolity benzylalkoholu 21

ODS (12 + 38 + 0,25) v plazmÏ
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Tabulka III ñ pokraËov·nÌ

Analyt Stacion·rnÌ MobilnÌ f·ze Detekce Pozn·mky Cit.
f·ze

Benzoov· kyselina Econospher ACNñ0,02 % H3PO4 UV podzemnÌ vody, biodegradace 22
C18 izokrat. + gradient toluenu

Thiofenkarboxylov· a benzoov· RP18 30 % MeOH UV biologickÈ vzorky, metabolismus 23
kyselina v 0,01 M fosf·t
Benzoov· kyselina Spherisorb 8 % MeOH ve fosf·t. UV konzervaËnÌ prost¯edky 24

C18 pufru, pH 6,7
Benzoov· kyselina NovaPak ACN + fosf·tov˝ pufr, UV aditiva v potravin·ch, porovn·nÌ 25

C18 pH 3,9 CZE a HPLC
FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny SuperPak MeOHñH2Oñ1 % HCOOH PAD okvÏtnÌ lÌstky grejp˘ 26
anthokyanin˘ C18 gradientov· eluce
FenolickÈ glykosidy C18 10 % ACN v 2 % UV semipreparativnÌ izolace 27

CH3COOH l·tek v mouce
Benzoov· kyselina C8 MeOH + 0,2 % CH3COOH IS-MS j·tra krysy, vztah mezi strukturou 28
a jejÌ konjug·ty a metabolismem
BenzenkarboxylovÈ kyseliny Spherisorb 8 % MeOH v octanovÈm UV obsah ûaludku p¯eûv˝kavc˘ 29

ODS pufru
FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny Adsorbospher ACNñH2OñH3PO4, DAD jeËmenov˝ slad, antioxidaËnÌ 30

C18 gradientov· eluce vlastnosti
Sko¯icov· a benzoov· kyselina Nucleosil ACNñH2OñCH3COOH DAD vinn˝ moöt, kvaöenÌ 31

C18
FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny Hypersil ODS MeOHñH2OñCH3COOH UV rostlinn˝ materi·l Echinacea sp., 32

(25 + 75 + 1) SPE, v˝mÏna iont˘
SubstituovanÈ benzoovÈ kyseliny Spherisorb H2OñACNñMeOHñ DAD flavonov˝ metabolismus, 33,34

ODS ñCH3COOH (88 + 10 + 2) tÏlnÌ tekutiny, Gingko biloba
Salicylov·, acetylsalicylov· RP18 ACNñpufr, pH 6, TBA UV IPC, studie separace BKK 35
kyselina
Aspirin, antipyrin, fenobarbital Bondapak C8 ACNñfosf·tov˝ pufr, UV IPC, TBA studie, lÈËiva 36

pH 3 a 6, TBAJ
p-Aminosalicylov· kyselina RP 18 MeOHñfosf·tov˝ pufr, UV IPC 37

pH 7,7, TBAH
FenolickÈ karboxylovÈ kyseliny fenyl MeOHñvodañ0,01 % ESI-MS IPC, vl·kniny v potravin·ch 38

CH3COOH TEAJ

P¯ehled vybran˝ch aplikacÌ HPLC je uveden v tab. III
(cit.2,16ñ38).

2 . 3 . K a p i l · r n Ì e l e k t r o f o r È z a

Kapil·rnÌ elektroforÈza (CE) v poslednÌ dobÏ nalezla öiro-
kÈ uplatnÏnÌ v analytickÈ chemii, neboù je vhodn· pro separaci
mnoha typ˘ slouËenin, vËetnÏ BKK. Poskytuje dobrou sepa-
raci v relativnÏ kr·tkÈm Ëase, nevyûaduje sloûitou p¯Ìpravu
vzorku a spot¯ebuje jen omezenÈ mnoûstvÌ Ëinidel, takûe cena
anal˝zy je vÏtöinou niûöÌ neû u chromatografick˝ch metod.
TakÈ proto se tato metoda öiroce pouûÌv· pro anal˝zu kom-
plexnÌch smÏsÌ a separaci organick˝ch kyselin poch·zejÌcÌch
z rostlinn˝ch a mikrobi·lnÌch materi·l˘. Ve srovn·nÌ s chro-
matografiÌ vöak CE m· urËit· omezenÌ: vzhledem k nÌzk˝m
d·vkovan˝m mnoûstvÌm (¯·dovÏ nl) je nutnÈ pouûÌvat citlivÈ
detektory a spolehlivost v˝sledk˘ b˝v· horöÌ neû v HPLC.

Pro separaci nabit˝ch l·tek se pouûÌv· kapil·rnÌ zÛnov·
elektroforÈza (CZE). Tato metoda umoûÚuje nejen identifikaci
a kvantifikaci sloûek vzorku, ale takÈ stanovenÌ fyzik·lnÏ-che-
mick˝ch vlastnostÌ slouËenin, nap¯. disociaËnÌch konstant BKK.

Separaci BKK m˘ûeme ovlivnit ¯adou faktor˘, jako je pH, typ
a koncentrace pufru a pouûitÈ separaËnÌ napÏtÌ. PodobnÏ jako
v HPLC i zde je dominantnÌ vliv pH. V alkalickÈm prost¯edÌ
se BKK stanovujÌ jako anionty.DalöÌm z faktor˘,kterÈ ovlivÚu-
jÌ separaci, jsou organick· rozpouötÏdla, jeû se pouûÌvajÌ jako
modifik·tory v nosn˝ch elektrolytech. Tato rozpouötÏdla ovliv-
ÚujÌ pohyblivost analyt˘ snÌûenÌm polarity pufru, mohou zlep-
öit selektivitu, a tÌm zv˝öit pravdÏpodobnost jejich identifika-
ce. MajÌ vöak takÈ vliv na povahu povrchu k¯emennÈ kapil·ry
a ovlivÚujÌ tak pKa ionizovan˝ch silanolov˝ch skupin na stÏnÏ
kapil·ry a molekul solutu. KromÏ toho jeötÏ mohou zmÏnit
gradient elektrickÈho pole zmÏnou vodivosti elektrolytu.

K separaci neutr·lnÌch l·tek (nap¯. p¯i potlaËenÌ disociace
BKK v kyselÈm prost¯edÌ) se hodÌ micel·rnÌ elektrokinetick·
kapil·rnÌ chromatografie (MEKC), p¯i kterÈ se do nosnÈho
elektrolytu p¯id·vajÌ ionickÈ tenzidy vytv·¯ejÌcÌ v roztoku
nabitÈ micely, kterÈ interagujÌ s neutr·lnÌmi l·tkami a migrujÌ
charakteristick˝mi rychlostmi. NejËastÏji se pouûÌv· dodecyl-
sulf·t sodn˝ (SDS). MEKC na b·zi cetylmethylamonium-bro-
midu (CTAB) byla pouûita pro separaci BKK ve vzorcÌch
rostlinn˝ch materi·l˘ a byla shled·na dostateËnÏ ˙Ëinnou a ne-
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Tabulka IV
P¯Ìklady aplikacÌ CZE a MEKC

Analyt Matrice P¯edbÏûn· SeparaËnÌ zp˘sob: elektrolyt SeparaËnÌ a detekËnÌ podmÌnky Cit.
˙prava vzorku

Homovanilov·, vanilyl- moË p¯ÌmÈ d·vkov·nÌ CZE: 300 mM bor·tov˝ pufr, LT =64,5 cm, LD = 56 cm, 39
mandlov·, homogenti- pH 8,5 50 µm, 30 kV, 200 nm
sov· kyselina
Hippurov· , p-hydroxy- sÈrum ultrafiltrace CZE: 10 mM acet·tov˝ pufr, LD = 15 cm p¯i pH 3,8 nebo 40
hippurov· kyselina a ¯edÏnÌ pH 3,8 nebo 10 mM MES, 25 cm p¯i pH 6,1, 200 µm,

pH 6,1 PTFE, 254 nm
Hippurov· kyselina sÈrum ultrafiltrace CZE: 150 mM bor·tov˝ pufr, LT = 64 cm, LD = 55,8 cm, 41

pH 9,0 50 µm, 22 kV, 25 ∞C, 210 nm
Hippurov· kyselina sÈrum ultrafiltrace CZE: 150 mM bor·tov˝ pufr, LT = 80,5 cm, LD = 72 cm, 42

pH 9,0; MEKC: 20 mM bor·t, 50 µm, 24 kV (CZE) nebo 22 kV
80 mM SDS, pH 9,0 (MEKC), 25 ∞C, 210 nm

Hippurov·, o-, m-, p- moË sr·ûenÌ bÌlkovin MEKC: 20 mM fosf·tov˝ pufr, LT = 67 cm, LD = 47 cm, 50 µm, 43
-methylhippurov· kyselina acetonem pH 8,0; 10 mM DTAB, 4 M ñ22 kV, 30 ∞C, 224 nm

a ultrafiltrace moËovina
Hippurov· kyselina, moË p¯ÌmÈ d·vkov·nÌ MEKC: 30 mM bor·t, pH 10, LT = 44 cm, LD = 37 cm, 44
tryptofan 75 mM SDS, 10 mM β-CD 75 µm, 20 kV, 195 nm
Salicylov· kyselina sÈrum p¯ÌmÈ d·vkov·nÌ, MEKC: 75 mM SDS, bor·tov˝- LT = 90 cm, LD = 70 cm, 75 µm, 45

moË ¯edÏnÌ (moË), -fosf·tov˝ pufr, pH 9,1; 20 kV, DAD 195 aû 320 nm
ultrafiltrace CZE: 33 mM fosf·t, pH 8,3
(sÈrum)

Salicylov· kyselina sÈrum promytÌ MEKC: 60 mM bor·t, pH 10, LT = 42,5 cm, LD = 34,5 cm, 46
a n·slednÈ 200 mM SDS 50 µm, 10 kV, 25 ∞C, 200 nm
p¯ÌmÈ d·vkov·nÌ

Naproxen, sÈrum p¯ÌmÈ d·vkov·nÌ MEKC: bor·tov˝-fosf·tov˝ LT = 70 cm, LD = 50 cm, 75 µm, 47
salicylov· kyselina moË nebo ¯edÏnÌ pufr, pH 9,2; 75 mM SDS 20 kV, absorbance p¯i 220 nm,

(moË) fluorescence (ex = 220 nm,
em = 340 nm)

Naproxen sÈrum p¯ÌmÈ d·vkov·nÌ MEKC: bor·tov˝-fosf·tov˝ LT = 65 cm, LD = 75 cm, 75 µm, 48
ultrafiltrace pufr, pH 9,1; 75ñ200 mM SDS 25 kV, 35 ∞C, 215 nebo 240 nm

(4-Fluorbenzoyl) moË SPE CZE: 50 mM octan amonn˝, LD = 65 cm, 50 µm, 30 kV, 49
propanov· kyselina, 10 % metanol, 1 % ledov· 25 ∞C, 214 nm
(4-fluorofenyl)octov· kys. octov·, pH 4,1
kyselina
D,L-mandlov· kyselina ñ ñ CZE: 40 mM γ-CD, 50 mM fosf·t, LT = 50 cm, LD = 45,4 cm, 50

pH 7,0 50 µm, 20 kV, 20 ∞C, 206 nm
D,L-tryptofan ñ ñ CZE: 30 mM crown-6-tetra- 254 nm 51
a D,L-DOPA karboxylov· kyselina, pH 2,2

n·kladnou. Ve srovn·nÌ s CZE se MEKC vyznaËuje vyööÌ
selektivitou. Aplikace kapil·rnÌ elektrochromatografie (CEC),
p¯i nÌû je kapil·ra naplnÏna nÏkterou ze stacion·rnÌch f·zÌ
pouûÌvan˝ch v HPLC, avöak pohyb mobilnÌ f·ze je elektro-
osmotick˝, nikoli mechanick˝, lze rovnÏû nalÈzt v odbornÈ
literatu¯e. Mezi nejbÏûnÏjöÌ detekci v CE pat¯Ì UV spektrofo-
tometrick· detekce. »asto se vyuûÌv· fluorescence buzen·
laserem. Velice v˝znamn· je i kombinace CE s hmotnostnÌ
spektrometriÌ (CE-MS) nebo s voltametrickou detekcÌ.

P¯Ìklady pouûitÌ CZE a MEKC pro anal˝zu BKK jsou
uvedeny v tab. IV (cit.39ñ51).

2 . 4 . C h i r · l n Ì s e p a r a c e

Chir·lnÌ separace jsou velmi d˘leûitÈ, neboù enantiomery

se liöÌ biologickou aktivitou. Pro chir·lnÌ separace lze vyuûÌt
t¯i postupy. a) DerivatizacÌ p¯evÈst optickÈ izomery na diaste-
reoizomery a n·slednÏ je separovat na opticky neaktivnÌ sta-
cion·rnÌ f·zi v HPLC nebo v neaktivnÌm nosnÈm elektrolytu
v CE, b) pouûÌt chir·lnÌ mobilnÌ f·ze v kombinaci s opticky
neaktivnÌ stacion·rnÌ f·zÌ pro HPLC Ëi p¯idat chir·lnÌ Ëinidlo
do nosnÈho elektrolytu v CE, c) k separaci vyuûÌt chir·lnÌ
stacion·rnÌ f·zi, a to jak v GC, tak v HPLC a v elektrochroma-
tografii.

Metoda a) se vyuûÌv· v HPLC a CE v p¯Ìpadech, kdy l·tky
vykazujÌ nÌzkou absorbanci v UV oblasti (nap¯. u nÌzkomole-
kul·rnÌch alifatick˝ch kyselin). P¯Ìprava deriv·t˘ je pomÏrnÏ
komplikovan· a pro BKK se pouûÌv· jen ojedinÏle.

Postup b) je velmi jednoduch˝ a snadn˝. VyuûÌv· se jak
v HPLC, tak v CE. Jako chir·lnÌ selektory se nejËastÏji pouûÌ-
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Tabulka V
P¯Ìklady chir·lnÌch aplikaci v HPLC

Analyty Stacion·rnÌ f·ze MobilnÌ f·ze Detekce Cit.

Hydroxy- a methoxybenzenkarboxy- Separon SiC18 β-CD v MeOHñ0,01 M fosf·tov˝ pufr UV 52
lovÈ a indolkarboxylovÈ kyseliny Cyclobond I (β-CD) MeOHñ0,01 M fosf·t, pH 2,2ñ6,5
BenzenkarboxylovÈ kyseliny ODS HSA UV nep¯ 53
MethylDOPA ODS L-prolin + ion kovu UV 54
DOPA ODS L-fenylalanin + ion kovu ECD 55
DOPA ODS (R)-N,N,Ní,Ní-tetramethylpropanñ UV 56

1,2-diamin + ion kovu
BenzenkarboxylovÈ kyseliny diol chinin UV nep¯ 57
Mandlov· a tropov· kyselina, β-CD 0,1 M fosf·t, pH 4,2 nebo 6,2ñACN UV 58
baklofen (65 + 35)
AromatickÈ karboxylovÈ kyseliny β-CD 0,1 M fosf·t, pH 4,2ñACN (65 + 35) 59
Citronellov·, benzenkarboxylovÈ ergolinov˝ deriv·t 0,05 M acet·t-methanol UV 60
kyseliny
Mandlov·, fenyloctov· a dalöÌ kyseliny polysacharid hexanñpropanol-2ñTFA (80 + 20 + 1) 61
Levodopa, methyldopa, karbidopa glykopeptid MeOHñvoda, trimethylamin, CH3COOH UV 62

(teikoplanin)

vajÌ cyklodextriny (CD), kterÈ vytv·¯ejÌ s analyty, zejmÈna
s BKK, kterÈ obsahujÌ hydroxy a amino skupiny, inkluznÌ
slouËeniny. CD jsou cyklickÈ oligosacharidy vystavÏnÈ z D-
-(+)-glukopyranosov˝ch jednotek, kterÈ jsou v·zanÈ α-(1→4)-
-vazbami. P¯ÌrodnÌ CD (α-, β- a γ-) sice ¯eöÌ mnoho separaË-
nÌch problÈm˘, avöak selektivitu a rozsah pouûitÌ lze znaËnÏ
zv˝öit pouûitÌm syntetick˝ch deriv·t˘ CD, neboù jsou lÈpe
rozpustnÈ ve vodÏ neû p¯ÌrodnÌ CD. KromÏ CD se pouûÌvajÌ
jako chir·lnÌ selektory tÈû lidsk˝ sÈrov˝ albumin, chinin, r˘znÈ
aminokyseliny v kombinaci s ionty kov˘ a ¯ada dalöÌch l·tek.
Kapil·rnÌ elektroforÈza s CD se rovnÏû pouûÌv· pro separaci
izomernÌch BKK, tj. monokarboxylov˝ch (benzoov· kyselina),
dikarboxylov˝ch (ftalov·, tereftalov· a isoftalov· kyselina)
a trikarboxylov˝ch (trimesinov·, hemimelitov· a trimelitov·
kyselina) kyselin. K potlaËenÌ adsorpce cyklodextrin˘ na stÏnu
kapil·ry, kter· vede ke zhoröenÌ ˙Ëinnosti separace, se stÏny ka-
pil·ry modifikujÌ polymernÌmi filmy. PodobnÏ jako v HPLC
se v CE jako chir·lnÌch selektor˘ pouûÌv· cel· ¯ada dalöÌch
l·tek, nap¯. hovÏzÌ sÈrov˝ albumin, r˘zn· antibiotika a pod.

Nev˝hodou pouûitÌ metody b) v HPLC je vysok· spot¯eba
chir·lnÌch selektor˘, kterÈ jsou vesmÏs velmi drahÈ. Tato
nev˝hoda odpad· v CE, kde pot¯ebnÈ mnoûstvÌ nosnÈho elek-
trolytu je nÌzkÈ.

Metoda c) je v souËasnÈ dobÏ nejbÏûnÏjöÌ v HPLC a GC.
VyuûÌv·chir·lnÌch chemicky v·zan˝ch stacion·rnÌch f·zÌ (CSP),
ËÌmû odpad· hlavnÌ nev˝hoda metody b). Mezi nejbÏûnÏjöÌ
pat¯Ì chir·lnÌ f·ze s cyklodextrinem a jeho deriv·ty. D·le se
vyuûÌvajÌ chemicky v·zanÈ opticky aktivnÌ deriv·ty aminoky-
selin. Pro separaci izomer˘ deriv·t˘ BKK byly testov·ny tÈû
CSP  na  b·zi ergotalkaloid˘, lidskÈho sÈrovÈho albuminu,
polysacharid˘, glykopeptid˘ (nap¯. teicoplanin) atd. V plyno-
vÈ chromatografii lze vyuûÌt pouze metodu c), separaci na
chir·lnÌ stacion·rnÌ f·zi. KomerËnÏ dostupnÈ f·ze pro GC jsou
zaloûeny na deriv·tech CD (nap¯. dimethyl-, permethyl-, pro-
pionyl-, butyryl-, dipentyl- a (hydroxypropyl)-CD) a L-valinu
(pro separaci enantiomer˘ aminokyselin). P¯ed vlastnÌ GC
separacÌ je nutnÈ BKK derivatizovat.

P¯Ìklady chir·lnÌch separacÌ metodou HPLC jsou uvedeny
v tab. V (cit.52ñ62), metody CE jsou zahrnuty v tab. IV.

3. Z·vÏr

Vöechny diskutovanÈ separaËnÌ metody, GC, HPLC a CE,
umoûÚujÌ ˙Ëinnou separaci BKK v pomÏrnÏ kr·tkÈm Ëase.
HPLC a CE navÌc nevyûadujÌ sloûitou p¯Ìpravu vzorku. GC je
vhodn· pro dostateËnÏ tÏkavÈ a tepelnÏ st·lÈ l·tky, a proto lze
BKK analyzovat touto metodou aû po jejich derivatizaci.
Z tohoto hlediska je pro anal˝zu aromatick˝ch karboxylov˝ch
kyselin vhodnÏjöÌ HPLC nebo CE. GC vöak p¯esto m· svÈ
v˝hody ve vysokÈ ˙Ëinnosti dÏlenÌ, vysokÈ citlivosti detekce,
instrument·lnÌ jednoduchosti a niûöÌ n·kladnosti. HPLC nabÌ-
zÌ öirokÈ spektrum moûnostÌ p¯i volbÏ separaËnÌho systÈmu,
dobrou selektivitu a spolehlivost v˝sledk˘, je vöak ËasovÏ
i finanËnÏ n·roËnÏjöÌ. Kapil·rnÌ elektroforÈza je nejrychlejöÌ
a nejlevnÏjöÌ, je vöak prozatÌm mÈnÏ spolehliv·. Analytick·
v˝konnost se podstatnÏ zv˝öÌ, jsou-li GC, HPLC Ëi CE kom-
binov·ny s hmotnostnÌ detekcÌ, p¯iËemû z technickÈho i fi-
nanËnÌho hlediska je nejv˝hodnÏjöÌ GC-MS, n·sledov·na CE-
-MS a koneËnÏ HPLC-MS.
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1. ⁄vod

Meerweinova-Ponndorfova-Verleyova redukce keton˘
a aldehyd˘ alkoholy a Oppenauerova oxidace alkohol˘ ketony
(MPVO) jsou reakce katalyzovanÈ oxidy kov˘, vykazujÌcÌmi
povrchovou bazicitu nebo Lewisovu kyselost. V souËasnÈ
dobÏ je pozornost vÏnov·na katalyz·tor˘m na b·zi zeolit˘
struktury X s alkalick˝mi kationty a vysokosilik·tov˝m zeo-
lit˘m struktury Beta na b·zi alumosilik·t˘ a titanosilik·t˘.
Vzhledem k tomu, ûe MVPO reakce v p¯ÌpadÏ katal˝zy zeoli-
tick˝mi katalyz·tory probÌhajÌ uvnit¯ jejich kan·lovÈ struk-

tury, je jejich cis/trans selektivita ovlivnÏna vnit¯nÌ kan·lovou
strukturou zeolitu, umoûÚujÌcÌ tvorbu pouze urËitÈ struktury
p¯echodovÈho reakËnÌho komplexu. ZeolitickÈ katalyz·tory
Beta vykazujÌ nap¯. vysokou cis-stereoselektivitu p¯i tvorbÏ
substituovan˝ch alkylcyklohexanol˘, z·visejÌcÌ na velikosti
kan·l˘ Beta zeolitu. VyuûitÌ MPVO reakcÌ lze nalÈzt v oblasti
chemick˝ch specialit,  zejmÈna v  pr˘myslu l·tek  vonn˝ch
a chuùov˝ch a ve farmaceutickÈm pr˘myslu. CenÏny jsou
p¯edevöÌm vonnÈ vlastnosti nÏkter˝ch cis-izomer˘, kterÈ vzni-
kajÌ ve vÏtöÌ Ëi menöÌ mÌ¯e vedle trans-izomer˘.

2. Meerweinova-Ponndorfova-Verleyova
redukce a Oppenauerova oxidace

Meerweinovy-Ponndorfovy-Verleyovy redukce a Oppen-
auerovy oxidace, kterÈ jsou vratn˝mi reakcemi k MPV reduk-
cÌm, probÌhajÌ v homogennÌ f·zi za mÌrn˝ch teplotnÌch pod-
mÌnek p¯i pouûitÌ Lewisov˝ch kyselin jako katalyz·tor˘1ñ4

(obr. 1). P¯i reakcÌch nedoch·zÌ zpravidla k neû·doucÌm oxi-
dacÌm Ëi redukcÌm jin˝ch funkËnÌch skupin, C=C vazby nebo
CñX vazeb, kde X = halogen nebo nitro skupina. MPV reakce
probÌh· podle schÈmatu 1.

Donory vodÌku jsou snadno oxidovatelnÈ sekund·rnÌ al-
koholy (nap¯. propan-2-ol, butan-2-ol, pentan-2-ol nebo he-
xan-2-ol) a oxidanty jsou jednoduchÈ ketony (nap¯. aceton
nebo cyklohexanon). Meerweinovy-Ponndorfovy-Verleyovy
redukce a Oppenauerovy oxidace jsou obvykle katalyzov·ny
homogennÌmi katalyz·tory, kovov˝mi alkoxidy (Al(OiPr)3),
a poslednÌ dobou i heterogennÌmi katalyz·tory na b·zi oxid˘.
AktivnÌmi centry jsou bazick· centra nebo centra kysel· s Le-
wisovsk˝m charakterem a schopnostÌ ligandovÈ v˝mÏny.

Meerweinovy-Ponndorfovy-Verleyovy redukce a Oppen-
auerovy oxidace probÌhajÌ p¯es cyklick˝ öestiËlenn˝ tranzitnÌ
stav, ve kterÈm je substr·t a reduktant Ëi oxidant koordinov·n
souËasnÏ k LewisovskÈmu kovovÈmu centru podle schÈma-
tu 2.

TÌmto centrem je nejËastÏji Al3+ kation. ReagujÌcÌ alkohol
je koordinov·n jako alkoxid. AktivacÌ karbonylu koordinacÌ
k Al3+ je zah·jen transport vodÌku z alkohol·tu na karbonyl5.
Ion kovu slouûÌ takÈ jako vhodn˝ templ·t, v·zajÌcÌ dva reak-

Obr. 1. TranzitnÌ stav cis-4-terc-butylcyklohexan-1-olu (vlevo) a trans-
-4-terc-butylcyklohexan-1-olu (vpravo) v p¯Ìm˝ch kan·lech zeo-
litu Beta

SchÈma 1. Pr˘bÏh Meerweinovy-Ponndorfovy-Verleyovy redukce a
Oppenauerovy oxidace
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tanty v odpovÌdajÌcÌ orientaci4. Vznikl˝ alkoxidov˝ produkt
m˘ûe opustit komplex prost¯ednictvÌm alkohol˝zy, bÏhem
kterÈ je proton odötÏpen z objemnÈ molekuly alkoholu.

Jestliûe jsou aktivnÌmi centry bazick· centra, reakce pro-
bÌh· takÈ p¯es cyklick˝ tranzitnÌ stav28 podle schÈmatu 3.
Doch·zÌ k transportu hydridovÈho iontu z uhlÌku alkohol·tu
na molekulu ketonu za vzniku p¯ÌsluönÈho alkohol·tu. S ros-
toucÌ elektrofilitou karbonylovÈho uhlÌku vzr˘st· sÌla adsor-
pce na bazick˝ch centrech.

2 . 1 . V e d l e j ö Ì p r o d u k t y M V P O r e a k c Ì

Nejd˘leûitÏjöÌ vedlejöÌ reakcÌ je aldolov· kondenzace. Uplat-
Úuje se p¯edevöÌm v p¯Ìpadech, kdy jsou substr·tem aldehydy
nebo se p¯ÌpadnÏ aldehydy tvo¯Ì bÏhem Oppenauerovy oxida-
ce prim·rnÌch alkohol˘. Po kondenzaci vÏtöinou n·sleduje
dehydratace a vznikl· voda deaktivuje alkoxidov˝ katalyz·tor.
Pro alkoxidy lanthanu bylo dok·z·no, ûe se v˝tÏûky MPV
redukce mohou podstatnÏ zv˝öit p¯ÌtomnostÌ NaA zeolitu,
kter˝ adsorbuje vznikajÌcÌ vodu6.

Aldehydy, kterÈ nemajÌ α-vodÌkov˝ atom (jako benzalde-
hyd) mohou reagovat TiöËenkovou reakcÌ4,7poskytujÌcÌ estery.
NÏkterÈ MPV redukce keton˘ jsou prov·zeny dehydratacÌ
vznikl˝ch alkohol˘, p¯edevöÌm pokud je vznikl· dvojn· vazba
stabilizov·na konjugacÌ8.

2 . 2 . H e t e r o g e n n Ï k a t a l y z o v a n È M P V O
r e a k c e

HlavnÌ v˝hodou heterogennÏ katalyzovan˝ch MPVO re-
akcÌ je snadnÈ oddÏlenÌ katalyz·toru od kapalnÈ reakËnÌ smÏsi
a v nÏkter˝ch p¯Ìpadech jejich vysok· cis-stereoselektivita.
HeterogennÌ katalyz·tory zahrnujÌ amorfnÌ kovovÈ oxidy a krys-
talickÈ alumo- a titanosilik·ty. Jejich aktivita se vztahuje k po-
vrchovÈ z·saditosti nebo LewisovÏ kyselosti tÏchto materi·l˘.

2.2.1. MPVO reakce katalyzovanÈ amorfnÌmi kovov˝mi oxidy

Horner a Kaps9 pouûili modifikovan˝ γ-Al2O3 s povrcho-
vÏ v·zan˝mi atomy chloru zvyöujÌcÌmi Lewisovu kyselost,
v kombinaci s mal˝m mnoûstvÌm Al(Oi-Pr)3, jako katalyz·to-
ru v MPV redukci benzaldehydu, cyklohexanonu a acetofeno-
nu propan-2-olem. Zjistili, ûe v nep¯Ìtomnosti Al(Oi-Pr)3 re-
akce neprobÌhala. ReakËnÌ rychlost se zvyöovala aû p¯id·nÌm
silnÈ z·sady (nap¯. diisopropylaminu), kter· pravdÏpodobnÏ
umoûnila deprotonaci povrchu aluminy za tvorby isopropoxi-
dov˝ch komplex˘ v·zan˝ch na jejÌm povrchu.

Posner se spolupracovnÌky10 studovali γ-Al2O3 v MPV re-
dukci nenasycen˝ch karbonylov˝ch slouËenin propan-2-olem.
Zjistili,  ûe  Al(Oi-Pr)3 se tvo¯Ì in  situ bÏhem deprotonace
propan-2-olu na aluminÏ dehydratovanÈ za vysok˝ch teplot

(nad 300 ∞C). Wismeijer, Kieboom a van Bekkum11 studovali
redukci 4-terc-butylcyklohexan-1-onu s p¯enosem vodÌku po-
mocÌ propan-2-olu v kapalnÈ f·zi p¯i 83 ∞C, katalyzovanou γ-
-Al2O3. TakÈ v tomto p¯ÌpadÏ se aktivita katalyz·toru zvyöo-
vala se vzr˘stajÌcÌ teplotou aktivace. Gargano se spolupracov-
nÌky12 zkoumali p¯edbÏûnou ˙pravu hlinitÈho katalyz·toru
vodÌkem p¯i 270 ∞C. Vznikl· centra umoûÚovala vÈst reakci
p¯i niûöÌ teplotÏ a vyööÌ selektivitÏ pro tvorbu alkoholu. StejnÏ
tak byly vyöet¯ov·ny dalöÌ oxidy kov˘ a bylo zjiötÏno, ûe La2O3
byl nejlepöÌ z hlediska konverze a selektivity tvorby alkohol˘.

Kuno a jeho spolupracovnÌci13 pouûili ZrO2 jako pevn˝
katalyz·tor p¯i OppenauerovÏ oxidaci prim·rnÌch a sekund·r-
nÌch alkohol˘. Vs·dkov· oxidace byly prov·dÏna p¯i 80 ∞C
v benzenu nebo toluenu s 60-ti ekvivalenty acetonu jako oxi-
dantu. U kontinu·lnÌho uspo¯·d·nÌ byla reakce prov·dÏna
v trubkovÈm reaktoru s pevn˝m loûem katalyz·toru. Prim·rnÌ
alkoholy byly oxidov·ny p-benzochinonem nebo benzofe-
nonem v xylenu jako rozpouötÏdle p¯i 140 ∞C. Kaspar se spo-
lupracovnÌky14ñ15 provedli redukci α,β-nenasycen˝ch keton˘
na allylickÈ alkoholy s propan-2-olem v plynnÈ f·zi na MgO p¯i
250 ∞C. MgO byl vytvo¯en p¯i zah¯Ìv·nÌ Mg(OH)2 p¯i 350 ∞C
v proudu vzduchu. ⁄spÏön· regenerace katalyz·toru byla usku-
teËnÏna stejnou cestou.

KijeÒski, GliÒski a Reinhercs16 studovali (de)hydrogenaË-
nÌ reakci r˘zn˝ch reaktant˘ (redukci karbonylov˝ch skupin
a dehydrogenaci dlouh˝ch rozvÏtven˝ch alifatick˝ch alkoho-
l˘), majÌcÌ odliönÈ funkËnÌ skupiny. Reakce byly prov·dÏny
v plynnÈ f·zi v rozsahu reakËnÌch teplot 350ñ450 ∞C na MgO,
aktivovanÈm p¯i 550 ∞C nebo 750 ∞C. Vöechny studovanÈ
(de)hydrogenaËnÌ reakce byly d˘leûitÈ pro p¯Ìpravu vonn˝ch
l·tek.

Ravasio  se spolupracovnÌky17 studovali p¯enos vodÌku
z r˘zn˝ch sekund·rnÌch alkohol˘ na steroidnÌ konjugovanÈ
enony a nasycenÈ ketony, katalyzovan˝ Cu/Al2O3 p¯i 90 ∞C.
Stereoselektivita reakce z·leûela na pouûitÈm sekund·rnÌm
alkoholu (donor vodÌku). Ve vöech p¯Ìpadech byl zÌsk·n p¯e-
bytek ekvatori·lnÌho alkoholu. Struktura aktivnÌho centra vöak
nebyla pops·na.

Ivanov se spolupracovnÌky18 studovali MPV redukci ace-
tonu ethanolem, katalyzovanou oxidy kov˘ s odliön˝mi aci-
dobazick˝mi vlastnostmi. Bylo zjiötÏno, ûe reakce probÌh· jak
na kysel˝ch katalyz·torech s Lewisov˝mi centry (Al2O3ñCl),
tak i na z·sadit˝ch (MgO, ZrO2) katalyz·torech. Byly navrûe-
ny dvÏ varianty mechanism˘, kde mechanismus probÌhajÌcÌ
p¯es öestiËlenn˝ tranzitnÌ stav je analogick˝ homogennÌmu
pr˘bÏhu reakce18.

2.2.2. MVPO reakce katalyzovanÈ zeolitick˝mi katalyz·tory

U MPVO reakcÌ katalyzovan˝ch krystalick˝mi alumosili-
k·ty nebo dalöÌmi metalosilik·ty s vnit¯nÌ kan·lovou struktu-

SchÈma 3. Koordinace substr·tu a reduktantu Ëi oxidantu k bazickÈmu centru
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rou se uplatÚuje tvarov· selektivita kan·lovÈ struktury zeolitu,
zajiöùovan· geometrickou strukturou vytvo¯enÈho p¯echodo-
vÈho reakËnÌho komplexu. U zeolitu Beta (Si:Al = 12) jsou
aktivnÌmi centry hlinitÈ atomy, kterÈ jsou pouze Ë·steËnÏ
v·zanÈ do sÌtÏ zeolitu, avöak jejich struktura nenÌ dosud zn·-
ma. TotÈû platÌ i pro titan v titanosilik·tu Ti-Beta struktury.

Shabtai a spol.2 studovali MPV redukci r˘zn˝ch nenasy-
cen˝ch a nasycen˝ch aldehyd˘ a keton˘ v plynnÈ f·zi propan-
-2-olem jako redukËnÌm Ëinidlem, katalyzovanou19 kationto-
v˝mi formami zeolit˘ struktury X. V p¯ÌpadÏ X-zeolit˘ s vy-
sok˝m obsahem hlinÌku1 a kationt˘ kov˘ alkalick˝ch nebo
alkalick˝ch zemin se katalytick· aktivita vztahuje k jejich
z·sadit˝m vlastnostem. P¯i redukci line·rnÌch aldehyd˘ kata-
lyzovanÈ NaX zeolity byl pozorov·n postupn˝ pokles reakËnÌ
rychlosti s rostoucÌ dÈlkou postrannÌho ¯etÏzce. To bylo vy-
svÏtlov·no19 zvyöujÌcÌm se difuznÌm omezenÌm v mikropÛ-
rech zeolitu. Tvarov· selektivita se uplatnila p¯i p¯emÏnÏ
citronellalu za podmÌnek MPV reakce. V NaX existuje dosta-
tek prostoru, aby mohlo dojÌt k intramolekul·rnÌmu kruhovÈ-
mu uzav¯enÌ na isopullegol, kdeûto u redukce s vÏtöÌm Cs+

kationtem byla pozorov·na p¯emÏna na line·rnÌ citronellol
podle schÈmatu 4.

Reakce cyklopentanolu v p¯Ìtomnosti cyklohexanonu p¯i
350 ∞C na amorfnÌch oxidech kov˘ a zeolitech byly studov·ny
Berkanimem a spol.20 a jejich pr˘bÏh je zn·zornÏn schÈma-
tem 5.

2.2.3. KatalytickÈ vlastnosti zeolitu Beta

Creyghton a spol.21,22 studovali stereoselektivnÌ redukci
4-terc-butylcyklohexan-1-olu v kapalnÈ f·zi na zeolitu H-
-Beta. Bylo zjiötÏno, ûe aktivita katalyz·toru H-Beta vzr˘st·
s teplotou jeho aktivace za hydroterm·lnÌch podmÌnek, a ûe
katalyz·tor vykazoval vysokou cis-stereoselektivitu. NavÌc
tento katalyz·tor se uk·zal jako zcela regenerovateln˝ bez
ztr·ty aktivity a selektivity. Van der Waal, Tan a van Bek-
kum23 studovali aktivitu Ti-Beta zeolitu ve stejnÈ MPV reakci.
Byla opÏt nalezena velmi vysok· selektivita okolo 98 % na
cis-izomer, kter· byla taktÈû vysvÏtlena omezen˝m tranzitnÌm
stavem p¯echodovÈho komplexu koordinovanÈho k Lewisov-
sky kyselÈmu titanovÈmu centru. MPV redukce 4-terc-butyl-
cyklohexan-1-onu byly takÈ prov·dÏny v kapalnÈ f·zi r˘zn˝mi
sekund·rnÌmi alkoholy (propan-2-ol, butan-2-ol, pentan-2-ol
a hexan-2-ol). RostoucÌ dÈlka ¯etÏzce alkoholu nemÏla û·dn˝
vliv na aktivitu a selektivitu reakce. V˝sledky zÌskanÈ s r˘z-
n˝mi pevn˝mi katalyz·tory jsou uvedeny v tabulce I.

Katalyz·tor byl po reakci izolov·n z reakËnÌ smÏsi filtracÌ
a reaktivov·n p¯i 550 ∞C. Bylo zjiötÏno, ûe aktivita katalyz·-

Tabulka I
MPV redukce 4-terc-butylcyklohexan-1-onu propan-2-olem
na 4-terc-butylcyklohexan-1-ol katalyzovan· r˘zn˝mi pev-
n˝mi katalyz·tory

Katalyz·tora Si:Al Konverze Selektivitab cis:trans
[%] [%]

Na-Beta 12,5 32 >95 96:4
NH4-Beta 12,5 30 >95 95:5
Si-Beta >5000 0 ñ ñ
NañY 2,5 0 ñ ñ
NH4ñY 2,5 0 ñ ñ
USY 2,5 (objemovÏ) 24,4 ca 85 9:91
NH4ñMORc 6,5 0 ñ ñ
deal-MORc 32 0 ñ ñ
H-MCM-41c 15 10 ca 80 10:90
Na-MCM-41c 15 10 >95 10:90
H-MCM-22 15 33 ca 25 24:76
HA-HPV 2 19 >95 9:91
γ-Al2O3 ñ 45 >95 9:91

a Teplota aktivace 500 ∞C, b selektivita na alkohol, c teplota
aktivace 430 ∞C

toru se po reaktivaci mÌrnÏ zv˝öila p¯i zachov·nÌ selektivity3,
coû indikovalo tvorbu dalöÌch aktivnÌch center bÏhem kalci-
nace katalyz·toru.

Z tabulky I je patrno, ûe mordenit (N nebo dealumino-
vanÈ formy) nebo Y (N nebo Na+-forma) nejsou aktivnÌ pro
tuto reakci. Pro mordenit je toto vysvÏtlov·no limitnÌ velikostÌ
pÛr˘ tohoto typu zeolitu (7,0◊6,5 Å) v kombinaci s jednoroz-
mÏrn˝mi kan·ly. AdsorpËnÌ experimenty uk·zaly, ûe molekula
4-terc-butylcyklohexan-1-onu (6,4◊5,8◊9,6 Å) nebyla schop-
na dos·hnout pot¯ebnÈ koncentrace v mikropÛrech zeolitu p¯i
pouûit˝ch teplot·ch24. Avöak butan-2-on, kter˝ mohl vstoupit
do  pÛr˘ mordenitu, nebyl propan-2-olem takÈ redukov·n.
Z toho vyplynulo, ûe mordenit nem· schopnost vytvo¯it aktiv-
nÌ strukturu Al center katalyzujÌcÌ MPV redukci, p¯ÌpadnÏ, ûe
v monodimenzion·lnÌch kan·lech mordenitu nenÌ moûnÈ lo-
kalizovat tranzitinÌ reakËnÌ komplex. TakÈ NañY, NH4ñY
nejsou aktivnÌ v MPV redukci, p¯estoûe majÌ vstupnÌ otvory
dostateËnÏ velikÈ (7,4 Å) jak pro vstupujÌcÌ 4-terc-butylcyklo-
hexan-1-on, tak pro vystupujÌcÌ 4-terc-butylcyklohexan-1-ol.
To je vysvÏtleno nep¯ÌtomnostÌ specifick˝ch Lewisov˝ch ky-
sel˝ch mÌst21,25, kterÈ jsou tvo¯eny pouze urËit˝mi strukturami
hlinÌkov˝ch center.

H4

+

H4

+

SchÈma 4. UplatnÏnÌ tvarovÈ selektivity p¯i p¯emÏnÏ citronellalu za
podmÌnek MPV reakce
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Tabulka II
MPV redukce cyklick˝ch keton˘ katalyzovan· zeolitem Ti-
-Beta

Substr·t TOFa Konverzeb Selektivitab

[%] [%]

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

a Turn-over-frequency, tj. poËet reakËnÌch obrat˘ na jednom
aktivnÌm centru za Ëasovou jednotku, b konverze a selektivita
po 6 hodin·ch reakce

Tabulka III
MPV redukce 4-terc-butylcyklohexan-1-onu, katalyzovan· ka-
talyz·tory obsahujÌcÌ Ti p¯i refluxu propan-2-olu

Katalyz·tor TOFa Konverzeb Selektivita
[hñ1] [%] cis:transb

Ti-Beta (69)c 2,26 64,9 98:2
Ti(OiPr)4

d 0,0
Ti-MCM-41 (66)c 0,0
Al-Beta (11,2)c,d >12 100,0 95:5
Si-Beta 0,0

a Turn-over-frequency, tj. poËet reakËnÌch obrat˘ na jednom
aktivnÌm centru za Ëasovou jednotku, b konverze a selektivita
po 6 hodin·ch reakce, c hodnota v z·vorce urËuje buÔ pomÏr
Si:Ti nebo Si:Al, d pouûito 0,25 mmol katalyz·toru

Tabulka IV
Vliv kationt˘ zeolitu Beta na stereoselektivitu MPV redukce
4-terc-butylcyklohexan-1-onu propan-2-olem na cis-4-terc-
-butylcyklohexan-1-ol

Kation PolomÏr cis:transb

v zeolitu Beta kationtua [Å]

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

a KoordinaËnÌ ËÌslo27 je 6, b selektivita na 4-terc-butylcyklo-
hexan-1-ol >95 % ve vöech p¯Ìpadech; konverze >95 %

Pro aktivitu katalyz·toru v MPV reakci jsou pot¯ebn·
koordinaËnÏ nenasycen· hlinit· centra, kter· mohou reagovat
s alkoholem za tvorby aktivnÌho alkoxidu a z·roveÚ umoûÚujÌ
koordinaci molekuly ketonu. P¯edpokl·d· se, ûe koordinaËnÏ

nenasycen· hlinit· centra vytv·¯Ì mimom¯Ìûkov˝ hlinÌk, kter˝
je Ë·steËnÏ hydrolyzov·n ze skeletu zeolitu a zp˘sobuje jednak
defekty uvnit¯ zeolitu, jednak specifick· Al centra. To vysvÏ-
tluje, proË zeolit USY, kter˝ byl vytvo¯en hydroterm·lnÌm
postupem, p¯i kterÈm je Al uvolÚov·n ze skeletu je aktivnÌm
katalyz·torem. Toto platÌ i pro mÈnÏ krystalickÈ materi·ly
jako MCM-41, pokud obsahujÌ Al ve skeletu syntetizovan˝ch
mesoporeznÌch materi·l˘.

V˝hodou zeolitu Al-Beta je vysok· selektivita pro termo-
dynamicky mÈnÏ stabilnÌ cis-alkohol, kter˝ je obvykle û·-
danÏjöÌm izomerem. Oba katalyz·tory1,21 (Al-Beta, Ti-Beta)
projevily vysokou stereoselektivitu na cis-4-terc-butylcyklo-
hexan-1-ol. Tato stereoselektivita m˘ûe b˝t vysvÏtlena p¯ed-
pokladem dvou r˘zn˝ch tranzitnÌch stav˘ v pÛrech zeolitu
Beta. Bylo zjiötÏno, ûe aktivita zeolitu Al-Beta vzr˘st· s teplo-
tou aktivace. V podstatÏ ˙pln· konverze ketonu na 4-terc-
-cyklobutylhexan-1-ol a vysok· selektivita (cis:trans = 95:5)
byla zÌsk·na s Beta zeolitem aktivovan˝m p¯i 600 ∞C. Vzr˘st
katalytickÈ aktivity s rostoucÌ teplotou aktivace ukazuje, ûe
aktivnÌ katalytick· mÌsta nejsou pouze koordinaËnÏ nenasy-
cenÈ hlinÌkovÈ ionty, ale specielnÌ Lewisova kysel· centra,
vytvo¯en· vysokou kalcinaËnÌ teplotou. Z I» mÏ¯enÌ bylo
patrnÈ, ûe pro Al-Beta jsou tato centra tvo¯ena z Ë·steËnÏ
hydrolyzovan˝ch Al atom˘ a mohou se tvo¯it jiû bÏhem od-
stranÏnÌ templ·tu ze syntetizovanÈ formy zeolitu. Koncentrace
a struktura tÏchto center z·leûÌ na podmÌnk·ch aktivace, tj.
teplotÏ a hydroterm·lnÌch podmÌnk·ch.

N·sledujÌcÌ sloûenÌ produkt˘ z kinetickÈho hlediska bylo
zÌsk·no v MPV redukci 2-, 3- a 4-methylcyklohexan-1-onu
(tabulka II) na Ti-Beta katalyz·toru. P¯i redukci methylcyklo-
hexanon˘ bylo pozorov·no, ûe 4-izomer reagoval relativnÏ
rychle a poskytoval produkt ¯Ìzen˝ termodynamicky. 2- a 3-
-Methylcyklohexan-1-ony reagovaly velmi pomalu a posky-
tovaly produkty ¯ÌzenÈ kineticky (cis:trans = 60:40, 30:70). To
je pravdÏpodobnÏ zp˘sobeno blÌzkostÌ methylovÈ skupiny
a katalytickÈho mÌsta1. Doch·zÌ k deformaci cis-tranzitnÌho
stavu a k nÌzkÈ selektivitÏ a aktivitÏ. ObjemnÏjöÌ 2-terc-butyl-
-cyklohexan-1-on nemohl b˝t za tÏchto podmÌnek v˘bec re-
dukov·n vzhledem ke sterickÈmu br·nÏnÌ aktivnÌch poloh3.

