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Chytry glukan

Jako p-glukany jsou oznacoviny polymery glukosy, ve
kterych je glukosa vdzana vazbami nejcastéji v poloze 1,3
nebo 1,6, a v prirodé se vyskytuji v nejriiznéjsich organismech
a formach. Zajem o tyto polysacharidy je dan jejich pozitiv-
nim ucinkem na obranyschopnost organismu. Historie uzivani
polysacharidii coby imunomodulatorii je dlouha, prvni pokusy
vyuzivaly tzv. Sheariiv polysacharid jiz pred vice nez 60 lety.
Zajem potom na cas opadl a objevil se znovu az v Sedesatych
letech v souvislosti s pritkazem ucinku zymosanu (coz je hruby
extrakt bunécnych stén kvasinek) na aktivaci komplementove-
ho systéemu. Od osmdesatych let pak prudce vzrostl zdajem
védcii z celého svéta o f-glukan, zejména diky tomu, Ze gluka-
ny zacaly byt dostupné (jak laboratorné tak i komercne)
v rozpustné podobé.

Primarni zdroje [(-glukanii pro imunomodulacni studie
jsou kvasinky (zejména v Evropé a USA), nejriznéjsi houby
(zejména Japonsko, Cina a Rusko), obiloviny (Kanada) a mor-
ské rasy (Francie). Divody jsou viceméné tradicni, cdastecné
dané vétsi dostupnosti jednotlivych zdrojii. Jednotlivé [-glu-
kany se vyznamné lisi v konfiguraci, vétveni, molekulové hmot-
nosti, rozpustnosti a trojrozmérné strukture a vSechny tyto
rozdily se vyrazné odrazeji v jejich biologickych viastnostech.

Studie biologickych viastnosti [-glukanii se nejdiive
zamérily na infekcni imunitu a pozdéji na oblast léceni rako-
viny. Po uspésnych vysledcich byly v poloviné osmdesatych let
v Japonsku povoleny dva typy p-glukanii, Lentinan (pochazi
z houby Lentinus edodes) a Schizophyllan (z Schizophyllium
commune), coby podpurna lécba pri lécbe nékterych typu
zhoubnych nadorii.

O imunoaktivnim pusobeni [-glukanii existuje v soucas-
né literature vice nez 1500 casto velmi kvalitnich publikaci.
Stimulacni ucinky nejriznéjsich f-glukamii byly popsany jiz
u evolucné primitivnich Arthropoda, kde se jedna o aktivaci
srazecich kaskad. Prostrednictvim proteolytického Stépeni
serinovymi proteinasami vznika gelovitd srazenina, kterd
zabranuje dalSimu pohybu invadujicich mikroorganismii.
Principielné odlisny, nicméné podobné ucinny efekt f-glukanu
byl prokazan i u korysu, kde protein, ktery vaze glukan, akti-
vuje fenoloxidasu. Dalsi studie prokazaly stimulaci imunitnich
reakct u zizal, ryb, kurat, mysi, krys, kralikii, morcat, prasat,
ovcl, koni a krav, takze je [-glukan povazovin za jednu
zmadla latek, které jsou ucinné v celém spektru Zivocisnych
druhii. f-Glukan je pravdépodobné také evolucné velice stary
imunostimulans a nékteré prace dokazuji i aktivaci obrannych
mechanismit rostlin.

Posledni desetileti také pomohlo odhalit otazku, jak
viastné [-glukany funguji. Na membrdné bunek savcu sice
existuje néekolik receptori, se kterymi [-glukany interaguji,
ale pravdépodobné nejdileZitéjsi je receptor pro treti slozku
komplementu (CR3, CDI18/CD11b). Po vazbé [-glukanu na
tento receptor dochazi k jeho aktivaci, ktera vede k degranu-
laci bunky, a tim uvolnéni bakteriolytickych a bakteriostatic-
kych molekul. K tomu v§ak dochadzi pouze v pripadé, zZe se na
cast tohoto receptoru navaze C3, pritomna napriklad na bak-
teriich nebo nddorovych bunkdch. Pritomnost [-glukanu je
pritom nezbytnd, nebot jeho vazba je pro aktivaci bunék nut-
nd.
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Uvodnik

Otazkou proto ziistava, jak je mozné, Ze [-glukan jiz
davno nepatii mezi oblibené léky. Divodii je hned nékolik.
Pocet individualnich glukanii je prakticky stejné velky jako je
pocet zdrojii pouzitych k jejich izolaci. I pri snaze zajistit
stejné vyrobni podminky neni prakticky mozné zarucit u odlis-
nych izolati stejné viastnosti. To je v prikrém rozporu s regu-
lacnimi predpisy moderniho farmaceutického primyslu. Dale
potom snahy o porovnani biochemickych a fyzikdlné-
chemickych vlastnosti se schopnostmi ovliviiovat obranné
reakce organismu vétsinou dospély k rozpornym vysledkiim.
Vetsinou se uvadi, Ze biologicky nejucinnéjsi jsou [-1,3-glu-
kany o molekulové hmotnosti v rozpéti 5 az 10 000 kD
a s relativné necetnym vétvenim v poloze 1,6. Dlouho se pred-
pokladalo, Ze biologicka aktivita zalezi také na zdroji. Napii-
klad obilné glukany byly casto neucinné a teprve v posledni
dobé se zda, Ze se jednalo spiSe o nedokonale precistené glu-
kany. Posledni studie vyuzivajici az 99% preparaty nalezly
aktivitu plné srovnatelnou s glukany pochazejicimi z kvasinek.
K problémiim pouziti f-glukanii prispély také casto neseriozni
reklamni kampané, povétsinou na internetové urovni, které
vydavaji f-glukany za néco na vurovni vieléku léciciho vSech-
no od ubytku vlasu pres rakovinu az po impotenci. Navic cas-
to neni v prepardtu prakticky zadny glukan, o tom, Ze by firma
své produkty néjak testovala, ani nemluve. Neni proto divu, Ze
se farmaceutické firmy do nakupu licenci prilis nehrnou.

Je to skoda, (-glukanii se totiz pomalu, dalo by se Fici
plizive, chopily ciperné firmy vyuzivajici nezdjem farmaceu-
tickych gigantii, a nabidly p-glukany pro ucely zvySeni obra-
nyschopnosti komercéné chovanych zvirat. Bez vétsiho zajmu
verejnosti jsou dnes [-glukany obsazeny v krmivu pro vice nez
80 % vsech komercné chovanych lososii a nékolik norskych
firem vyrabi a uspésné prodava sviij f-glukan po tundch.

Posledni dva roky se dockaly i pritkazii stimulace imunit-
nich mechanismii pomoci synteticky pripravenych oligosacha-
nidit se strukturou podobnou ¢i odvozenou od f-glukanii. To
by mohlo byt pro farmaceutické firmy zajimavéjsi, nezli prac-
né bojovat s izolacemi glukanu z prirodnich materialu, navic
kazda z nich ma zcela jisté patentovany stovky a tisice sacha-
ridu, o jejichz biologickych vlastnostech nemaji ani potuchy.
Syntéza glukanit ale nardzi na znacné obtize a zatim je ekono-
micky nevyhodna, zvlasté u delSich sacharidovych retézcii.

Malé firmy si stale proméruji obsah glukanu v prepardtu
testem s kyselinou sirovou a pocet laboratori schopnych
a ochotnych za poplatek otestovat, jaky to sacharid vlastné
v prasku nebo roztoku je, miiZeme spocitat na jedné ruce.
Kdyz si k tomu pripocitame, Ze jen ve Spojenych statech exis-
tuje minimalné 300 firem prodavajicich néjaky glukan
a v mnohem mensich Cechdach vim sam nejméné o Ctyrech,
moznost hospodarskych smluv by tu jiste byla i pro néjakou
Ceskou laborator.

P-Glukany se pravdépodobné nikdy nestanou néjakou
zdazracnou pilulkou, kterd zbavi lidstvo vsech chorob, na dru-
hé strané je ale mozné, ze diky Sarlatanstvi nékolika odmitame
produkt, ktery miize pomoci mnoha.

Vaclav Vetvicka
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Organické neidnové bazy zohravaju dolezita ulohu
v organickej syntéze. Vd’aka nim sa daju mnohé reakcie
uskutocnit’ pri miernejSich podmienkach. Je to umoznené
na jednej strane zvySenim reaktivity nimi generovanych
anionov (vznik ,,holych® anidnov alebo tesnych iénovych
parov) a na druhej strane ich lepSou rozpustnost'ou
v organickych rozpustadlach. Tieto vlastnosti davaji moz-
nost’ pracovat’ pri nizkych teplotach, ¢im sa minimalizuji
vedlajSie reakcie. Tento fakt je zvlast dolezity
v stereoselektivnej syntéze, kde sa Casto zniZenim teploty
dosiahne vyssia selektivita.

Medzi organické bazy patria zvycajne dusikaté latky
typu DBU (1,8-diazabicyklo[5.4.0]undec-7-én, cit."), DBN
(1,5-diazabicyklo[4.3. O]non 5-én, cit.%), TBD (1,5,7-triaza-
bicyklo[4.4.0]dec-5-én, cit.’), MTBD (7-metyl-1,5,7-tri-
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azabicyklo[4.4.0]dec-5-én) a PMG (pentametylguanidin,
cit.>) (schéma 1).

Zmenou Struktury molekuly sa autori snaZzili ovplyv-
nit’ ich bazicitu a d’alSie chemické vlastnosti. Nepodarilo
sa vSak pripravit’ také bazy, ktoré by mohli svojou silou
konkurovat i6novym bazam ako LDA (litium-
diizopropylamid), LHMDS (litium-bis(trimetylsilylamid)),
BuLi (butyllitium) a pod.

Toto sa dosiahlo aZz objavenim bazickych vlastnosti
amino-substituovanych iminofosforanov  (mono-
fosfazénov) Schwesingerom **° v 80. rokoch minulého
storo¢ia. Odvtedy sa zacala pouzivat nova skupina orga-
nickych dusikatych fosfazénovych béz, napr.. BEMP (2-
-terc-butylimino)-2-(dietylamino)-1,3-dimetyl-1,3,21°-di-
azafosforinan), BTPP (terc-butylimino)tripyrolidin-1-yl-
-\’-fosfan), +-Bu-P4 (3-(terc-butylimino)-1,1,1,5,5,5-hexa-
kis(dimetylamino)-3-{[tris(dimetylamino)-ks-
fosfanylidén]amino} -12°,3)0°,5)°-1,4-trifosfaza-1 ,4-dién)
a pod. (schéma 2).

Uz aj najjednoduchsi monofosfazén je silnejSou ba-
zou ako DBU a #-Bu-P4 sa bazicitou vyrovnid beznym,
kovom asociovanym (resp. ionovym) amidickym bazam’.

1. Vlastnosti fosfazénovych baz

Fosfazénové bazy maju vo svojej Struktire dvojiti
vizbu medzi dusikom a atomom fosforu. Rontgenovou
Struktirnou analyzou kryStalov sa potvrdilo, Ze je to prave
atom dusika P=N vézby, na ktory sa naviaZe protdon pri
acidobazickej reakcii (schéma 3).

Za zvysSenu silu bazickych vlastnosti tychto latok je
zodpovedna predovSetkym moznost’ dobrej delokalizacie
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kladného naboja v konjugovanej kyseline (protonovanej
baze). Na delokalizacii sa zucastiiuje kazdy heteroatom.
Pre najjednoduchsiu konjugovani bazu sa daji napisat
tieto mezomérne Struktury (schéma 4):
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Tabulka I
Hodnoty pKgy+ niektorych fosfazénovych baz
Baza pKpn: v CH3;CN  pKpp: v DMSO
Et;N 18,5 9,0
DBU 24,33 13,9
-Bu-P1 26,88 15,7
BEMP 27,56 -
Et-P2 32,94 21,1
LDA 35,7 (v THF)* -
-Bu-P3 38,6 -
t-Bu-P4 42,7 30,2
-Bu-P5 45,3 >32
it

Schwesinger a spol. pripravili d’alSie derivaty fosfazé-
novych baz s cielom zvysit ich bazické vlastnosti. Nahra-
dili preto dimetylamino skupiny za amino-imino-
fosforanové fragmenty, ¢im je umoZnend eSte lepSia delo-
kalizacia kladného néboja. Podl'a poctu tychto fragmentov
sa jednotlivé bazy zarad’uju do skupin P1-P5 (schéma 5).
Od zlucenin typu P3 je moznost’ vzniku izomérnych
Struktar — podobne ako v chémii uhl'ovodikov (s linedrny-
mi a rozvetvenymi retazcami)’.

2. Bazicita fosfazénovych baz

Ako sa prepokladalo, s dal§im iminotriamino-
fosforanovym fragmentom v molekule bazy sa zvySuje jej
bézicita v poradi od P1 k P5. Stidiom ich vlastnosti
v acetonitrile a v DMSO sa podarilo zostavit’ rebri¢ek ich
bazicity (tabul’ka I).

Je zrejmé, Ze bazicita znacne stupa v rade od P1 k P5
(cit.”). Fruchard a spol.'” a Solladié-Cavallo a spol.'" vo
svojich pracach deklarujt, Ze pri reakcii esterov kyseliny
fenyloctovej (aj zakotvenej na pevny nosi¢'?) vznika pri
pouziti #-Bu-P4 ako bazy vel'mi reaktivny ,holy* enolat,
alebo tesny ionovy par, ktory je ovela reaktivnejsi ako
odpovedajuci litny enolat. NavySe, ak je ester chirdlny,
nasledna reakcia prebieha so zvysenou stereoselektivitou.

Zmenou Struktary fosfazénov je teda moZné menit
ich bazické vlastnosti v zavislosti od toho, aky kysly vo-
dik potrebujeme odtrhniit. To umoZiuje selektivnejSiu

Etl n
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[t-Bu-P,-Et T* T TR

Schéma 6
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deprotonaciu a taktiez minimalizuje priebeh vedlajsich
reakcii.

Schwesinger a spol. Studovali aj spravanie sa tychto
baz v pritomnosti niektorych alkylaénych &inidiel’. Zistili,
ze okrem P1 baz su ostatné fosfazénové bazy len slabé
nukleofily (schéma 6).

Dalsou vyhodou tychto zlidenin je, Z¢ si pomerne
odolné vo¢i hydrolyze a st dobre rozpustné v beznych
organickych rozpustadlach uz pri teplote miestnosti. Rov-
nako treba spomenut’, ze vicSina fosfazénovych baz su
latky silne hygroskopické.

3. Vyutzitie fosfazénovych baz v stereo-
selektivnej syntéze

Jednou z prvych prac, kde sa vyuzivaju vlastnosti fos-
fazénovych baz, je napr. stereoselektivna alkylacia diox-
andnov, syntetickych ekvivalentov p-hydroxyesterov'?. Zatial’
¢o benzylacia dioxanénu za klasickych bazickych podmienok
neprebiehala, pouZzitim fosfazénovej bazy #-Bu-P4 sa ziskal
benzylovany produkt v priemernom vytazku (50%), v do-
brom diastereomérnom pomere (91:9) (schéma 7).
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Schéma 7

S dalsimi alkylaénymi c¢inidlami prebiehali reakcie
taktiez v pritomnosti fosfazénovych baz lepsie.

Seebach a spol. dosiahli zaujimavé vysledky aj pri
alkylaciach cyklickych peptidov s -Bu-P4 (cit.'*). Reakcia
prebichala nielen regioselektivne, ale aj s vybornou diaste-
reoselektivitou za vzniku iba jedného diastereoméru. Za
tychto podmienok dochadzalo aj k alkylacii amidickych
dusikov (schéma 8).

Pouzitim #-Bu-P4 sa podarilo uskutoc¢nit’ aj alkylacie
episulfonov'® (nestabilné a tazko izolovatelné latky), kym
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Tabulka II
Vyuzitie fosfazénovych baz pri alkylacii chirdlnych este-
rov

RX Béza T Rozpis- R/S  Vyta-
[°C] tadlo 7ok [%]
(Me0),S0, BulLi -50  THF 83:17 37

(Me0),S0, #Bu-P4 —95 THF  93:7 80

PhCH,Br  BulLi -50 THF 69:31 93

PhCH,Br  #Bu-P4 95 THF 98:2 75
Etl BuLi -50 THF 67:33 75
Etl t-Bu-P4 -95  THF 95:5 95

pouzitim LDA dochadzalo k ich rozkladu. Podarila sa aj
adicia na aldehydy. Nevyhodou je, Ze sa nepodarilo izolo-
vat' alkylovany intermediat. Pocas reakcie dochadza
k eliminacii skupiny SO, a vznika produkt s dvojitou viz-
bou (schéma 9).

SO,
. weers | Y / /—Ph
/A/Pr _ s Pr Pr—C=
Pr PhCH,Br Pr%ph " C\Pr
detegovany ale neizolovany
SO,
Oy P HO
\S// R t-BU-P4j yPh R=Et, 68%
R/Q/ PhCHO R-CH C\Pr R=Pr, 73%
Schéma 9

Dalsou skupinou, ktora sa venovala vyskumu a
uplatneniu tychto baz v stereoselektivnej syntéze, je sku-
pina Solladié-Cavallo a spol. Prikladom méZe byt alkylacia
8-fenylmentylesteru kyseliny fenyloctovej'® (schéma 10).

NajreprezentativnejSie  vysledky si sumarizované
v tabul’ke II. Z tabulky je zrejmé, Ze v pripadoch, ked’ sa
pouzil -Bu-P4, sa dosiahli vacsinou vysSie vytazky a lep-
Sia stereoselektivita.

Fosfazénové bazy sa uplatnili aj pri reakcii sulfénov
s aldehydmi'” (schéma 11, tabul’ka III). Pouzitim fosfazé-
novej bazy sa zvysila diastereoselektivita, ale vytazok sa
znizil. Tento problém sa Ciasto¢ne vyrieSil pridavkom
TMSCI, ktory sa viazal na vzniknuty alkoholat.
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Tabul’ka III
Kondenzécie sulféonov s aldehydmi
Baza Koncentrace [%] Vytazok
11 v (%]
(syn-izomér)  (anti-izomér)
BuLi 41 59 100
t-Bu-P4 28 72 56
t-Bu-P4/ 18 82 72
Me;SiCl
. o ok
[SNPY) baza 0 o]
R/S\/ R\S + R‘S/\:/\/ +
0 "% oH 0" oH
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H)H‘\ v Vi
e
Ph o/k Ph Q/k
0 R : 0
+ + :S -
0”70 oOH 0770 6H
vil Vil
Schéma 12
Tabulka IV
Kondenzacie sulfonov s chirdlnymi aldehydmi
R Baza Koncentrace [%] Vytazok [%]
V Vi VII VIII
Et BuLi 35 13 39 13 90
Et t-Bu-P4 75 0 25 0 95
t-Bu  BuLi 31 18 31 20 100
t-Bu  #-Bu-P4 89 0 11 0 100

Ked’ sa pouzil chirdlny derivat glyceraldehydu, bol
mozny vznik 4 diastereomérov produktu (schéma 12).

Pri pouZiti fosfazénovej bazy t-Bu-P4 sa nielen znac-
ne zvysila diastereoselektivita, ale dosiahol sa aj vyssi
vytazok (tabulka IV).
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Zaujimavé su aj alkylacie cyklopentenylsulfonov'®".

KTIi¢ovym krokom je generdcia karbaniénu v o polohe
sulfonu. Pridavok katalytického mnozstva Et-P2 umoziuje
izomerizaciu zluceniny /X na zluCeninu X, ktoru je potom
mozné alkylovat za klasickych podmienok (BuLi, E).
ZliCenina IX poskytuje pri priamej reakcii s BuLi pred-
nostne dimer-produkt Michaelovej adicie (schéma 13).

Na izomerizaciu pouzili aj d’alSie bazy: Pri reakcii s
DBU sa ziskala spit’ len vychodiskova latka a -BuOK
viedol opat’ k tvorbe diméru.

t-Bu-P4 sa uplatnil ako baza s vynikajicimi vlastnos-
tami pri selektivnej priprave 2-metyl-1-tetralonu
(dialkylovany produkt prakticky nevznikal na rozdiel od
klasickych alkylaénych metdd napr. LDA, Mel, cca 45 %,
cit.”) (schéma 14).
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Schéma 14

Fosfazénové bazy BEMP a BTPP nasli uplatnenie pri
priprave aminokyselin alkylaciou iminoesterov glycinu pri
reakcii s pouzitim chiralneho katalyzatora fazového preno-
su na baze cinchonidinu a cinchoninu®"** (schéma 15,
schéma 16).

V tomto pripade autori vyuzili vybornli rozpustnost
fosfazénovych baz P1 a ich nizku nukleofilitu, ¢o umozni-
lo reakcie v roztoku, priamo v pritomnosti alkylacného
¢inidla (tabulka V).

Vybornu stereoselektivitu alkylacie autori pripisuji
silnejsej interakcii medzi enolatom a kvartérnym dusikom
v porovnani vo¢i interakcii s kyselinou konjugovanou

o) (0}
Ph N
Ph\(/N\)ko% e %o%
Ph Ph R H
Xl, R -izomer
Xll, S - izomer

RX
—_—
baza
katalyzator

Schéma 15
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Tabulka V
Enatioselektivne katalytické alkylacie iminoglycinatov

RX Béza T Kataly- ee (konfi- Vytazok
[°C]  zator guracia) [%]
Mel BEMP -78 A 94 (R) 92
BnBr BEMP -78 A 88 (R) 91
BnBr BEMP -78 B 89 (S) 83
Etl BTTP -50 B 85 (S) 90

Qe

katalyzator A
derivat cinchonidinu

katalyzator B
derivat cinchoninu

Schéma 16

k baze. Treba poznamenat, Ze pri reakcii s nereaktivnymi
alkylhalogenidmi je lepSie pouzit BTPP, ktora je o nieCo
silnejSou bazou ako BEMP.

4. Priprava fosfazénovych baz

Priprave fosfazénovych baz sa venovali na
viacerych  pracoviskach®®**?"  predovietkym  viak
v skupine Schwesingera, podla mena ktorého sa tieto
bazy nieckedy nazyvaji™’ aj Schwesingerove bazy.
Vychodiskovymi latkami pri ich priprave moze byt PCls
a z neho pripravené rdzne substituované dusikaté de-
rivaty typu Cl3P=NR, ktoré reakciou s vhodnym dial-
kylaminom poskytni zelani monofosfazénovi bazu
(R,N);P=NR (cit.*’). Goldwhite a spol. vyuzili na
pripravu monofosfazénovej bazy reakciu (Me,N);P
a vhodného azidu RNj; za vzniku (Me,N);P=NR (cit.>***).
Marchenko a spol.”>?® vyuzili dealkylhalogeniciu fos-
foniovych soli typu (RoN),P*.Br~, ku ktorej dochadza pri
teplotach 250-280 °C za vzniku (R,N);P=NR + RBr,
alebo vyuzili moznost' alkylacie (R,N);P=NH cez pris-
lusny trimetylsilylovy derivat (R,N);P=NSiMes, ktory
s alkylhalogenidom R’'X poskytne pozadovany fosfazén
(R,N);P=NR’ (cit.”’).

Struktarne jednoduchii bazu P, (tris(dimetylamino)
iminofosforan) je mozné pripravit’ napr. podla schémy
17.

P, a vySSie bazy je mozné pripravit z bazy P;napr.
sposobom uvedenym na schéme 18.

Jednu z najcastejsie pouzivanych Schwesingerovych
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I Me,NH / CH,Cl, }‘:',
C|/P\\CI —_— N’ VN—
Cl 30°caz+25°C 7\ NO
-20°Caz +25 °C | NHj/ CH,Cl,
NH
MeOH
\ /N\\ KOMe
P1 - baza

Schéma 17

baz — t-Bu-P4 je mozné pripravit’ spdsobom naznacenym
na schéme 19.

Podl'a databazy Beilstein pozname v stcasnosti viac
ako 1200 roznych fosfazénovych derivatov. Z toho su ko-
mercne dostupné bud’ v Cistej forme, alebo ako 1 M roztoky
v hexane alebo tetrahydrofurane +-Bu-P1, Et-P2, ~-Bu-P2, #
Bu-P4, BTPP, #-Okt-P1, -Okt-P4. t-Bu-P4 je dostupna aj vo
forme soli: ~-Bu-P4 . HBF,.

Bézicitou #-Bu-P4 sa takmer vyrovnd bicyklicka
neidnova zlucenina XIII (schéma 20), ktorej syntéza je podl'a

|\
-l NH NN
X 4] N ———— A
N’P\\N* /\ N_\ '\‘l‘
/\ N \ / N P—pn_
/ \ NN N
. “VND
P1 - baza / N\

‘ _Me
\N\/N /
P=N_
E‘
- \Ni
NN
/ N\
P2 - baza
C12H25SK - dodekan-1-tiolat draselny
Schéma 18
_t-Bu
N
/t-Bu NH /\N o N/—
N u ‘p= /P\ N:p: —
Ig N,P\~N_ _/N/!D N N \NN\
P + - -_— il
(¢]] \C|CI \/N\\ /'il \N’F:\N /\
/7 NV ™
P1 - baza N
t-Bu - P4
Schéma 19
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- |+
Me P / Me p ,Me
N, AP~ S - —
N \NN/Me " N7'S"N_Me
N= N
Xl XIV
Schéma 20

autorov Tang a spol.,”® jednoduchsia ako syntéza ¢-Bu-P4.
K protonécii dochddza na atéme fosforu za vzniku katiénu
XIV (schéma 20), ktorého Struktira bola potvrdena ront-
genovou Struktiurnou analyzou.

Autori dakuju za financnu podporu vyskumu Sloven-
skej grantovej komisii cislo grantu VEGA 1/0217/03.
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available, neat or in hexane or THF solutions. Also, some
nitrogen bases are compared.
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1. Uvod

Pesticidy jsou chemické slouCeniny pouzivané pro
preventivni zniceni, odpuzovani nebo zmirfiovani G¢inkl
Skodlivych zivocichd, plevelt a parazitujicich hub, které
ohrozuji zeméd¢lské, zahradni a lesni rostliny, zasoby
potravin a zemédélskych produktil, primyslové materialy,
hospodarska zvitata i samotného cloveéka. Tuto velkou
skupinu latek 1ze rozdé¢lit do riznych tfid, napt. podle cilo-
vého organismu nebo podle zpisobu ucinku. Zakladni
tfidéni deéli chemické pesticidy do téchto hlavnich skupin:
insekticidy (k hubeni hmyzu), herbicidy (k hubeni pleve-
10), fungicidy (proti parazitujicim houbam a plisnim), aka-
ricidy (proti pavoukim), moluskocidy (proti mékkysim),
rodenticidy (proti hlodaveim) a regulatory rdstu rostlin.

Podle chemické struktury l1ze pesticidy déle €lenit do
skupin na organofosfatové, karbamatové, pyrethroidni
a organochlorové pesticidy. V tomto ptehledu se zaméfime
na stanoveni téch zastupct, ktefi nejvyznamnéji ovliviuji
zivotni prostfedi kolem nés, tj. pfedstavitele organochloro-
vych insekticidl a zastupce karbamatovych pesticidu.

970

Organochlorové pesticidy jsou velkou a riznorodou
skupinou, ktera zptisobuje velké problémy v zivotnim pro-
stfedi. V dobé zavedeni téchto pesticidii se jako nejvétsi
vyhoda uvadéla jejich stabilita, perzistence insekticidniho
ucinku, levnost vyroby, mala toxicita pro savce a Siroké
spektrum insekticidni uginnosti'. Jejich rozsahlé pouzivani
vSak vyvolalo diky témto vlastnostem vazné ekologické
problémy, a proto bylo stejné jako pouzivani jinych chlo-
rovanych uhlovodikd v mnoha zemich siln¢ omezeno,
popt. ptimo zakazano. Rozd€luji se do tii hlavnich skupin:
DDT a jeho analogy, hexachlorcyklohexan (HCH) a cyk-
lodieny (napt. endosulfan, aldrin, dieldrin). Asi nejznaméj-
$imi a nejdéle pouzivanymi insekticidy jsou DDT a endo-
sulfan.

Vzhledem k vadznym ekologickym problémiim, které
zpusobily predev§im organochlorové pesticidy, zacal che-
micky primysl vyvijet nové typy insekticidi. Diky své
nizké toxicité pro savce, snadné degradovatelnosti a za-
chovanému Sirokému spektru U€inku ziskaly na vyznamu
karbamatové insekticidy (napt. karbaryl, karbofuran nebo
methiokarb). Pouzivaji se predev§$im k omezovani hmy-
zich sktdcd v zemédélstvi a zahradnictvi. Pfesto ani jejich
pouzivani neni zcela bezpecné. Vstupem karbamatovych
pesticidi do organismu dojde k inhibici acetylcholinestera-
sy, ktera zajistuje konec¢nou fazi pti pfenosu signalu mezi
synaptickymi buttkami — uvolnéni medidtoru acetylcholinu
z receptoruz.

Toxicita a perzistence zmifiovanych pesticidil si vyZa-
duje kontrolu jejich vyskytu v Zivotnim prostiedi
a v potravinach. Volba vhodné analytické metody pro sta-
noveni pesticidu ve vzorku zavisi na tfad¢ faktord: ucel
analyzy (napf. kontrola hygienické nezavadnosti, orientac-
ni screening), povaha cilového analytu (ptivodni slouceni-
na, jeji metabolit nebo degradacni produkt) nebo znalost
Jhistorie* vzorku®. Diky vyrob& novych pesticidi, snizo-
vani hodnot hygienickych limitd a zdokonalovani instru-
mentace je tieba dale optimalizovat pouzivané metody
(pfedevsim multirezidualni metody) a zavadét nové analy-
tické postupy (napf. imunochemické metody).

Vyznamnym nastrojem pfi kontrole dopadu pouZzivani
pesticidl na zivotni prostfedi jsou multirezidualni metody,
které jsou schopné beéhem jedné analyzy soucasné¢ stanovit
velké mnozstvi téchto latek. Identifikace a kvantifikace
analytu se velmi Casto provadi pomoci plynové nebo kapa-
linové chromatografie spojené s vhodnym detektorem.

Hlavni roli v oblasti analyzy organickych kontami-
nantl hraje plynova chromatografie. ProtoZe v analyzova-
nych vzorcich jsou pouze stopovd mnozstvi analytl, je
nutné pracovat s prisluSnymi selektivnimi detektory. Pro
latky s vysokym zastoupenim elektronegativnich skupin
nebo s vyraznym podilem dvojnych vazeb ¢i aromatickych
kruhti (jako jsou organochlorové pesticidy) slouzi detektor
elektronového zachytu (ECD, cit.*”). Zvyseni selektivity
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detekce nabizi hmotnostni detektor®. Hmotnostni detektor
s iontovou pasti (ITD) deteguje tyto pesticidy na hladinach
ppt-ppb (cit.'"?).

Pro karbamatové pesticidy, které nelze pro jejich fyzi-
kalné-chemické vlastnosti (polarita, termolabilita) stanovit
metodou GC, byly vyvinuty metody kapalinové chromato-
grafie (LC) a jeji varianty vysoce ucinné kapalinové chro-
matografie (HPLC). B&zné pouZivané ultrafialové detekto-
ry (UV) vétSinou nejsou schopné dostate¢né splnit poza-
davky, které jsou kladeny na detekéni limity metody,
a proto se Castéji pouzivaji detektory MS s riznymi techni-
kami ionizace: chemicka ionizace za normalniho tlaku
(APCIL, cit."®), elektrosprayova ionizace (ESI, cit.'*'%),
termosprayova ionizace (TSI, cit.'®) nebo ionizace pomoci
Casticového zatice (PBI). Detekéni limity pro LC/MS nebo
HPLC/MS se pohybuji pro potravinové vzorky v rozmezi
5-50 ppb (ng.ml™), cit."”.

Zminéné konvencni chromatografické techniky ve
spojeni s citlivym detekénim systémem jsou Siroce pouzi-
vany kontrolnimi laboratofemi. Tyto metody vyZzaduji
velice nakladné pristrojové zatizeni a ¢asov€ naro¢né mno-
hastupiiové Cisténi extraktii vzorkil pred vlastni analyzou.
V poslednich dvaceti letech lze pozorovat zvysSené usili pii
snahach o vypracovani imunochemickych metod ke stano-
veni pesticidl jako uréité alternativy ke stavajicim meto-
dam'?°. Imunochemické techniky piedstavuji jednodu-
ché, rychlé a levné metody, které se stdvaji populdrnim
nastrojem pro rychly screening organickych sloucenin v
Zivotnim prostiedi®'.

V tomto ¢lanku podavame ptehled dosud vyvinutych
imunochemickych metod a aplikaci ke stanoveni orga-
nochlorovych a karbamatovych pesticidu.

2. Princip imunochemickych metod

Imunochemické metody vyuzivaji k diikazu, stanove-
ni nebo separaci analytu biospecifické interakce s protilat-
kami. In vitro se pti nich vyuziva produkt imunitniho sys-
tému obratlovcd zaméfeny ptivodné na specifické rozliseni
a zneSkodnéni cizorodého agens (antigenu) in vivo. Tento
produkt (specifické protilatky) umoziuje pomérné citlivé
a specifické rozpoznani analytu v komplexnich smésich
biologickych vzorki. Podstatou vSech imunochemickych
metod je tedy nekovalentni interakce protilatky s antige-
nem. StéZejnim analytickym néstrojem je specifickd proti-
latka. Nejjednodussi zptsob jeji pfipravy predstavuje in-
jekeni aplikaci antigenu (analytu) do organismu zvoleného
zvitete a po urcité dob¢ izolaci krevniho séra.

Pesticidy ale maji vlastnosti tzv. haptend — jejich mo-
lekuly jsou pomérné malé (< 2000 Da), a proto samy
0 sobé v organismu neprovokuji imunitni systém k pro-
dukci protilatek. Pro tyto Gcely se musi hapten nejprve
navazat na vysokomolekuldrni nosi¢ (nejcastéji protein).
Pritom by nem¢lo jit pouze o vytvoreni kovalentni vazby
mezi dvéma atomy, ale hapten by mél pomoci kratkého
spojovaciho raménka (3—6 atomll) mirn¢ vycnivat z mole-
kuly bilkoviny, aby epitopové charakteristické atomy jeho
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molekuly nebyly stinény prostorovou ¢lenitosti bilkovinné
struktury.

Pesticid Ize obvykle navazat na bilkovinu alternativné
pfes vice nez jeden reaktivni atom v jeho molekule. Pfitom
vybér mista na molekule pesticidu pro kovalentni vazbu
s proteinem velice ovlivni specifitu produkovanych proti-
latek. Nabizi se moznost pripravit fadu riznych konjugata
(budou se liSit umisténim kovalentni vazby na molekule
haptenu, event. typem a délkou spojovaciho raménka) a ze
ziskanych protilatek pak vybrat ty, které nejvice vyhovuji
nasim potfebam. A nebo se miZzeme pii volbé piipravy
mens$iho poctu konjugati fidit nasledujicimi doporuceni-
mi, kterd vyplyvaji z mnoha dosud provedenych experi-
menti:

a) Misto v molekule haptenu, na kterém se vytvaii vazba
s proteinem, by mélo byt co nejvice vzdaleno od té
¢asti haptenové molekuly, proti které chceme vytvorit
specifické protilatky (od charakteristického seskupeni
atomd v molekule haptenu). Tim se docili toho, ze
epitopoveé vyznamné skupiny atomtil nejsou pozmené-
ny ani prostorové stinény nosiCem ani spojovacim
raménkem.

Pokud je to moZné, konjugovat hapten pies atom uhli-
ku v jeho molekule, a ne pfes heteroatom, coz by
mohlo vést ke zméné& polarity, a tim i ke zméné cha-
rakteru epitopu a odezvy imunitniho systému.
Spojovaci raménko vzniklé konjugaci haptenu s pro-
teinem by nemélo byt vyraznéj$im epitopem nez mo-
lekula haptenu. Na druhou stranu del§i raménko muize
zvyraznit imunitni odpovéd’ na hapten. Je ale vhodnéj-
§i, je-li raménko alifatické a bez heteroatomtl.

Vybér epitopové vyznamné skupiny atomt v moleku-
le pesticidu, kterd mé4 byt v molekule konjugétu zvyrazné-
na (viz vySe ad a) miize vyrazné ovlivnit dal§i pouzitelnost
protilatky. Zohlednénim vySe uvedenych zéisad lze totiz
cilené pripravit bud’ uzce specifické protilatky, které bu-
dou interagovat pouze s jedinym vybranym zastupcem ze
skupiny strukturné podobnych pesticidd, anebo Siroce
specifické protilatky, reagujici se v§emi Cleny pesticidové
skupiny?* 2.

b)

3. Metody pro imunochemické stanoveni
pesticidi

Pesticidy jako hapteny spontanné neprecipituji
s protilatkami. Proto se jejich stanoveni provadi predevsim
neprecipitaénimi imunochemickymi metodami, které vyu-
zivaji vhodnou znacku k zesileni a zviditelnéni primarni
reakce hapten-protilatka. Oznacenim jednoho z partneri
této interakce se znac¢né zvysi citlivost imunochemického
stanoveni. Prestoze jako znaCky prichazeji v tivahu radio-
nuklidy, fluorescenéni a chemiluminiscenc¢ni latky, ferri-
tin, liposomy aj., v praxi se nejvice rozsifilo znaceni enzy-
mem.
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3.1. Metoda ELISA

Pfi stanoveni pesticidii enzymovou imunoanalyzou se
téméf vyhradn€ pouZiva kompetitivni uspofadani hetero-
genni analyzy, kdy je bud’ protilatka nebo pesticid zakot-
ven na pevnou fazi (ELISA — Enzyme Linked Immuno-
Sorbent Assay).

Tzv. ptimad ELISA spociva v soutéZzi znaceného pesti-
cidu a pesticidu-analytu o vazebna mista omezeného
mnozstvi molekul protilatek, které jsou navazany na ne-
rozpustny nosi¢. Po ustaveni rovnovahy je odstranén re-
akéni roztok a kvantifikovan enzym (enzymova aktivita),
ktery je zprostiedkovang navazan na pevnou fazi>>.

V nepfimém uspofddani ELISA je na pevnou fazi
navazan pesticid. Ten soutézi s rozpustnym pesticidem-
analytem o vazebna mista omezeného mnozstvi molekul
protilatek, které jsou také volné v roztoku. Po ustaveni
rovnovahy je odstranén reakeni roztok s rozpustnymi reak-
tanty a protilatka navazana na imobilizovany pesticid je
kvantifikovana pfidavkem protilatky proti protilatce (tzv.
druha protilatka), ktera byla pfedem oznacena enzymem.
Po dal$im ustaveni rovnovahy a odstranéni reakéniho roz-
toku je méfena enzymova aktivita zachycena na pevné
fazi®.

Obé popsané varianty ELISA umoZiuji stanoveni
pesticidii az do koncentrace 1 ng — 1 pg.ml™" v zavislosti
na kvalité protilatky. Standardni kfivka (hodnoty enzymo-
vé aktivity resp. absorbance reak¢éniho roztoku proti loga-
ritmu koncentrace standardu analytu) ma v obou ptipadech
sigmoidni tvar se strmou linearni oblasti kolem inflexniho
bodu (bod 50% inhibice, ).

Technické uspotadani ELISA se lisi podle ucelu
a rozsahu provadénych stanoveni.

a) Ve velké sérii malych reakénich prostord mikrotitrac-
ni desticky se takova stanoveni provadéji pfi screenin-
gu vétsiho poctu vzorkl v kontrolnich a vyzkumnych
laboratofich. Format desticky je vhodny pro aplikaci
automatizacnich prvkd, a to jak pii pipetovani reagen-
cii shodnych pro vSechny reakcni prostory, tak pro
promyvani téchto prostord po jednotlivych inkuba-
cich, i pfi finalni kvantifikaci absorbance.

V jednotlivych zkumavkach se realizuji pti analyzach
nekolika malo vzorkl. Jako nerozpustny nosi¢ pro
imobilizaci jednoho z imunoreaktanti mohou v obou
pfipadech slouzit stény plastovych zkumavek nebo
jamek  mikrotitranich  desticek, popf. Castice
s ferromagnetickym jadrem, které lze separovat od
roztoku vn&jSim magnetem. Kvantitativni analyza
vyzaduje u obou variant fotometr. Semikvantitativni
hodnoceni analyz vystaci se subjektivnim porovnanim
zbarveni reak¢nich roztokl pfi enzymové preméné
pridaného substratu.

NejpohodInéjsi je semikvantitativni provedeni ELISA
v podobé tyc¢inek (dipstiki) nebo karticek s aktivnimi
zonami. Po aplikaci imunoreaktantli a testovaného
vzorku je porovnavan odstin zbarveni aktivni zony se
standardni stupnici.

b)

<)
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3.2. Imunoafinitni

chromatografie

Principy imunochemické reakce jsou pouzity také
v jinych technikéch, napt. imunoafinitni chromatografie
nebo imunosenzor. Imunoafinitni chromatografie mize byt
provedena dvéma zptsoby podle toho, zda je na nerozpust-
ny nosi¢ kovalentn¢ imobilizovan antigen nebo protilatka.
Kolona s navazanym antigenem se pouziva pii €isténi po-
lyklonalniho antiséra pro ziskani jeho vyssi specifity. Ko-
lonu s imobilizovanou protilatkou Ize pouzit ke specifické-
mu zachyceni analytu ze vzorku. V posledni dob¢ se pfi
stanoveni pesticidii rozSifuje zafazeni této imunoafinitni
techniky pted konvenéni HPLC nebo GC (cit.”%). Uge-
lem je bud’ nakoncentrovani analytu nebo Cisténi extraktu
od interferujicich latek z matrice vzorku, tzv. imunoextrak-
ce.

Mezi imunochromatografie fadime i metodu LFIA
(lateral flow immunoassay). Tato metoda je vyvijena pro
stanoveni nejruznéjSich analyti a jako atraktivni se jevi
ivanalyze pesticidd®'™*. LFIA je v podstat® navrZena
jako semikvantitativni, robustni, snadno proveditelna imu-
nochemicka metoda, ktera je vhodna pro specifickou se-
mikvantitativni detekci analytd. Vyzaduje pouze levné
pfistrojové vybaveni a umoZziiuje ve srovnani s metodou
ELISA na mikrotitracnich destickach podstatné snizeni
doby analyzy. Specifické protilatky imobilizované na ko-
loidni castice jsou smichany s analytem (extrakt vzorku)
v aplika¢ni komirce. VSechny slozky takového roztoku
potom kapilarnimi silami migruji vrchni porézni vrstvou
desticky (viz obr. 1). V tzv. zén¢ zachytu je na desticku
pfedem imobilizovan ekvivalent analytu, na néjz jsou pfi
migraci destickou poutany volné protilatky, které se nena-
vazaly na analyt ze vzorku. Cim vice je analytu
v aplikovaném vzorku, tim méné protilatek je zachyceno
na zminéné zoné. Semikvantitativni vizudlni hodnoceni
zachytu umozZiuji koloidni ¢astice. Pokud vzorek neobsa-
huje stanovovany analyt, v zon¢ zachytu se v dasledku
pfitomnosti volnych koloidnich protilatek objevi vyrazny
barevny prouzek. Pokud vzorek obsahuje sledovany ana-
lyt, v zoné zachytu se objevi slabsi nebo zadny barevny
prouzek®>®.

3.3. Imunosenzor

Imunochemické biosenzory patii mezi afinitni biosen-

zory, které vyuzivaji specifickou interakci mezi komple-

Smér proudéni
—=

- 4

Zomazachytus Absorpéni
imobilizovanym antigenem podiazka

y

Komirka na Podlozka
vzorek a protilatku  na vzorek

Obr. 1. Schéma metody LFIA
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Povrch potazeny protilatkami
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o O

Obr. 2. Zakladni princip imunosenzoru™

mentarnimi oblastmi biomolekul (antigen-protilatka) ve-
douci ke vzniku komplexnich struktur. Cilem integrace
imunochemickych stanoveni s technologii biosenzorl je
snaha zrychlit, zjednodusit jejich pouziti a vyvinout malé
pfenosné systémy pouZitelné p¥imo v mist¢ odbéru vzor-
ku?’.

Imunosenzory se skléddaji ze tfi ¢asti: (i) biologicky
prvek (protilatka, kterd je imobilizovana na prevodnik
a interaguje se stanovovanym analytem), (i) pievodnik,
ktery pfeménuje biochemicky nebo biofyzikalni d¢j (vazba
analytu) na elektricky signal a (iii) elektronicka ¢ast. Tyto
senzory jsou klasifikovany na =zéklad¢ fyzikalné-
pfevodnich mechanismi: elektrochemické, optické, teplot-
ni nebo piezoelektrické (obr. 2, cit.*®). Pro stanoveni pesti-
cidii se prevazné pouzivaji imunosenzory na bazi optic-
kych, elektrochemickych a piezoelektrickych senzorg.

Optické imunosenzory jsou zalozeny na spektrofoto-
metrické, spektrofluorimetrické, chemiluminometrické ¢i
reflektometrické detekci optického signalu. Mohou dete-
govat pfimo vznik imunokomplexu (bez znaceni), znace-
nou latku a nebo produkt enzymové reakce (fluorofor ¢i
luminofor). Pro detekci haptend bez znaceni se pouziva
jejich imobilizace na pfevodnik. Zmény zplsobené in-
terakci mezi imobilizovanym haptenem a protilatkou jsou
nepfimo umérné koncentraci volného haptenu v reakénim
mediu®.

Elektrochemické pievodniky jsou zalozeny na znace-
ni protilatky ¢i stanovovaného analytu enzymem, ktery
katalyzuje produkci elektroaktivniho produktu®. Oproti
optickym imunosenzoriim jsou citlivéjsi a nevyzaduji spe-
cialni optické vlastnosti reakéni smési.

Piezoelektricky imunosenzor méfi zmény hmotnosti
zpusobené vznikem komplexu antigen-protilatka pomoci
piezoelektrického krystalu®'. K sledovéani téchto zmén se
vyuziva pfirozena rezonanc¢ni frekvence tohoto senzoru.
Jeji hodnota je nepfimo imé&rna hmotnosti piezoelektrické-

Referaty

Pievodnik

Elektrochemicky aktivni 1
latky == Elektrody )

Teplo => Termist
eplo ermistor Elektricky

|, signal
)
!
Svetlo == Impulsy
fotonii |

Zména hmotnosti =>
Piezoelektricka zafizeni

ho senzoru. Navazani haptenu na imobilizovanou protilat-
ku vSak nezpisobuje dostatecné velkou zménu hmotnosti.
Proto pfi pouziti tohoto imunosenzoru je vyuZzivan konju-
gat haptenu s proteinem a kompetitivni schéma stanoveni.

4. Imunochemické stanoveni vybranych orga-
nochlorovych pesticidi

Klicovym krokem ve vyvoji imunoanalyzy pro hapte-
ny je navrzeni a priprava imunogenu. Napi. pro DDT,
ktery se vyskytuje ve dvou izomernich formach p,p’-DDT
a 0,p’-DDT, a piibuzné slouceniny bylo provedeno mno-
ho pokust s riiznymi typy imunogent pro ziskani specific-
kych protilatek. Prvni prace pouzivajici jako imunogen
konjugat protein-DDA (DDA - 2,2-bis(4-chlorfenyl)octova
kyselina) poskytovaly nizkoafinitni antiséra, ktera hlavné
rozpoznavala DDA, hlavni metabolit DDT vyskytujici se
v mo¢i***. Dalsi prace (Burgisser a spol.**) pouzila jako
imunogen pro piipravu monoklondlnich protilatek
v kompetitivni radioimunoanalyze dicofol (2,2,2-trichlor-
-1,1-bis(4-chlorfenyl)ethanol), ktery je strukturné podobny
DDT. Tato metoda nenasla uplatnéni v praxi, protoze je
malo citliva (Is5,=100 nM) a pouziva radioaktivni znacku.
Stejné tak jako radioimunoanalyzy pro endosulfan a jiné
cyklodieny (aldrin, endrin, dieldrin aj.) byla tato metoda
pro vétsi bezpecnost a snazsi manipulaci nahrazena enzy-
movymi imunoanalyzami.

Vliv struktury haptend pro pfipravu imunogenu na
specifitu monoklonélnich protilatek pfi metodé ELISA
ke stanoveni DDT a jeho derivatd byl zhodnocen
v publikované praci Abada a spol.”’. Hapteny byly pfi-
praveny zabudovanim alifatického fetézce jako spojova-
ciho raménka s koncovou karboxylovou skupinou — bud’
na centralni uhlikovy atom (hapten 1, obr. 3) nebo na
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R1

RZ
Nazev slouéeniny‘ R' R’ R’
DDT CCl, H Cl
DDA COOH H Cl
Hapten 1 OH (CH,);COOH (1
Hapten 2 CCl; H (CH,);COOH

Obr. 3. Chemicka struktura DDT a haptent pouZitych v praci
Abad a spol.45

benzenovy kruh struktury DDT (hapten 2, obr. 3). Pripra-
vené monoklonalni protilatky byly charakterizovany
z hlediska afinity a specifity k p,p’-DDT metodou ELISA.
Vsech sedm protilatek, které byly odvozeny od haptenu 2
(Isp vrozmezi 2,1-6,5 nM), vykazovalo vys$si afinitu
k p,p’-DDT nez protilatka odvozena od haptenu 1 (I5p =
11,1 nM). Specifita protilatek, schopnost interagovat
i s analogy DDT, byla provéiena pomoci hodnot kiizovych
interakci. Protilatky byly na jejich zéklad¢€ rozdéleny do tii
skupin. Prvni skupina zahrnuje Ctyfi protilatky odvozené
od haptenu 2, které vykazovaly silné kiizové interakce se
slouceninami ze tfidy DDT. Tyto protilatky jsou tedy sku-
pinové specifické. Druha skupina protilatek, kam byly
zatazeny ostatni protilatky odvozené od haptenu 2, jsou
specifické pro DDT, protoZe rozeznava pouze p,p’-DDT
nebo o,p’-DDT. Protilatka odvozena od haptenu 1 vykazo-
vala rozdilné kiizové interakce s analogy DDT, a proto
byla zafazena do tfeti skupiny. Vzhledem k témto vysled-

Tabulka I
Prehled publikovanych metod ELISA pro stanoveni DDT
a jeho degradac¢nich produkti

Referaty

kim byly pro imunochemicka stanoveni DDT doporuceny
protilatky odvozené od haptenu 2.

