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VaZeni ¢tenari,

Jjsem rad, ze Vas mohu oslovit v kvétnovém cisle Che-
mickych listii. Rok 2004 bude za sedm mésicii pravdepo-
dobné hodnocen jako rok obratu jak v ekonomickém
a spolecenském déni v Ceské republice, tak také v cinnosti
Ceské spolecnosti chemické. Jaké je soucasné postaveni
CSCH v nasi republice a Evropé? Spolecnost ma asi 2700
Clenii v priznivém generacnim rozlozeni, patii mezi stredné
veliké evropskeé narodni chemické spolecnosti a je zaclene-
na do rady odbornych domdcich a zahranicnich aktivit.
Chemické listy jsou médiem pristupnym vSem odbornikiim,
kteri se zajimaji o chemické védy. Casopis je vyddavin
spolecné s Asociaci Ceskych chemickych spolecnosti, fi-
nancné podporovan, ale také respektovan statnimi organy
Ceské republiky, nékterymi cCeskymi vysokymi Skolami,
Svazem chemického priumyslu a radou obchodnich a prii-
myslovych firem piisobicich v nasi republice. Po odborné
a spolecenské strance je hodnocen ctenari velmi dobre,
jeho védecka uroven je vyjadrena relativné zajimavym
,impact” faktorem. Mimo vydavini Chemickych listii se
CSCH spolupodili na vydavini 4 evropskych chemickych
Casopisii. CSCH md fungujici pobocky v 6 krajich
a 29 dobre pracujicich odbornych skupin, sama je spolu-
resitelkou dvou projektit Evropské Unie, aktivné se ucastni
prdce na evropském studijnim profilu bakalare a magistra
v oboru chemickych véd, je Zadana o odborna vyjadireni
z oblasti prumyslové chemie a chemického vyzkumu. Na
dobré organizacni a osobni urovni jsou kontakty se sou-
sednimi narodnimi chemickymi spolecnostmi, jmenovité
Madarskou, Némeckou, Polskou, Rakouskou, Slovenskou
a Slovinskou chemickou spolecnosti. Probihd jak vyména
ucasti mladé generace chemikii na narodnich sjezdech
techto spolecnosti, tak vzajemnd vyména informaci.

Kvalitativni zménou projde evropska spoluprdce spol-
kového zZivota chemikii. Federace evropskych chemickych
spolecnosti (FECS), zaloZena v roce 1970 v Praze, méla az
do roku 1990 smysl své existence predevsim v prekondvani
izolace dané existenci dvou ekonomicky a ideologicky
rozdilnych systémii. Tento sviyj hlavni cil vice ¢i méné
uspésné plnila. Po otevieni evropského prostoru pro zemé
byvalého komunistického bloku se jeji dosavadni struktura
stavala vice a vice formalni a z pohledu chemikii nefunkc-
ni. V letosnim roce je navrzena vSem 56 clenskym spolec-
nostem diskuse o kvalitativni zméné FECS od roku 2005
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Uvodnik

v organizacné racionadlnéji usporadanou Evropskou spo-
lecnost pro chemické a molekularni vedy (EuChMS) se
sidlem v Bruselu. Tim se priblizi transformovana FECS
svym partnerum v Alianci pro chemické védy a technologie
v Evropé (AlIChemE), ktera sdruzuje dalsi 4 evropské
organizace (CEFIC, CERC3, COST a EFCE). Zména
predpoklada financni zabezpeceni nové organizace jednot-
livymi clenskymi spolecnostmi v zavislosti na poctu jejich
Clenu. Predpokladam, ze prvni roky existence EuChMS
nebudou lehké a vyrazné poklesne pocet piivodnich cleni
FECS, praveé v diisledku nezbytnosti jejtho samofinancova-
ni.

Ekonomické problémy asi stale ziistanou témi nejdii-
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nas samotnych, zda budou reSeny narkem a nebo tviiréim
pristupem napriklad v organizovani atraktivnich konferen-
ci, pracovnich semindri, zapojenim CSCH do projektii jak
narodnich, tak evropskych a poskytovanim profesional-
nich sluzeb sekretariatu spolecnosti subjektiim piisobicim
v chemii.

Rok 2005 je poslednim rokem mého piisobeni ve funk-
ci predsedy CSCH. Chtél bych opustit tuto funkci
s védomim, zZe odchazim z odborné spolecnosti, ktera ma
své bohatstvi jak v ekonomické stabilite, tak predevsim
v potencialu clenské zakladny.

Vilim Simdanek
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1. Prolog

Kdyz se na pocatku Sedesatych let minulého stoleti
tehdejsi Ustav makromolekularni chemie CSAV piestéhoval
na Petfiny, zah4jil Sirokou ofenzivu na poli vyzkumu poly-
merid pfipravovanych z 2-hydroxyethyl-methakrylatu, tedy
z monomeru, ktery byl nedavno ptedtim vyvinut profesorem
Wichterlem. Jednim z nejznaméjsich produktti tohoto vy-
zkumu jsou kontaktni coc¢ky, o nichZ jiz bylo napsano mno-
ho. Mélokdo ovSem vi, Ze zhruba ve stejnou dobu se v labo-
ratofi M. Kubina zrodila i prvni monoliticka separacni mé-
dia'. Pracovnici této laboratofe hledali alternativni materia-
ly, jez by mohly nahradit v té dobé velmi popularni Sepha-
dex pii separacich vyuZzivajicich mechanismus gelové filtra-
ce. Protoze 2-hydroxyethyl-methakrylatové gely byly pfi-
pravovany v siroké paleté porozit, nebylo od véci vyzkouset
jejich aplikaci i v této oblasti. Houbovity elasticky gel byl
pfipraven radikdlovou polymeraci 22% vodného roztoku
monomeru ve sklenéné trubce, poté vyjmut, vyvafen ve
vod¢ a zasunut do sklenéné kolony, v niz byl i pouzit. Acko-
liv velmi mala prichodnost tohoto gelu (pouhé 4 mlh™")
a nizk4 Uc€innost nedovolily docilit ocekdvanych separaci,
prvni monoliticka kolona byla na svété. O nekolik let pozdé-
ji pak dvé nezavislé skupiny v Némecku a v USA pouzily
kolony obsahujici polyurethanové pény s otevienymi pory
pfipravené napénénim in situ >, Tyto kolony jiz umoznily
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dosahnout ucinnéjsich separaci jak v plynové, tak i v kapali-
nové chromatografii, le¢ stale nedosahovaly kvalit v té dobé
$pickovych chromatografickych médii, a tudiz se neprosadi-
ly. A tak se stalo, Ze monolitické kolony pak zapadly
nadlouho v zapomnéni. K jejich znovuzrozeni doslo zvlastni
shodou okolnosti opét v Praze na konci osmdesatych let. Od
tohoto okamziku se také zacind odvijet novodoba historie
monolitd, kterd je popsana v nasledujicich fadcich.

2. Charakteristika monolitickych materiali

Monolity jsou separacni média, ktera lze pfirovnat
k jediné velké castici majici tvar i objem zcela zapliujici
vnitiek separa¢ni kolony. Proti typickym kolonam plnénym
drobnymi c¢asticemi, monolity neobsahuji mezicasticové
prostory, kterymi se v klasickych kolonach uskuteénuje
valna ¢ast pritoku. Proto musi veskera mobilni faze nutné
protékat pory monolitu. Béhem minulého desetileti byla
zvefejnéna celd fada originalnich pfistupli zahrnujicich jak
pfipravu systémi vyznacujicich se pouze nékterymi prvky
charakteristickymi pro monolity (jako je snizeny objem
mezi¢asticovych prostort), tak i technologie skute¢né¢ mo-
nolitické. Do prvni skupiny patfi napt. kazety naplnéné vrst-
venymi listy modifikované celulosy ¢i srolované tkaniny.
Monolity druhého typu jsou reprezentovany stlaCenymi
hydrofilnimi gely, polymernimi makroporéznimi disky,
kolonami a trubicemi, jakoz i monolity na bazi siliky, coz je
dnes jiz vZzity termin pro materidly na bazi oxidu kfemicité-
ho. Nékteré¢ z téchto materiald jiz doznaly i praktického
uplatnéni. Tabulka I shrnuje soucasné komeréné& dostupné
monolitické separacni jednotky.

Vyse zminény konvektivni tok pory vyznamné zrychlu-
je prenos hmoty v kolon&”. Na rozdil od diftize, ktera je
hlavni hnaci silou pienosu hmoty z kapaliny proudici podél
Castic v bézné kolon¢ do jejich port, konvekce pory umoz-
fuje znacné zrychleni separaci zejména velkych molekul,
jako jsou bilkoviny, nukleové kyseliny ¢i syntetické poly-
mery, jejichz diftize je pomald. Detailni teoreticky popis
pfenosu hmoty v monolitickych materialech byl nedavno
odvozen Ljapisem®.

3. Makroporézni polymerni disky

Tato forma vyvinutd v Ustavu makromolekularni che-
mie CSAV v Praze je jednim z prvnich skuteén& fungujicich
monolitickych separacnich médii, jez byly pouzity k velmi
rychlym a u¢innym separacim bilkovin’. Pavodni impuls
k jejich vyvoji ptisel z petrohradského Ustavu makromole-
kularnich latek, kde Belenkii studoval chromatografii bilko-
vin v mdédu gradientové eluce, pfi niz pouzil celou fadu
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Tabulka I

Prehled soucasné vyrabénych monolitickych kolon pro HPLC

Referaty

Produkt Tvar Vyrobce Web Material Separa¢ni mody
CIM Disk disk BIA Separations, Lju- biaseparations.com modifikované polymetha- iontova vymeéna,
bljana, Slovinsko krylatové ¢i polystyrenové hydrofobni interak-
kopolymery ce, obracena faze,
bioafinitni
CB Silica plate disk Conchrom, Bremen, conchrom.de modifikovana silika obracena a normal-
Némecko ni faze
SepraSorb disk Sepragen, San Lean- sepragen.com  modifikovana celulosa iontova vymeéna
dro, Kalifornie, USA
CIM Tube trubka BIA Separations, Lju- biaseparations.com modifikované polymetha- iontova vyména
bljana, Slovinsko krylatové kopolymery
UNO kolona BioRad, Richmond, bio-rad.com kopolymery methakrylami- iontova vyména
Kalifornie, USA dovych monomert
Swift kolona ISCO, Lincoln, Ne- isco.com modifikované polymetha- iontova vymeéna,
braska, USA krylatové ¢i polystyrenové obracené faze
kopolymery
Chromolith kolona Merck, Darmstadt, chromolith.com  modifikovana silika obracené faze
Némecko
Monoliths kolona LC Packings, Amster- Icpackings.nl polystyrenové kopolymery obracené faze

dam, Holandsko

separacnich médii i kolon liSicich se geometrii. Zjistil pfi-
tom, zZe pouze jista, vétSinou velmi slaba vrstva sorbentu
v koloné, je postacujici k dokonalé separaci, coz vedlo
k odvozeni teorie kratkych separa¢nich lozi®. P¥iprava krat-
kych kolon potiebnych pro experimentalni ovéfeni této teo-
rie s pouzitim drobnych ¢astic se vSak ukazala velice obtiz-
nou, protoze tyto vrstvy byly pfili§ neusporadané a obsaho-
valy cetné kanalky. Nezbylo tedy nez se poohlédnout po
separac¢nich médiich nového typu, monolitickych discich,
jez byly pro tento ucel vyvinuty v Praze a skute¢né umozni-
ly potvrdit teorii a docilit chromatografické separace s tehdy
nevidanou rychlosti.

Pfiprava monolitd je jednoducha. Ziskavaji se radi-
kalovou polymeraci smési, jeZ obsahuje monovinylovy mo-
nomer s funk¢ni ¢i reaktivni skupinou jako je butyl- ¢i gly-
cidyl-methakrylat, sitovadlo, typicky monomer se dvéma ¢i
vice dvojnymi vazbami napf. divinylbenzen a ethylen-
dimethakrylat, iniciator, a porogenni rozpoustédlo. Tato
smés se naplni do formy bud’ plochého nebo valcovitého
tvaru, kde po zahrati zpolymeruje. Po vyjmuti se pak z des-
ky & roubiku vyrobi mechanickym obrabénim disky’. Ne-
lze-1i ziskat disk s pozadovanymi funkénimi skupinami pfi-
mou polymeraci odpovidajictho monomeru, mohou se
v nésledujicim stupni funkéni skupiny vzniklého polymeru
modifikovat'™'". Vétsina diskovych separacnich médii se
v soucasnosti pripravuje z glycidyl-methakrylatu a ethylen-
dimethakrylatu, pfi¢emz prvni z téchto monomerti umoziu-
je jejich snadnou modifikaci a uplatnéni v celé plejadé tech-
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nik zahrnujicich separace s obracenymi fazemi, s iontovou

vyménou, s hydrofobnimi interakcemi a separace bioafinit-
712

ni”.

Obr. 1. (a) Fotografie CIM® diskii o pruméru 2 cm. Barva mezi-
kruzi je charakteristickd pro monolit uréeny ke specifickému modu
separace. (b) Fotografie monolitickych kolon SWIFT® a odpovi-
dajich monolitd z nich vyjmutych. Horni obrazek ukazuje sklené-
nou kolonu o rozmérech 10010 mm, dolni nerezovou kolonu o
rozmérech 50x4,6 mm. Fotografie byly ziskany laskavosti vyrobct
(BIA Separations, Ljubljana, Slovinsko a ISCO, Inc., Lincoln,
Nebraska, USA)
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Obr. 2. Separace bilkovin z mySich ascitii a isolace monoklonal-
niho IgG s pouZitim dvou CIM® diski s riznymi funk&énimi
skupinami umisténymi ve stejném pouzdi'e metodou kombino-
vané kapalinové chromatografie (conjoint liquid chromatogra-
phy, cit.'*); Podminky: Separaéni média: disky 12 mm préimér x 3
mm tloustka, objem 0,34 ml; prvni disk CIM® QA, druhy disk
CIM® Protein A; nastiik: 20 ml; mobilni faze: A: 20 mmol.l" Tris-
HCl, pH 7,4; B: 1 mol.I" NaCl v A; C: 0,1 mol.I"! kyselina octova;
gradient: 0-50 % B v A za 50s, 100 % A po dobu 40 s, 100 % C
po dobu 30 s; pritok: 4 ml.min™ ; UV detekce 280 nm

Disky se vkladaji do pouzdra vyvinutého pro tento ucel
a cela jednotka pak slouzi k separacim. Slovinska firma BIA
Separations, jeZ tyto disky i pouzdra vyrabi'®, zlepsila pt-
vodni technologii a umist'uje porézni disky do polyolefino-
vého mezikruzi dobie viditelného na obr. la, které tvoii
nepropustnou bo¢ni sténu. I kdyz monolit je sdm o sobé
dostate¢né mechanicky pevny a Ize s nim snadno manipulo-
vat, mezikruzi ho déle zpeviiuje a omezuje nebezpeci odla-
movani jeho hran. Kromé toho plochy povrch prstence
umoznuje pevné stisknuti monolitu v pouzdie, aniz by mo-
nolit sdm byl vystaven nezddoucimu mechanickému nama-
hani. V témze pouzdie 1ze snadno vymeénovat disky a cely
systém pouzit pro nejriznéjsi separace. Do téhoz pouzdra je
rovnéz mozno vlozit soucasné i nekolik disku lisicich se
funkénimi skupinami a docilit vicerozmérné separace.
Obr. 2 zobrazuje separaci bilkovin a IgG s pouzitim tzv.
conjoint liquid chromatography (kombinované kapalinové
chromatografie) spojené v pouzdie obsahujicim dva disky,
jeden nesouci iontové-vyménné skupiny a druhy protein A
(cit.").
Od samého pocatku disky umoznovaly velmi rychlé
a vysoce ucinné separace bilkovin a nukleovych kyselin.
Podrobné studium mechanismu téchto separaci vedlo Tenni-
kovou k vypracovani teorie popisujici separace v tenkych
monolitickych vrstvach, jez byla shleddna zcela odlisnou od
separaci docilovanych v podlouhlych kolonach véetné mo-
nolitickych'™'.

4. Makroporézni polymerni kolony
Dalsi forma, podlouhlé monolitické kolony, byla vyvi-

nuta na po&atku devadesatych let'’. Na rozdil od diskd jsou
tyto monolity pfipravovany pifimo v trubce kolony ¢i
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Obr. 3. Rychla separace bilkovin v médu s obracenymi fazemi
s pouzitim vysoké priitokové rychlosti’'; Podminky: monoliticka
poly(styren-co-divinylbenzenova) kolona: 50x4,6 mm; gradient
mobilni faze: 42 % - 90 % acetonitrilu v 0,15% vodném roztoku
trifluoroctové kyseliny béhem 0,35 min; priitok 10 ml.min™; UV
detekce pifi 280 nm; piky: ribonukleasa A (1), cytochrom c (2),
hovézi sérovy albumin (3), carbonatanhydrasa (4), ovalbumin (5)

v kapilare, které se naplni polymera¢ni smési, uzaviou a za
tepla zpolymeruji. Monolit v nich pak ziistdva béhem vsech
operaci i pouziti. Obr. 1b predstavuje dvé monolitické kolo-
ny s ruznou velikosti pfipravené polymeraci ve sklenéné
a nerezové trubce. Pfi pfimé vyrobé v kolon¢ odpada mani-
pulace, avSak pouhd vyména monolitu za jiny v téze trubici
je prakticky nemozna. Polymeraéni smés pouzivana pro
pfipravu téchto monoliti je do zna¢né miry obdobna té,
kterd vede k diskiim. Protoze délka téchto kolon je ve srov-
nani s disky mnohem vétsi, vystupuje vice do popredi jejich
pruchodnost, které musi byt dosazeno pfi pouziti rozumnych
tlakti. Mimotadné nizky odpor vici proudéni kapalin pory je
predpokladem vysokych priutokovych rychlosti vhodnych
k velmi rychlym separacim. Typicka velikost pori
v monolitech ¢ini 1 um a obvykle se fidi typem a sloZzenim
porogenniho rozpoustédla pouzitého pii pripravé'®.

Buchmeiser neddvno demonstroval mirné odliSny
postup spocivajici v tzv. ,,ring-opening metathesis polymeri-
zation* (ROMP, polymerace metathesi za otevieni kruhu,
cit.'”), ktera sice vyzaduje specialni monomery, ale rovn&z
vede k dobfe definovanym monolitim. Paleta vyrobnich
technik byla doplnéna i polymeraci iniciovanou UV svétlem
zvlasté vyhodnou pro pfipravu monolith v kapilarach a mik-
rofluidnich zafizenich®. Tato metoda oviem vyZaduje, aby
forma, v niz reakce probiha, byla transparentni pro UV svét-
lo, coz je napt. snadno splnéno v komercnich silikovych
kapilarach potaZzenych Teflonem.

Funkéni skupiny monolitickych kolon pfipravenych
pfimou polymeraci jsou dany pouzitymi monomery. Tento
postup je napt. velmi usp&$ny pro piipravu monolitickych
kolon obsahujicich poly(styren-co-divinylbenzen) vhodnych
pro mimotadné rychlé separace bilkovin demonstrované na
obr. 3 (cit."). Huber pouzil kapilarni kolonu obdobného
slozeni k vynikajicimu d&leni nukleovych kyselin®®. Dalsi
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moznosti kontroly funk¢nich skupin je pfiprava monolitu
s reaktivnimi skupinami a modifikace vzniklého polymeru.
Jiz témét klasickym prikladem jsou monolity na bazi glyci-
dylmethakrylatu. Cel4 plejada funkcionalizovanych monoli-
tickych kolon, liSicich se velikosti i separa¢nimi mecha-
nismy pro které se hodi, je tak snadno dostupna.

Typické modifikacni reakce vedou k nové skupiné
monolitl reakci ptivodni funkéni skupiny. Chceme-li v§ak
umocnit pocet riznych funkénich skupin, je 1épe pouzit
roubovani. Pfi ném z kazdé povrchové skupiny roste fetézec
obsahujici Cetné nové funkéni skupiny, které mohou vy-
znamné zvysit vazebnou kapacitu. V idealnim pfipadé pak
postacuje optimalizovat piipravu generického monolitu
a chemii na povrchu pord upravovat roubovanim. Monolity,
jejichz povrch lze roubovat, byly napf. pfipraveny
s pouzitim stabilnich volnych radikald, které v latentni for-
mé zdstavaji pfitomny na povrchu pora a teprve po jejich
zaplnéni novou polymeracni smési se aktivuji zahtatim
a iniciuji dal§i polymeraéni reakci®>**. Podobné lze navézat
na povrch azoiniciator a pouzit ho k roubovani napt. N-iso-
propylakrylamidu. Takto upraveny monolit méni polaritu
v zavislosti na teplot¢ a byl pouzit k déleni bilkovin
v hydrofobné-interakénim modu bez pouZiti gradientu mo-
bilni faze. Postupné eluce bylo dosazeno pouhou zménou
teploty kolony™. Nespornou vyhodou tohoto separa¢niho
procesu je snadna moznost recyklovani mobilni faze a men-
§i zaté¢Zovani zivotniho prostfedi. RovnéZ plisobeni UV
svétla umoznuje iniciovat roubovani uvniti poért, a tedy
1 velmi u¢innou a snadnou kontrolu chemickych funk&nich
skupin nejenom co do kvality, ale i co do jejich rozmisténi,
nebot’ ¢ast monolitu, jez je podrobena ozafovani, se snadno
vymezi priloZzenou maskou. Tak Ize do jediného monolitu
umistit nékolik riznych typt skupin a vytvaret celé separac-

ni systémyze.

5. Tubularni kolony s radidlnim tokem

Rychlost separace, které je mozné dosahnout
v monolitickych kolonach, je pfitazliva pro jejich pouziti
pro separace v biotechnologickych vyrobach. K tomu je
vSak potfeba pfipravit objemné monolity. Postup uvedeny
v predchozi sekci se pro tento ucel piilis nehodi, nebot” po-
lymerace jsou vesmés exothermni reakce, jez produkuji
teplo. Zatimco v malych kolonach do priméru cca 10 mm je
snadné toto teplo odvést sttnami do okolniho prostiedi,
presné fizeni teploty uvniti nemichaného polymerizujiciho
obsahu velkych kolon, které je potfebné pro ziskani materia-
It s pozadovanymi poréznimi vlastnostmi a bez radialnich
gradientti vlastnosti, je velice obtizna*’. Elegantni feSeni
tohoto problému nabidl Podgornik®. Namisto plného mono-
litického bloku pfipravil monolit ve tvaru trubice, jejiz stény
jsou tenci a teplota pfi polymeraci je tedy snaze udrzovana
v pozadované toleranci. Kromé to lze snadno ménit jak pri-
mer tak i tloustku této monolitické trubky. ZvétSeni prameé-
ru pii zachovani stejné tlouStky stény vede ke kvadratické-
mu rastu celkového objemu separacniho média a tedy i ke
zvySeni separacni kapacity. Pouziti nékolika tubularnich
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Obr. 4. Konstrukce monolitické jednotky o velkém objemu
s radialnim pritokem pro preparativni separace™

monolitl zasunutych do sebe teleskopickym zpisobem uka-
zanym na obr. 4 umoznuje dosdhnout objem stacionarni
faze zcela neptedstavitelnych pii pouziti klasického vyrob-
niho postupu. Tok témito kolonami je radidlni, vétSinou
z vnéjsku do stfedu. Vynikajici permeabilita téchto monolit
usnadnuje jejich pouziti i pti vysokych pritokovych rych-
lostech. Tak napf. tubuldrni kolona o objemu 800 ml vyra-
béna firmou BIA snadno toleruje radialni pritokovou rych-
lost 2 1.min™" a byla Gisp&$né pouzita k rychlé separaci bilko-
vin v preparativnim méfitku.

6. Komprimované gely

Soucasné s vyzkumem diskli probihajicim v Praze,
Hjertén v Uppsale experimentoval se silné zesiténymi poly-
akrylamidovymi gely. Neocekdvané pfitom zjistil, Ze po
stlaceni sloupce gelu s pouzitim hydrostatického tlaku prou-
dici kapaliny lze vyznamné zvysit jeho permeabilitu. Odtud
pak byl jiz jenom kricek k ptipravé gelu polymerizaci vod-
ného roztoku N, N’-methylenbis-akrylamidu a kyseliny akry-
lové v pritomnosti anorganické soli, nejéastéji siranu amon-
ného, jeho stlaeni na méné nez 10 % phvodniho objemu,
a pouziti k separaci bilkovin v iontové-vyménném médu®’.
Tato technologie byla posléze prevzata firmou BioRad
v Kalifornii, vylepSena pouZitim 1,4-diakrylpiperazinu jako
sitovadla a pouzita k pfipravé kolon zndmych pod znackou
UNO. Interaktivni skupiny jsou zavadény do t&chto kolon
kopolymeraci. Protoze ptiprava probiha ve vodném roztoku
a vSechny komponenty musi tedy byt rozpustné ve vode, je
pocet zpusobilych monomert, a tedy i separacnich médd,
znaéné omezen. VéEtSina téchto monolith nachdzi proto
uplatnéni v iontové vyménnych separacich. Vyjimkou je
monolit pfipraveny z N-isopropylakrylamidu, ktery je pou-
Zitelny pro hydrofobné-interakéni separace bilkovin™. Vy-
roba monolitll pro separace s obracenymi fazemi touto tech-
nologii by vSak byla velmi obtizna, protoze vhodné mono-
mery nejsou rozpustné ve vod€. Podobné jako predeslé mo-
nolity, i tyto maji velice vyhodny profil vanDeemterovy
zavislosti €innosti na prutoku a umoziuji pouziti velkych
pritokovych rychlosti aniz utrpi kvalita separaci. Hydrofilni
povaha vlastni tomuto typu monoliti je predurcuje
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k separacim bilkovin, peptidd, nukleovych kyselin i celych
adenovira®'.

7. Monolitické kolony z anorganickych materiali

Anorganické latky jsou velmi popularni jako naplné
kolon v kapalinové chromatografii. Neni proto divu, Ze tyto
materialy byly pouzity i k pripravé monolitickych kolon.
Tanaka vyuzil ty€inek z oxidu kfemicitého s precizné kon-
trolovanymi poréznimi vlastnostmi vyvinutych Nakanishim
a Sogou’® a docilil vysoce Gi¢innych separaci malych mole-
kul®, které jsou velmi obtizn& dosaZitelné se viemi vyse
uvedenymi organickymi monolity. Na rozdil od nich v8ak
silikové monolity nemohou byt pfipravovany in situ, nebot’
ztuhnuti béhem hydrolyticky iniciované polykondenzace
tetraalkoxysilanti v pfitomnosti poly(ethylenoxidu) jako
porogenu je doprovazeno znacnym poklesem objemu. Napf.

Obr. 5. SEM obrazky morfologie polymerniho (a) a silikového
(b) monolitu

| .
o il Y ! .
i!i ﬁ | ! [LJL._/ \ 1 mL/min
FagoA 1 1 . 1 T T = 1 T 11
| JUUU‘ 3 mL/min
i ()\A" T T T T T T ¥ T T T
l! .11 |G 5 mL/min
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‘“ .J‘WU;_ 7 mL/min
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d‘— 9 mL/min
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0 1 2 3 4 5 6
Elu¢ni &as, min

Obr. 6. Separace b-blokatoru s obracenymi fazemi pfi riznych
prutokovych rychlostech s pouzitim monolitické kolony
Chromolith*; Podminky: kolona: silikovy monolit RP 18e, 50x4,6
mm i.d.; mobilni faze: 20 : 80 acetonitril/0,1 % trifluoroctova kyse-
lina ve vodg; pritok: 1-9 ml.min™', UV detekce pii 254 nm, piky:
atenolol (1), pindolol (2), methoprolol (3), celiprolol (4), bisoprolol
)
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tyC¢inka o pruméru 4,6 mm se ziska z formy o pruméru 6
mm. Proto se ty¢inky vyrab¢ji oddélen€ a poté uzaviou do
smrstivé trubice z materialu PEEK (poly(ether-ether-keton),
ktera pak tvoii t€lo kolony. Interaktivni skupiny, vétSinou
C18, se navazuji znamymi reakcemi na silikovy monolit jiz
umistény v kolong€. Diky zna¢nym objemovym zméndm je
mozné pfipravit pfimé ty¢inky pouze do délky cca 15 cm,
coz do znacné miry omezuje maximalni délku kolon. Pii
vétsSich délkach totiz dochdzi k ohybani tycinek. Merck
(Darmstadt) vyrabi v soucasnosti tyto kolony ve dvou veli-
kostech pro separace s obracenymi fazemi pod nazvem
Chromolith**. Laboratorné byly jiz vyvinuty i kolony pro
kapilarni HPLC pfipravené ptimo v kapilarach. Smrstivost
je fizena kovalentnim navazdnim monolitu ke sténdm kapi-
lary™.

Porézni struktura silikovych monolitll je odlisna od
organickych monolitd. Zatimco struktura organickych poly-
mert se skladd z pospojovanych skupin malo usporadanych
mikroglobuli s makrop6ry mezi nimi (obr. 5a), silikové mo-
nolity se skladaji z dobfe usporadanych pfiblizné stejné veli-
kych skeletti prostoupenych téméf monodisperznimi 1 pm
velkymi pory (obr. 5b). Skelety samy jsou téz porézni a pro-
pujcyji témto monolitim specificky povrch dosahujici néko-
lika set m>.g”', tedy vlastnost, jeZ je cenéna pravé pfi sepa-
racich malych molekul. Obr. 6 zobrazuje velmi rychlé déle-
ni 1é¢iv. Nizky odpor k toku typicky pro vS§echna monolitic-
ka média umoziuje pouziti kolony o vnitfnim primeéru 4,6
mm pii pritokové rychlosti a7 9 ml.min™', aniz by tlak pfe-
sahl hodnotu 8 MPa, coZ jsou podminky zcela nepfedstavi-
telné pro stejnou kolonu napln&nou 5 um &asticemi**.

Na rozdil od organickych monolitickych kolon, které
se mimotadné osveédCily pfi separacich velkych molekul,
vétSina zatim popsanych separaci pouZivajicich silikové
monolity se tyka malych molekul. To ¢ini tyto kolony uni-
katnimi v celé rodiné monoliti uréenych pro HPLC.

8. Reprodukovatelnost monolitickych kolon

Spolu se zavedenim monolitickych kolon opét vy-
vstala ona vécna otdzka chromatografistli tykajici se repro-
dukovatelnosti. Typické sférické naplné chromatografic-
kych kolon s definovanymi fyzikalnimi i chemickymi vlast-
nostmi jsou vyrabény ve velkych mnozstvich a jednotlivé
kolony plnény identickym materidlem. Toto plnéni byva
kamenem trazu a Casto je oznacovano za ,,Cernou magii®,
protoze reprodukovatelnost je pravé nejvice ovlivnéna timto
vyrobnim stupném a védecka baze ke kontrole tohoto postu-
pu chybi. Naproti tomu kazda monoliticka kolona, at’ jiz
ziskand polymerizaci in situ &i pfipravend oddélend
a poté uzaviena do kolony, je vlastné prototypem. Nékte-
ré typy monolitickych kolon dale vyZzaduji chemickou
modifikaci, ktera se rovnéz provadi v koloné. Pochopitel-
né, ¢im vétsi pocet stupiil, tim vétsi rozptyl vlastnosti.
Tak napt. poly(styren-co-divinylbenzenové) monolitické
kolony pfipravené v jediném stupni jsou velice dobfe repro-
dukovatelné. Kupodivu vsak i silikové monolitické kolony,
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jejichz mnohastupnova vyroba patfi k nejslozitéjsim, se
vyzna&uji veelku dobrou reprodukovatelnosti. Siroka neza-
visla studie prokazala, Ze reprodukovatelnost komer¢nich
kolon Chromolith je pln€ srovnatelnd s jejich plnénymi pro-
téjsky. Napf. variace v relativnich retencich vykazovaly
relativni smérodatnou odchylku 4 % pro vétSinu z dlouhé
fady testovanych latek*®.

9. Epilog

Ackoliv monolitické kolony, nazyvané stacionarnimi
fazemi Gtvrté generace®’, jsou veelku novou formou fazi pro
HPLC a mnoho jesté zbyva udélat, poznatky ziskané za
predeslé obdobi otviraji dvete k pfipravé jest¢ ucinnéjsich
a rychlejsich kolon s vlastnostmi Sitymi na miru pozadované
aplikaci. Guiochon nedavno napsal38: »Vynalez a vyvoj
monolitickych kolon je vyznamna zména v kolonové tech-
nologii, vpravdé prvni ptivodni prulom, ktery se objevil
v této oblasti od doby pted sto lety, kdy Cvét vynalezl chro-
matografii.“ Velky objem experimentalni prace nahromade-
ny do dnesnich dnt, jakoz i komer¢ni dostupnost monolitic-
kych kolon, podporuji Givahy o jejich zna¢ném potencialu do
budoucna. Jejich jedinecné vlastnosti odliSujici je od vsech
ostatnich kolon, zejména pak snadnost jejich pfipravy, tole-
rance k velkym pratokovym rychlostem dosazitelnym
s pouzitim pouze mirnych tlak a velké rychlosti, s nimiz
lze dosahnout vynikajicich separaci, ¢ini tyto kolony
v jistych oblastech nezastupitelnymi. Pocet separaci docile-
nych s monolitickymi kolonami i mnozstvi vyvinutych se-
para¢nich metod zatim zdaleka nedosahuje poctl charakteri-
zujicich jejich mnohem star$i protéjsky plnéné sférickymi
casticemi. Je vSak otazkou casu, kdy toto jiz nebude prav-
dou, protoze pocet chromatografistl pouZzivajicich monoli-
tické kolony neustdle roste a do jejich vyzkumu jsou
v soucasné dob¢ zapojeny pracovisté na vSech kontinentech.
I v Ceské republice je nékolik skupin, které se angazuji
v této oblasti **~*'.

Rozsah tohoto sdéleni umoznil pouze popis monolitic-
kych materialéi pouZitelnych v HPLC. Rada dalsich stejné
slibnych aplikaci se v§ak ukazuje i v dalSich oblastech jako
je elektrochromatografie®’, mikrofluidni systémy, plynova
chromatografie, heterogenni katalyza a kombinatorialni
chemie. Zajemci o dalsi informace je najdou v praveé vydané
objemné monografii®’.

Tato prace byla umoznéna diky podpore National Insti-

tute of General Medical Sciences, National Institutes of

Health, grant GM-48364.

LITERATURA
1. Kubin M., gpaéek P., Chromecek R.: Collect. Czech.
Chem. Commun. 32, 3881 (1967).
2.Ross W. D., Jefferson R. T.: J. Chrom. Sci. &, 386
(1970).
3.Hansen L. C., Sievers R. E.: J. Chromatogr. 99, 123
(1974).

237

Referaty

4. Hileman F. D., Sievers R. E., Hess G. G., Ross W. D.:

Anal. Chem. 45, 1126 (1973).

Roper D. K., Lightfoot E. N.: J. Chromatogr., A 702, 3

(1995).

.Meyers J. J., Liapis A. L.: J. Chromatogr., A 852, 3
(1999).

. Tennikova T. B., Svec F., Belenkii B. G.: J. Lig. Chro-
matogr. /3, 63 (1990).

.Belenkii B. G., Podkladenko A. M., Kurenbin O. I.,
Mal'tsev V. G., Nasledov D. G., Trushin S. A.: J. Chro-
matogr. 645, 1 (1993).

. Tennikova T. B., Bleha M., Svec F., Almazova T. V.,
Belenkii B. G.: J. Chromatogr. 555, 97 (1991).

5.

6

10. Svec F., Jelinkova M., Votavova E.: Angew. Makromol.
Chem. 788, 167 (1991).

11. Hradil J., Jelinkovd M., Ilavsky M., Svec F.: Angew.
Makromol. Chem. 185/186, 175 (1991).

12. Tennikova T. B., Freitag R.: J. High Resolut. Chroma-
togr. 23, 27 (2000).

13. Strancar A., Koselj P., Schwinn H., Josic D.: Anal.
Chem. 68, 3483 (1996).

14. Strancar A., Podgornik A., Barut M., Necina R.: Adv.
Biochem. Eng. Biotechnol. 76, 49 (2002).

15. Tennikov M. B., Gazdina N. V., Tennikova T. B., Svec
F.: J. Chromatogr., A 798, 55 (1998).

16. Tennikova T. B., Freitag R., v knize: Analytical and
Preparative Separation Methods of Biomacromolecules
(H.Y. Aboul-Enein, ed.), kap. 8. M. Dekker, New York
1999.

17. Svec F., Fréchet J. M. J.: Anal. Chem. 54, 820 (1992).

18. Viklund C., Svec F., Fréchet J. M. J., Irgum K.: Chem.
Mater. 8, 744 (1996).

19. Buchmeiser M. R.: Macromol. Rapid Commun. 22,
1082 (2001).

20. Rohr T., Hilder E. F., Donovan J. J., Svec F., Fréchet J.
M. J.: Macromolecules 36, 1677 (2003).

21. Xie S., Allington R. W., Svec F., Fréchet J. M. I.: I.
Chromatogr., A 865, 169 (1999).

22. Premstaller A., Oberacher H., Huber C. G.: Anal. Chem.
72,4386 (2000).

23. Peters E. C., Svec F., Fréchet J. M. J., Viklund C., Irgum
K.: Macromolecules 32, 6377 (1999).

24. Viklund C., Irgum K., Svec F., Fréchet J. M. J.: Ma-
cromolecules 34, 4361 (2001).

25. Peters E. C., Svec F., Fréchet J. M. J.: Adv. Mater. 9,
630 (1997).

26. Peterson D. S., Rohr T., Svec F., Fréchet J. M. J.: J. Pro-
teome Res. 7, 563 (2002).

27. Peters E. C., Svec F., Fréchet J. M. J.: Chem. Mater. 9,
1898 (1997).

28. Podgornik A., Barut M., Strancar A., Josic D., Koloini
T.: Anal. Chem. 72, 5693 (2000).

29. Hjertén S., Liao J. L., Zhang R.: J. Chromatogr. 473,
273 (1989).

30. Hjertén S.: Ind. Eng. Chem. Res. 38, 1205 (1999).

31.Liao J. L.: Adv. Chromatogr. 40, 467 (2000).