Vzhledem k tomu, ûe MPV reakce jsou katalyzov·ny
Lewisov˝mi kyselinami, byly studov·ny jako katalyz·tory
redukce 4-terc-butylcyklohexan-1-onu takÈ dalöÌ zeolity obsa-
hujÌcÌ titan26 (tabulka III).

Jak je vidÏt z tabulky III, Ti-Beta je schopen katalyzovat
MPV redukci, ale s menöÌ aktivitou (niûöÌ hodnota TOF) neû
Al-Beta. Je zajÌmavÈ, ûe dalöÌ materi·ly obsahujÌcÌ Ti byly
v MPV redukci zcela neaktivnÌ. Vysok· selektivita Ti-Beta na
termodynamicky mÈnÏ st·l˝ cis-alkohol vypovÌd· o skuteË-
nosti, ûe reakce probÌhala uvnit¯ kan·lovÈ struktury zeolitu
Beta. To takÈ indikuje, ûe titanovÈ centrum v Ti-Beta m·
znaËnÏ kyselÈ LewisovskÈ vlastnosti.

2 . 3 . T v a r o v · s e l e k t i v i t a M V P O r e a k c Ì

TranzitnÌ stavy, kterÈ vedou k cis- a trans-alkohol˘m se
znaËnÏ liöÌ takÈ podle jejich umÌstÏnÌ v pÛrech zeolitu Beta
(obr. 1).

V tranzitnÌm stavu, vedoucÌmu k cis-izomeru, m· alkoxi-
dov˝ intermedi·t line·rnÌ tvar, kter˝ se dob¯e uspo¯·d· v ka-
n·lu zeolitu, zatÌmco tranzitnÌ stav trans-izomeru je prosto-
rovÏ velmi n·roËn˝. Tato tvarov· selektivita tranzitnÌho stavu
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vede p¯i redukci 4-terc-butylcyklohexan-1-onu p¯ev·ûnÏ ke
vzniku cis-4-terc-butylcyklohexan-1-olu.

Stereoselektivita zeolitu Beta3 v MPV redukci 4-terc-bu-
tylcyklohexan-1-onu na odpovÌdajÌcÌ cis-alkohol odpovÌdala
takÈ velikosti kationtu iontovÏ vymÏnÏnÈho v zeolitu (tabul-
ka IV), coû svÏdËÌ o tom, ûe reakce probÌhala v mikropÛrech
zeolitickÈ struktury.

AlkalickÈ kovy a kovy alkalick˝ch zemin zvyöujÌ cis:trans
stereoselektivitu v d˘sledku snÌûenÌ volnÈho objemu vnit¯nÌ
kan·lovÈ struktury19.

3. Z·vÏr

HeterogennÌ katalyz·tory MPVO reakcÌ zahrnujÌ kovovÈ
amorfnÌ oxidy a zeolity. Jejich aktivita se vztahuje k jejich po-
vrchovÈ z·saditosti nebo LewisovÏ kyselosti. V pr·ci jsou di-
skutov·ny p¯edevöÌm katalytickÈ vlastnosti alumosilik·t˘ a ti-
tanosilik·t˘ zeolitickÈ struktury Beta, jejichû aktivita v MPVO
reakcÌch byla teprve ned·vno publikov·na. Bylo zjiötÏno, ûe
Al-Beta a Ti-Beta jsou regenerovatelnÈ vysoce cis-stereose-
lektivnÌ katalyz·tory MPV redukce a doplÚkovÈ Oppenauero-
vy oxidace. StereoselektivnÌ vlastnosti jsou zp˘sobeny selek-
tivitou tranzitnÌho stavu v mikropÛrech zeolitu. AktivnÌ mÌsta
Al-Beta jsou tvo¯ena hlinÌkov˝mi nebo titanov˝mi kationty,
kterÈ nejsou  zcela  v·z·ny  ve skeletu zeolitickÈ struktury,
avöak jsou lokalizov·ny v mikropÛrech zeolitu. Titanov· cen-
tra s Lewisov˝mi vlastnostmi v zeolitu Ti-Beta vykazujÌ ana-
logii s hlinit˝mi centry v zeolitu Al-Beta. Vzhledem k niûöÌ
kyselosti Ti-Beta je vhodnÏjöÌm katalyz·torem neû Al-Beta
pro Oppenauerovu oxidaci, protoûe je snÌûena pravdÏpodob-
nost aldolovÈ kondenzace ketonu a rozpouötÏdla.
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1. ⁄vod

V chemickÈm pr˘myslu se setk·v·me s v˝robnami s vel-
k˝m mnoûstvÌm vz·jemnÏ propojen˝ch apar·t˘ a s v˝znamn˝-
mi interakcemi hmoty, energie a hybnosti. V za¯ÌzenÌ se zpra-
cov·vajÌ sloûitÈ smÏsi rozmanit˝ch chemick˝ch l·tek Ëasto
nestandardnÌho chov·nÌ v öirokÈm rozmezÌ pracovnÌch pod-
mÌnek (teplot, tlak˘, koncentracÌ apod.). Modely jednotliv˝ch
apar·t˘ obvykle vyûadujÌ ¯eöenÌ soustav neline·rnÌch algebra-
ick˝ch a diferenci·lnÌch rovnic, v nÏkter˝ch p¯Ìpadech (kolo-
ny) i velmi rozs·hl˝ch. P¯esto je modelov·nÌ jednotliv˝ch
operacÌ dob¯e propracov·no a pat¯Ì ke standardnÌm metod·m
chemickÈho inûen˝rstvÌ. Naproti tomu chov·nÌ v˝robnÌ linky
jako celku nelze p¯edpovÏdÏt bez sloûit˝ch v˝poËt˘. Vzhle-
dem ke sloûitosti systÈmu se ¯adÌ simulace celÈ v˝robnÌ linky
mezi obtÌûnÏjöÌ ˙lohy. U kontinu·lnÌch v˝rob ve stacion·r-
nÌm stavu bylo ¯eöenÌ tÏchto problÈm˘ v˝znamnÏ usnadnÏno
existencÌ univerz·lnÌch simulaËnÌch program˘. Problematice
je vÏnov·na rozs·hl· literatura, z nejdostupnÏjöÌch pracÌ lze
uvÈst1ñ3.

RelativnÌ dokonalost a snadnÈ ovl·d·nÌ v p¯ÌjemnÈm uûi-
vatelskÈm prost¯edÌ vytv·¯Ì zidealizovanÈ p¯edstavy o bezpro-
blÈmovÈm pouûÌv·nÌ univerz·lnÌch simulaËnÌch program˘.
Zkuöenosti se simulaËnÌmi programy vöak ukazujÌ, ûe p¯es

jejich univerz·lnost a uûivatelsk˝ komfort by mÏl b˝t uûivatel
i po pot¯ebnÈm zaökolenÌ maxim·lnÏ obez¯etn˝. P¯i ¯eöenÌ re-
·ln˝ch pr˘myslov˝ch ˙kol˘ se vyskytujÌ problÈmy, nap¯. s v˝-
bÏrem model˘ apar·t˘, s popisem fyzik·lnÏ-chemick˝ch vlast-
nostÌ, se zÌsk·v·nÌm provoznÌch a konstrukËnÌch dat apod.,
kterÈ zp˘sobujÌ, ûe v˝sledky modelu neodpovÌdajÌ skuteËnÈ-
mu chov·nÌ v˝robnÌho za¯ÌzenÌ. O nÏkter˝ch z tÏchto problÈ-
m˘ se diskutuje v tÈto pr·ci.

2. CÌle simulaËnÌch v˝poËt˘ v chemickÈm
pr˘myslu

PovrchnÌmu pozorovateli by se mohlo zd·t, ûe simulaËnÌ
v˝poËty slouûÌ na jednÈ stranÏ pracovnÌk˘m vÏdy a v˝zkumu
k vytv·¯enÌ publikacÌ a zÌsk·v·nÌ p¯Ìsluön˝ch bod˘ a na druhÈ
stranÏ pracovnÌk˘m pr˘myslu, kter˝m osvÌcen˝ öÈf umoûnil
pr·ci se simulaËnÌm programem, k p¯ÌjemnÈmu vyplnÏnÌ ne-
mnoh˝ch voln˝ch chvil testov·nÌm r˘zn˝ch moûnostÌ systÈ-
mu. Ve skuteËnosti by vöak simulaËnÌ v˝poËty mÏly slouûit
jednomu hlavnÌmu cÌli, a to ˙spo¯e finanËnÌch n·klad˘, resp.
vytv·¯enÌ zisku. Toho lze dos·hnout r˘zn˝mi zp˘soby, z nichû
lze uvÈst :
1. ZÌsk·nÌ d˘kladn˝ch znalostÌ o chov·nÌ celÈho systÈmu,

zejmÈna o interakcÌch mezi jednotliv˝mi jednotkami v˝-
robnÌ linky, kterÈ jsou v chemii spojeny recykly nejr˘znÏj-
öÌ ˙rovnÏ, sdÌlenÌm tepla apod.

2. UrËenÌ funkce v˝robnÌ linky p¯i zmÏnÏ vstupnÌch proud˘
(zejmÈna odezva na zmÏny jakosti surovin, koncentrace
zpracov·van˝ch l·tek apod.).

3. UrËenÌ chov·nÌ linky p¯i zmÏnÏ nÏkterÈho apar·tu (pomÏr-
nÏ Ëast· v˝mÏna apar·t˘ vynucen· v chemickÈm pr˘myslu
zejmÈna korozÌ b˝v· spojena se zmÏnou rozmÏr˘, pop¯.
typu apar·t˘, nÏkdy i zmÏnami propojenÌ a rozmÌstÏnÌ).

4. Zjiöùov·nÌ ˙Ëinku zmÏn provoznÌch podmÌnek na reûim
v˝roby (jde zejmÈna o zjiötÏnÌ citlivosti nÏkterÈ veliËiny,
nap¯. stupnÏ p¯emÏny v reaktoru na zmÏny teploty, tlaku
apod.).

5. Vyhled·v·nÌ ˙zkoprofilov˝ch Ël·nk˘ v˝robnÌ linky, simu-
lace n·vrh˘ na jejich odstranÏnÌ a n·sledujÌcÌ intenzifikace
v˝roby.

6. ⁄pravy technologickÈho reûimu vedoucÌ ke snÌûenÌ ener-
getickÈ n·roËnosti v˝roby, kter· b˝v· v chemickÈm pr˘-
myslu vysok·.

7. ⁄pravy technologickÈho reûimu vedoucÌ ke snÌûenÌ zatÌ-
ûenÌ ûivotnÌho prost¯edÌ, kterÈ pat¯Ì v chemickÈm pr˘mys-
lu mezi z·kladnÌ problÈmy.

8. ZlepöenÌ ¯ÌzenÌ technologickÈho procesu, resp. v prvnÌ f·zi
zÌsk·nÌ podklad˘ pro n·vrh automatizovanÈho systÈmu
¯ÌzenÌ.

9. äkolenÌ obsluhy, zejmÈna zÌsk·nÌ citu pro ˙Ëinnost jednot-
liv˝ch z·sah˘ do provoznÌho reûimu a moûnÈ zdroje potÌûÌ
pro velk˝ rozsah provoznÌch podmÌnek (schopnosti i dob¯e
vyökolenÈ obsluhy ¯eöit havarijnÌ problÈmy p¯i dlouhotr-
vajÌcÌm bezporuchovÈm provozu prudce klesajÌ, k n·pravÏ
m˘ûe slouûit pr·vÏ simulace).
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Ke splnÏnÌ stanoven˝ch cÌl˘ je t¯eba, aby v˝sledky simu-
laËnÌch v˝poËt˘ byly verifikov·ny a kriticky posouzeny z hle-
diska p¯esnosti a pouûitelnosti, a aby z nich byly vyvozeny
praktickÈ z·vÏry.

3. N·stroje simulace chemick˝ch proces˘

Simulace chemick˝ch proces˘ vyûaduje znalosti simulo-
vanÈho procesu (technologie), chemickÈho inûen˝rstvÌ (mo-
dely apar·t˘), fyzik·lnÌ chemie (metody termodynamickÈho
popisu chemick˝ch systÈm˘) a v˝poËetnÌ problematiky (nu-
merickÈ metody, nalezenÌ po¯adÌ v˝poËt˘ u systÈm˘ s recykly,
zrychlov·nÌ konvergence a optimalizace). Proto byla k usnad-
nÏnÌ v˝poËt˘ vyvinuta ¯ada univerz·lnÌch simulaËnÌch pro-
gram˘, kterÈ osvobozujÌ uûivatele od rutinnÌ pr·ce (aù uû prac-
n˝ch ruËnÌch v˝poËt˘ nebo sestavov·nÌ program˘) a umoûÚujÌ
se soust¯edit na tv˘rËÌ Ëinnost. Z p˘vodnÌch implementacÌ na
s·lov˝ch poËÌtaËÌch spojen˝ch s d·vkov˝m zpracov·nÌm se
vyvinuly modernÌ interaktivnÌ programy implementovanÈ na
osobnÌch poËÌtaËÌch a opat¯enÈ souËasn˝mi standardnÌmi prv-
ky grafickÈho uûivatelskÈho rozhranÌ (okna, menu, inteligent-

nÌ formul·¯e apod.). Z nejzn·mÏjöÌch jmenujme nap¯. PRO/II,
ChemCAD, HYSYS nebo ASPEN PLUS. Jejich struktura,
filozofie pouûitÌ i moûnosti jsou velmi podobnÈ a liöÌ se spÌöe
z hlediska komunikace s uûivatelem.

JednotlivÈ simulaËnÌ programy majÌ nÏkolik spoleËn˝ch
z·kladnÌch Ë·stÌ1, mezi kterÈ mj. pat¯Ì:
a) komunikace s uûivatelem (vstup dat, prezentace v˝sled-

k˘),
b) algoritmy pro ¯ÌzenÌ simulaËnÌho v˝poËtu ñ ve vÏtöinÏ

p¯Ìpad˘ se pouûÌv· sekvenËnÏ-modul·rnÌ metoda,
c) knihovna jednotkov˝ch modul˘,
d) knihovna fyzik·lnÏ-chemick˝ch vlastnostÌ a datab·ze fy-

zik·lnÏ-chemick˝ch dat,
e) n·stroje pro ovlivnÏnÌ simulaËnÌho v˝poËtu uûivatelem ñ

zpÏtnovazebnÌ smyËky, citlivostnÌ anal˝za, optimalizaËnÌ
procedury,

f) pomocnÈ sluûby ñ grafickÈ prost¯edky, zpracov·nÌ expe-
riment·lnÌch dat regresnÌmi metodami, odhad konstant
fyzik·lnÏ-chemick˝ch vztah˘, ekonomickÈ vyhodnocenÌ,
aj.
Z·kladnÌ struktura  obecnÈho  simulaËnÌho programu  je

p¯ehlednÏ zn·zornÏna na obr. 1.

Obr. 1. Struktura simulaËnÌho programu
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4. NÏkterÈ problÈmy p¯i realizaci simulaËnÌch
v˝poËt˘

V tÈto kapitole vych·zÌme ze sv˝ch dlouholet˝ch zkuöe-
nostÌ se simulacÌ pr˘myslov˝ch proces˘. Jiû v letech 1973ñ76
jsme se ˙Ëastnili prvnÌ takovÈ akce v tehdejöÌm »eskosloven-
sku ñ simulace v˝robny kyseliny sÌrovÈ ve SpolanÏ Neratovice
pomocÌ simulaËnÌho programu PacerovskÈho typu na dÏrn˝ch
ötÌtcÌch4,5. V simulaËnÌch v˝poËtech jsme d·le pokraËovali
(nap¯.6) aû po zatÌm poslednÌ simulaci za¯ÌzenÌ na ËiötÏnÌ
surovÈho gener·torovÈho plynu7.

P¯ed zah·jenÌm simulacÌ je nutn˝m prvnÌm krokem stano-
venÌ dob¯e definovan˝ch, realistick˝ch a ˙Ëeln˝ch cÌl˘. Od
nich se odvÌjÌ n·roky na p¯esnost a z·kladnÌ p¯edpoklady
model˘, v˝bÏr promÏnn˝ch a postup simulace. KoneËn˝ cÌl
v˝poËt˘ by mÏl b˝t ekonomick˝ (snÌûenÌ n·klad˘, minimali-
zace poËtu experiment˘), i kdyû se pracuje p¯ev·ûnÏ s fyzik·l-
nÌmi parametry. Od zaË·tku je t¯eba sledovat, zda vynaloûenÈ
prost¯edky jsou adekv·tnÌ cÌl˘m simulace. Proto se po celou
dobu testuje, zda nelze pouûÌt jednoduööÌch model˘ (line·r-
nÌch), zda nelze pouûÌt jednoduööÌch (modelov˝ch) smÏsÌ l·-
tek, zda nelze zjednoduöit v˝poËetnÌ schÈma atd.

4 . 1 . A n a l ˝ z a t o p o l o g i e p r o c e s u
a s e s t a v e n Ì v ˝ p o Ë e t n Ì h o
s c h È m a t u

P¯i sestavov·nÌ v˝poËetnÌho schÈmatu podle technolo-
gick˝ch v˝kres˘ je t¯eba si kl·st ot·zky typu: kter· potrubÌ
se skuteËnÏ pouûÌvajÌ, kter· slouûÌ jen k najÌûdÏnÌ/odstavo-
v·nÌ linky Ëi k havarijnÌm ˙Ëel˘m (nouzovÈ p¯eËerp·v·nÌ).
D·le, kterÈ Ë·sti v˝roby jsou relevantnÌ cÌl˘m ˙lohy, zda je
nutnÈ zahrnout i chladicÌ hospod·¯stvÌ, vodnÌ okruhy apod.
Maxim·lnÌ ˙silÌ je t¯eba vÏnovat snaze o zjednoduöenÌ to-
pologickÈho schÈmatu. Na druhÈ stranÏ je t¯eba se pt·t, zda
jsme nezapomnÏli na nehmotnÈ proudy, nap¯. energetickÈ
(prostup tepla z kondenz·toru jednÈ rektifikaËnÌ kolony do
va¯·ku druhÈ v za¯ÌzenÌ na dÏlenÌ vzduchu4), konanou pr·ci Ëi
vstup elektrickÈ energie do dmychadla p¯i v˝robÏ kyseliny
sÌrovÈ4,5.

NemÏlo by se zaËÌnat s plnou formulacÌ ˙lohy, na zaË·tku
by se uûivatel mÏl vyhnout zbyteËn˝m recykl˘m.

4 . 2 . M o d e l y a p a r · t ˘

Protoûe simulaËnÌ program m· pro nÏkterÈ jednotkovÈ
operace k dispozici nÏkolik model˘, musÌ b˝t uûivatel schopen
posoudit vhodnost pouûitÌ jednotliv˝ch model˘ pro danou
˙lohu. ZaË·teËnÌk obvykle volÌ modely co nejp¯esnÏjöÌ a tudÌû
nejsloûitÏjöÌ, zatÌmco zejmÈna v prvnÌch f·zÌch simulace by se
mÏli up¯ednostÚovat modely jednoduööÌ (bilanËnÌ). Komplex-
nÏjöÌ uzly se simulujÌ oddÏlenÏ a postupnÏ se za¯azujÌ do
simulaËnÌho programu. OdstraÚov·nÌ problÈm˘ s modely ob-
vykle ztÏûuje nedostateËn˝ popis model˘ a v˝poËetnÌch rovnic
v uûivatelsk˝ch manu·lech.

D˘leûitou ot·zkou pro ¯eöitele je, jak lze poËet apar·t˘
redukovat. Nap¯. filtr si¯iËitÈho plynu lze zahrnout jako tlako-
vou ztr·tu do n·sledujÌcÌho apar·tu, nebo p¯i stacion·rnÌ simu-
laci nenÌ t¯eba uvaûovat z·sobnÌky2. NÏkdy lze vÌce operacÌ
slouËit a pouûÌt zjednoduöen˝ model, nap¯. mÌsto reaktorovÈho

uzlu model s pevnÏ zadanou konverzÌ, mÌsto separaËnÌho uzlu
model s pevnÏ dan˝m rozdÏlenÌm.

A naopak, nesmÌ se zapomenout na modely v technologic-
kÈm schÈmatu speci·lnÏ nevyznaËenÈ jako je vÏtvenÌ a spojo-
v·nÌ potrubÌ ñ modely mÌsiË˘ a dÏliË˘.

4 . 3 . D a t a b a n k a f y z i k · l n Ï - c h e m i c k ˝ c h
v l a s t n o s t Ì

D˘leûitou souË·stÌ simulaËnÌho v˝poËtu je modelov·nÌ
fyzik·lnÏ-chemickÈho chov·nÌ zpracov·van˝ch l·tek, zejmÈ-
na stavovÈho chov·nÌ a popisu f·zov˝ch rovnov·h. NenÌ t¯eba,
aby uûivatel sestavoval modely fyzik·lnÏ-chemick˝ch vlast-
nostÌ, ale musÌ b˝t schopen posoudit a vybrat vhodn˝ model
z knihovny podle rozsahu teplot, tlak˘ a koncentracÌ, podle
typu l·tek (elektrolyty, pol·rnÌ a disociovanÈ slouËeniny, ne-
ide·lnÌ smÏsi atd.). V n·povÏdÏ b˝v· doporuËenÌ jak pro typ
l·tek, tak pro rozsah stavov˝ch podmÌnek. Modelov·nÌ fyzi-
k·lnÏ-chemick˝ch vlastnostÌ m˘ûe zp˘sobovat p¯i simulacÌch
vÌce problÈm˘ neû modelov·nÌ apar·t˘. Proto doporuËujeme
v p¯ÌpadÏ pochybnostÌ konzultovat fyzik·lnÌho chemika. Po-
dobnÏ jako u jednotkov˝ch operacÌ povaûujeme i u termody-
namick˝ch model˘ popis v uûivatelsk˝ch manu·lech za nedo-
stateËn˝.

P¯i praktickÈm ¯eöenÌ je v˝hodnÈ nejprve ovÏ¯it fyzik·lnÏ-
-chemick˝ model na jednÈ jednotkovÈ operaci. SmÏsi sloûek
podobn˝ch vlastnostÌ m˘ûeme ch·pat jako jednu pseudosloû-
ku (nap¯. ropnÈ frakce). SimulaËnÌ programy majÌ obvykle
apar·t pro definov·nÌ jejich vlastnostÌ.

Nap¯. plyn·renstvÌ se povaûuje za oblast, kde lze s v˝ho-
dou univerz·lnÌ simulaËnÌ programy pouûÌvat, protoûe orga-
nickÈ l·tky nedÏlajÌ p¯i v˝poËtech takovÈ potÌûe jako silnÏ
pol·rnÌ a silnÏ disociovanÈ slouËeniny. P¯esto jsme p¯i simula-
ci procesu na ËiötÏnÌ gener·torovÈho plynu mÏli znaËnÈ pro-
blÈmy (nemÌsitelnÈ smÏsi, t¯Ìf·zovÈ smÏsi apod.), kterÈ vedly
ke öpatnÈ konvergenci nÏkter˝ch model˘. Byly z¯ejmÏ zp˘so-
beny numerick˝mi vlastnostmi pouûitÈ stavovÈ rovnice v ex-
trÈmnÌch stavov˝ch podmÌnk·ch. Proto je t¯eba mÌt dostatek
informacÌ o pouûit˝ch modelech fyzik·lnÏ-chemick˝ch vlast-
nostÌ a mÌt moûnost volit/zamÏnit pouûit˝ model.

4 . 4 . V s t u p n Ì d a t a

P¯i modelov·nÌ pr˘myslovÈho za¯ÌzenÌ b˝v· nep¯Ìjemn˝m
problÈmem zÌsk·nÌ dostateËnÈho poËtu ˙daj˘ o apar·tech a prou-
dech. ObecnÏ mohou b˝t zdrojem pot¯ebn˝ch dat mÏ¯enÌ
v provozu, technologick˝ reglement, technick· (zejmÈna v˝-
kresov·) dokumentace a odborn· literatura (encyklopedie,
internet). V ide·lnÌ situaci jsou zn·my parametry vstupnÌch
proud˘ a parametry apar·t˘ a poËÌtajÌ se parametry v˝stupnÌch
proud˘ (z·kladnÌ simulaËnÌ ˙loha ñ open simulation). Realita
je vöak vÌce Ëi mÈnÏ od tohoto ide·lnÌho stavu vzd·lena.

To se n·m potvrdilo nap¯. v naöem poslednÏ ¯eöenÈm
p¯ÌpadÏ simulace procesu na ËiötÏnÌ gener·torovÈho plynu.
Nepoda¯ilo se nap¯. zjistit poËty teoretick˝ch pater v kolon·ch,
proto jsme ˙Ëinnost patra odhadli. RovnÏû se nepoda¯ilo zjistit
˙daje o vnit¯nÌch proudech systÈmu, jejichû znalost jednak
usnadÚuje ladÏnÌ modelu po Ë·stech, jednak umoûÚuje nasta-
vit parametry model˘ jednotliv˝ch apar·t˘ (nap¯. pr·vÏ poËtu
teoretick˝ch pater). VstupnÌ a v˝stupnÌ proudy ze systÈmu jsou
obvykle zn·my, p¯esto se v naöem p¯ÌpadÏ vyskytly urËitÈ
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potÌûe, protoûe u mÈnÏ v˝znamn˝ch proud˘, jako byl v uve-
denÈm p¯ÌpadÏ benzin, je zn·ma jen hodnota roËnÌ produkce
a p¯epoËet na hodinov˝ pr˘tok m˘ûe b˝t zatÌûen znaËnou
chybou danou p¯esnostÌ ˙daje o fondu pracovnÌ doby. DalöÌm
problÈmem je pouûÌv·nÌ pr˘mÏrn˝ch ˙daj˘, zatÌmco skuteËnÈ
hodnoty  bÏhem roku  v˝znamnÏ kolÌsajÌ. Uveden˝ provoz
je instalov·n pod öir˝m nebem a pracuje za nÌzk˝ch teplot aû
ñ60 ∞C, takûe vliv klimatick˝ch podmÌnek na teploty je p¯i
nedokonalÈ izolaci evidentnÌ. Obsah sulfanu, stejnÏ jako spal-
nÈ teplo plynu rovnÏû znaËnÏ kolÌsajÌ podle okamûitÈ kvali-
ty, resp. sirnatosti tÏûenÈho uhlÌ. StandardnÌ problÈmy jsou
s p¯esnostÌ provoznÌch mÏ¯enÌ, pop¯. jejich rozsahem (nap¯.
anal˝za uhlovodÌk˘ v surovÈm plynu se prov·dÌ jen do C4,
takûe zbytek byl dopoËten z produkce benzinu, resp. sloûky
s obsahem pod 0,1 % jsme zanedbali). Chyba mÏ¯enÌ nemusÌ
b˝t zp˘sobena mÏ¯ÌcÌmi p¯Ìstroji, ale nap¯. tÌm, ûe v rela-
tivnÏ kr·tk˝ch potrubÌch velkÈho pr˘mÏru nenÌ plyn smÌchan˝
za obchvatem v˝mÏnÌku dostateËnÏ promÌch·n. OpakujÌcÌm se
problÈmem p¯i ¯eöenÌ simulaËnÌch ˙loh je v˝voj technologie
v Ëase, kter˝ nenÌ adekv·tnÏ podchycen v dostupnÈ dokumen-
taci. ZejmÈna v˝kresov· dokumentace apar·t˘ b˝v· histo-
rick·, nehledÏ na korozi, zan·öenÌ apar·t˘ apod.

4 . 5 . P ¯ i z p ˘ s o b e n Ì m o d e l u r e · l n È m u
c h o v · n Ì v ˝ r o b n y

P¯i sestavov·nÌ simulaËnÌho modelu p¯ijÌm·me zjednodu-
öujÌcÌ p¯edpoklady (uû kv˘li tomu, aby model nebyl p¯Ìliö
sloûit˝), resp. nezn·me dostateËnÏ nÏkterÈ mechanismy mo-
delovan˝ch dÏj˘. PouûÌvanÈ empirickÈ korelace (nap¯. pro
v˝poËet  souËinitel˘  p¯estupu tepla)  jsou zatÌûenÈ chybou.
Z tÏchto a dalöÌch d˘vod˘ v˝sledky v˝poËt˘ zcela neodpovÌ-
dajÌ skuteËnÈmu chov·nÌ apar·t˘ ve v˝robnÏ. Model obvykle
neumoûÚuje z·sah do programovÈho kÛdu, ale jeho chov·nÌ
m˘ûeme ovlivÚovat nastavov·nÌm hodnot r˘zn˝ch parametr˘.
Pro dosaûenÌ lepöÌ shody je vhodnÏjöÌ pouûÌvat nastavitelnÈ
parametry model˘ odpovÌdajÌcÌ mechanismu modelovanÈho
dÏje neû umÏlÈ korekËnÌ koeficienty (nebo jak se ¯Ìk· Cimr-
manovy konstanty). Nap¯. p¯i simulaci trubkovÈho v˝mÏnÌku
tepla nebudeme podle v˝sledk˘ mÏ¯enÌ korigovat v˝stupnÌ
teplotu, ale upravÌme faktor zneËiötÏnÌ 1/αZ v souËiniteli pro-
stupu tepla

tak, abychom dos·hli shody v hodnotÏ v˝stupnÌ teploty. Po-
dobnÏ p¯i simulaci adiabatickÈ vrstvy vanadovÈho katalyz·to-
ru na oxidaci SO2 nebudeme podle zmÏ¯enÈ konverze oxidu
si¯iËitÈho opravovat sloûenÌ v˝stupnÌho plynu, ale korigujeme
frekvenËnÌ faktor v rychlostnÌ konstantÏ opravn˝m koeficien-
tem Z

k = Z A

tak, aby vypoËten˝ stupeÚ p¯emÏny na v˝stupu z vrstvy kata-
lyz·toru, resp. adiabatick˝ p¯Ìr˘stek teploty byl ve shodÏ se
skuteËnostÌ. PodobnÏ u rektifikaËnÌ kolony mÏnÌme poËet
teoretick˝ch pater nebo i refluxnÌ pomÏr, kter˝ m˘ûe zajistit

p¯ijatelnou shodu v˝sledk˘ s realitou, byù se bude liöit od
p˘vodnÏ zadanÈ hodnoty.

4 . 6 . A k t u a l i z a c e s i m u l a Ë n Ì h o m o d e l u
a j e h o d a l ö Ì v y u û Ì v · n Ì

Vzhledem k n·klad˘m vynaloûen˝m na vytvo¯enÌ simu-
laËnÌho modelu je û·doucÌ, aby byl i po splnÏnÌ stanoven˝ch
cÌl˘ d·le vyuûÌv·n. K tomu je t¯eba zajistit, aby dostateËnÏ
p¯esnÏ zobrazoval skuteËn˝ stav v˝robny. Vzhledem k neust·-
l˝m zmÏn·m v chemick˝ch v˝robn·ch (dÌlËÌ rekonstrukce,
v˝mÏny apar·t˘, provoznÌ vlivy jako je zmÏna aktivity kataly-
z·tor˘, zan·öenÌ v˝mÏnÌk˘, koroze apod.) je proto nutnÈ, aby
byl model pr˘bÏûnÏ aktualizov·n a jeho aktu·lnÌ stav doku-
mentov·n. Z organizaËnÌho hlediska je vhodnÈ, aby pro ˙drû-
bu a spr·vu modelu byl urËen jeden zodpovÏdn˝ pracovnÌk.
Archivace standardnÌ referenËnÌ verze a aktualizovan˝ch verzÌ
vËetnÏ dokumentace vyûaduje urËit˝ ¯·d, kter˝ nez¯Ìdka p¯i-
spÌv· k ˙spÏönosti dalöÌho vyuûÌv·nÌ modelu.

4 . 7 . D a l ö Ì m o û n o s t i v y u û Ì v · n Ì
s i m u l a Ë n Ì c h p r o g r a m ˘

SimulaËnÌ programy poskytujÌ v˝znamnÈ moûnosti i v dal-
öÌch oblastech chemie. Jedn· se mj. o tyto oblasti:

Re·lnÈ chov·nÌ tekutin ñ pomocÌ model˘ proud˘ nebo
nap¯. nÏkter˝ch model˘ v˝mÏnÌk˘ lze sledovat, jak se mÏnÌ
stavovÈ  vlastnosti danÈ smÏsi  v  z·vislosti  na  jejÌm  stavu
a sloûenÌ a podle v˝bÏru stavovÈ rovnice.

Termochemie ñ prakticky celou ji lze studovat pomocÌ
modelu adiabatickÈho stechiometrickÈho reaktoru.

F·zovÈ rovnov·hy ñ modely rovnov·ûn˝ch destilacÌ a nÏ-
kter˝ch v˝mÏnÌk˘ jsou vhodnÈ pro sledov·nÌ dvouf·zov˝ch
(kapalinañp·ra) nebo  t¯Ìf·zov˝ch (kapalinañkapalinañp·ra)
rovnov·h re·ln˝ch smÏsÌ tekutin v z·vislosti na vlastnostech
vstupnÌch proud˘ a parametrech modelu jednotkovÈ operace.
Pro systÈmy s vÌce kapaln˝mi f·zemi je moûno pouûÌt model
rovnov·ûnÈho reaktoru zaloûen˝ na minimalizaci celkovÈ Gibb-
sovy energie systÈmu.

ChemickÈ rovnov·hy ñ pro modelov·nÌ chemick˝ch rov-
nov·h v homogennÌch a vÌcef·zov˝ch soustav·ch i je moûno
rovnÏû pouûÌt model rovnov·ûnÈho reaktoru. Je moûno nasta-
vovat mnoûstvÌ vybran˝ch slouËenin ve v˝stupnÌch proudech,
inertnÌ slouËeniny, teplotnÌ rozsah pro celkovou rovnov·hu
systÈmu nebo pro jednotlivÈ reakce a sledovat jejich vliv na
sloûenÌ a dalöÌ vlastnosti v˝stupnÌch proud˘.

5. Z·vÏr

SimulaËnÌ programy se neust·le zdokonalujÌ. BÏûnÏ vy-
uûÌvajÌ uûivatelskÈ rozhranÌ MS Windows, zahrnujÌ stacion·r-
nÌ a dynamickou simulaci v jednom celku, rozöi¯ujÌ se knihov-
ny model˘ (nap¯. o apar·ty na zpracov·nÌ tuhÈ f·ze) atd.
Budoucnost majÌ komplexnÌ systÈmy umoûÚujÌcÌ v˝voj novÈ-
ho procesu, jeho n·vrh (projekci), simulaci, ekonomickÈ zhod-
nocenÌ a ¯ÌzenÌ procesu. I p¯es neust·lÈ zdokonalov·nÌ simu-
laËnÌch program˘ vöak z˘st·vajÌ nÏkterÈ problÈmy s jejich
vyuûÌv·nÌm stejnÈ a je t¯eba jim vÏnovat pozornost, aby v˝-
sledky v˝poËt˘ byly hodnovÏrnÈ a cel· simulace byla ekono-
micky efektivnÌ. Snad k tomu p¯ispÏje i tato pr·ce.
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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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5. Z·vÏr

1. LegislativnÌ poûadavky kladenÈ na Ëokol·du

KakaovÈ m·slo tvo¯Ì podstatnou Ë·st Ëokol·dy, Ëokol·do-
v˝ch polev a Ë·steËnÏ i kakaovÈho pr·öku. »okol·da je potra-
vin·¯sk˝ v˝robek, kter˝ m· po celÈm svÏtÏ aû na malÈ odchyl-
ky stejnÈ sloûenÌ. TÈmÏ¯ neexistujÌ n·rodnÌ modifikace a tu-
dÌû ho¯k· Ëokol·da, mlÈËn· Ëokol·da, p¯ÌpadnÏ ho¯komlÈËn·
a smetanov·, jsou termÌny zn·mÈ z¯ejmÏ v kaûdÈm jazyce.

Kdyû byla v 70. letech vytv·¯ena v EvropskÈ unii potravi-
n·¯sk· legislativa, potom prvnÌ pr·vnÌ smÏrnice Ë. 73/241/
EHS (cit.1) byla vypracov·na a schv·lena pr·vÏ pro Ëokol·du.
Byly stanoveny minim·lnÌ hodnoty kakaov˝ch souË·stÌ a ma-
xim·lnÌ hodnoty sacharosy v ho¯kÈ Ëokol·dÏ a stejnÈ parame-
try vËetnÏ mlÈËn˝ch souË·stÌ v mlÈËnÈ Ëokol·dÏ. Kakaov˝mi
souË·stmi se myslÌ tukuprost· kakaov· suöina a kakaovÈ m·-
slo. V tÈto smÏrnici se hovo¯ilo o tom, ûe nenÌ povolen do
Ëokol·d p¯Ìdavek rostlinn˝ch tuk˘ jin˝ch neû kakaovÈ m·slo.
Platnost smÏrnice v tomto bodÏ byla derogov·na na jednotlivÈ
st·ty unie. Takûe v tÏch zemÌch, kde n·hrady kakaovÈho m·sla
v Ëokol·dÏ byly povoleny (nap¯. Velk· Brit·nie), se Ëokol·da

vyr·bÏla podle st·vajÌcÌch receptur, ale nebylo moûnÈ tyto
v˝robky prod·vat jako Ëokol·du do zemÌ, kde n·hrady povo-
leny nebyly (nap¯. NÏmecko).

Od roku 1973, kdy smÏrnice Ë. 73/241/EHS veöla v plat-
nost, byly vedeny odbornÈ a pr·vnickÈ diskuse o tom, zda
p¯Ìdavek dalöÌch rostlinn˝ch tuk˘ m˘ûe nebo nem˘ûe b˝t
povolen. Pro p¯Ìdavek dalöÌch rostlinn˝ch tuk˘ hovo¯ila sku-
teËnost, ûe tyto tuky mohou vhodnÏ ovlivÚovat reologickÈ
chov·nÌ a skladovatelnost Ëokol·dov˝ch hmot a Ëokol·do-
v˝ch v˝robk˘. Proti p¯Ìdavku dalöÌch rostlinn˝ch tuk˘ hovo¯i-
la pr·vnick· jednoznaËnost st·vajÌcÌ definice Ëokol·dy a oba-
va, ûe povolenÌ n·hrad povede k dalöÌmu povolov·nÌ n·hrad.

Teprve 15. b¯ezna 2000 ukonËila Evropsk· unie tuto tÈmÏ¯
t¯icetiletou debatu a povolila 5 % p¯Ìdavku rostlinn˝ch tuk˘
do Ëokol·d. St·ty EvropskÈ unie jsou povinny do 36 mÏsÌc˘
toto rozhodnutÌ vËlenit do souËasnÈ potravin·¯skÈ legislativy.
NicmÈnÏ v˝robce m˘ûe s·m rozhodnout zda bude p¯id·vat
n·hradu kakaovÈho m·sla. Informace o p¯Ìdavku se musÌ
objevit na obalu.

»esk˝ z·kon o potravin·ch2 se ve svÈ vyhl·öce 334, oddÌl 5,
ß22 v mnohÈm p¯ipomÌn· EU smÏrnici. Jako u û·dnÈ dalöÌ po-
traviny, je v p¯Ìloze Ë. 8 provedeno ËlenÏnÌ Ëokol·d a Ëokol·do-
v˝ch cukrovinek na druhy, skupiny a podskupiny a v p¯Ìloze
Ë. 9 jsou jednoznaËnÏ definov·ny minim·lnÌ a maxim·lnÌ hod-
noty sloûenÌ jednotliv˝ch typ˘ Ëokol·d a Ëokol·dov˝ch polev.

V tabulce I jsou uvedeny z·kladnÌ analytickÈ hodnoty
vybran˝ch typ˘ Ëokol·d a Ëokol·dov˝ch polev. »okol·dami

Tabulka I
VybranÈ chemickÈ poûadavky na jakost Ëokol·d v hmotnost-
nÌch % vztaûen˝ch na suöinu2

V˝robek KakaovÈ Kakaov· suöina Sacharosa
m·slo3 tukuprost· 3 celkov·3 vËetnÏ

[%] [%] [%] n·hrad cukr˘
[%]

»okol·da
ho¯k· ≥18 ≥14 ≥35 ñ
mlÈËn· ñ ≥2,5 ≥25 ≤55
bÌl· ≥18 ≤0,5 ≥18 ≤55

Tabulka II
P¯Ìklad recepturnÌho sloûenÌ ho¯kÈ, mlÈËnÈ a bÌlÈ Ëokol·dy

Surovina »okol·da
ho¯k· mlÈËn· bÌl·

Kakaov· hmota 46,7 11,8 ñ
KakaovÈ m·slo 7,3 20,0 35
Sacharosa 45,5 43,1 40
SuöenÈ mlÈko odtuËnÏnÈ ñ 24,0 20
Lecitin 0,5 0,5 0,5
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se rozumÌ hlavnÏ tabulkovÈ Ëokol·dy a Ëokol·dovou polevou
se rozumÌ hmota, ze kterÈ se vyr·bÌ Ëokol·dovÈ cukrovinky
formovanÈ (nap¯. viönÏ v Ëokol·dÏ) a m·ËenÈ (nap¯. rumovÈ
pralinky). SloûenÌ Ëokol·d a Ëokol·dov˝ch polev se podstatnÏ
neliöÌ.

V tabulce II je uvedeno recepturnÌ sloûenÌ t¯Ì typ˘ Ëokol·d.
Z tabulky je z¯ejmÈ, ûe se do Ëokol·dov˝ch hmot p¯id·v·
kakaovÈ m·slo. PraûenÌm, drcenÌm, odstranÏnÌm rozdrcen˝ch
slupek a mletÌm kakaovÈ drti vznik· kakaov· hmota, kter·
neobsahuje kakaovÈ slupky. Kakaov· hmota je meziproduk-
tem p¯i v˝robÏ Ëokol·d nebo kakaovÈho pr·öku a kakaovÈho
m·sla. Lisov·nÌm kakaovÈ hmoty se zÌsk· kakaovÈ m·slo
a kakaovÈ pokrutiny, kterÈ se melou na kakaov˝ pr·öek. Od-
lisovanÈ kakaovÈ m·slo se pouûÌv· zejmÈna do receptur Ëoko-
l·d. Popt·vka po kakaovÈm m·sle je vyööÌ neû celosvÏtov·
v˝roba, coû je jeden z d˘vod˘, proË se pouûÌvajÌ jeho n·hrady.
N·hradami, vyroben˝mi tzv. na mÌru, se dajÌ ovlivÚovat tech-
nologickÈ vlastnosti Ëokol·d a Ëokol·dov˝ch polev. To zna-
men·, ûe je moûno ovlivÚovat viskozitu hmot a odolnost v˘Ëi
tukovÈmu v˝kvÏtu. D˘leûit· je takÈ ot·zka cen n·hrad. N·-
hrady kakaovÈho m·sla jsou obecnÏ levnÏjöÌ ve  srovn·nÌ
s kakaov˝m m·slem. Cena n·hrady z·leûÌ na jejÌ surovinÏ,
typu n·hrady a celkovÈ hospod·¯skÈ situaci ve svÏtÏ.

2. Definice n·hrad kakaovÈho m·sla

Pokud se n·hrady do Ëokol·d a Ëokol·dov˝ch polev p¯id·-
vajÌ, pak nast·v· ot·zka jejich stanovenÌ. N·hrady kakaovÈho
m·sla je pestr· skupina tuk˘, kter· se vyr·bÌ z r˘zn˝ch olejna-
t˝ch surovin. SpoleËnÈ majÌ n·hrady to, ûe se musÌ co nejvÌce
blÌûit sv˝m sloûenÌm kakaovÈmu m·slu, aby byly zajiötÏny
stejnÈ fyzik·lnÌ vlastnosti a tÌm i technologickÈ chov·nÌ.

I kdyû se procentickÈ zastoupenÌ jednotliv˝ch acylglyce-
rol˘ liöÌ podle p˘vodu kakaovÈho m·sla, existuje urËit· z·ko-
nitost v jeho struktu¯e. Pro triacylglycerolovou strukturu ka-
kaovÈho m·sla je charakteristickÈ, ûe druhÈ postavenÌ v tri-
acylglycerolu je vÏtöinou obsazenÈ nenasycen˝mi mastn˝mi
kyselinami. NasycenÈ mastnÈ kyseliny se vÏtöinou nach·zejÌ
v postavenÌ 1 a 3. SloûenÌ triacylglycerolu je n·zornÈ z n·sle-
dujÌcÌho schÈmatu

1CH2ñS nebo P
|

2CHñO nebo L
|

3CH2ñS nebo P

kde S je kyselina stearov·, P je kyselina palmitov·, O je
kyselina olejov·, L je kyselina linolov·.

Kyseliny  palmitov·, stearov·, olejov· a linolov· tvo¯Ì
zhruba 95 % vöech kyselin v kakaovÈm m·sle. V menöÌm
mnoûstvÌ se vyskytujÌ kyseliny myristov·, linolenov·, aracho-
v· a behenov·. Pr˘mÏrnÈ sloûenÌ triacylglycerol˘ v kakaovÈm
m·sle je patrnÈ z p¯ehledu v tabulce III.

KakaovÈ m·slo je polymorfnÌ, tedy krystalizuje v mnoho-
stÏnech odliönÈho tvaru. V p¯ÌpadÏ kakaovÈho m·sla jsou jeho
polymorfickÈ vlastnosti d·ny polymorfickou povahou p¯evl·-
dajÌcÌch frakcÌ kakaovÈho m·sla, tj. triacylglycerol˘ POP,
POS a SOS. U kakaovÈho m·sla je polyformismus zp˘soben
r˘zn˝mi moûnostmi stoËenÌ a podÈln˝ch uskupenÌ ¯etÏzc˘
mastn˝ch kyselin.

