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1. Uvod

Afinitni chromatografie je metoda, pfi niz afinitni li-
gand (afinant) vadzany na matrici specificky a reversibilné
reaguje s urCitym biopolymerem, respektive specifickym
mistem tohoto biopolymeru.

Afinitni sorbenty mohou obsahovat bud’ afinanty bio-
specifické, tj. takové, u nichz je interakce zaloZzena na biolo-
gické aktivit¢ bilkoviny (protilatky, inhibitory, receptory,
lektiny), nebo ligandy skupinové specifické, které interaguji
s uréitym seskupenim aminokyselin na povrchu bilkoviny
(hydrofobni sorbenty, barviva, imobilizované ionty kovi).
Na vazbé biopolymeru k imobilizovanému afinitnimu li-
gandu se podileji riizné molekularni sily a interakce (iontové
sily, hydrofobni interakce, vodikové mistky, van der Waal-
sovy sily, Londonovy dispersni sily, interakce dipdlt). Sorp-
ce zpravidla zahrnuje n&kolik typt interakci'.

Afinitni chromatografie na imobilizovanych kovo-
vych iontech je separacni metoda zaloZend na specifickych
interakcich biopolymerd v roztoku s ionty kovd, které jsou
vazéany na stacionarni fazi. Podminkou separace je, aby bio-
polymer, nejcastéji bilkovina, byl schopen tvofit s iontem
dostate¢né stabilni komplex. Uginnost metody je srovnatel-
na s biospecifickymi sorbenty”.

Plivodné se tato metoda nazyvala afinitni chromatogra-
fie na kovovych chelatech. Vzhledem k tomu, Ze nejde jen
o chelaty, byl nazev v roce 1983 zménén na afinitni chroma-
tografie na imobilizovanych kovovych iontech, pro ktery se

254

vzila zkratka IMAC? (Immobilized metal ion affinity chro-
matography).

Kovové ionty jsou na nerozpustné matrici imobilizova-
ny chelatujicimi ligandy. Separovany biopolymer se pak
k iontu kovu véaze ptes vhodnou reaktivni skupinu. Kovové
ionty jako akceptory elektronti interaguji se skupinami, které
elektrony mohou naopak poskytnout. Takovymi donory elek-
tronfl jsou v biomolekulach atomy dusiku, siry a kysliku,
pripadné fosforu. K vazbé bilkovin dochazi vytésnénim
nékterych slab& vazanych molekul ligandd (vody) z kom-
plexu a jejich nahrazenim molekulami bilkovin.

Afinitni chromatografie na imobilizovanych kobaltna-
tych iontech (IMAC-Co®") se pouZivé pro separaci a charakte-
rizaci biologickych makromolekul. Jelikoz tak lze uspéSné
separovat proteiny znatené histidinem, ma IMAC-Co”" vy-
znam i pro izolaci rekombinantnich proteind.

2. Vazebna mista bilkovin

Bilkoviny se na kov vazou pfes povrchové aminokyse-
liny jako histidin, cystein, tryptofan, kyselina glutamova,
kyselina asparagova, tyrosin, lysin, arginin, pfipadné¢ fosfa-
tové skupiny fosfoproteint’. U metaloproteind je mozna
iinterakce pfes jejich vazebné misto pro kov. Skupiny na
povrchu bilkoviny interaguji s riznymi ionty kovu kvantita-
tivne 1 kvalitativn€ odlisné.

Dvojvazné ionty jako Cu®*, Zn**, Ni*'a Co*" preferuji
vazbu k dusiku. Vazbu bilkovin na IMAC-Co®" tedy zpro-
stfedkuji pfevazné imidazolové skupiny histidini pfitom-
nych na povrchu proteinu. Skute¢nost, Ze histidinu je v pra-
mérné molekule bilkovin relativné malo (jen asi 2 %, z toho
jen ¢ast na povrchu), umoznuje bilkoviny délit dle poctu
histidinovych zbytki piitomnych na povrchu’.

V roce 1989 Sulkowski definoval minimalni vazebné
pozadavky pro imobilizované kovové ionty. Podle této defi-
nice imobilizované Cu®* ionty mohou vézat protein obsahu-
jici alespoii jeden povrchovy histidin. Ni*" a Zn*" ionty po-
tiebuji pro vazbu proteinu dva sousedni histidiny a imobili-
zované Co’" ionty vyzaduji piitomnost alespoiit dvou histidi-
ni, které jsou na povrchu bilkoviny blizko sebe®. Asociagni
konstanta komplexu Cu®’-protein bude tedy v praméru
vy$si nez u komplexu Co* -protein’. Diky tomu je IMAC-
Co”" i i¢innym néstrojem pro studium topografie proteini®.

