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Uvodnik

Chemicka informatika — reklamni slogan nebo védecky obor?

Zaplava informaci je ziejmé nejvyznamnéjsim znakem
nasi doby. Pokud ve vyhledavaci Google zadate slovo
. information* a provedete hledani, naleznete 578 000 000
odkazii. Pro porovnani slova laska (love — 118 000 000),
pritel (friend — 94 200 000), a dokonce i penize (money —
124 000 000) a sex (sex — 211 000 000) se kréi v druhé radé.
Slovo informatika (informatics — 3 830 000) si také v této
souteézi nevede Spatné. Pokud se vsak pokusime zjistit, co si
lidé pod slovem informatika predstavuji, dospéjeme k velmi
Sirokému rozpéti ndazori. Velmi pocetné skupiné splyva pojem
informatiky s vyuzitim vypocetni techniky, bézné je informati-
ka ztotoziiovana s programovanim. Pokud vSak slovo informa-
tika povazujeme za zkraceny vyraz pro informacni védu, tedy
védu zabyvajici se shromazdovanim, organizaci a tridénim
informaci, je toto omezeni na oblast pocitacu zavadéjici. For-
malnimi  postupy zpracovani a vyhodnocovani informaci
(napr- logika) se lidé zabyvali tisice let pred objevem pocitacii
a vysledky této prace jsou nesmirné uzitecné i v dnesni dobé.

Vypocetni technika umoznila uskutecnit fadu myslenek,
které pred nékolika desetiletimi hranicily s Silenstvim. Bohu-
zel, stejné jako ohen, i pocitace jsou skvélym sluhou, ale Spat-
nym panem. Lidé velmi casto podléhaji jejich viivu. Pri pohle-
du na vysledky, které se objevuji na obrazovce, zapominaji, Ze
hloupost spocitana nebo nalezena milionkrat rychleji nepre-
stava byt hlouposti.

S tim, jak se s pojmem informatika seznamovali pracov-
nici v jednotlivych védnich oborech, zacala vznikat informati-
ka lékarska, historicka a samozrejmé také chemicka. Na ozna-
Cent chemické informatiky Ize dobre dokumentovat neurcitost
pojmoslovi  (http://'www.indiana.edu/~cheminfo/informatics/
cinform_whatis.html). V anglickém jazyce se objevuji vedle
pojmu chemical informatics také oznaceni jako chemoinfor-
matics, cheminformatics, chemiinformatics, jejichz vysvetleni
zavisi na profesni kariére autora a jen zridka odrazi néjaky
hlubsi sémanticky rozdil.

V oblasti chemie je velky diiraz kladen na pocitacovy
aspekt celé problematiky. S trochou ironie Ize tvrdit, Ze kazdy,
kdo pouzije pocitac pro vyhledani bodu tani slouceniny, spo-
¢ita konformace hexanu s pomoci komercniho programu,
nebo vyuzije statistickych moznosti programu Excel se jiz citi
chemickym informatikem.

Chemicka informatika by vsak méla znamenat néco jiné-
ho. Schopnost vyhodnotit chemické informace a zpracovat je
zpiisobem, ktery nabizi novy pohled na danou problematiku je
skutecnym prinosem, ktery mohou chemici-informatici prinést
chemii a védé. Pocitace jsou vyznamnym pomocnikem na této
ceste, nikoli viak kouzelnym proutkem, ktery splni kazdé pra-
ni. Jelikoz po precteni téchto radkii bychom mohli byt obvine-
ni z pocitacové fobie, radi bychom zduraznili, Ze sami progra-
mujeme v Fadé programovacich jazykii a jsme zakladateli
pocitacoveho projektu (http://www.zvon.org/), ktery kazdy rok
vyuziva nékolik milionii uzivateli z celého svéta. Presto, a
nebo pravé proto, jsme zastanci mnohem komplexnéjsiho
pohledu na celou problematiku.

Pripomenme si zakladni cinnosti, jimiz se zabyva infor-
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macni véda, tedy shromazdovani, organizovani a tridéni in-
formaci. Chemie se pravem chlubi propracovanym systémem
pristupu k informacim, ktery nam mohou jiné védni obory
zavidet. Bylo by vsak velkou chybou nechat se ukolébat dosa-
zenymi vysledky a dale nerozvijet odkaz predchozich genera-
cl.

V oblasti shromazdovani informaci je velkym problémem
roztristénost zapisii chemickych struktur a dalsich konceptii.
Pokud ma chemie plné vyuzit moznosti pocitacii, je tieba vyvi-
nout takovou notaci, ktera umozni automatické zpracovani
a abstrahovani dat.

Pouze v pocdtcich je formalizace postupii pri prohledani
chemickych databadzi. Zde bychom se méli inspirovat softwa-
rovym inzenyrstvim. Formalizace postupu, kterd sebou prines-
la pojmy jako architektura klient-server, , peer-to-peer*
a podobné, usnadnuje komunikaci v oboru, a tim vyznamné
prispiva k pokroku v dané oblasti.

Organizovani informaci je rovnéz vyzvou, kterda doposud
nebyla uspokojivé vyreSena. Zejména je diileZité neomezit se
na pocitacovy aspekt problematiky, tedy na otazky jak efektiv-
né ulozit informace do pocitace tak, aby bylo dosazeno uspory
mista v pametovych médiich a zaroven maximalné urychleno
prohledavani uloZenych dat. Mnohem vétsi diraz by mel byt
kladen na interakci databazovych a vypocetnich systémii
s uzivateli, tedy v prvé radé s praktickymi chemiky. V anglické
literature se tato oblast nazyva ,usability engineeering‘
a ukazuje se, Ze uplatiiovani jejich principii miize prinést ra-
dové uspory casu a prostiedkii. V oblasti chemie jsme bohuzel
na samém pocatku. Myslim, Ze rada ctendru téchto radki
mnohokrat resila problém, jak danému software sdélit, co
vilastné chce najit a snazila se vylustit, co program odpovédél.
Zatimco programatori radi svaluji odpovédnost na neschopné
uzivatele, z hlediska ,,usability je chyba zcela na programu.
Software se musi prizpiisobovat uzivateli, nikoli uZivatel poci-
taci.

Neopominutelnd je rovnéz pedagogicka role chemické
informatiky. Problémem soucasné vyuky nejen na vysokoskol-
ské urovni je nekoordinovany zpiisob, s jehoz pomoci se stu-
denti seznamuji s novymi védeckymi poznatky a s jejich apli-
kact v praxi.

Studenti rovnéz vnimaji teorie a poznatky, se kterymi se
béhem vyuky seznamuji, jako stila fakta, kterd zde od nepa-
meéti jsou a vzdy budou platit. Vyuka informatiky, zameérena
na vyhledavani a samostatné zpracovani informaci v kom-
plexni rovine, umoznuje studentovi snazsi vstup do praktické-
ho Zivota, kde se jeho schopnosti orientace v zdplavé informa-
ci a samostatného vyhodnocovani rozporuplnych dat odrazi
na jeho sluzebnim postupu, a tedy i financnim ohodnocent.

Na zaver bychom se vratili k ndzvu tohoto clanku. Jsme
presvédceni, zZe chemicka informatika je skutecny védni obor,
i kdyz ne se zcela jasnymi hranicemi. Dokonce se domnivame,
Ze se jednd o naprosto klicovy obor, jehoz vyvoj bude urcujici
pro fadu odvérvi ,, klasické* chemie.

Miloslav Ni¢ a Jiri Jirat
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1. Uvod

V piedchozim sdéleni jsem se pokusil ukézat', jaké
moznosti nabizi v totalni syntéze alkaloidi transformace
dvojné vazby C=N jakoZzto specifické prostfedky konstruk-
ce skelett téchto sekundarnich metaboliti. V syntéze alka-
loidii se pochopiteln€ uplatituje i celd Skéla obecnych syn-
tetickych metod. Enormni pestrost alkaloidnich skeletd
a omezeny prostor je divodem, pro¢ i tento piehled je
spise pouze jakymsi nastinem potencialu vybranych synte-
tickych metod nez racionalnim ptehledem postupti syntézy
této skupiny ptirodnich latek™.

Z diivodu omezeného prostoru je v nékterych ptipa-
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dech ve schématech znazornéna pouze ilustrativni sekven-
ce z mnohastupnové totalni syntézy; ze stejného divodu je
rozSifend verze literatury se zachovanym ¢islovanim umis-
téna na webové strance. Prehled pouzivanych zkratek cte-
nai mize najit napt. v cit.>*, piipadn& v citovanych pra-
cech; schematicky zapis rt 1 h — rfl (0,5 h) 2 h znamena,
ze smés byla nejprve udrzovana 1 h pii laboratorni teploté,
potom zahiata béhem 0,5 h k varu a dale zahtivana k varu
2 h.

2. Ditopické metody

Dielsova-Alderova reakce, a zv1asté jeji intramoleku-
larni varianta, patii k nejvyznamnéj$im metodam kon-
strukce alkaloidnich skelett (R”). Intermolekularni varian-
ta je tvodnim stupném jiz zminéné Woodwardovy syntézy
reserpinu (viz', Schéma 3); byla uzita i ve Wenderové
syntéze tohoto alkaloidu’, jejiz kliovou sekvenci znazor-
fuje Schéma 1. Cykloadice dienu 1 s acetoxyakrylatem
poskytla smés cykloaduktt, v niz stereoisomer 2 prevladal
(2:1). Transformace v 1,5-dien 3 umoznila termicky inicio-
vany Copeutyv piesmyk, pii némz byl generovan isochinoli-
novy karbamat 4 se spravnou relativni konfiguraci tfi ge-
nerovanych chiralnich center (78 %). Karbamat 1 se uplat-
nil i v syntéze iboganovych alkaloidit®. Lewisovsky kataly-
zovana [4+2]-cykloadice je uvodnim stupném Kishiho
totalni syntézy tetrodotoxinu’.

Katalytické enantioselektivni reakce bylo wuzito
vuvodu dosud nejefektivnéjsi syntézy (+)-tabersoninu
(12a) a (+)-11-methoxytabersoninu (12b), provedené
v multigramovém méftitku, jejiz celkovy vytézek je 16 az
20 % (!)*, Schéma 2; pro racemickou variantu viz’. Cyk-
loadice 1-aminodienu 6 s 2-ethylakroleinem v pfitomnosti
5% Jacobsenova chirdlniho chromitého komplexu 5b po-
skytla aldehyd 7 ve vytézku 91 % s ee 95 % v 20 mmol
méfitku. K uzavéru piperidinového kruhu bylo vyuZito
kruhotvorné metatézy (viz kapitola 3) odvozeného diolefi-
nu pomoci Grubbsova katalyzatoru s vysokym vytézkem.

Protoze Fischerova indolizace ketonu odvozeného
z enoletheru 8 nebyla regioselektivni (ptiklady'®), Rawal
a Kozmin pfipravili nitrofenylderivaty 9 reakci 8 s NPIF
((2-nitrofenyl)fenyljodonium-fluorid), resp. jeho metho-
xyanalogem (57-62 % z aldehydu 7). Redukce nitroskupi-
ny vedla ke spontanni cyklizaci za vzniku indolu 10, které
byly transformovany pies indoleniny 11 v cilové base 12,
Schéma 2.

[4+2]-Cykloadice sekodinii byla postulovana jako
kli¢ové reakce (R') v biosyntéze nékterych typld monoter-
penoidnich indolovych alkaloidii (R'*'). Na jejim zakladé
Kuehne se spolupracovniky vypracoval obecnou biomime-
tickou syntézu alkaloidii aspidospermanového' ((-)-vindo-
lin'%), pseudoaspidospermanového'® i iboganového'” typu;
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Schéma 1. Sekvence ze syntézy (+)-reserpinu

Cinidla a podminky: a) CH,=C(OAc)COOR, hydrochinon, PhMe, 120 °C 56 h (76 %; 2:1); b) LDA,MeCOOt-Bu, THF, —78 °C — 1t
(89 %); ¢) Acy0, Et;N, DMAP; d) TFA, rt; e) CH,N,, MeOH, Et,O (65 %, 3 stupng); f) Xylen, 243 °C 3 h (78 °C); g) H,, Pd/C, AcOEt
(95 %); h) LiAlH,, Et,0, 0 °C 2 min (78 %); i) LIHMDS, THF, —10 °C, potom AcCl (piebytek), =78 °C; j) Hp, Pd/C, AcOEt (79 %)
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Schéma 2. Syntéza (+)-tabersoninu a (+)-11-methoxytabersoninu

Cinidla a podminky: a) 5b (5 mol%), CH,=C(Et).CHO, 4A MS, CH,Cl,, 40 °C 2 d (91 %, 96% ee/l mmol; 95% ee/20 mmol);
b) Ph;P"Me Br, n-BuLi, THF, —78 °C — 1t; ¢) Grubbsiiv rutheniovy katalyzator (4,3—7,5 mol%), CH,Cl,, rfl 44 h; d) ) NPIF, DMSO/
THF (2:1), 0 °C — rt 3,5 h (59 % 3 stupné); e) TiCl;, NH4OAc, Me,CO vod., rt 30 min; f) TMSI, CH,Cl,, rfl 1 h; g) BrCH,CH,OH
(10 ekv.), Na,COs, EtOH, rfl 15 h; h) MsCl, Et;N, CH,Clp, —15 °C 30 min, potom KO#-Bu, THF, —15 °C — rt 45 min; i) LDA,
THF, —70 °C 40 min, potom NC.COOMe, 70 °C 20 min (39 % z 9a)

(pseudo-biomimeticka) varianta postupu (tzv. nylethylovou®. Schéma 3 ukazuje aplikaci posledni gene-
,versatiliny“'®) byla aplikovana mj. v totalni syntéze race chirdlnich induktori ferrocenocyklohexylového typu
strychnanovych alkaloidi'® (strychnin), (£)-'**! a (=)-ko- v totalni syntéze (—)-mossambinu (18)>. Alkohol (+)-14a
ronaridinu®” a protinddorové Gi¢innych bis-indolt>. byl konvertovan v mesylat 14b, a néslednou reakci

V enantioselektivni varianté postupu byla chiralita s univerzalnim aminem 13 v chiralni basi 15. Jeji reakci
indukovéna skupinou fenylethylovou™, a potom ferroce- s acetoxyacetaldehydem byl ziskdn tetracyklicky amin 16
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Schéma 3. Syntéza (-)-mossambinu

Cinidla a podminky: a) (+)-14a, MsCl, Et;N, CH,Cl,, 10 °C 3 h, potom
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Schéma 4. Syntéza (+)-ircinalu A a manzaminu A
Cinidla a podminky: a) (COCl),, PhH, 5 °C 15 min —> rt ;
CH,Cl,, 0

N
-
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b) (2)-TBDPSOCH,(CH,);CH,NHCH,CH,CH=C(Br)COOMe, E:N,

°C — 1t (79 % 2 stupné); ¢) Bu;SnCH=CH, (1,1 ekv.), [Pd(PPh;),] (kat.), PhMe, rfl 30 h (68 %); d) Grubbstv Ru katalyzator

(kat.), CH,Cl,, rfl 5 h, dalsi katalyzator, rfl 2 h (24 67 % + (E)-isomer 8 %); e) 40% KOH/MeOH, rfl 30 min; f) CH,=CH(CH,);COClI,
2,6-lutidin, CH,Cl,, 1t 30 min (75 % 2 stupné); g) Grubbsiv Ru katalyzator (1 ekv.), PhH, rfl 30 min (26 %); h) Dibal-H, cyklohexan/

CH,Cl, (2:1) (63 %); i) Desstiv-Martintv perjodinan, CH,Cly, 0
4 AMS, CH,Cly, 1t 13 h (56 %); k) DDQ, CHCls, EtOH (52 %)

°C — rt 40 min (89 %); j) Tryptamin (4,5 ekv.), TFA (velky piebytek),
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Schéma 5. Uvodni stupné Rawalovy syntézy (£)-strychninu
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Cinidla a podminky: a) BrCH,CH,Br, n-Bu,;N* Br", NaOH; b) Dibal-H, —78 °C (96 % 2 stupné); ¢) BnNH,; d) Me;SiCl, Nal (96 %);
¢) CICOOMe; f) HyN™ HCOO™, Pd/C (86 %); g) MeCH=C(CH,CH,COOMe)CHO, bez rozpoustédla, rt; h) CICOOMe, PhNEt, (85 %
2 stupng); i) PhH, 185 °C 4 h (99 %); j) TMSI (10 ekv), CHCI;, rfl 5 h; k) MeOH, zahtivat 6 h (90 % 2 stupn¢)

jako 97:3 smés diastereoisomerti; opticky Cista base 16
(ee > 99 %) byla izolovana v 76 % vytézku. Naslednou
acetolyzou byl regenerovan acetdt 14¢, a uvolnény amin
(98 %) byl alkylovan za vzniku jodalkenu 17 (70 %),
ktery byl radikéalov€ cyklizovan a transformovén poslé-
ze v (—)-18. K indukeci chirality bylo vyuzito rovnéz tryp-
tofanovych derivati*®.

Na alternativnich zptisobech generace sekodinovych
intermediatl jsou zalozeny dalsi syntézy aspidospermano-
vych (Szantay”’, Danieli®, Fukuyama®) a pseudo-
aspidospermanovych alkaloidd (Grieco™, Szantay™').
[4+2]-Cykloadicni reakce byla postulovana i v biosyntéze
brevianamidli a pfibuznych sloucenin, ¢ehoz bylo vyuZito
napf. v biomimetické totalni syntéze (+)-brevianamidu B*?
a (-)-VM55599%% (R*).

Intramolekularni  [4+2]-cykloadice (pyrrolin jako
dienofil) nalezla uplatnéni pfi enantioselektivni konstrukci
skeletu v Martinové totalni syntéze (+)-ircinalu A (27)
a manzaminu A (28)*°, Schéma 4. Pyrrolin 19, dostupny
z (R)-pyroglutamové kyseliny, byl konvertovan v brom-
akrylat 20, a dale pomoci Stilleho kaplinku v dien 21, kte-
ry za podminek reakce (vrouci toluen) podlehl intramole-
kularni [4+2]-cykloadici. Pfitomné chiralni centrum indu-
kovalo konfiguraci tfi vznikajicich stereocenter a tricyklic-
ky laktam 22 byl ziskan v 68% vytézku jako jediny stereo-
isomer. Jeho transformace v triolefin 23 pfipravila padu
pro uzavér 13-Clenného kruhu plisobenim Grubbsova ru-
theniového katalyzatoru; kruhotvorna metatéza byla vy-
znamné (Z)-selektivni (8 % (F)-isomeru) a v ziskaném
azatridecenu 24 (67 %) byl po konverzi v 25 uzavien stej-
nou metodou i azocinovy kruh (pouze 26 % v dusledku
interference s dal$i ndsobnou vazbou). Laktam 26 byl kon-
vertovan v ircinal A (27), a nakonec s vyuzitim Pictetovy-
Spenglerovy cyklizace v manzamin A (28).

Intramolekularni cykloadice byla rovnéz vyuzita
v Rawalové totalni syntéze (i)-strychninu36, jejiz strategie

301

se jiz predtim osvédcila vsyntéze (+)-dehydro-
tubifolidinu®’. Dienofil 30 byl pfipraven Lewisovsky kata-
lyzovanou isomerizaci iminu cyklopropankarbaldehydu 29
(96 %), Schéma 5. Odvozeny anilin 31 kondenzoval se
substituovanym krotonaldehydem za vzniku iminu, kon-
vertované¢ho v dienamid 32. Ten cykloadoval v termicky
iniciované reakci vyhradné v exo-transitnim stavu 33,
v némz byly minimalizovany nevazebné interakce, a po-
skytl cykloadukt 34 jako jediny stereoisomer ve vytézku
99 %! V Bodwellové formalni syntéze (+)-strychninu je
klicovym  krokem  tramsanularni  varianta (R*®)
s inverznimi elektronovymi néaroky™; pro dalsi syntézy
strychninu  viz*. V syntéze (+)-aloperinu®' byly dien
a dienofil spojeny pfes kiemik (a [4+2]-cykloadice tak
byla intramolekularni), v syntéze planarniho aglykonu
rubrolonu byla cykloadice pouZita opakovan&**.

V syntéze alkaloidii se uplatiuji dieny maskované
jako sulfony®, jejich prekurzory mohou byt benzocyklo-
butany**. Obecna metoda syntézy nejen indolovych alka-
loidi je =zalozena na in situ generovanych o-chino-
dimethanech (R*).

Pestrou $kalu heteradient a heteradienofila (R**"7)
zde zastupuje alespoi totalni syntéza (+)-fasikularinu®®
a (+)-lepadiforminu®, v niZ vystupuje acylnitrososkupina
jako dienofil v intramolekulérni cykloadici. I nitroolefiny
ochotng cykloaduji®®; pro aplikaci kaskady s dipolarni
adici v syntéze (—)-mesembrinu viz*l.

Bogertv efektivni pfistup k syntéze vysoce oxygeno-
vanych alkaloidl vindolinu a vindorosinu je zaloZen na
dominové intramolekularni cykloadici52 1,3,4-oxadiazola
37, Schéma 6. Termicky iniciovany proces je zahajen
[4+2]-cykloadici, pfi¢emZ primérni cykloadukt 38 ztrici
molekulu dusiku retro-Dielsovou-Alderovou reakei. Gene-
rovany ylid 39 podléha nasledné endo-[3+2]-adici na indol
(dipolarofil) a poskytuje hexacyklicky produkt 40 jako
vyhradni stereoisomer (72-79 %). B&hem této sekvence
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Schéma 6. Pristup k syntéze (+)-vindorosinu
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Cinidla a podminky: a) (Im),CO, CH,Cl,, THF, 0 °C — 1t pies noc (75 %); b) NH,NHCOOMe, AcOH, THF, 40 °C 16 h (65 %); ¢) TsCl,
Et;N, CH,Cl, rt 16 h (65 %); d) (E)-5-benzyloxy-4-ethyl-pent-4-enova kyselina, EDCI, CH,Cl,, 0 °C 5 min, potom DMAP, rt 5 h (37a
75 %); ) (£)-5-benzyloxy-4-ethyl-pent-4-enova kyselina, EDCI, DMAP, CH,Cl,, 0 °C — 25 °C 3 d (37b 69 %); f) 37a, 1,2-di-
chlorbenzen, rfl 24 h (40a 79 %); g) 37b, 1,3,5-triisopropylbenzen, 230 °C 32 h (40b 69 %)

jsou vytvoteny 3 (4) kruhy, pfi¢emz relativni konfigurace
vsSech Sesti (!) chiralnich center na centralnim kruhu C je
cilen¢ fizena.

Zminéna dipolarni [3+2]-adice se vyvinula v jednu
z nejvyznamngjsich metod syntézy alkaloidt (R*). Cyk-
loadice nejcastéji uzivanych nitrontl byla aplikovana napf.
v syntéze izidinovych alkaloidt™, (+)-kokainu®® a (£)-po-
rantheridinu®®. Dnes jiz klasickou aplikaci nitronti predsta-
vuje Oppolzerova syntéza (+)-lucidulinu (44)*’, Schéma 7.
V ni byl hydroxylamin 41, odvozeny od (+)-(R)-pulegonu,
konvertovan v nitron 42, ktery reagoval pfednostné
v konformaci 42a, a poskytl tetracyklicky cykloadukt 43a
v 87% vytézku.

Vyuziti dipolarnich adici v syntéze spirocyklickych

alkaloidd ilustruje®® totalni syntéza (—)-histrionikotoxinu
(50), Schéma 8. Opticky aktivni hydroxylamin 45b po-
skytl adici na trojnou vazbu nitron 46. Nasledujici ochra-
na [3+2]-adici styrenu umoznila vystavbu akrylonitrilu
47 (85 % ze 45b). Termolyzou byl regenerovan nitron,
ktery reagoval vyhradné v konformaci 48a a poskytl
stereoselektivné produkt 49a v 82% vytézku. Pozname-
nejme, ze v piipadech, kdy dipolarofil neni substituovan
EW (elektrony odtahujici)-skupinou, jsou vyhradnimi
produkty isomerni isoxazolidiny typu 49b. Nitron 46
(CN — C=C-TMS) poskytl ptes 48b 83 % odpovidajici-
ho 49b, jenz nebyl termicky ekvilibrovatelny®® na skelet
49a; aplikace napt. v syntéze isomeru lepadiforminu®.

&
NHOH [\ @ @
7 oo N
X a 5
'H 'H
A A
41 42a 42b
l /f
I
H N oN N
Y ] ¢ b-d )
y L 'H 'H 'H
o) z 1 : : :
O H H H
H A A A
44 43a 43b

Schéma 7. Syntéza (+)-lucidulinu

Cinidla a podminky: a) (CH,0),, 4 A MS, PhMe, 115 °C 4 h (87 %); b) MeOSO-F, Et,0, 0 °C 30 min (96 %); ¢) LiAlH,, THF, 25 °C
4,5 h (98 %); d) Jonesovo ¢inidlo, Me,CO, 0 °C —25 °C 1 h (99 %; 93 % 3 stupné)
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Schéma 8. Syntéza (-)-histrionikotoxinu

Cinidla a podminky: a) NaHMDS, THF, —78 °C 1,25 h, potom 1-chlor-1-nitrosocyklohexan, THF, —78 °C 0,5 h, potom 2N HCI, = 25°C 1 h
(70 %); b) PhMe, 75 °C 7 h; ¢) Styren (bez rozp.), 80 °C 6 h (85 % 2 stupné); potom modifikace fetézce; d) PhMe (zatav. zkumavka),
190 °C 3,5 h (82 %)

_COCF,4 COCF;
_ N cookEt COOEt NH
f<cooa _anebob \” COOEt —& » \” ““COOH
COOR’ COOR’ COOH
51a 52a 53a
+
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J|)<COOEt _chebod v~ COOEt _° ~ NCOOH
R'00C SCOOR’ SCOOH
51b 52b 53b

Schéma 9. Syntéza (+)- a (-)-o-allokainové kyseliny

Cinidla a podminky: a) PhMe, 70 °C 80 h, nebo bez rozpoustédla, 180 °C 15 min (52:cis-isomer 4:1, 52a:52b 1:1); b) Me,AlICI, hexan,
CH,Cl,, =78 °C — —35 °C 18 h (52 (60 %):cis-isomer 100:0, 52a:52b 95:5); ¢) bez rozpoustédla, 180 °C 15 min (52:cis-isomer 1:1,
52a:52b 1:1); d) Me,AICl, hexan, CH,Cl,, =35 °C 20 min (52 (71 %; 81 % brsm):cis-isomer >95:<5, 52b:52a 89:11); e) 1 N NaOH,
EtOH/voda (1:1), 100 °C 20 h, potom HCI vod., pH — 5, 110 °C — 3, 110 °C (53a 68 %; 53b 62 %)

Syntéza (—)-krambescidinu 359 je zaloZena na nasob- aplikaci kaskady reakci je Padwiv (R®) piistup k syntéze
ném uziti dipolarni adice chiralniho nitronu®, opakovana vindolinu®, v némz byla tvorba dipolu obdobného 39 in-
dipolarni adice nitronti byla uzita v syntéze isosparteinu® dukovéna piisobenim Rh*" na diazolaktam.

a oligocyklickych ~guanidinovych alkaloidd®. Pomoci Enovd reakce (R¥) rovnéz nachazi uplatnéni
transanularni adice nitronu byl vybudovan spirocyklicky v syntéze alkaloidl. pficemz vedle olefinickych enofilt
systém pinnaové kyseliny®. nachdzi uplatnéni i jejich heteroanalogy; pfikladem je syn-

V syntéze alkaloidd nachazi uplatnéni pestra $kala téza (+)-krinanu’, v niZ bylo vyuZito N-acylované nitroso
dipolii, zahrnujici nitriloxidy (napf. sekoergolinovy alka- skupiny pfi uzaveru pyrrolidonového kruhu. Ke klasickym
loid (+)-paliklavin®) a azidy, kterych vyuzil T. Hudlicky®® aplikacim patii Oppolzerova syntéza (—)-o-kainové’"
v syntéze mnoha pyrrolizidinovych alkaloid. Brilantni a obou enantiomerl a-allokainové kyseliny (53), jejichz
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syntéza’® je zalozena na asymetrické indukci pii enové
reakci nenasycenych esterl s (—)-8-fenylmentolem 51,
pri¢emz zasadné dulezitym se ukazal byt zpusob iniciace
reakce, Schéma 9. Zatimco pii termolyze cis- i trans-
esterd 51 byl ziskan racemicky trans-pyrrolidin 52, dopro-
vazeny znaCnym mnozstvim cis-isomeru, v piitomnosti
dimethylaluminiumchloridu byl pribéh zasadné odlisny:
cis-Ester 51a poskytl vyhradné trans-produkt (60 %)
s pomérem 52a:52b 95:5, a nakonec pfirozenou (+)-a-
-allokainovou kyselinu (53a), zatimco z trans-isomeru 51b
byl za obdobnych podminek, pii poméru trans (71 %)/cis
pyrrolidini > 95 : <5, ziskan produkt 52b, doprovazeny
vetsim mnoZzstvim enantiomeru 52a (89:11); ester 52b byl
obdobn¢ transformovan v (—)-a-allokainovou kyselinu
(53b), viz rovn&z R”*.

Referaty

3. Aplikace piechodovych kovi

Pokrok organické syntézy je nejvyraznéji charakteri-
zovan intenzivnim rozvojem chemie piechodovych kovil
a stale $irSim vyuzivanim chiralnich ligandt/katalyzatort.
Reakce katalyzované prechodovymi kovy’*, a zvlaits palla-
diem, se staly nedilnou souéasti organické syntézy”. Jiz
klasickou metodou se stala katalyzovana allylova substitu-
ce, a zvla§ts jeji asymetrickd varianta (R’""). Z &etnych
aplikaci budiz zmin&na syntéza tetraponerini’®, toxickych
slozek vosich sekretdl, kde bylo metody uzito opakovang,
jak ilustruje priklad (+)-tetraponerinu T4 (61) a T8 (62),
Schéma 10. Allylova substituce dikarbonatu 54 2-nitro-
benzensulfonamidem Ns-NHCH,CH,CH=CH, pii —60
az =35 °C v ptitomnosti 0,75 % katalyzatoru piipraveného
z [Pd,(dba);.CHCl3] a C,-symetrického ligandu 55 po-

X
OCOOMe 0OCOOMe N
D anebob _ E>
/ y > y CH(OEt),
OCOOMe o Q 0 Ns X
54 i
NH HN 56 57
PPh, Ph,P lc
55
H H H
H
NN ,h N N e f N N
<g— | | - \ / \/ﬁ
Cbz Cbz XX
(Et0);HC CH(OEt),
61 R=H 60a R = H 58 X =Ns
62 R =Et 60b R = Et 59 X =Cbz

Schéma 10. Syntéza (+)-tetraponerinu T4 a T8

Cinidla a podminky: a) Ns-NHCH,CH,CH=CH, (1 ekv), Et;N (2,7 ekv), THF, —60 °C, potom roztok [Pd(dba);.CHCL;] (0,75 %) a 55
(3 %) v THF (15 min), =60 °C 1 h — =35 °C (56 89 %; 98,5 % ee); b) Ns-NHCH,CH,CH=CH, (1 ekv), Et;N (4 ekv), THF, —60 °C,
potom roztok [Pd,(dba);.CHCIs] (1,5 %) a 55 (6 %) v THF (15 min), —-60 °C 1 h —» -35 °C — rt, potom dppb (6 %), rt 10 min,
potom Ns-CH,CH,CH,CH(OE), (1 ekv), rt 3 h (57 79 %); ¢) [(CysP),Ru(=CHPh)Cl,] (5 %), probublavat CH,=CH,, CH,Cl,, 35 °C 48 h
(79 % + 57 15 %); d) K,COs, PhSH (2,5 ekv), DMF, 70 °C 30 min — 1t, pfidat Cbz-Cl (2,5 ekv), rt 10 min (96 %); e) O, PdCl, (10 mol%),
CuCl (0,5 ekv), DMF vod, rt 6 h (76 %); f) CrCl,, DMF (1 ekv), THF, rt 30 min, potom RCHI,, potom 59, rt 30 min (60a 65 %; 60b
80 %); g) Hy, 10% Pd/C, EtOH, rt 8 h; h) 5% HCl vod, rt 12 h (61 80 %; 62 86 %)

I OTBDMS

Schéma 11. Dokon¢eni Rawalovy syntézy (+)-strychninu

64 R =TBS
b( 65 R=H

Cinidla a podminky: a) Pd(OAc), (0,3 ekv.), n-BusN" CI, K,COs, DMF, 70 °C 3 h (74 %); b) 2 N HCI, THF (96 %).
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Schéma 12. Syntéza meso- a (-)-chimonanthinu a (+)-kalykanthinu
Cinidla a podminky: a) (CH,COOMe),, LDA, 67a, THF/HMPA (9:1), =78 °C 20 min (46 %); b) LDA, THF, —78 °C 10 min, potom I,
(72 %); ¢) 2-Jodanilin, Me;Al, PhMe, 1t (92 %); d) NaH, BnBr, DMF (87 %); e) BCl;, =78 °C (70 %); f) TBDMSCI, imidazol, CH,Cl,
(86 %); g) 68b, Me,C(OMe),, CSA (80 %); h) [PACL(PPhs),] (10 %), Et;N, DMA, 100 °C (68¢ — 70 71 %; 69 — 71 90 %); i) AcOH,

tfl (60 %)

skytla produkt (-)-56 v 89% vytézku s ee 98,5 %. Ukazalo
se, ze druhou substituci Ns-CH,CH,CH,CH(OEt), je moz-
no provést ,,one-pot” zplsobem, za ptredpokladu, Ze je
smés nejprve ohiata na laboratorni teplotu (rt) a vyménén
ligand za dppb (katalyzator jiz nemusi byt chiralni, desy-
metrizace provedena v 1. stupni!); (—)-sulfonamid 57 byl
ziskan v celkovém 79% vytézku. Nasledujici kruhotvorna
metatéza (Grubbstv katalyzator 1. generace), ve skutec-
nosti kombinace ROM(ring-opening)-RCM(ring-closing),
vedla k rovnovazné smési a ziskany (+)-sulfonamid 58
(79 %) byl konvertovan v karbamat 59. Protoze homologi-
zace vinylu metatézou selhala pro nereaktivnost, byl tento
oxidovéan dle Wackera na aldehyd (76 %), a potom kon-
vertovan nebasicky dle Takaiho (RCHI,, CrCl,) v olefin.
Ziskané (+)-alkeny 60 (65-80 %) byly transformovany
s uplatnénim stereoselektivnich Mannichovych procesi
v (+)-tetraponerin T4 (61; 80 %) a (+)-tetraponerin T8 (62;
86 %).

Ptechodové kovy umoziuji uskuteciiovani elegant-
nich, jinak tézko realizovatelnych transformaci. Ilustrativ-
nim piikladem je aplikace Heckovy reakce v pozdnich
stupnich Rawalovy syntézy*® (+)-strychninu (66), Schéma
11. Alkylaci aminu 35 (Schéma 5) 2-jodallylbromidem
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ziskany vinyljodid 63 (87 %) intramolekularné cyklizoval
v pritomnosti katalytického Pd(OAc), za stereoselektivni-
ho uzavieni kruhu D a instalace (E)-19,20-dvojné vazby.
Neméné vyznamné je soucCasné zavedeni 16,17-ndsobné
vazby, které umoznilo, aby ziskany produkt 64 (74 %) byl
po odchranéni (— 65, isostrychnin) konvertovan v cilovou
molekulu s vyuZitim predchozich poznatkd Prelogovych”.
Obdobnym zplsobem budovali kruh D strychninu Stork
i dal§{ autofi, viz*.

Dvojnasobné Heckovy cyklizace vyuzil Overman se
spolupracovniky®® v syntéze meso- (72) a (—)-chimo-
nanthinu (73), a (+)-kalykanthinu (74), Schéma 12. Prvni
Heckova cyklizace vyZaduje inzerci tetrasubstituovaného
olefinu a generuje kvarterni centrum (R®"); druhou cykli-
zaci je generovano dalsi kvarterni centrum v sousedstvi
prvniho. Pfitom se ukézalo, Ze cely proces je mozno pro-
vadét s vysokou enantioselektivitou a jednoduchym zpiso-
bem fidit diastereoselektivitu: Prekurzor 68a, piistupny
z chiralniho synthonu 67a, byl konvertovan jednak v bis-
silyloxyderivat 68c, jednak v acetonid 69. Zatimco dijod-
derivat 68c cyklizoval za podminek Heckovy reakce (10 %
[PACI1,(PPh;),]) za vyhradniho vzniku bis-spirocyklu 70
(71 %), analogicka reakce 69 poskytla diastereoisomerni
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Schéma 13. Syntéza (—)-galantammu a (9)-morfinu
Cinidla a podminky: a) 77 (3 %), [n>-CsH;PdCl],

80 X = H
9C81 X = oH

MeO. MeO MeO
7C I
Br) H
—»
Ho“

MeO Br
a
o CHO

85

I (1 %), EtN, CH,Cly, 1t (72 %, 87-88% ee); b) TsOH (5 %), CH(OMe)s, MeOH;

¢) Dibal-H, PhMe, —78 °C (85 % 2 stupné); d) Ph;P, Me,C(OH)CN, DIAD, Et,0; e) TsOH (20 %), THF vod. (76 % 2 stupné, 96% ee po
rekryst.); f) PA(OAc), (15 %), dppp (15 %), Ag,CO; (prebytek), PhMe, 107 °C 24 h (80 91 %); g) SeO,, NaH,PO,, dioxan, 150 °C
3h (57 %, 64 % brsm, dr 10:1); h) MeNH,, MeOH; i) Dibal-H (4 ekv.), potom NaH,PO, vod; j) NaBH;CN (62 % 79 + 6 % isomer);

k) 80, CBry, Ph;P, CH,Cl,, 0

°C 10 min (91 %); I) [Pd(PPhs),] (5 %), BusSnH, PhMe (88 %); m) Pd(OAc), (15 %), dppp (15 %), Ag,COs

(pfebytek), PhMe, 107 °C 4 h (84a 65 %, 74 % brsm); n) SeO; 1 ekv.), kfemenny pisek, dioxan, 75 °C 40 min, potom SeO, 1 ekv.), 75 °C
40 min, potom DMP, CH,Cl,, 1t 3 h (58 %); 0) Dibal-H, CH,CL/Et,O (1:1), =78 °C 2 h — 0 °C 1 h, potom NH4Br, MeNH,, MeOH, — rt

2 h, potom NaBHy4, 0 °C — rt pfes noc (89 %);

slouceninu 71 jako jediny produkt a v 90% vytézku. Vy-
svétleni spociva v konformaci substrati, kde u 68c jsou
ob¢ silyloxyskupiny piednostné axidlni, zatimco dioxolan
fixuje oba substituenty na cyklohexenovém kruhu diekva-
torialn€. Slouceniny 70 a 71 byly konvertovany v meso-
chimonanthin (72), resp. v (—)-chimonanthin (73), ktery
byl kysele isomerizovan ptes indoleninia v (+)-kalykanthin
(74). Prvni dva alkaloidy byly rovn&z pripraveny®
s vyuzitim enantioselektivni dialkylace ditriflitem 67b,
meso-chimonanthin (72) stereoselektivni reduktivni dial-
kylaci® s vyuzitim Sml, (R®); metodologie byla aplikova-
na rovnéz v syntéze piibuznych trimernich“*’ ((-)-idio-
spermulin, (—)-hodgkinsin a (—)-hodgkinsin B) a ,tetra-
mernich® alkaloid®® ((—)- kvadrigemin C a (—)-psycholein).
Efektivitu uziti prechodovych kovi v syntéze alkaloi-
dii dale demonstruje Trostlv pfistup k syntéze (—)-galant-
aminu®’ (82) a (-)-morfinu®® (87) ze spole¢ného intermedi-
atu 80, Schéma 13. Opticka aktivita byla indukovéna jiz na
pocatku syntézy Pd-katalyzovanou allylovou substituci
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p) n-Buli, i-Pr,NH/THF (1:5), =78 °C — rt, potom 4 v, 1t 6 h (57 %)

karbonatu 76 fenolem 75 v pritomnosti ligandu 77 (72 %,
87-88% ee). Ucelem konverze ziskaného akrylitu 78 na
olefin 79 (96% ee) byla eliminace EW-vlivu methoxykar-
bonylové skupiny na zamyslenou Heckovu reakci: Pti uziti
katalytického Pd(OAc), a dppp v pfitomnosti piebytku
Ag,CO; byl Hecktiv produkt 80 ziskan v 91% vytézku.
Jeho allylova oxidace (SeO,) a uzavér azepinového kruhu
v kyanaldehydu 81 ,,one-pot“ zpisobem (62 %) dokoncily
8-stupnovou syntézu (—)-82 v celkovém vytézku 14,8 %
(poznamenejme, Ze recentni, pro velkotonazni vyrobu
adaptovana syntéza (—)-82 je zalozena na biomimetickém
oxidativnim kaplinku fenola*”).

Pfi syntéze morfinu®™ (Schéma 13) byl benzaldehyd
80 konvertovan v cis-bromstyren 83 (91 %), ktery intra-
molekularni Heckovou vinylaci poskytl diolefin 84a
(64 %), prednostné oxidovany SeO, (a potom DMP) za
vzniku enonu 84b (58 %). Zbyvajici kruh byl uzavien
ozafovanim (jednoelektronovy pfenos) odvozeného sekun-
darniho aminu 85 v pfitomnosti silné base (n-BuLi nebo
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Schéma 14. Asymetrickd kruhotvorna metatéza v syntéze (-)-aspidosperminu

Cinidla a podminky: a) (+)-DIPT, Ti(Oi-Pr),, TBHP, 4 A MS, CH,Cl,, —25 °C 24 h (92%); b) I, PhsP, imidazol, PhH, rt 35 min (95%);
¢) Zn, AcOH, 50 °C 30 min (96%); d) TMSCI, Et;N, CH,Cl,, rt 30 min (98%); e) Grubbsiiv katalyzator 1. generace (0,1 eq), CH,Cl,, rt
48 h; f) 1% HCI vod./THF (1:3), rt 30 min (87%, 2 stupn¢)
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Schéma 15. Enantioselektivni syntéza (+)-anatoxinu A

Cinidla a podminky: a) LIHMDS, CbzCl, =78 °C 2 h — rt 1 h (kvant.); b) CH,=CHCH,CH,MgBr, TMEDA, THF, -78 °C 2 h — 0 °C
1 h (73 %); ¢) BF;.0Et,, Ph;SiH, CH,Cl,, -78 °C 2 h — 1t 1 h (99 %); d) Dibal-H, PhMe, —78 °C 2 h, potom MeCOC(N,)P(O)(OMe),,
Cs,CO;, BnOH, =78 °C 2 h — rt 1 h (62 %, one-pot); ¢) NaHMDS, MeOTf,THF, —78 °C 2 h — rt 1 h (97 %); f) Grubbsiv katalyzator
2. generace (0,1 eq), CH,Cl,, rt 48 h (87 %); g) OsOy4, Et;N, THF, =78 °C 2 h — rt 1 h, potom NaHSO; vod., zahtivat (76 %);
h) NalO,, THF vod., rt (95 %); i) TMSI, MeCN, —10 °C 2 h (99 %)

LDA); vznikl (-)-kodein (86) v 57% vytézku. korynantheolu®, metateticka transformace 1-(allylamino)-

Kruhotvornym  stupném v syntéze ~2,3,6-trisubsti- cyklopent-2-enu na 3-pyrrolin (az 98% vytézek) je klico-
tuovaného piperidinového alkaloidu (-)-kassinu™ je cykli- vym krokem v syntéze (—)-swainsoninu’’. Vysoce diaste-
zace allylalkoholu katalyzovani PdCly; arenchromovy reoselektivni kruhotvorné metatézy bylo vyuZito japonsky-

komplex byl vyuzit v syntéze axialné-centralné chiralniho mi autory”™ v enantioselektivni syntéze (—)-aspidosper-
1-n.aﬂylte‘)tlrahydrqi.sthirvlf)linového alkaloihdou (—)-korupens- minu (93), Schéma 14. Sharplessova epoxidace allylového
aminu A (pro jin¢ pfistupy k metabolitiim tohoto typu  aikoholu 88 poskytla oxiran 89 (92 %), ktery byl konverto-
viz'“). Vystavba spirocyklického systému ve formalni syn- van v alkohol 90a (91 %). Protoze vysledky v nasleduji-
téze (+)-perhydrohistrionikotoxinu™ je iniciovana ipso- cim stupni s alkoholem 90a byly problematické, tento byl
adici benzylamin}l na vyragné elektroﬁlni .komplex ielezg. silylovan (— 90b) pied kli¢ovou kruhotvornou metatézou.

Kr ”5140“’0’" na - metateza (ring-closing metathesis, Grubbstv rutheniovy komplex 1. generace indukoval
RCM; R™) se stala vyznamnou metodou konstrukce nena- kvantitativni a vysoce diastereoselektivni tvorbu (87:13)
sycenych cyklii (viz jiz pfedchozi kapitola). Bylo ji uzito cyklohexenového kruhu. Cyklohexen 91 (87 %!) byl trans-

¥ . c 1. 95 .

napf. vsyntéze (+)-(R)-muskopyridinu™ a ()-dihydro- formovan v laktam 92 s vyuzitim vysoce diastereoselektiv-

307



Chem. Listy 99,298 — 317 (2005)

R
® N
N NO, N !
I a | b fg
— —_— —_—
X
100

101 R=H, X=NO,
102 R = COOMe, X = NH,

c-e(

107

Schéma 16. Syntéza (+)-rhazinilamu s vyuzitim aktivace C-H vazby
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Cinidla a podminky: a) 2-nitrocinnamylbromid, DMF, 80 °C 15 min (90 %); b) Ag,CO; (2 ekv.), PhMe nebo xyleny, rfl 45 min (6570 %/1
az 5 mmol; 51 %/22 mmol); ¢) CI3CCOCI; d) NaOMe, MeOH; e) H, (1 atm), Pd/C (88 % 3 stupné); f) 2-(PhCO)CsHuN (1,5 ekv.),
TsOH (kat.), PhMe, rfl 30 h (83 %); g) [PtMex(u-SMey)], (0,5 ekv.), PhMe, rt 18 h (88 %); h) TfOH, CH,Cl,, —40 °C 15 min;
i) F;CCH,OH, 70 °C 72 h (90 % dle NMR); j) KCN, CH,Cl,, voda, rt 30 h; k) HONH,.HCI, NaOAc, MeOH, rt 30 min (60 % z 103)

ni Michaelovy adice (72 %), a posléze v (—)-93 Fischero-
vou indolizaci.

Rovnéz enyny se uplatiiuji v kruhotvorné metatéze;
produkt si potom zachova vSechny uhliky vychozi latky,
¢ehoz je mozno vyuzit v syntetickém planu, jak ukazuje
napt. syntéza alkaloidu (+)-anatoxinu A (99) z D-methyl-
pyroglutamatu (94) v celkovém 27% vytézku’’, Schéma
15. Cyklizace/redukce ketonu 95 trifenylsilanem v piitom-
nosti BF;.0Et, vedla k cis-2,5-disubstituovanému pyrroli-
dinu 96 s vysokou diastereoselektivitou (11:1) a v 99%
vytézku. Odvozeny enyn 97 poskytl plisobenim Grubbsova
komplexu 2. generace produkt se skeletem anatoxinu 98
(87 %), jehoz propen-2-ylovéa skupina byla posléze kon-
vertovana v acetyl cilového alkaloidu. Variace postupu
s vyuzitim Wackerovy oxidace byla uzita v syntéze struk-
turné ptibuzného (+)-ferrugininu'00.

V zavéru této kapitoly neni mozno nezminit Johnsono-
vu a SameSovu syntézu racemického rhazinilamu 107",
spise vyznamného artefaktu nez pfirozeného indolového
alkaloidu, kterd je zaloZena na aktivaci vazby C-H neakti-
vované alkylové skupiny, problému, ktery dosud
v organické syntéze nebyl uspokojivé vyfesen (R'™),
Schéma 16. V tomto pripadé byl aktivujici komplex vysta-
vén na anilinovém dusiku, ktery byl posléze zabudovan do
molekuly cilové slouceniny. Iminiova sl 100 byla cykli-
zovana/aromatizovana pusobenim uhlicitanu stfibrného,
a ziskany pyrrol 101 (51-70 %) byl po stabilizaci metho-
xykarbonylovou skupinou konvertovdn v anilin 102
(88 %). Jeho kondenzaci s fenyl(2-pyridyl)ketonem zis-
kany imin poskytl interakci s platinovym komplexem
[PtMe,(1-SMe,)], komplex 103 (73 %), transformovany
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pusobenim kyseliny trifluormethansulfonové za ztraty
methanu v sil 104. V ni existuje dativni vazba mezi plati-
nou a pyrrolovym uhlikem C”, ktery tak mé spise sp’ cha-
rakter. Pfi nasledujici termolyze doslo, za soucasné ztraty
dal$iho methanu, k aktivaci jedné (vhodné prostorové ori-
entované) ethylové skupiny doprovazené B-eliminaci hyd-
ridu za vzniku hydridového komplexu 105 (90 % z 94).
Z né&j uvolnény anilin 106 (celkem 60 % z 103) byl trans-
formovan konven¢nimi prostiedky v (£)-107. Pozdéji
autofi zvefejnili enantioselektivni variantu procesu, v niz
(-)-rhazinilam (107) byl syntetizovan s vyuzitim chiral-
nich platinovych komplexti typu 103 odvozenych od optic-
ky aktivnich vychozich ketona'®.

Z téZe laboratofe pochazi elegantni syntéza modelové-
ho tetracyklu k alkaloidu teleocidinu B-4'", ktera je zaloze-
na na opakované aktivaci methyli ferc-butylové skupiny
v Schiffové basi, pfipravené z 2-t-butyl-5-methoxyanilinu,
prostfednictvim tvorby palladacykli plsobenim chloridu
palladnatého.

4. Dalsi metody

Vmezereni dusiku do uhlikatého skeletu ptedstavuje
uZite¢nou metodu tvorby dusikatych heterocykla (R'®),
kterd je zde ilustrovéna enantioselektivni syntézou ~ méné
roz$ifeného (+)-enantiomeru sparteinu (117), Schéma 17.
C,-symetricky (+)-diketon 108, pfistupny z norbornadienu
s vyuzitim asymetrické bis-hydrosilylace, byl pfes enon
109 konvertovan v azidoketon 110, ktery intramolekularni
Schmidtovou reakci (R'") iniciovanou chloridem titanigi-
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Schéma 17. Syntéza (+)-sparteinu

Cinidla a podminky: a) H,, Pd/C, Pd(OH),; b) Zn(N;),.2py, DEAD, PhsP (78 % 2 stupné); ¢) TiCl, (62 %); d) Lawessonovo &inidlo;
) Raneyiv nikl; f) 111b, I(CH,),Cl, LDA; g) Nal, Me,CO (76 % 4 stupng); h) Boc-NH-OBoc, K,COs, DMF (95 %); i) TFA, 4 A MS,
potom NaHCOj; (74-98 %); j) hv (254 nm), PhH (76 %); k) LiAlH4, THF, tfl (95 %)
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Schéma 18. Syntéza (+)-aspidospermidinu

Cinidla a podminky: a) Zn(Cu) (20 ekv.), CI;C.COCI, THF, —40 °C 15 min (78 %); b) n-Bu;SnH (2,3 ekv.), Et;B (0,3 ekv.), PhH,
78 °C 15 h (92 %); ¢) TsOH (kat.), Me,CO, rt pfes noc (96 %); d) Pyrrolidin, PhH, rt 12 h (86 %); e) Pyrrolidin, i-PrOH, 33% AcOH
vod., 1t 24 h; ) i-BuOCOCI, Et;N, THF, 0 °C 5 min, potom CICH,CH,CH,NH,.HCI, Et;N, DMF, 0 °C — rt 30 min (61 %, 2 stupné);
g) NaH, DMF, 0 °C 1 h (86 %); h) KHMDS (2,2 ekv.), THF, =78 °C 1 h, potom TMSCI, —78 °C 1 h, potom odpafit; potom O,, Pd(OAc),,
DMSO, 70-75 °C 16 h (80 %); i) 3 M-HCI vod./i-PrOH (1:1), rfl 40 min (96 %); j) N.H4.H,O, Na, HOCH,CH,0H, 160 °C 1 h —
190 °C 1 h — 210 °C 3 h (75 %); k) LiAlH4, THF, rfl 3 h (90 %)

tym poskytl laktam 111a v 62% vytézku. Protoze analo- liny basickym dusikem, byla base 111b transformovéna
gicky uzavér kruhu v azidoketonu 112 selhal, pravdépo- v chranény hydroxylamin 113; cyklokondenzujici po od-
dobné v disledku pfednostni komplexace Lewisovy kyse- chranéni za vzniku nitronu 114. Ten podlehl pfi ozafeni
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Beckmannovu piresmyku, a poskytl pfes oxaziridin 115
ocekavany laktam 116 v 76% vytézku. Schmidtova reakce
nalezla uplatnéni i pii konstrukci skeletu indolizinového
alkaloidu 251F'® a (+)-aspidospermidinu'®. Vysoké regi-
oselektivity Beckmannova presmyku O-sulfonati oximu,
iniciovaného organohlinitymi ¢inidly, bylo vyuzito napf.
v syntéze pumiliotoxinu C''* a muskopyridinu'".

Vmezereni aminoalkylu do existyjictho kruhu
(aktivované ketony, laktamy) je uZite¢na metoda syntézy
alkaloidii se stfednimi a velkymi kruhy (R''?); za jistych
podminek se proces mize opakovat (zipova reakce).
Postup nalezl uplatnéni napt. v syntéze C,-symetrického
(—)-homalinu'"®, celacinninu''* a dal3ich alkaloida'". Po-
moci ptibuzného procesu, tzv. zkiizené (criss-cross) anela-
ce, byl konstruovan skelet indolizidinovych alkaloida''®.

S pfesmyky se jiz ¢tenaf mohl setkat v ¢lanku véno-
vaném Mannichové a piibuznym reakcim'. Claisentv pie-
smyk (R''") hral klicovou roli ve stereoselektivni syntéze
pyrrolizidinového alkaloidu turneforcidinu z pyrrolidin-3-
-onu''®, V syntéze (+)-aspidospermidinu (127) vyuzil'"
Marino se spolupracovniky transferu chirality ze siry na
uhlik béhem [3,3]-sigmatropniho pfesmyku k vystavbé
laktonu 120, Schéma 18. Reakci (E,Rs)-alkenylsulfoxidu
118 s trichloracetylchloridem a slitinou Zn/Cu byl pii 45 °C
ziskén, pfes transitni stav 119, dichlorlakton 120 jako jedi-
ny stereoisomer (78 %). Odvozeny lakton 121 poskytl

_ee

o)

OTf

0
Ts0” "

Z\-CeH
850" Gofto

132b

Schéma 19. Syntéza (-)-cylindricinu C
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pusobenim pyrrolidinu dioxoslouceninu 122, ktera aldoli-
sovala za vzniku enonu a byla konvertovdna v 123.
V nasledujici vystavbé pentacyklického skeletu byla opa-
kované pouzita vysoce stereoselektivni Michaelova adice:
Nejprve byl basicky indukovanou tandemovou adici/
alkylaci pfipraven lilolidindion 124 (86 %), ktery, po kon-
verzi v enon 125, podlehl kysele iniciované Michaelové
adici za vzniku 5,16-dioxoaspidospermidinu (126) v 96%
vytézku;, presmyk se uplatnil i v syntéze (—)-fysostig-
minu'?’.