Do dnesni doby byly publikovany enzymové imunoa-
nalyzy pro stanoveni chlorovanych bifenyld**’, DDT,
endosulfanu, hexachlorcyklohexanu48, dieldrinu®, pen-
tachlorfenolu, pikloramu nebo kaptanu™. Dostupné publi-
kované metody ELISA s fotometrickou nebo chemilumi-
niscenc¢ni detekci pro DDT, endosulfan a jejich degradac-
ni produkty jsou shrnuty s vybranymi charakteristikami
v tabulce [ a II.

Pro detekci a kvantifikaci cyklodiend (dieldrin, aldrin,
heptachlor, chlorden, endrin a endosulfan) byl vyvinut
opticky imunosenzor vyuzivajici spektrofluorometrickou
detekcei optického signalu. Na prevodnik byly imobilizova-
ny polyklonalni protilatky proti chlorované kapronové
kyseliné. Imunosenzor detegoval cyklodieny na hladiné
ppb a  vykazoval nizkou kiizovou interakci
s hexachlorcyklohexanem®'.

5. Imunochemické stanoveni vybranych
karbamatovych pesticidi

Mezi nejznaméjsi karbamatové pesticidy patii karba-
ryl, karbofuran, aldikarb, methonyl, oxamyl nebo methio-
karb. VétSina téchto latek se preménuje ve velmi kratké
dobé na své metabolity, které jsou Casto stejné nebo dokon-
ce vice aktivni nez ptivodni sloucenina. Napf. aldikarbsulfat
je silngj3im inhibitorem cholinesterasy neZ aldikarb™. Imu-
nochemické metody jsou vyvijeny tak, aby protilatka rozpo-
zndvala nejen plvodni molekulu pesticidu, ale také jeho
degradacni produkty.

Pti vyvoji imunoanalyzy pro karbaméty je stejné jako
pro organochlorové pesticidy dilezitym krokem navrzeni
a pfiprava imunogenu. Hodnoceni vlivu haptenové struk-
tury na afinitu protilatek byla publikovana Abadem a spol.
pro N-methylkarbamatovy pesticid karbaryl”'. Navrzené
hapteny (obr. 4) mély stejné rozlozeni aromatickych kruht
jako karbaryl a obsahovaly karboxylovou skupinu pro

Usporadani PL Detekéni limit Iso Matrice vzorku Lit.

metody” [ng.ml™"] [ng.ml™]

ELISA 1I mPL N 0,3-2,8 pufr 52

ELISA II pPL 0,12 2,5 odpadni voda 53,54

ELISA T pPL N 13 rajcatovy protlak, zemina, 55-59
voda, rozinky, mléko

ELISA 11 pPL N 120 pufr 60,61

ELISA 11 mPL 0,006/ 0,04 0,6/0,2 voda, zemina, hlavkovy 45,62,63
salét, jahody

ELISA VII mPL 0,4/04 21/8 voda, zemina, hlavkovy 45,62,63

salét, jahody

*N — neuvedeno; pPL — polyklonalni protilatka; mPL — monoklonalni protilatka; ELISA I — ptima kompetitivni ELISA, na
mikrotitracni desticky vazana protilatka; ELISA II — nepiima kompetitivni ELISA, na mikrotitra¢ni desticky vazan antigen;

ELISA VII — priitokova ELISA
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Tabulka IT

Ptehled publikovanych metod ELISA pro stanoveni endosulfanu a jeho degrada¢nich produktii

Usporadani PL Detekéni limit Isy Matrice vzorku Lit.

metody® [ng.ml™] [ng.ml™]

ELISA1/ELISAV pPL 0,2/0,2 25-50/N  voda, zemina, zrnka vina, zeli, 56,
kvetak, Spenat, rajcata, ryze 64—66

ELISAI/ELISAII pPL 3/5 N pufr 67

ELISA T pPL 3 N pufr 68

ELISA pPL 10-30 6-100  jablko, rajcata, hlavkovy salat 69

(komeréni souprava)

*N — neuvedeno; pPL — polyklonalni protilatka; mPL— monoklonalni protilatka; ELISA I — piima kompetitivni ELISA, na
mikrotitracni desticky vazéana protilatka; ELISA II — nepfima kompetitivni ELISA, na mikrotitra¢ni desticky vazéan antigen;
ELISA V — piima kompetitivni ELISA, na sténach zkumavky vazana protilatka

R1
qou
Sloucenina R! R?
Karbaryl OCONHCH; H
Hapten A OCONH(CH,)sCOOH H
Hapten B OCONH(CH,),COOH H
Hapten C NHCONH(CH,)sCOOH H
Hapten D CONH(CH,)sCOOH H
Hapten E H CONH(CH,)sCOOH

Obr. 4. Chemicka struktura karbarylu a haptenii pouZzitych
v praci Abad a spol.”

pripojeni na bilkovinu. Teoreticky jsou za nejlep$i hapteny
povazovany hapteny A a B. V jejich molekulach je spojo-
vaci raménko pfipojeno pies methylovou skupinu analytu,
a tak je zachovana charakteristicka skupina pro tyto pesti-
cidy. V haptenech C a D je raménko pfipojeno stejnym
zpusobem, ale chybi karbamatova skupina. Hapten E se od
haptenu D li8i pouze polohou funkéni skupiny na aroma-
tickém kruhu. Pfi vybéru nejvhodnéjSich haptenti pro pii-
pravu monoklonalnich protilatek byly pfipravené imuno-
geny pouzity nejprve pro imunizaci kraliki. Ziskané poly-
klonalni protilatky byly charakterizovany metodou ELISA.
Podle ocekavani se jako nejlepsi potvrdily hapteny A a B,
které poskytly vyrazné nizsi /sy nez ostatni hapteny. Proto
byly pouzity pro pfipravu monoklonalnich protilatek.

Pro analyzu N-methylkarbamatu je k dispozici néko-
lik komer¢nich souprav ELISA pouzivajicich mikrotit-
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racni desticky nebo magnetické Castice s fotometrickou
detekci. Takovato souprava byla pouzita napt. ke stano-
veni karbofuranu a aldikarbsulfatu v mase, jatrech, krvi
nebo moci”. ELISA zalozena na vyuziti magnetickych
Castic byla vyvinuta pro rychlé stanoveni karbarylu ve
vodnych vzorcich” nebo pro karbofuran ve vodé
a v padé’. Publikovana byla jednostupiiova kompetitivni
ELISA pouzivajici monoklonalni protilatky proti pestici-
du propoxur (/59 v rozmezi 6,5-17,9 nM) bez kiizovych
interakci s vyznamnymi N-methylkarbamatovymi pestici-
dy”. Dostupné publikované metody ELISA pro karbaryl,
karbofuran a methiokarb jsou shrnuty s vybranymi charak-
teristikami v tabulce II1.

Protilatky, které byly ptipraveny Abadem a spol.”’,
byly pouzity pfi vyvoji imunosenzoru pro detekci karbary-
1u"®”". Senzor je zalozen na principu heterogenni kompeti-
tivni enzymové imunoanalyzy, kterd pouZziva protilatky
v roztoku (nepfimé provedeni) nebo imobilizované proti-
latky (pfimé provedeni). V obou ptfipadech byla pouZita
enzymova znacka (kfenova peroxidasa) a fluorimetricka
detekce. Jedna imunoanalyza pro pfimé provedeni trva asi
11 min s detekénim limitem 26 ng.ml™, pro nepiimy asi
17 min s detekénim limitem 284 ng.ml™'. Metoda byla
aplikovana na analyzu vzorku pitné vody a dzusu a ziskané
vysledky byly porovnany s ELISA jako referen¢ni meto-
dou. Vyvinuty imunosenzor byl pouzit také pro analyzu
vzorkll zeleniny a ziskané vysledky byly porovnany
s HPLC jako referenéni metodou’®. Pro vzorky vody byl
sestaven imunosenzor pro soucasné stanoveni vice pestici-
di (karbaryl, atrazin a irgarol 1051). Detekéni limit byl pro
viechny pesticidy nizsi nez 0,1 ug.ml™, cit.”. Stejny typ
imunosenzoru jako pro karbaryl byl pouzit i pro jeho hlav-
ni degradacni metabolit 1-naftol s detekénim limitem ve
vodném prostiedi 16,2 pg.17, cit.®.
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Tabulka III
Piehled publikovanych metod ELISA pro N-methylkarbamatové pesticidy karbaryl, karbofuran a methiokarb

Usporadani PL Detekéni limit Iso Matrice vzorku Lit.

metody” [ng.ml™'] [ng.ml™]

Karbaryl

ELISA IV pPL 0,25 N voda 73

ELISA III pPL 200 92,8 zelenina 81

ELISA 1 pPL 1000 N obili 82

ELISA II pPL N 1,48 pomerance, broskve, banany, mrkev, 83
fazole, brambory

ELISA1/ELISAII pPL 50/200 400 /2000-5000 voda 84,85

ELISAI/ELISAII mPL N/0,01 0,13/0,058 jablka, rajcata, jablkovy a grepovy dzus, 15,71,

voda, okurky, jahody, brambory, pome-  86-90
rance, papriky, détska vyziva

Methiokarb
ELISA 1 mPL N 0,044 détska vyziva, okurky, jahody 15,
89,91

ELISAII/ mPL N/N 0,12/0,16 détska vyziva, okurky, jahody 15,

ELISA VI 89,91

Karbofuran

ELISAT/ELISAII mPL N/0,2 0,7/1,8 jablka, rajcata, jablkovy a grepovy dzus, 89,92,
voda, okurky, jahody, brambory, pome- 93
rance, papriky, détska vyziva

ELISA IV pPL 0,056/5,6 N voda / zemina 74

komercni souprava

ELISA IV pPL N N hovézi jatra 94
komer¢ni souprava

ELISAV pPL N N mleté maso a jatra 72
komer¢ni souprava

*N — neuvedeno; pPL — polyklonalni protilatka; mPL — monoklonalni protilatka; ELISA T — ptima kompetitivni ELISA, na
mikrotitracni desticky vazana protilatka; ELISA II — neptima kompetitivni ELISA, na mikrotitra¢nidesti¢ky vazan antigen;
ELISA IIT — dipstik; ELISA IV — pfimé kompetitivni ELISA, na magnetickych ¢ésticich navézana protilatka; ELISA V —
pfima kompetitivni ELISA, na sténach zkumavky vazana protilatka; ELISA VI — pfima kompetitivni ELISA, na mikrotit-
racni desticky vazan antigen
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Tabulka IV

Referaty

Ptfehled hlavnich charakteristik komerénich souprav ELISA pro analyzu organochlorovych a karbamatovych pesticidtl
uvedenych v riznych dokumentech firem Strategic Diagnostics, Inc., Abraxis a EnviroLogix

Pesticid Format® Rozmezi kvantifikace Matrice vzorku
[ug.ml™]

Aldikarb I 1-100 vzorky vody, pudy, potravin

Kaptan I 0,08-3 vzorky vody

Karbaryl I 0,4-5 vzorky vody, pudy, potravin

Karbofuran I 0,1-5 vzorky vody, ptdy, potravin

Cyklodieny I 0,6-26,6 vzorky vody

Aldikarb 1I 5-100 vzorky vody

Chlordan 1I 20-600 vzorky pidy

Cyklodieny 11 10-100 vzorky vody

DDT 11 0,2-10 vzorky pidy

Lindan 11 0,4-40 vzorky pady

Aldikarb I 1-20 vzorky vody

Cyklodieny I 1-100 vzorky vody
1II 5-100 vzorky vody

DDT III 1,25-75 vzorky vody, pidy, sediment, rybi plazma
I 0,025-0,875 vzorky pudy

Endosulfan I 0,25-25 vzorky vody, pudy, sediment, rybi plazma
111 0,075-1 vzorky vody

*Format: I — protilatky navazané na magnetické astice, IT — protilatky navazané na stény zkumavek, III — protilatky nava-

zané na mikrotitracnich destickach s 96 jamkami

6. Validace imunoanalyz

Na desitkach pesticidit bylo ukazéano, ze imunoanaly-
zy jsou dobrou alternativou ke konven¢nim metodam pro
svou vysokou specifitu a citlivost a pro nizsi naklady na
stanoveni. Validace imunoanalyzy by méla byt integralni
soucasti vyvoje metody. Pfi analyzach urcitych typt vzor-
ki bylo dosazeno vysoké korelace mezi vysledky imunoa-
nalyzy a konvenéni metody” ™. Rada statnich i profesnich
organizaci (pfedevsim v USA a v Evrop€) z oblasti kontro-
ly potravin a Zivotniho prostfedi a z oblasti analytické
chemie (EPA, AOAC, FSIS, UK ESCA, GISG) dava za-
vazna pisemna doporuceni pro evaluaci imunoanalyz
a kontroluje valida¢ni protokoly u komer¢nich souprav. Na
seznamu validovanych oficialnich metod podle EPA
a AOAC pro stanoveni urcitych pesticidli v ur¢itém typu
vzorku je jiz imunoanalyza uvedena ve vice nez dvaceti
pfipadech (vEetné DDT, pentachlorfenolu, chlordanu).

Imunoanalyzu analytu je nutno ovéfit pro kazdy typ
vzorku zv1ast, aby se pfedeSlo neZzddoucim nespecifickym
interakcim slozek matrice vzorku s protilatkami, které by
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mohly ovliviiovat ziskané vysledky stanoveni (napf. zpu-
sobovat faleSné¢ pozitivni ¢i fale$né negativni hodnoceni
kontaminace sledované komodity)***®. Piedpokladat bez
ovéteni, ze selektivita protilatek je natolik vysokd, Ze ne-
dovoli zminény projev matrice, je nekorektni. Ostatné
takovy vliv matrice je nutné eliminovat i u konvencnich
metod”.

7. Budoucnost imunoanalyzy pesticidi

Popularita imunochemickych metod pii stanoveni
pesticidu se zvysuje, jak se tyto metody stale vice pfemé-
fuji z vyzkumného nastroje v rutinni techniku, a jak jsou
komer¢nimi vyrobcei nabizeny v §irSi Skale kompletni ana-
Iytické soupravy. (Pfehled souprav ke stanoveni orga-
nochlorovych a karbamatovych pesticidi je uveden
v tabulce IV).

Zatimco mezi souCasnymi aplikacemi imunoanalyz
pfi stanoveni pesticidi naprosto prevazuje ELISA, lze
v budoucnu ocekavat ¢etnéjsi aplikace imunoafinitni chro-
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matografie, at’ jiz v podobé LFIA nebo kolonek pro imu-
noextrakci pfi kombinovaném pouziti konvenc¢nich analy-
tickych postupii a imunosorbentu.

Vzhledem k zna¢nému usili vynalozeném na vyvoj
imunosenzorl roste i pocet publikaci o multianalytovych
imunosenzorech’, at’ jiz v provedeni ty&inek™, protilatko-
vy mikroarray'®'! svazku kapilar'® nebo dokonce ko-
meréniho piistroje''*. Zavedeni takovych zafizeni do
analytické praxe by bylo z hlediska efektivity vykonu la-
boratofe velice prospesné.

Vedle jiz naprosto bézné¢ pouzivanych monoklonal-
nich protilatek urcité pfi imunoanalyze pesticidii naleznou
§irsi uplatndni rekombinantni protilatky'®>'%. P¥i jejich
pfipravé lze genovymi manipulacemi sndze ovliviiovat
specifitu protilatek nez zménou struktury imunogend pfi
pfipravé polyklonalnich protilatek ¢i selekci hybridomt
u monoklonalnich protilatek.
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Seznam zKkratek

DDA 2,2-bis(4-chlorfenyl)octova kyselina
DDT 1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan
ELISA enzyme linked immunosorbent assay
LFIA lateral flow immunoassay

Iso bod 50% inhibice
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Determination of Organochlorine and Carbamate Pest-
icides

Immunoassay is recognized as a promising method
for screening environmental contaminants. The article
deals with principles and practical applications of immu-
nochemical methods in pesticide analysis. An overview is
given of organochlorine and carbamate pesticides for
which immunoassays, in particular the ELISA test, were
developed, including commercially available kits. In addi-
tion, a survey is given on further developments of existing
or new immunoassays and on the application of immuno-
chemistry in other fields (immunoafinity chromatography,
Immunosensors).
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1. Uvod

Redukce karbonylové skupiny aldehydi a ketond
vede ve vétSing pripadi ke vzniku hydroxyskupiny nebo
methylové, resp. methylenové skupiny. V literatufe chybi
komplexni zpracovani moznych zptsobt redukce karbony-
lovych slouc¢enin na odpovidajici uhlovodiky.

Mezi dva nejstarsi postupy redukce C=O skupiny alde-
hydut a ketontt na CH; resp. CH, skupinu, dodnes v§ak pouzi-
vané, patfi Clemmensenova redukce a Wolffova-Kiznérova
redukce. Clemmensenova redukce probiha pii zahiati alde-
hydu nebo ketonu s amalgdmem zinku v prostiedi kyseliny
chlorovodikové'?. Pii Wolffové-Kiznérové redukci se
karbonylové slouceniny zahfivaji s hydrazinem v pfitom-
nosti baze (nej¢astdji hydroxid sodny nebo draselny)*~>.

Pro redukci karbonylové skupiny na methylenovou je
pouzivana fada dalSich ¢inidel. Mezi né patii triisopropyl-
fosfit ~ P(O-i-Pr);  (cit.f),  LiAlH,-AICl;  (cit.”®),
LiAIH,-CpTiCl; (cit.”'?) (Cp = cyklopentadienyl), LiAIH,-
P,I, (cit.'"), NaBH,-AICl; (cit.'"), Et;SiH-CF;SO;H
(cit.""), Et;SiH-CF;COOH (cit."), Et;SiH-AICI; (cit.'®) aj.

V neposledni fadé k témto redukcim vedou katalytic-
ké hydrogenace. Katalytické hydrogenace karbonylovych
sloucenin byvaji nejcastéji vyuzivany k ptipravé odpovida-
jicich alkoholtl, pfi¢emz hydrogenace aldehydd na primar-
ni alkoholy probihaji obvykle snadnéji nez hydrogenace
ketont, u kterych svou roli hraje sterické stinéni reagujici
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skupiny. Dalsi redukce alkoholu vodikem na uhlovodik je
zavisla na jeho struktuie, reakénich podminkach, katalyza-
toru a reak¢nim prostiedi.

K deoxygenaci mize ovSem také vést piima hydroge-
nolyza vazby C=0. Hydrogenolyza vazby C=0O obvykle
neprobiha u alifatickych karbonylovych slou¢enin'”'®.

2. Pfeména skupiny C=0 na CH, nebo CH;
skupinu

Katalytické hydrogenace karbonylovych sloucenin
spolehlivé vedou ke vzniku hydroxysloucenin. Nékdy je
vSak Zzadouci pfevést skupinu C=O az na CH, nebo CHj;
skupinu, tedy provést deoxygenaci vychozi latky.

Snadnost této pfemény je ovlivnéna strukturou latky
(tento typ pfemén je popsan piedevSim pro aromatické
a cyklické aldehydy a ketony) a reakcnim prostiedim. Vét-
Sina téchto hydrogenaci je katalyzovana tuhym katalyzato-
rem a provadi se v rozpoustédle, k némuz byva velmi Casto
pfidavana silnd kyselina, ktera napomaha pozadované
pfeméné a omezuje vznik alkoholu jako kone¢ného pro-
duktu. Pouzivaji se jak anorganické kyseliny (HCI, H,SOy,,
HC10,)"", tak i kyseliny organické (kyselina octova —
sebou samoziejmé piinasi vySSi korozivni pulsobeni,
aproto dnes byvaji nahrazovany anorganickymi hetero-
gennimi kyselymi katalyzatory, predevS§im na bézi zeolitd.
Pouzity byly naptiklad zeolity ZSM-5 (cit.*’"*), mordenit
(cit?), beta (cit?™"), Y (cit.?), faujasit (cit.*?"),
MCM-41(cit.*®), K-10 montmorillonit™.

Lansink-Rotgerink a spol.”’ porovnavali aktivitu
a selektivitu hydrogenace skupiny C=0 na skupinu CH,
s katalyzatory se zeolitovymi nosici oproti bézZnym postu-
plm s katalyzatorem nanesenym na aktivni uhli a pfidav-
kem H,SO, k reakéni smési. Katalyzatory se zeolitovymi
nosici se ukazaly pfi té€chto pfeménach aktivnéjsi a selek-
tivnéjsi. Provedeno bylo i srovnani rizné kyselych nosici
(zeolity oproti Si0,). Katalyzatory s méné kyselymi nosici
vykazovaly mensi aktivitu.

VétSina reakei byva provadéna v rozpoustédlech. Jde
bud’ o alkoholickd rozpoustédla (nejCastéji metha-
nol'*#233 “ethanol**’, 2-methyl-2-propanol’* >, 2-pro-
panol®***") nebo jina rozpoustddla obsahujici kyslik
(napf. ethylacetat’*®, dioxan®, kyselina octova®**®). Dru-
hym typem pouzivanych rozpoustédel jsou alkany (hexan,
heptan®, pentadekan’’, apod.).

Zavislosti rychlosti hydrogenace nékterych karbony-
lovych sloucenin (acetofenon, benzaldehyd) na pouzitém
rozpoustédle se zabyval Baltzly”. Pouzil methanol neut-
ralni, okyseleny HCl, HCIO4 nebo se zbytkovou kyselosti
z piipravy katalyzatoru, s riizné velkym piidavkem destilo-
vané vody. Pfi pouziti 3% Pd/C jako katalyzatoru klesala
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reakéni rychlost s rostoucim obsahem vody a v okysele-

nych rozpoustédlech byla vyssi nez v neutralnich®.

2.1. Katalyzatory hydrogenacni
deoxygenace

Redukce karbonylové skupiny aldehydi a ketoni
vodikem na methylovou, resp. methylenovou skupinu
byvaji nejcastéji katalyzovany katalyzatorem Pd/C
(cit.'#20-247263741y "palladium je nejaktivngjsim kovem pro
tyto hydrogenolytické reakce a pro hydrogenaci dvojnych
vazeb konjugovanych s aromatickym kruhem (latky typu:
Ar-C=C, Ar-C=0, Ar-C=NR). Pti nizké teplot¢ je neaktiv-
ni pro hydrogenace aromatickych kruhd a vykazuje nizkou
aktivitu pro hydrogenace alifatickych aldehydii a ketonti*,

Reakce obvykle probihaji za mirnych podminek
(teploty do 80 °C, tlaky do 0,5 MPa), v alkoholickych
rozpoustédlech okyselenych kyselinou octovou nebo anor-
ganickou kyselinou nebo byva kyselina octova pouzita
pfimo jako rozpoustédlo.

Sajiki, Hattori a Hirota*** hydrogenovali nejriizngjsi
aromatické ketony a aldehydy s pouzitim katalyzatoru
10% Pd/C a dale komplexu 10% Pd-ethylendiamin/C.
Hydrogenace na komercénim katalyzatoru Pd/C vedla
u testovanych aromatickych ketont a aldehydi ke vzniku
odpovidajiciho alkylarométu, kdeZto reakce katalyzované
komplexem 10% Pd-ethylendiamin/C poskytovaly ve vy-
sokych vytézcich (vice nez 90 %) odpovidajici alkohol.
Autofi rovnéz zjistili***, ze komplex Pd-ethylendiamin/C
ma mensi katalytickou aktivitu, nebot’ koordinovany ethy-
lendiamin pisobi jako slaby katalyticky jed.

Aktivni uhli v8ak neni jedinym nosi¢em palladia,
které se pro tyto pfemény pouziva. DalSimi materialy jsou
napt. ALO;, Si0, — ALO;, Si0, (cit.>”*%), zeolity**"*!
apod.

Abu-Reziq a spol.*” pouzili pro redukci aromatickych
ketoni na odpovidajici alkany komplex Pd-[RhCl(cod)],,
kde cod zna¢i cyklooktadienyl. Reakce byly vedeny
v autoklavu pfi tlaku 3 MPa a teploté 80 °C v heptanu. Po
dlouhé reakéni dobé (24—72 h, podle druhu ketonu) byly
ziskany produkty s karbonylovou skupinou pfeménénou na
skupinu CHy, ale i s hydrogenovanym aromatickym kru-
hem. Naptiklad hydrogenaci acetofenonu za uvedenych
podminek byl ziskan ethylcyklohexan ve vytézku 79 %.

Redukcei aromatickych ketonii a aldehydi na odpovi-
dajici nasycené uhlovodiky se zabyvali i Kogan a spol.*’,
kteti vyuzili katalytické vlastnosti polyoxometalati obsa-
hujicich Pd. Polyoxometalaty se jako katalyzatory zacinaji
uplatiovat teprve v poslednich dvaceti letech. Hydrogena-
ci zkoumanych karbonylovych sloucenin s 10 % slouceni-
ny KsPPdW 039 zakotvené na aktivnim uhli pfi 0,3 MPa
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a200 °C v pentadekanu se zredukovala skupina C=0 na
CHj,, ale doslo i k nasyceni aromatického kruhu.

Kromé palladia byly ke katalytickym redukcim kar-
bonylovych skupin aldehydii a ketoni na odpovidajici
uhlovodiky pouzity i dalsi kovy a jejich slouceniny, napfi-
klad CuCr (cit.>®), Fe (cit.**), Ni/ALOs (cit.*’) nebo sulfi-
dy**** W, Mo, CoMo, NiMo. Pouziti t&chto pro hydroge-
nace a hydrogenolyzy karbonylovych sloucenin méné ak-
tivnich kovl s sebou nese nutnost pracovat za tvrdsich
reakénich podminek, za teploty 200-300 °C a tlaku az
15 MPa. Platina byla pro tento druh reakci pouzita nanese-
na na zeolitech®®****? nebo ve form¢ platinové &erni*>~.
Katalyticky efekt mize byt modifikovan piidavkem pro-
motorl (prvky z IV. A skupiny — Sn, Ge, Pb, In)>.

3. Mechanismus piemény karbonylové skupiny
na methylenovou

Katalyticka redukce karbonylové skupiny vodikem na
methylenovou skupinu mtize probihat tfemi mechanismy:
— hydrogenac¢né-dehydrataénim mechanismem
— hydrogena¢né-hydrogenolytickym mechanismem
— pfimou hydrogenolyzou vazby C=0

3.1.Mechanismus hydrogenacn¢-
dehydratacni

Ptemény skupiny C=O na skupinu CH, mechanis-
mem hydrogenac¢né-dehydratacnim vyzaduji ptitomnost
kyselého prostiedi nebo bifunkéniho katalyzatoru®'*. Bi-
funk¢éni katalyzator se sklada z kovové hydrogenacni sloz-
ky a kyselého nosice, pfi¢emz obé soucasti katalyzatoru se
podileji na reakci.

Pii redukci karbonylové skupiny na methylenovou
v pritomnosti bifunkéniho katalyzatoru nejprve hydroge-
nacni slozka (Pd, Pt) katalyzuje redukci skupiny C=O na
hydroxyskupinu, poté nasleduje odstépeni vody vlivem
kyselosti nosice za vzniku vazby C=C, ktera je
v poslednim stupni hydrogenovana (viz schéma 1).

Prikladem katalyzatori podporujici tento mechanis-
mus jsou Pt/K-10 montmorillonit*®, Pd nanesené na B-
zeolitech, faujasitu, MCM 41 (cit.’*") nebo Pt/ZSM-5
(cit.®%).

Kysela slozka mtize ovSsem pfi redukci karbonylové
skupiny putsobit i v fad¢ vedlejsich kysele katalyzovanych
katalyzovanych reakci — aldolizaci, dimerizaci®**",

0 OH
CH,R _Ho CH,R _ H' NCH-R _ H» CH,R
- H,0

Schéma 1. PFeména aromatickych ketonti na alkylaromaty s pouZitim bifunk¢énich katalyzatoria
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3.2.Mechanismus hydrogenacn¢-
hydrogenolyticky

Druhym moznym mechanismem vzniku uhlovodikt z
karbonylovych sloucenin je mechanismus hydrogenacné-
hydrogenolyticky, ktery vyzaduje katalyzatory a prostiedi
podporujici hydrogenolytické §tépeni. Palladium je nejak-
tivngjsi kov pro hydrogenolytické reakce, hydrogenolyze
napomaha rovnéz kyselé prostiedi nebo kysely nosic.

Tento mechanismus byl popsan pro aromatické keto-
ny typu ArCOR (cit.”**") a pro cyklohexandiony>°. Skla-
da se ze dvou stupnii — nejprve je karbonylova skupina
ketonii hydrogenovana na odpovidajici alkohol, poté nasle-
duje hydrogenolyza vazby C—OH za vzniku pfislusného

uhlovodiku (viz schéma 2).
OH
o

H>
-H,0

(0]
©)LR ©AR
Schéma 2. Pfeména aromatickych ketoni hydrogenaéné-
hydrogenolytickym mechanismem

3.3.Pftiméad hydrogenolyza vazby
C=0

Tretim teoreticky moZnym mechanismem pifemény
skupiny C=0 na skupinu CH, je pfimé §tépeni vazby C=0
(0]

vodikem (viz schéma 3).
Sh o

Schéma 3. Hydrogenolytické Stépeni karbonylovych sloucenin

Ha
~H,0

Mechanismus ptimé hydrogenolyzy karbonylovych
sloucenin na odpovidajici uhlovodiky je nejméné pravde-
podobny. Reziq a spol.*’ se zabyvali hydrogenolyzou celé
fady karbonylovych sloucenin a tento mechanismus proka-
zali pouze u pfemény benzofenonu na dicyklohexylmethan
za pouziti katalyzatoru Pd-[RhCl(cod)], pfi teploté 80 °C
atlaku 3 MPa v heptanu, kde v prvnim stupni prokazali
hydrogenolytické S$tépeni vazby C=O benzofenonu za
vzniku difenylmethanu.

4. Zaveér

Katalytické hydrogenace karbonylovych sloucenin
vedou ke vzniku alkoholii. Pfi vhodné zvolenych reak¢-
nich podminkach mtze hydrogenace vést az ke vzniku
methylové ¢i methylenové skupiny.

Existuji tfi mozné mechanismy katalytické redukce
karbonylové skupiny vodikem na methylenovou skupinu.
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Hydrogenaéné-dehydratacni, pti kterém se po hydrogenaci
karbonylu na alkohol od$té€puje voda za vzniku vazby
C=C, kterd se v poslednim stupni hydrogenuje. Druhym
moznym mechanismem vzniku skupiny CH, ze skupiny
C=0 je hydrogenolyza, pti které se vazba C—OH stépi
vodikem. Pfi redukci hydrogenolytickym mechanismem se
nejprve karbonylova skupina aldehydt nebo ketonti hydro-
genuje na odpovidajici alkohol a poté nasleduje hydroge-
nolytické $tépeni vazby C—OH. Teoreticky mozné je i
pfimé hydrogenolytické Stépeni vazby C=O karbonylo-
vych sloucenin.

Redukci karbonylové skupiny lze ovlivnit volbou
katalyzatoru, nosice i rozpoustédla, pfi¢emz pfeménu kar-
bonylovych sloucenin na odpovidajici uhlovodiky podpo-
ruji kyselé nosice a rozpoustédla s ptidavkem kyseliny.
Nejaktivnéjsim kovem pro hydrogenolytické reakce je
palladium.

Autori dékuji Grantové agentuie Ceské republiky za
financni podporu tohoto projektu (No.203/03/0804).
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nic Technology, Institute of Chemical Technology, Pra-
gue): Hydrodeoxygenation of Aromatic Ketones and
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A review on catalytic hydrogenation and hydro-

genolysis of aromatic ketones and aldehydes is presented.
Possible mechanisms of the transformation of the carbonyl
to methylene group, catalysts, supports and reaction condi-
tions are given.
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1. Uvod

Halogenované uhlovodiky predstavuji jeden
z nejvaznéjsich problémul znecisténi zivotniho prostredi.
Nejenom v Ceské republice, ale prakticky po celém svétd
se vyskytuji oblasti s velmi tézkou kontaminaci predevsim
podzemnich vod. Casté jsou i ptipady, kdy se koncentrace
halogenovaného uhlovodiku ve vod¢ bliZi hodnoté& nasyce-
ného roztoku a na nepropustném podlozi vodonosné vrstvy
spociva organicka faze. Likvidace téchto starych zatézi,
které vznikly havariemi, nedbalosti, pracovni a techno-
logickou nekdzni, je velmi nékladnd, a proto se hledaji
nové, efektivnéjsi a predevsim levnéjsi zplsoby jejich
odstrafiovani.

V poslednich nékolika letech jsou zkoumany parame-
try a moznosti technologického vyuziti reakce kovového
zeleza s halogenovanymi uhlovodiky ve vodé. Sumaérni
reakce je velmi prostd: za anaerobnich podminek redukuje
kovové zelezo chlorované organické latky za vzniku chlo-
ridd. Predpoklada se, Zze na dehalogenaci se podili dva
zakladni reak¢éni mechanismy:

1. Hydrogenolyza: RX +2¢” + H =RH + X~

Pfi této reakci dochazi u polychlorovanych latek
k postupnému odstrafiovani organického halogenu ptes
niZe chlorované meziprodukty, pfi¢emz rychlost reak-
ce je niz&i pro latky s niz§im stupndm chlorace'.
Reduktivni eliminace: -CHX-CHX- + 2¢~ = -CH=CH-
+2X°

Zde je zapotiebi, aby atom halogenu byl pfitomen na
dvou sousednich atomech uhliku. V obou ptipadech
slouzi jako reduk¢ni Cinidlo kovové Zelezo, které se

oxiduje za anaerobnich podminek na Fe™".
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2. Zakladni udaje

Pribéh dehalogenacni reakce byl studovan predevsim
pro tékavé halogenované uhlovodiky. Pfi redukci chloro-
vanych ethentl se pfi dechloraci uplatiiuji oba vySe nazna-
¢ené mechanismy. Pievazuje vSak pravdépodobné druhy,
takze meziprodukty hydrogenolyzy se vyskytuji ve vodé
vzdy v daleko niz§i koncentraci nez matetské latky. To je
zvlaste dilezité u vinylchloridu, ktery je toxict&jsi nez
trichlorethen a tetrachlorethen.

V nejjednodussim pfiblizeni 1ze sumarné rychlost
odstrafiovani halogenovanych uhlovodiktli popsat kinetikou
prvniho fadu®”’. N&ktefi autoti doporucuji kombinaci kine-
tické rovnice 1. a 2. fadu’, popfipadé kinetické rovnice
necelistvych fada®. Na obr. 1 je uveden vysledek labora-
torntho experimentu s rlznou pocateéni koncentraci
tetrachlorethenu v demineralizované vodé¢. Ptirastek kon-
centrace chloridi ve vodé je kvuli pfehlednosti obrazku
uveden jen pro jednu koncentraci tetrachlorethenu. Ktivky
modeluji rychlost reakce pomoci mocninné kinetiky®.
Usporadani pokusii bylo vsadkové, objem reaktoru 22 ml,
hmotnost Zeleza 5 g, jeho zrnéni 150 um, specificky po-
vrch 0,66 m* g™, teplota 22 °C.

Protoze se jedna o heterogenni reakci, je jeji rychlost
pfimo tmérné specifickému povrchu zeleza. Neni proza-
tim jednoznacné zjisténo, ktery pochod je pro celkovy
pribéh reakce limitujici: adsorpce na povrchu Zeleza nebo
samotna chemickd reakce. Hodnoty aktivacnich energii
jsou uvadény v rozmezich 30-80 kJ.mol™ (cit.*’) podle
typu halogenovaného uhlovodiku. Kone¢nym produktem
rozkladu jsou pak jednoduché uhlovodiky jako methan
(v pripad¢ jednouhlikatych halogenovanych uhlovodik)
ethen, ethan a acetylen (v piipadé dvouuhlikatych®™) — viz

96
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Obr. 1. Ubytek tetrachlorethenu ve
Zelezem

vodé reakci s kovovym
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Tabulka I
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Zastoupeni plynnych produkt (v molarnich procentech) rozkladu trichlorethenu béhem vsadkového laboratorniho experi-

mentu'® v zavislosti na dobé& reakce

Cas SlozZeni [mol. %]
[h] methan ethan ethen propan  propen butan cis-2- trans-2-  1-buten  isobutan
-buten -buten
6 0,0 20,2 64,2 1,7 2,3 2,5 1,4 4,1 1,2 2,4
24 0,6 35,1 48,3 2,0 2,9 2,7 14 4,1 0,5 2,5
72 2,5 81,0 1,1 2,9 2,4 3,6 1,4 2,4 0,4 2,3
Tabulka II pak mize dojit ke sraZeni FeS (K, = 1,59.107", cit."® ).

Zastoupeni plynnych produkti (v molarnich procentech)
rozkladu trichlormethanu béhem vsadkového laboratorni-
ho experimentu'® v zavislosti na dobé reakce

Cas Slozeni [mol. %]

[h] methan  ethan ethen  propan propen
6 80,2 4,8 7,4 2,6 5,1

40 78,4 5,7 7,2 2.8 5,8

72 77,1 8,3 5,7 32 5,6

tabulky I a II (cit.'’). Kromé& téchto plynnych produkti
dehalogenace je v plynné fazi ptitomno také znacné mnoz-
stvi vodiku, ktery vznika reakci zeleza s vodou.

Dekontaminace vod elementarnim zelezem neni ome-
zena jen na t€kavé halogenované uhlovodiky. Nekteti au-
tofi prokazali, Ze ji 1ze aplikovat i na vody s obsahem DDT
(cit.""), poptipadé jinych pesticida'?. U n&kterych chloro-
vanych latek (napt. chlorfenolti nebo chlorovanych chino-
nu) vSak pravdépodobné dochazi pouze k sorpci z vody na
povrchu Zeleza, aniz by dosSlo k nasledné dehalogenacni
reakci' ™', Nékteré prace vsak ukazuji, ze napf. v pripadé
pentachlorfenolu je dehalogenaéni reakce velmi pomala'™.

Pfi dehalogenacni reakei a redukci vody Zelezem do-
chazi k ristu hodnoty pH vodného roztoku. V anaerobnim
prostiedi se vyluCuje hydroxid Zeleznaty a dehalogenacni
reakce nakonec probiha v nasyceném roztoku Fe(OH),,
jehoz hodnota pH je zhruba 9,5. Nartust hodnoty pH je
samoziejmé zavisly i na aktualni koncentraci halogenova-
nych uhlovodikil ve vodé a pfirozené neutralizacni kapaci-
té realné vody (tlumicem je systém hydrogenuhli¢itany-
oxid uhlicity). Je-1i pfirozeny systém tlumen slab&, muze
béhem dehalogenacéni reakce vzrist pH vody az nad 10
(cit."®).

Tvorba srazenin na povrchu kovového Zeleza, které
samoziejmé zpomaluji dehalogenaéni reakci'’, je zavisla
na sloZzeni podzemni vody. Hlavni precipitacni reakci,
kterd probih4, je srazeni Fe(OH), (K, = 8.107'°, cit.'®'®).
V podzemnich vodach obsahujicich vys§i koncentrace
oxidu uhli¢itého a hydrogenuhlicitani 1ze ocekavat i tvor-
bu FeCO; (K, =3,2.10"") a CaCO; (K, = 2,8.107, cit.'®'®).
Je-1i v podzemni vodé vyssi koncentrace sulfidt (sulfanu),

986

Sulfan mtze vznikat i redukeci siranti, pokud hodnota redox
potencialu odpovida anaerobnim podminkam (niz$i nez
zhruba —50 mV). Redox potenciél pii dehalogenaci Zelezem
&ini az —500 mV (cit.'). Hydroxid Zeleznaty je pomé&mé
nestabilni a v pfitomnosti rozpusténého kysliku nebo jinych
oxidacnich Cinidel podléhd zvlasté pti vysSich hodnotach
pH snadno oxidaci na Fe(OH); (K, = 2,64.10°’) ptipadné
na FesO4 (K = 1,70.1072, cit.ls). Pritomnost hydroxida
nebo oxidl Zeleza na povrchu kovového Zeleza zpisobuje
také jeho pasivaci. Tato vrstva zabranuje piesunu elektro-
ni a omezuje tak pribh dehalogenacnich reakci'®. Pro
rozru$eni oxidové vrstvy v laboratornich podminkach né-
ktefi autofi pouzivaji pfedc¢isténi kovového zeleza rozto-
kem kyseliny chlorovodikové, ktery byl nejprve zbaven
rozpusténého kysliku probubldnim inertnim plynem. Ve
vSech ptipadech byly po ptedCisténi pozorovany vyssi
hodnoty rychlostnich konstant. Pokusy s komplexaci Zele-
za napiiklad kyselinou ethylendiamintetraoctovou nebo
pridavkem ethanolu? nedopadly nijak presvédgivé
(naproti tomu je popsan kladny katalyticky vliv pyritu na
dehalogenacni reakci — S™ centra ziejmé slouzi jako pie-
naseé¢ elektront®). Komplexotvorné latky mohou naopak
podporovat desorpci chlorovanych uhlovodikll z povrchu
zeleza a snizovat tak rychlost reakce na jeho povrchu. Na-
proti tomu preparace povrchu zeleza nékterymi kovy (Pt,
Cu, Ni, Pd) vede k urychleni dehalogena¢ni reakce®'? .
Vyuziti této skutecnosti v praxi vSak nebude ziejmé nijak
masové. Pri¢inou zvySené reaktivity povrchu mize byt
i dulkova koroze Zeleza zpisobenad chloridovymi ionty.
Dalsim faktorem, ktery ovliviiuje dostupnost povrchu pro
dehalogenacni reakce je vznik vodiku reakci Zeleza s vo-
dou. Vodik mize vytvafet pfi povrchu zeleza tenky film,
ktery brani kontaktu odstranovanych latek s reaktivnim
povrchem'®.

Kromé srazecich reakci dochazi i k dalsim vedlejSim
reakcim, které ovliviiuji slozeni vody po dehalogenaci.
Naptiklad reakci zeleza s dusi¢nany dochazi za anoxic-
kych podminek k prakticky kvantitativni redukci dusi¢na-
nii na amonné ionty'®** podle rovnice:

NO; + 10 H" + 4 Fe’ = NH," + 3 H,O + 4 Fe**

Tato reakce mulze ovliviiovat rychlost dechlorace
chlorovanych uhlovodikt®.
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Vedle Zeleza dochazi k reduktivni dechloraci haloge-
novanych uhlovodikil ve vod¢ i jinymi elementdrnimi ko-
vy — hlinikem, m&di nebo hoitikem**?’. Pro praktické
ucely jsou vsak tyto kovy i v budoucnosti zfejmé neupotie-
bitelné.

3. Praktické vyuziti

Téekavé halogenované uhlovodiky patii k nejcastéjsim
kontaminantim podzemnich vod. V. CR se jedna prede-
v§im o tetrachlorethen (PCE) a trichlorethen (TCE), které
byly a jsou pouzivany jako pramyslova rozpoustédla pro
odmastovani nebo pii povrchové Gipraveé kovi. Pro odstra-
néni t&chto latek z vod byvaji nejcastéji pouzivany sorpéni
postupy, napf. sorpce na granulovaném aktivnim uhli pfi
upravé vlastnosti pitné vody, odvétrdvaci postupy nebo
postupy biologické®® . Katalytické postupy in situ®' jsou
prozatim v pocatcich. VSechny uvedené metody vykazuji
urCité a v nékterych ptipadech principialni nevyhody.
Sorp¢éni hmoty jsou drahé a maji omezenou sorpéni kapa-
citu, odvétravaci postupy premist'uji zatéz z vody do vzdu-
chu a maji pomérné€ vysoké provozni niklady a biologické
procesy jsou v ptipad¢ halogenovanych uhlovodikt ucinné
jen v anaerobnim prostiedi a navic jsou pomalé. Pfi vyuZiti
biologickych postupt je také nepfijemné to, ze sekvence
biochemickych reakci mnohdy kon¢i na produktu, ktery
ma srovnatelnou nebo dokonce vyssi toxicitu nez latka,
kterou jsme si dali za ukol odstrafiovat. Za pfitomnosti
kovového Zeleza vSak lze predpokladat, Ze na rozkladu se
podili jak mikroorganismy, tak Fe’ (cit.*?). Problematické
jsou také vsSechny postupy dekontaminace podzemnich
vod se starymi zatézemi. Pokud je kontaminovana voda
Cerpana ze zvodnélé vrstvy a upravovana konvencni tech-
nologii na povrchu a zasakovéana zpét (systém nazyvany
také ,,pump and treat“), nebo vypousténa do vodotece, pak
mnohdy musime Upravarenskou technologii dimenzovat na
neptijemné velké kapacity, abychom vzhledem
k obrovskému objemu kontaminované podzemni vody
dosahli v realném Case viibec né&jaky pozorovatelny vysle-
dek. Pak je na misté uvazovat o uplatnéni technologii in
situ, tedy o Upravé vlastnosti podzemni vody pfimo ve
zvodnélé vrstve.

Alternativou k vysSe naznadenym postupiim pro od-
stranéni halogenovanych uhlovodikli z podzemni vody je
pravé zde diskutovand abiotickd reakce halogenovanych
uhlovodiki ve vodé s elementarnim kovovym zelezem.
V zisad¢ jsou uvaZovany dvé€ alternativy technologie: (1.)
pritok podzemni vody pfes permeabilni bariéru granulova-
ného Zeleza pii dobé€ zdrzeni vody v bariéfe na Grovni né-
kolika desitek hodin®® nebo (2.) vyuziti jemnych &astic
elementarniho Zeleza. Pti druhém zplisobu se diky vysokeé-
mu specifickému povrchu zeleza dosahuje daleko vyssich
reak¢nich rychlosti a podle konkrétni hodnoty specifické-
ho povrchu postacuji k efektivni dechloraci doby zdrzeni
na trovni nékolika jednotek az desitek minut*. Ideou je
injektovani jemnych cCastic Zeleza ptimo do kontaminova-
ného horninového prostfedi zvodnélé vrstvy. Plnoprovoz-
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Referaty

né nebyl tento zpasob doposud aplikovan.
4. Zavér

Ukazuje se, Ze reakce halogenovanych uhlovodiki
ve vode s kovovym Zelezem je pouzitelna pro odstranova-
ni téchto kontaminantl z podzemnich vod. Jako technolo-
gické feSeni se nabizeji predevSim pasivni permeabilni
bariéry granulovaného zeleza, pfes které kontaminovana
podzemni voda samovoln¢ protéka. Ve srovnani s doposud
konven¢né pouzivanymi technologiemi pro dekontaminaci
podzemnich vod vykazuje tento postup urcité vyhody.

Prace byla vytvorena v ramci grantového projektu
GA CR 203/03/0925.
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P. Vasek, J. Bizova, and V. Janda (Department of
Water Technology and Environmental Engineering, Insti-
tute of Chemical Technology, Prague): Removal of Halo-
genated Hydrocarbons from Water by Zero-Valent
Iron

Removal of halogenated hydrocarbons from water by
zero-valent iron is discussed. In situ processes based on
filtration of groundwater through a permeable barrier
formed by granular iron seem to be an advantageous alter-
native to traditional methods using, e.g., sorption or air
stripping. However, only a few full-scale units for the de-
contamination of groundwater by the in situ “zero-valent”
technology have been installed all over the world.
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KTrucové slova: salinomycin, 17-epi-20-deoxysalinomycin,
fermentacna pdda, premixy veterinarnych produktov, vy-
sokoucinna tenkovrstvova chromatografia, HPTLC, stolny
skener

Uvod

Salinomycin (obr. 1) patri do skupiny monokarboxy-
lovych polyéterovych antibiotik, ktoré sa vyznacuju iono-
fornymi vlastnostami. Jeho antimikrobidlne vlastnosti sa
vyuzivajui vo veterinarnej praxi pri liecbe a prevencii kok-
cididzy u hydiny a tiez pre stimuléciu rastu hospodarskych
zvierat. Salinomycin je produkovany fermenta¢ne kme-
nom Streptomyces albus. Okrem hlavnej zlozky produkuje
kmen aj pribuzné latky s velmi podobnou chemickou
Struktirou a antimikrobidlnymi vlastnostami ako salino-
mycin. Ich vyskyt a mnoZstvo je zavislé od podmienok
fermentacie. Medzi najvyznamnejSie patri 20-deoxy-
-salinomycin a jeho epimér 17-epi-20-deoxysalinomycin
(obr. 2, cit."). Podla direktivy eurépskej komisie je obsah
17-epi-20-deoxysalinomycinu v produktoch salinomycinu
limitovany na 40 g v 1 kg salinomycinatu sodného”. Sna-
hou kazdého vyrobcu je preto minimalizovat’ produkciu
vedl'ajSich latok.

Cielom tejto prace bol vyvoj rychlej a lacnej metddy
vhodnej na screening tychto latok v produkénych fermen-
tacnych podach a produktoch salinomycinu. Pre tento tcel
bola navrhnutd metéda vysokoucinnej tenkovrstvovej
chromatografie (HPTLC) na silikagélovych platniach.
Nevyhodou tenkovrstvovej chromatografie (TLC) je nizka
spolahlivost’ kvantitativnych vysledkov. Semikvantitativ-
nu TLC analyzu mozno uskutocnit’ vizualnym porovnava-
nim velkosti a intenzity Skvrny Standardnej latky
a neznamej vzorky. SpravnejSie a presnejSie vysledky
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mozno dosiahntt zoSkrabanim separovanych
Skvin, eluciou analytov do rozpustadla a analyzou eluatov
d’al$imi technikami (spektrofotometria, GC, HPLC). Me-
dzi modernejsie techniky vyhodnotenia TLC platni patria
optické denzitometrické techniky zaloZené na merani re-
flektancie alebo transmitancie svetelného laca aplikované-
ho na platitu cez strbinu (slit-densitometry). Ich alternati-
vou st video-denzitometre obsahujuce digitalne CCD
kamery a svetelné zdroje umoziujuce iluminaciu celej
platne svetlom vo vididelnej, alebo UV oblasti. Zosnima-
ny a zdigitalizovany obraz TLC platne sa analyzuje na
poéitaci pomocou Specialného softvéru. Nevyhodou spo-
menutych technik je pomerne vysoka cena zariadeni, ktora
neumoznuje ich SirSie rozsirenie. Aj preto boli v posled-
nych rokoch publikované prace popisujliice pouZitie ceno-
vo pristupnejSich konvenénych, alebo upravenych kance-
larskych skenerov na zoskenovanie (zdigitalizovanie) TLC
platni pri analyze farebnych latok®™ a fluorescenéne aktiv-
nych analytov®’. Oproti komerénym vyhodnovacim den-
zitometrom ma stolny skener niekol’ko vyhod. Je to predo-
vsetkym jeho cenova dostupnost’, rychlost’ a vysoké fareb-
né rozliSenie vhodné na identifikaciu farebnych Skvin
a dokumentaciu TLC platni. Zékladnou nevyhodou je limi-
tovany rozsah detek&nych vinovych dizok. Tento nedosta-
tok je spdsobeny pouzivanymi CCD polami, ktoré nemaju
dostato¢nt odozvu v UV oblasti a tiez typom bezne pouZzi-

. Chemicka $truktiira salinomycinu

Obr. 2.