Pro izolaci bilkovin metodami genetického inzenyrstvi se
pouziva tzv. histidinova znacka (His-tag), kterou 1ze do mole-
kuly piidat (obvykle na jeji N-konec).

3. Kovové ionty
Vazebné vlastnosti komplexu imobilizovany kov —

protein se lisi podle typu pouzitého kovu. Kovové ionty
milizeme rozdélit podle miry jejich polarizovatelnosti na
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tvrdé a mekké. Povaha kovovych iontl, jakozto tvrdych ¢i
me&kkych Lewisovych kyselin, urcuje jejich afinitu
k nukleofilnim  skupindam  biopolymert. Ionty kovi
s vlastnostmi tvrdych Lewisovych kyselin (Mg2+, Ca”, Fe2+,
Fe*', A", Ga** a In®") maji nejvyssi afinitu ke kysliku, tvr-
dé Lewisové bazi. Tonty kovi (Cd*", Hg*" a TI*"), které se
chovaji jako mekké Lewisovy kyseliny a jsou polarizovatel-
né sndze nez tvrdé ionty kovu, preferuji interakci se sirou,
jako mékkou Lewisovou bazi. Tonty Cu®*, Zn*", Ni*'a Co*"
patfi ke kovim stfedniho typu a pfednostné interaguji s du-
sikem, ale v mensi mife i s kyslikem a sirou’. Vazby mezi
biopolymery a tvrdymi ionty kovl maji iontovy charakter,
vazby s mékkymi ionty kovii maji predevsim kovalentni
povahu a se stfednimi ionty kovu se tvoii hlavné vazby ko-
ordinacni. Vedle téchto typd vazeb se na interakci podileji
i slabsi, ale Casto pocetnéjsi, coulombické a hydrofobni in-
terakce'®.

4. Chelatujici ligandy

Afinita komplexu kov — protein je také zna¢né€ ovlivné-
na typem chelatujiciho ligandu. Imobilizace kovu na nosi¢
prostiednictvim vhodného chelatujiciho ligandu umoziuje
ponechat kovovému iontu pravé takovy pocet stupiii vol-
nosti, aby mohl definované vazat molekulu proteinu. Pokud
bude kov na nosi¢ imobilizovén pfili§ siln€, nezbude kovo-
vému iontu dost afinity pro vazbu proteinu a interakce kov —
protein bude nedostacujici. Naopak, bude-li kov vézan
k nosici piili§ slab&, mohl by jeden kovovy ion vazat néko-
lik molekul proteinti a tvofit agregaty se zménénymi vlast-
nostmi. Mlze se téz uvolnit kovovy ion z nosi¢e do rozto-
ku’.

Setadime-li chelatujici ligandy podle vzrustajiciho po-
Ctu vazeb, kterymi k sob€ poutaji kovovy ion, zjistime, Ze
zaroven klesa pocet vazeb, kterymi muze kovovy ion poutat
molekulu proteinu. Pro kovy stfedniho typu, tedy i pro Co*’,
je nejpouzivangj§im chelatujicim ligandem iminodioctova
kyselina (IDA). Na obr. 1 je schématickd vazba matrice,

Obr. 1. Domnéla struktura hexakoordinovaného kobaltnatého
komplexu
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chelatujiciho ligandu s kobaltnatym iontem a adsorbované-
ho proteinu. Ve schématu je ponechéna slab& navdzand mo-
lekula vody.

5. Vliv chromatografickych podminek

Adsorpci bilkovin ovliviluje nejen typ kovu a chelatuji-
ciho ligandu, vlastnosti matrice a raménka (distan¢ni spoj-
ky, spaceru), ale i dalsi faktory, jako mnozstvi kovu imobili-
zovaného k nosici, slozeni a pH mobilni faze, koncentrace
soli, pfipadné ptitomnost riznych aditiv.

Matrice pro IMAC musi spliiovat stejné podminky jako
pro ostatni chromatografické metody. Ze studovanych mate-
rialtl se nejlépe osvédéuji agarosové gely’. Lepsi sterickou
pristupnost molekul bilkovin k imobilizovanym kovovym
iontiim umoziuje pouziti raménka, které tvoii mistek mezi
matrici a chelatujicim ligandem.