Jiz zminéna Michaelova adice je Siroce vyuZivana
v syntéze alkaloidl (R'*)). Kombinace asymetrické Bir-
chovy redukce (R'?) a alkylace in situ predstavuje efektiv-
ni cestu k chirdlnim cyklohexenonﬁml23, jejichz Michaelo-
va adice se uplatnila napt. v syntéze indolovych alkaloidl
aspidospermanového'® a eburnanového typu'>*'**. Ele-
gantni syntéza tropinonu (58 %) je zalozena na oxidaci
cykloheptanolu na cykloheptadienon pomoci IBX (4 ekv.)
a nasledné tandemové Michaelové adici methylaminu'®;
srovnej s cit.'?,

Enantioselektivni syntéza (—)-cylindricinu C (134)
Molandera a Ronna'?’ je p&knym piikladem vyuziti domi-
nové intramolekularni Michaelovy adice N-nukleofilu
v syntéze alkaloidli, Schéma 19. Vinyltriflait 128 byl
podroben Stilleho karbonylativnimu kaplinku (Pd kat.)
a ziskany dienon 129 (79 %) byl nejprve konvertovan

133 R =TBS
134 R=H

Cinidla a podminky: a) Dimethylhydrazon cyklohexanonu, LDA, THF, 0 °C 1 h, potom tosylat, 3 h, potom Cu(OAc),, THF vod., 1 h
(77 %); b) i-Pr,NMgBr, Et,0, 15 min, potom TMSCI (3 ekv.), EtN (3,3 ekv.), HMPA (0,5 ekv.), 20 h; ¢) MeLi, THF, Et,0, 0 °C 30 min,
potom PhNTf,, TMEDA, 0 °C 30 min (86 % 2 stupné); d) Trimethyl-(1-(E)-oktenyl)stannan, [Pd(PPhs)4] (5,5 mol%), LiCl (2,5 ekv.),
CO (g), THF, rt 55 °C 48 h (79 %); e) [PACL,(MeCN),] (5 mol%), MeCN vod. (9:1), rt 20 h (83 %); f) TBDMSCI, Et;N, DMAP (kat.),
CH,Cl,, rt 6 h, potom MsCl, Et;N, rt 3 h (kvant.); g) NaN;, DMSO, 60 °C 20 h (86 %); h) CrCl, (15,5 ekv.), THF, rt 1 h (45 %)
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Schéma 20. Oxidativni kaplink fenolii v biomimetické syntéze amarylkovitych alkaloidi
Cinidla a podminky: a) [Mn(acac)s] (4 ekv.), MeCN, tfl 2,5 h (49 %); b) TI(OCOCFs); (3 ekv), TFA, MeCN (0,001 M), =23 °C 3 h — 25 °C
21 h (66,5 %); ¢) NH; (g), MeOH, 0 °C 6 h (78,5 %); d) NaOH, MeOH vod., 0 °C — 1t 2,5 h (40,5 %)

v diol piisobenim Pd*" (83 %), a pies odvozeny mesylat
130 nakonec v (+)-azid 131 (86 % celkem). Pii redukci
azidu se nejvice osvédcil CrCly; ziskany amin podlehl
okamzité, v principu reverzibilni, Michaelové adici za
vzniku spirocyklickych intermediatd 132. Protoze druhé
Michaelové adici v 132b brani velké sterické interakce, je
vyhradnim produktem tricyklicky keton 133, z n¢hoz je
pripraven (—)-cylindricin C (134) v celkovém 45% vytézku
z azidu 131. V klicovém stupni tak byly vytvofeny dva
kruhy a indukovana zadana konfigurace tii vznikajicich
chiralnich center.

Tandemova Michaelova adice amoniaku byla kruho-
tvornym procesem vV alternativni syntéze racemickych
cylindricini'*®. Pomoci obdobného procesu s guanidinem
byl vybudovan pentacyklicky skelet ptilomykalinu A'*;
viz rovnéz R’ o ptirodnich guanidinech. Dosud nejefek-
tivn&jsi Ricetv'' piistup k totalni syntéze morfinu (R'*?)
je zalozen na kysele katalyzované intramolekularni adici
arylu na 3-cyklohexen-1-on generovany Birchovou reduk-
ci (Greweho cyklizace); nejedna se tedy o Michaelovu
adici na isomerni konjugovany keton.

Biomimeticky ptistup k syntéze amarylkovitych
alkaloidd (R'*®) (+)-maritidinu (141)"** a neptirozeného
(+)-galantaminu (ent-82)'* z L-tyrosinu (135) je zalozen
na kaskad¢ jiz zminéného oxidativniho kaplinku fenolt
norbelladinového typu (R'*) a nasledné Michaelové adici
N-, resp. O-nukleofilu, Schéma 20. p,o’-Kaplink v bis-
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fenolu 136a indukovany [Mn(acac);] vedl k tvorbé dieno-
nu 137, ktery podlehl spontanni Michaelové adici vyhrad-
né pres 137a za vzniku enonu 138 ve vytézku 49 %. Na-
proti tomu p,p’-kaplinkem v monofenolu 136b pomoci
TI(OCOCF;); byl generovan dienon 139 (az 66,5 %),
z n¢hoz byl po odchranéni dusiku stereoselektivni Michae-
lovou adici ziskan enon 140 (40,5 %). Povsimnéte si roz-
dilného stereochemického vysledku heteroadici ve 137
a 139 (N-COCF; — NH), ktery je disledkem asymetrické
indukce pritomnym chirdlnim centrem (sterické vlivy).
Poznamenejme, ze regioselektivitu kaplinku fenolti je
mozno ovlivnit tvorbou palladiového komplexu norbella-
dinového intermediatu, jak dokumentuje syntéza (+)-
narwedinu'?’; srovnej s cit.*, v niz byla nezadouci poloha
pfed kaplinkem blokovéna bromem.

Radikalové procesy nabyvaji na vyznamu v totalnich
syntézach'*®. Tlustraci zde uvedenou je tandemova radika-
lova cyklizace uzita ve formalni totalni syntéze (£)-mor-
finu (78)'*’, Schéma 21. Bromid 144 byl p¥ipraven z feno-
lu 142 a alkoholu (+)-143  Mitsunobuho (R'*") reakci
(83 %; opticky aktivni 143 je dostupny chemoenzymaticky
(R"") z fenethylbromidu ve 4 stupnich). Radikalovy pro-
ces byl iniciovan Bu;SnH/AIBN; radikdlova kaskadova
cyklizace (145a — 145b — 145c¢) byla zakoncena elimina-
ci a tetracyklicky sulfonamid 146a byl izolovan v 35%
vytézku. Nasledujici adice na styrenovou dvojnou vazbu
pusobenim Li/t--BuOH, probihajici ptes radikal (nebo ani-
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Svchéma 21. Formalni syntéza (+)-morfinu
Cinidla a podminky: a) DEAD, Bu;P, THF, 0 °C (83 %); b) 10% HF/MeCN (98 %); ¢) Bu;SnH, AIBN, PhH (zatav. zkumavka), 130 °C
35 h (35 %); d) Li, -BuOH, NH; (1), THF, —78 °C 10 min (85 %)
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Schéma 22. Radikalova syntéza (—)-vallesamidinu (153) a syntéza (+)-aspidospermidinu (127) z téhoZ intermediatu

Cinidla a podminky: a) Tryptamin, AcOH, 125 °C 6 d (43 % + 44 %); b) 20% NaOH vod., MeOH, rt 1 h ((+)-149b 72 %, (-)-149a
85 %); ¢) MsCl, DMAP, py, 0 °C 2 h (92 %); d) (PhSe),, NaBH,4, EtOH, 0 °C — 1t 3 h (68 %); e) n-Bu;SnH, AIBN, PhMe, 100 °C 0,5 h
91 %); £) 35% CH,O vod., NaBH;CN, MeCN, potom AcOH, rt 1 h (87 %); g) LiAlH4, THF, 70 °C 0,5 h (82 %); h) (£)-149, 40%
H,S0y4, 100 °C; i) (£)-149, BF;.0Et,, 100 °C; j) LiAlH4 (20-25 % z tryptaminu)
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on) aminu 146b, dokoncila vystavbu skeletu morfinano-
vych alkaloidll (83 %); srovnej s cyklizaci 85 — 86 ze
Schématu 13. Oxidaci dihydroisokodeinu (147) na 7,8-di-
hydrokodeinon (Swern) byla dokonc¢ena formalni syntéza
(+)-87; pro dalsi radikalové pfistupy k morfinanim viz
cit.'"”. Radikéalové byl uzaviran rovnéz skelet aspidosper-
manovych basi'® (aplikace u indolovych alkaloidd viz

v R'*). Radikalovych cyklizaci bylo opakované uZito
i v totalni syntéze (£)-gelseminu'*’.

Na radikalové adici do polohy C-2 indolu je zalo-
zena i de novo syntéza sekoschizozyganového alkaloidu
(—)-vallesamidinu (153)"®, Schéma 22. Mnohastupiiovou
syntézou pristupna acetal-kyselina 148 byla nestereoselek-
tivni Pictetovou-Spenglerovou kondensaci s tryptaminem
konvertovana v ekvimolarni smés acetati, které byly oddé-
len¢ hydrolyzovany v hydroxylaktamy 149. Stereoisomer
(+)-149b (31,2 %) byl po prevedeni v selenid (+)-150 cyk-
lizovan plisobenim BusSnH v pfitomnosti AIBN: Atakem
primarné vzniklého radikalu v poloze C-2 indolového ja-
dra byl generovéan pentacyklicky radikal 151, ktery vedl
k tvorbé laktamu (+)-152 v 91% vytézku! Uspéch piistupu

COOMe

f

Schéma 23. Syntéza (+)-okaraminu N

MeOOC HN
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souvisi s dostacujici stabilitou benzylového radikalu 151.
V této souvislosti je uZzitecné zminit Harley-Masonovu
klasickou syntézu'*’ (£)-aspidospermidinu (127), ktera je
zalozena na iontové varianté procesu, Schéma 22. V tomto
pripadé racemicky alkohol 149 cyklizoval ptisobenim jak
Lewisovy (BF;), tak Bronstedovy kyseliny (H,SO4) za
vzniku karbokationtu 154a, spiSe vsak konjugovaného
iminia 154b, které bylo v rovnovaze s iminiem 1585, stabi-
lizujicim se alternativni cyklizaci za vzniku indoleninu 156
(viz rovnéz cit.'*®).

5. Syntéza alkaloidi na pielomu stoleti. Vyhled

Totalni syntéza alkaloidil se ve stdle vétsi mife zame-
fuje na enantioselektivni procesy a Siroké pouzivani chiral-
nich katalyzatori. Pfesto mohou byt i syntézy racematl
v ptipadech komplexnich latek velkym uspéchem, viz
napf. gelsemin'*. Cilem je novost a maximalni efektivnost
z hlediska poctu stupiiti a vytézku.

Existuji v zdsad¢ dva divody pro totalni syntézu alka-

COOMe COOMe

|
N
H —_—

Fmoc j

Cinidla a podminky: a) Pd(OAc), (1 ekv.), O,, AcOH/dioxan/voda (1:3,5:1), 23 °C 16 h (38 %; 44 % brsm); b) Et,NH (pfebytek), THF,
0°C —>23°C(2h)4h (95 %); ¢) MTAD, CH,Cl,, -5 °C 10 min, potom odpafit, potom O,, slune¢ni lampa, methylenova modf, MeOH,
—28 °C 7,5 h, potom Me,S, MeOH, —28 °C — —10 °C (3 h), potom odpafit a 110 °C 30 min (36 %; 70 % brsm)
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loidu (a ptirodnich latek obecné):

a) akademicky — védecka prestiz laboratofe/tymu. Syntéza
mize byt nezbytna i pro potvrzeni struktury odvozené
pomoci metod strukturni analyzy (R'"°), viz piiklad
revize struktur lepadiforminu'®' a batzelladinu F'*?,

b) prakticky — vyuZitelnost biologickych U€inkid pfi ne-

dostacujici kapacité ptirodnich zdroju. Syntéza analo-

gli pro optimalizaci t&innosti. Potencilni vyroba'®.

Stav, v némz se syntéza alkaloidi na pocatku tisicileti
nachazi, nazorng ilustruji dvé Nicolaouovy'>*'>> a Harra-
nova'®® totalni syntéza diazonamidu A. Totalni syntéza
(+)-plikaminu (Ley'’) dokumentuje efektivitu pouziti
¢inidel zakotvenych na pevné fazi (R'*®). Ctvrtstoleti mu-
selo uplynout od klasické Uskokovicovy syntézy chini-
nu'®, neZ bylo nedavno zvefejndno pét enantioselektivnich
syntéz tohoto alkaloidu'®"** (viz rovnéz' a R'*'%). Orga-
nickd syntéza a totalni syntéza se navzajem obohacuji'®’,
jak jasn¢ dokazuje brilantni syntéza (+)-okaraminu N
(165), zvefejnéna predloni Coreym se spolupracovniky'®®
(viz rovn&Z’), Schéma 23. V amidu 157, pfistupném
z derivatd tryptofanu a 3-methyl-2-butenalu ,,one-pot™
zpusobem v 70% vytézku, byl vytvoren azocinovy kruh
pusobenim octanu palladnatého v kyslikové atmosfére:
Pouze nesubstituovany indol se ucastnil reakce, probihajici
pfes palladiovy komplex 158 a azepiniovy kation 159,
ktery presmykl na azociniovy kation 160, stabilizujici se
za vzniku 161 v 44% vytézku (byla detegovana pouze
stopova mnozstvi isomerniho azepinu, vznikajiciho ze 158
alternativnim zptisobem). Nasledujici tvorba diketopipera-
zinu 162 (95 %) byla indukovéana piebytkem diethylami-
nu. Diferenciace indolovych jader, nezbytné pro dokon-
¢eni syntézy, bylo dosazeno ochranou N-nesubsti-
tuovaného indolu pomoci enové reakce s N-methyl-
triazolindionem. Generovany indolenin-indol 163 byl
podroben fotosensitisované oxidaci/cyklizaci, probiha-
jici s diastereoselektivitou cca 5:1 patrné pies O-
oxiraniumoxid 164. Nasledna redukce dimethylsulfidem a
zavéreCna termolyticka regenerace indolu (retro-enova
reakce) dokonCily syntézu okaraminu A (165), ktery byl
izolovan ve vytézku 70 % z piperazinu 162 (syntézu pii-
buzného austamidu viz v cit.'®).

Tato elegantni syntéza dokumentuje, Ze uméni, krasa
a chemicka logika jsou nedilnymi soucdstmi soucasné
syntézy alkaloidl a dusikatych heterocyklickych sloucenin
obecné; zaroven naznaCuje smeér, kterym se bude ubirat

létek3,l70,l7l
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Redakce uvefejiiuje opravu schématu v referatu Josefa Hajicka: Mannichova a pfibuzné reakce v totalni syntéze alka-
loidii (Chem. Listy 98, 1096 (2004)).
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Schéma 12. Syntéza (+)-lykepodinu; Cinidla a podminky: a) pyrolidin. b) CH,=CHCONH,, dioxan, rfl pfes noc, potom H,O, rfl 2 h (74
20-25 % + isomer). ¢) 80% H;PO4/HCOOH (1:1), rt 20 h (76 55 % + isomer 29 %)
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1. Uvod

Oxazolidin je nasyceny pétiClenny heterocyklus
s atomem kysliku v poloze 1 a atomem dusiku v poloze 3.
Nékteré jeho derivaty jsou biologicky aktivnimi latkami
s potencialnim uplatnénim ve farmacii. Derivaty 1,3-oxa-
zolidinti vznikaji'? kondenzaci B-aminoalkoholii s aldehy-
dy nebo ketony podle (7).

)
,,,,, OH R ., 0_R
D: + O# —_— g 137ﬁ"R2 + Hzo
/ 2 9—N._
NH R R
R

Pfi nestejnych substituentech na jednotlivych uhliko-
vych atomech oxazolidinu vznikaji chiralni centra. MiZze
tedy vznikat Sirokd paleta stereoisomertl, jejichz biologicka
aktivita je zna¢né riznoroda. Napiiklad derivaty oxazolidinu
vznikajici z 3-[1-hydroxy-2-(methylamino)ethyl]fenolu se
ukazaly jako lokalni mydriatika, derivaty oxazolidinti odvo-
zené od efedrinu se osvédgily jako sympatomimetika®™®.
Ctyfi stereoisomery efedrinu a jim odpovidajici derivaty
oxazolidinu (vzniklé reakci efedrinu se salicylaldehydem)
byly testovany jako latky zvysujici pohybovou aktivitu®.
Tento  ucinek maji vSechny stereoisomery efedrinu,
s vyjimkou (-)-(1R,2R)-pseudoefedrinu. Uginek klesa
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v fadé (-)-(1R,25)-efedrin > (+)-(1S,2S)-pseudeoefedrin >
(H)-(18,2R)-efedrin.

Kondenzaéni reakce (/) vedouci ke vzniku derivatd
oxazolidinu je rovnovazna. Pravé vratnost reakce poskytu-
je nové moznosti piipravy léciv s retardovanymi Ucinky.
Hydrolyzou oxazolidinového derivatu, pfipraveného
z vhodného prekurzoru (napiiklad ze skupiny amfetami-
nd), se v organismu postupné uvoliiuje ucinna substance.
Takto 1ze priblizit farmakokinetiku 1é¢iva 1éCebnym potie-
bam pacienta. Je znamo, Ze absorpci, resorpci a eliminaci
léciva 1ze popsat kinetickou rovnici prvniho fadu. To zna-
mena, ze k zdvojnasobeni doby trvani ucinku je potiebné
podat nékolikanasobné vyssi davku. Aplikaci net¢inného
prekurzoru se obvykle omezuje presystemicka eliminace
1é¢iva, tudiz je mozno davkovani snizit a tim je organis-
mus méné zatézovan.

Cilem prace bylo shrnuti poznatkii o vzniku oxazoli-
dinovych derivati efedrinu a jejich hydrolyze. Pozornost
byla vénovana vlivu rozpoustédla a vlivu substituentu
aromatického aldehydu na rovnovahu kondenzacni reakce
efedrinu a na stereoselektivitu této reakce.

2. Stereochemie vzniku derivata oxazolidinu

Stereochemii reakce (1) se zabyvali Breckett a Jones’.
Jako modelovou reakci zvolili kondenzaci (—)-(1R,2S)-
-efedrinu s acetaldehydem. Autofi uvadéji, Ze tato reakce
poskytuje dva produkty, jejichz pomér zjistovany GLC
byl 10:1. Na zéakladé spektroskopickych metod (IR, NMR
a MS) bylo zjisténo, ze mensi 1 vétsi pik v chromatogramu
prislusi stereoisomertim 5-fenyl-2,3,4-trimethyloxazolidinu.

Nasledné bylo autory’ navrzeno reakéni schéma 1.
Vznik derivatu oxazolidinu C1 z acetaldehydu a efedrinu
zfejmé probihd pies hemiaminal A a pfes iminiovou siil B,
jde vsak pouze o predpokladané meziprodukty, které neby-
lo mozné izolovat z reakéni smési. Predpoklada se vsak, ze
struktura A je nejpravdépodobnéj$im meziproduktem vzni-
ku 5-fenyl-2,3,4-trimethyloxazolidinu. Priib¢h reakce byl
sledovan’ metodou NMR. B&hem prvnich 4 min vymizely
signaly (-)-(1R,2S)-efedrinu a vznikly latky C1 a C2. In-
tenzita signali odpovidajici isomeru C2 nasledné zacala
klesat spolu s postupnym nartstem signali isomeru Cl1.
C1 je termodynamicky vyhodné&jsi nez isomer C2. Podob-
né vysledky davala analyza GLC.

Z predstav o mechanismu a z naméfenych dat byl
autory’ navrzen kineticky model vyjadieny vztahem (2).

fi k &)

Cc2 efedrin C1

k3 k4

Pro tento vztah a kinetiku prvniho fadu byly nalezeny
relativni hodnoty rychlostnich konstant : &y = 72.,3; k, = 36,4;
ks=163ak,=1.
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HO H
N \\\CH3
H + CH3CHO
3
HN\CHg,
()-(1R,28)-efedrin
HO, H HO, H
< \\CH3 N \\\CHS
) H _— + H -
[ j N._OH (j Negy OH
HoC T HyC™ ~GH
CH3 CH3
A B

(2S,4S,5R)-
-5-fenyl-2,3,4-trimethyloxazolidin

(2R,4S,5R)-
-5-fenyl-2,3,4-trimethyloxazolidin

Schéma 1. Vznik derivatii oxazolidinu C1 a C2 z (-)-(1R,2S)-efedrinu a acetaldehydu’

Vyskyt dvou diastereoisomernich derivati oxazolidinu
(C1, C2) je dusledkem vzniku dal$iho chiralniho centra (na
atomu C2 oxazolidinu). Analogickou reakci (+)-(18,25)-
-pseudoefedrinu s acetaldehydem vznikly také dva diaste-
reoisomery, hlavni (cca 95 %) a vedlejsi (cca 5 %).

Breckett a Jones’ dale testovali aktivitu hydroxysku-
piny a sekundarni aminové skupiny pfi reakci s acet-
aldehydem. Jako modelové latky byly vybrany N-methyl-
amfetamin a N-methylefedrin. Jde o reaktanty pouze
s jednou reaktivni funk¢ni skupinou (NH v prvnim piipa-
dé, resp. OH u druhého modelu). Bylo zjisténo, ze tyto
latky s acetaldehydem nereaguji. Podobného vysledku
bylo dosazeno pii reakci acetaldehydu s O-trimethyl-
silylovym derivatem (—)-(1R,2S5)-efedrinu. Z uvedeného
vyplyva, Ze pro cyklizaci na oxazolidinovy kruh musi byt
u derivatt efedrinu volné skupiny OH i NH (viz reakce 7).

Vyuziti derivatd oxazolidinu pro syntézu farmak
s prodlouzenym uGc¢inkem vyzaduje, aby pfi syntéze i hyd-
rolyze v organismu nedochazelo k isomerizaci, a tim
k degradaci ucinné latky. Kysela hydrolyza oxazolidinové-
ho derivatu pfipraveného z (—)-(1R,2S)-efedrinu a acetal-
dehydu vedla ke vzniku pouze efedrinu s ptivodni konfigu-
raci.

319

3. Vliv rozpoustédla na stereoselektivitu
reakce efedrinu s aromatickymi aldehydy

Aromatické aldehydy reaguji s (—)-(1R,2S)-efedrinem
podle schématu 2 v n&kolika rovnovaznych stupnich®.
Mechanismus reakce byl odvozen na zakladé dobie znamé
vratné reakce, tj. hydrolyzy derivat oxazolidinu.

Stupném urcujicim konfiguraci produktu je intramole-
kularni adice hydroxyskupiny na dvojnou vazbu iminiové
skupiny. Diastereodiferenciace mize byt fizena kineticky
i termodynamicky. Vyznamné se projevi vliv substituentu
na aromatickém jadie aldehydu, jednak v preferenci urcité-
ho sméru nukleofilniho ataku na atom uhliku nesouci aryl
a jednak v ovlivnéni kondenza¢né-hydrolytické rovnovaz-
né konstanty.

V chloroformu nebo methanolu reaguje benzalde-
hyd (X=H) nebo 4-methoxybenzaldehyd (X=OCHj;)
s (5)-(1R,2S)-efedrinem za vzniku (2S,4S,5R)-isomeru (D1)
jako hlavniho produktu (90 %) a (2R,4S,5R)-isomeru (D2)
jako minoritniho produktu. Konfigurace produktti byla sta-
novena na zékladé "H NMR. Pomér isomerd D1 : D2 = 9:1
je v reakéni smési konstantni a nezavisi na stupni konverze.
Naproti tomu reakci (—)-(1R,25)-efedrinu s 4-kyanbenz-



Chem. Listy 99, 318 — 323 (2005)

(-)-(1R,2S)-efedrin

(2S,4S,5R)-
-2-aryl-5-fenyl-3,4-dimethyloxazolidin

Schéma 2. Reakce (—)-(1R,25)-efedrinu s aromatickymi aldehydy

aldehydem (X=CN) nebo 4-nitrobenzaldehydem (X=NO,,
chloroform, teplota 0-20 °C) vznikaji zpocatku oba isome-
ry D11 D2 v pfiblizném poméru 50:50. Pfi konverzi bliZici
se rovnovazné byl shledan podobny vysledek jako v ptipadé
benzaldehydu nebo 4-methoxybenzaldehydu. Obsah hlavni-
ho produktu s konfiguraci 25,4S,5R byl piiblizné 85 %.

Jestlize kondenzace 4-kyan- nebo 4-nitrobenzaldehydu
s (5)-(1R,2S)-efedrinem probiha v methanolu namisto chlo-
roformu, uplatiiuje se kineticky vliv substituentu na aroma-
tickém jadie jeSté vyrazné&ji. Na pocatku reakce vznika
vyhradné produkt D2, po dlouhé reakcni dobé¢ jiz prevlada
produkt D1, podobné jako ve vSech pripadech popsanych
vyse.

Vyznamny vliv rozpoustédla vedl Agamiho a Rizka®
k ovéfeni spornych vysledkii Neelakantana'? ziskanych
kondenzaci (-)-(1R,2S5)-efedrinu a 4-brombenzaldehydu
(X=Br) v absolutnim ethanolu. Tato prace zroku 1971
uvadi, ze produktem je isomer D2. Reprodukci kondenza-
ce za podminek uvadénych v praci Neelakantana'” bylo

CN
witg

HiC 7y CHs
E1
(25,4S,55)-
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D2

(2R,4S,5R)-
-2-aryl-5-fenyl-3,4-dimethyloxazolidin

zjiSténo, ze produktem reakce je hlavné isomer DI.
Nicméné isomer D2 je mozno isolovat za peclivé fizenych
podminek, pouze vSak v piipadé€, Ze reakce probihala ve
vodném ethanolu.

Isomerizace oxazolidinu D2 (X = Br) na D1 isomer
v methanolu vede ke vzniku rovnovazné smési obou iso-
merd (D1/D2 = 87/13). Jiz dfive bylo publikovénog, ze
oxazolidin jako soucast artisinu je nachylny k isomerizaci,
aniz je reakce katalyzovana. Autofi® zjistili, Ze isomerizace
probiha také pti pokojové teploté¢ v méné polarnich roz-
poustédlech (benzen, dioxan).

Tyto vysledky sice potvrdily, Ze oxazolidin D2 je
mozno ziskat v prostiedi ethanolu, ale podminky navrzené
Neelaktanem a spol.'? nejsou nejvhodngjsi pro vznik toho-
to isomeru. Je velice pravdépodobné, Ze jejich interpretace
vyplyva z nizsi rozpustnosti isomeru D2 v porovnani s D1
oxazolidinem, a tak ndhodné vybrany krystal, ktery byl
podroben rentgenostrukturnim analyzam, nebyl dostate¢né
reprezentativnim vzorkem izolovaného produktu.

J i
o LT
it
HsC'fy CH,
E2
(2R,4S,55)-

-5-fenyl-2-kyanfenyl-3,4-dimethyloxazolidin  -5-fenyl-2-kyanfenyl-3,4-dimethyloxazolidin

Schéma 3. Produkty reakce (+)-(15,2S5)-pseudoefedrinu s 4-kyanbenzaldehydem
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Cisty isomer D1 je mozno pohodIné ziskat jednodu-
chou krystalizaci z vrouciho ethanolu, z rovnovazné smési,
ktera obsahuje jen velmi malé mnozstvi druhého isomeru
D2.

Podobné jako v pfipadé (—)-(1R,2S)-efedrinu bylo
i pro (+)-(15,25)-pseudoefedrin dosazeno na pocatku reak-
ce s 4-kyanbenzaldehydem v chloroformu poméru produk-
th E1 : E2 = 1:1, pfi dlouhé reakéni dobé byl jedinym pro-
duktem oxazolidinovy derivat E1 (schéma 3).

Vyrazny rozdil v reaktivité (—)-(1R,25)-efedrinu
a (+)-(18,25)-pseudoefedrinu se projevil v reakci s 4-kyan-
benzaldehydem v methanolu. Na pocatku reakce (+)-
(18,25)-pseudoefedrinu (pfi 10% konverzi) vznikaji pro-
dukty E1 a E2 v poméru 3:1, zatimco na pocatku reakce
(-)-(1R,2S)-efedrinu vznika vyhradné jeden produkt, a to
isomer D1.

Je patrné, Ze jak substituenty benzaldehydu, tak roz-
poustédlo, ovliviiuji rychlost reakce efedrinu s derivaty
benzaldehydu. Pfesto, ze nejsou uvadény reakéni rychlosti,
lze z publikovanych udaji vyvozovat, ze se v polarnich
rozpoustédlech rychlost reakce sniZzuje. Rovnéz elektro-
nakceptorové substituenty snizuji reaktivitu derivati ben-
zaldehydu. Kondenzace efedrinu s arylaldehydem se patr-
n¢ za uvedenych podminek pohybuje na rozhrani kinetic-
kého a termodynamického fizeni. Pfi sniZeni rychlosti
kondenzace uvedenymi substituénimi vlivy nebo nizsi
reakéni teplotou se vice projevi rizné reakéni rychlosti
jednotlivych jednosmérnych reakei (kinetické fizeni). Nao-
pak probihaji-li reakce rychle, zdanlivé vznikd rovnou
kone¢ny — rovnovazny produkt D1 nebo E1 (termodyna-
mickeé fizeni). Pfestoze jednotlivé reakce probihaji rychle,
vysledna rychlost premény efedrinu nemusi byt extrémné
vysoka. Ta je totizZ pro uvazovanou soustavu reakci zachy-
cenou rovnici (3) zavisla na rychlosti ¢ty diléich reakei
(viz vztah (2)):

S T T 4 W 1 3)
HO, H
N \\CH3 R1
H + 0
HN\ =<R2
CHs
(-)-(1R,2S)-efedrin R' = alkyl, H
R2 = aryl
H OH
2 \\CH3 R1
H + 0
HN\ #RZ
CHj
(+)-(1S,2S)-pseudoefedrin R' = alkyl, H
R? = aryl
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4. Hydrolyza derivati oxazolidinu

Derivaty oxazolidinu podléhaji ve vodném prostiedi
velice snadno hydrolyze za vzniku [-aminoalkohold
a karbonylovych sloucenin, ze kterych byly syntetizo-
vany'®!'". Méfenim polo&asu hydrolyzy derivati oxazolidi-
nu ve vodném pufru bylo zjisténo'®, Ze se derivaty odvoze-
né od (-)-(1R,2S5)-efedrinu hydrolyzuji rychleji nez jejich
analoga z (+)-(15,25)-pseudoefedrinu. U derivati oxazoli-
dinu bylo prokazano™'?, Ze tvoii komplexy s cyklo-
dextriny. Rychlost hydrolyzy téchto komplexl, v porov-
nani s volnymi derivaty oxazolidinu, je podstatné nizsi*.

Nejcasteji v prirode se vyskytujici cyklodextriny jsou
a-, B- a y-cyklodextriny®, které obsahuji Sest, sedm, resp.
osm glukosovych jednotek. B-Cyklodextriny maji nej-
vhodngjsi vlastnosti pro tvorbu komplexti s mnoha IéCivy,
maji v8ak velice nizkou rozpustnost ve vod¢ a mohou byt
i nefrotoxické. Neékolik substituovanych cyklodextrind
vykazuje vyS$§i rozpustnost ve vod€ a zéroven niZsi toxici-
tu nez nemodifikované B-cyklodextriny. Nejpouzivangjsi
jsou hydroxypropyl-B-cyklodextrin (HP-B-CD), heptakis-
(2,6-di-O-methyl)-B-cyklodextrin (DM-B-CD) a sulfobuty-
lether-B-cyklodextrinu (SBE-B-CD).

Biologicka aktivita byla testovana® u jednoho cyklodex-
trin-oxazolidinového komplexu. Jako prekurzor G¢inné latky,
(9)-(1R,2S)-efedrinu, byl zvolen 5-fenyl-2-(4-methoxyfenyl)-
-3,4-dimethyloxazolidin, vznikajici reakci efedrinu
s 4-methoxybenzaldehydem. Tento oxazolidinovy
derivét tvoii komplex s HP-B-CD. Bylo zjisténo®, ze
jak (-)-(1R,28)-efedrin, tak odpovidajici S5-fenyl-2-(4-
-methoxyfenyl)-3,4-dimethyloxazolidin zvysuji u krys po-
hybovou aktivitu, jsou-li podany peroralné ¢i intraperitone-
aln¢. Pii perordlnim podini je pro dosaZeni optimélniho
ucinku tieba podat vyssi davku. Komplex derivatu oxazoli-
dinu s HP-B-CD zacind U¢inkovat pomalu, ale plisobi delsi
dobu.

Objasnéni mechanismu hydrolyzy derivati oxazolidi-
nu bylo vénovano nékolik praci'®*™'*. Bylo prokazano, ze

+ H,0

+H,0

Schéma 4. Relativni konfigurace na atomech C4 a C5 kondenzaé¢nich produktii efedrinu a pseudoefedrinu
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Schéma 5. Mechanismus hydrolyzy derivatii oxazolidinu'®; a) protonace na N-3; b) protonace na O-1; ¢) otevieni O-protonovaného
oxazolidinu; d) hydratace iminia na protonovany aminoalkohol; ¢) rozklad protonovaného aminoalkoholu; f) reprotonace dusikového

atomu

zména prostiedi ¢i zména konfigurace na chiralnich cen-
trech derivati oxazolidinu ma vliv na rychlost hydrol}'lzym.
(-)-(1R,285)-Efedrin reaguje s aldehydem nebo ketonem za
vzniku derivatu oxazolidinu s cis-konfiguraci na atomech
C4 a C5. Naproti tomu (+)-(15,25)-pseudoefedrin poskytu-
je oxazolidin srelativni konfiguraci frans na C4 a C5
(schéma 4). Experimentalné¢ bylo dokazano, ze z uvede-
nych derivatli oxazolidinu obvykle pfi neutralnim nebo
alkalickém pH se hydrolyzuje rychleji cis-isomer odvoze-
ny od (-)-(1R,2S)-efedrinu nez analogicky trans-isomer
odvozeny od (+)-(18,2.5)-pseudoefedrinu'® .

Matematickym modelovanim byl navrzen mechanis-
mus hydrolyzy a vysvétleny rozdily v rychlostech hydroly-
zy isomerd derivatii oxazolidinu". Jako modelové latky
byly zvoleny cis- a trans-isomer 5-fenyl-3,4-dimethyl-
oxazolidinu. Tyto latky snadno vznikaji reakci formalde-
hydu s (—9)-(1R,2S)-efedrinem a (+)-(1S,25)-pseudo-
efedrinem'®"". Rozdil v rychlosti hydrolyzy cis- a trans-
isomeru je zpusoben faktem, Ze protonace kysliku a na-
sledné otevieni kruhu za vzniku iminiového iontu vyzadu-
je pro cis- isomer niZ§i energii nez je tomu v ptipad¢ trans-
isomeru. Nepfiznivé sterické interakce v cis-isomeru
upfednostniuji otevieni oxazolidinového kruhu. Cis-isomer
prochézi lidskymi tkandmi rychleji'' a ma uréité sympato-
mimetické G¢inky na pokusna zvitata™®. Jestlize je rozpus-

tén ve vodném roztoku o neutralnim nebo alkalickém pH,
dochdzi k velice rychlé hydrolyze na (-)-(1R,25)-efedrin
a formaldehyd®'*!" . Bylo prokazano, Ze nedochézi k upl-
né hydrolyze derivatu oxazolidinu, ale k ustaveni rovno-
vazné koncentrace oxazolidinu, (—)-(1R,25)-efedrinu
a formaldehydu'".

Obecné akceptovany mechanismus hydrolyzy deriva-
td oxazolidinu tohoto typu je zndzornén schématem 5.

U n€kolika derivati oxazolidinu odvozenych od (-)-
-(1R,28)-efedrinu a (+)-(1S,2S)-pseudoefedrinu a riznych

Tabulka I
Polocas hydrolyzy oxazolidinovych derivati na (-)-(1R,2S5)-
-efedrin a uvedeny aldehyd nebo keton®

Produkt hydrolyzy Polocas hydrolyzy [min]
Formaldehyd 0,08
Salicylaldehyd 0,08
Propionaldehyd 0,3

Aceton 4
Benzaldehyd 5
Cyklohexanon 6

2,2-Dimethylpropanal 30
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aldehydu ¢i ketoni byla studovéna rychlost jejich hydroly-
zy'’. Bylo zjiiténo, Ze oxazolidiny se pii teploté 37 °C
hydrolyzuji v rozmezi pH 1-11, rychlost hydrolyzy vSak
siln€ zavisi na pH prostfedi. Pro vétSinu derivati oxazoli-
dinu vykazuje zavislost rychlosti hydrolyzy na pH esovity
tvar s maximem pii pH vyS$8im nez 7. Pii pH 7,4 a teploté
37 °C byly zméfeny polocasy hydrolyzy nekolika oxazoli-
dinovych derivati (tabulka I).

Reakéni rychlost v neutralnim a alkalickém prostie-
di klesa se vzrustajicim sterickym efektem karbonylové
slouceniny a zaroven klesa se vzristajici bazicitou deri-
vatl oxazolidinu. Derivaty oxazolidinu jsou slabsi baze
(pK, 5,2-6,9) nez [-aminoalkoholy, znichz vznikaji,
a zaroven jsou lipofilnéjsi pii fyziologickém pH. Pii jejich
farmaceutickém vyuziti se vSak musi brat zfetel na toxicitu
uvolnéné karbonylové slouceniny.

5. Zavér

Oxazolidinové derivaty jsou povazovany za potenci-
alni farmaceutické substance umoZziujici vyrobu léciv
s retardujicim G¢inkem. Z diivodit mozného pouziti oxazo-
lidinovych derivati jako prolééiv byla vénovana pozornost
stereoselektivité jejich vzniku a hydrolyze za fyziologic-
kych podminek. Bylo zji§t€no, Ze reakci efedrinu
s nékterymi aldehydy nebo ketony vznikaji dva produkty
s odliSnou konfiguraci. Existence dvou stereoisomernich
derivati oxazolidind je dusledkem vzniku chiralniho cent-
ra na uhliku C2 oxazolidinu.

Volbou rozpoustédla a doby reakce je mozné ovlivnit
stereoselektivitu reakce efedrinu s aromatickymi aldehydy.
Pti reakci 4-kyanbenzaldehydu nebo 4-nitrobenzaldehydu
s (-)-(1R,2S)-efedrinem v chloroformu vznikaji na pocatku
reakce derivaty oxazolidinu s konfiguraci 25,4S,5R
a2RA4S,5R vpoméru 1:1, zatimco pfi pouziti methanolu
jako rozpoustédla je na pocatku reakce jedinym produktem
derivat oxazolidinu s konfiguraci 2R,4S,5R.

Vyrazny vliv na rychlost vzniku derivatt oxazolidinu
maji také substituenty aromatického aldehydu. Elektrondo-
norové substituenty rychlost zvysuji natolik, ze obsah pro-
duktti kondenzace v reakéni smési vzdy odpovidd rovno-
vaznému stavu.

Ve vodném prostiedi oxazolidinové derivaty pfipra-
vené z (-)-(1R,2S)-efedrinu snadno hydrolyzuji. Polocas
hydrolyzy pfi 37 °C dosahuje maximalné n€kolik minut.
Béhem hydrolyzy se neméni konfigurace na chiralnich
centrech efedrinu. Z derivatl oxazolidinu obvykle pfi ne-
utralnim nebo alkalickém pH hydrolyzuje rychleji cis-
isomer (odvozeny od (-)-(1R,2S)-efedrinu) nez analogicky
trans-isomer odvozeny od (+)-(1S,2S)-pseudoefedrinu.
Derivaty oxazolidinu tvoii komplexy s cyklodextriny. Tyto
komplexy se hydrolyzuji pomaleji. Proto je zvazovéano
jejich farmaceutické vyuziti.
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M. Astrova, L. Kure, and L. éerveny (Department
of Organic Technology, Institute of Chemical Technology,
Prague): Oxazolidine Derivatives of Ephedrine

The knowledge of the formation of oxazolidine de-
rivatives from ephedrine and an aromatic aldehyde and
their back hydrolysis is reviewed. Their most significant
potential utilization in pharmacy is based on their facile
hydrolysis, which makes it possible to prepare pharmaceu-
tical substances with retarded activity. This application
depends on the configurational stability of the substance
during condensation and hydrolysis.
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1. Uvod

Alfa-L-fukosidasy jsou enzymy, které se vyskytuji ve
velkém mnozstvi organismil a odstépuji fukosylovy zbytek
z postrannich fetézcti oligosacharidii, glykoproteint a gly-
kolipidi. Ugastni se mnoha diilezitych metabolickych pro-
cest a jejich nedostatek je pri¢inou vzniku nékterych za-
vaznych onemocnéni'?. Glykokonjugaty obsahujici fukosu
maji mnoho zajimavych biologickych vlastnosti. Vyskytuji
se v uloze receptorii bunééného povrchu nebo ristovych
regulatort, UcCastni se mezibunécnych interakci, hra-
ji dilezitou roli jako antigenni determinanty a jsou nezbyt-
né pro spravnou funkci imunitniho systému. Jejich che-
micka syntéza je velmi narocn4, a proto se intenzivné stu-
duje moznost jejich pfipravy pomoci enzymt schopnych
katalyzovat transglykosyla¢ni reakce. Uspéch v této oblasti
by umoznil lepsi dostupnost mnoha latek potencialn€ vyu-
zitelnych v medicing’.
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2. Fukosidasy

a-L-Fukosidasy (EC 3.2.1.51) jsou obecné rozsifené
enzymy fazené do tfidy hydrolas. Jedna se o exoglykosida-
sy, které¢ odstépuji z neredukujicich koncti postrannich
fetézcl oligosacharidd, glykoproteint a glykolipida fuko-
sylovy zbytek za vzniku fukosy a alkoholu'*. Glykosidasy
se obecené déli do 97 rodin na zékladé podobnosti primar-
ni struktury v okoli aktivniho mista. o-L-Fukosidasy byly
zatazeny pouze do dvou rodin, a to 29 a 95. Enzymy taze-
né do rodiny 29 katalyzuji reakci zptsobem, pii kterém si
produkt zachovava stejnou konfiguraci vazby, jako mél
substrat, zatimco u enzymu z rodiny 95 tato konfigurace
zachovéna nezfistava™®.

Vyskyt a-L-fukosidas byl potvrzen u mnoha rtiznych
organismit véetné bakterii, plisni, m&kkysu, fas, rostlin
asaveil’ a bylo zji§téno, Ze substratova specifita zavisi na
zdroji, ze kterého jednotlivé enzymy pochazeji. Obvykle
plati, Zze fukosidasy savéich tkani maji Sir§i substratovou
specifitu nez jejich mikrobialni prot&jsky’.

Vyznam téchto enzymu spociva v Gcasti na metabo-
lismu mnoha biologicky aktivnich molekul obsahujicich
L-fukosu a jejich nedostatek mtze byt pfi¢inou nékterych
zavaznych onemocnéni. Kromé toho jsou fukosidasy vyu-
zivany pfi studiu struktury a funkce rtiznych glykokonju-
gati’. Vzhledem k tomu je s podivem, jak mélo pozornosti
jim bylo dosud vénovano, zvlasté pak mechanismu jejich
pusobeni.

3. L-Fukosa a glykokonjugaty obsahujici
L-fukosu

L-Fukosa neboli 6-deoxy-L-galaktosa (obr. 1) je jeden
z monosacharidii obvykle pfitomnych v glykokonjugatech
jako jsou glykoproteiny a glykolipidy*®’. Vyskytuje se
pfevazné v a-anomerické konfiguraci a byva pfipojena
riznymi typy vazeb, napt. a-(1,2) vazbou na D-galaktosu,
nebo a-(1,3), a-(1,4), o-(1,6) vazbou na acetyl-D-
glukosamin'®'". Takto pfipojené zbytky se nejcast&ji vy-
skytuji na koncich sacharidovych fetézci, coz umoziuje
jejich odstépovani fukosidasami®.

CH,

o

OH

Obr. 1. Haworthiiv vzorec o-L-fukosy®
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L-Fukosa patii mezi obtizné¢ dostupné sacharidy,
a proto jsou ovéfovany rizné metody, které by umoznily
jeji jednoduché ziskavani. Jednou z téchto metod je napf.
hydrolyza fukoidanu neboli komplexni struktury sestavaji-
ci ze sulfatovanych L-fukosovych jednotek produkované
nekterymi fasami. Pro produkci L-fukosy touto hydrolyzou
byly pouzity fukoidany produkované tasami Pelvetia ca-
naliculata, Fucus vesiculosus nebo Ascophyllum nodosum.
Dalsi moznosti produkce L-fukosy je pfima chemicka syn-
téza, pii které se vyuziva rliznych bézné se vyskytujicich
sacharid, jako je L-arabinosa, D-glukosa, methyl-L-
rhamnosa, D-mannosa nebo D-galaktosa. Byla testovana
i enzymova syntéza L-fukosy, pfi které jako vychozi slou-
Ceniny slouzily dihydroxyacetonfostat a lactaldehyd. Jako
zdroj fukosy je také mozno vyuzit pfimo fukosu obsahujici
polysacharidy a lipopolysacharidy nekterych bakterii. Che-
micka syntéza je velmi obtizna a drah4, stejné tak i extrak-
ce zrostlinnych a zivocisnych tkani, kde je situace jesté
komplikovana dostupnosti zdrojovych materiala?.

Vyvinuti snadné a levné metody produkce fukosy je
v soucasné dobé dulezitym cilem, nebot’ jeji vlastnosti ji
pfedurcuji k aplikaci v rlznych medicinskych odvétvich.
Napf. bylo zjiSténo, ze pokud by bylo télo uméle zasobo-
vano timto sacharidem, mohlo by dojit k zamezeni vazby
lektinll na bakteridlnim povrchu na sacharidové receptory
hostitelskych bunék, a tim k zeslabeni nebo tplnému po-
tladeni infekce'’. L-Fukosa nasla uplatnéni i v kosmetice.
Byl objeven extracelularni bakterialni polysacharid sesta-
vajici z L-fukosy, D-galaktosy a galakturonové kyseliny,
ktery je schopen vytvotit ochranny film ochrafujici pokoz-
ku pied vstupem latek zptsobujicich podrazdéni'®.
V soucasné dobé je distribuovan pod nazvem Fucogel
1000. Déle bylo potvrzeno, ze L-fukosa mé schopnost po-
tlagovat kozni alergickou reakci®>”'’.

Glykoproteiny a glykolipidy obsahujici L-fukosylovy
zbytek na neredukujicim konci jsou znamy jako dulezité
slozky mezibunécné komunikace, jako receptory bunécné-
ho povrchu nebo jako ristové regulatory®”'*. Mimo to
obecné plati, ze cukerna slozka glykoproteinu ovliviiuje
jeho stabilitu, kinetické vlatnosti, svinovani, intracelularni
transport i sekreci'.

V lidském organismu se glykokonjugaty obsahujici
L-fukosu vyskytuji velmi hojné. Byly detegovany napf.
v mozku a na synaptickych spojich, coz naznacuje roli
v pfenosu signalu, v proximalnich tubulech ledvin, ve fo-
toreceptorové vrstvé ocni sitnice, v epidermalnich bunkach
kize, v endotelu zlaz a cév, v makrofazich a v antigenech
Cervenych krvinek, ¢ehoz je vyuzivano pii rozliSovani
krevnich skupin. Ddtlezitou roli nepochybné hraji
i v reprodukénim procesu®®'’. Dale byly L-fukosylované
glykokonjugaty detegovany v matefském mléce, kde byla
prokdzana jejich schopnost inhibovat vazbu patogent
v travicim traktu kojencii na specifické receptory, a tim
zamezovat infekci buniky. Prikladem takto inhibovanych
patogeni mohou byt nékteré kmeny bakterie Escherichia
coli nebo Campylobacter jejuni'®. Také ptitomnost glyko-
konjugatli na povrchu bakteridlnich bunék hraje dulezitou
roli v rozpoznavani a imunitni odpoveédi vysSich organis-
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mtl na infekci.

L-Fukopyranosylové jednotky se také vyskytuji
v rostlinnych polysacharidech, kde mohou byt v nékterych
pfipadech methylované. Daéle jsou soucasti jiz dfive zmi-
novaného polysacharidu chaluh (fukoidanu) a extracelular-
nich polysacharidii bakterii, hub a mikrofas®.

Vzhledem k vyznamu glykokonjugati obsahujicich
fukosu bylo provedeno mnoho chemickych syntéz, které
mély napomoci objasnéni jejich biologické funkce. Vedle
studia mnoha struktur vyskytujicich se v pfirod¢ byla tes-
tovana i syntéza konjugati novych®'’. Chemicky zptisob
syntézy glykokonjugatii je ovSem velmi komplikovany,
a proto se vyuziva i moznosti aplikace fukosidas, schop-
nych katalyzovat transglykosyla¢ni reakce. Vyhodou pou-
ziti t€chto enzymd je jejich vysoka stereo- a regioselektivi-
ta a také fakt, ze pro reakci nejsou potiebné drahé kofakto-
ry ani donory pfenaseného L-fukosylového zbytku. Schop-
nost katalyzovat transglykosyla¢ni reakce byla dete-
govana naptiklad u fukosidas pochazejicich z pra-
secich jater, hovézich ledvin, z tkani $neka Ampula-
ria, z plisni Aspergillus niger a Penicillium multicolor
a bakterii Alcaligenes sp a Corynebacterium sp. Jako
donor L-fukosylového zbytku byl pouzivan p-nitrofenyl-
-a-L-fukopyranosid nebo a-L-fukopyranosyl fluorid, jako
akceptory slouZzily D-galaktosa, D-glukosa a acetyl-D-
glukosamin™!131¢,

4. Fukoidan

Nekteré chaluhy jsou schopné syntetizovat kom-
plexni polysacharidové struktury, slozené ze sulfatova-
nych L-fukosovych polymerti, zvané fukoidany. V téchto
strukturach byly detegovany rizné typy glykosidickych
vazeb acilené studie prokazaly, Ze struktura fukoidani
miize byt velmi komplikovana'” (obr. 2). Pro extrakei fu-
koidanu jsou pouzivany napiiklad chaluhy Ecklonia kuro-
me, Laminaria angustata var longissima, Fucus vesiculo-
sus, Kjellmaniella crassifolia, Pelvetia canaliculata a Fu-
cus serratus L (cit.?).

Po zjisténi, ze fukoidan ma mnohé medicinsky vy-
znamné vlastnosti a zarovei neptsobi toxicky ani drazdivé
na lidsky organismus, zacala byt této slouc¢eniné vénovana
vyrazna pozornost. Byl prokdzén inhibi¢ni U¢inek na ad-
hesi bakterialnich bun&k na buiiky hostitelské'®, antiviralni

Fuca

|
2
—3Fuca1-3Fuca1-3Fuca1-3Fuca1-3Fucal—

4 4 4
t t t
Fuco1 SO, SO,

Obr. 2. P¥iklad struktury fukoidanu z Fucus vesiculosus"’
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pusobeni proti herpes simplex viru a lidskému cytomega-
loviru, potvrzeny byly i antikoagulacni a antitrombotické
schopnosti'® a protinadorové pisobeni vyvolavajici samo-
destrukci nddorovych buné€k bez poskozovani bun€k zdra-
vych®. V sou¢asné dob& je snaha o detailni pochopeni
struktury a mechanismu puisobeni fukoidanu, nebot’ to by
mohlo vést k novym moznostem 1é¢by nékterych onemoc-
néni.

5. Inhibitory fukosidas

Fukosidasy se spolu s dal§imi enzymy uc¢astni metabo-
lismu glykokonjugatii obsahujicich fukosu, a proto jsou
inhibitory téchto enzymut dilezitym nastojem pii studiu
biologickych procesti zahrnujicich fukosylované glykokon-
jugaty®**. Aplikace inhibitorti ke kontrole a modulaci bu-
nécnych procesii ovsem neni jejich jediné mozné vyuziti.
Jsou dilezité i pro studium reakéniho centra enzymu nebo
mechanismu, kterym enzymy katalyzuji prislusné reakce®.
Neméné¢ vyznamna je i jejich role jako potencidlnich latek
pri 1écbé riznych nemoci, jako jsou cukrovka, rakovina,
virélni infekce véetné AIDS nebo fukosidosa® 2. Inhibito-
ry realné vyuzitelné v mediciné vSak musi spliiovat mnoho
zasadnich pozadavkid, mj. netoxicky vliv na lidsky orga-
nismus a enzymovou specifitu?'. Proto v sou¢asné dobé
roste snaha o ziskani jednoduchého zpiisobu piipravy vel-
kého mnozstvi riznych inhibitort, jejichz vlastnosti by
nasledné mohly byt testovany v lékat'ské praxi.

6. Nemoci souvisejici s fukosou
a a-L-fukosidasou

S o-L-fukosidasami a L-fukosou souvisi mnohd za-
vazna onemocnéni. N&kterd z nich jsou zplsobena defekt-
ni nebo upln€ chybé&jici a-L-fukosidasou, u jinych jsou
zmény fukosylace pouze doprovodnym jevem. Je ovSem
nutné si uvédomit, ze zmény v glykosylacich byly detego-
vany i napf. v téhotenstvi a nemusi tedy byt v kazdém
pfipadé indikatorem nékterého z nize uvedenych onemoc-

néni'’,

6.1. Fukosidosa

Fukosidosa je velmi vzacné dédi¢né lysosomalni one-
mocnéni, které je zpisobeno nedostatkem o-L-fukosidasy
a jedna se tedy o vrozenou vadu metabolismu, ktera speci-
ficky ovliviiuje lysosomalni traveni. Dochazi k abnor-
malnimu ukladani glykokonjugatii obsahujicich L-fukosu
v mnoha télnich orgéanech, jako jsou jatra, slezina, srdce,
brzlik, §titna Zl4za, ledviny nebo mozek™%*.

Nedostatek o-L-fukosidasy je zpisoben mutacemi
vgenu FUCA 1, lokalizovaném na chromosomu 1.
V soucasné dobé bylo popsano ptiblizné dvacet riznych
mutaci tohoto genu”**.

Nemoc se déli na dva nebo tii typy. Pii dvoutypovém
déleni je pro klasifikaci rozhodujici sila projevu jednotli-
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vych symptomi. Typem 1 je nazyvan té€zsi prub¢h nemoci
a prvni projevy se objevuji pfiblizné v 6 mésicich Zivota.
Smrt pacienta pak nastava béhem prvnich deseti let Zivota.
Pribéh nemoci je provazen neurologickou degeneraci,
retardaci rastu a deformacemi kosti, zvétSenim utrobnich
organt, ztratou dfive ziskanych intelektualnich vlastnosti
a chybnou funkei nékterych organi®**®. Typem 2 je ozna-
Covana leh¢i forma nemoci a vyskytuje se u vétSiny paci-
enti. Pribéh degenerace je zde vyrazné pomalejsi, je pro-
vazen tvorbou angiokeratomu a pacienti se v nékterych
ptipadech dozivaji az &tvrté dekady Zivota®.

Pfi klasifikaci nemoci do tfi typl je rozhodujicim
faktorem ve€k, ve kterém se pfiznaky nemoci objevi.
Utypt 1 a 2 dochazi k vypuknuti nemoci v 10 resp. 18
mésicich zivota. Typem 3 je i zde oznaCovana mirng&jsi
forma nemoci’®*® .

Nemoc je diagnostikovana stanovenim enzymové
aktivity a-L-fukosidasy v moci, leukocytech, fibroblastech
a piipadné dalSich tkanich. V soucasné dobé je mozna
i prenatalni diagnostika. Dosud vSak neexistuje Zadna spe-
cificka terapie®.

6.2. Cysticka fibrosa

Cysticka fibrosa je nejcastéjsi smrtelné genetické
onemocnéni mezi bélochy. Pri¢inou tohoto onemocnéni je
poskozeni genu CFTR ( cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator), ktery koduje transmembranovy
protein slouZici jako kanal pro piechod iontdi CI™ (cit.>").
Bylo identifikovano vice nez 900 moznych mutaci, které
byly rozdéleny do né¢kolika tiid podle efektu na expresi,
naslednou modifikaci a funkci proteinu3"32.

P1i poskozeni genu CFTR dochézi k naruseni vymény
chloridovych iontl, sodnych iontd a molekul vody
a v poskozenych organech vznika abnormaln& husty hlen®.
V plicich je znemoznéno dokonalé a rychlé odstraniovani
necistot a mikroorganismt a dochazi ke kolonizaci bakteri-
emi. Nejcastéji se jedna o bakterii Pseudomonas aerugino-
sa. Kolonizace je podporovdna i zvySenou koncentraci
sodiku a chloru v tekutin€ na povrchu dychacich cest, ne-
bot’ dochazi k inaktivaci nékterych peptidd, u nichz byly
prokazany antimikrobialni vlastnosti®.