32. Nakanishi K., Soga N.: J. Am. Ceram. Soc. 74, 2518
(1991).



Chem. Listy 98, 232 —238 (2004)

33. Tanaka N., Ishizuka N., Hosoya K., Kimata K., Minaku-
chi H., Nakanishi V, Soga N.: Kuromatogurafi /4, 50
(1993).

Cabrera K., Lubda D., Eggenweiler H. M., Minakuchi
H., Nakanishi K.: J. High Resolut. Chromatogr. 23, 93
(2000).

Motokawa M., Kobayashi V, Ishizuka N., Minakuchi
H., Nakanishi K., Jinnai H., Hosoya K., Ikegami T.,
Tanaka N.: J. Chromatogr., A 961, 53 (2002).

Kele M., Guiochon G.: J. Chromatogr., A 960, 19
(2002).

Iberer G., Hahn R., Jungbauer A.: LC-GC (North Ame-
rica) 17, 998 (1999).

Al Bokari M., Cherrak D., Guiochon G.: J. Chromatogr.,
A 975,275 (2002).

Coufal P., Cihak M., Suchankova J., Tesafova E.: Chem.
Listy 95, 509 (2001).

Coufal P., Cihak M., Suchankova J., Tesafova E.,
Bosakova Z., Stulik K.: J. Chromatogr., A 946, 99
(2002).

Kvasnitkova L., Glatz Z., Stérbova H., Kahle V., Slani-
na J., Musil P.: J. Chromatogr. 976, 265 (2001).
Kvasnickova L., Glatz Z., Kahle V.: Chem. Listy 97, 86
(2003).

43.Svec F. , Tennikova T.B., Deyl Z. (ed.): Monolithic

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

238

Referaty

Materials: Preparation, Properties, and Applications.
Elsevier, Amsterdam 2003.

F. Svec (Department of Chemistry, University of Cali-
fornia, Berkeley, USA): Monolithic Stationary Phases.
Place of Birth: Prague

It is not generally known that monoliths, which are
now the fastest growing segment of HPLC column techno-
logies, were invented in Prague as early as the late 1960s.
Although these early monoliths comprising a block of
swollen hydrophilic gel did not perform flawlessly, the con-
cept has been demonstrated. Unfortunately, after a few more
approaches were unsuccessfully tested, this technology was
almost forgotten until the late 1980s. At that time, two
groups developed simultaneously synthetic polymer
monoliths with an excellent performance in the separation
of proteins. Interestingly enough, one of them was again in
Prague. This new generation of monoliths triggered
a broad interest in this technology and has led to develop-
ment of a wide variety of formats and materials. This re-
view also describes in some detail the current most
successful monolithic formats such as discs and columns as
well as a plethora of materials that were used for their pre-
paration.
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1. Uvod

V rostlindch se vyskytuji strukturné velmi riznorodé
fenolové slouceniny. Vzhledem k jejich Sirokému rozsiteni
a vysoké koncentraci v rostlindch jsou b&znou soucasti lid-
ské potravy. NejbéznéjSimi rostlinnymi polyfenoly jsou
flavonoidy, fenolové kyseliny a lignany. V souasnosti
roste zajem o studium téchto ptirodnich latek, protoze jejich
piijem v potravé je ddvan do souvislosti se snizenim vysky-
tu zavaznych nemoci jako je rakovina a kardiovaskularni
choroby. Zvyseny pifijem cerveného vina, které je zvlaste
bohaté na polyfenoly, je jednim z pravdépodobnych vysvét-
leni tzv. ,,francouzského paradoxu®, tedy relativn¢ vysokym
obsahem tukll v potravé a nizkou mortalitou na kardio-
vaskularni onemocnéni ve Francii'. Epidemiologicka data
upozornuji na korelaci mezi mnozstvim flavonoida v potra-
v¢ a snizenim rizika kardiovaskularnich onemocnéni, v né-
kterych klinickych studiich az o vice nez 50 % (cit.?). Nizsi
pravdépodobnost nadorovych onemocnéni u osob, které
konzumuji vice potravin bohatych na polyfenoly, neni tak
ziejma a akceptovana u odborné vefejnosti, jako je tomu
u kardiovaskularnich onemocnéni. Pfesto i zde nékteré stu-
die naznacuji, ze pfijem potravin obsahujici ur¢ité polyfeno-
ly, mlize chranit organismus pfed nékterymi formami rako-
viny, pfedev§im rakoviny plic’, traviciho traktu*’ a rakoviny
prsu u Zen a rakoviny prostaty u muzi’. Rovnéz fada experi-
mentll na laboratornich zvifatech a nadorovych bunkach
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prokazala antikarcinogenni u¢inky rostlinnych polyfenold.

Predpoklada se, ze na protektivnim Géinku se podili
schopnost rostlinnych polyfenold zhaSet reaktivni kyslikové
radikaly a omezovat jejich tvorbu chelataci iontd ptechod-
nych kovi, predevsim kationtl zeleza, které jsou schopny
generovat vysoce reaktivni hydroxylové radikaly. Polyfeno-
ly chrani lipoproteiny o nizké hustoté pted oxidac¢ni modifi-
kaci, ktera je povazovéana za jeden z klicovych d&ji pii roz-
voji ateroskler6zy. Mohou také pusobit proti vzniku krev-
nich srazenin a timto zplsobem snizovat riziko infarktu
myokardu nebo mozkové mrtvice. Mechanismy antiatero-
genniho plsobeni polyfenold byly neddvno shrnuty
v piehledném ¢&lanku®. Byla navrzena fada mechanismi,
kterymi mohou polyfenoly pfitomné v potravé ¢loveka chra-
nit pred vznikem rakoviny’, zahrnuji fadu G&inka na Grovni
pfenosu signdlil, které se uplatiuji pfi kontrole bunééného
cyklu, apoptdzy a angiogenézy. Mohou se uplatnit také an-
tiestrogenni ucinky nékterych tfid polyfenold, piedevsim
isoflavonu, lignant a stilbent, shrnuté v ptehledném clan-
ku®.

Malo je vsak znamo o tom, zda a v jakém mnozstvi jsou
rostlinné polyfenoly resorbovéany z traviciho traktu ¢lovéka,
jaké je rozpéti koncentraci v krevni plazmé, jak jsou meta-
bolizovany a vylucovany z organismu. Rovnéz znalosti
o0 jejich mnozstvi v potravinach nejsou zdaleka kompletni.

2. Prijem polyfenolu

Rostlinné polyfenoly jsou nejrozsifenéjsimi sloucenina-
mi s redukénimi u€inky v nasi stravé. Jejich denni pfijem
byl odhadnut na 1 g a je tedy vyrazné vyssi nez je piijem
antioxidaCnich vitaminfi, jako jsou tokoferoly, karoteny
nebo askorbova kyselina’. RovnéZ v testech antioxida&ni
aktivity polyfenoly Casto pred¢i vitaminy nebo endogenni
antioxidanty jako je napf. kyselina mocova. Obsah polyfe-

Cr’
O OH

OH
OH O

Obr. 1. Strukturni vzorec prokyanidin(4—8)dimeru
(proanthokyanidin) a (+)-katechinu (flavanol)
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Tabulka I

Orientacni obsah polyfenolll v bézné konzumovaném mnozstvi nékterych potravin a napojt

Referaty

29,15,43,44

Potravina Mnozstvi potraviny Obsah polyfenolt Hlavni polyfenoly
HPLC Folinovo ¢inidlo®

Brambory 200 g 30 mg 60 mg chlorogenova kys.
Rajcata 100 g 10 mg 40 mg fenolové kyseliny
Jablka 200 g 240 mg 460 mg proanthokyanidiny
Visné 50g 280 mg 280 mg® anthokyany
Pseni¢na mouka 100 g 75 mg 75 mg® ferulova kyselina
Hotka ¢okolada 20g 100 mg 170 mg proanthokyanidiny
Cervené vino 100 ml 100 mg 200 mg proanthokyanidiny
Kava 200 ml 150 mg 180 mg chlorogenova kys.
Cerny &aj 200 ml 140 mg 200 mg katechiny

# Stanoveno spektrofotometricky pomoci Folinova ¢inidla na zakladé reduk&nich vlastnosti polyfenold. Obsahy polyfenold
jsou nadhodnoceny u vzorkil obsahujicich askorbovou kyselinu, piipadné jiné redukujici latky, napf. sifiitany (vino).
® Hodnoty stanovené pomoci Folinova &inidla chybi, proto jsou nahrazeny hodnotami ziskanymi pomoci HPLC

OH

OH

OH

HO N
AN
9@

OH

Obr. 2. Strukturni vzorec kyanidinu (anthokyanidin) a flavono-
lu kvercetinu (3,5,7,3",4"-pentahydroxyflavon)

OMe

OH

Obr. 3. Strukturni vzorec genisteinu (isoflavon) a hesperetinu
(flavanon)

noll v nékterych bézné konzumovanych potravinach je uve-
den vtab. I. Hlavnimi zdroji polyfenolii jsou predev§im
napoje (vino, kava, ¢aj, ovocné dzusy), ¢okolada a ovoce.
Celkovy obsah polyfenold v pivé je také vysoky, piiblizné
350 mg.I", ale &ast z toho ptipada na Maillardovy produkty.

Na celkovém piijmu polyfenold se flavonoidy podili asi
ze dvou tfetin, fenolové kyseliny pfiblizné jednou tfetinou
a ostatni polyfenoly (napf. lignany®'® a stilbeny'') tvoii
minoritni podil’. Flavonoidy mizeme rozdélit do nékolika
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strukturnich tfid, v zavislosti na oxida¢nim stavu heterocyk-
lu obsahujicim atom kysliku (obr. 1 az 3). Biosyntéza flavo-
noidii byla neddvno uvedena v tomto Casopise'>. V rostli-
nach se flavonoidy vyskytuji pfevazn€ jako [B-glykosidy.
Sacharidovou slozkou je nejcastéji glukosa nebo rhamnosa,
miiZe to byt také glukuronova kyselina, galaktosa nebo jiny
sacharid. Nejcasté&ji je ptipojen jeden glykosyl, nékdy vsak
jsou substituovany dva nebo tfi hydroxyly polyfenolu. Agly-
kon nebo sacharidova slozka mize byt dale substituovana
hydroxykyselinou, napf. kyselinou jable¢nou nebo galovou.
Z flavonoidu se v potravé nejcastéji vyskytuji oligomer-
ni proanthokyanidiny a flavanoly (katechiny), viz obr. 1,
primérny denni pfijem kazdé skupiny ptfevySuje 100 mg
(cit.”). Oligomerni proanthokyanidiny, ve kterych je spojeno
2—11 flavanolovych jednotek, nejcastéji vazbou C4-CS,
maji vyrazné adstringentni vlastnosti a vyskytuji se zejména
v ovoci, ¢okolad¢ a Cerveném viné. Katechiny pfijimame
predevsim v caji, ovoci a Cokoladé. Anthokyany (obr. 2)
jsou barevné pigmenty ovoce a ¢erveného vina, jejich denni
pfijem je velmi rozdilny, mize dosdhnout az 200 mg
(cit.>). Flavonoly (obr. 2) se vyskytuji v ovoci, zelening
(cibule) i1 v napojich (Caj), avsak v pomérné malém mnoz-
stvi a tedy jejich denni pfijem byl odhadnut pouze na 20 mg
(cit."®). Piesto patii, predeviim kvercetin a jeho derivaty
jako je rutin, k nejcast&ji studovanym flavonoidim. Je to
dano jejich komer¢ni dostupnosti a vyznamnou biologickou
aktivitou'®. Rutin se pouziva jako venofarmakum. Isoflavo-
ny (obr. 3) se fadi mezi fytoestrogeny, vyskytuji se prede-
viim v s6ji®, na celkovém piijmu flavonoidi se podileji jen
z malé ¢asti, jejich pfijem byl v Japonsku stanoven jen na
30-40 mg.den” (cit.’). Flavanony z citrusového ovoce
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(obr. 3), stejné jako flavony a isoflavony, pfispivaji

k primérnému dennimi piijmu polyfenoli maximalné néko-
lika desitkami miligramui.

Fenolové kyseliny, napf. kyselina kadvova (la, R=H),
ferulova (Ib, R=CH3;) nebo galova (I]) se nejcastéji nachaze-
ji v rostlindch ve formé esterli, v nichZ se vazi karboxylem
na hydroxylové skupiny organickych kyselin nebo sachari-
di. Nejbéznéjsi latkou tohoto typu je kyselina chlorogenova
(IIl), tedy 5-kofeylchinova kyselina. Kyselina chlorogenova
se vyskytuje ve vysokém mnozstvi v kavé (50-150 mg
v Salku kavy). Konzumenti kavy tak mohou pfijimat vice
fenolovych kyselin nez flavonoidi. Dale se nachdzi mimo
jiné v bramborach a v mnoha dalSich druzich zeleniny
aovoce. Kyselina ferulova je nejcastéji soucasti vlakniny,
kde je esterovou vazbou vazana na hemicelulosy. Kyselina
galova se vyskytuje rovnéz ve formé esterd, napf. v galota-
ninech je navézana na glukosu'’.

Pfiznivy vliv rostlinnych polyfenold na zdravi ¢lovéka,
dokumentovany jak klinickymi studiemi, tak pokusy na
zvifatech a bunécnych kulturach, podnitil zdjem o studium
biologické dostupnosti téchto latek. Nové poznatky, v mno-
hém revidujici piivodni pfedpoklady, jsou piedmétem toho-
to sdé€leni, které je zaméfeno predevsim na biologickou do-
stupnost a metabolismus glykosidi kvercetinu, jez jsou
z flavonoidl nejcastéji studovany, a na chlorogenovou kyse-
linu, nejrozsirenéjsi fenolovou kyselinu v nasi potravé.

3. Resorpce a premény polyfenola v travicim
traktu

Hlavnim mistem resorpce polyfenold v travicim traktu
je tenké a tlusté stfevo. Existuji vSak dikazy, ze nékteré
polyfenoly pfijimané v nédpojich se mohou ¢aste¢né resorbo-
vat jiz v dutin€ ustni. Po vypiti zeleného ¢aje byla koncent-
race katechinti ve slinach o dva fady vyssi nez v plazmé.
Eliminace katechint ze slin (poloc¢as 10—-20 min) byla mno-
hem rychlejsi nez z plazmy. Ve slindch byla také zjiSténa
esterasa hydrolyzujici epigalokatechingalat (/) na epigalo-
katechin'®,
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Tabulka II
Resorpce polyfenolil v tenkém stieveé u osob s ileostomii

Polyfenol Mira resorpce [%] Lit.
Kvercetin 24+9 17
Kvercetin-3-rutinosid 17+£15 17
Kvercetin-3-glukosid 52+15 17
Chlorogenova kyselina 33+£17 18
Kéavova kyselina 95+ 4 18

3.1. Procesy v tenkém stievé

Pivodné se predpokladalo, ze polyfenoly nemohou byt
resorbovany z traviciho traktu Clovéka ve formé relativné
polarnich glykosidd nebo esterti. Mira jejich resorpce byla
povazovana za nizkou a zévislou na schopnosti stievni mik-
rofléry uvolnit nepolarni aglykony, coz je nutné spojeno
s jejich rozsahlou mikrobialni degradaci. Tyto teoretické
pfedstavy byly v souladu s experimentélnimi daty dokumen-
tujici nizkou a proménnou absorpci nékterych polyfenoli
u lidi a zvirat.

Prekvapivé vysledky vSak pfineslo studium resorpce
polyfenolll v travicim traktu u pacientl s ileostomii, tedy s
chirurgickym vyvodem posledni ¢asti tenkého stfeva biisni
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sténou s odvadénim jeho obsahu. Mikrobialni degradace
sloucenin v tenkém stfeveé je minimalni a podil resorbované-
ho polyfenolu se da vypocitat z jeho pfijmu a z mnozstvi
stanoveného v ileostomickém vytoku'”'. Byla nalezena
vysoka mira resorpce nékterych polyfenoll v tenkém stieve,
viz tab. II. Resorpce kvercetin-3-0-glukosidu byla vyssi nez
resorpce rutinu (kvercetin-3-rutinosidu, V) a prekvapivé
vy§§i nez samotného aglykonu kvercetinu'’. Zajimavym
nalezem byla také vysoka mira absorpce fenolovych kyse-
lin, kyseliny kavové (Ia) a kyseliny chlorogenové (/1I), uka-
zujici, ze fenolové kyseliny mohou byt snaze resorbovany
ztravictho traktu nez flavonoidy'®. Vsechny studie
o biologické dostupnosti kyseliny chlorogenové publikova-
né do roku 1999 vedly k zavéru, zZe se tato fenolova kyselina
neresorbuje z traviciho traktu &lovéka a Zivogicha'®. Resorp-
ce chlorogenové kyseliny z traviciho traktu vSak byla ne-
davno zjisténa u jedinct s ileostomii'® a je v souladu s jejim
pritkazem v plazmé a mo¢i*’.

Prestoze se nékteré flavonoidy pravdépodobné resorbuji
z travicitho traktu ve formé glykosidl, odStépeni polarni
slozky je nebytné pro prostou diftizi vétSiny polyfenoll pies
kartacovy lem tenkého stfeva. Neenzymova deglykosidace
v lidském téle, napt. v kyselém prostfedi Zaludecni §tavy,
neprobiha. Pro pfeménu glykosidd v tenkém stfevé ma nej-
vétsi vyznam enzym laktasa (laktasa-florizin hydrolasa EC
3.2.1.23 a 62). Enzym je lokalizovan na vn¢jsi strané¢ mem-
brany karta¢ového lemu enterocytl, mize tedy pusobit na
polyfenoly v lumen tenkého stfeva. Laktasa je predev§im
zodpovédna za hydrolyzu mlééného cukru, disacharidu lak-
tosy. Enzym ma i druhé aktivni misto schopné hydrolyzovat
mén€ polarni glykosidy, jako jsou [-glykosylceramidy
a pusobi také na dihydrochalkonglukosid florizin (V7). Lak-
tasa je pomérné nespecifickd B-glukosidasa, ktera je schop-
na také Stépit flavonoidni monoglukosidy i diglukosidy,
nehydrolyzuje vSak kvercetin-3-rhamnoglukosid (rutin, V).
Glykosidy flavonoidt jsou piekvapivé hydrolyzovany spise
laktasovou doménou laktasy-florizin hydrolasy*'. Pies 75 %
svétové populace (90 % Africanti a Asiatl, ale pouze 5 %
Evropantl) ma fenotyp spojeny s nizkou aktivitou laktasy
v dospélosti.

Laktasa neni jedinou sav¢i glukosidasou. Cytosolova 3-
-glukosidasa je lokalizovana v riznych tkanich véetné ente-
rocytd a kolonocyti, zvlasté pak v jatrech. M4 uzsi substra-
tovou specifitu nez laktasa, na rozdil od laktasy nehydroly-
zuje napf. kvercetin-3-glukosid®'.

V krvi savci a ¢loveka byly nalezeny nékteré glykosidy
flavonoida. Hydrolyza sacharidové slozky neni tedy pravdé-
podobné nutnou podminkou G¢inné resorpce vSech polyfeno-
Ia. V lidské plazmé a moci byly opakované nalezeny antho-
kyany, napf. kyanidin-3-glukosid a kyanidin-3,5-diglu-
kosid®. Glukosidy kvercetinu byly také detekovany v krevni
plazmé dobrovolniki™?**, tento nalez viak neni plné akcepto-
van celou odbornou komunitou. Odplirci upozoriluji na moz-
nost zamény glukosidii za glukuronidy, protoze maji pfi
HPLC na reverzni fazi v kyselé mobilni fazi velmi blizké
reten¢ni Casy a na vysokou aktivitu tkanovych B-glukosidas.
Predpoklada se, ze glukosidy flavonoidt mohou byt trans-
portovany do enterocytll pomoci glukosového prenaSece
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zavislém na Na* (sodium-dependent glucose cotransporter —
SGLT 1). V enterocytech mohou byt hydrolyzovany na
aglykony a transportovany do portalni krve ve form¢ agly-
koni nebo glykosidi®.

3.2. Procesy v tlustém stfev¢

Polyfenoly, které nejsou resorbovany v tenkém stieve,
se dostavaji do tlustého stfeva, kde jsou metabolizovany
sttevnimi baktériemi. Z flavonoidu rutinu (kvercetin-3-
-rutinosid, V) je bakterialnimi a-rhamnosidasami odstépen
aglykon kvercetin. Chlorogenova kyselina (/1) je hydroly-
zovana bakterialnimi esterasami na kyselinu kdvovou a ky-
selinu chinovou. Produkty hydrolyzy, zbavené polarni sloz-
ky, se mohou resorbovat nebo Castéji jsou dale metabolizo-
vany stfevnimi bakteriemi. Typickymi pfeménami jsou re-
dukéni nebo hydrolytické reakce. Aglykony flavonoidl jsou
roz§tépeny v misté pyranového cyklu, obvyklymi produkty
jsou fenolové kyseliny (napt. 3-hydroxyfenyloctova a 3,4-
-dihydroxyfenyloctova kyselina, cit.**®). Fenolové kyseliny
tvofi znacnou ¢ast (30-60 %) metaboliti potravou piijatych
flavanoidi®’. Fenolové kyseliny podléhaji v tlustém stievé
dehydroxylaénim reakcim, castéji je redukovan hydroxyl
v para poloze aromatického jadra, napt. z kyseliny kavové
tak vznika kyselina meta-kumarova (VII). Dale dochazi
k bakterialni hydrogenaci v misté¢ dvojné vazby, kyselina
kavovd se preméiluje na kyselinu  3,4-dihydroxy-
fenylpropionovou (VIII), zatimco zkraceni postranniho fe-
tézce za vzniku derivati kyseliny benzoové probiha pravdé-
podobné az po resorpei kyselin v jatrech®.

Je nutné poznamenat, ze koncentrace polyfenolt v tlus-
tém stfevé vzhledem k jejich omezené resorpci v tenkém
stfevé a resorpci vody v tlustém stfevé mize dosdhnout
vysokych hodnot, fadové v mmol.I"" a miize pisobit preven-
tivn& proti vzniku kolorektalniho karcinomu’.

Polyfenoly omezuji resorpci zeleza tvorbou stabilnich
komplextl s nehemovym Zelezem v travicim traktu®’. Nizsi
resorpce Zeleza mize mit negativni dopad na populaci na-
chylnou na jeho nedostatek (déti, t¢hotné zeny). Na druhou
stranu zvySeny piijem Zeleza je mozny rizikovy faktor ate-
rosklerozy?®.

4. Metabolismus polyfenoli po jejich resorpci

Po resorpci z traviciho traktu jsou polyfenoly dale me-
tabolizovany enzymy pfitomnymi v tkanich ¢lovéka. Piemé-
ny jsou velmi podobné metabolismu 1é¢iv a jinych xenobio-
tik. Polyfenoly se konjuguji s kyselinou glukuronovou, siro-
vou nebo glycinem, podléhaji methylaci nebo kombinaci
téchto pfemeén, coz vede spolecné s bakterialnimi pfeména-
mi v travicim traktu k velkému poctu metaboliti.

Po resorpci jsou polyfenoly konjugovany s kyselinou
glukuronovou buitkami stievni mukoézy®, dale mohou byt
v jatrech nebo i v jinych tkanich konjugovany s kyselinou
glukuronovou nebo sulfatovany. Methylace katechol-O-
-methyltransferasou (COMT) probiha v jatrech nebo v led-
vinach. Kyselina kavova (/a) se metabolizuje COMT na
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Obr. 4. ZjednodusSené schéma metabolickych pifemén kyseliny

kavové?*!

kyselinu ferulovou (/b), zkracenim postranniho fetézce se
tvofi kyselina vanilové (LX), konjugaci s glycinem vaniloyl-
glycin (X), viz obr. 4. Methylovana mize byt také hydroxy-
lova skupina v para poloze aromatického jadra™.
UDP-glukuronyltransferasy jsou lokalizovany na mem-
branach endoplazmatického retikula a tvofi velkou skupinu
enzymu. Jejich aktivita siln¢ zavisi na slozeni potravy,
pfijmu xenobiotik a genetickém polymorfismu. Fenolsulfo-
transferasy jsou cytosolové enzymy a jejich aktivita je
v populaci velmi rozdilna a neni indukovatelna xenobiotiky™’.
Fenolové kyseliny také podléhaji konjugaci s glycinem®
nebo jsou odbourany na hydroxyderivaty kyseliny benzoo-
vé, pripadné az na kyselinu benzoovou (XI), viz obr. 4.
Kyselina benzoova poskytuje konjugaci s glycinem kyselinu
hippurovou (benzoylglycin, XII). Zna¢na ¢ast hippuratu
vylu€ovaného moci je produktem odbourani fenolovych

Xl
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kyselin, piipadné flavonoidd. S glycinem se konjuguje také
kyselina 3-hydroxybenzoova (XIII) a 4-hydroxybenzoova.
Presné struktura konjugat polyfenoli (s kyselinou sirovou
nebo glukuronovou) vznikajicich v organismu vétSinou neni
znama®®.

Na rozdil od vétSiny léciv, které jsou casto podany
v jednorazové davce vétsi nez 100 mg, coz vede k saturaci
konjugacnich enzymt a k vyznamné koncentraci nekonju-
govaného 1é¢iva v krevnim séru, koncentrace nekonjugova-
nych polyfenolll v plazmé po pfijmu rostlinné potravy jsou
velmi nizké. Jakmile jsou vSak rostlinné polyfenoly podany
ve farmakologickych davkach, objevi se vysoka koncentra-
ce nekonjugovaného polyfenolu v krvi. Davka rovnéz ovliv-
fiuje hlavni misto biotransformace polyfenolu. Velké davky
polyfenolu jsou metabolizovany pfevazné v jatrech, mala
mnozstvi jsou pfeméfovana jiz stfevni mukozou,
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k sekundarnim reakcim pak dochazi v jatrech’.

Predpoklada se, ze konjugované polyfenoly diky své
amfipatické struktufe mohou byt lokalizovany na povrchu
LDL-lipoproteint a ti¢inné tak branit jejich oxida¢ni modifi-
kaci*’. Byly zaznamenany velké interindividualni rozdily
v metabolismu polyfenolli pravdépodobné zplsobené gene-
tickym polymorfismem (napf. rozdilna aktivita laktasy, glu-
kuronyltransferas a COMT) a slozenim stfevni mikroflory.

5. Analyza a koncentrace polyfenolii a jejich
metabolita v plazmé a mo¢i

Mnozstvi polyfenolu v krevni plazmé a moci se stano-
vuje vétSinou vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
s elektrochemickou, fluorescen¢ni nebo hmotnostni detekci.
Detekce v UV oblasti je méné vhodna s ohledem na nedo-
statecnou citlivost a specifitu detekce, n€kdy se pouziva pro
stanoveni v moci. Pii n€kterych aplikacich se stanovovaly
pouze aglykony, vétSinou se vSak voli metody zahrnujici
stanoveni konjugovanych polyfenoli. K hydrolyze konjuga-
th se nejéastéji pouziva enzymovy preparat z Helix pomatia
s B-glukuronidasovou a sulfatasovou aktivitou, méné Casto
se pouziva kysela hydrolyza.

Je-li polyfenol podan dobrovolnikim v mnozstvich
vyskytujicich se v potravé, jeho koncentrace v krevni
plazmé vétsinou nepiekraduje 1 umol.l”, pii vyssich dav-
kach 5 pmol.I'". Rozdilny zptsob metabolismu glukosidi
kvercetinu a rutinu (kvercetin-3-rhamnoglukosidu) se odrazi
v rozdilnych farmakokinetickych datech. Hydrolyza gluko-
sidl kvercetinu v tenkém stfeveé pomoci laktasy nebo cyto-
solové B-glukosidasy vede k rychlému nardstu koncentrace
kvercetinu v krvi dobrovolnikii a maximalni koncentrace
kvercetinu je dosazeno jiz po 30 min od jeho pfijmu. Na-
proti tomu z rutinu je uvolnén aglykon kvercetin az v tlus-
tém stievé bakterialnimi a-rhamnosidasami a vrcholu hla-
diny kvercetinu v krvi je dosazeno az po 6 h. Rovnéz maxi-
malni koncentrace kvercetinu byla v pfipadé podani kver-
cetin-4’-glukosidu (3,5 umol.I"" ) podstatn& vyssi nez u ru-
tinu (0,2 pmol.1", cit.*).

Polyfenoly se vylucuji z organismu pievazné ve formeé
polarnich ve vodé dobie rozpustnych konjugati moci a zlu-
¢i. Predpoklada se, ze mize dochazet k enterohepatalnimu
obéhu polyfenold, ktery prodluzuje vylucovéni polyfenolu
z organismu. Polocas eliminace kvercetinu je neobvykle
vysoky (18-24 h, cit.*®), zpisobeny pravdépodobné jeho
silnou vazbou na plazmatické bilkoviny. U jinych polyfeno-
1t byl zjistén mnohem kratsi polocas (1-2 h, cit.”).

Mo¢i se vyluCuje vétsinou jen mala ¢ast piijatého poly-
fenolu. Vysledky velice zavisi na typu ptivodniho polyfeno-
lu a &asto se podstatné lisi v riznych studiich’’. Vysoky
vydej byl zjistén pro isoflavonoidy ze so6ji (28—49 % podané
slouGeniny)®, flavonony citrusového ovoce (1-30 %),
katechiny z Gaje (4—6 %)’® a anthokyanidiny &erveného vina
(1-7 %)**". Vysoké hodnoty vydeje moci byly zjistény také
u kyseliny kdvové (11 %), pro jeji ester kyselinou chloroge-
novou jsou témét 100krat nizsi**. Vydej kvercetinu modi je
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naopak pomérné nizky (piibl. 1 %)>’. Koncentrace n&kte-
rych metabolit v moci (3-hydroxyhippurat (X7V), 4-hydro-
xyhippurat a 3-hydroxyphenylacetat) vyrazné€ prevySuje
koncentrace piivodnich polyfenold v moci.

6. Biologicka dostupnost a antioxida¢ni kapacita
plazmy

Jak uz bylo uvedeno, koncentrace pivodnich rostlin-
nych polyfenolli v plazmé jsou pomérné nizké a mohou jen
malo pfispivat ke zvySeni antioxidacni kapacity plazmy,
které bylo Casto zjiSténo po pfijmu potravy bohaté na rost-
linné polyfenoly™*’. K néaristu antioxida¢ni kapacity plaz-
my tak pfispivaji pfedev§im metabolity. Antiradikélova
aktivita nekterych metabolitl, které si zachovavaji katecho-
lovou strukturu nebo vznikaji ¢aste¢nou O-methylaci (napf.
ferulova kyselina), je srovnatelna s vychozimi polyfenoly®'.
Dlouhodoby zvySeny piijem polyfenolt vedl k vzestupu
koncentrace lipofilnich antioxidanti (a-tokoferol, B-karo-
ten) v plazmé. Schopnost rostlinnych polyfenold chranit
LDL lipoproteiny pfed oxidacni modifikaci je dobfe doku-
mentovana in vitro. Mén¢ je zfejmé, zda skute¢né dochézi
ke zvySeni odolnosti LDL lipoproteinti proti oxidaci po
pfijmu potravy bohaté na polyfenoly. Vazba polyfenoli na
plazmatické bilkoviny mtize oslabit jejich schopnost chranit
LDL pied oxidaci in vivo®.

7. Zavér

Piijem a metabolismus rostlinnych polyfenolt u ¢love-
ka pattily jeSt¢ neddvno k mélo studovanym oblastem jejich
vyzkumu. Rostlinné polyfenoly piedstavuji vyznamnou ¢ést
antioxidantd pfitomnych v na$i potravé a souvislost mezi
jejich pfijmem a zvySenim rizika onemocnéni spojenych
s poruSenim antioxida¢ni rovnovahy je v soucasnosti Siroce
diskutovana. Doposud nelze ulinit jednoznaéné zavéry
ohledné¢ biologickych uc¢inkli rostlinnych polyfenolti
v mnozstvich pfijimanych potravou. Je vSak nutné zddraz-
nit, Ze nékteré polyfenoly ve vysokych koncentracich vyka-
zuji fadu neptiznivych G¢inkd, napf. prooxidaéni, mutagen-
ni, genotoxickou a strumigenni aktivitu. Dlouhodoby efekt
a bezpecnost piijmu rostlinnych polyfenolt v davkach, které
prevysuji jejich obsah v potravinach (napf. rizné potravino-
vé doplitky), neni znama*.

Biodostupnost a biotransformace jsou faktory, které
vyznamnym zpUisobem limituji fyziologické ucinky rostlin-
nych polyfenolii. Vysledky ziskané v poslednich letech uka-
zuji, ze po ptijmu polyfenoly podléhaji velice rozsahlym
artznorodym pfeméndm jak v trdvicim traktu, tak
v samotném organismu. Proto je nutné v€novat vice pozor-
nosti studiu ucinkd jejich metaboliti. Znalost rozsahu kon-
centraci rostlinnych polyfenoldl a jejich metabolitl v krvi
a tkanich je rovnéz dulezita pro interpretaci vysledki expe-
rimentd ziskanych na bunéénych kulturach, stejné jako po-
kust na zvitecich modelech.
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The total intake of plant polyphenols in humans is ca. 1
g/day, a major part accounts for flavonoids and phenolic
acids. The main polyphenol dietary sources are beverages
(tea, coffee, wine, fruit juice) and fruits. There is a great
uncertainty in the intake of several classes of plant polyphe-
nols, such as oligomeric proanthocyanidins and phenolic
acids. The intestinal absorption of polyphenols is probably
high, but the plasma concentration of the parent polyphenol
is low. A majority of polyphenols is subject to hydrolysis in
digestive tract and is then metabolized by the colonic micro-
flora largely to phenolic acids, which can be also absorbed.
After absorption, polyphenols and their metabolites are fur-
ther bound in tissues. These transformations lead to a num-
ber of metabolites, which mostly retain the antioxidant ac-
tivity.
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1. Uvod

V moderni organické syntéze jsou Siroce uzivany kata-
lytické reakce, které¢ umoziuji a zjednodusuji pfipravu orga-
nickych latek. Jednou z nich je metatéze, reakce nenasyce-
nych organickych molekul, nazyvana diive disproporciona-
ce olefind. Jde o transalkylidacni reakci, ktera mize probi-
hat bud’ mezi dvéma stejnymi molekulami (homometatéze,
ang. self-metathesis) nebo v systému obsahujicim vice nena-
sycenych sloucenin (kometatéze, ang. co-metathesis, cross-
metathesis), a to inter- i intramolekularné. Podle charakteru
substratu mize probihat v plynné i kapalné fazi. Velky syn-
teticky potencial metatéze vedl ke studiu literatury a dostup-
né literarni informace o reakci a jejim vyuziti byly shrnuty
v nasledujicim piehledu.

Do soucasnosti byla predstavena velmi §irokd paleta
katalyzatori metatéze. Od doby objeveni katalytickych
ucinktt prechodovych kovi byly pfipraveny homogenni
1 heterogenni katalyzatory nejriznéjsich struktur. Mezi kovy
uzivané v katalyze metatéze mizeme najit zejména W, Mo,
Re, Ru, méné uz Rh, Ti, Nb, Ta, Os, V ¢i Ir.

2. Metatéze olefint

Reakéni schéma metatéze navrhl Bradshaw'. P reakci
dochazi krozpadu a opétnému vzniku dvojné vazby
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kat.

Schéma 1: Reakéni schéma metatéze

MZCHR _ . M-CHR __ . M , GHR
R'CH=CHR R'HC-CHR CHR'CHR
\ GHR M-CHR M=CHR
CHR'+ CHR' R'HC—CHR' R'CH=CHR'

Schéma 2: Interakce karbenového komplexu s kovem
s volnym olefinem

(schéma 1). Dilkazem se stala reakce smési deuterovaného
(CD;—CD=CD-CD3) a neznacen¢ho but-2-enu. Produkty
byly analyzovany a byla prokazana ptitomnost but-2-enu-d,
(CD;—CD=CH—-CHj;). Tato reakce byla pojmenovana jako
metatéze roku 1964 Calderonem”.

Pii metatézi dochéazi k vyméné atomi nebo skupin ato-
md mezi dvéma molekulami, bez zmény charakteru vazeb.
Metatéze olefinli je obzvlast zajimava z hlediska moznosti
sestavovat organickou molekulu z jednotlivych ,,blokd®, a
tak zjednodusit nebo mnohdy dokonce umoznit syntézu
chemické latky. Metatézi je moZno aplikovat na nenasycené
latky nejriiznéjsich struktur.

Metatéze je transalkylida¢ni reakce a je vSeobecné pii-
jato, Ze probiha tzv. metalo-karbenovym mechanismem®
(schéma 2). Propagacniho kroku se Gcastni karbenovy kom-
plex s kovem (M=CHR) a volny olefin. Alken se vaze na
karbenovy komplex skovem anisledné vytvaii s kovem
metalocyklobutanovy intermediat. Metalocyklicky interme-
diat je nestabilni a rozpada se za vzniku nového karbenové-
ho komplexu s kovem a nového alkenu.

Vznik metalokarbenového komplexu probiha pies sta-
dium m-allylového a nasledné metalocyklobutanového kom-
plexu. Studium mechanismu iniciace metatéze vedlo Greena
a spol.* k zavéru, Ze hydrid prechodového kovu koordinova-
ny m-allylovou skupinou miize ptechézet na metalocyklobu-
tanovy komplex bud’ intramolekularni migraci vodiku do
polohy 2 m-allylového ligandu, nebo intermolekuldrnim
pfesmykem vodiku (hydridového iontu) nekoordinovaného
aktivniho mista taktéz do polohy 2 m-allylové skupiny. Me-
chanismus vzniku metalocyklobutanového komplexu je
uveden ve schématu 3.