Chovani sorbentl pfed a po imobilizaci kovovych ionti
se muze vyrazné lisit. Vliv imobilizace kovového iontu na
afinitu bilkovin k danému sorbentu nelze pfedem piedpove-
det.

Vlastnosti chromatografického nosic¢e ovliviiuje i mnoz-
stvi navazanych kovovych iontl. Se vzrustajicim mnozstvim
imobilizovaného kovu adsorpce bilkovin i selektivita vazby
roste' ™',

Po nasyceni sorbentu kovem je nutné ze sloupce slabé
navazané kovové ionty odstranit promyvanim. Ionty kovu,
které zlistanou vazény na sorbentu po promyti, pak tvoii
prakticky uniformni soubor adsorpénich mist. Hrozi-li ne-
bezpeci uvoliiovani kovu do mobilni faze, je vhodné zatadit
sloupec se sorbentem bez kovu, ktery uvolnény kovovy ion
zachyti. V nékterych ptipadech se pro tento ucel pouziva
i sloupec chelatujiciho sorbentu, ktery s danymi kovovymi
ionty tvofi pevnéjsi komplex nez pouzity sorbent. Vyhodné
je také pouziti iontl, které jsou barevné nebo tvoii zbarvené
kolrznplexy. Takové kovy je mozné snadno detegovat v elua-
tu-.

Pribéh chromatografie dale zavisi na vlastnostech mo-
bilni faze. Elu¢ni sila mobilni faze je ovlivnéna jejim sloze-
nim. Pro IMAC-Co®" plati, 7e eluéni sila roste v fad& acetat
< fosfat < chlorid".

Adsorpce proteintt obecné roste s klesajicim pH
a s klesajici iontovou silou. U IMAC naopak vySsi iontova
sila potlacuje nespecificky ionexovy charakter nosice a ad-
sorpce proteind roste s iontovou silou a s pH (cit.'*"?). Vliv
pH na adsorpci proteini Ize vysvétlit tim, e na IMAC-Co®*
se proteiny vazi hlavné pfes své histidinové zbytky. Ty jsou
pfi nizkém pH protonizovany a vzajemné se s kovovymi
ionty odpuzuji'’.