Tabulka III
SloûenÌ triacylglycerol˘ v kakaovÈm m·sle21

PoËet uhlÌk˘ Obsah Triacylglycerola

v triacylglycerolu [%]

0,3ñ0,5 PPP, POM
50 15,2ñ22,7 POP, PPS, MOS
52 45,4ñ47,1 POS, POO, PSS
54 28,0ñ38,0 SOS, SOO, POA, SSS, OOO
48 1,4ñ1,6 SOA, SSA
68 0,1ñ0,4 AOA

a M ñ kyselina myristov· (14:0), P ñ kyselina palmitov· (16:0),
S ñ kyselina stearov· (18:0) A ñ kyselina arachidonov· (20:0),
O ñ kyselina olejov· (18:1), linolov· (18:2) nebo linolenov·
(18:3)

Tabulka IV
P¯ehled krystalick˝ch forem kakaovÈho m·sla

Krystalick· Bod t·nÌ Systematick· Krystalick·
forma [∞C] nomenklatura struktura

I 17,3 β3 (sub α)(γ) ñ
II 23,3 α-2 hexagon·lnÌ
III 25,5 β2-2 ortorombick·
IV 27,5 β1-2 ortorombick·
V 33,8 β2-3 triklinick·
VI 36,2 β1-3 triklinick·

KakaovÈ m·slo krystalizuje v öesti krystalick˝ch form·ch,
kterÈ b˝vajÌ oznaËov·ny ¯Ìmsk˝mi ËÌslicemi I aû VI nebo jako
u ostatnÌch triacylglycerol˘ ¯eck˝mi pÌsmeny (tab. IV). Ozna-
ËenÌ ¯eck˝mi pÌsmeny se v jednotliv˝ch publikacÌch mÌrnÏ liöÌ,
poslednÌ dvÏ formy b˝vajÌ jednoduöeji oznaËov·n jako β-V
a β-VI. Z tabulky je patrnÈ, ûe mÈnÏ stabilnÌ formy majÌ niûöÌ
bod t·nÌ. NejkratöÌ ûivotnost m· γ forma, kter· rychle p¯ech·zÌ
na α formu.

Proces krystalizace kakaovÈho m·sla probÌh· v nÏkolika
stupnÌch. IndukËnÌ perioda je n·sledov·na nukleacÌ a potom
r˘stem krystal˘ a koneËnÏ doch·zÌ k vytvo¯enÌ pevnÈho stavu.
DÈlka jednotliv˝ch period velmi z·visÌ na teplotÏ tekutÈ hmo-
ty. P¯i temperaci Ëokol·dov˝ch hmot, coû je d˘leûit˝ technol-
gick˝ krok p¯i v˝robÏ Ëokol·dy, probÌhajÌ vöechny f·ze po-
stupnÈ krystalizace kakaovÈho m·sla. Pr·vÏ technologicky
spr·vnÏ veden· temperace, tj nukleace a krystalizace kakao-
vÈho m·sla v Ëokol·dovÈ hmotÏ, chlazenÌ a potom skladov·nÌ
Ëokol·d p¯i teplot·ch kolem 18 ∞C zaruËÌ dokonal˝ lesk Ëoko-
l·d. St·l· modifikace β-V vznikl· p¯i temperaci pozvolna
p¯ech·zÌ na formu β-VI, coû je dlouhodob˝ proces, ke kterÈmu
doch·zÌ p¯i skladov·nÌ hotovÈho produktu. Dob¯e temperova-
n· Ëokol·da se pozn· podle jemnÈ, zcela homogennÌ struktury,
podmiÚujÌcÌ souËasnÏ jemnou rozpl˝vanou chuù, podle tvrdÈ
konzistence, lasturovitÈho lomu a lesklÈho povrchu.

Tukov˝ v˝kvÏt, coû je öedav˝ povrch Ëokol·d, je d˘kazem
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öpatnÈ temperace, öpatnÈho skladov·nÌ a p¯ÌpadnÏ i nevhod-
n˝m mÌsenÌm jin˝ch tuk˘ s kakaov˝m m·slem.

N·hrady kakaovÈho m·sla se rozdÏlujÌ podle sv˝ch vlast-
nostÌ a moûnostÌ pouûitÌ do dvou hlavnÌch skupin:
1) SmÌsenÌm s kakaov˝m m·slem vznik· soustava, kterou je
nutnÈ temperovat, nebo-li tuky sv˝mi chemicko-fyzik·lnÌmi
vlastnostmi co nejblÌûe kakaovÈmu m·slu (Equivalents CBE,
p¯ÌpadnÏ Improvers CBI).

Tyto tuky lze mÌsit v libovolnÈm pomÏru s kakaov˝m
m·slem, protoûe sloûenÌm triacylglycerol˘ a mastn˝ch kyselin
jsou velmi podobnÈ kakaovÈmu m·slu a tudÌû p¯i tuhnutÌ
poskytujÌ stejnÈ krystalickÈ struktury.

Tyto n·hrady mohou tvo¯it 25 aû 30 % tukovÈ f·ze Ëoko-
l·dovÈ hmoty. Vyr·bÏjÌ se nejËastÏji frakcionacÌ tuk˘ obsahu-
jÌcÌch triacylglyceroly podobnÈ kakaovÈmu m·slu. Jsou to
rostlinnÈ tuky z tropick˝ch rostlin, nap¯. z o¯ech˘ Shea, Illipe
a urËitÈ frakce palmovÈho oleje.

Skupina Equivalents je na trhu uv·dÏna jako tzv. tuky bez
obsahu mastn˝ch kyselin se st¯ednÏ dlouh˝m uhlÌkat˝m ¯etÏz-
cem, p¯edevöÌm kyseliny laurovÈ (12:0).
2) SmÌsenÌm s kakaov˝m m·slem vznik· soustava, kterou
nenÌ nutnÈ temperovat, nebo-li tuky oznaËovanÈ Replacers
(CBR) a Substitutes (CBS).

Tyto tuky jsou Ë·steËnÏ mÌsitelnÈ aû nemÌsitelnÈ s kakao-
v˝m m·slem. Ve smÏsi s nimi ztr·cÌ kakaovÈ m·slo  svÈ
charakteristickÈ vlastnosti polymorfnÌho tuku.

Skupina tuk˘ oznaËovan· Replacers neobsahuje kyselinu
laurovou. Tyto tuky se Ë·steËnÏ mÌsÌ s kakaov˝m m·slem.
Nev˝hodou je nÏkdy pomalejöÌ t·nÌ v ˙stech vyvol·vajÌcÌ
voskovou chuù. V˝robky p¯ipravenÈ z CBR majÌ dobr˝ lesk,
lom, mechanickou odolnost a stabilitu proti oxidaci. N·hra-
dy typu Replacer se vyr·bÏjÌ hydrogenacÌ, transesterifikacÌ
a frakcionacÌ zejmÈna sojovÈho, ¯epkovÈho, palmovÈho nebo
bavlnÌkovÈho oleje.

Skupina tuk˘ oznaËovan· Substitutes obsahuje kyselinu
laurovou a vyr·bÌ se hydrogenacÌ a frakcionacÌ palmoj·drovÈ-
ho a kokosovÈho oleje. N·hrady obsahujÌcÌ kyselinu laurovou
se zaËaly pouûÌvat dÌky dokonalÈ technologii p¯i v˝robÏ tuk˘,
kter· zcela eliminuje aktivitu lipas. P¯Ìtomnost lipas totiû vede
k uvolÚov·nÌ kyseliny laurovÈ, coû je p¯ÌËina m˝dlovÈ chuti
Ëokol·dovÈ polevy. LaurovÈ tuky CBS majÌ ostr˝ bod t·nÌ
(kolem 34 ∞C), rychlÈ t·nÌ a nÌzkou viskozitu v kapalnÈm
stavu. Takûe jsou vhodnÈ k v˝robÏ Ëokol·dov˝ch polev, nap¯.
na mraûenÈ v˝robky.

N·hrady kakaovÈho m·sla typu Replacers nebo Substitu-
tes se liöÌ sv˝mi chemicko-fyzik·lnÌmi vlastnostmi od ËistÈho
kakaovÈho m·sla. LiöÌ se jejich chemickÈ sloûenÌ, UV spektra
a hodnoty absorbance p¯i 270 nm. P¯i technologii je t¯eba db·t
jejich rozdÌln˝ch bod˘ t·nÌ a tuhnutÌ, dilataËnÌch, krystalizaË-
nÌch a reologick˝ch vlastnostÌ.

N·hrady kakaovÈho m·slo, pat¯ÌcÌ do druhÈ skupiny, se
pouûÌvajÌ zejmÈna v receptur·ch Ëokol·dov˝ch polev, kterÈ se
vyr·bÏjÌ z kakaovÈho pr·öku. Pr˘myslov˝ kakaov˝ pr·öek
obsahuje 10 aû 12 % kakaovÈho m·sla, coû je hodnota obsahu
kakaovÈho m·sla, kdy jeötÏ doch·zÌ k jeho mÌsenÌ s n·hradami
Replacer a Substitute a nevznikajÌ technologickÈ potÌûe. »o-
kol·dovÈ polevy vyrobenÈ z kakaovÈho pr·öku jsou urËeny
p¯edevöÌm pro trvanlivÈ peËivo, cukr·¯skÈ v˝robky a mraûenÈ
v˝robky.

3. KvalitativnÌ a kvantitativnÌ stanovenÌ n·hrad

U n·hrad kakaovÈho m·sla, jako u jin˝ch tuk˘, se stano-
vujÌ bÏûnÏ
ñ ËÌslo kyselosti,
ñ peroxidovÈ ËÌslo,
ñ jodovÈ ËÌslo,
ñ obsah voln˝ch mastn˝ch kyselin,
ñ k¯ivky SFC (Solid Fat Content).

UvedenÈ bÏûnÈ analytickÈ hodnoty, s v˝jimkou k¯ivek
SFC, tÏûko mohou urËit o jak˝ typ n·hrady se jedn·. V sou-
ËasnÈ dobÏ vöak spoleËnosti vyr·bÏjÌcÌ n·hrady tuk˘ vûdy
s pr˘vodnÌm listem dod·vajÌ poûadovan· analytick· data, ale
takÈ ˙daj, o jak˝ typ n·hrady se jedn·.

3 . 1 . N u k l e · r n Ì m a g n e t i c k · r e z o n a n c e
a s k a n o v a c Ì d i f e r e n c i · l n Ì
k a l o r i m e t r i e

K¯ivky SFC, tj. k¯ivky tuhnutÌ jsou pro v˝robce n·hrad
kakaovÈho m·sla, ale p¯edevöÌm pro v˝robce Ëokol·d, velmi
d˘leûitÈ. K¯ivky tuhnutÌ Ëist˝ch tuk˘ se vÏtöinou stanovujÌ
pomocÌ nukle·rnÌ magnetickÈ rezonance3 (NMR). K tomu
˙Ëelu se pouûÌvajÌ öirokop·smovÈ p¯Ìstroje, kterÈ mÏ¯Ì rezo-
nanci jader vodÌkov˝ch atom˘ tuk˘ v magnetickÈm poli a sta-
novujÌ podÌl vodÌkov˝ch jader v tekutÈ a pevnÈ f·zi v z·vislosti
na teplotÏ. StejnÈ k¯ivky je moûnÈ urËit pomocÌ diferenci·lnÌ
skanovacÌ kalorimetrie4, avöak prvnÌ zp˘sob je bÏûnÏjöÌ. Na
obr. 1  je typick·  SFC  k¯ivka  kakaovÈho m·sla.  N·hrady
kakaovÈho m·sla musÌ mÌt takovÈ chemickÈ sloûenÌ, aby se
jejich k¯ivka SFC se co nejvÌce blÌûila k¯ivce kakaovÈho
m·sla.

D·le jsou d˘leûitÈ k¯ivky, kterÈ zachycujÌ mÌsitelnost ka-
kaovÈho m·sla s jin˝mi tuky, tak zvanÈ iso-solid diagramy.Obr. 1. K¯ivka tuhnutÌ kakaovÈho m·sla20; x ñ krystalick˝ podÌl
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Tyto k¯ivky zn·zorÚujÌ z·vislost obsahu pevnÈ f·ze ve smÏsi
dvou tuk˘ na teplotÏ a sloûenÌ smÏsi (obr. 2).

K¯ivky SFC se pouûÌvajÌ k identifikaci kakaovÈho m·s-
la, jeho n·hrad a smÏsÌ kakaovÈho m·sla s n·hradami. Studu-
jÌ se moûnostÌ mÌsenÌ nov˝ch tuk˘ a tudÌû jejich technolo-
gickÈ moûnosti5ñ8. Tyto techniky vöak nebyly zatÌm pouûity
k anal˝ze tukovÈ f·ze Ëokol·dov˝ch v˝robk˘ a tudÌû k identi-
fikaci, zda bylo nebo nebylo  pouûito  n·hrady kakaovÈho
m·sla.

3 . 2 . R e n t g e n o v · d i f r a k c e

Rentgenov· difrakce je vyuûÌv·na ke studiu krystalick˝ch
forem kakaovÈho m·sla, n·hrad a chemicky Ëist˝ch triacylgly-
cerol˘9. Tato metoda ve spojenÌ s metodami stanovujÌcÌmi
krystalick˝ podÌl m· uplatnÏnÌ p¯i stanovenÌ technologick˝ch

vlastnostÌ n·hrad a jejich smÏsÌ s kakaov˝m m·slem5. K iden-
tifikaci n·hrad kakaovÈho m·sla v Ëokol·d·ch se doposud
nevyuûÌv·.

3 . 3 . C h r o m a t o g r a f i c k È m e t o d y

ChromatografickÈ metody majÌ p¯i anal˝ze kakaovÈho
m·sla a jeho n·hrad ¯adu aplikacÌ. P¯ehledem chromatografic-
k˝ch a dalöÌch metod se zab˝v· oböÌrn˝ Ël·nek autor˘ Lippa
a Anklama10. UplatÚujÌ se jak plynov· chromatografie triacyl-
glycerol˘ a deriv·t˘ mastn˝ch kyselin, tak kapalinov· chro-
matografie.

3 . 4 . P l y n o v · c h r o m a t o g r a f i e

Velmi d˘leûitou pracÌ je studie Padleye a Timmse11, kte¯Ì
na n·plÚovÈ kolonÏ s f·zÌ 3 % OV1 separovali triacylglyceroly
kakaovÈho m·sla a jeho n·hrad. Dok·zali, ûe pro kakaov·
m·sla z r˘zn˝ch pÏstitelsk˝ch oblastÌ existuje line·rnÌ z·vis-
lost mezi obsahem triacylglycerol˘ s poËtem uhlÌk˘ 50 (C50)
a poËtem uhlÌk˘ 54 (C54). Statisticky ovÏ¯ili, ûe n·hrady leûÌ
mimo interval spolehlivosti tÈto z·vislosti. PodobnÈ v˝sledky
uve¯ejnily tÈmÏ¯ o 20 let pozdÏji autorky Minim a Cecchi12,
kterÈ separovaly triacylglyceroly na kapil·rnÌ kolonÏ 25 m
dlouhÈ a smoËenÈ f·zÌ TAP-CB (Chrompack).

DalöÌ auto¯i, Simoneau, Hannaert a Anklam13, separovali
triacylglyceroly na kapil·rnÌ kolonÏ 50 m dlouhÈ a smoËenÈ
f·zÌ 5 % polymethylfenylsiloxanem. Korelovali obsah jednot-
liv˝ch triacylglycerol˘ navz·jem a zÌskali statisticky v˝znam-
nÈ z·vislosti pro kakaovÈ m·slo, p¯iËemû n·hrady leûely opÏt
mimo intervaly spolehlivosti.

ProblÈm z˘st·va v tom, ûe uvedenÈ metody jsou ovÏ¯eny
na modelov˝ch systÈmech. U re·ln˝ch vzork˘, to znamen·
tukovÈ sloûky izolovanÈ z Ëokol·dy, je moûnÈ pouze prok·zat
p¯Ìdavek a typ n·hrady, ale nenÌ moûnÈ urËit konkrÈtnÌ n·hra-
du a s dostateËnou p¯esnostÌ obsah n·hrady.

3 . 5 . K a p a l i n o v · c h r o m a t o g r a f i e

V poslednÌch deseti letech se kapalinov· chromatografie
k anal˝ze kakaovÈho m·sla a jeho n·hrad tÈmÏ¯ nevyuûÌv·.
Pr·ce poch·zejÌcÌ z 80. let vÏtöinou studujÌ moûnosti kapali-
novÈ chromatografie p¯i stanovenÌ sloûenÌ jedl˝ch tuk˘ a ne-
jsou p¯Ìmo zaloûeny pouze na anal˝ze kakaovÈho m·sla a jeho
n·hrad. Avöak v roce 1991 uve¯ejnil Hern·ndez a spol.14 pr·ci,
ve kterÈ pomocÌ kapalinovÈ chromatografie s mobilnÌ f·zÌ
propionitrilem stanovil obsah hlavnÌch triacylglycerol˘ v ka-
kaovÈm m·sle v kakaov˝ch bobech z r˘zn˝ch pÏstitelsk˝ch
oblastÌ ve svÏtÏ. Na z·kladÏ tÏchto v˝sledk˘ bylo moûnÈ
kakaovÈ boby za¯adit do skupin, kterÈ odpovÌdaly pÏstitel-
sk˝ch oblastem kakaovnÌku.

3 . 6 . S p e k t r · l n Ì m e t o d y

Anklam a spol.15 se pokusili rozliöit kakaov· m·sla a dalöÌ
rostlinnÈ tuky po jejich pyrol˝ze hmotnostnÌ spektroskopiÌ.
HmotnostnÌ spektra byla vyhodnocena pomocÌ neuronov˝ch
sÌtÌ a poda¯ilo se odliöit kakaovÈ m·slo od ostatnÌch rostlin-
n˝ch tuk˘. Tuto techniku nenÌ vöak moûnÈ pouûÌt samostatnÏ
k urËenÌ n·hrady v Ëokol·dovÈm v˝robku. BlÌzk· infraËerven·
spektroskopie se spÌöe pouûÌv· ke sledov·nÌ urËit˝ch techno-
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Obr. 2. MÌsitelnost kakaovÈho m·sla s n·hradami (x, % = obsah
krystalickÈ sloûky); a ñ mÌsiteln· n·hrada, b ñ n·hrada mÌsiteln· jen
p¯i nÌzkÈm obsahu kakaovÈho m·sla21
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logick˝ch krok˘, jako je nap¯. temperace16. FTIR spektrosko-
pie zase nach·zÌ uplatnÏnÌ p¯i strukturnÌ anal˝ze triacylglyce-
rol˘ ve spojenÌ s jejich krystalick˝mi formami17.

KakaovÈ m·slo m· p¯irozenÏ velmi nÌzk˝ obsah mastn˝ch
kyselin s trans-vazbami, kterÈ majÌ svoji odezvu v infraËerve-
nÈm spektru. V tÈto pr·ci se pokusÌme na z·kladÏ interpretace
infraËerven˝ch spekter identifikovat n·hrady typu ekvivalent
v modelovÈ smÏsi s kakaov˝m m·slem. K tomu ˙Ëelu byly
p¯ipraveny modelovÈ smÏsi kakaovÈho m·sla izolovanÈho
z kakaov˝ch bob˘ z Pob¯eûÌ slonoviny s n·hradami, kterÈ se
v receptur·ch Ëokol·d nebo Ëokol·dov˝ch polev pouûÌvajÌ.
Z obr·zk˘ 3 a 4 je z¯ejmÈ, jak dalece se liöÌ obsah mastn˝ch
kyselin v kakaovÈm m·sle ze t¯Ì svÏtov˝ch pÏstitelsk˝ch ob-
lastÌ (1. Afrika, 2. SevernÌ, St¯ednÌ a JiûnÌ Amerika, 3. Asie
a Oce·nie) a v jednotliv˝ch n·hrad·ch. Vzhledem k tomu, ûe
Pob¯eûÌ slonoviny je nejvÏtöÌm producentem kakaov˝ch bob˘
na svÏtÏ (42,5 % svÏtovÈ produkce v sezÛnÏ 1997/98) (cit.22),
bylo kakaovÈ m·slo izolovanÈ z kakaov˝ch bob˘ z Pob¯eûÌ
slonoviny pouûito jako standard k identifikaci n·hrad kakao-
vÈho m·sla pomocÌ blÌzkÈ infraËervenÈ spektroskopie. K p¯Ì-
pravÏ modelov˝ch smÏsÌ n·hrad s kakaov˝m m·slem z Pob¯e-
ûÌ slonoviny byly pouûity tuky, kterÈ se jako ekvivalenty bÏûnÏ
pouûÌvajÌ.

4. P¯Ìklady

4 . 1 . P ¯ Ì p r a v a v z o r k ˘

ModelovÈ smÏsi byly p¯ipraveny roztavenÌm a homogeni-
zacÌ n·hrad typu Equivalent a kakaovÈho m·sla. Obsah n·hra-
dy ve smÏsi byl 5, 10, 15, 20, 25, 50, 75 a 100 %. a n·hrady
jsou oznaËeny pÌsmeny A, B, C, D a E (v˝robci ñ Aarhurs
Oliefabrik, Karlshamns a Vamo Fuji).

Ze t¯Ì komerËnÌch vzork˘ zakoupen˝ch v obchodnÌ sÌti
s ho¯kou Ëokol·dovou polevou byl tuk z polevy izolov·n
extrakcÌ petroletherem18.
Vzorek: 1 ñ LedovÈ kaötany, tyËinka NestlÈ »okol·dovny a.s.

2 ñ Pomy, pektinovÈ ûelÈ s chutÌ pomeranËe m·ËenÈ
v ho¯kÈ Ëokol·dÏ, tyËinka NestlÈ »okol·dovny a.s.
3 ñ Rumby ñ m·ËenÈ cukrovinky s rumovou p¯ÌchutÌ,
Jacobs Suchard Figaro.

4 . 2 . S t a n o v e n Ì o b s a h u m a s t n ˝ c h k y s e l i n

Obsah mastn˝ch kyselin v vzorcÌch kakaovÈho m·sla a je-
ho n·hrad byl stanoven po hydrol˝ze tuku18 a methylaci19 na
plynovÈm chromatografu GC 6890, Hewllet Packard s FID za
tÏchto podmÌnek:
Kapil·rnÌ kolona: HP ñ INNOWax, HP 19091a ñ 213, poly-

ethylen glykol, Hewllet Packard dÈlka 30,0 m, vnit¯nÌ
pr˘mÏr 320,0 µm, tlouöùka filmu 0,50 µm

TeplotnÌ program: poË·teËnÌ teplota 120 ∞C, n·r˘st teploty
10 ∞C.minñ1, koneËn· teplota 240 ∞C

Nosn˝ plyn: atestovan˝ dusÌk, pr˘tok N2 0,7 ml.minñ1

N·st¯ik: teplota 220 ∞C, split 1:30, automatick˝ d·vkovaË,
n·st¯ik 1 µl

Detektor: teplota 280 ∞C, pr˘tok vodÌku 30,0 ml.minñ1,
pr˘tok vzduchu 400,0 ml.minñ1, makeup (dusÌk) 25,0 ml.minñ1

Obsah mastn˝ch kyselin se vyjad¯uje jako pomÏr plochy
pÌku danÈ mastnÈ kyseliny k celkovÈ ploöe vöech pÌk˘ v (%).

4 . 3 . A n a l ˝ z a k a k a o v È h o m · s l a
a j e h o n · h r a d p o m o c Ì F T I R
s p e k t r o s k o p i e

Pro mÏ¯enÌ ve st¯ednÌ infraËervenÈ oblasti byly tuky a je-
jich smÏsi zah¯·ty nad 60 ∞C, aby doölo k roztavenÌ vöech
triacylglycerol˘, a ¯·dnÏ zhomogenizov·ny. Takto p¯ipraven˝
vzorek se nan·öel p¯Ìmo na ATR krystal.

InfraËerven· spektra byla zaznamenan· pomocÌ FTIR
spektrometru NICOLET 740 s detektorem TGS a dÏliËem
paprsku KBr, apodizace: Happ ñ Genzel

Pro smÏsi n·hrad s kakaov˝m m·slem byl pouûit n·stavec
pro horizont·lnÌ ATR s krystalem ze ZnSe. ⁄hel mezi paprs-
kem a povrchem krystalu byl 45∞. Krystal spektrometru byl
ofukov·n, aby se snÌûily vlivy atmosfÈrickÈho oxidu uhliËitÈ-
ho a vodnÌ p·ry.

Bylo mÏ¯eno absorbanËnÌ spektrum vzorku ve spektr·lnÌm
rozsahu 4000 cmñ1ñ600 cmñ1 p¯i rozliöenÌ 4 cmñ1. PoËet aku-
mulacÌ 256.

Spektrometr NICOLET 740 je vybaven softwarem Omnic
4,0, spektra a jejich druhÈ derivace vöak byly zpracov·ny
programem Origin 6.

4 . 4 . V y h o d n o c e n Ì p o s t u p u

Anal˝zou infraËerven˝ch spekter kakaovÈho m·sla z Po-
b¯eûÌ slonoviny a vöech pÏti n·hrad bylo zjiötÏno, ûe nejvÏtöÌ
rozdÌl se nach·zÌ u vlnoËtu 966,4 cmñ1, tj. v oblasti, kde
absorbujÌ dvojnÈ trans-vazby. VyhodnocenÌ se zakl·dalo na
tom, ûe byly porovn·ny vzd·lenosti (∆h) na tomto vlnoËtu
mezi spektrem kakaovÈho m·sla (obr. 5) a spektrem modelo-
v˝ch smÏsÌ. Obsah n·hrady ve smÏsi byl 5 aû 100 %, spektra
smÏsÌ s  niûöÌm  obsahem  n·hrad  nemohla b˝t v  d˘sledku
velkÈho öumu pouûita.

Obr. 3. Obsah (%) vybran˝ch mastn˝ch kyselinv kakaovÈm m·sle
z r˘zn˝ch pÏstitelsk˝ch zemÌ; Ghana, Equador, P. slo-
noviny, IndonÈsie

Obr. 4. Obsah (%) mastn˝ch kyselin v n·hrad·ch (Equivalents)
kakaovÈho m·sla;      n·hrada A, B, C, D, E
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Tabulka V
Parametry kalibraËnÌch p¯Ìmek

Typ Max ∆h SmÏrnice KorelaËnÌ
n·hrady p¯Ìmky 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
V˝poËet p¯Ìdavku n·hrad typu Equivalent u t¯Ì vzork˘ ho¯k˝ch
polev

Vzorek ∆h Obsah CBE [%]

A B C D E

1 8,436 ñ ñ ñ ñ ñ
2 1,424 26,17 19,87 67,36 48,40 58,96
3 10,029 ñ ñ ñ ñ ñ

Z·vislost mezi obsahem jednotlivÈ n·hrady ve smÏsi c (%)
a vzd·lenostÌ ∆h (AU) na spektru byla vyhodnocena line·rnÌ
regresÌ a vypoËtenÈ parametry kalibraËnÌch p¯Ìmek jsou shr-
nuty v tabulce V.

∆h = k . c

kde k je smÏrnice p¯Ìmky.
NejlepöÌch statistick˝ch v˝sledk˘ pro kalibraci bylo dosa-

ûeno u n·hrady B (obr. 5, tabulka V.). KorelaËnÌ koeficient R
byl roven 0,999, coû ukazuje na v˝znamnou funkËnÌ z·vislost
∆h na obsahu n·hrady kakaovÈho m·sla ve smÏsi. Tyto stati-
sticky v˝znamnÈ parametry kalibraËnÌ k¯ivky jsou d·ny po-
mÏrnÏ velkou odliönostÌ sloûenÌ n·hrady B od kakaovÈho
m·sla (viz obr. 3 a 4).

Z druh˝ch derivacÌ spekter tukovÈho podÌlu vyextrahova-

nÈho z Ëokol·dov˝ch polev t¯Ì komerËnÌch v˝robk˘ 1, 2 a 3 byly
opÏt v oblasti vlnoËtu 966,4 cmñ1 odeËteny vzd·lenosti od
spektra kakaovÈho m·sla. InfraËerven· spektra byla pouûita
k identifikaci trans-vazeb a zjiötÏnÌ ∆h. KalibraËnÌ p¯Ìmky v ta-
bulce V slouûily k v˝poËtu obsahu n·hrady kakaovÈho m·sla.

»okol·dovÈ hmoty nebo polevy mohou obsahovat aû 34
aû 40 % tuku, potom n·hrada typu Equivalent, kter· se p¯id·v·
do receptury do 5 %, m˘ûe tvo¯it 12 aû 15 % tuku.

Hodnoty ∆h u vzork˘ 1 a 3 byly mimo rozsah kalibraËnÌch
hodnot a pouze u vzorku 2 a n·hrady B zjiötÏn˝ obsah se blÌûÌ
p¯edpokl·danÈ hodnotÏ (tab. VI). Tato skuteËnost je z¯ejmÏ
zp˘sobena hlavnÏ tÌm, ûe vzorky 1 a 2 obsahovaly tukovou
n·plÚ, kter· se vyr·bÌ z n·plÚov˝ch tuk˘ a ty mohou obsahovat
vÌce nenasycen˝ch trans-vazeb. »okol·dov· poleva m˘ûe b˝t
pak do urËitÈ mÌry n·plÚov˝mi tuky kontaminov·na. D·le p¯i
v˝robÏ Ëokol·dov˝ch polev na vybran˝ch vzork·ch mohly b˝t
pouûity jinÈ tuky typu Equivalent neû ty, kterÈ byly ovÏ¯ov·ny.
NicmÈnÏ je moûnÈ pouûÌt namÏ¯en· infraËerven· spektra k d˘-
kazu, ûe bylo pouûito n·hrad kakaovÈho m·sla.

5. Z·vÏr

»l·nek byl naps·n s ˙myslem p¯ispÏt do öiröÌ diskuse
o n·hrad·ch tuk˘ a cukr˘ v potravin·ch. Tuky a cukry jsou
nahrazov·ny v potravin·ch z r˘zn˝ch d˘vod˘, zdravotnÌch,
energetick˝ch, ekonomick˝ch a technologick˝ch. »okol·dy,
jako legislativnÌ pojem, pat¯ily mezi v˝jimeËnÈ potraviny, kdy
se tradiËnÏ nepouûÌvaly û·dnÈ n·hrady. V souËasnÈ dobÏ, kdyû
je povolen p¯Ìdavek n·hrad kakaovÈho m·sla typu Equivalent
do 5 % v Ëokol·dÏ, je d˘leûitÈ najÌt metodu, kter· by tento
p¯Ìdavek identifikovala i kvantitativnÏ stanovila. Vzhledem
k tomu, ûe kakaovnÌk se pÏstuje v r˘zn˝ch oblastech ZemÏ,
nem· kakaovÈ m·slo stejnÈ sloûenÌ. NavÌc svÏtov˝ch v˝robc˘
n·hrad typu Equivalent je takÈ ¯ada a n·hrady se sv˝m sloûe-
nÌm takÈ mÌrnÏ liöÌ. TudÌû je tento analytick˝ problÈm sloûit˝
a doposud se zejmÈna chromatografick˝mi metodami poda¯ilo
vypracovat postupy, kterÈ umoûnÌ identifikovat n·hradu a za-
¯adit ji do urËitÈ skupiny n·hrad (Equivalent, Replacer a Sub-
stitute). Tyto postupy jsou doposud ovÏ¯eny p¯edevöÌm na
modelov˝ch smÏsÌch a stanovit skuteËn˝ obsah n·hrady se
zatÌm nepoda¯ilo stanovit. S tÌmto zjiötÏnÌm jsou v souladu
naöe Ë·steËnÈ v˝sledky, kdy se pomocÌ st¯ednÌ infraËervenÈ
spektroskopie poda¯ilo n·hradu kakaovÈho m·sla prok·zat,
avöak nepoda¯ilo se ji kvantitativnÏ stanovit.
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Development of legislation concerning chocolate in the
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4. Z·vÏr

1. ⁄vod

Fosforylace protein˘ p¯edstavuje jeden z nejËastÏji vy-
uûÌvan˝ch regulaËnÌch mechanism˘, kter˝mi buÚka dispo-
nuje. Docela mal· zmÏna hmotnosti proteinu vede k radik·l-
nÌm zmÏn·m konformace, jeû majÌ za n·sledek aktivaci ne-
bo deaktivaci enzym˘, receptor˘, regulaËnÌch protein˘ apod.
Na fosforylaci je zaloûeno takÈ ¯ÌzenÌ bunÏËnÈho cyklu,
v nÏmû hlavnÌ slovo majÌ cyklin-dependentnÌ kinasy (CDK).
DÌky sv˝m Ëast˝m poruch·m v ¯adÏ n·dor˘ se staly slib-
n˝m cÌlem v˝voje specifick˝ch inhibitor˘. Prakticky z·roveÚ
s objevem p¯irozen˝ch proteinov˝ch inhibitor˘ regulujÌcÌch
aktivitu cyklin-dependentnÌch kinas (CKI) v buÚk·ch zapo-
Ëalo hled·nÌ inhibitor˘ chemick˝ch. Na poË·tku tÈto Èry byl
nalezen i purinov˝ deriv·t olomoucin, rychle n·sledov·n dal-
öÌmi  inhibitory. Od tÈ doby  jejich poËet nÏkolikan·sobnÏ
vzrostl. Je to zcela p¯irozenÈ, uvÏdomÌme-li si ˙zkou souvis-
lost genetick˝ch zmÏn cyklin-dependentnÌch kinas a jejich
regul·tor˘ se vznikem n·dor˘, p¯Ìmou interakci s onkogeny
a n·dorov˝mi supresory a jejich stÏûejnÌ funkci v ¯ÌzenÌ bu-
nÏËnÈho cyklu. Tyto souvislosti evidentnÏ vybÌzejÌ k v˝voji
novÈ generace  chemoterapeutik odvozen˝ch  od inhibitor˘
CDK, kterÈ blokujÌ progresi bunÏËnÈho cyklu, indukujÌ apop-
tÛzu a vykazujÌ silnÈ protin·dorovÈ ˙Ëinky nejen na bunÏË-
n˝ch liniÌch, ale tÈû in vivo.

2. Regulace bunÏËnÈho cyklu a CDK

BunÏËn˝ cyklus, sled dÏj˘ zajiöùujÌcÌ duplikaci DNA ma-
te¯skÈ buÚky a jejÌ rozdÏlenÌ mezi buÚky dce¯innÈ, ¯ÌdÌ ve
vöech eukaryontnÌch organismech enzymy ze skupiny CDK.
Objev cyklin-dependentnÌch kinas p¯ed vÌce neû deseti lety
zapoËal novou Èru nahlÌûenÌ na kontrolu bunÏËnÈ proliferace
i na proliferaci samotnou. SpouötÏnÌ jednotliv˝ch f·zÌ bylo
shled·no z·visl˝m na aktivitÏ CDK, coû umoûnilo vytvo¯it
prvnÌ jednoduch˝ model kontroly bunÏËnÈho cyklu1 (obr. 1).
Holoenzym CDK se skl·d· z proteinu s katalytickou funkcÌ
(proteinkinasa) a pozitivnÌho regul·toru (cyklin). Asociace
cyklinu s CDK podjednotkou d·v· vzniknout aktivnÌmu kom-
plexu, ¯ÌdÌcÌmu urËitou f·zi cyklu. Odtud takÈ poch·zÌ n·zev
cyklinu, jenû odr·ûÌ jeho p¯echodnou p¯Ìtomnost v buÚce.
KompletnÌ CDK pak katalyzujÌ p¯enos fosf·tovÈ skupiny
z ATP na serinov˝ nebo threoninov˝ zbytek v polypeptido-
vÈm ¯etÏzci urËitÈ sekvence. Aktivita CDK kriticky z·visÌ na
vazbÏ s cyklinem, p¯iËemû nÏkterÈ CDK mohou poutat vÌce
typ˘ cyklin˘ a fosforylovat r˘znÈ substr·ty. TÏmi b˝vajÌ trans-
kripËnÌ faktory, proteiny cytoskeletu, proteiny biosyntÈzy pu-
rin˘ a jadernÈ membr·ny aj.

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

Obr. 1. Aktivita cyklin-dependentnÌch kinas bÏhem bunÏËnÈho
cyklu (a) a fluktuace koncentrace cyklin˘ regulujÌcÌch aktivitu
CDK (b)

b

a
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takÈ aktivujÌcÌ fosforylaci threoninovÈho zbytku2 (odkrytÌ ak-
tivnÌho mÌsta), deaktivujÌcÌ fosforylaci threoninu a tyrosinu
p¯Ìmo ve vazebnÈm mÌstÏ pro ATP3 (br·nÏnÌ vstupu ATP do
vazebnÈho mÌsta), vazbu p¯irozenÈho proteinovÈho inhibi-
toru4, degradaci cyklinu po oznaËenÌ ubiquitinem5, intracelu-
l·rnÌ translokaci6 a asociaci se subcelul·rnÌmi strukturami
(obr. 2).

⁄kol bunÏËnÈho cyklu spoËÌv· ve vytvo¯enÌ p¯esnÈ kopie
DNA a n·slednÈm rozdÏlenÌ buÚky do dvou. PreciznÌ pr˘bÏh
cyklu regulujÌ cyklin-dependentnÌ kinasy. Pokud zpÏtnova-
zebnÈ kontrolnÌ mechanismy zjistÌ poökozenÌ DNA, zablokujÌ
aktivitu CDK prost¯ednictvÌm p¯irozen˝ch inhibitor˘ a bunÏË-
n˝ cyklus se zastavÌ (nap¯. radiaËnÌ z·¯enÌ indukuje expresi
n·dorovÈho supresoru p53, kter˝ z·roveÚ funguje jako trans-
kripËnÌ faktor p¯irozenÈho CKI p21Cip1/Waf1). V n·sledujÌcÌ
pauze doch·zÌ k oprav·m, tak aby do dalöÌch generacÌ vstu-
poval genetick˝ materi·l pokud moûno totoûn˝. Poruchy tÏch-
to kontrolnÌch a ¯ÌdÌcÌch mechanism˘ vedou k malignÌ trans-
formaci tk·nÌ; do dalöÌ generace vstupujÌ jiû buÚky s mu-
tovanou DNA, kterÈ se mnoûÌ bez regulace. Mutace vedoucÌ
k nekontrolovanÈmu dÏlenÌ bunÏk byly prok·z·ny v genech
cyklin- -dependentnÌch kinas7, cyklin˘8, aktivujÌcÌch fosfa-
tas cdc25 (cit.9), n·dorov˝ch supresor˘ pRb a p53 (cit.10,11)

a p¯irozen˝ch inhibitor˘ cyklin-dependentnÌch kinas (nap¯.
p16INK4a, cit.12).

3. ChemickÈ inhibitory CDK

ChemickÈ inhibitory CDK mohou p˘sobit ¯adou rozdÌl-
n˝ch mechanism˘. Teoreticky lze p¯ipravit malÈ molekuly,
kterÈ kompetujÌ s ATP o vazebnÈ mÌsto, interagujÌ s fosforylo-
van˝m zbytkem threoninu v T-kliËce, ovlivÚujÌ vznik a diso-
ciaci komplexu CDK / cyklin nebo vazbu nÌzkomolekul·rnÌch
proteinov˝ch podjednotek, blokujÌ funkci aktivujÌcÌ fosfatasy
cdc25, naruöujÌ intracelul·rnÌ lokalizaci CDK, mimikujÌ p¯i-
rozenÈ proteinovÈ inhibitory nebo vyvol·vajÌ proteol˝zu cy-
klin˘13. ZatÌm jsou k dispozici pouze l·tky ovlivÚujÌcÌ vazbu
ATP (kompetitivnÌ i nekompetitivnÌ inhibitory) a inhibitory
cdc25.

Pokud je odhalena nov· l·tka s inhibiËnÌm ˙Ëinkem, stu-
duje se nejprve molekul·rnÌ mechanismus jejÌho efektu klasic-
kou enzymologickou anal˝zou a d·le takÈ rentgenostrukturnÌ
anal˝zou spoleËnÈho krystalu CDK a inhibitoru. Odhalen·
struktura kokrystalu umoûÚuje efektivnÏjöÌ a cÌlenÏjöÌ navrho-
v·nÌ deriv·t˘ lÈpe zapadajÌcÌch do aktivnÌho mÌsta a pevnÏji
interagujÌcÌch s proteinem na vÌce mÌstech. Mimo ATP byly
zÌsk·ny a analyzov·ny kokrystaly CDK2 s celou ¯adou kom-
petitivnÌch inhibitor˘14ñ19. Vöechny doposud popsanÈ l·tky
jsou lokalizov·ny ve vazebnÈm mÌstÏ pro ATP, kterÈ tÌmto
prokazuje svou schopnost pojmout i znaËnÏ odliönÈ molekuly.
DalöÌ krystalografickÈ pr·ce jiû rozebÌrajÌ vazebnÈ aspekty
v tern·rnÌch komplexech CDK-cyklin-ATP a CDK-cyklin-
-CKI (cit.20). V˝sledky jasnÏ prokazujÌ zmÏnu konformace
aktivnÌho mÌsta CDK po nav·z·nÌ cyklinu, kterÈ je tedy nutno
takÈ uvaûovat. EfektivnÌm n·strojem pro syntÈzu nov˝ch de-
riv·t˘ se nepochybnÏ st·v· i poËÌtaËovÈ modelov·nÌ interakcÌ
inhibitoru a CDK (cit.21,22).

Hled·nÌ chemick˝ch inhibitor˘ CDK zaËalo prakticky tÏs-
nÏ  po objevu p¯irozen˝ch CKI a objasnÏnÌ ˙lohy, kterou
v regulaci bunÏËnÈho cyklu zast·vajÌ. Z·hy byly zn·my nespe-
cifickÈ inhibitory jako je 6-dimethylaminopurin23, 6-(∆2-iso-
pentenyl)aminopurin23, staurosporin (I) a 7-hydroxystauro-
sporin23 (produkty plÌsnÌ rodu Streptomyces), nebo suramin24

ñ p¯irozen˝ glykosaminoglykan pouûÌvan˝ jako antihelmin-
tikum, antiprozoikum a pozdÏji tÈû jako inhibitor topoisome-

Obr. 2. Zp˘soby regulace aktivity CDK: ¯ znaËÌ aktivaci, ^ inhibici
aktivity, NES ñ sekvence pro export  z  j·dra,  PEST ñ sekvence
proteol˝zy cyklinu
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rasy II a cytostatikum. NÌzkou selektivitou v˘Ëi enzym˘m sku-
piny kinas je charakteristick˝ tÈû dalöÌ inhibitor topoisomerasy
II, 9-hydroyellipticin25, deriv·t alkaloidu z rostlin rodu Ochro-
sia. Jejich pouûitÌ p¯i studiu bunÏËnÈho cyklu silnÏ omezuje
pr·vÏ nÌzk· selektivita, avöak nenÌ vylouËeno, ûe se nÏkter˝
z nich poslÈze stane v˝chozÌm Ëlenem novÈ skupiny s uûöÌm
spektrem ˙Ëinku. …ru specifick˝ch inhibitor˘ CDK zapoËal
objev butyrolaktonu a olomoucinu. Od tÈto doby byla identifi-
kov·na ¯ada dalöÌch skupin l·tek s vysokou specifitou pro ki-
nasy homolognÌ s CDK1. Popis jednotliv˝ch skupin je uveden
nÌûe a jejich inhibiËnÌ ˙Ëinky na CDK shrnuje tab. I. VöimnÏte
si, ûe se mezi nimi nevyskytuje specifick˝ inhibitor CDK4.

Tabulka I
Inhibice cyklin-dependentnÌch kinas r˘zn˝mi slouËeninami.
Hodnota IC50 p¯edstavuje 50 % inhibici enzymu

SlouËenina IC50/µM
CDK1 CDK2 CDK4

I Staurosporin 0,003 0,007 >1000
II Butyrolakton-I 0,6 1,5 >1000
III Flavopiridol 0,3 0,4 0,4
IV eigalokatechin gal·t >10 >10 0,3

6-Benzylaminopurin 200 ñ ñ
V 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 ñ >100
X Indirubin 10 2,2 12
XI Indirubin-5-sulfonov· 0,055 0,035 0,3

kyselina
6-(2,3-Dichlorfenylamino)- ñ 5 >50

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

-4,7-dioxobenzothiazol

3 . 1 . B u t y r o l a k t o n

Butyrolakton-I (II) byl izolov·n z plÌsnÏ Aspergillus p¯i
screeningu produkt˘ kultur r˘zn˝ch mikroorganism˘26. Fun-

guje jako kompetitivnÌ inhibitor CDK1 vzhledem k ATP,
ostatnÌ kinasy vËetnÏ CDK4 neblokuje. Jeho efekt byl potvr-
zen i na bunÏËn˝ch systÈmech27, kterÈ blokuje na rozhranÌ
G1/S i G2/M. ProzatÌm nebyla jeho molekula nijak modifiko-
v·na, ËÌmû se st·v· atraktivnÌm  prototypem  celÈ  skupiny
inhibitor˘.

3 . 2 . F l a v o n o i d y

FlavonovÈ l·tky jsou jiû delöÌ dobu zn·my jako inhibitory
r˘zn˝ch kinas a mnoho z nich takÈ zp˘sobuje zmÏny v bunÏË-
nÈm cyklu a r˘stu. Nej˙ËinnÏjöÌmi inhibitory CDK z tÈto
skupiny jsou flavopiridol (III) a deschlorflavopiridol28, odvo-
zenÈ od l·tek nalezen˝ch v indickÈ rostlinÏ Disoxylum bine-
ctariferum. Jedn· se o slouËeniny strukturnÏ p¯ÌbuznÈ flavo-
n˘m quercetinu a genisteinu, kterÈ ale majÌ asi 250◊ slaböÌ
inhibiËnÌ ˙Ëinek na CDK. Flavopiridol nejv˝raznÏji blokuje
CDK1; pozdÏji byl zjiötÏn obdobn˝ vliv na CDK2 a takÈ na
CDK4. Funguje jako kompetitivnÌ inhibitor vzhledem k ATP,
coû n·slednÏ potvrdila rentgenostrukturnÌ anal˝za kokrystalu
CDK2 s deschlorflavopiridolem15. Benzopyranov˝ skelet za-
ujÌm· podobnÈ mÌsto jako purin ATP a piperidinylov˝ zbytek
se nach·zÌ v mÌstÏ, kam se za norm·lnÌch podmÌnek v·ûe
α-fosf·t ATP. Fenyl, podobnÏ jako je tomu u purinov˝ch
inhibitor˘, interaguje mimo aktivnÌ mÌsto. Pro srovn·nÌ byla
vy¯eöena takÈ krystalov· struktura CDK2 s dalöÌm flavonem
myrercetinem, kter˝ je proti flavopiridolu asi 500◊ slaböÌm
inhibitorem, ale reprezentuje podobnou strukturu. Do aktivnÌ-
ho mÌsta se v·ûe obr·cenÏ, tedy velmi podobnÏ jako purinovÈ
deriv·ty.

CytotoxickÈ ˙Ëinky flavopiridolu byly ˙spÏönÏ testov·ny
na mnoha n·dorov˝ch liniÌch a je nutnÈ podotknout, ûe se stal
prvnÌm chemick˝m inhibitorem CDK, za¯azen˝m do klinic-
k˝ch zkouöek, i kdyû dnes uû ne jedin˝m. Pro svÈ neû·doucÌ
vedlejöÌ ˙Ëinky vöak byly klinickÈ studie zastaveny.

Pozoruhodn· je takÈ dalöÌ flavonov· slouËenina, obsaûen·
v zelenÈm Ëaji, epigalokatechin gal·t (IV). CDK4 blokuje
v submikromol·rnÌ koncentraci a na aktivitu ostatnÌch kinas
vËetnÏ CDK1 a CDK2 m· vliv mnohem menöÌ29. V bunÏËnÈ
kultu¯e vystavenÈ p˘sobenÌ epigalokatechin gal·tu vzrostla
hladina p53 a n·slednÏ de novo exprimovan˝ch p¯irozen˝ch
inhibitor˘ rodin KIP/CIP (cit.30). Testov·n byl takÈ na n·do-
rech transplantovan˝ch myöÌm a vedl k jejich rapidnÌmu zmen-
öenÌ a remisi31.