Pti cystické fibrose jsou ovSem zasaZeny i organy
traviciho traktu. Dochazi k omezeni prichodnosti slinivky
bfisni, ¢imZ je znemoznén piistup nékterych travicich en-
zymi do stiev. Ziviny proto ziistavaji nevyuZity, dochéazi
k negativnimu ovlivnéni ristu pacientd, k ubytku na hmot-
nosti a k postupnému zhorSovani celkového stavu. Rizné
komplikace se ov§em mohou vyskytnout téméf ve vSech
télnich systémech a priibéh nemoci je u jednotlivych paci-
entt odlisny™.

U pacientl s cystickou fibrosou byly zjiStény zmény
v glykosylaci nékterych glykokonjugatl. Zaznamenana
byla zvy3ena fukosylace a/nebo snizena sialylace®'*%. Zvy-
Seny vyskyt L-fukosylovych zbytkli mize byt nasledkem
snizené aktivity enzymu a-L-fukosidasy®>>.

Cysticka fibrosa patii v soucasné dobé mezi nelécitel-
né choroby, existuji vSak inhalacni a rehabilitacni terapie,
které napomahaji zlepSeni kvality zivota pacientil. I pies
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Obr. 3. Struktura tetrasachridu Sialyl Lewis X

nékolikrat denné opakovanou terapii se vSak onemocnéni
s vékem zhorSuje. Proto je v souCasné dobé provadéno
nékolik studii genové terapie, ktera by méla umoznit vlo-
zeni neposkozené DNA genu CFTR do bunék respiracniho
traktu. Jinym pfistupem k 1é¢eni této nemoci by mohla byt

aplikace metod plicni transplantace®®.

6.3. Revmaticka artritida

Revmatickd artritida je jedna z nejb&€znéjSich forem
atritidy. Jedna se o pomérné¢ bézné onemocnéni, které na-
pada celé télo a pii kterém dochazi k zanétim vnitini vrst-
vy kloubniho pouzdra. Pfi¢ina této nemoci nebyla jesté
pfesné zjiSteéna, ale je zndmo, Ze jde o autoimunitni one-
mocnéni, kdy chybna funkce imunitniho systému vyusti
v napadeni vlastnich zdravych kloubnich tkani, vznik4
zanét a muze dojit az k aplnému zniceni chrupavky kosti
pfipadn¢ okolnich tkani. Privodnimi znaky této nemoci
jsou bolesti a ztuhlost kloubtl, zarudnuti a otoky™**°.

Analyzou vzorkd pacientd trpicich revmatickou
artritidou byl zjistén vztah mezi snizujicim se obsahem
L-fukosy v séru a dobou trvani nemoci, po¢tem napade-
nych kloubli a narusenim kosti. Obsah L-fukosy v séru
miize tedy byt indikatorem postupu nemoci’.
6.4. Nadorovd onemocnéni

Zmeény ve fukosylaci molekul, jako jsou oligosachari-

dy, glykoproteiny a glykolipidy, byly zjiStény ve tkénich
pacientt trpicich rakovinovymi onemocndnimi®®. Tento
jev souvisi s aktivitou fukosyltransferasy, jejiz n¢kolikana-
sobné zvysena aktivita byla detegovana v séru pacientil
s malignim ¢i metastatickym nddorovym onemocnénim.
Mimo to bylo ovéfeno, Ze v moci pacientl s diagnos-
tikovanou rakovinou je vyrazné vyssi hladina volné
L-fukosy neZ u kontrolnich vzork®. Tim se naskytd moz-
nost vyuzivat stanoveni fukosyltransferasové aktivity
k predikci a véasné diagnostice nadorovych onemocnéni'®.

Béhem studia nadorovych onemocnéni bylo zjisténo,
ze ne vSechny nadorové buiky jsou schopné metastatické-
ho sifeni télem. Za toto Sifeni je ve skutecnosti zodpovéd-
né jen malé skupina bun€k a vyznamnou roli v tomto pro-
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cesu hraji glykokonjugaty na povrchu bungk, nebot se
ucastni adhesnich procesti. Napf. byl na povrchu plicnich
bunék identifikovan protein vazici a-L-fukosu, u kterého
se predpoklada ucast na adhesi bunék Sificich se z mista
vzniku primarniho nadoru, nebot' na povrchu nékterych
nadorovych bun¢k byl prokazan vysoky obsah fukosy.
Intenzivné je nyni studovdna moZnost zamezeni metasta-
tického Sifeni aplikaci specifickych cukri a glykokonjuga-
ti. V uvahu pfichdzi mimo jiné i L-fukosa nebo fukoidan.
Jejich ucinkem by mélo dojit k zablokovani proteinti vazi-
cich fukosu pro interakci s nadorovymi buiikami’. Ce-
lou situaci ovSem opét komplikuje financéni stranka veé-
ci. L-Fukosa patfi v souasné dob€ mezi pomérn€ drahé
chemikalie a stejné tak vyroba rtiznych derivati obsahuji-
cich fukosu neni zatim dokonale vyfeSena. Tim se opét
potvrzuje vyznam testovani ruznych zpasobl ziskavani
fukosy a jejich slougenin®,

6.5. Zanéty

V zanétlivych procesech hraje dilezitou roli tetrasa-
charid Sialyl Lewis X (SLeX). Jde o komplexni molekulu
vyskytujici se na povrchu leukocytl, slozenou ze étyft spe-
cificky k sob& vazanych sacharidi — sialové kyseliny, D-
galaktosy, N-acetyl-D-glukosaminu a L-fukosy (obr. 3). Na
tento antigen se vaze specificky protein selektin, ktery je
pfi poruseni tkané produkovan na povrchu cév jako signal
o poskozeni. Dochézi k expanzi cév a k pfechodu bilych
krvinek do mista poruSeni tkané. Stejny mechanismus
komplikuje naptfiklad operace zahrnujici transplantace
organt, nebot’ velké mnozstvi bilych krvinek je schopno
zni¢it i nové implantovany zdravy orgin. ReSenim by
mohla byt aplikace SLeX do krevniho fecisté, ¢imz by se
zablokovala mozZnost vazby selektinu na SLeX bilych krvi-
nek a tedy se skryl signal o poruSeni tkané. Stejné tak se
predpoklada, ze aplikace struktur podobnych SLeX by
mohla byt uzite¢na pii 1écbé nadort $ificich se metastatic-
ky. Chemicka syntéza této slouceniny je velmi nakladna,
v soucasnosti jiz ale byly vyvinuty i mén¢ finan¢n€ néroc-
né enzymové zpiisoby piipravy’.
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6.6. Syndrom LAD

Jako syndrom LAD (leukocyte adhesion deficiency)
je oznaCovana vzacna metabolicka choroba, pti které do-
chazi k poruchdm produkce proteinu CD18, ktery je ne-
zbytny pro migraci bilych krvinek do mista poranéni ¢i
infekce. Porucha produkce se mtize projevit bud’ jako ne-
dostatecné mnozstvi aktivniho proteinu nebo jako vznik
proteinu defektniho. I u této chorobygt;)zla zjisténa snizena

fukosylace nékterych glykokonjugatt™".

7. Zavér

Fukosidasy i samotna L-fukosa maji v zZivych organis-
mech svou nezastupitelnou roli. Ugastni se mnoha diilezi-
tych procesii nezbytnych pro spravnou funkci organismu
a jejich nedostatek miize byt pfi¢inou nékterych zavaznych
onemocnéni. Mnoho otazek tykajicich se fukosidas a gly-
kokonjugat obsahujicich L-fukosu zlstava jesté stale ne-
zodpovézenych. Neni vyfeSen presny mechanismus paso-
beni jednotlivych enzymi a nejsou vétSinou zndmy amino-
kyseliny ucastnici se katalytické reakce v aktivnim centru.
Z toho dtivodu je dulezity i vyvoj potencialnich substrati
a inhibitort fukosidas. Ani vliv jednotlivych glykokonju-
gatl na lidsky organismus neni podrobné prozkouman,
nehledé na to, Zze chemickd i enzymova syntéza novych
strukturnich typl nabizi nepfeberné mnozstvi sloucenin
potencialné vyuzitelnych v 1é¢ebnych terapiich. Snaha
0 poznani by ovSem neméla byt zaméfovana pouze na
lidskou a-L-fukosidasu a na glykokonjugaty obsahujici
L-fukosu, ale i na enzymy a slouceniny prokaryotni, kva-
sinkové a rostlinné. Jejich specifické vlastnosti by totiz
mohly byt uzite¢né pii syntéze riznych sacharidovych
struktur a pfi vyvoji novych 1éebnych postupi.
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a-L-fucosidase, an important exoglycosidase, is in-
volved in the metabolism of fucose-containing glycoconju-
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gates. The deficiency of the enzyme causes some incurable
diseases, such as fucosidosis. Fucose-containing glycocon-
jugates are essential, as they are involved in several proc-
esses such as inflammation, reproduction, cell-cell interac-
tion, signal transduction, growth regulation, and ligand-
receptor interaction. The knowledge of fucosidase (its
active site and catalytic mechanisms) and of fucose-
containing glycoconjugates is not yet complete. At present,
some uncomplicated methods for synthesis of fucose and
fucose-containing glycoconjugates are sought, as the com-
pounds can find some applications in therapy of severe
diseases, such as cancer. For the synthesis of fucose-
containing glycoconjugates, fucosidases with the ability to
catalyze transglycosylation reaction can be used.
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Uvod

Fluidizace je dilezitou primyslovou operaci jiz desit-
ky let. Mezi prvni technologie, ve kterych byla fluidni
vrstva Uspé$né aplikovana, patii napt. fluidni krakovani
uhlovodiki a zplyiiovani nebo spalovani hnédého uhli'.

Fluidni vrstva umoziuje u¢inny kontakt mezi zrnity-
mi materidly a vertikdlné proudici fluidacni tekutinou,
kterou byva nejcastéji plyn. Zplisob fluidizace nebo hydro-
dynamicky rezim fluidnich vrstev je velice proménlivy. Je
ovliviiovéan hlavné fyzikélni charakteristikou ¢astic a rych-
losti proudéni fluidacniho média. Vyznamny je téz vliv
geometrie fluidni kolony ¢i reaktoru.

Rozdilné rezimy fluidni vrstvy lze podle rostouci
rychlosti plynu ramcové setfadit nasledovné: nehybna vrst-
va, bublinové fluidace, pistova fluidace, turbulentni pfi-
padné rychld fluidace a pneumaticky transport. Podrobné
jsme se stavy v systémech tuha latka — plyn zabyvali ve

'''''' Hydrodynamické chovani
téchto systémi je velmi slozité. S vyjimkou nékolika silné
zjednoduSenych piipadi neni potfebny hydrodynamicky
popis dosud dostupny. Pfechody mezi jednotlivymi rezimy
nejsou obvykle ostré a az na n€které vyjimky jsou stanovo-
vany vizualnim pozorovanim.

Uzite¢né informace o hydrodynamice systému lze
ziskat ze studia fluktuaci tlaku uvnitf vrstvy. Je zfejmé, ze
tlakové fluktuace jsou vyvolavany vznikem a pohybem
bublin (plynnych kapes) a shlukem ¢astic ve vrstvé. Na
druhé strané fada detailt kolem Sifeni tlakovych vin ve
vstvd zistava nejasnd’” .

vvvvvv
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fluidni vrstvy, odvozeny na zéklad€ prib&hu vlastnosti
spektralnich parametrii tlakovych fluktuaci v sledované
vrstvé béhem zmény pritoku plynu od nulové hodnoty az
k pritokiim, za nichz dochazi k trvalému uletu Castic
z vrstvy. Cilem této prace je ur€it vztahy mezi fyzikalnimi
stavy vrstvy a jeji fluktuacni charakteristikou plynouci
z vySe zminéného modelu.

Experimentalni ¢ast

Aparatura

Celkové usporadani experimentalniho zafizeni je
schematicky zndzornéno na obr. 1.

Zakladnim fluidnim prostorem je sklenény valec
o priméru 8 cm a vySce 600 cm. Pfivod vzduchu je reali-
zovan spodem pies kruhovy rost s propustnou plochou cca
12 %. Rost zarucuje nepropustnost ¢astic od 0,1 mm vyse.
V horni ¢asti je zafizeni ukonceno odlu¢ovacem Castic
(cyklonem). Z néj jsou castice po uletu vedeny zpét pies
fluidni uzavér do kolony cca 60 cm nad rost.

10

I(D
Tl

7

<

Obr. 1. Experimentalni systém;1 — reaktor, 2 — cyklon, 3 — fluidni
uzavér, 4 — piivod vzduchu, 5 — fluidni vrstva, 6 — uzavér vzdu-
chu, 7 — priatokomér, 8 — teplomér, 9 — tlakové ¢idlo, 10 — analogo-
vé-digitalni prevodnik, 11 — pocita¢, 12 — digitlni videokamera,
13 — zaznam na digitalni videopasce
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Piivod vzduchu je regulovan elektricky ovladanym
uzévé€rem. Zdrojem plynu je centrdlni rozvod tlakového
vzduchu (0,4-0,5 MPa), ktery umoznuje dosahovat ve
fluidnim prostoru linedrni rychlosti plynu U az 4 ms .
Aktualni rychlost U plynu je méfena clonovym pritoko-
mérem. Soucasné je elektrickym teplomérem o rozsahu 0
az 200 °C méftena teplota T privadéného vzduchu. Pritok i
teplota jsou v analogovém tvaru vedeny na vstup analogo-
veé-digitalniho prevodniku.

Tlak plynu P ve vrstvé je sniman ve stfedu valce 4 cm
nad rostem. Médéna trubi¢ka priméru 5 mm je vyvedena
gumovou propusti mimo sklenény valec. Na jejim konci je
pripevnéno tlakové ¢idlo s rozsahem 0—100 kPa. Analogo-
vy signal je veden z ¢idla na vstup analogové-digitalniho
prevodniku.

Analogové signaly, reprezentujici okamzity stav pru-
toku, teploty a tlaku jsou po pfevodu do digitalni formy
on-line zpracovavany pocitacem.

Fluidni prostor je béhem experimentd sniman digital-
ni videokamerou se zdznamem na pasky DVD. Po ukonce-
ni experimentu lze zdznamy pocitacem zpracovat na kratsi
videoklipy.

Pracovni postup

S cilem srovnat vlastnosti fluktuaci plynu ve fluidnich
vrstvach pro rizné materialy byla provedena série experi-
mentl, a to v unifikovaném provedeni. Prehled zkouma-
nych materiald je uveden v tabulce .

Pro kazdy material byly pofizeny tfi fady méfeni, a to
pro klidové objemy m vrstvy 400, 700 a 1000 ml. Tyto
objemy odpovidaji vySkam vrstvy cca 8, 14 a 20 cm. Kaz-
da experimentalni fada je reprezentovana 30 az 35 experi-
mentalnimi body, které odpovidaji diskrétn€ vzristajicim
rychlostem vzduchu od 0 az do cca 3,8 m s'. M&feni
v kazdém experimentélnim bod€ bylo zahajeno aZ po usta-
leni stavu sledovaného systému. Probihala pfi teplotach
vzduchu 20-21 °C.

Béhem méfeni v jednom experimentalnim bodé byly
digitalizované hodnoty tlaku P, rychlosti plynu U a teploty
T snimany bez preruseni do vnitini paméti pocitace. Délka
snimani Cinila 64 s pii po€tu 512 vzorkl za sekundu. Sou-
Casné byla po celou dobu snimani pofizovana digitalni
videokamerou obrazova sekvence, zaznamendavajici vizu-
aln¢ dgj, probihajici ve fluidni vrstvé béhem méteni. Po
uplynuti intervalu 64 s bylo sniméni pferuSeno, pfectené
hodnoty piepoéteny podle kalibracni tabulky a vysledna
data ulozena jako jediny soubor na pevny disk pocitace.

Po ukonceni experimentu na jedné experimentalni
fadé byla porizena data doplnéna protokolem o experimen-
tu a ulozena do archivu na nezavisla velkokapacitni média.

Protokol experimentu obsahuje tyto parametry — na-
zev experimentu, nazev a frakénost zkoumaného materia-
Iu, objem a vysku vrstvy v klidovém stavu, hmotnost vrst-
vy a prahovou rychlost daného materialu. Prahova rychlost
(prah fluidace) byla uréena pro kazdy material predem
nezavislym experimentem.
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Tabulka I

Charakteristika pouzitych zrnitych materialti

Velicina Balotina ~ Véapenec Keramzit

Velikost ¢astic, mm 0,8-1 0,5-0,65 1-1,25

Stiedni velikost ¢astic, 0,9 0,575 1,125

mm

Hustota &astic, kgm™ 2510 2700 1490

Sypna hustota py kgm™ 1570 1390 780

Tvar a povrch Castic kulovy, nepravi- nepravi-
hladky delny, delny,
povrch povrch povrch

hladky nerovny

Prah fluidace Uy, 0,50 0,15 0,51

ms'*?

Pocatek turbulentni 0,97 0,70 1,11

fluidace Uy, ms™" b

Pocatek tidké vrstvy 2,06 1,22 1,44

Ugi,ms™°

Pocatek trvalého tletu 3,50 2,53 2,80

“1b
Upy,m s

# Stanoveno klasickou metodou tlakové ztraty, b stanoveno
na zéklad¢ fluktuacni charakteristiky

Zpracovani experimentdlnich dat

Pro ucely urcovani vztahu mezi fluktuacemi plynu ve
fluidnich vrstvach na jedné strané a jim odpovidajicich
fluidnich rezim na strané¢ druhé byla zvolena metoda
fluktuacnich charakteristickych kiivek, popsand v cit.g,
zalozend na spektralni analyze tlakovych fluktuaci. Jejim
zakladem je zpracovani Casovych fad metodou diskrétni
Fourierovy transformace (dale FFT), ktera je uvedena na-
piiklad v cit’.

Experiment je zpracovavan postupné po jednotlivych
experimentalnich bodech, odpovidajicich urcitym rychlos-
tem U proudéni plynu. Podél sekvence hodnot tlaku P
délky 64 s (U konstantni) je postupné posunovano ¢asové
okno o délce 4 s, a to s krokem posuvu 1 s. Pavodnich
2048 vzorkl pfipadajicich na ¢asovy interval 4 s je redu-
kovano postupnym primérovanim na pocet 512 vzorki.
Na datovou fadu kazdého okna je aplikovan algoritmus
FFT. Obdrzime 256 hodnot ¢; (komplexnich ¢isel), ktera
reprezentuji hodnoty spektralnich ¢ar z oboru frekvenci
S € [ fmino froax)> kde frin= 0,25 Hz a f0x= 64 Hz. Komplex-
ni spektrum je pfepocteno na spektrum amplitudové
(a; = |ci]) . Amplitudy a; jsou nasledné setfidény sestupné
podle svych hodnot.

Pro vlastni vyhodnoceni je tfeba spocitat nasledujici
veli¢iny:
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Median fy setfidéného spektra je definovan jako

v = fiy 1)
kde iy spliuje podminku
iv 256 )
oo 5 2
i=1 i=iy +1
Vykon spektra W je dan vzorcem
4 256 5 (3)
~ 256 IZI 4

Fluktuace tlaku v daném casovém okné jsou charakterizo-

vany dvojici hodnot M a E definovanych vztahy
Sm

fmax

)

M=1-

1,00
0,95
M(E)

0,65
4,00

3,00

2,00

1,00

0,00

100

200 300 400

Obr. 2. Piiklad grafu fluktuaéni charakteristiky; a — projekce
fluktuacni charakteristiky do roviny £ x M , b — projekce do
roviny £ x U . Priklad realné vrstvy: balotina, frakce 0,65 az
0,9 mm, objem 700 ml, hmotnost 1135 g, sypna vyska 13,9 cm,
prahové rychlost 0,5 m s™
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E=W

Veli¢ina M nabyva hodnot z intervalu [0,66, 1] a lze ji
chapat jako miru dominantnosti spektra. Pro ndhodny sig-
nal M — 0,66, pro signal s jedinou (dominantni) frekvenci
M—1 (cith).

Hodnoty M(U) a E(U), ptifazené urcitému experimen-
talnimu bodu U, definujeme jako vysledek primérovani
hodnot M a U kazdého 4. sekundového okna podél jeho
posuvu 64 sekundovym zaznamem dat.

Trojici hodnot p = [E(U), M(U), U] z tiirozmérného
prostoru F=ExMxU nazyvame fluktuacnim bodem
(stavem) fluidni vrstvy pfi rychlosti U proudiciho plynu.
Pro danou fluidni vrstvu je p funkci pritokové rychlosti
plynu U, tj. p=p(U) .Pro U € [0,Un.x] reprezentuje p
(U) kiivku v prostoru F, kterou nazyvame fluktuacni cha-
rakteristikou (fluidni vrstvy). Projekci kiivky do rovin
ExM aExU obdrzime graf fluktuacni charakteristiky.
Do tohoto grafu zaneseme zméfené body p(U;) pro
i=12.. e , kde nep je poCet experimentdlnich bodi
daného experimentu.

Jestlize se béhem provozu neméni zadny jiny provoz-
ni parametr fluidni vrstvy kromé rychlosti pratoku U, na-
zyvame tuto skuteCnost konkrétni realizaci fluidni vrstvy.
Fluktuacni charakteristika konkrétni realizace fluidni vrst-
vy je reprezentovana kiivkou neménnou v Case. Zménou
realizace fluidni vrstvy dochézi obecné ke zméné€ pribehu
jeji charakteristické kiivky.

Priklad grafu fluktuacni charakteristiky urcité realiza-
ce fluidni vrstvy je uveden na obr. 2.

()

Vysledky a diskuse
Obecné vlastnosti fluktuacé¢nich char
akteristik

Fluktuaéni charakteristiku je mozno rozdé€lit na néko-
lik typickych usekt. Ty velice dobie koresponduji s jed-
notlivymi tfidami fluidnich rezimu, definovanymi dle ta-
bulky II. Z tohoto diivodu pojmenujeme jednotlivé useky
fluktuacni charakteristiky stejnymi nazvy, jakymi jsou
oznaceny odpovidajici tfidy rezimt fluidaci.

Prestoze globalni vlastnosti fluktuacnich charakteris-
tik byly jiz prezentovany v literatute®, znasi soucasné
experimentdlni prace vyplynuly jisté zmény a korekce.
Uvadime je zde proto znovu pomérné¢ podrobné. Pro ilu-
straci vykladu slouZi obr. 3.

Usek F-B odpovida nehybnym vrstvam. Pro rostouci
rychlost plynu U je veli¢ina E prakticky konstantni, a to
s velice malou hodnotou. Vlastni vrstva nevytvari zadné
fluktuace tlaku, mald hodnota veliiny £ reprezentuje Sum
pozadi resp. Sum pii prichodu plynu mezi nehybnymi
¢asticemi. Veli¢ina M se pohybuje v okoli hodnot 0,66 aZz
0,67.

Usek B-T (pocateéni rychlost Uyy) je charakterizovan
prakticky linearnim ristem hodnoty F pii rostoucim prito-
ku U. Tento tsek reprezentuje bublinové rezimy fluidaci.
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Tabulka II
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Pfehled rezimil vrstvy zrnitého materialu vertikalng protékané plynem®

Statické vrstvy Bublinové vrstvy

Turbulentni vrstvy

Ridké vrstvy

nehybna cetné
vrstva bubliny,
Castice
v pohybu
1 2+
sporadické velké
bubliny, bubliny
Castice
v klidu
2- 3
explodujici
bubliny
4
E pistovani
5

()

stfedni zacinajici
turbulence ulet
¢astic
6
plna fidka
turbulence vrstva

7

g transportni
idka vrstva

10

 Rychlost plynu a mezerovitost vrstvy stoupaji shora dolt a zleva doprava

Rozhodujici podil fluktuaci je vytvafen césticemi husté
fluidni vrstvy. Prevladajicim smérem pohybu castic je
smér vertikalni. Veli¢ina M roste monoténné od 0,68 az
k hodnoté M.« na konci useku. Velikost M., zavisi na
vlastnostech fluidni vrstvy a predstavuje schopnost
(ochotu) vrstvy k pistovani. Podle vizualniho pozorovani
vrstva pistuje pro hodnoty M od 0,96 vyse.

Usek T-E odpovida turbulentnim reZimam fluidnich
vrstev (pocatecni rychlost Uy,). Pro rostouci U veli¢ina E
roste pomaleji nez linearné (konkavneé), ale stale monoton-
né. Fluktuace jsou vytvéafeny turbulentné se pohybujicimi
Casticemi. Stale vice ¢astic je ve formé gejzirt vyvrhovano
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nad blizké okoli horni ¢asti vrstvy. Konkavnost pribéhu
charakteristické kiivky 1ze pomérné dobfe vysvétlit tim, ze
jisty podil hmoty v gejzirech setrvdvd mimo aktivni
prostor vrstvy po ¢as srovnatelny s délkou ¢asového okna
pouzitétho k vypoftu FFT. Tyto castice pak prispivaji
k vytvareni fluktuaci (ve zvoleném frekvencnim pasu)
podstatné mén¢ nez zbytek vrstvy. Hodnoty veli€iny M pro
rostouci U zpravidla mirné klesaji, mohou ale vytvaret
i mensi nevyrazna lokalni maxima. Pfesto vSak setrvavaji
na pomérné vysokych hodnotach (nad 0,9). Tomu odpovi-
da i fakt, ze vizualn€ lze pozorovat i v turbulentnich vrst-
vach vyrazné periodicity pohybu ¢astic.
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M(E)

Obr. 3. Useky (tidy) fluktuaéni charakteristiky; Usek F-B
konstantni (pevna vrstva), B-T linearni (bublinové rezimy), T-E
rostouci konkavné (turbulentni rezimy), E-D oscilujici, klesajici
resp. nerostouci (fidké vrstvy). PreruSovana cara oznacuje linear-
ni trend. Useky jsou demonstrovany na provedeném experimentu:
keramzit, frakce 1 az 1,2 mm, objem 700 ml, hmotnost 545 g,
sypné vyska 13,9 cm, prahova rychlost 0,47 m's™

Usek E-D (po&ate&ni rychlost Ug;) mé priibsh pod-
statné komplikovanéjsi nez Giseky pfedchozi. Reprezentuje
rezimy fluidaci, oznaenych v tabulce II jako fidké vrst-
vy. Za pocatecni bod E povazujeme bod na grafu charakte-
ristiky, ve kterém veli¢ina £ poprvé zacina klesat. Od to-
hoto bodu setrvava jisty podil ¢astic m, nad vrstvou delsi
Casovy interval nez je délka ¢asového okna pro FFT. Tyto
&astice nazveme fidkou fluidaéni frakci. Ridka frakce se
nepodili (resp. podili velmi malo) na vytvareni fluktuaci ve
frekvencnim pasmu daném délkou casového okna a po-
¢tem vzorkh v okné obsazenych. Zbytek castic my
s periodou pohybu kratsi nez je Casové okno nazveme
fluktua¢nim jadrem vrstvy. Fluktuace ve vrstvé jsou gene-
rovany vyhradné fluktua¢nim jadrem. Pfitom celkovy kli-
dovy objem Castic ve vrstvé m = my + m,. Definujme spe-
cifickou veli¢inu E; (generovanou jednotkou hmoty
v jadre) jako:

E 0,
p-E (©
mg
Potom:
E=Es-mk (7)

Pribéh veliciny E pro rostouci rychlost U je dan vy-
slednici dvou faktor(: ristem specifické hodnoty E; na
stran¢ jedné a poklesu objemu my ve fluktuacnim jadru na
stran¢ druhé. V pocate¢ni partii uletovych rezimi muze
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mit funkce E(U) né€kolik lokalnich maxim a minim. Tento
efekt je zplisoben frak¢nosti materidlu vrstvy. Pro vétsi
rychlosti U funkce E(U) monotonné klesa, resp. je funkei
nerostouci. Hodnoty veli€iny M pro rostouci U po pomér-
n¢ dlouhy usek mirné klesaji, pro extrémné velkd U vSak
nelze prubéh jednoznacéné charakterizovat.

Pro urCeni prahu Uy tidkych rezimi existuje jako
alternativa ponc¢kud spolehlivéjsi kriterium. Definujme
relativni veli¢inu E; vztahem

E.=E/AP (8)
kde AP je tlakova ztrata mezi mistem odbéru tlakovych
fluktuaci a tlakem na vystupu z fluidniho prostoru. Pra-
hem Uy; pro uletovou tiidu fluidaci pak 1ze oznacit priitok,
pfi kterém hodnota E, zacind klesat. Situace je zobrazena
na obr. 4. Zakladnim kritériem, rozliSujicim husté fluidac-
ni rezimy od vrstev fidkych (resp. jiz caste¢né tidkych,
uletovych), je pak nasledujici tvrzeni:

V hustych fluidacnich vrstvach relativni veli¢ina fluk-
tuaci E; s rostoucim prutokem roste, v rezimech fidkych
(tletovych) tato veli€ina s rostoucim pritokem U klesa.

Fluktuace ve fluidnich reZzimech

V nasledujicim textu popiSeme detailn€ vlastnosti
fluktuacni charakteristiky v jednotlivych fluidacnich tfi-
dach a jejich rezimech, uvedenych v tabulce II. Diskuto-
vany jsou také souvislosti téchto vlastnosti s d&ji uvnitt
vrstvy, tak jak se nabizeji z pozorovani videozaznamt,
potizenych béhem experimentt.

[
»

<
3f 3

=

U, >
1 S
ms =5
=)

100

150

Obr. 4. Rozhrani hustych a Fidkych fluidnich vrstev; E prah
uletovych tiid, kiivka E(U), zavislost E, = E/AP na U. Rozhrani
je demonstrovano na vysledku experimentu: keramzit, frakce
1,0 az 1,2 mm, objem 700 ml, hmotnost 545 g, sypna vyska
13,9 cm, prahova rychlost 0,47 m st
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Trida statické vrstvy

Ttida obsahuje rezimy:

Rezim 1 — pevna vrstva. Funkce E(U) je konstantni.
Jeji hodnoty jsou velice malé, predstavuji ndhodny Sum
pozadi. Veli¢ina M nabyva hodnot kolem 0,66. Castice
vrstvy jsou nepohyblivé, vizualné je vrstva zcela v klidu.

Rezim 2- — sporadické bubliny, ¢astice v klidu. Oblast
fluktuacni charakteristiky kolem bodu B (viz obr. 3).
Funkce E(U) ptechazi plynulym ohybem k zacatku tseku
B-T, jeji hodnoty mirné rostou. Veli¢ina M e [0,66, 0,7] .
Castice vrstvy ve vzajemném dotyku. Mezi Gasticemi je
mozno pozorovat sporadicky prichod drobnych bublin. Ty
jsou také zdrojem mirnych fluktuaci prochazejiciho plynu.
Rezim 2- existuje v pomérné malém intervalu hodnot prii-
toku U . V tomto intervalu lezi také prahova rychlost flui-
dace Uy, urcitelna i jinymi klasickymi metodami.

Trida bublinové rezimy

Tato tfida obsahuje fluidni rezimy 2+ - cCetné bubli-
ny, ¢astice v pohybu, 3 — velké bubliny, 4 — explodujici
bubliny a 5 — pistovani. Funkce E(U) roste linearné (viz
obr. 3) . Mnozstvi ¢astic my fluktua¢niho jadra je kon-
stantni a je rovno celkovému mnozstvi ¢astic m ve vrstve.
Linearn¢ tedy roste i veli¢ina E;, definovana vztahem (6).
Mnozstvi ¢astic m, ve stavu fidkém je rovno 0.

Jednotlivé rezimy bublinové tiidy lze spolehlivé iden-
tifikovat intervaly hodnot, kterych nabyvé fluktuacni veli-
¢ina M. Porovnanim hodnot M pro experimenty z archivu
dat s vizualnimi zdznamy fluidaci béhem experimenti
byla sestavena tabulka intervali hodnot M pro jednotlivé
bublinové rezimy (tabulka III a obr. 5). Z tabulky je patr-
no, ze jednotlivé intervaly veli¢iny M pro bublinaté rezimy
se Castecné prekryvaji. Tato jejich vlastnost je zcela piiro-
zend, vyjadiuje jisty stupen neurcitosti a subjektivity pfi
vizualnim rozhodovéni, jaky pozorovany reZim ve vrstvé
prave probiha. Stejné neurcity charakter maji ostatné pie-
chody mezi rezimy ve vSech tfidach i pfechody mezi tii-
dami samotnymi.

Trida turbulentni rezimy

Ttidu turbulentnich rezimt (rezimy 6 a 7 v tabulce
II) mdzeme ve smyslu rostouci rychlosti U povaZovat za
nejvys$si skupinu rezimi jesté pln€ hustych. Veskera hmota
ve fluidaénim prostoru patii k fluktuaénimu jadru (my ° m).

2+
| | | |

075 080 08 09 09

065 070 1,00

Obr. 5. Znazornéni vzajemnych proporci a piekryvani inter-
vali hodnot veli¢iny M pro statické a bublinové rezimy fluid-
nich vrstev; Cisla rezimt jsou stejna jako v tabulce I1
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Tabulka III
Hodnoty fluktuacni veli¢iny M pro statické a bublinaté
rezimy vrstev®

Cisla Rezim M
rezimi
1,2- nehybna vrstva, sporadické bubli-  0,66-0,71
ny, Castice v klidu
2+ cetné bubliny, castice v pohybu 0,69-0,91
3 velké bubliny 0,90-0,96
4 explodujici bubliny 0,95-0,97
5 pistovani 0,96-0,99

*Oznadeni a ¢isla rezimi jsou stejna jako v tabulce I1

Nad horni ¢ast husté vrstvy v8ak vystfeluji gejziry, jejichz
Castice setrvavaji mimo vrstvu, a to ¢as kratsi, nez je délka
Casového okna pro vypocet FFT spektra. ProtoZze navrat
Castic do vrstvy je soucasné kontinualné provazen novym
vyronem gejzird, jevi se z hlediska tvorby fluktuaci d¢j
tak, jako by permanentné byl v hustém jadru pfitomen
pon¢kud mensi klidovy objem hmoty nez celkové m. Tato
disproporce se zvysuje s rustem U, hmota v gejzirech ros-
te.

V dusledku popsaného déje roste veli¢ina E(U) po-
stupné stale vice pomaleji nez linarn€. Prabeh kiivky E(U)
ma konkavni charakter (viz Giseky 6 a 7 na obr. 6). Relativ-
ni veli¢ina E(U) v turbulentnich rezimech jesté roste,
naopak veli¢ina M(E) jiz klesa. Prechody mezi v tabulce
IT uvedenymi turbulentnimi rezimy (6 — stfedni turbulence
a 7— plna turbulence) jsou pii pozorovéni v redlu po vizu-
alni strance velice t€Zko rozenatelné a nejednoznacné. To
je ve shodé s faktem, Ze totéz plati i pro pfechody mezi
useky 6 a 7 na fluktuacni charakteristice.

Trida Fidké (iletové) rezimy

Ve spodni ¢asti vrstvy (nad rostem) vzdy existuje
husta turbulentni vrstva (fluktuacni jadro), ktera je rozho-
dujicim zdrojem tlakovych fluktuaci. S rostouci rychlosti
U vsak stale vice ¢astic opousti hustou vrstvu a setrvava ve
vyssich partiich fluida¢niho prostoru ve stavu fidké vrstvy.
V tidké vrstveé Castice prispivaji k vytvareni fluktuaci dale-
ko méné. Cést z nich se miize vracet zpét do nizsich poloh,
ale s periodami daleko pfevysujicimi délku asového okna
pro vypocet FFT. Pokud jejich pohyb viibec vytvaii tlako-
vé fluktuace, potom diky jejich dlouhym periodam jsou
zahrnuty do konstantni slozky FFT a tudiz ignorovany ve
spektru. S dals$im zvySovanim rychlosti U se stale vétsi
podil castic volné vznasi a posléze i opousti vlastni flui-
daéni prostor. Jinymi slovy, zmenSuje se mnoZstvi my ja-
dra ve prospéch mnozstvi m, fidké slozky.

Z experimentil vyplyva, ze je vyhodné tfidu Fidkych
vrstev roz€lenit na tii rezimy (viz tabulka II), jejichz kvali-
tativni rozdil je patrny jak pfi vizualnim pozorovani, tak
i na vlastnostech prislusnych partii charakteristické fluktu-
acni kiivky.
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Obr. 6. Prehled poloh fuidacnich reZimid na fluktuaéni cha-
rakteristice; Cisla rezimu jsou stejnd jako v tabulce II. Polohy
jsou demonstrovany na experimentu: keramzit, frakce 1,0 az
1,2 mm, objem 700 ml, hmotnost 545g, sypna vyska 13,9 cm,
prahova rychlost 0,47 m s~

Rezim 8 — zacinajici tlet ¢astic. Na kiivee E(U)
odpovida ¢asti kolem jejiho globalniho maxima. Funkce
E(U) mé z pocatku trend rust ale v detailu muze vytvaret
fadu drobnych lokalnich maxim a minim. Za pocatek rezi-
mu 8 lze povazovat rychlost Uy, pti které E(U) poprvé
(byt lokaln¢) zac¢ne klesat. V kazdém ptipadé vsak od
zacatku tohoto rezimu permanentné klesa relativni veli¢ina
E(U) (viz obr. 4). Za konec rezimu 8 1ze povazovat rych-
lost, pti které zacne veli¢ina E(U) na fluktuacni charakte-
ristice trvale klesat. Veli¢ina M(E) v tomto rezimu trvale
mirn¢ klesa. Fakt, ze hodnota E(U) pro rostouci U ma né-
kolik lokélnich maxim a minim, odpovida piedstave, Ze
v rezimu 8 dochazi k vyraznému rozdruzovani Castic, které
je dano byt i mirnymi odliSnostmi fluidujich ¢astic, a to
nejen jejich velikosti, ale hlavné jejich aerodynamickymi
vlastnostmi. Jestlize pti rustu U ptejde do fidkého prostoru
vetsi mnozstvi Castic stejnych vlastnosti, klesa vlivem
zmenSeni hmoty my jadra hodnota E(U). V opacném pii-
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padé (my beze zmény) roste energie fluktuacniho jadra a
veli¢ina E(U) pak opét (lokéln€) roste. V kazdém piipadé
plati pro cely rezim 8 my+m.=m, tj. celkové mnozstvi
¢astic ve fluida¢nim prostoru ziistava zachovano.

Pti vizualnim pozorovani lze rezim 8 charakterizovat
takto:

Dolni husta vrstva silné turbuluje. Jeji gejziry proni-
kaji do podstatné &asti horni fidké vrstvy. Ridké frakce je
stale v patrném pohybu, jen malo Castic se ale vznasi vol-
né.

Rezim 9 — fidka vrstva. Z vizualniho hlediska lze
tento rezim popsat nasledovné: Fluktua¢ni jadro pfi rostou-
cim U ziskava na turbulentni dynamice, ale zcela evident-
né rychle ztraci svou hmotnost. Horni mez turbulujici sloz-
ky véetné gejzird expandujicich do fidké vrstvy nad ni se
postupné limitné blizi jakési (v dané vrstv€) maximalné
dosazitelné hodnoté. Naopak nad ni existujici fidka vrstva
pomérné rychle nabyva na vySce. V jeji dolni casti lze
zaznamenat vyrazny chaoticky pohyb, vyvolany prede-
v§im pronikénim gejzirti z niz§ich ¢asti. Smérem k vrcholu
fidké vrstvy vSak vznika stale objemnéjsi ¢ast, ve které se
Castice voln€ vznaseji a vykonavaji pohyb podobny Brow-
novu pohybu. Mezerovitost vrstvy podél vysky zarucuje,
ze lokalni prutokova rychlost Uy (y) (zavisla na vertikal-
ni soufadnici) je prakticky rovna individudlnim padovym
rychlostem u, jednotlivych castic. Pii jakémkoliv zvySeni
prutokové rychlosti U ptibude mnozstvi m. v fidké vrst-
ve€. Soucasné se zvysi vyska fidké vrstvy a mezerovitost se
preskupi do nové konfigurace, zarucujici podél vysky lo-
kalni rychlosti rovné u.. S jistym pfimérem lze tuto vlast-
nost nazvat ,,nasycenosti* fidké vrstvy.

Proces pokracuje az do okamziku, kdy fidka cast
fluidni vrstvy dosdhne horniho konce fluidniho prostoru.
Rychlost U, odpovidajici tomuto stavu, povazujeme za
konec rezimu 9, oznac¢ime ji symbolem U,, a nazveme
prahem tuletu fluidni vrstvy. Jakékoliv dalsi zvySeni rych-
losti U vede k tomu, Ze ¢ast ¢astic opousti fluidni prostor
(at’ jiz trvale v klasické fluidni vrstvé nebo do zpétného
transportu ve fluidni vrstvé s vné&jsi cirkulaci). Dilezitym
faktem je, ze pro vSechny rezimy, které pracuji pred dosa-
zenim rychlosti U,y je splnéna podminka my . m.-m, t;j.
celkové mnozstvi ¢astic ve fluidnim prostoru zlstava za-
chovéno.

Z hlediska vlastnosti fluktuacni charakteristiky lze
rezimu 9 odpovidajici usek popsat takto. Veli¢ina E(U)
trvale klesa. Hodnoty veli¢iny M(E) mirné klesaji, ale
stale odpovidaji turbulentnimu chovani hustého fluktuacni-
ho jadra.

Dilezitou vlastnosti fluktuacnich charakteristik flud-
nich vrstev, provozovanych vyhradné pro rychlosti
U < Uy, tj. v rezimech 1 az 9, je jejich stacionarita: tvar
charakteristické kiivky nezdvisi na Case. Pfi zvolené
(v Case konstantni) rychlosti U se poloha stavového bodu
p = p(U) = [E, M, U] neméni. Pti libovolné zmeéné U < U,y
smérem k mensim hodnotam se bod p = p(U) pohybuje po
stejné charakteristické kiivce (efekt podobny hysterezi
nelze pozorovat). Jinymi slovy, za predpokladu konstant-
nich provoznich podminek urc¢ité fluidni vrstvy se charak-
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teristicka kiivka neméni, pokud ovSem nenastanou urcité
materialové a fyzikalni zmény provozu.

Rezim 10 — transportni fidké vrstva. Rezim zac¢ina pfi
pritokové rychlosti U = U,y Tato hodnota pritoku silné
z4visi pro dany materidl na vySce fluida¢niho prostoru
(s vySkou roste) a na mnozstvi materidlu v zafizeni. Pro
velmi vysoké zatizeni ( nekonecny sloupec) mize byt tak
velikd, ze pro dany materidl k tletu mimo fluida¢ni
prostor viibec nemusi dojit. Klesa-li mnoZzstvi materidlu ve
fluidnim prostoru, rychlost U, roste. V zafizeni s vné&jsi
cirkulaci pak k cirkulaci viibec nedochazi. V takovém zafi-
zeni pii dané realizaci fluidni vrstvy je nejvysSim dostup-
nym reZimem rezim 9.

Necht’ dana realizace fluidni vrstvy pfipousti prechod
do stavu rezimu 10. Pfechodem se zméni podminka
my+m.=m na relaci my,m.<m. Dalsi prub¢h charakteris-
tické ktivky i d€ju ve vrstvé probihajicich se neda popsat
zcela jednoznacné. Podstatnym faktorem je okolnost, zda
jde o fluidni prostor bez cirkulace (s nevratnym uletem)
nebo prostor s vnéjsi cirkulaci ¢astic. Proberme oba ptipa-
dy.

Prostor bez cirkulace

D¢j ve fluidni vrstvé je v tomto pfipade nestaciondrni.
Pti zachovani daného konstantniho pratoku Uyy,s > Uy
pokraCuje transport Castic mimo zafizeni. To se projevi
postupnym snizovanim fluktuacni veli¢iny E v zavislosti
na Case, priCemz soufadnice Uy grafu E(U) zistava
nezménéna. Cely pokles trva do t¢ doby, nez ze zatizeni
nevratn¢ ulétne ¢ast materialu (zpravidla castic drobnéj-
Sich frakci). Tim se posunuje hodnota prahu U,, smérem
k vy$8im hodnotdm. Dé&j se ustali v okamziku, kdy je spl-
néna relace Uyysr = Uyy - Jinymi slovy, vrstva prejde k jiné
realizaci a to ke konci rezimu 9. Po pfipadném novém
zvySeni prutoku Uy se cely nestacionarni déj opakuje
(obr. 7). Cely cyklus kon¢i pfi uplném vyprazdnéni celého
fluidniho prostoru, kdy E(U) — 0 . Jestlize u neprazdné
vrstvy prejdeme snizovanim pratoku U k rezimim 9
a niz§im, lze na kiivce E(U) pozorovat silny hysterezni
efekt (obr. 8). Ten je dan jako dusledek faktu, ze v zafize-
ni pracuje pfi zpétném snizovani hodnoty U jiZ jina reali-
zace fluidni vrstvy, nez se kterou se pracovalo pivodné.
Oproti ptivodni je v této realizaci mensi mnoZzstvi m Castic
a obsahuje zpravidla hrubsi frakce.

Prostor s vnéjsi cirkulaci

V tomto piipadé nelze dost dobie uvést obecné platné
vlastnosti fluktuaéni charakteristiky. Déje ve fluidni vrstvé
i fluktuacni charakteristiky zavisi na celé fad¢ faktord,
resp. zpusobu cirkulace (vynuceny transport, spojitost Ci
nespojitost, rychlost zpétného toku atd.). Rezim 10 lze pak
nazvat cirkulujici vrstvou. Pro takovy rezim je vhodné
zkoumat déje ve vrstv€ jinak uspofddanymi experimenty.
Zcela ziejmé je, ze pro posuzovani déju v cirkulujici vrst-

24

fluktuace v jinych mistech fluidniho aparatu jako napf.
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Obr. 7. Postupny ilet hmoty ¢astic vrstvy a zména fluktuacni
charakteristiky; demonstrovano na experimentu: keramzit, frak-
ce 1 az 1,2 mm, ptivodni objem 700 ml, hmotnost 545 g, sypna
vyska 13,9 cm, prahova rychlost 0,47 m s. Hodnoty m udavaji
ustalena zbytkova mnozstvi fluidujici hmoty po ptekroceni pfi-
slusného prahu uletu a ustaleni d&je. Prahy trvalého tletu Uy
jsou : Uyy= 2,6 m st pro m = 542 ml; Uy,= 2,8 m s pro
m =420 ml; Uye=3,1 ms’ pro m = 320 ml; U,,= 3,4 m st pro
m =250 ml

2,5
i — —|rezim 10
2.0 kfivka 2
U,
-1
ms
m=360 ml T rezim 10
1,0 7 m=580 ml Kfivka 1
0,0 J
0 50 100 150 200
E

Obr. 8. Hystereze fluktuaéni kiivky po nevratném tletu ¢asti
materidlu z fluidni vrstvy; material vrstvy tvoii ¢astice vapen-
ce, O kiivka 1 — charakteristicka kiivka pro vrstvu 580 ml
s frakei 0,1 az 0,65 mm, s prahem fluidace 0,11 m s'a prahem
nevratného Gletu 1,25 m s™'; ® kiivka 2 — charakteristika VIStvy
po nevratném uletu Casti materialu, objem vrstvy 360 ml, frakce
0,5 az 0,65 mm, prah fluidace 0,27 m s, prah nevratného uletu
2,06ms"

v horni ¢asti (v fidké fazi) nad mistem ndvratu castic do
fluidniho prostoru nebo pfimo ve fluidnim uzavéru a jeho
okoli. Celd problematika fluktuaci fluidujicich vrstev ve
stavu cirkulace presahuje ale ramec této prace.
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Zavér

Predlozenou metodou zjistovani aktualnich fluidac-
nich tfid a rezim s pouzitim fluktuacni charakteristiky lze
pomérné dobfe urcovat stav fluidni vrstvy pti daném pri-
toku plynu zafizenim. Popsané pfi¢inné vztahy mezi vlast-
nostmi fluktuaénich charakteristik a momentalnimi rezi-
my fluidnich vrstev mohou navic osvétlit dynamické me-
chanismy jevid fluidaci systému tuhych Castic ve vertikal-
nim proudu plynt. Kromé toho vztahy mezi fluktua¢nimi
charakteristikami a reZzimy fluidnich vrstev umoziuji defi-
novat jednotlivé rezimy na zakladé definovanych usekl
fluktuacnich ktivek. Definice rezimi se tak dostava z do-
savadnich oblasti znacné subjektivnich popisi vizualné
pozorovanych chovani do oblasti objektivné definovanych
a méfitelnych dat.

Seznam symboll

a; amplituda i-té spektralni Cary

Ci komplexni hodnota i-té spektralni ¢ary (pfislusné
frekvenci f;), Pa

d primeér vrstvy, cm

Ey hodnota E pro Sum pozadi.

E; relativni veli¢ina, definovana vztahem (8), bezroz-
mérna

E specificka veli¢ina, definovana vztahem (6), Pa ml™!

E(U) charakteristickd veli¢ina tlakovych fluktuaci pfi
rychlosti U, definovana vztahem (5), Pa

F trojrozmérny prostor £ x M x U

FFT rychlad Fourierova transformace

fi frekvence spektralni ¢ary, Hz

fm median setfidéného spektra, Hz

fmax ~ maximalni frekvence diskrétniho Fourierova spekt-
ra, Hz

fmin  minimalni frekvence diskrétniho Fourierova spekt-
ra, Hz

h vyska vrstvy, cm

m mnozstvi ¢astic ve vrstvé (klidovy objem vrstvy),
ml

me mnozstvi castic v fidké fluidacni frakei vrstvy
(klidovy objem), ml

my mnozstvi ¢astic ve fluida¢nim jadru vrstvy (klidovy
objem), ml

M(U) charakteristickd veli¢ina tlakovych fluktuaci pfi
rychlosti U, definovand vztahem (4), bezrozmérna

P tlak plynu ve vrstvé, Pa

p vektor [E(U), M(U), U], fluktuacni stavovy vektor

AP tlakova ztrata, Pa

T teplota pfivadéného plynu (vzduchu), °C

U rychlost plynu ve volném prifezu kolony, m s

Ug  prah tiidy fidkych rezima fluidni vrsrvy, ms™

Ue individualni padova rychlost jednotlivé &astice, m s

Uy préh trvalého uletu fluidni vrsrvy (rezimu 10), m s
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Uok(y) lokalni linearni rychlost (zavisla na vertikalni sou-
fadnici y), m s’

Unax  maximalné dosazena prutokova rychlost, m !

Unr  préh fluidace fluidni vrsrvy, ms

Uuw préh  tiidy turbulentnich tezimt fluidni vrsrvy,
ms

w vykon spektra, Pa*

Recké symboly

pv sypna hustota, kg m

Predkladany text vznikl na zdklade experimental-
nich praci v ramci grantového projektu A4072001 Gran-
tové agentury Akademie véd CR a s podporou GA CR
(grant 203/021002).
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Uvod

Pro analyzu VOC (volatile organic compounds — té-
kavé organické latky) v ovzdusi se nejcastéji pouziva me-
toda vyuzivajici adsorpci latek na sorpénich materialech'.
Tato metoda bézné¢ vyuziva n€kolik hlavnich druht sor-
bentli. Vedle pfirodnich materiali, jako jsou napf. zeolity
(také syntetické), existuje Siroka paleta uhlikatych materia-
14 (napt. kokosové uhli, Carbotrap, Carbopack aj.) a poly-
¢ek Porapak, Tenax a sorbenty Century Series
(Chromosorb 101-108). Tenax TA je Siroce pouZivany
sorbent na bazi polymeru 2,6-difenyl-p-fenylen oxidu.
Jedna se o polymer se specifickym povrchem 35 m*g™,
objemem poérii 2,4 cm® g™, pramérnou velikosti pora 200
nm a hustotou 0,25 g cm™, jeho teplotni stabilita je uva-
déna’® az do 350 °C. Diky uvedenym vlastnostem, nizkému
obsahu necistot a dobré stabilit¢ matrice 1ze Tenax TA
pouzit pfi analyze pomérné Siroké skaly VOC.

Pro praktické pouziti sorbentu v analyze ovzdusi po-
moci sorpcnich trubicek jsou dulezité udaje o bezpecnych
vzorkovacich objemech. Bezpecny vzorkovaci objem vy-
jadfuje objem kontaminovaného ovzdusi (vztazeny na
hmotnost sorbentu), ktery je mozné odebrat bez rizika
priniku nékteré z latek s nejmensi retenci v analyzované
smési. V literatufe’ je SSV (save sampling volume — bez-
pecny vzorkovaci objem) uvadén naptiklad jako 2/3 prini-
kového objemu BTV (breakthrough volume), tedy objemu
plynu, pfi jehoz prichodu sorbetem jiz pravé dojde k eluci
analytu, a to za dané teploty (opét vztaZeno na hmotnost
sorbentu). Z toho je patrné, Ze stanoveni BTV hraje dilezi-
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tou roli pro praktické vyuziti — stanoveni SSV, a je vedle
dalSich charakteristik, jako sorpéni kapacita, pocet teore-
tickych pater a teplotni stabilita, dilezitym parametrem
sorpcniho materidlu. Informaci o BTV na Tenaxu TA je
viak v literatufe znaéné omezené mnozstvi* . Publikovana
data zpravidla uvadéji Gdaje v omezeném teplotnim rozsa-
hu zpravidla nad 150 °C. Stanoveni BTV za normalnich
nezbytné pouziti malych mnozstvi sorbenti a specializova-
nych pfistroji k pfesné regulaci nizkych teplot a vhodnych
pritokd. Pomérné velké mnozstvi informaci o BTV orga-
nickych latek obsahuji internetové stranky spole¢nosti
Scientific Instrument Services, Inc®, které viak neuvadéji
BTV sirnych sloucenin. Prezentovana data byla ziskana
metodou popsanou J. J. Manurou’. Ten viak neobjasiiuje
podminky popsanych méfeni, zejména pak nespecifikuje,
které BTV jsou pfimo experimentalné naméieny a které
jsou pouze extrapolovany z dat naméfenych pii teplotach
vyssich.

V této praci, ktera byla provedena na Ustavu organic-
ké chemie Fakulty zemédé€lskych a aplikovanych biologic-
kych véd, Univerzita Ghent, Belgie, na pracovisti vyzkum-
né skupiny ENVOC (Environmental Organic Chemistry),
bylo vybrano 15 organickych latek (viz Experimentalni
¢ast), u nichZ byly stanoveny jejich prlinikové objemy
a adsorpéni entalpie na Tenaxu TA v celkovém teplotnim
rozmezi od —10 °C do +170 °C.

Vypocetni vztahy

Pro vypocet primikového objemu byl pouzit vztah®®:

[”J LW
Fit'y . T Fyt'zs 3\ p T
BTV = ~AR ;Im _ DalR o/

M T, M 2 T

p()

kde BTV je primikovy objem [ml g™'] pfi teploté sorbentu
T [K], Fa je objemovy pritok nosného plynu [ml min ']
méfeny za teploty T [K], t’r je retencni Cas dané latky
[min], M je hmotnost sorbentu [g], j je tlakovy korekéni
faktor vypocteny z p; a p,, coZ jsou vstupni a vystupni
tlaky na trubicce se sorbentem [kPa].

Teplotni zavislost BTV je obecné vyjadiena van Hoffo-
vou rovnici'’:

d(n BTV )  AH;
ar RT ?

)

kde AH7 je adsorpéni entalpie [J mol™] pfi teploté T [K]
a R je univerzéalni plynové konstanta.

Za predpokladu, Ze je adsorp¢ni entalpie konstantni,
dostaneme po upravé a zjednoduseni rovnice (2) vztah:
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In BTV = %Jr C, 3)

kde A = —AH/R a C, je integracni konstanta. Rovnice (3)
vyjadfuje linearni zavislost logaritmu BTV na reciproké
hodnoté absolutni teploty''. Tuto rovnici lze vyuZit pro
vypocet BTV pii dané teploté¢ odbéru ze znalosti 4, a C,
zjisténych experimentalng.