Vysledkem obou navrzenych mechanismi je vznik
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CHCHTCHCH,CHy == ﬁMCH2CH3 + CH3—/‘|*-¥CH3
M M-H M-H
A B

CH,=CH,*+ M=CHCH,CHs
= >—cHeHs
M

N CH,=CHCH,CH, + M=CH,

B ==CHy—< >—CH; == CHsCH=CH, + M=CHCH,
M

Schéma 3: Mechanismus vzniku metalocyklobutanového
komplexu a jeho nésledny rozklad za vzniku karbenovych
komplexti s kovem

CI//,’ F|>C:y3

CH3(CF3).,CO,,, N

CH5(CF3),c07

Schéma 4: Moderni homogenni katalyzatory metatéze

Referaty

metalocyklobutanového komplexu. Za terminacni stupen
metatéze je mozno povazovat rozpad nestabilniho metalo-
cyklobutanového komplexu®.

2.1. Katalyzéatory metatéze

Klasické homogenni katalyzatory na bazi W a Mo obsa-
huji kokatalyzatory, které maji charakter Lewisovy kyseliny
a umoznuji vznik aktivniho karbenového komplexu in situ.
Skupinu vysoce aktivnich a selektivnich modernich homo-
gennich katalyzatorti predstavuji katalyzatory na bazi kom-
plextt ruthenia® (Grubbsovy katalyzatory) a molybdenu
(Schrockovy a Schrock-Hoveydovy katalyzatory), prevzaté
z prace Rouhiho® (viz schéma 4). Tyto katalytické systémy
se uzivaji jak pfi metatézi esterli nenasycenych kyselin,
nenasycenych etherti a nitrild, tak i nesubstituovanych olefi-
na.

Aktivni slozku heterogennich katalyzatord tvofi nejcas-
t&ji Re,O7, WO; nebo MoOs. Slouceniny (zejména chloridy)
W nebo Mo, které jsou pouzivany v homogenni katalyze,
jsou casto zakotveny na stejnych typech nosicu, jaké se pou-
zivaji u heterogennich katalyzatord metatéze.

Katalyzatory mizeme rozdélit na klasické katalyzatory
s aktivni oxidovou formou piechodového kovu, které se

A) Grubbsuv katalyzator, B) Grubbsiiv katalyzator druhé generace, C) Grubsstv chiralni rutheniovy katalyzator,
D) Schrockuv katalyzator, E) F) Schrock-Hoveydovy chiralni molybdenové katalyzatory
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ziskavaji impregnaci nosi¢e anorganickymi solemi, a na
katalyzatory ziskané rozkladem odpovidajicich komplex-
nich sloucenin na nosi¢i. Mezi nejéastéji uzivané oxidové
katalyzatory metatéze patii naptiklad Re,0;,/Al,0;, Re, O/
A1203.Si02, MOO}/Ale}, MOO}/SiOz, WO3/A1203, WO3/
SiO; a dalsi. Druhou skupinu tvoii WCls, WOCly, W(CO)g,
Mo(CO)s, Rex(CO)y9, M0,(CH3CO0), a dalsi organokovové
struktury. Katalyzatory druhé skupiny, pfipravené rozkla-
dem komplexnich slouéenin, se uzivaji na nosicich y-Al,Os,
Si0,, Si0,.AlL,03.

Heterogenni katalyzatory, zejména ziskané rozkladem
komplexnich sloucenin (napt.: Mo(CO)¢/Al,O3, Re,(CO),o/
Al,O3), se pouzivaji v pfitomnosti promotort, napi. AlEts,
AlMes, SnBuy, SnEt, atd.

Prekurzorem katalyticky aktivni formy jsou bud’ oxidy
kovli v nejvysSim oxidacnim stupni, napi. Re,O7/Al0s,
WO3/Al,03, M005/Al,05 nebo komplexy s formalné nul-
tym mocenstvim kovu Rey(CO);¢/Al,05, W(CO)e/Al 03,
Mo(CO)¢/Al,0;. Vedle alumosilikatovych nosi¢i mohou
byt pouzity ZrO,, TiO, a jiné. Katalyzatory se odliSuji ucin-
nosti a pouzitelnosti, ktera zavisi na podminkach reakce
(teplota, stabilita katalyzatoru) a vlastnostech uzitého sub-
stratu (polarni skupiny, molekulova hmotnost, pocet a typ
substituentl substratu).

Z hlediska vyuziti metatéze v priimyslovém meftitku je
nepochybné vyhodnéjsi uzivat heterogenni katalytické sys-
témy. Heterogenni katalyzatory na bazi Mo jsou u¢inné az
za zvysenych teplot (373-623 K). Z dostupnych informaci®’
se jako velmi atraktivni jevi moznost pouZiti heterogennich
katalyzatort na bazi Re,O;. Pfi uziti vhodného nosice
o vysokém povrchu s minimalizovanym vlivem jeho kyselé
funkce dosahuje katalyzator vysoké Ucinnosti a selektivity
jiz za velmi mirnych reak¢nich podminek, v mnoha pfipa-
dech za laboratorni teploty. Z téchto divoda byla pfi studiu
literatury vénovana nejveétsi pozornost heterogennimu kata-
lyzatoru typu Re,O;/nosic.

2.2. Katalyzator Re,0,/A1,0;

Rhenium je obsazeno v zemské kufe ve velmi nizké
koncentraci (~1 ppb). Celkova svétova zasoba, kterou je
mozno dostupnymi technikami ziskat, je kolem 3000 t. Rhe-
nium je ziskavano jako vedlejsi produkt pfi t€zbé molybde-
novych rud®.

Rhenium bylo jiz v dobé objeveni transalkylidacnich
katalytickych ~ ucinkd  oxidu rhenist¢ého  pouzivano
v reformingovych katalyzatorech’ a také od tficatych let
minulého stoleti v hydrogena¢né-dehydrogenacnich systé-
mech. Zde se vsak vyskytuje rhenium ve formé kovu na
nosicich typu aktivniho uhli, kfemeliny nebo modifikované
aluminy. Dodnes se vedle uziti v katalyze metatéze pouziva
v petrochemickych technologiich. Jako katalyzator metatéze
se pouziva predev§im na nosicich typu Al,O; a Al,0;.Si0,.
Na nosici tvofeném ¢istym oxidem kiemicitym katalyzator
nevykazuje prakticky zZadnou ucinnost.

Optimélni pracovni teplota katalyzitoru je mezi
293-373 K, coz ho tfadi mezi nejaktivnéjsi katalyzatory
metatéze a viibec nejaktivnéjsi oxidové katalyzatory .
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Byly taktéz studovany katalyzatory obsahujici rhenium
vjiné formé nez Re,O;. Reakci promotoru (CH;)sSn
s Re,O7 vznika CH3;ReO3. Mathew a spol.10 studovali aktivi-
tu katalyzatoru CH;ReO5/Si0,.Al,05 pii metatézi okt-1-enu.
Katalytickou aktivitu pii metatézi (£)-dec-4-enu vykazuje
1 oxi1<110vy katalyzator bez aktivni slozky obsahujici atom Re
(cit.).

3. Aplikace metatéze

Metatéze olefini obsahujich funkéni skupiny je reakce,
kterd umoziiuje piipravu celé fady chemickych specialit’.
Metatéze je cennym nastrojem jejich syntézy.

3.1. Nesubstituované olefiny

Linearni a-olefiny mohou byt mimo jiné selektivné
pfipraveny ethenolyzou olefinti s vnitini dvojnou vazbou.
Nachazeji uplatnéni pii vyrobé zmékcovadel, syntetickych
maziv a povrchov€ aktivnich latek. Symetrické olefiny
s dvojnou vazbou uvnitt fetézce lze selektivné pfipravit
metatézi o-olefinli na velmi aktivnich katalyzatorech obsa-
hujicich Re, které jsou malo u¢inné pfi bocnych zejména
kysele katalyzovanych izomeracnich reakcich. Ptikladem
mohou byt produkty homometatéze hex-1-enu, okt-1-enu,
dec-1-enu, totiz dec-5-en, tetradec-7-en, resp. oktadec-9-en.
Jedno z moznych pouziti téchto symetrickych olefinti je
v chemii syntetickych maziv'?.

+ R/\/R ¢%R+ /\R

+

A

WaN
N

Schéma 5: Pfiprava alkenylbenzenového skeletu kometatézi
styrenu s olefinem s vnitini dvojnou vazbou (4), resp. s a-
olefinem (B)

B

N

g 7

3.2. Substituované olefiny

Symetrické cyklické olefiny, napt. 1,2-di(cyklohex-3-
-en-1-yl)ethen, se vyrab&ji homometatézi 4-vinylcyklohex-
-1-enu. Produkt se pouziva pfi vyrobé retardéri hofeni. Vét-
Sina katalyzatord prumyslové pouzitych je na bazi
WO0;.S10,/MgO. Neni vsak vylouceno, ze by se katalyzator
nedal nahradit jinym, obsahujicim jinou aktivni slozku.
Warwel a Winkenmiiller” studovali metatézi substituova-
nych olefinli na katalyzatoru Re,0-,/Al,0;. Vyrobu vyssich
alkylbenzentl, pouzivanych k vyrobé detergentd, 1ze realizo-
vat mnoha cestami. Vedle tradi¢ni kysele katalyzované alky-
lace benzenu a-olefiny je mozno vys$si alkylbenzenovy skelet
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pripravit selektivné taktéz metatézi a naslednou hydrogenaci
nenasycen¢ho alkenylového substituentu (schéma 5).

Autofi”® studovali kometatézi olefini a 4-vinyl-
cyklohex-1-enu nebo styrenu. Pfi kometatézi obecné muize
dochazet taktéz k homometatetickym reakcim. Produkty
téchto reakci, stilben, resp. 1,2-di(cyklohex-3-en-1-yl)ethen,
lze ptevést na zddané produkty kometatezi se symetrickymi
olefiny s dvojnou vazbou uprostfed molekuly. Pii této reak-
ci se pouziva katalyzator Re,O;/Al,03-R4Sn (R = alkyl).
Zvyseni selektivity hlavni kometatézni reakce lze docilit
také prebytkem olefinu v reak¢ni smési.

Finkelitein a spol.'*se zabyvali studiem metatéze alkyli-
dencykloalkanti, alkenylcykloalkanti a spirosloucenin. Jako
produkty byly ziskavany latky terpenovych a isoterpe-
novych struktur. Latky podobnych struktur se nachazeji
v prirodnich esencich. Katalyzator Re,O;/Al,05-BusSn ne-
byl selektivni k metatézi methylidencyklopropanu, vznikaly

Schéma 6: Vznik bicyklobutylidenu a jeho néasledna izome-
rizace

psd-8,

Schéma 7: Pfiprava analogi pfirodnich terpent sumarniho
VZorce C]OH]6

O=O—=<ID

Schéma 8: Reak¢ni schéma ethenolyzy methylcyklobutenu

kat.
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Schéma 9: Priklad metatetické pfemény alkenylspiroslouce-
nin
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predev§sim produkty metatéze 1-methylcykloprop-1-enu.
Katalyzator byl v8ak aktivni pii metatézi methylidencyklo-
butanu, ktery prechazel na bicyklobutyliden (viz schéma 6).
Selektivita na bicyklobutyliden byla zvySovéana odstrafiova-
nim produktu z reakéni zony. Za téchto podminek bylo do-
sazeno selektivity > 98 % pfi vytézku 70-75 %. Pti delSim
kontaktu reakéni smési s katalyzatorem dochazelo ke kysele
katalyzované izomerizaci produktu na 1,2,3,4,5,6-hexa-
hydropentalen.

Siroké moznosti aplikace produktii metatéze alkyliden-
cyklobutanovych derivati nabizi kometatéze methyliden-
cyklobutanu s olefiny'*. Reakce methylidencyklobutanu a
jeho nenasycenych cyklickych izomerd se shodnym sumar-
nim vzorcem CsHg vedly k syntéze sloucenin se sumarnim
vzorcem CoHg, které strukturné odpovidaji pfirodnim ter-
pentim (schéma 7).

Otevieni methylcyklobutenového kruhu nabizi moznost
syntetizovat isoprenoidy. Dvojné vazby v polohach 1,5 jsou
charakteristické pro mnoho ptirodnich latek. Nejjednodussi
reakci tohoto typu je ethenolyza 1-methylcyklobut-1-enu
s pouzitim Re,07/Al1,03-BuySn, kterou se ziskava 2-methyl-
-hexa-1,5-dien (viz schéma 8), kli¢ovy meziprodukt syntézy
terpenoidu.

Stejni autofi'* pouzili ke kometatézi, ktera umoznila
taktéz vznik sloucenin terpenoidnich struktur, cyklopenten
a methylcyklobuten.

Bicyklobutyliden byl ziskén i v pfipad€ pouZiti ethyli-
dencyklobutanu jako reaktantu. Aktivita katalyzatoru
Re,07/A1,03-BusSn neni v tomto piipadé zavisld na poloze
dvojné vazby. Také spiroslouceniny s vinylovou skupinou
podléhaji metatézi'®, viz schéma 9.

Rovnéz metatéze konjugovanych dienti poskytuje Siro-
kou 3kalu hodnotnych chemickych specialit'. Napiiklad pii
kometatézi hexa-2,4-dienu vznika jako jeden z produkti
okta-2,4,6-trien, ktery se pouZivé jako atraktant gamet mot-
ské tasy Sargassum Horneri. Moiské fasy se pouzivaji jako
potraviny, nékteré jako zdroj polysacharidu.

K homometatézi konjugovanych dienti nebo kometatézi
dienti s olefiny lze pouzit katalyzator Re,O;/Al,05-(CH3)4Sn.
Konjugované alkadienyl-alkanoaty jsou diilezité aromatické
ingredience v potravinafstvi, ndpojich a tabdku. Ne&které
dienové alkoholy a estery maji taktéz insekticidni ucinky.
Kometatézi okta-3,5-dienu a (okt-7-en-1-yl)-acetatu lze
pripravit (dodeka-7,9-dien-1-yl)-acetat, jehoz (7F, 9Z)-
-izomer je feromonem Lobesie Botrany, skiidce vinné révy.
Woerlee a spol.”” ke kometatézi pouzili 2,5-dimethylhexa-
-2,4-dien spolu s methylesterem kyseliny pent-4-enové.
Vznika smés produkti, z které je nejhodnotnéjsi methylester
kyseliny 7-methylokta-4,6-dienové. Zde se vsak autofi'
o stereoizomerni konfiguraci nezminuji.

Jako prvni heterogenni katalyzator metatéze esterti ne-
nasycenych mastnych kyselin byl pouzit systém Re,O,/
Al,03-R4Sn (nejcastéji R = ethyl, methyl, butyl, oktyl). Ka-
talyzator vykazoval vysokou aktivitu 1 selektivitu
v reak¢nich systémech, kde homogenni katalyzatory aktivni
nebyly. Heterogenni katalyzatory’ bez pouziti promotorti
nevykazuji prakticky Zadnou G&innost. Bylo viak zji§téno’,
ze katalyticky systém Re,0/Al,05-(CH3)4Sn je pfi metatézi
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methylesteru kyseliny pent-4-enové pfi mirné zvysené tep-
lot€¢ (323 K) aktivni a vysoce selektivni. Ze syntetického
hlediska otevira kometatéze esterii nenasycenych mastnych
kyselin nové syntetické cesty k homologlim téchto estert,
které se jinymi postupy pfipravuji velmi obtizn€. Ethenoly-
za'® methylesteru (Z)-oktadec-9-enové (olejové) kyseliny
poskytuje methylester kyseliny dec-9-enové. Tento nenasy-
ceny ester je klicovym meziproduktem syntézy (E)-9-
-oxodec-2-enové kyseliny, feromonu vcelich kraloven,
asyntézy kyseliny 9-oxodekanové, meziproduktu syntézy
prostaglandin'®. Vedle ethenolyzy methylesteru olejové

0
(CHy)
[ =0 &9
(CH2)7 (CH)12
A B

Schéma 10: Civeton (4) a exaltolid (B)

( rostlinné oleje

transesterifikace
+CH30H
-glycerol

0o

S~ o,

metatéze
+ethylen
-a-olefin

polyolefiny polyamidy
' polyestery ' ' polyethery '

Schéma 11: Pfiprava a nasledné vyuziti esteri o-nenasy-
cenych mastnych kyselin z obnovitelnych zdroji
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kyseliny probiha v reakénim systému taktéz homometatéze,
proto je vyhodné pro potlaceni homometatéze provadét re-
akci v autoklavu za zvySeného tlaku ethenu (5 MPa). Pozi-
tivni vliv na selektivitu reakce mélo taktéz zvySovani pome-
ru katalyzator/substrat. S pouzitim rozpoustédla (hexanu)
bylo dosahovano vyssich konverzi.

Aktivitou katalyzatorti kometatéze esterti nenasycenych
mastnych kyselin se zabyvali Elison a spol.'” Jak jiz bylo
zminéno, katalyzatory pii metatézi substratd s polarnimi
skupinami jsou podstatné méné aktivni nez pii metatézi
nesubstituovanych olefinti. Proto se dalsi vyzkum zabyval
zejména zvySenim aktivity katalyzatorti, a to predevSim
z divodu mozného primyslového vyuziti. Homometatézi
esterd nenasycenych mastnych kyselin jsou ziskavany dies-
tery nenasycenych kyselin, které se pouzivaji k syntéze po-
lymerd, a jiné uZzite¢né chemické produkty'® jako napiiklad
civeton ((2)-cykloheptadec-9-en-1-on) nebo exaltolid
(cyklopentadekano-15-lakton), zékladni meziprodukty syn-
tézy vonnych latek. Civeton (viz schéma 10) vznika
Dieckmannovou kondenzaci diesterového produktu homo-
metatéze methyl-oleatu'®?. Jina moZna cesta syntézy cive-
tonu spociva v intramolekuldrni metatézi nenasycenych
ketonil, bud’ pentatriakonta-9,26-dien-18-onu nebo nonade-
ka-1,18-dien-10-onu*'. Pokud byla pouzita reakéni smés
o nizké koncentraci reaktantd (10°-10"* mol.dm?), byly
ziskany smési izomert cykloheptadec-9-en-1-onu v poméru
E/Z ~ 1. Syntézou civetonu ,,vSe v jedné baiice se zabyvali
Hamasaki a spol.” P¥i ni se vychazi z methylesteru kyseliny
dec-9-enové a k urychleni metatéze autofi pouzili Grubbsiv
katalyzator® (viz schéma 4).

Kometatezi esteri nenasycenych vysSich mastnych
kyselin s niz§imi olefiny, napt. but-2-enem nebo pent-2-
-enem vznikaji estery mastnych kyselin s niz8i molekulovou
hmotnosti, které mohou byt pouzity k vyrobé povrchové
aktivnich latek'®. Kometatezi ethyl-oleatu a dec-5-enu vzni-
ka smés E- a Z-izomerQ ethyl-tetradec-9-enoatu, prekurzoru
feromoni'®. Ethenolyzou esteri nenasycenych vys§ich
mastnych kyselin vznikaji monoestery niz§ich mastnych
kyselin s terminalni dvojnou vazbou, které nachazeji mnoha
vyuziti. Naptiklad methyl-dec-9-enoat se pouziva jako mo-
nomer pro syntézu polymera a kopolymert, miZze byt pouzit
pfi vyrobé nylonu-10. Hydrogenolytickym Stépenim esterti
vznikaji alkoholy, které se pouzivaji jako maziva
a zmék&ovadla'®.

Ethenolyzou olivového oleje 1ze pfipravit oleje nizSich
molekulovych hmotnosti. Produkt je dilezitym meziproduk-
tem vyroby jedlych oleju.

Studiem metatéze nenasycenych latek ziskanych
z obnovitelnych zdroji se zabyvali Warwel a spol.” (viz
schéma 11). Homometatézi methylesteri w-nenasycenych
mastnych kyselin s pouzitim katalyzatoru B,0s-Re,O,/
Si0,.A1,0;-SnBuy ziskali odpovidajici diestery. Konverzi
reakce l1ze s vyhodou posouvat odstraiovanim vznikajiciho
ethenu evakuaci reakéniho systému.

Na stejném typu katalyzatoru byla studovana polykon-
denzace produktl transesterifikace alkenoatii s dioly (butan-
-1,4-diol, ethylenglykol) (viz schéma 12).
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Schéma 12: Polykondenzace alkandiol-dialkenoatu

Triacylglyceroly'* obsahujici uréité mnoZstvi nenasyce-
nych acylt s délkou fetézce Ci,—C¢ a polohou dvojné vaz-
by Cy maji insekticidni ucinky. Biologickou aktivitu ma
Casto smés stereoizomert s velmi pfesnym pomérem E- a Z-
-izomerQ. Podobng i u latek pouzivanych ve vonnych sub-
stancich, napiiklad tzv. listovych alkohold®, je vyzadovéana
zcela konkrétni konfigurace. Mezi listové alkoholy patii
napf. (E)-hex-2-en-1-o0l nebo (Z)-hex-3-en-1-ol.

Metatéze alkenylesterti s vhodnymi olefiny, urychlova-
na homogennimi katalyzatory na bazi wolframu, nabizi
moznost piipravy riznych biologicky aktivnich nenasyce-
nych esterd a makrolidd®, zejména insekticidnich latek.
Homogenni katalyzatory nevykazuji katalytickou aktivitu
v systémech obsahujicich allylovou skupinu. Homometatéze
allyl-acetatu je, podle Mola a Woerleeho®® s pouzitim kata-
lyzatoru Re,0;/Al,05-(CH3)4Sn, moznou cestou pripravy
1,4-diacetoxybut-2-enu, ktery vznika se selektivitou ~ 96 %.
Podle autorti®® Ize k metatézi pouZit nenasycené ethery, ke-
tony a dalsi substraty s polarnimi funkénimi skupinami.
Reakéni doba se wutéchto reakci pohybuje fadové
v hodinach, konverze je vétSinou nizsi nez 20 %. S pouZzitim
zminéného katalytického systému bylo dosahovano velmi
vysoké selektivity, vétsinou >96 %, apoméru E- a Z-
-izomeru ~2,5.

Kometatézi olefinli bez a s funkénimi skupinami jsou
ziskavany chemické speciality pouzivané v mnoha riiznych
oblastech. Napiiklad (deka-4,9-dien-1-yl)-acetat, produkt
kometatéze cyklopentenu a (pent-4-en-1-yl)-acettu, se pou-
ziva kvuli své strukturni podobnosti s pfirodnimi biologicky
aktivnimi latkami jako meziprodukt pfi pfiprave insekticid-
nich pfipravka.
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Metatéze allyl(ethyl)etheru byla pfedmétem studia Le-
visallese a spol.”” Ac¢koli p¥i pouziti homogennich katalyza-
tori jsou konverze a selektivita reakce velmi nizké, pfi pou-
ziti Re,07/Al,03-R4Sn vznikal 1,4-diethoxybut-2-en, pfi-
¢emz konverze reakce byla 40 % a zadany produkt vznikal
se selektivitou 98 %. Na shodném katalyzatoru byla studova-
na® intramolekularni metatéze diallyletheru a 4-(allyloxy)-
but-1-enu. Produkty 2,5-dihydrofuran, resp. 3,6-dihydro-
2H-pyran, ziskavali se 100 % selektivitou. Podobné selekti-
vity dosahovali Mol a Woerlee®® pii metatézi nenasycenych
ketonii (hex-5-en-2-on) s katalytickym systémem Re,O-/
A1203-(CH3)4SH.

Aktivitu katalyzatoru pii kometatézi nenasycenych
alkoholtl a nenasycenych mastnych kyselin s olefiny lze
zvysit pouzitim chranici napf. trimethylsilylové skupiny®®?,
kterd eliminuje vliv polarnich funk¢nich skupin substrati.
Stejné chranici skupiny, znazornéné na schématu 13, bylo
pouzito'* pii syntéze nenasycenych dioli. Pokud by byly
pfitomny v reakénim systému latky s volnymi polarnimi
funkénimi skupinami, k metatézi by nedochazelo kvili silné
sorpci téchto latek na povrchu katalyzatoru.

Nakamura a Echigoya® pouzili heterogenni katalyzator
Re,0,/A1,0; bez promotort pii kometatézi (Z)-1-chlor-
oktadec-9-enu s riznymi olefiny (napf.: hex-1-enem) za
vzniku 14-chlortetradec-5-enu a tetradec-5-enu, pfiCemz
dosahovali velmi nizké konverze. Pokud vSak pouzili stejny
katalyzator modifikovany V,0s neboWO;, dosahovali pii
stejné selektivité vyssi konverze. Zajimavéjsi vysledky pub-
likovali Fridman a spol.”’ K homometatézi niz$ich haloge-
novanych olefini pouzili Re,O7/Al,03-(Bu)4Sn. Vinyl-
a allylchlorid nebo -bromid podléhaly homometatézi
s vysokou selektivitou?!. Z vysledki studia metatéze halo-
genovanych olefint’™' je zfejmé, Ze pro dosazeni potiebné
ucinnosti katalyzatoru je nezbytné pouzit promotory. Kata-
lyzator s promotorem (CH;)sSn byl pouZit taktéZ k metatézi
allyljodidu.

(CH3)sSIO(CHR) X

kat. u -C2H4

(CH3)3SiO(CHz)n/\/(CHz)nOSi(CH3)3

HY | * Hzo
- 2(CHa)5SiOH
H,),OH
HO(CHZ)H/\/(C 2)no

Schéma 13: PouZiti chranici skupiny pfi metatéze a jeji na-
sledné hydrolytické odstépeni
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Byla studovana metatéze latek obsahujicich dusik, napf.
nitrildl nenasycenych kyselinzs’zg. Katalyzator Re,0,/A1,03-R4Sn
nevykazoval aktivitu k akrylonitrilu ani k but-3-ennitrilu.
Kometatéze but-3-ennitrilu se symetrickym olefinem nicmé-
né probihala s konverzi kolem 25 %. Nitrily s delSim -
nenasycenym fetézcem podléhaly kometatézi s vysokou
selektivitou. Vzniklé nenasycené dinitrily mohou byt hydro-
genovany na diaminy a pouzity pii vyrobé polyamidi nebo
hydrolyticky pfevedeny na dikarboxylové kyseliny.

Pii metatézi sloucenin obsahujicich siru® byl pouzit
napf. allyl(pentyl)sulfid, ktery podléha metatézi na katalyza-
toru Re,07/Al,05-(CH3)4Sn s nizkou konverzi ale s vysokou
selektivitou na 1,4-bis(pentylsulfenyl)but-2-en.

S vyhledem na moznd uplatnéni v organické syntéze
studovali Finkelstein a spol.>'**? metatézi olefinii obsahuji-
cich prvky IV. skupiny (Si, Ge). Za pouziti homogennich
i heterogennich katalytickych systémi studovali metatézi
rozlicnych substratl, napf. allyl- a (but-3-en-1-yl)silani.
Metatéze substrati na katalyzatoru Re,0,/Al,05-SnBuy
probihala s vysokou konverzi (80 %) a vysokou selektivi-
tou. Vysledkem studia bylo zjisténi, Ze metatéze substratu
obsahujictho funkéni skupiny s labilnimi vazbami (Si-allyl,
Si-Si, ¢tyi¢lenny kruh) je jednou z cest k syntéze latek, které
by pii pfipravé jinymi syntetickymi postupy podléhaly
strukturnim pfeménam. Syntézou c-n konjugovanych oligo-
(silylen)vinylenti se zabyvali Kawai a spol.**** Reaktivita
substrat klesala s rostouci velikosti substituentti na atomu
kfemiku. Intermolekularni metatézi (napt.: dimethyldivinyl-
silanu) lze ziskavat slouceniny polymerni.

4. Cis-trans izomerie

V piedchozich kapitolach bylo zminéno, Zze u chemic-
kych latek, obzvlast€ s biologickym ucinkem, je nutné
k vyvolani predpokladaného efektu zachovat nejen pozado-
vanou konstituci latky, ale i jeji konfiguraci. JelikoZ pfi
syntéze nenasycenych latek mize dojit ke vzniku dvou ste-
reoizomerl, E a Z, a jejich nasledné déleni je velmi naro¢né
a nakladné, je vénovano velké usili nalezeni stereoselektiv-
nich syntetickych postupd. V piipadé pouziti katalyzatort
pri syntéze je do jisté miry mozno jejich stereoselektivitu
»hastavit“ na pozadovanou uroven (pomér E/Z) napiiklad
fizenou otravou katalyzatoru, p¥idavkem promotoru™ nebo
jinou vhodnou upravou reak¢nich a aktivacnich podminek
(molarni pomér reaktanttl, teplota a doba aktivace).

Heterogenni katalyzatory se v zavislosti na uzité aktivni
slozce podstatné 1i3i svou stereoselektivitou®®. Stereoselekti-
vita katalyzatoru Re,O7/AL,O; je ve srovnani s katalyza-
torem MoOs/Al,O5 vyrazné vyssi.

V reakénim systému dochdzi taktéz k E/Z izomerizaci.
Ta probiha dvéma zptisoby. Jednou je nemetateticka izome-
rizace prechodového stavu na aniontovych mistech povrchu
katalyzatoru, druhou moznosti je izomerizace zplusobena
metatezi.

Byly zkoumany reak¢ni rychlosti homometatéze izome-
1 but-2-enu™. Na katalyzatoru s aktivni slozkou Re,O; byla
rychlost pfemény izomeru E—Z vyrazn¢ vysS$i neZz reakce
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opa¢nym smérem a probihala vylu¢né metatézi, nemetate-
ticky mechanismus se neuplatiioval. Pfi kometatézi but-1-
-enu a (E)- i (£)-but-2-enu vznikal preferencné (E)-pent-2-
-en. Niz§i reaktivita (Z)-but-2-enu pii kometatézi s but-1-
-enem koresponduje s vysledky metatetické stereoizomeri-
zace (Z)-but-2-enu, pfi niz byla rychlost pfemény (Z)-but-2-
-enu na (E)-but-2-en nizs§i nez pfeména (£)-but-2-enu na
(2£)-but-2-en.

Moloy?*® potvrdil, Ze pii ethenolyze norbornenu pii pou-
ziti katalytického systému Re,O07/Al,05-(Me)sSn vznika
prednostné (Z)-izomer 1,3-divinylcyklopentanu, zatimco pfi
pouziti katalyzatoru bez promotoru vznikd pfevazné (E)-
-izomer. Koordinace promotoru s u¢innou slozkou vedla ke
vzniku jiného typu aktivnich mist, k vyssi stereoselektivité
katalyzatoru a k tvorbé (Z)-izomeru.

Feromony hmyzu®*""% (Z)-trikos-9-en, nebo (2)-
-heptakos-13-en, (Z)-nonakos-13-en, (Z)-nonakos-14-en
nebo 7,8-epoxy-2-methyloktadekan®, byly syntetizovany
kometatézi odpovidajicich olefind (napt. (Z)-trikos-9-en
kometatézi dec-1-enu a pentadec-1-enu). Stereoselektivita
pouzitych homogennich i heterogennich katalyzatorti vsak
neni diskutovana. Pomér cis-trans izomerti v produktu lze
ovlivnit n&kolika zpisoby. V praci Basaniaka™ se uvadi, ze
v reakcich substituovanych a-olefinti je mozno ménit pomér
stereoizomerti produktli v pfitomnosti homogennich kataly-
zatorti na bazi W odstrailovanim vzniklého ethenu z reakéni
smeési ve prospéch izomeru E, coz zaroven vede ke zvySeni
konverze. Pii kometatézi interniho olefinu s w-alkenyl-
acetatem bylo zji§té€no, Ze velky vliv na pomér stereoizome-
ra produktu ma pomér stereoizomert vstupniho olefinu
s vnitini dvojnou vazbou, stejn¢ jako vzdjemny pomér reak-
tanti. Velikost molekuly olefinu neméla na vysledny pomér
stereoizomerti produktu podstatny vliv.

Pii pouziti heterogennich katalyzator s a¢innou sloz-
kou obsahujici atom Mo nebo Re vznik4 podle FinkelSteina
aspol." prakticky nezavisle na struktufe olefinii a teplotd
smé&s izomertl s pomérem E/Z ~ 4. Odlisnych vysledki bylo
dosazeno pti kometatézi a-olefini a (Z)-cykloalkent. Zde se
pomér E/Z ménil v rozmezi 0,4-4,2 v zavislosti na konverzi,
pri¢emz se vzrastajici konverzi tento pomér rostl. S klesajici
velikosti nenasyceného cyklu byla preferovana tvorba Z-
-izomeru.

Z literarnich prament je ziejmé, ze pomér E/Z lze do
jisté miry nastavovat modifikaci katalyzatoru. Stereoselekti-
vita heterogennich katalyzatorti bude jisté pfedmétem dalsi-
ho studia.

5. Zavér

Z vysledku studia literatury plyne, ze metatéze je vhod-
nym nastrojem syntézy chemickych specialit. Zejména me-
tatéze latek s funkénimi skupinami naznacuje moderni cestu
k syntéze celé¢ fady cennych chemickych latek. Vhodnymi
promotory lze zvysit aktivitu heterogennich katalyzatori
aza mirnych reakénich podminek pfipravovat latky
s vysokou selektivitou (nad 90 %) i konverzi.
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J. Kopeény, L. Kure, and L. Cerveny (Department of
Organic Technology, Institute of Chemical Technology,
Prague, Czech Republic): Metathesis Utilization in Syn-
thesis of Fine Chemicals

The review deals with utilization of metathesis of both
substituted and unsubstituted olefins in organic synthesis,
which can lead to a wide scale of fine chemicals. Active
heterogeneous catalysts offer the opportunity of using meta-
thesis on industrial scale.
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1. Uvod

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

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

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

Plivodné se tato metoda nazyvala afinitni chromatogra-
fie na kovovych chelatech. Vzhledem k tomu, Ze nejde jen
o chelaty, byl nazev v roce 1983 zménén na afinitni chroma-
tografie na imobilizovanych kovovych iontech, pro ktery se
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vzila zkratka IMAC? (Immobilized metal ion affinity chro-
matography).

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

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

2. Vazebna mista bilkovin

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

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

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

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

3. Kovové ionty
Vazebné vlastnosti komplexu imobilizovany kov —

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

4. Chelatujici ligandy

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

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

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

5. Vliv chromatografickych podminek

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

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

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

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

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

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

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

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

ceptoru pro TSH (tyreotropni
hormon) (znacena histidinem)

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

laktatdehydrogenasa); citlivé
bilkoviny, které v roztoku
snadno denaturuji

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

Aplikace a vyhody afinitni chromatografie
na imobilizovanych kobaltnatych iontech

Vyuziti metody je shrnuto v tabulce 1.

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

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

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

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

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

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

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

Problematika tohoto vyzkumu je podporovina MSMT
CR (grant MSM 111100003).
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Immobilized metal ion affinity chromatography
(IMAC) is a group-specific affinity separation technique,

Referaty

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

Mezi Skodlivé latky zatézujici pracovni prostredi patii
vinylchlorid (VC), monomer pfi vyrobé polyvinylchloridu.

Akutni intoxikace VC se projevuje narkotickymi ucin-
ky, pfi nichz je potlacena ¢innost dychaciho centra a ovliv-
néna ¢innost srdce. Pii dlouhodobé expozici dochazi k po-
skozeni cév, kosti a kiize'. Na jeho karcinogenni Gi¢inky by-
lo poukézano az v roce 1971 (cit.%), kdy byly pii pokusech
na zvifatech pozorovany angiosarkomy jater a jinych orga-
nt’. U lidi vystavenych VC byly zjistény piiznaky poskoze-
ni jater, funkéni zmény dychaciho ustroji, zvySeny vyskyt
nadorovych onemocnéni a chromosomové aberace. V sou-
Casnosti je proto VC fazen mezi prokazané chemické karci-
nogeny* a mutageny'.

VC se do organismu dostava nejcastéji inhalacni cestou
nebo oraln€. Urcity podil je v nezménéné formé vyloucen
plicemi, ¢ast se postupné odbourava az na oxid uhlicity, kte-
1y se vydechuje. Jeho metabolity se vylutuji moéi a stolici’.
VC vstupuje také do intermedialniho metabolismu a nako-
nec je vyloucen ve formé fyziologickych metabolitl jako je
mocovina, kyselina glutamova, methionin, serin a jiné*. Na
zakladé pokust na zvifatech uvadi vétSina autort tfi hlavni
metabolity VC vylucované moci: S-(karboxymethyl)
cystein, thiodiglykolova kyselina (TDGA) a N-acetyl-S-(2-
-hydroxyethyl)cystein®. Modelové znazornéni mechanismu
vyludovani TDGA moéi bylo zvefejnéno v literatuie’.

VC neni vSak jedinym zdrojem TDGA v moci. TDGA
je metabolitem i nékterych jinych latek, které muzeme roz-
délit do dvou skupin: latky souvisejici s profesionalni expo-
zici, napf. vinylidenchlorid7 nebo 1,2-dichlorethan®, a latky
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obsaZené v normalni stravé, napt. S-(karboxymethyl)cystein
pritomny v cesneku, fedkvickach, cibuli a dalSich druzich
zeleniny. Nalez TDGA u sledovanych osob je proto tfeba
uvazovat v kontextu s témito moznostmi a podle potieby
i stanoveni opakovat’.

Jednou z pouzivanych metod pro stanoveni thiodiglyko-
lové kyseliny v moc¢i je plynovéa chromatografie. Pred vlast-
ni analyzou je ale tieba kyselinu z mo¢i izolovat a nasledné
ji prevést na tékavou sloueninu’. Tento vicestupiiovy pro-
ces je Casove naro¢ny a je zatizen chybami. Dalsi vyuzitel-
nou metodou je adsorpcni voltametrie. Stanoveni TDGA je
mozné az po oddéleni ruSivych slozek na koloné plnéné
praskovym PVC (cit.'”"). Vhodnou metodou je také kapi-
larni izotachoforéza'*'®. Umoziiuje separovat a stanovit ion-
tové latky (bud’ kationty nebo anionty) na zaklad¢ rizné po-
hyblivosti iont v elektrickém poli. Pohyb nabitych ¢astic je
zpusoben napétovym spadem podél drahy jejich pohybu.