IV V R1 = H, R2 = methyl VII
VI R1 = ethyl, R2 = isopropyl
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3 . 3 . T r i s u b s t i t u o v a n È p u r i n y

Jako slabÈ a m·lo specifickÈ inhibitory kinas byly zn·my
r˘znÈ deriv·ty purinu (viz v˝öe). PrvnÌm purinov˝m deriv·-
tem specificky inhibujÌcÌm CDK1 a CDK2 se stal olomoucin
(V, cit.32). Jedn· se o l·tku strukturnÏ odvozenou od rostlin-
n˝ch hormon˘ cytokinin˘, p˘vodnÏ syntetizovanou jako inhi-
bitor rostlinn˝ch glukosyltransferas33. JejÌ schopnost blokovat
funkci CDK1 byla objevena p¯i testov·nÌ dlouhÈ ¯ady r˘znÏ
substituovan˝ch purin˘. Mezi vöemi testovan˝mi l·tkami vy-
kazovaly nejvyööÌ ˙Ëinnost zejmÈna C2, C6, N9-trisubstituo-
vanÈ puriny.

Kinetick· anal˝za prok·zala, ûe inhibice CDK1 olomou-
cinem je kompetitivnÌ vzhledem k ATP a nekompetitivnÌ v˘Ëi
histonu, kter˝ je p¯i testech pouûÌv·n jako substr·t. Brzy to
potvrdila i rentgenov· anal˝za kokrystalu CDK2 s olomouci-
nem14. Purinov˝ skelet sice vstupuje p¯Ìmo do vazebnÈho
mÌsta pro ATP, ale vzhledem k purinovÈ Ë·sti ATP zaujÌm·
obr·cenou polohu: C2 substituent obsazuje mÌsto zachycujÌcÌ
ribosu ATP a 6-benzylaminoskupina z˘st·v· podobnÏ jako
u flavopiridolu mimo vazebnÈ mÌsto. Studium kokrystal˘ ta-
kÈ vysvÏtlilo specifitu purinov˝ch inhibitor˘, p¯estoûe va-
zebnÈ mÌsto pro ATP z˘st·v· v ¯adÏ kinas r˘zn˝ch skupin
znaËnÏ konzervativnÌ. Pr·vÏ 6-benzylaminoskupina interagu-
je s oblastmi, kterÈ do styku s ATP v˘bec nep¯ich·zejÌ, a jejich
aminokyselinovÈ zbytky jsou charakteristickÈ pouze pro cy-
klin-dependentnÌ kinasy.

DÌky pozornosti, kterou purinovÈ inhibitory z·hy po svÈm
objevu p¯it·hly, se stal olomoucin v˝chozÌm Ëlenem pro de-
tailnÏjöÌ studium struktury a aktivity purin˘ blokujÌcÌch bunÏË-
n˝ cyklus. Brzy byly obmÏnami jeho struktury zÌsk·ny ˙Ëin-
nÏjöÌ slouËeniny, nap¯. bohemin a roskovitin (VI, cit.16), CVT-
-313 (cit.34), a dalöÌ, strukturou i aktivitou velmi podobnÈ35ñ38.
Mezi nejsilnÏjöÌ pat¯Ì deriv·t pojmenovan˝ purvalanol A (VII),
kter˝ je 1000◊ ˙ËinnÏjöÌm inhibitorem CDK neû olomoucin18.
TakÈ u tÈto l·tky byla analyzov·na krystalov· struktura ko-
krystalu s CDK2 enzymem.

AËkoliv jsou purinovÈ inhibitory ˙ËinnÈ a specifickÈ v in
vivo i in vitro testech, je nepravdÏpodobnÈ, ûe jejich jedin˝m
cÌlem v buÚce budou CDK. PurinovÈ l·tky jsou v p¯ÌrodÏ
bohatÏ zastoupeny a ¯ada enzym˘ je vyuûÌv· jako kofaktory
a substr·ty. Jejich moûnÈmu vyuûitÌ v chemoterapii to ale
nijak nep¯ek·ûÌ.

3 . 4 . P a u l l o n y

BÏhem srovn·vacÌ studie ˙Ëinku flavopiridolu s nÏkolika
desÌtkami tisÌc l·tek na lidsk˝ch n·dorov˝ch liniÌch v National
Cancer Institute (USA) byla objevena dalöÌ ˙Ëinn· a specifick·
skupinu inhibitor˘ CDK ñ paullony22. Jedn· se o deriv·ty
7,12-dihydroindolo[3,2-d][1]-benzazepinu a mezi nimi nej-
efektivnÏjöÌ 9-bromderiv·t (kenpaullon, VIII). Jako ostatnÌ
specifickÈ inhibitory CDK funguje i kenpaullon kompetitivnÏ
a vykazuje  antiproliferaËnÌ aktivitu. P¯es znaËnÏ odliönou
strukturu kenpaullonu ve srovn·nÌ s ostatnÌmi CKI potvrzuje
molekul·rnÌ modelov·nÌ vstup do vazebnÈho mÌsta pro ATP
(cit.22). Z·roveÚ naznaËuje moûnÈ substituce za ˙Ëelem pev-
nÏjöÌ interakce. N·sledujÌcÌ studium vztah˘ mezi strukturou
a aktivitou vedlo k p¯ÌpravÏ inhibitoru 10◊ ˙ËinnÏjöÌho, alster-
paullonu (IX), jehoû antimitotick˝ ¸Ëinek rovnÏû vzrostl o je-
den ¯·d39.

3 . 5 . I n d i g o i d n Ì l · t k y

P¯i anal˝ze ˙Ëinku aktivnÌch l·tek z rostlin pouûÌvan˝ch
tradiËnÌ ËÌnskou medicÌnou byla v p¯edloÚskÈm roce objevena
nov· skupina CDK inhibitor˘, indirubiny (X, cit.19). Extrakty
rostlin obsahujÌcÌ indigoidnÌ slouËeniny vykazujÌ prokazatel-
nou protin·dorovu aktivitu. V 80. letech podrobili indirubin
in vivo experiment˘m a klinick˝m zkouök·m, p¯i nichû zjistili
nÌzkou toxicitu, malÈ vedlejöÌ ˙Ëinky a 26 % remisi u r˘zn˝ch
typ˘ leukemiÌ. NovÈ syntetickÈ indirubiny kompetitivnÏ inhi-
bujÌ CDK1 a CDK2, asi o ¯·d h˘¯e pak i CDK4. ZastavujÌ
proliferaci velkÈho poËtu bunÏËn˝ch liniÌ, kterÈ z˘st·vajÌ za-
blokov·ny tÏsnÏ p¯ed mitÛzou.

DvÏ ze skupiny indigoidnÌch l·tek byly pro potvrzenÌ me-
chanismu ˙Ëinku podrobeny krystalografickÈ anal˝ze, kon-
krÈtnÏ 5-chlorindirubin a indirubin-5-sulfonov· kyselina (XI).
Z kokrystal˘ s CDK2 je z¯ejm· znaËn· komplementarita tvaru
molekuly indirubinu a vnit¯nÌho povrchu vazebnÈho mÌsta pro
ATP. Ve srovn·nÌ s ATP Ëi staurosporinem vöak oba deriv·ty
vykazujÌ silnÏjöÌ vazbu k CDK2, a to dÌky interakcÌm v mÌs-
tech, kam se v·ûe N9-isopropylov˝ zbytek roskovitinu.

3 . 6 . O s t a t n Ì z p ˘ s o b y b l o k o v · n Ì
a k t i v i t y C D K

Zp˘sob˘, jak ovlivnit aktivitu cyklin-dependentnÌch kinas,
je cel· ¯ada, jak jiû bylo uvedeno v˝öe. KromÏ uveden˝ch
kompetitor˘ s ATP stojÌ za zmÌnku rozhodnÏ i peptidovÈ
inhibitory. Taktika jejich p¯Ìpravy zahrnuje 1) mapov·nÌ se-
kvencÌ p¯irozen˝ch proteinov˝ch inhibitor˘ a 2) syntÈzu frag-
ment˘ s vazebnou (a inhibiËnÌ) aktivitou pro CDK. Bylo
vyzkouöeno i testov·nÌ systematicky nebo n·hodnÏ syntetizo-
van˝ch polypeptid˘, ale prozatÌm ˙spÏönÏjöÌ ve sv˝ch poku-
sech byly t˝my soust¯eÔujÌcÌ se na mapov·nÌ aktivnÌch mÌst
p¯irozen˝ch inhibitor˘ CDK p16INK4 (cit.40) a p21WAF1(cit.41).
Tato mÌsta pak redukovali na malÈ fragmenty, odpovÏdnÈ za
inhibici CDK4, kterÈ poslÈze ˙spÏönÏ otestovali na bunÏËn˝ch
kultur·ch.

Zablokov·nÌ kinasy CDK4 povaûujÌ bunÏËnÌ biologovÈ
v souËasnosti za jeden z nejefektivnÏjöÌch zp˘sob˘ zastave-
nÌ bunÏËnÈho cyklu, neboù tento enzym fosforylacÌ aktivuje
transkripci gen˘ spouötÏjÌcÌch replikaci DNA na poË·tku bu-
nÏËnÈho cyklu (v G1 f·zi). AËkoli se cel· ¯ada vÏdeck˝ch t˝m˘
snaûÌ identifikovat skupinu l·tek, kterÈ by snadn˝mi modifi-
kacemi poloûily z·klad specifick˝m inhibitor˘m CDK4, jsou
prozatÌm m·lo ˙spÏönÈ. Snad prvnÌ skupinou se stanou ned·v-
no objevenÈ 6-arylamino-7-halo-5,8-chinolindiony nebo po-
dobnÈ 5-arylamino-2-methyl-4,7-dioxobenzothiazoly42.

VIII R = Br X R = H
IX R = NO2 XI R = SO3H
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Mezi dalöÌ studovanÈ cesty pat¯Ì takÈ v˝voj inhibitor˘
aktivaËnÌch fosfatas cdc25 (cit.43,44). JednÌm z nejd˘leûitÏjöÌch
prost¯edk˘ regulujÌcÌch aktivitu CDK je fosforylace a defos-
forylace T14 a Y15 CDK podjednotky. Fosforylace na zmÌnÏ-
n˝ch mÌstech je sice pro funkci CDK nezbytn·, neboù p¯Ìtom-
nost fosf·tov˝ch skupin blokuje vazbu ATP do aktivnÌho
mÌsta, ovöem zv˝öen· aktivita fosfatasy cdc25 m˘ûe aktivovat
CDK v nespr·vnÈm mÌstÏ a v nespr·vn˝ Ëas. ÿada experimen-
t˘ potvrdila zv˝öenou aktivitu cdc25 v nÏkolika typech n·do-
r˘. To jen podpo¯ilo domnÏnku, ûe nespr·vn· aktivace CDK
p¯ispÌv· ke vzniku n·dor˘. Cdc25 se tak nabÌzÌ jako dalöÌ
moûn˝ prost¯edek û·doucÌho ovlivnÏnÌ aktivity CDK a cÌl
potenci·lnÌch syntetick˝ch inhibitor˘. Velk˝m kladem inhibi-
tor˘ fosfatas je jejich nez·vislost na intracelul·rnÌ hladinÏ
ATP, kter· obecnÏ znaËnÏ sniûuje ˙Ëinnost syntetick˝ch CKI
in vivo. Vypl˝v· z toho efektivnÏjöÌ ˙Ëinnost v buÚce, kter·
bude bliûöÌ inhibiËnÌ hodnotÏ IC50 pro enzym. NÏkolik inhibi-
tor˘ cdc25 je jiû pops·no a otestov·no na n·dorov˝ch liniÌch
(benzochinoidnÌ slouËeniny dnacin A1 a B1, terpen γ-hydro-
xybutenolid). ZatÌm ale nenÌ jasnÈ, zda jejich ˙Ëinek na bu-
nÏËn˝ cyklus m˘ûe b˝t p¯ips·n na vrub p¯ÌmÈ inhibici cdc25.

Molekul·rnÏ-biologick˝ p¯Ìstup blokov·nÌ CDK zastupu-
je technologie protismÏrn˝ch nukleotid˘. P¯edstavuje oblast,
do nÌû jsou vkl·d·ny v souËasnosti asi nejvÏtöÌ nadÏje. P¯itom
je spojena s obrovsk˝mi potÌûemi, t˝kajÌcÌ se zejmÈna doru-
ËenÌ protismÏrn˝ch nukleotid˘ do ûiv˝ch bunÏk. BuÚk·m jsou
p¯edkl·d·ny  syntetickÈ oligonukleotidy  DNA, nesoucÌ  se-
kvenci komplement·rnÌ k urËitÈmu ˙seku mRNA. Tato mole-
kula hybridizuje s odpovÌdajÌcÌm ˙sekem na DNA a br·nÌ tak
transkripci, nebo s ˙sekem na RNA a inhibuje translaci. Ne-
jedn· se tedy o klasickou enzymovou inhibici jako u ostatnÌch
uv·dÏn˝ch l·tek, ale o ovlivnÏnÌ aktivity CDK na ˙rovni
transkripce a translace45,46.

4. Z·vÏr

Poruchy mechanism˘ ¯ÌdÌcÌch bunÏËn˝ cyklus a zejmÈna
ty, kterÈ zp˘sobujÌ n·dorov· onemocnÏnÌ, stimulovaly prudk˝
vzestup z·jmu o inhibitory CDK jako o novou generaci proti-
n·dorov˝ch l·tek. Jejich d˘leûit˝mi vlastnostmi p¯itom musejÌ
b˝t nÌzk· toxicita, schopnost pronikat biologick˝mi membr·-
nami a takÈ relativnÌ stabilita v organismu. S nÌzkou toxicitou
v˘Ëi nemutovan˝m buÚk·m ˙zce souvisÌ  specifita ˙Ëinku
CKI. Situaci rovnÏû komplikuje vysok˝ stupeÚ konzervativ-
nosti vazebnÈho mÌsta pro ATP, kterÈ je spoleËnÈ obrovskÈ
skupinÏ proteinkinas. RelativnÌ nesn·ze pom·h· p¯ekon·vat
nemalou mÏrou krystalografick· anal˝za a st·le ËastÏji i ne-
srovnatelnÏ levnÏjöÌ molekul·rnÌ modelov·nÌ. Nov˝ typ sku-
teËnÏ ˙Ëinn˝ch protin·dorov˝ch l·tek zaloûen˝ch na bloko-
v·nÌ bunÏËnÈho cyklu skrze aktivitu CDK je proto ot·zkou
velmi blÌzkÈ budoucnosti.

Velmi zajÌmav˝m aspektem ˙Ëinku CKI je indukce apo-
ptÛzy (programovÈ bunÏËnÈ smrti). AËkoli reverzibilnÏ blo-
kujÌ bunÏËn˝ cyklus, jsou nÏkterÈ CKI schopny apoptÛzu
indukovat, a to v z·vislosti na typu bunÏËnÈ linie. ZejmÈna
schopnost specifickÈ indukce apoptÛzy n·dorov˝ch bunÏk
m˘ûe b˝t d˘leûit˝m kritÈriem potenci·lnÌho vyuûitÌ v chemo-
terapii. Dodejme vöak, ûe potenci·lnÌ vyuûitÌ CKI v medicÌnÏ
m˘ûe smÏ¯ovat takÈ do dalöÌch oblastÌ, kterÈ nÏjak˝m zp˘so-
bem souvisejÌ s poruchami proliferace, jako nap¯. kardiovas-

kul·rnÌ onemocnÏnÌ (atherosklerosa, angiogenese), dermato-
logie (psoriasa), nefrologie (glomerulonefritida), neurologie
(Alzheimerova choroba, ischemie), parazitologie (prvoci, plÌs-
nÏ) a virovÈ infekce. Z pohledu bunÏËnÈ biologie a biochemie
mohou chemickÈ CKI jako velice specifickÈ n·stroje p¯ispÏt
k lepöÌmu porozumÏnÌ mechanismu bunÏËnÈho cyklu, coû
m˘ûe v budoucnu vÈst opÏt k odhalenÌ mnohem efektivnÏjöÌch
zp˘sob˘ terapie.

Na studiu struktury a aktivity zde uv·dÏn˝ch skupin l·tek
a na dalöÌm zefektivnÏnÌ inhibiËnÌch vlastnostÌ a specifity CKI
se do znaËnÈ mÌry jiû podÌlejÌ i nadn·rodnÌ farmaceutickÈ
spoleËnosti. Proces v˝voje zcela novÈ generace lÈËiva na b·zi
inhibitor˘ CDK bude v kaûdÈm p¯ÌpadÏ zahrnovat nÏkolik f·zÌ
zkouöenÌ, trvat vÌce neû 10 let a spolyk· stovky miliÛn˘ dolar˘.
Ani po 6 letech intenzivnÌch studiÌ nebyl totiû û·dn˝ z v˝öe
uveden˝ch inhibitor˘ CDK zaveden do klinickÈho zkouöenÌ.
Nejd·le jsou z tohoto pohledu purinovÈ deriv·ty a flavopiri-
dol. DosavadnÌ v˝sledky preklinick˝ch test˘ s purinov˝mi
deriv·ty vypadajÌ nadÏjnÏ a tak se m˘ûeme pouze tÏöit na
klinickÈ zkouöenÌ, kterÈ detailnÏji prok·ûe nejen hlavnÌ, ale
i vedlejöÌ ˙Ëinky tÏchto l·tek. PreklinickÈ testy prozatÌm pro-
k·zaly öirokospektr·lnÌ ˙Ëinky na ¯adu n·dor˘ s minim·lnÌmi
˙Ëinky vedlejöÌmi.
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V. Kryötof and M. Strnad (Laboratory of Growth Re-
gulators, Palack˝ 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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LABORATORNÕ  PÿÕSTROJE  A  POSTUPY

STANOVENÕ ETHOPAB¡TU V PREMIXECH
DOPL“KOV›CH L¡TEK A FIN¡LNÕCH KRMIVECH
METODOU HPLC S FLUORESCEN»NÕ DETEKCÕ.
MEZILABORATORNÕ POROVN¡VACÕ ZKOUäKA
METODY

MICHAL DOUäA

⁄st¯ednÌ kontrolnÌ a zkuöebnÌ ˙stav zemÏdÏlsk˝ Brno, Regio-
n·lnÌ laboratornÌ oddÏlenÌ PlzeÚ, Slovansk· alej 20, 317 60
PlzeÚ

Doölo dne 17.I.2000

KlÌËov· slova: HPLC, ethopab·t, fluorescenËnÌ detekce, krmivo

⁄vod

Ethopab·t (obr. 1), methylester 4-acetamido-2-ethoxy-ben-
zoovÈ kyseliny, se pouûÌv· v krmivech v kombinaci s ampro-
liem jako prevence proti kokcidiÛze dr˘beûe v d·vce 8 mg.kgñ1

fin·lnÌho krmiva1 a jeho ochrann· lh˘ta ËinÌ 3 dny. Jeho
p¯Ìprava, struktura2 a jeho aktivita3 jako antikokcidika byly jiû
pops·ny.

Pro stanovenÌ ethopab·tu v krmivech bylo pops·no nÏko-
lik metod, kterÈ jsou vöak pomÏrnÏ zdlouhavÈ a experiment·l-
nÏ n·roËnÈ. SzalkowskÈho spektrofotometrick· metoda4 je
velmi ËasovÏ n·roËn· i kdyû je pouûiteln· v p¯Ìtomnosti dal-
öÌch antibiotik nebo stimul·tor˘ r˘stu, kterÈ toto stanovenÌ
d·le neruöÌ. Metody plynovÈ chromatografie jsou pouûitelnÈ
po p¯edchozÌ p¯edkolonovÈ derivatizaci ethopab·tu5,6. Ofici·l-
nÌ metodikou sdruûenÌ Association of Official Analytical Che-
mists (AOAC) je rovnÏû spektrofotometrick· metoda7. Auto¯i
po extrakci ethopab·tu hydrolyzujÌ amid na voln˝ amin, kter˝
je diazotov·n dusitanem sodn˝m a n·slednÏ podroben kopu-
laci s N-(1-naftyl)ethylendiaminem za vzniku azoderiv·tu.
Ten je extrahov·n do butanolu a jeho absorpËnÌ maximum je
p¯i 555 nm. Schronk a spol.8 pouûili k p¯eËiötÏnÌ matrice
kolonovou chromatografii (neutr·lnÌ oxid hlinit˝), k sepa-
raci ethopab·tu HPLC na reverznÌ f·zi C18 a UV detekci p¯i
280 nm.

N·sledujÌcÌ metoda vych·zÌ z jiû publikovanÈ HPLC me-
tody8, avöak je modifikov·na p¯edbÏûn· separace a ke zv˝öenÌ
selektivity a citlivosti metody je pouûita fluorimetrick· detek-
ce.

Experiment·lnÌ Ë·st

P r i n c i p m e t o d y

Ethopab·t se stanovÌ po extrakci zkuöebnÌho vzorku me-
thanolem a p¯eËiötÏnÌ extraktu na bazickÈm oxidu hlinitÈm,

metodou HPLC na reverznÌ f·zi C18 s fluorimetrickou detekcÌ
p¯i vlnovÈ dÈlce 268 nm (excitaËnÌ) a 350 nm (emisnÌ).

P ¯ Ì s t r o j e a z a ¯ Ì z e n Ì

Extrakce vzork˘ byla provedena na laboratornÌ t¯epaËce
LT 2 (LaboratornÌ p¯Ìstroje, »esk· republika) a p¯eËiötÏnÌ
extraktu bylo provedeno na kolonk·ch Sep-Pak Plus Cartrid-
ges Alumina B (Waters, Milford, USA). Kapalinov˝ chroma-
tograf se skl·dal z vysokotlakÈ pumpy W515 (Waters, Mil-
ford, USA), autosampleru W717 Plus Autosampler (Waters,
Milford, USA), fluorimetrickÈho detektoru W474 (Waters,
Milford, USA) a datastanice PC Compaq. Jako kolona byla
pouûita chromatografick· kolona NovaPak C18, 4 µm, 3,9◊
150 mm (Waters, Milford, USA).

C h e m i k · l i e a p o m ˘ c k y

Methanol a acetonitril byly Ëistoty pro HPLC (J. T. Baker,
USA). MobilnÌ f·ze byla p¯ipravena smÌsenÌm 300 ml aceto-
nitrilu a 700 ml deionizovanÈ vody (Milli-Q systÈm, Millipore,
Bedford, MA, USA) . KalibraËnÌ roztoky o koncentraci 40;
80; 160 a 400 µg.lñ1 byly p¯ipravenÈ postupn˝m ¯edÏnÌm
z·kladnÌho roztoku ethopab·tu v methanolu (Fluka, äv˝car-
sko) o koncentraci 200 mg.lñ1 methanolem. Extrakty vzork˘
byly filtrov·ny skl·dan˝m papÌrov˝m filtrem MN 280¼ (Ma-
cherey-Nagel, SRN).

V ˝ b Ï r v z o r k ˘

Na anal˝zy byly pouûitÈ re·lnÈ vzorky krmn˝ch smÏsÌ
a premix˘ odebran˝ch v r·mci st·tnÌ kontroly, z·kon o krmi-
vech podle ß16 a ß17 (cit.9).

P r a c o v n Ì p o s t u p

Vzorek se upravÌ homogenizacÌ a mletÌm na Ë·stice o ve-
likosti 0,5 mm tak, aby se zabr·nilo p¯eh¯·tÌ vzorku bÏhem
homogenizace a mletÌ. 5 aû 25 g zkuöebnÌho vzorku, podle
deklarovanÈho obsahu ethopab·tu, se extrahuje 100 ml metha-
nolu po dobu 30 minut ve 250 ml uzav¯enÈ kÛnickÈ baÚce na
laboratornÌ t¯epaËce. Po extrakci se extrakt zfiltruje.

P¯i anal˝ze krmn˝ch smÏsÌ se odstranÌ balastnÌ l·tky ex-
trakcÌ na kolonce Sep-Pak Alumina B po p¯edchozÌm na¯edÏnÌ
extraktu na poûadovanou koncentraci methanolem. Kolonka

Obr. 1. StrukturnÌ vzorec ethopab·tu
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2

H
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se p¯ipojÌ k polyethylenovÈ injekËnÌ st¯ÌkaËce o objemu 5 ml,
do kterÈ se odlije asi 4 ml p¯efiltrovanÈho extraktu, na kolonku
se nanese asi 1 ml extraktu a kolonka se nech· 5 sekund
kondicionovat. Pak  se extrakt  pomalu  protlaËÌ  p¯ipojenou
kolonkou, p¯iËemû prvnÌ podÌl elu·tu (asi 0,2 ml) se nezachy-
cuje a dalöÌ podÌl se pouûije k n·st¯iku na chromatografickou
kolonu. Takto p¯eËiötÏn˝ elu·t je nutnÈ promÌchat.

P¯i anal˝ze premix˘ doplÚkov˝ch l·tek se extrakt pouze
na¯edÌ methanolem na koncentraci asi 80 µg.lñ1.

HPLC podmÌnky jsou uvedeny v tabulce I.

V˝sledky a diskuse

M e z d e t e k c e a m e z s t a n o v i t e l n o s t i

Mez detekce a mez stanovitelnosti byla vypoËtena z kali-
braËnÌho modelu, kdy mez detekce odpovÌd· hodnotÏ koncen-
trace, pro kterou je dolnÌ mez (1-α)%nÌho intervalu spolehli-
vosti predikce sign·lu z kalibraËnÌho modelu rovna kritickÈ
˙rovni a mez stanovitelnosti je nejmenöÌ hodnota sign·lu, pro
kterou je relativnÌ smÏrodatn· odchylka predikce z kalibraË-

a b

c d

Obr. 2. HPLC separace ethopab·tu na modelovÈm vzorku. Slep˝ pokus bez p¯eËiötÏnÌ matrice a) a po p¯eËiötÏnÌ matrice b), modelov˝ vzorek
(koncentrace ethopab·tu 5,33 mg.kgñ1) bez p¯eËiötÏnÌ matrice c) a po p¯eËiötÏnÌ matrice d) na kolonce Sep-Pak Alumina B. HPLC podmÌnky
jsou uvedeny v tabulce I
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Tabulka I
HPLC podmÌnky

Parametr Hodnota

Kolona NovaPak C18, 4 µm, 3,9◊150 mm
SloûenÌ mobilnÌ f·ze acetonitrilñvoda (300 + 700)
Pr˘tok mobilnÌ f·ze 1,0 ml.minñ1

Teplota kolony okolÌ
Objem n·st¯iku 5 µl
Detektor excitaËnÌ vlnov· dÈlka 268 nm,
fluorimetrick˝ emisnÌ vlnov· dÈlka 350 nm

Tabulka II
Parametry fluorescenËnÌ detekce ethopab·tu (excitaËnÌ vlnov·
dÈlka/emisnÌ vlnov· dÈlka)

Parametra FluorescenËnÌ detekce
268 nm/350 nm 300 nm/350 nm

a 166087 45763
b 19658 8763
r 0,9999 0,9999

XS 3,2 15,1

a a, b ñ koeficienty regresnÌ rovnice, r ñ korelaËnÌ koeficient,
XS ñ mez stanovitelnosti (µg.lñ1)

Tabulka III
V˝tÏûnost metody ñ v˝sledky mÏ¯enÌ a vypoËtenÈ statistickÈ
parametry pro vzorky krmn˝ch smÏsÌ

StatistickÈ parametry Hodnota

OËek·van· hodnota [mg.kgñ1] 1,33 2,67 5,33 10,67
Nalezen· hodnota [mg.kgñ1] 1,30 2,64 5,44 10,90
V˝tÏûek metody [%] 97,7 98,9 102,1 102,2
Interval spolehlivosti [%] 3,0 1,2 0,6 0,8
RelativnÌ smÏrodatn· 1,85 0,76 0,37 0,52
odchylka [%]

nÌho modelu dostateËnÏ mal· a obyËejnÏ je rovna hodnotÏ 0,1
(cit.10). Mez detekce m· hodnotu 1,3 µg.lñ1, tj. pro dan˝ pra-
covnÌ postup 7 µg.kgñ1 a mez stanovitelnosti m· hodnotu 3,2
µg.lñ1, tj. pro dan˝ pracovnÌ postup 15 µg.kgñ1.

R o b u s t n o s t m e t o d y ñ v l i v m a t r i c e
v z o r k u

Vliv matrice vzorku jsme prokazovali jednak promÏ¯enÌm
extraktu p¯ipravenÈho modelovÈho vzorku (33 % pöenice,
30 % jeËmen, 20 % sojov˝ extrahovan˝ örot, 5 % masokostnÌ
mouËka, 5 % ûitnÈ otruby, 4 % v·penec a 3 % ˙suöky pÌcnin)
bez p¯Ìdavku ethopab·tu za podmÌnek metody bez p¯eËiötÏnÌ
(obr. 2a) a po p¯eËiötÏnÌ extraktu vzorku (obr. 2b) na kolonce
Sep-Pak Alumina B (slep˝ vzorek) a promÏ¯enÌm kalibraËnÌch

roztok˘ p¯ipraven˝ch bez p¯eËiötÏnÌ (obr. 2c) a po p¯eËiötÏnÌ
vzorku (obr. 2d) na kolonce Sep-Pak Alumina B. Testov·nÌm
Studentov˝m t-testem koeficient˘  regresnÌ  rovnice b (bez
p¯eËiötÏnÌ) proti bí (po p¯eËiötÏnÌ matrice vzorku) je vypoËten·
hodnota t = 14,185. Porovn·nÌm t ≥ tkrit. (P = 0,95; f = 3)
dospÏjeme k z·vÏru, ûe tento rozdÌl je statisticky v˝znamn˝,
je vûdy nutnÈ prov·dÏt p¯eËiötÏnÌ.

R o b u s t n o s t m e t o d y

Parametry fluorescenËnÌ detekce jsme sledovali promÏ-
¯enÌm kalibraËnÌch roztok˘ ethopab·tu p¯i emisnÌ vlnovÈ dÈl-
ce 350 nm a dvou r˘zn˝ch excitaËnÌch vlnov˝ch dÈlk·ch ñ
268 nm a 300 nm (obr. 3). V˝sledky a vypoËtenÈ statistickÈ
parametry kalibrace  (hladina  v˝znamnosti P = 0,95) jsou
uvedeny v tabulce II. Kalibrace za tÏchto podmÌnek tÈto
metody (excitaËnÌ vlnov· dÈlka 268 nm) vykazuje vyööÌ citli-
vost a niûöÌ mez stanovitelnosti.

S p r · v n o s t a p ¯ e s n o s t

Vzhledem k tomu, ûe neexistujÌ certifikovanÈ referenËnÌ
materi·ly, byla spr·vnost metody (tÏsnost shody zÌskanÈ hod-
noty s jeho hodnotou skuteËnou) ovÏ¯ena anal˝zou modelo-
v˝ch vzork˘. Byly p¯ipraveny modelovÈ vzorky krmiva s p¯Ì-
davkem ethopab·tu o koncentraËnÌ hladinÏ 1,33; 2,67; 5,33
a 10,67 mg.kgñ1 a pro kaûdou koncentraËnÌ hladinu byl vzorek
analyzov·n 5◊ jako vzorek krmnÈ smÏsi. V˝sledky a vypoË-
tenÈ statistickÈ parametry (hladina v˝znamnosti P = 0,95) jsou
uvedeny v tabulce III. Celkov· v˝tÏûnost metody pro koncen-
traËnÌ hladiny 1,33 aû 10,67 mg.kgñ1 je (100,2±3,6) %. Nale-
zenÈ hodnoty modelovÈho vzorku byly s oËek·van˝mi hodno-
tami srovn·ny pomocÌ line·rnÌ regrese. OËek·vanÈ hodnoty
byly povaûov·ny za nez·visle promÏnnÈ, nalezenÈ hodnoty
jako z·visle promÏnnÈ. Konstanta a regresnÌho vztahu (kon-
stantnÌ soustavn· odchylka) m· hodnotu ñ 0,079±0,117 a sta-
tisticky se neliöÌ od nuly, konstanta b regresnÌho vztahu (pro-
porcion·lnÌ soustavn· odchylka) m· hodnotu 1,0297±0,0191
a neliöÌ se statisticky od jedniËky. Metoda tudÌû poskytuje
spr·vnÈ v˝sledky.

P¯esnost metody (mÌra tÏsnosti shody mezi vz·jemnÏ ne-
z·visl˝mi v˝sledky zkouöek za p¯edem specifikovan˝ch pod-
mÌnek) byla omezena na v˝poËet ukazatele opakovatelnosti.
Ukazatel opakovatelnosti byl vypoËten ze smÏrodatnÈ odchyl-

Obr. 3. Porovn·nÌ kalibraËnÌch p¯Ìmek fluorescenËnÌ detekce p¯i
emisnÌ vlnovÈ dÈlce 350 nm a excitaËnÌ vlnovÈ dÈlce 268 nm (A)
a 300 nm (B)
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Tabulka IV
V˝sledky mezilaboratornÌho testu. StanovenÌ ethopab·tu metodou HPLC v premixech a krmn˝ch smÏsÌch

Parametr Laborato¯ Pr˘mÏr [mg.kgñ1] ve vzorku
P1 P2 S1 S2

5 2 292 1 443 6,62 5,74
6 2 333 1 475 6,80 5,65
8 2 424 1 541 6,95 6,20
9 2 463 1 448 7,20 6,15

10 2 335 1 453 8,90** 5,61
11 2 094 1 376 7,15 5 ,64
12 2 123 1 358 7,10 5,25
15 2 459 1 853** 9,13** 8,01**

Pr˘mÏrn· hodnota [mg.kgñ1] 2 315 1 442 6,97 5,70
PoËet neodlehl˝ch laborato¯Ì 8 7 6 7
SmÏrodatn· odchylka opakovatelnosti sr [mg.kgñ1] 44 33 0,33 0,26
SmÏrodatn· odchylka reprodukovatelnosti sR [mg.kgñ1] 145 65 0,33 0,37
Ukazatel opakovatelnosti r [mg.kgñ1] 122 91 0,93 0,74
Ukazatel reprodukovatelnosti R [mg.kgñ1] 407 183 0,93 1,05

V tabulce jsou uvedeny pouze pr˘mÏry dvou paralelnÌch stanovenÌ, kterÈ jsou k nahlÈdnutÌ u autora; dalöÌ vysvÏtlenÌ v textu

ky rozpÏtÌ obou paralelnÌch stanovenÌ re·ln˝ch vzork˘ pro
premixy doplÚkov˝ch l·tek i fin·lnÌ krmiva. Celkov˝ poËet
vzork˘ pro fin·lnÌ krmiva, kter˝ byl pouûit k v˝poËtu, je 40
a po vylouËenÌ odlehl˝ch v˝sledk˘ (Cochran˘v test) pro ob-
sahy 2,0 aû 8,0 mg.kgñ1 m· ukazatel opakovatelnosti hodnotu
0,63 mg.kgñ1. Celkov˝ poËet vzork˘ pro premixy doplÚkov˝ch
l·tek, kter˝ byl pouûit k v˝poËtu, je 20 a po vylouËenÌ odleh-
l˝ch v˝sledk˘ (Cochran˘v test) pro obsahy 1200 aû 2400
mg.kgñ1 m· ukazatel opakovatelnosti hodnotu 120 mg.kgñ1.

Reprodukovatelnost metody byla stanovena mezilabora-
tornÌm porovn·vacÌm testem.

M e z i l a b o r a t o r n Ì k r u h o v ˝ t e s t

MezilaboratornÌho kruhovÈho testu se z˙Ëastnilo 8 labo-
rato¯Ì za podmÌnek normy ISO 5725ñ1986 (cit.11) a bylo
provedeno vyhodnocenÌ ukazatele opakovatelnosti a reprodu-
kovatelnosti danÈ metody. Ke statistickÈmu testov·nÌ odleh-
losti hodnot byl pouûit Cochran˘v jednostrann˝ test odlehlosti
a Grubbs˘v test v kombinaci s tÌmto postupem:
ñ je-li P > 5 %, tj. je-li testovan· charakteristika Grubbsova

nebo Cochranova testu menöÌ neû jejÌ pÏtiprocentnÌ kri-
tick· hodnota, povaûuje se testovan· hodnota za spr·vnou,

ñ je-li 5 % ≥ P > 1 %, tj. leûÌ-li testovan· charakteristika mezi
jednoprocentnÌ a pÏtiprocentnÌ kritickou hodnotou, nazve
se testovan· hodnota hodnotou vyboËujÌcÌ a oznaËÌ se
jednou hvÏzdiËkou *),

ñ je-li P ≤ 1 %, tj. je-li testovan· charakteristika Grubbsova
nebo Cochranova testu vÏtöÌ neû jejÌ jednoprocentnÌ kritic-
k· hodnota, nazve se testovan· hodnota hodnotou odlehlou
a oznaËuje se dvÏma hvÏzdiËkami **).
Jako vzorky byly pouûity komerËnÏ vyr·bÏnÈ premixy na

dvou koncentraËnÌch hladin·ch ñ 1 400 a 2 400 mg.kgñ1 a na
dvou vzorcÌch fin·lnÌch krmiv o p¯ibliûnÈ koncentraci 8 mg.kgñ1.
Vzorky byly upraveny mletÌm, n·slednÏ byly zhomogenizo-
v·ny a na vzorcÌch byl proveden test homogenity (ANOVA).

V˝sledky mezilaboratornÌho kruhovÈho testu jsou sesta-

veny do tabulky IV. Z v˝sledk˘ mezilaboratornÌho testu je
z¯ejmÈ, ûe ukazatel opakovatelnosti stanovenÌ ethopab·tu me-
todou HPLC pro premixy p¯i obsahu 1 400 a 2 400 mg.kgñ1

dosahuje hodnoty 5 aû 6 % relativnÌch a ukazatel reproduko-
vatelnosti se pohybuje v rozmezÌ 12 aû 18 % relativnÌch.
Ukazatel opakovatelnosti pro fin·lnÌ krmiva dosahuje hodnoty
13 % relativnÌch a ukazatel reprodukovatelnosti se pohybuje
v rozmezÌ 13 aû 18 % relativnÌch.

Z·vÏr

Metoda stanovenÌ ethopab·tu v krmivech poskytuje spr·v-
nÈ a p¯esnÈ v˝sledky. Byla stanovena hodnota ukazatele opa-
kovatelnosti pro koncentraËnÌ hladinu ethopab·tu 2,0 aû 2 400
mg.kgñ1, kter· je 5 aû 6 % relativnÌch. V˝tÏûnost metody pro
koncentraËnÌ hladinu ethopab·tu 1,3 aû 10,7 mg.kgñ1 je (100,2±
3,6) %. Byly srovn·ny hodnoty opakovatelnosti zÌskanÈ pouze
v naöÌ laborato¯i a hodnoty opakovatelnosti vypoËtenÈ z v˝-
sledk˘ mezilaboratornÌho kruhovÈho testu. ObÏ hodnoty opa-
kovatelnosti jsou v dobrÈ shodÏ. Pro aplikaci metody stanove-
nÌ ethopab·tu v oblasti krmiv byla provedena optimalizace
p¯eËiötÏnÌ extraktu na kolonk·ch Sep-Pak Alumina B.
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M. Douöa (Central Institute for Supervising and Testing
in Agriculture Brno, Regional laboratory PlzeÚ): Determina-

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 µg.kgñ1), repeatability
(0.63 mg.kgñ1) and the yield of the method (100.2±3.6 %)
were determined in the ethopabate concentration range 1.3ñ
10.7 mg.kgñ1. 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 5ñ6 % at 2ñ2400 mg.kgñ1. The reproducibility
index ranges between 13 and 18 %.
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⁄vod

Tato pr·ce byla souË·stÌ studie, jejÌmû cÌlem bylo zjistit roz-
loûenÌ aktivity cytochromu P450 izoenzymu 2D6 (CYP2D6)
v ËeskÈ populaci1.

Aktivitu enzymu lze p¯edpovÏdÏt buÔ urËenÌm genotypu
(anal˝zou DNA), nebo urËenÌm fenotypu, tzn. pod·nÌm vhod-
nÈ modelovÈ l·tky, jejÌû metabolismus z·visÌ v˝luËnÏ na akti-
vitÏ CYP2D6. Fenotyp se pak zjiöùuje na z·kladÏ mnoûstvÌ
podanÈ modelovÈ l·tky a jejÌho metabolitu (-˘) v plazmÏ nebo
v moËi1.

Jako modelovou l·tku jsme pouûili dextromethorfan (DM),
o nÏmû je zn·mo, ûe v organismu podlÈh· O-demethylaci na

dextrorfan (DEX). Je prok·z·no, ûe cestu O-demethylace ka-
talyzuje hlavnÏ CYP2D6. Vznik DEX z DM poskytuje spo-
lehlivou informaci o aktivitÏ CYP2D6, v uspo¯·d·nÌ in vitro
a in vivo2ñ6.. PomÏr mol·rnÌch koncentracÌ DM a DEX v moËi,
tzv. metabolick˝ pomÏr (MP), je indexem pro hodnocenÌ
aktivity CYP2D6 in vivo. Jedinci s MP>0,3 jsou metabo-
liz·to¯i pomalÌ, ostatnÌ jsou metaboliz·to¯i rychlÌ. AlternativnÌ
metabolickou cestou DM je jeho N-demethylace na methoxy-
morfinan (MM). Tato cesta je katalyzov·na nÏkolika dal-
öÌmi izoenzymy cytochromu P450, a to CYP3A3/4, CYP3A5,
CYP3A7, CYP2D9 a CYP2C19 (cit.3,4,7,8) Cesta N-deme-
thylace vöak nem˘ûe nahradit defektnÌ O-demethylaci. DEX
i MM jsou d·le demethylov·ny na hydroxymorfinan2,5,9(HM).
DEX a HM jsou v plazmÏ p¯Ìtomny hlavnÏ ve formÏ konjug·t˘
s kyselinou glukuronovou. Struktury dextromethorfanu a jeho
metabolit˘ jsou uvedeny na obr. 1.

V prvnÌ Ë·sti studie bylo provedeno stanovenÌ MP v moËi
a na z·kladÏ zjiötÏn˝ch v˝sledk˘ byli dobrovolnÌci rozdÏleni
na skupinu rychl˝ch (93,1 %) a na skupinu pomal˝ch (6,9 %)
metaboliz·tor˘1. Tento v˝sledek se shoduje s v˝sledky obdob-
n˝ch studiÌ, kterÈ byly provedeny v jin˝ch evropsk˝ch bÌl˝ch
populacÌch jak s dextromethorfanem, tak i s dalöÌmi vhodn˝mi
modelov˝mi l·tkami6,10ñ12.

Ve druhÈ Ë·sti studie byl stanovov·n MP v plazmÏ. Vzhle-
dem k tomu, ûe je k dispozici jen velmi m·lo pracÌ zab˝vajÌ-
cÌch se urËov·nÌm fenotypu z plazmatick˝ch koncentracÌ mo-
delov˝ch l·tek, zajÌmalo n·s, jak v˝sledky zÌskanÈ anal˝zou
moËe budou korelovat s v˝sledky zÌskan˝mi anal˝zou plaz-
my1,13,14. Z·vÏry zÌskanÈ z fenotypov·nÌ jsme porovn·vali
s genotypem z˙ËastnÏn˝ch dobrovolnÌk˘.

Experiment·lnÌ Ë·st

Studie se ˙Ëastnilo celkem 102 zdrav˝ch, nep¯Ìbuzn˝ch
dobrovolnÌk˘ ve vÏku 20ñ35 let (59 muû˘, 43 ûen). Jedno-
r·zovÏ jim byl pod·n hydrobromid dextromethorfanu v d·v-
ce 27,5 mg per os (25 ml sirupu WICK Formula 44 Plus S,
Wick Pharma, Gross-Gerau, SRN). 3 hodiny po pod·nÌ l·tky
byla 95 dobrovolnÌk˘m odebr·na krev (10 ml) ñ 7 dobrovol-
nÌk˘ odbÏr krve odmÌtlo. P¯ibliûnÏ 1,6 ml plnÈ krve bylo
oddÏleno a pouûito k urËenÌ genotypu. Genotyp byl urËov·n
metodou PCR (Polymerase Chain Reaction)14,15. Do tÈ doby
byla krev uchov·v·na p¯i ñ20 ∞C. Zbytek krve byl zcentrifugo-
v·n (3000 ot.minñ1, 10 min) a zÌskan· plazma byla uchov·v·na
p¯i ñ20 ∞C aû do anal˝zy.

H P L C s t a n o v e n Ì

Konfigurace p¯Ìstroje: pumpa LC-10AS, d·vkovacÌ za¯Ì-
zenÌ SIL-10A a fluorescenËnÌ detektor RF-10A (excitaËnÌ
a emisnÌ vlnov· dÈlka 280 nm/315 nm) od firmy Shimadzu
(Kyoto, Japonsko)

ChromatografickÈ podmÌnky: kolona: Tessek phenyl,
150◊3 mm, 5 µm (Tessek, Praha, »R), p¯edkolona: Tessek
phenyl, 30◊3 mm, 10 µm (Tessek, Praha, »R), mobilnÌ f·ze:
acetonitrilñKH2PO4 pufr (0,01 mol.lñ1) v pomÏru 3 : 2 (v/v),
pH pufru 3,6 (upraveno 0,1 mol.lñ1 H3PO4 ), triethylamin
(350 µl.lñ1), pr˘tokov· rychlost 0,7 ml.minñ1 (160ñ170 MPa),
temperace autosampleru 10 ∞C, temperace kolony 30 ∞C, vnit¯-
nÌ standard: betaxolol (betaxololi hydrochloridum, LokrenObr. 1. Struktury analyzovan˝ch l·tek
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20 mg tbl., Synthelabo, Francie), standardy stanovovan˝ch
l·tek: dextromethorfan hydrobromid monohydr·t, (+)-3-me-
thoxymorfinan hydrobromid, (+)-3-hydroxymorfinan hydro-
chlorid a vÌnan dextrorfanu monohydr·t od firmy Hoffmann-
La Roche, äv˝carsko

⁄ p r a v a v z o r k ˘ p l a z m y p ¯ e d a n a l ˝ z o u

Na z·kladÏ v˝sledk˘ anal˝zy moËe byli dobrovolnÌci po-
dle fenotypu rozdÏleni na rychlÈ a pomalÈ metaboliz·tory.
V d˘sledku p¯edpokl·dan˝ch rozdÌln˝ch plazmatick˝ch kon-
centracÌ stanovovan˝ch l·tek u rychl˝ch a pomal˝ch meta-
boliz·tor˘ byla plazma zpracov·v·na v odliönÈm mnoûstvÌ
u obou skupin. Pro izolaci DM a jeho metabolit˘ ze vzork˘
plazmy byla pouûita metoda extrakce a reextrakce v systÈmu
kapalinañkapalina. Konjug·ty DEX a HM s kyselinou gluku-
ronovou byly p¯ed extrakcÌ hydrolyticky rozötÏpeny enzymem
β-glukuronidasou. Vzorky byly analyzov·ny bez hydrol˝zy
i po hydrol˝ze s β-glukuronidasou.