Chemicka Struktira vedl’ajsich metabolitov salinomy-
cinu; a — 20-deoxysalinomycin, b — 17-epi-20-deoxysalino-
mycin
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vanych ilumina¢nych zdrojov (biele svetlo) vhodnych na
vyhodnotenie farebnych Skvin. Tento problém bol uz ale
rieSeny upravou beznych skenerov s pouzitim alternativ-
nych ilumina¢nych zdrojov pri analyze fluorescen¢ne ak-
tivnych latok®”.

Naskenované obrazky TLC platni sa kvantitativne
vyhodnocuju pomocou beznych grafickych a data spracu-
jucich softvérovych néstrojov, alebo pomocou Specidlnych
komeréne dostupnych programov (napr. QuantiScan °). Ich
nevyhodou je pomerne vysokd cena, preto sa v nasom
pripade pouzil vlastny jednoduchy program (TLCpix),
ktorého funkcia je zaloZend na s¢itani intenzity pixelov
analyzovanych Skvin.

Experimentalna cast’
Separac¢né podmienky

Separacia salinomycinu a jeho metabolitov bola robena
na hlinikovych HPTLC platniach s rozmermi 20x20 cm
(Merck, Darmstadt, Nemecko) pokrytych 0,25 mm vrstvou
silikagélu 60. Analyzované vzorky boli na platiiu naniSané
10 pl mikrostriekackou (Hamilton, USA) v mnozstve 1-5 pl.
Platne boli vyvijané v sklenenej komore (200/200 mm),
mobilna faza pozostavala z etylacetatu a dichlormetanu
(Mikrochem, Pezinok, Slovensko) v pomere 1 : 1 (v/v). Po
vyvinuti HPTLC platne (eluénd draha 45 mm) sa sucha
platila postriekala detekénym ¢inidlom, ktoré bolo pripra-
vené z metanolu (Scharlau Chemie, Barcelona, Spaniel-
sko), koncentrovanej kyseliny sirovej (Mikrochem, Pezi-
nok, Slovensko) a vanilinu (Merck, Darmstadt, Nemecko)
v pomere 100 : 3 : 3 (v/v/w). Skvrny analyzovanych latok
boli zviditel'nené po vloZeni platne na 30 s do teplovzdus-
ného termostatu vyhriatého na 50 °C.
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Obr. 3. Zobrazenie HPTLC platne analyzovanej programom
TLCpix, a — zameriavaci kriz, b — ohranic¢ena $kvrna 17-epi-20-
-deoxysalinomycinu, ¢ — okrajové pasy pozadia, d — ohrani¢ena
analyzovana draha
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Analyza HPTLC platne

Vyhodnocovaci systém pozostaval zo skenera Micro-
tec ScanMaker 4600 (Microtec International, Taiwan)
s iluminaciou bieleho svetla a personalneho pocitaca
s pouzitim softvéru ScanWizard 5 (Microtec International,
Taiwan). HPTLC platne boli skenované pri 100% velkosti
s rozliSeni 300 dpi a uchované v bitmapovom farebnom
formate RGB (True Color, 24 bit). Obrazok platne bol
vyhodnoteny pomocou programu TLCpix. Program umoz-
nuje kvantifikaciu Skvin dvoma spésobmi a to samostat-
nou analyzou jednotlivych Skvin, alebo analyzou celej
chromatografickej drahy (obr. 3). V prvom pripade sa
$kvrna manuélne ohrani¢i obdiznikom pomocou zameria-
vacieho kriza (a) a to tak, aby vertikdlne okrajové pasy
pokryvali oblast okolo Skvrny reprezentujiicu pozadie
platne. Vo vnutornej ohrani¢enej oblasti (b) program scita
po riadkoch sumu intenzit pixelov (denzitu), korekcia po-

SAL

S7 S6 S3
S5
/\J/ S4 \

Obr. 4. Vyhladeny profil (chromatogram) analyzovanej drahy
—d (obr. 3), piky: SAL — salinomycin, S2 — 17-epi-20-deoxysali-
nomycin, S1, S3—S7 — neidentifikované latky

zadia je docielena tak, ze od intenzity kazdého pixelu
v riadku sa od¢ita priemernd hodnota intenzity pixelov
nachadzajucich sa v tom istom riadku na okrajovych verti-
kalnych pasoch (c). Vysledna hodnota je vhodna na kvan-
tifikaciu analyzovanej Skvrny. Pri ohraniceni celej chroma-
tografickej drahy (d) program umozni zobrazit’ aj profil
drahy (chromatogram) analyzovanej vzorky a stanovit' Ry
faktor a plochu jednotlivych pikov (obr. 4). Tento spdsob
umoziuje identifikovat’ a vyhodnotit’ aj Skvrny, ktoré st
na platni vizualne horsie detekovatel'né (S6—S7).

Priprava roztokov

Na analyzu boli pouzité metanolové extrakty fermen-
tacnej pody a produktov pripravené nasledovnym sposo-
bom. Do 25 ml odmernej banky sa navazilo vhodné mnoz-
stvo vzorky (~ 2 g), pridal sa metanol a banka sa vlozila na
15 min do ultrazvukového ktpela. Po premiesani sa ex-
trakt prefitroval cez filtracny papier (Filtrak 388, Spezial-
paper Filtrak, Nemecko) a filtrat sa d’alej analyzoval. Po-
rovnavacia substancia 17-epi-20-deoxysalinomycinu bola
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pripravena izolaénymi a Cistiacimi krokmi z fermentacnej
pddy na pracovisku Utvaru pre vyskum a vyvoj v Biotike
a.s. Zakladny roztok substancie (0,2 mg.ml™") sa pripravil
rozpustenim presne odvazeného mnozstva v metanole.
Roztoky boli skladované pri —5 °C.

Vysledky a diskusia

Obr. 5 predstavuje typicka zoskenovanit HPTLC plat-
nu konvertovanu do ¢iernobieleho formatu. Na platiu boli
nanesené vzorky metanolového extraktu fermentacnej
pody salinomycinu (a) a porovnavacieho roztoku 17-epi-
-20-deoxysalinomycinu (b). Vo vzorkach vidno vyraznu
Skvrnu salinomycinu (SAL, R = 0,26) a dvoch vedl'ajSich
latok  17-epi-20-deoxysalinomycinu (S2, R, = 0,58)
a pravdepodobne 20-deoxysalinomycinu (S1, R, = 0,34).
Okrem nich je vo vzorke aj mnozstvo menej vyraznych
Skvin neidentifikovanych latok (S3—S7). V analyzovanych
vzorkach sa kvantitativne vyhodnocovala Skvrna 17-epi-
-20-deoxysalinomycinu porovnanim so Skvrnou Standard-
nej latky o znamej koncentracii (metéda externého Stan-
dardu).

Linearita stanovenia bola robena nanesenim rdznych
objemov (1-7 pl) roztoku 17-epi-20-deoxysalinomycinu
(0,2 mg.ml™") na jednu platiu. Pre zvy3enie objektivnosti
vysledkov bola denzita kazdej Skvrny namerand trikrat.
Kalibra¢na krivka bola ziskana nanesenim priemernej hod-
noty denzit $kvfn na os y a naneseného mnoZstva analytu
(ug) na os x, linearita bola vyhodnotena metédou najmen-
Sich Stvorcov. V sledovanom rozsahu 0,2-1,4 pg bol na-
jdeny linearny vztah medzi denzitou $kvin a nanesenym

<+«—3S5

/34
52

+«—S3

+«—S1

°0 B0

Obr. 5. Obrazok preskenovanej HPTLC platne s analyzova-
nym extraktom fermentac¢nej pody (a) a porovnavacieho roz-
toku 17-epi-20-deoxysalinomycinu (b), skvrny : SAL — salino-
mycin, S2 — 17-epi-20-deoxysalinomycin, S1, S3—S5 — neidenti-
fikované latky
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mnoZzstvom analytu s hodnotou korelaéného koeficientu
r=0,994.

Presnost’” stanovenia bola overend na troch platniach,
a to Sestnasobnym nanesenim rovnakého objemu (5 pl)
Standarného roztoku 17-epi-20-deoxysalinomycinu
(0,2 mg.ml™") na kazdi platiiu. Pre zvy3enie objektivnosti
vysledkov bola denzita kazdej Skvrny namerand trikrat
a na d’alSie vypocCty sa pouzival aritmeticky priemer hod-
not. Vysledné hodnoty presnosti na jednotlivych platniach
vyjadrené relativnou smerodajnou odchylkou (RSD) boli
5.4 %, 7,4 % a 10,0 %. Tieto vysledky su porovnatel'né
s vysledkami publikovanymi Mustoem a McCrossenom™®.
Stanovena presnost’ predstavuje sumu prispevkov variabi-
lity réznych experimentalnych faktorov (aplikacia vzorky,
vyvoj platne, homogenita nanesenia detek¢ného Cinidla)
ako aj variabilitu denzitometrického vyhodnotenia. Jed-
notlivé prispevky neboli zv1ast vyhodnotené.

Zaver

Navrhované podmienky metdédy HPTLC umoZiuji
dostato¢nu separaciu vedl'ajSich metabolitov salinomyci-
nu. PouZitie vlastného vyhodnovacieho programu pri spra-
covani zoskenovaného obrazku HPTLC platne umoziuje
kvantitativne  stanovenie obsahu 17-epi-20-deoxy-
salinomycinu. Metoda preukazuje v sledovanej oblasti
dobrti linearitu (r = 0,994) a dostatocnii presnost
(priemerna hodnota RSD 7,6 %).

Stanovenie sa uz niekol’ko rokov Gspe$ne vyuziva na
nasom pracovisku a nahradilo drah$iu HPLC metodu.

Pre vsetkych zaujemcov je demo verzia programu
TLCpix dostupna na internetovej adrese www.biotika.sk
v polozke ,,Na stiahnutie” pod ndzvom ,,TLC demo”.
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A computer-driven office scanner has been used as
a densitometer for the quantitation of analytes after separa-
tion by HPTLC. This densitometry is based on measuring
the intensity of pixels covering the spots using a home-
made program. This methodology has been successfully
applied in the HPTLC determination of derivatives of the
polyether antibiotic salinomycin in fermentation broths

and animal feed preparations.

KVALIMETRIE 8

KVALIMETRIE 9

KVALIMETRIE 10

KVALIMETRIE 11

KVALIMETRIE 12

KVALIMETRIE 13

KVALIMETRIE 14

EURACHEM-CR
Technicka 5, 166 28 Praha 6
www.eurachem.cz

0. Mestek, M. Suchanek: Zaklady metrologie v chemii (1998)

Kalibrace chemickych mérfeni; referencéni materialy; metrologické zabezpeceni
analytické laboratore

Vhodnost analytickych metod pro dany ucel. Laboratorni prirucka pro valida-
ci metod a souvisejici €innosti (1999)

Oficialni preklad Pokynu EURACHEM The fitness for Purpose of Analytical
Methods: A Laboratory Guide to Method Validation and Related Topics.

Kdy je tfeba validovat postup; kdo ma validovat; jak se validuje; pouzivani blanka,
standardud a replikatl; pouzivani validovanych metod; validaéni Gdaje pfi Fizeni
jakosti, dokumentovani postupa.

Kolektiv autor(: Jakost v analytické laboratofi 2000 (2000)

Odpovédi manazertm jakosti. Sbornik stejnojmenného seminare k zavadéni normy
CSN EN ISO/IEC 17 025.

Stanoveni nejistoty analytického méreni (2001)

Oficialni pfeklad druhého, rozsifeného a doplnéného vydani Pokynu EURACHEM/
CITAC Quantifying Uncertainty in Analytical Measurement. V eském jazyce vydani
treti.

Privodce jakosti v analytické chemii. Pomucka k akreditaci (2003)

Oficialni pfeklad anglického vydani Pokynu CITAC/EURACHEM Guide to Quality in
Analytical Chemistry. An Aid to Accreditation.

Kolektiv autori: Odhad nejistot chemickych a mikrobiologickych méfeni
(2003)

Metodicka pfirucka. Z obsahu: VyuZiti udaju z validaci, fizeni jakosti a zkouseni
zpUsobilosti k odhadu nejistoty; odhad nejistoty kvalitativnich analyz, mikrobiologic-
kych zkousek a vysledka empirickych metod aj.

Navaznost chemickych méreni. Privodce k dosaZeni porovnatelnych vysledk
méfeni. Oficialni prfeklad Pokynu EURACHEM/CITAC Traceability in Chemical Me-
asurement.

K. Bicovsky, J. Dempir, L. Dohnal, B. Friedecky, J. Kratochvila, J. Kucera,
Z. Plzak: Pouzivani referenénich materiali v chemické analyze. Metodicka
priru¢ka. Z obsahu: Vybér vhodného RM; pouziti RM k hodnoceni; RM pfi pfenosu
hodnot; zachazeni s RM; pouziti RM v laboratorni mediciné; priklady.

Objednavky:

e-mailem: koruna@vuv.cz
faxem: 224 319 783
postou: EURACHEM-CR, c/o ASLAB, Viyzkumny Ustav
vodohospodarsky T. G. Masaryka, Podbabska 30, 160 62 Praha 6

992




Chem. Listy 98, 993 — 997 (2004)

POROVNANIE VIACROZMERNYCH
KALIBRACNYCH TECHNIK PRI STA-
NOVENI RNA-NUKLEOTIDOV

MILOSLAV FOLTIN?, JANA SUECAKOVA®,
MARTIN FOLTIN® a IVAN SEKAJ"

“Katedra analytickej chémie Prirodovedeckej falkulty Uni-
verzity Komenského, Mlynska dolina, 842 15 Bratislava,
"Katedra automatizovanych systémov riadenia, Fakulta
elektrotechniky a informatiky, Slovenska technicka univer-
zita, Ilkovicova 3, 812 19 Bratislava
Miloslav.Foltin@fns.uniba.sk

Doslo 10.1.03, prijaté 18.2.04.

KTlucové slova: Viacrozmerna kalibracia, geneticky algo-
ritmus, nukleotidy

Uvod

Tvorba kalibracného modelu je kI'icovym krokom v
procese analyzy komplexnych vzoriek. Sucasna instru-
mentalna technika (HPLC-DAD, GC-MS, GC-FTIR a iné)
je schopna produkovat’ viacrozmerné analytické signaly,
ktoré obsahuju viac informadcii, ale ich spracovanie si vy-
zaduje nové chemometrické pristupy. Pre tento Gcel boli
vyvinuté viaceré viacrozmerné kalibracné metody (MLR,
PCR, PLS a in¢), ktoré su stale predmetom skimania ana-
Iytickych chemikov.

Teoreticka ¢ast’

Mnozinu viacrozmernych kalibracnych dat mozeme
zapisat’ vo forme matic C, R, kde matica C (nxp) obsahuje
p>1 nezavislych premennych (koncentracii jednotlivych
zloziek) pre kazdi z n vzoriek. Maticu R (nxg) tvori n
analytickych signalov (spektier) nameranych v g polohach
(vlnovych diZkach). Kalibraény model v najvieobecnejiej
forme vyjadrime vztahom:

R=f(C;B) + Er (1)
kde B (pxg) je matica parametrov modelu a Eg (nxq) je
matica chyb, pricom plati, ze funkcia f je linearnou funk-
ciou parametrov.

Kalibra¢ny model sa vytvori zmeranim analytického
signalu kalibracnych vzoriek, ktorych zloZenie je zname,
a ktoré viac alebo menej reprezentuju skutocné zlozenie
neznamych vzoriek.

Na predikciu koncentracie v nezndmych vzorkéch je
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potrebné pouzit’ model v inverznom tvare:

C=f'(R,,.B) 2)

new >

Problémom pri pouZiti kalibraéného modelu na pre-
dikciu koncentracie analytov v neznamych vzorkach je
najdenie inverznej funkcie ', pretoze funkcia f je sto-
chasticka a jej inverzia nie je trivialna. Preto niektori auto-

ri  doporuCujii vytvarat’ kalibratny model priamo
v inverznom tvare:
C=F(R;B) +Ec (3)

Pri pouziti tohoto kalibraéného modelu na predikciu
koncentracii nie je potrebna inverzia funkcie F:

C=FR.._.,B) 4)

Ak predpokladame, Ze aj zavislost medzi C a R je
linearna, potom klasicky resp. inverzny kalibracny model
mozeme zapisat’ jednoduchymi rovnicami:

R=CB+Eg )

C=RB+Ec (6)

Prikladom takéhoto linearneho modelu je napriklad
Lambertov-Beerov zakon.

Ulohou kalibracie je potom uréit’ (odhadnit’) maticu
B z kalibracnych dat C, R. Na tento uCel sa najCastejSie
pouziva metdda oznacena ako MLR (multiple linear re-
gression), ale v poslednom case sa stdle viac presadzuju
metody, ktoré su zalozené na rozklade matic zdrojovych
dat na maticu hlavnych komponentov (matica skore)
a maticu zatazi (loadings). Tieto metddy st v literature
zndme pod ndzvami regresia hlavnych komponentov
(PCR), resp. metdda parcidlnych najmenSich Stvorcov
(PLS). Principy a pouzitie tychto metéd st opisané vo
viacerych monografiach' >, preto ich tu neuvadzame.

Napriek tomu, ze matematicky princip tychto metdd
je znamy a algoritmy rieSenia su prepracované, mnohé
Statistické vlastnosti nie st dostatoéne preskiimané®.

Cielom prace bolo preverit moznosti a Statistické
vlastnosti viacrozmernych kalibracnych postupov (MLR,
PCR, PLS) pri kvantifikacii 4 nukleotidov adeninmonofos-
fatu, (AMP), guanidinmonofosfatu (GMP), uridinmono-
fosfatu (UMP) a cytidinmonofosfatu (CMP), ktorych pri-
tomnost” a vzajomné pomery v analyzovanych vzorkach
moéze slazit na identifikaciu biologického zdroja
alergénov™® v prachovych ¢asticiach ovzdusia.

Experimentalna cast’

Na testovanie vlastnosti kalibraénych postupov boli
pouzité stbory 15 modelovych kalibracnych vzoriek
a 12 validaénych vzoriek. ZloZzenie kalibra¢nych vzoriek
bolo urcené metddou Statistického planovania SIMPLEX
tak, aby sa minimalizovala moZnost’® multikolinearity
v kalibracnych datach a aby vzorky pokryvali rovhomerne
cely kalibracny priestor. ZloZenie kalibracnych vzoriek
(matica Cjsy4) je uvedené v tabulke I. Spektra nukleotidov
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Tabulka I
Zlozenie kalibra¢ného suboru

10° ¢ [mol.I™"]

CMP AMP GMP UMP
0,15 0,00 0,00 0,00
0,00 0,15 0,00 0,00
0,00 0,00 0,15 0,00
0,00 0,00 0,00 0,15
7,50 7,50 0,00 0,00
7,50 0,00 7,50 0,00
0,00 7,50 7,50 0,00
7,50 0,00 0,00 7,50
0,00 7,50 0,00 7,50
0,00 7,50 7,50 7,50
4,95 4,95 4,95 0,00
4,95 0,00 4,95 4,95
4,95 4,95 0,00 4,95
0,00 4,95 4,95 4,95
3,75 3,75 3,75 3,75

12
10%¢,
mol”.l.em’”

Obr. 1. Spektra nukleotidov

(matica Suxs6) boli prevzaté z literatary’ a su prezentované
na obr. 1.

Analytické signaly kalibra¢nych vzoriek boli vypoci-
tané ako sucin Rys.36= Cisx4*Sax36. Aby vypocitané signaly
simulovali redlne experimentalne data, boli zatazené na-
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hodnym Sumom na 4 turovniach so Statistickymi paramet-
rami u, o :N1(0; 0,001), N2(0; 0,005), N3(0; 0,01), N4(0;
0,02). Matice Sumu boli generované funkciou RANDN v
programe Matlab.

Stbor neznamych vzoriek, oznaceny ako validacny
stibor, bol vytvoreny analogickym postupom. Koncentrac-
né zlozenie vzoriek validaéného stboru je v uvedené
v tabulke II.

Funkénost’ kalibracnych modelov ziskana metodami
MLR, PCR a PLS bola testovana vyhodnotenim spravnosti
predikcie koncentracii nukleotidov vo validaénom stibore.
Na kvantifikaciu predikénej chyby boli pouzité hodnoty

)

resp. jej relativne hodnoty vztiahnuté na priemerné hodno-
ty koncentracii daného nukleotidu vo validaénych vzor-
kach.

Tabulka I1
Zlozenie valida¢ného suboru

10° ¢ [mol.I™']

CMP AMP GMP UMP
0,150 2,070 2,670 2,540
2,280 2,600 0,700 1,240
2,310 1,890 0,919 2,520
2,480 2,210 1,050 0,808
0,376 2,180 1,540 1,250
0,050 3,000 1,770 1,610
0,375 0,375 0,375 0,375
3,000 0,750 0,750 0,075
0,075 1,800 1,280 3,000
1,050 3,000 1,950 0,075
2,400 0,300 0,135 0,300
0,900 0,450 0,600 0,750

Na spracovanie kalibra¢nych dat metédami MLR, PCR
a PLS bol pouzity program Matlab ver. 5.6 (The Math-
Works, Inc., Natick, Mass., USA) doplneny chemometric-
kym toolboxom. Na optimalizaciu poétu vinovych dizok
pre kalibraény model spracovany metédou MLR bola pou-
7ita technika genetickych algoritmov™. Na jej spracovanie
bol pouzity vlastny toolbox napisany v jazyku Matlab.
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Vysledky a diskusia

Predik¢éna schopnost’ kalibraénych modelov, ziska-
nych réznymi viacrozmernymi metédami, je prezentovana
v tabul’ke IV a V: Spravnost’ predikcie je vyjadrend hodno-
tou strednej kvadratickej chyby predikcie MSEP, resp. jej
relativnej hodnoty. Z tabulky IV je zrejmé, ze uspokojiva
spravnost predikcie je mozné dosiahnut’ iba v pripade dat,

Tabulka III
Korelacna matica spektier RNA nukleotidov

CMP AMP GMP UMP
CMP 1,00 -0,24 0,12 —-0,08
AMP -0,24 1,00 0,79 0,98
GMP 0,12 0,79 1,00 0,82
UMP 0,08 0,98 0,82 1,00
Tabul'ka IV

Relativna stredna chyba predikcie koncentracii nukleoti-
dov vo valida¢nych vzorkach

Nukleoti- G0 MSEP; [%]

dy CMP AMP GMP  UMP

MLR 0001 080 28 194 573
0,005 478 1399 876 28,69
0,01 11,76 42,14 2279 7545
0,02 2652 3936 6045 7922

MLR-GA 0,001 0,78 163 2,14 242
0,005 3,16 546 840 882
0,0l 779 1785 16,58 36,44
0,02 1814 2914 27,08 64,50

PCR 0001 081 293 191 588
0,005 511 1574 892 326l
0,01 1039 3747 22,77 68,04
0,02 2816 3800 5441 70,77

PLS 0,001 081 291 191 586
0,005 510 1485 9,15 30,18
0,01 11,84 40,16 24,18 71,13
0,02 2688 3800 52,83 7534

ktoré st zat'azené Sumom, ktorého smerodajnéd odchylka je
mensia ako oy < 0,01. Pri zatazeni analytickych signalov
vacsim Sumom ziadny z testovanych kalibracnych mode-
lov nie je schopny predikovat koncentracie valida¢nych
vzoriek s akceptovatel'nou spravnostou.
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10"

12
pocet faktorov

Obr. 2. Zavislost’ sti¢tu $tvorcov predikovanych rezidui
(PRESS) od poctu faktorov v kalibracnom PCR modeli

Najvicsie hodnoty MSEP,,, boli ziskané pri predikcii
nukleotidu UMP, a to vo vSetkych kalibraénych modeloch.
Nespravna predikcia tohoto nukleotidu je sposobena tym,
ze jeho spektrum v rozsahu 220-290 nm vykazuje velké
hodnoty korelacnych koeficientov so spektrami AMP aj
GMP (vid'. tabul’ka III). Spektrda AMP a GMP st vzdjomne
menej podobné (p = 0,79). Vyznamny vplyv podobnosti
spektier na spravnost’ predikcie koncentracie potvrdzuju
najmensie hodnoty MSEP,, pre nukleotid CMP, ktorého
spektrum sa vyrazne odliSuje od zvysnych troch nukleoti-
dov.

Korela¢né vztahy spektier analytov mozu teda vyz-
namne ovplyviiovat' spravnost’ predikcie koncentracie
neznamych vzoriek. Tento zaver potvrdzuji aj vysledky
ziskan¢é kombinaciou metddy MLR s optimalizaciou poctu
vinovych dizok pomocou procedury genetického algoritmu
(GA). Vyznamné zlepSenie predikcie (pokles hodnot
MSEP, asi 0 50%) mdzeme vysvetlit' tym, ze vinové
dizky, pri ktorych je korelacia spektier najvyssia, st z rie-
Senia GA vynechané. Znizenie dimenzie matice signalov
z povodnych Ryaae na Ryzxz, resp Ryzxas koneény vysle-
dok vyznamne neovplyvni.

Pouzitie metéd PCR a PLS sa vSeobecne doporucuje
na spracovanie viacrozmernych analytickych signalov,
v ktorych bud’ spektra analytov, alebo ich elu¢né profily,
sa silne prekryvaju'’, alebo si silne zasumené''. Vhodne
volenym poctom relevantnych faktorov je mozné do urci-
tej miery eliminovat’ vplyv korelacie v datach (prekrytie
spektier) alebo Sumu. Za idealnych podmienok je pocet
relevantnych faktorov rovny poctu analytov v kalibra¢nom
modeli. Vlastné Cisla kalibra¢nej matice s poradovym ¢is-
lom v&¢sim ako je pocet analytov uz reprezentuju iba neu-
zito¢nu informéciu t.j. Sum.

Pri aplikécii tychto metdd na nase modelové data sa
ukazalo, ze pri zatazeni Sumom, ktorého o, > 0,02, kalib-
racny model modeluje prevazne Sumovu informaciu. Pocet
pozadovanych relevantnych faktorov nebolo mozné jed-
noznacne urCit. Minimum optimalizaénych funkcii
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Tabulka V
Stredna chyba predikcie koncentracii nukleotidov vo validaénych vzorkach
Nukleotidy Go 10°. MSEP
CMP AMP GMP UMP celkova
MLR 0,001 0,0103 0,0491 0,0222 0,0695 0,0377
0,005 0,0615 0,2404 0,1003 0,3477 0,1871
0,01 0,1514 0,7243 0,2609 0,9144 0,5137
0,02 0,3413 0,6766 0,6921 0,9600 0,5992
MLR-GA 0,001 0,0100 0,0280 0,0245 0,0293 0,0206
0,005 0,0406 0,0938 0,0961 0,1069 0,0752
0,01 0,1002 0,3067 0,1899 0,4416 0,2469
0,02 0,2335 0,5008 0,3100 0,7817 0,4291
PCR 0,001 0,0104 0,0504 0,0218 0,0712 0,0386
0,005 0,0658 0,2705 0,1021 0,3952 0,2107
0,01 0,1337 0,6440 0,2607 0,8245 0,4633
0,02 0,3625 0,6532 0,6230 0,8577 0,5530
PLS 0,001 0,0104 0,0501 0,0218 0,0711 0,0385
0,005 0,0657 0,2553 0,1048 0,3657 0,1973
0,01 0,1524 0,6902 0,2768 0,8621 0,4898
0,02 0,3459 0,6530 0,6049 0,9131 0,5634

pouzivanych na vyber poctu faktorov v programe Matlab
(CROSS, PRESS)'"*"* bolo velmi ploché v rozsahu hodnét
3-15. Hodnoty oboch funkcii sa vyrazne neznizili ani pri
pouziti vsetkych 15 faktorov, Co je celkovy pocet
vlastnych ¢isel kalibracnej matice. Je teda zrejmé, Ze hod-
nota Sumu Gy & 0,02 v spektralnych datach nukleotidov
predstavuje hraniéni hodnotu pre kvantifikiciu RNA-
nukleotidov metdédami PCR a PLS v intervale vinovych
dizok 220-290 nm.

Zavislost’ funkcie PRESS od poctu faktorov, pre data
zat'azené roznym Sumom, je na obr. 2. Z obrazku je vidiet,
ze pre hodnoty Sumu G, < 0,01 funkcia PRESS vykazuje
minimum pri hodnote 4, ¢o zodpovedd poctu analytov
v modeli. Pri vy$sich hodnotach Sumu minimum je neurci-
té a s rastuicim poctom pouzitych faktorov sa hodnota
PRESS neznizuje. Znaci to, ze uzitoéna informacia je silne
prekrytd neuzito¢nou informéaciou t.j. Sumom.

Zaverom moézeme konStatovat’, Ze viacrozmerné ka-
libracné techniky MLR, PCR a PLS su pre spracovanie
spektralnych dat nukleotidov CMP, AMP, GMP a UMP
priblizne rovnocenné ak Sum spektralnych dat neprekroci
hodnotu oy = 0,02. Pri optimalizicii poctu vlnovych
dizok, napriklad s pouZitim genetickych algoritmov,
mozeme chybu predikcie metdédy MLR znizit’ asi 0 50 %.

Dalsie zniZenie predikénej chyby kalibraénych mode-
lov je mozné dosiahnut’ s pouzitim vhodnych procedur na
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filtraciu Sumu este pred tvorbou kalibraéného modelu.
Tento pristup bude predmetom d’alSej prace.

Tdto prica vznikla za financénej podpory VEGA MS
a SAV v ramci projektu ¢.1/6222/99.
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Laboratorni pfistroje a postupy

M. Foltin®, J. SuPakova®, M. Foltin®, and L. Sekaj®
(“Department of Analytical Chemistry, Faculty of Science,
Comenius University, Bratislava, and "Department of
Automatic Control Systems, Faculty of Electrical Engi-
neering and Information Technology, Slovak University of
Technology): Comparison of Multiway Calibration
Techniques in Determination of RNA Nucleotides

The quality of several multiway calibration models
of spectral data of four RNA nucleotides with different
noise is compared. An own genetic algorithm for optimiza-
tion of the number of wavelengths in spectral matrix for
multiple linear regression methods (MLR) was used. Use-
ful analytical information was obtained only for data with
noise 6y < 0.02. The prediction error of analyte concentra-
tion using a combination of MLR and genetic algorithm
was decreased by ca. 50 %.
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MULLIKENOVY HODNOTY ELEKTRO-
NEGATIVIT APLIKOVANE NA NEKTE-
RE ORGANICKE SLOUCENINY

JOSEF PACAK® a JIRi PODESVA

“ Katedra uditelstvi a didaktiky chemie, Prirodovédecka
fakulta, Univerzita Karlova, Albertov 3, 128 42 Praha 2,
b Ustav makromolekuldrni chemie, Akademie véd Ceské
republiky, Heyrovského nam. 2, 162 06 Praha 6
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Doslo 21.11.03, ptepracovano 20.8.04, pfijato 15.9.04.

Klicova slova: elektronegativita, Pauling, Mulliken,

I-efekt vodiku ve vazbé C-H

Pii vysvétlovani reakénich mechanismti za pomoci
indukénich efektll se témétf vyluéné pouziva hodnot Pau-
lingovy stupnice elektronegativity' . Pauling pii jejich
vypoctu vychézel z teorie valenc¢ni vazby a navrhl nume-
rickou stupnici elektronegativit y vyjadfenou pomoci diso-
ciaCnich energii vazeb D (obvykle v eV). Rozdil v elektro-
negativitach atomi A a B pak vyjadril vyrazem

xa—xs = 0,102 [Dap— "2 (Daa + Dpp)]
kde indexy A-A, B-B a A-B oznacuji pfislusné vazby.

Vedle Paulingovych hodnot elektronegativit existuji i
jiné, nap¥. Mullikenovy*~’, které se vypoctou jako polovi-
na souctu ionizacniho potencidlu a elektronové afinity
prislusného prvku (7 a E,p):

xX= iz (I + Eaf )

Hodnoty Paulingovych a Mullikenovych elektronega-
tivit se pro vétsinu prvka pfilis nelisi. Pro organickou che-
mii je vSak vyznamny nesoulad u hodnot elektronegativit
uhliku a vodiku. Zatimco podle Paulinga plati yc > xn
(2,55 a 2,20), podle Mullikena naopak yc<yu (2,67
a3,06).

Tento rozpor nas ptivedl na myslenku posoudit, jak se
zméni kvalitativni uvahy o reakénich mechanismech, po-
kud se misto Paulingovych hodnot elektronegativity uhliku
a vodiku pouziji hodnoty Mullikenovy. A dospéli jsme
k zavéru, Ze tato alternativa lépe vysvétluje nékteré jevy.
Rozdil spociva v tom, ze v kovalentni vazbé C-H se podle
Mullikena vytvéaii na uhlikovém atomu caste¢ny kladny
naboj, 6+, a na atomu vodiku ¢astecny zaporny naboj, 6—.
Tedy vici atomu uhliku jevi atom vodiku zaporny I-efekt.

Samoziejmé, tyto uvahy jsou ponékud spekulativni
a mohlo by se zdat, Ze pfi soucasné urovni kvantové che-
mie, ktera je schopna ucinit kvantitativni pfedpovéd’ rozlo-
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zeni elektronovych hustot v dané castici, nejsou potebné.
Zvladnuti kvantové chemickych vypocetnich technik vsak
vyzaduje naro¢nou pripravu a ne kazdy chemik si je doka-
ze osvojit. Nejen pro ucely vyuky organické chemie, ale
ipro béznou praxi syntetického chemika si proto svou
praktickou hodnotu uchovava i klasicky formalismus elek-
tronovych vzorca.

Uvedeme nyni porovnani pouziti Paulingovych
a Mullikenovych stupnic elektronegativity na nékteré re-
akéni mechanismy.

Pouziti Mullikenovych hodnot elektronegativity se
zda byt velmi uzite¢né pii vysvétlovani pribéhu reakcei,
vyplyvajici napf. ze snizovani reaktivity karbonylové sku-
piny vuci nukleofilnim ¢inidlim od methanalu pies ostatni
aldehydy ke ketontim. Je to zfejmé proto, ze dvojice vazeb
C-H v molekule methanalu vyznamné zvysuje jiz pfitomny
Castecny kladny néboj uhlikového atomu karbonylu, a tim
jej ¢ini vici nukleofilnim ¢inidlim atraktivnéj§im. U ostat-
nich aldehydi k tomuto zvyseni pfispiva jen jedna vazba
C-H, u ketonu Zadna.

Praktickym dikazem vyse uvedenych uvah je to, ze
methanal existuje ve vodném prostiedi zcela jako hydrat,
ethanal jen z 58 % a propanon jej viibec netvoii.

Symboly X+, ¥’+ a £’’+ v nasledujicich schématech
oznacuji velikost ¢astecnych nabojl na prislusném atomu,
pfi¢emZ apostrof ¢i apostrofy znadi jejich odliSnost. Elek-
tronovy posun je znazornén klinky.

H R R _.
o NI T
C=0 > C=0 > C=0
7/ 7 /
H H R
I+ > I+ > I
Schéma 1

Nelze pochybovat o tom, Ze pfi téchto tivahach hraji
v ptistupu molekul nukleofilnich ¢inidel ke karbonylové
skupiné vyznamnou ulohu i stérické faktory (pfedevSim
maly objem vodikovych atomi), coz ale neni v rozporu
s naSimi uvahami o ovliviiovani téchto procesti zvySova-
nim c¢aste¢ného kladného néaboje uhlikového atomu
negativnim I-efektem atomu H.

Podobné 1ze vysvétlit vétsi kyselost methanové kyse-
liny oproti jinym nesubstituovanym karboxylovym kyseli-
nam. Vodikovy atom véazany v molekule kyseliny metha-
nové k uhlikovému atomu karboxylu zvySuje svym
negativnim I-efektem kladny naboj na tomto uhlikovém
atomu jiz pritomny. Tim podporuje snadngjsi odstépeni
protonu za vzniku karboxylatového aniontu, coz do jisté
miry pfipominad chovani a-halogenkyselin. Alkylova sku-
pina takovy efekt nejevi, a proto ostatni karboxylové kyse-
liny se svoji kyselosti kyseliné methanové nevyrovnaji.
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R
N ZH+
Cc=0

H
\ Z+

C=0

HO HO

+ > I+

Schéma 2

Mullikenovymi hodnotami elektronegativit prvki
C a H Ize rovnéz vysvétlit zvysenou reaktivitu karboxyla-
tové skupiny alkylformiatd pii Claisenovych reakcich
oproti jinym podobnym estertm. I zde kni pfispiva
negativni [-efekt atomu H.

H
2+

Cc=0

H,C
A \O2s
> C=0

CH,CH,0 CH,CH,0

o+ > 34+

Schéma 3

Dalsim zajimavym ptikladem aplikace Mullikeno-
vych hodnot je stoupajici stalost karbokationtd od primar-
nich k terciarnim. Vazby C-H jesté zvySuji svym zapor-
nym induk¢énim efektem néboj kladné nabitého uhlikového
atomu karbokationtu, a tim jej ¢ini mén¢ stabilnim. To

zduvodnuje tendenci primarnich karbokationtl
H H H C
| | | \
H—-i;+ > H—-C‘)+ > C*(f"' > Ci(‘:*’
H C C C
Schéma 4
CH,
H H H
E = =
H 3 H
H
CH,
H i H
E =
H H H
H
CH,
H H H
H H H
H E
Schéma 5
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k pfesmykiim na stalejsi karbokationty sekundarni nebo
terciarni. Toto vysvétleni veétsi stdlosti ferc- resp. sek-
karbokationtd, napt. meziproduktt regioselektivnich elek-
trofilnich adici na C=C vazbu nesoumérnych alkent, raci-
onalizuje empirické Markovnikovovo pravidlo.

Zajimava je aplikace Mullikenovych hodnot elektro-
negativity na prib¢h elektrofilni substituce arend, ktera se
obejde bez zavadéni nejasného pojmu hyperkonjugace.
Tak napf. vstup elektrofilu do m-polohy molekuly toluenu
vyvola u meziproduktu reakce vznik zvyseného kladného
naboje v polohach 2, 4 a 6, protoze k celému kladnému
naboji se pficita Castecny kladny naboj, zpusobeny
negativnim I-efektem atomu H. Pfi substituci do poloh o,
p se bude tento zvySeny naboj objevovat jen v polohach 3
a 5, protoze poloha 1 je obsazena methylovou skupinou.
Tento meziprodukt je tedy stalejsi, a proto elektrofilni
substituce toluenu bude pfednostné probihat do poloh o, p,
(viz schéma 5).

Skutecnost, Ze elektrofilni substituce u vicealkylova-
nych benzenl, napf. u mesitylenu, je jest¢ snaz$i nez
u toluenu, lze vysvétlit vétsim poctem alkylovych skupin,
které nezpisobuji zvySovani jednotkového kladného nabo-
je negativnim I-efektem vodikovych atomi, (viz schéma
6).

Z predchozich ptikladt vyplyva, ze Mullikenovy hod-
noty elektronegativit C a H pfi vykladech uvedenych re-
akénich mechanismi dobfe vyhovuji. Nevidime proto ob-
jektivni divod, pro¢ by bylo nutné davat pfi jejich objas-
novani prednost hodnotdm Paulingovym pted Mullikeno-
vymi.

Faktord ovliviiujicich chemické déje je mnoho a sa-
moziejmé nelze vysvétlovani prib&hu reakei zizit jen na
rozdilné pojeti polarizace vazby C-H podle Mullikena
a Paulinga. Nicméné se domnivame, Ze toto ,,pfepolovani‘
proti dosavadnim zvyklostem muze sehrat pii vykladu
reakénich mechanismd vyznamnou ulohu a vnést zasadni
zménu pohledu na nékteré z nich.

CH, CH,
H H H
E T E
H H H
H H
CH, CH,
s H
H
E
- E
H H H
H H
CH, CH,
H H H
-
H H H
E H E
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CH, CH, CH,
H H H
H H H
E - E E
H,C CH, HsC CH, H,C CH,

H H H
Schéma 6
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SYNTEZA ALKYLACNICH CINIDEL ALLYLOVEHO
TYPU A JEJICH POUZITI PRO KOMPLEXACI
RIZENOU REGIOSELEKTIVNiI ALKYLACI
B-CYKLODEXTRINU

ANTONIN BERAN a JINDRICH JINDRICH

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

Cyklodextriny (CD) jsou cyklické oligosacharidy, jejichz
vyznamnou vlastnosti je schopnost vytvafet inkluzni
komplexy s organickymi latkami. Komplexace je mozno
vyuzit pro dosazeni regioselektivni substituce hydroxylové
skupiny CD komplexovanym ¢inidlem. Jednim z takovychto
¢inidel je cinnamylbromid (cinBr), ktery ve vodném
alka}lickém roztoku poskytuje 20% vytézek 3'-O-cinnamyl-p-
CDh.

Cilem této prace bylo pfipravit jednoduché derivaty
cinnamylbromidu, zvoleny byly orfo-, meta- a para- methyl-
cinBr (viz schéma), a zjistit, zda poskytuji pfi alkylaci B-CD
veétsi vytézek nebo odlisnou regioselektivitu.

Syntetizovana cinidla vSak pfi stejné regioselektivité
poskytovala podstatné nizsi vytézky. Pro orto-methyl-cinBr
8.5%, pro meta-methyl-cinBr 4.9%. Para-methyl-cinBr s f3-
CD nereagoval.

? 0
COOEt
@2 + i;Oprridin, piperidi @N
N 120°C Nz
I OEt

“CHg

(2]
LiAIH, AICI3, 100% EtOH

‘ AN AN CHzBr
\/

“CH,

[3]
N S CHO0H b cHCl
—_— =
N -10°C
CHs

Projekt je podporovan grantem GAUK 424/2004/B-CH/PFF.
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SYNTEZA SUBSTITUOVANYCH TRIPTYCENU
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Triptycenové derivaty s riznym poctem para-disub-
stituovanych aromatickych jader tvoii zajimavé stavebni bloky
pro supramolekularni samoskladebné utvary.

Nase koncepce vychazi z methylderivatd, které je mozné
vyuzit pro transformaci na funkéni skupiny — oxidaci lze
ptipravit karboxylové kyseliny, snadno pfistupné jsou i
halogenmethyl derivaty.

Syntéza téchto latek vychazi z
methylovanych anthracent.

odpovidajicich

CH; CH; CH;
1,2-dichloroethan
| BV
Areflux
CH, CHs CH;

? KMnO,
CH, CHs
+
NH; isoamylnitrit N
—_—
COOH coo
CH3 CH;

Schema 1: Syntéza triptycenhexakarboxylové kyseliny.

Arynovou adici na methylované anthraceny ziskame
methylované triptyceny. Uzitim nesubstituované anthranilové
nebo dimethylanthranilové kyseliny lze ziskat rizné
methylované  triptyceny.  Nasleduje  findlni  oxidace
methylderivat na karboxylové kyseliny manganistanem
draselnym v pyridino-vodném roztoku. Ptikladem je pfiprava
1,4,5,8,13,16-hexamethyltriptycenu a jeho transformace na
odpovidajici hexakarboxylovou kyselinu (Schema 1).

Uvedeny postup umoziiuje pfipravu para-methyl-
substituovanych triptycenti v gramovych mnozstvich, coz z
téchto latek ¢ini atraktivni synthony pro vyuziti v
supramolekularni chemii.

Autori dékuji za financni podporu GA CR (203/03/0087).
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TEORETICKA STUDIE A PRiPRAVA 1-HETERA-

CYKLOPENTANU A JEJICH DERIVATU

JAROSLAV KVICALA, ONDREJ BASZCZYNSKI a
DENISA HORCICOVA

Ustav organické chemie, Vysokd §kola chemicko-
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C,-symetrické chirdlni slouceniny jsou perspektivnimi
chirdlnimi ¢Cinidly, katalyzatory a pomocnymi latkami.
Pomérné novou skupinou takovych latek jsou substituované
1-heteracyklopentany, jako je (2R,5R)-2,5-dimethylborolan,
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jedno z nejuginn&jsich hydroboracnich &nidel'. Klidovym
krokem pro syntézu téchto latek je reakce 1,4-bifunkénich
organokovovych sloucenin s vhodnymi heteroelektrofily.

Jako prvni krok k teoretickému studiu téchto latek jsme
pomoci DFT metod vypocetli energie rovnovaznych geometrii
I-magnesia-, 1-bora- a 1-silacyklopentanu a jejich derivati a
porovnali je s s energiemi jejich necyklickych polymernich
analogli. Ve vybranych piipadech jsme simulovali solvataci
pomoci PCM metody a piidavku explicitnich molekul
rozpoustédla. Dale jsme pro substituované 1-heteracyklo-
pentany porovnali energie C,-symetrickych slouenin s
analogicky substituovanymi mezoformami.

R

1
Obr. 1 Vypoctené rovnovazné geometrie solvatovaného
cyklického (C4Hg)Mg (1), gauche-poly(C,Hg)Mg (2) a anti-

poly(C4Hg)Mg (3).

Z Cy-symetrickych dibromidti jsme pfipravili pomoci
normalniho nebo Riekeho hot¢iku odpovidajici Grignardova
¢inidla a podrobili je reakci s borovymi nebo kiemikatymi
elektrofilnimi ¢inidly.

r~a r~a r~o

N~ - N

XY, = B(OMe),, HSICl,

Prdace byla provedena za podpory GA CR (grant ¢
203/03/0496).
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Fotodynamicka terapie pfedstavuje zajimavy pfistup
k Ié¢eni nadorovych onemocnéni kombinujici zafeni vhodné
vlnové délky s vlastnostmi zvoleného fotosensitizéru. Dosud
byly pro tento ucel vyuzivany pievazné derivaty jak
ptirodnich, tak syntetickych porfyrind. V posledni dobé byla
vsak pfipravena fada dalSich oligopyrrolovych makrocykli, a
to jak isomert porfyrinl, (pfedev§im porfycen je velice
u¢inny  pro  generaci  singletového  kysliku),  tak
expandovanych porfyrinti, které vykazuji lepsi vlastnosti nez
Fotofrin. Nasim cilem bylo navrhnout, pfipravit a otestovat
nové systémy pro fotodynamickou terapii'. Jednim z moznych
kandidati jsou polymethiniové sole, predstavujici velmi
zajimavé, stabilni konjugované chromoforni systémy.
Cilem této prace byla pfiprava a wuziti chromofornich
binaftolovych derivati. NaSe strategie je zalozena na
substituci dibrombinaftylovych derivati trimethiniovymi a
pentamethiniovymi fetézci.

[aave
R
2BF, o
‘ OH
t L
/N N2

Podatilo se nam pfipravit novy derivaty struktury 1, ktery
vykazoval zajimavou schopnost indukovat apoptézu
v rakovinovych butikach.

R
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FOTOAKTIyNi SYSTEMY PRO POHANENI
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Pfiroda vyuziva svételnou energii pro pohanéni
chemickych reakci jiz od svého vzniku. Vyuziti svétla pfi
endothermni pfeméné vody a oxidu uhli¢itého na sacharidy pfi
fotosyntéze predstavuje Gcinny a elegantni zplisob pfemény
svételné energie na energii chemickou. Odhaleni struktury
fotosyntetického centra'? a objasnéni podstaty d&ji spojenych
s fotosyntézou inspirovaly fadu chemikd k navrhu, pfipravé a
testovani rozliénych modeld fotosyntetickych center.
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Podstatou procesit vyuzivajicich svételnou energii je
fotoindukovany pfenos elektroni®*. PH ném dochazi
k ptenosu elektront mezi chromoforem v excitovaném stavu a
zhasejici latkou (quencher), ktera se nachazi v jeho blizkosti
(ptiklad viz schema 1). Chromofor vstupuje absorpci fotonu
do excitovaného stavu a stava se tak silngj$im oxida¢nim ¢i
redukénim ¢inidlem v porovnani se zékladnim stavem.
Excitovana molekula chromoforu pak mize snadno oxidovat
elektronové bohaty ¢i redukovat elektronové chudy substrat.
Tento proces lze snadno monitorovat ztratou luminiscence
chromoforu.

hv

chromofor

zhasejici
latka
v (quencher)
w

Schema 1. Schematické znazornéni fotoindukovaného pfenosu
elektrontl v supramolekularnim systému.

Energie ziskana absorpci fotonti chromoforem umoziuje
provedeni reakci, které bez piitomnosti svétla neprobihaji.
Cilem chemikl je proto pfiprava systému, které po ozéfeni
umoziuji prubéh reakci s vysokou aktivaéni energii nebo
endothermnich reakci’. Zvlastni pozornost je vénovana
systémim schopnym po ozafeni uvoliiovat kyslik® &i vodik’
zmolekuly vody. S cilem porozumét 1épe mechanismu
ptenosu elektroni ve fotosyntetickych centrech byla rovnéz
navrZzena a pfipravena fada umélych systému obsahujicich
chromofor a zhasejici latku (bud’ vazané kovalentng"®* nebo

pomoci nekovalentnich interakci®:  vodikovych vazeb,
koordinace, hydrofobnich interakci), na kterych byl studovan
mechanismus fotoindukovaného  pfenosu  elektrontl.

V pfednasce budou diskutovany piiklady fotoaktivnich
systému s vyse uvedenym vyuzitim.