Aplikace posledné uvedené metody pro stanoveni
TDGA, popsana v lit.'®, ma udajné pied ostatnimi vyhodu
v tom, ze neni tfeba TDGA pied analyzou izolovat a mo¢
nijak upravovat. Jako vedouci elektrolyt pfitom slouzil
roztok kyseliny chlorovodikové o koncentraci 0,01 mol.1™,
upraveny [-alaninem na pH 3,4 pro predseparacni kolonu
a pH 4,3 pro analytickou kolonu. Koncovym elektrolytem
byla kyselina octova o koncentraci 0,01 mol.I"". Urgité
problémy vsak pfi tomto stanoveni pramenily z charakteru
vzorku. Litr mo¢i obsahuje totiz v pruméru 8 g chloridu,
23 g mocoviny, 2,1 g anorganickych fosfatd, 1,2 g kreati-
nu, 0,7 g kyseliny mocové, 0,08—-0,8 g kyseliny hippurové,
0,05-0,46 g kyseliny citronové'” a mnoho daliich latek.
Koncentrace jednotlivych aniontovych slozek moci prevy-
Suje ovSem nékolikandsobné koncentraci sledované TDGA
a zminéné slozky mohou proto vyrazné ovliviiovat jeji sta-
noveni.

Problémy pramenici z charakteru moci jako slozitého
biologického vzorku byly popsany i v diplomové praci'®.
Prestoze jeji autorka pouzila elektrolytovy systém doporuce-
ny autory v lit."%, vysoké koncentrace soli (fosfore¢nany,
citraty, chloridy) zptsobily, Zze se TDGA nedostate¢n¢ sepa-
rovala od ostatnich slozek a jeji stanoveni nebylo reprodu-
kovatelné. U vzorkil s mensSim obsahem doprovodnych soli
bylo stanoveni reprodukovatelnéjsi, zatimco u vice zasole-
nych vzorkl poskytla izotachoforéza podstatné hife rozlise-
né zony, takze stanovené hodnoty TDGA byly v pruméru
nizsi kvili nedokonalému odéleni zony TDGA od z6n ostat-
nich soli pfitomnych v moc¢i.

Ukazalo se tak, Ze se pii aplikaci vySe popsaného postu-
pu a pfi vySe uvedenych relativné vysokych koncentracich
soli (fosfore¢nant, citratt, chloridi) Casto ziskavaji nerepro-
dukovatelnd data a pfilisSny pocet odlehlych hodnot. Cilem
této prace bylo proto zdokonalit zpiisob stanoveni tak, aby
opakovatelnost analyz byla lepsi nez + 3—5 %.
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Experimentalni ¢ast

Pftistrojova technika

Izotachoforetické stanoveni TDGA v moci bylo prova-
déno analyzatorem ZKI-01 (URVIJ, Spisska Nova Ves).
Objem pouzitého davkovaciho kohoutu byl 27 pl, vnitini
pramér piedseparacni kapilary 0,8 mm a analytické kapilary
0,3 mm a délka predsepara¢ni kapilary byla 22 cm a analy-
tické kapilary 17 cm. K méfeni pH slouzil pH-metr MV 870
(Monokrystaly, Turnov) se sklenénou elektrodou. Déle byly
pri zpracovani vzorkl pouzity odstiedivka M 52 (Chirana,
Stara Turd) a digitalni vahy 1702 MP8 (Sartorius, Goettin-
gen).

Chemikalie a roztoky

Jako vedouci elektrolyt byl pouzit roztok kyseliny chlo-
rovodikové o koncentraci 0,01 mol.I"', upraveny kyselinou
g-aminokapronovou (6-aminohexanovou) na pH 4,0, obsa-
hujici 0,01 hm.% (hydroxyethyl)celulosy. Koncovym elekt-
rolytem byl 0,01 mol.I"' roztok octové kyseliny.

K odstranéni soli ze vzorku moci byl pouzit 95 0bj.%
ethanol.

Zasobni 0,01 mol.I™" roztok TDGA byl ptipraven roz-
pousténim tuhé TDGA 99 hm.% (Fluka) v destilované vo-
dé. Dalsi pouzivané roztoky TDGA byly piipravovany jeho
fedénim.

Koncentrace dalsich pouzitych zasobnich roztoki soli
gistoty p. a. (Lachema Brno) ¢inila rovnéz 0,01 mol.I™".

Vzorky moci byly zpracovany bezprostfedné po odbé-
ru, popiipad¢ byly uchovavany v lednici po nezbytn€ dlou-
hou dobu.

Vysledky a diskuse

Stanoveni TDGA v moci predstavuje analyzu pomérné
slozité matrice. Separaci stanovované kyseliny mtize ovliv-
nit pfitomnost fady aniontl, a to ¢asto v koncentracich né-
kolikanasobné vyssich, neZ je koncentrace TDGA.

Byl proto vyzkousSen postup, pii kterém byla solnost
vzorkl moce pied jejich analyzou vyrazné snizena. Vzorky
moci byly zbavovéany soli pfidavkem ethanolu (95 obj.%)
v poméru 1:8 nebo 1:10. Poté byla smes chlazena po dobu
jedné hodiny pii teploté¢ 0 °C. Vyloucily se krystaly, které
byly odstfedény. Vysledny ciry roztok byl podroben izota-
choforetické separaci. Predsepara¢ni kolonou prochazel
konstantni proud o velikosti 250 pA, analytickou pak proud
50 pA. Signal konduktometrickych detektorti byl zazname-
navén liniovym zapisovacem pfi rychlosti posunu papiru 0,5
mm.s_'. Vzorky moé&i byly davkovany davkovacim kohou-
tem. Na izotachoforeogramech vzork moci byly identifiko-
vany zony chloridd, fosfore¢nani, citratd, sificitant, sirant
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a Stavelant. Na veétSin€ zdznama byla také zona soli TDGA.
Po provedeném odsoleni bylo tfeba upravit pH prostredi, v
némz probiha separace tak, aby isotachoforetické zony byly
dobfe rozlisitelné a metitelné.

Ze ziskanych zaznamu vyplyvalo, Ze nejvyznamnéjSimi
doprovodnymi anionty ovliviiujicimi zénu TDGA byly fos-
fore¢nany, protoze jich ve vzorku po odsoleni zustalo rela-
tivné nejvice. Rozdéleni téchto dvou zoén v zavislosti na pH
vedouciho elektrolytu bylo sledovano na modelovych vod-
nych roztocich. Roztok o koncentraci 1.10™* mol.I"' TDGA
a 1.107* mol.I"! hydrogenfosfore¢nanu draselného byl izota-
choforeticky promeéfovan v operacnim systému vedouciho
elektrolytu 0,01 mol.I”" HCI a koncového elektrolytu 0,01
mol.I"" CH;COOH za stejnych podminek, lisicich se pouze
hodnotou pH vedouciho elektrolytu. Ta byla upravovana
pridavkem B-alaninu nebo g-aminokapronové kyseliny tak,
aby se nachazela mezi 3,3 az 4,8.

Bylo zjisténo, ze probiha-li separace pfi pH 3.4, jsou
rozdily v pohyblivostech sledovanych iontovych latek vel-
mi malé a hrozi nebezpeci, Ze pfi malé odchylce v nasta-
veni pracovni hodnoty pH (naptiklad na 3,3) se tyto latky
nerozdéli a splynou v jednu zonu. Odectené a tedy i vyhod-
nocené mnozstvi TDGA je pak vyrazné vyssi, nez jeji sku-
te¢nd koncentrace. Pfi vysSich hodnotach pH, a to v roz-
mezi 4,0-4,8, se relativni vyska zon ((hy — k) / (hr — hy),
kde hy je vyska zony sledovanych iontl, 4 je vyska zony
vedouciho elektrolytu a hy vyska zony koncového elektroly-
tu) u TDGA zvySuje jen nepatrné, a to v rozmezi 0,37-0,47,
kdezto u fosforecnanovych iontti jsou zmény vyznamngéjsi, a
to od 0,58 do 1 (kdy fosfore¢nanové ionty splynuly
s koncovym elektrolytem). Vyssi hodnoty pH ze sledované-
ho intervalu jsou tedy pro analyzu TDGA ve vztahu
k rusivym fosfore¢nantim vhodnéjsi.

Pii analyze moci bylo tfeba pocitat s mnozstvim latek
acidobazického charakteru o vysokych koncentracich ovliv-
fiujicich chovani této matrice. Dosazeni vyssich hodnot pH
bylo vSak mimo pufracni oblast B-alaninu a ten byl proto na
rozdil od prace'® ve vedoucim elektrolytu nahrazen e-ami-
nokapronovou kyselinou (e-AMK), jejiz pKy je 4,43, coz
vysvétluje lepsi pufracni kapacitu e-AMK pti danych pod-
minkach.

Obdobna studie vlivu pH na stanoveni TDGA byla pro-
vedena i u vzorkii moci, nebot’ vedle fosfore¢nant zde hrala
zna¢nou roli i pfitomnost sifiitanti s pohyblivosti blizkou
TDGA. Vzorek moc¢i byl pfitom analyzovan stejnym zptiso-
bem jako modelovy roztok. Ze ziskanych izotachoforeogra-
mil bylo patrné, ze hodnota pH vyrazn¢ ovliviiuje separaci
jednotlivych slozek, celkovy vzhled, piehlednost a vyhod-
notitelnost zdznamu. Probihala-1i separace pii pH 3,840,
byly jednotlivé sousedici zony pritomnych slozek dostatec-
n¢ oddéleny a méfeni byla dobie opakovatelna. Se zvysujici
se hodnotou pH se zacinala zona TDGA ptiblizovat pred-
chozi zon€ (patfici zfejmé sificitantim), pii pH 4,6 se tyto
z6ny Uplné€ neseparovaly, coz se projevilo vznikem smésné
z6ny. Nalezené mmnozstvi TDGA se proto snizilo. Vyssi
hodnoty pH pak zpusobily splynuti zéon vyse uvedenych
iontl a vedly tedy k podstatné vyssim vysledkiim, nez byla
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Tabulka I
Srovnani vysledkd izotachoforetického a voltametrického
stanoveni TDGA v deseti riiznych vzorcich moci

Cislo vzorku TDGA [mg.l’l]
izotachoforeticky voltametricky
1 79,1 88,2
2 29,4 24,1
3 7,3 5,2
4 54,7 45,2
5 39,5 35,8
6 26,4 26,5
7 113,7 95,6
8 125,2 124,0
9 116,0 117,0
10 89,3 75,4
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Obr. 1. Ziaznam izotachoforetické analyzy vzorku moci
po odsoleni v prostfedi 86,4 obj.% ethylalkoholu
(vedouci elektrolyt 0,01 mol.I"" HCI, pH 4,0 (kyselina &-
aminokapronova), 0,01 hm.% (hydroxyethyl)celulosa; kon-
covy elektrolyt 0,01 mol.I"" CH;COOH; proud pro piedsepa-
racni kolonu 250 pA, proud pro analytickou kolonu 50 pA)
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skutecna koncentrace TDGA. Z vySe uvedenych vysledka
vyplynulo, ze pro stanoveni TDGA v moci je vhodné pH
v rozmezi 3,8 az 4,0.

Priklad izotachoforeogramu odsoleného vzorku modi,
ziskaného za popsanych optimalnich podminek v analytické
kolong, je uveden na obr. 1 a ilustruje zietelné oddéleni
zony TDGA od okolnich z6n a jeji dobrou vyhodnotitel-
nost. Velmi dobrou linearni zavislost délky zony TDGA na
jejim zvysujicim se obsahu ve vzorku moci, zpracované
navrzenym postupem, dokumentuje rovnice kalibra¢ni kiiv-
ky: [ = 0,2788¢ + 8,5541, kdy R* = 0,9987 (kde [ je délka
zény [mm], ¢ je koncentrace TDGA [mg.1™'] a R? je koefici-
ent determinance). Relativné vyznamna nenulova délka
z6ny pii nulové koncentraci TDGA je dana tim, Ze kalibrac-
ni pfimka byla méfena pfimo ve vzorku moci, ktery obsaho-
val nizkou koncentraci TDGA, a ne v zakladnim elektrolytu.
Proto i pfi nulovém objemu ptidavaného standardniho roz-
toku byla zaznamenana zéna TDGA. Zjisténa opakovatel-
nost stanoveni TDGA testovana ve vzorcich moci byla velice
dobra, ctpga = 90,3 £ 1,4 mg.1™" (n=5).

Vzhledem k tomu, Ze analyzované moci se znacn¢ lisi
jak kvalitativng, tak obsahem ptitomnych soli, mize u kon-
centrovanéjSich vzorkd nastat situace, ze zvoleny operacni
systém vykazuje nedostate¢nou pufracni kapacitu. To se
projevi tak, Ze zony analyzovanych iontli nemaji konstantni
vodivost (vodivost zony klesa ¢i stoupa). V tomto piipadé je
titeba zvysit koncentraci vedoucich ionti (C17) na hodnotu
0,02 mol.I"". Tato zména vede zaroveii ke zvyseni koncent-
race pufrujiciho protiiontu, kterym je upravovano pH ve-
douciho elektrolytu.

Vysledky izotachoforetického stanoveni TDGA byly
porovnavany s vysledky ziskanymi voltametrickou meto-
dou". Bylo proméfeno 10 riznych vzorkih mod&i s riznym
obsahem TDGA. Stanovené koncentrace jsou uvedeny
v tabulce I, z niz je vidét pomérné dobra shoda mezi obéma
metodami v Sirokém koncentracnim rozsahu. V souladu
s literaturou Ize pak eventuelné prepocitat obsah TDGA na
obsah kreatininu. Kazdy vzorek mo¢i v zavislosti napf. na
denni dob¢ odbéru, zdravotnim stavu atd. ma riznou husto-
tu, ktera je charakterizovana pravé obsahem kreatininu.
Proto se casto uvadi v biochemické literatuie hodnoty mg
TDGA na g kreatininu'® a nikoli mg TDGA na litr mogi.

Navrzeny postup méfeni se ukazal vhodnym pro stano-
veni TDGA jako produktu metabolismu VC v mo¢i.
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Physical Chemistry, Academy of Sciences of the Czech Re-
public, Prague): Procedure for Isotachophoretic Deter-
mination of Thiodiglycolic Acid in Urine Using Desalina-
tion of the Analyzed Sample

A procedure for the isotachophoretic determination
of thiodiglycolic acid (TDGA) in urine after desalination
and pH adjustment of analyzed samples was elaborated. The
salts present in urine were precipitated by addition of etha-
nol. TDGA was determined in anionic isotachophoretic
mode in 0.01 M HCI as a leading electrolyte containing
0.01 % (2-hydroxyethyl)cellulose at pH 4.0 (adjusted with
6-aminohexanoic acid). 0.01 M acetic acid was used as a
terminating electrolyte. The reproducibility of TDGA deter-
mination was very good, the relative standard deviation was
less than 1.5 % for a concentration of TDGA 90 mg.1".
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Uvod

Hmotnostni  spektrometrie MALDI-TOF (Matrix-
Asisted Laser Desorption Ionization Time of Flight) je ru-
tinné pouzivana technika pro identifikaci proteint. Spolu
s vysokorozliSovaci dvojrozmérnou polyakrylamidovou
gelovou elektroforézou (2D-PAGE) patii ke klasickym me-
toddm proteomiky.

Na pfistrojich MALDI-TOF se identifikace proteini
provadi predevSim metodou peptidového mapovani (PMF —
peptide mass fingerprinting, cit.'). Metoda PMF je zalozena
na enzymovém $tépeni proteinu sekvencné specifickou pro-
teasou. Pfi enzymatickém Stépeni trypsinem vznikaji pepti-
dy s argininem nebo lysinem na C-konci. Hmotnostni spekt-
rum ziskané ze smési proteolytickych §tépu piedstavuje
specifickou charakteristiku proteinu. Métfenou veli¢inou je
pomér hmotnost/naboj (m/z). Hodnoty m/z odectené ze
spektra lze v databazovych programech porovnat s teore-
ticky vypocétenymi hodnotami m/z proteolytickych §tépt. Na
zakladé shody experimentalnich a teoretickych hodnot lze
ke spektru s uritou jistotou pfifadit protein.

Jednoduchost a rychlost pfipravy vzorkl pro analyzu
MALDI-TOF, rychlost samotné analyzy a snadné vyhodno-
ceni spekter ¢ini tuto metodu idealni pro rutinni identifikaci
proteintt separovanych pomoci 2D-PAGE. V nékterych
situacich vSak neni mozné protein jednoznacéné identifikovat
pouze ze spektra proteolytickych $tépt. V téchto ptipadech
je potiebné urcit sekvenci aminokyselin v proteinu. Moderni
hmotnostni spektrometry MALDI-TOF jsou schopny po-
skytnout informace o sekvenci aminokyselin v analyze PSD
(post-source decay — rozpad za iontovym zdrojem)**. Ana-
lyzou PSD lze lokalizovat i n€které posttranslaéni modifika-
ce*. Pro usnadnéni analyzy PSD jsou hmotnostni spektrome-
try nékterych vyrobcl vybaveny specialnimi typy reflektro-
nu, napt. reflektronem se zakiivenym polem (curved-field
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reflectron, cit.”).

Fragmentace peptidu na aminokyseliny nebyvéa Uplna
a vysledna spektra PSD jsou casto velmi komplikovana.
V poslednich letech byly vypracovany techniky, které pro-
blémy spojené s analyzou PSD piekonavaji. Keough zave-
denim siln€ kyselé sulfoskupiny na N-koncovou aminosku-
pinu peptidu dosahl dramatického zvyseni fragmentace. Pii
analyze PSD derivatizovanych peptidd byly generovany
predevdim y- a b-ionty®, tedy ionty vznikajici fragmentaci
peptidu v misté peptidové vazby. Vyrazny pokrok pfineslo
zavedeni ve vodé stabilniho sukcinimidylesteru 3-sulfo-
propanové kyseliny, ktery je schopen pfipojit sulfoskupinu
k N-koncové aminoskupiné peptidu i ve vodném prostiedi
(obr. 1, cit.”). Aby u peptidii zakonéenych lysinem ziistala
nederivatizovana g-aminoskupina lysinu, je nutné ji bloko-
vat. Reakce s hydrogensulfatem O-methylisomocoviny je
pii zasaditém pH velmi selektivni (obr. 2, cit.®). Negativné
nabitd sulfoskupina na N-konci dodadvé b-iontu celkovy
neutralni naboj (obr. 3), coz znemoznuje jeho detekci. Vy-
sledné spektrum PSD s chemicky asistovanou fragmentaci
(CAF) je tedy slozeno vyhradné z y-iontl, coZ usnadiuje
interpretaci spektra. Velmi vyhodné je proteolytické Stepy
adsorbovat na reverzni fazi Cg napt. v ZipTip Spickach. Pfi
reakcich s takto imobilizovanymi peptidy se lze vyhnout
komplikacim s CiSténim a izolaci a cely postup je vyrazné
urychlen’.

Ri pRe R R
HoN—C~C~N-G~C~N—C~C-N-G-C-OH
Ho Ho Ho Ho

0
I
HO—%V\H/O—N>>
0 o
o
Ho-& B g R R R
TN N-GoGN-G-G-N-C-C-N-C-G-OH
0 0 0 o) o)

Obr. 1. Priklad reakce N-koncové aminoskupiny tetrapeptidu se
sukcinimidylesterem 3-sulfopropanové Kyseliny; pii reakci se
molekulova hmotnost peptidu zvysuje o 136,0 Da

—NH O

OH

H,N HN

H,N" SNH
Obr. 2. Schéma blokovani e-aminoskupiny lysinu pfeménou na
homoarginin; pfi reakci se molekulova hmotnost peptidu zvysuje
042,0 Da
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Obr. 3. Priklad fragmentace derivatizovaného tetrapeptidu; pii
fragmentaci vznikaji vyhradné b- a y-ionty; diky celkovému neut-
ralnimu naboji neni b-ion detegovatelny

Pro analyzu proteinového profilu bakterie Francisella
tularensis byl zvolen piistup vyuzivajici separacni techniku
2D-PAGE a identifikaci MALDI-TOF hmotnostni spektro-
metrii. Pro identifikaci byl pouzit program ProteinProspec-
tor verze 3.4.1 (University of California, San Francisco
Mass Spectrometry Facility, USA) a voln¢ dostupna databa-
ze NCBI Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/).

Experimentalni ¢ast
Chemikalie a pfistroje

Pro pfipravu roztokd byla pouzita deionizovana voda
pripravena na aparatufe Milli-Q PF plus od firmy Millipore
(Bedford, USA) a acetonitril (AcN) stupné cistoty LiChro-
solv® od firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Kyselina
trifluoroctova (TFA) spektrofotometrické Cistoty byla vyro-
bena firmou Aldrich (Milwaukee, USA). Chemikalie a puf-
ry potfebné pro derivatizaci (modifikator lysinu, ¢inidlo pro
CAF, ukoncovaci ¢inidlo, pufr pro modifikator lysinu, pufr
pro CAF ¢inidlo) byly soucasti soupravy pro CAF-MALDI
sekvenovani Ettan™ (CAF-MALDI sequencing kit firmy
Amersham Bioscience, Uppsala, Svédsko).

Jako matrice byly pouzity 4-hydroxy-o-kyan-skoticova
kyselina (CHCA) a 2,5-dihydroxybenzoova kyselina
(DHB). Ob¢ matrice byly dodany v rekrystalizované formeé
firmou LaserBio Labs (Sophia-Antipolis Cedex, Francie).
Analyza byla provadéna na hmotnostnim spektrometru
MALDI-TOF Voyager-DE™ STR firmy Applied Biosys-
tems (Framingham, USA).
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Ptiprava vzorkl pro analyzu

Proteiny urcené pro identifikaci byly vyfiznuty z gelu
2D-PAGE obarveném Coomassie modii G250. Po trypsino-
vém Stépeni byly vzniklé peptidy z gelu extrahovany rozto-
kem 50% AcN / 0,5% TFA. Extrakty byly ve vakuové cent-
rifuze koncentrovdny na pfiblizny objem 10 pl. Méfeni
PMF bylo provadéno s obéma matricemi. Pouziti DHB mat-
rice obvykle vedlo k vy$simu poctu pikl ve spektru. Jestlize
byla identifikace nejednoznacna, vzorek byl derivatizovan
a podroben analyze PSD.

Derivatizace byla provadéna dle instrukci vyrobce
s n¢kterymi vyjimkami. Pfiddnim 10% roztoku NaHCO;
bylo pH extraktu posunuto na alkalickou stranu.
K extrahovanym peptidim byl pfidan pufr s modifikatorem
lysinu. Reakce probihala dvé hodiny pifi 37 °C. Poté byl
pridan roztok 5% TFA, aby pH roztoku bylo kyselé. Peptidy
s modifikovanymi lysinovymi zbytky byly navazany na
reverzni fazi Cigv ZipTip Spickach (Millipore Corp. Bed-
ford, USA) a promyty roztokem 0,1% TFA. K imobili-
zovanym peptidim byl pfidan roztok Ccinidla pro CAF
v pufru. Reakce byla zastavena pipetovanim ukoncovaciho
roztoku. Peptidy byly promyty roztokem 0,1% TFA a eluo-
vany roztokem 50% AcN / 0,1% TFA. Pro analyzu PSD
byla pouzita smés derivatizovanych peptidi s CHCA nebo
DHB matrici. Protoze derivatizace ménila molekulové
hmotnosti peptidli, bylo nejdiive zméfeno spektrum
v pozitivnim reflektronovém modu a z néj byl vybran ma-
teCny ion urceny k analyze PSD. Jestlize experimentalné
zjisténa sekvence souhlasila s teoretickou sekvenci predbéz-
n¢ urCenou pii PMF, program Data Explorer verze 4.0
(PerSeptive Biosystems, Framingham, USA) piky fragmen-
ta s toleranci £ 0,5 Da oznacil pfislusSnymi y-ionty s in-
dexem, ktery udaval pocet aminokyselin v daném fragmen-
tu. Vyhodou je, ze pii fragmentaci se odstépuje i 3-
sulfopropanova kyselina. Tim se neméni molekulové hmot-
nosti fragmentl, nema-li vSak peptid na C-konci lysin.
V tom pfipad¢ nariistaji molekulové hmotnosti vSech frag-
mentl o0 42,0 Da a v predbézné sekvenci je nutno nahradit
lysin homoargininem.
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Obr. 4. Spektrum PMF nezniamého proteinu po trypsinovém $tépeni; spektrum bylo zméfeno v pozitivnim reflektronovém
modu s matrici CHCA; Sipky oznacuji peptidy, kterymi byl protein ptedbézné identifikovan
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Vysledky a diskuse

Uspésnost identifikace proteinti separovanych pomoci
2D-PAGE na hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF je
zavisla na mnoha faktorech, mezi které patii napt. mnozstvi
a vlastnosti proteinu, typ barveni gelu 2D-PAGE, protokol
pro enzymatické §tépeni proteinu, piiprava matrice a vzorku
pro analyzu, kontaminace vzorku a jeho purifikace. Az na
vyjimky byly proteiny identifikovany metodou PMF. Jestli-
ze byl protein identifikovan menSim pocétem peptidii nez
pét, nebo aminokyseliny peptidii pokryly méné nez 20%
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aminokyselinové sekvence proteinu a nebo hodnota isoelek-
trického bodu a molekulova hmotnost proteinu vykazovaly
vyrazné rozdily proti hodnotdm zjiSténym z 2D-PAGE, byla
identifikace potvrzena analyzou PSD s CAF, jak je ukazano
na ptikladu. Spektrum PMF (obr. 4) bylo porovnano se
spektrem derivatizovanych peptidi (obr. 5). Rozdily od
pavodnich hodnot byly 136 Da u piku 1186,18 a 2826,30
a 178 Da u piku 942,12. Rozdil 178 Da svéd¢i o modifikaci
ptvodniho lysinu na C-konci na homoarginin. Kompletni
série y-iontt potvrdila pfedpokladanou sekvenci aminokyse-
lin Phe-Tyr-Ala-Val-His-Lys v peptidu o puvodni hodnoté

l2826.30
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Obr. 5. Spektrum méiené po derivatizaci peptidi v pozitivnim reflektronovém modu s matrici DHB; Sipky znaci peptidy,

u kterych byla provedena analyza PSD
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Obr. 6. Spektrum PSD derivatizovaného peptidu o m/z 942,1, matrice CHCA
Arg Ser Tyr Ile Glu Gly Ile Val Asn CAF
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Obr. 7. Spektrum PSD derivatizovaného peptidu o m/z 1186,2, matrice CHCA
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Obr. 8. Spektrum PSD derivatizovaného peptidu o m/z 2826,3, matrice CHCA

m/z 764,38 (obr. 6) a Asn-Val-Ile-Gly-Glu-Ile-Tyr-Ser-Arg
v peptidu o pivodni hodnoté m/z 1050,52 (obr. 7). Téméer
kompletni série iontll y26-y5 potvrdila ¢ast predpokladané
sekvence Ala-Asp-Phe-Ala-Asp-Ser-Ile-Asp-Ala-Asn-Ala-
-Val-His-Gly-Ser-Asp-Ala-Glu-Asp-Thr-Ala-Ala-Gln-Glu-
-lle-Arg v peptidu o piivodni hodnoté m/z 2690,21 (obr. 8).
Pfi bézném potvrzeni identifikace je postacujici urCit ¢ast
sekvence u jednoho peptidu a porovnat ji se sekvenci pred-
bézné urcenou pii PMF. Zobrazeny ptiklad tyto pozadavky
tedy vyrazné¢ presahuje.

Slabé misto protokolu pro derivatizaci peptidd je mani-
pulace se ZipTip Spi¢kami. Zvladnuti této techniky vede
k uspésné derivatizaci vzorki. Derivatizované peptidy jsou
velmi snadno fragmentovany, a proto pro vybér mate¢nych
iontl je nekdy nutné pouzit tzv. ,,chladnou* matrici DHB.
Matrice DHB se v nékterych piipadech osvéd¢ila i pro
vlastni analyzu PSD.

Zaveér

PSD s CAF je technika uréena pro sekvenovani peptida
0 neznamé primarni struktufe (tzv. de-novo sekvenovani) na
hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF. V nasi laboratofi
nasla uplatnéni jako prvek, ktery vyrazné€ zjednodusuje
a ulehcuje ziskani a vyhodnoceni spekter PSD pro potvrzeni
identifikace proteint.

Ettan™ souprava pro CAF-MALDI sekvenovani byla
laskavym darem od prof. C. R. Noe z Ustavu farmaceutické
chemie Univerzity Viden. Tato prdce je soucasti projektu
Ministerstva Skolstvi, mladeze a télovychovy CR (projekt ¢.
LN00A033).
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J. Len&o™ and J. Stulik® (“Proteome Center for the
Study of Intracellular Parasitism of Bacteria, Purkyné Mili-
tary Medical Academy, Hradec Krdlové, "Department of
Medical Biology and Genetics, Faculty of Medicine,
Charles University, Hradec Kralové): Identification of
Proteins by Combination of MALDI-TOF Peptide Mass
Fingerprinting and Fragmentation of Sulfonated Pep-
tides

The MALDI-TOF MS is an ideal method for routine
identification of proteins separated by two-dimensional
polyacrylamide gel electrophoresis (2D-PAGE). However,
in some cases the outputs from peptide mass fingerprinting
(PMF) do not enable unambiguous identification of pro-
teins. In such situation, determination of a partial amino
acid sequence of the target protein would be extremely help-
ful in the PMF identification. Sequencing using MALDI-
TOF post-source decay (PSD) usually generates complex
spectra and the fragmentation is not complete. PSD se-
quencing with chemically assisted fragmentation allows to
avoid these problems. Application of both methods in iden-
tification of proteins of Francisella tularensis is presented.
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Recenze

RECENZE

Modern Carbonyl Olefination (Takeshi Takeda, ed.)
vydana WILEY-VCH, Weinheim 2004.
Stran 349, ISBN 3-527-30634-X.

Kniha je roz€lenéna do sedmi kapitol:

1. The Wittig Reaction (Michael Edmonds and Andrew
Abell, 17 stran, 62 referenci)

2. The Peterson and Related Reactions (Naokazu Kano and
Takayuki Kawashima, 86 stran, 447 referenci)

3. The Julia Reaction (Raphaél Dumeunier and Istvan E.
Marko, 47 stran, 179 referenci)

4. Carbonyl Olefination Utilizing Metal Carbene Com-
plexes (Takeshi Takeda and Akira Tsubouchi, 49 stran,
136 referenci)

5. Olefination of Carbonyl Compounds by Zinc and Chro-
mium Reagents (Seijiro Matsubara and Koichiro Oshi-
ma, 23 stran, 44 referenci)

6. The McMurry Coupling and Related Reactions (Michel
Ephritikhine and Claude Villiers, 63 stran, 297 referenci)

7. Asymmetric Carbonyl Olefination (Kiyoshi Tanaka,
Takumi Furuta and Kaoru Fuji, 57 stran, 111 referenci)

Jak jiz naznacuje vycet kapitol, jsou pokryty na jedné
strané ,klasické reakce™ - Wittigova, Petersonova a pon¢-
kud mén¢ znama ,,Julia reaction* (vyuziti aniond sulfonil),
na druhé strané jsou zahrnuty novéjsi metody vyuZzivajici
reaktivity organokovovych ¢inidel — McMurryho reakce,
olefinace pomoci karbenovych komplext prechodnych kovl
a organickych sloucenin zinku a chromu. Samostatna kapi-
tola je vénovana dosud malo rozvijené asymetrické olefinaci
(napriklad diferenciace enantiotopnich karbonylovych sku-
pin, desymetrizace enantiotopnich karbonylovych skupin
nebo kinetické St€peni racemickych karbonylovych slouce-
nin). Nejedna se o vyCerpavajici review, ale o vybér, ktery
ukazuje moznosti jednotlivych reakci. Zna¢né pozornost je
pritom vénovana mechanismu a stereochemii.

KaZdy organicky chemik zabyvajici se organickou
syntézou obcas fesi problém, jak zavést do molekuly dvoj-
nou vazbu. Tento, podle mého ndzoru velmi zdafily svazek,
umoziuje pomérné rychlou orientaci pifi vybéru metody
a ¢inidla pfi zamyslené syntetické operaci a lze jej proto
doporucit kazdému, kdo se zabyva organickou syntézou.

Dalimil Dvorak

I. Chorkendorff,

J. W. Niemantsverdriet:
Concepts of Modern Catalysis and Kinetics
Wiley-VCH, Weinheim 2003.

Stran 452, ISBN 3-527-30574-2.

Kniha si klade za cil seznamit ¢tenate s pokrocilejSimi
zaklady katalyzy a kinetiky katalyzovanych reakci, vcetné

vysvétleni zakladnich principii a poskytnuti tvodu do od-
borné terminologie v této oblasti uzivané. Sami autofi vidi
v této knize ucebnici pro studenty chemickych a technolo-
gickych védnich oboril, a tomu odpovida i jeji koncepce —
kniha je samonosna a vétSinu textu je mozné pochopit bez
nutnosti konzultace s odkazovanymi materialy. Je téz dopl-
néna dosti obsdhlym souborem kontrolnich otdzek a cvic-
nych priklada.

Prakticky od samého zacatku je vyklad katalyzy tzce
spojen s vykladem riznych aspekti kinetiky katalytickych
reakci a v tomto aspektu kniha Concepts of Modern Cataly-
sis and Kinetics nezlstava nic dluzna svému nazvu. Kineti-
ce, kterd je predstavena jako nastroj pro vyzkum a popis
katalytické aktivity, je zde vénovana velkda pozornost.
V uvodnich kapitolach je vysvétleni zékladnich pojmi
a jevu v katalyze doplnéno iivodem do kinetiky homogenné
i heterogenné katalyzovanych reakci a teorie reakéni rych-
losti. Poté je Ctenaf seznamen se zakladnimi vlastnostmi
pevnych katalyzatori a metodami jejich charakterizace. Na
tento vyklad pak navazuje detailni popis povrchové reaktivi-
ty a sorpénich procesit v heterogenné katalytickych systé-
mech. Posledni, nezanedbatelna cast knihy je vénovana
praktickym aplikacim v katalyze ve tfech zvolenych oblas-
tech — v heterogenné katalyzovanych hydrogenacich, ve
zpracovani ropy a v environmentalni katalyze.

Nejvétsi pfinos této knihy lze spatfovat predevsSim
v §ifi a ucelenosti popisu kinetickych aspekt katalyzy, kte-
ra je u knihy ucebnicového zaméteni naprosto vyjimecna.
Zatimco v jinych oblastech katalyzy (napf. charakterizace
katalyzatoril), 1ze najit ucebnice popisujici je v dostatecné
§ifi, student zaméfeny na podrobnéjsi studium kinetiky byl
doposud nucen cerpat znalosti z vétSiho poctu specializova-
n¢&jsich publikaci, coz znacné ztézovalo pocatecni orientaci
v problému. Tato kniha v8ak v oblasti kinetiky katalyzova-
nych reakci pfinasi jak zaklady, tak i vysledky modernich
teoretickych a experimentélnich studii a jejich aplikaci ve
velkych primyslovych procesech.

Petr Zamostny

Chemistry and Mathematics: Two Scientific Languages
of the 21st Century

vydana Nova Acta Leopoldina (2003), 88 (330).
ISSN:0369-5034.

Recenzovana publikace predstavuje sbornik piispévkl
konference konané ve dnech 11.—-13.10. 2001 v Géttingenu.
Konference byla vénovana problematice komunikace a pi-
semného vyjadieni myslenek grafickymi symboly (ideo-
grafii) ve védeckych oborech matematika a chemie, jakoz i
styénym bodim komunikace v téchto oborech.

Ideogramy na rozdil od piktogramt reprezentuji kon-
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krétni slovo, jez je soucasti psaného jazyka. Jako jazyk je
obvykle chapan systém verbalnich znakd, které jsou typické
pro komunitu lidi, ktefi tak vyjadiuji své myslenky a chtéji,
aby tyto mySlenky byly pochopeny ostatnimi ¢leny komuni-
ty.Védecky jazyk matematiky, stejné jako chemie, byva
zpravidla nesrozumitelny ,,normalnim lidem* a pfed poloZze-
nim zaklad moderni teoretické chemie se vyvijely oddéle-
né. I v chemii ale pfisla doba, kdy si badatelé¢ uvédomili, ze
kazda véda, jejiz experimentalni vysledky mohou byt vyjad-
feny Cisly, se stdva vhodnou oblasti pro pouziti matematiky.
Matematika se tak stala ,,aplikovanou® a je Siroce vyuzivana
v mnoha védnich odvétvich.

Sbornik obsahuje kromé uvodniho slova celkem osm
odbornych sdéleni. Jednotlivé piispévky se k nastinéné pro-
blematice vyjadiuji z nejriznéjsich thli pohledu. Je zddraz-
novano informacni bohatstvi systematického chemického
nazvoslovi a zapisu molekulové struktury, na jejichz pod-
klad€ lze dedukovat n€které charakteristické vlastnosti 14t-
ky, ktera je timto zptisobem popsana (napt. ve stati Chemie
jako ideograficky jazyk). Dalsi pfispévky se vénuji napf.
problematice vyjadieni topologie krystall, popisu struktur,
které se chovaji jako linearni motory na molekularni Grovni,
nebo porovnani pfibuznych pojmi v matematice a vypocet-
ni chemii. Nekteré prispévky v sobé maji silny filozoficky
naboj a zamysleji se nad uplathovanim dedukce, intuice
a predstavivosti v matematice a v chemii, nebo zkoumaji
historicky vyvoj jazyka chemickych obort.

Sbornik predstavuje soubor zajimavych ¢lankd, pouka-
zujicich na sty¢né plochy matematiky a chemie. Jiz
z riznorodosti pristupu k pfedmétu konference je ale ziej-
mé, ze odhadovat budouci vyvoj sblizovani obou védeckych
jazyku je obtizné a jak znamo, v pfedpovédich budoucnosti
se Clovek casto myli. Jako pfiklad ndm miiZe poslouZit ci-
tat, ktery pronesl v roce 1977 Ken Olsen, president spolec-
nosti Digital Computer : ,,Neexistuje zadny divod, aby ¢lo-
vek chtél mit doma pocitac.