V p¯ÌpadÏ rychl˝ch metaboliz·tor˘ bylo k hydrol˝ze ode-
br·no 0,3 ml plazmy a p¯id·no 0,14 ml vodnÈho roztoku
octanu  sodnÈho  (0,2 mol.lñ1) a 0,011 ml β-glukuronidasy
(1,620 µkatal.lñ1). Tato smÏs byla inkubov·na ve vodnÌ l·zni
temperovanÈ na 37 ∞C. InkubaËnÌ doba 18 h byla p¯edem
experiment·lnÏ ovÏ¯ena jako dostateËn· pro ˙plnou hydrol˝zu
glukuronid˘.

U pomal˝ch metaboliz·tor˘ bylo hydrolytickÈ ötÏpenÌ glu-
kuronid˘ prov·dÏno s dvojn·sobn˝m mnoûstvÌm plazmy neû
u rychl˝ch metaboliz·tor˘ z d˘vodu oËek·van˝ch nÌzk˝ch
koncentracÌ metabolit˘ v plazmÏ. Dvakr·t byl zv˝öen takÈ
objem vodnÈho roztoku octanu sodnÈho a β-glukuronidasy.

E x t r a k c e a r e e x t r a k c e v z o r k ˘ p l a z m y
p o i n k u b a c i s β - g l u k u r o n i d a s o u

V p¯ÌpadÏ rychl˝ch metaboliz·tor˘ bylo k extrakci odebr·-
no 0,4 ml inkubaËnÌ smÏsi, v p¯ÌpadÏ pomal˝ch metaboliz·tor˘
bylo odebranÈ mnoûstvÌ dvojn·sobnÈ, tzn. 0,8 ml inkubaËnÌ
smÏsi (d˘vod viz v˝öe). DalöÌ postup byl u obou typ˘ metabo-
liz·tor˘ shodn˝.

K odebranÈmu mnoûstvÌ inkubaËnÌ smÏsi bylo p¯id·no
0,16 ml Na2CO3 (0,5 mol.lñ1), 0,1 ml betaxololu jako vnit¯nÌho
standardu (2 ng.lñ1, ¯edÏno 0,1 mol.lñ1 HCl) a 5 ml extrakËnÌho
Ëinidla (hexan:n-butanol, 9:1, v/v). Po 15 minutovÈm prot¯ep·-
nÌ a n·slednÈ centrifugaci (2000 rpm, 15 minut) byly zkumav-
ky se vzorky vloûeny do chlazenÈ hexanovÈ l·znÏ (ñ20 ∞C).
Po zmrznutÌ vodnÈ f·ze byla organick· vrstva p¯evedena do
ËistÈ  konickÈ  zkumavky.  Vodn·  f·ze byla po  rozmrazenÌ
extrahov·na jeötÏ jednou stejn˝m postupem. OrganickÈ f·ze
z obou extrakcÌ byly spojeny a pouûity k reextrakci.

Ke spojen˝m organick˝m f·zÌm bylo p¯id·no 0,3 ml KHSO4
(0,01 mol.lñ1). Po 15 minutovÈm t¯ep·nÌ n·sledovala centrifu-
gace (2200 rpm, 15 min), po kterÈ byla vodn· vrstva opÏt
vymraûena a organick· f·ze byla odstranÏna. Vodn· f·ze byla
po rozmrazenÌ nast¯ikov·na na kolonu v objemu 30ñ50 µl.

E x t r a k c e a r e e x t r a k c e v z o r k ˘ p l a z m y
b e z i n k u b a c e

K 1 ml plazmy bylo p¯id·no 0,4 ml Na2CO3 (0,5 mol.lñ1),
0,1 ml betaxololu jako vnit¯nÌho standardu (2,5 ng.lñ1, ¯edÏno

0,1 mol.lñ1 HCl) a 5 ml extrakËnÌho Ëinidla (hexan:n-butanol,
9:1, v/v).

D·le pokraËovala extrakce i reextrakce stejn˝m zp˘sobem
jako v p¯ÌpadÏ vzork˘ plazmy, kterÈ byly s β-glukuronidasou
inkubov·ny. N·st¯ikov˝ objem vodnÈ f·ze po jejÌm rozmra-
zenÌ byl 50 µl.

K a l i b r a c e

KalibraËnÌ ¯ada a vzorky kontroly kvality byly p¯ipravo-
v·ny ¯edÏnÌm z·sobnÌch roztok˘ standard˘ lidskou plazmou.
Plazma byla zÌsk·na od subjekt˘, kter˝m nebyl dextromethor-
fan pod·n a jejÌû Ëistota byla p¯ed pouûitÌm chromatograficky
ovÏ¯ena. Objemy z·sobnÌch roztok˘ standard˘ a p¯id·vanÈ
lidskÈ plazmy p¯i p¯ÌpravÏ kalibraËnÌ ¯ady a vzork˘ kontroly
kvality byly souËasnÏ ovÏ¯ov·ny v·ûenÌm. Koncentrace z·-
sobnÌch roztok˘: DM 197,7 mg.lñ1, MM 208,5 mg.lñ1, DEX
1870,5 mg.lñ1 a HM 966,7 mg.lñ1 (¯edÏno 0,1 mol.lñ1 HCl).
Rozsahy koncentracÌ jednotliv˝ch l·tek v kalibraËnÌ ¯adÏ by-
ly 1,09.10ñ3ñ0,14 mg.lñ1 pro DM, 0,62.10ñ3ñ0,080 mg.lñ1

pro MM, 0,58.10ñ3ñ0,074 mg.lñ1 pro DEX a 0,59.10ñ3ñ0,075
mg.lñ1 pro HM .

Parametry kalibraËnÌch z·vislostÌ byly zÌsk·ny ze z·vis-
losti pomÏr˘ ploch pÌk˘ stanovovanÈ l·tky a vnit¯nÌho stan-
dardu na teoretickÈ koncentraci analyzovanÈ l·tky metodou
v·ûenÈ line·rnÌ regrese (program SOLO, BMDP Statistical
Software, Los Angeles, California).

V˝sledky a diskuse

PouûitÈ chromatografickÈ podmÌnky umoûnily ˙plnou se-
paraci a stanovenÌ DM, jeho metabolit˘ a vnit¯nÌho standardu.
Za tÏchto podmÌnek neinterferovaly endogennÌ l·tky s l·tkami
analyzovan˝mi. ChromatografickÈ z·znamy anal˝z jsou uve-
deny na obr. 2 a 3. Na chromatogramech vÏtöiny rychl˝ch
metaboliz·tor˘ nejsou patrnÈ pÌky methoxymorfinanu.

Ke stanovenÌ koncentracÌ dextromethorfanu a jeho meta-
bolit˘ jsme pouûili metodu HPLC s fluorescenËnÌ detekcÌ.
Metoda vznikla ˙pravou podmÌnek, kterÈ byly vypracov·ny
v prvnÌ Ë·sti studie pro stanovenÌ tÏchto l·tek v moËi1.

K izolaci DM a metabolit˘ z plazmy byl pouûit postup,
kter˝ se osvÏdËil p¯i extrakci tÏchto l·tek z moËi1. Byl upraven
pouze objem extrakËnÌho Ëinidla, protoûe s jeho p˘vodnÌm
mnoûstvÌm (4 ml) nebylo dosahov·no dostateËnÈ v˝tÏûnosti.
P¯i zv˝öenÌ objemu extrakËnÌ smÏsi na 5 ml stoupla v˝tÏûnost
DM, DEX, MM a BX o 10 aû 14 %. V˝tÏûnost HM stoupla
tÈmÏ¯ o 20 %. V˝slednÈ extrakËnÌ v˝tÏûnosti jednotliv˝ch
analyt˘ byly DM 91 %, DEX 101 %, HM 90 %, MM 76 %
a BX 99 %.

KorelaËnÌ koeficienty kalibraËnÌch z·vislostÌ bÏhem sed-
mi po sobÏ n·sledujÌcÌch dn˘ byly pro DM, DEX a MM vyööÌ
neû 0,998 a pro HM byly vyööÌ neû 0,996. RelativnÌ odchylky
teoretick˝ch a skuteËn˝ch koncentracÌ kalibraËnÌch bod˘ se
pohybovaly v tÏchto rozmezÌch: pro DM od ñ8,2 % do 9,9 %,
pro DEX od ñ5,6 % do 7,9 %, pro MM od ñ8,3 % do 5,7 %
a pro HM od ñ8,9 % do 10,7 %.

P¯esnost a spr·vnost anal˝z vzork˘ pro kontrolu kvality je
vidÏt z ˙daj˘ v tabulce I. Anal˝zy kalibraËnÌch bod˘ s nejniû-
öÌmi koncentracemi byly opakovatelnÈ a spr·vnÈ. TeoretickÈ
koncentrace tÏchto bod˘ (viz experiment·lnÌ Ë·st) je moûnÈ
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povaûovat za spodnÌ meze stanovitelnosti pro vöechny analy-
zovanÈ l·tky. N·mi dosaûen· spodnÌ mez stanovitelnosti je
o jeden ¯·d niûöÌ neû je uv·dÏno v literatu¯e13. Je to pravdÏpo-
dobnÏ zp˘sobeno dokonalejöÌm izolaËnÌm postupem, kter˝
vedl tÈmÏ¯ k ˙plnÈmu odstranÏnÌ endogennÌch l·tek. Pro hod-
notu pomÏru sign·lu a öumu 5 byl detekËnÌ limit pro DM a jeho
metabolity odhadnut na 0,073 ng. To odpovÌd· koncentraci
0,73.10ñ2 µg.lñ1 analyt˘ v plazmÏ.

Tabulka II uv·dÌ koncentrace DM a jeho metabolit˘ v plaz-
mÏ namÏ¯enÈ 3 hodiny po pod·nÌ modelovÈ l·tky a metabo-

Tabulka II
Medi·n (rozpÏtÌ) koncentracÌ dextromethorfanu a jeho meta-
bolit˘ v plazmÏ odebranÈ 3 h po pod·nÌ 85 µmol (27,5 mg)
hydrobromidu dextromethorfanu ve skupinÏ rychl˝ch (RM)
a pomal˝ch (PM) metaboliz·tor˘ a medi·n (rozpÏtÌ) metabo-
lick˝ch pomÏr˘ (MP) poËÌtan˝ch jako pomÏr mol·rnÌch kon-
centracÌ DM a DEX v plazmÏ

L·tka RM (N = 89) PM (N = 6)

Koncentrace [nmol.lñ1]
DM 7,98 (0,459ñ106) 58,3 (39,8ñ71,6)
DEX 316 (81,0ñ609) 42,8 (10,5ñ122)
MMa <0,7 (<0,7ñ4,98) 1,18 (<0,7ñ3,26)
HM 178 (30,7ñ313) 24,3 (5,79ñ65,4)
MP (DM/DEX) 0,025 (0,001ñ0,56) 2,15 (0,32ñ6,15)

a U 80 RM a 3 PM byla konc. <0,7 nmol.lñ1 (spodnÌ limit
stanovitelnosti)

Obr. 2. B ñ chromatogram slepÈho vzorku plazmy, L3 chromato-
gram kalibraËnÌho bodu L3: 1 ñ hydroxymorfinan, 2 ñ dextrorfan,
3 ñ betaxolol, 4 ñ methoxymorfinan, 5 ñ dextromethorfan

Obr. 3. P1 ó chromatogram plazmy rychlÈho metaboliz·tora bez
inkubace s β-glukuronidasou pro stanovenÌ dextromethorfanu (4)
a betaxololu (3); P2 ...... chromatogram plazmy rychlÈho metabo-
liz·tora po inkubaci s β-glukuronidasou pro stanovenÌ hydroxy-
morfinanu (1), dextrorfanu (2) a betaxololu (3)
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Tabulka I
V˝sledky anal˝z vzork˘ kontroly kvality

Vzorek Analyt Teoretick· PomÏr namÏ¯enÈ a teoretickÈ koncentrace Pr˘mÏr CVa RDb

koncentrace 1. den 2. den 3. den 4. den 5. den [%] [%]
[mg.lñ1]

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

a VariaËnÌ koeficient, b relativnÌ chyba

Obr. 4. Korelace metabolick˝ch pomÏr˘ zÌskan˝ch mÏ¯enÌm kon-
centracÌ dextromethorfanu (DM) a dextrorfanu (DEX) v moËi
(sbÌranÈ 0ñ4 h po pod·nÌ modelovÈ l·tky) a v plazmÏ (zÌskanÈ 3 h po
pod·nÌ modelovÈ l·tky); rs = 0,705, p < 1.10ñ4
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lick˝ pomÏr (DM/DEX) vypoËten˝ z tÏchto koncentracÌ. Srov-
n·me-li v˝sledky uvedenÈ v tabulce II s v˝sledky zÌskan˝mi
anal˝zou moËi (medi·n (rozpÏtÌ) MP v moËi byl pro rychlÈ
metaboliz·tory 0,007 (0,0001ñ0,18); a pro pomalÈ metabo-
liz·tory 1,3 (0,37ñ4,6)1), vidÌme, ûe hodnoty MP v plazmÏ se
ve skupinÏ rychl˝ch a pomal˝ch metaboliz·tor˘ p¯ekr˝vajÌ.
Z toho je moûnÈ usoudit, ûe hraniËnÌ hodnota MP zjiötÏn·
v plazmÏ bude odliön· od hodnoty 0,3, kter· je pouûÌv·na pro
stanovenÌ MP v moËi. Velikost tÈto hraniËnÌ meze v plazmÏ
nenÌ zatÌm p¯esnÏ zn·m·. Literatura uv·dÌ st¯ednÌ hodnotu MP
v plazmÏ 0,126 (pro DM jako modelovou l·tku)13.

Korelace metabolick˝ch pomÏr˘ zÌskan˝ch jak mÏ¯enÌm
koncentracÌ l·tek v moËi, tak mÏ¯enÌm v plazmÏ vypl˝v·
z obr. 4. Lze ¯Ìci, ûe oba metabolickÈ pomÏry spolu dob¯e
korelujÌ. Z toho vypl˝v·, ûe stanovenÌ aktivity CYP2D6 s vy-
uûitÌm metabolickÈho pomÏru DM/DEX v plazmÏ zÌskanÈ
3 hodiny po pod·nÌ modelovÈ l·tky by mohlo b˝t vhodnou
alternativou ke standardnÌmu p¯Ìstupu, tj. ke stanovenÌ feno-
typu CYP2D6 v moËi. Tento p¯Ìstup by byl zvl·ötÏ vhodn˝
v p¯Ìpadech snÌûenÈ funkce ledvin, kdy pomÏry l·tek v moËi
mohou b˝t negativnÏ ovlivnÏny zmÏnami exkrece DM a DEX
do moËi.
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G. Zimov·, J. Chl·dek, J. MartÌnkov·, and M. Ber·nek
(Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control,
Faculty of Pharmacy, Charles University, Hradec Kr·lovÈ):
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 ñ 0.01 M-KH2PO4
(3:2) containing triethylamine (350 ml.lñ1), pH 3.6; flow rate
0.7 ml.minñ1; internal standard betaxolol. For isolation of the
substances from plasma, liquidñliquid 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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Kæ˙ËovÈ slov·: spektrofluorimeter, fluorescenËnÈ spektrum,
vrstevnicov· mapa, albumÌn, riboflavÌn, kyselina acetylsalicy-
lov·, pyridoxÌn

⁄vod

äpecifita fluorescencie l·tok vypl˝va zo z·vislosti inten-
zity od dvoch vlnov˝ch dÂûok, excitaËnej a emisnej F = f(λex;
λem). Pre kaûd˙ l·tku je moûnÈ nameraù emisnÈ spektr· pri
rÙznych excitaËn˝ch vlnov˝ch dÂûkach a naopak. Zoradenie
takto nameran˝ch jednotliv˝ch spektier v priestore, tj. vytvo-
renie z·vislosti intenzity fluorescencie od viacer˝ch (postupne
sa zvyöuj˙cich) hodnÙt excitaËnej a emisnej vlnovej dÂûky,
vedie ku vzniku trojrozmernÈho grafu. Prezent·cia fluores-
cenËn˝ch spektier vo forme trojrozmern˝ch grafov d·va moû-
nosù na komplexnÈ vyuûitie vöetk˝ch inform·ciÌ o analyzova-
nej l·tke. Spektrum kaûdÈho fluorofÛru, alebo zmesi fluorofÛ-
rov m· oveæa vyööiu vypovedaciu hodnotu, ak sa snÌma pri
viacer˝ch excitaËn˝ch, Ëi emisn˝ch vlnov˝ch dÂûkach. Klasic-
ky snÌmanÈ  emisnÈ  spektr· pri  konötantnej  vlnovej  dÂûke
excitaËnÈho svetla a opaËne, nezodpovedaj˙ poûiadavk·m na
rozlÌöenie hlavne v oblasti biochemickÈho v˝skumu. Preto sa
preferuje trojrozmern· fluorescenËn· anal˝za. Na interpret·-
ciu v˝sledkov trojrozmernej fluorescenËnej anal˝zy sa v praxi
vyuûÌva najm‰ poËÌtaËov· forma öpeci·lnych vrstevnicov˝ch
m·p.  (AnalÛgia  zemepisn˝ch  m·p:  vrstevnice predstavuj˙
oblasti s rovnakou intenzitou fluorescencie, s˙radnicov· po-
loha na mape je kvalitatÌvnou, ÑkÛtaì kvantitatÌvnou charak-
teristikou fluoreskuj˙cej l·tky.)

Vrstevnicov· mapa zobrazuje podstatne v‰ËöÌ poËet po-
drobnostÌ, neû klasickÈ spektrum v podobe jednej krivky.
UzavretÈ vrstevnice s˙ charakteristickou fluorescenciou ana-
lyzovanej l·tky a mÙûu sl˙ûiù na identifik·ciu fluorescenËn˝ch
zloûiek v komplikovanej zmesi, prÌpadne potvrdiù alebo vy-
vr·tiù identitu dvoch zmesÌ. VrstevnicovÈ mapy takto sl˙ûia
ako selektÌvny odtlaËok1.

Technika trojrozmernej fluorescenËnej anal˝zy bola vy-
uûit· aj pri identifik·cii farbiva na zvyöku pl·tna, ktorÈ bolo
n·jdenÈ pri archeologick˝ch vykop·vkach. Na z·klade vytvo-
renej fluorescenËnej vrstevnicovej mapy farbiva na n·jdenej
textÌlii a porovn·vanÌm so ötandardami prÌrodn˝ch farbÌv na
vybran˝ch typoch materi·lov (hodv·b, bavlna) sa podarilo
identifikovaù nielen pÙvod farby, ale aj typ tkaniny2.

TrojrozmernÈ grafickÈ v˝stupy nameran˝ch veliËÌn umoû-

Úuj˙ dnes komerËne vyr·banÈ spektrofluorimetre vyööej kate-
gÛrie. Technicky najprepracovanejöÌm prÌstrojom na takÈto
merania je fluorescenËn˝ spektrofotometer Hitachi model F-
-4500 s adekv·tnou poËÌtaËovou v˝bavou3. Praktick· dostup-
nosù t˝chto prÌstrojov je vöak z cenov˝ch dÙvodov pre v‰Ëöinu
beûn˝ch laboratÛriÌ m·lo re·lna. Preto sme modernizovali
staröÌ, avöak koncepËne veæmi dobre rieöen˝ fluorescenËn˝
spektrometer Perkin-Elmer Model 3000.

Experiment·lna Ëasù

C h e m i k · l i e

Hov‰dzÌ sÈrov˝ albumÌn (Merck, SRN), acylpyrÌn (Slova-
kofarma Hlohovec), riboflavÌn, injekËn˝ roztok (LÈËiva Pra-
ha), pyridoxÌn, injekËn˝ roztok (LÈËiva Praha ), B-komplex
(LÈËiva Praha). Koncentr·cie vodn˝ch roztokov: acylpyrÌn
200 mg.lñ1, albumÌn 40 mg.lñ1, riboflavÌn 10 mg.lñ1, pyridoxÌn
5 mg.lñ1.

P r Ì s t r o j e a z a r i a d e n i a

FluorescenËn˝ spektrometer Perkin-Elmer model 3000 (PE
3000), rok v˝roby 1981 s pripojen˝m poËÌtaËom PC Pentium
so softwarom Spektro4, novo vyvinutÈ hardwarovÈ rozhranie.

M e t Û d y

EmisnÈ spektr· boli snÌmanÈ pri excitaËn˝ch vlnov˝ch
dÂûkach zaËÌnaj˙cich pri 260 nm a zvyöuj˙cich sa po 10 nm aû
do hodnoty 600 nm. Emisn˝ monochrom·tor bol nastaven˝ na
poËiatoËn˙ vlnov˙ dÂûku posunut˙ vûdy o 20 nm vyööie oproti
excitaËnej, aby sa eliminovali rozptylovÈ javy. VrstevnicovÈ
mapy boli vytvorenÈ okamûite po ukonËenÌ merania progra-
mom Spektro.

V˝sledky a diskusia

Technick· ˙prava v˝stupu nameran˝ch spektr·lnych veli-
ËÌn prÌstroja Perkin-Elmer Model 3000, jeho pripojenie na PC
Pentium a program Spektro4, ktor˝ bol vytvoren˝ podæa naöich
poûiadaviek a predst·v, umoûÚuje analyzovaù flurescenËn˝
materi·l rÙznymi spÙsobmi a interpretovaù nameranÈ hodnoty
vo vhodnej grafickej forme na vysokej ˙rovni.

Program Spektro je autorsk˝ program na poËÌtaËovÈ spra-
covanie hodnÙt nameran˝ch fluorescenËn˝m spektrofotome-
trom PE 3000. UmoûÚuje registr·ciu vöetk˝ch typov spektier
v ËÌselnej aj grafickej podobe a ich archiv·ciu. Na zn·zorne-
nom spektre je moûnÈ v æubovoænom bode veæmi presne odËÌ-
taù hodnotu vlnovej dÂûky a jej odpovedaj˙cu intenzitu fluo-
rescencie. ViacerÈ spektr· je moûnÈ zn·zorniù s farebn˝m
odlÌöenÌm. Program umoûÚuje sËÌtanie, odËÌtanie spektier aj
v˝poËet priemeru viacer˝ch meranÌ. NameranÈ ˙daje je moûnÈ
exportovaù do in˝ch grafick˝ch programov (napr. Excel). Sa-
mozrejmou s˙Ëasùou programu je tlaË zobrazen˝ch spektier.

V˝sledky trojrozmernej fluorescenËnej anal˝zy je moûnÈ
v programe Spektro prezentovaù vo forme trojrozmernÈho
grafu, ale aj v jeho dvojrozmernej alternatÌve, vo forme vrs-
tevnicov˝ch spektr·lnych m·p (obr. 1). Na vrstevnicovej ma-
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pe os x reprezentuje emisn˙, os y excitaËn˙ vlnov˙ dlûku.
Vrstevnice spektr·lnej mapy sp·jaj˙ body s rovnakou intenzi-
tou fluorescencie. Hustotu vrstevnÌc je moûnÈ zad·vaù s æubo-
voæn˝m odstupom intenzity fluorescencie. Orient·ciu na mape
uæahËuje mrieûka, ktor˙ je moûnÈ podæa zv·ûenia zobraziù
(obr. 1). V programe Spektro sa automaticky zobrazuj˙ s˙rad-
nice akÈhokoævek miesta na vrstevnicovej mape pri pohybe
myöou po mape. JednotlivÈ fluorescenËnÈ p·sma sa daj˙ fa-
rebne odlÌöiù.

Na grafickom zobrazenÌ trojrozmern˝ch emisn˝ch fluo-
resceËn˝ch spektier vo forme vrstevnicov˝ch spektr·lnych
m·p chceme demonötrovaù moûnosti veæmi podrobnej spek-
tr·lnej charakteristiky niektor˝ch l·tok.

Trojrozmern· fluorescenËn· anal˝za je zvl·öù v˝hodn· pri
sk˙manÌ zmesi fluorescenËn˝ch l·tok. Klasickou fluorescenË-
nou anal˝zou (emisnÈ spektrum snÌmanÈ pri vlnovej dÂûke
excitaËnÈho maxima) je m·lokedy moûnÈ odhaliù prÌtomnosù
ÔalöÌch l·tok s odliön˝mi fluorescenËn˝mi charakteristikami,
neû m· pr·ve meran· l·tka. Ako modelov˙ zmes sme zvolili
vodn˝ roztok kyseliny acetylsalicylovej (acylpyrÌn) v prÌtom-
nosti riboflavÌnu. EmisnÈ spektrum modelovej zmesi snÌmanÈ
pri excitaËnom maxime kyseliny acetylsalicylovej nezaregis-
truje prÌtomnosù riboflavÌnu a naopak (obr. 2). Vrstevnicov·
mapa tieto obmedzenia nem· a dokazuje grafick˙ v˝nimoË-
nosù najm‰ pri porovn·vanÌ ñ identifik·cii Ëist˝ch l·tok alebo
zmesÌ (obr. 3). JednotlivÈ fluorofÛry prÌtomnÈ vo vzorke vy-
tv·raj˙ v ploönom zobrazenÌ m·p uzavretÈ, alebo polouzavretÈ
krivky s presne vymedzen˝mi s˙radnicami. Tak˝to obr·zok
plne charakterizuje totoûnosù meranej vzorky.

Obr. 1. TrojrozmernÈ spracovanie fluorescenËn˝ch spektier vod-
nÈho roztoku albumÌnu. Usporiadanie emisn˝ch spektier v priestore
(a), vrstevnicov· mapa ñ 150 jednotiek relatÌvnej fluorescencie (b),
vrstevnicov· mapa so zobrazenou mrieûkou ñ 200 jednotiek relatÌvnej
fluorescencie (c)
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Obr. 2. JednoduchÈ emisnÈ spektrum modelovej zmesi (acylpyrÌn
+ riboflavÌn) snÌmanÈ pri excitaËnom maxime kyseliny acetylsalicy-
lovej λex = 300 nm (a) a riboflavÌnu λex = 440 nm (b). Identifikovateæn·
je vûdy iba jedna zloûka zmesi
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Obr. 3. FluorescenËn· vrstevnicov· mapa roztoku modelovej zme-
si (acylpyrÌn  + riboflavÌn) a  jednotliv˝ch  zloûiek ñ acylpyrÌnu,
riboflavÌnu. V zmesi s˙ identifikovateænÈ vöetky zloûky

AcylpyrÌn + riboflavÌn

400 500

440

320

380

260
300

a

500

600

AcylpyrÌn

400 500

440

320

380

260
300

b
500

600

RiboflavÌn

400 500

440

320

380

260
300

c
500

600

Chem. Listy 95, 310 ñ 313 (2001) LaboratornÌ p¯Ìstroje a postupy

311



RiboflavÌn (vitamÌn B2) je aj jednou zo zloûiek tablety
B-komplexu (B1, B2, B5, B6, PP). Na fluorescenËnej vrstevni-
covej mape vodnÈho roztoku tablety B-komplexu sa okrem

riboflavÌnu prejavuje aj ÔalöÌ fluorofÛr, ktor˝ predstavuje py-
ridoxÌn (B6). Jeho totoûnosù potvrdzuje vrstevnicov· mapa
roztoku pyridoxÌnu (obr. 4). KlasickÈ fluorescenËnÈ spektrum
roztoku B-komplexu snÌmanÈ pri excitaËnom maxime ribofla-
vÌnu nezaznamenalo prÌtomnosù Ôalöieho fluorofÛru (obr. 5).

Jedin˝m obmedzenÌm upravenÈho fluorimetra Perkin-El-
mer 3000 je nÌzka r˝chlosù pohybu monochrom·torov (max.
240 nm.minñ1) v porovnanÌ s fluorimetrom Hitachi F-4500 aû
30000 nm.minñ1 (cit.3). Ich r˝chlosù  nie  je moûnÈ zv˝öiù,
pretoûe je dan· samotnou konötrukciou prÌstroja. Preto, hlavne
z Ëasov˝ch dÙvodov, sa snÌmali emisnÈ spektr· tak, ûe exci-
taËn· vlnov· dÂûka sa menila v intervaloch po 10 nm (tj. 260,
270, 280 nm Ö500 nm). Pri prÌliö veæk˝ch odstupoch (napr.
40 nm) mÙûe dÙjsù ku skresleniu fluorescenËn˝ch charakteristÌk
(obr. 5). Avöak aj pri takomto zjednoduöenÌ je moûnÈ rozlÌöiù
v zmesi jednotlivÈ fluorescenËnÈ zloûky, ba aj odlÌöiù dve
zmesi, ktorÈ obsahuj˙ fluorofÛr s blÌzkymi spektr·lnymi cha-
rakteristikami. Ak sa merania robia  rovnak˝m spÙsobom,
potom sa pri porovn·vanÌ jednotliv˝ch spektr·lnych m·p tieto
chyby eliminuj˙ a zniûuje sa iba rozliöovacia schopnosù spektier.

Obr. 6. Porovnanie tvaru fluorescenËn˝ch vrstevnicov˝ch m·p roztoku modelovej zmesi a, b a B-komplexu c, d v z·vislosti od hustoty
merania emisn˝ch spektier. ExcitaËnÈ vlnovÈ dÂûky sa menili po 10 nm a, c alebo po 40 nm b, d

Obr. 5. JednoduchÈ emisnÈ spektrum roztoku B-komplexu snÌ-
manÈ pri excitaËnom maxime riboflavÌnu λex = 440 nm. Identifiko-
vateæn· iba jedna zloûka zmesi
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Obr. 4. FluorescenËn· vrstevnicov· mapa roztoku B-komplexu
a jeho zloûiek ñ riboflavÌnu, pyridoxÌnu. V zmesi s˙ identifikovateænÈ
vöetky zloûky
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Z·ver

Technickou ˙pravou staröieho prÌstroja a vytvorenÌm pro-
gramu Spektro sme dosiahli ˙roveÚ spektr·lnych fluorescen-
Ën˝ch meranÌ, porovnateæn˙ so öpiËkov˝m zariadenÌm. Pri
kvalitnej mechanickej a elektronickej v˝bave pÙvodneho fluo-
rimetra zostalo jedinÈ obmedzenie ñ r˝chlosù pohybu mono-
chrom·torov. N·sledkom je dlhöia doba merania kompletnÈho
trojrozmernÈho spektra ñ 15 aû 20 min˙t v porovnanÌ s 1 aû 3
min˙tami u najmodernejöÌch zariadenÌ. Tento Ëasov˝ rozdiel
nie je rozhoduj˙ci, pokiaæ sa nemeraj˙ veækÈ sÈrie vzoriek,
alebo sa nevyûaduje extrÈmna Ñhustotaì emisn˝ch spektier.
»asov˝ faktor vöak ustupuje do pozadia, ak sa zoberie do
˙vahy cena moderniz·cie ñ 25 000 Sk a cena novÈho prÌstroja
okolo 1 500 000 Sk.
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bKursk· St. 25, Koöice, Slovak Republic): Three-dimensional
Fluorescence Spectra ñ 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
a computer, 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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OSOBNÕ  ZPR¡VY

K ûivotnÌmu jubileu Ing. LubomÌra Lochmanna, DrSc

Dne 22. kvÏtna letoönÌho roku oslavÌ svÈ 75. narozeniny
Ing. LubomÌr Lochmann, DrSc., jeden z vynikajÌcÌch vÏdec-
k˝ch pracovnÌk˘ ⁄stavu makromolekul·rnÌ chemie Akademie
vÏd »eskÈ republiky.

SvÏtlo svÏta spat¯il tedy v roce 1926 v Praze jako syn
komornÌho stenografa tehdejöÌho Parlamentu Republiky »es-
koslovenskÈ. Jeho n·klonnost k p¯ÌrodovÏdn˝m obor˘m, naj-
mÏ k chemii, se projevily uû v relativnÏ ˙tlÈm vÏku. P¯esto
vöak, podle p¯·nÌ rodiË˘, absolvoval Ëty¯i t¯Ìdy klasickÈho
gymn·zia, a teprve potÈ, v souladu s p¯·nÌm vlastnÌm, pokra-
Ëoval ve specializovanÈm vzdÏl·v·nÌ na VyööÌ pr˘myslovÈ
ökole chemickÈ v Praze. Tu ukonËil v roce 1945. Po kr·tkÈm
p˘sobenÌ ve V˝zkumnÈm ˙stavu cukrovarnickÈm pokraËoval
ve zvyöov·nÌ kvalifikace studiem na VysokÈ ökole chemicko-
-technologickÈ, kterÈ zavröil jiû v roce 1949 na kated¯e tech-
nologie organick˝ch l·tek u profesora äorma. Po absolvov·nÌ
ökoly kr·tce p˘sobil jako doktorand na kated¯e prof. Lukeöe,
pak pracoval postupnÏ v Nov·ck˝ch chemick˝ch z·vodech,
v KonstruktivÏ a v n.p. Reagencie v Praze a Kralupech, aû
poslÈze koncem roku 1960 nastoupil do kr·tce p¯edtÌm zaloûe-
nÈho ⁄stavu makromolekul·rnÌ chemie »eskoslovenskÈ aka-
demie vÏd, do  oddÏlenÌ organickÈ syntÈzy. Jeho  odborn˝
z·jem vzbudila chemie organokovov˝ch slouËenin alkalic-
k˝ch kov˘ a tomuto oboru se pak vÏnoval po celou dobu svÈ
kariÈry. Zde takÈ v roce 1968 obh·jil kandid·tskou disertaË-
nÌ pr·ci vÏnovanou alkalick˝m organokov˘m a alkoxid˘m,
a o 30 let pozdÏji zÌskal i hodnost doktora vÏd. V letech 1992ñ
93 p˘sobil jako Visiting Scientist na CornellovÏ univerzitÏ
v Ithace, USA, ve skupinÏ prof. FrÈcheta, kter˝ je zn·m sv˝mi
pracemi v oboru dendrimer˘.

Soubor Lochmannov˝ch pracÌ, vÏnovan˝ch alkalick˝m
organokov˘m, pat¯Ì do z·kladnÌho fondu vÏdomostÌ o anion-
tovÈ polymerizaci akrylov˝ch a hlavnÏ methakrylov˝ch es-
ter˘, tedy oboru, kter˝ je i m˝m Ñosudemì uû hezkou ¯·dku
let. Podstatnou Ë·st z nich jsme s Lochmannem str·vili v jed-
nom oddÏlenÌ naöeho ˙stavu. Proto mohu za vöechny, kte¯Ì se
v tÈto oblasti angaûujÌ, s plnou odpovÏdnostÌ prohl·sit, ûe
jeho modelovÈ studie mechanismu aniontovÈ polymerizace
methakryl·t˘, vypracovanÈ postupy syntÈzy modelov˝ch es-
ter-enol·t˘ a dalöÌ pr·ce jsou st·le ñ a jeötÏ budou ñ hojnÏ
citovan˝mi z·kladnÌmi ˙daji o tomto procesu, obzvl·ötÏ o ki-
netice dÌlËÌch reakcÌ polymerizace a fungov·nÌ stabilizaË-
nÌch p¯Ìsad. Pro tyto studie si jubilant vypracoval speci·lnÌ
experiment·lnÌ techniku, jako nap¯. modifikovan˝ pr˘toËn˝
reaktor, z nÏhoû bylo moûno zÌsk·vat vzorky reakËnÌ smÏsi
v ËasovÈm rozmezÌ ¯·dovÏ desÌtek milisekund, anebo ¯adu
t¯eba i drobn˝ch pom˘cek a r˘zn˝ch ÑudÏl·tekì pro mani-
pulaci s citliv˝mi chemik·liemi v inertnÌm prost¯edÌ, jejichû
relativnÌ jednoduchost a p¯itom Ñvymyölenostì byla mnohdy
obdivuhodn·; nÏkterÈ z nich pat¯Ì st·le k z·kladnÌmu vybave-
nÌ laborato¯e. Je autorem nebo spoluautorem vÌce neû 80 p˘-
vodnÌch pracÌ, nÏkolika p¯ehledn˝ch Ël·nk˘, 30 patent˘ a ¯ady
sdÏlenÌ na mezin·rodnÌch vÏdeck˝ch setk·nÌch. V roce 1975
zÌskal Cenu »SAV za soubor studiÌ o aniontovÈ polymeriza-

ci methakryl·t˘. V roce 1991 obdrûel od »s. ˙¯adu pro vyn·-
lezy a objevy diplom za objev obecnÏ platnÈ v˝mÏnnÈ reak-
ce kovñkov probÌhajÌcÌ mezi organolithn˝mi slouËeninami
a alkoxidy tÏûöÌch alkalick˝ch kov˘ podle schÈmatu: R1Li +
R2OM → R1M + R2OLi (M = Na, K, Rb, Cs). Tato reakce je
z·kladem tzv. Lochmannov˝ch superbazÌ, v anglosaskÈ litera-
tu¯e zn·m˝ch jako ÑLochmannís baseì, kterÈ se vyznaËujÌ
mimo¯·dnou reaktivitou a jsou hojnÏ vyuûÌv·ny preparativnÏ,
hlavnÏ p¯i metalacÌch organick˝ch slouËenin v organickÈ syn-
tÈze, anebo p¯i modifikaci polymer˘, jako jeden z krok˘ p¯i
p¯ÌpravÏ roubovan˝ch (ko)polymer˘. Objev tÈto reakce je
pÏknou ilustracÌ zn·mÈho rËenÌ, ûe n·hoda pom·h· p¯iprave-
nÈmu. P¯i studiu interakce alkyllithia se sodn˝m alkoxidem se
totiû v baÚce vytvo¯ila sraûenina, kter· na vzduchu vzplanula,
coû indikovalo, ûe se v reakËnÌ smÏsi dÏje nÏco hodnÈho
dalöÌho studia.

Dr. Lochmann je mezi kolegy zn·m spÌöe jako ÑBuöekì,
ale musÌm se p¯iznat, ûe se mi nikdy nepoda¯ilo vystopovat
p˘vod tÈto p¯ezdÌvky. Zato jsem ke svÈmu ˙divu zjistil, ûe
nÏkte¯Ì naöi spoleËnÌ zn·mÌ v˘bec neznali jeho skuteËnÈ k¯est-
nÌ jmÈno ñ byl pro nÏ prostÏ Buöek. Oslovovaly jej tak i jeho
laborantky. Ty mÏly v Buökovi öÈfa vûdy korektnÌho, avöak
vzhledem k jeho ˙zkostlivÈ peËlivosti p¯i pr·ci v laborato¯i
n·roËnÈho a d˘slednÈho ñ on s·m je totiû velice zruËn˝ expe-
riment·tor. Nikdy se v·ûnÏji nerozËiloval, ne¯ku-li ûe by zv˝-
öil hlas, ale vysvÏtloval chyby nebo objasÚoval svÈ p¯edstavy
s obËasn˝m lehk˝m pomlasknutÌm, a tak ozn·menÌ jeho spo-
lupracovnice, ûe ÑBuöek mlask·Öì veölo do historie oddÏlenÌ
coby zpr·va o nep¯Ìliö vyda¯enÈm experimentu. Nutno vöak
poznamenat, ûe se to st·valo spÌöe z¯Ìdka. ÿÌdit auto zaËal
pomÏrnÏ pozdÏ, ale nauËil se to velice rychle a dob¯e a se sv˝m
Trabantem a pozdÏji Favoritem uû procestoval po¯·dn˝ kus
Evropy. V lÈtÏ to byla horsk· turistika a v zimÏ lyûov·nÌ
v Alp·ch, ñ je totiû v˝born˝ sjezda¯. PokaûdÈ p¯iveze z dovo-
lenÈ perfektnÏ uspo¯·dan˝ soubor tÈmÏ¯ profesion·lnÏ prove-
den˝ch fotografiÌ a poutavÏ a se such˝m humorem vypr·vÌ
o sv˝ch z·ûitcÌch.

Z·vÏrem Ti, mil˝ Buöku, p¯ejeme do dalöÌch let pevnÈ
zdravÌ, co nejmÈnÏ d˘vod˘ k Ñmlask·nÌì, hodnÏ ˙spÏch˘
v pr·ci, radosti v kruhu rodinnÈm a nakonec taky kousek ötÏstÌ.

Petr VlËek

Doc. Ing. Ji Ì̄ Hodek, CSc., pÏtasedmdes·tnÌkem

24. kvÏtna 2001 se doûÌv· v˝znamnÈho ûivotnÌho jubilea
docent VysokÈ ökoly chemicko-technologickÈ v Praze, Ji¯Ì
Hodek. Rod·k z NovÈho MÏsta nad MetujÌ vystudoval nejprve
NiûöÌ pr˘myslovou ökolu chemicko-textilnÌ ve Dvo¯e Kr·lovÈ,
potÈ VyööÌ pr˘myslovou ökolu chemickou v KolÌnÏ, aby po
dvouletÈ praxi v koûeluûnÏ nastoupil v roce 1947 na tehdejöÌ
fakultu chemicko-technologickÈho inûen˝rstvÌ »VUT v Pra-
ze. Po jejÌm absolvov·nÌm v roce 1952 nastoupil jako asistent
na katedru fyzik·lnÌ chemie VäCHT Praha, kde setrval aû do
svÈho odchodu do d˘chodu.
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Po celou dobu svÈ vÏdeckÈ dr·hy se zab˝val adsorpcÌ
plyn˘ a par na tuh˝ch adsorbentech. Se sv˝mi spolupracovnÌ-
ky vyvinul u n·s tehdy nezn·mou technologii v˝roby spir·lo-
v˝ch k¯emenn˝ch vah pro v·ûkovou adsorpËnÌ aparaturu. Na
nÌ pak dok·zali poprvÈ na svÏtÏ p¯Ìmo zmÏ¯it adsorpËnÌ izo-
stery (z·vislost tlaku na teplotÏ p¯i konstantnÌm naadsorbova-
nÈm mnoûstvÌ) a vysvÏtlit jejich zlomy, kterÈ tehdy oproti
vöem zn·m˝m teoriÌm namÏ¯ili. Za tÈmÏ¯ 50 let pr·ce na
kated¯e zkonstruoval vÌce jak desÌtku vÏtöinou origin·lnÌch
sklenÏn˝ch adsorpËnÌch aparatur, p¯i jejichû stavbÏ dbal neje-
nom na technickÈ ¯eöenÌ, ale i na estetick˝ dojem, k Ëemuû
takÈ vedl i pracovnÌky sklofoukaËskÈ dÌlny. V tom se projevo-
vala i jeho z·liba ve v˝tvarnÈmu umÏnÌ a klasickÈ hudbÏ, kterÈ
spolu s l·skou k p¯ÌrodÏ mu z˘staly konÌËkem pro cel˝ ûivot.
StejnÏ peËlivÏ jako si poËÌnal p¯i experimentech, mÏl vûdy

logicky uspo¯·d·ny i svÈ p¯edn·öky a cviËenÌ pro posluchaËe.
Svou habilitaËnÌ pr·ci zamÏ¯il na dielektrickÈ chov·nÌ

adsorbovanÈ vrstvy butanu na silikagelu, pro jehoû mÏ¯enÌ si
postavil unik·tnÌ aparaturu. Naposledy svÈ velkÈ zkuöenosti
z adsorpËnÌ a vakuovÈ techniky vyuûil p¯i n·vrhu aparatur
na mÏ¯enÌ pervaporaËnÌch vlastnostÌ polymernÌch membr·n
a sorpci bin·rnÌch smÏsÌ organick˝ch par na nich. A protoûe
bez sv˝ch oblÌben˝ch aparatur nem˘ûe b˝t ani v d˘chodu,
doch·zÌ st·le na ˙stav, kde pom·h· sv˝mi radami i p¯i vedenÌ
diplomant˘ a doktorand˘.

Mil˝ Jirko, jmÈnem sv˝m i Tv˝ch û·k˘, spolupracovnÌk˘
a p¯·tel Ti p¯eji do dalöÌch let mnoho zdravÌ a dobrÈ pohody,
kterou jsi vûdy dovedl kolem sebe öÌ¯it.

Milan Z·bransk˝
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DISKUSE

ChemickÈ n·zvoslovÌ na z·kladnÌch a st̄ ednÌch ökol·ch

NynÏjöÌ diskuse o pouûÌv·nÌ chemickÈho n·zvoslovÌ v pra-
xi se v poslednÌ dobÏ sice rozvinula zejmÈna dÌky vyd·nÌ
Pr˘vodce n·zvoslovÌm organick˝ch slouËenin podle IUPAC,
ale jako hlavnÌ problÈm se v nÌ objevuje spÌöe vztah souËasnÈ-
ho chemickÈho n·zvoslovÌ k norm·m spisovnÈ Ëeötiny. I pro
podmÌnky v˝uky chemie na z·kladnÌch a st¯ednÌch ökol·ch lze
potvrdit, ûe za¯adit do praxe nejz·kladnÏjöÌ zmÏny v organic-
kÈm n·zvoslovÌ danÈ Pr˘vodcem nebude zdaleka tak proble-
matickÈ jako nalezenÌ rovnov·hy mezi spisovnou Ëeötinou
a odborn˝m chemick˝m slovnÌkem.

R·mcovÏ panuje v rozdÏlenÌ p˘sobnosti pravidel spisovnÈ
Ëeötiny  a norem chemickÈho n·zvoslovÌ shoda:  chemickÈ
n·zvoslovÌ m· svÈ mÌsto v odbornÈ komunikaci, naproti tomu
v popul·rnÏ vÏdeck˝ch textech a v obecnÈm uûitÌ se pouûÌvajÌ
fonetickÈ tvary chemick˝ch n·zv˘. Na pomezÌ tÏchto sfÈr leûÌ
uËebnice chemie pro r˘znÈ typy ökol. Podle p¯edstav chemik˘
pat¯Ì do odbornÈ komunikace i v˝uka chemie. D˘leûit˝ p¯Ìklad
praktickÈho vymezenÌ hranice mezi aplikacÌ pravidel chemic-
kÈho n·zvoslovÌ a souËasnou spisovnou Ëeötinou p¯edstavuje
Ëasopis VesmÌr. Ten d˘slednÏ h·jÌ stanovisko, ûe je popul·rnÏ
vÏdeck˝m Ëasopisem a ne odborn˝m, a pouûÌv· proto jedno-
znaËnÏ fonetickÈ tvary z·pisu n·zv˘ chemick˝ch l·tek. Srov-
n·me-li vöak ˙roveÚ obsahu Ël·nk˘ VesmÌru s odbornou n·-
roËnostÌ obsahu uËebnic chemie st¯ednÌch a zejmÈna z·klad-
nÌch ökol, vyplyne n·m z¯ejm˝ z·vÏr, ûe ch·pat text uËebnic
chemie jako odborn˝ text je velmi subjektivnÌ hodnocenÌ.
NavÌc je okruh Ëten·¯˘ VesmÌru dosti elitnÌ skupinou (p¯ede-
vöÌm vysokoökol·ci s p¯ÌrodovÏdn˝m vzdÏl·nÌm), zatÌmco
û·ci niûöÌch stupÚ˘ ökol zahrnujÌ celou populaci svÈ vÏkovÈ
kategorie a vÏtöina z nich se pozdÏji bude s chemick˝mi n·zvy
setk·vat nanejv˝ö v popularizaËnÌch textech. Jestliûe p¯esto
pouûÌv·me v uËebnicÌch chemie odbornou verzi z·pisu che-
mick˝ch n·zv˘, m˘ûeme to ch·pat tak, ûe vlastnÏ naöe û·ky
bereme jako opravdovÈ chemiky a neobracÌme se k nim pouze

jako k laik˘m, jen z vnÏjöku. To je jistÏ dob¯e, i kdyû tÌm
dÏl·me tradiËnÏ obtÌûn˝ vyuËovacÌ p¯edmÏt jeötÏ o troöku
tÏûöÌ.