Nami pfipraveny komplex I piedstavuje ve vodé
rozpustny fotomediator obsahujici chromofor a vazebné misto
pro substrat kovalentné véazané v jedné molekule. Zinek
v komplexu Zn(Il)-cyklen poskytuje volné misto pro
reverzibilni navazani substratu, ktery mutze po koordinaci

vyménovat intramolekularné (a tudiz efektivnéji nez
intermolekularné)  elektrony s  flavinovou jednotkou

(chromofor) excitovanou ucinkem viditelného zateni (schema
2). Dosud publikované medidtory byly pfedstavovany
predevsim jednoduchymi molekulami, které neinteragovaly se

substratem.

N\M N7

Me

3 NZ j
J ZCIOA- H

Schema 2. Fotoindukovany pienos elektronli mezi véazanym
substratem a excitovanym flavinem.

electron
transfer

substrét

/
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Tento projekt je podporovdan grantem Ministerstva Skolstvi,
mladeze a télovychovy Ceské Republiky (1K04105) a DAAD
(projekt  International  Quality Network — Medicinal
Chemistry).
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DERIVATY FLAVINU JAKO MEDIATORY
FOTOOXIDACE ALKOHOLU
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Flaviny patii mezi biologicky aktivni latky, které se
podileji na &innosti fady enzymil' jako oxidaéni & redukéni
¢inidla. Oxidaéni sila flavin (Fl,,) resp. redukéni sila jejich
redukované formy (Fleg) se silné zvySuje prechodem do
excitovaného stavu’. Excitaci flavind, ktera probiha Gi¢inkem
viditelného svétla, tak lze ziskat energii az 241 kJ/mol.

Silného oxida¢niho u¢inku excitovaného flavinu bylo
vyuzito  pfi  aerobni  oxidaci  para-substituovanych
benzylalkoholi (R = Cl, OCH;) tucinkem katalytického
mnozstvi 2’-,3’-,4’-,5’-tetraace'[ylriboﬂavinu3 . Tato reakce
probiha mechanismem intermolekularniho fotoindukovaného
pienosu elektrond. Redukovany flavin je zpétné reoxidovan
ptitomnym kyslikem (schema 1).

\@ R1/\
D{ Lj"
02
H20,
Schema 1. Katalytické fotooxidace benzylalkoholu t¢inkem flavind

Reakce vyzadujici pfenos elektrond probiha daleko
rychleji, pokud je intramolekularni. Proto jsme pfipravili novy
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flavinovy derivat obsahujici vazebné misto pro substrat. Tento
fotokatalyzator je po excitaci schopen vazat a posléze oxidovat
4-methoxybenzylalkohol intramolekularnim pfenosem
elektronti. Dal$i moznost zvySeni pravdépodobnosti kontaktu
substratu s flavinovym fotokatalyzatorem piedstavuje
solubilizace obou reagentll v nanoagregatech (napt. micelach).

Autori dékuji Ministerstvu Skolstvi, mladeze a télovychovy za
financni podporu projektu cislo: 1K04105.
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PYRAZINY PRIRODNIHO A SYNTETICKEHO
PUVODU

MARTIN DOLEZAL

Katedra farmaceutické chemie a kontroly léciv,
Farmaceuticka fakulta, Univerzita Karlova, Heyrovského
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Pred ctyficeti lety vySel souborny referat snazvem
Chemie pyrazinu'. Od té doby bylo ziskano obrovské kvantum
novych informaci. Pyraziny se v pfirodnich zdrojich vyskytuji
v relativné malych mnozstvich, proto byl pocet znamych
derivati piirodniho plivodu pied zavedenim citlivych
analytickych metod dlouho relativné nizky. Rovnéz pocet
synteticky ziskanych sloucenin nebyl do poloviny 20. stoleti
vysoky, obrat nastal teprve na pielomu 70. a 80. let minulého
stoleti. Od 70. let byla intenzivné studovana role
jednoduchych latek odvozenych od pyrazinu v ptirode,
ptedevsim v rostlinach ¢i hmyzu, kde pyraziny plni Glohu
atraktant, feromont ¢i signdlnich latek. Paralelné byly
podobné latky objevovany 1 v potravinach, a nasledné
zjistovany i jejich senzorické vlastnosti (vonidla, chutidla).
Zaroven byl potvrzen i mechanismus tvorby pyrazinového
jadra v pfirodnich zdrojich. Pyrazinové sloueniny jsou
vytvareny rovnéz celou fadou plisni, napf. baktericidné uc¢inné
antibiotikum aspergillova kyselina, pifip. antifungaln¢ aktivni
pigment pulcherrimin.

Dnes jsou synteticky pfipravené pyraziny bézné
pouzivany jako identicka ,,vonidla“ ¢i ,.chutidla“ pfi vyrobé
umélych pokrmovych tukid, instantni kavy, pfi vyrobé
cukrovinek & v tabakovém pramyslu®. Synteticky pfipravené
pyraziny vykazuji rovnéz celou $kalu biologickych ucinku.
Nekteré z nich se pouzivaji jako dilezitd 1éCiva. Prvnimi z
nich byly sulfonamidové chemoterapeutikum sulfapyrazin a
jeho strukturni varianta sulfalen a antituberkulotikum
pyrazinamid. Dalsimi ddlezitymi 1éCivy jsou napf. kalium

Setfici diuretikum amilorid, hypolipidemikum acipimox,
peroralni  antidiabetikum  glipizid, nebenzodiazepinové
hypnotikum  zopiklon,  potencidlni  antineoplastikum
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pyrazindiazohydroxid ¢i zajimavé antivirotikum 6-fluor-3-
hydroxypyrazin-2-karboxamid.

Derivaty pyrazinu pfirodniho ¢i syntetického ptvodu
pfedstavuji velmi vyznamny zdroj ucinnych sloucenin
pro potravinafstvi, kosmetiku a pfedev§im medicinu.

Studie je soucdsti projektu IGA Ministerstva zdravotnictvi CR
¢. 14/8238-3.
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Elipticin a jeho derivaty (zejména 9-hydroxyderivaty)
jsou protinadorova 16&iva'. Dosud neni znam mechanismus
jejich pusobeni, silnd vazba na DNA (zejména interkalace) je
viak nutnou podminkou jejich u¢inku?.

Pro nase budouci NMR experimenty jsme se rozhodli
pro piipravu nékolika derivatl elipticinu. Je znadma cela fada
metod piipravy elipticinu a jeho derivati®”, zadna viak neni
zcela univerzalni pro piipravu rdzn€ substituovaného
zakladniho skeletu. Jako nejvhodnéjsi se ukazala syntéza
vychazejici z indolu a 2,5-hexandionu. Timto zpisobem jsou
v jednom reakénim kroku vybudovany kruhy A, B a C
elipticinu. Nésledujici sekvenci péti reakeci lze pfiipravit
elipticin ve 12 procentnim vytézku (vzhledem k vychozimu
indolu).

Jinou moznosti jak studovat interakce DNA s inter-
kalatory je vypocetni chemie. Nejjednodussi model pro popis
interkalujicich systému je jeden par bazi a jedna molekula
interkalatoru®. I pro tento jednoduchy model jsou vypolty
interakéni energie ab initio velmi narocné (jak asové tak na
pocitacové vybaveni) a pro rozsahlejsi systémy jsou zcela
neproveditelné. Empirické potencidly se bézné pouzivaji pro
vypocet  geometrii a  dalSich  vlastnosti  (vCetné
termodynamickych) a lze je pouzit i vpfipadé velkych
molekul (DNA, proteiny).

V této praci byly provedeny vypocCty ab initio interakéni
energie péti rlznych derivatd elipticinu s pary bazi DNA
(adenin-thymin a guanin-cytosin) a byla zkoumana zavislost
interakeni energie na vzdalenosti mezi interkaldtorem a parem
bazi a na uhlu pootoceni mezi nimi. Vysledky byly porovnany
se tfemi riznymi empirickymi potencialy a byla vyhodnocena
ucinnost jednotlivych potencialu.
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BIOFARMACIE - JAKE JSOU JEJI SANCE V CESKE
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Biotechnologie vstoupila do historie farmacie jiz
mnohokrat.  Sta¢i pfipomenout antibiotika, namelové
alkaloidy, cyklosporin a jina, dnes b&Zné pouzivana 1éCiva.
Podstatnou ¢asti jejich vyroby je mikrobiologicky postup,
ktery danou latku produkuje. Produktem téchto vyrob jsou pak
komplikované, nicméné v zasadé¢ dobte fyzikalné a chemicky
charakterizovatelné molekuly s relativné nizkou molekulovou
hmotnosti. Vyroba a distribuce téchto 1é¢iv se fidi v podstaté
stejnou legislativou jako vyroba a distribuce molekul, které
jsou vyrobeny klasickou organickou syntézou ¢i izolaci
z rostlinného materialu.

V poslednich dvaceti letech vSak pozorujeme nastup
novych biofarmak — 1é¢iv pfipravenych za pomoci manipulace
s genovou vybavou organismu, ktery slouzi jako hostitel pro
mikrobiologickou vyrobu. Konkrétnim piikladem mutze byt
vyroba lidského insulinu a jeho derivatd, které jsou
produkovany bakteriemi, do jejichz bun€k byla vnesena
prislusna geneticka informace (tzv. rekombinantni insulin).
Insulin je polypeptid nebo maly protein, skladajici se dvou
fetézcl tvofenych 51 aminokyselinami. V sou€asnosti je jeho
produkce v bakteriich zdkladem vyroby v nékolika
farmaceutickych firmach. VSechny tyto firmy vyrabéji a
distribuuji insulin pod vlastni ochrannou znackou jako
originalni 1é¢ivo. Znamena to, ze pfed uvedenim na trh musel
dany produkt projit stejnymi procedurami jako kazdé nové
1é¢ivo, tedy velmi nakladnymi klinickymi zkouskami'.
Podobnymi piiklady by mohly byt dalsi, dnes uz bé&zné
vyrabéné a pouzivané rekombinantni proteiny jako
interferony, erythropoietin ¢i rastové faktory, tedy vesmeés
proteiny, po chemické strance jeste slozitéjsi nez insulin.

Vedle rekombinantnich proteinti jsou nyni pozivana
dalsi nova biofarmaka jako monoklonalni protilatky ¢i
rekombinantni vakciny. Celkem je nyni pouzivano v lécebné
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praxi na desitky az stovky preparatl, které spadaji do téchto
takzvanych novych biofarmak. VSechna tato 1éc¢iva jsou
registrovana jako originalni 1éCiva, vyrabét genericka 1é¢iva
témito postupy zatim neni mozné, protoze neumime
dostate¢n& dobfe porovnat kvalitativni parametry t&chto latek?,
tj. prokazat jejich bioekvivalenci.

Soucasny stav je zifejm¢é ale pouze zacatek
biofarmaceutické revoluce. Jsou provadény prvni pokusy
s genovymi terapiemi. Neni pravdépodobné daleko doba, kdy
bude mozno ,opravit® poskozeny genom daného jedince,
zastavit translaci nebezpe¢ného onkogenu ¢i dodat urcité tkani
chybgjici protein. Otazkou ziistava, zda je realné, Ze néktery
z téchto biotechnologickych postupi bude slouzit vyrobé 1é¢iv
v Ceské republice. Rozhodné tomu nebude do té doby, ne
bude moznost alesponi nckterd biofarmaka vyrabét jako
genericka 1éciva.
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SYNTETIQKE PRISTUPY K CHIRALNIM
DERIVATUM 8-HYDROXYCHINOLINU
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8-Hydroxychinolin ptedstavuje Siroce uzivany ligand
k ptipravé  komplexi kovl rGzného wvyuziti. Anelaci
pinenového skeletu je mozné odvodit né€kolik isomernich
struktur chirdlnich ligand, znichz nékteré, jako napf.
Pin[2,3]Oxin 7 a Pin[3,4]Oxin 2 byly pfipraveny. Stericky
naro¢néjsi Pin[2,3]Oxin I tvoii bis-komplexy, jako je napf.
¢tvercovy Pd(ID) komplexl, ale v porovnani s Pin[3,4]Oxinem
2 jiz nevytvaii stabilni oktaedrické tris-komplexy. Prace
sméfuje k vyuziti t€chto novych stavebnich blokd v oblasti
tvorby supramolekularnich struktur®, chirdlnich separaci a
organokatalyzy. Syntetické pfistupy k ligandim vychazejici
z myrtenalu, myrtenolu nebo pinokarvonu budou hlavni naplni
prezentace.

OH

2)
Pin[3,4]Oxine

Pin[2,3]Oxine
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Pii vyzkumu kondenzace Schiffovy base tvofené ze
zlu€ové kyseliny a aromatickych amind jsme zjistili, Zze za
pouzitych pokusnych podminek dochazi ke vzniku produktii s
rozvétvenou uhlikatou kostrou typu III. Tento dendriticky
synthon otevira moznost syntézy komplexnich
supramolekularnich systémi, u kterych se oekavaji zajimavé
vlastnosti. Tudiz jsme hloubéji zkoumali reakci 3a,7a,120-
tri(methoxymethoxy)-5p-cholan-24-alu (I cit.'?) s 5-amino-
1,10-fenanthrolinem (I1a) v benzenu za basické katalyzy za
vzniku rozvétveného kondenza¢niho produktu ITla. Tato
reakce byla studovana i s jinymi basemi, jako napf. anilinem
(1Ib), u kterého byl nalezen analogicky kondenzaéni produkt
1IIb. V piipadé pouziti pyridinu a 1,10-fenanthrolinu nebyla
zjisténa reakce zadna.

Predpokladali jsme, Ze kondenzace aldehydu je
katalyzovana basi, a proto jsme se zaméfili na srovnani nasich
Ctyt basickych reaktantli z tohoto hlediska. Jelikoz jsme v
literatufe nenalezli hodnoty pKa pro vSechny base, vyuzili
jsme softwarového produktu ACD/Labs pK, DB (cit.®) k jejich
predikci. Ze zjisténych hodnot je zfejmé, Ze basicita neni
klicovym faktorem kondenzace. Zjisténi je potvrzeno i faktem,
ze nebyl v zadném z ptipadti izolovan rozvétveny aldehyd IV.
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Tabulka I, Basicita amint

vypoctené pK, pK,nalezené

(cit.%) v literatufe

anilin ITh 4.61 4.69 (20 °C)*
5-amino-1,10- 5.87 n/a
fenanthrolin Ila
1,10-fenanthrolin 4.86 n/a
pyridin 5.23 5.28 (20 °C)’

Vysledky byly ziskany za financniho prispéni ucelové podpory
vyzkumu a vyvoje v ramci projektit Z4 055 905 (IC, VP, VK),
223300006 (LD, PD) a COST D-31 ¢. 1P040CD31.001
(MD,).
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PREPARATION OF ORTHOGONALLY PROTECTED
2-AZIDO- AND 2-AMINOHEXOPYRANOSES
DERIVATIVES

JAN VESELY?, MARTINA DZOGANOVA®, TOMAS
TRNKA® a MIROSLAV LEDVINA®

“ Department of Organic Chemistry, Charles University,
Albertov 2030, 128 40 Praha 2; b Institute of Organic
Chemistry and Biochemistry, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Flemingovo nameésti 2, 166 10 Praha 6
m_dzoganova@yahoo.com

Mono- and oligosaccharides derived from D-
aminosugars are frequently occurring structural units in
various biologically important oligosaccharides and their
glycoconjugates, having multiple biological functions and
activities, e.g. play a key role in molecular recognitions of the
type cell-cell, cell-bacteria and cell-virus'. Preparation of
convenient sugar units necessary for building up of structural
part of above mentioned oligosaccharides is known by direct
functionalization of common D-aminosugars (D-glucosaminez,
D-galactosamine’ and D-mannosamine®). Other synthetic
route to derivatives of aminosugars is via replacement of
sulfonyloxy group at C-2 position to azide.

We have focused on preparation of orthogonally
protected 2-amino-2-deoxy-D-mannopyranosides from the
most common D-gluco precursors by Sy2 substitution at C-2.
This synthetic approach affords building units for construction

of various oligosaccharide chains.
OR?

-0 -0
R'O o) -
BnO SEt BnO SEt

1R"=Ac,R?=Bn
2R"=SEM, R?=Bn
3R"=Bn,R?=Ac

4N, =Nj
5N, = NHTroc
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OPTIMALIZACIA PRIPRAVY 2-M1§TYLTETRALO'NU
A 2-HYDROXY-2-METYLTETRALONU

VLADISLAV SEMAK, BORIS GASPAR, MAREK
PAZICKY, MARTA SALISOVA a ANDREJ BOHAC

Katedra organickej chémie Prirodovedeckej fakulty Univerzity
Komenského v Bratislave, Mlynska dolina CH-2, 84215
Bratislava, Slovensko

salisova@jns.uniba.sk

V nedévnej praci' sme opisali moznost’ vyuzitia 2-hy-
droxy-2-metyltetralonu II na pripravu a deracemizaciu o-
aminokyselin. Pri syntéze zlu€eniny II sme ako vychodiskovu
zlu€eninu pouzili 2-metyltetralon I, ktory sme pripravili
metylaciou 1-tetralénu. Za uvedenych podmienok bola syntéza
I sprevadzana vznikom dimetylovaného vedl'ajsicho produktu,
ktory sme museli pracne oddelit. Alkylacia vSak prebiehala
selektivne, ak sme pri reakcii pouzili drahtl fosfazénovu bazu.
Ciel'om nasej d’alSej prace bolo preto najdenie selektivnejSich
a lacnejsich metdd tak na pripravu zliceniny I ako aj I1.

O
a) H,C b) CHs

—_— O—>

Schéma 1. a) 1/K,CO;, DMC, 50atm, 210°C, autoklav b)
benzen, AICl;

Zistili sme, Ze zluc¢eninu I je mozné pripravit’ selektivne
dvoma spdsobmi, uvedenymi na schémach 1 a2.
Optimalizaciu podmienok vysokotlakovej syntézy® sme
uskuto¢nili v autoklave. Navrhli a vysvetlili sme mechanizmus
metylacie prostrednictvom DMC. Zlu€eninu II sme pripravili
v dobrych vytazkoch, s vyuzitim vzduchu na oxidéaciu, podla
postupu naznaceného na schéme 2 -f.

0 o 0
¢), d) ot
— CH,
0 °| o
CH, CHs
OH -—
I I
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Schéma 2. ¢) 1/NaH, DMC, d) Mel, ¢) AcOH, HCI, H,0,
f) O, (vzduch),, 50% NaOH, P(OMe);, TEBA

Autori dakujii Slovenskej grantovej agenture za financnu
podporu grantu VEGA 1/0217/03 a za technicki pomoc firme
SYNKOLA.
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COORDINATION OF LIPOPHILIC ALKYL 2-
PYRIDYL KETOXIMES TO Ni** IONS AS A PROBE
FOR STUDYING THE AQUEOUS/MICELLAR
INTERFACE
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One of the important features of self-assemblies as
micelles, vesicles, and microemulsions is their influence on
the course and rate of chemical reactions known as micellar
catalysis or inhibition'?. Apart from the generally accepted
concept of the attractive or palisade effect of ionic micelles on
charged species, only sporadic attempts have been hitherto
made to explain the influence of the nanoaggregate interface
properties on chemical reactions occuring in these systems™”.

Formerly, we observed slow coordination of Ni** ions to
lipophilic ligand tridecyl 2-pyridyl ketoxime (1g) in cationic
micelles of hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB)
requiring tens of minutes’. On the other hand, the same
reaction with homologous methyl 2-pyridyl ketoxime (1a)
runs immediately after mixing the reactants. We suppose that
the formation of Ni*' complexes with ligand Ig (the
stoichiometry of them being 1:2 or 1:3) at the nanoaggregate
interface is disfavoured since one of the lipophilic ligand
molekules must approach the metal ion from aqueous phase.
Nevertheless, the mass transfer does exist to some extent in the
proximity of the interface due to its dynamic character and
there is some probability of the Ni** complex formation. Once
formed, the Ni** complex exists due to its high stability.
Therefore, the described complex formation seems to be a
simply probe for the investigation of the character of the
interface between the nanoaggregate and bulk aqueous phase.

Analysis of the kinetic data obtained from coordination
of lipophilic alkyl 2-pyridyl ketoximes I (from C4 to Cyg) to
Ni?* in solutions of cationic, anionic, and non-ionic micelles
reveals that the entitled reaction can serve as a probe for the
investigation of the interface between micelles and bulk
aqueous phase.

The authors thank to Grant Agency of the Czech Republic for
financial support of this research, grant. No. 203/04/0488.
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PRIPRAVA POLYFLlﬂJOROVANYCH ZIRKONA-
CYKLOPENTADIENU NA BAZI 1,8-BIS(PERFLUOR-
HEXYL)OKT-4-YNU A JEJICH VYUZITI

MARTIN HAVLIK®, TOMAS BRIZA?, MARTIN
KOTORAP, JAROSLAV KVIiCALA® a OLDRICH
PALETA®?

“ Ustav organické chemie, Vysokd $kola chemicko-
technologicka v Praze, Technickad 5, Praha 6, 166 28;

b Katedra organické chemie a radiochemie, PFirodovédeckd
fakulta Univerzity Karlovy, Hlavova 2030, Praha 2, 128 40
haviikm@email.cz

Polyfluorované acetyleny s dvéma perfluoralkylovymi
fetézci izolovanymi od trojné vazby ethylenovou nebo
trimethylenovou spojkou jsou perspektivni stavebni bloky
v organické syntéze. Klicovymi intermediaty téchto reakci
jsou polyfluorované triflaty’.

S pomoci 1,8-bis(perfluorhexyl)okt-4-ynu jsme tak
pfipravili polyfluoralkylované cyklopentadieny, butadien a
benzen se Ctyimi polyfluoralkylovanymi fetézci. Syntéza
vyuziva zirkonacyklopentadienovy komplex I jako klicovy
intermediat.

F13Ce(CH,)5—=="(CH,);C¢F 5

-
— ZrCp, I

[Cpy2r]

CH,),C.F
F13Ce(CHy); (CHCefss

F13C6(CH2)3 (CH2)3C6F13

Prdce byla provedena za podpory GA AV CR (grant ¢
A407220361).
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SYNTEZA POLYPERFLUORALKYLOVANEHO
CYKLOPENTADIENU

DAVID HAZAFY® a MARTIN KOTORA™"

“Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédecka fakulta
UK, Albertov 2030, 128 43 Praha 2; bUstav organické chemie
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kotora@natur.cuni.cz

Schéma 1
C6F13 C6F13 CBF13 C6F13
. - . _ -
/=\ COOMe
| COOMe
Cof 13 CeF13
CeF13 CeF13 CoF13 CeF13
COOMe

CeF13 CeF13 CeF1s 4 CsF13

V poslednim desetileti byla vénovana znacna pozornost
reakcim v dvoufazovém prostiedi organické rozpousté-
dlo/perfluorované rozpoustédlo. Zvlastni pozornost je pak
zaméfena na pouziti katalyzatori na bazi komplexi
prechodnych kovi obsahujicich perfluoralkylované fetézce
navazané na ligandy, které jsou pficinou jejich snadné
rozpustnosti v perfluorovanych rozpoustédlech. Z velké
skupiny potencialnich ligandd byla pozornost zaméfena
pfevazné¢ na perfluoralkylované fosfiny, jako zastupce
nejcastéji pouzivanych ligandd. Na druhoé strané dalsi
skupina Casto pouzivanych ligandd, cyklopentadieny, zatim
staly na okraji zajmu®.

Cilem této prace bylo pokusit se vypracovat metodu,
ktera by v nekolika jednoduchych krocich umoznila pfipravit
polyperfluoralkylované cyklopentadieny. Nase strategie byla
zalozena na pouziti bis(perfluoralkylethyl)alkyni®> a jejich
[2+2+1]-cyklotrimeriza&ni reakce’, kterd by v jednom kroku
vedla k vytvoteni pozadovaného péti¢lenného kruhu. Dal§imi
transformacemi funkénich skupin byl ziskan pozadovany 1-
ethyl-2,3,4,5-[tetra(perfluoralkylethyl)cyklopentadien.

Prace byla podporena grantem GA AV IA44072203.
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MODULARNI SYNTEZA TERPENOIDNICH LATEK

PAVEL HERRMANN®™" a MARTIN KOTORA?*"
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Terpenoidy a jejich derivaty piedstavuji vyznamnou
skupinu ptirodnich latek, z nichz mnohé vykazuji biologickou
aktivitu.  Nejcastéji jsou ziskavany izolaci z ptirodniho
materialu a naslednou derivatizaci. Je proto v syntetickém
zajmu vypracovat dostate¢né obecnou syntetickou cestu k této
Siroké skupin€ sloucenin.

OMe
—_—
BnO X BnO
1 2
i =
o}
BnO - BnO X
BnO BnO
4 3

Na&s piistup je zalozen na modularni syntéze vyuZzivajici
jedné ,,one-pot” reakéni sekvence — stechiometrické cyklizace
l-alkoxy-2,7-dienu  Negishiho  &inidlem'  (Cp,ZrBu,),
nasledované transmetalaci (CuCl) a allylaci® tak, aby produkt
této reak¢ni kaskady nesl opét stejné funkéni skupiny jako
vychozi latka a mohl tedy reagovat stejnou reakci a
mechanismem znovu za vzniku dal$iho cyklu. Vhodnym
poctem takovych reakénich kaskad by pak mélo byt mozné
vystavét polycyklicky skelet. Volba substratu pro prvni
cyklizaci a pouziti riznych allylhalogenidi (modultl) pro
allylaci by méla umoznit funkcionalizaci skeletu. Spole¢nym
jmenovatelem  téchto  reakénich  kaskdd je  pravé
dibutylzirkonocen (Negishiho reagent).

Jako modelovy substrat byl vybran 1-methoxy-2,7-dien
1, ktery 1ze snadno pfipravit ve 4 krocich. Jeho cyklizaci za
vy$e uvedenych podminek byl ziskan methoxyderivat 2. S
nim provedend stejna reakcni sekvence poskytla o,m-dien 3,
ktery po cyklizaci a karbonylaci® poskytl tetracyklicky keton
4. Rizné syntetické a stereochemické aspekty vyse popsanych
reakénich sekvenci budou diskutovany.
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SYNTEZS,{ NOVYCH PURINOVYCH D,ERIVATI‘TJ
NESOUCICH FUNKCIONALIZOVANE C-
SUBSTITUENTY

MICHAL HOCEK*, PETR CAPEK a PETER SILHAR

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo
nam. 2, 166 10 Praha 6
hocek@uochb.cas.cz

Modifikované puriny nesouci C-substituenty v poloze 6
jsou dulezité biologicky aktivni latky a jsou pfipravovany
cross-coupling reakcemi 6-halogenpurini s organokovy.'
Vétsina téchto cross-coupling reakci byla ale v minulosti
pouzita jen pro zavedeni jednoduchych nefunkcionalizovanych
alkyl-, alkenyl- nebo arylsubstituentl. V tomto sdéleni budou
presentovany nase prvni vysledky s cross-coupling reakcemi
chranénych funkcionalizovanych organokovti vedoucimi napf-.
k zavedeni hydroxymethylové skupiny’ nebo aminokyse-
linového zbytku.?

hal R

5
t
O
k\N SN N
Y

op, NHCbZ
R= cooBn atd.

—\ <7

Schema 1.

Tato prace je soucasti Vyzkumného zameru Z4 055 905 a byla
porporovana GACR (203/03/0035) a firmou Sumika Fine
Chemicals Co. Ltd.
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OXID UHLICITY JAKO AKCELERANT
TRANSDERMALNI PENETRACE ?

TOMAS HOLAS, ALEXANDR HRABALEK, )
JANA KLIMENTOVA a KATERINA VAVROVA

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci
Kralové
holas@faf-cuni.cz

S cilem vysvétlit mechanismus ucinku a zaroven
neobvykle vysokou akceleracni aktivitu Transkarbamu 12 byla
piipravena fada sloucenin, ve které bylo esterové seskupeni
ptitomné uprostied lipofilniho fetézce akcelerantu (viz obr.)
nahrazeno isosternim  ketonickym, karbamatovym a
karbonatovym. Ptipraven byl rovnéz analog odvozeny od
uhlovodiku.
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Takto ziskané soli karbamovych kyselin byly otestovany
na transdermalné akcelera¢ni aktivitu.

Bylo zjisténo, ze akceleracni aktivita soli je zavisla na
jejich stabilité. Pti pH kuze (5,5) dochazi k riizné rychlému
rozkladu soli za uvolnéni CO,. Zanikem kovalentni vazby, jiz
je CO, vazan, dojde ke konformacnim zménam v molekule
akcelerantu, které vyvolaji dalsi zmény ve svém
bezprostfednim okoli. CO, muze ve stratum corneum dale
reagovat s bazickymi latkami, napf. se sfingosinem, nebo
zustane ve volné form¢. Tyto reakce vyvolaji ve stratum
corneum reverzibilni zmény, jejichZ koneénym disledkem je
poruseni bariérové funkce kiize.

Porovnanim fyzikalnich konstant a IC spekter
piipravenych akcelerantd bylo zjiSténo, ze stabilita soli je
nepiimo imérnd akceleracni aktivité.

Tato prdace je podporovina grantem FRVS (grant ¢.
963/G6/2004) a Vyzkumnym zamérem MSM 111600001
KLOUZANI PO CHEMICKYCH DATECH

MIROSLAV HOLIK" a JOSEF HALAMEK"

“Katedra teoretické a fyzikalni chemie, Prirodovédecka fakulta
MU v Brné, Kotlarska2, CZ 611 37 Brno; bUstav pristrojové
techniky AV CR v Brng, Krdlovopolska 147, CZ 612 64 Brno
Jjosef@isibrno.cz, holik@chemi.muni.cz

Metodu ,klouzani’ jsme pouzili pro vypocet naklonu
linearnd zavislych kiivek'. Je to vypodet zatézi, pii ndmz se
podrobi singularnimu rozkladu jen zvolend ¢ast matice dat —
tzv. okno. Toto okno se postupné posouva od zacatku matice
az ke konci. Takto se da také napf. zjistit® podet vyznamnych
hlavnich komponent v matici dat; v literatufe? je tento postup
znam jako ,fixed-size moving window evolving factor
analysis®.

V kvantitativni analyze, ktera vyuziva spektralni odezvu
jako miru obsahu latky, je tieba najit vhodny spektralni rozsah
s nizkym Sumem a vysokou citlivosti na zménu koncentrace.
K tomu je velmi vhodné ,klouzani‘. Na obrazku jsou spektra
se 700 misty detekce. Ze 700 sloupci matice dat se vezme
prvnich 10 (volitelné okno) a spocitaji se singularnim
rozkladem zatéze. Protoze jsou ze zacatku spektralni odezvy
zatizeny Sumem, ktery pfesahuje informaci o koncentraci, je
kromé prvni zatéze vyznamna i hodnota zatéze druhé — pomér
standardni odchylky druhé zatéze (b0) k odchylce zatéze prvni
(a0) se vyznamné lisi od nuly. Minimalni pomér b0/a0 udava
oblast vhodnou pro kvantitativni analyzu (na obrazku jsou to
sloupce  300-550). Pro vypocet pouzivame program
GLIDING.M napsany v Matlabu®.
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Takto se daji spektra omezit v horizontalnim sméru.
Podobné je mozno omezit spektra i ve vertikdlnim sméru.
Z obrazku, ktery dokumentuje pokles amplitudy a tudiz i
koncentrace s Casem, je patrné, ze nejvhodnéjsi pro
kvantitativni analyzu budou spektra z pocatku meéteni. U
spekter s nizkou amplitudou bude opét hrat vyznamnou ulohu
Sum. Klouzani se nyni aplikuje na fadky matice dat. Pro
vypocet se pouziva program KINGLID.M.
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STUDIUM PRiIPRAVY CHIRALNICH
C-SYMETRICKYCH DIOLU POMOCH
HYDROBORACNICH REAKCI

DENISA HORC[(;OVA, ONDREJ BASZCZYNSKI A
JAROSLAV KVICALA

Ustav organické chemie, Vysokd §kola chemicko-
technologicka v Praze, Technicka 5, Praha 6, 166 28
denisa.horcicova@vscht .cz

Cy-symetrické dioly'” jsou perspektivnimi stavebnimi
bloky pro syntézu chiralnich slou€enin.

Hydroborace alkenti (la-Ic), které jsme pfipravili
pinakolovym zdvojenim cyklopentanonu, indan-1-onu, indan-
2-onu a jejich naslednou dehydrataci, poskytly smés
diastereoisomernich dioll - mesoformy a racematu.

Pro studium hydroborace jsme zvolili 4 hydroboracni
¢inidla: BH; jako nejjednodussi boran, stericky branény
thexylboran jako primarni boran, 9-BBN jako sekundérni
boran a chirdlni IpcBH,. Na pouzitych Ccinidlech jsme
sledovali miru diastereoselektivity reakce. Hydroboraci
thexylboranem jsme ziskali racemickou smés o Cistoté¢ 95%
d.e. Isomerni Cistotu chirdlnich alkoholii jsme stanovili na
zdklade "F NMR spekter jejich esteri s Mosherovou
kyselinou.
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OH
OH
Q " 1. hydroboraéni R Q
¢inidlo
+
2. H,0,/NaOH
B OH

Price byla provedena za podpory GA CR (grant &
203/03/0496).
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A SIMPLE METHOD FOR THE PREPARATION OF
5-ALKYLSULFINYL-1-ARYLTETRAZOLES

ALEXANDR HRABALEK®, LEONID MYZNIKOV",
JIRI KUNES?, KATERINA VAVROVA? a GRIGORII
KOLDOBSKII"

“Charles University in Prague, "St. Petersburg State Institute
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Currently, the most widely used reagents for the
preparation of alkylsulfonyltetrazoles are m-chloroperbenzoic
acid (MCPBA) at temperatures from -10 °C (ref.)) to room
temperature’ and ammonium heptamolybdate tetrahydrate in
ethanol®, a reagent introduced as early as 1963. Such sulfones
have also been prepared using 30% H,0, in acetic acid at 70
°C (ref.).

Alkylsulfinyltetrazoles can be prepared using practically
the same method —- MCPBA at 0 °C. The fact that this reaction
can lead to both oxidation products was confirmed by the
work of Jungheim, who obtained sulfoxides and sulfones at —
78 °C and —10 °C, respectively.

We have developed a simple method for the preparation
of S-alkylsufinyl-1-aryltetrazoles which consists of oxidizing
the relevant sulfanyl derivatives with 34% peracetic acid,
where R'=aryl, R’>=alkyl.
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N—N N—-N
" MeCOOOH "
PN - Py
N‘N S7R acetone; -15 °C N‘N (ISl) R
| |
1

R’ R

The advantages of this method are the following: very
low cost of the oxidizing agent, convenient preparation (the
reagent can be added all at once into the cooled reaction
mixture), and it affords a unique product — alkylsulfinyltetra-
zole — in very good yields even when there is steric hindrance
of the sulfur atom by a bulky isopropyl group’.

This work was supported by The Grant Agency of the Czech
Republic (GACR No. 203/04/2134) and the Ministry of
Education of the Czech Republic (grant MSM 111600001).
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PRIPRAVA ATROPOIZOMERNiCH PYRIDINU
[2+2+2] CYKLOTRIMERIZACI NITRILU S ALKYNY

RADIM HRDINA.* LENKA DUFKOVA,? SCOTT
MITCHELL® a MARTIN KOTORA™"

“Katedra organické a jaderné chemie, Piirodovédecka fakulta,
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Atropoizomerni slouceniny biarylového typu hraji
klicovou roli v enantioselektivni syntéze, predevsim jako
ligandy u reakci katalyzovanych ptechodnymi kovy.
V posledni dobé atropoizomerni biarylové slouceniny
s pyridinovym kruhem zacaly byt také vyuzivany jako tzv.
“organické” katalyzatory'. Jejich piiprava je zaloZena
prevazné na kaplinkovych reakcich.

Nasim cilem bylo vypracovat alternativni metodu
ptipravy potencialné atropoizomernich pyridini. Synteticka
strategie byla zalozena na [2+2+2] cyklotrimerizaci 1-aryl-1,7-
oktadiynl s nitrily. Reakce byly provadény za standardnich
podminek a katalyzovand cyklopentadienovymi komplexy
kobaltu®. Byla provedena cela fada cyklotrimeriza¢nich reakci
diynii s réiznymi substituenty R' a R? za vzniku piisluinych
pyridinG v obstojnych vytézcich (Schema 1). Ukazalo se, ze
prubéh reakce zavisi na jak sterickych, tak elektronickych
vlastnostech funkénich skupin R' a R% Jako cyklotrimerizaéni
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katalyzatory byly zkouSeny i komplexy jinych pfechodnych
kovu.
Schema 1

CN
[
R2 R!

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

Co-kat.
E—

Prace byla podporena grantem GA CR 203/01/0863.
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THERMOSENSITIVE POLYMERS AS PROMISING
NEW MATERIALS FOR NUCLEAR MEDICINE

MARTIN HRUBY?, JAN KUCKA", JAN KOZEMPEL?,
ONDREJ LEBEDA® and KAREL ULBRICH®

“Institute of Macromolecular Chemistry of the Czech Academy
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Water-soluble polymers are of tremendously increasing
interest for biomedical applications nowadays. They are used
in drug formulations, as blood plasma substituents, in drug
delivery systems and numerous other applications.

Thermosensitive polymers based on N-alkyl substituted
poly(meth)acrylamides that are soluble in aqueous
environment at low (room) temperature and precipitate above
a very narrow temperature range (body temperature) are
promising candidates for medical and pharmaceutical
applications.

There are some advantages in using radiopharma-
ceuticals for drug delivery systems if compared to chemical
drugs. Above all the effective dose of the radionuclide is much
lower than the effective dose of the chemical drug so a very
small weight of polymer carrier is sufficient. It is also not
necessary to cleave the drug from the carrier to accomplish the
task.

In our contribution we describe a new thermosensitive
system based on telecheic polyacrylamides carrying labelable
phenolic (reactive towards iodine radioisotopes) respectively
chelating (reactive towards polyvalent metal radioisotope
cations) moieties at the end of the polymer chains. These
polymers are readily soluble in water at room temperature
what allows facile isotope labeling and administration via
injection and they precipitate slightly below the body
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temperature so they should persist on the place they were
injected to. This is especially advantageous for local
applications in nuclear medicine (synovectomy, cavities after
surgical removal of solid tumours etc.). The use of the
telecheic polymers also makes the precipitation temperature
range very narrow in comparison to statistical copolymers that
always contain molecules that have high and low content.

The high radioisotope binding ability of the polymers is
demonstrated on '*I (phenolic group) respectively *''At
(chelating group).

Authors gratefully thank the Grant Agency of the
Academy of Science of the CR for financial support (grants
No. B4048302 and B4050408).

SYNTHESIS OF N' — SUBSTITUTED DERIVATIVES
OF DIISOPROPYL 1-[2-(PHOSPHONOMETHOXY)-
ETHYL]CYTOSINE IN THE PRESENCE OF TRI-
ETHYLAMMONIUM HYDROGENSULFITE

SARKA CHALUPOVA® and ANTONIN HOLY?

“Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, Academy of
Sciences of the Czech Republic, Flemingovo n.2, 166 10,
Praha 6

sari.s@email.cz, holy@uochb.cas.cz

On reexamination of the old-known reaction (references
1-4) of cytosine derivatives with sodium bisulfite we have
studied the reaction of diisopropyl 1-[2-(phosphono-
methoxy)ethyl] cytosine with triethylammonium hydrogensul-
fite in 60 % methanol. In the presence of neutral salt of amine
this reaction affords transaminated derivatives accompanied
by uracil compounds. Reaction was run at 25 °C and gave the
product; the product formation rapidly increased at 70 °C.
However, with certain amines the reaction failed. Steric effect
may have been responsible for this failure.

Ri. Ry
NH, NH, N
SN al =N b] N
\ Y A — | A
N0 g or 9SO o oR N" 70 o oRr
N
\/P\ o \ O\/P\
OR
R=H, iPr

a) Et;N"HSO5", 60% MeOH; b) R,R,NH," CH;COO™ (R, R,
= Me, Et, Cp, Allyl, Bu) or R,R,H'HCO; (R;, R, = Et, Pro,
iPr, 2-methoxyethyl, 2-aminoethyl, Bu, iBu, HOEt,
cyclohexyl, Bn, -CHchQOCHchz, -CH2CH2CH2CH2- )

This study was performed as a part of research project
#4055905 of the Institute of Organic Chemistry and
Biochemistry. It was supported by AmFAR grant #106456-34-
RGNT, by the Rene Descartes Prize - 2001 of the European
Commission(HPAW- 2002 -90001) and by Gilead Sciences
(Foster City, CA, USA).
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POROVNANi,METQD STANOVENI s
ANTIRADIKALOVE AKTIVITY ZALOZENYCH NA
ZHASENI STABILNICH RADIKALU

KATERINA CHVATALOVA a JIRI SLANINA

Biochemicky ustav, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita,
Komenského nam. 2; 662 43 Brno
Jjslanina@med.muni.cz

Poruseni rovnovahy mezi tvorbou a zanikem volnych
radikalt vede v organismu k oxida¢nimu stresu, ktery se podili
na vzniku fady zavaznych onemocnénich  véetné
kardiovaskularnich a nadorovych onemocnéni. Pfi ochrané
organizmu pfed nadmérnou tvorbou volnych radikala hraji
vyznamnou roli nizkomolekuldrni antioxidanty predevsim
v extracelularnim  prostfedi, kde je aktivita vétSiny
antioxidacnich enzymid nizkd. K posouzeni antiradikalové
aktivity antioxidantd nebo jejich smési v biologickych
vzorcich se Casto pouzivaji metody zalozené na zhasSeni
stabilnich barevnych organickych radikali. K nejéastéji
pouzivanym patii 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH)' a
radikal generovany oxidaci 2,2'—azino—bis(3—ethybenzthiazo-
lin—6—sulfonové kyseliny) (ABTS).

Nasim cilem bylo porovnat vyhody a nevyhody pouziti
riznych radikald v testech antiradikalové aktivity a nalézt
optimalni podminky testu zalozeného na méfeni rychlosti
zhaseni radikdld. Z naSich vysledkti vyplynulo, ze pouziti
radikalu DPPH bylo omezeno jeho nizkou rozpustnosti ve
vodé. Nevyhodou pouziti radikdlu ABTS pro méfeni byla jeho
pfili§ rychla reakce s antioxidanty, kterd umoznila urcit
rychlostni konstanty jen u relativné pomalu reagujicich
antioxidantti. Jako nejvyhodnéjsi se ukazalo pouziti dosud
malo uzivaného radikalu generovaného oxidaci N,N-dimethyl-
p-fenylendiaminu (DMPD), protoze pouziti DMPD, na rozdil
od vyse jmenovanych radikali, umoznilo stanovit rychlostni
konstanty u vSech antioxidanti ve vodném prostiedi. Urcitou
nevyhodou je nutnost generovat tento radikal pfed méfenim
v roztoku oxidaci.

Tato prace byla podporena grantem FRVS 449/2004.
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PREPARATION AND ANTIPLATELET ACTIVITY OF
GLYCIDIC ACID DERIVATIVES
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A number of methods of 2-phenylpropionic acids
preparation'” were used for potential antileukotrienic agent
VUFB 20615 synthesis®. The Darzens reaction® was treated as
one of the pathways of 2-arylpropionic acids preparation,
nevertheless 2-arylpropionaldehyde or 2-arylpropionic acid
was not obtained using this method. Glycidic esters and acids
were only generated via the Darzens condensation. All the
generated compounds were tested for their antiplatelet activity.
The configurations of all prepared compounds were identified
on the basis of the comparison of NMR interaction constants
with those reported in the paper’. As well as preferred cis-
glycidic ester generation, obtained in 89% fashion, is
discussed.

o _4
R \<‘R R'= COOC,H,, COOH
T e
H
s

The project was supported by the Ministry of Education of the
Czech Republic (No. LNOOB125) and by the League Against
Cancer (funded from Terry Fox Run).
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RADIOHALOGENACE BIOMOLEKUL
WALLACHOVOU METODOU

JAN KADERAVEK® a LADISLAV LESETICKY?
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Rozklad triazenové skupiny pusobenim nukleofilni
halogena¢ni  Castice piedstavuje jednoduchou metodu
inkorporace radiohalogenu do vybrané molekuly'. Nezbytnou
pfitomnost kyselého katalyzatoru je mozno zajistit dvéma
zpusoby — pfidanim katalytického mnozstvi kyseliny
(naptiklad TFA), nebo pouzitim silné kyselého iontoménice
(napt. Dowex 50 v H" cyklu)®. Druha moZnost nabizi vyhodu
jemné kyselé katalyzy, obzvlast¢ vhodné pii reakcich
s nékterymi citlivymi latkami. Pfitomnost triazenové skupiny
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v molekule byla zaji§téna konjugaci aktivniho esteru®
nesouciho triazen s nechranénou aminoskupinou peptidu nebo
amino-kyseliny. Takto modifikované latky byly nasledné
podrobeny radiohalogena¢nim reakcim, pficemz byl sledovan
vliv pouzitého kyselého katalyzatoru (TFA nebo katex) na
vytézek radiohalogenacni reakce.

Pro studium byly zvoleny estery aminokyselin
(glycinethylester a fenylalanin methylester) a ester
jednoduchého tripeptidu (fenylalanyl-leucyl-glycin-ethylester).
Radiohalogenacéni reakce s [ml]NaI byly provedeny
v nosi¢ovém 1 beznosi¢ovém uspoifadani, radiohalogenace s
2At byly provedeny v beznosi¢ovém uspoiadani. Piidavek
redukéniho &inidla (Na,SO;) k preparatu 2''At pozitivng
ovlivnil vytézek astatacnich reakci vlivem vyssiho zastoupeni
At oproti jinym oxida¢nim staviim astatu. Pouziti katexu jako
katalyzatoru vedlo predevsim v piipadé astatacnich reakei k
velmi dobrym radiochemickym vytézktm (85 — 88 %).
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BIARYLU PRES DEWAROVY BENZENY
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Dewarovy benzeny (DB) jsou prvnimi izolovanymi
valenénimi izomery benzenu. Vzhledem k velkému
kruhovému pnuti je mozné pfesmykovat DB termicky,
fotochemicky a  katalytickym  plsobenim  komplext
ptechodnych kovl na benzeny. V projektu zabyvajicim se
[2+2+2] cyklotrimeriza¢nimi reakcemi alkynii za vzniku
biaryli byly v nékterych reakénich smésich detekovany kromé
oéekavanych biarylt téz DB jako vedlejsi produkty.

Schéma 1
Me
COOMe Me
e I AICI; (1eq) % COOMe
2| + s tieqd) Me

Y Y
: C
i ) 1
Nasim cilem bylo pokusit se pfipravit potencialné

atropoizomerni biarylové slouceniny pfes DB. Pro piipravu
DB se studovala reakce but-2-ynu I s ortho-substituovanymi
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arylpropynoaty II v piitomnosti Lewisovské kyseliny
(Schéma 1)

U takto pfipravenych DB IIT byl studovan piesmyk® na
biaryly IV. Ze ziskanych vysledkl vyplyva, ze v nékterych
ptipadech by tato metoda mohla byt vhodna pro syntézu
polysubstituovanych biarylt (schéma 2).

Schéma 2
Me

Me
Me Me Me
wo—>
COOMe
M -

o Me COOMe
Cr o
i %

Prace byla podporena grantem GA CR 203/01/0863.
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SYNTHESIS OF CYCLODEXTRIN DIMERS -
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Cyclodextrins (CD) are being used in many applications
due to their unique complexation abilities. Selectivity and
strength of the complexation (mostly with lipophilic guests)
can be modified by derivatization of CD molecules.

B-CD cinnamyl bromide> 1 Acy0, py » 2

NaOH 80°C,2h
H,O/MeCN, 0 °C
RUC|3, NaIO4
MeCN, H,0
/(,CHz}g
NH

((CHz 9

3
HoN 2
RO A, HOBt
RO /ﬁX\OR DMAP.HCI

0 0
(¢} 0 g
OR OR

4 R=Ac O
NH
H,3 Row\
HeS L% OR

5R=H 6
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Regioselectively monosubstituted CDs belong to the
most useful group of such derivatives. Among the
monosubstituted derivatives 3-O isomers were most difficult
to prepare (compared to 6-O and 2-O isomers)'.

Now we present a new simple general method for
preparation  of  3'-O-alkylaminocarbonylmethyl-p-cyclo-
dextrins, that we used for synthesis of cyclodextrin dimer
which will be tested as a carrier of photodynamic sensitisers
for treatment of cancer. Alkylation of B-CD with cinnamyl
bromide gives mainly (20% yield) 3'-O-cinnamyl derivative
(1), most probably due to inclusion of the reagent in CD
cavity. From this compound peracetylated 3'-O-
carboxymethyl-B-CD (3) can be easily prepared and used as a
substrate for preparation of cyclodextrin dimer (§) by forming
amide bonds with diamines e.g. 1,9-diaminononane.

Project is funded by grants GACR 203/02/1483 and MSM
113100001.
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LIPIDICKE LATKY CMELAKU
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Pfi podrobnéjsim pohledu na slozeni alifatickych latek v
saméich znatkovacich feromonech' &melakii a zastoupeni
mastnych kyselin (véetné od nich odvozenych latek) v jejich
tukovych télesech jsme pozorovali podobnost v jejich
strukturach. Proto jsme analyzovali slozeni tukovych téles
samct ¢melakd Bombus lapidarius, B. lucorum, B. silvarum,
B. terrestris.

Tukova telesa byla po extrakeci rozdélena na TLC do
jednotlivych lipidickych skupin. Ty pak byly dale analyzovany.
Analyzy probihaji na piistrojich LC/MS a GC/MS. Na LC/MS
byly méteny celé triacylglyceroly. Pro méteni a kvantifikaci na
GC/MS byly vzorky upraveny derivatizaci na methylestery.
Byly urCeny polohy dvojnych vazeb. Struktury lipidickych
slozek jsme porovnali se slozenim feromont. Na piiklad ve
slozeni feromonu druhu B. lapidarius je vice nez 80% derivatl
hexadekanu, pfi¢emz obsah triacylglyceroll v tukovém télese je
tvoten z 65% z acyli Sestnactiuhlikatych kyselin. Podobnou
shodu pozorujeme i u druhu B. terrestris. Naproti tomu u druhu
B. lucorum jsou  hlavnimi slozkami feromonu derivaty
tetradekanu (cca 56%), ale jako hlavni podil v triacylglycerolech
jsou acyly o délce 18 uhlikli fetézce. Na zakladé téchto
porovnani jsme studovali Dbiosyntetické souvislosti mezi
zasobnimi lipidy v tukovém télese a slozeni feromond.