Pavel Chuchvalec
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Fortschritte der Chemie organischer Naturstoffe / Pro-
gress in the Chemistry of Organic Natural Products,
Part 87, (W. Herz, H. Falk, G. W. Kirby, eds)

Springer, Wien, 1. vydani, 2003.

222 stran, ISBN 3-211-02780-7. Cena 160,50 €.

Kniha se soustfed’uje na piehled informaci o piirod-
nich latkach ve dvou castech A) Cephalostatin Analogues
— Synthesis and Biological Activity autori Timo Flessner,
Rolf Jautelat, Ulrich Scholz a Ekkehard Winterfeldt, a B)
Siderophores of the Pseudomonadaceae sensu stricto
(Fluorescent and Non-Fluorescent Pseudomonas spp.)
z pera pana Herberta Budzikiewicze.

Prva ¢ast popisujici syntézu a biologickou aktivitu ce-
phalostatinii ma tfi hlavni oddily vénujici se postupné otaz-
kam konkrétni syntézy bissteroidnich pyrazind, moZnosti
funkcionalizace kruhtt A-D a chemii spiroketali pfibuznych
cephalostatintim. Tato prva ¢ast ma 80 stran a je extraktem
z 119 citaci, které zahrnuji literaturu do roku 2001 a uvadé;i
i citace z Casopisu ,,Collection®.

Druhé c¢ast popisujici siderophory Pseudomonadaceae
sensu stricto, tj. fluorescentni i nefluorescentni Pseudomo-
nas spp., je rozdélena na Sest podkapitol, popisujicich typic-
ké siderophory fluorescentnich pseudomonad, pyoverdiny,
ostatni siderophory fluorescentnich pseudomonad, bakterial-
ni metabolismus dvojmocného i trojmocného Zeleza, proble-
matiku vtahi pseudomonas a zdravi, zemed¢€lstvi a problé-
ma zivotniho prostiedi. V nékolika dodatcich uvadéji autofi
seznam zkratek, prehled bakterialnich specii, sbirek bakteri-
alnich kultur. Odkazy déli autofi na knihy, clanky, ptehledy
a plivodni prace. Druhd ¢ast knihy je obsazngjsi, ma 157
stran a uvadi ptes 530 citaci ¢lankd a 16 citaci knih, kapitol
a ptehledu.

Za grafické znazornéni chemickych struktur bych po-
chvalil pany Flessnera, Jautelata, Scholze a Winterfeldta,
kdeZto autora ¢asti druhé, pana Budzikiewicze nikoli; i kdyZ
mozna jen za esteticky dojem. Obé& Casti vSak prinaseji utii-
dény a kvalitni piehled v oblasti vymezené titulem. Knihu
dopliuje rejstiik autorti citovanych praci a rejstiik predmeét-
ny. Citace uvad¢;ji literaturu az do roku 2003.

Osmdesaty sedmy Zechmeister by nemél chybét
v pfiru¢ni knihovné Zadného chemika, ktery se zabyva pfi-
rodnimi a biologicky G¢innymi latkami.

Pavel Drasar
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1V. Mezioborové setkani mladych biologii, biochemikii a chemiku

Mezioborova konference mladych biologii, biochemikii a chemikii vstupuje letos do svého ctvrtého rocniku. Redakcni
rada Chemickych listii mne pozdadala, abych napsal kratky wvodnik do sborniku konference. Chtél bych se zminit o
trech aspektech. Za prvé — velmi si vazim prdce odborné komise, ktera hodnoti abstrakty. Letos se seslo dohromady
vice nez 130 abstraktii a odborna komise ma 14 dni na posouzeni. Za casit méeho studia se tradovalo, Ze asistenti na
VSCHT hodnoti pisemné price rozhozenim po hlavnim schodisti v ,, Ac¢ku”. Prdce komise, kterd vybird abstrakta na
nasi konferenci, vypada rozhodné jinak. Hodnoceni praci vénuje mnoho casu. Aby byla situace jeste komplikovanéjsi,
nase terminy se kryji s terminy podavani grantovych zprav a prihlasek. O to vice bych chtél podekovat celé komisi,
pracujici ve sloZzeni Dr. Blahos, doc. Drasar, Dr. Kotora, Dr. Pospisilovd, Dr. Stary a prof. Ulrichova a chtél bych
takeé ric,i ze jen diky jejich peclivé praci je kvalita konference velmi vysokd. To je druhy bod, ktery bych chtel zdiiraznit.
Prace, které se schazeji, jsou stale kvalitnéjsi, a je stdle tezsi vybrat ucastniky konference. Vioni navstivili konferenci
prof- Paces, doc. Moravcovd, Dr. Bartiunek, Dr. Turecek a vSichni nam, organizatorum, tlumocili stejny dojem —
kategoriich. Moje tieti poznamka, a zdroveit veliky dik, patii Ing. Irené Krumlové, tajemnici Ceské spolecnost pro
biochemii a molekularni biologii. Od prvniho rocniku pomdhd jak v organizaci, ale také ve financnim zajisteni celé
akce. S velikym nasazenim bojuje o granty, které pomahaji zvladnout stale rostouci ndklady. Bez ni a jejiho usili
bychom nebyli schopni tuto akci v daném rozmeru udrzet.

Na zaver — preji ctvrtému rocniku mnoho zdaru a vsem mladym hodne uspéchii v jejich védecké praci.

Martin Fusek
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ANTICANCER DRUG ELLIPTICINE FORMS DNA
ADDUCTS IN VIVO; A NOVEL MODE OF ITS
ANTINEOPLATIC ACTION

DAGMAR AIMOVA and MARIE STIBOROVA

Department of Biochemistry, Faculty of Science, Charles
University, Albertov 2030, 128 40 Prague 2, The Czech
Republic

dagmar_aimova@seznam.cz

Ellipticine is a potent antineoplastic agent, whose mode
of action is considered to be based mainly on DNA
intercalation and/or inhibition of topoisomerase II. We found
that ellipticine also forms covalent DNA adducts in vitro and
that the formation of DNA adducts is dependent on the
activation of ellipticine by cytochrome P450 (CYP) (cit.").
This implicates the potential importance of several CYPs in
producing more active ellipticine metabolite(s). Here, we
investigated the capacity of ellipticine to form DNA adducts in
vivo. Male Wistar rats were treated with ellipticine, and DNA
from various organs was analyzed by 32P-postlabeling.
Ellipticine-specific DNA adduct patterns, similar to those
found in vitro, were detected in most test organs. The highest
level of DNA adducts was found in liver, followed by spleen,
lung, kidney, heart and brain. One major and one minor
ellipticine-DNA adducts were found in DNA of all these
organs of rats exposed to ellipticine. Besides these, two or
three additional adducts were detected in DNA of liver,
kidney, lung and heart. The predominant adduct formed in rat
tissues in vivo was identical to the deoxyguanosine adduct
generated in DNA by ellipticine in vitro. Correlation studies
showed that the formation of this major DNA adduct in vivo is
mediated by CYP3A1- and CYP1A-dependent reactions. The
additional aim of the present work was to study whether
ellipticine could influence the expression of the major CYPs
participating in its metabolism. An expression of CYP1A1/2
proteins in liver of rats of both sexes is strongly induced by
treatment of animals with ellipticine. The expression levels of
CYP1A1/2 in treated rats are one order of magnitude higher
than those in control animals. The CYP1A1/2 induction is
strongly dependent on concentration of ellipticine applied to
experimental animals and on the time of their exposition. The
induction of other isoforms of cytochromes P450 (CYP2B,
2E1, 3A) was negligible. The results presented here are the
first report showing the formation of CYP-mediated covalent
DNA adducts by ellipticine in vivo, and confirm the formation
of covalent DNA adducts as a new mode of ellipticine action.
In addition, they indicate that a long-term treatment of humans
with ellipticine might stimulate its pharmacological efficiency
against cancer diseases.

Supported by Grant Agency of the Czech Republic (grant
203/01/0996) and the Ministry of Education of the Czech
Republic (grant MSM 1131 00001).

REFERENCES
1) Stiborova M., Bieler C. A., Wiessler M., Frei E.:
Biochem. Pharmacol. 62, 1675 (2001).
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VYUZITI DIASTEREOSELEKTIVNI [2+2+2]
CYKLOIZOMERACE TRIYNU PRO PRIPRAVU
HELIKALNE CHIRALNICH LATEK

ZUZANA ALEXANDROVA, IRENA G. STARA, FILIP
TEPLY, PETR SEHNAL, IVO STARY, DAVID SAMAN a
MILOS BUDESINSKY

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, F, lemingovo n. 2,
166 10 Praha 6
alexa@uochb.cas.cz

V minulosti jsme vyvinuli obecny zptisob pfipravy
helikalné chiralnich latek, ktery je zalozen na intramolekularni
[2+2+2] cykloizomeraci aromatickych triynd za katalyzy'?
kobaltem (I) ¢i niklem (0). Nedavno jsme pozorovali, ze
centrum chirality ve vychozim triynu muze Fidit
stereoselektivitu cyklizace®. Timto zpisobem je pak
kontrolovana helicita produktu.

S vyuzitim této syntetické metodologie jsme pfipravili
neracemickou helikalné chirdlni latku (P,15)-(+)-1, jejiz
struktura je odvozena od heliceni®. Syntéza vychazi z
dostupného bromjodidu 2. V prvnim kroku byl pusobenim
hydridu draselného generovan alkoholat odvozeny od (2S5)-(-)-
3, ktery byl poté alkylovan bromjodidem 2 za vzniku latky
(15)-(-)-4. Sonogashirtv  coupling diacetylenu 5 s
naftyljodidem (1S5)-(-)-4 a naslednda desilylace ucinkem
tetrabutylamoniumfluoridu vedly k pozadovanému triynu (1S5)-
(-)-6. Syntetickd sekvence byla zavrSena intramolekularni
[2+2+2] cykloizomeraci triynu (1S)-(-)-6 za katalyzy
komplexem kobaltu, a byla tak ziskana pozadovana helikalné
chiralni latka (P,1S)-(+)-1 .
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Bude zkoumano vyuziti této latky a jejich analogi v
oblasti kapalnych krystalti, kde helikdlni aromaty nebyly jesté
systematicky studovany.

Podporovino GA CR (reg. ¢ 203/02/0248) a UOCHB AV CR
(vyzkumny projekt ¢. Z4 055 905).
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SYNTHESIS OF 3,3’ SUBSTITUTED[2]STAFFANE
DERIVATIVES AND NMR STUDY OF THEIR
INCLUSION COMPLEXES WITH -CYCLODEXTRIN
IN WATER

PETR BARTOS and CTIBOR MAZAL

Department of Organic Chemistry, Faculty of Science,
Masaryk University, Kotlarska 2, 611 37 Brno, Czech
Republic

bartos@chemi.muni.cz, mazal@chemi.muni.cz

Derivatives of bicyclo[1.1.1]pentante (BCP) I were
recognized as very interesting class of compounds due to their
structural features. For example, BCP cage represents a basic
construction module for rigid rod like molecules — [n]staffanes
II, the fundamental part of suggested molecular size
construction set'. Having the set of predefined properties with
appropriate tools of supramolecular chemistry in hand, one
might be able to construct novel molecular materials. Since
practically useful synthesis of [1.1.1]propellane had been
found, synthetic aspects of BCP chemistry became relatively
developed recently”. On the other hand, there is little known
about supramolecular chemistry of BCP derivatives so far.
Inspired with Berg et al. (cf’) describing complexation of
bicyclo[2.2.2]octane derivatives with cyclodextrins (CD) and
with CD-based pseudo-rotaxane model* in our minds, we
focused our interest to the host-guest chemistry of BCPs.

lodide Ia and [2]staffanes Ila-b formed sparingly
soluble complex with B-CD upon mixing in D,O/DMSO-d¢
solvent mixture at 303 K precluding their further study by
solution NMR methods. Hydrophilic [2]staffane-3,3’-diol IId
has been prepared from Ila via iodine/lithium exchange
followed with oxidation of dilithium IIe with molecular
oxygen. Solution NMR analyses revealed formation of 1:1
host-guest complex III of Ild and B-CD at 303 K in water.
Association constant of the complex IIT has been estimated to
be K, = 3015 M™" at 303 K in water.

Financial support from Ministry of Education, Youth and
Sports of the Czech Republic (projects ME 571 and FRVS
574/2003) is acknowledged with thanks.
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DEVELOPMENT OF LATERAL FLOW
IMMUNOASSAYS FOR DETECTION OF FOODBORNE
PATHOGENS Listeria SPP. AND Listeria monocytogenes

MARTINA BLAZKOVA?®, PAVEL RAUCH?, JAN H.
WICHERS", and AART VAN AMERONGEN"

“Department of Biochemistry and Microbiology, Institute of
Chemical Technology, Technicka 5, 16628 Praha, Czech
Republic, *Agrotechnology and Food Innovations (A&F),
Wageningen University and Research Centre, P.O. Box 59,
6700 AA, Wageningen, The Netherlands
blazkovm@vscht.cz

A lateral flow immunoassay (LFIA) is a single step
method that is based on the principle of
immunochromatography. These simple and rapid strip tests
require only sample addition at one end of the device. Due to
wicking (capillary) effects, the sample is drawn into the
interstitial spaces of the membrane. While continuing along
this flow path, the sample contacts the dried reagent, usually a
labeled antibody, which then migrates with the analyte to a
capture zone containing immobilized antibodies. At this zone,
the analyte-antibody complex binds to the immobilized
antibody; signal is visible as a black line.

The genus Listeria includes six species: L.
monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri, L. innocua, L.
welshimeri, and L. grayi. The severe disease listeriosis caused
by these bacteria is one of the most deadly bacterial infections
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currently known. Only L. monocytogenes has been recognized
as an important foodborne pathogen causing infections in both
man and animal. L. ivanovii is primarily pathogenic for cattle
and sheep. The other Listeria spp. are considered to be
avirulent, although L. innocua may occasionally cause disease
in ruminants and L. seeligeri has been implicated in at least
one case of human listeriosis. Listeria spp. can be isolated
from a diversity of environmental sources, including soil,
water, effluents, a large variety of foods, and the feces of
humans and animals.

The aim of our work was to develop rapid and simple
method for general detection of genus Listeria and specific
determination of Listeria monocytogenes. Two polyclonal
antisera had previously been developed. With these antisera
ELISAs had been set up, one specific for Listeria spp., and the
other specific for L. monocytogenes. In the present study these
antibodies were used to develop easy-to-use Lateral Flow
ImmunoAssays that only require the addition of culture
supernatant into the sampling window.

This work was supported by the Grant Agency of the Czech
Republic, No. 525/03/0350.

PA-IIL LEKTIN Z HUMANNIHO PATOGENU
Pseudomonas aeuruginosa A JEHO INTERAKCE S
OLIGOSACHARIDY

MARTINA BUDOVA?, CHARLES SABIN”, EDWARD P.
MITCHELL, NECHAMA GILBOA-GARBERd, ANNE
IMBERTY", and MICHAELA WIMMEROVA™*

“National Centre for Biomolecular Research and ‘Department
of Biochemistry, Masaryk University, Kotlarska 2, 611 37
Brno, Czech Republic, YCERMA V-CNRS, 601 rue de la
Chimie, BP 53, 38041 Grenoble, France, ‘ESRF, Experiments
Division, BP 220, 38043 Grenoble, France, “Bar Ilan
University, Faculty of Life Sciences, Ramat Gan 52900, Israel
budova@chemi.muni.cz

Pseudomonas aeruginosa je gram-negativni potencialné
patogenni bakterie, kterd je schopna infikovat témét kazdou
lidskou tkan a napf. u pacientl s cystickou fibrosou zptisobuje
tézkou infekci plic. NejCastéjsi pri¢inou umrti pacientd s
cystickou fibrosou jsou pravé dusledky kolonizace plic touto
bakterii. P. aeruginosa produkuje vyznamné mnozstvi lektinti
vazajicich D-galaktosu a L-fukosu, PA IL (LecA) a PA IIL
(LecB), které jsou pravdépodobné odpovédné za primarni
rozpoznani hostitele a naslednou adhezi bakterie a jsou uzce
spjaty s virulenci tohoto patogenu'.

Na rozdil od vétSiny lektind, jez vykazuji relativné
nizkou afinitu k monomernim cukernym ligandiim, interakce
PA-IIL s fukosou je charakterizovana afinitni konstantou v
mikromolarni oblasti. Strukturni analyza prokazala, ze PA-IIL
lektin je tetramer slozeny ze Ctyt identickych podjednotek,
kazda z nich obsahuje vazebné misto se dvéma Ca’’ ionty,
které se ptimo podili na vazb¢ sacharidu a jsou pravdépodobné
pric¢inou neobvykle silné interakce mezi proteinem a cukernym
zbytkem®. Vyznam &etnych aminokyselin predevsim kyselého
charakteru zapojenych do interakce se sacharidy a jejich podil
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na vazbé nam pomaha odhalit jejich cilend mutagenese a
nésledna charakterizace mutantii. ZvlaStnosti vazebného mista
je i zapojeni C-terminalniho glycinu sousedniho monomeru do
pfimé interakce se sacharidem.

Krystaly PA-IIL lektinu se dafi pfipravit v dostatecné
velikosti, coz ndm otevielo novou moznost feSeni kvartérni
struktury proteinu na atomarni Grovni neutronovou difrakci. V
soucasné dobé probiha piiprava plné deuterovaného proteinu,
jez by mél umoznit pohled pfedevsim na vodikové atomy,
které jsou pfimo zapojeny do interakce, at’ uz kyselych
aminokyselin ve vazebném misté ¢i hydroxylovych skupin
sacharidu.
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ANTENNA RING AROUND TRIMERIC
PHOTOSYSTEM I IN A PHOTOSYNTHETIC
PROKARYOTE Prochlorothrix hollandica

L. BUMBA™", M. HUSAK", and F. VACHA"*

“Faculty of Biological Sciences; *Institute of Plant Molecular
Biology, Czech Academy of Sciences; “Institute of Physical
Biology, University of South Bohemia, Branisovska 31, 370 05
Ceské Budéjovice

bumba@umbr.cas.cz

Three known species of prochlorophytes (Prochloron
didemni, Prochlorothrix hollandica and Prochlorococcus
marinus) are an unusual group of prokaryotes which perform
oxygenic photosynthesis'. They are apparently related to
cyanobacteria but they lack water-soluble phycobilisomes
while they synthesize chlorophyll (chl) » and to form an
intrinsic chla/b light-harvesting antenna. The chla/b-binding
proteins (encoded by pch genes) are not closely related to the
lhe genes encoding a superfamily of the light-harvesting
antenna proteins of green plastids, but instead are similar to the
iron-stress induced isiA gene of cyanobacteria and to CP43, a
chlg-antenna protein of photosystem II (cf.?). In P. holandica
three Pcb antenna proteins (pchA-C gene products) have been
detected®. Here we show how the antenna proteins structurally
interact with the photosystem I (PSI) reaction center in P.
holandica. The isolated thylakoid membranes of P. hollandica
were solubilized by mild detergent dodecyl-B-D-maltoside and
subjected to a sucrose density gradient centrifugation. On the
basis of protein composition and spectroscopic data the lowest
green fraction of sucrose gradient contained polypeptides of
the PSI reaction center complex associated with the Pcb
proteins. In order to reveal how the PSI complex interact with
the Pcb proteins the fraction was negatively stained with
uranyl acetate, subjected to electron microscopy and obtained
images processed with SPIDER image analysis package®.
Single particle analysis showed a Pcb-PSI supercomplex to be
a more circular particle with a diameter of about 32 nm. This
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structure is remarkably similar to that of the IsiA-PS I
supercomplex isolated from cyanobacteria grown under iron-
deficient condition® and to the Pcb-PSI supercomplex isolated
from a low-light adapted Prochlorococcus strain SS120 [6].
We conclude that in thylakoid membranes of P. hollandica the
trimeric PSI complex is surrounded by the ring of 18 Pcb
subunits and in so doing significantly increases the size of the
light-harvesting system of PSI.

This work was supported partially by a project LNO0A141 and
project CEZ 12300001 of the Ministry of Education, Youth and
Sports of the Czech Republic.
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NEW PHOTOACTIVE SYSTEMS FOR DRIVING
CHEMICAL REACTIONS

RADEK CIBULKA® and BURKHARD KONIG”

“Department of Organic Chemistry, Prague Institute of
Chemical Technology, Technicka 5, 166 28 Prague 6;
Department of Organic Chemistry, University of Regensburg,
Universitdtsstrafle 31, D-93053 Regensburg, Germany.
cibulkar@vscht.cz.

Catalyzed reactions have been investigated in chemistry
for a long time. In general, a catalyst only lowers the activation
barrier of an exothermic reaction, which then proceeds faster.
On the other hand, utilization of light energy allow running of
some endothermic processes (e. g. photosynthesis, water
oxidation). The aim of our long-term project is to develop
molecular devices, which are capable to mediate or catalyze
endothermic chemical reactions under mild conditions when
irradiated by visible light. Such catalyst should consist of
suitable chromophore, which collects light energy, and binding
site for the substrate. This system should allow to "pump"
additional energy into the catalyst-substrate complex and thus
to drive endothermic conversion of the substrate to product
utilizing intramolecular photoinduced electron transferl (PET).
In this work, the catalyst I containing covalently bound flavin
and zinc(Il)-cyclen unit were prepared and tested for
photoinduced electron-transfer reactions. The Lewis-acidic
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zinc(Il)-cyclen in the catalyst may act as the binding sitel for a
substrate, while flavin represents chromophore2 that becomes
strong oxidizing (or reducing) agent upon irradiation by visible
light.

OMe

I e

hv ! 2Clo,

Scheme 1

It was found that the flavin-zinc(II)-cyclen derivative I
mediates efficiently photoinduced electron-transfer oxidation
of 4-methoxybenzyl alcohol (Scheme 1) in acetonitril and in
water. After reduction by sodium dithionite and after
irradiation, molecule I cleaves efficiently model of thymine
dimer thus mimicking photolyase3. Presence of the covalently
bound zinc(Il)-cyclen subunit is crucial for efficient
functioning of flavin photocatalyst.
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IDENTIFIKACE A CHARAKTERIZACE N OVYCH
PEPTIDOVYCH ANTIBIOTIK Z HMYZU

ALICE CIENCIALOVA™”, JIRT JIRACEK" a MARTINA
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“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo
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Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organi-
zation) uvadi, Ze rezistence k antimikrobialnim latkam je stale
varngjsi zdravotni problém'. Dochazi k néristu rezistence
bakterii vici soucasnym antibiotikim (rezistence Salmonella
typhimurium k tetracyklinim vzrostla z 0 % v roce 1948 k
98 % v roce 1998) (lit.?). Kazdou hodinu zabiji bakterialni
infekce na nasi planeté 1500 lidi a z toho polovina jsou déti
mladsi péti let. Tato zjisténi vedou ke snaze najit nové ucinné
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antimikrobialni latky, které by ni¢ily mikroorganismy a ptitom
by se vii¢i nim obtizné vytvatela rezistence’.

Tfida hmyzu se zda byt novym, slibnym zdrojem
pfirodnich latek s antimikrobialni aktivitou. V poslednich
letech byly prave z rozliénych druhtt hmyzu izolovany peptidy,
které vykazovaly zajimavou in vitro aktivitu proti mikro-
organismum rezistentnim ke konvenénim antibiotikim. Praveé
tyto peptidy by se mohly stat vzorem pro tvorbu novych
terapeutickych zbrani v boji s mikroorganismy*.

Mouchu Sarcophaga bullata, zastupce tadu diptera s
dokonalou proménou, jsme si vybrali ze Sirokého spektra
hmyzich druhd. Tato moucha je vystavena a odolava Sirokému
spektru mikroorganismti z prostiedi, ve kterém Zzije a pieziva.
Nasim cilem je identifikace a charakterizace novych peptidi
nebo proteinti ucastnicich se imunitni odpovédi proti bakterial-
nim infekcim.

Vychozim materidlem pro izolaci je hemolymfa larev
mouchy Sarcophaga bullata, které ukonlily obdobi ziru a
zacaly obdobi tzv. toulavého chovani. V tomto obdobi jsou
larvy injektovany sterilnim entomologickym $pendlikem nebo
entomologickym $pendlikem namocenym v bakterialni
suspenzi (E.coli, Staph. aureus). Za 24 hod je z indukovanych
larev izolovana hemolymfa. Hemolymfa je rozdé€lena na hrubé
frakce, které jsou dale chromatograficky déleny. RP-HPLC
izolované frakce jsou dale podrobeny charakterizaci fyzikalné
chemickymi metodami: UV-VIS spektroskopie, aminokyse-
linovd analyza, hmotnostni spektroskopie (MALDI), SDS
elektroforéza, trypticky digest a sekvenace. U vybranych
izolovanych frakci je zjiStovana antimikrobialni aktivita proti
bakteriim E.coli a Staph. aureus.

Tato prace je podporovana vyzkumnym zamérem AV OZ 4055
905.
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AKTIVACE SEKRETOVANYCH ASPARTATOVYCH
PROTEAS KVASINKY Candida parapsilosis

J. DOSTAL

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo ndm.
2, Praha 6, 166 10

V poslednich letech na celém svété dramaticky nartsta
vyskyt mykotickych infekci zptisobenych kvasinkami rodu
Candida. Jednim z vyznamnych zastupct této skupiny je C.
parapsilosis. Mezi virulentni faktory u C. parapsilosis fadime
schopnost produkce extracelularnich aspartatovych proteas
(Saps). V genomu C. parapsilosis byla doposud prokazana
pritomnost tfi gentl kodujicich Saps (SAPP1-3). Mechanismus,
jakym probiha aktivace jednotlivych proteas z neaktivniho
proenzymu, nebyl doposud u C. parapsilosis popsan.
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Nasi pozornost jsme soustiedili na izoenzymy Sapplp a
Sapp2p. Ty byly exprimovany v buitkdch E. coli a pomoci
chromatografickych metod pfecistény. Aktivace obou
izoenzyml probihala nejprve autokatalyticky v kyselém
prostiedi. Po dvou hodinach aktivace Sapplp byl vysledkem
vznik maturniho proteinu, ktery byl vSak o jednu
aminokyselinu kratsi nez autenticka Sapp1p izolovana piimo z
C. parapsilosis. U Sapp2p probihal autoaktivaéni proces velmi
pozvolna a k tplné aktivaci doslo az po tfech dnech. Vznikly
protein byl o osm aminokyselin delsi a vykazoval nizkou
proteolytickou aktivitu ve srovnani s autentickou Sapp2p. V
modelu tzv. ,asistované aktivace* proenzymu byl pfi analyze
pouzit trypsin, nahrazujici serinovou processingovou proteasu
z C. parapsilosis. Propeptid byl v tomto pfipadé u obou
izoenzymu odstépen v oéekavaném miste.

Z vysledku je ziejmé, ze ptestoZe je sekvenéni podobnost
obou izoenzyml (Sapplp, Sapp2p) vysoka, jejich zpisoby
aktivace a substratové specifity jsou velmi rozdilné.

SYNTEZA DERIVA'l:fI ELIPTICINU A VYPOCTY
JEJICH INTERAKCI S PARY BAZI DNA (4B INITIO A
EMPIRICKE POTENCIALY)

MARTIN DRACINSKY? JAN SEJBAL® a OBIS D.
CASTANO®

“Katedra organické chemie a radiochemie PFF UK, Albertov
6, 12843 Praha 2, ®Departamento de quimica fisica,
Universidad de Alcala, Alcala de Henares, Spanélsko
martindraca@yahoo.com

Elipticin a jeho derivaty (zejména 9-hydroxyderivaty)
jsou protinadorova lé¢iva'. Dosud neni zndm mechanismus
jejich pisobeni, silna vazba na DNA (zejména interkalace) je
viak nutnou podminkou jejich uginku®.

Je znama celd fada metod piipravy elipticinu a jeho
derivati®™*, Z4dna viak neni zcela univerzalni pro piipravu
rizné substituovaného zékladniho skeletu. Jako nejvhodnéjsi
se ukazala syntéza vychazejici z indolu a 2,5-hexandionu.
Timto zpGsobem jsou v jednom reakénim kroku vybudovany
kruhy A, B a C elipticinu.

Jednou z moznosti, jak studovat interakce DNA s
interkalatory je vypocetni chemie. Nejjednodussi model pro
popis interkalujicich systémi je jeden par bazi a jedna
molekula interkal4toru®. T pro tento jednoduchy model jsou
vypocty interakéni energie ab initio velmi narocné (jak casove,
tak na pocitatové vybaveni) a pro rozsahlejsi systémy jsou
zcela neproveditelné. Empirické potencialy se bézné pouzivaji
pro vypolet geometrii a dalSich vlastnosti (véetné
termodynamickych) a lze je pouzit i v pfipadé velkych
molekul (DNA, proteiny).

V této praci byly provedeny vypocty ab initio interakéni
energie péti rtiznych derivath elipticinu s pary bazi DNA
(adenin-thymin a guanin-cytosin) a byla zkoumdna zavislost
interakéni energie na vzdalenosti mezi interkalatorem a parem
bazi a na hlu pootoceni mezi nimi. Vysledky byly porovnany
se tfemi riznymi empirickymi potencialy a byla vyhodnocena
uéinnost jednotlivych potenciald.
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PRI’PRAYA ATROPOIZOMERNICH BIARSOKLﬁ
POMOCI CYKLOTRIMERIZACE ALKYNU

LENKA DUFKOVA a MARTIN KOTORA*

Prirodovédecka fakulta UK, Hlavova 8, 128 43 Praha 2,
kotora@natur.cuni.cz

Schéma 1
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N

moznosti
polysubstituovanych atropoizomernich biarylti vedle tradi¢né

Cyklotrimerizace je alternativni piipravy
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vyuzivanych cross-couplingovych reakci. Pti cyklotrimerizaci
dochézi ke vzniku vysoce substituovanych arent ze tii riznych
alkynt. V pfipad€, Ze jeden z alkyni je ortho-substituovany
arylalkyn, lze ocekavat vznik potencidlné atropoizomernich
biaryld.

Reakci tetraalkylsubstituovanych  zirkonacyklopenta-
dient s ortho-arylpropynoaty v pfitomnosti stechiometrického
mnoZstvi CuCl' nebo NiBr,(PPhs), (cit.%) dochazi ke vzniku
biaryli z alkynl. Reakce v pfitomnosti NiBry(PPh;), se nijak
nevymykaly z pfedpokladaného priibéhu (schema 1), nicméné
v ptipad¢ reakci s CuCl byl krom¢ biarylti pozorovan i vznik
prislusnych Dewarovych benzend. Jejich tvorba je diikazem
odlisného, dosud nepozorovaného, reakéniho mechanismu.

Timto  postupem jsme  pfipravili fadu 2,2'-
disubstituovanych potencialné atropoizomernich biaryld v
ptijatelnych vytézcich. Navic byl objeven dal$i mozny reakéni
mechanismus rozkladu zirkonacyklopentadient.
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MICROTUBULES DISARRAY RESULTS IN HUMAN
GLUCOCORTICOID RECEPTOR DEGRADATION IN
HeLa CELLS

ZDENEK DVORAK?®, MARTIN MODRIANSKY?,
PATRICK MAUREL", and JEAN-MARC PASCUSSI"

“Institute of Medical Chemistry and Biochemistry, Medical
Faculty, Palacky University Olomouc, Hnévotinska 3, 77515
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Route de Mende, 34293 Montpellier, France.

The role of microtubules in steroid hormone dependent
hGR activation is not fully understood yet. It was
demonstrated recently that colchicine down-regulates hGR
driven genes in primary human hepatocytes by a mechanism
involving inhibition of hGR nucleo-cytoplasmic shuttling. In
search of further reason of hGR inactivation in addition to
inhibition of its translocation, we used HeLa cells as a model,
since they possess endogenous and functional hGR. We bring
the evidence that microtubules disarray in HeLa cells by three
structurally different microtubule disrupting compounds
(MDC): colchicine, nocodazole, and vincristine, results in
rapid time- and dose-dependent hGR protein degradation.
Proteasome-ubiquitine pathway was found to be involved in
degradation process as revealed by its reversibility by
proteasome inhibitor MGI132 and increased level of
ubiquitined hGR protein in cells pre-treated with MG132 prior
to the MDCs treatment. On the other hand, degradation was
observed for neither wt-hGR nor hGR mutants S226A and
K419A in transiently transfected COS-1 cells. Thus,
proteasome-ubiquitine mediated hGR degradation following
microtubule disruption is the main reason for hGR inactivation
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in HeLa cells and may be true for other cell types. Taking in
account the time course experiments, the hGR degradation
precedes inhibition of nucleo-cytoplasmic shuttling.

This work was supported by INSERM postes verts grant
CS/RN/02/no1442 and MSM 151100003.

FYZIOLOGICKE ASPEKTY BIODEGRADACE
FENOLICKYCH LATEK - POROVNANI MODELOVE
KVASINKY A BAKTERIE

ARIANA FIALOVA

Sevapharma, a.s. Korunni 108, CZ-101 03, Praha 10, Vysoka
Skola chemicko-technologicka, UKCHB, Technickd 5, CZ-166
28, Praha 6

fialovaa@centrum.cz

Aromatické latky na bazi fenolu mohou byt
kontaminujici slozkou Zivotniho prostfedi, kam se dostavaji z
odpadll z primyslu, havarii a starych zatézi. Fenolaty jsou
jednou ze slozek ropy a ropnych produktl, fenol se vyskytuje
v odpadech z  farmaceutického, kozeluzného a
petrochemického  primyslu. Biodegradaéni metody v
kombinaci s fyzikalné-chemickymi principy jsou jednou z
efektivnich a ekologickych variant, jak odstranit tyto toxické
latky z kontaminovanych lokalit.

Se zajmem poznat biochemické pozadi biodegradaci a
optimalizovat  tyto  procesy byla provedena fada
mikrobiologickych a biochemickych test. Pro tyto ucely byly
vybrany jako modelové mikroorganismy na fenolaty
adaptovana kvasinka Candida maltosa a sbirkova bakterie
Rhodococcus erythropolis CCM 2595. Tyto dvé populace byly
podrobeny tadé¢ biodegrada¢nich experimenti na rizné
aromaty (fenol, katechol, resorcinol, p-kresol, DNP, p-
hydroxybenzoat, hydrochinon, salicylat, benzoat, p-chlorfenol
aj.), z nichz vétSinu je schopna alesponn jedna z populaci
degradovat.

Populace byly podrobeny nekolikaleté adaptaci na
vysoké koncentrace fenolu (az 1,7 g.I”" v médiu) a porovnany
schopnosti a fyziologické parametry populaci pfed a po
adaptaci.

V zijmu objasnéni mechanismii degradace byly
stanovovany klicové enzymové aktivity (fenol hydroxylasa,
katechol 1,2-dioxygenasa, benzoat 1,2-monooxygenasa) a
pribehy jejich indukce, aktivit a substratové specifity ve forme
hrubého bezbunééného extraktu byly zkoumany v souvislosti s
degrada¢nimi drahami testovanych polutantti.

S cilem zvysit ristové a degradacni rychlosti byly
testovany ptidavky rtznych latek (glukosy, resorcinolu,
huminovych preparatt), které mohou mit za urcitych
podminek pozitivni vliv na efektivitu biodegradacnich
procest.

Dosazené vysledky, porovnavajici fyziologické aspekty
biodegradaci fenolatl u modelové kvasinky a bakterie, mohou
slouzit nejen jako blizsi charakteristika vlastnosti a moznosti
vyuziti obou testovanych mikrobnich populaci, ale i jako
podklad pro dalsi studium enzymového vybaveni v souvislosti
s vyzkumem cilenych genetickych uprav danych kmenti.
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STUDIUM TVORBY RETROVIROVYCH KAPSID
JAKO NOSICU NUKLEOVYCH KYSELIN

SARKA HAUBOVA, PAVEL ULBRICH a TOMAS
RUML

Ustav biochemie a mikrobiologie, Vysokd skola chemicko-
technologicka v Praze, Technickad 5, 166 28 Praha 6
haubovas@vscht.cz

Studium retrovirGi nabyva v posledni dobé na vyznamu
nejen v souvislosti s chorobou AIDS, ale i z divodu jejich
schopnosti vbalovat do svych ¢astic nukleové kyseliny. Poro-
zuméni procesu tvorby retrovirovych kapsid a mechanismu
inkorporace nukleovych kyselin mize vyrazné pfispét k
dalsimu vyuziti téchto systémui pro terapeutické ucely. Nase
préace je zaméfena na studium tvorby nezralych kapsid Mason-
Pfizerova opi¢iho viru (M-PMV) v in vitro syst¢ému. M-PMV
je vhodnym modelem pro studium tvorby kapsid a jejich zrani,
jelikoz tvorba nezralé kapsidy, intracelularni transport téchto
nezralych ¢astic a puceni jsou ¢asove i prostorové oddélené
procesy. Retrovirovy polyproteinovy prekurzor Gag obsahuje
strukturni proteiny, které maji kliCové postaveni pfi fizeni a
tvorbé retrovirovych ¢astic, a to matrixovy protein (MA),
fosfoprotein (PP), protein pl2, kapsidovy protein (CA),
nukleokapsidovy protein (NC) a protein p4.

V nasi laboratofi byly nalezeny podminky, pfi kterych se
ze strukturniho prekurzoru Gag i jeho dele¢nich mutantt tvoti
in vitro spravné sbalené kapsidy. Zamé¢fili jsme se na minima-
lizovanou doménu Gag, a to na fuzni kapsidovy a nukleokapsi-
dovy protein, ktery obsahuje domény zodpovédné za interakce
pii skladani kapsidy. Sledovali jsme vlastnosti jak proteinu
CANC, tak i proteinu CANC bez N-koncového prolinu, jelikoz
bylo jiz diive zjisténo, Ze N-koncovy prolin ma zasadni vliv na
tvar vznikajicich Castic. Byly studovany vlivy pH, koncentrace
zineCnatych iontd a iontové sily a vlivy piitomnosti
oligonukleotidi a RNA na tvorbu nezralych kapsid in vitro.
Bylo zjisténo, ze oligonukleotidy a vybrané nukleové kyseliny
jsou do castic G¢inné inkorporovany a jejich pfitomnost
vyrazn¢ usnadniuje tvorbu kapsid. Velikost a tvar vznikajicich
kapsid byly sledovany pomoci transmisni elektronové
mikroskopie.