Faktory ovliviwjici retenci biopolymert ovliviuji také
jejich uvolnéni. Eluce miize byt nespecificka, napf. snize-
nim koncentrace soli, zménou (obvykle snizenim) pH pufru,
zvySenim teploty nebo pfidavkem detergentli ¢i denaturac-
nich &inidel (dodecylsiran sodny, Tween 80, mocovina)'®,
nebo specificka piidavkem latek soutézicich o vazebnd mis-
ta (pufry obsahujici imidazol, histidin ¢i histamin), které
molekuly biopolymeru vytésnuji. Také lze pouzit pufr
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Tabulka I
Aplikace afinitni chromatografie na imobilizovanych kobaltnatych iontech
Aplikace Biopolymer Experimentalni podminky / Vazebné vlastnosti Lit.
Separace interferon 3 vazba pfes thiolovou skupinu Cys na pozici ¢islo 17 17
bilkovin
transferin pii izolaci ze séra ¢i plazmy je transferin eluovan v druhém 18, 36
vrcholu (po imunoglobulinu);
afinita k Co®" klesd s rostouci saturaci transferinu Zelezem
albumin IDA-Co”" navézana na 1,4-butanediol diglycidyl Sepharosu 6B 18
nebo na Sephacryl S-300
imunoglobulin (Ig) dtto; modifikace histidinovych zbytkti v Ig diethyl-dikarbo- 18
natem zpusobuje poruseni vazebnych vlastnosti
perforin izolace v ptitomnosti 1 M-NaCl a 10 % betainu; IMAC-Co** 19
na rozdil od IMAC-Cu* nevaze soutasnd i granzymy
jednofetézcové fragmenty izolace v piitomnosti 8 M mocoviny; po skon¢eni IMAC-Co** 20
monoklonalni protilatky proti renaturace in vitro gelovou permeacni chromatografii
terc-butylester-S-(2,4-dinitro-
fenyl)glutathionu
pfenase¢ y-aminomaselné izolace v pifitomnosti 1% dodecylmaltosidu a inhibitorti prote- 21
kyseliny as; k eluovanému proteinu pridana 0,5 mM-EDTA minimali-
zujici proteolyzu
granzym B izolace ve formé neaktivniho zymogenu; odstranéni nespeci- 22
(znaceny histidinem) ficky navéazanych proteinti 0,1 M-NaCl, eluce 0,5 M imidazo-
lem; po IMAC-Co*" aktivace enterokinasou
Vir B4 ATPasa (znacena his- izolace v pritomnosti 2 % modifikovaného Eaglova média 23
tidinem) (Dulbecco), k navazani proteinu pouzita vsaidkova metoda
,,myoglobin — like* kyslikovy izolace pfi nizké (0,5 mM imidazol) i vysoké (4 M-KCl) ionto- 24
pfenasec (znaceny histidinem) vé sile, FPLC usporadani
laktosovy (Lac) represor separace Lac represoru jako hlavniho kontaminantu pfi izolaci 25
histidinem znaéenych proteinti z bunék nesoucich lacl gen;
izolace na nosi¢i TALON, vymyti pufry o pH 5 a 6 a pufrem s
15 mM imidazolem
lecitin:cholesterolacyltrans-  k navézani proteinu pouzita vsadkova metoda, eluce pufrem s 26
ferasa (LCAT) (znacend histi- 50 mM imidazolem a 10% glycerolem
dinem)
transkripéni faktor HIF 2a vazba HIF 20 na Co™" pies vysoce konzervovanou degradaéni 27
(faktor indukovany hypoxii)  doménu; izolace v pfitomnosti 0,5% Tritonu X-100
selenoprotein P FPLC uspotadani; ze studovanych kovovych iontil (Cu*", Ni*", 28
Zn*, Co*" a Cd*") poskytuje IMAC-Co*" nejvyssi selektivitu
laktatdehydrogenasa (LDH)  studium vazebnych vlastnosti peptidi vzniklych S§tépenim 29
LDH bromkyanem — za vazbu je odpovédny 32. aminokyseli-
novy zbytek na N-konci LDH; izolace v pfitomnosti 9 mM
imidazolu, eluce 75 mM imidazolem
N-termindlni ektodoména re- navazani receptoru vsadkovou metodou; izolace v pfitomnosti 30

ceptoru pro TSH (tyreotropni
hormon) (znacena histidinem)

5 mM imidazolu, eluce gradientem imidazolu (10—-500 mM)
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Tabulka I — pokracovani
Aplikace Biopolymer Experimentéalni podminky / Vazebné vlastnosti Lit.
B-glukuronidasa IMAC-Co*"poskytuje vyssi selektivitu nez IMAC na jinych 31
(znagen histidinem) kovovych iontech (Cu®", Ni*', Zn*")
ATPasa prenasejici méd’ vazba pres Cys; izolace ve form¢ fuzniho proteinu 32
s glutathion-S- transferasou
Imunoafinitni  antigeny izolace proteinli pomoci protilatek orientované navazanych na 33
nosice imobilizovanych kobaltitych iontech (protilatky se nejprve
reverzibilng navazi na Co”" ionty, Co®" se pak oxiduji H,O, na
Co’*, ¢imz se vazba protilatek stane ireverzibilni)
glukosaoxidasa dtto; metoda vyuzita i k vicevrstvé imobilizaci enzymu pfes 34
protilatku ¢i jeji fragmenty F(ab),; takto imobilizovany enzym
je stabilngjsi vaci denaturacnim podminkdm (vysoka iontova
sila, teplota, organicka rozpoustédla)
Negativni jednotlivé isoformy enzymt, pozadovany protein se nevaze na nosi¢ a protéka kolonou, 7
adsorpce konkurenéni proteiny zatimco konkurencni latky jsou zadrzovany
Diagnostické PSMA (prostate-specific izolace a stanoveni markeru pro karcinom prostaty; pryskyfice 35
ucely membrane antigen) TALON s navazanymi Co™* ionty byla vsadkové inkubovéana
s bunéénym lyzatem, eluce gradientem (10-200mM) imidazo-
lu
Separace DNA DNA, oligonukleotidy vazba pfes histidinové zbytky vnesené genovym inzenyrstvim 7
a oligo-
nukleotidt
Studium struk- apokarboxypeptidasa A enzym deaktivovany chelatujicimi Cinidly Ize reaktivovat prito- 10
tury a funkce kem pres tandemové kolony IDA-Zn*", IDA- Co*"a IDA-Nj **
metaloproteinti
Studium modelové proteiny vybrané na stanoveni distribuce histidinovych molekul, jejich pfistupnost 8
topografie zakladé rGzného chromatogra- koordinaci, pocet, zda jsou sousedni ¢i vzdalené a vliv okol-
bilkovin fického chovani ( thioredoxin, nich aminokyselin
ubikvitin, kalmodulin, lyso-
zym, cytochrom ¢, myoglo-
bin)
receptor pro estradiol (Er) zjisténa vazebna mista pro Co’"; interakce receptoru s imobili- 37
;. 24 . e . .
zovanymi Co™" ionty inhibuje vazbu Er k estradiolu, moZnost
podobnych vlastnosti i u receptort pro ostatni steroidni hormo-
ny
Katalyza enzymy kolona slouzi jako reaktor pro katalytické reakce 3
Imobilizace enzymy (napf. alkalicka fosfa- kovalentni vazba na IDA-Co*" (IDA-Cu®', IDA-Zn"), zvyseni 38
biopolymert tasa, maltosadehydrogenasa, stability proteini, moZnost jejich opétovného uvolnéni