Price byla provedena za podpory Grantové agentury AV CR
(granty ¢. A4055403 a ISP 1034) a vyzkumného zaméru ¢. 74
055 905.
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AZIDOALDITOLY: KONFORMACNI CHOVANI A
SPEKTRALNI CHARAKTERISTIKA
AZIDOXYLITOLU
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Azidoalditoly jsou velmi dulezitymi chemickymi
intermediaty, ale souCasné islouceninami se zajimavou
biologickou aktivitou'. Byla pfipravena $iroké $kala w-azido-
o-deoxyalditolti. VSechny byly ziskany redukci z piislusnych
5-azido-5-deoxy-D-pentos pfipravenych z 1,2-O-isopropyli-
den-o-D-xylofuranosy.

Jako modelova latka pro konformacni studie byl zvolen
5-azido-5-deoxy-D-xylitol. Pro nalezeni jeho preferovanych
konformaci byly uzity dvé rozdilné techniky molekulového
modelovani. V prvnim ptipadé byl konformacéni prostor
prozkoumavan systematickym mapovanim. 81 vychozich
geometrii, které mély dostate¢né pokryt cely konformacni
prostor, bylo optimalizovano na PM3 trovni a energeticky
nejvyhodnéjsi konformery poté znova optimalizovany s
pouzitim fady wvySSich trovni (B3LYP, B3PWO9l,
MPWIPWO1 etc.). Pro potvrzeni spravnosti nalezenych
minim na hyperploSe potencialni energie a tedy preferovanych
konformaci byly pouzity vypoéty vicinalnich vodikovych
interakénich konstant a pfislusnych chemickych posuni.
Vypoctené hodnoty byly porovndvany s naméfenymi
experimentalnimi daji. Vliv rozpoustédla na geometrii
molekuly byl simulovén jak implicitnim CPCM modelem, tak
explicitnim  klastrem molekul rozpoustédla obalujicim
molekulu studovaného alditolu. VSechny vypocty byly
provedeny s vyuzitim programu Gaussian 037,

V druhém piipadé byla modelova struktura azidoxylitolu
a jeji chovani zkoumana pomoci molekulové dynamiky (MD)
ve vodném periodickém boxu pomoci silového pole MM+.
101ps MD simulaci nasledoval vypocet vicinalnich
vodikovych interaké¢nich konstant pomoci Karplusovy rovnice
pro vSechny ziskané geometriec. Vysledné hodnoty
interak¢nich konstant byly opét porovnavany s experimentem.

Préce byla podporovina grantem GA AV CR ¢ A4055104.
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KONFORMACE DISACHARIDU OBSAHUJICICH D-
A L-2-DEOXYHEXOPYRANOSU
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V poslednich létech bylo vénovano hodné usili syntéze
latek, ve kterych je glykosidovy atom kysliku v
oligosacharidech nahrazen methylenovou skupinou. Tyto latky
(trivialné nazyvané jako C-oligosacharidy) jsou na rozdil od
pfirodnich  oligosacharidii rezistentni vuéi enzymatické
hydrolyze, a proto se predpokladd, ze by mohly rusit
biosyntézu glykoproteint, resp. mezibunéénou komunikaci,
coz by vpfiznivych pfipadech mohlo vést az kjejich
terapeutickému vyuziti "

Avsak nahradou glykosidového atomu kysliku za
methylenovou skupinu se méni i délka a vlastnosti ptivodnich
C-0O-C vazeb. Vznika tedy otazka, jak vérné napodobuji napf.
C-disacharidy konformaéni chovani ptirodnich disacharidt pti
interakci s pfislusSnymi proteinovymi receptory. Proto je
dalezit¢ obdrzet co nejvice informaci o preferované
konformaci téchto sloucenin. Zde uvadime vysledky, které
jsme ziskali studiem konformacniho slozeni pro a-(1—3)-C-
disacharidy I a II, jejichz syntézu jsme publikovali nedavno®.
Ziskané vysledky ukazuji, Ze zatimco latka I vyrazné preferuje
konformer A4 , latka II je smési minimalné¢ dvou jinych
konformeri, ve které je dominantni konformer B.
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Prace byla provedena v ramci resent vyzkumného zaméru
MSMT ¢. 223300006.
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Isoflavonoidy  (3-fenylchromony) jsou biologicky
aktivni sekundarni metabolity rostlin, které byly doposud
zaznamenany v omezeném poctu Celedi, mezi nimiz neni jasna
fylogeneticka vazba. Zatimco v bobovitych (Fabaceae) jsou
isoflavonoidy zastoupeny hojné, v ostatnich Celedich Casto
predstavuji minoritni slozky komplexu fenolickych latek.
Nedavno jsme popsali vyskyt isoflavonoidd v celedi
routovitych (Rufaceae)'. V tomto sd&leni se zabyvame
zastupci rodu routa: Ruta graveolens, R. corsica a R. montana.

Rostlinny materidl pochazel ze sbirky Institutu
tropického a subtropického zemé&délstvi Ceské zemédélské
univerzity v Praze. Listy a kvetouci vrcholy byly
bezprostiedné po odbéru zmrazeny a do lyofilizace
uchovavany pii -20°C. Suché vzorky byly namlety na
tfistivém mlynku a extrahovany smési ethanol/voda 8:2 (v/v).
Extrakty byly analyzovany HPLC v kombinaci s
imunochemickymi metodami a HPLC-MS v SIM modu’®.

Ve vsech studovanych routdch jsme zaznamenali fadu
isoflavonoidid, jak aglykont, tak glykosylovanych forem,
v rozsahu od desitek mikrogrami az jednotek miligramd na
kilogram suché vahy. Nejvice zastoupenym isoflavonoidem
v listech byl sissotrin (glykosid biochaninu A, az 7 mg/kg v R.
montana) nasledovany dal§imi 4’-methoxyisoflavonoidy
(formononetin, bichanin A, ononin). V kvétnich vrcholech
prevladaly 4’-hydroxyisoflavony, zejména genistein. Kromé
znamych isoflavonoidi jsme v HPLC chromatogramech
pozorovali n¢kolik imunoreaktivnich frakci, které byly
prozatim popsany chromatografickymi a imunochemickymi
charakteristikami.

Daidzein: R'=R?’=OH, R’=H;

Genistein: R'=R2=R*=OH;

Formononetin: R!=0H, R?=0OCH;, R*=H;
Biochanin: R!'=R3=OH, R*= OCH;;
Prunetin: R!'=O0CH;, R?=R>=OH;
Daidzin: R'= glukosa, R’=0H,R’=H;
Genistin: R'= glukosa, R’=R’= OH;
Sissotrin: R'= glukosa, R?=OCH;, R*=OH;
Ononin: R!'= glukosa, R*=O0OCH;, R*=H;

Kontrolni vzorky, které byly suSeny volné, obsahovaly
odlisné spektrum isoflavonoidii a celkové imunoreaktivity
byly o 50%-150% vyssi nez u lyofilizovaného materialu.

Vyznam isoflavonidi v Celedi Rutaceae je zatim
nejasny. OdlisSny rozsah jejich glykosylace a methylace
vlistech a vkvétnich vrcholech naznaduje, ze by
isoflavonoidy mohly hrat urcitou roli ve fyziologii rodu Ruta.
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Tato studie byla podporena granty GACR 525/03/0352 a
FRVS 659/G4.

LITERATURA:

1. Lapéik O., Klejdus B., Davidova M., Kokoska L., Kuban
V., Moravcova J.: Phytochem Anal. 75, 293 (2004).

2. Klejdus B., Vitamvéasova-Stérbova D., Kubai V.: Anal.
Chim Acta 450, 81 (2001).

SYNTEZA A MESOMORFNI VLASTNOSTI
LOMENYCH KAPALNYCH KRYSTALU NA BAZI
DERIVATU 7-HYDROXYNAFTALEN-2-KARBO-
XYLOVE KYSELINY
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V nasi laboratofi byly a jsou syntetizovany nové typy
kapalnych bananovitych krystald, u nichz jsou vyuzity
derivaty naftalen-2,7-diolu jako centralni jadro. Z téchto
derivatl ptipravené slouceniny vykazuji velmi zajimavé
mesomorfni chovani s vyskytem riiznych typtl tzv. B-fazi'.
Cilem této prace bylo pfipravit odpovidajici derivaty 7-
hydroxynaftalen-2-karboxylové kyseliny a z téchto
syntetizovat nové série kapalnych krystalt (Obr. 1). U téchto
novych sloucenin urcit strukturu fazi a jejich mesomorfni
vlastnosti pomoci DSC, studiem textur a rentgenostrukturni
analyzou.

R0
? /@)ko/”\ro
Q/to X ) OYO
o o @0&
X = H, CH,, CN, CHO 5

R= CGH13’ CSH17’ C‘\OH21’ C12H25’ C‘MHZQ
R1 = CEH13’ C8H17’ C10H21’ C12H25’ C14H29

R

Obr. 1

V této praci bude diskutovan vliv zmény centralniho
jadra, vliv substituce tohoto jadra a délky postrannich fetézca
na celkové zmény v mesomorfnim chovani jednotlivych
kapalnych krystali v pfipravenych seriich novych latek.

Prdace byla podporovina Grantovou agenturou Ceské
republiky (projekt ¢. 202/02/0840) a Ministerstvem Skolstvi,
mladeze a télovychovy (projekt COST OCD 14 a MSM
223100001).
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Rizné aromatické a heteroaromatické systémy byly
aplikovany jako centralni jadra lomenych kapalnych krystald.
Nedavno jsme zavedli novy typ jadra pro konstrukci
bananovitych kapalnych krystali, které vykazovaly rizné typy
tzv. B-fizi'. Cilem této prace bylo navrhnout nové
modifikované struktury na bazi naftalen-2,7-diolu a studovat
vliv substituce jadra a zavedenych nesymetrickych bocnich
fetézcll na mesomorfni chovani ziskanych materiald.

RO g

X =H, CH,, Cl, CN
R = (CH,)sCHj, (CH,),CH=CH,
R, = (CH,)sCH,, (CH,),CH=CH,

RO

Struktura fazi a jejich mesomorfni vlastnosti byly
studovany pomoci DSC, studiem textur a rentgenostrukturni
analyzou.

Price byla podporovina Grantovou agenturou Ceské
republiky (projekt ¢. 202/02/0840) a Ministerstvem Skolstvi,
mladeze a telovychovy (projekt COST OCD 14 a MSM
223100001).
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Hlavni fyziologickou funkci hvézdicovych bunék je
akumulace vitaminu A v jatrech ve formé esteri mastnych
kyselin a regulace jeho stalé hladiny v krvi'. Tuto schopnost
v disledku poskozeni jater (infekce, alkohol, toxiny) ztraceji,
pficemz dochazi ke spusténi fibrogenni kaskady, uvolnéni
zasob vitaminu A, sniZeni jeho obsahu v jatrech a redistribuci
v organizmu.

Cilem projektu je syntetizovat vhodné znacené analogy
retinolu a vypracovat scintigrafickou metodu pro c¢asnou
neinvazivni diagnostiku jaterni fibrézy zalozenou na detekci
snizeni obsahu retinolu v jatrech a jeho redistribuci
v organismu. Postup syntéz je uveden ve schematu 1. Cilem
bylo pfipravit z komeréné dostupné retinové kyseliny I
derivaty modifikované v poloze 3 a 4 snadno znacitelnymi
funkénimi skupinami aplikaci zndmych postupi®®. Pro
znaceni byl pouzit izotop jodu - 125.

O
NN g M
1 | j
Lo
N O/CH3
ur | j
AN AN
X-X11 | OH
Ry

Schema 1. Ry, H, 4-['**I]-BnOH, 4-CH;0-3-['*1]-BnOH,
3-NH,-4-['**I]-BnOH.

Autori dékuji IGA Ministrerstva zdravotnictvi CR za podporu
tohoto projektu (grant ¢. NR7833-3/2004).
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Alpha emitter >''At (T, = 7.214 h) is considered to be a
promising radionuclide for targeted cancer therapy due to its
decay properties, for it may deliver large radiation doses into
small volumes of cancer tissue, not affecting much the
surrounding healthy tissue.

Macromolecules and colloids themselves concentrate in
some solid tumour tissues via so-called “enhanced
permeability and retention effect” (EPR effect), or they can be
modified by attachment of any tumour recognizing molecule
(e.g. MAbs) in order to increase the specific uptake in the
cancer tissue. In addition, a surface modification of
nanoparticles by hydrophilic polymers, e.g. poly(ethylene
glycol), PEG, which avoid their interaction with plasma
proteins, together with the proper choice of their size may
protect them from being quickly opsonized and then captured
by macrophages and accumulated in liver.

We studied the possibility to label colloidal systems
containing silver, which can be used as a good linker of
astatine to nanoparticles, because remarkable affinity of
astatine towards metallic silver is known for a long time.

In the beginning, commercially available colloidal silver
(silver protein) was used to get preliminary data. It was found
that it is labelled in high yields (> 94 %) within 10 min in the
pH range 5-8. The label was found to be stable after
separation on size exclusion chromatography after 5 h even in
the presence of high surplus of chloride ions. Labelling take
place spontaneously, and the presence of oxidizing
(Chloramine-T) or reducing (ascorbic acid) agents does not
practically change the yield.

Based on these results, a new nanoparticle system was
developed, containing colloidal silver covered by non-
immunoreactive PEG of defined size. Two groups of particles
of ca 120 and 160 nm diameter using activated PEG of M,,
2000 respectively 5000 were prepared and labelled under the
similar conditions like silver protein. The system was
successfully astatinated with high yields (> 90 %) in very short
time (10 min) in neutral pH and does show high stability even
in the presence of competing chloride ions.

Authors gratefully thank the Grant Agency of the Czech
Academy of Science for financial support (grants No.
B4048302 and B4050408).
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V nedavné dob¢ jsme zavedli novy typ centralniho jadra
pro konstrukci bananovitych kapalnych krystald, které
vykazovaly rizné typy tzv. B-fazi'. V ramci systematického
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studia mesomorfnich vlastnosti téchto krystali jsme rozsifili
spektrum pfipravenych derivatl, u kterych byly jako centralni
jadro vyuzity derivaty 1-substituovanych naftalen-2,7-diolt.
Cilem této prace bylo navrhnout nové modifikované struktury
na bazi naftalen-2,7-diolu a zavést do postrannich fetézci
skupiny umoziujici polymeraci takto pfipravenych derivatu.
Kone¢nym cilem je pak studium vlivu zavedenych zmén na
mesomorfni chovani nové pfipravenych latek bananovitého
tvaru.

WO
] ﬁo”ob ]
RO OR
X =H, CH,, Cl, CN, NO,

R =CgH,5 CgH,7, CioHyps CooHys, (CH,),,0TBDMS, (CH,),,0COCH=CH,

Struktura fazi a jejich mesomorfni vlastnosti byly
studovany pomoci DSC, studiem textur a rentgenostrukturni
analyzou.

Prace byla podporovina Grantovou agenturou Ceské
republiky (projekt ¢. 202/02/0840) a Ministerstvem Skolstvi,
mladeze a télovychovy (projekt COST OCD 14 a MSM
223100001).
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Organické kapalné krystaly jsou znamy jiz vice nez sto
let, vétsiho vyznamu vSak dosahly az v poslednich tficeti
letech. Jejich vyuziti zahrnuje Siroké spektrum aplikaci,
pfedevsim v zobrazovacich jednotkach a v elektronickych
prvcich.

V ramci naseho systematického vyzkumu v oblasti
syntézy a materidlového vyuziti benzokondenzovanych
heterocykld jsme se zaméfili na pfipravu potencidlnich
kapalnych krystalti obsahujicich v molekule benzothiofenovy
systém a na studium jejich vlastnosti (Obr. 1.).

Studované latky vykazuji nejen nematickou, ale i
usporadangjsi smektickou A a C fazi. Slouceniny obsahujici
benzothiofenovou jednotku uprostied molekuly se z hlediska
své geometrie nachazeji na pomezi kalamitickych molekul,
pro néz je vyznaény naprosto linedrni tvar a latek
"bananovitého" typu, jejichz zalomeni se v idedlnim ptipadé
blizi 120° (Obr. I1.).

1021

Liblice 2004
ﬁo%@coo cl
\
" s~ ~COO COO-+—F’
m
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Obr. 1.

V tomto ptispévku budou diskutovany mesomorfni vlastnosti
studovanych latek a jejich vztahy ke kalamitickym i

bananovitym kapalnym krystaltim.
Loy o
S S

152,8° 146,8°
Obr. II.
Projekt  vyzkumu byl  podporovin  grantem  GACR
¢ 202/02/0840 a  vyzkumnym zdmérem MSMT — MSM
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Ab initio vypoity F-F interakénich konstant v '°F NMR
Zatimco DFT metody poskytuji dostate¢nd presné hodnoty '°F
NMR stinicich konstant a chemickych posunt, pro vypoéty
F-F interakénich konstant je nezbytné vyuzit vysoce naro¢né
multikonfiguraéni metody, které znacné limituji velikost
studovanych molekul'.

100 | 2 -
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R
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> ' _ '
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-200 experimentarni
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Graf 1. Porovnani vypoctenych korelovanych (e) a

nekorelovanych (®) hodnot F-F interakénich konstant s
experimentalnimi udaji.
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Na vypoctech F-F interakénich konstant ¢trnacti difluor-
a trifluoralkenti pomoci riznych DFT metod a sad bazovych
funkei jsme ukazali, e vypoétené absolutni hodnoty “Jir, cis-
3Jer a trans->Jr jsou zatizeny znaénou chybou a prakticky
nekoreluji s experimentalnimi hodnotami. Oddélené linearni
korelace pro kazdou z uvedenych interakénich konstant vSak
vedly k piijatelné shodé mezi experimentalnimi a vypoctenymi
hodnotami (Graf 1).
Vypoctené korelované hodnoty pro trifluorvinyllithium
v simulovaném solvatovaném prosttedi jsou v pfijatelné shodé
s experimentalnimi tdaji* s velmi malou hodnotou trans->Jgg.
54 33
7 F Li
exp. 118
vyp. 131 *,
yp Q F

F
\ - 4
-88 -108

Price byla provedena za podpory GA CR (grant ¢
203/02/0716).
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Schema 1. Transformace cesium-1-karbadodekaboratu.
R= H, Me, I, (CH2)3C1, Ar= Ph, 4-BI'C(,H4A

Lithiaci cesium-1-karbadodekaboratu (1), reakci s
elektrofily a naslednou polymethylaci methyl-triflaitem byly
ziskany klicové intermediaty 2. Transformace substituentu v
poloze 1 vedly k intermediatu 3 pro polymery propellanového
typu, oxidace intermediatdl 2 poskytly stabilni nepolarni
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radikaly 4. Jejich reakci s disilany a areny vznikly karborany
5a, 5b substituované v poloze 7 nebo 12 arylem (Schema 1).

Smisenim etherickych roztoklt polymethylovanych
karborant 2 se sulfolanem vznikly nerozpustné 1:4 komplexy
karboran-sulfolan. Jejich rekrystalizaci z vodného methanolu
byly ziskany analogické 1:2 komplexy, jejichz struktury byly
prokazany rentgenovou spektroskopii (Obr. 1).

Obr. 1. Komplex Cs'[1-(3-chloropropyl)CB;Me;;] se
sulfolanem (1:2)

Dékujeme OACD za financni podporu tohoto projektu.
IDENTIFICATION OF ISOFLAVONOIDS IN
ARABIDOPSIS THALIANA.

OLDRICH LAPCIK!, DAVID HONYS?, RADKA

KOBLOV§KA‘, ZUZANA MACKOVA', MICHAELA
VITKOVA! a BORIVOJ KLEJDUS®

"Faculty of Food and Biochemical Technology, Institute of
Chemical Technology, Prague, ‘Institute of Experimental
Botany, Czech Academy of Sciences, Prague; *Department of
Chemistry and Biochemistry, Mendel University of Agriculture
and Forestry Brno, Czech Republic

Extracts from leaves and inflorescence stalks of
Arabidopsis thaliana and from seedlings of Lepidium sativa
(Brassicaceae) were analyzed for the presence of
isoflavonoids by HPLC-MS-SIM and by five isoflavonoid-
specific ELISA methods after the HPLC fractionation of
samples'. Both analytical approaches revealed homologous
spectra of isoflavonoids in both plant species. Formononetin
and prunetin represented the main aglycones followed by
biochanin A, daidzein and genistein; sissotrin was the most
abundant isoflavonoid glycoside followed by ononin, daidzin
and genistin. The content of individual compounds ranged
from a few micrograms up to 2.2 milligrams per kilogram (dry
weight). Genes homologous to enzymes involved in
isoflavonoid synthesis and metabolism found in the
Arabidopsis thaliana genome and their expression profiles
were extracted from number of transcriptomic datasets. Genes
likely to be involved in important steps of the isoflavonoid
metabolism in Arabidopsis thaliana were identified. However,
in accord with previously published data, no homologue was
found to known isoflavone synthases from the Fabaceae
plants. These aryl migrating enzymes belong to the CYP93C2
family that is absent in Arabidopsis thaliana*. We conclude
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that another gene must be responsible for biosynthesis of the
isoflavone skeleton in the Brassicaceae.
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- HO_-~ OH
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o |
o | o
Gle-O. 0.
Gle-0_~_O Gle-0 @ o 1) Glc-0 ) °,
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Fig. 1. Proposed scheme of isoflavonoid metabolism in 4.
thaliana

CR: chalcone reductase; CI: chalcone isomerase; IFS:
isoflavone synthase; IOMT: isoflavone-O-methyl transferase;
GT: glucosyl transferase

This study was supported by grants GACR 525/03/0352 and
GAAVCR KJB6038409.
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SYNTEZA A FOTQTOXIKOLOGICKY SCREENING
SALICYLANILIDU

LENKA KUBICOVA®, MARTIN PRAVDA", VLADIMIR
CHOBQT", JITKA VYTLACILOVA® a MILOS
MACHACEK®

“Katedra anorganické a organické chemie a "katedra
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Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Heyrovského
1203, 500 05 Hradec Kralové

kubicova@faf.cuni.cz

Salicylanilidy byly v minulosti hojné pouzivany pro své
dezinfekéni, antioxidaéni a dal§i ucinky jak v medicingé
a kosmetice, tak i v technickych oborech. Pozdé¢ji jejich
vyznam  poklesl, zejména pro jejich  fototoxicky
a fotoalergenni efekt'. V souvislosti s nové objevenymi
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mechanismy jejich G¢inku v posledni dobé zajem o tyto latky
znovu vzriista’. Na naSem pracovidti jsou salicylanilidy a
jejich analogy studovany zvlast¢ pro jejich antimyko-
bakterilni aktivitu®?.

Cilem této prace byla syntéza série salicylanilidt a jejich
fototoxikologicky screening. Zatimco donedavna byly
toxikologické studie bézné provadény na obratlovcich,
s rozvojem etickych aspektti jsou preferovany jiné metody
vyuzivajici napt. bezobratlé Zivo&ichy nebo tkatiové kultury*”.

Substituované salicylanilidy byly syntetizovany reakei
substituované kyseliny salicylové s pfisluSnym anilinem
achloridem fosforitym v chlorbenzenu®. Syntéza byla
provedena v mikrovinném reaktoru. Pfipravené slouceniny
byly piekrystalizovany ze zfedéného ethanolu a podrobeny
fototoxikologickému screeningu na bezobratlych.

Prace vznikla za podpory vyzkumnych zaméri MSMT CR
MSM 11600001 a 11600003 a Vyzkumného centra LNOOB125.
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ANTIMYKOBAKTERIALNI AKTIVITA
METHYLTHIOSALICYLANILIDU

LENKA KUBICOVA®, MARTIN PRAVDA®, MARTIN
SUSTR?, M[LOS MACHACEK® a JARMILA
KAUSTOVA®

“Katedra anorganické a organické chemie, Univerzita Karlova
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kubicova@faf.cuni.cz

Thiosalicylanilidy mohou mit v zavislosti na substituci
riizné biologické uginky'?. Nedavno byly publikovany tdaje
o antimykobakterialni aktivité thiosalicylanilidii a 5-bromthio-
salicylanilidi®. Cilem této prace bylo pfipravit sérii
thiosalicylanilidG substituovanych methylem v thioacylové
¢asti molekuly a studovat jejich antimykobakterialni aktivitu.

/OH

R = H; 3-Br; 3-ClI; 3-F; 3-CH3; 4-Br; 4-Cl; 4-F; 4-CH3; 4-C,Hs; 4-isoC3Hy7;
4-C4Hg; 4-sek-C4Hg; 4-OCHj3; 3,4-Cly; 3-Cl4-F
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Ruzné substituované thiosalicylanilidy byly pfipraveny
z pfislusnych salicylanilidd reakci se sulfidem fosforecnym
vpyridinu a hydrolyzou vzniklé pyridiniové soli'. Vychozi
salicylanilidy byly syntetizovany reakci substituované
kyseliny salicylové s pfislusSnym anilinem a chloridem
fosforitym v chlorbenzenu®.

Antimykobakteridlni aktivita piipravenych thiosalicyl-
anilidd byla hodnocena in vitro na Sulové padé proti
Mycobacterium tuberculosis, M. avium a M. kansasii. Vztahy
mezi chemickou strukturou a antimykobakterialni aktivitou se
diskutuji.

Prace byla podporovina vyzkumnym zémérem MSMT CR
MSM 11600001.
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PRIPRAVA A TEORETICKE STUDIUM
ORGANOZINECNATY(;H SLOUCENIN NA BAZI
FLUOR(HALO)ETHENU

PETR MACHA(“;EK, MARTIN SKALICKY a
JAROSLAV KVICALA

Ustav organické chemie, VSCHT Praha, Technickd 5, 166 28
Praha 6
machacep@centrum.cz

OrganozineCnaté slouceniny odvozené od fluor(halo)-
ethenti jsou vhodné jako selektivni ¢inidla pro zavedeni
trifluorethenylové, (2)- nebo (£)-1,2-difluorethenylové skupi-
ny do organickych substrata.

Analogicky publikovanym tudajim' jsme piipravili 3
vychozi fluorjodethany (Schéma 1) a podrobili je reakcim s
aktivnim zinkem za vzniku odpovidajicich fluorovanych
organozine¢natych sloucenin.

Zaroven jsme pro tyto tfi organokovy vypocetli pomoci
ab initio metod 'F NMR posuny izolovanych molekul i
molekul s rozpoustédlem, které jsme porovnali s naméfenymi
experimentalnimi hodnotami.
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Schéma 1.
Projekt byl proveden za pomoci grantu GA CR ¢
203/02/0716.
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NESOUCINNY PR}TIBEH CYKLOADICNiCGH REAKCI
KONDENZOVANYCH 2-VINYLTHIOFENU S
DIMETHYL ACETYLENDIKARBOXYLATEM

ALES MACHAR,Aa, MILAN KURFURST?, VACLAYV
KOZMIK?® a JIRI SVOBODA *

“Ustav organické chemie, VSCHT Praha, Technickd 5, 166 28
Praha 6
ales.machara@seznam.cz

Nedavno bylo zjisténo, ze topologie uvedenych
heterocyklickych systéml podstatné ovliviiuje jejich stabilitu
areaktivitu'>. Budou prezentovany vysledky studia
cykloadi¢nich reakci rznych 2-vinylthiofenovych derivati
s dimethyl acetylendikarboxylatem®. Na zakladé struktur
isolovanych latek (Schéma 1) a jejich distribuce byl navrzen
nesoucinny mechanismus reakce vedouci k rozsiteni
thiofenového kruhu na thiopyranovy. Déle bylo ziskano Siroké
spektrum  minoritnich  produkti  vzniklych naslednymi
transformacemi primarnich cykloaduktii. V pfispévku bude
diskutovan vznik vSech isolovanych latek.
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Schéma 1

Priace byly podporovina grantem MSMT (projekt ¢ MSM
22310000) a GA CR (projekt &. 202/02/0840).
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SYNTEZA NOVYCH DERIVATU )
THIENO[3,2-b]INDOLU A ELEKTROCHEMICKE
VLASTNOSTI JEJICH VODIVYCH POLYMERU

MARIE MEZLOVA®”, JIRI SVOBODA®,
JEAN-JACQUES AARON® a
KATHLEEN CHANE-CHING"

“Ustav organické chemie, VSCHT Praha, Technickd 5, 166 28
Praha 6; by TODYS, Univerzita Pariz 7 Denis Diderot, 1, rue
Guy de la Brosse, 75005 Paris, Francie.

majova@centrum.cz

Heterocyklické slouceniny pyrrol, thiofen a jejich
funkéni derivaty vedou ke skupiné vodivych polymera
s dulezitymi elektrochemickymi, optickymi a antikorozivnimi
vlastnostmi'.

V navaznosti na studium chemie thieno[3,2-b][1]benzo-
thiofenu a jeho derivatl, které poskytuji polovodivé oligomery
se zajimavymi elektrochemickymi  vlastnostmi®®, byl
syntetizovan thieno[3,2-bJindol a jeho derivaty I a izomerni
sloucenina benzothieno[3,2-b]pyrrol 2.
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R,= H, OMe, N(Me),, R,=H; N
R@_S\J R,= OMe, R,= OMe; W,
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)
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Bude diskutovana piiprava vSech monomert 1, zalozena
na cyklizaci 2-(2-nitrofenyl)thiofent1 triethyl fosfitem®, a vliv
substituce molekuly na elektrochemické vlastnosti a strukturu
vodivych polymerq.

Elektropolymerizace pfipravenych latek a elektro-
chemické vlastnosti polymerti byly zkoumany v organickych
elektrolytech, jejich struktura byla ur¢ena pomoci IR, MALDI-
TOF a skenovaci elektronovou mikroskopii.

Prace byla podporovana grantem FRVS G6 678 a stipendiem
Francouzské viady v ramci doktordtu pod dvojim vedenim
(2002-2005).
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4-QUINOLONES: HISTORY AND PERSPECTIVES

VIKTOR MILATA

Department of Organic Chemistry, Faculty of Chemical and
Food Technology STU, Radlinského 9, SK-812 37 Bratislava,
Slovak republic; e-mail:viktor.milata@stuba.sk.

4-Quinolones represent a large group of compounds with
a long tradition of isolation and synthesis. Formally they are
benzocondensed 4-pyridones with typical features belonging
to tautomeric systems representing hydroxyquinoline -
quinolone equilibria':

OH O
X
X
Rt ] — R |
n _ - n
N H

Many 4-quinolones are biologically active and therefore
some of them were found in nature in some parts of plants or
animals, such as zoochromes (uranidine) or alkaloids (echino-
psine; melicopine, -pidine, -picine; japonine; eduline, -eine;
evocarpine; lunamarine, acridone, acrimarine family (A-H);
acromycine, -nidine, -phylline, -phyllidine, (hydroxyl)lunine;
lunacrine; balfourodine etc.)z’

Because of wide biological and synthetic potential of
natural and synthetic quinolones there were developed years
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ago many synthetic method for their preparations’. Synthetic
methods are divided to group according to many criteria, such
as type and position of a substituent etc. We introduced some
years ago a classification according to the last bond created
during the quinolone ring formation.

Few and far between are methods that in the last reaction
step build a benzene ring (with concomitant aromatization),
than formations of bonds between carbon atoms C2-C3 and
C3-C4 and most frequently used N1-C2 and C4-C4a. The last
case includes many historical methods of building a quinolone
system, such as the Just, Conrad-Limpach or Gould-Jacobs
reactions™’.

The main synthetic interest has been based on synthesis
of quinolone antibacterials — analogues of nalidixic acid
(naphtyridine derivative):

0
_ COOH
!
H,C” N7 N
|
Et

In the 70-ties three generations of bactericides were
developed. There are now about 40 different 4-quinolones in
human and veterinary undergoing clinical exploitations and
tests (including Anthrax treatment). The mechanism of their
activity is in inhibition of the bacterial prokaryotic enzyme
DNA gyrase (topoisomerase II) with an absence of plasmid-
bound resistance”.

The basic reaction for preparing 4-quinolones has been
the Gould-Jacobs reaction, known from 1939, but this tandem
of two reactions has been published more than a hundred years
ago. Thus ethoxymethylenemalonate reacts with aniline to
give anilinomethylenemalonate, which under catalytic or
thermal cyclization produces 4-quinolone. Modifications are
well-known, mostly based on different substituted anilines or
tetrahydroquinolines and alkoxymethylene derivatives used in
this reaction.

—_— H
©\ ©\ . COOEt
NH, N

H COOEt
0
COOEt
- R- |
N
H

Primary quinolone could be derivatized by alkylation and
saponification (or reversed) and following amination:

0 cl
COOEt [_COOEt
I — |
~
N N
A-B

H
— Q"
P
N

A-B: O-CH,, S-CH,, NH-CH,, NH-NH, N=CH-N, etc.
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Chlorination of primary quinolone gives tise to a very
reactive a-chloroester system, which allowed us to prepare
condensed tri- to pentacyclic systems with fused furo-, thieno-,
pyrrolo-, pyrazolo-, pyrimidino-, pyridopyrimido-, benzimi-
dazolo- and triazoloquinolone tautomeric systems:*

Newer applications are in anticancer therapy exploiting
their antitumor activity of cancer of lungs, large intestine,
CNS, ovary, breasts, prostate glands etc; but also
antihelminthics, antirheumatics, antiameabics, gastic and
neurodegenerative diseases (epilepsy, stroke, heart attack,
Alzheimer’s disease), antiallergics, antiherpetics, SARS
treatment, coccidiostatics’.

Author thanks the Slovak grant agency for financial supports
(grants No. 1/9254/02 a 10058/03).
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CYKLOTRIMERIZACE S 6-ALKYNYLPURYL-
NUKLEOSIDY

PETR NOVAK® a MARTIN KOTORA™"
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6-Arylpurinové baze a nukleosidy jsou znamé svou
biologickou aktivitou (cytostaticka, antibakterialni, antimy-
kobakteridlni atd.). Na jejich ptipravu se pouzivaji zejména
cross-couplingové reakce. Dalsi moznosti je vyuziti [2+2+2]-
cyklotrimerizace 6-alkynylpurinii s diyny katalyzované
komplexy ptechodnych kovl (zejména Ni a Co). Za téchto
podminek byly zkouseny pouze cyklotrimerizace s 9-allyl a 9-
THP ochranénymi 6-alkynylpuriny'.

R X

NiBr,(dppe) R

NZ N =\ Zn
N D+ X N N\>
ao—~No N = k\N N

AcO (0)
AcO OAc

AcO OAc

Nasim cilem bylo ovétit vySe uvedenou metodu pro
[2+2+2]-cyklotrimerizace 6-alkynylpurylnukleosidii s diyny.
Reakce byla provadéna v pfitomnosti katalytického mnozstvi
Ni(II) komplexu (NiBr,(dppe)), ktery byl redukovan in situ za
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pomoci Zn. Reakce byly provadény s celou fadou rtizné
substituovanych substrati (R = H, alkyl, fenyl; X =
C(COOEt),, C(COMe),, C(COOEt)CN, C(COOEt)COMe,
NTs, NPh), probéhly dle ofekavani a poskytly odpovidajici
produkty v dobrych vytézcich.

Prdce byla podporena grantem GACR 203//03/0035.
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BIOLOGICKY AKTIVNI FENYLGUANIDINY
SUBSTITUOVANE V POLOZE 4 JADRA A
ANTIMYKOBAKTERIALNI AKTIVITA
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JARMILA KAUSTOVA"
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Byla pfipravena série 4-substituovanych fenylguani-
diniovych soli (viz Schéma 1), které byly podrobeny testovani
na aktivitu proti nasledujicim kmenim mykobakteria: M.
tuberculosis (My 331/88), M. kansasii (My 235/80 a My
6507/96) a M. avium (My 330/88).

IA

1B

RON—C—NHZ -~ R@NHZ
H 1

NH

. HNO, .HCl

Schéma 1. (I) chlorid cinnaty IA', IB%; (IT) chlorovodik (II) 1.
kyanamid/2. kyselina dusi¢na’

Slouceniny s alkylsulfanylsubstituci s délkou fetézce Cq-
Cy4 vykazuji vysokou antimykobakterialni aktivitu, ktera je
proti nékterym kmentim vyrazné vyssi nez aktivita standardu,
kterym byl isoniazid.

Prace byla podporena vyzkumnym zamerem MSM 111600001
a granty GACR 203/04/0178 a 203/02/0082.
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SYNTHESIS AND ANITINFECTIVE EVALUATION OF
PYRAZINAMIDE ANALOGUES

LUKAS PALEK, M. DOLEZAL, V. BUCHTA and
X. CERMAK

Dept. of Medicinal Chemistry and Drug Control, Faculty of
Pharmacy, Charles University, Prague; Dept. of Medical
Sciences, Faculty of Pharmacy, Charles University, Prague;
Dept. of Microbiology, General Faculty Hospital, Hradec
Kralove

Tuberculosis becomes after a period of low incidence
one of major health problems worldwide. There is - except of
classical tuberculosis incidence gain caused by drug sensitive
strains - very alarming growth of tuberculosis caused by multi-
drug resistant mycobacterial strains. Because of globalisation
and travelling possibilities for almost everyone there is high
probability that the resistant strains will become overall major
cause of tuberculosis infection. This yields into definite
solution: new antitubercular drugs with new mode of action
are urgently needed.

A short time ago, there have been reported that
compounds derived from pyrazinamide may have different
mode of action than pyrazinamide itself. Research on our dept.
follows the pyrazinamide analogues synthesis pathway, in fact
substituted 2,5-pyrazinedicarbonitrile moieties. The synthesis
is then followed by activity assays that should screen the
activity of each compound against various strains of
Mycobacterium genus and against various fungi species as
well. The antitubercular activity assays are projected to report
the activity against both major strains and multi-drug resistant
strains. Each compound is tested against major strains at Dept.
of Microbiology, General Faculty Hospital in Hradec Kralové,
Czech Republic. Antifungal assays are undertaken at our
Faculty by dept. of Medical Sciences.

We synthesized a series of compounds. After complete
structure analysis the compounds have been given to
undertake activity assays. Results of the assays promise new
possibility of activity increase. Model compound
(pyrazinamide, MIC = 16 pmol.1") is less active than the new
one we have synthesized (3-(3-chlorophenylamino)pyrazine-
2,5-dicarbonitrile, MIC = 8 pmol.I""). There is plan to finish
the series, to complete all assays and put everything together
to get some structure-activity solution that should yield into
preparation of even more active structures.

STUDIUM STAUDINGEROVY REAKCE
4-NITROFENYL-2-AZIDO-2-DEOXY-0.-D-
MANNOPYRANOSIDU

ALENA POPELOVA®, JARMILA JUKLOVA®, HANA
DVORAKOVAP a JITKA MORAVCOVA?

“Ustav chemie piirodnich ldtek, Vysoka skola chemicko-
technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28, Praha 6;
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bCentralni laboratore, Vysokd skola chemicko-technologickd v
Praze, Technicka 5, 166 28, Praha 6.
alena.popelova@yvscht.cz

Chemoselektivni redukce azidoskupiny 4-nitrofenyl-2-
azido-2-deoxy-o-D-mannopyranosidu () systémem triphenyl-
fosfin-voda (Staudingerova reakce'?) je kli¢ovym krokem
ptipravy odpovidajiciho 2-acetamidoglykosidu I vykazujiciho
silnou interakei® s aktivaénim proteinem NK-bundk u krys
(NKR-P1). Tato redukce bez piidavku acetylacniho ¢inidla
poskytla N-acetylovany produkt identifikovany pomoci *C a
'"H NMR jako 4-nitrofenyl-4,6-di-O-acetyl-2-acetamido-2-
deoxy-a-D-mannopyranosid (ZII). Volna hydroxylova skupina
v poloze 3 ukazuje na migraci acetylu z polohy 3 na atom
dusiku v poloze 2. Intramolekularni pfesun acetylu za
podminek Staudingerovy reakce dosud nebyl v literatufe
popsan.

Proto byl pribéh redukce glykosidu I v CH,Cl, a v
CDCl; sledovan 'H, “C, P NMR, MS a IR
spektrometrickymi metodami.

AcO_ N

AcO-_ NHAc
3 H,0
TR A
AcO CDCl, \ %
o
o
wo m - L
1 @ A3 2 | NO,
NO,

stable
HO-_ NHAc
HO o
HO

o
b4 @NOZ

Byly jasné rozliSeny tfi faze reakce v CDCI;. Struktura
meziprodukti 41, A2 a A3 byla navrZena na zékladé vysledki
"N NMR, NOE and MS.

A2 A3

AcO- N= N N=PPh;  AcO N PPh, AcO N/P Ph,
AcO AcO AcO
AcO AcO

,CH

Tato price je soucdsti projektu FRVS ¢ 662 G4/2004.
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SYNTEZA SALICYLANILIDU V MIKROVLNNEM
REAKTORU

MARTIN PRAVDA, LENKA KUBICOVA a PAVEL
SKALA
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v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové,
Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové
pravda@faf.cuni.cz

Salicylanilidy  patfi  k farmaceuticky  zajimavym
skupindm slou¢enin'. Metody jejich syntézy zahrnuji napf.
Friedelovu-Craftsovu acylaci, aminolyzu esterti nebo reakci
kyseliny salicylové s aniliny za rGznych podminek. Neékteré
znich byly vposledni dobé modifikovany vyuzitim
mikrovinného zafeni>. V porovnani s klasickymi postupy
vedou obvykle mikrovinné syntézy ke zkraceni reakéni doby
na né€kolik minut a k ziskani EistSsiho produktu ve vysokém
vytézku™®. Cilem této studie bylo optimalizovat postup®
v podminkach mikrovinného reaktoru.

Metoda® vyuziva reakci salicylové kyseliny s anilinem
a PCI; v chlorbenzenu (Schema 1). V mikrovlnném reaktoru
jsme optimalizovali reak¢ni podminky a pfipravili modelovou
sérii 4’-chlorsalicylanilidd rizné substituovanych v acylové
Casti molekuly. Produkty jsme po izolaci zreakéni smési
prekrystalizovali ze zfedéného ethanolu.

COOH c
PCI;
R + HoN o P S
MW / chlorbenzen R
OH

R = H; 3-CHg; 4-CHj; 5-CHg; 4-Cl; 5-Cl; 3,5-Cly; 3,5-Brp
Schema 1.

Oproti klasickému postupu (zahfivani reakéni smési pod
zpétnym chladi¢em) se pfevedenim syntézy do mikrovinného
reaktoru podafilo vyrazné zkratit reakéni dobu (z3,5 az 6
hodin na 10 az 15 minut) pii vytézku od 87 do 93 % a velice
snadné izolaci produktu.

Prdce vznikla za podpory vyzkumného zéméru MSMT CR
MSM 11600001.
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SYNTEZA 3-ARYL-1,2,3-BEZOTRIAZIN-4(3H)-
THIONU

LENKA KUBICOVA, MARTIN PRAVDA a PAVEL
SKALA

Katedra anorganické a organické chemie, Univerzita Karlova
v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralove,
Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové
kubicova@faf.cuni.cz,
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Vramei vyzkumu'® antimykobakteridlnich 3-aryl-2H-
1,3-benzoxazin-2,4(3H)-diont a jejich analog jsme dospéli ke
struktufe 3-aryl-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-thiontt  (I). Tyto
latky nebyly dosud v literatuie popsany. Cilem ptispévku bylo
najit vhodny postup pro jejich syntézu.

Latky I byly pfipraveny z thioanthranilanilidd diazotaci
spojenou se spontanni cyklizaci (Schema 1). Vychozi
thioanthranilanilidy byly syntetizovany thionaci anthranil-
anilidd sulfidem fosfore¢nym v pyridinu a naslednou kyselou
hydrolyzou vzniklych meziproduktii ve smési toluenu a vody*.
Provedenim v mikrovinném reaktoru doSlo k podstatnému
urychleni obou krokti syntézy thioanthranilanilidd.

o}
Q—ﬁ\‘ o P4S10
\ A Py

NH, R

HCI
s =
@ NaNO, / HpSO, N ~
HN )
N
NH, \ /\R N&

Schema 1.

Prace vznikla za podpory vyzkumného zaméru MSMT CR
MSM 11600001.
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IZOMERI’ZACIA a-AMINOKYSELIN PRI ]
REAKCIACH S 2-HYDROXY-2-ALKYLTETRALONMI

BORIS GA’SPAR, MAREK P@ZICKY, MARTA
SALISOVA a ANDREJ BOHAC

Katedra organickej chémie Prirodovedeckej fakulty Univerzity
Komenského v Bratislave, Mlynska dolina CH-2, 84215
Bratislava, Slovensko

salisova@fns.uniba.sk

Pri snahe o rezoluciu racemického 2-hydroxy-2-metyl-
tetralonu I cez diastereoizoméry s L-alaninom sme zistili, ze
pri reakcii dochadza k racemizacii L-alaninu, (Schéma 1,
Tabulka 1)'.
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0]
OH R
CH; + HoN
OCH3
rac /
BF5.Et,O
PhH, reflux
R R
N 0 o
i \
‘\\O l \o
CHj; + ‘ CHs;
rac-trans-Il rac-cis-Il

Schéma 1.

Tabulka 1.: Podmienky a vysledky reakcie L-alaninatu s rac.
2-hydroxy-2-metyltetralénom

Ekv. metylesteru Cas Konverzia I
L-alaninu (h) (%) trans / cis
0.5 13 <10 66 : 34
5 18 >95 97:3

Tieto vysledky nas priviedli k preskiimaniu moznosti vyuzitia
uvedenej  reakcie na  deracemizaciu  amino-kyselin
(epimerizaciou na o uhliku aminokyselin), resp. na pripravu
neprirodnych, D-aminokyselin pri reakcii s enantiomérne
Cistym 2-hydroxy-2-metyl-tetralonom 1. Zistili sme vsak, ze

pri deleni diastereoizomérov II na silikagéli dochadza
k Ciastoénej  izomerizacii. Pokusili sme sa  preto
o optimalizaciu  podmienok epimerizdcie pri reakciach

racemického 2-hydroxy-2-metyltetralonu resp. 2-hydroxy-2-
etyltetralonu s L-alaninom resp. L-fenyl-alaninom.

Autori dakuju Slovenskej grantovej agenture za financnu
podporu grantu VEGA 1/0217/03.
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NMR STUDIUM STRUKTURY A D\,(NAMICKEHO i
CHOVANI CYKLOOKTADIENOVYCH KOMPLEXU
RHODIA

JAN SEJBAL?, JIRi ZEDNIK" a JIRI VOHLIDAL®
Univerzita Karlova, PiF, “Katedra organické chemie,
bKatedra fyzikalni chemie 128 40 Praha 2, Albertov 6
sejbal@natur.cuni.cz; zednik@natur.cuni.cz

Pro testovani katalytické aktivity pii hydroformylaci'
byla pfipravena série komplexi [{Rh(n*m*cyclookta-1,5-
dien)},(p-fenoxo),], kde fenoxo ligandy ptedstavoval fenol a
vSechny tii kresoly.
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Na rozdil od ostatnich komplexi, komplex obsahujici o-
kresolovy ligand vykazoval podle NMR spekter v roztoku
dynamickou rovnovdhu majoritni a minoritni komponenty
spolu s disociovanym kresolem. Na zdkladé COSY, NOESY,
HSQC a HMBC spekter byla pro majoritni komponentu
urena  struktura s methylovymi  skupinami o-kresold
vedoucimi na stejnou stranu roviny tvotené atomy kysliku a
rhodia, u minoritni struktury je konfigurace methylovych

skupin opacna.
JCQ

©”CH K Hac’© H
\ 0. - 1 30 - K2 < 0 -
Bigrt) ) o mm (ARGRe ) ) = [ B R0
N 2 4 N :
.CH, CH, i ch\©

o
kd/ssoc

o O

0

Schema 1. Dynamické rovnovéhy u [{Rh(n%n’-cyclookta-1,5-
dien),(p-(2-Me-fenoxo) ,] komplexu

Neekvivalence protonovych signali v cyklooktadieno-
vych ligandech jednotlivych komponent umoznila studovat
probihajici procesy. Rozbor intenzit vyménnych krospikd
v EXSY spektrech pfi teplotach -25° C az 50° C ukazal, ze
nejrychlej$im procesem je rotace cyklooktadienového ligandu,
zatimco kresolové ligandy rotuji mnohem pomaleji. Za
vyssich teplot se uplatiluje i1 disociace kresolového ligandu.
Pro tyto tfi procesy byly spocitany hodnoty aktivacnich
entalpii a entropii.

Tento projekt byl financné podporovan z  prostredki
grantovych agentur GACR a GAUK.
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SYNTEZA CHIRALNICH IMIDAZOLU A TVORBA
JEJICH KOMPLEXU

ROMAN SIVEK a OLDRICH PYTELA

Katedra organické chemie, Fakulta chemicko-
technologicka, Univerzita Pardubice, nam. Cs. Legii 565, 532
10 Pardubice

roman.sivek@upce.cz

Jiz dfive publikovana'? usp&ina cesta k piipravé amida
2-fenylimidazol-4,5-dikarboxylové  kyseliny® a  2-fenyl-
imidazol-4-karboxylové kyseliny byla vyuzita k piipravé
relativné rozsahlé série téchto typt latek. U obou uvedenych
kyselin byly pouzity jako aminové slozky opticky Ccisté
aminokyseliny (glycin, alanin, valin, fenylglycin, fenylalanin,
leucin a isoleucin) a v nékolika piipadech i opticky Cisté
chiralni aminy. VSechny pfipravené latky byly identifikovany
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a charakterizovany pomoci '"H NMR, *C NMR, elementérni
analyzou a byla zméfena opticka otacivost.

Byla méfena kinetika rozkladu 4-nitrofenylacetatu za
ptidavku pfipravenych amida jako nukleofilnich katalyzatord.
Nebyl vsak nalezen ocekavany katalyticky efekt. Spektralné
byl sledovan vznik komplexii amidii se solemi kovii (Cu?",
Ni**, Co®") vmethanolu a tim byla potvrzena schopnost
syntetizovanych latek komplexovat.