Schopnost ucinné inkorporovat do vznikajicich kapsid
nukleovou kyselinu miize byt v budoucnu vyuzita pti vyvoji
vektorti pro genové terapie. K tomuto pfispiva i skutecnost, ze
lze k N-koncové sekvenci CA-NC pfipojit libovolny peptid,
ktery muize slouzit ke smérovani kapsid do cilovych tkani, aniz
by byla porusena schopnost skladat kapsidy.

Prace byla podporena granty MSMT LNOOA079 a
CEZ:J19/18:223300006.

STUDIUM BIOSYNTEZY CsN JEDNOTKY
ANTIBIOTIK MANUMYCINOVEHO TYPU

KATERINA HEJDUKOVA, KATERINA PETRICKOVA
a MIROSLAV PETRICEK
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Kyselina 5-aminolevulova (5-ALA) je prekurzorem
pyrolt i tzv. CsN jednotky (viz vzorec, ¢ast odpovidajici 2-
amino-3-hydroxycyklopent-2-enonu) specifické pro antibiotika
manumycinového typu. Na zakladé prohledavani genomu
nékolika  streptomycetovych  kment, zaméfeného na
pritomnost genti charakteristickych pro ob¢ biosyntetické cesty
5-ALA, tzv. Cs a C4 cesty, jsme prokazali, ze zatimco 5-ALA
potebna na tvorbu pyroll je poskytovana Cs cestou, 5-ALA
vznikajici C4 cestou je vyuzivana vyhradné pro produkci
manumycinovych antibiotik. Gen als, kodujici klicovy enzym
C4 cesty, byl vyuzit k naklonovani kompletniho shluku gent
pro biosyntézu antibiotika asukamycinu.

Dale jsme se zaméfili na detailngj$i popis mechanismu
biosyntézy ~manumycinovych antibiotik, konkrétné¢ na
biosyntézu CsN jednotky. Cilem bylo naklonovat a exprimovat
v E. coli geny pravdépodobné zodpovédné za syntézu a
cyklizaci ALA za vzniku CsN jednotky a ovéfit jejich
enzymovou aktivitu. Geny als (kodujici aminolevulinat
syntazu) a ald (kédujici aldolazu) byly klonovany do
expresnich vektord pQE31 a pMAL-c2. Transla¢ni produkty
obou zminénych gend byly nasledné purifikovany pomoci
afinitni chromatografie a pouzity pro ovéfeni navrzené funkce
téchto gend.

Antibiotikum manumycinového typu — asukamycin

LITERATURA
1.  HuY.: Kandidatska diserta¢ni prace, University of
Washington, Washington 2000.

MECHANISMUS PUSOBENI ALOSTERICKYCH
MODULATORU METABOTROPNICH
GLUTAMATOVYCH RECEPTORU

VERONIKA HLAVA?KOVA, JEAN-PHILIPPE PIN a
JAROSLAV BLAHOS

Oddéleni molekularni farmakologie, UEM AV CR, Videniska
1083, 142 20 Praha 4
hlavackv@biomed.cas.cz

Hlavni excitaéni neuropfenase¢ glutamat vyvoldva a
ovlivituje synaptickou odpovéd’ v nervovém systému aktivaci
dvou typl receptorti. Vazbou na tzv. ionotropni receptory

o . ¥ ’ 7 o 2+ ’ . .
zpusobuje otevieni kanalk pro Ca®, a tim depolarizaci
membrany neurond. Druhym typem jsou receptory sprazené s
G-proteiny (GPCR — G-protein Coupled Receptor) nazyvané
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metabotropni glutamatové receptory (mGluRs), které moduluji
signalizaci mezi neurony. Dodnes bylo vyklonovéno na 8
podtypd mGluRs, které jsou podle sekvenéni podobnosti,
farmakologickych a biochemickych vlastnosti rozdéleny do tfi
skupin. Pro svou farmakologickou rozmanitost a diky rozdilné
expresi a lokalizaci pre- i postsynaptické jsou mGluRs slibnym
cilem pro vyvoj novych 1éku, které by se uplatnily v 1écbé
mnoha neurologickych onemocnéni.

V soucasné dobé byla uznana hypotéza, ze GPCRs
ruznych typd mohou vytvaret funkéni hetero- ¢i homodimery
nebo vys$si oligomery. Dimerizace ovliviluje farmakologické
vlastnosti receptorti, pfenos signalu pies G-proteiny do nitra
bunky, bunéény transport a dal§i procesy. Na rozdil od
heteromerniho GABAB  receptoru, mGluRs vytvareji
homodimery, ackoli oba receptory patii do spolecné treti
rodiny GPCRs. Zda se pfenosu signalu a tedy vazby G-
proteini ucastni obé podjednotky nebo jen jedna jako v
pripadé GABAB receptoru, nas zajimalo v prvni ¢asti nasi
studie. Abychom mohli kontrolovat povrchovou expresi
receptori, vyuzili jsme poznatkli pravé o GABAB receptoru.
Tento receptor je tvofen podjednotkou GB1 a GB2.
Podjednotka GB1 neni schopna se dostat na povrch bez
pomoci GB2 podjednotky a diky retenénimu signalu v jejim C-
konci je zadrzovana v endoplazmatickém retikulu. Pro
objasnéni pienosu signalu jsme také vyuzili skuteénosti, ze 2. a
3. intracelularni klicka (i3) jsou dilezité pro aktivaci G-
proteinti. Bodovou mutaci v i3 jsme zabranili pienosu signalu
urcité podjednotky a mohli tak sledovat ptenos signalu do nitra
bunky druhou, nemutovanou podjednotkou.

V druhé casti nasi prace jsme vyuzili novych typt
sloucenin, alosterickych moduldtord. Tyto molekuly, at’ uz
pozitivni nebo negativni alosterické modulatory, se vazi do
heptahelikalni domény (HD), mista odlisného od vazebného
mista pro glutamat (N-konec). Jaky je ale mechanismus
pusobeni alosterickych modulatort pouze na jednu
podjednotku nebo cely dimer nebylo dosud objasnéno. K
zodpovézeni této otazky jsme navrhli a vytvorili nékolik typt
mutantnich mGlul receptorti s vazebnym mistem pro negativni
alostericky modulator mGlu5 receptoru, MPEP (2-methyl-6-
(fenylethynyl)pyridin) a sledovali jeho vliv na rizné
kombinace podjednotek receptorti v porovnani s negativnim
alosterickym modulatorem mGlul receptoru — BAY36-7620
[(3aS,6aS)-6a-naphtalen-2-ylmethyl-5-methyliden-hexahydro-
cyclopental[c]furan-1-on].

Nase vysledky ukazaly, ze ob¢ podjednotky mGluR1
jsou schopny aktivovat G-proteiny a stejné tak kazda z
mutovanych podjednotek vaze jednu molekulu MPEPu.
Dokazali jsme také, Ze az pii vazbé 2 molekul antagonisty na
jeden dimer je teprve tento receptor antagonizovan. Vyuziti
alosterickych modulatorti v 1é¢bé neurologickych onemocnéni
ma své vyhody. Diky specifické vazbé do transmembranové
domény vykazuji tyto latky 1) absolutni podtypovou
selektivitu, 2) zachovavaji prostorové i docasné uspotradani
receptoru, a tak jsou schopny ovlivnit jiz existujici
fyziologickou signalizaci.

Tento projekt byl podporovins GA CR (301/03/1183 a
309/03/H095) a GA AV (B5039402).
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ASSOCIATION OF EF-Tu WITH BIOLOGICAL
MEMBRANES AND ITS AGGREGATION INCREASES
FACTOR’S NANO-SWITCH POTENTIAL
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BEZOUSKOVA, and JAROSLAV WEISER
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Protein synthesis elongation factor Tu (EF-Tu) represents
one of the major components of translation system in
prokaryotes. It participates on correct positioning of the
incoming aminoacyl-tRNA on the ribosome where polypeptide
chain is synthesised. Besides this, EF-Tu is proposed to
function in other parts of the cell metabolism as well. The
protein is represented by three-domain structure and behaves
like a typical G (guanine nucleotide binding) protein.
Interaction of flexible domain 1 containing GDP/GTP binding
pocket with more rigid domains 2 and 3 allows it to work as a
molecular switch changing between “on” and “off”
conformation upon binding of GDP or GTP. There are
available specific inhibitors of EF-Tu, which are able to
“freeze “the protein in either “on”, or “off” conformation as an
example can be mentioned kirromycin or pulvomycin.

There have been described several post-translation
modifications of the protein some of them playing the role in
translation, others important for its potential functions outside
of the elongation cycle. In E.coli, Bacillus subtilis and Bacillus
licheniformis a part of EF-Tu population, which is located on
the membrane, can be methylated in response to starvation for
an essential nutrient.

E.coli and T. thermophilus EF-Tu were found to be
phosphorylated in vivo, and the phosphorylated fraction
remained stable under different conditions. Since the
phosphorylated residue (Thr-382) is conserved in all known
EF-Tu corresponding sequences from other species, the
phosphorylation might be a common phenomenon and the
phosphorylated form of EF-Tu might play a fundamental role
in the physiology of all organisms. EF-Tu was also described
recently as a major component of cytoskeleton like structures
in Mycoplasma pneumoniae cells and most importantly it was
identified there as a protein binding fibronectin which is a
multifunctional protein interacting with molecular motor like
structures in eukaryotes.

In order to study potential role(s) of EF-Tu post-
translation modifications in Streptomyces we studied its
heterogeneity, content and distribution in several Streptomyces
strains and compared it with that in Mycobacterium
smegmatis, Escherichia coli and Bacillus subtilis. For that
purpose we have prepared membrane, ribosomal and soluble
cell fractions by differential centrifugation and EF-Tu was
detected in the fractions by western blot technique. Using 2D-
electrophoresis of proteins we analysed cell membrane
proteomes in several Streptomyces strains during development
and compared it with that of non-differentiating
Mycobacterium.

We described previously a spontaneous polymerisation
of EF-Tu from Streptomyces aureofaciens, which might serve
as a protective mechanism for EF-Tu present in spores or

281

IV. Amerika 2004

enables the protein to play a structural role. Aggregates are
formed under physiological conditions and give raise to
filamentous structures large enough to be visible in the light
microscope. We have developed simple and effective method
for purification of large amounts of the aggregated protein,
which retains its nucleotide binding activity. We found that
two closely related strains of Streptomyces aureofaciens
contain EF-Tu capable of spontaneous aggregation. We
purified EF-Tu from both strains using above mentioned
method and use them in comparative studies in order to
understand better the structural and functional basis of this
phenomenon. Using 2D electrophoresis of purified proteins
and their hydrolysis products we analysed their structural
differences and heterogeneity resulting from their post-
translation modifications.

NOVE MOZNOSTI ON-LINE PREKONCENTRACE
ANALYTU V KAPILARNI ELEKTROFOREZE

JANA ,HORAKOVA, VITEZSLAV MAIER a JURAJ
SEVCIK

Katedra analytické chemie Prirodovédeckad Fakulta Univestita
Palackého, Trida Svobody 8, 771 46 Olomouc

Metody kapilarni elektroforézy (CE) se dnes stavaji ¢im
dale castéji vyuzivanéj$imi separacnimi technikami. Jejimi
hlavnimi vyhodami jsou nendro¢nd instrumentace, nizka
spotfeba vzorku a zejména vysokd separacni ucinnost.
Slabinou CE je nedostatecna koncentracni citlivost, zvlasté pri
pouziti UV-VIS detekce. K ¢&asteéné eliminaci tohoto
problému slouzi on-line prekoncentraéni techniky zalozené na
vyuziti principd ptrechodné izotachoforézy, stacking nebo
sweeping efektu.

Prezentovand nova kapilarn¢ elektroforetickd on-line
prekoncentra¢ni technika umoziiuje stanovovat nanomolarni
koncentrace slabych elektrolyti pomoci klasickych UV-VIS
detektorii. Vhodnost navrzeného postupu je demonstrovana na
stanoveni benzoové a sorbové kyseliny ve vzorcich stolniho
oleje a ovocné §tavy. Filozofie on-line prekoncentrace je
zalozenda na vhodném experimentalnim uspofadani dvou
pracovnich elektrolyti, které se 1isi svym slozenim a pouZzitym
pH. Na elektrolytickém rozhrani téchto dvou pracovnich elek-
trolyti dochazi k elektroforetické imobilizaci stanovovanych
analyti. Po dostate¢ném ,,nakoncentrovani“ analyti je jejich
naslednd mobilizace a separace umoznéna namigrovanim
micelotvornich latek do separaéni kapilary.

Vlastni metoda se mize z metodického hlediska rozdélit
na dvé faze: akumulacni a mobiliza¢ni. V nami demon-
strovaném pfipadé jsou ve fazi akumulaéni pouzité modelové
analyty (benzoova a sorbova kyselina) rozpustény v boratovém
pufru o pH 9,5. Pti tomto pH dochazi k jejich ionizaci. Protoze
ob¢ kyseliny jsou slabymi elektrolyty, jsou zaporné nabité a
migruji ke kladné nabité elektrodé. Pti této migraci ,,narazi*
molekuly kyselin (disociované v boratovém elektrolytu) na
rozhrani fosfatového pufru o pH 2,5. Nizké hodnota pH tohoto
elektrolytu zptisobi jejich deionizaci (ztrati naboj), a tudiz
prestanou v kapilafe v tomto misté migrovat. Po dostate¢né
dlouhé dobé elektrokinetického dévkovani vzorku dochézi k
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zakoncentrovani analytd v pH rozhrani. Nasledné je nutné
nakoncentrované neionizované analyty rozseparovat a nechat
domigrovat k detektoru. Nastupuje druhd faze — mobilizaéni,
pri které se analyty ,rozpohybuji“ pomoci zavedeni SDS
molekul do kapilary v koncentraci, ktera umozni tvorbu jejich
micel. Protoze v nami demonstrovaném ptipadé jsou SDS
micely zaporné nabité a jsou schopny do svych molekul
inkorporovat v daném elektroforetickém prostiedi neioni-
zované molekuly benzoové a sorbové kyseliny, dochdzi k
jejich separaci a nasledné detekci. Identifikace benzoové a
sorbové kyseliny probiha na zakladé rozdilnych vlnovych
délek (benzoova kyselina ptfi 200 nm a sorbova kyselina pii
260 nm).

Nami vyvinutd on-line prekoncentracni technika
kapilarni elektroforézy umoziiuje stanoveni velmi nizkych
koncentraci slabych elektrolyti (v nami demonstrovaném
pfipadé LOQ = 1,5.10° moll"). Vzhledem ke stabilits
elektrolytického rozhrani metoda umoziuje az 4-hodinovy
elektrokineticky nasttik modelovych analytt.

Autori dékuji za podporu vyzkumnému zaméru MSM
153100013 Ministerstva skolstvi CR.

TISSUE SPECIFIC ALTERNATIVE SPLICING IN THE
GENE FOR AHP5, A HISTIDINE-CONTAINING
PHOSPHOTRANSFER PROTEIN FROM Arabidopsis
thaliana

J. HRADILOVA® a B. BRZOBOHATY"*

“Laboratory of Plant Molecular Physiology, Masaryk
University Brno, Faculty of Science, Kotlarska 2, 611 37,
Brno, bInstitute of Biophysics, AS CR, Krdlovopolska 135,
61265 Brno, Czech Republic.

A multistep two-component system is involved in signal
transduction in Arabidopsis and consists of a sensory histidine
kinase, a phosphotransfer factor and a response regulator.
Factors with histidine-containing phosphotransfer domains
(AHPs) transfer the phosphoryl group from membrane
localised receptor (histidine kinases) to effectors (response
regulators) localised in the nucleus. Five AHPs have been
identified in Arabidopsis. AHPs are small proteins (14,5 — 18
kDa), with a predicted acidic isoeletric point (5.5-3.9) and a
typical phosphotransfer domain, including the conserved
sequence XHQXKGSSXS. AHPS comprises six exons and
five introns. RNA was prepared using Trizol reagent from
different plant tissues: leaves, roots, shoot, flowers, siliques
and seedlings. Using RT-PCR we detected two products
(AHPS5s and AHPSI). Following sequencing, the second intron
was found intact at position 211 bp in the longer product
(AHP5I). Real time RT-PCR showed that the ratio between
spliced and nonspliced products is in tested tissues significant
different. Other AHPs (AHP1, AHP2, AHP3 and AHP4) were
established to be normally spliced. AHPSI comprises two open
reading frames, and in the longer of them the phosphotransfer
domain is preserved intact as the original reading frame is not
altered. This protein has a predicted molecular mass of 11.7
kDa and the putative isoeletric point is 7.72.
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PROTILATKY PROTI RECEPTORUM SPRAZENYM S
G - PROTEINEM

D. HYBLOVA®", L. VESELSKY", J. VELEK" a
B. ZELEZNA"

“Prirodovédecka fakulta, Univerzita Karlova, Hlavova 2030,
128 40 Praha 2, bUstav molekuldrni genetiky, AV CR,
Flemingovo nam. 2, 166 37 Praha 6, Ustav organické chemie
a biochemie, AV CR, Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
hyblova.dasa@seznam.cz

Extrcelularni ¢asti angiotenzinového (AT1, AT2) a
trombinového receptoru (TR) pracuji sprazené s G-proteinem.
Tyto receptory maji komplikovanou strukturu se sedmi
transmembranovymi Useky. Snazili jsme se detegovat
receptory AT1, AT2 a TR v lyzatu bunéénych membran. K
tomu jsme vyuzili protilatky pfipravené proti syntetickym
peptidim odpovidajicim urcité sekvenci extraceluldrni ¢ésti
téchto receptori. Adsorpei antigenniho peptidu na pfipravené
protilatky jsme potvrdili jejich specifitu. Pripravené protilatky
lze pouzit k imunoprecipitaci receptorti z lyzati bunécnych
membran a lze jimi rovnéZz sledovat expresi receptoru na
urovni proteinu za ruznych fyziologickych podminek.

Pripravili jsme velké mnozstvi protilatek proti vybranym
sekvencim extracelularnich ¢asti receptoru AT1 (sekvence
169-188, 14-23), AT2 (sekvence 184-195, 193-204) a
trombinového (sekvence 44-52, 244-268). Byly pfipraveny
syntézou jako nasobné antigenni peptidy na lyzinovém
heptameru. Témito peptidy jsme opakovan¢ imunizovali
kraliky a z jejich krve izolovali sérum. Ziskané polyklonalni
protilatky jsme testovali imunochemickou metodou ELISA. Z
organti dospélych potkanii kmene Wistar a z nenarozenych
embryi mysi jsme izolovali bunééné membrany a jejich lyzat
rozdélili pomoci SDS elektroforézy, prenesli z gelu na NC-
membranu  (Western blot), kde jsme je detegovali
pfipravenymi protilatkami. Jako sekundarni protilatku jsme
pouzili prase¢i protilatku proti krali¢imu imunoglobulinu
znacenou kienovou peroxidasou. Substratem byl H,O,, detekci
jsme provadéli ECL nebo chlornaftolem. K imunoprecipitaci
lyzatd bunéénych membran v neionogennim detergentu jsme
pouzili Protein G-Sepharosu CL 4-B.

Z ptipravenych polyklondlnich kralic¢ich protilatek jsme
vybrali ty, které maji dostate¢n¢ vysoky titr, rozeznavaji jak
peptid, proti kterému byly pfipraveny, tak receptor z lyzatu
bunéénych membran a po imunoabsorpci antigennim peptidem
tuto schopnost ztraceji. Pro AT1 je to protilatka proti peptidu
(169-188), pro AT?2 je to protilatka proti peptidu (184-195) a
pro TR je to protilatka proti peptidu (44-52).

Pomoci protilatky proti AT1 receptorim jsme zjistili
vyssi expresi AT1 receptoru na urovni proteinu v tukové tkani
u vasektomovanych potkand proti normalnim zvifatim. U
potkan vystavenych chladovému stresu jsme nepozorovali
vyrazné zmény na urovni AT1 AT2 proteinu v tukové tkani,
ackoli byly pfedtim zaznamenany zmény na urovni mRNA pro
tyto receptory.

Imunoabsorpci se nam podafilo potvrdit specifitu
protilatek pfipravenych proti sekvencim receptoru ATI1
(sekvence 169-188), AT2 (sekvence 184-195) a trombinového
(sekvence 44-52). Do budoucna bychom chtéli receptor
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imunoprecipitovany jednou protilatkou detegovat protilatkou
proti jiné Casti receptoru a ziskat imunoprecipitat v takovém
mnozstvi, aby jej bylo mozno z blotu sekvenovat, a tak plné
potvrdit specifitu protilatky.

PURIFIKACE A CHARAKTERIZACE ENZ¥MI°J ]
MODIFIKOVANE ORTHO-METABOLICKE DRAHY
BAKTERIALNIHO KMENE Achromobacter xylosoxidans
A8

ZDENEK CHODORA', VERA JENCOVA®, HYNEK
STRNAD?, MILUSE HROUDOVA® a VACLAV PACES®

“Ustav biochemie a mikrobiologie, Vysokd skola chemicko-
technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6, bUstav
molekularni genetiky, AV CR, Flemingovo namesti 2, 166 28
Praha 6

chodoraz@vscht.cz

Jednim z hlavnich ekologickych problémt soucasnosti je
kontaminace Zivotniho prostfedi halogenderivaty aromatickych
uhlovodikl, jako jsou napiiklad polychlorované bifenyly
(PCB), chlorbenzoaty (CB) nebo chlorfenoxyacetaty. V
nedavné dob¢ byla izolovana fada bakterii schopnych vyuzivat
chloraromatické slouceniny jako alternativni zdroj uhliku a
energie. VétSina téchto bakterii transformuje za aerobnich
podminek tyto slouceniny na chlorkatecholy, které jsou
nékterymi kmeny bakterii metabolizovany pomoci enzymi
modifikované ortho-metabolické drahy na bézné bunécné
metabolity. Tato drdha je tvofena Ctyfmi enzymy:
chlorkatechol 1,2-dioxygenasa, chlormukonat cykloisomerasa,
(chlor)dienlakton hydrolasa a (chlor)maleyacetat reduktasa.
Geny kodujici tyto enzymy jsou obvykle lokalizovany na
plasmidech. Znalosti ziskané studiem téchto metabolickych
drah maji vyuziti pti fizenych bioremediacich oblasti
kontaminovanych halogenderivaty aromatickych uhlovodiku.
Bakterialni kmen Achromobacter xylosoxidans A8 byl
izolovan z pidy kontaminované polychlorovanymi bifenyly. Je
schopen utilizace 2-chlor a 2,5-dichlorbenzoatu. Pti sekvenéni
analyze plasmidové DNA pAS81 tohoto kmene byl
identifikovan operon mocpR-ABCD, kodujici enzymy
modifikované ortho-metabolické drahy. Za ucelem funkéni
analyzy mocpABCD gent byly pfipraveny expresni vektory
nesouci jednotlivé mocp geny, které byly exprimovany v E.
coli BL21(DE3). Pro vSechny Mocp proteiny (Mocp A, Mocp
B, Mocp C, Mocp D) byla vypracovana purifika¢ni schémata
poskytujici jednotlivé proteiny o homogenité dostatecné pro
enzymové analyzy. Byly provedeny zéakladni charakteristiky
téchto enzymu: stanoveni optimalni reakcni teploty a pH,
ziskani kinetickych dat pro razné substraty (Km, Vlim),
stanoveni molekulové hmotnosti, podjednotkového slozeni a
stanoveni izoelektrického bodu.

BIOQHEMICKA CHARAKTERIZACE FAKTORYU
PODILEJICICH SE NA REGULACT KONDENZACE
CHROMATINU BEHEM MEIOTICKEHO DELEN{

LUCIE JELINKOVA a MICHAL KUBELKA
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Ustav Ziv. fyziologie a genetiky AV CR, Rumburskd 89, 277 21
Libéchov

Sbaleni chromatinu do kompaktniho chromosomu je
komplexni proces, jehoz se tcastni mnoho faktor. Faktory,
které se podileji na kondenzaci béhem mitotického déleni jsou
popsany, ale existuje malo informaci o pribéhu kondenzace
béhem meiotického de€leni. Cilem prace je charakterizovat
faktory, které se podileji na regulaci kondenzace chromosomu
béhem meiotického zrani prasecich oocytt.

Nejvyznamnéj$im faktorem zodpovédnym za
morfologické zmény béhem meiotického déleni je tzv. MPF
(M-phase promoting factor), coz je komplex cyklin-
dependentni kinasy cdc2 a regulacni podjednotky cyklinu B.
Predpoklada se, ze je klicovym faktorem regulujicim pfechod
G2/M béhem bunééného cyklu vsech bunck. S kondenzaci
chromatinu jsou spojovany modifikace histonu, pfedevsim
jejich fosforylace. V posledni dobé se ukazuje, Ze mnohem
vyznamé&ji nez histon H1 (ktery byl ptivodné povazovan za
dalezity) je do tohoto dé&je zapojen histon H3 a jeho
fosforylace na Ser 10, se kterou je spojovana Aurora B kinasa.
Dale se na kondenzaci podili komlex péti podjednotek
nazyvany kondensin, ten je tvofen jadrem dimeru SMC
proteinii (Structural Maitence of Chromosome Proteins) a
tiemi podjednotkami nepatiici k SMC proteinim (CAP-D2,
CAP-H, CAP-G); tyto podjednotky jsou fosforylovany.
Fosforylace histonu H3 je dulezita pro nasednuti kondensinu
na DNA, po némz nasleduje sbalovani chromatinu za casti
ATP do nadsroubovicovych struktur.

Sledovali jsme zmény ve fosforylaci histonu H1 a H3,
expresi Aurora B kinasy béhem meiotického zrani oocyta.
Pomoci imunoblotu jsme sledovali fosforylaci histonu H3 na
Ser 10 specifickou polyklonalni protilatkou spolu s expresi
Aurora B kinazy. Tyto zmény jsme porovnali s aktivitou Cdc2
kinasy. Zmény ve fosforylaci H3 na Ser 10 jsme sledovali u
oocytt kultivovanych jednak v kontrolnim médiu, jednak za
pfitomnosti  inhibitor cdk-kinas (Butyrolactone I) a
proteosyntézy (cycloheximide), a to s vyuzitim imunoblotingu
a kinasové eseje. Expresi dvou clenti kondensinového
komplexu (CAP-D2 a CAP-H) jsme sledovali na urovni
mRNA metodou RT-PCR.

Zjistili jsme, ze k aktivaci histonu H3, tedy fosforylaci na
Ser 10, dochazi ve stddiu MI (1. meiotickd metafaze) a
pokracuje do faze MII (2. meiotickd metafaze), ve stadiu GV
(germinal vesicle — na pocatku zrani) neni histon H3
fosforylovan (imunoblot a kinasova esej).

SYNTEZA NOVYCH CALIXARENP,ORFYRINfJ A
STUDIUM JEJICH KOMPLEXACNICH VLASTNOSTI

MARTIN KAS, IVAN STIBOR a PAVEL LHOTAK

Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze, Technickad 5,
166 28 Praha
kasm@yvscht.cz

Tato prace se zabyva piipravou a studiem komplexacnich
vlastnosti novych calixarenoporfyrinovych derivati. Tyto
konjugaty byly pfipravovany pro svou piedpokladanou
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schopnost interagovat s fullereny C60 a C70 a jako latky
vhodné pro vystavbu dal$ich molekularnich senzori.

SPACER

SPACER

Pii studiu konjugatd calix[4]arenti a thiacalix[4]arent s
porfyriny byla objevena jejich schopnost komplexovat
fullereny C60 a C70. Za interakce zpusobujici komplexaci
fullerenu jsou odpovédné porfyrinové jednotky téchto
konjugatti, zatimco calixarenovy skelet slouzi jako vhodné
,molekularni leSeni” umoziujici preorganizaci prostorového
usporadani molekuly. Sledovan byl vliv tohoto prostorového
uspofadani na silu komplexace fullerenti. Komplexace byly
sledovany pomoci 'H NMR.
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INDUKCE LIPAS V KVASINKACH RODU
GEOTRICHUM A STANOVENI JEJICH
STEREOSPECIFICITY A SELEKTIVITY PRO
NENASYCENE MASTNE KYSELINY
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a- a y-Linolenové kyseliny jsou prekurzory ikosanoidu.
Jejich deficit vede mimo jiné ke kardiovaskularnim chorobam.
Bézné jsou tyto kyseliny dodavany potravou. U nemocnych a
starSich osob je syntéza ikosanoidi zna¢né sniZena.
Linolenové kyseliny je tedy nutno podavat ve zvysenych
davkach v potravinovych dopliicich. Nejcastéji se uzivaji oleje,
které obsahuji tyto kyseliny v riznych koncentracich v
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zavislosti na pavodu oleje. Jednou z moznych metod' pro
zvySeni obsahu nenasycenych mastnych kyselin je hydrolyza
triacylglyceroll, obsahujicich nenasycené mastné kyseliny,
provadéna lipasami, které maji specificitu pro tento typ
kyselin. Jako vhodné organismy pro ziskani lipas byly vybrany
kvasinky Geotrichum fragrans 48 a Geotrichum candidum
(0302, 4012, 4013). Pro indukci lipas byla pouzita dvé rizna
média s olivovym olejem jako induktorem. V médiu, které
obsahovalo pepton jako zdroj dusiku, byla pfednostné
indukovéna extracelularni lipasa. Naopak v médiu, které
obsahovalo mocovinu jako zdroj dusiku, byla piednostné
indukovana lipasa vazana na povrch burniky. Aktivované lipasy
byly stabilizovany a bylo stanoveno jejich optimalni pH,
stereospecificita a selektivita vi¢i nenasycenym mastnym
kyselinam. Tyto enzymy budou dale pouzity pro obohaceni
jedné z frakci ziskané enzymatickou hydrolyzou oleje ze
semen ¢erného rybizu o nenasycené mastné kyseliny.

Autori dékuji MSMT za financni podporu pomoct projekti
COST D13.10 (soucdst mezinarodni pracovni skupiny COST
D13/0014/01) a COST D30.001.
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@EBOBNI’ FOTOTBOFNI’ BAKTERIE JAKO NOVY
CLANEK MORSKEHO UHLIKOVEHO CYKLU

MICHAL KOBLIZEK?®, ZBIGNIEW S. KOLBER” a
PAUL G. FALKOWSKI*

“Mikrobiologicky tistav AV CR, Opatovicky mlyn, 379 81
Trebori; bMBARI, 7700 Sandholdt Road, Moss Landing, CA
93901, USA;, “Institute of Marine and Coastal Sciences,
Rutgers, New Brunswick, NJ 08901, USA

Nedavny objev ptitomnosti aerobnich fototrofnich
bakterii v tropickém Pacifiku vzbudil silny zajem o tuto
skupinu mikroorganismi. Nasledna studie prokazala, ze v
oligotrofnich vodach severovychodniho Tichého oceanu tvoii
tyto organismy kolem 10 % mikrobidlniho spolecenstva.
Aerobni  fototrofové  predstavuji  malou  podskupinu
Proteobakterii. Obsahuji fotosynteticka reakéni centra tvofena
bakteriochlorofylem a na rozdil od svych blizce pribuznych
purpurovych bakterii jsou striktné aerobni.

Sledovali jsme ptitomnost fototrofnich bakterii v riznych
lokalitach svétového oceanu pomoci kinetické fluorometrie v
infraervené oblasti. V Tichém oceanu (stanice ALOHA,
Hawaii, USA) se mnozstvi bakteriochlorofylu pohybovalo
kolem 1-2 pM, relativni podil fototrofie analyzované z poméru
mnozstvi pigmentd bakteriochlorofylu a chlorofylu byl kolem
2 %. V Cerném a Baltském mofi bylo pozorované mnoZstvi
bakteriochlorofylu vyssi (5-50 pM), ovSem pomér pigmenttl
byl pouze kolem 1 %.

Kolem 40 kmend fotoheterotrofnich bakterii bylo
vyizolovano z riznych oblasti svétového oceanu. Na zéklade
sekvenace geni  16S  ribozomalni podjednotky a
fotosyntetického reakéniho centra a s piihlédnutim k
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fyziologickym a biochemickym charakteristikdim byly
vyizolované kmeny zatazeny do dvou zakladnich rodi
Roseobacter a Erythrobacter nalezejicich do skupiny a-
Proteobakterii. Pomoci kinetické fluorometrie a absorpcni
spektroskopie bylo prokdzano, ze vsSechny izolaty obsahuji
funkéni bakterialni reakéni centra. Schopnost asimilace CO,
byla prokazana pomoci inkorporace radioaktivniho
bikarbonatu. Na druhou stranu ziskané kmeny nebyly schopny
Cisté autotrofniho ristu a vyZadovaly pfitomnost organického
substratu. Pomoci souasného méfeni respirace a fotosyntézy
bylo zjisténo, Ze tyto organismy mohou ¢aste¢né nahrazovat
energii oxidativni fosforylace pomoci fotofosforylace.
Fotosyntetickd reak¢ni centra tak slouzi jako alternativni zdroj
ATP. Tato metabolickd strategie je ziejm¢ vyhodnd v
mofském ekosystému charakteristickém omezenymi zdroji
zivin.  Vyrazny podil v  pelagickych  bakterialnich
spolecenstvech a fotoheterotrofni typ metabolismu signalizuji
vyznamnou roli aerobnich fototrofnich bakterii v motském
uhlikovém cyklu.
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TKANOVE SPECIFICKE UCINKY ANTIESTROGENU,
ANTIGESTAGENU A FYTOESTROGENU U MYSI

EVA KOHLEROVA

Ustav Zivocisné fyziologie a genetiky, AV CR, Videriskd 1083,
142 20 Praha 4

V posledni dobé se zdjem endokrinologti soustied’uje na
tzv. endocrine disruptors. Jsou to chemické latky, které
mimikuji nebo inhibuji aktivity pfirozenych hormont, nebo
méni funkce nervového, imunitniho a endokrinniho systému.
Vysledkem jejich pusobeni v organismu muze byt rakovina
prsu, varlat, prostaty a jinych organi, endometriosa, poruchy
reprodukce a anomalie sexudlniho chovani.

V souCasné dobé je celosvétovou snahou vypracovat
vhodny model pro detekci hormonalnich aktivit pfirozenych i
syntetickych latek. Na nasem mysim modelu jsme simultanné
studovali biologické aktivity latek s vlastnostmi agonistli a
antagonisti steroidnich hormont v riznych cilovych tkanich.
Pokusy in vivo totiz umoziuji posoudit biologické Ucinky
agonistl, antagonistd i parcialnich agonisti daleko piesnéji nez
pokusy in vitro.Napft. vazebné studie nerozlisuji antagonisty od
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agonistt, nékteré latky jsou aktivni v podminkach in vitro,
zatimco v podminkach in vivo jsou bez U¢inku a naopak.
Tkéanové kultury mohou reagovat podle druhu tkané na stejny
hormon rizné a naopak nekteré bunééné linie mohou reagovat
stejné na rtizné hormony.

Ke studiu byly pouzity outbredni mysi kmene C3H/HeN.
Zvitata byla ustajena ve zvéfinci pti svételném rezimu 12 h
svétlo/ 12 h tma, krmena nutriéné kompletni peletovanou
dietou a vodou ad libitum. Mladé samice a samci byli do
pokusu zatazeni v 18 dnech véku. Samice, které byly pouzity
jako dospélé, byly ovariektomovany mezi 21.-24. dnem veku.
Dospéli samci byli kastrovani 10-20 dni pfed zafazenim do
pokusu. Zvifatim byly subkutanné aplikovany antiestrogeny,
antigestageny, fytoestrogeny a diethylstilbestrol v 50 pl
olejového vehikula. Biologicka aktivita téchto latek byla
hodnocena podle ristu mlécné zlazy, délohy, semennych
vackd a sleziny. Rust mlééné Zlazy byl hodnocen na zakladé
stanoveni procentického zastoupeni epitelidlnich struktur v
celozlazovych preparatech.

PI“JSpBENi RESVERATROLU NA KVASINKOVE
BUNKY Saccharomyces cerevisiae

IRENA KOLOUCHOVA®, KAREL MELZOCH?,
VLADIMIR FILIP® a JAN SMIDRKAL"

“Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi a bUstav miéka a tuku,
Vysoka Skola chemicko-technologicka v Praze, Technicka 5,
166 28 Praha 6

Resveratrol (trans-3,5,4 -trihydroxystilben) a ostatni
polyfenolické latky pfitomné v ptfirodnich materidlech jsou v
soucasné¢ dobé v poptedi svétového zajmu diky svému
pfiznivému téinku na lidsky organismus. Tyto latky patii mezi
antioxidanty. Jejich plsobeni se dava do souvislosti s
pozitivnim ovlivnénim metabolismu tukll a se snizenim poctu
kardiovaskularnich a nddorovych onemocnéni.

Z téchto divodl byla resveratrolu vénovana mimotadna
pozornost a jeho obsah byl sledovan ve vinech, rostlinach,
ovoci a zeleningé a také byl zkouman jeho vliv na tkanové
kultury. Dosud se ale nikdo nezabyval jeho uc¢inkem na
mikrobialni populace, zejména na kvasinky, které se s
resveratrolem v prub&hu procesu kvaSeni dostavaji do kontaktu
ve velice §irokém rozmezi od desetin mg.I"' az po 10 mg.I'".
Snazili jsme se proto zjistit vliv riznych koncentraci
resveratrolu na buniky Saccharomyces cerevisiae (a zarovein
vliv rozpoustédla — ethanol, DMSO — pro resveratrol) a jeho
pusobeni na buiky v prostfedi oxidativniho stresu. Dal$im
hlediskem bylo hledani pfipadného protektivniho wcinku
resveratrolu, ktery byl nalezen pfi jeho pfidavku u tkanovych
kultivaci.