Pro stanoveni SSV [ml g '] za danych podminek je
pak pouzita jednoducha rovnice':

SSV = i—BTV )

7 wr

Experimentalni ¢ast
Piiprava vzorkd

Pouczite latky

V této praci byly pouzity VOC, které byly rozd€leny
do dvou skupin podle ofekavanych retencnich ¢asti. Prvni
skupina zahrnovala n-pentan (Cistota 99 %, Fluka Chemi-
ka, Buchs, Némecko), n-hexan (98%, VEL, Leuven, Bel-
gie), 1-hexen (97%) methylacetat (99%), aceton (99,9%),
dimethylsulfid (99%), dimethyldisulfid (99%) (vSe od
Acros Organics, New Jersey, USA) a chloroform (99%,
Janssen Chimica, Geel, Belgie). Ve druhé skupiné pak byl
ethylacetat (99,99%, Acros Organics, New Jersey, USA),
m-xylen (99%, Fluka Chemika, Buchs, Némecko), benzen
(99%), 2-pentanon (99%), tetrachlorethen (99%) (vSe od
Janssen Chimica, Geel, Belgie), toluen (99,8%) a trichlore-
then (99,5%) (Aldrich Chemical, Milwaukee, USA). Jako
rozpoustédlo byl pouzit methanol (99,8%, J.T. Baker,
Phillipsburg, USA). Uvedené latky byly pouzity bez na-
sledného cisténi. Dale bylo bylo pouzito helium (Helium 2
od Alphagaz, Liege, Belgie) jako nosny plyn a sorbent
Tenax TA (zrnéni 60-80 Mesh od Supelco, Bellefonte,
USA) utésnény v trubi¢ce kiemennou vatou (od Inter-
science, Louvain-la-Neuve, Belgie).

nastfik vzorku

unity - regulace teploty a prutoku
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Priprava plynnych vzorkii

Pro davkovani byly pfipraveny dva smésné zakladni
roztoky latek obou skupin v methanolu. Pro pfipravu plyn-
nych vzorkil o pozadované koncentraci 4 az 6 gm byl
vyuzit dvoufazovy uzavieny systém zalozeny na rovno-
vazném rozdéleni latky mezi vodnou a plynnou fazi
v uzaviené nadobé. Nejdiive byl do specidlni odmérné
bailky nadavkovan znamy objem destilované vody. Pod
jeji hladinu bylo nasledné nastfiknuto potiebné mnozstvi
zakladniho roztoku a barka byla okamzité uzaviena zatkou
opatfenou septem. Koncentrace dané latky v plynné fazi
byly vypogitina z Henryho zakona podle vztahu'*:

m

Cp=——r
Ve +Vy/H

()

g

kde C, je koncentrace latky v plynné fazi [g m>], m je
mnozstvi latky v systému [g], V, je objem volné plynné
faze baiiky [m’], Vi je objem vodné faze [m’] a H' je bez-
rozmérna Henryho konstanta za teploty temperace 25,0 +
0,1 °C. Bezrozmérné Henryho konstanty byly prevzaty
z literatury'®. Temperovani vzorki probihala pies noc.

Zjisteni tlakového korekcniho faktoru

Korek¢éni faktor j byl stanoven na aparatuie skladajici
se z tlakové lahve nosného plynu, pratokového regulatoru
s tlakomérem Chrompack BFU103 a termostatu plynového
chromatografu HP 5890, kde byla umisténa sorp¢ni trubic-
ka s Tenaxem TA.

Stanoveni prianikovych objemu

Aparatura

Aparatura pro stanoveni priinikovych objemt je sche-
maticky znazornéna na obrazku 1. Do proudu nosného
plynu (He) byl pres 1/8” T kus (Swagelok, Solon, USA)
zakonCeny septem (Alltech Associates, Lokeren, Belgie)
nastfiknut 500 pl plynotésnou stfikackou Hamilton 1750
(Hamilton, Bonaduz, Svycarsko) plynny vzorek smési
latek v rozmezi od 100 do 250 pl. Ten pak prochézel

plynovy

. hiivany chromatograf
nosny plyn l sorpéni trubi¢ka nggsﬁgy
He s Tenaxem TA ) )

—_— ;4 I _ f [ = L

T kus \ /
v 7 l
kfemicita vata hmotnostni
odvod detektor
prebytku

Obr. 1. Schéma experimentalni aparatury pro méfeni BTV
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sorpéni trubickou (Markes International, Pontyclum,
Anglie, UK) o délce 120 mm, vnitinim priméru 2 mm
a vnéj§im priméru 2,9 mm, umisténou v Unity — jednotce
regulace teplot a pritokd (Markes International, Ponty-
clum, Anglie, UK). Trubicka obsahovala 29,4 resp. 3,0 mg
Tenaxu TA. Za trubickou nasledovalo déleni toku plynu
avstup vyhfivanym prestupem do plynového chroma-
tografu GC Trace 2000 (ThermoFinnigan, Milan, Italie),

Tabulka I

Laboratorni pfistroje a postupy

ktery obsahoval kapilarni kolonu Chrompack CP-SIL 5
(60 m; 0,32 mm; 0,25 um). Systém byl ukoncen hmotnost-
nim detektorem MS Trace DSQ WE 250
(ThermoFinnigan, Austin, USA) a byl ovladan osobnim
pocitatem Compaq PC-EVO-310 vybavenym softwarem
Unity 1.2.0 (Markes International, Pontyclum, Anglie,
UK) a Xcalibur 1.3 (ThermoFinigan, Austin, USA).

Stanovené hodnoty primikovych objemi BTV [ml g '] zkoumanych VOC na Tenaxu TA a jejich relativni standardni

odchylky RSD (%) z péti opakovani.

Latka BTV pii¢[° C]

0 10 20 30 35 40 50 60 80 100 120 140 160
n-Pentan 1260 1000 812 600 226 92,8
RSD, % 52 79 32 2,5 57 81
n-Hexan 7160 4970 3380 2270 779 305
RSD, % 8,1 5,9 2,2 3.9 1,9 4,15
1-Hexen 10900 8060 6330 3860 2300 817 298 118
RSD, % 2,4 4,3 4.4 5,1 2,4 1,8 5,1 7,7
Benzen 12800 6790 3810 1390 662 285 124
RSD, % 2,7 1,5 1,6 2,1 2,0 5,9 9,3
Toluen 84200 30900 15800 4840 1950 758 314
RSD, % 6,7 39 1,5 1,1 0,7 2,0 5,1
m-Xylen® 6150 2000 773 321
RSD, % 0,8 0,9 2,0 3,1
Aceton” 2880 2140 1560 970 695 283
RSD, % 2,6 1,4 1,6 2,8 1,8 2,7
2-Pentanon 125000 35600 17300 8750 2670 1090 431
RSD, % 3.8 2,6 2,8 0,9 0,6 1,0 3,7
Dimethylsulfid 25700 13800 8130 2750 2030 1520 931 627 245 93,7
RSD, % 5,6 3,8 2,3 1.4 2,0 1,1 2,5 1,4 4,0 6,8
Dimethyldisulfid 2,67.10° 21400 11800 3380 1140 447 171 72,5
RSD, % 2,3 0,9 1,0 0,4 1,1 1,5 74 40
Chloroform 63100 39500 26800 10800 7890 5770 3440 2160 786 331 132
RSD, % 5,9 3,9 3,7 1,9 1,4 2,0 1,7 0,6 1,0 1,4 5,3
Trichlor-ethen 29800 16500 8460 4500 1540 701 285
RSD, % 2,5 1,8 1,7 1,6 1,6 20 37
Tetra-chlorethen 85800 30600 15400 4830 2010 765 321
RSD, % 5,5 4,2 1,8 1,5 0,8 2,4 2,6
Methyl-acetat 76100 39200 24100 5450 3930 2920 1790 1130 421 166
RSD, % 4,9 3,7 4,3 1,6 1,3 1,5 1,9 1,2 2,0 4.4
Ethyl-acetat 69200 37100 12600 5890 3100 1010 476 174
RSD, % 8,2 4,4 1,8 4,0 2,4 2,2 2,1 8,8

“m-Xylen - pii t = 170°C BTV = 180 ml g, RSD = 7,3 %, ® aceton - pii t =-10 °C BTV = 1,75.10° ml g, RSD = 4,0 %
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Podminky méreni
Retenéni Cas organické latky se skladal ze tii slozek,
vyjadienych vztahem:

(©)

tyoc =1'R+t'Gc 1IN,

kde tyoc je celkovy retencni Cas latky [min], g je Cisty
retencni Cas latky na sorbentu, ' gc je Cisty retencni ¢as na
koloné plynového chromatografu a ty, je mrtvy retencéni
Cas odpovidajici retencnimu ¢asu dusiku, ktery se do systé-
mu dostal spolu s plynnym vzorkem z CTS. Béhem vsech
meteni byla teplota kolony 200 °C.

Nejprve byl stanoven #’g¢ vSech slozek tak, ze teplota
sorpéni trubicky byla 280 °C, kdy byla ptredpokladana
nulova zadrz VOC na sorbentu. Béhem dalsich experimen-
th byly méfeny rozdily retencnich ¢asti At (At = tyoc — tn2)
v celkovém teplotnim intervalu sorbentu od —10 °C do
170 °C. V pripadé pfilis dlouhé doby zdrzeni latek za dané
teploty na vét§im mnozstvi (29,4 mg) sorbentu bylo pouzi-
to mnozstvi mensi (3,0 g). Byly tak stanoveny #’r uvede-
nych patnacti organickych latek podle vzorce:

g = At —t'ge (7)

Pritok nosného plynu sorbentem byl v rozmezi od 15
do 55 mlmin™ s dé&licim pomérem 1:27 az 1:96, ktery
umoznil udrzovat konstantni pritok do hmotnostniho
spektrometru na 0,58 ml min"'. Viechna méfeni byla pét-
krat opakovana.

Zpracovani vysledkii

Pro statistické zpracovani namétenych dat byl vyuzit
program SPSS (SPSS Inc., Chicago, USA), a to ¢asti vy-
hodnocujici linearni regresi pouzitého modelu a dale pro-
gramy fady MS Office XP, pfedné Microsoft Excel.

Vysledky a diskuse

Hodnoty BTV vypoctené podle rovnice (/)
z naméfenych Cistych retencnich casu a tlakovych korekc-
nich faktorti jsou uvedeny v tabulce 1.

Vysledky ukazuji na silnou teplotni zavislost priniko-
vych objemti zkoumanych VOC na Tenaxu TA. Napf. BTV
chloroformu klesa v rozmezi teplot od 0 °C do 100 °C 190x%,
u methylacetatu potom ¢ini tento pokles béhem stejného
teplotniho intervalu nasobek 482. I v malém teplotnim
rozmezi béznych odbérovych teplot (0 az 30 °C) miize byt
zména BTV ftadova, a to napf. u dimethylsulfidu (9,3%)
a methylacetatu (14x).

V dostupné literatuie nebyly nalezeny informace
o experimentalné zjisténych BTV za béznych odbérovych
teplot. Srovnani naSich vysledki s BTV uvefejnénymi
spole¢nosti SIS, Inc®. ukazuje napiiklad pro chloroform pfi
teplotach 0, 20, 40 a 60°C rozdily pohybujici se
v intervalu 0,57 az 1,6 nasobku naSich experimentalnich
vysledkt. To miize byt zptisobeno rozdilnym postupem pti
vypoctu (nebyl pouzit tlakovy korekéni faktor) a tim, ze
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Obr. 2. Graf zavislosti prirozeného logaritmu BTV na reci-
proké hodnoté absolutni teploty pro n-pentan (1), n-hexan (2),
1-hexen (3), trichlorethen (4) a tetrachlorethen (5).
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Obr. 3. Graf zavislosti pFirozeného logaritmu BTV na recipro-
ké hodnoté absolutni teploty pro dimethylsulfid (1), methylace-
tat (2), chloroform (3), ethylacetat (4) a dimethyldisulfid (5)

2.2 2,6 3,0 34 3.8

UT, K .10°
Obr. 4. Graf zavislosti pFirozeného logaritmu BTV na recipro-
ké hodnoté absolutni teploty pro aceton (1), benzen (2),
2-pentanon (3), toluen (4) a m-xylen (5)

data SIS, Inc. jsou pro tyto odbérové teploty extrapolovana
z vysSich teplot.

Dalsim krokem pfi zpracovani dat byla aplikace rov-
nice (3) na vysledky BTV z naseho méteni. Ze statistic-
kych vysledki, prezentovanych v tabulce 1I, je patrné, ze
rovnice (3) uspokojivé vysvétluje teplotni zavislost BTV
s hodnotami spolehlivosti R* od 0,9737 (aceton, pocet
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Tabulka II

Laboratorni pfistroje a postupy

Vysledky aplikace rovnice (3) na experimentalni data BTV. 4, a C; jsou konstanty rovnice (3), AHrt je adsorpéni entalpie
[kJ mol™'] latek na Tenaxu TA, R? je hodnota spolehlivosti pro n naméfenych bodii, BTV 20 °C je ptedpokladany priniko-
vy objem latky pii 20 °C [ml g"'] a SSV 20 °C je bezpetny vzorkovaci objem vzduchu pro danou latku pii 20 °C [ml g

vypocitany z rovnice (4)

Latka A, C — AHr R’ n BTV 20 °C SSV 20 °C
Pentan 4567 + 368 -7,55+1,11 38,0+ 3,1 0,9746 6 3,07E+03 2,05E+03
Hexan 5168 +321 -7,99 £ 0,97 43,0+£2,7 0,9848 6 1,54E+04 1,02E+04
Hex-1-en 5955+136  —-10,25+0,41 49,5+ 1,1 0,9969 8 2,35E+04 1,57E+04
Benzen 5869 + 92 -9,32 £ 0,26 48,8+0,8 0,9988 7 4,44E+04 2,96E+04
Toluen 6455+ 150 -9,78 £ 0,43 53,7+1,2 0,9973 7 2,07E+05 1,38E+05
m-Xylen 8180 £201 —13,19+0,49 68,0 + 1,7 0,9982 5 2,46E+06 1,64E+06
Aceton 6650 +489 13,62 +1,58 55,3 +4,1 0,9737 7 8,64E+03 5,76E+03
Pentan-2-on 7212+319 —-12,41+£0,94 60,0 +2,7 0,9903 7 1,97E+05 1,31E+05
Dimethyl- 5769 £165  —10,95+0,53 48,0+ 1,4 0,9935 10 6,18E+03 4,12E+03
sulfid

Dimethyl- 7349 + 69 —12,66 £ 0,20 61,1+0,6 0,9995 8 2,45E+05 1,63E+05
disulfid

Chloroform 5631+ 127 -9,30 £ 0,40 46,8 + 1,1 0,9954 11 2,01E+04 1,34E+04
Trichlorethen 6166+90  —10,04 £0,27 51,3+0,7 0,9989 5,95E+04 3,97E+04
Tetrachlor- 6430 + 138 -9,71 £0,39 53,5+ 1,1 0,9977 2,04E+05 1,36E+05
ethen

Methylacetat 6399 +£285  —12,20+0,91 532+24 0,9844 10 1,52E+04 1,01E+04
Ethylacetat 6908 £230  —12,51£0,70 574+1,9 0,9934 8 6,32E+04 4,22E+04

namétenych bodu n = 7) do 0,9995 (dimethylsulfid, n = 5).
Grafické zndzornéni namétenych hodnot a linedrniho mo-
delu rovnice (3) je zobrazeno na obr. 2 az 4.

Ze smérnice regresni primky byly vypocitany ad-
sorpéni entalpie uvedenych latek na Tenaxu TA. Jejich
hodnoty jsou uvedeny v tabulce II a pohybuji se v rozmezi
od —38,0 + 3,1 kJ mol ™ (n-pentan) do —68,0 + 1,7 kJ mol™
(m-xylen). S rostouci absolutni hodnotou adsorp¢ni ental-
pie roste interakce mezi adsorbentem a adsorbatem,
ato v fadé n-pentan, n-hexan, chloroform, dimethyl-
sulfid, benzen, 1-hexen, trichlorethen, methylacetat,
tetrachlorethen, toluen, aceton, ethylacetat, 2-pentanon,
dimethyldisulfid a m-xylen. Z hodnot adsorp¢nich entalpii
Ize odhadnout, ze tato interakce byla pouze fyzikalniho
charakteru a nedochazelo k tvorbé kovalentnich vazeb'*.
Zjisténé hodnoty adsorpcni entalpie je mozné porovnat
s literaturou'*"*"7, kde jsou viak pouzity jiné sorbenty nez
Tenax TA. Napf. Bilgi¢ a Askin ve své praci® zjistili ad-
sorpéni entalpie pro n-hexan na aluming (41,0 kJ mol ")
a molekulovych sitech 5A (27,5 kJmol')a 3A
(— 34,7 kJ mol ") pii experimentech provedenych za teplot
nad 200 °C. Grajek a spol.'® uvedli adsorp&ni entalpie né-
kolika latek na tfech typech aktivniho uhli (WS-4, NP-5
aR) a vysledky pro n-hexan ¢inily —-75,9; —100,2
a—883kImol,v teplotnim rozmezi od 250 do 320 °C.

Vysledky méfeni prinikovych charakteristik patnacti

organickych latek na Tenaxu TA v celkovém teplotnim
rozsahu od —10 °C do 170 °C ukazuji na vysokou teplotni
zavislost prinikovych objemt a tedy i bezpe¢nych vzorko-
vacich objemt. Dusledkem toho pak musi byt uvazené
vzorkovani kontaminovaného ovzdusi tak, aby bé&hem
tohoto, z hlediska analyzy organickych latek nejdilezite;-
$iho procesu, nedochdzelo k tiniku analytti a k znehodno-
ceni vysledkll celého méteni. Praktickym piikladem jsou
pak v tabulce II prinikové objemy a bezpecné vzorkovaci
objemy latek pti bézné odbérové teploté 20 °C, vypoctené
z rovnic (3) a (4). Z vysledki vyplyvd, ze zkoumany ana-
vat na trubi¢ku s obsahem 1 gram Tenaxu TA procerpanim
maximalniho doporuceného objemu vzorku zkoumané
atmosféry (SSV) v mnozstvi 2,05 litr.

Autori dekuji profesoru Jo Dewulfovi, profesoru Her-
manu Van Langenhovi a Patricku De Wispelaere (Ustav
organické chemie, Univerzita Gent, Belgie) za jejich vy-
znamnou pomoc pri provadeni laboratornich experimentii
a ddle profesoru Miklosi Gorgényimu (Ustav fyzikdlni
chemie, Univerzita Szeged, Madarsko) za odborné rady.
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Seznam pouzivanych zkratek

BTV Breakthrough volume — prinikovy objem

CTS Close two phase system — uzavieny
dvoufazovy systém

SSv Save sampling volume — bezpe¢ny vzorko-
vaci objem

VOC Volatile organic compounds — t€kavé orga-
nické latky
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DIFERENCIALNI PERMEAMETR
URCENY K MERENI PROPUSTNOSTI
PLYNU A PAR ORGANICKYCH LATEK
SKRZE PLOCHE POLYMERNI
MEMBRANY
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Doslo 1.11.04, ptijato 19.1.05.

Klicova slova: diferencialni permeametr, koeficient pro-
pustnosti, polymerni membrany

Uvod

Pro vyb& vhodné polymerni membrany urcené
k separaci plynti nebo par je nezbytna znalost jejich trans-
portnich vlastnosti. Predikce transportnich vlastnosti je
komplikovana anomaliemi v chovani polymer — Cista latka
nebo trojice polymer — slozka 1 — slozka 2, zejména pro
smési par pfi rizném stupni syceni. Literarnich tdaji
o téchto vlastnostech je stale nedostatek.

Proto byl zkonstruovan novy diferencialni permeame-
tr, ktery 1épe vyhovuje pro stanoveni koeficientli propust-
nosti nejen plynt, ale také nasycenych i nenasycenych par
a jejich smési, a u kterého byly realizovany nékteré upra-
vy, umoziujici méfeni v SirSim rozsahu propustnosti
a fizeni experimentu pocitatem.

Pti konstrukcei pristroje bylo uzito osvéd¢enych prvki
s termistory, integrovaného do vystupniho oddéleni métici
cely2 a kohoutu V1 (obr. 1) do vstupniho oddéleni cely,
oboji pro sniZzeni deformace signalu vlivem parazitnich
Casovych konstant a dopravniho zpozdéni.

U diferencidlni metody jsou pary latky proslé skrze
membranu odvadény nosnym plynem s prutokem v k de-
tektoru a pro hustotu diftzniho toku latky vzhledem
k nehybnému polymeru lze ve stacionarnim stavu
J(t—>o0) psat’:

(1)

kde cg je molarni koncentrace dané latky ve stacionarnim
stavu a 4 je aktivni plocha membrany. Ve stacionarnim
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stavu je Js = konst., 4 = konst. a z toho plyne, Ze soucin
V. cg je rovnéZ konstantni. ProtoZe plati, Ze signdl ¢idla je
pfimo umérny koncentraci métené latky, pak ve stacionar-
nim stavu

V-ug = konst.

2
kde ug je maximalni signal katarometrického cidla ve sta-
cionarnim stavu (déle jen maximalni signal, obrazek 2).

Za predpokladu, Ze koncentrace latky (plynu nebo
par) v membrané je linearni funkci vnéjsiho rovnovazného
tlaku, 1ze na zakladé 1. Fickova zakona pfi konstantnim
difiznim koeficientu vyjadfit hustotu diftzniho toku J
vztahem®

s=-rf

kde (0p/0x) je gradient tlaku latky v membrané a P je koe-
ficient propustnosti udavajici mnozstvi latky proslé jednot-
kovou plochou membrany za jednotku ¢asu pii jednotko-
vém gradientu tlaku. Integraci vztahu (3) za pocatecnich
a okrajovych podminek p =p; pfix =0ap=p,piix =1L
v Case ¢ > 0 ziskame pro stacionarni stav vztah:

Jg-L
(p1 _pz)

ap
ox

()

po 4)

kde p; a p;, jsou stalé rovnovéazné tlaky latky po obou stra-
nach membrany (p; > p») a L je tloustka membrany.

Za podminek experimentu, kdy predpokldddme na
jedné strané polymerni membrany stalou koncentraci mé-
fené latky a na druhé stran¢ pfi x = L piedpokladame jeji
koncentraci stale nulovou, je p, = 0. Pfi stanoveni koefici-
entu propustnosti par je gradient tlaku dan parcidlnim tla-
kem par py v nosném plynu a ze vztahu (4) plyne, Ze

pog L (5)
by

Pro diferencialni metodu je hustota difizniho toku ve sta-
cionarnim stavu konstantni a dosazenim rovnice (/) do
rovnice (5) dostaneme
_Veceg-L
A4-py

P (©)

Nalezeni vztahu mezi koncentraci méfené latky cg a signa-
lem katarometrického ¢idla ug je popsano v kapitole Kalib-
race pristroje.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Popis pifistroje
Blok mérici cely

Blok méfici cely byl konstruovan® ve spolupraci
s firmou MIKROPUR s.r.0., kde byla cela také vyrobena.
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Hlavnim cilem pfi konstrukci nové méfici cely bylo
snizeni vlivu parazitnich rusivych vlivil na stabilitu signalu
katarometrického ¢idla pti zachovani nizkych casovych
konstant a dopravnich zpoZdéni. Proto bylo osvédcené
pistové uspofadani® nahrazeno kompaktnim nerezovym
blokem, délenym v Grovni membrany na c¢éast vstupni,
sdruzenou s ventilem V1 (obrazek 1) a ¢ast vystupni, ktera
obsahuje katarometrické ¢idlo indikujici koncentraci per-
meatu v nosném plynu'. Hlavnim divodem k t¥mto zmé-
nam bylo to, aby umisténi obou termistort, referencniho
i méficiho, bylo dokonale shodné vzhledem k toku nosné-
ho plynu. Tim bylo dosazeno podstatného snizeni zmén
vystupniho signalu vlivem zmén pritoku a teploty pficha-
zejiciho nosného plynu.

Detektorova Cast je opatiena termostatovacim plastém
spojenym s vnéjsim okruhem kapalinového kryotermosta-
tu. Membrana o praméru 45 mm je fixovana na detektoro-
vé Casti tak, aby po vlozeni mohla byt vizudlné kontrolo-
véna. U&inna plocha membrany, 10 cm®, je uréena vniti-
nim primérem nerezového piidrzného krouzku a jedinym
O-krouzkem je tésnéna jedna strana membrany proti druhé
i proti exteriéru. Ventil V1 je soucasti méfici cely z duvo-
du minimalizace dopravniho zpoZzdéni pfi vyméné nosného
plynu za méfeny plyn. Je ovladan elektromotorem bez
reverzace pres odpruZenou ojnici. Toto feSeni umoZiiuje
dostatecné rychle ménit polohu kohoutu bez tlakovych
razi arudivych elektrickych pulzi. Pocita¢ komunikuje
s elektromotorem pomoci dvou biti digitalniho vystupu
a polohu ventilu V1 kontroluje pomoci dvou bitt digitalni-
ho vstupu, spojenych s elektromechanickymi (koncovymi)
spinaci.

Blok meéfici cely je umistén ve skiini rozdélené na
dvé oddéleni, kterd jsou termostatovana na teploty o 1 az
4 °C vyssi nez je teplota méfici cely. V této skiini je umis-
téna isaturacni jednotka a trubice, kudy jsou vedeny

SG > 1]

D
H, »=d 2} c GC
131
(AR 7
5 R V2
6%
‘fﬂ10 X711
S1 S2

Obr. 1. Schéma diferencialniho permeametru; SG — méfeny
plyn, H2 — nosny plyn (vodik), C — méfici cela, GC — plynovy
chromatograf, V1 a V2 — ¢tyfcestné ventily, S1 a S2 — saturatory,
1 az 6 — regulatory pritoku, 7 az 11 — elektromagnetické ventily,
D — tepelné-vodivostni detektor
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zejména nasycené pary, aby bylo vylouceno riziko kon-
denzace par pfi nizSich okolnich teplotach.

Rozvod plynu, stabilizatory, saturdatory

Jako nosny plyn je pouzit vodik, jehoZ vysoka tepelna
vodivost je vyhodnéd pfi pouziti katarometrického cidla.
Vodik se ptivadi do pfistroje pod tlakem o 60—120 kPa
vyS$8im, nez je atmosféricky tlak. Na vstupu se rozdéluje
do péti vétvi (obr. 1).

Pratok vodiku ve vSech vétvich je stabilizovan elek-
tronickymi stabilizatory 306 KA/RA firmy THEVIA s.r.o.
Z vystupu prvniho stabilizatoru je vodik veden do detekto-
rového oddéleni méfici cely, z druhého do kohoutu VI,
odkud pfi jeho klidové poloze proudi do vstupni ¢asti mé-
fici cely, pti poloze ,.experiment® do pfimého vystupu.
Dale je vodik veden do saturacni jednotky. Méfeny plyn je
do kohoutu V1 veden rovnéz ptes elektronicky stabilizator
pritoku. VSechny plyny pfivadéné do bloku meéfici cely
jsou termostatovany kapalinou z vnéj$iho okruhu kryoter-
mostatu. Aby se zabranilo vzniku tlakového rozdilu na
membrang, jsou vystupy plynt z cely a z kohoutu V1 ve-
deny kratkymi trubicemi do spolecné vyrovnavaci nadrz-
ky, odkud jsou odsavany. Vsechny piivody plyna pred
méfici celou, kde je tlak byt’ jen nepatrn¢ vyssi nez atmo-
sféricky, jsou kovové (nerezova ocel nebo méd’).

Pro méfeni propustnosti par je tfeba nasytit nosny
plyn (vodik) parami na pozadovany stupefi syceni. Misto
dvou jednostupiiovych saturatorii fazenych za sebou
u star§iho permeametru® bylo pouZito jednoho dvoustup-
fiového nebo tiistuptiového saturatoru®. Jeden saturator se
miize naplnit pfiblizné 50 cm® kapaliny. Objemy parnich
prostoru saturatort musi byt voleny tak, aby nedochazelo
ke strhavani kapek, vyska kazdého stupné saturdtoru musi
byt alespon 3 cm, saturatory byly Gspésné odzkouSeny pro
priitoky od 5 do 100 cm® min~'. Saturitory jsou vybaveny
termostatovacimi plasti a zapojeny do vnéjsiho okruhu
kryotermostatu, stejn¢ jako méfici cela.

Saturacni jednotka ma tfi vétve. Dvé obsahuji satura-
tory a tfeti slouzi k pfimichavani c¢istého vodiku k vodiku
nasycenému parami a timto zpiisobem se na vystupu satu-
racni jednotky vytvareji pary o daném stupni syceni. Dvé
saturacni vétve slouzi k tomu, aby mohly byt ménény meé-
fené pary bez demontaze saturatori a k pfipraveé bindrnich
smési par (nasycenych i nenasycenych)”.

Elektronicka cast pristroje

Elektronické obvody pro napajeni a zesileni vystupu
katarometrického Wheatstoneova mostu byly s nepatrnymi
Upravami pievzaty z predchazejiciho piistroje’. Termistory
(firmy BETATHERM) pouzitelné do 150 °C jsou zapoje-
ny v sousednich vétvich Wheatstoneova mostu, jehoZ na-
pajeci proud je stabilizovan tak, aby byl udrZzovan kon-
stantni soucet celkového proudu mostu a proudu referenc-
nim termistorem. Tento zpusob stabilizace potlacuje zpét-
ny vliv zmén odporu a tim pak i proudu méficiho termisto-
ru na referencni termistor a zlepSuje stabilitu vystupniho
signalu, ¢imz se zrychluje odezva katarometru. Wheatsto-
nellv most se vyvazuje potenciometrem, jehoz zacatek
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akonec jsou zapojeny kazdy do jedné vétve mostu
ajezdec je pfes snimaci odpor celkového proudu mostu
pripojen k zaporné vétvi napajeciho zdroje. To umoziuje
vyvazit most nastavenim proudi (teplot) v obou vétvich
mostu podle minima zmény vystupniho signalu vyvolané
zménou napéjeciho proudu mostu. Nulové napéti na vystu-
pu zesilovace se pak nastavi nezavisle na rovnovaze mostu
pfictenim napéti v neinvertujici vétvi diferenéniho zesilo-
vace.

Komunikace permeametru s pocitacem, programové
vybaveni

Pro komunikaci pocitace s analogovymi a digitalnimi
vstupy a vystupy permeametru slouzi univerzalni meéfici
karta PCA 1408AS firmy TEDIA spol. sr. 0. Z karty jsou
vyuzivany 14-bitovy A/D pievodnik sosmi vstupy
s programovanym zesilenim, dva 12-bitové D/A pievodni-
ky s rozsahem 0 az +5 V, 2 bity digitalniho vstupu a 7 bitd
digitalniho vystupu.

Frekvence vzorkovani je nastavitelna az do 3 kHz pro
kazdy z 8 méficich kanalt. Zakladni rozsah A/D pievodni-
ku je £5 V, zesileni vstupil je opét programovatelné samo-
statné pro kazdy kanal, je mozno zvolit zesileni 0,5x, 1x,
2x, 4x, 5x, 8x, 16x, 50x. Moznosti ménit zesileni je vyuzi-
vano jen u vystupu katarometru, protoZe jeho vystupni
napéti se mize meénit ve velkém rozsahu.

Pti experimentu jsou pocitacem sledovany tyto analo-
gové vstupy — prutok vodiku detektorem, pritok vodiku
dolni ¢4sti cely (pro nastaveni nulové linie), priitok méfe-
né¢ho plynu, prutok vodiku prvnim saturatorem, prutok
vodiku pro ziskdvani nenasycenych par, pritok vodiku
druhym saturatorem, teplota méfici cely, vystup katarome-
trického detektoru. Zarovenl jsou pocitacem nastavovany
hodnoty nasledujicich analogovych vystupt — pritok vo-
diku pro snizeni syceni par a prutok vodiku saturatorem
(prvnim nebo druhym).

Podle hodnoty digitalnich vstupil pocita¢ kontroluje
polohu péaky ventilu V1 a digitdlni vystupy slouzi
k ovladani nastaveni polohy paky ventilu V1, fizeni satu-
ratord pocitacem, otevieni prvniho nebo druhého saturato-
ru a otevieni vodiku pro pfipravu nenasycenych par.

Ridici program byl vytvofen v programu
LabVIEW™ 5.0 firmy National Instruments™. Ukolem
programového vybaveni je pravidelné sledovani paramet-
rt, které maji rozhodujici vliv na vysledek méfeni a zapis
nékterych znich do souborti pro pozdéjsi matematické
zpracovani. Dalsi ¢ast programového vybaveni slouzi
k automatickému fizeni experimentu.
metrického ¢idla. Tento signél je sledovan ve dvou rezi-
mech: ,,nulova linie“ a ,,experiment (obr. 2). Ridici pro-
gram lze schématicky rozdélit takto:

—  Péka kohoutu V1 se nastavi do polohy ,,nulova linie*,
pratok vodiku ptes saturatory se uzavie. Sledujeme
prubéh nulové linie a hodnoty ostatnich parametri
pokusu. Kritériem stability signalu pfi ,,nulové linii
je dostatecny casovy interval od zacatku méfeni
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a dostate¢né maly rozdil primért signalti porovnava-
nych v ur¢eném Casovém intervalu, dale pak stabilita
teploty a prutokd plynd.

Jakmile jsou hodnoty parametri v pozadovanych
mezich a ,,nulova linie* je dostatec¢né stabilni, dojde
k otevieni n¢kterych elektromagnetickych ventili tak,
aby vodik protékal t€mi saturatory, jejichz pary chce-
me méfit.

Po ustéaleni prutokl a vytlaceni vzduchu ze saturatori
pocitac spusti pokus, tj. nastavi kohout V1 do polohy
»experiment™. Pfi pokusu zaznamenavame cas, sig-
nal, teplotu, pritok vodiku detektorem a pritok mére-
nych par. Béhem pokusu je mozno meénit periodu
vzorkovani vSech analogovych vstupi, jejich zesileni,
nazvy soubor(, do kterych se zapisi data, kritéria pro
stabilitu nulové linie i po€et méfeni s danym vzorko-
vym plynem (péarou).

Jakmile se dosahlo ustaleného stavu (kritéria jsou
stejna jako pro ,,nulovou linii*), program se vraci zpét
k prvnimu bodu, naméfend data se zpracuji a ulozi.
Pokud nejsou nastaveny udaje pro dal§i pokus, pak
program v tomto misté kon¢i. Jednotlivé faze méteni
jsou vidét na obr. 2.

Obr. 2. Zavislost signalu na ¢ase u diferencialni metody;
1 — ustalena nulova linie, 2 — nastaveni pratokl pfes saturatory,
3 — nastaveni paky ventilu V1 do polohy ,.experiment®, 4 — pie-
staveni ventilu V1 do polohy ,nulova linie“, us — maximalni
signal katarometrického detektoru v ustdleném stavu (dale jen
,,maximalni signal)

Testovani pfistroje a kalibrace

Aby permeametr poskytoval spolehlivé vysledky, je

d¢ji na stabilitu signalu a hodnotu ug. Z rusivych dgju,
které mohou mit rozhodujici vliv na stabilitu signalu, byly
testovany:

teplota méfici cely

pratok nosného plynu (vodiku) detektorem

teplota vzduchu v okoli katarometrického detektoru
teplota vzduchu v okoli vstupniho kohoutu V1.
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Hodnota ug mize zaviset na pouzitém pritoku nosné-
ho plynu katarometrickym detektorem, proto se ovéfuje,
zda v danych podminkach, v souladu s rovnici (2), zistava
konstantni sou¢in maximalniho signalu a pritoku vodiku
detektorem.

Testovani vivu teploty meFici cely

Pfi mé&feni nulové linie byl sledovan signal kataromet-
rického detektoru a signal pfevodniku teploty (¢idlem tep-
loty je tenkovrstvy platinovy odporovy teplomér Pt1000)
a porovnavan s teplotou vodni lazné termostatu. Pratok
vodiku na obou stranach membrany byl 50 cm® min™'. Se
zvySujici se teplotou klesa signal katarometrického cidla.
Ustaleni nulové linie pfi zméné teploty o 0,5 K trva asi
15 min. Pfi zvyseni teploty o 0,003 K klesne hodnota sig-
nalu katarometrického c¢idla zhruba o 1 mV.

s
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Obr. 3. Zavislost signalu katarometrického ¢idla na teploté
vodniho termostatu
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Obr. 4. Zavislost soucinu prutoku vodiku detektorem s
(mV ¢cm® min™') a maximalniho signalu na pritoku vodiku
detektorem v (cm® min™")
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Testovani vlivu priitoku vodiku detektorem na hodnotu
maximdlniho signdlu

Vliv zmény pratoku vodiku vrozmezi od 5 do
90 cm’ min~' na stabilitu nulové linie byl zanedbatelny,
pfiblizng — 0,2 mV min cm™. Vliv zmény pritoku vodiku
na druhé strané membrany byl neméfiteln€ maly.

Zvysovanim prutoku vodiku detektorovym odd€lenim
cely se zied'uje permeat a maximalni signdl musi klesat.
V idealnim pfipadé, podle rovnice (2), by mélo platit, ze
sou¢in maximalniho signélu a priitoku vodiku detektorem
je konstantni. Odchylky od idedlniho stavu mohou byt
zpusobeny na vstupni strané membrany tim, zZe neni udrze-
na dostate¢na koncentrace méfené¢ho plynu (stupen nasy-
ceni vodiku méfenou parou) a na vystupni strané tim, ze
koncentrace permeatu neni nulova. Z naméfenych dat je
vidét, ze pratok méfené¢ho plynu (pary) i prutok vodiku
detektorem budou muset byt alespoit 30 cm® min~'. Mensi
pritoky se mohou pouzit u malo propustnych membran,
aby se dosahlo vétsiho maximalniho signalu.

Testovani viivu teploty vzduchu v okoli detektoru a v okoli
vstupniho kohoutu V1

Teploty vzduchu stabilizované pomoci vzdusnych
termostatti v okoli katarometrického detektoru a v okoli
vstupniho kohoutu V1 byly nastavovany v rozsahu 26 °C
az 29 °C. Teplota bloku méfici cely byla 25 °C a pritoky
vodiku i m&feného plynu 30 cm’ min~'. Za téchto experi-
mentalnich podminek a v tomto rozsahu teplot nebyl vliv
zmeény teplot na signal katarometrického ¢idla méfitelny.
Okoli bloku méfici cely musi byt termostatovano na vyssi
teplotu nez blok méfici cely, aby se zabranilo kondenzaci
par méfenych latek, coz hrozi zvlasté u nasycenych par.

Kalibrace pristroje
Kalibrace pfistroje znamena najit vztah mezi signa-

lem katarometrického ¢idla permeametru a koncentraci

méfené latky v proudu vodiku vystupujiciho z cely.

Nejdiive byl kalibrovan chromatograf a zjiStén vztah
mezi latkovym mnozstvim méfené latky » a plochou piku
chromatogramu A4p:

n=key, A, (7)

Péary méfenych latek byly do chromatografu davkova-
ny pomoci Sesticestného ventilu se smyckou o objemu
1 cm’.

Poté byla nalezena zavislost mezi maximalnim signa-
lem permeametru a plochou piku na chromatogramu. Spo-
jenim téchto dvou piedchozich kalibraci byl ziskan vztah
mezi koncentraci meéfeného plynu na vystupu zcely
a maximalnim signalem.

Cs = kper Ug

)
Vysledky a diskuse

Pii odvozovani vztahli pro vypocet koeficientu pro-
pustnosti jsme pii prechodu od rovnice (4) k rovnici (5)
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predpokladali, Ze gradient tlaku je dan parciadlnim tlakem
par nebo plynu py vnosném plynu. Jinak feeno jsme
predpokladali, Ze métfeny plyn membranou prochéazi tak
malo, Ze jeho koncentrace je stejna na vstupu do cely jako
na jejim vystupu. V detektorové casti cely jsme piedpo-
kladali, Ze membrana je stale ve styku s Cistym vodikem
azcely odchazi prakticky cisty vodik. V tomto pfipadé
pak plati, Ze se zménou pritoku vodiku detektorem zlsta-
va konstantni soucin prutoku vodiku detektorem
a maximalniho signalu (2). Nenulovy signal na detektoru
znamena, ze z horni ¢asti cely neodchazi Cisty vodik. Po-
kud vyjdeme ze stavové rovnice idedlniho plynu, pak pro
tlak méfené latky pfi x = L dostavame

_n-R-T

Dosazenim za ¢ zrovnice (8) dostaneme rovnici pro
vypocet parcialniho tlaku méfené latky v nosném plynu na
vystupu z cely

Py =us -k, R-T (10)

Na nasledujicim grafu vsak je vidét, ze pritok nos-
ného plynu muze znacné ovlivnit naméfené koeficienty
propustnosti, zvlasté pii méfeni propustnosti latky s malou
tenzi skrze membranu s vysokou propustnosti. Proto ne-
milizeme povazovat stfedni koncentraci latky na strané
permeatu (vystupu do detektoru) za nulovou. Protoze
membrana nepfedstavuje v ustaleném stavu zadrz méfe-
nych par, musi byt o stejnou hodnotu (p,) zmensena kon-
centrace retentatu, pokud je pratok stejny na obou stranach
membrany. Rozdil tlaku, ktery je hnaci silou permeace, je
pak

Pio =Py =Dy f (1)
kde faktor f se mize pohybovat v rozmezi od nuly do
dvou a jeho velikost zdvisi na experimentalnim uspoié-
dani. Pfesnou velikost tohoto faktoru miizeme stanovit
ze z4vislosti koeficientu propustnosti na pritoku vodiku
detektorem. Jeho vliv na koeficienty propustnosti je
také uk4zéan v néasledujicim grafu. Spojenim rovnic (/1),
(10) a py=x; - p? dostaneme

u.-k -R-T-
5y, = x5 Ko ! S/ (12)
D;
a vztah (6) prejde na
:V.uS.kper.L (13)
o A : xkor ) plg

Napt. pfi méfeni koeficientu propustnosti par toluenu
s parcidlnim tlakem toluenu rovnym 50 % tenze par tolue-
nu skrze polyether-blok-polyamidovou membranu a pfi
pritoku vodiku detektorem 50 mlmin™' je na vystupu
z cely koncentrace par toluenu pfiblizné 13 % tenze par
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Obr. 5. Zavislost koeficientu propustnosti toluenu P (Py,)
(mol/m s Pa) na stupni syceni par toluenu x (xy) (%) pro
polyether-blok-polyamidovou membranu, pro priitoky vodi-
ku detektorem 50 cm®min™' a 90 cm®min™' a pro riizné vel-
kou korekci dle rovnice (13); o v=50 ml min"'af=0,0v=50
mlmin" a f=1, Av=50mlmin™" a f=1,4, ® v=90 ml min™'
af=0,mv=90mlmin"' af=1, A v=90mlmin"' af=14

toluenu. A to je hodnota, kterou uz nejde zanedbat proti
koncentraci par vstupujicich do cely a proto budou nutné
relativné velké korekce. Na obr. 5 je ukazan vliv korekce
dle rovnice (/3). Pro f= 0 neni pouzito zadné korekce. Pti
korekci f= 1 snizujeme hnaci silu (rozdil parcialnich tlakl
par mezi jednou a druhou stranou membrany) pravé o kon-
centraci par toluenu na vystupu z horni ¢asti cely. Pro f=1
jsou vypoctené koeficienty propustnosti méné zavislé na
prutoku nosného plynu, ale jesté stile nejsou na tomto
pritoku nezavislé. Proto jsou v grafu body pro f= 1,4, kdy
vypoctené koeficienty propustnosti na priitoku nosného
plynu nezaviseji.

Pti odhadu chyby méfeni se vychézelo z rovnice (6).
Relativni chyba koeficientu propustnosti je rovna souctu
nasledujicich relativnich chyb:

Pritoku vodiku detektorem Absolutni chyba
v prittoku vodiku detektorem je asi 0,2 cm® min™', coz
znamena relativni chybu 2,0 % az 0,2 % pro pritoky
vodiku detektorem 10 cm® min™' az 90 cm® min™".
Maximalniho signalu — Tady je absolutni chyba pfi-
blizné¢ 2 mV, coz znamena relativni chybu 10 % az
0,04 % pro maximalni signaly 20 mV az 5 V.
Konstanty k.. — Relativni chyby kalibra¢nich konstant
dosahuji hodnot do 20 %.

Tloustky membrany — Vzorky membran nemaji po
celé plose stejnou tloustku a relativni chyba v tloust'ce
membrany je 2 %.

Stupné syceni par — Nejvétsich chyb se dopoustime u
nizkych syceni par organickych latek, relativni chyby
stupné syceni par se pohybuji v rozmezi 5 % az 0,5 %.
Plochy membrany atenze par Cistych latek — Tyto
chyby jsou v porovnani s predchéazejicimi zanedbatel-
né a dale nebudou uvazovany.
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Zavér

Provedené testy pristroje a namétené vysledky ukazuji:

U nového permeametru se podatilo snizit vlivy teploty
a pratoku nosného plynu na stabilitu signalu kataro-
metru.

Vyhoda fizeni permeametru pocitaCem spociva
v moznosti pfedprogramovani experimentti. Méfeni je
produktivnéjsi a latky v saturdtorech vydrzi déle bez
doplnéni.

Je patrné, ze pro dosazeni stavu, kdy hodnoty koefici-
entu propustnosti nezavisi na pritoku vodiku detekto-
rem, je nutné pouzit korekci gradientu tlaku.

Pritoky je mozno ménit v rozsahu od 10 cm®min™
(pfi mensich pritocich je velka relativni chyba prito-
ku) do 100 cm® min™' (maximalni pritok regulatorem).
Zesileni signalu je mozné volit tak, ze rozsah A/D
ptevodniku je £0,1V az £10V (rozliSeni vzdy
14 bitl). Zmenseni prutoku vodiku detektorem vede
ke zvySeni maximalniho signalu, coZz umoziuje méfit
i malo propustné membrany.

Meéfeni Ize provadeét pii 10 °C az 50 °C.

Mohou byt méfeny membrany o celkové tloust'ce
30 pm (slab$i membrany se pfili§ prohybaji) az 1 mm
(maximalni  tloustka  membrany  vyplyvajici
z konstrukce cely).

Stupeni nasyceni vodiku organickymi parami se pohy-
buje v rozmezi 10 % (nastaveni mensich stupnti nasy-
ceni je velmi nepfesné) az 90 % (riziko kondenzace
par).

Nameéfené koeficienty propustnosti dosahuji hodnot
zhruba 107" molm™' Pa's™" a2 10" mol m'Pa's™".

Prdce vznikla za podpory grantu GA CR
¢ 104030388 a MSM 6046137307.

Seznam symbolu

A plocha membrany, 4=10 cm?, m?

Ap plocha piku na chromatogramu, V s

¢, cg latkova koncentrace, latkova koncentrace ve stac.
stavu, mol m™

f koeficient z rovnice (1), 1

J hustota molarniho difizniho toku latky, mol s m™

Js hustota molarniho difuzniho toku latky ve
stacionarnim stavu, mol s~ m™

kcy  konstanta z rovnice (7), mol vigt

kyer  konstanta z rovnice (§), mol m>V!

L tlouStka membrany, m

n latkové mnozstvi, mol

P koeficient propustnosti, mol m™' Pa™'s™!

p tlak, Pa

Pror  Tozdil tlaku po korekci zodpovédny za permeaci,
Pa
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p1, p2 tlaky méfené latky na horni a dolni strané mem-
brany, Pa

Py,  korigovany koeficient propustnosti, mol m™' Pa~'s™!

P° parcialni tlak par pfi teploté saturatoru, Pa

) 2% parcialni tlak par nebo plynu, Pa

R univerzalni plynova konstanta, R = 8,314 J K™' mol™

s soucin pratoku vodiku detektorem a maximalniho
signalu, V m®s™!

t ¢as, s

T teplota (saturatort a cely), K

u napét'ovy signal, V

Us napét'ovy signal ve stacionarnim stavu, V

v pritok vodiku detektorem (horni &asti cely), m®s™

V objem detektorové asti cely, m’®

X prostorova soufadnice, m

X; stupen nasyceni nosného plynu métenou latkou i, 1

Xior  Stupen nasyceni nosného plynu méfenou latkou i po
korekci, 1
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L. Hendrich, V. Hynek, and M. Sipek (Department
of Physical Chemistry, Faculty of Chemical Engineering,
Institute of Chemical Technology, Prague): Differential
Measurement of Permeability of Gases and Organic
Vapors through Flat Polymer Membranes

A new type of differential measurement of permeabil-
ity was described. The influence of temperature changes
and flow rates on the accuracy of permeability measure-
ment were tested and the device was calibrated by gas
chromatography. The dependence of measured permeabil-
ity coefficients on the flow rate of a carrier gas was inves-
tigated and a correction for elimination of the flow rate
effect was proposed.
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V. MEZIOBOROVE SETKANI MLADYCH BIOLOGU,
BIOCHEMIKU A CHEMIKU

15.-18. 6.2005

Devét skal — Zdarské vrchy

sbornik redigovali

Martin Fusek, Vladimir Pouzar, Pavel Drasar
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V. Mezioborové setkani mladych biologu, biochemikii a chemikii

Peét let neni mnoho, ale je to hodné tam, kde o néco jde. Prazska centrdla firmy Sigma Aldrich je zndma vSem chemikiim
v zemi a slouzi jim k jejich spokojenosti a k uZitku véci. Slouzi jim nicméné nejen jako obchodnik; pracovnici firmy uci,
prednasi, pisi odborné clanky atd. atd., a co vic, jiz pét let organizuji setkani mladych biologii, biochemikii a chemikii
pracovné zvané ,, Amerika “, podle prvého mista konani, hotelu nedaleko Velkého Mezirici.

Amerika se za pét svych pokracovani stala prestiznim setkanim toho nejlepsiho, co mohou kolegové z nejmladsi uspesné
skupiny prirodoveédcii nabidnout. Stala se prestizni kviili vybéru ucastnikui, kvili usili, které ucastnici i organizatori venuji
usporadani a pritbéhu akce ale i kvitli spolecenské reflexi.

Kdyz mi pred nedavnem na schiizi v Bruselu vazeni kolegoveé ze zapadnéjsich krajin doporucovali, at' i u nds
uspordadame konferenci mladych chemikii, mohl jsem odpovédet, ze takové poradame jiz témér tricet let, Ze byly velmi
uspesné a ze jim jejich kondni mohu doporucit téz. Kdyz jsem ale doplnil, Ze prazska spolecnost Sigma Aldrich jiz pet
let poradd spolu s nasi spolecnosti a CSBMB takovou akci s vybérem vicastnikii z nékolikandsobku prihldsenych, akce
ma sbornik otisteny v , impaktovaném* casopise a nejlepsi ucastnici jsou vybrani porotou a odménéni firmou XA
grantem v, na mistni pomery, kulantni vysi, dalsich doporucent ze strany zkuSenéjsich kolegii jsem se uz nedockal.

Preji v patém rocniku ucastnikiim soutéze mnoho zdaru a vsem zucastnénym mladym kolegiim hodné uspéchii v
Jejich védecke praci, ktera je zjevné jejich konickem. Tem, kteri maji jesté vetsi kuraz, chci doporucit, aby se prihlasili i
do soutéze o cenu Alfreda Badera ¢i Josefa Kostire, prestizni ceny udélované CSCH a CSBMB.

Pavel Drasar,
mistopredseda Ceské spolecnosti chemické
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NOVY ELEKTROCHEMICKY BIOSENZOR VAZBY
PLATINOVYCH CYTOSTATIK DO STRUKTURY DNA

VOJTECH ADAM™, JITKA PETRLOVA®, DAVID
POTESIL*, PREMYSL LUBAL’, JOSEF ZEHNALEK®,
BERND SURES! a RENE KIZEK®

“Ustav chemie a biochemie, AF MZLU v Brné, Zemédeélska 1,
613 00 Brno, bKatedra analytické chemie a “Katedra teoretické
a fyzikalni chemie, MU, PFF, Kotlarska 2, 611 37 Brno, Univ.
Karlsruhe, Zool. Inst. Okol. Parasitol., Karlsruhe, D-76128,
Nemecko

Ackoliv je cis-platina (cis-diaminodichloroplatina(II))
uspé$né pouzivana v chemoterapii rakovinovych onemocnéni
vice nez-li 25 let, jeji biochemicky mechanismus ucinku je
stale nejasny. Souasnym nazorem popisujicim pusobeni cis-
-platiny je, ze 1é¢ivo cytotoxicky plsobi prostiednictvim vazby
na jadernou DNA (vazba na guanin) a ndsledn¢ naruSuje
obvyklou transkripci anebo DNA replikacni mechanismy.
Nicméné pied vstupem do buitky miize byt cis-platina vazana
fosfolipidy a fosfatidylseriny, které se vyskytuji v bunécné
membrané. A navic je v cytoplasmé buiky obsazeno mnoho
potencialnich platinu vazajicich latek zahrnujicich RNA a siru
obsahujici biomolekuly jako je glutathion a metalothionein.
Popsanymi mechanismy se buiika brani pfed vstupem a G¢inky
tézkych kovl, mezi néz patii i léCiva jako je platina.
Terapeuticka koncentrace 1é¢iva je proto vyrazné odlisna od
aplikované davky. V dnesni dobé je stale aktudlnéjsim
problémem uvoliiovani, akumulace a pisobeni platiny, ktera se
do Zivotniho prostfedi dostava napt. z katalyzatord
pouzivanych v automobilech, na zivé systémy. Z téchto
diavodi se mnoho védeckych pracovist zabyva jak studiem
vazby cis-platinovych protirakovinovych 1é¢iv do DNA, tak
studiem vlivu samotné platiny na organismy. Nedavno bylo
publikovano nékolik praci popisujicich stanoveni tézkych kova
pomoci biosenzorti zalozenych na interakci tézkého kovu
s DNA, enzymem, bakterii a proteinem. Cilem této prace bylo
navrhnout platinovy biosenzor zalozeny na interakci kovu
s metalothioneinem (MT) modifikovanou rtutovou kapkovou
elektrodou. Navrzeny biosenzor byl aplikovan pro detekci
platiny v lidském krevni sérum a pro studium interakce DNA
s cytostatiky zaloZzenymi na bézi platiny. Elektrochemické
méteni bylo provadéno na AUTOLABu (EcoChemie,
Holandsko) ve spojeni s VA-Stand 663 (Metrohm, Svycarsko).
Platina byla detekovana pomoci adsorptivni pfenosové
rozpoustéci techniky (AdTS) v kombinaci s diferen¢ni pulzni
voltametrii (DPV). Aplikovali jsme elektrodu modifikovanou
MT pro stanoveni cis-platiny v krevnim séru. Do vzorku
lidského krevniho séra jsme ptidali rozdilnou koncentraci cis-
platiny (10, 20, 40, 80, 160, 350, 450, 530 a 650 uM). Signal
odpovidajici za vazbu platiny do struktury MT se s rostouci
koncentraci cis-platiny linedrné snizoval. Limit detekce cis-
platiny navrZzenym biosenzorem se pohyboval kolem 2,5 uM.
Néami navrzeny postup ukazuje moznou cestu pro snadnou,
senzitivni a rychlou detekci 1é¢iva v télnich tekutinach na
pikomolové trovni (10 pmolt v 5 pl kapce). Dale jsme vyuzili
nami navrzeny platinovy biosenzor pro studium vazby cis-
-platiny do DNA. Detekéni limit pro Pt-DNA komplex byl
312,5 ng.ml". NavrZeny platinovy biosenzor je vyuzitelny pro
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studium G¢inku platinovych cytostatik na zivé systémy.
Sledovani skute¢né, terapeutické hladiny protirakovinového
lé¢iva pomoci platinového biosenzoru mize zvysit ucinnost
1écby.

Prispévek vznikl za podpory RASO 2005, GACR 525/04/P132
a IGA MZLU 2005.
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(2001).

ANTICANCER DRUG ELLIPTICINE GENERATES
THE COVALENT DNA-ADDUCTS IN RATS IN VIVO

DAGMAR AIMOVA', EVA FREI",
and MARIE STIBOROVA®

“Department of Biochemistry, Charles University, Albertov
2030, 128 40 Prague2; *Department of Molecular Toxicology,
German Cancer Research Center, 69 120 Heidelberg, BRD

Ellipticine is a potent antineoplastic agent, whose mode
of action is considered to be based mainly on DNA
intercalation and/or inhibition of topoisomerase II. Recently,
we found that ellipticine also forms covalent DNA adducts in
vitro and in vivo and that the formation of the major adduct is
dependent on the activation of ellipticine by cytochromes P450
(CYP)'™*. Here, we investigated the details of formation of
ellipticine-derived DNA adducts in vivo.

Male and female Wistar rats were treated with different
doses of ellipticine (0.4, 4.0, 40.0, and 80.0 mg ellipticine per
kg of body weight) and DNA from various organs was
analyzed by *?P-postlabeling. Ellipticine-specific DNA adduct
patterns, similar to those found in vitro, were detected in most
test organs (liver, kidney, lung, spleen, heart and brain), being
concentration-dependent. Only DNA of testes was free of the
ellipticine-DNA adducts. The highest level of DNA adducts
was found in liver, followed by spleen, lung, kidney, heart and
brain.