Tato price byla financéné podporena GA CR, cislo grantu
203/02/0750.
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PRIPRAVA A TEORET'ICKE STUDIUM )
ORGANOHORECNATYCH SLOUCENIN NA BAZI
FLUOR(HALO)ETHENU A FLUOR(HALO)METHANU

MARTIN SKALICKY, PETR MACHACEK a
JAROSLAV KVICALA

Ustav organické chemie, VSCHT v Praze, Technickd 5, 166 28
Praha 6
martin.skalicky@vscht.cz

Cilem této prace byla pfiprava organohofecnatych
¢inidel na bazi fluor(halo)etheni a fluor(halo)methanti a
porovnani jejich naméfenych NMR chemickych posunt s
teoreticky vypocétenymi hodnotami.

F
- F 1. BuLi
1. BuLi Cl -BUtt
2.1, F 2.PhMe,SiCl
. 3. LiAIH,
F 4. Kl
Y
\%\I
F
i-PrMgCl
nebo Y=H,F
Mg*
F
Y
v
F

Z vychoziho chlortrifluorethenu bylo lithiaci ptipraveno
trifluorethenyllithium'. Jeho silylace a nasledna redukce vedla
po dalsi transformaci k (Z)-1,2-difluor-2-jodethenu. Reakci
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trifluorethenyllithia s jodem byl pfipraven trifluorjodethen.
Oba tyto fluorvinyljodidy byly podrobeny metalacni reakci
Riekeho hof¢ikem’ a transmetalaci isopropylmagnesium-
chloridlem za vzniku pfislusnych  fluororganohotfeénatych
sloucenin. Analogicky byl reakci tribromfluormethanu s
Riekeho hoi¢ikem ptipraven (tribromfluormethyl)magnesium-
bromid.

V teoretické casti byly pomoci ab initio vypoct
studovany pfislusné organohotecnaté slouceniny — byla
provedena geometrickd optimalizace a vypoéteny '’F NMR
posuny molekul izolovanych nebo solvatovanych dvéma
molekulami  etherického rozpoustédla. Nasledné byly
teoreticky ziskané hodnoty porovnany s experimentalnimi daty
ziskanymi nizkoteplotni '’F NMR spektroskopii.

Prdace byla provedena za podpory GA CR (grant ¢
203/02/0716).
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ANALYZA LIGNANU IN VITRO KULTURY
SCHISANDRA CHINENSIS

LENKA BREZINOVA®, JIRI SLANINA®, ALEXANDRA
SMISKOVA®, HELENA VLASINOVA®, PAVEL MUSIL"
a EVA TABORSKA®

“Biochemicky vistav a "Centrum 1é¢ivych rostlin, Lékariskd
fakulta, Masarykova univerzita, Komenského nam. 2, 662 43
Brno, “Ustav botaniky a fyziologie rostlin, Agronomickd
fakulta, Mendlova zemédélska a lesnickad univerzita,
Zemedeélska 1, 613 00 Brno

Jjslanina@med.muni.cz

Lignany jsou skupinou sekundarnich metaboliti
cévnatych rostlin, které se skladaji ze 2 fenylpropanovych
jednotek. Lignany vykazuji antioxidacni, antimikrobialni,
cytotoxickou, insekticidni a antivirovou aktivitu'. Nékteré
lignany a jejich derivaty (podofylotoxin a etoposid) nasly
uplatnéni jako 16&iva®.

Vna$i praci jsme se zaméfili na analyzu
dibenzocyklo[a,c]oktadienovych  lignant v  Schisandra
chinensis, kterd se pouziva po staleti v tradicni C¢inské
medicin¢  pfedev§im jako tonikum a  antitusikum.
V soucasnosti je vénovana pozornost zejména antioxidacni a
hepatoprotektivni aktivité jejich lignant.

Stanovili jsme obsah hlavnich lignanti v riznych ¢astech
rostliny a ve vzorcich in vitro kultury pomoci optimalizované
HPLC metody. Nejvyss§i obsah lignand jsme nalezli
v semenech, hlavnim lignanem semen byl schizandrin (I) a
gomisin A (II). Zembrya semen byla odvozena in vitro
kultura a obsah lignanti byl hodnocen ve vSech fazich vyvoje
embrya. Hlavnim lignanem ve vzorcich in vitro kultury byl
deoxyschizandrin (ZII). Produkce lignani kulturou byla
vyznamné zvySena svétlem a pfidavkem polyaminu
putrescinu.
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Tato prdce byla provedena za financni podpory GA CR (grant
¢. 521/02/1129).
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BIOLOGICKA AKTIVITA KVAR,TERNiCH
BENZO[c|]PHENANTHRIDINOVYCH ALKALOIDU

IVA SLANINOVA®, JIRI SINKORA" a
EVA TABORSKA®

“Biologicky ustav Lékarské fakulty Masarykovy univerzity,
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ipokorna@med.muni.cz

Kvarterni benzo[c]phenanthridinové alkaloidy (QBA),
pattici do skupiny izochinolinovych alkaloidt, se vyskytuji v
rostlinach celedi Papaveraceae, Fumaraceae a Rutaceae.
Nejznaméjsimi a nejvice prostudovanymi jsou alkaloidy
sanguinarin a chelerythrin'. Na naSem pracoviiti byly ve dvou
etapach testovany tyto alkaloidy: sanguinarin (SA),
chelerythrin (CHE), sangulutin (SL) chelilutin (CHL),
sanguirubin (SR), chelirubin (CHR) a macarpin (MA) °.
Alkaloidy byly izolovany z Macleaya microcarpa’. Byly
pouzity testy na in vitro cytotoxicitu (NR-release assay, MTT
assay; stanoveni ICs)) na bunécnych liniich rtzného
histogenetického pivodu HeLa, HL-60, A-431, KF-1. Byl
studovan mechanismus bunécné smrti testy na apoptozu
(Anexin-V FITC, APOTEST™-FITC, DAKO Cytomation) a

ovlivnéni cytoskeletu - mikrotubult (nepfima
imunofluorescence) a aktinovych mikrofilament (barveni Rh-
phalloidinem).

Vlastnosti alkaloidi vykazovat primarni fluorescenci
bylo vyuzito pfi studiu vstupu alkaloidu do bunky a jejich
vnitrobunécéné lokalizace.

Cytotoxicita alkaloidii klesala v potadi:
MA>CHE>SA>SR> CHR>CHL, SL. SR, CHE, SA a MA
vykazovaly schopnost indikovat programovanou bunéénou
smrt (apoptozu).

Prdce vznikla za podpory grantu GACR ¢& 525/04/0017.
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Komplexy ptechodnych kovi s cyklopentadienylovymi
ligandy predstavuji velkou skupinu sloucenin, které maji
vyznamné misto v katalyze organickych reakci. Vhodnou
substituci cyklopentadienylového kruhu je mozné dosédhnout
ladéni katalytickych vlastnosti komplexu zménou elektronové
hustoty na centralnim atomu kovu a zvySenin sterického
branéni v jeho okoli. Jednou z moznosti ptimé funcionalizace
nesubstituovanych  cyklopentadienylovych komplexti je
Friedel-Craftsova acylace', ktera umoziuje zavadéni polarnich
substituentd. Idealni substratem pro studium v této oblasti je
ferrocen, ktery je piijatelny jak zhlediska fina¢niho, tak
hlediska chemické stability.

Nase pozornost byla zaméfena na piipravu 1,1'-
nesymetricky substituovanych acylferrocenti, zalozena na
postupném zavadéni dvou riznych acylovych skupin. Hlavni
zéjem byl o pfipravu nesymetricky substituovaného 1-acetyl-
1’-trifluoroacetylferrocenu I, jehoz ptiprava nebyla zatim
popsana. Pfestoze mono- a diacylace ferrocenu jsou pomérné
dobte prozkoumany, ukazalo se, ze se nejedna o zcela trivialni
zalezitost. Nicméné nase snaha byla po mnohych peripetiich
korunovana uspéchem. V této souvislosti budou diskutovany
jak uspésné, tak neuspésné syntetické postupy

Schéma 1
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Prace byla podporena grantem GA AV IA44072203.
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3p_POSTLABELING ASSAY - A SUITABLE
TECHNIQUE FOR EVALUATION OF THE
GENOTOXICITY OF CHEMICALS

MARIE STIBOROVA®, MARTINA RUPERTOVA?®,
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The detection of DNA adducts in tissues of organisms
(including humans) exposed to chemicals is important to
assess the genotoxicity of potential carcinogens. To detect
DNA adducts, the most widely used methods include mass
spectroscopy, fluorescence spectroscopy, immunoassays and
32p_postlabeling. Among them, the **P-postlabeling method
appears to meet best the criteria of sensitivity in low amounts
of DNA, and therefore, is most appropriate for biomonitoring
human DNA samples. DNA adducts formed by most classes
of carcinogens have been subjected to >’P-postlabeling
analysis, ranging from bulky and/or aromatic compounds to
small and/or aliphatic compounds. It has also been used, with
modifications, to detect apurinic sites in DNA, oxidative
damage to DNA, UV-induced photodimers and, to a lesser
extent, DNA damage caused by cytotoxic drugs.

The principle of the method is the enzymatic digestion of
DNA to nucleotides, 5’-labelling of these nucleotides with
radioactive phosphate group, and the resolution, detection and
quantitation of the labelled products. Since the development of
the original procedure, the method has been modified to
increase the sensitivity by enrichment of adducted nucleotides
prior to labelling. The increasing use of the **P-postlabelling
assay for the detection (and/or identification) of DNA adducts
in animals and humans exposed to chemicals is attributable to
its extremely high sensitivity, without the need to administer
radioactive xenobiotics to experimental animals. Here, we
review the individual *?P-postlabeling techniques (standard
procedure, enrichment methods) and evaluate critically these
assays. We also review the applications of the method to
different DNA modifications, and its utilization in human
biomonitoring studies. The **P-postlabeling method can be
used in prospective studies to assess the risk for humans
exposed to industrial pollutants, environmental contaminants,
food contaminants and drugs. Finally, the method might help
to achieve improvements in cancer epidemiology and in the
prevention of cancer.

Supported by the Ministry of Industry and Trade of the Czech
Republic (grant FD-K/096).

SYNTETIcCKli STUDIE SMERUJICI K AMFIF[LNiM
LIGANDUM NA BAZI 2,6-DISUBSTITUOVANYCH
PYRIDINU

EVA SVOBODOVA?®, RADEK CIBULKA?, FRANTISEK
HAMPL a FRANTISEK LISKA®?

“Vysokd skola chemicko-technologickd v Praze, Ustay
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Z predchozich vysledkli nasi laboratofe je ziejmé, Ze
slouCeniny  obsahujici  2-(hydroxyiminomethyl)pyridinové
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chelatotvorné seskupeni jsou velmi dobrymi ligandy pro
transport iontéi prechodnych kovii pies kapalnou membranu'.
Je znamo, ze -elektrostaticka interakce mezi zapornym
nabojem povrchu anionické micely a iontem kovu usnadiuje
koordinaci tohoto kovu k ligandu zabudovaného v micele”.
Pro studium vlivu naboje polarni skupiny na koordinaci a
transport kovti pfes membranu byly navzeny latky 7 a 2.

N o N 05 Na’
CHs N NER CHs N Neg
, CHs x

NOH 2

\Y 4

@\/ ‘ AN H ‘ AN
O <« = (o]
NG N/ _ CH3 P N‘R CH30. N/ Z

N
4 o] 3 o) 5

Schema 1. Retrosynteticka analyza.

Retrosyntetickou analyzou cilovych struktur Ize dospét
ke klicovému meziproduktu, kterym je 2-acetyl-6-
alkylaminomethylpyridin 3. Ten lze pfipravit napt. z 6-formyl-
2-kyanopyridinu 4 (cit’) kondenzaci s pfislusnym
alkylaminem a adici methylmagnesium-jodidu nebo z methyl-
6-formylpikolinatu 5, pfipraveného parcialni redukci dimethyl-
pyridin-2,6-dikarboxylatu®.

Pies obtize vyskytujici se pfi ovéfovani schidnosti

syntetického  postupu  jsme pfipravili  6-acetyl-2-(1-
alkylamino)ethylpyridin 6, modifikovany klicovy
meziprodukt.
X
| H
CHz NNy
o} 6 CH,

Autori dékuji Ministerstvu Skolstvi, mladeze a télovychovy za
financni podporu projektu cislo: MSM 223100001.
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SYNTEZA ,DERIVATfJ 2-FENYLIMIDAZOLU
S VYUZITIiM ALDOLOVE KONDENZACE

TOMAS SZOTKOWSKI a OLDRICH PYTELA
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Prace se zabyva moznosti pfipravy prekurzort chiralnich
derivatd 2-fenylimidazolu. Z literatury je znamo vyuziti
aldehydu odvozeného od imidazolu k syntéze derivatd
imidazolu pomoci aldolové kondenzace'. V této praci je
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pouzitou vychozi latkou pro syntézy 2-fenyl-4-formylimidazol
(I). Jeho kondenzaci s vhodnymi substraty s aktivni
methylenovou skupinou (II) za bazické katalyzy vznikaji
nenasycené derivaty obecného vzorce (III). Alespon jeden
ze substituentd X, Y musi byt silné elektronakceptornim
substituentem typu CN, COOR, COOH, COR, apod.
Struktura produktu obsahujici dvojnou vazbu a dvé dalsi
funkéni skupiny piedstavuje vhodnou vychozi latku pro
nasledné vybudovani chirdlniho centra v molekule.

Schema 1. Obecna rovnice aldolové kondenzace.

X
~ ~
J\ .\ <X béze LN Y
NS - NS
e v e
Ph an h

Bylo pfipraveno 10 dosud nepublikovanych latek —
produkti aldolové kondenzace. Tii z nich se ukdzaly jako
vhodné substraty pro dalsi pfemény na chiralni latky. Celkem
bylo pfipraveno 5 rovnéz dosud nepublikovanych chiralnich
derivatd. Struktura viech produkti byla potvrzena pomoci 'H
a '*C NMR spektroskopie.

Prace vznikla za finanéni podpory grantu ¢ 203/02/0750
GA CR.
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Prirodné, enantiomérne Cisté a-hydroxyketony typu o.-
hydroxypinanénu sa vyuzivaji ako pomocné  chiralne
zlt€eniny pri cielenej syntéze prirodnych aj neprirodnych a-
aminokyselin, modifikaciou glycinu'*?. V poslednych rokoch
sa venuje pozornost’ syntetickému analogu a-hydroxy-
pinandénu - 2-hydroxy-2-metyltetralonu.

Zaujala nas moznost pripravy prikondenzovaného
ferocénového analdgu cyklického a-hydroxyketonu a jeho
reaktivita pri stereoselektivnej syntéze o-aminokyselin.

Vychodiskovi zlu¢eninu - prikondenzovany feroce-
nylén-cyklohexanén I sme pripravili znamou S$tvorstupiiovou
syntézou z ferocénu®. Snaha o jednostuptiova pripravu tejto
zltceniny reakciu ferocénu s butyrolakténom nebola zatial
uspesna. Pozadovany hydroxyketén IV sme pripravili sledom
reakcii uvedenych na schéme 1. Zistili sme, ze pri reakcii
hydroxyketonu IV s metyl glycinatom nedochadza k tvorbe



Chem. Listy 98, 1001-1050 (2004)

odpovedajiceho iminolaktonu, ale reakcia sa zastavi v §tadiu
iminoesteru, podobne ako pri reakcii s a- hydroxypinanénom.

®: CH,
Fe a) b) Fe o) :k
(6] (6] 0 Fe O cH
@ IS \CH3 8

d)/

f OH e) %OH
e -~ Fe

N CH @)
@ N 3 @ CH,

\' v

CH,COOCH,

Schéma 1. a) 1/NaH, DMC, b) Mel, c) 8% aq. KOH, d) O,, 50%
NaOH, P(OMe);, TEBA, e) metyl glycinat,
BF;.Et,0, benzén

Autori dakuju Slovenskej grantovej agentire za financnu
podporu grantu VEGA 1/0217/03.
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UPLATNENi 3,7-ANHYDRO-2-DEOXYOKTOS V
SYNTEZE OLIGOPYRROLOVYCH MAKROCYKLU
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Slouceniny, ve kterych je aktivni chromofor spojen
s vektorem na bazi peptidu, oligonukleotidu nebo sacharidu’,
jsou pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Pouziti chirdlniho
polyhydroxylovaného vektoru, v tomto pfipad¢ sacharidu,
predurcuje tyto supramolekularni syntony jako prostfedky pro
molekularni rozpoznavani v polarnim (vodném, biologickém,
atd.) prostiedi>>. Podobné latky byly jiz testovany jako
fotosenzibilizatory pro fotodynamickou terapii a byly
potvrzeny jejich interakce s DNA a nukleotidy®.

Tématem prezentované prace je konstrukce konjugatt
typu sacharid-oligopyrrol, kde je cukernd cast pfipojena
k makrocyklu pomoci robustni kovalentni vazby C-C.
Narozdil od klasické O-glykosidické vazby jsou pouzité
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,»C-glykosidy* odolné  vici
enzymovému §tépeni.

Synteticka ¢ast projektu je zaméfena piedev§im na
syntézu meso-C-,glykosylovanych® porfyrini. Pro jejich
syntézu byly pouzity dvé zakladni strategie. Prvni, vedouci
k oligopyrrolu 1, je =zalozena na postupné vystavbé
z bipyrrolovych  prekurzord, zatimco druhd, vedouci
k porfyrinovému typu 2, vychazela z piimé -cyklizace
3,7-anhydro-2-deoxy-oktos s pyrrolem.

Byla pfipravena a charakterizovana serie novych latek a
dale bylo testovany jejich vlastnosti a dal$i pouziti.

hydrolytickému, potazmo

R4 R1 F F
Y: F
F F
R.
8 R: X poo
1: R, R;=X
RUR.=Y PGO I OPG
2: R,R,R,R,=X
Tato prdace byla podporovina MSMT  projekt

¢. 223300006 (LK), COST D-31 1P040CD31.00! (PD) a
castecné projektem Z4 055 905 (PS).
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Prvni krok pii odhadu rizik expozice chemikaliim je
identifikace hazardu — odhad nebezpec¢nosti (toxicity). U smési
latek je to provadéno za predpokladu aditivity jejich G¢innosti,
tj. tmérné zastoupeni chemikalie ve smési jsou v celkové
toxické Gc¢innosti smési s¢itany odpovidajici dily. Ve studiich
s binarnimi smésmi jsme u indexu akutni toxicity (EC50
Tubifex tubifex) prokazali, ze predpokladem aditivity mize byt
odhad nebezpegnosti aZ o tii Fady chybny'. Tuto problematiku
jsme studovali technikami analyzy QSAR? v rozsahu
molarniho zlomku 0 - 1. U smési benzenu s ethanolem byla
nalezena inhibice, benzenu s anilinem potenciace, jen u smési
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benzenu s nitrobenzenem aditivita. Dalsi chyba muze byt
zpusobena tim, ze vzajemné ovlivnéni latek pfi cinku nékdy
zavisi na poméru latek ve smési (charakterizovano molarnim
zlomkem): podle toho muize nastat inhibice i potenciace, nebo
se v uzké ¢asti hodnot molarniho zlomku muize vedle aditivity
objevit vyrazna ne-aditivita. Néalezy budou presentovany. Tyto
studie se mohly uskutecnit diky stanoveni indexu akutni
toxicity rychlym laboratornim testem na oligochaete Tubifex
tubifex (niténky) testu, jehoZ validace probih®. Index mé&feny
s niténkami tésné koreluje v sériich latek i s LDs, stanovenou
na potkanech nebo na dal3ich testovanych objektech®. Pokud
se projevi interakce mezi ulinky chemikalii na indexu
méfeném na niténkach, projevi se i na LDs, stanoveném na
potkanech. Je hledana fyzikalné-chemicka vlastnost, ktera by
se chovala podobné. Vhodné se zdaji opét rozdélovaci
koeficienty jako pro individualni chemické slouceniny.
Priklady budou ukazany na rozdélovacich koeficientech latek,
jsou-li v binarni smési, mezi vodny roztok a vzduch’ a mezi
oktanol a vodu.

Prace byly podporeny granty GA CR  305/03/1169,

203/00/1619, IGA MZ CR NJ/7435-3 a MZP CR
VaVv/340/2/01.
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SYNTEZA 6'-ALKENOYLAMINO-6'-DEOXY
DERIVATU B-CYKLODEXTRINU JAKO
MODIFIKATORU SENZORICKE ODEZVY
POREZNIHO KREMIKU

TOMAS TROJAN a JINDRICH JINDRICH
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Jjindrich@natur.cuni.cz

Cyklodextriny (CD) jsou cyklické oligosacharidy.
Vyznamnou vlastnosti CD a jejich derivatd je schopnost tvofit
inkluzni komplexy s organickymi molekulami. Vzhledem k
jejich selektivnim komplexaénim schopnostem je mozno CD
derivaty pouzit jako rozpoznavaci element chemosenzoru, kde
transducery jsou nejcastéji optické. Lze predpokladat, ze CD
navazany na povrch porézniho kiemiku (PS) bude ovliviiovat
luminiscenci, kterou PS vykazuje pfi osviceni UV zafenim. PS
ma na svém povrchu Si-H vazby, na které je mozno
hydrosilyla¢ni reakci ukotvit CD derivaty nesouci koncovou
dvojnou vazbu. Syntézu téchto derivatli ukazuje schema.
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Projekt je podporovian granty GAUK 424/2004/B-CH/PFF,
MSM 113100001.

LITERATURA

1. Brady B., Lynam N., O’Sullivan T., Ahern C., Darcy R.:
Org. Synth. 77,220 (2000).

2. Baugh S. D. P, Yang Z., Leung D. K., Wilson D. M.,
Breslow R.: J. Am. Chem. Soc. /23, 12488 (2001).

3. Lee W.-S., Ueno A.: Macromol. Rapid Commun. 22, 448
(2001).
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Mnoho piirodnich glykokonjugati véetné¢ aminoglyko-
sidovych antibiotik obsahuje vedle méné obvyklych
aminosacharidli i 2-amino-2-deoxy-D-glukopyranosu.  Jeji
modifikace mohou interagovat s ribosoméalni RNA bakterii'
nebo zasahovat do biosyntézy glykokonjugati.
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Pripravili jsme nova analoga 2-amino-2-deoxy-D-
glukopyranosy (3, 4) obsahujici oxazepanovy a azepanovy
kruh. Prekursory I, 2 byly pfipraveny z 1,6-anhydro-B-D-
glukopyranosy v osmi krocich. Jejich paralelni cyklizace
nasledovana N-detosylaci poskytla latky 3 a 4. Pokusy o
kyselou hydrolyzu a acetolyzu 1,6-anhydro vazby byly
neuspésné a nebylo tak zatim dosazeno kompletniho
odchranéni. Stejny sled reakci byl pouzit pii piipraveé derivatu
4-amino-4-deoxy-D-gulopyranosy (6) ze slouceniny 5.

0}
OH OH
-0 a), b) -0
_>
J/X NHTs X NH
TsO I:X=0 3:X=0
2:X=CH, 4: X=CH,
TsHN
-0 a), b) o
> HN
HO HO
OTs OTs OH
5 6

Schema 1: a) K,COs3;, DMF; b) naftalenid sodny, DME.

Tato prace vznikla za podpory vyzkumného projektu MSM
1131 00001.
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Alkeny podléhaji fadé reakci vyvolanych komplexy
ptechodnych kovl. Stechiometrickym ¢i  katalytickym
mnoZstvim komplexi je mozné provést napt. cykloisomerace',
polymerace’ nebo cykloadice’. V prvnim kroku obvykle
vznikd organokovova sloucenina s vazbou uhlik-kov, ktera se
dale mize Gcastnit tvorby jedné ¢i vice novych vazeb uhlik-
uhlik. Alternativné mutize dojit i ke Stépeni sousednich C-C
vazeb. Tento jev byl vSak zatim znam pfevazné jen u pnutych
cyklickych systémi* a v alicyklické fade se vyskytuje spise
vyjimeéne’.

Pii studiu katalytickych cyklizaci nékterych 2-chlor-a,c-
dienti jsme zjistili, Ze za urCitych podminek nedochazi k
cyklizaci na derivaty cyklopentanu, nybrz k pteruseni C-C
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vazby v poloze v,6 a tim ztraté allylového fragmentu®.
Podrobnym studiem bylo zjisténo, ze ke ztraté¢ allylového
fragmentu dochéazi u celé fady sloucenin, které na o-uhliku
nesou elektronakceptorovou skupinu’.

Bude diskutovan vliv substituce dienu a pouzitého
komplexu piechodného kovu na pribéh reakce, predpokladany
reak¢éni mechanismus a jeji dalsi syntetické vyuziti.

(24
v/ ML, RsAl
Vit

EtOOC EtOOC H
o
EtOOC R! toluen, rt EtO0C R!

Prdce byla podporena grantem FRVS ¢.2800.
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A

KONFORMACNI ANALYZA KARBAANALOGU
DISACHARIDU S VYUZITIM MM3 A PM3 METOD

STEPAN VALENTA, IVAN RAICH
a LADISLAV KNIEZO

Ustav chemie prirodnich latek, VSCHT Praha, Technickd 5,
166 28 Praha, valentas@vscht.cz

Karbaanaloga disacharidii jsou vyznamnou skupinou
latek, odvozenych od disacharidi nahrazenim glykosidického
kysliku methylenovou skupinou. Tato zaména ma za nasledek
zménu reaktivity karbaanalogi pifi biologickych d&jich,
kterych se za normdlnich podminek Uc€astni disacharidy, a
vyuziva se ji napiiklad pfi therapii riznych chorob nebo
enzymovych studiich.

Pii studiu prostorového uspoiadani karbaanalogh I a 2
a odpovidajicich O-glykosidii bylo provedeno systematické
mapovani konformaéniho prostoru. S vyuzitim silového pole
MM3(96) ! byly na trovni molekulové mechaniky provedeny
geometrické optimalizace serii vice nez 100 000 vstupnich
konformaci pro vSechny studované latky. Vypocty byly prove-
deny s konstatni a také ,,distance dependent” dielektrickou
konstantou. Alternativné bylo zjednodusené systematické ma-
povani provedeno i na PM3 trovni, pfi kterém byla vyuzita
Castecnd symetrie studovanych latek. Byl studovan i vliv
rozpoustédla na  geometrii  zkoumanych  molekul.
Rozpoustédlo bylo simulovano solvataénim modelem CPCM,
opét na PM3 trovni. VSechny semiempirické vypocty byly
provedeny v programu Gaussian03W (cit. ).
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Vysledky byly zpracovany do podoby energetickych
konturovych map v zavislosti na glykosidickych torzich @ a ¥
a byly rovnéz porovnany s experimentalnimi NMR daty.

OH

OH o
HO
HO & OH HO%
HO= H
moa MG
H,C

HOXS) OF!

Prace byla provedena vramci reSeni vyzkumného zaméru
MSMT ¢ 223300006.
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LIPIDICKE SLOZKY FEROMONU CMELAKU A
JEJICH BIOSYNTEZA

IRENA VALTEROVA?, ANNA LUXOVA™, PAVEL
JIROS™® a ALES SVATOS™

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo
nam. 2, 166 10 Praha; bUstav chemie prirodnich latek,
VSCHT, Technickd 5, 166 28 Praha; “Max Planck Institute for
Chemical Ecology, Winzlaer Str., Jena, Germany
irena@uochb.cas.cz; svatos@ice.mpg.de;
luxova@uochb.cas.cz

Sam¢i znackovaci feromony jsou produkovany labialni
zlazou a uplatiuji se v predkopulacni fazi vyvoje kolonie
¢melaka'. Biosyntetické cesty vedouci k jejich vzniku byly
studovany pomoci série in vitro a in vivo experimenttl.
Preparované zlazy druhu Bombus lucorum byly inkubovany in
vitro s deuteriem znacenymi mastnymi kyselinami o délce
fetézce 12-18 a dile s ds-ethanolem a ds;-methanolem. Ve
vSech ptipadech se tvofily estery. Ethylestery a v mensi mife i
methylestery vznikaly z deuteriem substituovanych mastnych
kyselin. Pfi inkubaci ekvimolarni smési kyselin C;,—C;g byla
pozorovana preference pro tvorbu esteri s kratSim
kyselinovym fetézcem (12, 14). Pfi in vitro inkubacich jsme
nenalezli zadné nenasycené metabolity, pfestoze hlavni
slozkou feromonu je ethyl-tetradec-9-enoat a desaturace by se
dala oéekavat. To byl hlavni rozdil mezi experimenty in vitro a
in vivo, pti nichZ nenasycené metabolity vznikaly ve velkém
mnoZstvi’,

Inkubace zlazy z deuteriem substituovanym ethanolem a
methanolem vedla ke vzniku smési piislusnych esterd
mastnych kyselin. Analyza homogenizované tkan¢ labidlni
zlazy prokazala obsah velkého mnozstvi volnych mastnych
kyselin, které byly ve tkani pfitomny zhruba ve stejném
poméru, vjakém jsou jejich ethylestery obsazeny ve
feromonu. Pfedpokladame, ze kyseliny jsou uloZeny v labialni
zlaze a v piipadé potieby se znich tvoii estery za katalyzy
esterazou. Zda se, ze pomér ester ve feromonu neni dan
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selektivitou této esterazy, ale dostupnosti prekurzorl, tj.
mastnych kyselin. Zda jsou tyto kyseliny transportovany do
zlazy ze zasobnich tukd ¢i syntetizovany de novo nelze
z dosavadnich pokusii zatim rozhodnout.

Prdce byla provedena za podpory Grantové agentury Ceské
republiky (grant ¢. 203/02/0158) a vyzkumného zaméru ¢. Z4
055 905.
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PREPARATION OF STRUCTURAL ELEMENTS OF
THE CAPSULAR POLYSACCHARIDES

JAN VESELY?, STEFAN OSCARSON®, MIA ALPE” and
TOMAS TRNKA?

“ Department of Organic Chemistry, Charles University,

Albertov 2030, 128 40 Praha 2; ® Department of Organic
Chemistry, Arrhenius Laboratory, Stockholm University,
S- 106 91 Stockholm, Sweden
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Cryptococcus  neoformans, an opportunistic fungal
pathogen, causes severe diseases, including meningitis, and
death, especially in immunodeficient patients'?. C.
neoformans is classified into the four different serogroups A,
B, C and D on the basis of the structure of the capsular
polysaccharide (CPS). Typically, these structures consist of a
linear (1—3)-linked o-D-mannopyranosyl backbone substitu-
ted with B-D-xylopyranosyl, B-D-glucopyranosyluronic acid
and 6-O-acetyl moieties.

BnO 0
OBn 0
0Bn~ é O: OBMO
OBn (0] OBn
OBn RO
OAc 0OBn -0
0OBn -0 OAll
OAll
SEt
I SEt Il R=Ac

OBn OBn
OBn -Q
HO
o}

\/\N

3

Fig 1.

The glucuronic acid residue is always attached via a [3-
(1-2) linkage to a mannosyl moiety in the backbone; whereas
the xylose residues can be bound either through -(1—-2) or -
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(1—>4) linkage. The 6-positions of mannosyl residues not
carrying a glycosyl substituent at position 4 are acetylated in
an uneven manner. Although little is known about this
acetylation pattern, it is thought to be important to the
biological activity of C. neoformans’.

An attractive synthetic pathway to various CPS
structures would be to first build up mono- and disaccharide
building blocks corresponding to the substituted mannose
motives and then combine these through the formation of the
internal a-(1—3) linkages of the mannan backbone. With four
building blocks (Fig.1) all possible structures could then, at
least theoretically, be constructed. The succesful formation
and subsequent assembly of some analogs of the basic core of
CPS of Cryptococcus neoformans will be presented.

Supported by GAUK No. 244/2003, MSM No. 1131 0001.
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PRIPRAVA NOVYCH TYPU ANALOG DISACHARIDU

ONDREJ VICH, PETR STEPANEK a LADISLAV
KNIEZO

Ustav chemie prirodnich ldtek, Vysoka skola chemicko-
technologicka, Technicka 5,166 28, Praha 6
ondrej.vich@vscht.cz

Nedavno jsme publikovali pfipravu  (1—3)-C-
disacharidii, kde v klicovém kroku syntézy vznikaly dva
diastereoizomerni cykloadukty'. V tomto piispévku uvadime
postup, pomoci kterého lze pfipravit stereoselektivné
jednotlivé stereoizomery. Pro tento ucel byly pouzity chiralni
vinyl ethery I a I, které po cykloadici s vychozim chranénym
oxadienem poskytly cykloadukty III, IV.
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Za Ucelem stanoveni absolutni konfigurace u ziskanych
diastereoizomert 111, IV jsme v cykloaduktu Il hydrogenaci
na palladiu soucasné zredukovali dvojnou vazbu a odstranili
benzylové chranici skupiny. X-ray analyza krystalického
produktu umoznila pfifadit konfiguraci na nové vzniklych
stereogennich centrech latky II1. V dalsich krocich jsme se
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pokusili o transformaci ziskanych cykloadukti na cilové C-
disacharidy.

Tato metoda umoznuje stereoselektivni ptipravu (1—3)-
C-disacharidi, kde se jako vychozi latky daji pouzit rizné
vhodné chranéné monosacharidy.

Prace byla provedena v ramci reseni vyzkumného zameéru
MSMT ¢ 223300006.
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ANTIMYKOBAKTERIALNE AKTIVNI 5,7-DI-terc-
BUTYLBENZOXAZOLY

JARMILA VINSOVA, K. CERMAKOVA

Farmaceuticka fakulta UK, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec
Krdlové
vinsova@faf.cuni.cz

Benzoxazolové derivaty byvaji v literatufe povazovany za
strukturni izostery ptirodné se vyskytujicich nukleovych bazi
adeninu a guaninu, coz jim dovoluje snadno interagovat
s biopolymery zivych systémi. Jsou studovany ptredev§im pro
své antimikrobidlni, antifungalni, antivirotické a protinadorové
aktivity, téz jako insekticidy, herbicidy, anthelmintika, dale jako
antagonisté histaminovych receptor a fluorescenéni barviva'.

Pii studiu reaktivity 3,5-di-terc-butyl-1,2-benzochinonu
s aminokyselinami byla pfipravena fada derivatd 5,7-di-terc-
butylbenzoxazolii  substituovanych v poloze 2 zbytkem
aminokyseliny. Jejich zjisténa antimykobakterialni aktivita dala
podnét pro piipravu série téchto derivatl substituovanych
v poloze 2 aromatem, u n€hoz byly obménovany substituenty na
zakladé Toplissova schématu. Z dalsich substituenti byly
vybrany néekteré aromatické heterocykly. Vychozi 4,6-di-terc-
butyl-2-aminofenol byl piipraven n¢kolika postupy, znichz
optimalni se zda byt reakce 3,5-di-terc-butyl-1,2-benzochinonu
s amoniakem s naslednou redukci chinoniminu hydridem
sodnoboritym.  Tato reakce nevede k tetra-terc-butyl-
fenoxazinovym vedlejSim produktim, které vznikaji pti redukci
4,6-di-terc-butyl-2-nitrofenolu a znepiijemnuji izolace a ¢isténi
finalnich latek. 5,7-Di-ferc-butylbenzoxazolové derivaty byly
pfipraveny reakci 4,6-di-terc-butyl-2-aminofenolu
s odpovidajicim aldehydem a naslednou cyklizaci piislusné
Schiffovy baze.

Antibakterialni aktivita byla stanovena v National
Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID), v ramci
vyhledavaciho programu TAACF (USA) vuci Mycobacterium
tuberculosis H;;Rv. U nékolika derivatd byla nalezena 90 -
100% aktivita. Tyto benzoxazoly postoupily do dalsiho stupné
testovani.

Prace vznikla za financni podpory grantu IGA MZ 14/8238-3.
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A REGIOSPECIFIC ROUTE TO C-D-
GALACTOFURANOSYLIC ONE-CARBON
SYNTHONS. SYNTHESIS OF 2-C-
GLYCOSYLBENZIMIDAZOLS

MICHAL VOJTECH, M. PETRUSOVA, and L. PETRUS

Institute of Chemistry, Slovak Academy of Sciences, SK-84538
Bratislava, Slovakia
chemmvot@savba.sk

D-Galactofuranose is one of the sugar units that are
essential for the production of the glycans found in the cell
walls of many pathogenic microorganisms causing
mycobacterial infections such as leprosy and tuberculosis'.
Thus, the compounds that mimic D-galactofuranose and
interfere with the biosynthetic enzymes that produce and
utilise this sugar in its furanoic form may represent a novel
therapeutic strategy for the treatment of these mycobacterial
infections.

An array of C-D-galactofuranosylic compounds that
originate in 2,5-anhydro-3,4,6,7-tetra-O-benzoyl-D-glycero-L-
manno-heptononitrile  (B-D-galactofuranosylcyanide)  and
target at the aforementioned applications has been described
recently’. This contribution suggests an alternative approach
and is based on a recently described, regiospecific 2,5-
anhydroring-closure of the in situ generated 1,2-dideoxy-1-
nitroald-1-enitols that are consecutively transformed by a Nef
related reaction to stable C-furanosylic compounds®.

Thus, 1,2-dideoxy-1-nitro-D-galacto-hept-1-enitol per-
acetate (I), on treatment with methanolic hydrogen chloride
and dependent on the acid concentration, gives either an
“anomeric” mixture of methyl D-galactofuranosylmethanates
(a) or that of D-galactofuranosylmethanal dimethyl acetals (b).

AcO OAc
AcO

Starting from the corresponding glycosylmethanal
dimetyl acetals, the contribution describes also a new method
of the synthesis of 2-C-glycosylbenzimidazoles with o-D-
galactofuranosyl, B-D-galactofuranosyl, B-D-glucopyranosyl,
B-D-galactopyranosyl, B-D-mannopyranosyl, and a-D-arabino-
pyranosyl configurations.

The work was supported by the APVT-51-039802 and VEGA-
7144/00 grants.

REFERENCES

1. Brennan P. J., Nikaido H.: Ann. Rev. Biochem. 64, 29
(1995).

2. Brennen P. J., Besra G. S.: Biochem. Soc. Trans. 25, 188
(1997).

3. Owen D.J., Thomson R. J., von Itzstein M.: Carbohydr.
Res. 337,2017 (2002).

4. Petrus L., Petrusova M., Pham-Huu D.-P., Lattova E.,
Pribulova B., Turjan J.: Monatsh. Chem. 733, 383 (2002).

1039

~_NO,

AcO  OAc

Liblice 2004

POLYPYRROLE-FUNCTIONALIZED POROUS
SILICON — NOVEL MATERIAL FOR DETECTION OF
ORGANIC ANALYTES IN GAS PHASE

VLADIMIR VRKOSLAV®, IVAN JELINEK®,
GABRIELA BRONCOVA", HANA BREZNOVA®,
VLADIMIR KRAL" a JURAJ DIAN®

“Charles University Prague ,Department of Analytical
Chemistry, Hlavova 2030, CZ-128 40 Prague, *Institute of
Chemical Technology, Technicka 5, CZ-166 28 Prague,
“Charles University Prague, Department of Chemical Physics
and Optics, Ke Karlovu 3, CZ-121 16 Prague

Electrodeposition of polymer film on porous silicon
surface enabled to improve its photoluminescence properties
for sensor applications'. Polypyrrole has been electrodeposited
on porous silicon from 0.1 M pyrrole solution in 0.05 M
tetrabutylammonium  perchlorate/acetonitrile  supporting
electrolyte. The growth of polyryrrole layer on porous silicon
surface is evident from voltammograms in Fig.1.

We observed change of photoluminescence quenching
response and operational stability enhancement from
polypyrrole impregnated porous silicon samples as compared
to standard porous silicon. From concentration dependence of
photoluminescence quenching response to various amounts of
linear alcohols in gas phase we determined change of sensor
response sensitivity due to polypyrrole functionalization; from
long-term evolution of porous silicon photoluminescence
intensity we evaluated operational stability of sensor elements.

i
]

7130 pA]

L vs sat. Ag/AgCl
[0.2V]

Figure 1. Voltammogram in supporting electrolyte (A) without
pyrrole and (B) with added 0.05 M pyrrole; scan -0.2 — 1.2 V (100
mV/s), overall time of electrolysis /=30 min.

We thank the Grant Agency of Czech Republic (203/03/0900)
and the Grant Agency of Charles University
(424/2004/B-CH/PFF) for financial support.
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SURFACE MODIFIED POROUS SILICON SENSOR —
SELECTIVITY AND STABILITY ENHANCEMENT OF
LUMINESCENCENCE QUENCHING RESPONSE

VLADIMIR VRKOSLAV? IVAN JELINEK® and JURAJ
DIAN

“Charles University Prague ,Department of Analytical
Chemistry, Hlavova 2030, CZ-128 40 Prague, bCharles
University Prague, Department of Chemical Physics and
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dian@karlov.mff.cuni.cz

Photoluminescence quenching of porous silicon in
presence of chemical species was used for sensing of organic
analytes'. Sensor response of standard (as-prepared), oxidized
and methyl 10-undecenoate derivatized porous silicon by
hydrosilylation reaction® was studied in the presence of linear
alcohols in gas phase.

We measured photoluminescence quenching responses
for a homological set of linear alcohols from methanol to
1-hexanol as a function of analyte concentration in gas phase.
We observed nearly monotonic increase of quenching
sensitivity (slope of linear part of concentration dependence of
relative photoluminescence quenching) with the length of
alcohol chain for standard porous silicon®. For oxidized and
methyl  10-undecenoate  derivatized  porous  silicon
photoluminescence quenching change was anomalously low
for lower alcohols. The change of quenching response was
found to scale with polarity strength of the detected analyte.
Change of quenching response was expressed by a sensitivity
of surface modified porous silicon related to sensitivity of
standard porous silicon — discrimination ratio, polarity strength
was quantified by means of empirical polarity parameters —
Snyder polarity index* and logarithm of partition coefficient in
the system analyte/n-octanol’.

The dominant mechanism responsible for the modified
sensor response of oxidized and methyl 10-undecenoate
derivatized porous silicon is attributed to polar interaction
between alcohol groups of detected analytes and Si=O groups
of oxidized and C=O groups of methyl 10-undecanoate
molecules at porous silicon surface. Oxidized and methyl 10-
undecenoate derivatized porous silicon samples revealed
enhanced operational stability as compared to standard porous
silicon.

We thank the Grant Agency of Czech Republic (203/03/0900)
and the Grant Agency of Charles University
(424/2004/B-CH/PTF) for financial support.
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NOVE PRISTUPY V SYNOTEZE
IMINO-C-DISACHARIDU

LUKAS WERNER a LADISLAV KNIEZO

Ustav chemie pFirodnich latek, Vysokd Skola chemicko-
technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28, Praha 6
lukas.werner@vscht.cz

Polyhydroxylované piperidiny (iminosacharidy) casto
ucinkuji jako inhibitory glykosidaz a glykosyltransferaz.
Inhibiéni ucinek je dan pfitomnosti endocyklického dusiku,
ktery je pfi fyziologickém pH protonovan. Vznikly kation tak
napodobuje tranzitni stav fady glykosylacnich reakei, jez se
napiiklad podileji na syntéze povrchovych receptorii bunék.
Polyhydroxylované piperidiny vSak in vivo ovliviiuji Sirsi
spektrum enzymt, coz je diskvalifikuje pro terapeutické
vyuziti. Modifikace téchto struktur vedouci ke zvySeni
selektivity inhibi¢nich W¢inki by mohla vést k latkam
vyuzitelnym v terapii fady chorob ovlivnénim mechanismu
komunikace buiika-buiika nebo burika-patogen.

V ptispévku budou shrnuty vysledky =ziskané pfi
ovétovani sekvence ze schematu I. Postup je zalozeny na
cross-aldolové reakci methylketonu I s azidotetrosou I1.
Naslednymi transformacemi zahrnujicimi redukci
azidoskupiny a reduktivni aminaci cyklického iminu IIT se
dostavame k cilovym derivatim piperidinu IV.
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Tato prdce byla podporovina GACR, v rdmci grantu & GA
203/03/0497.

SYNTEZA PORFY,RINOVYCH RECEPTOR,fJ
SUBSTITUOVANYCH GLYKOSYLOVANYMI
STEROIDY

KAREL ZELENKA®, TOMAS TRNKA®, PAVEL
DRASAR"*

“Katedra organické chemie, Univerzita Karlova, Hlavova
2030, 128 40 Praha 2, bUstav organické chemie a biochemie,
Flemingovo namésti 2, 166 10 Praha 6, “Vysoka Skola
chemicko-technologicka, 166 28 Praha 6

zelil@post.cz

Pro pfipravu nového typu meso-substituovanych
porfyrinii (X) byla vypracovana' vhodna synteticka cesta. Tyto
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supramolekuly a supramolekularni synthony jsou pouzivané v
elektrochemii, pro membranové, samoskladné a biologické
studie. Autofi chtéli demonstrovat moznosti kombinace jiz
znamych receptorti se sacharidy, kter¢é mohou slouzit jako
“polarni kotvy”, chiralni selektory nebo modifikatory polarity
(rozpustnosti), zavisejici na stupni jejich chranéni/odchranéni.
V posledni dobé byly piipraveny meso-substituované
porfyriny' se zajimavymi vlastnostmi**.

R
R R
R
OR1 =R
o2 o
R1O OR, H

X

Prace byla podporovana projekty MSM 113100001
223300006 a COST D-31 ¢. 1PO40CD31.001.
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VYSOCE UCINNE ANTIMYKOBAKTERIALNI
SALICYLANILIDY

JOSEF MATYK, HANA DIVISOVA, PETRA
HUSAKOVA a KAREL WAISSER

Katedra anorganické a organické chemie Farmaceutické
fakulty Univerzity Karlové
matyk@faf.cuni.cz

V minulém roce jsme uvefejnili dvé studie o vztazich
mezi strukturou a antimykobakterialni aktivitou salicylanili-
di' 1 kdyz studované skupiny byly pogetné, z alkylia mezi
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substitu¢nimi obménami v poloze 4’-salicylanilidti obsahovaly
pouze methyl. Predpokladali jsme, ze vyssi alkyly budou
zvySovat antimykobakterialni aktivitu. Cilem prace byla
piiprava vacylové casti halogenem substituovanych 4-
alkylsalicylanilidi. Substituci halogenem v acylové ¢asti jsme
zvolili proto, ze nejvyrazngji zvySovala aktivitu u diive
ptipravenych latek. Vychozi latkou pro syntézu byly ptislusné
halogenované salicylové kyseliny, tj. 4-chlorsalicylova
kyselina, 5-chlorsalicylova kyselina, 3,5-dibromsalicylova
kyselina, a 5-bromsalicylova kyselina, a dale pfislusné 4-
alkylaniliny (4-pentylanilin, 4-hexylanilin, 4-heptylanilin, 4-
oktylanilin a 4-terc-butylanilin). Syntézy novych salicylanilidt
byly provadény podobnym zptsobem jako v uvedeném
citovaném sdéleni. Ptipravené latky byly po ovéfeni struktury
odeslany na hodnoceni antimykobakterialni aktivity. Ukazalo
se, ze nas predpoklad byl spravny a jedna se o vysoce u¢inné
antimykobakterialni latky.”

Prace je soucasti vyzkumného zaméru MSM 111600001.
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ACYKLICKE ANALOGY NUKLEOSIDU A
NUKLEOTIDU - VZTAHY MEZI CHEMICKOU
STRUKTUROU A BIOLOGICKOU AKTIVITOU

DANA HOCKOVA

Ustav organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské
republiky, Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
lasice@uochb.cas.cz

Analogy nukleosidii a nukleotidd jsou stale intensivné
studovany v souvislosti s terapii virovych a nadorovych
onemocnéni.

NH, NH, o i
N7 N N7 2
Lo LD
NN N~ N OH /‘

H/COOH K‘/\/NQ
OH oH ¢

NH, o

NZ >N OH

K L N[ UNH,
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o._P-0 N7
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Obr. 1. Piiklady studovanych struktur
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Syntetické antimetabolity musi byt netoxické a spliovat
také pozadavky na stabilitu vcilovém systému. Tuto
podminku jsou schopny splnit acyklické analogy nukleosidu,
nebot’ neobsahuji labilni glykosidickou vazbu a jsou stalé vici
chemické i enzymové degradaci. Jejich fosfonomethoxy
derivaty (ANP) nemohou, na rozdil od ptirozenych nukleotidd,
podléhat defosforylaci. Dalsi vyhodou acyklickych analogt je
jejich flexibilita, kterd umoziiuje témto latkdm zaujmout
v pfitomnosti enzymu nebo receptoru vhodny tvar.

Na prikladech né¢kterych nasich projektd  budou
v ptednasce ilustrovany moznosti strukturnich obmén jak na
heterocyklické bazi,' tak i na postrannim fetdzci® a jejich vliv
na Dbiologickou aktivitu latek. Budou diskutovany také
standardni metody pfipravy purinovych i pyrimidinovych
derivatd, “zkracenych” analogi NAD>® a acyklickych analogi
nukleosidi a nukleotida”*.
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STEREOSELEKTIVNI SYNTHESA OBOU ISOMERU
7-HYDROXYDERIVATU 16a-HYDROXY-DHEA

VLADIMIR POUZAR a IVAN CERNY

UOCHB AV CR, Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
pouzar@uochb.cas.cz.

Pro ucely vyhledavani polyhydroxylovanych metabolitii
DHEA (3B-hydroxyandrost-5-en-17-onu) v biologickém mate-
ridlu bylo nutno pfipravit oba dosud nepopsané isomery 7-
hydroxyderivatu 16a-hydroxy-DHEA.