Stanoveni resveratrolu bylo provadéno metodou HPLC s
elektrochemickou detekei a ucinky resveratrolu na kvasinkové
bunky byly sledovany pomoci rlstovych kiivek a méfenim
aktivit enzymi, které mohou byt ovlivnény oxidativnim
stresem nebo piitomnosti resveratrolu peroxidasa,
polyfenoloxidasa, katalasa, lakasa.

Bylo zjisténo, ze resveratrol nema ve zkoumaném
rozmezi 50 pg.l' — 10 mg.l" vyznamn&jsi vliv na rist bundk



Chem. Listy 98,271 — 314 (2004)

Saccharomyces cerevisiae ssp. Malaga ani na diploidni
laboratorni kmen Saccharomyces cerevisiae YF. VEtsi vliv ma
naopak pouzité rozpoustédlo pro resveratrol, kde zvlasteé vyssi
koncentrace DMSO v médiu (5,5 %) zptisobovala mensi nartst
populace. Z hlediska oxidativniho stresu je koncentrace
peroxidu vodiku 0,1 % pro bunky Saccharomyces cerevisiae
letalni, ale pfi kultivaci bunék s resveratrolem tato koncentrace
letalni neni. Dale bylo zjisténo, ze v prostiedi vyssiho
oxidativniho stresu si butika vytvofila vy$§i mnozstvi proteint
a zvySovala aktivitu katalasy. Z hlediska aktivit katalasy a
lakasy ma resveratrol protektivni ucinek pro kvasinkovou
buflklil v podminkach oxidativniho stresu do koncentrace 0,5
mg.l".

IZOLACE A CHARAKTERIZACE MEMBRANOVEHO
GLYKOPROTEINU CD36 ZE SRDECNIHO SVALU A
KREVNICH DESTICEK LABORATORNIHO
POTKANA

K. KONTROVA?, J. ZIDKOVA®, V. ZIDEK", K.
MIKULIKS, J. PEKNICOVAY, P. PALECKOVA® a M.
PRAVENEC"

“Ustav biochemie a mikrobiologie, Vysokd $kola chemicko-
technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha,
bFyziologicky tistav AV CR, 142 20 Praha, “Mikrobiologicky
ustav AV CR, 142 20 Praha, Ustav molekuldrni genetiky AV
CR, 166 37 Praha

CD36 je integralni membranovy glykoprotein vyskytujici
se na povrchu fady bunék jako multiligandovy receptor.
Uplatiiuje se napf. ve vazbé s trombospondinem-1, kolagenem,
oxidovanymi lipoproteiny s nizkou hustotou (LDL) a
erytrocyty infikovanymi  Plasmodiem  falciparum. Je
exprimovan v krevnich desti¢kach, monocytech, makrofazich a
také v bunkach s aktivnim metabolismem dlouhofetézcovych
mastnych kyselin jako jsou tukova tkan, tenké stfevo a srde¢ni
sval. Spontanni delece v genu kodujicim tento protein vede k
porucham metabolismu glukosy a lipidi jako je esencialni
hypertenze (vysoky krevni tlak nevznikly nasledkem jiné
nemoci), inzulinova rezistence nebo obezita. Vysoky krevni
tlak je povazovan za jeden z hlavnich rizikovych faktord
mozkové mrtvice, infarktu myokardu a selhani ledvin.

Pro studium biochemické a genetické podstaty téchto
faktorti se vyuziva nékterych inbrednich kmenti laboratorniho
potkana, zejména hypertenzniho kmene SHR (Spontaneously
Hypertensive Rat) a kontrolniho normotenzniho kmene WK
(Wistar Kyoto). Z genetickych analyz kmene SHR a
kongenniho kmene SHR-4 s pouzitim DNA-bioéipu
vyplynulo, Ze vyznamnym faktorem ovliviiujicim zminéné
metabolické poruchy je pravé protein CD36. Cilem nasi prace
byla izolace proteinu CD36 ze srde¢ni tkané a krevnich
desti¢ek obou kment a jejich nasledna strukturni, biochemicka
a imunochemickd charakterizace.

Vypracovali jsme nékolikastupiovou metodu izolace
membranovych proteini ze srdeéniho svalu i krevnich
desticek. Pomoci HPLC ionexové chromatografie byl
purifikovan protein CD36 ze srde¢ni tkané. Aktivni frakce
byly pouzity k imunizaci a piipravé krali¢ich polyklonalnich
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protilatek. Imunochemické studie pomoci Ouchterlonyho
techniky a dvourozmérné imunoelektroforézy neprokézaly
rozdil v imunologické reaktivité proteinu CD36 u kmene SHR
a WK. Dvourozmérna elektroforéza s izoelektrickou fokuzaci
v prvnim rozméru prokazala vznik nékolika izoforem proteinu
CD36, které mohou byt zpusobeny rozdilnymi posttrans-
la¢nimi modifikacemi. Studium posttranslacnich modifikaci
proteinu CD36 prozatim neodhalilo vyznamné rozdily v
glykosylaci mezi proteiny CD36 obou studovanych kmentd. K
imunodetekei proteinu CD36 jsme pouzili monoklonalni kiizo-
v¢ reagujici protildtku proti lidskému CD36 trombospon-
dinovému receptoru. Pomoci nepfimé fluorescencni techniky
byly zjistény podstatné rozdily v expresi proteinu CD36 na
povrchu nativnich krevnich desticek mezi kmeny SHR,
kontrolniho kmene WK a transgennich kment SHR linie 10 a
19. Procentualni zastoupeni krevnich desticek s povrchovym
receptorem CD36 bylo u spontanné hypertenzniho kmene
vyrazné snizeno asi o 35 % proti kontrolnimu kmeni WK. U
transgennich kmentt SHR/TG10 a SHR/TG19 byl jasny trend
navratu k normalnimu poctu pozitivnich bunc¢k.

METATEZE - UZITECNY NASTROJ MODERNI
ORGANICKE SYNTEZY

Vysokd skola chemicko-technologickd v Praze, Ustay
organické technologie, Technickad 5, Praha
kopecnyj@vscht.cz

V moderni organické syntéze jsou Siroce uZivany
katalytické reakce, které umoziiuji a zjednodusuji ptfipravu
organickych latek. Jednou z nich je metatéze, reakce
nenasycenych  organickych molekul, nazyvand diive
disproporcionace olefini. Pfi reakci dochdzi k rozpadu a
opétnému vzniku dvojné vazby, schéma 1.

kat.

2 R/\/R' R/\/R + R,/\/R'

Schéma 1: Reak¢ni schéma metatéze

Pii metatézi dochazi k vyméné atomti nebo skupin atomut
mezi dvéma molekulami, bez zmény charakteru vazeb.
Metatéze olefinll je obzvlast zajimava z hlediska moznosti
sestavovat organickou molekulu z jednotlivych ,.bloku“, a tak
zjednodusit, nebo mnohdy dokonce umoznit, syntézu
chemické latky. Metatézi je mozno aplikovat na nenasycené
latky nejriznéjsich struktur.

Pfi studiu modelové reakce metatéze linarnich o-olefini
s pouzitim vysoce selektivniho heterogenniho katalyzatoru na
bazi Re,0,/AL,0; byla vénovana pozornost katalytické aktivité
a selektivité¢ v zavislosti na ménénych podminkach reakce a
aktivace katalyzatoru. Katalyticky systém je aktivni jiz za
laboratorni nebo mirné zvysené teploté. Katalyzator je mozno
po opétovné aktivaci opakované pouzit k reakci bez vyrazného
snizeni aktivity.



Chem. Listy 98,271 — 314 (2004)

NESYMETRICKY FUNKCIONALIZOVANE 1, 1°-
BlNAFTYL,OV’E LIGANDY PROOCHIRALNi
ROZPOZNANI ZWITTERIONTU

SIMONA KOSCOVA*, MILOS BUDESINSKY?, IVANA
CISAROVAP a JANA HODACOVA®*

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo
nam. 2, 166 10 Praha 6, bPrirodovédeckd fakulta Univerzity
Karlovy, Hlavova 2030, 128 40 Praha 2

V oblasti molekularniho rozpoznani organickych sloucenin
byl v poslednich letech zaméfen zajem na aminokyseliny jako
dillezitou tiidu biomolekul'. Z literatury je zndm pouze nizky
pocet ligandii schopnych chiralniho rozpoznani aminokyselin jako
zwitteriontli”.

Nase cilové ligandy se skladaji ze 3 zakladnich strukturnich
Casti, centralni axialn¢ chiralni 1,1’-binaftalenové jednotky, ke
které jsou pfipojeny zbyvajici 2: vazebné misto pro amoniovy
kation (crown etherovy fragment) a vazebné misto pro
karboxylovy anion (mocovinovy, thiomocovinovy nebo amidicky
fragment).

Obecné lze k piipravé nesymetricky funkcionalizovanych
binaftalenti pouzit dva syntetické pfistupy. Prvni vyuziva znamych
opticky aktivnich binaftylovych prekurzori. Nasledné opracovani
jejich skeletu vede k cilovym opticky aktivnim slouc¢eninam.
Nevyhoda spociva ve vysokém poctu naslednych reakénich krokd.
Tento princip jsme uplatnili pii syntéze ligandd 1. Druhou
syntetickou strategii pfedstavuje nesymetricky coupling vhodné
substituovanych 2-naftoli®. Racemicky produkt couplingové
reakce je nutné dale §tépit na antipody. Oproti prvnimu piistupu je
vyhodou druhého nizky pocet reakénich krokd, ale nevyhodou je
nutnost vypracovat metodu Stépeni produktu na enantiomery.
Oxidativnim couplingem byly ziskany ligandy II.

V soucasné dobé probihaji studie pfipravenych ligandl z
hlediska jejich komplexacnich vlastnosti zwitteriontti.

Prace byla vypracovina v ramci grantu GA CR 203/01/0067 a
projektu AV CR Z4 055 905.
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EXPRESE GENU OTEVRENEHO CTECIHO RAMCE 7
KODUJICi NUKLEOKAPSIDOVY PROTEIN N VIRU
REPRODUKCNIHO A RESPIRACNIHO SYNDROMU
PRASAT PROSTREDNICTVIM BAKULOVIROVEHO
VEKTORU V HMYZiCH BUNKACH

E. KOSINOVA, I. PSIKAL, R. TESARIK a L. RODAK

Veterinary Research Institute, Hudcova 70, 621 32, Brno
kosinova@vri.cz
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Bakuloviry jsou pouzivany jako expresni vektory pro
ziskavani heterolognich proteinti s vysokym vytézkem. Pro
rekombinace je pouzivan virus AcMNPV (Autographa
california multiple nuclear polyhedrosis virus), ktery se
pomnozuje v hmyzich bunkach (Sf-9) kultivovanych in vitro,
odvozenych z hmyzu fadu Lepidoptera, zejména larev Celedi
Noctuidae, druhu Spodoptera frugiperda.

V systému Bac-N-Blue (Invitrogene) je transferovym
vektorem plazmid E. coli, ktery obsahuje gen pro polyhedrin
pod kontrolou silného promotoru p/h., dile DNA sekvence pro
kompletaci homolognich usekl 5 konce bakterialniho LacZ
genu, gen ORF1629 nutny k replikaci bakuloviru, polylinker
pro vlozeni cizorodé DNA a signaly pro terminaci transkripce
a polyadenylaci. Prostfednictvim homologni rekombinace je
do rekombinantniho bakuloviru tak vnesen, kromé
pozadovaného inzertu, gen k produkci B-galaktosidazy a gen
ORF1629 k obnoveni replikaéni schopnosti rekombinantniho
bakuloviru, ktery byl v transfekci pouzit v linearizované
formé. Selekce rekombinantnich bakulovirG (occ-) je
umoznéna kompletaci LacZ genu a plaky tvoiené timto
fenotypem jsou modfe zbarvené v pfitomnosti chromogenu.

V eukaryontnim systému exprese rekombinantnich
proteini byl zkonstruovan rekombinantni bakulovirus
exprimujici kompletni gen (ORF7) evropského sérotypu viru
PRRS (V-516), ktery koduje 128 aminokyselin (aa)
strukturalniho nukleokapsidového proteinu N. Klon bakuloviru
D-1/5/20 byl purifikovan plakovou technikou selekci modrych
plaki a po 6. pasazi dosahoval titr 2,2x108 PFU.ml™.
Produkce a identita rekombinantntho N proteinu (rN) o
velikosti ~15 kD byla ovétovana v SDS-PAGE v redukujicich
podminkach a imunoblotovaci technikou s PRRS pozitivnim
polyklonalnim prase¢im sérem a s monoklonalni protilatkou
WB 4 ziskanou z CVL Weybridge, Anglie. Bézné byly
dosahovany koncentrace rN proteinu 80 az 250 pg.ml™.

Rekombinantni antigen (rN) viru PRRS byl pouzit v
koncentraci 2 pg.ml™® k sestaveni nepfimého ELISA testu
(PRRS IgG rELISA) k prikazu PRRSV protilatek v sérech
prasat. K ovéfeni diagnostickych parametrii soupravy bylo
paralelné vySetfeno 154 sér prasat diagnostickou soupravou
IDEXX HerdCheck® ELISA. Porovnanim diagnostickych
parametrii obou metod ukazuje na vétsi specifitu (95 %) PRRS
IgG rELISA pfi detekci protilatek proti evropskému sérotypu
viru PRRS nez IDEXX ELISA. Tento vysledek byl
determinovan tim, ze 25 sér ze 154 bylo diagnostikovano v
rELISA jako PRRSV pozitivni a v IDEXX ELISA PRRSV
negativni. Citlivost detekce specifickych protilatek v PRRS
IgG rELISA doséahla 93 %.

Tato prace je soucasti grantu MO3-99-01 Ministerstva
zemédelstvi Ceské republiky.

Al::ROBNi DEGRADACE NlTlgOF];NOLOV\’gCH o
LATEK VE VODNEM PROSTREDI POMOCI SMESNE
POPULACE

A. KOSTECKOVA®, Z. PRONAYOVA?, J. PACA?, J.
PACA jr.” a M. STIBOROVA"

“Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi, Fakulta potravindiské
a biochemické technologie, Vysoka Skola chemicko-
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technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6,
bPrirodovedeckd fakulta Univerzity Karlovy, Katedra
biochemie, Albertov 2030, 128 40 Praha 2
Alena.Kosteckova@vscht.cz

Nitroaromatické  slouCeniny  predstavuji  zavazné
kontaminanty zneci$t'ujici zivotni prostfedi. Tvofi zékladni
stavebni jednotky mnohych barviv, vybusnin, rozpoustédel,
plastt a dale slouzi jako prekurzory pro produkci
aminoaromatickych derivatd. V pid¢ se mohou akumulovat v
dasledku hydrolyzy organofosforovych insekticidd. Mnohé z
téchto sloucenin jsou toxické pro vétSinu zivych organismi a
4-NF spolu s dal§imi tfemi zastupci nitrofenolti je zapsan na
listiné prioritnich polutanti evidované US Environmental
Protection Agency.

Pro prvni fazi experimentl, jenz byla zaméfena na
adaptaci biodegraderd, byla pouZzita smésna mikrobni populace
ziskana ze zeminy dlouhodobé kontaminované
nitroaromatickymi latkami z podniku Synthesia Pardubice.
Pokusy probihaly pfi teploté 28 °C na tfepackach za aerobnich
podminek v Erlenmayerovych batikach obsahujicich 100 ml
BSM média. Jako jediny zdroj uhliku pro adaptaci byly
pouzity roztoky mononitrofenol (2-NF, 3-NF, 4-NF),
dinitrofenolt  (2,4-DNF, 2,6-DNF) a dale jejich smés.
Pocatedni koncentrace jednotlivych latek byly 5 mg.l"' pro
mononitrofenoly a 1 mg.I" pro dinitrofenoly.

Dalsi faze studia byla zaméfena na sledovani
biodegradacnich charakteristik 2-NF, 3-NF a 4-NF b&hem
jednorazovych aerobnich submersnich kultivacich s volnymi
bunkami. Z vysledkl vyplyva, ze za téchto podminek byla
populace schopna degradovat cca 30 mg.l' 2-NF b&hem 5
hodin, stejnou koncentraci 4-NF béhem 3 hodin. Z analyzy
HPLC je patrné, ze v pribéhu degradace nedochéazelo k tvorbé
a akumulaci zadnych metabolitd.

V soucasné dob¢ jsou provadény experimenty degradace
smési mononitrofenolti s poc¢atecni koncentraci kazdého z nich
20 mg.I". Vysledky ukazuji, Ze pii dob& zdrZeni cca 3,5 h je
mozno odbourat 93-98 % vstupujicich latek.

Prdce byla finanéné podporovina GA CR — projekt
104/03/0407.

SYNTEZA NOVYCH CHIQALNI’CH
POLYAZAMAKROCYKLU ]
[3+3] CYKLOKONDENZACNI REAKCI

MICHALA KOZAKOVA, MILOS BUDESINSKY a
JANA HODACOVA

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

V nedavné dobé byla objevena zcela unikatni reakce
trans-1R,2R-diaminocyklohexanu s tereftaldehydem, pfi které
témet kvantitativné vznikd produkt [3+3] cyklokondenzace 1
aniz by byl pouzit templatovy efekt nebo metoda velkého
ziedéni'%. Snadnou redukei Schiffovy baze 1 byl ve vysokém
vytézku ziskan hexaamin 2 (Schéma 1), u kterého byla pfi
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komplexacnich studiich izomernich benzentrikarboxylati
zjisténa vysoka selektivita k benzen-1,3,5-trikarboxylatu’.

o]
z
O/NHz CH,CN
+ —_—
y nebo THF
NH, 90%
4
O <:§
NaBH,
—

80%

5@

6@@

Schéma 1

Cilem naseho dalSiho studia je ovéfit moznosti vyuziti
[3+3] cyklokondenzace pro ptipravu analogickych chiralnich
polyazamakrocykli. Byla studovdna reakce trans-1R,2R-
diaminocyklohexanu s dal§imi rigidnimi dialdehydy 3-8, pro
jejichz pripravu byla vypracovana nova syntetickd metodika.

Prace byla provedena za financéni podpory GA CR
(203/03/0087) a v ramci vyzkumného projektu Z4055905.
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VYZNAM TRANSKRIPCNIHO FAKTORU c¢-Myb PRO
TVORBU, MOTILITU A ZIVOTASCHOPNOST
MESENCHYMOVYCH BUNEK

E. KREJCI?, V. KARAFIAT", M. DVORAKOVA®, J.
KRALOVA®, P. SNAJDR', S. MANDIKOVA®, P
BARTUNEK", M. GRIM® a M. DVORAK"

”Anatomick)ﬁ ustav, 1.LF UK, U Nemocnice 3, 12800 Praha 2
YUstav molekuldrni genetiky, AV CR, Flemingovo ndmésti 2,
16637 Praha 6
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Transkrip¢ni faktor c-Myb je znam piedevsim jako jeden
z klicovych regulatort terminalni diferenciace
hemopoetickych bunék obratlovcd. Podle nepocetnych
literarnich daju je exprimovan i v nekterych nekrvetvornych
embryonalnich tkanich, ale o jeho pfipadné uloze v ¢asnych
fazich embryogenese neni dosud nic znamo.

S pouzitim fady detekénich metod jsme zjistili, Ze ve
vyvijejicim se kufecim embryu je c-Myb exprimovan velmi
brzy, jiz na zacatku gastrulace, a to ve vétSiné bunék.
Experimenty s c-Myb antisense oligonukleotidy ukazaly, ze
inhibice tohoto protoonkogenu v explantatech perifernich ¢asti
neurdlni ploténky blokuje migraci bunék neurdlni liSty.
Naopak mirné zvysena exprese vede ke vzniku bun¢k neuralni
liSty i z centralni ¢asti neurdlni ploténky, kde k tomu za
pfirozenych ~ podminek  nedochazi. 'V migrujicich
mesenchymovych bunikdch vede snizeni exprese c-Myb k
porucham jejich motility a jeho Uplna eliminace indukuje
apoptosu. Tato pozorovani dokladaji vyvojovy vyznam
transkripéniho faktoru c-Myb pro tvorbu, motilitu a
zivotaschopnost mesenchymovych bunék, a tim jeho novou
ulohu v ¢asné embryogenesi.

Podporeno grantem 304/03/0463 od GA CR.

GLYKOMIMETIKA A GLYKODENDRIMERY NA
BAZI CALIX[4]ARENU JAKO IMUNOSTIMULANTY

K. KRENEK™" *, P. KRIST?, P. LHOTAK, I. STIBOR" a
V. KREN®

“Laborator* Biotransformaci, Mikrobiologicky tistav AV CR,
142 20 Praha 4, bUstav organické chemie, Vysoka skola
chemicko-technologickad v Praze, 166 28 Praha 6
krenek@biomed.cas.cz

Derivaty  2-acetamido-2-deoxy-f-D-hexopyranos  se
vyznaCuji vysokou afinitou vG¢i aktivaénim receptorim
krysich, poptipadé lidskych lymfocytd a pfirozenych zabijec,
tzv. NK bunék (natural killer cells)’. Po otestovani aktivity
mono- a oligosacharidyckych ligandi jsme se rozhodli
pfipravit polyvalentni ligandy na bazi glykokonjugati a
glykodendrimérii®, které se vyznacuji mnohem vy3si aktivitou
nez nizkomolekularni ligandy. Syntéza téchto sloucenin je
podpotena faktem, ze receptor NK bunék ma dvé aktivaéni
mista, tudiz zde miize dojit k uplatnéni efektu multivalence®.
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Nedavno  byly  publikovany  prace  popisujici
glykokonjugaty s calix[4]areny™. Lipofilni calixarén by mél
zajistit silngjsi interakei s membranou cilové buiky nez diive
pripravené slouceniny. Proto jsme se rozhodli pouzit
calix[4]aren jako konstrukci nesouci derivaty aminocukri.
Zména konformace calixarénu nam dovoluje zvolit rozdilné
prostorové uspofadani cukernych jednotek. Substituce
spodniho okraje calixarénu a zména spaceru pfipojujiciho
cukerné jednotky pak dovoli ménit afinitu vici aktivaénim
receptorim NK bunék.

OH
] H
HO 7N P
S
o= .
e
(0] H NH N‘{
NH N / H N 4
HO 4 N H
HO S (o]

OH

Hlavni naplni této prace je ptipravit neoglykokonjugaty
calix[4]aréml s 2-acetamido-2-deoxy-B-D-glukopyranosou,
syntéza PAMAM dendrimérii s calixarénovym jadrem a
testovani aktivity téchto sloucenin vici aktivacnim receptorim
krysich a lidskych NK bunék. Dale bude diskutovana stabilita
a rozpustnost pfipravenych sloucenin.

Tato prace byla podporena granty COST D13 (MSMT
OCD13.50) a D25 (MSMT OCD25.002)
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KAPALNE KRYSTA,LICKE LATKY BANANOVITEHO
TVARU ODVOZENE OD SUBSTITUOVANYCH
2,7-DIHYDROXYNAFTALENU

MARTIN KUCHAR?, JIRI SVOBODA®, VLADIMIRA
NOVOTNA®, PREMYSL VANEK" a MILADA
GLOGAROVA"

“Ustav organické chemie, Vysokd Skola chemicko-
technologicka v Praze, Technickad 5, 166 28 Praha 6,
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V  ramci vyzkumu novych kapalnych krystala
bandnového typu' byla vypracovana metodika syntézy 1-
substituovanych 2,7-dihydroxynaftalenti a 4(4 -alkyloxyben-
zen-1’-karbonyloxy)benzoovych kyselin. Z téchto prekurzort
byly pfipraveny kapalné krystaly obecného vzorce 1. U téchto
latek bylo studovano mesomorfni chovani v zavislosti na
substituci  centralniho jadra a na délce koncovych
alkoxylovych  skupin. Dale byla pfipravena fada
nesymetrickych kapalné krystalickych latek s terminalni
dvojnou vazbou koncového alkylového fetézce 1. Polymeraci
téchto latek vznikaji kapalné krystalické polymery, od nichz
ocekavame zajimavé optoelektronické vlastnosti.

o
oo,
P aRatty

R = C5H13' CBHW' C1DH21' C12H23
X = H, CH,, NO,, CI, CN

R1 C1OH21

R, = (CH,)CH=CH,

Prdce byla podporovina grantem GA CR 106/00/0580 a
202/02/0840, vyzkumnym zamérem MSMT MSM 223100001 a
projektem COST D14 WG 0015.
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VYUZHIE SYNTEIICKYCH siRNA NA FUNIg(“:Nl’J
ANALYZU PROTEINU p53 POMOCOU DNA CIPOV

BRANISLAV KUSENDA, SONA STRUNQOVA,
ROMANA BORSKA, BORIS TICHY a SARKA
POSPISILOVA

Centrum molekularni biologie a genové terapie, Interni
hematoonkologicka klinika, FN Brno, C’ernopolm’ 9,625 00
Brno

Utlmovanie  génovej expresie (gene  silencing)
sprostredkovanej dvojretazcovymi molekulami RNA bolo
popisané ako RNA interferencia (RNAi), sliziaca ako
mechanizmus posttranskripénej regulacie expresic a  ako
obranny mechanizmus bunky proti virusom a transpozénom.

siRNA (small interfering RNA) s dizkou 19-23 bp
vznikaju z dlhych dsRNA molekul pdsobenim enzymu DICER
a stavaju sa sucastou komplexu RISC (RNA-induced silencing
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complex), ktory sa s vysokou S$pecifitou viaze na
komplementarne mRNA, ¢o spdsobuje ich destrukciu a
posttranskripéné utlmenie génovej expresie.

Vysoka $pecifita interakcie sSiRNA a mRNA, zaloZena na
komplementarite baz, umoziiuje rozpoznanie a odliSenie
mutantnych RNA a ich $pecifickil inaktivaciu. To umoziuje
navrhovat’ syntetické siRNA proti transkripénym produktom
mutantnych foriem nadorového supresorového génu p53.
Mutécie génu pre protein pS3 sa vyskytuju vo viac ako 50 %
Tudskych nadorovych buniek, o vedie k jeho neschopnosti
zuCastiovat’ sa na regulacii bunkového cyklu a spustit
apoptoticku drdhu. Preto sa utlmenie expresie nefunkéného
génu pre protein p53 prostrednictvom siRNA javi ako
progresivny postup pri protinddorove;j terapii.

Efektivnost  utlmovania expresie  sprostredkovanej
syntetickymi siRNA a detailnd charakterizacia zmien
expresnych profilov je vyhodnocovanad technolégiou DNA
¢ipov (microarrays).

Prdce byla podporovina grantem MSMT 1K04017C a
vyzkumnym zameérem MZ 00065 26 97 05.

SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM (SNP) OF
COMPLEMENT RECEPTOR (CR) 1 GENE IS NOT
INVOLVED IN SUSCEPTIBILITY TO SARCOIDOSIS

M. KVEZERELF, E. GARRS, F. MRAZEK?, E.
KRIEGOVA?®, J. DRABEK?, V. KOLEK", R. M. DU
BOIS',J. C. GRUTTERSY, K. I. WELSHS, and M.
PETREK®

“Department of Immunology, bDepartment of Respiratory
Medicine, Palacky University, Olomouc, “Clinical Genomics
Group,Royal Brompton Hospital,London, UK, “Department of
Pulmonology,Sint ~ Antonius Hospital, Nieuwegein, The
Netherlands

According to a recent study in Italian population', C—»G
substitution of the CR1 gene (SNP5507) may play a crucial
role in granuloma formation in pulmonary sarcoidosis,
probably by decreasing the rate of the immune complex
clearance.

We wished to verify, if this SNP is associated with
susceptibility to sarcoidosis and/or its clinical course also in
other populations.

CR1 SNP5507 was genotyped by PCR-SSP, differences
among gene(allele) frequencies in patient and control groups
were assessed by 2x2 Chi2 test.

Allele and genotype frequencies for SNP5507 in the CR1
gene in Dutch (NL) and Czech (CZ) populations were similar
and, therefore, significant differences in Italian (IT) population
were not confirmed (see table). Further, no association of
investigated SNP and clinical subsets of sarcoidosis (based on
the chest X-ray stage, steroid therapy and Lofgren syndrome)
was observed.
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Table I, Comparison of CZ, NL, and IT Patients

IV. Amerika 2004

CZ Patients CZ Controls NL Patients NL Controls IT Patients* IT
n=110 n=319 n=116 n=62 n=91 Controls n=94
Genotype frequency
cC 110 319 116 62 91 94
CG 0.60(68) 0.66(212) 0.58(67) 0.68(42) 0.50(46) 0.64(60)
GG 0.40(42) 0.34(107) 0.39(45) 0.26(16) 0.32(29) 0.30(28)
0 0 0.03(4) 0.06(4) 0.18(16) 0.06(6)
Allele frequency
C 220 638 232 124 182 188
G 0.80(178) 0.83(531) 0.77(179) 0.81(100) 0.66(121) 0.79(148)
0.20 (42) 0.17 (107) 0.23(53)* 0.19(24) 0.34(61)& 0.21(40)

Chi’=0.66,P=0.57; *Chi’>=0.58,P=0.53; & Chi’=6.98,P=0.008

No association was found between SNP5507 in the CR1
gene and susceptibility to sarcoidosis and disease course.
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NOVY DRUH CHIRALITY KARBENOVYCH ]
KOMPLEXU: AXIALNE CHIRALNI KARBENOVE
KOMPLEXY CHROMU

LUDEK MECA a DALIMIL DVORAK*
Ustav organické chemie, Vysokd $kola chemicko-

technologicka v Praze, Technickad 5, 166 28 Praha 6
mecal@vscht.cz, dvorakd@vscht.cz

M(CO), OM(CO), W(CO)s
R~ “NR, R,/&NRQ dNRz
O)
1 Jii

Cr(CO)s
H5COO0C,, N(CHz),
CHy

(S)-111 (R)-1V
> 98 % ee (HPLC)
AGFrac = 121 kd/imol > 95 % ee (NMR)

[a]p = +186.6° (CH,Cl,) [a]p =-95.6° (CH,CI,)

Fischerovy aminokarbenové komplexy I jsou uzite¢nymi
stavebnimi bloky pro organickou syntézu', nebot’ umoziiuji
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selektivni vystavbu cykld, a to i nékolika v jednom reakénim
kroku. Pti pouziti komplexti, obsahujicich chirdlni substituent
R na dusiku, bylo u mnoha reakci dosazeno dobrych
diastereoselektivit’.

NMR spektrum slou¢eniny I (M = W a R’ = Ph) ukazuje
na brandnou rotaci kolem vazby PhC (cit.%). Zjistili jsme, Ze
nahrazeni jediného ortho vodiku methylovou skupinou zvysi
racemizacni bariéru do takové miry, ze jednotlivé enantiomery
jsou stabilni pii laboratorni teploté. Budou pfedstaveny
syntetické cesty ke komplextim III a IV v¢etné preparativniho
Stépeni na Cisté enantiomery.

Podporovino GA CR (reg. ¢ 203/00/0316)
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EXPRESE GENU SAPP2 KVASINKY Candida
parapsilosis

MICHAELA MERKEROVA

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo ndm.
2, Praha 6, 166 10

Aspartatové proteasy sekretované oportunné-patogennimi
kvasinkami rodu Candida jsou povazovany za jeden z faktort
virulence (spolu s dimorfismem, ¢i se schopnosti adheze na
hostitelsky povrch). U C. parapsilosis byly zatim
identifikovany 3 geny kodujici tyto proteasy: SAPP1 — 3.
Dosavadni znalosti o produktu genu SAPP2 jsou rozporuplné.
SAPP2 byl povazovam za pseudogen, piipadné za gen, ktery je
exprimovan za dosud nezjisténych podminek. Jini autofi
naopak tvrdili, ze se jim proteasu Sapp2p podafilo z
kultivaéniho média izolovat. Cilem této prace bylo expresi
SAPP2 analyzovat nejprve na genové urovni a dale pokud
mozno i na urovni genového produktu.
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Pomoci RT-PCR bylo zkoumano, za jakych podminek je
SAPP2 exprimovan v tekutém médiu. Zatimco gen SAPP1 je
transkribovdn pouze v médiu, kde jsou jedinym zdrojem
dusiku exogenni bilkoviny, transkript SAPP2 byl detegovaniv
kompletnim médiu. Exprese SAPP2 navic neni zavisla na pH
tak siln¢, jako SAPP1. Transkript SAPP2 jsme detegovali i v
bunkach, které byly kultivovany pii pH 5 a 6. Naopak gen
SAPP1 je exprimovan jen v prostfedi o pH<S.

Piestoze je SAPP2 exprimovan za vSech nami
testovanych podminek, dlouho se nedafilo odpovidajici
produkt z kultury ziskat. Nakonec bylo izolovano malé
mnozstvi Sapp2p pomoci chromatofokusace. Koncentrace
Sapp2p v kultivaénim médiu byla vsak ptiblizn¢ stokrat nizsi
nez koncentrace Sapplp. To je také pravdépodobné diivodem,
pro¢ nebyl produkt genu SAPP2 blize charakterizovan jiz
diive.

THE DETERMINATION OF N-METHYLCARBAMATE
PESTICIDES IN BABY FOOD

BARBORA MICKOVA®, JITKA ZROSTLIKOVA?,
JANA HAJSLOVA?, PAVEL RAUCH?, and ANGEL
MONTOYA"

“Institute of Chemical Technology, Technicka 3, 166 28
Prague 6; *Centro de Investigacion e Innovacion en
Bioingenieria. Universidad Politécnica de Valencia. Camino
de Vera, s/n. 46022-Valencia. Spain

N-Methylcarbamate pesticides such as carbaryl,
carbofuran and methiocarb were introduced worldwide as
substituents of persistent organochlorine compounds, due to
their broad spectrum of activity and their low bioaccumulation
potentials. Though pesticides are indispensable chemicals in
modern civilization, the exposure to their residues poses a
potential hazard for humans, especially for children.

In this work, a correlation study of monoclonal antibody-
based enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) and a
liquid chromatography—electrospray mass spectrometric
(HPLC/ESI/MS/MS) method for the determination of N-
methyl carbamate insecticides carbofuran, carbaryl and
methiocarb in fruit baby food is presented. The comparison of
performance characteristics of the two methods was carried out
by simultaneous analysis of apple-strawberry baby food (GPC
purified) extracts spiked with N-methylcarbamates at six
different concentration levels. Results obtained by ELISA
correlated well with those obtained by LC/MS/MS, both in
terms of trueness and precision. Recoveries, i.e. the ratio of the
determined concentration to the known spiked concentration,
were in the 60-100 % range for ELISA and in the 73—-104 %
range by LC/MS/MS with the RSDs from 7 replicate analyses
3.6-23.3 % and 1.7-8.2 %, respectively. The influence of
sample pre-treatment on the analytical performance of
immunoassay method was also assessed. Using ELISA
recoveries close to 90% were obtained even in crude non-
purifies baby food extracts. The results clearly indicate that the
developed ELISA is suitable for the fast, quantitative and
reliable determination of carbaryl, carbofuran and methiocarb
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in baby food even for the analysis of crude non-purified
extracts.

VLIV TEZKYCH !(OVﬁ,NA PRODUKCI ]
EXOPOLYMERNICH LATEK A SLOZENiI BUNECNE
STENY U KVASINEK

JIRI MIKES, MARTINA SIGLOVA, ALENA CEJKOVA,
JAN MASAK a VLADIMIR JIRKU

Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze, UKCHB,
Technicka 5, 166 28 Praha 6
Jiri.mikes@vscht.cz

Odpadni vody kontaminované tézkymi kovy piedstavuji
vazné riziko pro vSechny zivé organismy. Neustale je vyvijeno
usili naleznout alternativni pfistupy k  chemickym a
fyzikdlnim metoddm odstrafiovani téchto iontl z prostiedi.
Aplikace zivych bungk, jejich soucasti a polymernich produkti
se dlouhodobé¢ jevi jako velmi vhodny zptisob eliminace iont
tézkych kovi, ktery je i ekonomicky vyhodny. Role bakterii v
téchto bioremediacnich procesech je prostudovana mnohem
podrobnéji nez v piipadé kvasinek a plisni. Vzhledem k
vyraznym odli$nostem v jejich sloZeni a v jejich schopnosti
produkovat exopolymerni slouceniny (EPS), se nabizi $iroka
Skala potencialnich vazebnych mist pro ionty tézkych kovi.
VSechny eukaryotni mikroorganismy jsou schopné separovat
tézké kovy'. Dominantni podil vysledkii v této oblasti se tyka
kvasinky Saccharomyces cerevisiae®. Ve skutetnosti se jedna
o proces, ve kterém hraje roli celd fada faktor, predev§im
slozeni kultiva¢niho média a koncentrace a druh iontu tézkého
kovu. Podil EPS v tomto procesu je v soucasnosti pfedmétem
vyzkumu™*,

Akumulace iontd kadmia, chromu, olova, niklu a zinku
pomoci eukaryotnich bun¢k a jejich EPS byla testovana u 16
druhii kvasinek a plisni v mikrokultiva¢nim zafizeni Bioscreen
C a v Erlenmayerovych baiikach na laboratorni tfepacce. Byla
sledovana schopnost produkovat EPS a rozsah zmén ve sloZeni
bunééné stény v kultivaénim prostiedi v pritomnosti a bez
pfitomnosti iontd téZkych kovi. Na konci kultivaci v
Erlenmayerovych bankach byly separovany bunky a EPS, u
nichz bylo charakterizovéano jejich chemické slozeni a zjistény
podily mnozstvi navdzanych tézkych kovli. Vyrazné se na této
schopnosti projevila koncentrace kovli v kultivaénim médiu.
Lze konstatovat, ze existuji dva zakladni ptistupy, kterymi se
kvasinka snazi vyrovnat se s pfitomnosti iontti tézkych kovt v
prostfedi. Ionty mohou byt hromadény v bunéénych
soucastech a nebo vazany funkénimi skupinami polysacharidu
a bilkovin v EPS. To, ktery zptsob u bunky pfevladne, zavisi
na druhu mikroorganismu, ale z velké casti také na slozeni
kultiva¢niho média a koncentraci iontti. Z hlediska vazby kovu
v bunééné stén¢ hraje vyznamnou roli podil mannosové a
glukosové slozky. Je-li tento pomér mensi nez 1, je schopnost
akumulovat ionty kovi v bunééné sténé vyraznéjsi. Tato
skute¢nost v§ak muze byt stinéna produkei EPS s afinitou vici
danému kovu.