UËebnice chemie pro st¯ednÌ a z·kladnÌ ökoly zcela jedno-
znaËnÏ pouûÌvajÌ ofici·lnÌ formu chemickÈho n·zvoslovÌ ob-
vyklou v odborn˝ch textech. Auto¯i uËebnic chemie jsou tedy
jednotnÌ a podporujÌ i jednotn˝ p¯Ìstup uËitel˘ chemie k po-
uûÌv·nÌ chemickÈ terminologie. M˘ûe se tedy zd·t vöe v po-
¯·dku. P¯esto  si  myslÌm, ûe  je  opr·vnÏnÈ konstatovat,  ûe
souËasn· situace ve v˝uce na st¯ednÌch a z·kladnÌch ökol·ch
je z hlediska pouûÌv·nÌ organickÈho chemickÈho n·zvoslovÌ
velmi problematick·. UËebnice chemie sice pouûÌvajÌ shod-
nou variantu chemick˝ch n·zv˘, ale je z·sadnÌ chybou, ûe se
nijak nevyjad¯ujÌ k existenci dvou forem z·pisu n·zv˘ orga-
nick˝ch slouËenin a ke vztahu mezi formou z·pisu pouûÌva-
nÈho v uËebnicÌch chemie a souËasn˝m Ëesk˝m pravopisem.
VÏtöina st¯edoökol·k˘ jiû tyto problÈmy nejspÌöe vnÌm· (nap¯.
na jednÈ str·nce uËebnice chemie se mohou setkat s dvojicÌ
slov izomer ñ isooktan). Jsem p¯esvÏdËen, ûe je nutnÈ p¯i
v˝uce chemie o tÈto ot·zce opakovanÏ hovo¯it.

NejvÏtöÌ problÈm ovöem p¯edstavuje fakt, ûe snad vöechny
uËebnice biologie pro gymn·zia pouûÌvajÌ n·zvy organick˝ch
slouËenin v˝hradnÏ ve fonetickÈm tvaru (ÑglukÛzaì a podob-
nÏ). Je zajÌmavou ot·zkou, jak tuto situaci ¯eöÌ spousta uËitel˘,
kte¯Ì vyuËujÌ souËasnÏ biologii i chemii. (UËitelÈ biologie,
kte¯Ì nejsou z·roveÚ chemiky, z¯ejmÏ respektujÌ autory sv˝ch
uËebnic.) Takov· situace je trvale neudrûiteln·. Spolupr·ci
autor˘ uËebnic biologie a uËitel˘ biologie v oblasti chemickÈ-
ho n·zvoslovÌ nutnÏ pot¯ebujeme. P¯itom biologovÈ ve sv˝ch
odborn˝ch textech (vËetnÏ ˙vodnÌch uËebnic) p¯ece bÏûnÏ
pouûÌvajÌ latinskÈ systematickÈ n·zvy organism˘ a jistÏ se je
nechystajÌ poËeöùovat ñ proto bychom od nich snad mohli
oËek·vat i vÏtöÌ porozumÏnÌ pro zvl·ötnÌ postavenÌ chemic-
k˝ch odborn˝ch n·zv˘.

Miroslav Melichar
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VYUéITÕ ZRYCHLEN… EXTRAKCE
ROZPOUäTÃDLEM PRO STANOVENÕ ESTERŸ
KYSELINY FTALOV… A POLYCYKLICK›CH
AROMATICK›CH UHLOVODÕKŸ V PŸD¡CH
A ÿÕ»NÕCH SEDIMENTECH

MARTIN ADAM, KAREL VENTURA

Katedra analytickÈ chemie, Fakulta chemicko-technologick·,
Univerzita Pardubice, n. »s. legiÌ 565, 532 10 Pardubice,
e-mail: Martin.Adam@upce.cz

P¯i analytickÈm procesu hraje velmi v˝znamnou roli p¯Ì-
prava vzork˘ pro anal˝zu. Tento krok je povaûov·n za ËasovÏ
nejn·roËnÏjöÌ a je zdrojem mnoha chyb. P¯i anal˝ze tuh˝ch
vzork˘ je Ëasto t¯eba analyt vhodn˝m zp˘sobem izolovat od
p˘vodnÌ matrice a souËasnÏ jej co moûn· nejvÌce nakoncen-
trovat.

Pot¯eba zv˝öenÌ produktivity, snÌûenÌ spot¯eby organic-
k˝ch rozpouötÏdel, urychlenÌ extrakce tuh˝ch vzork˘ a v ne-
poslednÌ ¯adÏ i moûnost automatizace vyûadovala vyvinout
novÈ extrakËnÌ techniky.

Jako velmi perspektivnÌ se jevÌ zrychlen· extrakce roz-
pouötÏdlem, jejÌû popis byl publikov·n jako U.S. EPA metoda
3545 ñ Accelerated Solvent Extraction. V principu se jedn·
o proces v systÈmu tuh· l·tkañkapalina, kter˝ je prov·dÏn p¯i
teplot·ch nad atmosfÈrick˝m bodem varu pouûit˝ch rozpouö-
tÏdel a p¯i vyööÌch tlacÌch, jejichû ˙kolem je udrûet kapaln˝
stav extrakËnÌch Ëinidel. DÌky zachov·nÌ kapalnÈho stavu je
tak moûnÈ pouûÌt prakticky libovolnou smÏs rozpouötÏdel.
Cel˝ extrakËnÌ proces trv· ve srovn·nÌ s klasick˝mi extrakË-
nÌmi  postupy jen nÏkolik minut p¯i minimalizaci  objemu
rozpouötÏdel.

Moûnost pouûitÌ metody zrychlenÈ extrakce rozpouötÏd-
lem pro anal˝zu vzork˘ ûivotnÌho prost¯edÌ byla provÏ¯ena na
stanovenÌ obsahu ester˘ kyseliny ftalovÈ ze vzork˘ p˘d a ¯ÌË-
nÌch sediment˘ a polycyklick˝ch aromatick˝ch uhlovodÌk˘ ze
vzork˘ ¯ÌËnÌch sediment˘. Extrakce byly prov·dÏny na p¯Ìstro-
ji FastEx 01, kter˝ byl ve spolupr·ci s Univerzitou Pardubice
vyvinut na ⁄stavu analytickÈ chemie v BrnÏ a v roce 1998
vyroben v jeho dÌln·ch.

Jako analytick· koncovka byla zvolena metoda plynovÈ
chromatografie s hmotnostnÌm detektorem. Anal˝za extrakt˘
byla prov·dÏna na p¯Ìstroji GC 17A s detektorem QP 5050A
(Shimadzu, Japonsko), kter˝ byl vybaven kapil·rnÌ kolonou
DB 5 (30 m ◊ 0,25 µm, tlouöùka filmu fenylmethylsilikonu
0,25 mm).

P¯i extrakci obou uveden˝ch typ˘ slouËenin (ftal·ty a PAH)
bylo dosaûeno v˝sledk˘ s nÌzkou hodnotou relativnÌ smÏro-
datnÈ odchylky (do 5 %). U vzork˘ p¯i stanovenÌ PAH byly
zÌsk·ny v˝sledky srovnatelnÈ s certifikovan˝m obsahem sle-
dovan˝ch slouËenin. Uveden˝ch v˝sledk˘ bylo dosaûeno s nÌz-
kou spot¯ebou organick˝ch rozpouötÏdel a souËasnÏ p¯i kr·tkÈ
dobÏ extrakce, coû vyhovuje souËasn˝m poûadavk˘m na zpra-
cov·nÌ vzork˘ p¯ed vlastnÌ anal˝zou.

Pr·ce byla provedena za podpory projekt˘ MäMT »R
(projekt VS-96058), MéP »R (projekt MR/14/95) a GA »R
(projekt 203/99/0044).

STRUKTURA A FUNKCE RECEPTORŸ
SPÿAéEN›CH S G PROTEINY, MAPOV¡NÕ
KONTAKTNÕCH MÕST S G -PROTEINY

JAROSLAV BLAHOä, MICHAELA HAVLI»KOV¡

Laborato¯ Molekul·rnÌ Fyziologie, 3. LF UK a FgU AV »R,
Ke Karlovu 4, 120 00 Praha 2

P¯ibliûnÏ 1 % savËÌho genomu kÛduje receptory sp¯aûenÈ
s G-proteiny (G-Protein Coupled Receptors ñ GPCR). P¯es
odliönou prim·rnÌ strukturu r˘zn˝ch GPCR existujÌ spoleËnÈ
charakteristickÈ znaky jako je sedm α-helix˘ k¯iûujÌcÌch bu-
nÏËnou stÏnu. JednotlivÈ GPCR se dajÌ za¯adit do nÏkolika
rodin. T¯etÌ rodinu tvo¯Ì metabotropnÌ glutam·tovÈ receptory
(mGluR), GABAB receptory, Ca-sensing receptory a dalöÌ.
Charakteristick˝ je zde velk˝ extracelul·rnÌ N-terminus tvo¯Ì-
cÌ vazebnÈ mÌsto pro agonisty. Typick· je takÈ dimerizace.
MGlu receptory a Ca-sensing receptory se vyskytujÌ v homo-
dimerickÈ formÏ, GABAB receptor je heteromer tvo¯en˝ pro-
teiny GB1 a GB2.

Zmapovali jsme Ë·sti G-protein˘ kterÈ jsou rozliöov·ny
mGlu a GABAB receptory. JednÌm ˙sekem je karboxylov˝
konec Gα-proteinu, p¯edevöÌm pak Ëtvrt· aminokyselina od
konce1,2. D·le jsme popsali novÈ kontaktnÌ mÌsto s GPCR na
Gα-proteinu, kterÈ se nach·zÌ poblÌû N-terminu. NavÌc jsme
potvrdili, ûe stejnÏ jako receptory z prvnÌ a druhÈ rodiny
GPCR, mGluR rozliöujÌ oblast Gα-proteinu zvan˝ L9 loop
(oblast mezi β4 a α6)4.

Projekty jeû jsou zamÏ¯enÈ na studium aktivace GABAB
receptor˘ popisujÌ principy vazby ligand˘ extracelul·rnÌ Ë·stÌ
receptoru3. D·le jsme se podÌleli na studiu procesu heterodi-
merizace5 a aktivace G-protein˘ GABAB receptory. PomocÌ
mutageneze a heterolognÌ exprese s funkËnÌmi  testy  byla
odhalena podjednotka GABAB receptoru rozliöujÌcÌ a aktivu-
jÌcÌ G-proteiny6.
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MODELOV… DIBLOKOV… KOPOLYMERY PEG
S DEGRADOVATELNOU ESTEROVOU VAZBOU

A. BRAUNOV¡, M. PECHAR, K. ULBRICH

⁄stav makromolekul·rnÌ chemie, Akademie vÏd »eskÈ repub-
liky, HeyrovskÈho n. 2, 162 06 Praha 6

BÏûnÏ pouûÌvan· protirakovinn· lÈËiva setrv·vajÌ v krev-
nÌm ¯eËiöti v d˘sledku svÈ nÌzkÈ mol·rnÌ hmotnosti pouze
kr·tkou dobu a jsou pomÏrnÏ rychle vyluËov·na z organismu
glomerul·rnÌ filtracÌ. Nav·z·nÌm nÌzkomolekul·rnÌho lÈËiva
na makromolekul·rnÌ nosiË je moûnÈ dos·hnout snÌûenÌ rych-
losti vyluËov·nÌ lÈËiva z organismu, snÌûenÌ mnoûstvÌ lÈËiva,
pot¯ebnÈho k dosaûenÌ terapeutickÈho efektu, a z·roveÚ zv˝-
öenÌ rychlosti ukl·d·nÌ lÈËiva v ¯adÏ pevn˝ch n·dor˘ v d˘sled-
ku EPR (enhanced permeability and retention) efektu. Zv˝öe-
n· koncentrace lÈËiva v n·doru vede ve svÈm d˘sledku ke
zv˝öenÌ specifity a efektivity lÈËby. N·mi studovanÈ dibloko-
vÈ kopolymery, obsahujÌcÌ hydrolyticky ötÏpitelnÈ esterovÈ
a amidickÈ vazby mezi bloky PEG, slouûÌ jako modely pro
p¯Ìpravu vysokomolekul·rnÌch blokov˝ch kopolymer˘ na b·-
zi PEG, umoûÚujÌcÌch prodlouûenou cirkulaci lÈËiva v orga-
nismu a jeho pronik·nÌ do n·dorovÈ tk·nÏ na z·kladÏ EPR
efektu. P¯i p¯ÌpravÏ diblokov˝ch kopolymer˘ byl monofunkË-
nÌ PEG (M = 2000) modifikov·n alifatick˝mi dikarboxylov˝-
mi kyselinami (malonov·, jantarov·, glutarov·, maleinov·) na
monokarboxylov˝ polymer, obsahujÌcÌ esterovou vazbu, kter˝
potÈ kondenzacÌ s diaminem vytvo¯il polymer o dvojn·sobnÈ
mol·rnÌ hmotnosti (M = 4000). Takto p¯ipravenÈ polymery
byly pouûity pro studium vztahu mezi strukturou a rychlostÌ
hydrolytickÈ degradace esterovÈ vazby, kter· je souË·stÌ sek-
vence spojujÌcÌ dva bloky PEG. Bylo zjiötÏno, ûe rychlost
hydrol˝zy esterovÈ vazby, vzniklÈ zabudov·nÌm nasycen˝ch
kyselin do spojky mezi bloky, z·visÌ na pH prost¯edÌ. V mÌrnÏ
alkalickÈm prost¯edÌ (pH 7,4 a 8,0) je rychlost hydrol˝zy
znaËn· a se vzr˘stajÌcÌm pH roste. StejnÏ v˝znamn˝ je i vliv
struktury spojky. ProdlouûenÌm p˘vodnÌ kyseliny o jednu
methylenovou skupinu se zpomaluje rychlost hydrol˝zy este-
rovÈ vazby p¯ibliûnÏ t¯ikr·t. V oblasti pH 5,5 k hydrol˝ze
esterovÈ vazby prakticky nedoch·zÌ. Bylo prok·z·no, ûe p¯Ì-
tomnost dvojnÈ vazby v tÏsnÈm sousedstvÌ vazby esterovÈ
silnÏ zvyöuje jejÌ schopnost hydrol˝zy nejen v alkalickÈ, ale
i v kyselÈ oblasti pH. Kopolymery na b·zi PEG budou i nad·le
studov·ny jako vhodnÈ degradabilnÌ nosiËe kancerostatik pro
lÈËbu n·dorov˝ch onemocnÏnÌ v oblasti moËov˝ch cest a za-
ûÌvacÌho traktu.

Tento projekt je financov·n Grantovou agenturou »eskÈ re-
publiky (grant Ë. 307/96/K226).

REGULACE VAZBY N¡DOROV…HO SUPRESORU
PROTEINU P53 K CÕLOV›M SEKVENCÕM
V SUPERHELIK¡LNÕ DNA

V¡CLAV BR¡ZDA, EVA JAGELSK¡,
LENKA KARLOVSK¡, EMIL PALE»EK

Laborato¯ biofyzik·lnÌ chemie a molekul·rnÌ onkologie, Bio-
fyzik·lnÌ ˙stav AV »R, Kr·lovopolsk· 135, 612 65 Brno,
e-mail: vaclav@ibp.cz

Norm·lnÌ funkcÌ proteinu p53 je udrûov·nÌ homeostase
kontrolou bunÏËnÈ proliferace, ukonËenÌ diferenciace bunÏk
a programovÈ ¯ÌzenÌ bunÏËnÈ smrti ñ apoptÛza. Tyto regulaËnÌ
funkce proteinu p53 jsou zp˘sobeny p¯edevöÌm sekvenËnÏ
specifickou transkripËnÌ aktivacÌ celÈ ¯ady gen˘. Mutace genu
p53 je nejËastÏjöÌ somatickou mutacÌ nalezenou ve zhoubn˝ch
n·dorech ËlovÏka. Protein p53 se v·ûe na cÌlovou sekvenci
5í-PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy-3í (p53CON)  a jak jsme
uk·zali takÈ na superhelik·lnÌ DNA (scDNA). Identifikovan·
p¯irozen· vazebn· mÌsta pro p53 jsou znaËnÏ heterogennÌ.
P¯ipravili jsme proto sadu plazmidov˝ch konstrukt˘ liöÌcÌch
se pouze cÌlov˝mi sekvencemi, kterÈ jsme vybrali z promotor˘
nÏkter˝ch v˝znamn˝ch proteinem p53 regulovan˝ch gen˘
(RGC, p21, mdm2, GADD). Tyto konstrukty jsme podrobili
anal˝ze, p¯i kterÈ jsme sledovali vazebnÈ vlastnosti proteinu
p53 izolovanÈho z bakteri·lnÌho a bakulovirovÈho expresnÌho
systÈmu na jeho cÌlovÈ sekvence na plazmidech s negativnÌm
nadöroubovicov˝m vinutÌm a nativnÌ nadöroubovicovou hus-
totou. Uk·zalo se, ûe superhelicita m˘ûe v˝znamnÏ ovlivÚovat
p¯Ìstupnost cÌlov˝ch sekvencÌ k vazbÏ proteinu p53. Vazebn·
aktivita proteinu p53 m˘ûe b˝t regulov·na r˘zn˝mi zp˘sobem,
nap¯Ìklad fosforylacÌ kasein kinasou II, protein kinasou C Ëi
vazbou jin˝ch protein˘ a monoklon·lnÌch protil·tek (Mab).
Metodou snÌûenÌ pohyblivosti komplexu p53/Mab/DNA v aga-
rÛzovÈm gelu jsme uk·zali, ûe vazba proteinu na cÌlovou
sekvenci v scDNA je aktivov·na MAb Bp53-6.1, Bp53-10.1,
Bp53-30.1, zatÌmco jinÈ MAb ñ DO-1, DO-13, IcA 9 tuto
vazbu neaktivujÌ. NicmÈnÏ mohou zp˘sobit zmÏnu konforma-
ce proteinu p53 zabraÚujÌcÌ jeho dalöÌ aktivaci pro vazbu na
cÌlovÈ sekvence.

PREFERENCNÕ VAZBA DOM…N PROTEINU p53
NA SUPERHELIK¡LNÕ DNA

M. BR¡ZDOV¡a, J. PALE»EKa, M. FOJTAa,
S. BILLOV¡a, V. SUBRAMANIAMb, T. M. JOVINb,
E. PALE»EKa

aBiofyzik·lnÌ ˙stav AV »R, 612 65 Brno, »esk· republika,
bDepartment of Molecular Biology, Max Planck Institute for
Biophysical Chemistry, D-37018 Gˆttingen, Germany

Funkce genu p53, Ëasto oznaËovanÈho za str·ûce genomu1,
je ˙zce spjata se specifickou vazbou jeho produktu, n·dorovÈ-
ho supresoru proteinu p53, na cÌlovou sekvenci (p53CON).
Ned·vno jsme uk·zali, ûe cel˝ lidsk˝ protein se silnÏ v·ûe na
negativnÏ nadöroubovicovou DNA (superhelik·lnÌ, scDNA)
obsahujÌcÌ Ëi neobsahujÌcÌ cÌlovou sekvenci2,3. V p¯ÌrodÏ na-
ch·zÌme DNA, od mal˝ch bakteri·lnÌch plazmid˘ po ohromnÈ

Chem. Listy 95, 318 ñ 338 (2001) Sigma-Aldrich konference, sbornÌk

319



eukaryotickÈ chromozomy, s nadöroubovicovou strukturou.
Naöe v˝sledky2ñ5 naznaËily, ûe vazba celÈho proteinu p53

na scDNA p¯edstavuje jeden z nov˝ch vazebn˝ch motiv˘
oznaËovan˝ za superhelik·lnÏ selektivnÌ vazbu. PomocÌ elek-
troforetick˝ch a imunochemick˝ch metod jsme porovn·va-
li vazbu bakteri·lnÏ exprimovan˝ch deleËnÌch mutant˘ na
scDNA s vazbou celÈho lidskÈho proteinu (flp53, aminokyse-
liny 1-393). Pro detekci superhelik·lnÏ selektivnÌ vazby byl
vyuûit kompetiËnÌ experiment, p¯i kterÈm se proteiny v·zaly
na plazmidovou scDNA v p¯Ìtomnosti stejnÈho mnoûstvÌ jeho
linearizovanÈ formy. Siln· preferenËnÌ superhelik·lnÏ selek-
tivnÌ vazba byla pozorov·na kromÏ flp53 i u konstrukt˘ aa44-
-393 a aa320-393. Delece poslednÌch 30 aa zredukovala tuto
vazbu na jen velmi slabÏ preferenËnÌ. Z porovn·nÌ chov·nÌ
jednotliv˝ch konstrukt˘ s flp53 vypl˝v·, ûe C-termin·lnÌ Ë·st
(aa320-393) je nezbytn· pro superhelik·lnÏ selektivnÌ vazbu
flp53 na scDNA (cit.6). Pozn·nÌ ˙lohy jednotliv˝ch proteino-
v˝ch domÈn p¯i interakci s scDNA m˘ûe p¯inÈst informace
o ˙loze p53 p¯i procesech transkripce a rekombinace.
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MODIFIED TFO (TRIPLEX FORMING
OLIGONUCLEOTIDES): NEW APPROACH
IN ANTIVIRAL GENE THERAPY

MARTIN BUN»EK

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 (TFOís) and conjugating
these to DNA-destruction molecules activated by red shifted
wavelenghts. This strategy is not limited to dsDNA viruses,
circular or folded TFOís 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 TFOís
are evaluated using electrophoretic mobility shift analyses
and spectrophotometrically determined melting temperatures.
This approach allows a KD determination.

In the course of our project, we identified triplex target
sites in the dsDNA viruses (HIV, HSV and HPV), constructed
corresponding TFOís and tested their binding properties in
vitro. Cleavage profile of dsDNA carrying these target sequen-
ces by TFOís conjugated to photoactivable DNA-destructing
molecules is also determined.

This work is supported by: MäMT »R project nr.: LN00B125;
IGA MZ CR grant nr.: NI/6180-3; Charles University internal
grant nr.: 112/2000/B BIO /FaF; Generi Biotech s.r.o.

AMIDICK… LIGANDY A JEJICH KOMPLEXY
S ANIONY

MICHAL »AJAN

N·rodnÌ centrum pro v˝zkum biomolekul a Katedra organickÈ
chemie, P¯ÌrodovÏdeck· fakulta, Masarykova univerzita, Ko-
tl·¯sk· 2, 611 37 Brno, e-mail: cajan@chemi.muni.cz

Chemii receptor˘ pro selektivnÌ vazbu anion˘ je v posled-
nÌch letech vÏnov·no znaËnÈ ˙silÌ. Do kategorie neutr·lnÌch
ligand˘ schopn˝ch komplexovat aniony bezesporu pat¯Ì takÈ
molekuly obsahujÌcÌ amidickou funkËnÌ skupinu ñNHCOñ.
KromÏ st·le se rozöi¯ujÌcÌho uplatnÏnÌ komplexaËnÌch vlast-
nostÌ tohoto strukturnÌho motivu ve vöech oblastech aplikova-
nÈ chemie je zn·ma takÈ ¯ada biologicky v˝znamn˝ch funkcÌ.
P¯Ìkladem mohou b˝t amidickÈ vodÌkovÈ m˘stky nezbytnÈ
pro specifickou vazbu anion˘ v aktivnÌch mÌstech protein˘ Ëi
enzymatickÈ reakce zahrnujÌcÌ selektivnÌ p¯emÏny anion˘1,2.

Obecn˝m z·mÏrem naöeho projektu je studium vlastnostÌ
amidick˝ch ligand˘, a p¯edevöÌm pochopenÌ strukturnÌch a elek-
tronick˝ch aspekt˘ ovlivÚujÌcÌch jejich schopnost interagovat
s aniony. Experiment·lnÌ i teoretick˝ popis interakcÌ v kom-
plexu prok·zal p¯Ìtomnost vodÌkovÈ vazby vznikajÌcÌ mezi
anionem a amidick˝m vodÌkem3. Je nasnadÏ, ûe vhodn˝m
v˝bÏrem substituent˘ lze komplexaËnÌ vlastnosti amidickÈ
skupiny modifikovat, a tedy i ovlivÚovat sÌlu tÈto interakce.
KombinacÌ experiment·lnÌch strukturnÏ analytick˝ch metod
s metodami teoretick˝mi byly studov·ny vlastnosti sady neu-
tr·lnÌch ligand˘ na b·zi aromatick˝ch amid˘ a moûnosti akti-
vace jejich amidickÈ skupiny pro interakci s aniony3.N·slednÈ
studie vÏnovanÈ komplex˘m umoûnily nalezenÌ a vysvÏtlenÌ
¯ady souvislostÌ mezi jejich vlastnostmi a vlastnostmi ligan-
d˘4. Fin·lnÌm produktem je nÏkolik typ˘ model˘ umoûÚujÌ-
cÌch predikci strukturnÌch vlastnostÌ i stability tÏchto kom-
plexnÌch slouËenin4,5. ZnaËnou v˝hodou tohoto p¯Ìstupu je
pouûitÌ relativnÏ m·lo n·roËn˝ch metod umoûÚujÌcÌch Ë·steË-
nÏ eliminovat komplikovanÈ a mnohdy m·lo ˙spÏönÈ experi-
ment·lnÌ testy. Praktick· aplikace zÌskan˝ch poznatk˘ je po-
tom orientov·na na ¯eöenÌ problÈm˘ souvisejÌcÌch s v˝vojem
nov˝ch, komplikovanÏjöÌch ligand˘ se specifick˝mi vlast-
nostmi a cÌlov˝m urËenÌm.

Projekt je podporov·n grantem 203/00/1011 GA »R.
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KAPALINOV¡ CHROMATOGRAFIE
NITRODERIV¡TŸ NAFTALENU A BIFENYLU

JOSEF CVA»KA, JIÿÕ BAREK, JIÿÕ ZIMA

Katedra analytickÈ chemie, P¯F UK, Hlavova 2030, 128 43
Praha 2

Nitroderiv·ty polycyklick˝ch aromatick˝ch uhlovodÌk˘
jsou biologicky aktivnÌ slouËeniny, jejichû p¯Ìtomnost v ûivot-
nÌm prost¯edÌ byla prok·z·na teprve v poslednÌch letech. Tyto
slouËeniny, p¯ÌtomnÈ v komplexnÌch matricÌch ve stopov˝ch
mnoûstvÌch lze analyzovat kapalinovou chromatografiÌ. Pro
anal˝zu subnanogramov˝ch mnoûstvÌ 1-nitronaftalenu, 2-ni-
tronaftalenu, 2-nitrobifenylu, 3-nitrobifenylu a 4-nitrobifeny-
lu byla navrûena metoda, vyuûÌvajÌcÌ p¯ed¯azenou redukci na
p¯ÌsluönÈ aminoderiv·ty. V˝hody tohoto postupu spoËÌvajÌ
zejmÈna v detekci, neboù aminoderiv·ty lze detegovat s pod-
statnÏ niûöÌ mezÌ detekce neû v˝chozÌ nitroderiv·ty. Pro reduk-
ci nitronaftalen˘ a nitrobifenyl˘ bylo testov·no nÏkolik pos-
tup˘, z nichû nejv˝hodnÏjöÌ se uk·zala b˝t redukce chloridem
titanit˝m v prost¯edÌ citronanu sodnÈho. Ke kvantitativnÌ re-
dukci doch·zÌ okamûitÏ po smÌsenÌ methanolickÈho roztoku
analytu (5.10ñ7 aû 1.10ñ4 mol.dmñ3) s redukËnÌm Ëinidlem.
SmÏs aminoslouËenin vznikl˝ch p¯i redukci se poda¯ilo sepa-
rovat na chir·lnÌ kolonÏ Chiradex v tern·rnÌ mobilnÌ f·zi
methanol/acetonitril/voda, doba anal˝zy byla zhruba 30 min.
K detekci redukovan˝ch analyt˘ byl vyuûit amperometrick˝
tenkovrstv˝ i tubul·rnÌ detektor, chemiluminiscenËnÌ detektor
a hmotnostnÌ detektor. Tenkovrstv˝ amperometrick˝ detektor
s diamantovou pracovnÌ elektrodou umoûÚoval detegovat ami-
noslouËeniny aû do koncentrace 1.10ñ7mol.dmñ3, amperomet-
rick˝ detektor s tubul·rnÌ platinovou elektrodou do koncentra-
ce 2.10ñ8 mol.dmñ3. Vhodnost hmotnostnÌ detekce je diskuta-
bilnÌ, neboù spektra jednotliv˝ch izomer˘ jsou tÈmÏ¯ identick·,
navÌc mez detekce pro studovanÈ slouËeniny je pouze 1.10ñ6

mol.dmñ3 v APCI modu. ChemiluminiscenËnÌ detekce je zhru-
ba stejnÏ citliv· jako detekce fluorescenËnÌ.

IZOLACE A IDENTIFIKACE NOV›CH DERIV¡TŸ
6-BENZYLAMINOPURINU Z BUNÃK
FOTOAUTOTROFNÕ KULTURY Chenopodium rubrum

KAREL DOLEéALa,b, CRISTER ÅSTOT b,
JAN HANUäc, G÷RAN SANDBERGb,
MIROSLAV STRNADa

aLaborato¯ r˘stov˝ch regul·tor˘ P¯F UP a UEB AV »R,
älechtitel˘ 11, 783 79 Olomouc, bKatedra lesnickÈ genetiky
a rostlinnÈ fysiologie SLU 901 83 Umeå, ävÈdsko, cIsotopov·
laborato¯ UEB AV »R VÌdeÚsk· 1083, 142 20 Praha 4

Ve spolupr·ci s pracovnÌky ävÈdskÈ zemÏdÏlskÈ univerz-
ity byl vypracov·n origin·lnÌ postup derivatizace cytokinin˘1.
To umoûnilo vyvinout dostateËnÏ citlivou metodu izolace,
purifikace a identifikace nov˝ch l·tek cytokininovÈ povahy
z bunÏk fotoautotrofnÌ kultury Chenopodium rubrum pomocÌ
kapil·rnÌ HPLC-frit/FAB-MS. S vyuûitÌm tÈto metody byly

identifikov·ny ze studovanÈ bunÏËnÈ kultury 6-[2-(β-D-gluk-
opyranosyloxy)benzylamino]purin a 6-[2-(β-D-glukopyranosy-
loxy)benzylamino]-2-methylthio-purin. Standardy identifiko-
van˝ch slouËenin byly p¯ipraveny metodami organickÈ syntÈzy.
Srovn·nÌm v˝sledk˘ fyzik·lnÏ-chemickÈho studia izolova-
n˝ch l·tek se standardy byla dokonËena jejich identifikace.
NovÏ vyvinut· metoda pro identifikaci a kvantifikaci cytoki-
nin˘ pomocÌ kapil·rnÌ HPLC-frit/FAB-MS se takÈ uk·zala b˝t
vhodnou pro kvantitativnÌ sledov·nÌ biosyntÈzy cytokinin˘
prost¯ednictvÌm in vivo inkorporace deuteria z D2O do cytoki-
nin˘ a jejich konjug·t˘2,3. TÌmto origin·lnÌm postupem se takÈ
poda¯ilo kvantifikovat rychlost biosyntÈzy novÏ objeven˝ch
slouËenin a prok·zat jejich endogennÌ p˘vod.
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SYNT…ZA (3S)-1-JOD-3-METHYLHEPTAN-3-OLU

KATEÿINA DUDOV¡, V¡CLAV KOZMÕK

Fakulta chemicko-technologick·, Univerzita Pardubice, n. »s.
LegiÌ 565, 532 10 Pardubice

Poûadovan˝ (3S)-1-jod-3-methyl-heptan-3-ol je prekur-
zorem biologicky aktivnÌho enantiomeru methylesteru (+/ñ)-
-15-deoxy-16-hydroxy-16-methyl-prostaglandinu E1, kter˝ je
˙Ëinnou l·tkou v klinickÈ praxi zavedenÈho prepar·tu s gene-
rick˝m n·zvem ÑMisoprostol  (dosud pouûÌvan˝  ve  formÏ
racem·tu). BiologickÈ testy ale prok·zaly, ûe ˙Ëinnou sloûkou
racemickÈho Misoprostolu je pouze enantiomer konfigurace
(11R,16S), jehoû stereogennÌ centra majÌ konfiguraci totoûnou
s p¯ÌrodnÌmi prostaglandiny ¯ady E1. Ve svÏtÏ, v souladu
s doporuËenÌm svÏtovÈ zdravotnickÈ organizace WHO, vöak
nar˘st· trend d˘slednÏ pouûÌvat u novÏ zav·dÏn˝ch lÈËiv jen
jejich ˙ËinnÈ enantiomery.

V tÈto pr·ci byly ovÏ¯eny novÈ metody p¯Ìpravy racemic-
kÈho 1-jod-3-methyl-heptan-3-olu z ekonomicky dostupn˝ch
surovin. Pro zÌsk·nÌ poûadovanÈho (S)-enantiomeru titulnÌ
slouËeniny byly studov·ny moûnosti ötÏpenÌ racemick˝ch me-
ziprodukt˘ tÏchto syntÈz:
1. EnzymatickÈ resoluce klÌËov˝ch intermedi·t˘ 2-methyl-

hexan-1,2-diolu a 3-methylheptan-1,3-diolu dostupn˝mi
lipasami a proteasami.

2. ätÏpenÌ 2-hydroxy-2-methylhexanovÈ kyseliny a 3-hydro-
xy-3-methyl-heptanovÈ kyseliny krystalizacÌ s dostupn˝-
mi opticky aktivnÌmi b·zemi.
Sharplessovou oxidacÌ 2-butylprop-2-en-1-olu byl p¯ipra-

ven opticky aktivnÌ (2S)-2-methylhexan-1,2-diol jehoû trans-
formacÌ byl zÌsk·n poûadovan˝ (3S)-1-jod-3-methyl-heptan-
-3-ol.
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EFFECT OF COLCHICEINE ON HUMAN
HEPATOCYTE: PROMISING RESULTS
FOR ITS THERAPEUTIC USE

ZDENÃK DVOÿ¡K

Institute of Medical Chemistry and Biochemistry, Medical
Faculty of Palacky University, HnÏvotÌnsk· 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, but had no effect on the levels CYP1A2, 2A6 and 2C19
(ref.1).

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 µM). The toxicity of EIN (up to 100 µM) was
evaluated in parallel.

Based on in vitro experiments, we can conclude that:
1/EIN was not cytotoxic at concentration up to 10 µM, 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 BAKTERIÕ Rhodococcus
erythropolis A KVASINKOU Candida maltosa

ARIANA FIALOV¡, ALENA »EJKOV¡, JAN MAS¡K

Vysok· ökola chemicko-technologick·, ⁄KCHB, Technick· 5,
166 28 Praha 6

Produkce fenolick˝ch slouËenin jako odpadnÌch l·tek z pr˘-
myslov˝ch proces˘ zp˘sobuje v·ûnÈ zatÌûenÌ ûivotnÌho pro-
st¯edÌ. Fenolick˝mi l·tkami zneËiötÏnÈ lokality je moûno de-

kontaminovat tradiËnÌmi fyzik·lnÏ-chemick˝mi technikami,
ale nynÏjöÌ biodegradaËnÌ metody nabÌzejÌ relativnÏ nÌzkÈ
n·klady a takÈ moûnost ˙plnÈ mineralizace tÏchto toxick˝ch
slouËenin. PorozumÏnÌ mechanism˘m enzymovÈ katal˝zy v de-
gradaËnÌ dr·ze fenolu je tudÌû d˘leûitou souË·stÌ komplexnÌho
studia biodegradace fenolu.

Tato pr·ce je zamÏ¯ena na biodegradaËnÌ procesy u mikro -
organism˘ utilizujÌcÌch fenol (Rhodococcus erythropolis a Can-
dida maltosa).

P˘dnÌ bakterie R. erythropolis a kvasinka C. maltosa hy-
droxylujÌ fenol v  reakci  katalyzovanÈ nikotinamid adenin
dinukleotid fosf·t FAD ñ dependentnÌ monooxygenasou. Tato
reakce je prvnÌ v metabolickÈ sekvenci utilizace danÈ aroma-
tickÈ slouËeniny jako jedinÈho zdroje uhlÌku a energie. Fenol-
hydroxylasa hydroxyluje fenol na katechol a katechol 1,2-di-
oxygenasa potÈ katalyzuje reakci katecholu na cis,cis-mukon·t.

BiodegradaËnÌ schopnost dan˝ch mikroorganism˘ byla
testov·na ve vztahu k podmÌnk·m vnÏjöÌho prost¯edÌ (typ
mÈdia, teplota) a ve vztahu k prvnÌm enzym˘m degradaËnÌ
dr·hy fenolu (fenolhydroxylasa EC 1.14.13.7, katechol 1,2-di-
oxygenasa EC 1.13.11.1). Byla sledov·na ˙Ëinnost dezinte-
grace a vliv pouûitÈho typu procesu dezintegrace na danÈ
enzymovÈ aktivity. TakÈ byla studov·na z·vislost koncentrace
fenolu a f·ze r˘stu mikroorganism˘ na aktivitu fenolhydroxy-
lasy, kter· byla mÏ¯ena bÏhem kultivace.

NamÏ¯enÈ v˝sledky jsou jednak podkladem pro dalöÌ v˝-
zkumy v oblasti enzymovÈho vybavenÌ kvasinky C. maltosa
a bakterie R. erythropolis a jednak pro potenci·lnÌ praktickÈ
vyuûitÌ tÏchto mikroorganism˘ pro dekontaminaci fenolick˝-
mi l·tkami zneËiötÏn˝ch lokalit.

SUBSTRATE SPECIFITY
OF -N-ACETYLHEXOSAMINIDASES
OF VARIOUS ORIGIN

P. FIALOV¡, L. HUä¡KOV¡, Z. HUNKOV¡,
M. KUZMA, L. WEIGNEROV¡, V. KÿEN

Institute of Microbiology, Laboratory of Biotransformation,
Academy of Sciences of the Czech Republic, VÌdeÚsk· 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 β-N-acetylhexosaminidases accept
6-O-acylated glycosyl donors and even catalyse their transgly-
cosylation giving yield to modified oligosaccharides1.

We are just investigating the influence of N-acyl modifi-
cation on the activity of β-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.2 For the aim of this
project, we synthetised p-nitrophenyl 2-(trifluoacetyl)amido-
-2-deoxy-β-D-glucopyranoside starting from GlcNH2.HCl. The
synthesis route includes several steps via 3,4,6-tri-O-acetyl-2-
-acetamido-2-deoxy-α-D-glucopyranosyl chloride rearranged
to 1,3,4,6-tetra-O-acetyl-2-amino-2-deoxy-α-D-glucopyrano-
se hydrochloride, which was selectively N-trifluoracetylated,

β
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converted to a bromide and consequently to a p-nitrophenyl
glycoside (Ag2CO3, 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. β-N-acetylhexosaminidase from bovine epididymis and
from jack beans) this substrate caused a significant increase in
the affinity to the standard substrate (p-NP-β-GlcNAc). Fur-
thermore, β-N-acetylhexosaminidase from Penicilium oxali-
cum was able to hydrolyze it slightly. Our proposed mecha-
nism for this behaviour is that β-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 β-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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FOTOAFINITNÕ ZNA»ENÕ AKTIVNÕHO CENTRA
CYP2E1 FLUORONITROANISOLY

TOM¡ä FRONÃK, PETR HODEK,
MARIE STIBOROV¡

P¯ÌrodovÏdeck· fakulta UK, katedra biochemie, Hlavova 2030,
128 40 Praha 2

Cytochromy P450 (CYP) jsou majoritnÌ enzymy biotran-
sformujÌcÌ xenobiotika. Pozn·nÌ architektury aktivnÌho centra
CYP umoûÚuje p¯edpovÌdat, jak˝m zp˘sobem bude xenobio-
tikum v organismu CYP p¯emÏÚov·no. To je stÏûejnÌ pro
p¯edpovÏzenÌ jeho potenci·lnÌ toxicity, karcinogenity Ëi mu-
tagenity. UmoûÚuje rovnÏû konstrukci lÈËiv s protrahovan˝m
˙Ëinkem nebo lÈËiv inhibujÌcÌch CYP.

Jedna z ˙Ëinn˝ch metod vhodn˝ch pro studium aktivnÌho
centra CYP je metoda fotoafinitnÌho znaËenÌ. Ta umoûÚuje
pomocÌ tzv. fotoafinitnÌ sondy identifikovat aminokyseliny
aktivnÌho centra izoformy CYP, pro nÏû je sonda substr·tem.

Pozn·nÌ fotoafinitnÌch sond CYP2E1 je st¯edem z·jmu
¯ady laborato¯Ì, jelikoû i) CYP2E1 je jeden z nejd˘leûitÏjöÌch
CYP, kter˝ se ˙ËastnÌ chemickÈ kancerogenese a ii) dosud
nebyly nalezeny û·dnÈ vhodnÈ sondy pro znaËenÌ tohoto CYP.

Na z·kladÏ metabolick˝ch studiÌ s nitroanisoly, jenû jsou
specifickÈ substr·ty pro CYP2E1, jsme jako fotoafinitnÌ sondy
navrhli 2-fluoro-4-nitroanisol (2FNA) a 4-fluoro-2-nitroani-
sol (4FNA), kterÈ jsou potenci·lnÏ fotolabilnÌ.

V prvÈm kroku byly prov·dÏny metabolickÈ studie za
˙Ëelem zjiötÏnÌ, zda jsou 2FNA a 4FNA skuteËnÏ substr·ty
CYP2E1 nebo jinÈ izoformy CYP. NejefektivnÏji byly 2FNA
a 4FNA metabolizov·ny, v souladu s naöimi p¯edpoklady,
mikrosomy izolovan˝mi z jater potkana Ëi kr·lÌka obsahu-
jÌcÌmi CYP2E1, d·le pak mikrosomy obsahujÌcÌmi CYP2B.
Tyto v˝sledky byly potvrzeny inhibiËnÌmi experimenty se
specifick˝mi inhibitory jednotliv˝ch izoformem CYP a tÈû
sledov·nÌm ovlivnÏnÌ p¯emÏny specifick˝ch substr·t˘ jednot-
liv˝ch izoforem CYP testovan˝mi flouronitroanisoly. D·le
byly testov·ny fotochemickÈ vlastnosti studovan˝ch fluoroni-
troanisol˘. 2FNA se projevil jako l·tka vysoce fotolabilnÌ,
kter· jiû po velmi kr·tkÈ expozici UV z·¯enÌm poskytuje
fotosubstituËnÌ produkt s nukleofily (proteiny). Naopak 4FNA
vykazuje podstatnÏ horöÌ fotochemickÈ vlastnosti.

Z v˝sledk˘ vypl˝v·, ûe 2FNA je unik·tnÌ sonda potenci·l-
nÏ velmi vhodn· pro modifikaci aktivnÌho centra CYP2E1,
pop¯. CYP2B. Pozn·nÌ aminokyselin katalytickÈ domÈny tÏch-
to enzym˘ modifikovan˝ch nalezenou selektivnÌ sondou, je
stÏûejnÌ pro vy¯eöenÌ architektury aktivnÌho centra obou cyto-
chrom˘ P450.

Podporov·no GAUK (246/1999) a MäMT »R (MSM 1131
00001).

POUéITÕ METODY LFER K CHARAKTERIZACI
INTERAK»NÕCH MECHANISMŸ
V ELEKTROMIGRA»NÕCH SEPARA»NÕCH
METOD¡CH

KATEÿINA GOGOV¡

Katedra fyzik·lnÌ a makromolekul·rnÌ chemie, P¯F UK, Al-
bertov 2030, 128 40 Praha 2

Kapil·rnÌ elektroforÈza je jiû ¯adu let stÏûejnÌ separaËnÌ
metodou v oblasti ionogennÌch l·tek (rutinnÏ pro klinickÈ
aplikace, anal˝zy DNA, chir·lnÌ anal˝zy a anal˝zy kov˘). JejÌ
pouûitÌ se nad·le v˝znamnÏ rozöÌ¯ilo s v˝vojem elektrochro-
matografick˝ch metod, kde jsou v˝hodnÏ kombinov·ny elek-
tromigraËnÌ principy s chromatografick˝mi (vysok· ˙Ëinnost
elektromigraËnÌch metod s vysokou selektivitou stacion·rnÌch
f·zÌ v chromatografii). DynamickÈho rozdÏlov·nÌ neutr·lnÌch
nebo  nabit˝ch  l·tek  mezi voln˝ roztok  a micely vyuûÌv·
micel·rnÌ elektrokinetickÈ chromatografie (MEKC). DalöÌm
slibn˝m smÏrem se zd· b˝t pouûitÌ nabit˝ch line·rnÌch poly-
mer˘, kterÈ mohou ovlivÚovat migraci analyt˘ i tehdy, nejsou-
-li zesÌùov·ny Ëi p¯Ìtomny ve formÏ micel.

ZamÏ¯ili jsme se na srovn·nÌ selektivity separace v sys-
tÈmech s nabit˝m line·rnÌm polymerem (poly(diallyldimethy-
lamonium chlorid), PDA) a monomery podobnÈho chemic-
kÈho sloûenÌ ( trimethylamonium chlorid, TMA, triethylamo-
nium  chlorid, TEA, dimethylpyrolidinium chlorid, DMP).
Z experiment·lnÏ zÌskan˝ch retenËnÌch faktor˘ plyne, ûe aËk-
oliv i monomernÌ aditiva vn·öejÌ do systÈmu retenci, poly-
mernÌ struktura je rozhodujÌcÌm faktorem p¯i separaci. Pro
srovn·nÌ selektivity separace v systÈmu s nabit˝m line·rnÌm
polymerem (Polybrene) a micel·rnÌm systÈmem (oktyltrime-
thylamonium bromide, OTMA, pod i nad krickou micel·rnÌ
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koncentracÌ) jsme pouûili model Ñlinear free energy relation-
shipì (LFER). Model vych·zÌ z korelace experiment·lnÏ zÌs-
kan˝ch v˝sledk˘ ( zde retenËnÌ faktor, nebo enzymov· aktivita
apod.) a solvataËnÌch parametr˘ jednotliv˝ch analyt˘ (dostup-
nÈ v literatu¯e). V˝sledkem jsou pak parametry charakterizu-
jÌcÌ vlastnosti pseudostacion·rnÌ f·ze (hydrofobicitu a dalöÌ
typy moûn˝ch interakcÌ). Pro polymernÌ systÈm je v˝znamn·
π-π interakce a interakce n-n elektron˘, v p¯ÌpadÏ micel·rnÌho
systÈmu p¯istupuje jeötÏ parametr charakterizujÌcÌ hydrofobi-
citu a schopnost tvorby kavity, coû je v souladu s micel·rnÌ
teoriÌ.