One major and one minor ellipticine-DNA adducts were
found in DNA of all these organs of both genders of rats
exposed to ellipticine. Besides these, two or three additional
adducts were detected in DNA of liver, kidney, lung and heart.
Two predominant adducts formed in rat tissues in vivo were
identical to the deoxyguanosine adduct generated in DNA by
two ellipticine metabolites formed by CYPs, 13-hydroxy-
ellipticine and the N*-oxide of ellipticine, in vitro as shown by
cochromatography in two independent systems. Correlation
studies showed that the formation of the major DNA adduct in
vivo (adduct generated by 13-hydroxyellipticine) is mediated
by CYP3A1l- and CYP1A-dependent reactions. The adducts
generated by ellipticine in all rat tissues analyzed in the study
are not persistent adducts. Bi-phase kinetics of their repairing
was found in rat tissues tested in our work.
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The results presented here are the first report showing the
dose-dependent formation of CYP-mediated covalent DNA
adducts by ellipticine in vivo and studying their persistence in
the rat animal experimental model.

Supported by the Ministry of Education of the Czech Republic
(grant MSM0021620808).
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STUDIUM STEREOSELEKTIVNIHO PRUBEHU
[2+2+2] CYKLOIZOMERACE TRIYNU A JEJi
VYUZITI V SYNTEZE HELIKALNE CHIRALNICH
ALKOHOLU V NERACEMICKE FORME

ZUZANA ALEXAN]?ROVA, PETR SEHNAL, IRENA G.
STARA, IVO STARY a DAVID SAMAN

Ustav organické chemie a biochemie A V CR, Flemingovo n. 2,
166 10 Praha 6
alexa@uochb.cas.cz

V nedavné dob¢ jsme vyvinuli originalni piistup k ne-
racemickym derivatim heliceni', ktery je zaloZen na
stereoselektivni kobaltem(I) katalyzované [2+2+2] cykloiso-
merizaci aromatickych triynii obsahujicich asymetricky atom
uhliku. Tento postup vedl k derivatim helicenti v dia-
stereomernim poméru az 100:0 a helicita produkti byla
predvidatelna ve viech studovanych piipadech®

Stereoselektivni [2+2+2] cykloisomerizaci triynti jsme
vyuzili pro pfipravu funkcionalizovanych derivati [7]helicenu
v neracemické formé. Soustfedili jsme se na studium stereo-
selektivity cyklizace chirdlnich triynt (S)-(-)-1 a (S)-(-)-2.
Ukazalo se, ze v obou piipadech vznikd ocekavany
pravotoCivy diastereomer (P,S)-(+)-4 resp. (P,S)-(+)-5, avSak
pomér diastercomeril je hor§i nez v piipadé cyklizace
nefunkcionalizovaného triynu (S)-(-)-3, kdy vznika jediny
diastereomer (P,S)-(+)-6 (cit.%).

V soucasné dobé jsou studovéany strukturni modifikace
s cilem zvysit diastereoselektivitu cyklizace substituovanych
triynd. Ovéfujeme také moznost ziskani opticky Ccistych
produktti pomoci krystalizace. Otazka vlivu kinetickych a ter-
modynamickych faktori na stericky pribéh reakce je
predmétem dal$iho vyzkumu. Ziskané neracemické helikalni
alkoholy budou vyuzity jako prekursory chiralnich ligandt pro
enantioselektivni katalyzu a pro konstrukci ethynyl-
helicenovych oligomerd.
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CpCo(CO),
PPh,

(P.S)-(+)-4 dr= 73:27 (72%)
(P.S)-(+)-5 dr= 8317 (58 %)
(P,S)-(+)-6 dr=100:0 (66 %)

Podporovino GACR (reg. ¢ 203/02/0248) a UOCHB AV CR
(vyzkumny projekt ¢. Z4 055 905).
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IDENTIFIKACE BAKTERIi DEGRADUJICICH PCB
PO PRIME IZOLACI DNA Z KONTAMINOVANE
PUDY

KATARINA BER{&NOVA. MARTINA MACKOVA a
EDITA RYSLAVA

Vysoka Skola chemicko-technologicka v Praze, Fakulta
potravinarské a biochemické technologie, Ustav biochemie
a mikrobiologie, Technicka 3, 166 28 Praha 6

Zivotni prosttedi bylo v minulych letech zatiZeno
zplodinami intenzivni prumyslové vyroby. Do prostiedi se tak
dostalo mnoho cizorodych, tézko odbouratelnych latek, mezi
které patfi i polychlorované bifenyly (PCB). Pro rekontaminaci
ploch se obecné pouzivaji ptredev§im fyzikalné-chemické
metody, ale bylo zjisténo, ze fada biologickych systémi
pfizplsobila sviij metabolismus novym podminkam a spolu
s detoxifikaci dochazi k degradaci polutant. V soucasné dobé
je pozornost vénovana predev§im mikroorganismim a rost-
lindm. Mohou pusobit spole¢né, pficemz se vyuziva jejich
vzajemnych interakci a spoluprace. Biologické systémy a
jejich konsorcia, vzajemné vztahy a podil na detoxifikaci
prostfedi predstavuji moznost vyuzitelnou jako pfirozeny
alternativni zptisob dekontaminace prosttedi.

Cilem této prace bylo studium vztahti mikroorganismus-
rostlina v pudé kontaminované PCB a vliv pfitomnosti
biologickych systémi na degradaci PCB. Byl proveden pokus
se tfemi rostlinnymi druhy (tabak virzinsky, lilek ¢erny a voj-
téska setd), kterymi byla osdzena pida kontaminovanad PCB po
dobu péti mésicti. Jednou ze soucasti charakterizace systémt je
izolace a identifikace pfitomnych bakterii. V nasem piipadé
byl klasicky zplisob izolace bakterii kultivaéni metodou
doplnén i izolaci celkové mikrobialni DNA. Pro jeji izolaci
byly navrzeny tfi metody, a to izolace DNA pomoci komer¢éni
soupravy firmy Mo Bio Laboratories (UltraClean Soil DNA
Kit), fenol-chloroformova extrakce DNA z pudy a alternativni
metoda, kterd zahrnuje izolaéni krok spole¢ny s fenol-
chloroformovou extrakei a purifikacni krok, ktery byl
provadén na kolonkach komercni soupravy UltraClean Soil
DNA Kit. Alternativni metoda izolace DNA z pidy byla
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navrzena pro zajiSténi vétsiho mnozstvi vstupni pidy pro
izolaci a tim vétsiho vytézku mikrobialni DNA.

Pro porovnani G¢innosti metod byla métena koncentrace
DNA v danych vzorcich a vzhledem k malym vytézkim DNA
z izola¢nich postupt byl provadén postup nested PCR, kdy byl
amplifikovan usek genu /68 rDNA, ktery je obecné sledovan
jako wukazatel mikrobidlni diversity a koéduje malou
podjednotku malé ribosomalni podjednotky. Pro amplifikaci
jeho useku byly pouzity dvé sady primert ptevzaté z literatury
(F27 a R1492, F338GC a R518). Nejlépe se osvédcila metoda
alternativni extrakce DNA z pidy, kdy po prvni amplifikaci
nested PCR delSiho tuseku genu 7/6S rDNA a nasledné
elektroforéze byly ziskany viditelné bandy. Po amplifikaci
vnitiniho tseku Casti genu 16S rDNA byly ziskany produkty
PCR u vsech vzorkd.

V dalsim kroku byla metoda izolace DNA z pudy pouzita
pro identifikaci bakterii schopnych degradovat PCB. V labo-
ratornich podminkach byla navrZzena metoda detekce
pritomnosti genu bphAl, jez kdduje podjednotku bifenyl-2,3-
dioxygenasy, ktera je zodpovédna za konecné vneseni dvou
molekul kysliku do molekuly PCB pii jejich degradaci a vyka-
zuje znacnou homologii u bakteridlnich kmeni s potvrzenou
schopnosti degradace PCB. Pro jeho amplifikaci (tedy
sledovani pfitomnosti kmenti s moznou degradacni schopnosti)
byly navrzeny dvé sady primert (F350 a R1165, F463 a R674)
pro postup nested PCR. Timto postupem se podafilo potvrdit
pritomnost bakterii degradujicich PCB.

Tato prdce byla sponzorovana grantem FRVS ¢.
1938/2005/G4.

IDENTIFICATION OF CYTOKININ-RESPONSIVE
PROTEINS IN Arabidopsis thaliana SEEDLINGS USING
A PROTEOMIC APPROACH

GABRIELA BOHMOVA, HANA KONECNA, ZBYNEK
ZDRAHAL, SARKA KOUKALOVA, and BRETISLAV
BRZOBOHATY

Department of Functional Genomics and Proteomics, Faculty
of Science, Masaryk University, Kotlarska 2, 611 37 Brno

Cytokinins are plant hormones that influence a large
variety of developmental and physiological processes in plants.
Transgenic  Arabidopsis lines overexpressing bacterial
isopentenyl transferase gene (ipt) coupled with a dexa-
methasone inducible system were used to investigate their
function. IPT is a key enzyme in the biosynthetic pathway of
cytokinins and its overexpression results in an increase in
endogenous cytokinin levels.

Activation with dexamethasone resulted in an increased
expression of ipt and a subsequent increase in endogenous
cytokinin levels. Comparative proteomic analysis between ipt-
activated and non-activated seedlings to characterize
cytokinin-associated proteins was performed. Total protein
extracts were separated at high resolution using 2D-PAGE
technique on a broad pH gradient 3-10NL. Sensitive SYPRO
Ruby fluorescent staining was used for protein visualization.
Consequent image analysis could detect approximately 900
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spots in each gel. Student T-test was applied on these datasets
to select statistically valid spots for quantitative comparison.

Differential expression studies revealed the presence of
several proteins showing significant qualitative and
quantitative changes. After in-gel trypsin digestion, the
proteins of interest were identified by matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF) mass
spectrometry.

Obtained data support the concept that cluster analysis
might be used as a valuable descriptive and predictive tool in
proteomic research to identify classes of polypeptides
potentially implicated in specific cellular functions. The
relevance of our protein candidates in cytokinin signalling
pathways will be determined in subsequent experiments.

O STABILIZOVANEJ NESTABILITE ANEB IN VITRO
EVOLUCIA TELOMERAZOVO-DEFICIENTNYCH
KULTUR ARABIDOPSIS

PETRA BULANKOVA, JIRI SIROKY a BORIS
VYSKOT

Laborator vyvojové genetiky rostlin , Biofyzikalni ustav,
Akademie véd CR, Krdalovopolska 135, 612 65 Brno
63868@mail. muni.cz

Zachovanie integrity a stability gendému ma pro vsetky
organizmy zivotne dolezity vyznam. Teloméry st fyzické
konce eukaryotickych chromozémov. St to nukleoproteinové
komplexy, ktoré odlisuju  konce chromozémov od
neopravenych dvojvlaknovych zlomov a sluzia ako matrica pre
ich kompletnu replikaciu. ¢im su tieZ jednou z nevyhnutnych
podmienok stability genému. U vécsSiny druhov predlzuje
telomerické sekvencie enzym telomerdza s aktivitou reverznej
transkritazy.

Mutacie telomerazy spOsobuju skracovanie telomér,
ktoré napomoh obmedzuje rozmnozovaciu kapacitu bunky.
U zivoc¢ichov najcastejSie nasleduje zastavenie bunkového
cyklu, starnutie a apoptéza buniek. Deficiencia telomerazy
u modelovej rastliny Arabidopsis thaliana mala za néasledok
postupnt stratu telomerickych sekvencii, rozsiahle genomové
prestavby od piatej generacie (G5) a po desiatich generaciach
stratu fertility spdsobenti vyvojovymi defektami'. Rozsah
siestach generacii medzi prvym objavenim defektov mitoze
v G5 a uplnym zastavenim vyvoja v generacii G10 naznacuje,
ze rastliny na rozdiel od zivoCichov nezastavuju bunkovy
cyklus napriek znaénym cytogenetickym aberaciam?.

Z 0Osmej generacie telomerazovo deficientnych rastlin
(G8 tert-/-) boli postupne odvodené dve linie kalusovych
kultar. Obe in vitro kultry s schopné prezivat a proliferovat’
dlho potom, ¢o povodné rastliny stratili svoju prolifera¢nu
kapacitu. Cytogenetickd analyza s vyuzitim merania obsahu
DNA na urCenie ploidie a viacfarebnej in situ hybridizacie
s centromerickymi, rDNA a telomerickymi sondami
naznacuje, ze kazda z kultar si vytvorila vlastnu stratégiu na
prezitie s nechranenymi koncami chromozémov. Je mozné
zhrnt, ze nefunkénost’ telomér vedie k rozsiahlym
prestavbam gendmu, ktoré su vSak u rastlin, na rozdiel od
zivocichov, tolerované.
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DLOUHODOBY VYVOJ KOLONIf KVASINKY
Saccharomyces cerevisiae

MICHAL CAP a ZDENA PALKOVA

Katedra genetiky a mikrobiologie, Prirodovédecka Fakulta
Univerzity Karlovy, Vinicna 5, 128 44 Praha 2

Kvasinky jsou jednobunééné mikroorganismy, které pii
ristu na pevném médiu tvoii mnohobunééné utvary — kolonie.
Existuje mnoho pozorovéni, které poukazuji na to, ze kolonie
nejsou pouhym nahodnym shlukem bunék, ale ze v ramci kolonie
dochazi k riznym regulacim a signalizacim, které maji za
nasledek napiiklad rozdilnou expresi nékterych geni v riznych
Castech kolonie nebo prostorovou strukturovanost kolonii
nékterych kvasinkovych kment. V kolonii se nachazi mnoho
mikroprostiedi liSicich se svymi podminkami a jsou obyvény
riznymi subpopulacemi bun¢k. Kvasinka Saccharomyces
cerevisiae je klasickym molekularné biologickym modelovym
organismem, jeji studium vSak probihd prevazné v tekutych
kulturach v médiich s dostatkem Zivin. S takovymi podminkami se
vsak kvasinka v pfirozeném prostiedi setka jen malokdy. Studium
dlouhodobého vyvoje kvasinkovych kolonii je bliz§i stavu, ve
kterém se kvasinky nachdzeji v pfirodé a pomohou nam
pochopit principy strukturalizace kolonii, bunééné diferenciace,
hladovéni a dlouhodobého pfezivani mikroorganismtii v
pfirozenych podminkach.

V nasi laboratofi bylo objeveno, Ze kvasinkové kolonie mezi
sebou dokazi komunikovat na velkou vzdalenost pomoci plynného
amoniaku. Amoniak je produkovan burikami kolonie v urcité fazi
vyvoje a okolni kolonie dokazi tento signal detekovat a odpoveédet
na néj vlastni produkci amoniaku. Tak je signal amplifikovan a
predavan dal. Produkce amoniaku probihd v pulsech a je
doprovézena alkalisaci média. V disledku pfijeti amoniakového
signalu dojde v bunkach kolonie k mnoha zménam. Tyto zmény
byly studovany sledovanim transkriptomovych zmén metodou
DNA c¢ipt. V pribéhu vyvoje kolonie a amoniakové signalizace
dochézi ke zméné exprese mnoha gentl, v disledku ¢ehoz dojde
mimo jiné k pfeprogramovani metabolismu a k snizeni exprese
genl stresové odpovédi. Proto byla navrzena hypotéza, Ze
amoniakovy signal je produkovan hladovejicimi a stresovanymi
burikami, pomaha koloniim adaptovat se na podminky hladovéni,
prizpisobit metabolismus snizit bunéény stres a je dilezity pro
synchronizaci téchto procesti mezi celou populaci kolonii. Ve své
praci jsem se zaméfil na souvislost mezi amoniakovou signalizaci
a oxidativnim stresem a na zmény mitochondrialni aktivity béhem
vyvoje kvasinkové kolonie.

Tato prdce je podporovina grantem GACR 525-05-0297 a
doktorskym projektem GACR 204/03/H066.
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EXPRESSION AND FUNCTIONAL ACTIVITY OF
BCRP (ABCG2) IN HUMAN CHORIOCARCINOMA
BeWo CELL LINE
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KATERINA POSPECHOVA?, MARIANNE BRABEC",
PETR PAVEK?®, RENATE FUCHS",

and FRANTISEK STAUD®

“Charles University Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec
Kralové, Heyrovského 1203, 50005 Hradec Kralové,
®Department of Pathophysiology, Medical University of
Vienna, Wihringer Giirtel 18-20, Wien, Austria
ceckova@faf.cuni.cz

The breast cancer resistance protein (BCRP, ABCG2) is
the latest member of ABC drug efflux membrane transporters.
Similarly to P-glycoprotein (P-gp, MDRI1), BCRP is
distributed in epithelia involved in drug disposition, especially
in the placenta, small intestine and liver. Since the trophoblast
layer represents the key structure in transplacental drug
transfer, in this study we evaluated BCRP expression and
functional activity in human choriocarcinoma trophoblast-like
BeWo cell line to assess its possible role in transplacental
pharmacokinetics.

To detect BCRP in placenta and in BeWo cells on
protein level, we employed Western Blotting using BXP-21
monoclonal antibody. Expression of BCRP on the mRNA
level was evaluated and compared to the MDR1 expression by
quantitative RT-PCR method using TagMan Probes. For
absolute quantification, cloned BCRP sequence and MDR1
sequence were used as a standard. Functional activity of BCRP
in BeWo cells was studied by the uptake assay with 20uM
mitoxantrone as a BCRP and Pgp substrate. For inhibition
studies, the following inhibitors were used: SuM GF120918,
a common inhibitor of BCRP and P-gp, 1pM Ko143, a speci-
fic inhibitor of BCRP and 1pM PSC833, a specific inhibitor of
P-gp. Mitoxantrone uptake by BeWo cells was detected by
FACS analysis. The BCRP membrane expression in BeWo
cells was further evaluated by immunofluorescence
microscopy using BXP-21 antibody and cells cultured on
coverslips. To evaluate localization of BCRP in human term
placenta immunohistochemical method with BXP-21 antibody
was employed.

Immunoblot analysis revealed BCRP as a 70kD protein
expressed in BeWo cells as well as in human term placenta.
On the level of mRNA, quantitative RT- PCR method revealed
expression of 6.3x10° transcripts of BCRP per pg RNA in
BeWo cells, whereas there was no detectable expression of
MDRI. In human term placenta we found 10.4 £ 1.6x10°
transcripts of BCRP per pg RNA and 1.2 + 0.4x10° transcripts
of MDR per pg RNA.The functional study showed 2.3 fold
increase in accumulation of mitoxantrone in the presence of
GF120918 and 2.6 fold increase in the presence of Kol43
when compared to the non-inhibited control (p < 0.01). These
results confirm the role of BCRP in extruding its substrates out
of the trophoblast cell line. Furthermore, statistically
significant 1.6 higher accumulation of mitoxantrone in the
presence of P-gp inhibitor PSC833 (p < 0.05), confirms certain
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activity of the P-gp transporter in BeWo cells. Employing
immunofluorescence microscopy, BCRP transporter was found
to be predominantly localized on the microvillous membrane
of BeWo cell line. Immunohistochemical localization of BCRP
in human term placenta revealed its exclusive expression in
trophoblast cells, the layer believed to represent a barrier to
transplacental drug transfer.

To conclude, here we present the expression and
functional activity of membrane expressed BCRP transporter
in BeWo cells was considerably higher than that of MDRI.
Furthermore, concerning the expression of BCRP in human
term placenta being notably higher compared to MDRI1 , we
suggest that the role of BCRP in transplacental
pharmacokinetics could be even more important, than that so
far reported for MDR1.

Supported by the Project AKTION 38pl7.
INTERAKCE ANTIEPILEPTIK S BCRP
TRANSPORTEREM IN VITRO

LUKAS ("IER'VENY,", PETR PAVEK?,
JANA MALAKOVA" a FRANTISEK STAUD®

“Katedra farmakologie a toxikologie, Farmaceutickd fakulta
UK, "Ustav klinické biochemie a diagnostiky Fakulti
nemocnice UK, Heyrovského 1203, Hradec Kralové 500 05
cerveny@faf.cuni.cz

Farmakorezistentni epilepsie je zavaznym klinickym
problémem, ktery se vyskytuje u 30 % pacientll postizenych
epilepsii. Za jednu z pfi¢in jejiho vzniku je povaZovana
imunohistochemickymi a molekularné-genetickymi metodami
pozorovana up-regulace ABC transportéri lokalizovanych
v hematoencefalické bariéte (HEB). Up-regulované
transportéry snizuji i¢innou koncentraci antiepileptika v moz-
ku tim, ze ,,pumpuji* své substraty zpét do krevniho ob&hu ve
veétsi mife, nez je tomu u zdravého mozku. Dulezitymi zastupci
této rodiny transportért v HEB jsou P-gp (P-glycoprotein),
MRP2 (Multidrug Resistance-associated Protein 2) a BCRP
(Breast Cancer Resistance Protein). Dalsi problematikou
feSenou v kontextu s témito transportéry je modulace jejich
transportni aktivity 1é¢ivy.

V nasi studii jsme se zaméfili na méné¢ znamy BCRP,
ktery nebyl ve vztahu k farmakorezistentni epilepsii doposud
zkouman. Dale pak jsem studovali modulaci transportu BCRP
antiepileptiky a to konkrétné inhibici. Prace byla rozdélena do
dvou ¢asti:

a) Transportni studie in vitro. Touto metodou jsme
ovétovali, zda-li n&které =z vybranych antiepileptik
(fenobarbital, fenytoin, ethosuximid, primidon, klonazepam,
karbamazepin, kyselina valproova, lamotrigin) je substratem
BCRP. Tyto studie byly provedeny na zavedené bunétné linii
MDCKII transfekované cDNA huméanniho BCRP. Pro
pozorovani transportni aktivity BCRP proteinu jsme vyuzili
metodu, kterda vyuzivda mikroporozni membranové filtry.
Koncentrace antiepiletika byla stanovovana pomoci HPLC
analyzy.
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b) Akumulaéni studie in vitro. Tyto studie byly
provadény na bunééné linii MEF3.8 transfekované cDNA
huméanniho BCRP pomoci zndmého fluorescenénim substratu
BCRP, BODIPY prazosinu FL.

Jak pro transportni tak i pro inhibi¢ni studie byla pouzita
koncentrace antiepileptik 25 pM. Tato koncentrace je relativné
blizka plazmatickym koncentracim antiepileptik. Vysledkem
bylo zjisténi, ze zadné ze zkoumanych antiepiletik neni
substratem BCRP a zaroven, ze zadné z téchto antiepileptik,
kromé& klonazepamu, neinhibuje funkci BCRP proteinu.
Klonazepam opakované mirné zvysoval akumulaci BODIPY
prazosinu FL v bunkach, coz nasvédcuje jeho inhibi¢nimu
vlivu na BCRP. Z téchto vysledku ziskanych in vitro
metodami usuzujeme, ze se BCRP pravdépodobné nepodili na
vzniku rezistence vici antiepileptiklim a také mizeme vyjadfit
domnénku, Ze na Urovni hematoencefalické bariéry zfejmé
nedochazi k interakci testovanych antiepileptik s BCRP.

IZOLACE A CH/}RA’KTERIZACE LATEK S
AN Tll\’!lKROBlALNI AKTIVITOU Z LAREV
MASARKY Neobellieria bullata

ALICE CIE'NCIALOVA*:"’, JIRI JIRACEK®, MARTINA
MACKOVA® a BOHUMIR KOUTEK®

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo
nam. 2, 166 10 Praha 6, bKatedra biochemie PF'F UK, Hlavo-
va 8, 128 40 Praha 2, “Katedra biochemie a mikrobiologie,
FPBT, VSCHT v Praze, Technickd 3, 166 28 Praha 6
ciencial@uochb.cas.cz

Svétova zdravotnicka organizace uvadi, Ze rezistence
k antimikrobialnim latkam je zavaZny zdravotni problém!'.
Stale dochazi k nartstu rezistence bakterii vii¢i soucasnym
antibiotikim (rezistence Salmonella typhimurium k tetracyk-
lintim vzrostla z 0 % v roce 1948 k 98 % v roce 1998 cit.%).
Kazdou hodinu zabiji bakteridlni infekce na nasi planeté 1500
lidi a z toho polovina jsou déti mladsi péti let. Tato zjiSténi
vedou ke snaze najit nové ucinné antimikrobialni latky, které
by ni¢ily mikroorganismy a pfitom by se vuc¢i nim obtizné
vytvafela rezistence’.

Ttida hmyzu se zda byt novym, slibnym zdrojem
pfirodnich latek s antimikrobidlni aktivitou. V poslednich
letech byly pravé z rozlicnych druhti hmyzu izolovany peptidy,
které vykazovaly zajimavou in vitro aktivitu proti
mikroorganismiim rezistentnim ke konven¢nim antibiotikim.
Prave tyto peptidy by se mohly stat vzorem pro tvorbu novych
terapeutickych zbrani v boji s mikroorganismy”.

Jako modelovy organismus pouzivame larvy masaiky
Neobellieria bullata, zastupce fadu diptera s dokonalou
proménou. Vyhodou této masatky je moznost jejiho
kontinudlniho chovu v laboratornich standardnich podminkach
na rozkladajicich se jatrech. Larvy a také mouchy jsou
vystaveny a odolavaji Sirokému spektru mikroorganismi
z prostfedi ve kterém ziji a pfezivaji. NaSim cilem je izolace
a charakterizace novych antimikrobialné aktivnich latek, napf.
peptidi nebo proteint, Gi¢astnicich se imunitni odpovédi proti
bakterialnim infekcim.
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Vychozim materidlem pro izolaci je hemolymfa larev
Neobellieria bullata, které ukoncily obdobi ziru a zacaly
obdobi tzv. toulavého chovédni. V tomto obdobi je prvni
skupina larev injektovana 1 pl bakteridlni suspenze a druha
skupina larev slouzi jako negativni kontrola. Za 24 hod je z in-
dukovanych a kontrolnich larev izolovana hemolymfa.

Z hemolymfy jsou v nékolika krocich izolovany
jednotlivé frakce. Izolované frakce jsou dale podrobeny
charakterizaci fyzikalné chemickymi metodami: UV-VIS
spektroskopii, aminokyselinovou analyzou, hmotnostni
spektroskopii (MALDI), SDS elektroforézou, MS analyzou
tryptického digestu a sekvenaci. U vSech izolovanych frakci
jsme testovali a porovnavali antimikrobialni aktivitu proti
bakteriim Escherichia coli (zastupce G-negativnich bakterii)
a Staphylococcus aureus (zéastupce G-pozitivnich bakterii).
Identifikovali jsme nékolik latek s vyznamnou antibakterialni
aktivitou.

Tato prdce je podporovina grantem GACR 203/05/0832 a
vyzkumnym zamerem Z 4055 0506.
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POROVNANI VLIVU ,POLYMERI:Ii PRISADY NA
VLASTNOSTI RUZNYCH DRUHU MALT

KATERINA DOUBRAVOVA

Ustav chemické technologie restaurovani pamatek, FCHT,
VSCHT, Technickd 5, Praha 6
katerina.doubravova@vscht.cz

V oblasti pamatkové péce se v posledni dobé prosazuje
pravidlo, ze na rekonstrukce historickych pamatek je nutné
pouzivat tzv. pivodni materialy. Timto materidlem je ve velké
veétsiné malta na bazi vapenného hydratu, pfip. shydrau-
lickymi pfisadami. V praxi jsou vSak k rekonstrukcim casto
pouzivany smési pfipravené pfimo na stavbé s pridavky
cementu, piipadné polymernich disperzi. Smési takto
prfipravené nemaji vétSinou vyzkousené a predem znamé
vlastnosti. Vliv polymernich pfisad na malty a betony
z cementu je pomémné dobfe znam. VIiv na vlastnosti
vapennnych malt neni naopak témét prostudovan. Prace se
proto zabyva porovnanim vlivu komeréné vyrabéného
polymerniho redispergovatelného prasku na tfi druhy malt
(vdpenna, vapennd s hydraulickou pfisadou a cementova).
Sleduje zmény fyzikalné-mechanickych vlastnosti zatvrdlé
malty (pevnost v tlaku, pevnost v ohybu, nasakavost vodou za
rizného tlaku, odolnost mrazu a odolnost krystalizaci soli) v
zavislosti na obsahu polymerniho redispergovatelného prasku
a na druhu pojiva malty. Z vysledki vyplyva, Ze vliv
polymerni ptisady na pevnost v tlaku a pevnost v ohybu je
vyrazngj§i u malt z vapenného hydratu — casteéné ziejmé
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proto, Ze vapenné malty v tak kratké dobé (3 meésice)
nedosahuji takovych pevnosti jako malta cementova. Z tohoto
pohledu je mozné tento redispergovatelny prasek doporucit
tam, kde je potieba z technologickych divodii pouzit Cisté
vapennou maltu bez hydraulickych pfisad, ale s vyssi pevnosti
(po kratké dob&) v porovnani s nemodifikovanou véapennou
maltou. Ze stanoveni odolnosti krystalizaci soli a mrazovému
poskozeni  vyplynulo, Zze tento druh  polymerniho
redispergovatelného prasku oproti ocekavani nezlepSuje
odolnost vapenné malty. V takovém ptipad€ je pak na misté
doporuceni, aby se k modifikaci vapenné malty nepouzival.
Z uvedeného je navic ziejma dilezitost dokonalé znalosti vlivu
pfisad na vlastnosti zatvrdlé malty jesté pied tim, nez je
projekt realizovan.

STUDIUM INTERAKCi MEZI DNA A
INTERKALATORY POMOCI NMR TECHNIK

MARTIN DRACINSKY a JAN SEJBAL

Katedra organické chemie PiF UK, Albertov 6, 12843 Praha 2
martindraca@yahoo.com

Jednou z moznosti, jak studovat interakce
biomakromolekul, naptiklad DNA a proteini, s malymi
molekulami (ligandy) je NMR spektroskopie'. Pouziti technik
NOESY umoziuje zjisténi tfidimenziondlni struktury molekul
v roztoku za fyziologickych podminek (pH, iontové sila)>*.

Vétsina protinadorovych 1é¢iv se vyznacuje vysokou
afinitou k DNA, mnoh4 z nich (napiiklad elipticin®’) se
vmezetuji mezi pary bazi DNA. Tyto latky se oznacuji jako
interkalatory.

V této praci byly studovany interakce derivatia elipticinu
s kratkymi duplexy oligonukleotidd. Duplexy obsahovaly osm
part  deoxyribonukleotidd. Konkrétn¢ byly studovany
oligonukleotidy d(CGCTAGCG), a d(ATAGCTAT),. Prvnim
tikolem bylo pfifazeni viech "H NMR signalii oligonukleotidil.
K tomuto uéelu byla pouzita dvoudimenziondlni spektra
NOESY, TOCSY a DQF COSY. Spektra byla métena jak
v H,O tak v D,0. Méfeni v H,O umoziuje sledovat i signaly
vodikt, které se rychle vyménuji srozpoustédlem (amino
a imino vodiky). Poté byly roztoky oligonukleotidd titrovany
elipticinem a byly sledovany zmény 'H NMR spekter
zpisobené pridavkem interkalatoru. Pridavek elipticinu
zpisobuje zménu chemickych posunti oligonukleotidl, zménu
tvaru signall a ve spektrech se objevuji nové signaly.
Interpretaci téchto zmén bylo zjisténo, Ze elipticin tvofi
s oligonukleotidy komplexy, jejichz stfedni doba Zivota se
pohybuje v fadu milisekund, geometrie komplexi odpovida
interkalaci. Dale byla zjisténa ¢astecna selektivita elepticinu ke
GC parim a pravdépodobnd orientace interkalovaného
elipticinu.
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INHIBITION OF HER-2/PI3-K/AKT KINASE
SIGNALING PROTECTS BREAST CANCER CELLS
FROM TRAIL-INDUCED APOPTOSIS
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Overexpression of the Her-2/neu receptor correlates with
cancer cell proliferation, resistance to apoptosis, and poor
survival of breast cancer patients. TRAIL is a potent inducer of
apoptosis in cancer cells and is involved in anti-tumor immune
defense.

We investigated whether downregulation of Her-2 by the
anti-Her-2 antibody trastuzumab could cooperate with TRAIL
effector pathway in breast cancer cells. Her-2-overexpressing
cells responded to trastuzumab with modest apoptosis, but
unexpectedly, with decreased susceptibility to TRAIL.
Moreover we found that main pathways downstream Her-2,
MEK/MAPK and PI3-K/Akt kinase signaling, differ in
regulation of TRAIL-induced apoptosis; as reported
previously, inhibition of MEK/MAPK pathway promoted
TRAIL-induced apoptosis.

On the other hand, specific inhibition of the PI3-K/Akt
kinase pathway by LY-294002, resulted in a decrease in
susceptibility to TRAIL that was associated with a reduction in
caspase-8 activation, Bid processing, as well as a reduction in
drop of mitochondrial membrane potential and PARP
cleavage, analogous to treatment with trastuzumab.
Investigating the effect of trastuzumab and PI3-K/Akt kinase
inhibition on the expression of apoptosis-related proteins
revealed reduced expression of TRAIL-R1/DR4 and TRAIL-
R2/DRS5, consistent with reduced susceptibility to TRAIL.
Her-2/P13-K/Akt-suppressed cells also exhibited decreased
level of anti-apoptotic protein Bcl-xL expression which likely
contributes to the observed increase of mitomycin C-induced
apoptosis in cells treated with trastuzumab and LY-294002.
These data indicate that oncogene activation, in our case Her-2
overexpression and constitutive PI3-K/Akt kinase activity,
might regulate the expression of TRAIL-receptors and
consequently responsiveness to TRAIL, thereby playing pro-
apoptotic role in certain cellular context. Likewise,
downregulation of oncogenic Her-2/PI3-K/Akt signaling by
trastuzumab leads to drop in TRAIL susceptibility.
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PRIPRAVA TENKYCH VRSTEV VELKYCH
ORGANICKYCH MOLEKUL

RUDOLF FRYCEK
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Nova technologie pfipravy tenkych organickych vrstev
byla vyvinuta z technologie vyuZzivajici ablace materidlu po
interakci s energetickym laserovym pulsem a nasledné
depozici na blizky substrat. Timto zpisobem je mozno nanaset
mnoho anorganickych materialti, zatim co u organickych
slouc¢enin mize byt pouzito pouze stabilnich vychozich latek.

Problém pfipravy tenkych organickych vrstev z molekul
jako jsou aminokyseliny, proteiny, polysacharidy, enzymy,
protilatky je mozno vyftesit depozici z matrice (MAPLE —
Matrix Assisted Pulse Laser Deposition). Matrici tvoii
rozpoustédlo s velkym absorpénim koeficientem na vinové
délce pouzitého laseru. Laser excituje pfednostné matrici a vi-
bracnimi pfechody dojde k vybuzeni pfenasené latky a jeji
,»m&kké™“ desorpci a depozici na substrat. Vyhoda proti jingym
tenkovrstvym technologiim nanaSeni je snadnd moznost
regulace tloustky od nanometri az po nékolik mikrometri
a moznost tvorby vicevrstvych struktur bez ohrozeni jiz
nanesené¢ vrstvy. Piedpokladd se vyuziti pii ptipravé
potahovanych 1é¢iv nebo 1é¢iv s postupnym uvoliovanim,
pripravé tenkych vrstev biologickych latek pro usnadnéni
analyzy, depozici biokompatibilnich materiali nebo pfiprava
aktivnich vrstev pro chemické nebo biologické senzory.

Prvni experimenty byly provedeny s komplexnimi
slouCeninami acetylacetonatti, ftalocyanini a porfyrint kovd.
Byly testovany vlastnosti vybranych matric a vhodnost jejich
pouziti v systému s deponovanou latkou. Jako test uspésného
prenosu ptivodni latky byla pouzita infracervend a Ramanova
spektroskopie. Pfipravené vrstvy byly pouzity jako aktivni
vrstvy senzorti pro vodivostni a optickou metodu detekce
plynnych slozek atmosféry.

MONOLITICKE STACIONARNI FAZE NA BAZI
AKRYLAMIDU PRO KAPILARNI .
ELEKTROCHROMATOGRAFII OLIGOSACHARIDU

VILEM GURYCA™*, JIRI MICHALEK®,
MILOS V. NOVOTNY®a VERA PACAKOVA®*

“Prirodovédecka fakulta UK, 1 %8 40 Praha, bUstav
makromolekuldrni chemie AV CR, Praha, “Indiana University
Bloomington, USA

Snahy analytické glykobiologie uréit cukerné struktury
uvolnéné enzymatickym $tépenim z bunéénych glykoproteint
vyzaduji chromatografickou kolonu umoziujici separace
oligosacharidii z komplexnich biologickych materiali s vyso-
kou ucinnosti, selektivitou a reprodukovatelnosti, zarucujici
kompatibilitu s MALDI/ESI-MSn detekénim systémem'.

Pracovni skupina okolo Novotného vyvinula potencialni
stacionarni fazi pro kapilarni elektrochromatografii (CEC),
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ktera dovoluje docilit retence polarnich analytd na hydrofilnim
ligandu ukotveném v polymerni monolitické matrici. Analyzy
se provadély v mobilnich fazich acetonitril/mraven¢an amon-
ny, které jsou vhodné i pro spojeni s MS aparaturou a zarucuji
vysoké uinnosti separaci’.

Predkladany piispévek dokumentuje dalsi zdokonaleni
polymeracénich  technik  kapilarnich  kolon, zvySovani
reprodukovatelnosti  jejich ptipravy a definuje retenéni
mechanismy pro stanovované polarni analyty. Jsou
presentovany separacni charakteristiky kopolymeru pro
linedrni 1 vétvené oligosacharidy/glykany a posléze
srovnavany s predchazejicimi procedurami’. Porosita husté
sitovaného polymerniho materialu je velmi zavisla na obsahu
slozek polymeracni nasady. Proto byla struktura monolitu
detailn¢ studovana pomoci rtutové intrusni porosimetric a
rastrovaci elektronové mikroskopie (SEM) — viz obr. 1.

Upraveny akrylamidovy kopolymer byl po optimalizaci
porogenni smési schopen rutinné separovat derivatizované
isoformy N-glykanti s u¢innostmi nad 100 000 pater.m™.

Obr 1. SEM snimek monolitické stacionarni faze pro CEC
separace isoforem glykanii, SloZeni: akrylamid/ piperazin-
bis-akrylamid/ vinylsulfonova Kkyselina (13:19:1)

Podékovani patri National Institute of Health - USA; Indiana
Genomic Initiative, Indiana University - USA; Nadace Josefa
Hidavky CR.; Fond mobility UK, CR a Akademie véd CR,
projekt AVOZ 40500505 za financni pomoc.
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APLIKACE TECHNOLOGIE CIPHERGEN
V KLINICKE ONKOLOGII

SARKA HELANOVA, PAVLA CESKOVA, ROSTISLAV
VYZULA a BORIVOJ VOJTESEK

Masarykiv onkologicky iistav, Zluty kopec 7, 656 53 Brno

Nové a ucinné metody z oblasti genomiky a proteomiky
sméfuji  aplikovany vyzkum k vyvoji personalisované
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mediciny, v niz farmakologicka 1é¢ba bude cilena s ohledem
na fyziologické a genetické pozadi u konkrétniho pacienta.
Technologie analyzy zalozené na proteinech ptedstavuji
dalezity doplnék DNA mikroc¢ipti u mnoha klinickych i vyz-
kumnych aplikaci, nebot’ hladiny proteinti ¢asto jen malo
koreluji s hladinami mRNA. Pfitom hladiny proteini jasné&ji
vypovidaji o jejich skuteéné expresi v bunice. Technologie
Ciphergen je zalozena na SELDI TOF-MS a jeji uspotradani by
mélo umoznit rychlou a efektivni analyzu proteinovych smési.
Proteiny selektivné interaguji se specifickymi chromato-
grafickymi sorbenty ukotvenymi na povrchu ¢ipu a nasledné
jsou detekovany pomoci hmotnostni spektrometrie. Selekce je
zalozena na hydrofobni ¢i hydrofilni interakci, iontové
interakci (katex, anex) nebo interakci proteinti s ionty kovl
imobilizovanymi na chelata¢ni sorbent. Déle je mozno s vy-
uzitim pre-aktivovanych povrchii Cipi kovalentné navazat
rizné protilatky, receptory, proteiny, DNA, RNA a dalsi
molekuly a vytvofit tak vlastni specifické afinitni povrchy.

Dulezitym cilem klinické proteomiky je identifikovat
proteiny, které by mohly byt uzite¢né jako biomarkery a najit
vztah mezi témito markery a stadiem onemocnéni.
Diagnosticky marker, nebo marker odpovédi na 1écbu musi mit
velkou prediktivni vahu a prednostné by mél byt detekovan
v materialu  ziskaném neinvazivné (sérum, mo¢ atd.).
Technologie Ciphergen ma vSechny pfedpoklady pro ucinné
vyhledavani novych biomarkerd.

V na$i praci vyuzivame tuto technologii pro hledani
novych sérovych biomarkerd u definovanych souborti pacient
a ke korelaci klinicky vyuzivanych biomarker se stadii
nemoci. Dana technologie nam rovnéz umoziuje sledovani
proteinovych spekter u nadorovych lyzat, analyzu vazby
proteinu na DNA a interakci protilatek s cilovymi antigeny.

Tato prace byla podporena 301/05/0416 GACR a NR/8338-3
1GA MZ CR.

MODULARNI SYNTEZA STEROIDU

S AROMATICKYM A-KRUHEM

PAVEL HERRMANN®™" a MARTIN KOTORA™"

“Ustav organické chemie a biochemie AVCR, Flemingovo
nam. 2, 16610 Praha 6, bprtrodovédecka fakulta UK, Albertov
2030, 128 43 Praha 2

pherrmann@uochb.cas.cz

Estron a od n&j odvozené steroidy s aromatickym A-kruhem
patii diky svym biologickym u¢inkim k ¢astym cilim totalni
syntézy. Vzhledem ke své slozité struktufe jeho syntéza slouzi
jako prubifsky kamen pro testovani novych syntetickych metod.

Nas§ pfistup je zalozen na nasledujicich 3 postupnych
reakcich, které vyuzivaji pro tvorbu riznych vazeb vkazdém
kroku jedno &nidlo - dibutylzirkonocen (Negishiho &inidlo)'.
Jednotlivé kroky jsou zalozené na: i) oxidativni adici nasledované
allylaci, i) cyklizaci 1-alkoxy-2,8-dienu nasledované opét allylaci,
a nakonec iif) karbonylativni cyklizaci o,@-dienu. Volba
vhodného substratu pro prvni reakci a pouziti riznych
allylhalogenidd (moduld) pro allylaci umoziuje cilenou
funkcionalizaci skeletu.
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Jako modelovy substrat byl vybran o-alkoxymethylstyren
1, jez lze snadno pfipravit ve 2 krocich. Jeho reakci za vyse
uvedenych podminek byl ziskan methoxyderivat 2. Jeho
cyklizace a allylace v ptitomnosti CuCl poskytla a,w-dien 3,
ktery po karbonylativni cyklizaci® poskytl estra-1,3,5(10)-
trien-16-on 4. Budou diskutovany syntetické a stereochemické
aspekty vyse popsanych reakci.

OMe
A | =
OBn

1 2

=

H

SOh

4 3
LITERATURA

1. Ikeuchi Y., Taguchi T., Hanzawa Y.: Tetrahedron Lett.
45,3717 (2004).

2. Kotora M., Umeda C., Ishida T., Takahashi T.:
Tetrahedron Lett. 38, 8355 (1997).

3. Negishi E., in: Comprehensive Organic Synthesis (Trost,
B. M.; Paquette L. A. ed.) Pergamon, 1991, Vol. 5, p.
1163.

HIGH EFFECTIVENESS OF PLATINUM(IV)
COMPLEX WITH ADAMANTYLAMINE IN
OVERCOMING RESISTANCE TO CISPLATIN AND
SUPRESSING PROLIFERATION OF OVARIAN
CANCER CELLS IN VITRO

VIKTOR HORVATH?, LENKA SVIHALKOVA
SINDLEROVA®, KAREL SOUCEK?,

OLGA BLANAROVA®? PETR SOVA®, ALES KROUTIL",
FRANTISEK ZAK", ADOLF MISTR",

JAROSLAV TURANEKS, JIRINA HOFMANOVA® and
ALOIS KOZUBIK®

“Laboratory of Cytokinetics, Institute of Biophysics, AS CR,
Kralovopolska 135, 612 65 Brno, bPLIVA — Lachema a.s.,
Karasek 1, 621 33 Brno, ‘Department of Immunology,
Veterinary Research Institute, Hudcova 70, 621 32 Brno
horvath@ibp.cz

[(OC-6-43)-bis(acetato)(1-adamantylamine)amminedichloropla-
inum(IV)], coded as LA-12, is a novel octahedral platinum(IV)
complex containing a bulky hydrophobic ligand -
adamantylamine. The use of bulky hydrophobic amines as a
non-leaving ligands, may increase penetrability of the
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compound to the cancer cells. Therefore, the effects of LA-12
on sensitive(A2780), with acquired resistance(A2780cis) and
with intrinsic cisplatin resistance(SK-OV-3), ovarian cancer
cell lines were investigated and compared to those of cisplatin.
1Cs and 1Cy concentrations of LA-12 were 6-(A2780) or 18-
fold(A2780cis) lower than those for cisplatinMTT assay).
Equitoxic concentrations(ICsy or ICqg) of both compounds
caused a significant and similar time- and dose-dependent
inhibition of cell proliferation and an increase in the number of
floating cells which corresponded to the decrease of total cell
viability. A different type and dynamics of cell cycle
perturbation after cisplatin and LA-12 treatment were detected.
Exposure to LA-12 resulted in transient accumulation of
A2780 and A2780cis cells in S phase, while cisplatin caused
G2/M arrest in sensitive and S phase arrest in resistant cells. A
relatively low rate of apoptosis after exposure to IC50 or IC90
of both complexes was observed, markedly higher in resistant
A2780cis cells. Western blot analysis indicated a concen-
tration-dependent p53 level increase in both lines (higher after
cisplatin treatment). PARP cleavage was observed only in
A2780cis cells. In conclusion, LA-12 was found to be
significantly more efficient than cisplatin, and it was able to
overcome the acquired cisplatin resistance (showing resistance
factor 2.84). In spite of the low rate of apoptosis, LA-12
caused increase of p53 level and cell cycle perturbations in the
ovarian cancer cell lines studied.

Supported by the Grant Ministry of Education of the Czech
Republic (FRVS grant no. 2528/2005) and Ministry of Industry
and Trade of the Czech Republic, Contract No. PZ-7Z2/29,
“New Medicines for Cancer Therapy”.
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USING THE REAL TIME RT-PCR METHOD FOR THE
CHARACTERIZATION OF THE AHP GENE FAMILY
EXPRESSION PATTERN

JANA HRADILOVA® a B. BRZOBOHATY"

“Laboratory of Plant Molecular Physiology, Masaryk
University Brno, Faculty of Science, Kotlarska 2, 611 37,
Brno, YInstitute of Biophysics, AS CR, Krdlovopolskd 135,
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In this study we focus on the expression pattern of
a family of AHP (Arabidopsis Histidine-phosphotransfer
factors) genes in Arabidopsis thaliana. We also examined the
influence of the plant-grow regulators cytokinins on AHP
expression. AHPs are phosphotransfer shuttles in the multistep
two-component system of signal transduction. AHPs transfer
the phosphoryl group between membrane localised receptors
(histidine kinases) and response regulators (transcription
factors) localized in the nucleus. This system is thought to be
involved in stress, cytokinin and ethylene signalling in
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Arabidopsis.  Cytokinins  have been implicated in
developmental and growth processes in plants including cell
division, shoot meristem initiation, senescence and
germination. They also have positive or negative influence on
the expression of many groups of genes. Five AHPs have been
identified until now in Arabidopsis. AHPs are small proteins
(14.5-18 kDa), with a predicted acidic isoeletric point (5.5—
3.9) and a typical phosphotransfer domain, including the
conserved sequence XHQXKGSSXS with the histidine residue
binding the phosphoryl group. Using real time RT-PCR we
characterized the expression pattern of AHP genes in adult
wild type Arabidopsis thaliana plants (ecotype Columbia 0).
Different plant organs were tested — leaves, stems, roots,
flowers and siliques. The influence of cytokinins on the level
of AHPs expression was tested on 8 day-old seedlings treated
with the cytokinin benzyladenine and also on 8 day-old
seedlings overproducing endogenous cytokinins after
dexamethasone treatment. We show that the highest mRNA
level of AHPI1 is in roots and highest level of AHP2 is in
flowers, on the other hand there were no significant differences
among tissues in expression patterns of AHP3 and AHPS
genes. AHP4 was expressed at very low levels in all tissues
tested but the highest level was found in leaves. Also all of
tested AHP genes have low expression in seedlings and
siliques. A response to cytokinin was detected mainly for the
genes AHP1 and AHP4, their steady-state mRNA levels going
up. The expression of the genes AHP2 and AHP3 was also
induced by cytokinins. Expression level of AHPS remained
unaffected by cytokinins. So, the AHP gene family can be
divided into 3 subclasses. Subclass A - AHP1 and AHP4 (the
gene expression is highly organ specific and highly induced by
cytokinins), subclass B - AHP2 and AHP3 (no significant
differences in gene expression among organs and moderately
induced by cytokinins), subclass C - AHPS (no significant
differences in the gene expression among organs and no
influence of cytokinins, alternative splicing was noted).
Sequence homology also predicts similar pattern of subclasses.

Supported by grants LNO0AO81 and MSM143100008 (Ministry
of Education of the Czech Republic).

PRIPRAVA CHIRALNICH SLOUCENIN ARYL-
TETRAHYDROISOCHINOLINOVEHO TYPU

RADIM HRDINA a MARTIN KOTORA™"
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Chiralni biarylové slouceniny hraji kli¢ovou roli v enan-
tioselektivni syntéze, predev§im jako ligandy u reakci
katalyzovanych piechodnymi kovy. V posledni dobé jsme
svédky rozvoje tzv. ,organické” katalyzy, tj. katalyzy bez
ucasti kovu. Atropoizomerni biarylové slouceniny s pyridino-
vym kruhem se zdaji byt vhodnymi kandidaty pro
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enantioselektivni syntézu'.  Jejich piiprava je zalozena
prevazné na kaplinkovych reakcich.

Nasim cilem bylo vypracovat alternativni metodu
vedouci k rtizné substituovanym chiralnim slouceninam aryl-
tetrahydroisochinolinového typu. Synteticka strategie byla
zalozena na [2+2+2] cyklotrimerizaci 1-aryl-1,7-oktadiynt
s nitrily. Reakce byly katalyzovany cyklopentadienovymi
komplexy kobaltu (CpCo(CO),, CpCo(cod), CpCo(=),) za
standardnich podminek?. Byla provedena celd fada cyklo-
trimeriza¢nich reakci diyn@ s riznymi substituenty R' a R?
vedouci k pfislusné substituovanym tetrahydroisochinolintim
v obstojnych vytézcich (schema 1). Ukézalo se, ze pribch
reakce zavisi jak na sterickych, tak na elektronickych
vlastnostech funk&nich skupin R' a R%

R, Ry

R' = Me, OMe, COOMe, NHCOCHj, atd.; R? = H, Me, aryl; R = Ph

Schéma 1
Price byla podporena grantem GA CR 203/05/0102.
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VYUZITI leg{ULARNiHo DICHROISMU KE STUDIU
SEKUNDARNI STRUKTURY A KONFORMACNIHO
CHOVANI PROTEINU

RADKA CHALOUPKOVA, ZBYNEK PROKOP a
JIRI DAMBORSKY

Prirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita, Kotlarska 2,
611 37 Brno
Jiri@chemi.muni.cz

Jednim z fyzikalnich projevt chirality je opticka aktivita,
tj. schopnost chiralniho objektu interagovat rozdilné s vlevo
a vpravo kruhové polarizovanym elektromagnetickym
zéfenim. Rozdilnost této interakce se projevuje v fadé
chiroptickych jevl, mezi které patii i cirkularni dichroismus.
Cirkularni dichroismus je specidlnim typem elektronové
absorp¢ni spektroskopie, kterd kvantifikuje schopnost opticky
aktivniho chromoforu rozdiln¢ absorbovat vlevo a vpravo
kruhové polarizované zafeni v zavislosti na vinové délce a v
dnesni dobé se stale Castéji vyuziva ke strukturnimu studiu
chiralnich biomolekul.

Tato prace se zaméiuje na vyuziti cirkularniho dichroismu
(CD) ke studiu konformac¢niho chovani proteintl. Vyznamnou
aplikaci této optické metody bylo stanoveni sekundarni struktury
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enzymi, konkrétnd halogenalkandehalogenas'. Na zakladg
nametenych CD spekter téchto enzymu bylo ureno procentuélni
zastoupeni jednotlivych sekundarich elementt v jejich struktufe.
Ziskané vysledky CD analyzy ukazovaly velmi dobrou shodu ve
srovnani s rentgenovou strukturni analyzou krystalii hodnocenych
proteind.

CD spektroskopie byla dale vyuzita pro porovnani struktury
mutantnich enzymi s pivodnim divokym typem. Studovany byly
sady mutantnich enzymi halogenalkandehalogenasy LinB ze
Sphingomonas paucimobilis UT26 (cit.), elicitinu p-kryptogeinu
z Phytophthora cryptogea® a PB-glukosidasy Zm-P60.1 ze Zea
mays. Ovéfenim spravného foldingu pfipravenych mutantnich
enzymi bylo prokazano, Ze ptipadné zmény v kinetickém chovani
enzymil nebyly zplsobeny zménou jejich sekundamni struktury.
Podobnym zpiisobem byla CD spektroskopie vyuzita k
strukturnimu srovnani enzymu LinB produkovaného ve dvou
riznych expresnich systémech (prokaryoticky systém E. coli a
eukaryoticky systém P. pastoris)*. Z namétenych CD spekter bylo
zjisténo, ze sekundarni struktura LinB je po ziskani z obou
expresnich systému totoZna.

Pro svou vysokou citlivost ke konformaénim zménam byla
CD spektroskopie dale vyuzita ke studiu teplotni stability enzymi
a jejich konformaéniho chovani pfi rizném pH. Vzijemné byla
porovnavana teplotni stabilita enzymu LinB se dvéma nové
izolovanymi mykobakteridlnimi dehalogenasami DmbA a
DmbBS. Teplotni stabilita téchto tii piibuznych enzymu je
rozdilna, pficemz nejvyssi Tm teplota byla zjisténa pro enzym
DmbB. Vliv pH na konformaci halogenalkandehalogenas byl
studovan pro tii enzymy: LinB, DhaA z Rhodococus
rhodochrous NCIMB 13064 a DhlA  z Xanthobacter
autotrophicus GJ10. Pfi relativné velmi kyselych podminkéach (pH
< 4) se vSechny studované enzymy nachazely v konformaci
odlisné od jejich nativni struktury, pii pH blizkému pl téchto
enzyml (pH ~ 5) byly nejméné rozpustné a pii neutralnich a
alkalickych podminkach (pH > 6,5) zaujimaly tyto enzymy
konformaci, ktera odpovida jejich nativni struktufe.

CD spektroskopie se ukazala byt velmi vhodnou a uziteknou
technikou ke studiu sekundarni struktury a konformacnich
vlastnosti enzymi. V porovnani s NMR a RTG spektroskopii ma
vyhodu rychlého ziskani dat s nizkymi naroky na ptipravu vzorki.
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COMPARISON OF TWO KINETIC METHODS OF
DETERMINATION OF THE ANTIRADICAL
ACTIVITY USING 2,2-DIPHENYL-1-
-PICRYLHYDRAZYL

KATERINA CHVATALOVA and JIRI SLANINA

Department of Biochemistry, Faculty of Medicine, Masaryk
University, Komenského nam. 2, 662 43 Brno
kchvatal@med.muni.cz

Considerable work has been directed towards developing
relevant assay method for the evaluation of activity of free radical
scavengers. A large number of methods using different approaches
has been reported in the literature, but the simple
spectrophotometric test based on scavenging of a stable coloured
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical belongs to the most
commonly used. In the DPPH test, the scavenging ability of
antioxidants is usually expressed as ECS50, the antioxidant
concentration at which half of DPPH radicals is quenched in a
predetermined time. This parameter (EC50) does not reflect the
reaction rate of antioxidants with DPPH.