_0
“OH
HO OH
V, 7a-OH
VI, 7p-OH

Jako vychozi latka byl zvolen 17,17-dimethoxyandrost-
5-en-3B,160.-diol (I), snadno dostupny' ve dvou stupnich z
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160-brom-3B-hydroxyandrost-5-en-17-onu. Hydroxylové
skupiny byly chranény acetylaci a naslednou allylovou
oxidaci® polohy 7 byl ptipraven 7-oxoderivat I1. Jeho redukef®
bud’ L-Selectridlem™ nebo NaBH, za pfitomnosti CeCl; byl
ziskan odpovidajici 7a- nebo 7B-hydroxyderivat III nebo IV.
Postupnym odstépenim chranicich skupin nejprve
acetatt alkalickou hydrolyzou a nasledné acetalu v kyselém
prostiedi byly ziskany cilové  7a- nebo 7p-hydroxyderivaty
Va VI (3B,7a,160- a 3B,7B,16a-dihydroxyandrost-5-en-17-
on). Jejich struktury ovéfeny rozborem 'H a *C NMR spekter.

Tato prace byla provedena v ramci vyzkumného zaméru Z4
055 905 a byla podporena grantem GA CR ¢ 203/03/0142.
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NEOBVYKLE CHOVANI ]
(O-KARBOXYMETHYL)OXIMOVE SKUPINY V
POLOZE 19 U DERIVATU 5B-PREGNANOVE RADY

IVAN CERNY, KAREL UBIK, MILOS BUDESINSKY a
VLADIMIR POUZAR

UOCHB AV CR, Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
cerny@uochb.cas.cz.

Pii pfipravé hapteni odvozenych od izomert
pregnanolonu bylo nutné najit zpisob deacetylace mezi-
produktu I, obsahujiciho kromé (O-karboxymethyl)oximové
skupiny (CMO) jeste¢ dalsi dvé acetatové chranici skupiny,
lisici se reaktivitou [(19E)-19-0x0-5B-pregnan-3(3,2003-diyl
diacetat (O-karboxymethyl)oxim].

MEOTO

AcO

Byla zkousena serie reakénich podminek jak za pouziti
basické, tak kyselé katalyzy. Plisobenim methanolatu sodného
v methanolu za chladu byl ziskan produkt, ktery neobsahoval
CMO skupinu. Kombinaci NMR, MS a IC spektralnich metod
bylo prokézano, ze jde o 19-nitril. Tato reakce nebyla dosud
na steroidnich derivatech, od kterych byly pfipravovany v nasi
laboratofi hapteny, pozorovana. Zda se, ze né¢jakym zptsobem
souvisi s 5B-anelaci steroidniho skeletu, nebot obdobné
derivaty v Sa-tfadé ¢i s dvojnou vazbou v poloze 5 reaguji
standardn¢ a poskytuji deacetylované produkty se zachovanou
CMO skupinou.

Tato prace byla provedena v ramci vyzkumného zameéru Z4
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055 905 a byla podporena grantem GA CR ¢&. 203/04/0123.

SYNTEZA SIRNYCH DERIVATU PYRYLIOVYCH
SOLI

ROBERT BETIK", MICHAL VALASEK®, JAROSLAV
PECKA® a JOSEF MICHL"

“Katedra organické chemie, Prirodovédeckd fakulta,
Univerzita Karlova, Hlavova 2030, 128 40 Praha 2;
Department of Chemistry and Biochemistry, University of
Colorado, Boulder, CO80309-0215, U.S.A.
rbetik@seznam.cz

Velice atraktivni oblasti moderni chemie je molekulova
elektronika, kterou se zabyva i tento projekt. Nami pfipravené
pyryliové soli poslouzi k pfipravé série vhodné zakoncenych
pyridiniovych oligomert, které budou dale podrobeny
vodivostnim a elektrochemickym studiim.

Bude prezentovana metoda na pfipravu sirnych analogt
pyryliovych soli I. Syntéza téchto sloucenin vychazela z
aldolové kondenzace mezi vhodné substituovanym 4-
alkylsulfanylbenzaldehydem a acetofenonem, naslednou
cyklizaci takto pfipraveného diketonu byly pomoci oxida¢niho
¢inidla ve vysokém vytézku pripraveny pyryliové soli I. Tyto
slouéniny byly nasledné pfipojeny na ob¢ strany jiz dfive
piipravenych  pyridiniovych oligomerti' pies koncové
aminoskupiny. Na takto vhodné zakoncenych oligomerech
jsou po ptedchozim ukotveni mezi zlaté elektrody studovany
vodivostni charakteristiky v zévislosti na oligomeriza¢nim
stupni.

Dale bude ukazana syntéza substituovanych benzo-
dithioliovych soli IP, které budou také pouzity jako koncové
skupiny v pyryliovych solich 1.

- s
@s BF,
RS O \ /o* TfO" Q
O g

1 n

R = Me, Et, terc-Butyl, Ac R'= oktyl, undecyl

Tento projekt byl financovdn z grantu GACR 203/04/092 .

LITERATURA

1. Valasek M., Pecka J., Jindfich J., Michl J.: J. Org. Chem.,
pfijato k tisku. (2004).

2. Chida S., Sato R.: Heterocycles 36, 1209 (1993).

PRIPRAVA NOVYCH CYKLOBUTADIENOVYCH
NANOSENZORU PRO MOLEKULOVOU
ELEKTRONIKU

MICHAL VALASEK® a JOSEF MICHL"

“Katedra organické chemie, Prirodovédeckd fakulta,
Univerzita Karlova, Hlavova 2030, 128 40 Praha 2;
®Department of Chemistry and Biochemistry, University of
Colorado, Boulder, CO80309-0215, U.S.A.
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Vyuziti nanosenzorid je v poslednim desetileti velice
rofsitené diky moznym aplikacim v oblasti nanotechnologii a
supramolekularni chemii, o ¢emz svédéi i nespocet praci
zabyvajicich  se  komplexaénimi  vlastnostmi  1,10-
fenanthrolinu, 2,2 -bipyridyld, ethylendiaminu a dal§ich'.

Bude prezentovana metoda ke konstrukci kobaltovych
komplexti  tetrafenylcyklobutadient  (Cb),  vyuzivajici
Rauschovou  dimerizaci tolanovych derivath  pomoci
CoCp(CO),>. Takto piipravené sendiové komplexy, majici
vhodné funkéni skupiny v para polohach na fenylu, byly dale
pripojeny pomoci Suzukiho kaplingu®, a to jak k aktivnimu
mistu senzoru (1,10-fenanthrolinu 7, 2,2 -bipyridylu II), tak
pro porovnani zmén vodivostnich parametd i k bifenylenové
jednotce (IIT). Takto byly pfipraveny molekuly I-III majici
vhodné zakonceni (methylsulfanyl, benzodithiolium), diky
kterému vykazuji afinitu k danému kovu (zlatu).

Tyto vhodné zakonfené nanosenzory na bazi
cyklobutadienovych  struktur vyuzivajici komplexaénich

vlastnosti aktivniho centra vi¢i danému analytu dale poslouzi
ke studovani vlivu komplexace na vodivost, ke konstrukci
molekularné-chemickych tranzistord (molchemFET) nebo
logickych siti.

M - Cu, Fe,...
CLIP - SMe, benzodithiolium.

Tento projekt byl financovan z grantu GA UK 417/2004 .
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PRIPRAVA ) PRESNE DEFINOVANYCH
PYRIDINIOVYCH =~ OLIGOMERU A JEJICH
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Posledni desetileti se zdjem chemie ubird k novym
materialim vyuzitelnym v  molekulové elektronice. Nami
pripravené oligomery slouzi jako konstrukéni c¢lanky
v molekularné elektronickych obvodech, ve kterych dochazi
k pfenosu negativniho naboje (elektrond) pomoci oxidacné
redukénich procesi.

Bude prezentovana nova synthetickd cesta k piipravé
oligomert pyridiniového typu ve kterych se pravidelné stiidaji
1,4-fenylenové a 1,4-pyridiniové jednotky, kterd nevyzaduje
separaci jednotlivych oligomerd. Tyto oligomery p-fenylen-
bis-4,4’-(1-aryl-2,6-difenyl-pyridinia) maji struktury 1-4.
Monomery (n=1) byly pfipraveny z p-fenylen-bis-4,4°-(2,6-
difenylpyrylia) 5% a p-fenylendiaminu, p-aminoacetanilidu
nebo anilinu. Vyssi oligomery (#>1, R=H) byly pfipraveny
krokovym prodluzovanim monomertt pomoci pyrylium-
fenylen-pyridinia®. Dale bude piedstavena metoda na piipravu
rizné¢ substituovanych oligomerd v polohach 2,6 na
pyridiniovych jednotkach. Pro lepSi rozpustnost byly téz
pfipraveny oligomery majici kovalentné vazané anionty v para
polohach na fenylech (R=SO;’, COO’, alkyl-A"). Bude také
pojednano o vlivu aniontd na rozpustnost oligomeru,
spektroskopickych studiich a DFT optimalizacich struktury’.

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

3[n] NHCOCH; NHCOCH;
4[n] NHCOCH; NH,

R= H, COO’, SO, {(CHz);-COO"

Tento projekt byl financovan z grantii GACR 203/01/0644 a
203/04/092 .
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IMOBILIZACE BETULININU NA MATRICE

RUZNYCH TYPU

L. MARKOVA®, J. SAREK", M. HAJDUCH"
a P. DZUBAK"

“Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédecka fakulta,
Univerzita Karlova v Praze, Hlavova 8, 128 43, Praha, bLab.
experimentalni mediciny, Détska a Onkologicka klinika, LF
UP a FN Olomouc, Puskinova 6, 775 20, Olomouc
Imarko@email.cz;

V nedavné dobé byly na nasem pracovisti syntetizovany
derivaty lupanu s vyznamnymi in vitro cytotoxickymi u¢inky
viigi Siroké 3kale nadorovych linii', oznaované jako
betulininy. Béhem dalsiho vyzkumu bylo zjisténo, ze G¢inné
slouceniny zptisobuji vysoce selektivni a rychlou apoptézu
nadorovych bungk!, avsak dosud zcela neznamym
mechanizmem. Pro jeho bliZsi studium na molekularni tirovni
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bylo nezbytné imobilizovat betulininy na inertni matrice’.
Pripravené sorbenty jsou v soucasné dobé zkoumany afinitni
chromatografii pro identifikaci cilovych proteini a nasledné
mapovani mechanizmu G¢inku.

Pro syntézy byly pouzity jak silikagelové, tak polymerni
matrice s riznymi reaktivnimi skupinami. Vzhledem k piedpo-
kladu, ze aktivni centrum betulininti se pravdépodobné nacha-
zi v oblasti kruhu E, byla pro kapling u¢innych sloucenin na
matrice vyuzita volna 33-OH skupina na kruhu A. Na obr. 1.
je znazornén piiklad imobilizovaného lupanového derivatu na
3-(2-sukcinanhydrid)propyl modifikovany silikagel. Stupen
pokryti matrice triterpenem byl ve vSech pfipadech stanovovan

elementarni analyzou.

N

CO,CHj
HO,C © -

-

Obr. 1.

Matrice, adsorbenty a rozpoustédla byly financovdiny z grantu
GA CR 203/03D/152, kdezto veskeré zkoumdni mechanismu
icinku a afinitni chromatografie byly hrazeny z grantu GA CR
301/03/1570.
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PRi}jRAVA NETRADICNICH ESTERU TRITERPENO-
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Univerzita Karlova v Praze, Hlavova 8, 128 43, Praha 2;
bLab. experimentdlni mediciny, Détskd a Onkologickd klinika,
LF UP a FN Olomouc, Puskinova 6, 775 20, Olomouc
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V nedavné dobé byly na nasem pracovisti syntetizovany
derivaty lupanu s vyznamnymi in vitro cytotoxickymi ucinky
vuci Siroké Skdle nadorovych linii, oznaCované jako
betulininy'. B&hem dalsiho vyzkumu betulininii bylo zjisténo,
ze ucinné slouceniny nemaji zcela vyhodné farmakologické
vlastnosti — zejména stabilitu a rozpustnost ve vodnych
médiich. Pro dal$i in vivo testovani bylo nezbytné vhodnou
derivatizaci’® eliminovat tyto neadouci vlastnosti a
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syntetizovat derivaty s optimalnimi vlastnostmi, které by navic
mobhly slouzit i jako prodrug.

V ramci této prace byly pfipraveny estery nékolika
cytotoxicky vyznamnych triterpenoidnich kyselin (napf. typ 1,
I * s 4-(2-hydroxyethyl)-morfolinem, cholin hydrochlori-
dem,  methoxyethanolem,  2-(2-methoxyethoxy)ethan-1-
olemnebo glukosou riznymi esterifika¢nimi procedurami.

Piipravené slouCeniny byly testovany na in vitro
cytotoxickou aktivitu proti nadorové linii T-lymfoblastické
leukémie CEM. Struktury vSech pfipravenych sloucenin byly
potvrzeny spektralnimi daty.

L i
_-COsH
{ CO,H m
| ! OAc
| ) n

Obr. 1. Y = kyslikaté funkéni skupiny

Chemikalie, adsorbenty a rozpoustédla byly financovany
z grantu GA CR 203/03D/152, laboratorni michacky a HPLC
kolony byly zakoupeny z grantu MPO FT-TA/027, kdezto
testovani  cytotoxicity bylo hrazeno zgrantu GA CR
301/03/1570.
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PRIPRAVA l-!ETEROCYKLICKYCH DERIVATU
BETULININU

MILAN URBAN’, JAN SAREK?, JIRI KLINOT?,
MARIAN HAJDUCH" a PETR DZUBAK"

“Katedra organické a jaderné chemie, Piirodovédeckd fakulta,
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V navaznosti na na§ rozsahly vyzkum cytotoxicity'
derivatd lupanu a 18o-oleananu bylo nalezeno nékolik
dusikatych terpenoida (napi. 1), vykazujicich vysokou
cytotoxicitu na nadorové linii CEM (TCSsy< 10 pmol/l)%, coz
podnitilo zajem o syntézu fady dusikatych a heterocyklickych
terpenickych analogti. Byly pfipraveny’ vychozi slouceniny
(napt. II) a jejich reakci s diazomethanem, thiomocovinou,
mocovinou, formamidem, acetamidem, guanidinem, hydra-
zinem, ethylendiaminem, o-fenylendiaminem a hydroxyl-
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aminem vzniklo nékolik fad heterocyklickych derivati (napf.
.

Pripravené slouceniny byly testovany na in vitro
cytotoxickou aktivitu vic¢i nadorové linii T-lymfoblastické
leukemie CEM. Nejaktivngj§i derivaty jsou v soucasnosti
testovany na sérii dal$ich nadorovych linii. Struktura vSech
novych sloucenin byla potvrzena spektralnimi daty.

49y

g N
= 1 .
Jo N

CH2N2 O
{ CO,H \ CO,CH;
oI

)i
Obrazek 1. I derivat 18a-oleananu; II- III derivaty lupanu.

AN
N
N

HPLC kolony a adsorbenty byly financovany z grantu MPO
FT-TA/027, chemikalie, rozpoustédla byly financovany
z grantu GA CR 203/03D/152, kdesto veSkeré testovini
cytotoxicity bylo hrazeno z grantu GA CR 301/03/1570.
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PRIPRAVA FLUO,ROVANY,CH DERIVATU ]
BIOLOGICKY VYZNAMNYCH IMIDAZOLU

BOHUMIL DOLENSKY? a KENNETH L. KIRK"

@ Ustav analytické chemie, Technickad 5, 166 28 Praha 6, b
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Prirodni latky, v jejichz struktufe je atom vodiku
nahrazen atomem fluoru, nachazeji pouziti v nejedné oblasti
vyzkumu pochodtii probihajicich v zivych organismech.
Vyuziva se pfedevsim skutecnosti, ze zaménou vodiku za fluor
nedochazi k velké zméné velikosti molekuly a enzymy ji proto
Casto nerozeznaji a pfirozeného substratu ¢i produktu.
Zaménou vSak dochazi k dramatickym zménam polarity,
hydrofility, stability ¢i reaktivity molekuly a nasledné
kjinému prib¢hu enzymatické reakce. SkuteCnost, ze
fluorované organické latky témét nejsou v Zivych organismech
obsaZeny, je rovnéz vyuzivana ke sledovéani riznych déju v
organismu.

Problémem vsak zistava ptiprava téchto fluorovanych
latek. Témét vzdy jsou fluorované derivaty piirodnich latek
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plipravovany vicestupiiovou syntézou. Usp&iné i nelispésné
pristupy  k pfipravé fluorovanych derivati histaminu,
histidinolu, histidinu, methylimidazoli a urokanové kyseliny a

jejich  (ne)pouzitelnost v biologickych studiich budou
prezentovany.
OH COOH
F o NH, F F
R R NH, R NH,
2N 2N ZN
\ N N
H H H
COOH COOH COOH
F
% Fs F O
7N 7N 7N
H H H
CHF-R ~ COOH
N /
C ) ”_( F
N~/ CHF-R N
H N0/
R =F neboH H
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SYNTEZA A BIOI:OGICKA AKTIVITA C’-
SUBSTITUOVANYCH DERIVATU 2-HYDROXY- A 2-
AMINO-3-(PURIN-9-YL)PROPANOVE KYSELINY

P. DOLAKOVA", A. HOLY?, M. MASOJIDKOVA®*
a Z. ZIDEK"

“Ustav organické chemie a biochemie, Akademie ved CR,
Praha; "Ustav experimentdlni mediciny, Akademie véd CR,
Praha
dolakova@uochb.cas.cz

Alkylaci 6-chlorpurinu Za a 2-amino-6-chlorpurinu 1b
diethylacetalem bromacetaldehydu byl pfipraven 9-(2,2-
diethoxyethyl)-6-chlorpurin 2a a pfislusny derivat 2-amino-6-
chlorpurinu  2b. Reakci téchto latek s primarnimi nebo
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sekunddrnimi aminy byly pfipraveny N’-substituované
derivaty 9-(2,2-diethoxyethyl)adeninu 3¢ — 3¢ a -2,6-
diaminopurinu 3f — 3h. Bazickou hydrolyzou 6-chlorderivatu
2a a 2-amino-6-chlorderivatu 2b byl =ziskan derivat
hypoxanthinu 3d a guaninu 3i, reakci s thiomocovinou 6-
sulfanyl analoga 3e a 3j. Takto pfipravené latky byly
kyanhydrinovou resp. Streckerovou syntézou pfevedeny na
prislusné C’-substituované 2-hydroxy- a 2-amino-3-(purin-9-
yl)propanové kyseliny 4a — 4j a 6a — 6j. Vybrané kyseliny
byly pro zvySeni priniku do bunék pfevedeny na 2-
methylpropylestery' (Schéma 1). N&které z téchto latek maji
imunostimulaéni a imunomodulaéni G¢inky. Efekt je zavisly
na aktivaci purinergniho receptorového systému®.

cl cl R?
NgjiN\ i N;IN\ i N;ji"‘\
R1)\\N\ N> _—R*)\\N‘ N> — R*)\\N‘ N>
)

i i
H CH,CH(OCH,CHy), CH,CH(OCH,CHs),
1a,R=H 2a,R=H 3a-3
1b, R = NH, 2b,R=NH, /\
[ iv
. R? R?
g dimethylamino N7 ‘ N> N7 ‘ N>
cyklopropylamino N N
c pyrrolidin-1-yl 1)\\ N 1)\\ N
d OH R N R N
e SH COOR® COOR®
f dimethylamino
E cyklopropylamino OH NH,
f pyrrolidin-1-yl 4a-4 RO = 6a-6j,R>=
i OH ' R
| SH L 5, R = CHoCH(CHa), L 7a - 7, R® = CH,CH(CHy),

Schéma 1. i) BrCH,CH(OCH,CHs;),, Cs,COs;, DMF, 100 °C; ii)
(CH;),NH, (CH;3),NCOO™ nebo cyklopropylamin nebo pyrrolidin
nebo DABCO, OH nebo NH,CSNH,; iii) 1. HY, 2. KCN, 3. H'; iv)
1.H, 2. KCN, NH,OH, NH,CI, 3. H'; v) H', (CH;),CHCH,OH.

Price je soucdsti vyzkumného zdméru ¢ 4055905 Ustavu
organické chemie a biochemie Akademie véd Ceské republiky
a byla financéné podporovana Cilenym projektem Grantové
agentury Akademie véd Ceské republiky S$4055109,
mezindrodnim programem MSMT COST D.13.20 a zcasti
Descartovou cenou Evropské unie.
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Zamérem prednasky je podat ptehledny obraz o stavu
vyzkumt v uvedené problematice. Nebude asi pochyb o tom,
ze jde vyznamnou oblast medicinalnich aplikaci. Pojem
“prenase¢ kysliku” je v medicindlnim pohledu obvykle
spojovan s krevnimi nadhradami na bazi syntetickych slouc¢enin
nebo na bazi chemicky upraveného hemoglobinu. Avsak
zasobovani zivych tkani kyslikem se tyka také koznich nahrad,
kontaktnich preparati (obvazovy material, kontaktni ¢ocky) a
nékterych typl implantatt, tj. problematiky bunéénych nahrad.
V obecném pohledu nas v nékterych aplikacich zajima hlavné
rozpustnost kysliku v dané substanci, ktera dodava kyslik
tkanim, v jinych aplikacich je dilezitou vlastnosti propustnost
pro kyslik, kde fidicim d&jem je difuze, resp transport kysliku
ke tkanim (napf. kontaktni cocky).

Nejatraktivnéjsi aplikaci v oblasti kapalnych transportéru
kysliku jsou tzv. krevni ndhrady. Pojem “ krevni ndhrada” neni
presny, protoze krev je organem, ktery ma velky pocet funkci
a umélé krevni nahrady zastupuji jen pienos kysliku. Svét jiz
delsi dobu zapasi s nedostatkem krve pro transfize, darovana
krev mize byt infikovana, do jisté miry pozménéna
skladovanim a konzervaci; protoze neni nikdy dokonale stejna
jako krev pacienta, mize byt zdrojem imunitnich obtizi. V
soucasné¢ dobé postoupily do posledniho stadia klinickych
zkousek dva typy krevnich nahrad, a to:

nahrady na bazi hemoglobinu,
néhrady na bazi perfluoruhlovodiku.

V piipadé¢ hemoglobinu jde o tfi druhy nahrady, dvé z
lidského a jedna z hovéziho hemoglobinu. Kli¢ové prace z
klinickych zkousek lze zpravidla nalézt v asopisech Surgery a
Transfusion, ale i zde se projevuje komercionalizace mediciny
v tom smyslu, ze klic¢ové informace nejsou zvefejiiovany
zejména u produktl, které jsou jest¢ ve vyzkumu pied
uvedenim na trh.

Tento souhrn uvadi literaturu, ktera se tyka chemické a
fyzikalng-chemické stranky problematiky'~.

Perfluorované uhlovodiky (perfluoruhliky) a jejich
emulze jsou zkouseny v dalSich medicinalnich aplikacich
(n&které jsou modné zatazované mezi nano-aplikace)>’:

respiracni 1écba (zlepSeni funkce alveol, kesonova nemoc),

ptenos nékterych typt 1é¢iv do plicni tkané a krevniho
obéhu,

perfuse ischemickych tkani (srde¢nich, mozkovych) a
prevence infarktu,

kontrastni latky pro ultrazvukové vysetteni,

kultivace tkani a uchovavani organii pro transplantace,

o¢ni chirurgie a dalsi.

Gelovité  materidly se  zvySenou  propustnosti
(permeabilitou) kysliku se zkouseji v 1é€bé popalenin a pro
nahrady tkani. Dobfe znamou oblasti aplikaci materidlti s
vysokou difuzivitou kysliku jsou kontaktni Goky®’.

V prednasce budou rovnéz uvedeny nase vysledky
vyzkumu v oblasti biokompatibilnich emulgatorti a materiald

pro medicinalni aplikace se zvy§enym transportem kysliku®'".

Vyzkum v oblasti transportérii kysliku je podporovan Vysokou
Skolou chemicko-technologickou, ddle byl podporovin GACR
(projekty ¢. 203/01/1131 a 106/00/1206 ) a rovnéz
Ministerstvem Skolstvi mlddeze a télovychovy CR (projekt
MSM 223100001). Nékteré fluorované slouceniny byly laskavé
poskytnuty firmou Atafina S.A. (diive Atochem S.A, Francie.).
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SYNTEZA 3-KARBOXY DERIVATU
5B-PREGNAN-20-ONU
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V ramci projektu, ktery se zabyva piipravou steroidnich
slougenin s predpokladanou aktivitou na NMDA receptorech'>
byly pfipraveny 3o a 33 karboxy derivaty V a VL.

I, X=0,Y=0

II, X=(OMe),, Y =H, OH
I, X=0,Y=H, OBz

IV, X = CN, OH, Y = H, OBz

V, R=a-COOMe
VI, R = 3-COOMe

Pii syntéze jsme vychazeli z 5B-pregnan-3,20-dionu I,
ktery byl ,,one-pot” reakci ochranén v poloze 3 a zredukovan
na 20-hydroxy derivat II. Ochranénim alkoholu a uvolnénim
3-oxo skupiny jsme ziskali keton (III) pro transformaci na
kyanhydrin I'V. Dehydrataci, hydrolyzou a ptevedenim vzniklé
karboxylové kyseliny na methyl ester a oxidaci 20-hydroxy
skupiny jsme ziskali dva epimery V a VI. V reakéni smési
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ptevazoval 3o-V epimer vpoméru 3 : 1. Struktura a
konfigurace ziskanych sloucenin byla potvrzena pomoci NMR
spektroskopie.

Prace vzniklva za podpory vyzk’umného tikolu Z4 005 905 a
grantu AV CR 144 4055305. Ucast na konferenci podporuje
VTS UOCHB.
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SYNTEZA STEROIDNICH 3-SULFAMOYL DERIVATU
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Prace je soucasti SirStho tématu, zabyvajiciho se
pfipravou pregnanovych derivati, které by mohly ovlivnit
funkci synaptickych membranovych receptorti neuronu. V této
souvislosti byly ptipraveny 3-sulfamoyl (I-V) derivaty 5a- i
5B- pregnan-20-onu a pregn-5-en-20-onu. Aktivita nékterych
téchto latek byla elektrofyziologicky testovana na NMDA
receptorech. U pfipravenych derivati lze téz predpokladat
inhibici nékterych typt sulfataz.

o) o)
o)
1 HZN;S/: X
R R2 O O
I R'=0-OSO,NH,, R’>= a-H 14

II R'=B-OSO,NH,, R*= a-H
I R'=a-OSO,NH,, R>= B-H
IV R'=B-OSO,NH,, R*= B-H

Prace vzniklva za podpory vyzk’umného ttkolu Z4 005 905 a
grantu AV CR 144 4055305. Ucast na konferenci podporuje
VTS UOCHB.
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VASICINON: ZKRACENA TOTALNI SYNTEZA A
BRONCHOPROTEKTIVNI VLASTNOSTI
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Adhatoda vasica se vyuziva v indické domorodé
mediciné Ayurvéda vice nez 2000 let. Nejvyznamnéjsi
indikaci pouziti je tlumeni projevii onemocnéni respiracniho
traktu. Jednou z obsahovych latek, jejiz bronchoprotektivni
ucinky byly zkoumadany, je chinazolinovy alkaloid vasicinon
(V). Vzhledem k tomu, ze vysledky téchto vyzkuml jsou
nejednoznaéné, pokusili jsme se je ovéfit na modelu
alergického astmatu.

Ekonomicky piisun latky pro farmakologické studie byl
zajistén modifikaci syntézy, jenz v plvodnim provedeni
vyzadovala pfevedeni kyseliny III na methyl ester, redukci
esteru LiAlH, a cyklizaci vzniklého alkoholu puisobenim baze
na pegamin IV. Zatimco jak ptiprava esteru latky 111, tak jeho
redukce se ukazaly obtiznymi, zjistili jsme, ze karboxylovou
funkeci kyseliny 11 je mozné selektivné (kvantitativni vytézek)
zredukovat ptisobenim BH3.SMe, a vznikly alkohol cyklizovat
pusobenim baze in situ (Schema 1).

o 0
NH2+ y CONI—(|)2
CO,H
NH, ‘OAc NH
0 :
) /] /] AcO
1. BH3.SM82
2. baze
(0] (0]
DEAD, OH
Nj PhgP NH
~ ~
N x N X
v OH v OH

Schema 1.

Uginky vasicinonu (V) (2 x 50 mgkg' per os) byly
zkoumany na modelu alergického astmatu u potkana Wistar.
V intervalu za 24 hodin po antigen challenge doslo ke snizeni
bronchialni reaktivity, k signifikantnimu poklesu infiltrace
bunék do plic a k snizeni podilu bun€k zanétu (neutrofilti a
signifikantné eozinofili) v bronchoalveolarni lavazi.

Projekt byl podporovin vyzkumnym zamérem MSMT CR
(MSM 11600001 a 11600002).
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ANALYSIS OF INTERACTION BETWEEN PROTEINS
AND SMALL MOLECULES

JOHN D. PHILLIPS* FRANK G. WHITBY, CHRIS P.
HILL and JAMES P. KUSHNER

University of Utah School of Medicine, Department of
Medicine, Division of Hematology and Biochemistry 4C416
SOM, 30 N. 1900 E. Salt Lake City, UT, 8413, USA
john.phillips@hsc.utah.edu

The synthesis of heme requires 8 steps in mammals. Steps 5
and 6 catalyze the decarboxylation of acetate and propionate
carboxyl groups on the tetrapyrrole macrocycle. Uroporphyrinogen
decarboxylase (URO-D, step 5) removes a carboxyl group from
each of the 4 acetate side chains of uroporphyrinogen (uro’gen)
without the need for cofactors. Subnormal activity of URO-D is the
cause of porphyria cutanea tarda (PCT), the most common of the
human porphyrias. Coproporphyrinogen oxidase (CPO), catalyzes
the oxidative decarboxylation of two propionate side chains of
coproporphyrinogen III to form vinyl groups in the product
protoporphyrinogen IX. CPO mutations are responsible for the
disease hereditary coproporphyria. We have now crystallized
URO-D under anaerobic conditions in the presence of it’s fully
reduced porphyrinogen substrate. Recombinant His-tagged human
URO-D at 10 mg/ml was crystallized in the presence of
enzymatically generated uro’gen I or III in an anaerobic chamber.
The structure of the thURO-D-porphyrinogen complex revealed
coproporphyrinogen (copro’gen) in the active site, indicating that
the uro’gen substrate had been decarboxylated. There was no
change in the configuration of URO-D compared to the unliganded
protein. Copro’gen in the active site was domed with the 4 pyrrole
nitrogens pulled above the plane of the macrocycle by hydrogen
bonding to the carboxyl group of Asp86. Only the reduced
porphyrinogen has the flexibility to adopt the domed conformation
to orient the macrocycle for catalysis. Collectively, these data
indicate that catalysis requires stabilization of the porphyrinogen
substrate in a domed configuration, protonation of the macrocycle
and a critical interaction between the hydrophobic domain and an
acetate carboxyl group. We are also the first group to reporte a
structure of a eukaryotic CPO. A cDNA encoding CPO (Hem13p)
was expressed in E. coli as a histidine tagged protein. Hem13p was
purified and concentrated to 25 mg/ml, crystals were grown in the
presence of 18% PEG 8000, 0.1 M HEPES, pH 7.5, 2%
isopropanol, 0.2 M Na-acetate. The crystal structure was
determined by optimized sulfur anomalous scattering and refined to
a resolution of 2.0 A. The protein folds into a novel structure
featuring a central flat seven-stranded antiparallel B-sheet flanked
on each side with helices. The homodimeric structure of CPO is
formed by a short isolated strand that forms a  ladder between the
two monomers. Each monomer contains an active site formed
between the flat (-sheet and adjacent helices at the monomer
interface. The deep active site cleft is lined by conserved residues
and has been captured in an open and a closed conformation in two
different crystal forms. The substrate cavity is completely buried in
the closed conformation by an approximate 8 A movement of a
helix that forms a lid over the active site. The volume of the
enclosed cavity precisely accommodates a modeled molecule of
coproporphyrinogen III.

Acknowledgement, NIH;, DK20503, GM56775, RRO0064.
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INTERACTION OF SMALL MOLECULES WITH
EXTRAFRAMEWORK METAL CATIONS IN
ZEOLITES

PETR NACHTIGALL

Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, Academy of
Sciences of the Czech Republic and Center for Complex
Molecular Systems and Biomolecules, Flemingovo n. 2, 166
10, Prague 6, Czech Republic

petr.nachtigall@uochb.cas.cz

The metal/zeolite systems show interesting catalytic
properties for many chemical reactions. This catalytic
activity is clearly related to the metal-to-framework
coordination. Extra-framework metal cation coordination
depends on the framework aluminum distribution,
framework topology, and on the character of a metal cation.
In order to understand the catalytic activity of metal/zeolite
systems it is important to find a correlation between the
metal-to-framework coordination and the ability of extra-
framework metal to bind additional molecules.

Knowledge about the details of the structure and
coordination of metal ions in zeolites is of particular interest.
Small molecule (e. g., CO, H,, N, pyrrole) are often used as
a probe in characterization of the M"' sites in zeolites. It
appears that some spectroscopic techniques cannot
distinguish individual metal site types while other
spectroscopies show signals due to particular metal-to-
framework coordination'.

Structure and coordination of extra-framework metal
cations in high-silica zeolite matrices was investigated by
combined quantum mechanics/interatomic potential function
method and by periodic DFT method. Two types of extra-
framework cation sites were found*’: (i) Sites on the channel
intersection, where the M" cation is coordinated to just two
framework oxygen atoms of single AlO, tetrahedron. This
metal-to-framework coordination remains unchanged upon
the interaction with additional ligand. (ii) Sites on top of the
six-member ring on the wall of zeolite channel, where metal
cation is coordinated to 3-4 framework oxygen atoms. This
coordination is reduced upon the interaction with additional
ligand. Metal cations on the channel intersection interacts
with additional ligands more strongly than cations on the
channel wall sites (difference about 6-9 kcal/mol). Upon the
interaction with a probe molecule the M coordingation
appears to be very similar for both site types (M™ is
coordinated to two framework oxygen atoms and to a probe
molecule). Therefore the spectroscopic techniques probing
the structure or dynamics of probe molecule cannot
distinguish between two site types. On the contrary,
techniques probing the changes in interaction energies can
distinguish between different site types.
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INTERACTION OF PHENYLPORPHYRIN AND
CALIX[4]PHYRIN WITH AROMATIC ANALYTES:
SPECTROSCOPIC, QUANTUM CHEMICAL AND
CHROMATOGRAPHIC INVESTIGATION

ZUZANA TOMANKOVA*, MARKETA BERNATKOVA,
KAMIL ZARUBA, PAVEL MATEJKA and VLADIMIR
KRAL

Department of Analytical Chemistry, Institute of Chemical
Technology, Technicka 5, CZ-166 28 Prague 6, Czech
Republic

tomankoz@vscht.cz

Oligopyrrole  macrocyclic ~ compounds  represent
interesting material for receptors for their binding abilities.
They offers several interaction modes including m-m,
Coulombic and hydrophobic interactions'.

Interactions of porphyrin and calix[4]phyrin with
aromatic acids, nucleobases and nucleosides were studied with
spectroscopic techniques. The spectroscopic results were
compared with quantum chemical calculations and with the
data obtained by HPLC measurements.

Novel sorbents based on 5,10,15,20-tetrakis(penta-
fluorophenyl)porphyrin and 5,15-bis(pentafluorophenyl)ca-
lix[4]phyrin were prepared started from 3-aminopropylsilica
gel. Sorbents were characterized by Raman spectroscopy and
elemental analysis.

Fig. 1. 5,15-bis(pentafluorophenyl)calix[4]phyrin and
5,10,15,20-tetrakis(pentafluorophenyl)porphyrin.

This work was support by Czech Grant Agency (grant No.
301/98/K042) and Ministry of Education, Youth and Sports
(MSM 223400008) .
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METALLOBORONIC CLUSTERS: APPLICATION
FOR ISE CONSTRUCTION: FROM SIMPLE
LIPOPHILIC ADDITIVE TO RECEPTORS
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The selectivity and sensitivity of PVC membrane
electrode are dramatically influenced by the specific receptor
and by lipophilic additive, respectively. Herein, it is described
application of carboranic clusters and its derivates as both
ionophore and lipophilic additive for either cation or anion
recognition.

In the first step, it was compared the potentiometric
characteristics for dibenzo-18-crown-6-ether-based membrane
with two anionic lipophilic additives: typical tetraphenylborate
and novel carboranes. As it was expected, the introduction of
carborane led to remarkable improvement of the sensitivity and
expansion of linear range in the field of low concentrations In
the second step, it was studied a number of carborane
derivatives as ionophore for PVC-membrane. Among the tested
analytes, they were mono- and divalent charged both cations and
anions. Experiments showed that carborane clusters mostly
prefer Cs™ cations. However, undecacarborane cluster with
covalently linked benzene (Fig. 1) specially sense Cu®" cations
(25.41 mV/decade, 10™ to 10" m).

ZZ1s -)

~—
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I;/ Z\&ZLO/—\O/—\OO Na*

Figure 1 Carborane cluster selective towards Cuprum

Addition of the cationic lipophilic additive (tridodecyl-
methylammonium chloride) into PVC-membrane with
carboranes reverses the potentiometric response from cationic
to anionic. Interestingly, the presence of amido and thioamido
groups contributes to an anionic selectivity. The
potentiometric measurements indicated that carboranes itself
and in combinations with both determined ionophore and
cationic lipophilic additives present interest for the further
development of the potentiometric sensors.

This work was supported by grant of Ministry of Education,
Youth and Sports of the Czech Republic (MSM 223400008)
and internal grant of Institute of Chemical Technology
(402050205).

NOVEL CLASS OF CHROMOPHORIC BINAPHTHOL
DERIVATIVES: BINAPHTHOL-POLYMETHINE
SYSTEMS

TOMAS BRIZA®, PETR VASEK®, JARMILA )
KRALOVA" , PAVEL MARTASEK® AND VLADIMIR
KRAL*

“Department of Analytical Chemistry, Institute of Chemical
Technology, Technicka 5, CZ-166 28 Prague 6, SInstitute of
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Molecular Genetics, Academy of Sciences, Prague 6, ‘First
Medical Faculty, Charles University, Prague, Czech Republic
kralv@vscht.cz

Polymethinium salts represent very interesting stable
conjugated system with wide utilization, including NLO and
medicinal applicationl. Thus, they can be used, for example,
as an antitumor agentsz.

Binaphtol derivatives have been used for the
construction of variety of receptors, including chiral sensing
systems, but they are lacking easy chromophoric detection of
binding event.

The goal of this work has been to prepare and use
chromophoric binaphtol systems. Our strategy is based on
substitution of dibromobinaphtyl derivates by trimethinium
chains in the first step. The second step includes modification
of this polymethinium chains by a benzothiazolium salt.

Novel derivative 1 showed interesting ability to induce
apoptosis in cancer cells. We observed also specific interaction
with isoforms of nitric oxide synthase.

Authors gratefully acknowledge financial support from GACR
grants Nr. 203/02/0420, 301/04/1315 and
309/02/1193
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ELECTROPOLYMERIZED FILM BASED ON
PYRROLE-FUNCTIONALIZED BINAPHTHOLAMIDE:
A SENSOR FOR ANION RECOGNITION

TOMAS MAJDLOCH, TATIANA V. SHISHKANOVA*,
MARTIN VALIK, PAVEL MATEJKA, RADKO VOLF,
VLADIMIR KRAL

Department of Analytical Chemistry, Institute of Chemical
Technology, Technicka 5, 166 28 Prague 6, Czech Republic
tatiana.shishkanova@yvscht.cz

The development of artificial receptors for selective
recognition has attracted much attention because of their
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possible application for potentiometric sensors, such as
coated-wire electrodesl. Owing to their architecture, 2,2'-
disubstituted 1,1'-binaphthyls became a popular scaffold for
the construction of a variety of supramolecular structures to be
employed in molecular recognition studies2-5. Herein, we
disclose results of the polymerization of pyrrole-functionalized
binaphtholamide and show how this molecule can be used in
coated-wire electrodes for anionic species.

Two kinds of electropolymerized films based on the
pyrrole-functionalized binaphtholamide: polymeric and co-
polymeric forms, - are presented. Both polymeric and co-
polymeric films were obtained via anodic oxidation of pyrrole
moiety. With respect to dimensions of binaphthyl skeleton that
should complicate the polymerization process, it was prepared
the co-polymeric film. We have supposed that co-
polymerization from pyrrole-binaphthol system should
facilitate inclusion of binaphthyl units into polypyrrole
backbone.

Potentiometric studies showed that both polymer and
copolymers demonstrated near-Nernstian behaviour toward
hydrophilic anionic species (SO,%, HPO,*/PO,*) in wide
concentration range from 10 up to 10 M. It should be point
out the important role ammonium cations in formation of the
potentiometric signal. The possible mechanism of the
potenciometric selectivity is discussed.

Financial support from the Ministry of Education of the Czech
Republic Grant No. MSM 223400008, and Grant Agency of
the Czech Republic Nos. 203/03/0716, 203/02/0420 and
309/02/1193 is gratefully acknowledged.
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MOLECULAR RECOGNITION AT AN ORGANIC-
AQUEOUS INTERFACE: CALIX[3]PYRIDINOJ[1]-
PYRROLE AS Ca** AND Mg?* BINDING AGENT

TATIANA V. SHISHKANOVA*, EVA CURDOVA,
RADKO VOLF, VLADIMIR KRAL

Department of Analytical Chemistry, Institute of Chemical
Technology, Technicka 5, ZP-166 28 Prague 6, Czech
tatiana.shishkanova@vscht.cz

Carrier-based ion-selective electrodes (ISEs) constitute
an established set of analytical tools that in optimal cases can
provide a convenient means of detecting selectively one or
more analytes within a complex mixture. In point of fact, it is
primarily the stability constant of the ion-carrier complex that
dictates the operational selectivity of a given sensor'. The
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potentiometric response of membrane-based ISEs containing a
specific ligand can be used to provide information about the
mode of analyte binding as well as, at least potentially,
molecular insights into the details of substrate-ligand
interaction. Therefore the construction of ISEs is particularly
interesting from the perspective of the supramolecular
chemists. Potentiometry with ISEs could provide a convenient
method for characterizing the substrate binding characteristics
of receptor under interfacial organic-aqueous conditions. ISEs
are also of obvious interest because they can help translate the
supramolecular chemistry of new substrate binding systems
into potentiometric sensor.

In this report, we study calix[3]pyridino[1]pyrrole as
active component of ISEs. The potentiometric characteristics
of experimental membranes (selectivity coefficient K™
where [/ and J represent the two competing analytes in
question) indicate that calix[3]pyridino[l]pyrrole has an
affinity toward Ca?* and Mg®* cations. In order to verify the
potentiometric  selectivity of  calix[3]pyridino[1]pyrrole
receptor toward dicharged cationic species, it was additionally
carried out extraction experiments. Both the potentiometric
selectivity = coefficients and association constants for
calix[3]pyridino-[1]pyrrole toward Ca®* and Mg®* are in direct
correlation.

Financial support from the Ministry of Education of the Czech
Republic Grant No. MSM 223400008, and Grant Agency of
the Czech Republic Nos. 203/03/0716, 203/02/0420 and
309/02/1193 is gratefully acknowledged.
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PORPHYRIN-METALLOBORON CLUSTER
CONJUGATES: NOVEL CLASS OF OPTICAL
AND ELECTROCHEMICAL SENSORS

PETR CIGLER, ZDENEK KEJiK, GABRIELA
BRONCOVA and VLADIMIR KRAL*

Institute of Chemical Technology, Technicka 5, Prague 6,
166 28, Czech Republic
kralv@vscht.cz

[Cobalt(III) bis(1,2-dicarbollide)]” derivatives are at the
present time used mostly for solvent extraction of
radionuclides!. However, introduction of these cluster anions
into sensing molecules offers unique possibilities to tune their
hydrophobicity/hydrophility and selectivity. Here we present
novel optical and electrochemical sensors based on
porphyrin—cobalt(III) bis(1,2-dicarbollide) conjugates. By
simple synthetic protocol [ring opening of 8-dioxane-3-
cobalt(IIT) bis(1,2-dicarbollide) with corresponding O- and N-
nucleophiles]’> we prepared porphyrins meso-substituted by
flexible arms wearing metalloboron clusters.

Example of pH-dependent UV-Vis spectra applicable for
sensing properties of conjugate I is demonstrated on Fig. 1.
The changes in spectrum are untypical in comparison with
other porphyrins.
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Soret band at 460 nm decreases with increasing pH.
Fluorescence emission spectra are strongly pH-dependent, too,
but in reverse fashion (fluorescence increases from neutral to
basic pH).
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Figure 1. Absorption spectra of 8 uM solution of anion I in
Britton-Robinson buffer. Arrow-heads indicate changes of absorbance
with increasing pH values. Inset shows linear dependence of
absorbance for A =460 nm from acidic to weakly alkalic pH.

Partially converted derivatives corresponding to 1
containing reactive —-NH, or —OH groups could be
incorporated into membranes for ion-selective electrodes using
electropolymerization procedure.

Authors gratefully acknowledge financial support of the
Ministry of Education of the Czech Republic (MSM
223400008) and Eur. Comm. grant project QLRT-2000-02360
and GACR grant project Nr. 203/02/0420, and also thank to
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Dr. Jaromir Plesek for valuable discussions.
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COMPLEXATION OF OXOANIONS WITH
PORPHYRIN-ALKALOID CONJUGATES: ATP
OPTICAL SENSING

JITKA KOUKOLOVA', KAMIL ZARUBA', DAVID
MICHALIK', MARTIN HUB', PAVEL DRASAR'?,
VERA KRiZOVA' and VLADIMIR KRAL!?*

!Institute of Chemical Technology Prague, Dept. of Analytical
Chemistry, Technicka 5, Prague 6, 166 28; ’Institute of
Organic Chemistry and Biochemistry, Academy of Sciences of
Czech Republic, Flemingovo sq. 2, 16610 Prague 6
kralv@vscht.cz

Selective complexation of oxoanions in aqueous media
remains one of the most challenging themes in supramolecular
chemistry. There are many elegant receptors for anion
complexation in organic solvents designed to date, but ion
pairing and lack of relevance for biologically important
systems represent major drawback.

Porphyrins are tetrapyrrolic macrocycles with excellent
photophysical properties. In our design, we connected
porphyrin macrocycle with alkaloids, in order to achieve
effective anion complexation in aqueous environment.

We prepared system, that contain porphyrin core as good
chromophore unit and three quarternized alkaloid groups on
porphyrin periphery, which in cooperative fashion function as
chelatation units for oxoanions (fig. 1).

Our goal is to develop receptors for biologically
important compounds as phosphates, nucleotides, nucleic
acids. Special focus was directed towards selective ATP
sensing in aqueous environment.

The synthesis of receptors 1-2, together with UV-Vis
anion titration (fig. 2) will be presented and discussed.

Model
oxoanions binding based on cooperative multiple binding
mode.

Figure 1. porphyrin-alkaloid receptor for
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Figure 2. UV/Vis titration of receptor 1 with ATP in
water/methanol 1:1.

Authors gratefully acknowledge financial support of the
Ministry of Education of the Czech Republic (MSM
223400008 and COST D-31 1P040CD31.001). This work was
also supported by GACR No. 203/02/0933, 309/02/1193,
203/02/0420.
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PHOTOLUMINESCENCE SENSOR RESPONSE FROM
POROUS SILICON MODIFIED WITH COBALT
PHTHALOCYANINE

VLADIMIR VRKOSLAV', IVAN JELINEK',
VLADIMIR KRAL? JURAJ DIAN>*

ICharles University Prague, Faculty of Science, Department
of Analytical Chemistry, Hlavova 2030, CZ-128 40 Prague 2;
’Institute of Chemical Technology, Technicka 5, CZ-166 28
Prague 6; >Charles University Prague, Faculty of
Mathematics and Physics, Department of Chemical Physics
and Optics, Ke Karlovu 3, CZ-121 16 Prague 2
dian@karlov.mff.cuni.cz

Photoluminescence quenching of porous silicon in
presence of various analytes in gas phase is used for sensing
purposes'. Sensor elements based on as-prepared porous
silicon exhibit high sensitivity of sensor response but
relatively low operational stability®. Stabilization of porous
silicon surface with sorption of organic molecules enables to
enhance operational stability and optimize sensor response
toward specific analytes. We modified porous silicon surface
with cobalt phthalocyanine by means of physical adsorption
inside porous silicon matrix. We observed modified
photoluminescence quenching response and operational
stability enhancement from the impregnated porous silicon
samples. From concentration dependence of
photoluminescence quenching response to linear alcohols in
gas phase we determined sensitivity of sensor response; from
long-term evolution of porous silicon photoluminescence
intensity we evaluated operational stability of sensor elements.
Link between chemical properties of phthalocyanine
molecules and variation of sensor response due to porous
silicon modification is discussed.

We thank the Grant Agency of Czech Republic (203/03/0900)
and the Grant Agency of Charles University
(424/2004/B-CH/PFF) for financial support.
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SENSING OF ORGANIC MOLECULES IN GAS AND
LIQUID PHASES WITH POROUS SILICON

VLADIMIiR VRKOSLAV!, IVAN JELINEK',
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Photoluminescence quenching of porous silicon in
presence of analytes in gas and liquid phases is used for sensing
purposes'. We present a systematic study of changes in porous
silicon photoluminescence intensity in the presence of precisely
controlled amounts of linear aliphatic alcohols (from methanol
to hexanol). From the concentration dependence of
photoluminescence  quenching response we determined
sensitivity of porous silicon sensor for studied analytes. The
sensor sensitivity revealed nearly monotonous change with the
length of alcohol molecule within the homological set of
alcohols in both gas and liquid phases. However, while in gas
phase the sensor sensitivity rose with the length of alcohol chain,
in liquid phase we observed the opposite behavior.
Photoluminescence quenching behavior in liquid phase is very
well explained by exciton dielectric quenching mechanism?. In
gas phase photoluminescence quenching depends both on
analyte dielectric constant and analyte equilibrium concentration
inside porous matrix controlled by capillary condensation effect.
The effective concentration analyte in porous matrix was in the
first approximation related with reciprocal value of saturated
vapor pressure’.
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ONE-STEP PREPARATION OF PH-SENSITIVE
SCAFFOLD: LINEAR OLIGO-TROGER BASES

BOHUMIL DOLENSKY AND VLADIMIR KRAL"

“Department of Analytical Chemistry, Institute of Chemical
Technology, Technicka 5, 166 28 Prague 6;
kralv@yscht.cz

The formation of novel scaffold for the construction of
selective receptors has been leading theme in the supra-
molecular chemistry. We present here the general approach to
the formation of oligo-TB via one-pot mix reaction of amine
and diamine under TB forming conditions (reaction with
formaldehyde equivalent under acid catalysis).
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B Me ] Me
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We have already isolated and fully identified following
oligo-TBs (n = 0-2), usually as mixture of racemic
diastereoisomers, which can be converted one to another
under acidic condition. The geometry of resulting TB systems
is schematically summarized.

n=0

Me
Me/CLNI:/N\/@/ ~

n= Me N Me
N X
Me N
Me H*

NN —

Me
n=2 Me N Me
N
S
Me N Me Me
NN o \)/ o J

These compounds will be used as receptor scaffold, which can
be changed under acidic pH.