laktatdehydrogenasa); citlivé
bilkoviny, které v roztoku
snadno denaturuji

(pomoci EDTA)
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s kovovym iontem, pro ktery ma bilkovina vyssi afinitu, nez
pro kov imobilizovany'’.

Aplikace a vyhody afinitni chromatografie
na imobilizovanych kobaltnatych iontech

Vyuziti metody je shrnuto v tabulce 1.

Parametry IMAC dovoluji rlizné typy jejiho usporadani,
pocinaje nizkotlakou chromatografii, pres HPLC, az po
uspofadani multimodalni ¢i tandemové.

Sorbenty pro IMAC-Co®" svymi vlastnostmi dovoluji
pouzit vysokouc€innou kapalinovou chromatografii, ktera
mize v jednom stupni vycistit bilkoviny az desettisickrat.
Metoda proto byva oznacovana jako vysoce selektivni (HS-
IMAC, cit.'%).

IMAC-Co*" je metodou, pfi niz ma vysoka iontové sila
priznivy vliv na pevnost sorpce, a proto mize byt vyhodné
kombinovana s metodami jako ionexova, hydrofobni nebo
thiofilni chromatografie. Pro tyto dopliujici se metody je
vZité ozna¢eni multimodalni chromatografie'.

Pfi tandemovém uspofadani jsou kolony obsahujici
ruzné sorbenty fazeny do série a jsou pouzivany pro soucas-
nou separaci vice bilkovin. Dalsi moznosti je vyuziti kaska-
dovych kolon, kdy po eluci z jedné kolony nasleduje sorpce
na jiném nosici, zalozena na odlisném sorpénim principu.
Vzorek protéka postupné vice kolonami, které se li§i napf.
typem kovového iontu &i chelatujiciho ligandu®.

IMAC je charakteristicka vysokou kapacitou. Chelatuji-
ci ¢inidla jsou v sorbentu pfitomna v koncentraci 10 az 100
pumol.ml™" gelu. Chelatujici &inidla tvofi s kovovymi ionty
stechiometricky komplex (1:1). Teoreticky mize 1 ml gelu
vazat 1 az 10 g bilkoviny o molekulové hmotnosti 100 kDa.
Prakticky lze vyuzit 10-20 % této kapacity, coz odpovida
maximalné 200 mg bilkoviny na 1 ml gelu.

Dalsi vyhodou IMAC-Co™" je vysoka selektivita frakci-
onace, kterd je urCovana pouze chelatujicim ligandem
a kovem. Nezanedbatelny je i stabilizacni efekt pouZivané-
ho prostiedi (vysokd iontova sila, pfitomnost kovovych
iontll) na molekuly bilkovin. Vzhledem k tomu, ze kovem
neobsazené chelatujici skupiny nosice vazi kationty ptitom-
né v roztoku, nerostou v IMAC kolondch mikroorganismy
a eluované roztoky jsou zpravidla sterilni’.

Ionty kovii mohou byt ze sloupce snadno odstrané-
ny, napt. roztokem EDTA. Gel mtize byt proto regenerovan
az nekoliksetkrat béhem nékolika let bez ztraty chelatujicich
schopnosti. Po odstranéni ptedchoziho kovu lze na tentyz
nosi¢ navazat jiny kovovy ion.