7-HYDROXYLOVAN… EPIMERY
DEHYDROEPIANDROSTERONU V LIDSK…M S…RU
A VE SLIN¡CH: SROVN¡NÕ GC/MS
A RADIOIMUNOANAL›ZY

H. HAVLÕKOV¡a, M. HILLa, O. LAP»ÕKa,
R. MORFINb, R. HAMPLa

aInstitute of Endocrinology, 116 98 Praha 1, bConservatoire
National des Arts et Metiers, Paris

Citliv· a p¯esn· metoda stanovenÌ 7-hydroxylovan˝ch epi-
mer˘ dehydroepiandrosteronu (7-OH-DHEA) je p¯edpokla-
dem ke studiu jejich biologick˝ch funkcÌ zahrnujÌcÌch antiglu-
kokortikoidnÌ a imunomodulaËnÌ ˙Ëinky, nebo aktivaËnÌ ˙Ëin-
ky jejich 7-oxo metabolit˘ v respiraËnÌm ¯etÏzci. Hladina
tÏchto steroid˘ v lidskÈm sÈru vykazuje pohlavnÌ a vÏkovou
z·vislost. Zv˝öen· hladina 7α-OH-DHEA byla nalezena v sÈ-
ru pacient˘ trpÌcÌch Alzheimerovou chorobou. V tÈto souvis-
losti se nabÌzÌ studium role tÏchto steroid˘ v centr·lnÌm ner-
vovÈm systÈmu a u pacient˘ s autoimunitnÌm onemocnÏnÌm.

Byla tedy vytvo¯ena a ovÏ¯ena nov· metodika GC/MS
stanovenÌ 7-OH-DHEA, a ta byla porovn·na s d¯Ìve popsanou

metodou radioimunoanalytickou. Hladiny 7α-OH-DHEA a 7β-
-OH-DHEA byly mÏ¯eny nejen v lidskÈm sÈru, ale takÈ ve sli-
n·ch, kde byly nalezeny asi pÏtkr·t niûöÌ koncentrace. V obou
tÏlnÌch tekutin·ch byla prok·z·na siln· korelace mezi hladi-
nami epimer˘ 7-OH-DHEA. Ve slin·ch muû˘ byly namÏ¯eny
vyööÌ hladiny obou epimer˘ neû u ûen analogicky k vyööÌm
hladin·m jejich steroidnÌho prekurzoru DHEA v sÈru. V tÈto
souvislosti se nabÌzÌ neinvazivnÌ stanovenÌ 7α-OH-DHEA
a 7β-OH-DHEA ve slin·ch p¯i hodnocenÌ imunitnÌ odpovÏdi
organismu jako vhodn· alternativa ke stanovenÌ v sÈru.

ANAL›ZA PLAZMIDOV… DNA BAKTERI¡LNÕHO
KMENE Alcaligenes sp. a8

VÃRA HEJKALOV¡, PAVEL ULBRICH,
HYNEK STRNAD, V¡CLAV PA»ES

Centrum molekul·rnÌ genetiky, ⁄stav molekul·rnÌ genetiky,
VäCHT AV »R, Praha

PolychlorovanÈ bifenyly (PCBs) jsou z·vaûn˝mi xenobio-
tiky ûivotnÌho prost¯edÌ. P¯i jejich bakteri·lnÌm odbour·v·nÌ
vznikajÌ limitnÌ meziproduky ñ chlorbenzo·ty (CBs). Bakte-
ri·lnÌ kmen rodu Alcaligenes sp. A8 byl izolov·n pro svou
schopnost degradovat chlorbenzo·ty, konktrÈtnÏ 2,5-dichlo-
robenzo·t. Bylo prok·z·no, ûe geny kÛdujÌcÌ proteiny podÌle-
jÌcÌ se na degradaci CBs jsou lokalizov·ny na plazmidovÈ
DNA. Jedn· se o geny dolnÌ metabolickÈ dr·hy odbour·v·nÌ
PCBs (tzv. Ñortho cleavage pathwayì), kdy doch·zÌ ke ötÏpenÌ
aromatickÈho j·dra a odbour·nÌ CBs aû na trikarboxylovÈ
kyseliny. ZÌsk·nÌ ˙plnÈ genetickÈ informace uloûenÈ v plaz-
midovÈ DNA a charakterizace degradaËnÌ dr·hy by mohlo
p¯ispÏt k osvÏtlenÌ mechanismu regulace tÏchto gen˘ a umoû-
nit dalöÌ cÌlenÈ manipulace vedoucÌ ke zlepöenÌ degradability
i jin˝ch vlastnostÌ tohoto kmene.

Pro zÌsk·nÌ ˙plnÈ sekvence plazmidovÈ DNA je t¯eba
vych·zet z dostateËnÈho mnoûstvÌ ËistÈ DNA. Byla optimali-
zov·na metoda izolace a purifikace megaplazmidu. »ist· plaz-
midov· DNA byla zÌsk·na metodou izolace pomocÌ CTAB
a purifikace centrifugacÌ v CsCl gradientu. Pro zÌsk·nÌ nuk-
leotidovÈ sekvence plazmidovÈ DNA byly zvoleny dvÏ vz·-
jemnÏ  se doplÚujÌcÌ  strategie.  PrvnÌ  spoËÌv·  ve vytvo¯enÌ
plazmidovÈ (pUC19) knihovny (Sac1, HindIII.) o velikosti
fragment˘ 4ñ15 kb. Tyto plazmidovÈ klony jsou d·le sekve-
nov·ny metodou shotgunovÈho sekvenov·nÌ. V druhÈ strategii
je celkovÏ izolovan· DNA parci·lnÏ ötÏpena restrikËnÌmi en-
donukleasami (Sau 3A, Hin PI) a fragmenty o vhodnÈ velikosti
(1ñ2 kb) jsou ligov·ny do linearizovan˝ch (Bam HI, Acc I)
sekvenaËnÌch vektor˘ pUC19 a M13mp18. Sekvenace je pro-
v·dÏna Sangerovou dideoxy metodou s pouûitÌm fluorescen-
ËnÏ znaËen˝ch primer˘ a automatickÈho sekven·toru A.L.F.
Express sequencer (Pharmacia). SekvenaËnÌ data jsou d·le
editov·na, skl·d·na do kontig˘ a analyzov·na. NynÌ je projekt
ve f·zi skl·d·nÌ jednotliv˝ch kontig˘ a jejich n·slednÈ anal˝zy
(vyhled·v·nÌ ORF˘, porovn·nÌ jejich aminokyselinovÈ sek-
vence s aktu·lnÌ databankou vöech protein˘.). Byl identifiko-
v·n klastr gen˘ tzv. Ñortho cleavage pathwayì, kterÈ jsou
zodpovÏdnÈ za biodegradaËnÌ 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 HOCEKa*, DALIMIL DVOÿ¡Kb,
MARTINA HAVELKOV¡b, ANTONÕN HOL›a

aInstitute 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 investigation1 of
purine derivatives bearing carbon substituents in the position
6 we have developed a new facile and efficient method for the
synthesis2 of 6-arylpurines based on the Suzuki-Miyaura reac-
tions of 6-halopurines with arylboronic acids. A significant
cytostatic activity has been discovered3 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-
tions5 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/
K001). It was performed within the framework of the Research
Project Z4 055 905.
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KOMBINATORICK¡ CESTA K PIKOMOL¡RNÕMU
INHIBITORU L…KOVÃ REZISTENTNÕCH HIV-1
PROTEAS

MARTIN HRADÕLEK, CYRIL BAÿINKA,
MARK…TA RINNOV¡, JAN WEBER,
MILAN SOU»EK, JAN KONVALINKA

⁄stav organickÈ chemie a biochemie AV »R, Flemingovo n. 2,
166 10 Praha 6

Navrhli, a s vyuûitÌm Fmoc/terc.Bu orthogon·lnÌho chr·-
nÏnÌ, jsme na Rink-Amid MBHA prysky¯ici syntetizovali
knihovnu pseudopeptid˘ s obecn˝m vzorcem Cbz-izoster-
-Aaa-Xxx-NH2. Pouûili jsme celkem öest izoster˘ a v pozicÌch
Aaa a Xxx 48 r˘zn˝ch α-aminokyselin (Aaa = jednotlivÈ
aminokyseliny; Xxx = ekvimol·rnÌ smÏs vöech 48 aminoky-
selin). Bylo tak p¯ipraveno celkem 6 podknihoven, p¯iËemû
kaûd· obsahovala 48 smÏsÌ 48 r˘zn˝ch pseudopeptid˘.

U jednotliv˝ch smÏsÌ pak byla zjiöùov·na inhibiËnÌ aktivita
k Ëty¯em HIV-1 proteas·m: P¯irozenÈ (wild type) HIV-1 PRWT,
a d·le k proteas·m rezistentnÌm v˘Ëi pouûÌvan˝m lÈËiv˘m:
Saquinaviru HIV-1 PRSAQ (mutace G98V, L90M); Indinaviru
HIV-1 PRIND (mutace V82A); Ritonaviru HIV-1 PRRIT (muta-
ce A71V, V82T, I84V).

Po vyhodnocenÌ v˝sledk˘ byly syntetizov·ny jednotlivÈ
sloûky tÏch smÏsÌ, kterÈ vykazovaly inhibiËnÌ aktivitu k jed-
notliv˝m proteas·m. S vyuûitÌm stejn˝ch syntetick˝ch metod,
jako v p¯ÌpadÏ smÏsÌ, bylo p¯ipraveno öest ¯ad pseudopeptid˘,
celkem 288 jednotliv˝ch l·tek.

SyntetizovanÈ pseudopeptidy byly jednotlivÏ podrobeny
testov·nÌ se Ëty¯mi zmÌnÏn˝mi proteasami.

T¯i nejaktivnÏjöÌ slouËeniny byly vyËiötÏny HPLC a byla
p¯esnÏ stanovena jejich inhibiËnÌ aktivita k p¯irozenÈ i k mu-
tantnÌm proteas·m. Vöechny t¯i l·tky jsou subnanomol·rnÌmi
inhibitory HIV-1 PRWT p¯i pH 4,7 a vykazujÌ znaËnou inhibiË-
nÌ aktivitu i v˘Ëi rezistentnÌm mutantnÌm proteas·m. Nejak-
tivnÏjöÌ slouËenina Cbz-Pst-Glu-Hph-NH2 je pikomol·rnÌm
inhibitorem p¯irozenÈ HIV proteasy a subnanomol·rnÌm inhi-
bitorem vöech testovan˝ch rezistentnÌch proteas.

Tato pr·ce byla vypracov·na v r·mci v˝zkumnÈho z·mÏru Z4
055 905.

ENZYMATIC SYNTHESIS
OF N-ACETYLMANNOSAMINE
CONTAINING OLIGOSACCHARIDES
AND THEIR IMMUNOACTIVITY

L. HUä¡KOV¡a, V. KÿENa, M. KUZMAa,
E. HERKOMEROV¡a, K. BEZOUäKAb

aInstitute of Microbiology, Laboratory of Biotransformation,
142 20 Prague 4, bFaculty 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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GlcNAcβ1→4ManNAc (II) was prepared from chitobiose
(I) by Lobry de Bruyn ñ Alberda van Ekenstein rearrangement
under catalysis of Ca(OH)2. Resulting mixture is separable
with difficulty only by analytical HPLC. Chitobiose in reac-
tion mixture was selectively removed by hydrolysis by β-N-
-acetylhexosaminidase from Aspergillus oryzae; GlcNAcβ1→
4ManNAc is resistant to the enzyme hydrolysis. Resulting
disaccharide can be easily isolated by gel filtration. Analogous
epimerization of GalNAcβ1→4GlcNAc is possible as well.

Trisaccharide GalNAcβ1→4GlcNAcβ1→4ManNAc (IV)
was prepared by enzymatic transglycosylation of pNP-GalNAc
(III) onto GlcNAcβ1→4ManNAc (II) catalyzed by β-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.

VYUéITÕ KOMPARATIVNÕ PCR
PÿI MONITOROV¡NÕ
B-LYMFOPROLIFERATIVNÕCH ONEMOCNÃNÕ

R. IV¡NEK, J. »ERN›, A. SLAVÕ»KOV¡

1. InternÌ klinika VFN a 1. LF UK, Praha

P¯Ìtomnost molekul·rnÌch marker˘ u mnoh˝ch hematolo-
gick˝ch onemocnÏnÌ umoûÚuje vyuûitÌ vysoce citlivÈ metody
PCR k sledov·nÌ lÈËby a detekci minim·lnÌ rezidu·lnÌ choro-

by. Avöak vzhledem k moûnÈmu p¯etrv·v·nÌ pozitivity, kter·
m˘ûe b˝t nadto zp˘sobena nap¯. rezidui bunÏk po chemotera-
pii, je vhodnÏjöÌ pouûÌt nÏkterou z metod kvantitativnÌ PCR
(Q-PCR), a tak vËas odhalit moûnou klon·lnÌ expanzi. K me-
tod·m Q-PCR dob¯e aplikovateln˝m na klinick˝ch pracoviö-
tÌch pat¯Ì komparativnÌ PCR, coû je koamplifikace sekvence
specifickÈ pro chorobu a sekvence internÌho standardu systÈ-
mem rozdÌln˝ch primer˘, naz˝vanou tÈû multiplex PCR.

Touto pracÌ prezentujeme moûnost kvantifikace klon·lnÌ-
ho p¯eskupenÌ gen˘ pro tÏûk˝ imunoglobulinov˝ ¯etÏzec (IgH)
jakoûto markeru B-lymfoproliferativnÌho onemocnÏnÌ a srov-
n·vacÌho markeru ñ 61. exon H-ras (Harvyho ras) protooko-
genu. Metoda vych·zÌ z porovn·v·nÌ dvou nebo vÌce diagnos-
tick˝ch vzork˘ z r˘zn˝ch obdobÌ lÈËby pacienta v jednÈ PCR.
MnoûstvÌ produkt˘ amplifikace jsou kvantifikov·na softwa-
rovou anal˝zou digitalizovanÈho z·znamu elektroforetickÈho
gelu, p¯iËemû je moûno dojÌt buÔ k relativnÌm v˝sledk˘m
popisujÌcÌm vzestup nebo pokles markeru malignÌch bunÏk
v porovn·van˝ch vzorcÌch nebo i k absolutnÌm v˝sledk˘m
odeËten˝m z kalibraËnÌ k¯ivky, kter· je zÌsk·na amplifikacÌ
DNA linie nesoucÌ stejn˝ specifick˝ marker v tÈûe PCR. Pro
ovÏ¯enÌ klinickÈho v˝znamu byly v˝sledky komparativnÌ PCR
IgH/ras porovn·v·ny s ostatnÌmi konvenËnÌmi laboratornÌmi
vyöet¯enÌmi a korelov·ny s klinick˝m stavem pacient˘. Z na-
öich pozorov·nÌ vypl˝v·, ûe tato metoda by mohla najÌt uplat-
nÏnÌ p¯i terapeutick˝ch rozhodnutÌch.

Tato pr·ce je podporov·na grantem MäMT CEZ: J13/98:
1111/00004.

O

HO

HO

NHAc

OH
O

O

HO

HO

HO

NHAc

NHAc
HO

HO

HO

O

OH

O

HO

HO

NHAc

OH
O

O

HO

HO

HO

NHAc

pure product after gel filtration

I

II

β -N-Acetylhexosaminidase

from AAspergillus oryzae

Ca(OH)2 sat.

24 °C, 16 hours

II

+ I

(30 %)

(70 %)

O

HO

HO

NHAc

OH
O

O

HO

HO

HO

NHAc

II

Separable only by

repeated preparative

HPLC

NHAc

HO

HO

HO

O

OpNP
+

no hydrolysis

O

HO

HO

NHAc

OH
O

O

HO

HO

HO

NHAc

O

HO

HO

NHAc

OH
O

NHAc

HO

HO

O

O

NHAc

HO

HO HO

O

II
III

IV

β -N-Acetylhexosaminidase

from Aspergillus oryzae

Chem. Listy 95, 318 ñ 338 (2001) Sigma-Aldrich konference, sbornÌk

326



STUDIUM STRUKTURY ORGANOCÕNI»IT›CH
SLOU»ENIN OBSAHUJÕCÕCH O, C, O-ÑPINCERì
LIGANDY

ROMAN JAMBOR, ALEä RŸéI»KA,
LIBOR DOST¡L, JAROSLAV HOLE»EK

Katedra obecnÈ a anorganickÈ chemie, Fakulta chemicko-
-technologick·, Univerzita Pardubice, n. »s. legiÌ 565, 532 10
Pardubice, e-mail: roman.jambor@upce.cz

V souËasnÈ dobÏ je naöe studium zamÏ¯eno na strukturnÌ
vlastnosti organocÌniËit˝ch souËenin obsahujÌcÌch potencio-
n·lnÌ terdent·lnÌ Y, C, Y-chel·tujÌcÌ ligandy (Y = N, O, P).
Velmi m·lo v˝sledk˘ je zn·mo v n·mi zkoumanÈ oblasti
organocÌniËit˝ch slouËenin  obsahujÌcÌch  O, C, O-Ñpincerì
ligandy (obr. 1).

StudovanÈ slouËeniny vykazujÌ ¯adu velice zajÌmav˝ch
vlastnostÌ, zejmÈna strukturnÌch a fyzik·lnÌch. StrukturnÌ vlast-
nosti byly studov·ny zejmÈna pomocÌ RTG difrakce na mo-
nokrystalickÈm materi·lu, NMR v roztocÌch a tuhÈ f·zi a nÏ-
kter˝ch dalöÌch metodik.
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SERINE PROTEINASE INHIBITORS
IN AGGREGATED FORMS OF BOAR SEMINAL
PLASMA PROTEINS

P. JELÕNKOV¡a, P. MA“¡SKOV¡a, M. TICH¡b,
V. JON¡KOV¡a

aInstitute 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 (Jon·kov· et al., 2000). Only
a small portion of proteins was found in the low molecular

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 (Mr~5 000ñ20 000), less in fraction I
(Mr>150 000). 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 Mr N-terminal Immuno-
sequence -detection

β-Micro-seminoprotein 10 000 ZCYFIP Ö ñ
Proteinase inhibitor 7 500 KKTRKEPDÖ ñ
AQN 1 spermadhesin 13 000 AQNKGPHKÖ anti-AQN 1
Lactoferrin 70 000 ÖÖÖÖ anti-lactoferrin

To study the possible complexes of proteinase inhibitors,
fraction V was separated by gel chromatography. Proteinase
inhibitor (Mr~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.

FUNK»NÕ ANAL›ZA C-KONCE PROTEINU NHA1
Z KVASINKY Saccharomyces cerevisiae

OLGA KINCLOV¡

Fyziologick˝ ˙stav AV »R, VÌdeÚsk· 1083, 142 20 Praha 4,
kinclova@biomed.cas.cz

Pro vöechny ûivÈ organismy je nezbytnÈ zachov·vat st·lÈ
hladiny iont˘ uvnit¯ bunÏk. JednÌm z nejd˘leûitÏjöÌch kationt˘
bunÏËnÈ cytoplazmy kvasinek je K+, kter˝ se ˙ËastnÌ mnoha
fyziologick˝ch proces˘ (nap¯. regulace bunÏËnÈho objemu
a vnitrobunÏËnÈho pH). Naopak vysok· koncentrace Na+Ëi Li+

je pro vÏtöinu bunÏk toxick·. Na+/H+ antiportery pat¯Ì mezi
transportnÌ systÈmy, kterÈ antiportnÌm mechanismem vyuûÌ-
vajÌcÌm gradient proton˘ p¯es membr·nu efektivnÏ eliminujÌ
toxickÈ kationty z bunÏk. Gen NHA1 kvasinky S. cerevisiae
kÛduje Na+/H+ antiporter plazmatickÈ membr·ny dlouh˝ 985
aa. Na rozdÌl od homolognÌch Na+/H+ antiporter˘ z jin˝ch
kvasinek, protein Nha1 m· extrÈmnÏ dlouh˝ hydrofilnÌ C-ko-
nec (554 aa, 56,2 % z celÈho proteinu) a transportuje p¯es
membr·nu kromÏ Na+ a Li+ takÈ K+ a Rb+. Pro zjiötÏnÌ funkce
C-konce Nha1p a jeho vlivu na aktivitu a substr·tovou speci-
fitu p¯enaöeËe bylo zkonstruov·no 13 postupnÏ zkracovan˝ch
verzÌ genu NHA1, od kompletnÌho (2955 nt, 985 aa) po nej-
kratöÌ (1416 nt, 472 aa) konËÌcÌ pouze 41 aminokyselinov˝ch
zbytk˘  za poslednÌ transmembr·novou  oblastÌ,  kterÈ  byly

Obr. 1. StudovanÈ organocÌniËitÈ slouËeniny
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funkËnÏ exprimov·ny v kmeni S. cerevisiae citlivÈm k alka-
lick˝m  kationt˘m  (B31,  genotyp nha1∆ena1-4∆). PomocÌ
fluorescenËnÌho znaËenÌ GFP (green fluorescent protein) byly
p¯ÌsluönÈ proteiny lokalizov·ny v  plazmatickÈ membr·nÏ.
Testov·nÌm bunÏk nesoucÌch r˘znÈ verze Nha1p na toleranci
k vysok˝m koncentracÌm alkalick˝ch kationt˘ a mÏ¯enÌm
v˝stupu kationt˘ z bunÏk byla identifikov·na oblast C-konce
Nha1p d˘leûit· pro zachov·nÌ maxim·lnÌ transportnÌ aktivity
Nha1p pro  ionty Na+, Li+ a Rb+. Na druhou stranu  bylo
zjiötÏno, ûe C-konec proteinu Nha1 nenÌ d˘leûit˝ pro toleranci
bunÏk k vysok˝m vnÏjöÌm koncentracÌm K+. Hraje vöak v˝-
znamnou roli 1) v regulaci obsahu vnitrobunÏËnÈho K+, ËÌmû
p¯enaöeË p¯ispÌv· k zachov·nÌ objemu a cytoplazmatickÈho
pH buÚky, a 2) v bunÏËnÈ odpovÏdi k n·hl˝m zmÏn·m osmo-
larity prost¯edÌ.

SYNT…ZA, REAKTIVITA A APLIKACE
[1]BENZOTHIENO[3,2-b][1]BENZOTHIOFENU

BEDÿICH KOäATA, V¡CLAV KOZMÕK,
JIÿÕ SVOBODA

⁄stav organickÈ chemie, VäCHT, 166 28 Praha 6, e-mail:
kosatab@vscht.cz

Systematick˝ v˝zkum v oblasti kondenzovan˝ch hetero-
pentalen˘1ñ3 vedl k n·vrhu [1]benzothieno[3,2-b][1]benzo-
thiofenu (I) jako potenci·lnÌho j·dra l·tek s kapalnÏ krystalic-
k˝mi vlastnostmi. V tÈto pr·ci shrnujeme v˝sledky studia jak
syntÈzy tak reaktivity heterocyklu 1.

Prok·zali jsme, ûe elektrofilnÌ substituce probÌhajÌ v l·tce
1 do poloh 2 a 4. Regioselektivitu substituce lze ¯Ìdit reakËnÌmi
podmÌnkami za tvorby 2-substituovan˝ch deriv·t˘. Substituce
do druhÈho stupnÏ pak vedou p¯ednostnÏ k 2,7-disubstituova-
n˝m slouËenin·m. Nitroderiv·ty byly vyuûity k syntÈze alko-
xy substituovan˝ch deriv·t˘ heterocyklu 1 nukleofilnÌmi sub-
stitucemi. Metalace l·tky 1 n·sledovan· reakcÌ s vhodn˝m
elektrofilem je cestou pro selektivnÌ p¯Ìpravu 1-substituova-
n˝ch deriv·t˘.

V˝sledky studia reaktivity [1]benzothieno[3,2-b][1]ben-
zothiofenu jsme aplikovali na p¯Ìpravu sÈrie 2,7-diacyl- a 2,7-
-dialkylderiv·t˘. Bylo zjiötÏno, ûe v tÈto sÈrii tvo¯Ì nÏkterÈ
deriv·ty jednu a vÌce kapalnÏ krystalick˝ch mezof·zÌ4.
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OPTIMALIZACE SYNT…ZY PREKURZORŸ
ANALOGŸ HMYZÕCH JUVENILNÕCH HORMONŸ

P. KRATINAa, J. MORAVCOV¡a, Z. WIMMERb

aVäCHT, Technick· 5, 160 28 Praha 6, b⁄OCHB AV »R,
Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6

JuvenilnÌ hormony i jejich syntetickÈ analogy hrajÌ d˘le-
ûitou ˙lohu p¯i v˝voji a rozmnoûov·nÌ hmyzu. Pro tuto vlast-
nost v souËasnÈ dobÏ zastupujÌ skupinu ˙Ëinn˝ch novodob˝ch
insekticid˘2.

P¯Ìprava jednÈ ze z·kladnÌch struktur je zn·zornÏna ve
schÈmatu. Reakce 2, odchr·nÏnÌ fenolovÈ skupiny, probÌhala3

s malou v˝tÏûnostÌ (do 50 %) a produkt byl obtÌûnÏ izolova-
teln˝. Hydrol˝za etherickÈ vazby se prov·dÏla p˘sobenÌm
konc. HBr v prost¯edÌ acetanhydridu. Produkt se zpracov·val
p¯id·nÌm vody a CaCO3 a extrahoval se do diethyl etheru.
Extrakce byla znep¯ÌjemnÏna p¯ÌtomnostÌ suspenze anorganic-
k˝ch solÌ ve vodnÈ i organickÈ f·zi. P¯i optimalizaci syntÈzy
jsme navrhli pouûitÌ PTC (Phase Transfer Catalyst) pro usnad-
nÏnÌ kontaktu reaktant˘. Vybrali jsme tributylamonium sulf·t
a tetrabutylfosfonium bromid. Reakce4 probÌhaly bez rozpouö-
tÏdla, v˝tÏûek vzrostl nad 80 %.

N·sledujÌcÌ cÌle jsou ovÏ¯it reakce 3 a 4 a d·le navrhnout
p¯Ìpravu alkyl-O-glykosid˘.
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Tato pr·ce byla vypracov·na v r·mci v˝zkumnÈho z·mÏru Z4
055 905.
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KONSTRUKCE A EVALUACE MODELU SAV»ÕHO
CYTOCHROMU P450 2B4

B. KUBÕ»KOV¡, L. ANTONOVI», B. SOPKO,
P. HODEK

Katedra biochemie, P¯ÌrodovÏdeck· fakulta UK, Hlavova 2030,
128 40 Praha 2

Cytochromy P450 (CYP) jsou hemoproteiny uËastnÌcÌ se
metabolismu nap¯. hormon˘, lÈËiv, polutant˘, kancerogen˘.
P¯emÏna tÏchto l·tek cytochromy P450 vede k exkreci z orga-
nismu nebo jejich toxifikaci Ëi aktivaci na mutageny. Proto
jsou tyto enzymy p¯edmÏtem intenzivnÌho v˝zkumu. Odhale-
nÌ struktury jejich aktivnÌho centra, kde doch·zÌ k metabolickÈ
p¯emÏnÏ substr·t˘, m· z·sadnÌ v˝zman pro pochopenÌ vztahu
struktury a funkce CYP v procesu aktivace kancerogen˘ a me-
tabolismu lÈËiv. N·ö v˝zkum je proto zamÏ¯en na konstrukce
3D modelu aktivnÌho centra CYP 2B4 a jeho validace metodou
fotoafinitnÌho znaËenÌ.

Technika homolognÌho modelov·nÌ je zaloûena na p¯ed-
pokladu podobnosti glob·lnÌ struktury n·mi studovan˝ch sav-
ËÌch a mikrobi·lnÌch CYP, jejichû struktura je dÌky X-paprsk-
ovÈ krystalografii zn·ma. Jako templ·t pro modelov·nÌ byl
tedy pouûit mikrobi·lnÌ CYP 102, kter˝ je povaûov·n za struk-
turnÏ nejbliûöÌ savËÌm CYP. Po predikci sekund·rnÌ struktury
CYP 2B4 bylo provedeno vz·jemnÈ p¯i¯azenÌ sekvencÌ s CYP
102 (zohledÚujÌcÌ glob·lnÌ podobnosti). S pouûitÌm struktur-
nÌho templ·tu (CYP 102) byl konstruov·n 3D model CYP 2B4
a Ñdokov·nì hem. Energetickou optimalizacÌ byl zÌsk·n ho-
molognÌ 3D model CYP 2B4.

Model CYP 2B4 byl ovÏ¯ov·n dokov·nÌm specifickÈho
substr·tu CYP 2B4, diamantanu. Nalezen· orientace diaman-
tanu v aktivnÌm centru (vzhledem k hemu) je v souladu s ex-
periment·lnÏ prok·zanou hydroxylacÌ tÈto l·tky v poloze 3.
K dalöÌmu potvrzenÌ modelu byly vyuûity v˝sledky zÌskanÈ
z fotoafinitnÌho znaËenÌ aktivnÌho centra CYP 2B4 pomocÌ
t¯Ì sond: N-(p-azidobenzyl)-N-methyl-p-aminobenzylamin (I),
N-(p-azidobenzyl)-N-methyl-p-aminophenethylamin (II) a N-
-(p-azidophenethyl)-N-methyl-p-aminophenethylamin (III).
Vzhledem k tomu, ûe lze p¯edpokl·dat vazbu tÏchto sond na
hem CYP, je moûno identifikovat aminokyselinovÈ zbytky ve
vzd·lenosti danÈ dÈlkou molekuly sondy od atomu ûeleza
hemu. PomocÌ sondy II se poda¯ilo identifikovat Arg 197
nach·zejÌcÌ se v helixu F ve spr·vnÈ vzd·lenosti od hemu.
Neschopnost sond I a III oznaËit aminokyselinovÈ zbytky je
v souladu s nep¯ÌtomnostÌ urËujÌcÌch aminokyselin v expono-
vanÈ oblasti aktivnÌho centra. ZÌskanÈ experiment·lnÌ v˝sled-
ky potvrzujÌ spr·vnost modelu CYP 2B4.

SIGNALIZACE: ⁄LOHA AMINOKYSELIN
A JEJICH PERMEAS

MARTIN KUTHAN

Katedra genetiky a mikrobiologie, P¯F UK, ViniËn· 5, 128 44
Praha 2

Role amoniaku  jako  sign·lnÌ  molekuly  je zatÌm m·lo
prozkoum·na, ale jiû nynÌ je zn·mo, ûe hraje ˙lohu v d˘le-
ûit˝ch biologick˝ch procesech (nap¯. p¯i diferenciaci hlen-
ky Dictyostelium discoideum Ëi dokonce p¯i p¯enosu sign·l˘
v nervovÈ tk·ni).

V naöÌ laborato¯i byla objevena a pops·na signalizace mezi
kvasinkov˝mi koloniemi, vyuûÌvajÌcÌmi plynnou sign·lnÌ mo-
lekulu NH3. Amoniak je produkov·n v pulzech a jeho produk-
ce je v˝raznÏ zesÌlena u sousedÌcÌch koloniÌ, kterÈ se navÌc
asymetricky inhibujÌ v r˘stu. NarozdÌl od komplexnÌho mÈdia,
nedoch·zÌ p¯i r˘stu kvasinkov˝ch koloniÌ na minim·lnÌm mÈ-
diu k produkci amoniaku ani k asymetrickÈ inhibici r˘stu. Oba
efekty byly obnoveny po p¯id·nÌ smÏsi aminokyselin do mi-
nim·lnÌho mÈdia. NavÌc mutant kvasinky Saccharomyces ce-
revisiae shr3, defektnÌ v permeas·ch transportujÌcÌch ami-
nokyseliny, amoniak neprodukuje. DalöÌm potvrzenÌm role
aminokyselin bylo zjiötÏnÌ, ûe kmen S. cerevisiae defektnÌ
v nÌzkoafinitnÌ permease aminokyselin (Gap1), m· v˝raznÏ
snÌûenou produkci amoniaku. Tato zjiötÏnÌ naznaËovala, ûe
v procesu NH3 signalizace hrajÌ nÏjakou ˙lohu aminokyseliny.
Sledovali jsme proto vliv p¯Ìtomnosti jednotliv˝ch aminoky-
selin v minim·lnÌm mÈdiu na produkci amoniaku koloniemi
Candida mogii. Na z·kladÏ naöich experiment˘ jsme byli
schopni rozdÏlit aminokyseliny na ty, jejichû p¯Ìtomnost v mi-
nim·lnÌm mÈdiu vede k vysokÈ produkci amoniaku (Asn, Pro,
Asp, Ala, Glu, Arg, Gly a Ser) a aminokyseliny, v jejichû
p¯Ìtomnosti kolonie C. mogii amoniak tÈmÏ¯ neprodukujÌ.
Produkce resp. absence produkce amoniaku v˝raznÏ ovlivÚuje
morfologii  koloniÌ a asymetrickou inhibici  r˘stu. Kolonie
ÑprodukujÌcÌì amoniak jsou tvo¯eny pseudohyfami i kvasink-
ov˝mi buÚkami, p¯iËemû kvasinkovÈ buÚky p¯evl·dajÌ ze-
jmÈna v Ë·sti kolonie rostoucÌ smÏrem k partnerskÈ kolonii,
tedy v oblasti, kde by mÏlo doch·zet k maxim·lnÌ indukci
produkce amoniaku. Kolonie ÑneprodukujÌcÌì amoniak, jsou
tvo¯eny p¯ev·ûnÏ pseudohyfami a hyfami.

VYUéITÕ VLASTNÕ MODIFIKACE ANAL›ZY
KATECHOLAMINŸ POMOCÕ HPLC
PÿI DIAGNOSTICE FEOCHROMOCYTOMU
U PACIENTŸ SE SEKUND¡RNÕ HYPERTENZÕ

HANA LENOBELOV¡a, REN… LENOBELb,
SYLVA DOST¡LOV¡a, RENATA JUR¡KOV¡a,
DAVID STEJSKALa,c, IVO ORALc

aOddÏlenÌ laboratornÌ medicÌny Nemocnice äternberk, bLabo-
rato¯ r˘stov˝ch regul·tor˘ UP Olomouc, cInternÌ oddÏlenÌ
Nemocnice äternberk

Feochromocytom je mal˝ tumor d¯enÏ nadledvin, kter˝
se klinicky manifestuje ¯adou rozdÌln˝ch symptom˘ (malig-

NH3
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nÌ hypertenzÌ, ortostatickou hypotenzÌ, hypermetabolismem
a neuropsychickou labilitou). P¯ÌËinou tÏchto symptom˘ je
nadprodukce katecholamin˘ a jejich prekurzor˘. Diagnostic-
k˝ algoritmus u pacient˘ s podez¯enÌm na feochromocytom
spoËÌv· v klinickÈm vyöet¯enÌ (se zamÏ¯enÌm na typickÈ sym-
ptomy), zobrazovacÌ diagnostice (CT, NMR, scintigrafie) a la-
boratornÌ anal˝ze (katecholaminy a jejich metabolity v plazmÏ
i moËi, neuron specifick· enolasa v sÈru). Protoûe feochromo-
cytom m˘ûe b˝t uloûen  takÈ  extraadren·lnÏ a laboratornÌ
vyöet¯enÌ se v bÏûnÈ klinickÈ praxi velice zobecÚujÌ (bÏûnÏ se
stanovuje pouze kyselina vanilmandlov· v moËi), z˘st·v·
podle nÏkter˝ch autor˘ aû 75 % pacient˘ s feochromocyto-
mem nediagnostikov·no.

Na naöem oddÏlenÌ jsme z tohoto d˘vodu zavedli vlastnÌ
modifikaci stanovenÌ katecholamin˘ a jejich metabolit˘ (ad-
renalin, noradrenalin, dopamin, normetanefrin, metanefrin,
kyselina vanilmandlov·, kyselina homovanilinov·). Anal˝zy
prov·dÌme v plazmÏ nebo moËi vysoko˙Ëinnou kapalinovou
chromatografiÌ na reverznÌ f·zi s fluorescenËnÌ detekcÌ (RP-
-HPLC-FD) po vhodnÈ ˙pravÏ vzorku. Izolace noradrenalinu,
adrenalinu a dopaminu v moËi i plazmÏ se prov·dÌ extrakcÌ na
oxidu hlinitÈm s n·slednou derivatizacÌ fluorescenËnÌ znaË-
kou. ZÌskanÈ fluorescenËnÌ deriv·ty se dÏlÌ na RP-HPLC-FD.
Izolace metanefrinu a normetanefrinu v moËi se prov·dÌ dvou-
stupÚovou ionexovou chromatografiÌ s n·slednou kvantifkacÌ
pomocÌ nativnÌ fluorescence na RP-HPLC-FD. Izolace kyse-
liny vanilmandlovÈ a homovanilinovÈ v moËi probÌh· jedno-
stupÚovou ionexovou chromatografiÌ s n·slednou kvantifikacÌ
pomocÌ nativnÌ fluorescence metodou RP-HPLC-FD. U pa-
cient˘ s podez¯enÌm na feochromocytom pouûÌv·me n·sledu-
jÌcÌ Ñbiochemick˝ì algoritmus:
ñ p¯i nÌzkÈm klinickÈm podez¯enÌ nebo jako screening vy-

öet¯ujeme metanefrin a kyselinu vanilmandlovou v moËi
(diagnostick· specifita i senzitivita tÈto kombinace se po-
hybuje kolem 99 %),

ñ p¯i vysokÈm klinickÈm suspiciu, patologick˝ch n·lezech
metabolit˘ v moËi, nebo p¯i norm·lnÌm screeningu a vy-
sokÈm klinickÈm suspiciu prov·dÌme stanovenÌ dopami-
nu, adrenalinu a noraderanalinu v moËi i plazmÏ za hospi-
talizace, stanovenÌ kyseliny homovanilinovÈ v moËi, event.
prov·dÌme clonidinov˝ test (100 % diagnostick· specifita
i senzitivita).
Za poslednÌ dva roky jsme na naöem oddÏlenÌ vyöet¯ili 289

pacient˘ z celÈho regionu SevernÌ Moravy s podez¯enÌm na
feochromocytom (na jin˝ch pracoviötÌch tÈto oblasti se t.Ë.
rutinnÌ stanovenÌ katecholamin˘ neprov·dÌ). U 11 proband˘
tohoto souboru (4 %) jsme diagnostikovali feochromocytom,
kter˝ byl n·slednÏ operaËnÏ odstranÏn; u vöech proband˘
doölo k ˙stupu klinick˝ch obtÌûÌ. Prok·zali jsme pomÏrnÏ
nÌzkou senzitivitu i specifitu kyseliny vanilmandlovÈ (senzi-
tivita 90 %, specifita 79 %), vysokou senzitivitu i specifitu
metanefrinu (97 % senzitivita, 100 % specifita) a absolutnÌ
specifitu i senzitivitu komplexnÌho vyöet¯enÌ vË. clonidinovÈ-
ho testu.

V souËasnÈ dobÏ prov·dÌme v˝öe uveden· vyöet¯enÌ pro
zdravotnick· za¯ÌzenÌ celÈ severnÌ Moravy; anal˝zy prov·dÏjÌ
3 vysokoökolsky vzdÏlanÌ pracovnÌci. V˝sledky vyd·v·me 1◊
mÏsÌËnÏ.

STRUKTURNÕ A DYNAMICK¡ PO»ÕTA»OV¡
ANAL›ZA VAZBY INHIBITORŸ K PROTEASE
VIRU HIV-1

MARTIN LEPäÕK

⁄stav organickÈ chemie a biochemie AV »R, Flemingovo n. 2,
166 10 Praha 6

Inhibitory HIV proteasy jsou l·tky, kterÈ jsou souË·stÌ
smÏsÌ pouûÌvan˝ch k lÈËbÏ AIDS. Jejich pouûitÌ ovöem kom-
plikuje fakt, ûe proteasa v pr˘bÏhu terapie mutuje a zÌsk·v·
k lÈËivu rezistenci. FenomÈn rezistence je proto nutnÈ ze
strukturnÌho i dynamickÈho hlediska dob¯e prozkoumat, aby
bylo moûnÈ p¯ikroËit k n·vrhu nov˝ch ˙ËinnÏjöÌch lÈk˘.

JednÌm z velice vhodn˝ch n·stroj˘ pro takovou anal˝zu je
pouûitÌ molekulovÈ mechaniky a dynamiky. Jedn· se o v˝po-
ËetnÌ metody, kterÈ s pomocÌ sady parametr˘ (potenci·lu)
dok·ûÌ minimalizovat energii chemickÈho systÈmu, resp. sle-
dovat jeho Ëasov˝ v˝voj.

V tÈto pr·ci jsme vych·zeli z model˘ komplex˘ proteasy
s r˘zn˝mi inhibitory zaloûen˝ch na krystalov˝ch struktur·ch.
RezistentnÌ mutanty byly modelov·ny pomocÌ molekulovÈ
dynamiky. RozpouötÏdlo bylo simulov·no pouûitÌm dielektri-
ka z·vislÈho na vzd·lenosti. Ze strukturnÌch charakteristik
byla sledov·na p¯Ìtomnost vodÌkov˝ch m˘stk˘ a van der Waal-
sovsk˝ch kontakt˘ mezi inhibitorem a proteasou. Z dynamic-
k˝ch vlastnostÌ jsme se zab˝vali zanik·nÌm a znovuvytv·¯e-
nÌm vodÌkov˝ch m˘stk˘ a st·lostÌ, resp. nest·lostÌ van der
Waalsovsk˝ch kontakt˘.

Porovn·nÌ uveden˝ch charakteristik u komplex˘ jednotli-
v˝ch inhibitor˘ n·m umoûÚuje vysvÏtlit ˙Ëinek urËitÈho inhi-
bitoru jak na proteasu divokÈho typu, tak i na jejÌ mutanty.
TÌmto zp˘sobem se tato pr·ce snaûÌ p¯ispÏt k vysvÏtlenÌ me-
chanism˘ rezistence.

Tato pr·ce byla vypracov·na v r·mci v˝zkumnÈho z·mÏru Z4
055 905.

POTKANÕ HYPODAKTYLNÕ MUTACE ñ
GENETICK… MAPOV¡NÕ A CHARAKTERIZACE
KONGENNÕCH KMENŸ

FRANTIäEK LIäKA

⁄stav biologie a lÈka¯skÈ genetiky, 1. lÈka¯sk· fakulta, Uni-
verzita Karlova, Albertov 4, 120 00 Praha 2

V souËasnÈ dobÏ se u savc˘ p¯edpokl·d· aû 4000 gen˘,
jejichû z·rodeËnÈ mutace mohou vÈst k autosom·lnÏ recesivnÏ
dÏdiËnÈ samËÌ infertilitÏ. Tyto mutace majÌ Ëasto pleiotropnÌ
efekt i na dalöÌ org·novÈ systÈmy. Jedna z tÏchto mutacÌ je
p¯edmÏtem naöeho v˝zkumu. PotkanÌ hypodaktylie (Hd) je
autosom·lnÏ recesivnÌ postiûenÌ v˝voje konËetin a spermato-
geneze. Projevuje se variabilnÌ redukcÌ poËtu prst˘ a Ël·nk˘
prst˘ na preaxi·lnÌ stranÏ p¯ednÌch i zadnÌch konËetin. Posti-
ûenÌ konËetin samc˘ a samic je stejnÈ. Vöichni homozygot-
nÌ samci jsou infertilnÌ. MajÌ zmenöen· varlata a nadvarlata
a zmenöenÈ mnoûstvÌ morfologicky abnorm·lnÌch a nepohy-
bliv˝ch spermiÌ. Mutovan˝ gen byl lokalizov·n na potkanÌ
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chromozom 10 pomocÌ 152 zpÏtn˝ch k¯Ìûenc˘ (samice origi-
n·lnÌho kmene Wistar Hd (WHD) a samec F1 (WHDxBrown
Norway)). JemnÏjöÌ mapov·nÌ prov·dÌme pomocÌ populace F2
hybrid˘ WHDxBN (Brown Norway). Kritick˝ segment chro-
mosomu 10, kde se nach·zÌ Hd mutace, se tak poda¯ilo z˙ûit
na cca 1,7 cm mezi mikrosatelitnÌmi markery D10Rat116
a D10Rat160. Z·roveÚ byla pozorov·na ˙pln· vazba Hd se sku-
pinou marker˘ D10Mit8 (v genu pro synaptobrevin 2), D10Wox12
(v genu pro sex hormone binding globulin), D10Wox14 (v ge-
nu pro asialoglykoproteinov˝ receptor) a s dvÏma anonymnÌ-
mi markery. Kritick˝ segment vöak z¯ejmÏ obsahuje i dalöÌ
geny, kterÈ mohou b˝t poziËnÌmi kandid·ty Hd. P¯enesenÌm
alely Hd na genetickÈ pozadÌ inbrednÌch kmen˘ SHR (spon-
taneously hypertensive rat) a BN jsme vyvinuli kongennÌ
kmeny SHR-Hd a BN-Hd. U SHR-Hd je snÌûen· penetrance
a expresivita postiûenÌ konËetin, zatÌmco u kmene BN-Hd je
tÏûkÈ postiûenÌ konËetin, dokonce vÏtöÌ neû u kmene WHD.
HomozygotnÌ samci obou kongennÌch kmen˘ jsou sterilnÌ,
avöak hmotnost varlat, nadvarlat i poËet spermiÌ je signifikan-
tnÏ vyööÌ neû u kmene WHD. Tato pozorov·nÌ svÏdËÌ pro vliv
modifikujÌcÌch gen˘ na expresi Hd. Naöe dalöÌ pr·ce bude
smÏ¯ovat k identifikaci mutantnÌho genu, p¯ÌpadnÏ i k mapo-
v·nÌ modifikujÌcÌch minor gen˘.