Authors gratefully acknowledge financial support from Grant
Agency of the Czech Republic (grant Nos. 203/03/D049,
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SYNTHESIS OF OXATHIACROWN ETHERS - NEW
HOSTS FOR TRANSITION AND HEAVY METALS
AND STUDY OF THEIR FLUORESCENT AND
EXTRACTION PROPERTIES. Corrigendum

ELENA V. TULYAKOVA, EDWARD V. RAKHMANOYV,
ANDREY V. KHOROSHUTIN, ALLA A. BOBYLYOVA,
ALEXANDER V. ANISIMOYV, and ELENA V.
LUKOVSKAYA

Department of Chemistry, M.V. Lomonosov Moscow State
University, Leninskie Gory, Moscow 119992, Russia
anis@petrol.chem.msu.ru

In the previous report ' we stated that on the reaction of
2,3-dibromopropanol with corresponding and o,®-dimer-
captanes 2 and 3, derivatives of tri- and tetraethylene glycol
crown ethers of the type 4 and 5 were formed. However,
careful inspection of NMR spectral revealed that a thirteen-
and sixteen-membered macrocycles have been formed at

Abstract book addenda et corrigenda

ICSS+T 2004 Prague

cyclization step already a symmetrical pattern of rather
complex spin system of symmetrical crown ethers 4a and 5a.

HO
HO\/T{_J,.kT:g—%
Br S\&{O}\ n

1 4 n=1
5n=2

Scheme 1 (i) HS/\(\/O\/)E\O/\/SH 2 (n=1) or 3

(n=2), Li,CO3, EtOH/H,0, 95°C

65 15-16
/) [ o
/8§S 0\3 /13_8 /3
HO—9 \ HO—? o)
14 N g 9/2 17 1.g o /5
Yo—1s 9o g °
4a Sa

We suppose that an intermediate bromomethyl epoxide
A has been formed in the basic conditions of the reaction, the
sites of cyclization in the epoxide being the bromine atom on
the one hand, and less hindered position of the epoxide, on the

other hand.
HS (0]
b
Br ns o Br nws o
\\/ }n

Br o HS O

OH \_Lc/
A
— > 4aorSa

Scheme 2

4a has been obtained previously® but, to the best of our
knowledge, its NMR spectra have not been reported. To the
best of our knowledge, 5a is unknown.
Accordingly, the oxidation of 4a in Swern conditions yielded
the ketone 6.’

6__5
o)
ii /=S 03
10-§ O—
\12_1/3
6

Scheme 2. (iii) 1. DMSO, (CICO)2, -78 -20 °C, CH,Cl, 2. 5,
40%

Compounds 4a and Sa were derivatized by a series of
acids possessing fluorescent properties by means of DCC — 4-
dimethylaminopyridine =~ protocol. =~ The  structures  of
corresponding  esters mentioned in  our previous
communications should be also corrected.
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Scheme 3. (iv) DCC, 4-DMAP, CH,Cl,, rt; lh; (v) DCC,
CH,Cl,, 1t, 5d
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Scheme 4. (vi) NaH, DMF, overnight, 37%

Compound 9a has been tested for change of its
fluorescence properties. Addition of Hg*" ions to the solution
of 9a showed negligible influence on its fluorescence
behaviour.

NMR titration data of compounds 7a-10a by salts of
Pb>" and Ag" are also presented. Depending on the ring size
metal ions exert different influence on the chemical shifts of
protons in 1,3-propanediyl fragment. Pb** salts shift H-8
proton of 7a downfield and H-9 proton upfield, whereas H-13
proton of 8a is shifted upfield and H-12 — downfield.

Distribution coefficients of Ag" and Cd** ions between
organic phase (containing either 5a or 11a) and water phase
(containing either HNO; or lithium picrate) have been studied
by radiometric method. The experiments showed that Cd*"
was not considerably extracted to organic phase by any of the
systems. Ag' ions are extracted by solutions of both 5a in
CH,Cl, and 11a in CHCl; mainly from picrate water
solutions.

Support of INTAS (Grant No .03-51-4696), as well as support
of the Department of Chemistry, Moscow State University, is
gratefully acknowledged.
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Vysoké Tatry

Dovolujeme si Vés pozvat, jménem organiza¢niho vy-
boru, Asociace ¢eskych chemickych spolecnosti, Aso-
ciacie slovenskych chemickych a farmaceutickych spo-
PoCnosti, garantll a sponzori, na spoleény 57. sjezd
chemiki. Sjezd se bude konat v hotelovém komplexu
Hutnik v Tatranskych Matliaroch. V pripadé velkého
zajmu je mozné rozsifit ubytovaci kapacitu o sousedni
hotely. Tatranské Matliare maji vyhodnou vychozi po-
lohu pro vylety do vSech hlavnich tatranskych lokalit.
Predpokladané vlozné na konferenci je

175 Euro,
zahrnuje konferencni poplatek, sbornik, ubytovani, pl-
nou penzi, obCerstveni béhem sekci, spolecenské vecery
a moznost vyuziti sportovniho vybaveni hotelu
(plavecky bazén, bowling). Hotelovy komplex
s moznosti cen-tralniho ubytovani a stravovani vSech
ucastnikd zajisti lepsi podminky pro odbornou i spole-
¢enskou komunikaci ucastnikii sjezdu. Odborna tiroven
bude podpotena ptitomnosti fady pozvanych prednase-
jicich, zahajovaci prednasku pfislibil prof. Zewail Kontaktni adresa
(Kalifornsky technologicky institut, nositel Nobelovy E-mail: upolzhlo@savba.sk, schs@chtf.stuba.sk
ceny za chemii pro rok 1999).

Slovenska chemicka spolo¢nost’
Predbézné piihlaSky zasilejte na adresu Slovenské che- FCHPT STU

mické spol'ocnosti pisemné nebo E-mailem co nejdtive, Radlinského 9/1111
nejpozdéji do 6. ledna 2005. dalsi informace budou 812 37 Bratislava
zvefejnovany na webovych strankach sjezdu a obou Slovensko

narodnich chemickych spole¢nosti.
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»Chemie uhli a uhlikatych materialu pro 21. stoleti”
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PORADAJICI ORGANIZACE
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Ing. Ale§ Zednik
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Prof. Ing. Vaclav Roubicek, CSc.
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6P-26
HORMONALNE ZMENY V ZRNE JACMENA
JARNEHO (HORDEUM VULGARE L.) PO APLI-
KACII ORGANOMINERALNYCH KVAPAL-
NYCH PRIPRAVKOV

JANETTE MUSILOVA, JUDITA BYSTRICKA
a PAVOL TREBICHALSKY

Katedra chémie, Fakulta biotechnoldgie a potravindrstva,
SPU, tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra, SR
musilova@afnet.uniag.sk

V prispevku sme zamerali pozornost' na vztahy me-
dzi hladinami fytohorménov (IAA, ABA, ZEA)
v generativnych orgdnoch ja¢menia jarného odrody Jubi-
lant a druhom aplikovaného organomineralneho kvapalné-
ho pripravku: Avit 35, Biostimul a Humix Univerzal'.

Aplikaciou Avitu 35 sa znizila hladina kyseliny j-in-
dolyloctovej (IAA) v porovnani s kontrolnym variantom
(1999: 118,75 pg.g” susiny; 2001:19,87 pg.g™) v rokoch
1999 (40,25 pg.g™") 22001 (1,66 pug.g ). Obdobna bola odo-
zva ja¢mena jarného na aplikaciu Biostimulu, kde sme zvySe-
nie hladiny IAA zaznamenali iba vr. 1998 (7,29 ug.gfl).
Zvysenie hladiny IAA potlaca akumulaciu zeatinu (ZEA).
Tento Uc¢inok auxinu na hladinu cytokininov je vzdy len
docasny a jeho trvanie zodpoveda dobe nutnej na iniciaciu
vlastného morfogenetického procesu®. Antagonisticky
ucinok TAA a ZEA sa potvrdil v r. 1998 vo variante oSetre-
nom Biostimulom, v r. 1999 vo variante s Avitom 35 avr.
2001 vo vsetkych troch variantoch. K zvySeniu obsahu
ZEA v porovnani s kontrolnym variantom viedla vo vSet-
kych troch rokoch aplikacia Avitu 35 . Po aplikéacii Humi-
xu Univerzal a Biostimulu sme v tychto variantoch zazna-
menali zvy$enie ZEA iba vr. 2001 (kont.: 40,88 ng.g™';
HU: 43,12 ug.g™'; B: 46,04 ug.g™"). TaktieZ antagonisticky
je obsah ZEA a ABA. Je zname, ze cytokininy a ABA
posobia antagonisticky na mnohé procesy (otvaranie prie-
duchov, starnutie pletiv, rychlost’ vyvinu mladych rastlin),
¢o koreluje s obsahom oboch fytohormoénov v rastlinnych
pletivach’. Endogénna hladina ABA uzko suavisi
s iniciciou dozrievania zrna a jeho predéasnym kli¢enim?.
Po oSetreni jacmena jarného organomineralnymi kvapalny-
mi pripravkami obsahovalo zrno vsetkych variantov pocas
vSetkych troch rokov (s vynimkou roku 1998 a var. Humix
Univerzal: 1,73 pg.g™; kont: 1,33 ug.g™') nizs obsah
ABA , nez zro kontrolného variantu, priCom uvedeny
vzajomny vztah ABA a ZEA sa nepotvrdil v roku 1999 vo
variantoch oSetrenych Humixom Univerzal a Biosti-
mulom.

Je nutné zdoraznit’, Ze z doposial nadobudnutych
vysledkov nie je mozné jednozna¢ne charakterizovat
vplyv vybranych organomineralnych kvapalnych priprav-
kov na hormonalne zmeny v zrne ja¢mena jarné¢ho.

Stanovenie obsahu endogénnych horménov sme
uskutocnili podl'a metodiky Hardin a Stutte a vyhodnotili
metédou HPLC.
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VPLYV FENOLICKYCH ZLUCENIN NA URODU
A ZVYSENIE B-KAROTENU V KORENOCH
MRKVY OBYCAJNEJ (DAUCUS CAROTA
SUBSP. SATIVUS)

JUDITA BYSTRICKA, JANETTE MUSILOVA
a RADOVAN STANOVIC

Katedra chémie, Fakulta biotechnologie a potravinarstva,
SPU, tr. A. Hlinku 2, 949 01 Nitra, SR
Judita Bystricka@uniag.sk

V prispevku prezentujeme vysledky stanovenia
B-karoténu v koretloch mrkvy po aplikécii fenolickych
zltcenin: o-pyrokatechol, m-rezorcinol, p-hydrochinon
a do pokusu bola zaradend aj kyselina benzoova a kyselina
salicylova.

Stanovenie B-karoténu sa usutocnilo metodou HPLC.

Formovanie a rast korefiov st stimulované aj niekto-
rymi fenolickymi zliCeninami a terpénmi, ktoré podsobia
synergicky spolu s kyselinou indolyloctovou. Rozsah efek-
tu fenolickych zlucenin je funkciou ich Struktury, koncen-
tracie a ich pomeru k obsahu kyseliny indolyloctovej. Jed-
nosytne a dvojsytne fenoly, napr. kyselina salicylova, sti-
muluju aktivitu IAA — oxidazy, ktora posobi destrukéne na
kyselinu B-indolyloctovil. Polyfenoly a o- a p-fenoly
a inhibuju aktivitu IAA oxidazy, takze chrania IAA pred
oxidéciou a nazyvaju sa korefiové kofaktory'.

Kyselina benzoova v podstate neovplyvnila dosiahnu-
th Grodu. ZvySenie v priemere rokov o 4,4 % je Statisticky
nepreukazné. Kyselina salicylova v priemere rokov zvysila
urodu korefiov o0 24,3 % v porovnani s kontrolnymi rastli-
nami s vynimkou roku 2001 kazdoro¢ne $tatisticky preu-
kazne. Z dvojsytnych fenolov mal v priemere Styroch ro-
kov najvyssi trodotvorny efekt m-derivat rezorcinol. Uro-
da korenia po jeho aplikécii sa zvysila o 23,5 % oproti kon-
trole. Orto a para derivaty zvysili trodu len o malo menej
vyrazne, pyrokatechol o 19,1 % a hydrochinén o 18,4 %
oproti vodou osetrenej kontrole.

Fenolické zluceniny, ale aj d’alSia zli¢enina aromatic-
kého charakteru, kyselina benzoova, zvysili obsah B-ka-
roténu v koreiioch mrkvy oby¢ajnej. Druh fenolickej zlu-
Ceniny vyrazne ovplyviiuje jeho akumulaciu v korenoch:
na obsah B-karoténu mal najpriaznivejsi vplyv z dvojsyt-
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nych fenolov m-derivat rezorcinol, ktory v priemere rokov
Statisticky preukazne zvysil jeho obsah v porovnani
s kontrolou z hodnoty 154,3 mgkg 'na hodnotu 233,1
mg.kg™'. Najvyraznejiie zvyenie p-karoténu sme dosiahli
po aplikacii kyseliny salicylovej, ktord v priemere Styroch
rokov Statisticky preukazne zvySila B-karotén v korenoch
mrkvy oby¢ajnej v porovnani s kontrolou z hodnoty 154,3
mg.kg™' na hodnotu 250,6 mg.kg .

Je zname, Ze formovanie Grody ovplyvituje mnozstvo
faktorov prostredia i vnitorny potencial rastliny. Preto
ziskané vysledky, napriek tomu, Ze naznacuju urcité vzta-
hy medzi Strukturou a tirodou (kvalitou), nemozu byt jed-
noznacne prisudzované Struktire aplikovanych pripravkov.
Posobenim pouzitych hydroxykyselin sa predlZzovaci rast
zmensoval a korene boli hrubsie. Vysvetlenie davaju zave-
ry viacerych autorov’.
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KONTAMINACIA POD V OKQIji CHEMICKE-
HO PODNIKU CHEMKO STRAZSKE

TOMAS T(}TH*‘, JAN TOMAS?, ALENA VOLL-
MANNOVA?, LADISLAV LAHUCKY?, LADI-
SLAV DUCSAY" a LADISLAV VARGA"

“Katedra chémie, "Katedra agrochémie a vyzivy rastlin,
Fakulta biotechnolégie a potravindrstva, Slovenska polno-
hospodarska univerzita v Nitre, Tr. A. Hlinku 2, 949 01
Nitra

tomas.toth@uniag.sk

Vysledky hodnotenia produkéného potencialu pod
Slovenska ukazujt, ze z celkovej vymery pod Slovenska
mame len 9,2 % vysokoprodukénych, 19,6 % velmi pro-
dukénych a 20 % produkénych. Asi 7,9 % pdd je stredne
produkénych, 26,5 % tvoria pddy malo produkéné, 9,6 %
vel'mi malo produkéné, 5,2 % pod je menej vhodnych pre
pol'nohospodarstvo a asi 2,0 % st pre polnohospodéarsku
vyrobu nevhodné'.

Kontaminacia pod je integralnou sticastou zivotného
prostredia, je sucasne aj zdrojom pre znecistenie ostatnych
zloziek Zivotného prostredia a potravinového ret'azca.
Kontamingcia rastlin cudzorodymi litkami je jednym
z hlavnych Cinitel'ov, ktoré sa podielaji na zdravotnom
stave obyvatel'stva. Z hl'adiska zétaZe patria k najproble-
matickej$im z anorganickych kontaminantov —dusi¢nany
atazké kovy, zorganickych polychlorované bifenyly
arezidua chlorovanych pesticidov.
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Na Slovensku evidujeme 10 oblasti so silne ohroze-
nym zivotnym prostredim, medzi ktoré patri aj Stredno-
zemplinska, nachadzajica sa na Vychodoslovenskej
nizine’. Za hlavny emisny zdroj tuhych a plynnych splodin
v tomto regione st povazované tepelna elektrarenn Vojany,
Chemko Strazske, Chemlon a Chemes Humenné.

V prispevku hodnotime kontaminaciu pdéd v okoli
chemického podniku Chemko Strazske. Sledovali sme
obsahy 7 vyznamnych t'azkych kovov na vybranych pesto-
vatel'skych plochach ako aj v pol'nohospodarskych plodi-
nach.

Z hodnotenia obsahu sledovanych tazkych kovov
(Cd, Co, Pb, Ni, Cu, Zn a Cr) v poédach vyplyva, Ze obsah
kadmia, kobaltu, niklu, olova vtomto regione je vyz-
namnym kontamina¢nym faktorom pody, ktory je umoc-
novany aj hodnotami pH, ktoré tieto pody zarad'uju medzi
slabo kyslé pody. ZvySené obsahy tazkych kovov v pdde
tvoria vyrazné riziko pre ich input do rastlinnych produk-
tov, ¢o indikuje aj zvySené obsahy tazkych kovov
v rastlinnych komoditach. V dopestovanych obilninach bol
zvySeny obsah kadmia, chromu a olova; v olejninach bol
zvySeny obsah olova, niklu a chromu; v strukovinach sme
zaznamenali nadlimitné hodnoty kadmia, olova, niklu,
medi, zinku a chromu.

LITERATURA

1. LinkeS§ V.: Monitoring pod Slovenskej republiky. Su-
Casny stav monitorovanych vlastnosti pod 1992—1996,

128 str. VUPU, Bratislava 1997.

2. Sprava o stave Zivotného prostredia v Slovenskej re-
publike v roku 2002. 248 str. MZP SR, Bratislava
2002.

7P-40

DISTRIBUCl,A MEDI, ZINKU A CHROMU
STANOVENA SELEKTIVNOU SEKVENCNOU
EXTRAKCIOU (SSE)
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TOMAS TOTH, JANETTE MISILOVA,
JUDITA BYSTRICKA a DANIEL BAJCAN

Katedra chémie, Fakulta biotechnoldgie a potravindrstva,
Slovenskad polnohospodarska univerzita, Tr. A. Hlinku 2,
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Jan.Tomas@uniag.sk

SSE vychadza z teoretickych vyskumov tazkych ko-
vov v pode a umoziiuje hodnotenie ich vézieb na rdzne
podne zlozky. Tazké kovy sa v pdde vyskytuja v roznych
vézbach v zavislosti od ich vlastnosti, ale i od podnych
vlastnosti, ¢i uz v mineralnej alebo aj organickej pddnej
zlozky. SSE sa realizuje podla Ziehena a Briimmera
(1989)".

Stanovene distribucie tazkych kovov sme uskuto¢nili
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vpddnych typoch &ernozem — CM, G&iernica — CA
ahnedozem — HM, kde sme stanovili sedem frakcii
u tychto prvkov Cu, Zn a Cr.

Z dosiahnutych vysledkov mdézeme uviest, ze med
ma vysokou afinitu k organickej hmote a najvyssi podiel
je viazany u frakcii IV, d’alej vo frakcii s amorfnymi oxid-
mi Fe — frakcia V., ako i med’ viazana s dobre krystalizo-
vanymi Fe. Cu sa v pode pevne viaze vo forme organic-
kych chelatov, ktoré patria medzi najstabilnejSie vobec,
ako ivo forme tazko rozpustnych mednatych soli
s organickymi kyselinami, ktoré vznikaji v pode v dos-
ledku mikrobidlnych pochodov a prestavuje med rezi-
dualnu®. Relativne vysoky obsah mobilnej Cu v HM zrej-
me suvisi s vy$§im obsahom karbonatov.

Z analyz vyplyva, Ze Zn je prevazne viazany
v silikatoch v rezidualnej VII. frakcii s podstatnym zasti-
penim viazanej dobre kryStalizovanymi oxidmi Fe
a organickou hmotou. Aj napriek nestanovitelnym hodno-
tdm mobilnej a l'ahko mobilizovatel'nej frakcii Zn povazu-
jeme za potrebné brat’ do tivahy a ze zinok sa uvoltiuje pri
zvetrdvani horniny, nakolko je rozptyleny v hornino-
tvornych mineraloch, pricom méze byt viazazany na oxidy
Mn (v tretej frakcii), ako to vyplyva z vysledkov frakcio-
nacie HM.

Vysledky frakciondcie chromu preukazujii u troch
sledovanych p6d dominantné zastipenie Cr v VII. rezidu-
alnej frakcii viazanej na kryStalizujuce oxidy Fe od 18 %
po 29 %. Z toho vyplyva, ze 7,7 az 9,1 % chrému je vo
formach, ktoré su relativne stabilné aj ked’, za urcitych
pddnych podmienok sa chrom v trojmocnej forme, v ktorej
je imobilny moze oxidovat’ na Cr"', mobilny a pre rastliny
pristupny”.
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VHODNOST EXTRAKCNYCH élNlplEL PRE
STANOVENIE MOBILIZOVATELNYCH

A MOBILNYCH FORIEM TAZKYCH KOVOV
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76 2, Nitra, © Katedra pedologie a geoldgie, FAZP, SPU,
Tr. A. Hlinku 2, 949 01 Nitra
Jan. Tomas@uniag.sk

Hodnotenie poddnej hygieny podla celkovych
obsahov tazkych kovov a podla obsahu stanovenych
v 2 M-HNO; vychadza z platnej legislativy SR  Pre
posudzovanie pddnej hygieny si vhodnejSie mobilné
(0,01 M-CaCl,) a mobilizovate'né formy (0,05 M-EDTA)
tazkych kovov, ktoré mozu byt potencialne toxické a st
rozdielnou mierou biopristupne'.

Z dosiahnutych vysledkov v 2 M-HNOs sa extrahova-
li ve'mi rozdielne mnozstva stanovovanych prvkov. Inter-
val rozpustnosti Cu koliSe v intervale 24,6 % v kambizemi
pseudoglejovej po 70,6 % v regozemi. Rozdiely sa zistili
ivextraktoch 2 M-HNO; vramci rovnakého pddneho
typu, ale rdznych subtypov. Napr. interval rozpustnosti
u Cernozemi (CMm, CMe, CM°, CMg, CMh) variroval od
26,82 % po 54,34 % zcelkového obsahu Cu. Najnizsi
obsah Cu vo vyluhu 2 M-HNO; sa stanovil v CMc",
(vyznamny subtyp CM, ktorého tmavy A — horizont spina
vSetky kritéria s vynimkou hrabky).

Vo vyluhu 0,05 M EDTA sa z celkového Cu stanovi-
lo od minima 14,1 % v KMg po 62,2 % v RMa. V ramci
rovnakého typu CM a rdznych subtypov (CMm, CME,
CMc, CMg, CMh) rovnako vo vyluhu EDTA (cit.?), ako
i vo vyluhu 2 M-HNO;bol najnizsi obsah 16,48 %
z celkového obsahu Cu v CMg a najvyssi v CMc 32,36 %.

V extrakénom cinidle s najnizSou agresivitou 0,01 M-
CaCl, sa stanovili s vynimkou KMm, ktora bola ovplyvne-
na vyraznou antropickou imisnou zatazou (Stredny Spi$§
v okoli KO Krompachy), relativne vyznamné mnozstva od
0,9 % v LMg po 4,99 v HM¢ Cu. Podl'a rovnakych pdd-
nych typov a ich subtypov, napr. CM sa zistilo od 1,53
v CMg po 4,65 z celkového obsahu mobilnej formy Cu.

Z hladiska biopristupnosti st rozhodujtiice mobilizo-
vatené a mobilné formy tazkych kovov. Prevladajuce
poradie v hodnotenych pddnych typoch a subtypoch mo-
bilizujucich foriem tazkych kovov je Cu > Cd > Pb > Zn
> Cr. Na niektorych podach je vymenené poradie na pr-
vych dvoch miestach (Cd > Cu), resp. Pb > Cd pri najniz-
Sej percentualnej vyluhovatel'nosti Cr, ktora je bez vynim-
ky najnizsia vo vSetkych podach.

Vyznam stanovovania mobilnych foriem tazkych
kovov (vo vyluhu 0,01 M-CaCl,) povazujeme za proble-
matické predovSetkym pre vel'mi nizke obsahy, ¢iastocne
aj stopové, a pod hranicou stanovitelnosti dostupnymi
technikami.
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STATICKA A CASOVO ROZLiéENA FEMTO-
SEKUNDOVA OPTICKA SPEKTROSKOPIA
POLYTIOFENOV

IGNAC BUGAR', DUSAN VELIC*", MICHAL
ZITNAN®, PETER CHANDOGA ", MONIKA
ARANYOSIOVA " a GABRIEL CiK*®
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Bratislava, "Katedra fyzikdlnej a teoretickej chémie, Priro-
dovedecka fakulta UK, Mlynska dolina CHI, 8§42 15 Brati-
slava, ‘Katedra environmentdlneho inZinierstva, Fakulta
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Prica je zamerand na vySetrovanie Strukturdlnych
vlastnosti polytiofénovych vzoriek na zaklade metdd op-
tickej spektroskopie. V poslednych desatrociach vznikol
rad teoretickych a experimentalnych prac, ktoré poukazali
na uzke spojenie medzi Struktirou polymérov a ich elek-
tro-magneto-optickymi vlastnostami'”. Ukazalo sa, Ze
odlisné optické diagnostické metddy st vhodné na vysetro-
vanie §truktiry na réznych trovniach. Studovali sa optické
vlastnosti dvoch typov poly(3-dodecyltiofénu) (P1, P2),
ktoré sa liSili v percentualnom zast(ipeni regioregularnych
oblasti (61 %, 74 %) na polymérnom retazci. Materialy P1
a P2 boli vySetrované v roztoku aj vo forme tenkého filmu
nanesenom na kremennej podlozke. VSetky vzorky boli
premerané pomocou statickej absorpcnej a fluorescencénej
spektroskopie, pomocou statickej infracervenej spektros-
kopie a pomocou ¢asovo rozlisenej fluorescencnej spek-
troskopie. Vsetky pouzité metddy sa ukazali byt citlivé na
regioregularitu skimanych polymérov. NajvyznamnejSie
vysledky davali merania ¢asovo rozlisenej fluorescencnej
spektroskopie, ktord umoziiuje merat’ vel'mi rychle deje az
na urovni femtosekund®. Casovo a frekvenéne rozlisena
fluorescenénd spektroskopia vyuZivajica femtosekundové
laserové impulzy (fluorescence up conversion) dava de-
tailnejsi obraz o excitovanom stave ako metody statickej
spektroskopie. Na zéklade analyzy zavislosti relaxacného
¢asu od vinovej dizky fluorescencie bola navrhnuta pred-
stava, ktora ja zalozena na putovani excitacie medzi total-
ne regioregularnymi segmentami polymérneho retazca®.
Tuholatkové vzorky vykazovali 3 az 5 nasobne rychlejsSie
relaxacné casy v pikosekundovej oblasti ako polymérne
roztoky. Na zaklade ziskanych vysledkov sa da predpokla-
dat, ze v pripade tuholatkovych vzoriek treba ratat’ s puto-
vanim excitacie aj medzi susednymi retazcami, spdsobuju-
cimi rychlejsiu relaxaciu excitovaného stavu. Casovo roz-
lisena fluorescencna spektroskopia umoznila poukazat’ na
odlisnosti Struktary ,,svietiacich® polymérov aj v tych pri-
padoch, kde vysledky v statickych podmienkach boli skoro
rovnaké.

Tato prdaca vznikla s podporou grantu agentury VE-
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GA éislo 1/0216/03.
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EXPERIMENTALNE A TEORETICKE STUDIUM
Co" KOMPLEXOV

MONIKA ARANYOSIOVA, OLGA
VOLLAROVA, JAN BENKO a IVAN CERNUSAK

Katedra fyzikalnej a teoretickej chémie, Prirodovedecka
fakulta, Univerzita Komenského, SK-84215 Bratislava,
Slovenska republika

aranyosiova@jns.uniba.sk

Pri kinetickom $tudiu oxidécie tiolatovych komplexov
[Co(en),XCH,CH,NH,]** , [Co(en),XCH,CH(COO)NH,]"
a [C0(61’1)2)((21‘12(30()]4r (en = -NH2CH2CH2NH2-, X = S,
SO, SO, ) vzmesnom prostredi voda-acetonitril sa zistil
$pecificky vplyv rozpustadla'. Reakcie prebiehali Sy2
mechanizmom spojenym s prenosom kyslika oxida¢ného
¢inidla na siru tiolatového ligandu za vzniku sulfenato
asulfinito  produktov’. Termodynamické prenosové
funkcie® A,G°, AH® a TA,S® ako aj kinetické vysledky uka-
zali  zmenu  reaktivity  tiolatovych  komplexov
v oxidovanych formach v porovnani s neoxidovanymi. Pri
oxidacii nedochadza k zmene celkového naboja komplex-
ného i6nu, ale len k zmene nabojovej hustoty na lokéalnych
Castiach koordinacnej sféry komplexného i6nu, ktoré boli
v niektorych pripadoch rozhodujice. Teoretické DFT-
B3LYP/LANL2DZ vypocty geometrie a rozlozenia naboja
na atomoch komplexného i6nu ukdzali moZnost’ tvorby
vnutromolekulovej vodikovej vdzby medzi NH, skupinou
etyléndiaminového (pripadne tiolatového) ligandu a kysli-
kom z karboxylovej skupiny ako aj s kyslikom viazanym
na siru oxidovanych foriem tiolatovych komplexov. Po-
rovnanim  vypoéitanych harmonickych IC  spektier
s experimentalnymi vysledkami sa zistila vo vic¢Sine pripa-
dov dobra zhoda a potvrdila sa pritomnost’ vnttromoleku-
lovej vodikovej vézby. Informacie o solvatacii ziskané
pomocou termodynamickych prenosovych funkcii ukazali,
ze v zmesnom prostredi voda — acetonitril su protnym
rozpustadlom vodou preferenéne solvatované skupiny
COO a SO, ktorych kyslik podl'a vypoctov v plynnej faze
tvori vnatromolekulovil vodikovi vidzbu pri¢om interakcia
s vol'nou karboxylovou skupinou je dominantna. Vysledky
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z UV-VIS spektier kore$pondujt so ziskanymi vysledkami
prenosovych funkcii. Absorpény pas komplexu bez COO
skupiny LMCT?2 (Co-S-O) sa posunul o 28 nm k niz$im
vinovym dizkam so zmenou prostredia od acetonitrilu
(rozptstadlo bez vodikovych vizieb) po Cisti vodu. Pre
komplex s COO skupinou bol pozorovany hypsochromny
posun LCTM2 péasu o 16 nm, ¢o zodpoveda mensej ener-
gii. Pravdepodobne je to dané pritomnostou COO skupiny
v koordinacnej sfére komplexného i6nu, ktord je na zékla-
de hodnét A,G° dominantna pri solvatacii vodou.

LITERATURA

1. Aranyosiova M., Benko J., Vollarova O.: Int. J. Chem.

Kin. 36, 34 (2004).

2. Aranyosiova M., Vollarova O. , Benko J.: Chem. Lis-
ty 96, 533 (2002).

3. Vollarova O., Benko J., Aranyosiova M., Gritzner G.:
Trans. Metal. Chem. 28, 722 (2003).

8P-30

STUDIUM CHEMICKEJ MODIFIKACIE ZEOLI-
TOV METODOU HMOTNOSTNEJ SPEKTRO-
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Zeolity tvoria najvacsiu skupinu hydratovanych hlini-
tokremicCitanov s vymenitelnymi kationmi alkalickych
kovov a alkalickych zemin'”. Zakladnou $truktarnou jed-
notkou s tetraédre SiO,* a AlO,> pospajané do priesto-
rovych utvarov. Dutiny kryStalovej Struktiry obsahuju
jedno az dvojmocné kationy obklopené molekulami vody.
Selektivne a Specifické sorpéné vlastnosti zeolitov tvoria
zaklad pre ich vyuzitie najmé ako katalyzatory, adsorbenty
a ionomenice. Termicka a chemickd modifikacia vedie
k zlepseniu sorpénych a katalytickych vlastnosti zeolitov.
Chemicky je mozné povrch zeolitov modifikovat’ naviaza-
nim réznych funkénych skupin. Skumali sa dva typy mo-
difikovanych zeolitov — hydrofobizovany, s naviazanou
skupinou C;3sH4N" a karbonizovany, ktory vznikol termic-
kou tpravou hydrofobizovaného zeolitu pri 600 °C. Cie-
Pom experimentu bolo zistit' mieru zachovania funkénej
skupiny CsH4N" a teda aj $pecifickych sorpénych vlast-
nosti hydrofobizovaného zeolitu po termickej iprave me-
todou hmotnostnej spektrometrie sekundarnych ionov’.
Touto technikou sa namerali hmotnostné spektra s vyso-
kym rozliSenim a dvojrozmerné zobrazenia distriblcie
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vybranych prvkov, molekul a fragmentov* na povrchu
hydrofobizovaného a karbonizované¢ho zeolitu. Pritom-
nost hydrofobnej funkénej skupiny Ci;sHiuN'™ (m/z
270,3) sa u hydrofobizovaného zeolitu potvrdila analyzou
hmotnostného spektra, ktoré obsahuje piky tejto skupiny
ajej fragmentov, fragmentov roznych naadsorbovanych
latok a zakladnych prvkov Struktury zeolitu Al, Si, Na a K.
Hydrofobna funkéna skupina C;sH4N™ sa po termickej
uprave nezachovala. Hmotnostné spektrum karbonizova-
ného zeolitu obsahuje okrem pikov zakladnych prvkov aj
fragmenty naadsorbovanych latok, pik pri m/z = 270,3
chyba. Touto modifikaciou sa pravdepodobne zmenili aj
selektivne sorpcné vlastnosti zeolitu.

Tato praca vznikla s podporou grantu agentury VE-
GA cislo 1/0216/03.
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Profilované a duté vldkna maji makromorfologicku
Struktaru, ktora ich predurcuju na aplikacie do réznych
kompozitnych materidlov, v ktorych sa vyuziju Specialne
vlastnosti tychto vlakien. V prispevku sa hodnotia naj-
mi tepelné charakteristiky kompozitnej textilnej vrstvy
zlozenej z profilovanych a dutych vlakien s vysokou re-
tenciou vzduchu. Vysoka retencia vzduch vo vldknovom
skelete zabezpecCuje vysoky odpor prestupu tepla vedenim
a ziarenim. Ukazalo sa, Ze vldkna profilované a duté so
svojimi  povrchovymi, retenénymi, transportnymi
a mechanicko-relaxaénymi vlastnostami zabezpecuju vy-
nikajuci teplotny a armovani manazment v kompozite.

Prispevok vznikol v ramci rieSenia projektu APVT 20-
010102 a VEGA 1/9147/02.
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K PROBLEMU SPONTANNI PREMENY KON-
FORMACE GLOBULARNI BILKOVINY PRION

ANTONIN GALATIK

HYPRO, vyzkum a vyroba biopolymerii, Olbrachtova
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V teorii Prusinera a Gajduska'? o prenosnych spon-
gioformnich encefalopatiich (TSE) je navrzen novy me-
chanismus patogenese, katalyticky podporovana spontanni
transformace prostorové struktury polypeptidickych fetéz-
ci urcité globularni bilkoviny neuronl, nazvané prion.
Predpokladd se, ze molekula bilkoviny prionu
s nespravnou konformaci (Pr°) v neuronové buiice miize
autokatalyticky vyvolat spontanni pfeménu konformace
(Pr°) ostatnich prionovych molekul na zménénou formu
Pr. Obtize s vysvétlenim prenosu intaktni polymerni
bilkovinové molekuly Pr*° z potravy do mozkové tkané se
obchézi experimentem pouZzivajicim tzv. bioassay, origi-
nalni techniku ,,pfenosu infekce® — implantaci vzorku
znemocné tkan¢ do mozku pokusného zvifete. Procesy
strukturni transformace u makromolekul mohou nastavat
spontanné, jsou-li vytvofeny vhodné podminky a zména
konformace je doprovazena uritym zvySenim stabiliza¢ni
energie a rustem konformacni entropie v souladu se zéko-
ny termodynamiky.

Jak je obecné¢ znamo, konformacni entropie je pfimo
umérna poctu moznych konfiguraci (W) u vSech elemen-
tarnich usekd polymerni molekuly®. Protazenim struktury
priond Pr® na konformaci B-sheet, nastane zvyseni rigidity
polymerniho fetézce a omezi se pocet moznych molekular-
nich konfiguraci mnoha jeho elementarnich usekd. Dale
nastane ¢astecna dehydratace molekul, (zvySeni koncentra-
ce bilkoviny) protoZze vice uspofddand B-konformace ma
omezenéjsi moznost vazby vody. Nove vytvorena konfor-
mace musi zaujmout velmi pfesné torsni thly amidickych
skupin na alfa uhlicich. V pivodni neuspofadané struktuie
byla zna¢na volnost rotace na amidické i karbonylové sku-
piné. V a-helixu jsou torsni thly peptidickych skupin vice
omezeny do oblasti negativnich Ghli. A v protazené B-
konformaci musi torsni uhly zaujmout témér pfesnou hod-
notu —140° (na dusiku) a +130° (na karbonylu). Konforma-
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ce P nachazejici se v Pr* jsou antiparalelniho typu, coz
navic vyzaduje aby se vzdy dva a dva protazené Useky
polymerniho ftetézce presné otocily opaénym smérem.
Stabilizujici vodikové vazby se zde musi vytvaret mezi
odli$nymi segmenty polypeptidu, zatimco v neprotazenych
a-konformacich jsou vytvareny v jednom elementarnim
segmentu polypeptidického fetézce.

V dusledku takové transformace se 41 % elementar-
nich tsekd prionovych molekul ma nové uspofadat do
konformace B-sheet kde je téméf nulovéd volnost rota¢niho
pohybu na torsnich uhlech alfa uhliki a zcela se zabrzdi
transla¢ni pohyb, jez v plivodnim o-helixu, ale zejména
v neuspofddané konformaci byl relativné volny. Transfor-
mace tak nepochybné musi vyvolat vyznamné zmenseni
poctu molekularnich konfiguraci v konecné konformaci
(Wg), ve srovnani s ptivodnim stavem ;. Vyjadfeno ma-
tematicky, Wy << W). Vysledna hodnota vyrazu ziska
nutné zaporné znaménko, nebot’” Wg/W; < 1 a proto In Wg/
W; < 0. Po dosazeni do Boltzmanova vztahu vychazi pro
hypotetickou transformaci podle teorie'” nepochybnd za-
pornd zmeéna entropie, DS kgln(Wg/Wy) < 0.
V transformacnim procesu piredpokladaném teorii TSE se
celkova entropie prionovych molekul jednoznan€ zmensi.
To je ale matematicky ditkaz nemoznosti >*° spontannich
strukturnich pfemeén.

Spontanni zména konformace prionti ve sméru navr-
zeném teorii TSE zfejmé odporuje termodynamickym
zakonlim, nelze ji experimentalné realizovat a proto ani
zméfit jeji kinetiku nebo termodynamické perametry. Nao-
pak procesy které spontanné probihaji opacné nez piedpo-
klada teorie TSE, tedy zmény polymerni molekuly
z protazené struktury na ,,smrsténou”, jsou u bilkovin Casté
a dobfe znamé. Obvykle byly studovany pod nazvem
,denaturace bilkovin®, na ptiklad transformace kolagen-
zelatina'' nebo proces smr$téni keratinu viny p¥i zahfivani
v prosttedi &inidel 3tépicich disulfidické vazby'2. Vyrobci
hedvabi i viny odedavna znaji nezddouci smrsténi vlaken
bilkoviny v horkém roztoku alkalického mydla. Takové
transformace miaze vyvolat i horkd voda, nebo roztoky
hydrotropniho ¢inidla (pferusujiciho vodikové stabilizujici
vazby), napt. mocoviny, kyselin nebo alkalii. U enzymu to
nékdy vede k nevratné deaktivaci, zméni-li se konformace
v blizkosti aktivniho centra'’.

Polypeptidické fetézce n€kterych proteinti mohou byt
jednosmérné orientovany tahovou deformaci a pak studo-
véany vzniklé prodlouZené molekuldrni konformace. Proces
dlouzeni je tedy modelem transformace predpokladané
prionovou infekéni teorii, uspofadani polymeru se zde také
méni smérem k prodlouzenym konformacim. Jak ukazal
Flory'*, pro hydratovanou bilkovinu elastin plati dobie
teorie kaucukové elasticity. Elastin je tvofen tropoelastino-
vymi jednotkami, podobnymi globuldrnim prionovym
proteinim s ptevladajici neuspotadanou konformaci tzv.
statistického klubka (random coil). Naproti tomu
v bilkovin¢ keratinu se vydlouzené konformace stabilizuji
na formu (-sheet, nebot’ to umoziuje polarni charakter
aminokyselin a obsah rekuperujicich se disulfidickych
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vazeb. V men$im intervalu deformaci je proces vratny
podle Floryho rovnice i u tepelné denaturovaného kolage-
nu, nebo u keratinu v roztocich hydroxidi. Toho bylo
v minulosti vyuZzito pro méfeni kinetiky sitovani kolagenu
kize pfi ¢inéni'’ nebo rychlosti §tdpeni disulfidickych
vazeb keratinu'®. Tyto experimenty ukazaly, e vznik pro-
tazené konformace je naro¢ny na spotiebu energie a ze
v celkové zméné konformacéni energie u protaZzenych bil-
kovin prevlada entropicka slozka.

U procesu inversnich k teorii TSE, tj. spontannich
transformaci makromolekul vedoucich ke zruseni J3-
konformace, byla termodynamika mnohokrat spolehlivé
zméfena. Popsané tdaje, napf. prehled'’, ukazuji, Ze
u typické B-bilkoviny je zména konformace na neprotaze-
né statistické klubko doprovézena zvétSenim stabilizujici
energie 0 40 az 90 kJ.mol™" a velkou kladnou zménou en-
talpie (7DS) o vice nez 500 kJ.mol™'. Tyto udaje, vzaty
s opaénym znaménkem, proto mohou slouzit jako témér
pfesny odhad zmén termodynamickych parametrli, pii
transformace prionti podle teorie TSE.

Energeticky néro¢nd transformace, doprovazend vy-
znamnym poklesem entropie, jakou navrhuje teorie TSE,
nemilZze probihat spontdnné ani byt katalyzovéna, odporo-
valo by to platnym a prokdzanym zakoniim termodynami-
ky. Jinymi slovy, teorie TSE obsahuje stejnou chybu, jako
termodynamické™ perpetuum mobile. Ve fyzice se nekdy
nazyva Maxwelliv Sotek, podle povéstné chybné tvahy
jinak velkého fyzika Maxwella, ktery se pokusil vysvétlit
tehdy neobjasnény jev radioaktivity hypotetickou schop-
nosti nékterych nerostl ménit teplo okoli na elektromagne-
tické zateni.

Védecka teorie je prijatelna jen pokud neprotiteci
platnému pfirodnimu zédkonu. Samovolna transformace
neuspofadané, anebo i a-helikdlni struktury na f-sheet je
podobna videoklipu padu a rozbiti sklenice promitanému
pozpatku. V bunéfné syntéze globularnich bilkovin
s protazenou konformaci je vyuzivan sofistikovany mecha-
nismus chaperonind, ozna¢ovanych jako ,,folding machi-
ne®“, ktery potfebuje genetickou informaci a spotiebuje
energii.

Jedina zména konformace, kterd by mohla v prionech
probihat spontanné v souladu se zdkony termodynamiky,
je opacna nez predpoklada teorie TSE, (tedy transformace
Pr™ na Pr%), tu by doprovézelo uvolnéni energie a vzrist
entropie. Takovy proces vSak v mechanismu patogenese
nem4d smysl, ,,infek¢ni priony by se jim spontdnné ménily
na fyziologicky normalni, jaké jsou bézné pfitomné
ve zdravych neuronovych buitkach.
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15L-13

FLUORESCENCNA DYNAMIKA MOLEKULY
KUMARINU C-522 V

STRUKTURACH VRSTEVNATYCH HLINITOK-
REMICITANOV

JURAJ BDZOCH *, IGNAC BUGAR ", DUSAN
CHORVAT " a DUSAN VELIC *"

“Katedra fyzikdlnej a teoretickej chémie, Prirodovedeckd
fakulta UK, Mlynskd dolina CH-1, 842 15 Bratislava "Me-
dzinarodné laserové centrum, Ilkovicova 3,

812 19 Bratislava

velic@ilc.sk, bugar@ilc.sk

V sucasnosti st rozne typy hlinitokremicitanov vel'mi
intenzivne Studovanou oblast'ou chémie, najmi kvoli ich
vysokej katalytickej aktivite a tiez pre schopnost’ tvorby
molekulovych sit'. Tieto vlastnosti si podmienené §trukt-
trou dutin vyskytujucich sa v ich $truktare®. Vplyv Strukt-
ury konkrétneho hlinitokremicitanu, smektitu, bol Studova-
ny statickou a ¢asovo rozliSenou fluorescencnou spektro-
skopiou. Studovanym hlinitokremi&itanom bola frakcia
bentonitu s rozmermi Castic < 2 um vo forme dioktahed-
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ralneho smektitu. Na meranie ¢asovo rozliSenej fluores-
cencie bol pouzity femtosekundovy titan-zafirovy laser
(TiF50) v spojeni s upkonverznym fluorescenénym spek-
trometrom CDP FOG 100 s rozliSovacou schopnostou
150 fs. Prvotna charakterizacia latok bola uskuto¢nena
statickymi meraniami. Smektity tvoria fluorescencii vzor-
ky Ziarivé pozadie, ¢o je pravdepodobne spdsobené roz-
ptylom svetla na ich pomerne velkych casticiach. Ukaza-
lo sa v8ak, ze v oblasti maxima emisie kumarinu, medzi
500—-540 nm, sa nachadza minimum rusivych interferencii
pochadzajucich od smektitu. 'V pritomnosti nadbytku
smektitov sa rozptyl'uje dopadajuce Ziarenie a tak pozoru-
jeme akoby ubytok intenzity excitujiceho aj emitovaného
ziarenia, ¢o sa prejavi zniZzenim intenzity fluorescencie.
Pokles intenzity ma line4rny priebeh. Zaroveil bol pozoro-
vany maly posun fluorescencného piku, naznacujuci inter-
akciu smektitu s kumarinmi. Definitivna odpoved’ na
otazku, ¢i a ako smektity s kumarinmi navzajom interaguju
sa oc¢akava od casovo rozliseného experimentu. V ¢asovo
rozlisenych experimentoch sa sledovala dynamika poklesu
fluorescencnej intenzity nasyteného vodného roztoku ku-
marinu a systému voda-smektit-kumarin. Dany ¢asovo
rozliseny priebeh v rozsahu 50 ps bol fitovany monoexpo-
nencialnou funkciou. Relaxaény Cas t; kumarinu v Cistej
vode je 0,62+0,16 ps, v pritomnosti smektitu vSak dosahu-
je hodnotu 3,53+0,6 ps, ¢o jednoznacne poukazuje na in-
terakciu molekuly s prostredim.

Tato praca vznikla s podporou grantu agentury VE-
GA cislo 1/0216/03.
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V procese tvorby a rozpadu chemickych vizieb hra
doleziti ulohu nie len amplituda, ale aj faza vlnovych
funkcii energetickych stavov, ¢ize ich koherentné
vlastnosti'. Néjst’ spravne vlastnosti funkcii pre dany che-
micky proces znamena tvarovat’ fazu, ¢ize Casovl zavis-
lost’ frekvencie®. Z teoretického hradiska sa da predpove-
dat’ tvar optimalneho laserového pulzu, ako rieSenie ¢aso-
vo zavislej Schrédingerovej rovnice®. Aby sa dalo ziskat’
rieSenie pomocou experimentu, treba spravit’ komplexnu
diagnostiku amplitudy a fazy optimalneho impulzu. Cie-
lom tejto prace je vyuZitie zariadenia SPIDER na kom-
plexnu diagnostiku femtosekundovych laserovych pulzov
pri zmene ich vlastnosti prechodom cez rdzne prostredia.
Princip operacie nazyvany SPIDER (Spectral Phase Inter-
ferometry for Direct Electric-field Reconstruction) je zalo-
zend na (Spectral Shearing Interferometry) interferencii
dvoch navzidjom frekvencne posunutych replik testova-
nych pulzov v spektrometri. Nezavisle merané pulzové
spektra po Fourierovej transformdcii charakterizujii fizu aj
amplitidu. Dve Casovo oneskorené, ale totozné repliky su
mieSané s dlh§im pulzom v nelinedrnom krystali. DIhsi
pulz je frekvenéne posunuty o rdznu frekvencu prislucha-
jucu aktualnej frekvencie roztiahnutého pulzu, teda st
spektralne posunuté. Stredna frekvencia konvertovanych
pulzov je blyzka 2w, , kde w je strednd frekvencia skiima-
ného pulzu. Vychadzajuci signal S (o.) zo spektrometra je
popisany rovnicou S (o) = /E (0. + /E (0. + Q)/* + 2 /E
(0.) /E (@, + Q)/xcos[Dy(o, + Q) — Dy(w.) + 1], kde E
(o.) je komplexna reprezentacia elektrickej zlozky skiima-
ného pulzu, T je oneskorenie medzi dvomi replikami. Prvé
dva vyrazy napravo udavaju individudlne spektra testova-
nych pulzov a ich oneskorenych replik. Treti vyraz udava
spektralnu fazu vo forme fazového rozdielu medzi kompo-
nentami rozdielom Q. Amplitida je objasnena z odmocni-
ny spektralnej intenzity nezavisle registrovaného pulzu®.
Ziskanie spektralnej fazy prebieha cez priamu neiterativnu
metodu na baze Fourierovej transforméicie vyuzijicu SPI-
DER signal a spektrum pdvodného pulzu.

Tato praca vznikla s podporou grantu agentury VE-
GA cislo 1/0216/03.
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