The aim of this work was developing a kinetic method for
the assessment of antiradical activity by virtue of determination of
rate constants of DPPH scavenging. The rate constants and the
order of reaction between DPPH and the antioxidant in methanol
were estimated by the order degeneration method. If the
concentrations of antioxidants were much higher than the
concentration of DPPH, the rate constant of the reaction could not
be determined due to nonlinear relationship between the rate
constant of pseudo-first order and the concentration of
antioxidants. However, the measurement at the excess of DPPH
enables the assessment of the rate constants. Surprisingly, the
decay of DPPH corresponds always to first-order reaction. For the
majority of antioxidants, the rate of the decrease of DPPH depends
only on the antioxidant concentration. However, for a small
number of antioxidants, the rate of the reaction depends only on
the DPPH concentration. We determined the rate constants of 25
antioxidants. Ascorbic acid was the most efficient scavenger of
DPPH, which reacts with DPPH approximately million times
faster than para-hydroxybenzoic acid, the weakest antioxidant.
The relationship between the structure and the antiradical activity
is reported. The antiradical activity of antioxidants depends not so
much on the number of phenolic hydroxyl, as is reported in
literature1, as on the reactivity of the most activated hydroxyl. The
first order rate constants can be used for the simple and correct
statement of the antiradical activity.
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Isonicotinic acid hydrazide (Isoniazid, INH) is widely
applied as a first-line drug for the treatment of tuberculosis
(TB) and is usually employed in combination with other drugs
(Rifampicine, Pyrazinamide, Ethambutol) for the treatment of
an active disease. Isoniazid is also used for prevention of TB in
people who have been exposed to the active disease but have
no symptoms'. In a simple molecule, such is isoniazid, it is
difficult to efficiently modify the molecule in order to increase
its biological activity. The same is true for most of other TB
drugs. Herein, we propose a new approach to overcome this
problem.

A simple method to modify various TB drugs was
designed starting from the hydrazone 1 that is easily available
from INH and diethoxymethyl acetate (DEMA)?.

|N\ _<O—Et Ny
=+ 0] E— |
& —  O-Et Z
_NH, o) _N_O.
07 NH R A
INH DEMA 1

The ethoxy group of the compound 1 can be substituted
with a number of nitrogen nucleophiles. If one of the TB drugs
serves as a nucleophile, the product can be considered as a
prodrug that contains two conventional drugs, connected by a
CH fragment. Such products are expected to be stable in the
solid state but they probably hydrolyze in aqueous solutions, in
the presence of an acid or enzymatically, leading to both TB
drugs or to one drug and the formylamino derivative of the
other one.

To test the idea mentioned above, we performed the
reaction of 1 and p-aminosalicylic acid (PAS). It is our
pleasure to report that the reaction took place under mild
reaction conditions to give the product 2 in 53% yield.

N COOH | N
P + o (A
N_O. N _NH OH
o”>NA YT R 07 NA YT
NH,
COOH
1 PAS 2

Two TB drugs can also be connected by a CH fragment if
one of them is activated as the corresponding dimethylamino-
methylene derivative. Several transformations to reach this
goal are currently under active investigation.

Biological activity and hydrolytic stability of such
modified drugs will also be discussed.

This work was supported by grant IGA MZ 14/8238-3 and
FRVS 297/2005/G6.
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MOLEKULARNI INTERAKCE KOLICINU U SE SVYM
IMUNITNIM PROTEINEM
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Koliciny jsou antibakteridlni exoproteiny, jejichz geny
jsou obvykle lokalizovany na plazmidech a které jsou
produkovany bakteridlnimi kmeny z ¢eledi Enterobacteriaceae
(zejména druhem Escherichia coli). Toxicky tucinek,
zajistovany C-koncovou doménou, je omezen na citlivé
kmeny této Celedi a nejcastéji je nasmérovan proti druhtim
ptibuznym druhu produkénimu. Proti letalnimu efektu
syntetizovaného kolicinu se produkéni kmen brani tvorbou tzv.
imunitniho proteinu, jehoz gen je soucasti kolicinogenniho
plazmidu. Interakce mezi volné rozpustnym kolicinem a mem-
branové vazanym imunitnim proteinem je vhodnym modelem
pro studium protein-proteinovych interakci. Vybrali jsme si
dvojici kolicinti U a Y, mezi nimiz je 87 % totoznost na urovni
aminokyselinové sekvence a piesto jejich producenti nejsou
navzajem zkiizené imunni. Podstatou této studie bylo mutovat
aminokyseliny kolicinu U (Y) ve smyslu sekvence kolicinu Y
(U), sledovat zmény v interakci mutovanych kolicint s imunit-
nim proteinem a ur¢it interak¢ni aminokyseliny kolicmu U a Y. V
letalni doméné je mezi kolicinem U a Y rozdilnych 34
aminokyselinovych zbytkli, z nichz 21 lezi v hydrofobni
oblasti, kterd je nejpravdépodobnéjSim mistem interakce
s imunitnim proteinem. Cilenou mutagenezi jsme mutovali
vsechny rozdilné aminokyseliny v hydrofobni a pfilehlé oblasti
a pripravili tak vice nez 30 mutantnich kolicind. Zkoumali
jsme jejich letalni u€inek na burnky transformované plazmidem
nesouci gen pro imunitni protein kolicinu U a kolicinu Y.
Koliciny s vétsinou bodovych mutaci byly rozpoznavany
imunitnimi proteiny stejné jako ptivodni koliciny. Koliciny
s bodovymi mutacemi G580V a F576Y byly signifikantné
méné rozpoznavany a prokazaly jednoznacny vyznam
aminokyselinovych zbytk G580 a F576 pro interakci kolicinu
U s imunitnim proteinem kolicinu U. Slabé interakéni misto,
aminokyselinovy zbytek N605, lezi mimo hydrofobni oblast.
Podobné je tomu i u kolicinu Y, kde vSechny interakéni
aminokyseliny lezi v hydrofobni oblasti a jejich poloha se
Castecné¢ piekryva s polohou vyznamnych aminokyselin
kolicinu U. Na zikladé porovnani identifikovanych
aminokyselinovych zbytki v polohach odpovidajicich
interakénim mistim u kolicinu U a Y se sekvencemi dalSich
blizce ptibuznych kolicini A, S4, L, N a B bylo zjisténo, ze k
efektivni interakci mezi kolicinem a imunitnim proteinem
dochazi pouze pokud jsou piitomny vice nez dvé interakéni
aminokyseliny. Vysledky ukazuji, ze interakéni mista
piibuznych kolicinii s jejich imunitnimi proteiny nejsou
totozna, ale navzajem se prekryvaji. Piekryv interakénich mist
pomaha vysvétlit postupnou evoluci novych typt kolicint
depolarizujicich plazmatickou membranu.

Tato prace byla sponzorovdana grantem: GACR 310/03/1091.
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VLIV SUBSTITUCE CALIXARENOPORFYRINU NA
KOMPLEXACI FULLERENU

MARTIN KAS, PAVEL LHOTAK a IVAN STIBOR

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

Vzhledem k ptfedpokladané primyslové vyrobé fullerent
a narustajicimu mnozstvi jejich moznych aplikaci v riznych
oblastech — biofarmaceutika, kosmetika, specidlni polymery,
elektronika — je vénovan znacny zijem studiu jejich interakci,
dilezitych naptiklad pro déleni jejich smési. Pomérné dlouhou
dobu je znama schopnost fullerend interagovat s riznymi 7-
systémy, mezi které patfi i porfyriny. V minulosti proto byly
navrhnuty a syntetizovany receptory vyuzivajici porfyrinové
jednotky k vazani fullerenu. Jiz diive byl zkouman vliv kovu
komplexovaného  porfyrinem a prostorového uspofadani
receptoru na komplexaci fullerenti, proto jsme se rozhodli
sledovat  vliv  substituce = meso-arylporfyrini v calix-
arenoporfyrinovém receptoru (Pr = propyl, R je bud’ vodik,
propisy-, nebo trifluormethylova skupina). Vliv substituce na
interakci byl sledovan pomoci 'H NMR.

GENETICKA DETERMINACE DEGRADACE FENOLU
V Rhodococcus erythropolis

MARTIN VESELY, MONIKA KNOPPOVA,
JAN NESVERA a MIROSLAV PATEK

Mikrobiologicky iistav, Akademie véd Ceské republiky,
Videnska 1083, 142 20 Praha 4
knoppova@biomed.cas.cz

Bakterie rodu Rhodococcus degraduji tadu latek
zneCistujicich zivotni prostfedi jako jsou fenoly a jejich
derivaty, chlorované alifatické i cyklické uhlovodiky, nitrily a
rizné pesticidy. Hlavnim faktorem omezujicim praktické
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vyuziti téchto degradacnich schopnosti je dosud nedostatek
vhodnych genetickych nastroji pro jejich modifikaci. K vyvoji
zékladnich néstrojii a metod genovych manipulaci jsme zvolili
kmen Rhodococcus erythropolis CCM2595, ktery se
vyznacuje schopnosti degradovat fenol a nékteré jeho derivaty
(resorcinol, hydrochinon, chlorofenol). Tento kmen jsme
zaroven zvolili pro izolaci gend degradace fenolu.

Pro studovany kmen jsme vyvinuli zakladni metody
umoziujici transformaci kmene plasmidovou DNA, izolaci
plasmidové a genomové DNA a integraci fragmentti do chro-
mosomu. Na zékladé pfirozeného plasmidu pSR1 z Coryne-
bacterium glutamicum jsme zkonstruovali klonovaci vektor
pSRK21 replikujici se v E. coli, C. glutamicum a R.
erythropolis. Pro konstrukci promoter-probe vektoru jsme
testovali potencidlni reportérové geny: cat (chloramfenikol-
acetyltransferasa), gfpuv (GFP, green fluorescent protein
s emisi posunutou do UV oblasti) a rsgfp (red-shifted GFP).
Na zékladé plazmidu pSRK21 byly zkonstruovany promoter-
probe vektory pPRE11 (rsgfp) a pEPR (gfpuv) pro analyzu
promotord z R. erythropolis. Funkce vektoru pPREI11 byla
ovétena klonovanim nékolika promotort z C. glutamicum
u nichz byla zméfena jejich aktivita v buitkach R. erythropolis
a C. glutamicum.

Kli¢ovymi geny pro degradaci fenolu jsou geny kodujici
fenolhydroxylasu a katecholdioxygenasu. Vyhledani téchto
gent a ovlivnéni jejich exprese, umozni konstrukci kment
rozkladajicich intenzivnéji sledované polutanty. VSechny geny
dréhy degradujici fenol az na intermediaty centralniho
metabolismu se nam podafilo izolovat: catA, catB, catC
kodujici katecholdioxygenasu, mukonatcykloisomerasu a mu-
konolaktonisomerasu, pheAl a pheA2 kodujici velkou a malou
podjednotku fenolhydroxylasy a regula¢ni geny catR a pheR.

Mezigenovou oblast catA-catR obsahujici promotory
téchto divergentné orientovanych gend jsme klonovali v obou
orientacich do promoter-probe vektoru. Oba promotory
(P-catR a P-catA) byly v E. coli aktivni. Na zaklad¢ sekvence
DNA jsme nalezli pfedpokladané transkripni pocatky gent
catR a catA. Palindromaticka sekvence pfitomna v oblasti
obou pocatku transkripce muze slouzit jako cilové misto pro
vazbu regula¢niho proteinu. Transkripéni pocatek genu catR
zjistény experimentalné metodou primer extension v E. coli
byl identicky s pfepokladanym transkripénim pocatkem.

Deleci genu catR v chromosomu jsme ziskali kmen, ktery
nebyl schopen rustu na fenolu. Tento vysledek naznacuje, ze
gen catR je nezbytny pro expresi n¢které¢ho genu nebo genti
determinujicich degradaci fenolu. Predpokladame, Ze catR
koduje transkripéni aktivator operonu pro degradaci katecholu.

NEZNAMY PUVOD ISOFLAVONOIDU V Arabidopsis
thaliana

RADKA KOBLOVSKA®, ZUZANA MACKOVA?,
BORIVOJ KLEJpUS", DAVID HONYS®! a
OLDRICH LAPCIK®

“Ustav chemie prirodnich ldtelg, FPBT, VSCHT v Praze,
Technicka 5, 166 28 Praha, bUstav chgmie a biochemie,
MZLU, Zemédélska 1, 613 00 Brno, ‘Ustav rostlinné
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fyvziologie, PFF UK, Vinicna 5, 128 44 Praha 2, nstitut
experimentdlni botaniky AV CR, Rozvojova 135, 165 02 Praha
Radka.Koblovska@vscht.cz

Isoflavonoidy (3-fenylchromony) dlouhodobé pfitahuji
pozornost humanni i veterindrni mediciny diky svym cetnym
biologickym  aktivitam. Narozdil od flavonoidd (2-
fenylchromontl), rozsifenych ve vSech cévnatych rostlinach,
isoflavonoidy byly dosud zaznamenany v omezeném poctu
Celedi. To se obvykle vysvétluje omezenym vyskytem
isoflavonové synthasy (IFS). Tento enzym byl neddvno v
nékolika zastupcich celedi Fabaceae a Chenopodiaceae
sekvenovan a zafazen do podrodiny cytochromi P450
CYP93B2.

Nase pracovni skupina se zabyva screeningem celedi, v
nichz isoflavonoidy dosud nebyly popsany; vyuzivame piitom
kombinace HPLC-MS a imunochemickych metod. Celé
spektrum metabolitt jsme jako prvni prokazali v ekonomicky
vyznamnych Celedich Rutaceae a Myrtaceae. Z diskuse kolem
téchto nalezll vyplynul zdjem o zasazeni vyskytu isoflavonoidi
mimo celed’ Fabaceae do genetického kontextu. Obratili jsme
proto pozornost na modelové organismy Arabidopsis thaliana
(Brassicaceae — brukvovité) a Nicotiana tabacum (Solanaceae
— lilkovité). Tyto rostliny byly dosud povazovany za
neprodukujici isoflavonoidy — v ptipade A. thaliana byl tento
predpoklad podpofen znalosti kompletniho genomu, v némz
chybi jakykoli homolog znamych isoflavonovych synthas.

V A. thaliana jsme obéma metodickymi postupy
prokazali fadu 5-hydroxyisoflavoni i fadu 5-deoxyisoflavont,
oviem v koncentracich f4du desetin az jednotek mg kg
susiny, které pfi pouziti béznych analytickych postupi mohou
byt pfehlédnuty. Ve vetejné piistupné genové databazi se nam
podafilo identifikovat homology znamych enzymi z rostlin
Celedi Fabaceae, jez by mohly zodpovidat za methylace a gly-
kosylace isoflavont v 4. thaliana, gen zodpovédny za syntézu
isoflavonového jadra (v souladu s pfedchozimi publikacemi)
vsak nikoli. Vzhledem k tomu, ze genom A. thaliana postrada
celou podrodinu P450 CYP93B2, jsme dospéli k nazoru, ze
musi existovat jiny gen zodpovédny za biosyntézu isoflavonu.

Podékovdni: Studie vznikla s podporou grantu GACR
525/03/0352.

APOPTOSIS INDUCED BY IRON DEPRIVATION IN
TUMOR CELLS

MICHAL KOC, JAROSLAV TRUKSA, ZUZANA
NADOVA, and JAN KOVAR

Cell Growth Control Laboratory, Institute of Molecular
Genetics, AS CR, Videnska 1083, 1420 20 Prague 4
xkocm@seznam.cz

Iron deprivation specifically induces apoptosis in some
cultured tumor cells while other cells are resistant. In order to
elucidate the mechanisms involved in apoptosis induction by
iron deprivation, we studied the cellular events specifically
coupled with the apoptosis induction. To discriminate between
changes coupled only with iron deprivation and changes
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involved in the induction of apoptosis by iron deprivation, we
compared sensitive 38C13 cells and resistant EL4 cells. Iron
deprivation was achieved by incubation in a defined iron-free
medium. We detected caspase-3 activation as well as caspase-
9 activation in sensitive cells under iron deprivation. Iron
deprivation led to the release of cytochrome c¢ from
mitochondria in sensitive cells but it did not affect the
cytosolic localization of Apaf-1. The mitochondrial membrane
potential (Aym) was dissipated in sensitive cells due to iron
deprivation, however, reactive oxygen species (ROS)
production was not significantly affected. The antiapoptotic
Bcl-2 protein was associated with mitochondria and the
association did not change under iron deprivation. On the other
hand, under iron deprivation we detected translocation of the
proapoptotic Bax protein from the cytosol to mitochondria in
sensitive cells. Taken together, we suggest that iron
deprivation induces apoptosis in tested cells via mitochondrial
changes concerning proapoptotic Bax translocation to
mitochondria, collapse of the mitochondrial membrane
potential, release of cytochrome ¢ from mitochondria, and
activation of caspase-9 and caspase-3. Events upstream of Bax
translocation during apoptosis induction by iron deprivation
remain to be elucidated. However, the p53 pathway is not
involved here as we demonstrated previously.

This study was supported by grants 301/01/0041 from the Grant
Agency of the Czech Republic and B5052401 from the Grant
Agency of the Academy of Sciences of the Czech Republic.

SYNTEZA A VLASTNOSTI INHIBITORU
THYMIDINFOSFORYLASY

PETR KOCALKA, RADEK POHL, DOMINIK REJMAN,
a IVAN ROSENBERG

UOCHB AV CR, Flemingovo nam. 2, Praha 6;
ivan@uochb.cas.cz

Angiogeneze je termin pouzivany k popisu tvorby
nového cévniho systému. Jde o dileZity proces béhem vyvoje,
pti zanétu, ale i pfi ristu nadoru. Mezi dulezité angiogenni
faktory patfi i thymidinfosforylasa (TP), ktera je pravé ve
vysokych hladinach exprimovana v mnoha lidskych solidnich
nadorech a mira jeji exprese je davana do souvislosti s
neovaskularizaci, invazivnosti a metastazi nadoru. TP
podporuje migraci a angiogenezi endotelidlnich bunék
reverzibilnim $té€penim thymidinu na thymin (Schéma 1).

o [o}

H3C
H3C\kaH 3 \kaH
A PO HO- o Nx&
K /7 H

o
HO o N O 1, OH
OH Thymidin fosforylaza OH 6\OH
Schéma 1

Lze piedpokladat, ze by ucinné inhibitory TP mély velky
terapeuticky vyznam. Pfedlozena prace se zabyva syntézou,
vlastnostmi a testovanim novych typi thymidinovych analog
nesoucich pyrrolidinovy kruh misto furanosového. S racemic-
kou kyselinou jablecnou (Schéma 2) jako vychozi latkou byla
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vypracovana  syntéza racemického  N-chranéného  3-
pyrrolidinolu, jenz slouzi jako vychozi latka pro piipravu
pyrrolidinovych nukleosidi. Thymin byl alkylovan N-chrané-
nym 3-mesyloxypyrrolidinem za b&ézné pouzivanych podminek
(DMF/Cs,CO;) v nizkém vytézku na smés N- a O-derivatu,
pti¢emz O-derivat pievazoval. Zménou typu rozpoustédla a
baze byly nalezeny podminky poskytujici ptijatelny pomér N-
a O-regioizomert v uspokojivém vytézku. Vysledkem prace je
pfiprava  analogi  2’,3’-dideoxythymidin ~ 5°-fosfatu s
pyrrolidinovym kruhem a riznymi fosfonatovymi funkcemi a
jejich evaluace jako inhibitorti thymidinfosforylasy.
X

N o

OH
—- BnN % — R'N: z — R”N\/_ >§
2 kroky SH 3 kroky 4 kroky

OMs
R'=BOC, benzyl

HOOC.

HOOC

R" = Fosfonatové funkce

Schéma 2

Prace je podporovana granty GA CR 203/02/D150 a GA CR
A4055101 v ramci vyzkumného zameéru Z40550506.

CHARAKTERIZACE A AKTIVITA KATALYZATORU
Re,0,/y-ALO; PRO METATEZI

JIRi KOPECNY

Ustav organické technologie, VSCHT Praha,
Technicka 5, 166 28 Praha 6
kopecnyj@vscht.cz

V moderni organické syntéze jsou Siroce uzivany
katalytické reakce, které umoziiuji a zjednodusuji pfipravu
organickych latek. Jednou z nich je metatéze, reakce
nenasycenych organickych molekul, nazyvana diive dispro-
porcionace olefint. Pfi reakci dochazi k rozpadu a opétnému
vzniku dvojné vazby, schéma 1.

kat.

2 R/\/R' R/\/R

Schéma 1. Reaké¢éni schéma metatéze

+ R'/\/R'

Pfi metatézi dochazi k vyméné atomti nebo skupin atomti mezi
dvéma molekulami, bez zmény charakteru vazeb. Pro
urychlovani metatéze jsou uzivany jak homogenni, tak
heterogenni katalyzatory. Z technologického hlediska je
pouzivani heterogennich katalyzatory upfednostiiovano.
Studovany katalyzator Re,O,/y-Al,O3 se vyznacuje vysokou
aktivitou a selektivitou.

Katalyticky systém Re,O,/y-ALO; byl studovan
metodami NH;-TPD a TPR. Jako katalyzator byl pfipraven
metodou nerovnovazné impregnace boehmitu roztokem
NH4ReO,4. Vysledky aktivitnich testli metatéz linearnich
olefinl a olefind s funkénimi skupinami byly konfrontovany
s acido-bazickymi vlastnostmi a s redukovatelnosti aktivni
slozky. Taktéz byl zkoumén vliv typu reaktantu na rychlost
dezaktivace katalyzatoru. Z vysledkii vyplyva, ze Lewisova
kyselost katalyzatoru ma vyznamny vliv na jeho aktivitu.

Prace je financné podporovana grantem ¢. 203/03/H140.
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STRUKTURNE-FUNKCNi ANALYZA LEKTINU
PATOGENNI BAKTERIE Ralstonia solanacearum

NIKOLA KOSTLANOVA®, EDWARD MITCHELL?",
JEAN GAGNON‘, NECHAMA GILBOA-GARBER',
ANNE IMBERTY® a MICHAELA WIMMEROVA®'

“Ndrodni centrum pro vyzkum biomolekul & Katedra
biochemie Pr'F, MU, Kotlarska 2, 611 37 Brno, ESRF
Experiment Division, BP220, F-38043 Grenoble cedex,
France, “CNRS FRE 2685-Université J. Fourier, Facultés
Meédecine & Pharmacie, Domaine de la Merci, 38706 La
Tronche, France YCERMA V-CNRS, BP 53, F-38041 Grenoble
cedex 09, France, ‘Bar-Ilan University, Faculty of Life
Science, Ramat Gan 52900, Israel

Lektiny jsou proteiny neimunitni a neenzymatické
povahy, které specificky a reverzibilné¢ vazi cukry a jiné
glykokonjugaty, pficemz tato interakce je zakladem mnoha
fyziologickych 1 patologickych procest vcetné fertilizace,
imunitnich odpovédi, bunééné adheze, rakovinného mnozeni
bun¢k a jinych. Lektinovy systém rozpoznavani cukernych
slozek je také Casto vyuzivan patogennimi mikroorganismy
k identifikaci a napadeni hostitelského organismu. Detailni
popis a pochopeni molekularnich mechanismi vyuzivanych
patogennimi bakteriemi k prvotnimu rozpoznani a napadeni
hostitele pfinadsi nové, a Casto jediné, strategie boje proti témto
patogennim agens.

Mezi problematické mikroorganismy, proti nimz nebyla
doposud objevena ucinnd terapie stejné¢ jako se jeSteé
nepodatilo vyslechtit proti nim odolné odrudy, patii i fyto-
patogenni bakterie Ralstonia solanacearum, ktera zpusobuje
uvadani mnoha ekonomicky vyznamnych plodin jakymi jsou
rajCata, brambory, banany a dalSich ptiblizné 200 rostlin z 50
ruznych botanickych rodin. R. solanacearum, ktera je schopna
prezivat dlouhodobé v pladé, zacind napadat hostitelsky
organismus pfes jeho kofenovy systém a poté s vyuzitim
systému rozvodu vody v rostliné ji celou systematicky
infikuje'. R. solanacearum je fylogeneticky piibuzna s bakterii
Pseudomonas aeruginosa — podminénym humannim pato-
genem, ktery je silné agresivni k pacientim s cystickou
fibrosou — u niz byla potvrzena souvislost mezi bakterii
produkovanymi lektiny a jeji patogenitou.

Tento ptispévek se zabyva souvislostmi mezi strukturou
a funkci tii doposud objevenych lektini z R. solanacearum
(RSL, RS-IIL and RS20L), zjisténych na zakladé kombinace
Sirokého spektra modernich metod, zahrnujicich napft.
rentgenovou strukturni analyzu, mikrokalorimetrii ¢i metodu
surface plasmon resonance. RSL (9,9 kDa) lektin vykazuje
vysokou substratovou specifitu k L-fukose a D-manose a je
castetné sekvenéné homologni k lektinu AAL z houby
Aleuria aurentia®. RS-IIL (11,6 kDa) je D-manosu véazajici
lektin, ktery je sekven¢né i strukturné velice podobny lektinu
PA-IIL z P. aeruginosa, pficemz velmi zajimavou se jevi
jejich odlisna substratova specifita’. Lektin RS20L (20 kDa)
taktéz vaze D-manosu a pfestoze neni sekvenéné podobny
7zadné znamé aminokyselinové sekvenci, vyfeSeni jeho
krystalové struktury ukdzalo, Ze je <CasteCné strukturné
homologni s zivo¢isnymi lektiny, galektiny.
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PRIPRAVA NoyYCH IMAC SORBENTU A JEJICH
REVERSIBILNI INTERAKCE S IMUNOGLOBULINY

KATERINA KRACALIKOVA™ a MIROSLAV BLEHA®

“Ustav makromolekuldrni chemie AV CR, Heyrovského nam. 2,
162 06 Praha 6, bFakulta Prirodovédecka, Universita Karlova,
Albertov 6, 120 00 Praha 2

Chromatografie na imobilizovanych kovovych iontech
(immobilized metal affinity chromatography - IMAC) je
separa¢ni metoda pouzivana pro izolaci nebo studium bud’
pfirodnich nebo rekombinantnich proteimi. Tato pseudo-
biospecifickd technika je =zalozena na afinit¢ kationt
prechodnych kovii (Mn"), nejéast&ji Ni**, Cu** nebo Zn*',
imobilizovanych na pevné matrici, k urcitému seskupeni
aminokyselin na povrchu bilkoviny'. Nejvétsi piispévek vazby
proteinu na imobilizovany kovovy kation se pfipisuje
histidintim. Tonty Mn" jsou na pevnou matrici imobilizovany
prostiednictvim koordinace s chelatujici skupinou, ktera je k
matrici pfipevnéna kovalentni vazbou.

IMAC byla mimo jiné pouzita k separaci
imunoglobulind®>. V porovnani s jinymi typy bilkovin,
napfiklad albuminy, umoziuje pfitomnost oligohistidinového
jadra na C-konci molekuly imunoglobulinu relativné silnou
interakci s imobilizovanym kationtem Mn".,

V soucasné dob¢ je nejpouzivanéj$i pevnou matrici
(nosi¢em kovového iontu) v. IMAC zesitovany agarosovy gel
Sepharose CL, ale existuji téz komercni sorbenty zalozené na
syntetickych polymernich matricich, napf. Fractogel EMD
Chelat. Vyvoj novych syntetickych matrici pro IMAC i jiné
bioseparace je viak stale ve stadiu rozvoje’.

Cast naseho vyzkumného programu je vénovana studiu
novych sorbentl pfipravenych z kopolymernich nebo
terpolymernich matrici kovalentnim navazanim chelatujici
skupiny-kyseliny iminodioctové (IDA).

K pfipravé matrici jsou pouzivany tyto monomery:
oxiranylmethylester 2-methyl--2-propenové kyseliny (GMA),
2-(2-hydroxyethoxy)-ethylester 2-methyl-2-propenové
kyseliny (DEGMA) a sitovadlo 1,2-cthandiylester 2-methyl-2-
propenové kyseliny (EDMA). Vysoce hydrofilni, komeréné
nedostupny monomer DEGMA byl vyuzit ke zvySeni
hydrofility matrice a tim i ke zlepSeni efektivity IMAC
procesu potlatenim nezddoucich hydrofobnich interakei.
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Porozita a morfologie pfipravenych matrici byla studovana

rastrovaci  elektronovou mikroskopii (SEM), rtutovou
porozimetrii, = méfenim  specifického  povrchu  BET
experimentem a stanovenim botnavosti v  ruznych
rozpoustédlech.

Po navéazani chelatujici skupiny (IDA) na matrici a
vytvofeni komplexii Ni*~ IDA byla studovéna afinita
pfirodnich imunoglobulini k pfipravenym sorbentim. Byl
vyhodnocen vliv struktury matrice na mnozstvi navazanych
proteinti. Jsou diskutovany moznosti eluce specificky
navazanych imunoglobulinti z rdznych matrici a ovlivnéni
pevnosti vazby proteinu na sorbent variaci koncentrace
imobilizovaného nikelnatého komplexu.

Vyzkum je podporovin granty GA AV CR (4 4050910), AV CR
(K 4055109), AVOZ 40500505.
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IMOBILIZACE CELYCH BUNEK Rhodococcus equi A4
V HYDROGELU A POZOROVANI JEJICH
NITRILHYDRATASOVE A AMIDASOVE AKTIVITY

DAVID KUBAC a LUDMILA MARTINKOVA

Mikrobiologicky ustav, Akademie véd CR, Videriska 1083,
14220 Praha
kubacd@vscht.cz

Biokatalyza je v soucasné dobé velice popularni metoda.
Pfinasi ve srovnani s béznymi chemickymi postupy celou fadu
vyhod. Reakce katalyzované enzymy nebo celobunéénymi
katalyzatory zpravidla probihaji za mirnych podminek, stereo-
a regiospecficky. Mikrobidlni hydrolyza nitrild jak uz
pfirodnich tak i nékterych syntetickych je vyuzivana v fadé
primyslovych aplikaci. U bakteridlnich bun¢k Rhodococcus
equi A4 byla jiz difive pozorovana hydrolyticka aktivita
k Siroké skale nitrilt.

Imobilizace biokatalyzatoru pfinasi oproti suspenznimu
zpusobu celou fadu vyhod. Pfedev§im opakované pouziti
imobilizovanych bunék nebo mozZnost pouziti prutocného
bioreaktoru.

Tato prace je zaméfend na nalezeni optimalnich
reakénich podminek a vhodného mnozstvi biokatalyzatoru pro
imobilizované bunky Rhodococcus equi A4 a srovnani jejich
aktivity s tradi¢ni suspenzi bun¢k. Déle byly za zjisténych
optimalnich podminek provedeny série opakovanych
biotransformaci a zjiSfovan postupny pokles aktivity. Na
zaklade téchto méfeni byl nalezen vhodny pocet opakovani
biotransformacni reakce s jednou vsadkou biokatalyzatoru.
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REGULACIA EXPRESIE ANTIONKOGENU p53
POMOCOU RNA INTERFERENCIE

BRANISLAV KUSENDA, ROMANA BVORSKA, BORIS
TICHY, JANA KOTASKOVA, SONA STRUNCOVA a
SARKA POSPISILOVA

Centrum molekularni biologie a genové terapie, Interni
hematoonkologicka klinika, FN Brno, Cernopolni 9, 625 00
Brno

Antionkogén p53 je silny transkripény faktor, ktory hra
vyznamnu rolu v regulacii bunkového cyklu. Mutécie
tumorsupresorového génu p53, vyskytujuce sa vo viac ako
50 % T'udskych nadorovych buniek, vedi k neschopnosti p53
zuCastnovat sa na regulacii bunkového cyklu a spustit
apoptotické drahy. Tieto zmeny nemusia nutne viest ku
kompletnej strate funkcie p53 ako sekvencne Specifikého
regulatora transkripcie, ale mozu viest’ aj onkogenéze v zavis-
losti od typu mutacie. RNA interferencia (RNAi) bolo
popisand ako proces posttranskripéného utlmovania génovej
expresiec  (PSTGS), sprostredkovany  dvojretazcovymi
molekulami RNA, sluziaci nielen ako regulacny, ale aj ako
obranny mechanizmus bunky proti virusom a transpozénom.
Tento pristup sme pouzili na utlmenie expresie p53 u nado-
rovych bunkovych linii s rozlicnymi mutaciami, za Gcelom
urcit’ a porovnat’ efekty pritomnosti wt a mutantnej formy p53
na transkriptom nadorovych buniek.

Skonstruovali sme vektor pPRO.sh.RNA, konstitutivne
exprimujuci kratke vlasenkové RNA (shRNA) cielené proti
p53 a zeleny fluorescenény protein (EGFP), ktory umoziuje
stanovenie ucinnosti transfekcie a sortovanie buniek (FACS).
Z shRNA pdsobenim enzymu DICER vznikaji siRNA (small
interfering RNA) s dizkou 21 bp a stavaju sa stéastou
komplexu RISC (RNA-induced silencing complex), ktory sa
s vysokou S$pecifitou viaze na komplementdrne p53-mRNA
a sposobuje ich destrukciu a posttranskripéné utlmenie génove;j
expresie. Vysoku Specifita interakcie siRNA a mRNA,
umoznuje rozpoznanie a odliSenic mutantnych RNA a ich
$pecifickil inaktivaciu. Tuto Specifitu sme vyuzili na
navrhnutie sekvencii pre shRNA cielenych proti WT a proti
mutantnej alele p53, ktoré sme tiez uspeSne klonovali do
pPRO.sh.RNA.

Uspesne sa nam podarilo utlmit’ expresiu wt aj mutaného
génu p53 a efektivitou do 90 %, o bolo detekované na tirovni
RNA pomocou gqRT-PCR a na urovni proteinov pomocou
western-blotting. Nasledna Cipova analyza génovej expresie
nadorovych buniek u ktorych bola expresia p53 utlmena
pomocou RNAI, priniesla jedine¢né informacie o zmenach
v p53 signalnej drahe spdsobenych mutaciami v géne p53.
Utlmenie expresie nefunkéného génu pre protein p53
prostrednictvom siRNA sa javi ako progresivny pristup pre
selektivnu a personalizovanu protinadorovi génova terapiu.

Praca bola podporovand grantom MSMT 1K04017C a
grantom Elpida — Nukleus.
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EXPRESE HODINOVEHO GENU PERIOD1 VE
VYVIJEJICIM SE CIRKADIVANNI’M SYSTEMU
POTKANA A JEJI OVLIVNENI DELKOU DNE

K. LAURINOVA, Z. KOVACIKOVA, M. SLADEK,
Z.BENDOVA, H. ILLNEROVA a A. SUMOVA

Fyziologicky vistav Akademie véd Ceské republiky, Videriska
1083, 140 00, Praha 4

Za vznik cirkadidnnich rytmd je zodpovédny systém
transkripéné-translacnich zpétnovazebnych smycek tvofeny
tzv. hodinovymi geny a jejich proteinovymi produkty.
Hodinovy gen Periodl (Perl) i jeho proteinovy produkt
PERIODI1 (PER1) jsou dulezitou soucasti tohoto systému.
V suprachiasmatickych jadrech (SCN) hypothalamu dospélych
potkanti vykazuje exprese Perl cirkadianni rytmus a denni
profil Perl mRNA i produkce PER1 proteinu jsou ovlivnény
délkou svétlé ¢asti dne, tzv. fotoperiodou. Cirkadianni rytmus
v tvorbé Perl mRNA v SCN byl u mlad’at prokézan 3. den po
narozeni a vliv fotoperiody na SCN se projevil jiz 10. den po
narozeni.

Cilem této prace bylo zjistit jak se vyviji rytmus v tvorbé
PERI1 proteinu v SCN potkanich mlad’at a zda je denni profil
Perl mRNA, resp. produkce PERI proteinu jiz ovlivnén
fotoperiodou. Samice s mladaty byly chovany na svételném
rezimu s 12 hodinami svétla a 12 hodinami tmy (LD 12:12)
nebo na umélé dlouhé (LD 16:8) ¢i kratké fotoperiodé¢ (LD
8:16). Mlad’ata byla 3. (P3) nebo 10. den (P10) po narozeni
prevedena do konstantni tmy a odebirdna kazdé 2 hodiny. Na
mozkovych fezech byly stanoveny 24-hodinové profily Perl
mRNA v SCN pomoci in situ hybridizace s 35S- znacenou
RNA sondou. Denni profily PER1 proteinu v SCN byly
stanoveny imunohistochemicky.

Bylo zjisténo Zze produkce PERI1 proteinu v SCN
vykazuje v P3 i v P10 pti LD 12:12 cirkadianni rytmus. V P3
fotoperioda neméla na profil Perl mRNA v SCN vliv. V P10
byl denni profil Perl mRNA i PER1 proteinu mirné ovlivnén
fotoperiodou.

Z nasich vysledka je patrné Ze jiz u 3-dennich mlad’at je
produkce PER1 proteinu v SCN rytmicka a rytmus se mezi P3
a P10 postupné vyviji. Exprese Perl stejné jako produkce
PER1 v SCN potkaniho mladéte zaCind reagovat na
fotoperiodu mezi P3 a P10. V P10 vliv fotoperiody zatim
nedosahuje stejné urovné jako u dospélych zvifat.

Vzniklo za podpory GA CR, granty ¢. 309050350
a 30902D093.
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STUDY OF TRANSPORT MECHANISMS OF
DIAGNOSTIC AGENT B22956 IN LIVER DERIVED
CELL LINES

ANTONIN LIBRA?, CRISTINA FERNETTI?, MASSIMO
VISIGALLI®, VITO LORUSSO¢, PIER LUCIO ANELLI",
FRANTISEK STAUD?, CLAUDIO TIRIBELLI® and
LORELLA PASCOLO"

“Department of Pharmacology and Toxicology, Faculty of
Pharmacy, Charles University, Heyrovského 1203, 50005
Hradec Krdlové, *Department BBCM, University of Trieste
and Centro Studi Fegato, AREA Science Park, Basovizza SS
14 Km 163,5 34012 Trieste, Italy, ‘Centro Ricerche Milano,
Bracco Imaging SpA, Via Folli 50, 20134 Milano, Italy

B22956 is a new low molecular weight gadolinium
chelate which belongs to the class of intravascular (blood pool)
contrast agents for magnetic resonance imaging (MRI). It is
excreted predominantly by biliary excretion and could be
therefore potentially advantageous in hepatobiliary imaging.

To investigate the molecular mechanisms of hepatic
transport of B22956 in models of human liver-derived cells
and to compare the expression of selected passive transporters
on transcriptional level.

Methods: B22956 uptake was measured in hepatic
HepG2 and Chang liver cell lines. Absolute quantitative real-
time RT-PCR analyses, using cloned PCR products as
standards, were performed on total RNA of human normal
liver, HepG2 and Chang liver cells to evaluate the transcription
of twelve transport genes possibly involved in hepatic uptake:
OATP-A, OATP-B, OATP-C, OATP-D, OATP-E, OATP 8,
OAT2, OAT3, OCT1, NTCP, PEPT-1, PEPT-2.

Kinetic constants in the two cell lines showed a 3 times
more efficient transport (Vmax/Km) of B22956 in Chang liver
than in HepG2 cells (6.5 vs. 1.9 pmol/uM.mg prot.sec,
respectively). The B22956 transport was inhibited by CCKS8
which is a specific substrate of OATP-8. Real-time RT-PCR
analyses revealed that all the genes, except OAT3, were
expressed in normal liver.

Different transcription profiles of transporters were
observed in both cell lines. In HepG2 cells the expression of
OATP C, OATP-D and OATP-8 was greatly repressed (up to
104 times lower values than normal liver) while OATP-B and
OATSs expression was either maintained or increased. On the
contrary, in Chang liver cells OAT genes were undetectable,
while the expression of OATP-D, OATP-E and OATP-8 was
similar to normal liver (from 104 to 106 copies per pg of
transcribed RNA).

Transport studies and gene expression analyses indicate
that B22956 is a good substrate to the liver specific OATP-8,
which has been reported to be poorly expressed or absent in
liver tumors. The higher transport of B22956 in Chang liver
cells points to the additional involvement of OATP-D and
OATP-E. It could be speculated that B22956 will be helpful in
detecting hepatic tumoral lesions by contrast enhanced MRI.
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TRANSCRIPTIONAL RESPONSE OF Arabidopsis
thaliana CELL CULTURE TO AN ALKYLATING
AGENT

JIRI LIBUS and HELENA STORCHOVA

Institute of Experimental Botany ASCR, Rozvojovd 135,
165 02 Praha 6
libus@ueb.cas.cz

Alkylating agents modify biologically active molecules
including DNA and proteins, whereby interfere with vital
functions. Methyl methansulfonate (MMS) has been
established as one of the model methylation agents', mainly in
the DNA repair studies. According to Angelis’, MMS causes
DNA damage clearly detectable by single cell gel
electrophoresis of Arabidopsis nuclei at 10 mM concentration,
while no significant increase of DNA fragmentation occurs at
1 mM concentration (both after two hours of treatment).

We have used the 10 mM and 0.5 mM concentrations of
MMS to treat Arabidopsis thaliana cell culture, and assayed
for expression levels of chosen genes in time series to find
transcripts whose abundance changes in response to alkylation
stress.

The cell culture was placed in media containing
respective concentration of MMS and harvested at different
time points. Total RNA was isolated and reverse transcribed
using 32P dATP. The probes were hybridized to nylon
membrane-based cDNA arrays containing ESTs from the
collection of Max Planck Institut fuer Zuechtungsforschung,
Cologne, and cDNA fragments cloned by RT-PCR. The
images were quantified by QuantityOne software (BIORAD).
Results and Conclusions: We have analyzed expression
profiles of approximately 350 genes at several time points
(related to the onset of MMS treatment) to choose some of
them for further analysis by Real Time PCR (currently under
process). The preliminary semi-quantitative array experiments
enabled us to concentrate on better candidate genes from the
wide selection undertaken when designing the array.
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NESOU¢INNY PRUBEH CYKLOADICNICH REAKCI
DERIVATU 2-VINYLTHIOFENU S DIMETHYL-
ACETYLENDIKARBOXYLATEM
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Nedavno bylo zjisténo, ze topologie kondenzovanych
derivatt vinylthiofenu podstatné ovliviiuje jejich stabilitu a re-
aktivitu'”.

V navaznosti na tyto poznatky budou prezentovany vysledky
studia cykloadi¢nich reakci riznych 2-vinylthiofenovych
derivati s dimethyl-acetylendikarboxylatem. Kromé produkti
1:1  reakce byly ziskdny i produkty  naslednych
vsak patfi, ze pravdépodobné nesoucinny mechanismus reakce
vede pii spolutcasti atomu siry k rozsiteni thiofenového kruhu
na thiopyranovy a nasledné¢ az k derivatim thialend
(pseudoazulenti). Dale bude diskutovan vliv rozpoustédla

a ucinnych katalyzatori Dielsovych-Alderovych reakci na
prub¢h reakce. Na zékladé struktur izolovanych latek (Schéma
1) a jejich distribuci byly navrzeny mechanismy vzniku
produktu.
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Schéma 1

Prdce byla podporovina grantem MSMT CR (projekt ¢. MSM
22310000) a GA CR (projekt &. 202/02/0840).
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THERMAL STABILITY OF THE HUMAN ACID
a1-GLYCOPROTEIN IN SYSTEMS WATER-LOW
ALIPHATIC ALCOHOL

LINDA MARSALKOVA and VLADIMIR KARPENKO

Department of Physical and Macromolecular Chemistry,
Charles University, Albertov 2030, 128 40 Prague 2

Acid al-glycoprotein (AGP) is a protein from the al-globuline
fraction of human blood serum1 classified among the superfamily
of lipocalins. Its molecule contains 183 amino acids with 21
possible substitutions in one polypeptide chain linked by two
disulfide bonds. The content of carbohydrate moiety is slightly
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over 40 % of the total molecular weight' (41 kDa) of AGP, and
five branched carbohydrate units are linked by the N-glycoside
bond to asparagine residues of the peptide chain®. All carbohydrate
units are terminated by sialic acid residues, their total number
being 15. The isoelectric point of AGP has been found to vary
between pH 1.8 and 2.7, depending on the buffer chosen. The
native structure of AGP is characterized by a low o-helix content
and a high of B-sheet® content. Although AGP has been studied for
over fifty years, all attempts at its X-ray analysis have failed; there
is only a 3D computer model* of the peptide part of the AGP
molecule. The physiological role of this protein is also not entirely
clear.

The thermal stability of the acid al-glycoprotein has been
studied in water-methanol and water-ethanol systems in the acid
region between pH 2 and 6 by the temperature perturbation
difference spectroscopy (TPDS), fluorescence spectroscopy, and
circular dichroism (CD). In all experiments the sample was heated,
cooled, and heated again within the temperature range of 25 °C to
80 °C, with 5 °C steps. At each temperature the corresponding
spectrum was recorded. The concentration of alcohols, expressed
as volume fraction, was 24 % for methanol and 24.1 % for
ethanol. The following wavelength regions were used: TPD
spectra 240-320 nm, fluorescence spectra 290 - 500 nm with an
excitation wavelength of 286 nm, and circular dichroic spectra
200260 nm. This study included both native and desialyzed
AGP. TPD and fluorescence spectra were examined using
principal component analysis.

The results allow the following conclusions: (i) In the acid
region, the behavior of AGP in the presence of small aliphatic
alcohols is less reversible than in comparison to aqueous solutions
of the same pH. (if) The typical cooperative behavior of small
globular molecules is apparent at the pH values higher than 4, in
the region where AGP molecules have a negative net charge. (iif)
Extremely low AGP solubility of AGP was observed in the
presence of both methanol and ethanol at pH 3; because of this
effect, which occurs in a very narrow range of pH values, it was
necessary to decrease the volume fraction of alcohols in the
system at this pH to 1.26 % for methanol and 12.34 % for ethanol.
(iv) Desialyzed AGP retains its high solubility at pH 3 over the
whole temperature range in the presence of 24 % of both methanol
and ethanol in the system; this observation supports the probable
role of dissociated sialic acid residues in the process of AGP
aggregation at this pH. (v) CD spectra indicate the influence of
small aliphatic alcohols on the secondary structure of AGP: higher
concentrations of alcohols increase the o-helix content and
stabilize this structure at the expense of B-sheet. CD spectra
deserve to be studied more deeply toward a better understanding
of the influence of pH, alcohol, and temperature change on the
content of secondary structure motives in AGP molecules.
Improving the AGP4 computer model and its comparison with
experimental data would be essential the contributions toward
characterizing the behavior of AGP molecules under various
conditions, including those involving mixed solvents.
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VYVOJ ’POTENCIALNiCH ANTITUBERKULOTIK
0 NOVEM MECHANISMU UCINKU

JOSEF MATYK, HANA DIVISOVA a
PETRA HUSAKOVA

Katedra anorganické a organické chemie Farmaceutické
Sfakulty UK, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Krdlové

matyk@faf.cuni.cz

Pocatek 21. stoleti 1ze nazvat obdobi navratu tuberkulozy
do primyslové vyspélych zemi. Pifi vyvoji novych
antituberkulotik maji nejvétsi vyznam preparaty o novém
mechanizmu u¢inku. V devadesatych letech minulého stoleti
se objevily prace, ukazujici na novy mechanismus ucinku
salicylanilida'.

Sdéleni iniciovalo Siroky vyzkum novych
antituberkulotik z této skupiny. Na naSem pracovisti bylo
nedavno prokazano, ze stejny mechanizmus ucinku maji také
benzoxazindionyz. Na zéklad¢ predchozich praci provedenych
na nasem pracovisti>! jsem se soustfedil na hledani novych
vysoce uginnych izosternich slougenin. Usp&nymi byly
halogenované v acylové casti 4-alkylylsalicylanilidy a jim
odpovidajici 3-aryl-2H-1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diony. Siro-
kym spektrem u€inku (hodnoceném in vitro) ptrekondvaji
soudoba 1éciva.

Prace je soucasti vyzkumného zaméru MSM 111600001.
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siRNA INHIBICE OVER-EXPRIMOVANYCH GENU U
CHRONICKE MYELOIDNI LEUKEMIE

MICHAELA MERKEROVA, HANA BRUCHOVA a
RADIM BRDICKA

Ustav hematologie a krevni transfiize, U nemocnice 1, 128 20
Praha 2

V poslednich letech se pii analyzach genové exprese zacina
uplatiovat technologie RNAi (RNA interference). Jednad se o
specifické post-transkripéni tlumeni gend zptisobené vnesenim
cizorodé dsRNA do burky. Ta je endonukleazou Dicer $tépena na
21-23 nt kratké siRNA (short interfering RNAs), které po
inkorporaci do komplexu RISC (RNA-induced silencing complex)
zpusobi rozstépeni komplementarnich molekul mRNA a tim
inhibici exprese daného genu.

Chronicka myeloidni leukemie (CML) je charakterizovana
fuznim genem BCR/ABL, ktery mé pravdépodobné rozhodujici
ulohu pii vzniku a rozvoji onemocnéni. Abychom vice porozumeéli
mechanismu transformace, zaméfila se nase laboratof na hledani
dalsich odlisnosti v genové expresi hemopoetickych bunck
pacienti s CML. Analyzy expresniho profilu provedené pomoci
cDNA biocipti vedly k identifikaci nékolika gent se signifikantné
zvysenou expresi'™, jejichz vyznam v leukemogenezi chceme
objasnit siRNA-inhibici. Nasledny dopad tlumeni genli na
dynamiku exprese budeme sledovat pomoci expresnich cipt.
Jednim z gend, ktery by se potencialné mohl podilet na vzniku ¢i
progresi onemocnéni, je PCNA (proliferating cyclic nuclear
antigen). Pomoci siRNA proti tomuto genu byly optimalizovany
podminky pro transfekci primarnich leukemickych bunék a
bunécnych linii K562 a MOLM-7 odvozenych od CML. Jednim

vyzkouSeno nékolik druhli transfekénich Cinidel: Metafectene
(Biontex), Oligofectamine (Qiagen), siPORT Amine (Ambion)
a ExGene 500 (Fermentas), a déle elektroporace a nukleofekce.
Utinnost transfekce byla ovéfovana pomoci SiRNA znadené
fluoresceinem, mira inhibice byla sledovana na tirovni mRNA
pomoci RT-PCR v realném ¢Case a na proteinové tirovni pomoci
western blotd. U bunénych linii bylo pomoci Oligofectaminu
dosazeno poklesu hladiny mRNA o 70 %. U primarnich bunék se
jako jedind vhodna z testovanych metod ukézala nukleofekce,
pomoci niz byla snizena genova exprese o 60 %. Z dalSich
testovanych podminek transfekce byly vybrany nasledujici: 5S0nM
koncentrace siRNA a 1x106 bunék/ml, nejvhodnéjsi doba
kultivace bunek po transfekci je 48h.

Na zaklad¢ vysledkt této prace byly navrzeny metody pro
transfekci siRNA do bunéénych linii a primamich bunék
ziskanych od CML pacientl. Tuto techniku chceme pfenést i na
dalsi over-exprimované geny a sledovat dopad siRNA-inhibice
gent na expresni profil ovlivnénych bunék. siRNA proti nékterym
z up-regulovanych genil by navic mohly byt v budoucnu vyuzity
pro genovou terapii hematologickych malignit.

Podpoieno IGA MZ CR: NR 7989-3.
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Jednim z nejvyznamnéjSich krokli v procesu maligni
nadorové transformace je omezeni funkce nadorového supresoru
p53, které je nejcastéji zpuisobeno mutaci jeho genu a nebo
zvysenim degradace tohoto proteinu. Usp&ina Iécba nadorového
onemocnéni chemo- nebo radioterapii je mnohdy zavisla na
uspésné aktivaci proteinu p53 genotoxickym stresem. Tato prace
se zabyva novymi moznostmi aktivace proteinu p53 cestou
inhibice cyklin dependentnich kinas (CDK).

Roscovitin i olomoucin II jsou nové syntetické derivaty
purinu s potencialnimi protinddorovymi ucinky, které zastavuji
bunéény cyklus a aktivuji protein p53 bez nezadouciho poskozeni
DNA. Inhibice aktivity CDK témito latkami vede k transkrip-
¢nimu stresu a snizeni syntézy RNA. I nizké koncentrace téchto
latek (5 uM olomoucin II a 20 uM roscovitin) vedly k rozpadu
jadérka a aktivaci proteinu p53 u bun€k nadorovych linii MCF-7
a ARNS. Zvyseni transkripéni aktivity proteinu p53 bylo méfeno
jednak pomoci reportérového genu idukujiciho -galaktozidazu a
jednak detekei zvysené exprese proteinu p21V°F! a proteinu
MDM2. Abychom ovéfili ptedpoklad, ze protein p53 je aktivovan
v dusledku transkripéniho stresu a rozpadu jadérka, analyzovali
jsme lokalizaci a interakce proteinu L11. Tento ribosomalni
protein se specificky uvoliuje z jadérka pii snizeni syntézy rRNA
a aktivuje protein pS53 tim, Ze interaguje s proteinem MDM?2
a inhibyje tak degradaci proteinu p53. Po plisobeni olomoucinu I1
i roscovitinu jsme imunocytochemicky detekovali rozpad nukleolu
u bunék MCF-7 a uvolnéni proteinu L11 do nukleoplasmy.
Uvolnéni proteinu L11 bylo nasledovano indukeci proteinu p53
a aktivaci exprese jeho cilovych geni MDM2 a p21WAFI.
Pomoci imunoprecipitace jsme ovétili specifickou interakci mezi
proteinem MDM?2 a L11 po plsobeni roscovitinu i olomoucinu II.

Aktivace proteinu p53 cestou inhibice CDK ukazuje jistou
alternativu ke klasické genotoxické terapii. Inhibice CDK
purinovymi analogy a nasledné uvolnéni jadérkovych proteinti se
zda byt vyuzitelné u nadort u nichz je protein pS3 zvysené
degradovan prostfednictvim vysoké aktivity onkogenu MDM2.
NaSe vysledky rovnéz ukazuji vyznamnou potenciaci ucinku
téchto ihibitor s terapeuticky uzivanymi latkami (Etoposid,
Doxorubicin, Camptothecin).

Tato préce byla podporovina granty IGA NR/8338-3 a GA CR
204/03/D231.
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Tvorba a Stépeni C-C vazeb pomoci katalytickych
systémti na bazi komplexti pfechodnych kovu je dnes
intenzivn¢ studovanou oblasti v oboru organickych syntéz.
Jednou z moznych reakci alkenti skomplexy pfechodnych
kovi je tvorba organokovovych sloucenin za vzniku vazby
C-kov a tyto latky vétSinou reaguji dale za vzniku jedné ¢i vice
novych vazeb C-C. Typickym zastupcem téchto reakci jsou
polymerace' &i cyklizace” dienti. DosaZeni opa&ného procesu,
tj. degradace alkenti na mens$i celky neni pfili§ znamé.
Katalytické stépeni vazeb C-C pomoci komplexti pfechodnych
kovii je sice znama reakce, ale probihd vétSinou pouze
s latkami se silnym sterickym pnutim, kde hnaci silou je
snizeni tohoto pnuti’.

Tento projekt vychazi zptedeslého studia zelezem
katalyzovanych cyklizaci 2-chlor-o,,o-diend®, pii kterém jsme
nalezli novy a snadno pouzitelny katalyticky systém na bazi
Ni. Vhodnou volbou vychoziho dienu, reakénich podminek
a zménou molarnich pomért jednotlivych komponent
katalytického systému je mozné dosdhnout bud’ tvorby vazeb
C-C (cyklizace), ¢i zménit smér reakce a dosdhnout $tépeni C-
C vazeb (deallylace)’. Tento jev byl podroben zkoumani
z hlediska reakéniho mechanismu a vlivu struktury vychozi
slouceniny na pfednostni pribéh reakce.

/—// Ni-kat. /—/ Ni-kat.
X\ - —_—

H EAl X EtzAl
N\ (EtAIC)

Price byla podporena grantem GA CR 203/03/H140.
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Slouceniny, které obsahuji 6-arylpurinové béaze (napf.
nukleosidy), vykazuji biologickou aktivitu (cytostatickd,
antibakterialni, antimykobakteridlni atd.). Jednou z moznosti
jejich ptipravy je vedle cross-couplingovych reakci cyklotri-
merizace. Je mozné vyuzit [2+2+2] cykotrimerizaci 6-alkynyl-
purinid s diyny katalyzovanou komplexy piechodnych kovi
(zejména Ni a Co). Za téchto podminek byly zkouSeny pouze
cyklotrimerizace s 9-allyl a 9-THP ochranénymi 6-alkynyl-
purinyl.