OXIDACE ALKOHOLŸ ENZYMOV›M SYST…MEM
FEROMONOV… éL¡ZY LIäAJE TAB¡KOV…HO

ANNA LUXOV¡, ALEä SVATOä

⁄stav organickÈ chemie a biochemie AV »R, Flemingovo n. 2,
166 10 Praha 6, luxova@uochb.cas.cz

VyuûitÌ enzymatickÈ katal˝zy v organickÈ syntÈze pat¯Ì
mezi standardnÌ postupy organickÈ chemie. Dosud nebyl po-
ps·n enzym katalyzujÌcÌ oxidaci alkohol˘ na aldehydy. Ko-
neËn˝m krokem biosyntÈzy sexu·lnÌho feromonu u samic
liöaje tab·kovÈho (Manduca sexta) je oxidace hexadec-11-en-
-1-ol˘ a hexadeca-10,12-dien-1-ol˘ na odpovÌdajÌcÌ aldehydy.
Tato p¯emÏna je katalyzov·na enzymov˝m oxidaËnÌm systÈ-
mem lokalizovan˝m ve feromonovÈ ûl·ze mot˝la na spodnÌ
Ë·sti  abdomenu. Z p¯edbÏûn˝ch v˝sledk˘  bylo patrnÈ, ûe
vypreparovan˝ abdomen jak v intaktnÌ, tak v homogenizovanÈ
formÏ, katalyzuje oxidaci dalöÌch strukturnÌch typ˘ alkohol˘,
kterÈ nejsou p¯irozen˝m prekurzorem feromonu. Na z·kladÏ
tohoto zjiötÏnÌ jsme zaËali studovat vlastnosti enzymu t˝kajÌcÌ
se jeho vyuûitÌ v organickÈ syntÈze. A to p¯edevöÌm substr·-
tovou specificitu a stabilitu za r˘zn˝ch podmÌnek. Studovan˝
enzymatick˝ systÈm je za in vitro podmÌnek (hexan/fosf·tov˝
pufr) velmi robustnÌ s tepelnou stabilitou do 50 ∞C (teplotnÌ
optimum 30 ∞C) a je moûnÈ jej recyklovat (5◊). Jeho substr·-
tov· specificita byla urËena na r˘zn˝ch alkoholech: 1) s line·r-
nÌm nerozvÏtven˝m ¯etÏzcem, 2) nenasycenÈ, 3) s aromatic-
k˝m j·drem v postrannÌm ¯etÏzci, 4) sekund·rnÌ. ZjiötÏnÈ
po¯adÌ reaktivity je 3>1>2>>4. Prim·rnÌ alkoholy 1, 2, 3 lze
selektivnÏ oxidovat ve smÏsi se sekund·rnÌmi alkoholy. Dal-
öÌm zajÌmav˝m zjiötÏnÌm je profil v˝tÏûk˘ oxidace homolo-
gickÈ ¯ady prim·rnÌch nasycen˝ch alkohol˘ od öesti do dvaceti
uhlÌk˘. NejmenöÌ konverze p¯emÏny alkoholñaldehyd byla
zjiötÏna u hexadekanolu. U enzymovÈho systÈmu nynÌ urËu-
jeme jeho z·kladnÌ biochemickÈ charakteristiky a pokusÌme

se o izolaci a podrobnÏjöÌ strukturnÌ charakterizaci. Budouc-
nost vöak spat¯ujeme v produkci oxidasy geneticky modifik-
ovan˝mi mikroorganismy, do kter˝ch bude vnesen gen kÛdu-
jÌcÌ proteosyntÈzu naöeho enzymu.

Tato pr·ce byla vypracov·na v r·mci v˝zkumnÈho z·mÏru Z4
055 905.

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

V¡CLAV MARTÕNEK, MARIE STIBOROV¡

Katedra biochemie, P¯ÌrodovÏdeck· fakulta UK, Albertov 2030,
128 40 Praha 2

Sudan I je karcinogenem jater a moËovÈho mÏch˝¯e studo-
van˝m jako modelovÈ karcinogennÌ azobarvivo, kterÈ neob-
sahuje aminoskupiny ve svÈ molekule. Je metabolizov·n cy-
tochromy P450 (CYP), kterÈ jej oxidujÌ na C-hydroxy a C-di-
hydroxyderiv·ty nebo oxidaËnÏ ötÏpÌ na benzendiazoniov˝
ion (BDI). BDI je reaktivnÌm intermedi·tem v·zajÌcÌm se
kovalentnÏ na DNA. MajoritnÌ adukt tvo¯en˝ v DNA z BDI
byl identifikov·n jako 8-(fenylazo)guanin1.

V pr·ci identifikujeme CYP oxidujÌcÌ Sudan I. NejlÈpe
Sudan I oxidujÌ CYP1A mikrosom˘ indukovan˝ch β-naftofla-
vonem (β-NF) (82 %), mÈnÏ pak CYP2B PB mikrosom˘
a enzymy mikrosom˘ indukovan˝ch etanolem Ëi mikrosom˘
neindukovan˝ch zvÌ¯at (vöechny ñ 15 %). P¯itom je tato oxi-
dace efektivnÏ inhibov·na inhibitorem CYP1A1/2 α-NF, za-
tÌmco inhibitorem CYP1A2 furafyllinem ovlivnÏna nenÌ. P¯e-
mÏna Sudanu I CYP1A1 byla potvrzena pouûitÌm potkanÌ-
ho rekombinantnÌho enzymu (CYP1A1) rekonstituovanÈho
s NADPH:CYP reduktasou. Studovan˝ karcinogen je rovnÏû
oxidov·n  v rekonstituovanÈm systÈmu obsahujÌcÌm lidsk˝
rekombinantnÌ CYP1A2, ale ˙Ëinnost oxidace je asi dvaceti-
procentnÌ oproti CYP1A1. Vzhledem k tomu, ûe CYP experi-
ment·lnÌch zvÌ¯at nemusÌ b˝t vûdy vhodn˝m modelem simu-
lujÌcÌm katalytickÈ vlastnosti lidsk˝ch enzym˘, potvrzujeme
v˝sledky i s enzymy lidsk˝mi. Pouûity byly mikrosomy obsa-
hujÌcÌ lidskÈ rekombinantnÌ CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1,
CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4 a CYP3A4
s cytochromem b5, tzv. SupersomesTM. Sudan I je opÏt nej˙Ëin-
nÏji oxidov·n lidsk˝m CYP1A1. K charakterizaci oxidace
Sudanu I CYP1A1 bylo rovnÏû pouûito kinetick˝ch studiÌ.

V pr·ci prokazujeme, ûe lidsk˝ CYP1A1 je nejefektivnÏj-
öÌm cytochromem P450 oxidujÌcÌm karcinogennÌ azobarvivo
Sudan I. V˝sledky jsou interpretov·ny z hlediska potenci·lnÌ-
ho rizika vystavenÌ lidskÈ populace studovanÈmu karcinoge-
nu.

Podporov·no granty MäMT »R (MSM 1131 00001) a GA »R
(203/99/1003 a 203/99/1628).

LITERATURA
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POZN¡NÕ MECHANISMU KARCINOGENITY
o-ANISIDINU, KANCEROGENU S DOSUD
NEVYJASNÃN›MI PRINCIPY ⁄»INKU

MARK…TA MIKäANOV¡, MARIE STIBOROV¡

Katedra biochemie, P¯ÌrodovÏdeck· fakulta, Univerzita Kar-
lova, Albertov 2030, 128 40 Praha 2

o-Anisidin (2-methoxyanilin) je intenzivnÏ pouûÌv·n jako
intermedi·t p¯i v˝robÏ azobarviv. Jde o siln˝ karcinogen mo-
ËovÈho mÏch˝¯e. Studium mechanismu jeho karcinogenity je
st¯edem z·jmu ¯ady laborato¯Ì. Je tomu tak proto, ûe se jedn·
nejen o nebezpeËn˝ polutant pracovnÌho prost¯edÌ chemic-
k˝ch provoz˘, ale navÌc, ûe principy jeho ˙Ëinku z˘st·vajÌ
dosud neodhaleny. K vysvÏtlenÌ karcinogennÌho ˙Ëinku o-ani-
sidinu je nezbytnÈ i) pozn·nÌ enzym˘, kter˝mi je metaboli-
zov·n, ii) identifikace struktury reakËnÌch metabolit˘ a iii)
pozn·nÌ, zda metabolity zasahujÌ do iniciaËnÌ a progresnÌ f·ze
kancerogenese, tedy zda tvo¯Ì adukty v DNA.

Metabolismus studovanÈho karcinogenu je zprost¯edko-
v·n hydroxylaËnÌmi reakcemi katalyzovan˝mi cytochromy
P450 a v moËovÈm mÏch˝¯i i jedno-elektronov˝mi radik·lo-
v˝mi oxidacemi peroxidas, jenû jsou v moËovÈm mÏch˝¯i
bohatÏ zastoupeny. MajoritnÌm produktem oxidace o-anisidi-
nu cytochromy P450, izolovan˝m pomocÌ HPLC a urËen˝m
MS-MS spektrometriÌ, je deriv·t N-hydroxy-2-methoxyanilin.
EfektivnÏji neû cytochromy P450 je o-anisidin oxidov·n lak-
toperoxidasou, k¯enovou peroxidasou a prostaglandin H syn-
tasou. Unik·tnÌm v˝sledkem je identifikace produkt˘ oxidace
o-anisidinu peroxidasami. PomocÌ MS-MS spektrometrie by-
lo poprvÈ p¯Ìmo zjiötÏno, ûe prim·rnÏ tvo¯en˝ radik·l o-anisi-
dinu poskytuje Ëty¯i majoritnÌ barevnÈ produkty diimin, chi-
nonimin, azodimer a slouËeninu obsahujÌcÌ t¯i methoxybenze-
novÈ kruhy, jejÌû p¯esn· struktura dosud nebyla urËena.

V˝sledky p¯in·öejÌ i odpovÏÔ na ot·zku mechanismu kar-
cinogennÌho p˘sobenÌ o-anisidinu. V pr˘bÏhu oxidace o-an-
isidinu peroxidasami doch·zÌ k vazbÏ reaktivnÌch metabolit˘
na DNA. Anal˝zou pomocÌ metody Ñ32P-postlabellinguì byla
prok·z·na tvorba kovalentnÌch adukt˘ v DNA, p¯iËemû cÌlo-
v˝mi deoxynukleosidy jsou zbytky deoxyguanosinu. Diimin
generovan˝ z prim·rnÏ tvo¯enÈho N-centrovanÈho radik·lu
o-anisidinu peroxidasou je pr·vÏ tÌm metabolitem, kter˝ kova-
lentnÏ modifikuje deoxyguanosin v DNA. V˝sledky jasnÏ
prokazujÌ, ûe o-anisidin je genotoxick˝m karcinogenem zasa-
hujÌcÌm do iniciaËnÌ f·ze kancerogenese.

Autorky dÏkujÌ za podporu MäMT »R (MSM 1131 00001)
a GA »R (grant 203/99/1003).

VLIV ACETYLACE HISTONŸ NA DIFERENCIACI
MONOBLASTŸ TRANSFORMOVAN›CH
ONKOGENEM v-myb

A. NEMAJEROV¡a,b, J. äMARDAb, J. äMARDOV¡a

aMasaryk˘v onkologick˝ ˙stav, OddÏlenÌ bunÏËnÈ a moleku-
l·rnÌ onkologie, élut˝ kopec 7, 656 53 Brno, bKatedra genetiky
a molekul·rnÌ biologie, P¯ÌrodovÏdeck· fakulta, Masarykova
univerzita, Kotl·¯sk· 2, 611 37 Brno

Protein CBP (CREB-binding protein) je koaktiv·tor trans-
kripce, kter˝ je schopen interagovat s mnoha transkripËnÌmi

faktory (c-/v- Myb, CREB, c-Fos, c-/v-Jun, p53, jadern˝mi
receptory a dalöÌmi proteiny). CBP je histon-acetyltransferasa
a acetylacÌ histon˘ aktivnÏ zasahuje do procesu transkripce.
cDNA kÛdujÌcÌ lidsk˝ protein CBP jsme klonovali do expres-
nÌho vektoru pMT-IRES-CD4, kter˝ umoûÚuje inducibilnÌ
expresi genu CBP z metalothioneinovÈho promotoru v hosti-
telsk˝ch buÚk·ch a z·roveÚ jejich ˙Ëinnou purifikaci prost¯ed-
nictvÌm dicistronicky exprimovanÈho markerovÈho genu CD4.
Po stabilnÌ transfekci bunÏk BM2 plazmidem  pMT-CBP-
-IRES-CD4 technikou lipofekce jsme selektovali stabilnÌ trans-
fektanty.

V buÚk·ch BM2CBP jsme ovÏ¯ili expresi genu CBP na
˙rovni RNA a protein˘ a potvrdili jsme tvorbu komplexu mezi
proteiny CBP a v-Myb. Samotn· indukce exprese CBP sice
nezmÏnila morfologii bunÏk BM2 ani proliferaËnÌ rychlost,
ale ovlivnila jejich reakci na nÏkterÈ vnÏjöÌ induktory diferen-
ciace jako je forbolov˝ ester TPA a inhibitor histon-deacetylas
trichostatin A (TSA). Uk·zali jsme, ûe p˘sobenÌ TSA vede
v buÚk·ch BM2 i BM2CBP k hyperacetylaci histon˘ a k za-
stavenÌ bunÏËnÈho cyklu ve f·zi G1. BuÚky BM2CBP (v men-
öÌ mÌ¯e i BM2) tvo¯Ì p˘sobenÌm TSA mnohojadernÈ buÚky,
kterÈ svou morfologiÌ v˝znamnÏ p¯ipomÌnajÌ osteoklasty. Pro-
to jsme v buÚk·ch BM2CBP po p˘sobenÌ TSA testovali
nÏkterÈ pro osteoklasty specifickÈ markery. Prok·zali jsme, ûe
se nejedn· ani o osteoklasty ani o osteoklast˘m podobnÈ
buÚky. TSA indukuje diferenciaci bunÏk BM2 a BM2CBP na
makrof·govÈ polykaryony, kterÈ se ˙ËastnÌ z·nÏtliv˝ch pro-
ces˘.

Tato pr·ce byla podporov·na granty IGA MZ »R Ë. NM-16/3
a MZ0002980501

TESTOVACÕ SYST…M PRO STUDIUM ODEZVY
ROSTLIN NA STRES

PETRA NEäNÃROV¡, ALEä SVATOä,
TOM¡ä MACEK

⁄OCHB AV »R, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6, VäCHT
Praha, Technick· 3, 166 28 Praha 6, e-mail: Petra_Nesnerova
@yahoo.com

Zkoum·nÌ vztah˘ mezi vnÏjöÌm prost¯edÌm a stresem v rost-
lin·ch je v poslednÌ dobÏ vÏnov·na st·le vÏtöÌ pozornost, stejnÏ
tak, jako studiu mechanism˘, kterÈ jsou odezvou na stresov˝
faktor a pomocÌ nichû se rostlina proti vzniklÈmu stresu br·nÌ.
Metody pouûÌvanÈ ke studiu stresov˝ch reakcÌ vÏtöinou
neumoûÚujÌ zÌsk·nÌ v˝sledk˘ bez poranÏnÌ rostlin. Proto se
snaûÌme navrhnout nov˝ testovacÌ model, p¯i jehoû vyuûitÌ je
moûnÈ pracovat s intaktnÌmi rostlinami a zÌskat objektivnÏjöÌ
a reprodukovatelnÈ v˝sledky (na pozadÌ se neprojevÌ vliv
mechanickÈho poranÏnÌ). Stresovou reakci lze u rostlin navo-
dit mj. aplikacÌ jasmonovÈ kyseliny (JA) nebo jejÌho methyl-
esteru (MJ), kter· slouûÌ p¯i studiu obrann˝ch mechanism˘
jako endogennÌ sign·l vyvol·vajÌcÌ u rostlin reakce velmi
podobnÈ reakcÌm vyvolan˝m mechanick˝m poranÏnÌm, b˝-
loûravci nebo hmyzem. Jako modelovou rostlinu pouûÌv·me
netransformovanÈ rostliny Nicotiana tabacum (L). K porov-
n·nÌ odezvy a optimalizaci byly pouûÌv·ny celÈ rostliny nebo
jednotlivÈ listy rostlin (in vitro nebo in vivo), malÈ rostliny
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prim·rnÌ elicitory prosystemin (200 AK)
oligosacharid
malÈ proteiny systemin (18 Ak)

sekund·rnÌ metabolity
enzymy a dalöÌ lipasa

linolenov· kyselina

jasmonov· kyselina

obrann· reakce (aktivace gen˘)
sekund·rnÌ metabolity

obrannÈ proteiny
inhibitory proteas

enzymy atd.

SchÈma 1. Sign·lnÌ kask·da u rostlin

(st·¯Ì 2ñ9 t˝dn˘) pÏstovanÈ ze semÌnek, kalus a bunÏËn·
suspenze. Jako elicitor stresu je pouûÌv·n racemick˝ MJ a JA
v intervalu koncentracÌ, jehoû spodnÌ mez je srovnateln· s kon-
centracÌ tÏchto l·tek produkovan˝ch poranÏnou rostlinou v p¯i-
rozen˝ch podmÌnk·ch. TÏkavÈ l·tky (ocimen, elemen, dri-
madien) vyluËovanÈ poranÏn˝mi rostlinami do ovzduöÌ jsou
uvnit¯ mÏ¯ÌcÌ aparatury extrahov·ny p¯Ìmo ze vzorku pomocÌ
mikroextrakce na pevnou f·zi (SPME) na vl·kno potaûenÈ
polymethylsilikonovou f·zÌ. L·tky jsou analyzov·ny pomocÌ
plynovÈ chromatografie a identifikov·ny hmotnostnÌ spektro-
metriÌ. OptimalizacÌ podmÌnek byly jako nejvhodnÏjöÌ pro
pouûitÌ mal˝ch rostlin a indukci MJ stanoveny tyto podmÌnky:
st·¯Ì rostlin ñ 6 t˝dn˘, koncentrace MJ ñ 5 µg na jednu rostlinu,
mÏ¯enÌ  na GC ñ 20ñ24  hodin  od  zaË·tku indukce. Dan˝
modelov˝ systÈm je moûnÈ vyuûÌt v z·kladnÌm i aplikovanÈm
v˝zkumu (p¯i studiu vlivu r˘zn˝ch l·tek na rostliny, nap¯.
fytohormony a jim podobnÈ l·tky).

Tato pr·ce byla vypracov·na v r·mci v˝zkumnÈho z·mÏru Z4
055 905.

PÿÕPRAVA FENYL-HYDROXYETHYL DERIV¡TŸ
GUANINU JAKO STANDARDŸ
PRO DIAGNOSTIKU POäKOZENÕ DNA

JAN NOV¡K, IGOR LINHART

⁄stav organickÈ chemie, Vysok· ökola chemicko-technolo-
gick·, Technick· 5, 166 28 Praha 6

PoökozenÌ DNA alkylujÌcÌmi l·tkami lze diagnostikovat
detekcÌ p¯Ìsluön˝ch deriv·t˘ purinov˝ch basÌ v moËi a nukleo-
tidov˝ch deriv·t˘ v leukocytech vysoce citliv˝mi analytick˝-
mi metodami.

U lidÌ exponovan˝ch styrenu jsou fenyl-hydroxyethyl de-
riv·ty guaninu v˝znamn˝mi indik·tory poökozenÌ1. V pr·ci je
pops·na p¯Ìprava O6-deriv·t˘ guaninu metodu aktivace 2-ami-
no-6-chlor purinu 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktanem2. Vznikl˝
2-amino-6-(1-azonia-4-azabicyklo[2.2.2]-1-oktyl)purin (ÑDAB-
CO-purinì) rea-guje snadno s natrium 1-fenylethan-1,2-diol·-
tem za vzniku dvou regiosomernÌch produkt˘, O6-(1-fenyl-2-

-hydroxyethyl)-guaninu (α-adukt) a O6-(2-fenyl-2-hydroxy-
ethyl)guaninu (β-adukt). Jako majoritnÌ byl zÌsk·n β-adukt.
D·le byly zkoum·ny alkylaËnÌ reakce 2-amino-6-chlorpurinu
s 2-brom-2-fenyl-ethanolem a s 2-brom-1-fenylethanolem s cÌ-
lem p¯ipravit deriv·ty substituovanÈ v poloze 7. Struktura
p¯ipraven˝ch l·tek byla ovÏ¯ena pomocÌ NMR, UV a hmot-
nostnÌmi spektry.

Pr·ce byla podporov·na granty MSM 223100001 minister-
stva ökolstvÌ »R a 313/99/1460 GA »R.
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A METODOLOGY TO ASSESS RISK OF ORGANIC
COMPOUNDS IN THE UNDERGROUND
ENVIRONMENT
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aInstitute of Organic Chemistry and Biochemistry, Academy
of Science of the Czech Republic, bInstitute of Experimental
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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.

Thiswork was performed under theResearch ProjectZ4 055 905.

JE ÑDNA éEBÿÕ»EKì SPOLEHLIVOU ZN¡MKOU
APOPT”ZY?

JAN PEYCHL, EMIL RUDOLF, JAN NOV¡K,
JIÿÕ HUS¡K

⁄stav lÈka¯skÈ biologie a genetiky, LÈka¯sk· fakulta v Hradci
Kr·lovÈ, Univerzita Karlova, äimkova 870, 500 01 Hradec
Kr·lovÈ

Internukleosomov· fragmentace DNA je povaûov·na za
jednu z charakteristick˝ch zn·mek programovanÈ bunÏËnÈ
smrti ñ apoptÛzy. Lze ji detekovat pomocÌ metody horizont·l-
nÌ elektroforÈzy v agarÛzovÈm gelu jako tzv. DNA ûeb¯ÌËek
(DNA ladder assay). Proto jsme tuto metodu za¯adili do naöich
studiÌ bunÏËnÈ smrti indukovanÈ in vitro. Jako model jsme
zvolili buÚky stabilizovanÈ bunÏËnÈ linie Hep 2 odvozenÈ
z lidskÈho karcinomu laryngu a buÚky stabilizovanÈ bunÏËnÈ
linie HL 60 odvozenÈ z lidskÈ promyelocyt·rnÌ leukÈmie.
K indukci apoptÛzy jsme pouûili 24 hodinovÈ ovlivnÏnÌ bu-
nÏk etoposidem (inhibitor topoizomerasy II) v koncentraci
10 µg.mlñ1. Po izolaci a elektroforÈze DNA z ovlivnÏn˝ch
bunÏk jsme typick˝ DNA ûeb¯ÌËek nalezli pouze u DNA bunÏk
linie HL 60. U bunÏk linie Hep 2 jsme tento typ fragmentace
DNA nezachytili. PomocÌ mikroskopick˝ch metod jsme vöak
u ovlivnÏn˝ch bunÏk obou bunÏËn˝ch liniÌ prok·zali typickÈ
morfologickÈ projevy apoptÛzy: pohyb v˝bÏûk˘ cytoplazma-
tickÈ membr·ny, svr·ötÏnÌ bunÏk, kondenzaci a fragmentaci
chromatinu. Etoposidem ovlivnÏnÈ buÚky linie Hep 2 vyk·-
zaly rovnÏû pozitivitu v imunohistochemick˝ch vyöet¯enÌch
na p¯Ìtomnost kaspasy 3, kter· je souË·stÌ apoptotickÈ kask·-
dy. Naöe v˝sledky naznaËujÌ, ûe internukleosomov· fragmen-
tace DNA nenÌ zcela spolehlivou zn·mkou apoptÛzy induko-
vanÈ in vitro u bunÏk r˘znÈho p˘vodu.

Pr·ce vznikla za podpory V˝zkumn˝ch z·mÏr˘ Ministerstva
ökolstvÌ, ml·deûe a tÏlov˝chovy FD MSM 111500002 a FD
MSM 111500004

MECHANISMY REGULUJÕCÕ AKTIVITU
N¡DOROV…HO SUPRESORU PROTEINU P53
A MOéNOSTI AKTIVACE JEHO NEFUNK»NÕCH
FOREM V N¡DOROV… BU“CE

ä¡RKA POSPÕäILOV¡a, V¡CLAV BR¡ZDAb,
PETR M‹LLERa, EMIL PALE»EKb,
BOÿIVOJ VOJTÃäEKa

aMasaryk˘v onkologick˝ ˙stav, élut˝ kopec 7, 656 53 Brno,
bBiofyzik·lnÌ ˙stav AV »R, Kr·lovopolsk· 135, 612 65 Brno

Procesy bunÏËnÈ proliferace a diferenciace jsou v buÚce
p¯esnÏ regulov·ny ¯adou extracelul·rnÌch i intracelul·rnÌch

mechanism˘, jejichû naruöenÌ m· zpravidla za n·sledek ma-
lignÌ transformaci buÚky. K nejv˝znamnÏjöÌm faktor˘m podÌ-
lejÌcÌm se na regulaci bunÏËnÈho cyklu pat¯Ì protein p53,
n·dorov˝ supresor indukovan˝ bunÏËn˝m stresem, kter˝ v z·-
vislosti na mÌ¯e poökozenÌ genetickÈ informace indukuje buÔ
zastavenÌ bunÏËnÈho cyklu v G1 f·zi, kterÈ umoûnÌ reparaci
poökozenÈ DNA p¯ed jejÌ dalöÌ syntÈzou, a nebo spouötÌ me-
chanismy vedoucÌ k programovanÈ smrti buÚkyñapoptÛze.
Mutace v genu pro p53 byly nalezeny u vÌce neû 50 % lidsk˝ch
malignit, coû dokazuje jeho nepostradatelnou ˙lohu v regulaci
bunÏËnÈho cyklu a ochranÏ buÚky proti n·dorovÈmu bujenÌ.
Z tohoto d˘vodu je protein p53 naz˝v·n jako Ñstr·ûce geno-
muì.

Lidsk˝ protein p53 je jadern˝ fosfoprotein o velikosti 393
aminokyselin, jehoû mechanismus p˘sobenÌ je realizov·n jeho
schopnostÌ v·zat se na specifickÈ sekvence DNA (tzv. p53
consensus sekvence) a fungovat jako sekvenËnÏ specifick˝
transkripËnÌ faktor. Za fyziologick˝ch podmÌnek se protein
p53 nach·zÌ v buÚk·ch p¯ev·ûnÏ v latentnÌ konformaci (nevy-
kazuje DNA-vazebnou aktivitu) a jeho hladina je velmi nÌzk·
a teprve p¯i odpovÏdi buÚky na stresovÈ podmÌnky (nap¯.
expozici buÚky faktor˘m poökozujÌcÌm DNA) doch·zÌ k jeho
aktivaci a stabilizaci. Aktivace latentnÌho proteinu p53 k vazbÏ
na DNA je zpravidla zprost¯edkov·v·na alosterickou modifi-
kacÌ jeho  C-koncovÈ regulaËnÌ domÈny a m˘ûe se p¯i nÌ
uplatnit nÏkolik mechanism˘, nap¯. vazba monoklon·lnÌch
protil·tek rozpozn·vajÌcÌ epitopy v C-koncovÈ domÈnÏ pro-
teinu. V˝znamn˝m fyziologick˝m mechanismem aktivace la-
tentnÌho proteinu p53 jsou jeho post-translaËnÌ modifikace,
p¯edevöÌm fosforylace na specifick˝ch Ser a Thr, kterÈ zpro-
st¯edkov·vajÌ odpovÏÔ buÚky na extracelul·rnÌ nebo intrace-
lul·rnÌ stresovÈ faktory. V naöÌ pr·ci jsme se zab˝vali vlivem
jednotliv˝ch post-translaËnÌch modifikacÌ na DNA-vazebnou
aktivitu proteinu a poda¯ilo se n·m prok·zat, ûe fosforylace
proteinu cdk2/cyklin A na Ser 315, Protein kinasou C na Ser
378 a Casein kinasou II na Ser 392 majÌ na rozdÌl od modifikacÌ
N-koncovÈ domÈny proteinu schopnost indukovat p¯echod
p53 z latentnÌ do aktivnÌ konformace, coû se projevÌ v˝razn˝m
zv˝öenÌm vazby p53 na promotorovÈ sekvence DNA. P¯Ìtom-
nost tÏchto post-translaËnÌch modifikacÌ jsme prok·zali takÈ
in vivo, p¯iËemû mÌra modifikace se u r˘zn˝ch n·dorov˝ch
bunÏËn˝ch liniÌ v˝raznÏ liöÌ a m˘ûe b˝t indukov·na poökoze-
nÌm DNA.

Post-translaËnÌ  modifikace  se tedy  jevÌ b˝t  jednÌm ze
z·kladnÌch regulaËnÌch mechanism˘ aktivity p53, p¯iËemû
fosforylace Ser 315, 378 a 392 pravdÏpodobnÏ pat¯Ì mezi
klÌËovÈ regulaËnÌ sign·ly zprost¯edkov·vajÌcÌ reakci na poök-
ozenÌ DNA a bunÏËn˝ stres. Z tÏchto poznatk˘ vypl˝v·, ûe
nejen mutace v genu pro p53, ale takÈ naruöenÌ biochemick˝ch
drah zprost¯edkov·vajÌcÌ jeho post-translaËnÌ modifikace, ma-
jÌ z·sadnÌ vliv na aktivitu proteinu p53 a musÌ b˝t zohlednÏny
v p¯ÌpadnÈ protin·dorovÈ terapii zaloûenÈ na obnovÏ funkËnÌ-
ho proteinu p53.

Tato pr·ce byla financov·na z grantov˝ch projekt˘ GA »R
301/00/P094 a 312/99/1550 a IGA MZ »R 4783-3.
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NOSI»E GENOV… INFORMACE NA B¡ZI
POLYELEKTROLYTOV›CH KOMPLEXŸ
POLYKATIONT/DNA

T. RESCHELa, ». KO“¡Ka, K. ULBRICHa,
D. OUPICK›a, L. W. SEYMOURb

a⁄stav makromolekul·rnÌ chemie, Akademie vÏd »eskÈ repub-
liky, HeyrovskÈho n. 2, 162 06 Praha 6, bCRC Institute for
Cancer Studies, University of Birmingham B15 2TA, Birmin-
gham

Genov· terapie, jejÌmû hlavnÌm ˙kolem je doprava speci-
fickÈho genu do vybran˝ch bunÏk nebo tk·nÌ a zajiötÏnÌ jeho
transkripce a tÌm i terapeutickÈho ˙Ëinku, byla navrûena jako
jedna z moûnostÌ lÈËby ¯ady onemocnÏnÌ. V souËasnÈ dobÏ se
v˝zkum soust¯eÔuje na v˝voj t¯Ì typ˘ vektor˘ vhodn˝ch pro
dopravu gen˘ ñ vir·lnÌ nosiËe DNA, komplexy DNA s kation-
tov˝mi liposomy a komplexy se syntetick˝mi polykationty.
Aby tyto systÈmy byly aktivnÌ in vivo, je nutnÈ zajistit jejich
stabilitu v krevnÌm ¯eËiöti, eliminovat interakci s komponen-
tami retikuloendoteli·lnÌho systÈmu, zajistit prodlouûenou cirku-
laci, dostateËnÏ mal˝ rozmÏr pro ˙Ëinnou extravasaci, umoûnit
cÌlenÈ smÏrov·nÌ a transport p¯es bunÏËnou membr·nu, ochr·-
nit DNA p¯ed degradacÌ lysosom·lnÌmi enzymy a zajistit ˙Ëin-
n˝ p¯epis genetickÈho materi·lu v j·d¯e buÚky. N·mi studo-
van˝ systÈm, kter˝ by mÏl splÚovat v˝öe uvedenÈ poûadavky,
vych·zÌ z pouûitÌ komplex˘ plazmidovÈ DNA s polykationty
povrchovÏ modifikovan˝mi hydrofilnÌmi polymery nesoucÌ-
mi funkËnÌ molekuly (smÏrovatelnÈ jednotky, fusogennÌ sku-
piny atd.).

Pro vöechny typy studovan˝ch polykationt˘ byla fluores-
cenËnÌ metodou ovÏ¯ena jejich schopnost tvo¯it polyelektro-
lytovÈ komplexy s DNA (PEC) a byl studov·n vliv podmÌnek
p¯Ìpravy na vlastnosti PEC (pomÏr +/ñ n·boje, pH pufru,
rychlost mÌch·nÌ, teplota).

Biofyzik·lnÌ vlastnosti komplex˘ polykationt/DNA jsou
ovlivnÏny typem a molekulovou vahou pouûitÈho polykation-
tu. Bylo prok·z·no, ûe stabilita komplex˘ v˘Ëi disociaci v roz-
toku NaCl vzr˘st· v ¯adÏ od kvarternÌch bazÌ p¯es terci·rnÌ
aminy k amin˘m prim·rnÌm. DalöÌm faktorem, kter˝ p¯ispÌv·
ke zv˝öenÈ stabilitÏ komplex˘, je zv˝öenÌ molekulovÈ hmot-
nosti polykationtu pouûitÈho pro p¯Ìpravu PEC. Ve stejnÈ ¯adÏ
takÈ vzr˘st· in vitro transfekËnÌ aktivita komplex˘ polyka-
tiont˘ s plazmidovou DNA.

Tento projekt je financov·n GA »R (grant Ë. 307/96/K226)
a European Union Biotechnology Program (IC20CT97005).

STRUCTURAL BASIS OF THE HIV-1 AND HIV-2
PROTEASE INHIBITION BY A MONOCLONAL
ANTIBODY

PAVLÕNA ÿEZ¡»OV¡a, JULIEN LESCARb,
JIÿÕ BRYNDAa, MILAN F¡BRYa,
MAGDA HOÿEJäÕa, RENATA äTOURA»OV¡a,
GRAHAM BENTLEYa, JURAJ SEDL¡»EKa

aDepartment of Gene Manipulation, Institute of Molecular
Genetics, Academy of Sciences, 166 37 Prague 6, Czech Re-
public, bESRF, BP220, 38043 Grenoble, cUnitÈ díImmunolo-
gie Structurale, Dept. díImmunologie, 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 1ñ7), 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 Å 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 TÃéK›CH KOVŸ
V ROSTLIN¡CH

IVANA äPIROCHOV¡a, TOM¡ä VANÃKb,
PETR SOUDEKb, ZDENÃK KAFKAa,
JANA PUN»OCH¡ÿOV¡a

aFakulta technologie ochrany prost¯edÌ, VäCHT, Technic-
k· 5, 166 28 Praha 6, bOddÏlenÌ explant·tov˝ch kultur, ⁄stav
organickÈ  chemie  a biochemie  AV »R, Flemingovo n. 2,
166 10 Praha 6

DÌky intenzivnÌ Ëinnosti ËlovÏka se do ûivotnÌho prost¯edÌ
dost·vajÌ st·le vyööÌ koncentrace ökodliv˝ch l·tek, kterÈ se
v p¯ÌrodÏ bÏûnÏ nevyskytovaly. D˘sledkem toho je zneËiötÏn·
p˘da, voda i vzduch s dopadem na ûivÈ organismy vËetnÏ
ËlovÏka. Ve snaze zvr·tit tento trend hled· ËlovÏk metody
remediace (ozdravÏnÌ) zaloûenÈ na fyzik·lnÌch, chemick˝ch
i biologick˝ch principech. V nÏkter˝ch p¯Ìpadech se ukazuje,
ûe i rostliny mohou b˝t, dÌky sv˝m specifick˝m vlastnostem,
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p¯i tomto procesu uûiteËnÈ. TÏchto jejich vlastnostÌ by bylo
moûno vyuûÌt pro remediaci p˘d zneËiötÏn˝ch tÏmito nebez-
peËn˝mi kontaminanty, aù uû organick˝mi Ëi anorganick˝mi.

CÌlem tÈto pr·ce je sledov·nÌ podmÌnek kumulace tÏûk˝ch
kov˘ konkrÈtnÏ Pb2, Ni2+, Zn2+,Cd2+. Sledov·nÌ je prov·dÏno
na intaktnÌch rostlin·ch in vitro kultury hybridu osiky (Popu-
lus tremula x tremuloidaes). P¯edbÏûnÈ v˝sledky ukazujÌ, ûe
kultura osiky kumuluje olovnatÈ ionty, aniû by se projevil
negativnÌ dopad kontaminace na r˘st rostlin. MÏ¯enÌ dokonce
prok·zala progresivnÌ n·r˘st biomasy.

Vedle tÏchto pokus˘ byly realizov·ny experimenty na
lokalitÏ kontaminovanÈ tÏûk˝mi kovy (konkrÈtnÏ Pb, Zn). Zde
byly pouûity rostliny sluneËnice a kuku¯ice, kterÈ byly vys·-
zeny na kontaminovanou lokalitu a za 4 mÏsÌce sklizeny
separov·ny a analyzov·ny. V˝sledky tohoto experimentu byly
p¯ekvapivÈ a naznaËily, ûe koncentrace kontaminujÌcÌho kovu
v zeminÏ (nebo p˘dnÌ vodÏ) nemusÌ b˝t z·kladnÌm faktorem
ovlivÚujÌcÌ intenzitu kumulace kovu v rostlinÏ.

Tato pr·ce je podporov·na projektem COST 837.10. Byla
vypracov·na v r·mci v˝zkumnÈho z·mÏru Z4 055 905.

HELICENY ñ PÿÕM¡ SYNT…ZA IZOMERACÕ
AROMATICK›CH cis,cis-DIENTRIINŸ

FILIP TEPL›, IRENA G. STAR¡,
ADRIAN KOLL¡ROVI», IVO STAR›,
DAVID äAMAN

⁄stav organickÈ chemie a biochemie, Akademie vÏd »eskÈ
republiky, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6, e-mail: fteply@
uochb.cas.cz

Vyvinuli jsme nov˝ syntetick˝ p¯Ìstup k [5]-, [6]- a [7]he-
licenu, kterÈ reprezentujÌ unik·tnÌ π-konjugovanÈ inherentnÏ
chir·lnÌ molekuly. KlÌËov˝m stupnÏm p¯Ìpravy je intramole-
kul·rnÌ [2+2+2] cykloizomerace aromatick˝ch cis,cis-dientri-
in˘ v p¯Ìtomnosti Ni(COD)2 nebo CpCo(CO)2. P¯i tÈto reakci,
kter· zahrnuje posun 6 π-elektron˘, doch·zÌ k simult·nnÌmu
uzav¯enÌ t¯Ì aromatick˝ch kruh˘ (pro [5]helicen ∆H = ñ136
kcal.molñ1, AM1 v˝poËet) a vybudov·nÌ ˙plnÈho helicenovÈ-
ho skeletu. V p¯Ìtomnosti Ni(COD)2 byl [5]-, [6]- a [7]helicen
izolov·n ve v˝tÏûku 83 % ([5]), 86 % ([6], 1→2) a 60 % ([7]).

KonvergentnÌ syntÈza cis,cis-dientriinu 1 vych·zÌ ze zn·-
mÈho (Z)-β,o-dibromstyrenu1 a 1-brom-2-naftaldehydu2. Obec-
nÈ vyuûitÌ tohoto postupu, kter˝ odpovÌd· principu atomovÈ
ekonomie a p¯i nÏmû vzr˘st· komplexita molekuly v posled-
nÌm stupni syntÈzy, je p¯edmÏtem dalöÌho studia stejnÏ jako
enantioselektivnÌ verze klÌËovÈ cykloizomerace.

Tato pr·ce byla podporov·na GA »R (grant Ë. 203/99/1448).
Byla vypracov·na v r·mci v˝zkumnÈho z·mÏru Z4 055 905.
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PURIFIKACE, KRYSTALIZACE A RENTGENOV¡
STRUKTURNÕ ANAL›ZA KUKUÿI»N…
CYTOKININ-GLUKOSID-SPECIFICK…

-GLUKOSIDASY

JITKA V…VODOV¡

N·rodnÌ centrum pro v˝zkum biomolekul a Laborato¯ funkËnÌ
genomiky a proteomiky rostlin, P¯ÌrodovÏdeck· fakulta, Ma-
sarykova univerzita, Kotl·¯sk· 2, 611 37 Brno, e-mail: vevod
@chemi.muni.cz

Kuku¯iËn· cytokinin-glukosid-specifick· β-glukosidasa,
Zm-p60.1, n·leûÌ do t¯Ìdy β-glukosidas, kterÈ jsou souË·stÌ
rodiny 1 glykosyl hydrolas. β-glukosidasy jsou d˘leûitou sku-
pinou enzym˘, kterÈ ötÏpÌ glykosidickou vazbu disacharid˘,
oligosacharid˘ nebo konjugovan˝ch glykosid˘. β-Glukosida-
sa Zm-p60.1 je povaûov·na za jeden z klÌËov˝ch enzym˘
podÌlejÌcÌch se na regulaci r˘stu a v˝voje rostlin dÌky svÈ
schopnosti ötÏpit biologicky aktivnÌ cytokininy z jejich z·sob-
nÌch a transportnÌch forem. Enzym Zm-p60.1 se v rostlin·ch
vyskytuje jako homodimer lokalizovan˝ v plastidech (chloro-
plastech).

Pro pochopenÌ katalytickÈ aktivity, specificity a obecnÏ
i funkce enzym˘ v biologickÈm systÈmu je zcela nezbytn·
znalost jejich t¯Ìdimenzion·lnÌ struktury. V souËasnÈ dobÏ
je k ¯eöenÌ tohoto problÈmu zpravidla pouûÌv·na proteinov·
krystalografie. Tato modernÌ metoda umoûÚuje pomocÌ rent-
genovÈ  strukturnÌ anal˝zy velmi  p¯esnÏ  urËit prostorovou
strukturu makromolekul·rnÌch systÈm˘, jejichû molekulov·
hmotnost m˘ûe dosahovat nÏkolika desÌtek aû stovek kD.

Postup anal˝zy t¯Ìdimenzion·lnÌ struktury enzymu lze roz-
dÏlit do nÏkolika f·zÌ. PrvnÌm krokem byla nadprodukce pro-
teinu v E. coli a jeho purifikace pomoci afinitnÌ chromato-
grafie a gelovÈ filtrace. N·sledovalo hled·nÌ a optimalizace
podmÌnek vhodn˝ch pro p¯Ìpravu krystal˘ proteinu. Po zÌsk·nÌ
a zpracov·nÌ difrakËnÌch dat 1 byla struktura enzymu urËena
metodou molekul·rnÌho nahrazenÌ. Jako model byla pouûita
β-glukosidasa z T. repens2. Strukturu Zm-p60.1 tvo¯Ì jedno-
domÈnov˝ (β/α)8 barel s aktivnÌm centrem v podobÏ solvato-
vanÈ kapsy, uvnit¯ kterÈ se v·ûÌ pravdÏpodobnÏ 2ñ3 molekuly
glycerolu. V souladu se Ñz·drûn˝mì mechanismem enzyma-
tickÈ hydrol˝zy glykosidickÈ vazby se v aktivnÌm centru vy-
skytujÌ residua tvo¯ÌcÌ katalytick˝ p·r ñ donor protonu Glu186
a nukleofil Glu401 (cit.3).
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CARCINOGENIC AND NEPHROTOXIC ALKALOIDS
ARISTOLOCHIC ACIDS ARE ACTIVATED BY
D,T-DIAPHORASE: P-POSTLABELING ANALYSIS
OF DNA ADDUCT FORMATION

HANA VOäMIKOV¡, MARIE STIBOROV¡

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-N6-yl)-aristolactam I and two minor
adducts, 7-(deoxyguanosin-N2-yl)-aristolactam I and 7-(de-
oxyadenosin-N6-yl)-aristolactam II were detected1. 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 32P-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).
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FOTOCYKLIZACE 2-AMINOAZOBENZENU
KATALYZOVAN¡ ROZTOKEM HGI

MARTIN ZEMAN

KTFCH P¯F MU, Kotl·¯sk· 2, 611 37 Brno, e-mail: zemanm
@chemi.muni.cz

P¯i zkoum·nÌ fotokatalytick˝ch ˙Ëink˘ pr·ökov˝ch polo-
vodiË˘ v alkoholu  se uk·zalo, ûe jodid  rtuùnat˝, kter˝ je
v ethanolu znaËnÏ rozpustn˝, katalyzuje cyklizaci 2-aminoa-
zobenzenu i v p¯ÌpadÏ, ûe je zfiltrov·n. Roztoky byly analy-
zov·ny hlavnÏ pomocÌ HPLC a DP polarografie. DosavadnÌ
z·vÏry jsou n·sledujÌcÌ:

Reakce je roztokov· a je ovlivnÏna koncentracÌ jodidu
rtuùnatÈho. Koncentrace katalyz·toru m· vliv nejen na reakËnÌ
rychlost, ale i na zastoupenÌ produkt˘. Reakce neprobÌh· ve
vodnÏ-alkoholickÈm roztoku  na pr·ökovÈm HgI2, kter˝ je
v p¯Ìtomnosti vody nerozpustn˝. Osvit nevratnÏ mÏnÌ vlast-
nosti HgI2 na HPLC kolonÏ. NadmÏrn· koncentrace reaktantu
zbrzdÌ fotokatalyzovanou reakci, patrnÏ z d˘vodu absorbce
svÏtla.

Reaktant:

2-aminoazobenzen

Produkty:

2-fenylbenztriazol

2-fenylbenztriazol-N-oxid

POUéITELNOST DAPSONU A CISAPRIDU
JAKO LIGANDŸ PÿI IZOLACI CYTOCHROMŸ P450
AFINITNÕ CHROMATOGRAFIÕ

ROMAN ZUBERa, EVA ANZENBACHEROV¡b,
PAVEL ANZENBACHERa

a⁄stav farmakologie a bLÈka¯skÈ chemie LF UP, HnÏvotÌn-
sk· 3, 775 15 Olomouc

JaternÌ cytochromy P450 u savc˘ jsou nejd˘leûitÏjöÌmi
enzymy metabolismu cizorod˝ch l·tek. V lidsk˝ch j·terch je
p¯Ìtomno nÏkolik forem P450; p¯itom forma 3A4 se podÌlÌ na
biotransformaci tÈmÏ¯ poloviny vöech pouûÌvan˝ch lÈËiv. Po-
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dobn· forma P450 3A je p¯Ìtomna i u miniprasat, potenci·lnÌch
d·rc˘ jater/hepatocyt˘ pro xenotransplantace nebo konstrukci
bioartefici·lnÌch jaternÌch n·hrad. CÌlem bylo izolovat tuto
formu z minipraseËÌch jater a charakterizovat ji z hlediska
substr·tovÈ selektivity a struktury aktivnÌho mÌsta.

Izolace forem P450 je vzhledem k jejich poËtu a podob-
n˝m vlastnostem nesnadn·. Proto bylo vyuûito moûnostÌ afi-
nitnÌ chromatografie. Byly p¯ipraveny  dva typy afinitnÌch
nosiË˘ s ligandy dapsonem a cisapridem (substr·ty formy 3A4,
navÌc pro p¯Ìtomnost aminoskupiny vhodnÈ pro nav·z·nÌ na
epoxy-aktivovanou sepharosu CL-6B).

NosiË s nav·zan˝m cisapridem je schopen selektivnÏ za-
drûovat formu P450 3A, jak bylo prok·z·no pomocÌ SDS-
-PAGE a Western blotu. V p¯ÌpadÏ nosiËe s nav·zan˝m dap-
sonem naproti tomu nedoölo k vazbÏ P450 3A, v·zaly se vöak
jinÈ formy P450.

Oba nosiËe majÌ tedy afinitu k cytochrom˘m P450, ale
odliönou selektivitu. Cisaprid se zd· b˝t vhodn˝ jako afinitnÌ
ligand p¯i purifikaci cytochromu P450 3A z jater miniprasat.

Auto¯i dÏkujÌ GA »R za finanËnÌ podporu grantu Ë. 203/
99/0277.
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