Problematika tohoto vyzkumu je podporovina MSMT
CR (grant MSM 111100003).
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E. Zatloukalova (Institute of Pathophysiology, Ist
Faculty of Medicine, Charles University, Prague): Immobi-
lized Metal Ion Affinity Chromatography and Its Appli-
cation

Immobilized metal ion affinity chromatography
(IMAC) is a group-specific affinity separation technique,

Referaty

which is based on specific interactions between molecules
in solution and metal ions fixed to a solid support. Metal
ions, being electron acceptors, react with ligands and
electron-donor groups of biomolecules. In biomolecules,
electron donors are surface-exposed atoms of nitrogen, sul-
fur and oxygen, potentially also phosphorus. As biomole-
cules (e.g. proteins) are bound to metal chelates, weakly
bound ligands (e.g. water) are displaced from the metal che-
late complex. Elution of the target proteins is achieved
mostly by protonation (lowering pH) or by addition of a
competing agent (e.g. imidazole). The IMAC with Co*"
relies on the formation of weak coordination bonds between
Co®" ions and basic groups of proteins, in particular his-
tidine residues. The use of the IMAC with Co®" shows dis-
tinct advantages such as high loading, mild elution condi-
tions, simple regeneration and low cost. The technique is
therefore used for various purposes, including preparative
and analytical purification of proteins and study of their
surface topography. Efficient purification of recombinant
proteins with engineered histidine affinity tags attached to
the N- or C- terminus is another important application of
this method.

CHEMTEC PRAHA

11. roénik mezinarodniho veletrhu chemie a plastii

6. — 8. Fijna 2004
Aredl Vystavisté Praha

11. roénik veletrhu CHEMTEC PRAHA se bude tradi¢né konat v prostorach Primyslového palace na prazském Vystavisti. Sou-
bézné ve stejném terminu probéhne ve stfedni hale Primyslového palace mezinarodni veletrh Cistici a uklidové techniky, Cisti-
cich technologii, chemie, pomucek a sluzeb CLEANTEC 2004. V levém kfidle Pramyslového palace se predstavi zastupci che-
mického priimyslu z CR véetné zahraniénich vystavovatel(, v pravém kfidle se budou prezentovat firmy zabyvajici se dovozem
a vyrobou laboratorni techniky, laboratorniho nabytku, zpracovani plastd, Zivotniho a pracovniho prostfedi, odborné spolky.
Novinkou letoSniho ro€niku bude stanek Chemicka informatika, jehoz cilem je ucelena prezentace veskeré dostupné literatury
v oboru, véetné jeji elektronické podoby. Na stanku bude probihat Ziva prezentace databazi s chemickou tématikou dislokova-
nych po celém svété a v navaznosti na tuto prezentaci bude na veletrhu predstaven nové otevirany studijni obor na VSCHT
Informatika a chemie. Soucasné v ramci odbornych seminart probéhne série prednasek na téma: Informace — nejcennéjsi che-
micky produkt.

CHEMTEC PRAHA vstupuje do druhé desitky své existence s cilem pfispét k prezentaci chemie jako moderniho oboru, ktery

pozitivnim zplsobem ovliviiuje kvalitu naseho Zivota. Stal se mistem setkani pfednich manazer(, odbornik(i a specialistt

z odvétvi chemického primyslu a chemie. O jeho vyznamu sv&d&i kazdoroéni zastita Ministerstva primyslu a obchodu CR

a pfitomnost jeho pfednich predstavitelll na této akci.

Nedilnou soucasti veletrhu je doprovodny program odbornych seminard, které pofada Svaz chemického pramysilu. Leto$ni té-

mata odrazi vstup Ceské republiky do EU:

Nova chemicka politika v EU po jejim rozsifeni. Vyvoj REACH a jeho disledky pro chemickou legislativu v CR, postoje
Ministerstva Zivotniho prostfedi CR k tomuto vyvoiji.

- Zmeény predpisu regulujicich zahrani¢ni obchod i obchod mezi €lenskymi zemémi EU po jejim rozSifeni. Panelova disku-
se k otazkam souvisejicim s legislativou obchodu chemickymi latkami podléhajicimi zvlaStnimu rezimu, postoje Minister-
stva primyslu a obchodu k této problematice. Regulace obchodu chemickymi latkami podléhajicimi zvlastnimu rezimu,
postoje Ministerstva zdravotnictvi k této problematice.

letrhu jsou uvedeny na strankach www.chemtecpraha.cz.
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