Tématem této prace bylo pfipravit 6-alkynylpuryl-
nukleosidy pomoci [2+2+2]-cyklotrimerizace 6-alkynylpuryl-
nukleosidii s diyny. Tyto reakce byly katalyzovany Ni(Il)
komplexem (NiBr2(dppe)), ktery byl in situ redukovan pomoci
Zn(0). Pro reakce byla vyuzita celda fada rlzné
substituovanych diynti (R = H, alkyl, fenyl, SiMe3; X =
C(COOEt),, C(COMe),, C(COOEt)CN, C(COOEt)COMe,
NTs, NPh). Reakce probéhly dle ocekavani a poskytly
odpovidajici produkty v dobrych vytézcich.
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Jednim z faktorl, kterému je v soucasnosti pfipisovana
stale vétsi role v rozvoji patologickych procest v jakémkoliv
organismu, jsou volné radikaly. Jedna se o vysoce reaktivni
formy kysliku a dusiku, které mohou reagovat s celou fadou
latek a narusovat tak jejich funkci. Latky majici schopnost
zamezit jejich plisobeni se nazyvaji antioxidanty, zhaSe¢i nebo
scavengery radikalt. V poslednich desetiletich je studovano
antioxidacni a antiradikdlové pisobeni fady znamych, ale
i nové syntetizovanych latek, vhodnych pro komplexni 1é¢bu
nemoci, na jejichz patogenezi se spolupodileji volné radikaly.
K testovani antioxida¢ni a antiradikalové aktivity byla
vyvinuta celd fada analytickych metod. Jimi se stanovuje
celkova antioxidac¢ni kapacita i schopnost zhaset jednotlivé
typy volnych radikald. Mnohé z nich jsou v8ak velmi naroéné
na laboratorni vybaveni nebo postup. Z tohoto diivodu se stale
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optimalizuji nové metody nenaroéné na vybaveni a dostupné
v béznych laboratornich podminkéach.
V praci se zaméfuji na srovnani metod zhaseni:

* stabilniho radikalu 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazilu, spektro-
fotometricky pii 517 nm,

* oxidu dusnatého tzv.
metricky pfi 540 nm,

 radikalu“ bromu ve stavu zrodu, modelova metoda, kde je
radikal generovan chemickou reakci KBrO; a KBr, titraéné
a spektrofotometricky pti 360 nm,

» peroxidu vodiku H,0,, ktery sice neni volnym radikélem,
ale prochazi vsak snadno bunéénymi membranami, a proto
muze oxidovat latky daleko od mista svého vzniku, titraéné,

¢ chloraminu, pouzivaného pro jeho silny oxidacni efekt,
titracné a spektrofotometricky (reakci s metolem a kyselinou
sulfanilovou) pfi 520 nm.

Témito metodami byla otestovana fada latek ruznych
chemickych struktur, u nichz je antioxidaéni ucinek
predpokladan nebo zaddan. A to aminophenazon, fenazon,

s x

Griessovou reakci, spektrofoto-

N-acetylcystein, glutathion patiici mezi thioly. Flavonoid rutin
a kvercetin. Kyselina askorbova (vitamin C) se oxiduje
pfijetim dvou elektroni na kyselinu dehydroaskorbovou.
Metody byly pouzity i pro hodnoceni nové ptipravenych latek,
série derivati aryloxyaminopropanolu, popt. heteroarylamino-
ethanolu. Tyto latky byly pfipraveny na Ustavu chemickych
1é¢iv jako potencidlni antagonisté beta-adrenergnich receptort
a antidysrytmika, vhodna i pro terapii vysokého tlaku. Na
vzniku hypertenze se podili ateroskleroticky plak vznikly
usazovanim oxidovaného cholesterolu na stény cév, proto by
antioxidacni G¢inek latek byl pro tuto skupinu velice Zadouci.
Jako porovnavaci byl zvolen jiz v praxi pouZivany
hydrochlorid propranolu.

Prdce byla realizovina v ramci feSent post-dok grantu GA CR
203/03/D182
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Chronickd myeloidni leukemie (CML) je charakteri-
zovana piitomnosti hybridniho genu BCR/ABL. Tento gen se
nachazi u vice nez 95 % piipadd onemocnéni CML a
monitorovani hladiny jeho exprese na trovni mRNA slouzi ke
sledovani pribéhu onemocnéni. Pii uspésné 1é¢bé dochazi ke
snizeni hladiny, naopak vzristajici mnozstvi transkriptu
BCR/ABL upozoriiuje na progresi choroby. Produkt genu
BCR/ABL, onkoprotein BCR/ABL, je nositelem tyrosin-
kinasové aktivity, kterd je v porovnani s proteinem c-ABL
konstitutivné zvysena. Zapojeni proteinu BCR/ABL do signal-
nich drah ovliviwgjicich proliferaci, diferenciaci a apoptosu
bunék vede k nekontrolovatelné transformaci buriky.
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Lécbou prvni volby u pacienti s CML se stava Glivec
(imatinib mesylate, STI571). Molekula Glivecu specificky
kompetuje v proteinu BCR/ABL o vazebné misto s ATP a tim
inhibuje jeho tyrosinkinasovou aktivitu. Problémem je existence
primami a také sekundarni rezistence, ktera vznika v pribéhu
1éEby predevsim u pacientti s pokrocilej$im stadiem onemocnéni.
Bylo prokazano, ze rezistence je zptisobena mutacemi ve vazebné
smyéce pro ATP, amplifikaci genu BCR-ABL, ptipadné
zapojenim kinas rodiny Src', které mohou piebirat roli BCR/ABL
v patogenezi burky.

Potenciondlnim markerem primami rezistence CML
pacienti ke Glivecu se zda byt gen WT1 (Wilms’ tumor
suppressor gene)z. Tento gen je mimo jiné siln¢ exprimovan v
fadé hematologickych malignit. V piipadé¢ CML je moznym
prognostickym markerem — hladina transkriptd koreluje s
prub&éhem nemoci.

V nasi studii byly k ur€eni primarni resistence provadény
kratkodobé in vitro kultivace primarnich bunék s Glivecem.
Vlastnosti bun¢k byly dale charakterizovany ur¢enim jejich vita-
lity, proliferacni schopnosti — exprese proliferacniho faktoru Ki67,
apoptosy — aktivita caspasy-3 a také stanovenim hladiny exprese
geni BCR/ABL a WTI1. Byly pouzity leukocyty izolované z
periferni krve BCR/ABL pozitivnich CML pacienti pred i béhem
1é¢by Glivecem a BCR/ABL pozitivni bunééna linie K562. Jako
negativni kontrola byly uzity butiky BCR/ABL negativni —
leukocyty zdravych darct a bunééna linie ML2. K uréeni exprese
jednotlivych gentl bylo pouzito metod kvantitativni RT-PCR.

V ptipadé¢ BCR/ABL pozitivnich bun¢k (linii K562 a
leukocyti vétSiny CML pacientl) vedla inkubace s Glivecem k
inhibici rlstu, snizeni proliferaéni schopnosti, zvySené indukei
apoptosy a snizeni exprese genit BCR/ABL a WT1. U kontrolnich
bungk tento jev pozorovan nebyl. Leukocyty pacientd, u kterych
nebyl in vitro zjistén inhibiéni vliv Glivecu nebo ktefi se stali
rezistentni k 1é¢bé Glivecem, byly nasledné inkubovany s
inhibitory kinas rodiny Src, Jak a dalSich.

Ziskané vysledky naznacuji moznost vyuziti exprese genu
WTI k urceni primarni rezistence CML pacientl k 1écbé Glive-
cem. Vysledky dale naznacuji, ze u rezistentnich pacienti mohou
alespon ¢aste¢né roli BCR-ABL piebirat jiné proteinkinasy.

Podporovino grantem IGA NC/3721 MZCR
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Alergie se dnes stava skuteéné zavaznym medicinskym
problémem s rostoucim trendem, v soucasné dobé& postihuje
15-25 % populace. Do poptedi se dostavd vyvoj tzv.
bezpecnych vakcin pro 1écbu alergii s pouzitim kratkych
linearnich peptidd, odpovidajicich imunogennim epitoptim
daného alergenu. K identifikaci téchto imunogennich epitopd
slouZi techniky epitopového mapovani.

Nasim cilem je zavést metodu pro rychlé vyhledavani
a izolaci alergennich epitopti potravinovych alergent
s pouzitim nové vyvinutych magnetickych enzymovych
(IMERs) a imunoafinitnich (IMARs) reaktori v kombinaci
s technikami epitopového mapovani ,,Epitope extraction"
a "Epitope excision" spolu s MS analyzou eluovanych
imunogennich epitopt .

Samotna technika epitopového mapovani ,,Epitope exci-
sion‘ pro potravinové alergeny (obr. 1A) spociva v limitované
enzymatické proteolyze daného alergenu v komplexu se svou
specifickou IgE protilatkou, vazanou na pevné fazi (tj. na
magnetickém nosi¢i). Navazané zlstavaji pouze fragmenty
chranéné vazebnym mistem protilatky (tzv. imunogenni
epitopy alergenu). Pfi technice ,,Epitope extraction® (obr. 1B)
se po proteolyze vybraného alergenu v roztoku za pouziti
IMERSs specificky vychytaji IgE protilatkou, vazanou na pevné
fazi, imunogenni epitopy alergenu. Po dikladném promyti
nenavazanych fragmentd je imunogenni epitop eluovan
pomoci 0,1% TFA a analyzovan pomoci ESI, MALDI-TOF
nebo FT-ICR-MS. Pro tuto techniku byl vybrdn modelovy
systém: potravinovy alergen ovalbumin (OVA) a poly- i mo-
noklonalni anti-ovalbuminové protilatky. Jednotlivé kroky této
techniky bylo tfeba optimalizovat.

V prvni fazi byla provedena optimalizace limitované
i celkové proteolyzy modelového alergenu OVA pomoci
IMERs s imobilizovanym nativnim i TPCK-trypsinem. U
tohoto enzymového reaktoru byla sledovana operacni i
skladovaci stabilita enzymu. Vzorky po proteolyze byly
analyzovany pomoci SDS-PAGE, TSDS-PAGE, CZE a ESI-
TOF-MS.
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Obr. 1. Schéma technik epitopového mapovani — ,,Epitope
excision“ (A) a ,,Epitope extraction“ (B)
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Ve druhé fazi byla provedena optimalizace imobilizace
protilatek na rizné nosice s cilem vybrat nejvhodnéjsi nosi¢
nespecificka sorpce proteint (peptidl) a maximalni rezistence
IMAR vici proteolyze vybranymi enzymy.

Nyni budou techniky ,.Epitope excision” a ,,Epitope
extraction v daném uspofadani pouzity pro vybrany
modelovy systém s identifikaci imunogennich epitopi OVA
a poté je zamyslime pouzit pro studium konkrétnich realnych
alergend, napt. zkiizen¢ reagujicich alergent jablka Mal d 1 a
btizy Bet v 1 apod.

KONFORMA¢Ni STUDIUM PIGMENT-
PROTEINOVEHO KOMPLEXU ]
REAKCNIHO CENTRA FOTOSYSTEMU II (PSII RC).
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Budéjovice a *Ustav ekologie krajiny, AV CR, Zamek 136,
373 33 Nové Hrady, “Ustav Molekuldrni Biologie Rostlin, AV
CR, Branisovskd 31, 370 05 Ceské Budéjovice

Fotosystém II (PSII) je pigment-proteinovy komplex
lokalizovany v tylakoidové membrané cyanobakterii, fas
a vyssich rostlin. Neddvno byly analyzovany zmény
v excitonickych interakcich v reakénich centrech (RC) PSII
RC pigmenti vlivem svétlem indukované oxidace primarniho
donoru (P680) nebo vlivem redukce primarniho akceptoru
feofitinu a (Phe a) pouzitim absorpénich spekter a spekter
cirkularniho  dichroismu (CD)'. V kontrastu s oxidaci
primarniho donoru, byla svétlem indukovand zména CD
spektra vlivem redukce primarniho akceptoru teplotné zavisla.
Z toho vyplyva hypotéza, ze pifi pokojové teploté¢ redukovany
Phe a indukuje konformaéni zmény v RC proteinech. Tyto
zmeény ovliviluji excitonické interakce RC chlorofylti. Pro lepsi
pochopeni a interpretace namefenych optickych spekter bylo

vyuzito molekularni dynamiky (MD) pro studium
konformacnich zmén a ab initio vypoétu pro PSII RC
pigmenty.

Ztezany PSII RC byl zkonstruovan pouzitim soucasné
krystalové struktury z Thermosynechococcus elongatus (PDB
code: 1S5L)* pro pouziti v MD simulacich. Parametry silového
pole (FF) PSII RC pigmenti vyssich rostlin byly spocteny ab
initio a caste¢né ziskané z riznych studii bakteridlnich
pigmentt typu a** a hemovych prostetickych skupin®. Byly
provedeny vypoCty nabojové distribuce na molekule
redukovaného Phe a na okolnich aminokyselinach. Relativni
zmény vypoctenych spekter jsou diskutovany a porovnavany
s experimentalnimi daty.

This research was supported by the Ministry of Education,
Youth and Sports of the CR (MSM6007665808, GACR206/-
02/D177) and by the Academy of Sciences of the CR
(Institutional research concept AVOZ60870520).
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ANTIMITOTICKY EFEKT MYOSEVERINU A JEHO
8-AZAANALOGU
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Mikrotubuly tvofi jednu z Easti cytoskeletarniho systému
eukaryotickych bun€k. Jedna se o dynamicka polarni vlakna
sestavajici z tubulinovych heterodimerd. Mikrotubuly plni
celou fadu funkci — jsou stavebni souc¢asti membran a bunéc-
nych struktur, odpovidaji za intracelularni transport a bunéc-
nou signalizaci, a v neposledni fadé fidi segregaci
chromozomii v metafazi a cytokinezi buiiky'. Mikrotubularni
systém se tak stal slibnym cilem pro vyvoj novych, specificky
zaméfenych latek, které by oteviely cestu k G¢inngjsi 16cbe
nadorovych onemocnéni.

Jednim z novych inhibitor polymerizace tubulinu je také
9-isopropyl-2,6-bis[(4-methoxybenzyl)amino]-9H-purin  zna-
my pod nazvem myoseverin™. V in vitro podminkach
myoseverin indukuje reversibilni §tépeni polyjadernych
myotubl na jednojaderné tiseky fragmentaci mikrotubularniho
cytoskeletu. Na rozdil od ostatnich mitotickych jedt zatim
nebyl popsan jeho cytotoxicky efekt na nadorovou buiku.
Studovali jsme a srovnavali udinky myoseverinu a noveé
syntetizovaného analogu 8-azamyoseverinu na lidské bunééné
nadorové linie. Ob¢ latky zplsobovaly inhibici polymerizace
tubulinu, prokazanou imunodetekci mikrotubuldrniho cyto-
skeletu v buitkach. Uginnost obou latek byla zavisla na typu
bunécéné linie a na jejich koncentraci. Analyza bunééného
cyklu oSetfenych bunék pritokovou cytometrii potvrdila
vyrazny blok bunék v mitotické fazi, ktery byl po delSim
Casovém  pusobeni inhibitoru nésledovan apoptosou.
Pfitomnost apoptotickych bun€k byla ovéfena i immuno-
detekei (western blot) peptidového fragmentu poly(ADP-
ribosyl)polymerasy, ktery vznika specificky v apoptotickych
bunkach.

Prdce vznikla za prispéni Grantové agentury CR (projekty
303/02/0875 a 204/03/D231).
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THE ROLE OF PHOSPHOLIPID SIGNALLING IN
ALUMINUM TOXICITY IN PLANTS
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Cessation of root growth and changes in root morphology
as the most important physiological consequence of aluminum
toxicity in plants suggesting a role of the root cytoskeleton as a
target structure'. Plant cytoskeleton research is now focused on
the regulation of cytoskeletal dynamics?.

In animal organisms is cytoskeleton remodelling
regulated by phospholipid degrading enzymes, phospholipase
C (PLC) and phospholipase D (PLD)’. The aim of presented
work is to find whether plant phospholipid-cytoskeleton
signalling is part of molecular mechanism of aluminum
toxicity that is still far from being understood.

Fluorescently labelled substrate (BODIPY -phosphatidyl-
choline) was incorporated into the tobacco cell line BY-2.
Labelled cells were then treated with AICl; and butanol
(inhibitor of PLD). Products of phospholipases action were
analysed in different time intervals in methanol/chloroform
cell extracts by HP-TLC and/or HPLC.

Changes of the amount of lysophosphatidylcholine
(product of PLA2 action), diacylglycerol (product of PLC) as
well as phosphatidic acid (product of PLD) within 30 min of
aluminum (0.1 mM AICl;) treatment were observed. AP’
affects level of phospholipase products in dose-dependent
manner. Butanol decreased the amount of unknown product
(probably regulated by PLD) belonging to phospholipid
signalling pathway as well. Its identification is currently in
progress.

This work was supported by grant of Czech Science
Foundation no. 522/05/0340.

REFERENCES

1. Jones D.L., Kochian L.V.: FEBS Lett. 400, 51 (1997).

2. Schwarzerova K., Zelenkova S., Nick P., Opatrny Z.:
Plant Cell Physiol. 43, 207, (2002).

3. Liscovitch M., Czarny M., Fiucci G., Lavie Y., Tang X.:
BBA — Mol. Cell Biol. Lipids 1439, 245 (1999).

V. Amerika 2005

ORGANIZACE EMBRYI VE SHLUCICH RANYCH
SOMATICKYCH EMBRYI SMRKU ZTEPILEHO (Picea
abies /L.l KARST.)
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Studium vlivu cizorodych latek (napf. ke sledovani vlivu
tézkych kovi na rist, zivotnost a tvorbu specifickych proteint)
na smrk ztepily (Picea abies /L./ Karst.) je v piirozenych
podminkach velmi naro¢né, proto se hledaji moznosti, jak
tento vyzkum co nejvice zjednodusit. Jednou z moznosti, které
se v posledni dobé stale Ccastéji vyuziva, je studium
explantatovych kultur ranych somatickych embryi smrku
ztepilého. V nasi praci byl rist téchto kultur sledovan pomoci
vazeni Cerstvé hmotnosti nebo analyzou obrazu (IA — image
analysis) shluki RSE (SRSE). Pro studium Zivotnosti
jednotlivych SRSE byla vyuzita aktivita intracelularnich
esteras jako marker aktivniho metabolismu a dvojité barveni,
které je zalozeno na selektivni permeabilit¢ cytoplazmatické
membrany. Dale bylo vyuzito barveni SRSE 1% roztokem
2,3,5-trifenyltetrazolium chloridem (TTC) pro studium aktivity
bunécného dychani.

Pfedpokladali jsme, ze rust shlukd ranych somatickych
embryi (SRSE) bude ovlivnén procesem subkultivace (nutné
premisténi explantatu na Cerstvé médium s dostatkem zivin).
Pomoci metody analyzy obrazu bylo zjisténo, ze je piirtstek
SRSE po pasdzovani zavisly na jeho pocatecni velikosti a také
na prostorové orientaci embryi. Pfi nedodrzeni pivodni
orientace byl pfiristek SRSE vyrazné mensi, asi o 20-40 %.
Se statim kultury se zvySoval vliv orientace SRSE (rozliseni
nahofe a dole) na jeji rdst. Na zaklad¢€ tohoto zjisténi byla
stanovena Zzivotnost embryi v jednotlivych Eastech SRSE
fluorescenénimi barvivy fluoresceindiacetdtem a propidium
jodidem (dvojité barveni). Zivotnost embryi byla nejvyssi ve
vnéjsich castech shluku (90 96 %), zatimco vnitini Casti
vykazovaly zivotnost do 10 %. Embrya z jednotlivych casti
shluku byla dale kultivovana a byl sledovan jejich dalsi rist.
Explantaty ziskané ze vsSech casti SRSE obsahovaly RSE
schopna rastu. Prirdstek SRSE pochazejicich z vnéjsich ¢asti
byl vétsi nez prirGstek SRSE z vnitinich ¢asti, ale rozdil se
s délkou kultivace a poctem subkultivaci snizoval. Pro dalsi
studium struktury SRSE byla vyuzita nuklearni magneticka
rezonance (NMR), ktera jasné ukazala zvySenou metabolickou
aktivitu ve vngjSich ¢astech SRSE. Z naSich vysledkil jasné
vyplyva, ze je embryogenni kultura SRSE smrku ztepilého
diferenciovana.

Prispévek vznikl za podpory RASO 2005, GA CR
525/04/P132, IGA FaF VFU IG342012 a IGA MZLU 2005.
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ULTRASENZITIVNI DETEKCE METALOTHIONEINU
POMOCI CHRONOPOTENCIOMETRICKE
ROZPOUSTECI ANALYZY
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Metalothionein (MT) patii do skupiny intracelularnich,
nizkomolekularnich (6-10 kDa)'* na cystein velmi bohatych
proteini (az 30 %). MT obsahuje tyto zakladni strukturni
motivy: Cys-X-Cys, Cys-Cys-X-Cys-Cys, Cys-X-Cys-Cys,
kde X piedstavuje jinou aminokyselinu nez cys’. MT se
skladaji ze dvou domén a, B, které jsou slozeny z cysteinovych
klastrd. B-Doména ma ti'i vazebna mista pro dvojmocné ionty
a a-doména ¢tyfi. Hlavni biologickou funkci MT je homeo-
staticka kontrola a detoxikace téZkych kovi (Zn, Cu a Cd).
Casto diskutovanou otazkou je schopnost MT transportovat
atomy kovu a udrZovat tak homeostazu nékterych esencialnich
prvki. Diky témto vyznamnym vlastnostem se hledaji nové
metody pro snadnou a rychlou detekci MT, které by bylo
mozné vyuzit i mimo specializované laboratofe.

Analyza byla provedena na AUTOLAB analyzatoru
napojeném na VA-Stand 663 v tfielektrodovém zapojeni.
Vzorky télnich tekutin (lidské krevni sérum a mo¢) byly pied
vlastni analyzou upraveny denaturaci pti 99 °C po dobu 10
min a 15 min centrifugovany 14 000 x g. V nasi praci bylo
vyuzito katalytického vyluCovani vodiku ze zakladniho
elektrolytu prostiednictvim MT (pik H)**, které jsme sledovali
pomoci chronopotenciometrické rozpoustéci analyzy (CPSA).
Tato metodika umoznila ultrasenzitivni detekci MT. Limit
detekce (3S/N) MT byl 11 zmol v 5 pl vzorku. Dale byl
studovan vliv biologické matrice (lidské moci a krevniho séra)
na katalyticky signal. Matrice snizovala signal MT, proto se
limit detekce stanoveni MT pohyboval kolem 350 fmol.
V nami testovanych vzorcich lidského séra od zdravych
jedinct byla zjisténa primérna koncentrace MT 1,1 £ 0,015
UM (n=5).

Jak se ukazuje, katalytické signaly vyluCovani vodiku
umoznuji velmi senzitivni analyzu MT v biologické matrici.
Vysoce senzitivni techniky jsou naléhavou nutnosti, protoze
hladina MT neni jen markerem vlivu tézkych kovli na
organismus, ale také potencialnim markerem agresivnich
nadorovych onemocnéni.

Prispévek vznikl za podpory RASO 2005, GA,CR 525/04/P132
a lIGA MZLU 2005.
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PHOTODYNAMIC TREATMENT SUPPRESSES
Ber-Abl PROTEIN EXPRESSION IN CHRONIC
MYELOGENOUS LEUKEMIC - DERIVED CELL LINE
K562 AND DISRUPTS THE CYTOSKELETON
STRUCTURE

MICHAELA PLUSKALOVA, P. HALADA,
I. MARINOYV, and Z. HRKAL

Ustav hematologie a krevni transfiize, Oddéleni bunécné
biochemie, U nemocnice 1, 128 00 Praha 2

Chronic myelogenous leukemia (CML) is a malignancy
of the hematopoietic stem cell. The molecular cause of the
disease is known as Philadelphia chromosome. The permanent
expression and the abnormal enzymatic activation of an
oncogenic Ber-Abl tyrosine kinase is critical to the disease
progression. CML — derived cell line K562 was employed for
the research of the action of photodynamic therapy ALA-PDT.

We addressed the question, whether or not a programmed
cell death, apoptosis was induced. We obtained some signs of
apoptotic induction in response to ALA-PDT treatment, but
rather necrosis than a terminal phase of apoptosis was
achieved. Further we focused on a description of some
molecular mechanisms of K562 cell resistance to the
progression of apoptosis, which might be induced by ALA-
PDT. We revealed some molecular chaperons that are involved
in the K562 cell protection against the termination of the ALA-
PDT induced apoptosis. Hsp27 was downregulated in response
to the ALA-PDT treatment, nevertheless the remaining Hsp27
and a basal level of Hsp70 was significantly increased in
comparison with HL60 cells, which we employed as a model
of the ALA-PDT induced aptoptosis. On the other hand Hsp60
bearing pro-apoptotic properties remained without any
response to ALA-PDT.

Imatinib mesylate was uncovered as a potent inhibitor of
the oncogenic tyrosine kinase Bcer-Abl activity and has been
successfully used for treatment of CML patients. However, the
response to imatinib treatment is poor in some cases due to
mutations of ber-abl gene in the imatinib target place. The
alternative way of the CML treatment is an inhibition of
molecular chaperon Hsp90. Phosphorylation of Hsp90 causes
the dissociation of multiprotein complex Hsp90/p23/ p50/Bcr-
Abl and leads to a proteasome degradation of Ber-Abl. ALA-
PDT induced the phosphorylation of Hsp90 and release of the
co-chaperone p23 from Hsp90. This resulted in a dissociation
of Hsp90 client proteins and the protein level of oncogene Ber-
Abl decreased in K562 cells by 70 % within three hours after
treatment.

Downregulation of Ber-Abl kinase affected proteins,
which are responsible for the cytoskeleton organisation.
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Cofilin was dephosphorylated and thus was unabled to
preserve actin in polymeric state. Also phosphorylation of
a cytoskeletal protein Septin-2 was affected. Forty five percent
of treated cells possess a damaged cytoskeleton within two
hours after ALA-PDT treatment. Practically most of the
treated cells (92 %) contained damaged polymeric actin
filaments the day after the treatment.

The work was supported by grant NL 7681-3 of Internal Grant
Agency, Ministry of Health Czech Republic.
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DIFOSFINOAZINOVYCH LIGANDU V RHODIOVYCH
KOMPLEXECH
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Je znamo, Ze fosfinové bidentatni ligandy, poptipadé
terdentatni P, N, P ligandy velmi Casto tvoii s pfechodnymi
kovy aktivni komplexy uplatiiujici se v celé fadé katalytickych
cykla.

Difosfinoazinové komplexy se kromé celé¢ Skaly
koordina¢nich médi (P, P’ mistkovy, P, P’ chelatujici, P, N,
P’) vyznacuji také zcela novym zplsobem tvorby koordinacni
nenasycenosti popsané Shawem u komplext iridia, které
vznikajici rychlou reverzibilni izomeraci azinového na en-
hydrazonovy skelet.1

Pfi studiu difosfinoazinovych komplextt Rh(I) a Rh(III)
jsme kromé koordinacnich vlastnosti liganda s odstupiiovanou
stérickou narocnosti studovali také moznosti tvorby
koordina¢ni nenasycenosti Shawova typu u komplext rhodia.
Ctvercové planarni komplexy (a, b, ¢, d) byly piipraveny
reakci [Rh(CO),Cl];, s prislusnym ligandem. Pisobenim bazi
je mozné docilit abstrakce protonu z azinového skeletu za
vzniku en-hydrazonového komplexu (e, f, g, h), pfiemz
objemnost fosfinovych skupin a charakter protianiontu jsou
klicové pro vybér vhodné baze. Zatimco k deprotonaci terc-
butylového komplexu postacuje slaba baze, jako napiiklad
triethylamin, k docileni stejného efektu u zbyvajicich
komplext je nutno pouzit MeONa.

wAp(Rb WAP“B »
co

Rh\co Rh\ co
L s

(a)R=Ph @
MR=Cy
(©R=iPr

wAP(P"’

N\\

\h .

P(RD

/\

(e)R=Ph
(R=Cy
(@R=iPr
(W) R =t-Bu

Predbézné byly také studovany stechiometrické reakce
s potencialnimi substraty katalytickych reakci. V ramci tohoto
vyzkumu byla napfiklad pozorovana tvorba oktaedrického
komplexu trojmocného rhodia (i), jakoZto produktu oxidativni
adice Mel na komplex (a).
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Druhou skupinou difosfinoazinovych komplexti Rh(I)
jsou komplexy ,,mtstkové” s konfiguraci ligandu Z,Z (j, k, 1),
které vznikaji reakci of [(COD)RhCl ) s pfislusnym ligandem.

By CI tBu.
ge)z
s / " P(R);
Rh,
/ (R)z

N//, e

J cl Bu / (R)ZP’ ‘ \m
t-Bu
(G)R=Ph
(K R=Cy (R =Ph
() R=i-Pr (mR=Cy

Tyto mistkové komplexy (j, 1) tvofi stanim v CHCl;
oktaedricky facidlni komplex Rh(III) (m), popiipadé
zahiivanim v témze rozpoustédle vznikd komplex (m). Tento
typ reakce je velmi zajimavy z hlediska katalytickych
vlastnosti, nebot’ se s nejvétsi pravdépodobnosti generuje
CHCI," radikal a komplexy (j, 1) tak reaguji ve smyslu
Kharashovy adice.

Tento projekt byl podporovin Grantovou agenturou CR (grant
¢ 203/01/0554).
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ZMENA ELEKTROCHEMICKEHO SIGNALU
,,OCHRANCE GENOMU¥* V ZAVISLOSTI NA JEHO
STRUKTURNI FORME — RYCHLE A SENZITIVNI
ROZLISENI NATIVNI, DENATUROVANE

A AGREGOVANE FORMY p53
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Protein p53, nazyvany ,ochrance genomu“, je
transkripéni faktor, ktery je v buiice bézné pfitomen v nizkych
koncentracich. Pfi bunééném stresu intracelularni koncentrace
p53 vzroste a vznikaji tetramernich jednotky p53, které maji
vysokou afinitu k DNA. Po vazbé na DNA p53 reguluje
transkripci mnoha cilovych geni. Mezi nejvyznamnéjsi
projevy této interakce patfi zastaveni bunécného cyklu v G1
fazi, reparace DNA a spusténi apoptdzy. Vazba proteinu p53
na DNA je tedy kliCovym piedpokladem funkce proteinu.
Pfitomnost mutantni formy proteinu p53, stejné tak i struk-
turn¢ modifikované (napf. denaturaci nebo agregaci) molekuly
p53, je v nékterych pripadech prokazatelnym divodem vzniku
rakovinného bujeni. Statistiky uvadéji, ze gen kodujici protein
p53 (TP53) je postizen bodovou ¢i deleéni mutaci u vice néz
50 % nadorovych bunék (u rakoviny plic az 70 %). Se
strukturni zménou proteinu p53 jsou spojovany napiiklad
Alzheimerova a Parkinsonova nemoc, cysticka fibroza,
prionové nemoci a jiné. V této praci byla studovana nativni,



Chem. Listy 99, 351 —396 (2005)

denaturovana a agregovana forma proteinu p53 pomoci
pritokové injekéni analyzy s elektrochemickou detekei (FIA-
ED). V prvni ¢asti byla optimalizovana metoda FIA-ED pro
stanoveni nativni formy proteinu p53. Jako optimalni mobilni
faze byl zjistén fosfatovy pufr (1/15 M, pH 7,0) o rychlosti
pritoku 0,5 mlmin'. Pf optimalizaci elektrochemického
stanoveni byla na zékladé¢ hydrodynamického voltampe-
rogramu vybrana jako nejvhodnéj$i hodnota potencialu
vkladaného na pracovni elektrodu 900 mV. Optimalizovana
metoda poskytovala linearni (R2 = 0,9998) elektrochemickou
odpoveéd’ v zavislosti na koncentraci proteinu p53. Vypocteny
limit detekce (3xS/N) byl 45,8 amol proteinu p53 na nastiik 5
ul. Technika FIA-ED byla dale aplikovana na studium a roz-
liSeni strukturnich zmén proteinu p53 (vznik denaturované a
agregované¢ formy). Bylo zji§téno, Zze denaturovana forma
poskytuje ptiblizné 3x vyssi proudovou odezvu oproti formé
nativni (rozvolnéni struktury proteinu, pristup vétsi Casti
elektroaktivnich center proteinu — aminokyselinovych zbytkt k
povrchu elektrody). U agregované formy byl naopak zjistén
pokles proudového signalu (sterické branéni elektroaktivnich
skupin proteinu). Zjisténa fakta ukazuji, ze jsme schopni velmi
senzitivné stanovit a rozliSit nativni, denaturovanou a agre-
govanou formu proteinu p53 v attomoldrnich hladinach
pomoci optimalizované FIA-ED techniky.

Prispévek vznikl za podpory RASO 2005, GACR 525/04/P132
a lGA MZLU 2005.
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REKURENTNi MUTACE V ADAMTS13 JE PRICINOU
VROZENE FORMY TROMBOTICKE
TROMBOCYTOPENICKE PURPURY V CESKE
REPUBLICE

SIMON RITTICH, PAVEL JINOCH, JIR{ SUTTNAR,
PETER SALAJ a INGRID HRACHOVINOVA

Ustav hematologie a krevni transfiize, U Nemocnice 1, 128 20
Praha 2
rittich@uhkt.cz

Tromboticka trombocytopenicka purpura (TTP) je letalni
onemocnéni, které je charakterizovano ziskanou trombo-
cytopenii, mikroangiopatickou hemolyzou, neurologickou
poruchou, piipadné renalni dysfunkci'. Nedavno bylo
zjidténo®, 7e¢ TTP je pravdépodobnd zpisobeno hlubokym
funkénim defektem metaloproteinazy ADAMTS13 (A
Disintegrin And Metalloproteinase with ThromboSpondin 1
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like elements). Proteinaza specificky §tépi velmi velké
(> 20x10° kDa) siln& adhezivni multimery von Willebrandova
faktoru (VWF) na mensi. V pfipadé, Zze je ADAMTSI3
nefunkéni, velmi velké multimery se uvoliiuji do krve a za
smykového tfeni se aktivné vazou na krevni desticky. Vznikleé
mikrotromby se zachytavaji v mikrocirkulaci a mohou
zpusobit t€zké multiorganové selhani, které je typické pro
TTP. Podobné projevy jako TTP maji i jind onemocnéni, proto
je spravna diagndza nezbytna pro 1éc¢bu, ktera snizuje riziko
umrti z 90 % na 10 %. Funk¢ni defekt ADAMTS13 mtize byt
vrozeny nebo ziskany, zplsobeny protilatkami proti
proteinaze. Vrozena forma TTP je vzacna a je autosomalné
recesivni.

Cilem nasi studie bylo zavést metodiku na stanoveni
vrozené i ziskané formy TTP. V letech 2003-2004 jsme v nasi
laboratofi vysetfili 50 pacientti s podezienim na TTP. Aktivitu
ADAMTSI13 jsme méfili modifikovanou metodou podle
Furlana®. T&zky defekt ADAMTSI3 jsme zjistily u 29
pacientt (58 %). U 16 z nich jsme detekovali protilatky proti
ADAMTSI13, které zapficinily ziskanou formu TTP. U 9 pa-
cienti z 10 s vrozenou formou TTP mohla byt provedena
analyza genu. Pfimou sekvenaci 29 exonl genu jsme nalezli
u osmi z nich (89 %) inzertni mutaci 4143A (u Ctyf pacientd
v homozygotni form&) a u dal§ich tfi pacienti mutaci
Arg507Gln. Na zakladé expresnich studii bylo prokazano, ze
obé mutace jsou kauzalni. Rekurence mutace 4143A u Sesti
nepfibuznych rodin je nezvykle vysokd. Toto zjiSténi
predstavuje vyhodu pro diferencidlni diagnostiku déti se
suspektnim vrozenym TTP, ktery ma casto netypicky pribéeh.
Rychlé nalezeni kauzalni mutace je potom dtleZitou soucasti
diagndézy. Mozny ,,founder” efekt této mutace je predmétem
dalsiho zkoumani.
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DERIVATY TRIPTYCENU: KARBOXYLOVE
KYSELINY A JEJICH AMIDY

MARKETA RYB’ACKOVA”, MARTIN
BELOHRADSKY®, PETR HOLY", JIRl ZAVADA®
a IVANA CISAROVA’

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo
nam. 2, 166 10 Praha 6, bKatedra anorganické chemie,
Prirodovédecka fakulta UK, Hlavova 2030, 128 40 Praha 2
rybama@uochb.cas.cz

Oligokarboxylové kyseliny s triptycenovym skeletem
a z nich odvozené amidy jsou zajimavymi stavebnimi prvky
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pfi studiu vodikovymi vazbami fizené supramolekularni
vystavby poréznich struktur.

Syntéza triptycenovych karboxylovych kyselin je
zalozena na Dielsové-Alderové adici benzynu, generovaného z
diazotované kyseliny antranilové', na methyl-substituované
derivaty antracenu. Pfiklad této syntézy znazortiuje nasledujici

schéma:
CH3 @COOH -AMONO O
.
HqC NH, ‘ CH
: , : wo S e

n
KMnO, O 1.50Cl, O
0 COOH 2NHa(aq.) O CONH,
HOOC M Q H,NOC O

w

Rentgenostrukturni analyza monokrystalu racemické
dikarboxylové kyseliny IIT potvrdila pfedpokladanou asociaci
molekul prostiednictvim dvojitych vodikovych mostd mezi
karboxylovymi skupinami. Molekuly jsou tak v krystalu
uspofadany do linearnich fetézct, ve kterych se pravidelné
stiidaji oba enantiomery.

Vyzkumny program dale pokracuje snahou o optické
$tépeni racemické kyseliny III a o ziskani monokrystalu
racemické i enantiomerné homogenni formy diamidu IV.

Autori dékuji za financni podporu GA CR (203/03/0087).
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IDENTIFICATION OF GENOTOXICITY OF
0-ANISIDINE AND o-NITROANISOLE AND THEIR
CARCINOGENIC POTENTIAL FOR HUMANS

HELENA RYDLOVA, MARKETA MIKSANOVA,
and MARIE STIBOROVA

Department of Biochemistry, Faculty of Science, Charles
University, Albertov 2030, 128 40 Prague 2
helili@centrum.cz

2-Methoxyaniline (o0-anisidine) and 2-methoxynitroben-
zene (o-nitroanisole) are important pollutants and potent
carcinogens for rodents. Using *?P postlabeling and C- and
3H-labeled o-anisidine and o-nitroanisole, respectively, we
show that both carcinogens bind covalently to DNA in vitro
and in vivo. DNA samples from various organs of Wistar rats,
i.p. treated with o-anisidine and o-nitroanisole, were analyzed
by *P-postlabeling. Two DNA adducts, identical to those
found in vitro, were detected in urinary bladder, the target
organ. These adducts were identified to be deoxyguanosine
adducts derived from o-anisidine oxidative and o-nitroanisole
reduction metabolite N-(2-methoxyphenyl)hydroxylamine.
Formation of DNA adducts, identical with those formed in rat
in vivo, during the o-anisidine oxidation and o-nitroanisole
reduction by human hepatic microsomal and cytosolic
samples, respectively, indicates a potential of human hepatic
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enzymes to activate these carcinogens in human. Cytochrome
P450 (CYP) enzymes and human xanthine oxidase are
responsible for the reductive and oxidative activation of o-
nitroanisole and o-anisidine, respectively. The role of specific
cytochrome P450 enzymes in the human hepatic microsomal
metabolism of o-anisidine was investigated. We attribute most
of o-anisidine oxidation in human microsomes to CYP2EI.
Nevertheless, the participation of CYP1A, 2B6 and 2A6 in its
activation cannot be excluded. Utilizing Western blotting and
consecutive  immunoquantification  employing  chicken
polyclonal antibodies raised against various CYPs, the
expression of CYP1A1/2 was found to be strongly induced in
rats treated with both compounds. Furthermore, 7-ctho-
xyresorufin O-deethylation activity, corresponding to both
CYP1A1l and 1A2, was significantly increased in rats pre-
treated with both carcinogens.

The results of our study, the report on the potential of the
human microsomal and cytosolic enzymes to contribute to the
activation of o-anisidine and o-nitroanisole, strongly suggest a
carcinogenic potential of these rodent carcinogens for humans.

Supported by Grant Agency of the Czech Republic (grant
203/03/0283).

LASEROVE ABLACNI SYNTEZY S HMOTNOSTNE
SPEKTROMETRICKOU DETEin: CESTA K
TVORBE A IDENTIFIKACI NOVYCH SLOUCENIN

ONDREJ SEDO

Katedra analytické chemie, Prirodovédecka fakulta
Masarykovy univerzity, Kotlarska 2, 611 37 Brno
sedo@post.cz

Jednim ze soucasnych trendt anorganické syntézy je
kombinace klasickych postupi s instrumentalnimi technikami,
ovliviiujicimi prubéh chemickych reakei naptiklad ptisobenim
ultrazvuku, mikrovln, plazmatu nebo laseru. V této praci byly
vyvinuty postupy laserové ablaéni syntézy spojené se
soucasnou desorpci a ionizaci, diky nimz je mozné vzniklé
slou€eniny identifikovat hmotnostni spektrometrii (instrumen-
tace MALDI-TOF MS). Jako vychozi latky byly vyuzity prvky
(S, Se, Te, P, C-grafit, diamant), jednoduché slouceniny (P,S;,
P4S10, SeS,), ¢i smési prvkd nebo prvki se slou¢eninami. Na
zaklad¢ modelovani izotopovych vzor bylo v hmotnostnich
spektrech identifikovano téméf 200 sloucenin doposud
nepopsanych v literatufe, jako napfiklad 68 novych sulfidi
fosforu. Vyssiho poctu generovanych slou¢enin bylo dosazeno
spojenim  laserové ablace s ultrazvukem. Struktura
generovanych slou¢enin byla studovana sledovanim rozpadu
za iontovym zdrojem (PSD Post-source Decay). Pro syntézy
z prekurzori ve formé agresivnich latek byla vyvinuta
technologie grafitovych mikrokelimki umisténych pfimo
v iontovém zdroji.

Metodologie se ukazuje byt vysoce perspektivnim
postupem pro syntézu celé tady novych a neobvyklych
slou€enin, zavéry dosavadnich studii pfispivaji i k pochopeni
nékterych technologickych a analytickych postupu.



Chem. Listy 99, 351 —396 (2005)

DIASTEREOSELECTIVE SYNTHESIS OF
[11JHELICENE-LIKE MOLECULES VIA MULTIPLE
[2+2+2] CYCLOISOMERIZATION

PETR SEHNAL, IRENA G. STARA, ZUZANA
ALEXANDROVA, IVO STARY, and DAVID SAMAN

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

sehnal@uochb.cas.cz

Molecules possessing helical chirality are being
extensively studied because of their proposed applications in
catalysis, molecular electronics and material science'. Very
recently, we have developed a novel approach to higher and
extended helical scaffolds utilizing multiple Col-catalyzed
[2+2+42] cycloisomerization of aromatic molecules containing
six acetylene units. We have also devised a diastereoselective
fashion” of the reaction using a centrally chiral hexayne.

The synthesis starts from the known diester 1 that is
converted to the tetrayne building block 2 within 5 steps. The
Sonogashira coupling of 2 with iodide 3 followed by
desilylation gives the key hexayne 4. The key double [2+2+2]
cycloisomerization proceeds under CpCo(CO), catalysis and
provides the desired [11]helicene-like compound 5. The
proposed geometry of 5 is shown in Figure 1 (hydrogen atoms
are omitted for clarity).

MeOOC. COOMe 5 steps o o
PR S A
HO' OH // \\

1

TIPS

2
2) NBuF

1
Noonsl
3

Pd(PPhy),, Cul (cat.)

CpCo(CO),, PPh,

140 °C, hv
60 %

Fig. 1. Proposed geometry of 5
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SYNTEZA 6-(HYDROXYMETYL)PURINOV
POMOCOU Pd-KATALYZOVANYCH CROSS-
COUPLING REAKCII

PETER SILHAR a MICHAL HOCEK

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo
nam. 2, Praha 6, 16610
silhar@uochb.cas.cz

6-(Hydroxymetyl)purin mozno vdaka jeho Struktare
povazovat' za homolog hypoxantinu a ako jeden z poten-
cidlnych inhibitorov adenozin deaminézyl, Je zname, Ze 6-
hydroxymetyl-9-(B-D-ribofuranozyl)purin, izolovany z pe-
niazovky skvrnitej (Collybia maculata), mé antifungalne, cyto-
toxické a antiviralne (vesicular stomatitis virus) vlastnosti’.

OR' .

hal R'OCH,Znl o x v AO~ o
NS N\ 1y N7 N\ R R AcRf =
:NE > N > Bn Piv AcO OAc

N Pd(PPhg), (%) SN~ N @
R THF,rt 4-12h R b THP Bz o0
ol
2x, hal = Cl axy °
3x, hal =1 ) ¢ ACRI Ao To'de=\d
Yield: 75-95% d ToldRf H OTol

Na zéklade tychto skutocnosti sme sa snazili vyvinat
novu, lepsiu metodiku na pripravu (hydroxymetyl)purinov. Je
vseobecne zname, ze prechodnym kovom katalyzované cross-
coupling reakcie predstavuji velmi efektivnu techniku na
pripravu  rézne  substituovanych  aromatickych,  resp.
heteroaromatickych zlucenin. Uspeli sme pouzitim acyloxy-
metylzink iodidov (1y) v Negishiho Pd-katalyzovanych cross-
coupling reakciach s prislusnymi 6-halogenpurinmi (2x, 3x).
Spomenuté reakcie prebiehali hladko pri laboratornej teplote
za vzniku 6-(acyloxymetyl)purinov (4xy) vo velmi dobrych
vytazkoch. Acylové chraniace skupiny je mozné odstiepit’
katalytickym posobenim metanolatu sodného v metanole za
vzniku ziadanych 6-(hydroxymetyl)purinov. Vol'ni modifiko-
vani purinovi bazu sme pripravili kyslo-katalyzovanou
deprotekciou THP chraniacej skupiny. Pripraveny 6-(hyd-
roxymetyl-9-(B-D-ribofuranozyl)purin ~ vykazuje  vysoku
cytostaticku aktivitu (ICs¢=10 nM) a zna¢ny inhibi¢ny efekt
voci adenozin deaminaze.

Touto novou technikou® je mozné pripravit 6-(hyd-
roxymetyl)purinové bazy, resp. nukleozidy v dvoch krokoch
s celkovym vytazkom 75-87 %. Z doterajsicho vyskumu
regioselektivity tychto reakcii s 2,6-dichloropurinmi je zrejmé,
ze 6-(hydroxymetyl)-2-chloropuriny je mozné pripravit vo
velmi dobrom vytazku s regioselektivitou radovo 95/5 —
monosubstituovany/disubstituovany produkt, ¢im sa otvara
cesta pripravy 2,6-disubstituovanych purinov s rozdielnymi
substituentami. Dal’%ie funkéné transformacie hydroxylove;
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skupiny, ako napriklad halogenacie, oxidacie a na ne
nadvédzujice reakcie si predmetom nasho sucastného
vyskumu, ktorého vysledky budi tiez prezentované.

Tato praca je castou vyskumného projektu Z4 055 0506, ktory bol
podporovany GA CR (Cis. grantu 203/03/0035) a firmou
Sumitomo Chemical, Co. (Osaka, Japan). Autori dakuju Dr.
Votrubovi za testovanie zlucenin na cytostaticku aktivitu a
inhibiciu adenozin deamindzy a Dr. Pohlovi za NMR spektra.
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STUDIUM ACYLACEDSPODNiHO OKRAJE
THIACALIX[4]JARENU

MARKETA SIMANOVA, PAVEL LH,OTAK,
IVAN STIBOR, HANA DVORAKOVA
a MICHAELA POJAROVA

Ustav organické chemie; VSCHT Praha, Technické 5, 166 28
Praha 6
simanovm@yvscht.cz

Tato prace je soucasti systematického studia reaktivity
thiacalix[4]arentl a zabyva se studiem acylaci spodniho okraje
thiacalix[4]arent.

Acylaéni reakce byly provadény s anhydridy nebo
chloridy jednoduchych alifatickych nebo aromatickych
organickych kyselin v piitomnosti AICI; nebo triethylaminu
a za katalyzy DMAP. Pro porovnani vlivu objemné terc-
butylové skupiny na hornim okraji thiacalixarenu z hlediska
preferenci konformerd byly jako substraty pouzity 5,11,17,23-
tetra-terc-butyl-25,26,27,28-tetrahydroxythiacalix[4]aren a je-
ho de-ferc-butylovany analog.

¥

T\T'—_E:,: e

Acylace za vySe uvedenych podminek vedly ptevazné ke
vzniku di- a tetraacylovanych thiacalix[4]arend v ruznych
konformacich (cone, 1,3-alternate), které byly identifikovany
pomoci 'H NMR spektroskopie. Konformace n&kterych
pfipravenych derivati byla také potvrzena v pevném stavu
pomoci rentgenostrukturni analyzy.

Experimentalni vysledky potvrdily efektivnost DMAP
jako  katalyzatoru  pro  acylace  spodniho  okraje
thiacalix[4]arend.
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CHARACTERISATION OF MOLECULARLY
IMPRINTED MONOLITHIC COLUMNS

JAKUB SIRC*?, Z. BOSAKOVA?, and J. MICHALEK"

“Department of Analytical Chemistry, Faculty of Science,
Charles University, Albertov 2030, 128 40 Prague 2, bnstitute
of Macromolecular Chemistry, AS CR, Heyrovsky sq. 2, 162
06 Prague 6

Molecularly imprinted polymers have recieved much
attention in various fields because of their high selectivity for
target molecules. It has been recognized as a promising
technique, where the molecule to be detected is added to a
reaction mixture of a cross-linker, a solvent, an initiator and a
functional monomer that possesses a functional groups capable
of interacting with the target molecule. Binding sites in the
resultant polymers involve functional groups, which are
constructed according to the shape and chemical properties of
the target molecules. After removal of the target molecules,
these specific binding sites exhibit high selectivity and affinity
for the template molecules.

Monolithic HPLC stationary phases based on molecular
imprinting were prepared by in situ polymerization. The
template compound (L-tosylphenylalanine), the functional
monomer (methacrylic acid), the cross-linker (ethylene glycol
dimethacrylate), the initiator (azobisisobutyronitrile or
hydroxydimethylacetophenone) and a porogen  mixture
(dodecanol with cyclohexanol or toluene) were placed in glass
columns ( 150 x 3 mm i.d.) and heated or irradiated to induce
polymerization.

Newly prepared monolithic columns were tested on
HPLC separations of enantiomer pairs of derivatized amino
acids and a standard mixture of hydrophobic solutes. The
structure of the monoliths was investigated by scanning
electron microscopy and nitrogen/mercury porosimetry. The
dependences of the polymer morphology and the
chromatographic behavior on the composition of the
polymerization mixture and on the polymerization conditions
were also investigated.

We would like to thank the Ministry of Education, Youth and
Physical Training of the Czech Republic, Grant No. 908/2005
and Academy of Sciences of the Czech Republic, project AVOZ
40500505 for financial support.
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MODIFIKACE ORGANOKREMICITYCH
KONSOLIDANTU KAMENE

MARKETA SKRDLANTOVA a PETR KOTLIK

Ustav chemické technologie restaurovani pamdtek, VSCHT
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OrganokfemicCité slouceniny patii v soucasné dobé mezi
hojné pouzivané konsolidanty pro kédmen, historické omitky
pamatkovych objekti atd. Koneénym produktem jejich
vytvrzovani je prostorova polymerni sit (gel), tvofena
predevsim atomy kiemiku a kysliku. Samotné ctyffunkeni
monomery (tetraalkoxysilany) tvofi pfi polymeraci pevnou
polymerni sit’ s kratkymi vzdalenostmi mezi jednotlivymi uzly.
Tato sit’ je dosti kiehka.

Proto se objevuji snahy modifikovat vychozi latky tak,
aby vznikl méné kiehky, elastictéjsi gel. Vyhodnéjsich
mechanickych  vlastnosti niz§i kiehkosti a  vetsi
houzevnatosti gelu — je obecné mozno docilit prodlouzenim
meziuzlovych vzdalenosti v siti. Jednou z moznosti, jak
namékceni polymerni sité dosahnout, je prodlouzeni useku
mezi uzly sit¢ zabudovanim dvoufunkénich, poptipadé
trojfunkénich monomernich esteri. Tuto moznost studuje tato
prace.

K modifikaci zdkladni sité tetracthoxysilanu (TEOS)
byly pouzity dva monomery dimethyldiethoxysilan
(DMDEOS) a methyltriethoxysilan (MTEOS). Pfi pfiprave
konsolidacnich smési byly pouzity dva zakladni typy katalyzy
— kysela katalyza kyselinou chlorovodikovou nebo neutralni
katalyza organokovovym katalyzatorem (dibutyl-bis-[1-oxo-
(dodecyl)oxy]stannan, zkracené dibutylcindilaurat —- DBCDL).

Pozorovat zménu vlastnosti polymerni sit¢ ptimo
v kameni lze vzhledem k nehomogenité ptirodni horniny jen
velmi obtizné. Proto bylo pozorovano chovani organo-
ktemicitych esterd (konsolidacnich smési) mimo piirodni
material — na modelovych smésich umélého kamene.

V téchto smésich jako pojivo byly pouzity modifikované
konsolida¢ni smési, jako plnivo byla pouzita smés stiedné
umletého kiemene a pisku. U modelovych smési byly
sledovany nékteré fyzikalné mechanické vlastnosti (pevnost v
tahu za ohybu, pevnost v tlaku, modul pruznosti v tlaku,
nasakavost vodou po 48 hodinach a odolnost krystalizaci soli).
Struktura modelovych smési umélého kamene byla sledovana
NMR spektroskopii.

Mnozstvi a funkénost modifikatoru a typ katalyzatoru v
pojivu maji zna¢ny vliv na mechanické vlastnosti modelovych
smési umélého kamene. Modifikaci TEOS dvoj- a
trojfunkénim alkylalkoxysilanem se méni charakter vzniklého
polymerniho produktu, dochazi ke sniZzeni hustoty polymerni
sit¢ a tim ke snizenim hodnot modulGi pruznosti a zméné
pevnosti v tahu za ohybu a v tlaku. Obecné je v piipadé kyselé
katalyzy dosahovano vysSich pevnosti nez v ptipadé neutralni
katalyzy.
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CHIRAL BAEYER-VILLIGER OXIDATION OF
FUNCTIONALIZED CYCLOHEXANONES

RADKA §NAJDROVA, M.D. MIHOVILOVIC¥,
and A. CEJKOVA

Laboratory of Applied Biology and Bioengineering, Istitute of
Chemical Technology Prague, Technicka 5, 166 28 Praha 6,
*Institute of Applied Synthetic Chemistry, Vienna University of
Technology, Vienna, Austria

snajdror@yahoo.com

Enzyme mediated Baeyer-Villiger oxidations offer an
efficient and highly selective access to chiral lactones as
a building blocks of a variety of natural products and bioactive
compounds.

With recent progress in genomics, a large variety of
flavin dependent monooxygenases, which catalyse this
biotransformations, is becoming available. These enzymes
exhibit different substrate specificity and enantioselectivity.
This is a prerequisite for the development of a toolbox of
catalytic entities, which will be available to synthetic chemists
to solve their specific problems.

In order to simplify possible applications by preparative
chemists, we utilize recombinant whole-cell systems, which
produce the required enzyme in substantial quantities and also
carry out recycling of all required cofactors.

We synthesised various cyclohexanones bearing different
functional groups. Such precursors were used for subsequent
microbial Baeyer-Villiger reactions (Scheme 1). Substrate
profiling involved some of 10 different expression systems for
Baeyer-Villigerases from various natural sources.

Substrate profiling using a set of representative
precursors is currently the only way to gain insight into
geometry of the active sites of such monooxygenases, since no
crystallographic data is available, yet. Chemometric analysis
of substrate acceptance and enantioselectivity of the
biotransformation can deliver a “super-substrate” model for
the monooxygenases.

0] (0]
0 R=Me
R’=Me,Et,OH,Ph
. . - A ) R1=Et
R1\\‘ /X\ I/R2 R1\\“ ,X\ "IIRz Ro=Et,Pro, But
R R R" R X=C,0
Scheme 1

This project ist supported by FWF (Austrian Science Fund,
Project No 119-B10).
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LASEROVA ABLACNI SYNTEZA S HMOTNOSTNE
SPEKTROMETRICKOU DETEKCI PRO
GENEROVANI A SOUCASNOU ANALYZU NOVYCH
LATEK; JE EXISTENCE FULLERENOVYCH
KLASTRU ARSENU REALNA?

ZBYNEK SPALT

Katedra analytické chemie, Prirodovédecka fakulta
Masarykovy univerzity, Kotlarska 2, 611 37 Brno
spalt@mail. muni.cz

Laserova ablacni syntéza (LA-TOF-MS) je rychla a cit-
liva metoda vyuzivajici desorpci a ionizaci vzorku spojenou
s detekci vzniklych species hmotnostni spektrometrii vhodna
zejména k identifikaci stopovych necistot v pevnych vzorcich
anorganického puvodu. V této praci byla studovana moznost
tvorby arsenovych analogt fullerenu a LA-syntézy novych As
sulfidt. Laserovou ablaci kovového As (Cistota 99.997 %) byly
generovany klastry As, (n = 2-7), tvorba klastri As, (n = 20,
60) fullerenového typu predpokladana kvantové-chemickymi
vypocty nebyla za danych experimentalnich podminek
potvrzena. V dalsi casti prace byly jako prekursory pro
laserovou abla¢ni syntézu pouzity sulfidy arsenu As,S,, As,Ss,
As,Ss a jejich smési se sirou. Bylo generovano velké mnozstvi
riznych sulfidd arsenu (AsS, AsS;, As,S, As;S;, As,Ss, As,Ss,
As)S7, As3S, As3;Ss, AsySs, AsySy), jejichz stechiometrické
slozeni bylo ureno na zikladé¢ izotopového modelovani.
Vibec poprvé bylo popsano nasledujicich tfinact zcela novych
sulfidi arsenu: AsS,, AsS4, AsSs, AsSs, AsS;, AsSg, As,Sy,
As,Ss, As3S,, As;S3, As;Ss, As;Se, AssS,. Laserova ablace se
ukazala jako vhodna metodika pro syntézu novych latek.

CYTOKININOVE RECEPTORY Arabidopsis thaliana
CRE1I/AHK4 A AHK3; OD LIGANDOVE SPECIFITY K
VYVOJI SPECIFICKEHO INHIBITORU

LUKAS SPICHAL a MIROSLAV STRNAD

Laborator ristovych regulatorii, Univerzita Palackého a Ustav
experimentalni botaniky Akademie véd Ceské republiky,
Slechtitelii 11, 78371 Olomouc

spichy@post.cz

Cytokininy jsou rostlinné hormony ovliviujici zakladni
procesy rdstu a vyvoje rostlin. K porozuméni jejich
molekularniho mechanismu ucinku, jako signalnich molekul,
vyrazné piispéla az identifikace gend kodujicich specifické
membranové receptory v A. thaliana'™.

K molekularni charakterizaci cytokininovych receptort
Arabidopsis thaliana CRE1/AHK4 a AHK3 byl vyuzit Arcs a
cps::lacZ mutantni bakteridlni kmen E. coli exprimujici tyto
receptory. Oba receptory jsou citlivéjsi k bazim isoprenoidnich
cytokininli, méné k aromatickym cytokininim. CRE1/AHK4
receptor je vysoce specificky a je citlivy pouze k bazim
isoprenoidnich cytokininti. AHK3 receptor navic rozpoznava
cis-zeatin, povazovany za neaktivni isomer, a také ribosidy
isoprenoidnich cytokinini. Rozdily ve specifité a citlivosti
obou receptord mohou mit souvislost s jejich rozdilnym
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vyskytem v rostlinnych organech. V biotestu s ARRS::GUS
semenacky A. thaliana byly aktivni i ostatni formy cytokinind.
Vysvétlenim mize byt metabolickd aktivita, které podléhaji
cytokininy v rostlinném organismu’.

Nekteré pyrolo- a pyrazolo-pyrimidiny byly na zékladé
jejich antagonistického U¢inku a strukturni podobnosti s
cytokininy klasifikovany jako specifické anticytokininy s
Gi¢inkem na receptorové trovni®. Tyto latky viak nekompetuji
s radioaktivné znacenym cytokininem na CREI/AHK4 a
AHK3 receptoru, ale pulsobi jako inhibitory cyklin-
dependentnich kinas. Systematické testovani latek odvozenych
od cytokinini v bakteridlnim receptorovém testu a na
izolovanych membranach obsahujicich cytokininové receptory
vedlo k objevu prvniho specifického inhibitoru cytokininovych
receptort’’. Latka PI-55 je pro svijj antagonisticky u&inek v
soucasné dobé¢ dale zkoumana v nasi laboratofi.
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FLUOROVANE SILYLC,YKL’OPENTADIIQNYLOVE
KOMLEXY — POTENCIALNI KATALYZATORY PRO
FLUOROVOU DVOUFAZOVOU KATALYZU

LUCIE STASTNA”, JAN SY,KORA”, IVANA
CISAROVA® a JAN CERMAK®*

“Ustav chemickych procesit AV CR, Rozvojova 135, 165 02
Praha 6, bKatedra anorganické chemie PrF UK, Hlavova
2030, 128 40 Praha 2

stastna@icpf.cas.cz

Fluorova dvoufazova katalyza vyuziva vyhod homogenni
a heterogenni katalyzy, pfi reakci je katalyzator homogenni
a pii separaci je specificky rozpustny ve fluorové fazi, zatim
co produkty jsou v organické fazi.

Cyklopentadienylové komplexy nasly Siroké uplatnéni
v homogenni katalyze, avSak v literatuie je jen n¢kolik zminek
0 jejich modifikaci pro fluorovou dvoufizovou katalyzu'™.

Podafilo se prfipravit 8 rGzné¢ substituovanych
cyklopentadienti. Elektron-odtahujici vlastnosti perfluorova-
ného ohonu u takto pfipravenych prekursorti ligandi jsou
odstinény nefluorovanou mezerou dimethylsilylethan-
diylovou skupinou. Bylo pozorovano silné fluxionalni NMR
chovani jak v '"H tak "*C spektrech. Fluorofilni vlastnosti
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nékterych pfipravenych cyklopentadieni byly porovnany
s fluorovanymi cyklopentadieny znamymi z literatury™>.

Cyklopentadienové ligandy prekursortt byly pouzity
k pfipravé titaniCitych komplexti s jednim nebo dvéma
cyklopentadienylovymi  kruhy’. Byly stanoveny jejich
rozdélovaci koeficienty pro fluorovy dvoufizovy systém.
Podatilo se i pfipravit thodny komplex, ktery byl bohuzel
znecistén neznamou latkou.

Vsechny ptipravené latky byly identifikovany NMR
spektroskopii a jeden dichlorotitanocen byl ziskan
v krystalické formé a tudiz byla urcena jeho struktura viz.
obr.1. Kvili ptehlednosti jsou zobrazeny pouze ty fluorové
atomy, které maji v neuspofadaném fluorovaném fetézci
nejvetsi obsazovaci faktory.

Obr. 1: Projekce krystalové struktury bis(perfluoroktyl)-
ethylsilylcyklopentadienyldichloro titani¢itého komplexu

Nefluorovana dimethylsilylethandiylova skupina zvysila
fluorofilitu cyklopentadiend. Ptipravené fluorované dichloro-
titanoceny budou dale testovany jako prekursory katalyzatord
pro hydrogenac¢ni reakce.

Tento projekt byl podporovin Grantovou agenturou CR (IAA
4072203).
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ROLE Ato TRANSPORTERU V AMONIAKOVE
SIGNALIZACI S. cerevisiae

DITA STRACHOTOVA, LIBUSE VACHOVA
a ZDENA PALKOVA

Mikrobiologicky ustav AV CR, Videriské 1083, 142 20 Praha
4-Krc

Kvasinky jsou jednobunééné mikroorganismy, na
pevném podkladu jsou ale schopny vytvaret organizované
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struktury, kolonie. Kolonie jsou specifické pro dany druh
a kmen a v jistych ohledech mohou ptipominat mnohobunééné
organismy.

Pii sledovani vyvoje kvasinkovych kolonii v ¢ase bylo
zjisténo, ze kolonie periodicky méni pH svého okoli z acidic-
kého na alkalické a naopak. Pro acidickou fazi je typicky rist
kolonii, zatimco v alkalické fazi je rist pfechodné inhibovan.
Piepnuti z acidické do alkalické faze je spojeno s produkci
amoniaku, ktery funguje jako signal mezi sousednimi
koloniemi a ktery ovliviiuje periodicitu pfepinani. Jednim
z dusledkti amoniakové signalizace je inhibice rtstu kolonie na
stran¢ privracené ke koloniim sousednim a jeji expanze do
volného prostoru. Celkovy pocet pfepnuti zavisi na mnozstvi
Zivin a prostoru, ktery je k dispozici'. Piepinani vyvojovych
fazi a produkce amoniaku jsou znamy nejen u Saccharomyces
cerevisiae, ale i u dalsich druht kvasinek, jako jsou naptiklad
Candida mogii nebo Rhodotorula  glutinis®.  Studium
dlouhodobého vyvoje kvasinkovych kolonii by mohlo pomoci
pochopit zplsob pfezivani mikroorganismti v pfirozenych
podminkéch.

V dusledku  pfijeti amoniakového signalu dochazi
v bunkach kolonie k mnoha zméndm v expresi proteind. Tyto
zmény byly u S cerevisiae zjistovany sledovanim
transkriptomovych zmén metodou DNA ¢ipd. Data z analyz
vyuzivajicich DNA ¢ipy a dalsi experimentalni data ziskana
v nasi laboratofi nasvédcuji, Ze za produkci amoniaku do okoli
by mohly byt zodpovédné tfi homologni proteiny kédované
geny ATOI (YNROIOc, ADY2), ATO2 (YNR002c, FUN34)
a ATO3 (YDR384c)’. Ve své praci jsem se zam&fila na zmény
produkci a lokalizace uvedenych proteinti na pevném médiu,
ve statickych a aerobné kultivovanych kulturach.

Prace je podporovina z grantii GA CR: 204-05-0294 a GACR:
204-03-H066.
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R!ESTRIKCNi MAPOVANI GENOMU BLIZCE
PRIBUZNYCH SPIROCHET RODU TREPONEMA

MICHAL STROUHAL a DAVID SMAJS

Biologicky ustav, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita
v Brne, Tomesova 12, Brno 602 00
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Provedli jsme restrikéni mapovani genomt péti
pfibuznych treponemalnich kment zahrnujici 7. pallidum
subsp. pallidum Nichols, T. pallidum subsp. pallidum SS14, T.
pallidum subsp. pertenue Samoan D, T. pallidum subsp.
pertenue Gauthier a T. paraluiscuniculi. T. pallidum subsp.
pallidum je etiologickym agens sexualné ptenosné syfilis a je
obligatnim patogenem c¢loveka, T. pallidum subsp. pertenue
vyvolavd endemické mnevenerické treponemdlni infekce
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tropickych a subtropickych oblasti, 7. paraluiscuniculi
zpisobuje venerické onemocnéni kralikti a neni infekéni pro
Cloveéka. Lze predpokladat, ze rizna mira invazivity a pato-
genity téchto spirochet se bude odrazet v rozdilech jejich
genoml. Genom T. pallidum subsp. pallidum Nichols,
kompletné sekvenovany r. 1998, byl rozdélen do 87 vzajemné
se prekryvajicich oblasti (TPI intervaly) a pro kazdou oblast
byla navrzena kombinace pfislusnych primera. Kazdy z téchto
intervall byl pomoci XL PCR amplifikovan u vSech
studovanych kment a ziskané PCR produkty byly Stépeny
restrikénimi enzymy BamH 1, EcoR 1 a Hind I11. Takto ziskany
restrikéni profil byl pouzit k determinaci heterolognich usekt
DNA jednotlivych treponemalnich kmend.

Odlisna cilova restrikéni mista byla u T. paraluiscuniculi
nalezena na 34 mistech (16 pro BamH 1, 5 pro EcoR 1a 13 pro
Hind 11I), z toho bylo 21 nov¢ vzniklych restrikénich mist a 13
zaniklych; u kmene Samoan D bylo nalezeno 8 odlisnych
cilovych restrikénich mist (1 pro BamH 1, 2 pro EcoR T a 5 pro
Hind 111), z toho bylo 5 nov¢ vzniklych a 3 zanikld. U kment
Gauthier a SS14 bylo nalezeno 1 misto s odlisSnym restrikénim
profilem pro Hind IIl. U T. paraluiscuniculi bylo nalezeno
sedm deleci v oblastech TPIS8, TPI12, TPI13, TPI34, TPI41,
TPI48 a TPI66 a 3 inzerce v TPI2, TPI32B a TPI78. U kment
Samoan D, Gauthier a SS14 byly nalezeny dvé delece
v oblastech TPI13 a TPI34 a jedna inzerce v oblasti TPI12; u
kmene Samoan D byla navic nalezena delece v oblasti TPI78.
Delece v TPI12 o velikosti 1,8 kb zahrnuje geny o nezname
funkci a nachazi se v oblasti genu prD (TP0131). Delece v
TPI48 je velka 1,7 kb a zahrnuje geny #prl (TP0620), tprJ
(TP0621) a geny kodujici proteiny o neznamé funkci (TP0617
- TP0619). Delece v TPI78 u kmene Samoan D je piiblizné
350 bp velkd a nachazi se v oblasti genu #prl (TP1031).
Inzerce v oblasti TPI12 je velka pfiblizné 1300 bp a nachazi se
v oblasti geni TP0126 - TP0130; u T. paraluiscuniculi jsou
inzerce velké piiblizné 150 bp a nebyly zatim piesné
charakterizovany.

Vysledky naznacuji vysokou miru sekvencni homologie
mezi vySetfenymi kmeny. Ackoliv je patogenita studovanych
treponemalnich kmend rtiznd, nebyly zjistény zasadni rozdily
mezi srovnavanymi genomy. Ukazuje to na moznost, Ze
rozdilnd virulence treponemalnich kmend je podminéna
relativné malymi odliSnostmi v pfislusnych genomech. Tyto
odli$nosti jsou soustiedény zejména ve skupiné gent tpr, 12-ti
genech specifickych pro 7. pallidum o zatim nezndmé funkci.
Identifikovanych nukleotidovych zamén lze vyuzit pii
molekularni identifikaci treponemalnich kmend.

Podporovino granty IGA MZ CR ¢. NF NI/7351-3 a GA CR ¢.
310/04/0021.

E.coli EXPRESSION, PURIFICATION AND BINDING
STUDIES OF GALECTIN-4

VERONIKA SUCHA®, GABRIELA JENIKOVA",
VLADIMIRA MARKOVA", MILAN FABRY?,
PETR MALY", and JIRI BRYNDA®

“Department of Recombinant Expression and Structural
Biology, Institute of molecular genetics, Flemingovo nam. 2,
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166 37 Praha 6, bDepartment of Molecular Glycobiology,
Institute of molecular genetics, Vidernska 1083,
142 20 Praha 4

Galectins belong to a family of carbohydrate-binding
proteins that share conserved amino acid sequences and
affinity for B-galactoside sugars.

Galectin-4 is a monomer of about 36 kDa containing two
carbohydrate-binding domains (CDRI and CRD2, 40%
identical) within a single polypeptide chain®. This protein is
expressed only in the alimentary tract, from the tongue to the
large intestine. Strong expression of galectin-4 can be induced
in cancers from other tissues including breast and liver. This
distinct induction can make a valuable diagnostic marker and
target for the development of inhibitory carbohydrate-based
drugs.

Galectins may also bind intracellular non-carbohydrate
ligands and have intracellular regulatory roles in processes
such as RNA splicing, apoptosis, and, as suggested most
recently, the cell cycle’.

The exact function of galectin-4 has not been exactly
found out yet. Full-length mouse galectin-4 and its respective
carbohydrate recognition domains CRD1 and CRD2 were
expressed in E. coli and consecutively purified. Lactose-
binding affinity of CDR1 was determined by fluorescence
assay based on fluorescence quantum yield of two tryptophan
residues (Trp 62, Trp 75) located on opposite borders of the
binding site.

Specificity of recombinant galectin-4 and its respective
carbohydrate recognition domains CRD1 and CRD2 labeled
with FITC was determined using a glycan array consisting of
synthetic and natural carbohydrates attached to microtiter
plates.
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TRANSGENNI ROSTLINY PRO ZVYSEN]{ UCINNOSTI
FYTOREMEDIACE PCB A TOLUENU

MARTINA SURA™’, MARTINA MACKOVA™®, MIKLOS
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ZUZANA CHRASTILOVA® a TOMAS MACEK"*
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Odstranovani polutant z Zivotniho prostfedi je casto
provadéno fyzikalné-chemickymi postupy, které jsou vétsinou
velmi finanéné nékladné. Snaha o nalezeni levnéj$i metody
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vedla k myslence vyuziti fytoremediace rostlin. Cilem této
prace je zvySeni ucinnosti rostlin metabolisovat nékteré
organické polutanty jako jsou polychlorované bifenyly (PCB)
a toluen. Pro tento ucel byl navrhnut postup piipravy
transgennich rostlin, které by mély ve svém genomu obsahovat
geny potfebné k degradaci PCB nebo toluenu.

Byl vybran bakteridlni gen bphC, ktery je soudasti
metabolické drahy degradace PCB bakterie Comamonas
testosteroni B-356. Enzym 2,3-dihydroxybifenyl-1,2-dioxyge-
nasa, kddovany genem bphC, je odpovédny za rozstépeni
bifenylového kruhu. Tento dulezity krok, ktery je u rostlin
limitujici v procesu biodegradace PCB, by mohlo podpofit
klonovani bakteridlniho bphC do rostlinného organismu. Pro
snadné&jsi detekci exprese genu bphC byly navrzeny rtizné
konstrukty s kazetami obsahujici gen bphC ve fusi s genem pro
GFP (,,green fluorescent protein®), GUS (beta-glukuronidasu)
a LUC (luciferasu). Byl navrzen také konstrukt, ktery obsahuje
gen bphC s histidinovou kotvou (6x His), jez umoziuje
snadnou izolaci proteinu z rostlinného organismu. Jako mode-
lové rostliny byly vybrany Nicotiana tabacum a Arabidopsis
thaliana. Pro transformaci rostlin pomoci agrobakterialni
infekce bylo pfipraveno Sest konstruktt:
pPCV702/CaMV35S/bphC/GFP  (tfi rizné  konstrukty),
pPCV812i/CaMV35S/  bphC  (obsahujici GUS  gen),
pPCV/LUC+-NOS/CaMV35S/bphC  (obsahujici LUC gen)
a pPCV812i(-GUS)/CaMV35S/bphC/His. Transformované
rostliny Nicotiana tabacum byly selektovany na médiu
s antibiotikem. V rostlindich s CaMV35S/bphC/GFP byla
pritomnost dané DNA i RNA ovétena se specifickymi primery
metodou PCR, popi. RT-PCR. Exprese fusniho proteinu
BphC/GFP byla dokazovana imunochemicky s protilatkami
proti proteinim BphC a GFP.

Konstrukt obsahujici gen bphC ve fusi s genem pro
luciferasu byl transformovan do rostlin Arabidopsis thaliana.
Pritomnost klonované DNA byla ovéfena se specifickymi
primery metodou PCR. Byla zaznamenana také luminiscence
exprimované luciferasy v rostlinach Arabidopsis thaliana.

Gen todCIC2 kéduje enzym toluendioxygenasu, ktera
katalysuje oxidaci aromatického kruhu toluenu a poskytuje tak
substrat pro naslednou biodegradaci. Byly pfipraveny dva
genetické konstrukty, jeden obsahujici gen todCI s his-
tidinovou kotvou a druhy pouze s genem fodC2. Tyto geny
budou exprimovany v rostlinnych bunkach transientni expresi,
kterd zajisStuje rychlou odpovéd na otdzku aktivity
exprimované toluendioxygenasy in vivo.

Tato prdce byla sponzorovana grantem MSMT CR
¢. IPOSME?745.

EFFECT OF METHYLATED ANTHRACENE
DERIVATIVES ON RAT LIVER EPITHELIAL CELLS

LENKA SVIHALKOVA SINDLEROVA™’, LENKA
UMANNOVA™®, JAN VONDRACEK®, KATERINA
CHRAMOSTOVA?, JIRI NECA®, KATERINA
PENCIKOVA®, MILAN CiZ?, ANTONIN LOJEK®,
ALOIS KOZUBIK?, BRAD L. UPHAM®, and MIROSLAYV
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The methylated derivatives of polycyclic aromatic
hydrocarbons are important environmental pollutants that are
also found at high levels in cigarette smoke. Methylated
anthracenes are present in cigarette smoke in concentration 60-
fold higher than benzo(a)pyrene'. It has been hypothesized that
they could play a role in tumour promoting effects of cigarette
smoke condensates, such as inhibition of gap junctional
intercellular communication (GJIC), an epigenetic event
involved in the removal of an initiated cell from growth
suppression. The position of methyl group has been shown to
significantly affect the biological effects of methylated
anthracenes on GJIC inhibition in rat liver epithelial cells, as
the compounds with substitution forming bay-like region have
been shown to inhibit GJIC and activate mitogen-activated
protein kinases’. Moreover, it has been recently shown that
I-methylanthracene (1-MeA) can induce a release of 3H-ara-
chidonate and apoptosis in endothelial cells by a mechanism
that involves activation of phospholipase A2 (ref)).
Arachidonic acid (AA)-induced cell death is often associated
with oxidative stress, although a causal relationship has not yet
been made.

In the present study, we investigated effects of
methylated anthracenes on the release of AA, formation of
reactive oxygen species (ROS), GJIC inhibition, ERK1/2
activation, induction of aryl hydrocarbon receptor (AhR)-
mediated activity and cytokinetics in rat liver epithelial WB-
F344 cells, a cellular model used for studies on tumour
promoting effects of xenobiotics. We found that 1-MeA and
9-MeA, both carrying methyl substitution forming a bay-like
region, inhibited GJIC in concentration-dependent manner and
stimulated a rapid and transient ROS formation, detected by
lucigenin-dependent chemiluminescence. Contrary to that,
2-MeA failed to inhibit GJIC and induce ROS production.
Also, 1-MeA and not 2-MeA induced a release of AA from
WB-F344 cells assessed by HPLC and activation of ERK1/2
(p44MAPK/p42MAPKY 'No compound was cytotoxic at the range
up to 100 uM concentration and they did not affect cell
proliferation in confluent WB-F344 cells. All three compounds
induced only a weak AhR-mediated activity.

Taken together, our data seem to suggest that bay-like
methylated anthracenes can inhibit GJIC and induce AA
release, but also stimulate ROS formation. These rapid effects
were not associated with modulation of cell proliferation and
cell death, however they might be associated with GJIC
inhibition, an important tumour-promoting process, and/or
perturbation of intracellular lipid signalling. Future studies
should investigate the exact mechanisms of ROS formation
and AA release control, as both ROS and AA can play a sig-
nificant role in modulation of cell signalling and cytokinetics.
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This work was supported by grant No. 524/05/0595 of Grant
Agency of the Czech Republic and Ministry of Agriculture
(grant No. MZE 0002716201).
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DESIGN A SYNTEZA NOVYCH TYPU )
EXTRAKTANTU KOVU NA BAZI LIGANDOVYCH
TENZIDU

EVA SVOBODOVA

Ustav organické chemie, Vysoka kola chemicko-
technologicka v Praze, Technickad 5, 166 28 Praha 6
svobodoe@vscht.cz

V nasi skupiné byly diive pfipraveny lipofilni ligandy 7
all obsahujici 2-(hydroxyiminomethyl)pyridinové chelato-
tvorné seskupeni, jejichz extrakéni uG¢innost byla testovana
meéfenim jejich schopnosti transportovat ionty piechodnych
kovu (Cu2+, NiZ¥, Co", Pd2+) ptes chloroformovou kapalnou
membranu (model BLM - bulk liquid membrane). Bylo
zjisténo, Ze piitomnost kvartérni amoniové skupiny zvySuje
rychlost transportu, jeji struktura (pocet a délka alkylovych
fetézct) ovliviiuje rychlost a selektivitu transportu. Méné
lipofilni nekvartérni alkyl(pyridin-2-yl)ketoximy I transportuji
pfes kapalnou membranu kromé iontd médi také nikelnaté
kationty, pti¢emZ rychlost transportu Ni** vyznamné klesa
s rostouci délkou alkylového fetézce. Kvartérni amoniové soli
II vykazuji vyssi selektivitu vuci transportovanym kovim.
Zatimco méd'naté ionty byly pomoci ligandt I7 transportovany
velmi G¢inn¢, nikelnaté ionty jimi transportovany nejsou.
Nosige IT rovnéz tiinné transportovaly paladnaté ionty'~.

®

organicka faze

Schéma 1

Z literatury® je znamo, e elektrostatick interakce mezi
zaporné nabitym povrchem anionické micely a iontem kovu
pozitivné ovliviiuje koordinaci tohoto iontu kovu k ligandu
zabudovanému v micele. Lze tedy pfedpokladat, ze pfitomnost
anionické skupiny v molekule nosi¢e bude pozitivné
ovliviiovat rychlost koordinace iontu kovu na fazovém
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rozhrani a tedy i rychlost transportu. Proto byly navrzeny a pfi-
praveny nové typy kationickych III a anionickych IV liganda
se stejnym chelatotvornym seskupenim (Schéma 1).
Porovnanim pribéhti transporti riznych iontd pfechodnych
kovii (Cu?", Ni**, Pd**, Cd*") pomoci ligandéi III a IV bude
posouzen vliv zdporného naboje na transportni chovani
ligandu.
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PRESNE DEFINOYANE PYRVIDINIOYE OLIGOMERY
A JEJICH DERIVATY VYUZITELNE V
MOLEKULOVE ELEKTRONICE

MICHAL VALASEK™", JAROSLAV PECKA® a JOSEF
MICHL"
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Posledni desetileti se zajem chemie ubirda k novym
materialim vyuzitelnym v molekulové elektronice. Nami
pfipravené oligomery slouzi jako konstrukéni clanky
v molekularné elektronickych obvodech, ve kterych dochazi
k pfenosu negativniho naboje (elektrontl) pomoci oxidacné
redukénich procesi.

Bude prezentovana nova syntetickd cesta k piipraveé
oligomert pyridiniového typu, ve kterych se pravideln¢ stiidaji
1,4-fenylenové a 1,4-pyridiniové jednotky, ktera nevyzaduje
separaci jednotlivych oligomert. Tyto oligomery p-fenylen-
bis-4,4’-(1-aryl-2,6-difenyl-pyridinia) maji strukturu 1-4[n]
(Obr. 1). Monomery (n = 1) byly pfipraveny z p-fenylen-bis-
-4,4¢-(2,6-difenylpyrylia)'* a p-fenylendiaminu, p-aminoacet-
anilidu nebo anilinu. Vyssi oligomery (n > 1, R = H) byly
pfipraveny krokovym prodluzovanim monomerti pomoci
pyrylium-fenylen-pyridinia®. Dale bude predstavena metoda
na pripravu rizné substituovanych oligomer v polohach 2,6
na pyridiniovych jednotkach. Monomer 5[1] byl pouzit jako
akceptorni ¢ast pii konstrukci série donor-izolator-akceptort
(,,molekulovych diod“). Pro lep$i rozpustnost byly téz
piipraveny oligomery majici kovalentn¢ vazané anionty v para
polohach na fenylech (R=SO;, COO’, alkyl-A"). Bude také
pojednano o vlivu anionti na rozpustnost oligomert,
spektroskopickych studiich a DFT optimalizacich struktury®.
Pro vodivostni méfeni byla pfipravena série oligomerd (Obr.
2) svhodnymi koncovymi skupinami (alkylsulfanyly)
vykazujicimi specifickou afinitu k povrchu zlata. Bude
prezentovana jak syntéza téchto vhodnych koncovych skupin,
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tak i vodivostni a elektrochemické studie této série oligomert
v zavislosti na délce fetézce.

X Y
1n] H H
2[n] NH, NH,

3[n]
4[n]
511

NHCOCH; NHCOCH;
NHCOCH; NH,
NHCOCH, |

R=H, COO", SOy, -(CHy)py-A"
n=0-6

R=Me, Et, terc.-Bu, Ac
n=0-6

Tento projekt byl financovan z grantii GA CR 203/01/0644 a
GA CR 203/04/092 .

LITERATURA
1. Dimroth K., Reichardt Ch.: Liebigs Ann. Chem. 93, 727
(1969).

2. Huang S.A.X., Chuang K. C.: Polymer 41, 5001 (2000).
3. Valasek M., Pecka J., Jindtich J., Michl J.: J. Org. Chem.
70, 405 (2005).

ANTIOXIDACNI A CYTOPROTEKTIVNI UCINKY
EXTRAKTU Vaccinium myrtillus

KATERINA VALENTOVA

Ustav 1ékai'ské chemie a biochemie, Lékaiska fakulta
Univerzity Palackého, Hnévotinska 3, 775 15 Olomouc
kata.valentova@email.cz.

Plody brusnice bortvka (Vaccinium myrtillus L., Eriacaceae)
jsou po staleti vyuzivany jako potravina, ale také v lidovém
l¢citelstvi. Od 16. stoleti je dokumentovano pouzivani plodd
bortvky pii 16¢b¢ prijmi, mocovych kament, zanéth Zluéniku,
kurd&ji, kasle a plicni tuberkulozy. V soucasnosti se extrakty
pouzivaji pti diarheach, gastritidach, dyspepsiich a pfti zanétech v
dutin€ ustni a hltanu. Koncentrovany extrakt je registrovan jako
oftalmologikum a vasoprotektivum. Plody obsahuji zejména
fenolové latky (anthocyaniny a stilbeny), vitaminy a sacharidy.
Anthocyaniny, jejichz obsah v plodech se pohybuje mezi 0,1 a 0,5
%, jsou znamé antioxidanty. Jejich cytoprotektivita Vvici
oxidativnimu poskozeni bunc¢k nebyla dosud studovana. Cilem
prace bylo studium biologické aktivity extraktu V. myrtillus
(EVM) na modelu potkanich hepatocyti poskozenych
modelovymi toxiny. Primarni kultury potkanich hepatocyti byly
preinkubovany 30 min s EVM v koncentraci 100 a 500 pgml.
Nasledné byla kultura intoxikana terc-butylhydroperoxidem (0,5
mM, 1,5 h) nebo allylalkoholem (0,2 mM, 4 h). Hodnocena byla
schopnost bun¢k redukovat tetrazoliovou stl (MTT test zivotnosti
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bunék), integrita bunééné membrany (aktivita uvolnéné laktat-
dehydrogenasy, LDH) a koncentrace produkti lipidové peroxi-
dace (latky reagujici s kyselinou thiobarbiturovou, TBARS).
Extrakt na tomto modelu vykazal koncentrané zavisly protektivni
ucinek, ktery se ve srovnani s kontrolou, obsahujici pouze piislus-
LDH a niz koncentraci TBARS. V koncentraci 500 pgml”
EVM byly zjistény hodnoty odpovidajici 50 % hodnot kontrolni
(neintoxikované) kultury. V podminkach in vitro EVM zhasel
enzymaticky generovany superoxid s u¢innosti 46,97+1,60 ekvi-
valentli superoxiddismutasy (U/mg). Za zjisténé protektivni
ucéinky EVM vii¢i oxidativnimu poskozeni hepatocytli jsou
odpovédny predevsim anthocyaniny, jejichz obsah ¢inil 24,99 %
extraktu.

Dékuji firmé IVAX-Pharmaceuticals s.r.o. za poskytnuti
standardizovaného extraktu. Prdce byla podporena
vyzkumnym zameérem MSM 6198959216.

KVASINKQVE SYSTEMy PRO TRANSPORT
KATIONTU ALKALICKYCH KOVU

KLARA VELKOVA a HANA SYCHROVA

Fyziologicky istav AV CR, Videriska 1083, 142 20 Praha 4
velkova@biomed.cas.cz

Organismy se v okolnim prostiedi prirozen¢ setkavaji
predeviim s ionty Na', které jsou pro vétsinu z nich toxické.
Naopak, uvnitf bunék je nutna vysoka koncentrace iontli K. K
udrzovani  optimalni  vnitrobuné¢né koncentrace kationtl
alkalickych kovu kvasinkovym burikam slouzi rozli¢né transportni
systémy. Vyznamné jsou nepochybné evoluéné konzervované
Na'/H" antiportery, zprostiedkujici export kationti alkalickych
kovi vyménou za proton. Doposud byly funkéné
charakterizovany antiportery z péti kvasinkovych druhii. Podle
substratové specifity je mozno rozdélit tyto proteiny do dvou
skupin': #) transportujici pouze Na* a Li" a ii) proteiny se Sirsi
substratovou specifitou, rozpoznavajici jako substrat také K' a
Rb'. Z rozdéleni kvasinkovych Na‘/H" antiportert do téchto dvou
skupin (v poméru 2:3) nelze usuzovat na jejich moznou primarni
funkci v zivoté kvasinkové builky. Jedna se pouze o eliminaci
toxickych iontd Na‘, nebo se také diky své schopnosti
transportovat K podileji na udrzovani bunééné homeostaze, napf.
regulaci pH v buiice? K ziskani odpovédi na tuto otdzku by mohla
prispét charakterizace vétstho poctu antiporterii z rtznych
kvasinek. V na$i laboratofi jsou v souCasné dobé studovany
Na'/H® antiportery ze dvou nekonvenénich kvasinek
(osmotolerantni Debaryomyces hansenii a dimorfni kvasinky
Yarrowia lipolytica) metodou heterologni exprese jejich gent
vbunkach Saccharomyces cerevisiae postradajicich vlastni
systémy pro export kationtd alkalickych kovi.

Tato prdce vznikla s podporou téchto grantiy GA CR:
204/03/H066, 206/05/0035.
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DETECTION OF PHOSPHATIDYLCHOLINE -
SPECIFIC PHOSPHOLIPASE C IN PLANT TISSUE

STEPANKA ZDAROVA™’, M. POTOCKY?,
0. VALENTOVA®, and J. MARTINEC?

“Institute of Experimental Botany, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Rozvojova 135, 165 02 Praha 6, bInstitute of
Chemical Technology, Technicka 5, 166 28 Praha 6

Phospholipases (A2, C and D) are key molecules of broad
range of signal transduction pathways in animals as well as in
plants. They operate as parts of the phospholipide signaling system
that transduces signals from the extracellular space to the cell.
Phosphatidylcholine-specific phospholipase C (PC-PLC) is an
enzyme described up to now biochemically only in bacteria and
animal cells. The enzyme catalyses hydrolysis of lipid
phosphatidycholine  into  phosphocholine  (PCho)  and
diacylglycerol (DAG), both potential second messengers. On the
gene level all available sequences of PC-specific phospholipase C
comes from two groups of prokaryotic PC-PLCs. We have
detected in silico PC-PLC homologs (putative PC-PLC genes) in
Arabidopsis thaliana genome, comprising a novel gene family in
plants.

In our investigation we have used microsomal fraction (MF)
and plasma membrane enriched fractions (PM) from various plant
materials as tobacco cell suspension culture, 4. thaliana leaves
or Brassica napus stems. The highly purified plasma membrane
was prepared by phase partitioning in an aqueous PEG/dextran
polymer two-phase system. PC-PLC activity was determined
using radiolabelled PC as substrate. Products of enzymatic
reaction were analyzed by HPLC.

The highest specific activity of this novel plant enzyme was
found in tobacco cell culture BY2. Specific activity of PC-PLC
was changing significantly during growth cycle of BY2 cell
culture. We studied biochemical characteristics of the enzyme in
PM. The enzyme was activated by milimolar Ca2+ concentrations
and 0,15% (w/v) triton and its pH optimum was around 7. We also
tested inhibitors of PLD and phosphatases to eliminate possible
formation of PCho by another metabolic pathway. There were no
significant variations. As a next step after successful detection of
enzymatic activity in plant tissues we have focused on cloning of
putative PC-PLC genes and their expression in heterologous (E.
coli) system.

This work was supported by the Czech Ministry of Education,
grant no. LNO0OAOS1.
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ACYLISOKYANATY V CHIRALNI ANALYZE

PETR VODICKA a LUDVIK STREINZ
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Acylisokyanaty nalezly Siroké vyuziti jak v organické
syntéze, tak jako pomocna ¢inidla pii analyze organickych
latek. Dosud vSak nebyly pfipraveny chiralni acylisokyanaty,
které by diky své reaktivité a pfitomnosti chiralniho centra
mohly mit zasadni vyznam v analyze opticky aktivnich latek.
Predmétem tohoto piispévku tedy je priprava nékterych
novych acylisokyanati tohoto typu a studium jejich vlastnosti.
V prvni fazi naSeho vyzkumu bylo pfipraveno nekolik typt
chirdlnich acylisokyanatd. Po vyzkouSeni rtiznych zpisobu
piipravy se jako nejvhodnéj$im ukézala metoda, kdy byl
acylisokyanat pftipraven reakci pfislusného amidu chiralni
kyseliny s oxalylchloridem. Ackoliv uvedena metoda ma
obecnou platnost, ukazala se jako nevhodna pro amidy kyselin
snadno podléhajici racemizaci (viz. napi. 2-fenyl-2-(1-
naftyl)acetamid). V takovém piipad¢ byla  vypracovana
individualni metodu ptipravy.

Design latek byl navrhovan tak, aby vznikajici
diastereomery méli vhodnou, dostate¢né rigidni konformaci, ze
které 1ze dobte vyvodit stereochemii analyzovanych latek.

V druhé ¢asti  této prace jsme pripravenymi
acylisokyanaty derivatizovali sérii chirdlnich sekundarnich
alkoholti. Analyzou Ad NMR spekter vznikajicich karbamati
jsme posuzovali uc¢innost téchto ¢inidel (A3=0(R) - 5(S)) a dale
jsme zjistovali jejich nejvyhodnéjsi konformaci. Pfestoze
rozdily A3 nebyly piili§ velké, prostorové usporadani
v centralni Casti molekuly bylo u vSech derivati totozné
(potvrzeno pocitatovymi simulacemi a X-Ray analyzami). Na
zéaklad¢ této stabilni konformace Ize tedy i s malymi rozdily ve
spektrech urCovat nejen optickou Cistotu, ale i absolutni
konfiguraci analyzovanych latek.

Projekt byl podporovan vyzkumnym zameérem Z4 055 0506
a grantem GACR 203/05/2141.
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MECHANISMS OF MODULATION OF OXIDATIVE
BURST BY QUATERNARY
BENZOPHENANTHRIDINES

JIRI VRBA and MARTIN MODRIANSKY

Institute of Medical Chemistry and Biochemistry, Faculty of
Medicine, Palacky University, Hnévotinska 3, 775 15 Olomouc

Oxidative burst, a part of cellular immunity, is a
metabolic event that depends on protein kinase C (PKC)-
mediated phosphorylation of cytosolic components of
phagocyte NADPH oxidase. Sanguinarine (SA) and
chelerythrine (CHE), quaternary benzo[c]phenanthridine
alkaloids with anti-inflammatory activity, are known to inhibit
microtubule assembly and PKC activity. We have previously
shown that SA and CHE inhibits both chemotactic peptide N-
formyl-Met-Leu-Phe (fMLP) and phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA)-induced oxidative burst in DMSO-



Chem. Listy 99, 351 —396 (2005)

differentiated HL-60 cells while this inhibition cannot be
ascribed to direct inhibition of PKC activity. In this study we
examined effect of SA and CHE on subcellular localization of
phosphorylated PKC substrates, effect on phosphorylation of
PKC, and whether SA and CHE inhibition of oxidative burst is
related to the alkaloids interaction with microtubules. Western
blot analyses of cytosolic and membrane fractions obtained
from PMA-activated differentiated HL-60 cells showed that in
the cytosolic fraction SA and CHE at concentrations from 2 to
10 uM decreased level of phosphorylated PKC substrate of
~50 kDa while increased level of ~60 kDa protein. In the
membrane fraction SA and CHE caused concentration-
dependent decrease of phosphorylated PKC substrates except
the protein of ~50 kDa. Western blot detection also revealed
that both alkaloids at the same concentrations accelerated
dephosphorylation of PKC o/BII isoforms autophosphorylated
at Thr638/Thr641. Furthermore, both SA and CHE induced
phosphorylation of PKC by phosphoinositide-dependent
protein kinase 1 (PDK1), but this action was observed only at
higher alkaloid concentrations. Our experiments also showed
that colchicine, vincristine, and taxol, microtubule interacting
alkaloids, and benzimidazole derivative nocodazole inhibited
neither fTMLP nor PMA-induced oxidative burst, thus, it is
microtubule-independent. We conclude that SA and CHE
affect PKC activity in different cellular compartments and
cause acceleration of specific PKC dephosphorylation, rather
than PDK1-mediated PKC phosphorylation, thus contributing
to the oxidative burst inhibition.

This research was supported by grant MSM CR 6198959216.

DUAL BEHAVIOUR OF BERBERINE ON AhR-
DEPENDENT TRANSCRIPTION

RADIM VRZAL', ADELA ZDARILOVA®, LUDEK
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“Institute of Medical Chemistry and Biochemistry, Medical
Faculty, Palacky University, Hnévotinskad 3, 775 15 Olomouc,
bMasaryk University Brno, Res. Ctr. for Environmental Chem.
and Ecotoxicology (RECETOX), Kamenice 3, 625 00 Brno.

The plants containing berberine, a quarternary
isoquinoline alkaloid, have been used in the traditional
medicine for the centuries. Berberine itself exhibits
antibacterial, anti-inflammatory and antitumor effects. As the
consequence of growing concern about the use of natural
products in the pharmacotherapy, the investigation of possible
interactions between P450 system and these products is of the
general interest. Cytochrome P450 1A1, an enzyme which is
under transcription control of aryl hydrocarbon receptor
(AhR), is involved in the promotion of cancer due to its ability
to transform pro-carcinogenes (e.g. benzo[a]pyrene) into the
ultimate carcinogens. Thus, potencial influence of P450 1A1
might have an impact in terms of cancer prevention.

In this work, we examined the influence of berberine on
AhR-dependent transcription. An increased CYP1A1l mRNA
level (HepG2 cells) and AhR-dependent luciferase activity
(H4IIE./uc cells) were observed with high concentration of

392

V. Amerika 2005

berberine (10-50 uM) and in short incubation periods (6 and
24 h). Long incubation period (48 h) and low doses of
berberine (< 1 uM) had no effect. HPLC analyses refuted the
hypothesis of berberine metabolic transformation by human
and rat hepatoma cells. Furthermore, we have found berberine
to be an inhibitor of CYP1A1 enzyme activity both in cell
culture (HepG2) and on pure enzyme (ICs, = 2,5 uM).
Whether berberine acts as a ligand of AhR or it triggers some
signaling pathway, remains to be disclosed.

This work was supported by the grant MSM CR 6198959216
and the grant GA CR 303/04/P074.

MQZNOSTI VYUZITI STACI’QNARNI'CH FAZI NA
BAZI ZrO, V KONTROLE LECIV

VACLAV ZIZKOVSKY, RADIM KUCERA, JAROSLAV
SOCHOR a JIRI KLIMES

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova v
Praze, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové
zizkovskyv@faf-cuni.cz

V modernich léc¢ivych prfipravcich byva stale castéji
zastoupeno vice chemickych substanci, jejichz struktura a fyzi-
kalné-chemické vlastnosti (M,, pKa, log P) jsou znacné
odlisné. Navic chemicko-fyzikalni vlastnosti ptibuznych latek,
popiipadé degradacnich produkti, které se vyskytuji jako
necistoty v 1éCivu, byvaji velmi podobné 1éCivu vlastnimu.
Proto je nezbytné vyvijet nové separacni metody kontrolné
analytického hodnoceni, které maji dostate¢nou selektivitu
i pro separace takto komplikovanych smési. Vedouci ulohu
v kontrole 1éciv ma bezesporu HPLC. Naprostd vétSina
aplikaci vyuziva pro separaci kolony s modifikovanym
silikagelem i pfes jeho znama omezeni (pH a tepelna stabilita,
interakce zejména bazickych 1é¢iv s volnymi silanoly). Jako
zajimavou alternativou ke standardnim silikagelovym kolonam
se jevi stacionarni faze na bazi oxidu zirkoni¢itého. Tyto
stacionarni faze jsou v poslednich letech velmi intenzivné
studovany pro mnoho jejich pozitivnich  vlastnosti
vyuzitelnych pravé v chromatografii. Zejména jde o vysokou
chemickou (pH = 1 14) a tepelnou (cca do 200 °C) stabilitu.
Zirkoniova kolona se chova diky pfitomnosti volnych d-
orbitali u Zr (IV) atomt v kyselém a neutralnim prostiedi jako
aniontovy meéni¢, zatimco v bazické oblasti ma schopnost
fungovat jako meénic¢ kationtl. Z toho vyplyva, ze na vysledné
retenci se podili nejen reverzni mechanismus jako u modi-
fikovaného silikagelu, ale selektivita kolon je vyrazné
ovlivnéna i iontovymi interakcemi analytu se stacionarni fazi.
Moznost pracovat za zvysené teploty se pozitivné odrazi na
zvySeni sorpcni kinetiky a sniZeni viskozity mobilni faze, coz
vede ke zkraceni doby analyzy a snizeni zatizeni pumpy
pfistroje. Z téchto divodi se naskytd moznost vyhodného
vyuziti kolon na bazi ZrO, pro separaci a analytické hodnoceni
fady 1éciv.

V nasi pilotni studii jsme se zaméfili na vyuziti kolon se
stacionarni fazi na bazi ZrO, ve zkouSce na piibuzné latky a
rozkladné produkty u Siroce vyuzivaného nesteroidniho
antiflogistika ibuprofenu — jako modelové latky (analyt
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obsahuje razné kyselé a neutralni latky s odlisSnymi pKa a log
P hodnotami). K hodnoceni jak substance tak i 1éCivého
piipravku (krém) jsme uspé$né vyuzili analytické kolony
Discovery®Zr-PS a Discovery®ZrCarbonC18. Pii  vyvoji
metody jsme se zaméfili na faktory ovlivilgjici retenci
a selektivitu. Jako rozhodujici faktor ovliviiujici interakci
analytu se stacionarni fazi se ukéazalo nastaveni pH eluentu.
Zvl1asté pak u analyzy lé¢ivého pripravku, kde spolu s roz-
kladnymi produkty ibuprofenu byly hodnoceny konzervacni
latky (parabeny) a 4-hydroxybenzoova kyselina jako jejich
degradacéni produkt. VSechny latky byly Gispé$né separovany s
dostateénym rozliSenim a v kratSich reten¢nich ¢asech nez na
béznych reverznich fazich. Dosazené vysledky naznacuji
Sirokou moznost ve vyuziti zirkoniovych stacionarnich fazi v
kontrole kvality a kvantity 1é¢iv, zvlasté pak v pfipadech, kde
je tieba vyrazné jiné selektivity, nez je mozno dosdhnout na
bézné uzivanych modifikovanych silikagelech.
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Novy ICP spektrometr PRODIGY

Pristroj, ktery piedbiha konkurenci o nékolik let.

Obr. ICP spektrometr Prodigy

Tento clanek pfinasi zasadni revolucni informace
onovém ICP spektrometru Prodigy, ktery zcela méni do-
savadni situaci na trhu ICP-OES. Zatim jen mala skupinka
zasvécenych odbornikd vi, Ze existuje lepsi analytické
feSeni nez CID detektor. Toto feSeni se jmenuje L-PAD
neboli velkoplosny programovatelny detektor (Large for-
mat — Programmable Array Detector). Tento novy detek-
tor pouziva pouze novy ICP spektrometr Prodigy. Ne
nahodou nazev spektrometru Prodigy znamena ,,zazrak*.

ICP Prodigy je moderni, vysoce vykonny simultanni
ICP spektrometr, ktery v sobé spojuje vyhody optického
systému Echelle a nového velkoplo$ného programovatel-
ného polovodi¢ového detektoru L-PAD. Spektrometr Pro-
digy je konstruovan s ohledem na minimalni servis, maxi-

malni robustnost a dlouhodobou spolehlivost.

Historie firmy Teledyne Leeman Labs
Vyrobce ICP spektrometru Prodigy firma Teledy-
ne Leeman Labs (déle jen TLL) je pfedni svétovy vyrobce

ICP spektrometru. Jiz ptes 20 let je uspé€Snym prikopni-
kem v zavadéni technickych novinek v ICP spektrometrii.
Jako priklad uved'me prvni ICP spektrometr s Echelle
optikou (r. 1981) a prvni volné bézici oscilator s frekvenci
40 MHz (r. 1987). Tyto jako prvni uvedla firma TLL
adnes jsou povazovany za celosvétovy standard v ICP.
Spektrometry firmy TLL byly v minulosti na evropsky trh
dodavany pod OEM znackami Philips a Pye Unicam.

Novy polovodicovy detektor L-PAD

Novy detektor L-PAD s vice nez milionem pixell
v kombinaci s Echelle optickym systémem zarucuje vyso-
kou disperzi a rozliSeni. Aktivni plocha detektoru je 4x
vetsi nez u detektorti v ostatnich ICP spektrometrech. Pro-
to Prodigy poskytuje uplné pokryti vinového rozsahu od
165 do 1100 nm v jediném méfeni pii zachovani vyborné-
ho rozliSeni a disperze. Dosahuje tak vysokého analytické-
ho vykonu.

Detektor L-PAD ma vlastni integrovanou CPU jed-
notku s procesorem Pentium™, ktery je 4% rychlejsi nez u
konkurenénich spektrometrii. Tato jednotka fidi vSechny
funkce detektoru, jako jsou Casovani, sbér dat a binning.
Binning umoziuje soucasné souctové vycitani vice pixeld
pfi zachovani Sumu, jaky je pii vycitani pouze jednoho
pixelu. Binning a rychlejsi CPU u L-PAD zajistuji pod-
a tim 1 lepsi detek¢ni limity na redlnych vzorcich.

Schopnost programovatelné integrace umoznuje, aby
detektor L-PAD zaznamenal celé spektrum nebo jen jeho
pozadované c¢asti. Velkou vyhodou je metoda nedestruk-
tivniho vy¢itani, kterd umoziuje sledovat uroven signalu
kazdého pixelu v kazdém okamziku expozice. Tato meto-
da zabranuje saturaci pixeld detektoru. Dale umoziuje
soucasné rychlé integrovani intenzivnich car a dlouhé inte-
grovani u slabych car, a to i pii bezprostfedni sousednosti
téchto Car. Diky tomu spektrometr Prodigy dosahuje vy-
bornych detekénich limitli i na redlnych vzorcich.

Detektor L-PAD nemé blooming efekt. Je to zasadni
rozdil oproti CCD detektorim a segmentovanym SCCD
detektorim. Blooming je vzajemné ovliviiovani naboji na
sousednich pixelech detektoru. Blooming efekt je u de-
tektoru L-PAD odstranén na fyzikalni tirovni technologii
CID a pouzitim odvodnich kanalkd. V praxi to znamena,

v ICP spektrometrii — pfes deset fada.



Nejmodernéjsi technologie — nejlepsi analyticky vykon
mezi ICP spektrometry

Spektrometry s Echelle optikou jsou dlouhodobé
uznavané pro své vlastnosti, kterymi jsou vysoka disperze
a rozliSeni, vysoka svételna propustnost, vyjimecna stabili-
ta a nizké rozptylové svétlo. Cim lepsi je disperze optiky
spektrometru, tim lepsi je separace pikll ve spektru.

VSechny ostatni ICP spektrometry vSak pouZivaji
star§i typy detektori s podstatné menSi aktivni plochou,
nez ma L-PAD. Tato skutecnost u nich vyrazné degraduje
disperzi a rozliSeni celého optického systému. Proto se
u konkurenénich ICP spektrometrti s Echelle optickym
systémem a polovodi¢ovym detektorem setkate s nutnymi
kompromisy. Témi jsou bud’ pouziti uzké vstupni Stérbiny
pro zachovani rozliSeni na tkor zhorSeni limiti detekce,
a nebo pouziti Sir$i vstupni Stérbiny pro dosazeni vyssi
citlivosti za cenu zhor$eni rozliSeni. To ma také za nasle-
dek veétsi vyskyt spektralnich interferenci, které je pak
nutno eliminovat dekonvoluci.

Segmentované detektory SCCD jsou omezeny ve
vybéru vinovych délek. Diky tomu je mozny pfistup jen
k urcitym spektralnim oblastem. I v jednotlivych segmen-
tech detektoru vsak stale dochazi k bloomingu.

Jiné konkuren¢ni spektrometry pro udrZeni rozliSeni
rozd€luji méfeni na sekvencni analyzu nékolika spektral-
nich oblasti. Dtsledkem je pak velmi zdlouhavé méfeni.
Rovnéz se tak zvySuje spotieba argonu, a tim i provozni
naklady.

Diky vlastnostem nového detektoru L-PAD tyto kom-
promisy u Prodigy zcela odpadaji. Spektrometr Prodigy
ma nejlepsi disperzi mezi ICP spektrometry na trhu, a to
0,06 nm/mm pfi vinové délce 200 nm. Jsou tak zcela mini-
malizovany spektralni interference. Je to dano také nejdel-
81 ohniskovou vzdalenosti optického systému mezi ICP
spektrometry na trhu, a to 800 mm. Spektrometr Prodigy
ma vysoké rozliSeni, a to i pfi vyuZiti dostate¢né Siroké
standardni vstupni Stérbiny. Provedeni optického systému
spektrometru Prodigy zarucuje, Ze toto rozliSeni je vybor-
né po celé plose detektoru.

ICP Prodigy ma nejéistsi opticky systém na svéte!
U Prodigy po celou dobu zivotnosti nedochazi ke zhorSo-
vani citlivosti v UV oblasti. Je to zajisténo koncepci optic-
kého systému. Je zde zcela eliminovan outgasing, tedy
uvolnovani organickych latek z komponent optického sys-

tému. Outgasing z dlouhodobého hlediska zhorSuje pro-
pustnost svétla v UV oblasti a je problémem u vSech dosa-
vadnich ICP spektrometra.

Diky popsanym pfednostem nového detektoru L-PAD
vyuziva spektrometr Prodigy pIn¢ vSech vyhod optického
systému Echelle, a dosahuje tak nejlepSich analytickych
parametri mezi ICP spektrometry.

Stabilita

Spektrometr Prodigy ma vynikajici kratkodobou
i dlouhodobou stabilitu. Ma teplotni stabilizaci optického
systému a také pouziva novou patentovanou technologii
Image Stabilized Plasma Source (ISPS). Jedna se o plo-
vouci uloZeni celého optického systému. ISPS zajistuje
rychly start pfistroje a vybornou dlouhodobou stabilitu.

Prave proto je novy ICP spektrometr Prodigy zarukou
pfesnych a nezpochybnitelnych vysledkli chemickych
analyz.

Prodigy na ¢eském trhu

Ve svéte je jiz znamo, ze mit ICP Prodigy v chemické
laboratofi znamena mit prestizZ mezi laboratofemi a zakaz-
niky. TotéZ v plné mife plati i pro Ceskou republiku.

ICP spektrometr Prodigy uvadi na ¢esky a slovensky
trh vyhradni zastoupeni TLL firma BAS Rudice. Diky
velmi atraktivni zavadéci cené je pravé nyni ta nejvhodnéj-
81 doba pro nakup tohoto jedine¢ného ICP spektrometru!

Prodej, instalaci, zaskoleni obsluhy, zaru¢ni a poza-
ruéni servis ICP spektrometri Prodigy zajiStuje zkuSeny
tym odbornikti firmy BAS Rudice, ktery je vySkolen
u vyrobce firmy TLL.

Prvni ICP spektrometr Prodigy v CR je jiZ nainstalo-
van ve firmé¢ RSM Chemacryl v Sokolové a zékaznik je
plné spokojen.

Vice informaci na www.bas.cz a www.leemanlabs.com.
Muizete nas také navstivit na nékolika vystavach — viz

www.bas.cz/vystavy.php.

BAS Rudice spol. s r.o.
Prazska 66
678 01 Blansko
Tel./fax: 516 417 449, 516 418 776
www.bas.cz , e-mail: bas@bas.cz
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