Ziskané vysledky by mély v budoucnu slouzit pro cilenou
pfipravu mikrobialni biomasy schopné ucinné eliminovat
konkrétni tézky kov. Zaroven by se mély stat vstupni
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informaci pro studium chovani populaci kvasinek a plisni v
biofilmovych konsorciich vystavenych stresu v podobé
pritomnosti iontd tézkych kovi.

Dékujeme pant Ing. Dané Savické z UBM VSCHT za vétsinu
mikroorganismii pouzitych v této prdci.
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EXPERIMENTALNI OVERENI FUNKCE PROTEINU Z
GENOMICKYCH PROJEKTU: DEHALOGENACNI
AKTIVITA MYKOBAKTERIALNIHO PROTEINU
RV2579
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Haloalkandehalogenasy jsou mikrobidlni enzymy $tépici
vazbu mezi uhlikem a halogenem u halogenovanych alifat.
Tyto enzymy jsou pfedmétem stale intenzivnéjSiho vyzkumu
vzhledem k jejich potencidlnimu vyuziti jako pramyslovych a
environmentalnich biokatalyzatorii a biosenzordt. V DNA
databazich je uloZena fada sekvenci vykazujicich podobnost se
sekvencemi znamych haloalkandehalogenas. Jednou z
domnélych haloalkandehalogenas je protein Rv2579, jehoz
gen 1v2579 byl nalezen v genomu lidského patogena
Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

Pocitacovy model proteinu Rv2579 byl srovnan s
krystalovou strukturou haloalkandehalogenasy LinB ze
Sphingomonas  paucimobilis UT26 (cit."). Tato analyza
ukazala, ze z 19 aminokyselin, které tvofi aktivni centrum a
vstupni tunel, je 6 aminokyselin rozdilnych mezi Rv2579 a
LinB. Abychom zjistili vliv zdmény téchto aminokyselin, byly
do LinB vnaseny substituce vyskytujici se u Rv2579. Mutace
byly vnaseny postupné a kumulativné a vysledny Sestinasobny
mutant by mél mit rekonstruovano aktivni misto Rv2579. U
tohoto mutantniho enzymu byla experimentalné prokazana
dehalogenazova aktivita a bylo potvrzeno, Ze Rv2579 patii do
rodiny haloalkandehalogenas.

Soucasné byl gen rv2579 ptenesen z Mycobacterium
bovis* do Escherichia coli, protein Rv2579 byl exprimovan a
purifikovan. Cisty protein Rv2579 vykazoval dehalogenasovou
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aktivitu. Pro mutantni enzym i Rv2579 byly stanoveny kine-
tické konstanty Ky, a k., pro 1-chlorbutan a 1,3-dibrompropan.
Kinetické vlastnosti obou zmifiovanych enzymu se vyznamné
nelisi, a tim se potvrdilo, Ze Sestindsobnou substituci bylo
rekonstruovano aktivni misto Rv2579 v LinB. Zde popsany
experiment rekonstrukce aktivniho mista enzymu s
ptredpokladanou funkci v pfibuzném enzymu se znamou funkci
1ze pouzit k charakterizaci domnélych enzymii z genomickych
a proteomickych studii.
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KROK URCUJICi RYCHLOST SYNTEZY
KOMPOZITU POLYPYRROL/NAFION/POLYPYRROL
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Vodivé polymery (CP) jsou v poslednim desetileti vedle
dalsich potencialnich aplikaci intenzivné studovany rovnéz s
ohledem na jejich mozné vyuziti v palivovych ¢lancich typu
PEM (Proton Exchange Membrane). V tomto ohledu se
vyzkum dostupny v odborné literatufe soustiedil predevsim na
jejich vyuziti jako alternativniho nosice katalyzatoru. V ramci
pfedchozi prace se naSe pozornost soustfedila na studium
metodiky pfipravy kompozitu Nafion/polypyrrol (NP)'. Ze
studovanych se jako nejvhodnéj$i ukéazala byt tzv. difuzni
metoda. Ta je zalozena na chemické oxidaci monomeru
difundujiciho membranou tvofici pfepazku mezi roztokem
monomeru a oxida¢niho ¢inidla. Pfipraveny kompozit
vykazuje dostatecnou mechanickou stabilitu a
elektrochemickou aktivitu. Pro pfipravu zakladni casti
nizkoteplotniho palivového ¢lanku typu PEM tzv. ,,Membrane
Electrode Assembly* (MEA) je nezbytné piipravit tuto
polymerni vrstvu na obou stranich PEM. Jak vyplynulo z
predchozich experimentt, krokem fidicim kinetiku ristu filmu
vodivého polymeru je transport monomeru pies kompozit,
predevsim pak pfes film polypyrrolu (PPy). Cilem této prace je
ur¢it hodnotu permeability kompozitu, porovnat ji s Cistou
membranou Nafion 117 a navrhnout vhodnou metodu syntézy
sekundarni elektrody.

Ke stanoveni permeability membrany pokryté filmem
PPy pro pyrrol (Py) byly pouzity nasledujici dvé metody: (7)
optimalizace z kinetiky ristu PPy filmu a (ii) difuze Py
kompozitem. Hlavni pfednosti metody (i) piedstavuje fakt, ze
poskytuje hodnotu permeability PPy filmu v pribchu syntézy.
Vysledky tedy nejsou ovlivnény zménami struktury jiz
ptipraveného kompozitu v pribéhu jeho uskladnéni, popf.
opakovaného vystaveni G¢inktim roztoku monomeru. Vyhodou
metody (i) je pak pfedevS$im moznost ptimého vyhodnoceni
experimentalné zjisténych dat. Eliminovany jsou tudiz mozné



Chem. Listy 98, 271 — 314 (2004)

chyby zptsobené zavedenymi zjednodusujicimi predpoklady,
popt. numerickym vy¢islenim matematického modelu.

Z vysledkl provedenych diftznich experimentti (metoda
(@) vyplynulo, ze PPy film vykazuje permeabilitu o 3 fady
nizsi nez Cisty Nafion. To se projevuje zpomalenim rychlosti
rustu filmu s trvanim syntézy. Vyznamngé;jsi je vak skutenost,
ze metoda (i) (optimalizace permeability z kinetiky rdstu PPy
vrstvy) vykazuje permeabilitu PPy pro Py pfiblizné€ o jeden fad
vyssi. Je tedy ziejmé, ze PPy film v prabéhu uskladnéni, popt.
nasledného vystaveni ucinklim roztoku monomeru, podléha
blize nespecifikované konsolidaci majici za nasledek
vyznamné snizeni jeho propustnosti. V dusledku tohoto faktu
lze ptedpokladat, ze syntéza sekundarni vrstvy bude siln¢
brzdéna pifitomnosti vrstvy primarni a to vyrazn¢ vice, nez by
bylo mozno oéekavat na zaklad¢ analyzy kinetiky jejiho rdstu.
To je v souladu s experimentalnimi vysledky syntézy
sekundarni PPy vrstvy. Pfitomnost vrstvy nebyla pomoci
rastrovaci  elektronové mikroskopie lomu kompozitu
detegovéana ani po 15 hodinach polymerace (4j. jeji tloustka
byla mensi nez 0,3 um), ackoliv podle hodnoty permeability
ziskané metodou (i) by tloustka méla dosahovat pfiblizn€¢ 10
um. Pfitomnost vrstvy PPy vSak jasné prokazaly provedené
elektrochemické experimenty. Zmétené voltametrické kiivky
vykazuji tvar typicky pro PPy. Je zfejmé, Ze k tispé$né syntéze
sekundarni vrstvy je zapotiebi zvolit odliSny pfistup, ktery
nebude natolik ovlivnén nizkou propustnosti PPy vrstvy. Na
zaklad¢ dosud provedenych experimenttl se jako nejvhodnéjsi
jevi byt elektropolymerace na povrchu chemicky pfipraveného
PPy o minimalni tloustce pfiblizné 0,1 pm.
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REAKTIVACE MUTANTNIHO PROTEINU p53 JE
ZAVISLA NA Hsp90

PETR MULLER a BORIVOJ VOJTESEK

Masarykiv onkologicky tistav, Zluty kopec 7, 65653 Brno

mezi

Protein p53 faktor

je transkripéni pattici
dochazi v butice k jeho aktivaci, vazbé na DNA a spusténi
transkripce cilovych genti zodpovédnych za zéstavu
bunééného cyklu nebo apoptézu. Inaktivace p53 bodovou
mutaci je jednou nejcastéjSich genetickych zmén v nadorové
bunce. Bodova mutace vede ke ztrat¢ DNA-vazebné aktivity
a/nebo k nestabilit¢ struktury proteinu pS53. Mutace ménici
konformaci DNA-vazebné domény jsou cCasto teplotné
senzitivni a davaji nam tak nadgji vyvinout terapii zalozenou
na reaktivaci funkce mutovaného p53.

V na8ich studiich jsme prokazali teplotn¢ senzitivni
charakter mutovaného proteinu p53 285Lys v bunkach
nadorové  linie  karcinomu prsu BT474. Obnova
transaktivacnich schopnosti tohoto mutanta ve 32 °C byla
prokazana (i) detekci cilovych proteinti p21V4F' a2 MDM2 a
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(it) vyuzitim reportérového genu LacZ fizeného promotorem
zavislym na vazbé funkéniho p53. Nésledovné byla ovéfena i
zména konformace DNA-vazebné domény p53 v pribéhu
reaktivace. V bunkach vystavenych teplot¢ 32 °C byla
detegovana zména konformace nativniho proteinu p53 za
pomoci imunoprecipitace protilatkou Pab1620 rozliSujici
nemutovanou konformaci p53 a protilatkou Pab240 rozliSujici
mutovanou konformaci p53. Metodou imunoprecipitace byla
dodate¢né prokazana tvorba stabilniho komplexu mezi
mutovanym p53, MDM2 a Hsp90. Inhibice Hsp90
Geldanamycinem vede k rozruSeni tohoto stabilniho
komplexu a hladina p53 1 MDM2 klesd. Vliv stresového
proteinu Hsp90 na p53 byl zkouman i v procesu reaktivace
mutantniho p53 ve 32 °C. Pouzitim 2 uM Geldanamycinu bylo
prokazano, ze Hsp 90 je jako chaperon nezbytny pro zménu
konformace proteinu p53 a obnovu jeho transaktivacnich
funkci. Bez funkéniho Hsp90 nedochazi pii sniZeni teploty ani
ke zméné konformace proteinu p53, ani k obnoveni jeho
trasaktivacnich schopnosti.

Objev novych nizkomolekularnich latek ménicich konformaci
p53 pifindsi nové perspektivy do 1é€by nadorti nesoucich
mutaci v genu p53. Reaktivace mutanti p53 by se mohla stat
vysoce ucinnou a zejména specifickou terapii. Nami prokazana
zavislost reaktivace mutovaného proteinu p53 na Hsp90 tak
ptinasi zasadni informace objasiiujici mechanismus reaktivace
mutovaného p53 a vede k cilengj$imu hledani novych zpisobu
terapie zamétené na pS3.

Tato price byla podporovina granty: IGA MZ CR NC/7131-3
a GA CR 301/02/0831

NIKLEM KATALYZOVANA CYKLIZACE 1,6-DIENU:
NOVA CESTA K PR{PRAV]}: KARBO- A
HETEROCYKLICKYCH LATEK.

DAVID NECAS, MATYAS TURSKY a MARTIN
KOTORA

Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédecka fakulta,
Univerzita Karlova, Hlavova 6, 128 43 Praha 2
david.necas@seznam.cz

V posledni dobé byla pfipravé karbocyklickych a
heterocyklickych slou¢enin z terminalnich dienli vénovana
pozornost mnoha pracovnich skupin. Byly vypracovany
postupy cyklizace zalozené na radikalovych reakcich', dale
katalytické reakce vyuzivajici komplext riznych prechodnych
kovu (sz, Rh%, Ry’ ¢&i Ni4), a nebo reakce zalozené na pouziti
stechiometrického mnozstvi komplexti riznych ptechodnych
kovii at’ jiz ze za&atku & konce prechodové fady”.

— .
R/\/ Ni, toluen R(:\li nebo F<I
== EtAl (ELAICI) =

R=CH(COOEt),; fluoren; Ph,Si; anilin

Katalyza pomoci ptechodnych kovi je vétsinou zalozena
bud na komplexech stabilnich, ale relativné drahych
pfechodnych kovi (Pd, Rh, Ru), nebo na komplexech
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levngjsich kovl (Ni), které jsou vSak narofné na pfipravu a
citlivé na reakéni podminky. Nami navrzeny katalyticky
systém na bazi komplexi niklu a organohlinitych sloucenin je
snadno pouzitelny a pfipravitelny z ekonomicky nenaro¢nych
a komer¢né dostupnych latek. Tento systém vykazuje velice
dobrou Kkatalytickou aktivitu a je tolerantni k celé tadé
funkénich skupin.

Tento projekt byl financovén z grantu FRVS ¢ 2800.
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ANALOGY TRANZITNiHO STAVU JAKO
INHIBITORY LIDSKEHO ENZYMU
BETAIN:HOMOCYSTEIN S-METHYLTRANSFERASY

HANA NETUSILOVA, MILOS BUDESINSKY, IVAN
ROSENBERG a JIRI JIRACEK

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

NH,
HO S\H)\'(OH
\n/\/\/ A
o) o]
1
o] CHs NH, 4 NH>
J\/ '@ s OH  HO R s OH
X~
HO i 4 \(\ .é\/ \92)\'(
(0] (o] CH; aR'=CH; O
aR'=CHy b R1=n/a3
) b R'=n/a 3 cR'=0
$1
HC—NaCHs  NH; NH,
HO s OH HO ® s OH
W \n/\§/\/ 5
o aR'=CH; O 0 R1a R'=CH, °©
bR'=n/a b R'=0
4 cR'=0 5 cR'=n/a

Betain:homocystein S-methyl transferasa (BHMT) patii
mezi jediné tii savéi enzymy metabolizujici homocystein.
Dal§imi jsou methionin synthasa a cystathionin f-synthasa,
jejichz nespravna nebo nedostateéna funkce je povazovana za
pri¢inu hyperhomocysteinemie, nezavislého rizikového faktoru
predevsim kardiovaskuldrnich onemocnéni. Role BHMT v
hyperhomocysteinemii ani fyziologicka funkce enzymu nejsou
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znamy. Pro jejich pochopeni je nutné provést biologické studie
in vivo s dostate¢né potentnim a selektivnim inhibitorem.

Nedavno byla urcena krystalova struktura lidské
rekombinantni BHMT v komplexu s 5-(3-amino-3-
karboxypropylsulfanyl)pentanovou kyselinou (1), pfipravenou
na nafem pracovisti'. Inhibiéni uGinky latky I nejsou
dostatecné silné (IC50 v fadu uM) pro vyuziti k experimentim
in vivo. Na zéklad¢ ziskanych strukturnich informaci v§ak byla
navrzena série novych potencidlnich inhibitori — analogt
tranzitniho stavu. V prvni fazi jsme se vénovali syntéze a
inhibiénim in vitro testim sloucenin typu 2-5.

Nejsiln€jsimi dosud popsanymi inhibitory BHMT jsou
pseudopeptidy s fosfindtovou skupinou®. Proto v budoucnu
hodlame syntetizovat a otestovat inhibi¢ni ucinky latek
strukturné blizkych sloucenindm I — 5, které¢ budou obsahovat
fosfinatovou, fosfonatovou a fosfodiesterovou vazbu.

Tento projekt je podporovin granty 44055302 (GA AV CR),
203/01/1166 (GA CR) a vyzkumnym projektem Z4055905.
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pS2 - MARKER OF ESTROGENIC ACTIVITY
JITKA NEUBAUEROVA?, JANA PEKNICOVAP,
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MCF-7 human breast cancer cell line, the estrogen
receptor-positive, is commonly used model for in vitro testing
of potentially endocrine disrupting-compounds. Their endo-
crine effects include mimicking or antagonizing natural
endogenous estrogens, altering synthesis and metabolism of
natural estrogens, and modifying estrogen receptor levels. The
aim of this study was evaluation of estrogenic activity of two
xenoestrogens (bisphenol A, nonylphenol) and two phytoes-
trogens (resveratrol, genistein) in various concentrations. We
have used method, based on quantification of expression of
endogenous estrogen-regulated gene pS2 in MCF-7 cells. The
expression of pS2 gene in MCF-7 cells is regarded as marker
of activation of estrogen receptors and was described entirely
for compounds of estrogen character. Concentrations ranges of
tested compounds were: bisphenol A: [10 — 8 — 10 — 6 M],
nonylphenol: [10 — 8 — 10 — 6 M], resveratrol: [10 -5 - 10— 4
M] and genistein: [10 — 6 — 10 — 4 M]. The levels of pS2
transcript in MCF-7 cells were assessed using reverse trans-
criptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) and modified
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and were
normalized to G3PDH. Our results showed, that xenoestrogens
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bisphenol A and nonylphenol induced the expression of pS2
gene in an increasing dose-dependent manner in the range of
tested concentrations. Exposure of MCF-7 cells to resveratrol
resulted in an inhibition of the pS2 gene expression. Treatment
of MCF-7 cells with genistein at the lowest and the highest
tested concentration inhibited the expression of pS2 gene.
Maximal induction of the pS2 gene expression was registered
at 10 — 5 M concentration. We have demonstrated that the cell-
based endogenous gene expression assay using RT-PCR-
ELISA method provides sensitive and rapid model for
screening of chemicals with possible estrogenic properties. We
have compared our results testing estrogenicity of the selected
compounds in vitro (the expression of estrogen-responsive
gene pS2 and the effect on proliferation of MCF-7 cells, E-
screen) with their effects on fertility in vivo and we have not
proved any connection. The correlation of results of RT-PCR-
ELISA and E-screen method is problematic; it is more
efficient to compare the cell proliferation with levels of the
pS2 protein product not the pS2 transcript. However, we have
noted certain agreements, namely in case of resveratrol and
nonylphenol. In conclusion, the results of the present study
support the hypothesis, that the expression of pS2 gene is
basically the marker of proliferating activity.

The grants GACR 303/00/1651 and IGA MH NJ5851-3/2000
supported this study.

SEPARATION OF NUCLEAR PROTEIN COMPLEXES
BY BLUE NATIVE POLYACRYLAMIDE GEL
ELECTROPHORESIS

Z.NOVAKOVA?, Z. HODNY?, P. MAN®, and P. HOZAK®

“Department of Cell Ultrastructure and Molecular Biology,
Institute of Experimental Medicine, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Videiiska 1083, 142 20 Prague 4, "Mass
Spectrometry Laboratory, Institute of Microbiology, Academy
of Sciences of the Czech Republic, Videnska 1083, 142 20
Prague 4

The nucleus of eukaryotic cell is functionally and
structurally compartmentalized. To understand the structure
and function of individual nuclear domains, the knowledge
about the protein composition of complexes building up these
structures is needed. We explored therefore the potential of
previously developed method for separation of membrane
protein complexes in native state, the blue native
polyacrylamide gel electrophoresis (BN-PAGE) (lit), for
separation of large nuclear protein complexes coupled with
mass spectrometry analysis.

In this study we demonstrate that modifications in
solubilization of nuclear protein complexes and composition of
separative gel are prerequisite for efficient separation by BN-
PAGE, moreover, these improvements enable subsequent mass
spectrometric identification of separated protein complex
composition.

The usefulness of the method in nuclear research is
demonstrated by 1), immunological detection of several
nuclear protein complexes separated by blue native
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electrophoresis, and 2), mass spectrometric identification of
protein components and subunits of separated nuclear protein
complexes.
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(1991).

VYVOJ MlKROREAKIORfJ PRO PRiPRAVp A
1ZOLACI SPECIFICKYCH GLYKOPEPTIDU

S. OUZKA®, J. JEZOVA®, L. KORECKA®, R. )
STEFANESCU®, M. PRZYBYLSKI® a Z. BILKOVA®
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Hlavnim  cilem naSeho projektu je  vyvinout
diagnostickou metodu pro detekci fyziologické i patologické
glykosylace ruznych glykoproteini. Pro vysokomolekularni
molekuly s komplexni a vysoce heterogenni strukturou je
technika peptidového mapovani velice obtiznd. Vhodnéjsi je
pracovat s tzv. specifickym (,,signalnim*) peptidem, ktery nese
specifickou informaci potfebnou k identifikaci daného
(glyko)proteinu.

Jako modelovy glykoprotein pro studium konzervativni
N-glykosylace byla vybrana molekula IgG. Specifickym
peptidem IgG je nanopeptid s oligosacharidovym fetézcem v
pozici aminokyseliny asparaginu 297.

K modifikaci oligosacharidovych fetézcti fragmenti IgG
byly pouzity mikroreaktory (IMERs) s enzymy neuraminida-
sou a B-galaktosidasou. K izolaci rizné pfirozené¢ glykosylo-
vanych i nami modifikovanych fragmenti IgG byla pouzita
metoda lektinové afinitni chromatografie. Po imobilizaci
streptavidinu na magnetické mikropartikule (0,2-2 pum; s
karboxylovou funkéni skupinou) byla vyuzita vysokoafinitni
interakce biotin — streptavidin k imobilizaci biotinylovanych
lektinti: Concanavalin A (s afinitou k o-D-mannose a o-D-
glukose), lektin  Griffonia simplicifolia 1 (s afinitou
k terminalnim a-D-galaktosovym a N-acetyl-o.-D-
galaktosaminovym zbytklim) a lektin Griffonia simplicifolia 11
(s afinitou k N-acetyl-D-glukosaminovym zbytktim).

TPCK-trypsinovy mikroreaktor byl pouzit ke specific-
kému nastépeni Fc fragmentu IgG. Pomoci pfipravenych
lektinovych afinitnich mikroreaktor byly ze smési fragmentt
vyizolovany rizné glykosylované specifické peptidy IgG.
Eluované frakce byly analyzovany pomoci MALDI-TOF-MS.
Ziskané signaly molekulového iontu s m/z 4020 (z GS-I), 3869
(z GS-II) a 3711 (z Con A) odpovidaji nasim teoretickym
ptedpokladim o molekulové hmotnosti rizné glykosylovanych
specifickych peptidi IgG. MALDI-TOF se ukazala jako
vhodna technika pro studium heterogenity glykosylace IgG.

Tato prace byly podporena granty MSMT VZ 253100002 a
GA CR 203/02/0023.
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AEROBNI DEGRADACE FENOLU SMESNOU
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V soucasné dob¢ je vedle fyzikalné chemickych ¢i
chemickych zpiisobti odstranovani skodlivych latek z prostiedi
platnou variantou také biologické ¢isténi, avsak za podminky,
ze dané latky jsou biologicky rozlozitelné. Biologické ¢isténi
je ekonomicky vyhodngjsi oproti fyzikalné chemickym a
chemickym procestim pii stejné ucinnosti ¢isténi. Fenol patii
mezi aromatické polutanty, které jsou pifitomny v
primyslovych odpadech, a to hlavné z vyrob koksarenskych,
petrochemickych, farmaceutickych a z vyrob umélych hnojiv,
barviv, vybu$nin, fungicidi a fenolformaldehydovych
pryskyfic. Z odpadnich vod je fenol vzhledem k rychlejsimu a
vSestranngj§imu  metabolismu  mikroorganismi  1épe
odstrafiovan v aerobnim prostiedi.

Prace se zabyvd problematikou degradace fenolu z
vodného prostiedi. K degradaci byly pouzity pritocné
naplilové reaktory. Pro imobilizaci bunek byla pouzita
kokosova vlakna, dva druhy pénového polyuretanu, porézni
sklenéné kulicky a expandovana bfidlice. Jako biokatalyzator
slouzila specialné pfipravenda smésna mikrobni populace.
Degradace probihaly pii teploté 30 °C a pH 7,2.

Experimentalné bylo testovano, ktery z pouzitych
naplilovych materiald je pro imobilizaci bunééné populace
nejvhodngjsi, dale vliv vstupni koncentrace fenolu a z toho
plynouci vliv organické zatéze, vliv hydraulické doby zdrzeni
a vliv obsahu dusiku v simulované odpadni vodé€ na provozni
charakteristiky bioreaktort.

Vysledky ukazaly, ze degradacni aktivita biosystému
zavisi nejen na velikosti vstupni zatéze a na materialu naplné
reaktord, ale i na dob& zdrZzeni kapalné faze v reaktoru a na
obsahu dusiku v simulované odpadni vodé.

Autori dékuji za podporu GA CR (grant 104/03/0407) a
Ministerstvu Skolstvi Ceské republiky (MSM 113100001).
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In our previous papers”? we have reported the
hybridization properties of the 3'-5' and 2'-5' phosphonate
ApA dimers with polyU. We have found that all four
regioisomeric dimers bearing the isopolar nonisosteric 3'(2')-
O-CH,-P-O-5' or 3'(2")-O-P-CH,-0-5’ types of internucleotide
linkage are capable of forming much more stable triplex-like
complexes with polyU than the natural ApAs.

In order to verify the usefulness of this modified linkage
in longer oligoribonucleotides, we have synthesized monomers
1 and 2 and incorporated them into oligoribonucleotides using
phosphotriester condensation method to produce a set of novel
ribo-nonamers with phosphonate internucleotide linkage.

DMTrO DMTrO
o} O B
O (0} OH
HO— 7 N7
P o} OBz OBz
MoPo” T 5 7 Towmorp
B= ABz, GiBu, U, CBz
Bz = Benzoyl, DMTr = 4,4’-Dimethoxytrityl, MOP =.
4-Methoxy-1-oxido-2-picolyl
We have observed that phosphonate linkage is
completely stable against ribonucleases. Therefore, this

linkage can be inserted into critical sites of modified oligomers
(e.g. ribozymes, siRNA, or antisense oligonucleotides).

The hybridization properties were evaluated by
measurements of thermal stabilities of duplexes composed of
one strand partially-modified with phosphonate units and the
unmodified counterpart. Obtained Tm values of duplexes were
compared with that of unmodified ones. Phosphonate
oligomers exhibited lower melting points than the natural ones.
Obviously, insertion of extra methylene group into
internucleotide linkage causes the conformational changes of
the modified sugar-phosphate backbone due to the lengthening
of internucleotide linkage. In order to explain this behaviour,
the NMR conformational analysis and molecular dynamics
simulation experiments have already been started.

It is worth to notice that no nuclease-resistant modifications of
internucleotide linkage have so far been reported in ribo series.
Support by grants A4055101 (Acad. Sci., Czech Republic) and
203/01/1166 (GA, Czech Republic) under research project
74055905 is gratefully acknowledged.
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The energy needs of aerobic organisms are met primarily
through the action of FIFO ATP synthase, which catalyses
ATP synthesis coupled to respiration in the process of
oxidative phosphorylation. The ATP synthase is comprised of
a peripheral catalytic moiety (F1) with highly conserved
oligomeric structure and an integral membrane part (FO),
which composition differs among organisms .

The mitochondrial ATP synthase does not self-assemble
in vivo. The assembly is a complex process dependent on the
concerted action of both genomes, protein import into
mitochondria and the assembly pathway itself. Work with
respiratory deficient strains of Saccharomyces cerevisiae has
lead to the identification of five proteins that serve chaperon-
type functions during the enzyme assembly. Atpllp and
Atpl2p mediate assembly of F1 component’. Another yeast
protein, Fmclp, is required for F1 assembly at elevated growth
temperature®. AtplOp and Atp22p are essential for FO
formation where AtplOp binds selectively*® to the
mitochondrially-encoded subunit a. Recently, orthologues of
yeast Atpl1p and Atpl2p were described and characterised in
mammalian cells®”.

Here we present computational survey of ATP synthase
assembly factors from all available genomes. Atpllp and
Atp12p orthologues were detected in all eukaryotic lineages
that are capable of ATP synthesis via the oxidative
phosphorylation and seem to be critical for biogenesis of ATP-
synthase. Atp12p orthologues were further found within alpha-
proteobacteria, putative endosymbiotic ancestors of mitochon-
dria. Unexpectedly, presence of Atp10p orthologues is limited
to evolutionary distant taxa including Fungi, Dictyosteliida,
stramenopiles and land plants; interestingly, phylogeny
analysis of FO-a subunit revealed existence of two main
groups distinguishable by the presence/absence of Atpl10p
orthologues. While Fmc1p orthologues seem to be restricted to
the members of Fungi, Atp22p appears to be present in the
genus Saccharomyces only. Additionally, our comparative
sequence analysis identified evolutionary conserved residues,
putative functional domains and their basic structural features
for AtplOp, Atpllp and Atpl2p orthologues. These results
provide basis for detailed molecular analysis of the ATP
synthase-specific chaperones.

This work was supported by grants from the Ministry of Health
of the Czech Republic (NE 6533-3) and the Charles University
(12/2002/C).
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PEROXIDASE-MEDIATED ELLIPTICINE-DNA
ADDUCT FORMATION EXPLAINS THE SELECTIVE
EFFICIENCY OF THIS ANTICANCER DRUG
AGAINST BREAST CANCER AND LEUKEMIA

JITKA POLJAKOVA and MARIE STIBOROVA

Department of Biochemistry, Faculty of Science, Charles
University, Albertov 2030, 128 40 Prague 2

Ellipticine and its more soluble derivatives exhibit
promising results in the treatment of breast cancer and acute
myeloblastic leukemia. The inhibition of topoisomerase II after
intercalation into DNA was considered an important property
for its cytotoxicity. The CYP-dependent activation leading to
DNA adduct formation, we found to be generated in vitro, is a
novel mechanism for the ellipticine pharmacological action'.
Target tumor cells express, beside CYP1A1, 1B1, 3A4, also
peroxidases (myeloperoxidase or lactoperoxidase) in higher
levels than cells of peritumoral tissues. Since the participation
of peroxidases in metabolism of ellipticine has not been
identified yet, the aim of the present work is to extend our
knowledge on this issue. Lactoperoxidase, myeloperoxidase
and a model plant peroxidase (from horseradish) were used in
our study. Ellipticine is oxidized by all these peroxidases via a
radical mechanism. Using mass spectrometry (MALDI-TOF,
EI) we identify that ellipticine is primarily oxidized to a one
electron reaction product (radical) producing a dimer as the
major metabolite. Its formation is inhibited by radical trapping
agents (glutathione, NADH) and by DNA or deoxyguanosine
3’-monophosphate. During oxidation of ellipticine by
peroxidases, two ellipticine-DNA adducts, which were
generated by CYP-mediated reaction', are also formed.
Identities of adducts formed by CYPs and peroxidases were
confirmed by co-chromatography on HPLC. Deoxyguanosine
was determined as a target deoxynucleoside for ellipticine
covalent binding in DNA. The involvement of
myeloperoxidase and lactoperoxidase in an increase of
ellipticine pharmacological efficiency in the target tumor
tissue is discussed.

Supported by Grant Agency of the Czech Republic (grant
203/01/0996) and the Ministry of Education of the Czech
Republic (grant MSM 1131 00001).
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PHOSPHOLIPASE D-MEDIATED SIGNALLING IS
REQUIRED FOR POLAR GROWTH OF TOBACCO
POLLEN TUBES

MARTIN PQTOCKY“"’, RADEK BEZVODA®, IRENA
BRABCOVA", OLGA VALENTOVA" and VIKTOR
ZARSKY?™*

“Department of Plant Physiology, Faculty of Science, Charles
University, 128 40 Prague; "Department of Biochemistry and
Microbiology, Institute of Chemical Technology, 166 28
Prague, “Institute of Experimental Botany, Academy of
Sciences of the Czech Republic, 165 02 Prague
potockym@yvscht.cz

Pollen tubes expand by tip growth and extend
directionally toward the ovule to deliver sperms during
pollination. They provide an excellent model system for the
study of cell polarity control and tip growth, because they
grow into uniformly shaped cylindrical cells in culture.
However, mechanisms underlying tip growth are still poorly
understood in pollen tubes'.

The molecular machines that drive protein transport
through the secretory pathway function exert their activities on
the surfaces of membrane bilayers. It is now clear that the
various lipid components of these bilayers play direct and
versatile roles in modulating the activity of proteins that either
themselves constitute core components of the membrane
trafficking machinery, or represent proteins that regulate such
core components”.

Phospholipase D (PLD) cleaves structural phospholipids
producing phosphatidic acid (PA), secon messenger implicated
in a number of signalling cascades regulating cytoskeletal
rearrangements, vesicular trafficking, secretion, ion fluxes,
membrane remodelling, and defence responses in eukaryotic
cells®. We have previously reported that PLD and PA have a
role in the process of polarised plant cell expansion as
represented by pollen tube growth®.

Here we present data further supporting direct
involvement of PLD in vesicle budding/transport machinery
together with initial molecular characterisation of PLD
isoforms from tobacco pollen. PLD-mediated PA production in
vivo can be blocked by primary alcohols, which serve as a
substrate for the transphosphatidylation reaction. Exocytosis
and endocytosis was rapidly blocked in the presence 0.35 % 1-
butanol whereas secondary and tertiary butanol isomers, which
are ineffective in transphosphatidylation, did not show any
effect. Moreover, membrane traffic could be restored by
addition of exogenous PA-containing liposomes. Using
degenerated RT-PCR approach, we have cloned five tobacco
PLD c¢DNAs form three PLD subfamilies and examined their
expression levels. Roles of distinct isoforms were tested with
antisense oligonucleotides strategy.

This work was supported by grant FRVS G4/663 and by the
research centre Signalling Pathways in plants (LN00A0S81) of
the Ministry of Education of the Czech Republic.
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CHOLINESTERASE BASED PIEZOELECTRIC
BIOSENSOR FOR DETECTION OF
ORGANOPHOSPHATES
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Organophosphates (OP) are known as a group of
compounds exhibiting strong inhibition effect on the
enzymatic activity of cholinesterase. The resulting blocking of
nerve system forms the basis for application of
organophosphates as insecticides and nerve agents. A
possibility of military exploitation, as well as the demand for
rapid and sensitive environmental screening, focused attention
to the sensitive analytical methods able to detect OP presence
in short time and preferably allowing “field monitoring”. A
main advantage of biosensors' is integration of a physical-
chemical transducer together with a bio-recognition element,
allowing to monitor biological effect of compounds in the
analysed sample. Cholinesterase’ (ChE) is the enzyme
commonly incorporated in the neurotransmitter system. It
contains serine in its catalytic centre and this residue becomes
specifically inhibited with OPs and carbamates. The
combination of ChE with the electrochemical transducer
allowed construction of sensitive analytical devices™ with
ability to determine cholinesterase inhibitors in short time.

In this contribution, a novel combination of a
piezoelectric transducer with the immobilized reversible
cholinesterase inhibitor, cocaine derivative BZE-DADOO
(lit.%), was used for construction of an affinity biosensor. The
piezoelectric transducer provided not only sensitive analytical
device, but also an outstanding ability to monitor affinity
interaction in real time. The recorded signal was proportional
to the amount of the enzyme-inhibitor complex formed on the
sensing surface. The determined kinetic parameters assisted in
a better description and understanding of the studied
interaction. Using the reversible ChE inhibitor (cocaine
derivative) allowed full regeneration of the sensor
biorecognition layer. The cocaine derivative BZE-DADOO
(containing terminal primary aminogroup) was immobilized on
the gold surface of piezoelectric sensor as the conjugate with
11-mercaptoundecanoic acid. The long-chain thiocompounds
provided compact and highly stable self-assembling monolayer
on the gold surface. The experiments were performed in the
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flow-trough mode, total duration of one experiment containing
base line stabilization, association phase, equilibration of
signal and regeneration of sensing surface was 25 minutes.

Initially, stability of the biorecognition layer was studied,
for 10 sequential experiments, the achieved reproducibility
was better than 9%. The main part of experiments was focused
on application of the developed biosensor for determination of
organophosphate inhibitors in aqueous samples. The obtained
limit of detection for strong ChE inhibitors (diisopropyl-
flourophosphate, paraoxon) was 10° mol.I". For weaker
inhibitors as chlorpyrifos-oxon and chlorfevinphos, the
detection limits were 6x10 and 1.4x107 mol.1", respectively.
The precision of measurements was typically in the range 8—14
%. Finally, performance of the biosensor was tested on real
samples - spiked river water (three various concentrations of
diisopropylfluorophosphate were used: 10, 5x10”7 and 5x10”
mol.I"). The measured values of inhibitor concentrations
determined using piezoelectric biosensor were 9 to 27 %
higher than the expected levels, i.e. the presence of the target
compounds was always correctly detected.

The developed piezoelectric biosensor was useful for real
time monitoring of the enzymatically active cholinesterase as
well as for detection of cholinesterase inhibitors. The novel
and original principle of the piezoelectric enzyme biosensor
appears promising for rapid and cost-effective screening of
cholinesterase inhibitors.
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TVORBA NASTROJU GENOVEHO INZENYRSTVi
PRO CILENOU DISRUPCI A DELECI GENU
OSMOTOLERANTNI KVASINKY Zygosaccharomyces
rouxii

LENKA PRIBYLOVA a HANA SYCHROVA

Oddeleni Membranového transportu, Fyziologicky ustav
AVCR, Videriska 1083, 142 20 Praha 4
pribyll@biomed.cas.cz

Zygosaccharomyces rouxii se fadi mezi nejvice osmoto-
lerantni druhy kvasinek, tj. takové, které jsou schopné prezivat
v prostfedi s nizkou aktivitou vody (napf. koncentrované
roztoky cukrid ¢i soli). Je to druh sice blizce piibuzny a
podobny modelové kvasince Saccharomyces cerevisiae, ale
vyrazné se lisici pravé vysokou osmotoleranci. Schopnost
odolavat vysokému osmotickému tlaku udili Z. rouxii patrné
ptitomnost specifickych gent. Identifikace téchto gent a jejich
exprese v S. cerevisiae by tedy mohly vyznamné piispét ke
zlepSeni vlastnosti primyslovych kment S. cerevisiae.
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Dosud bylo v Z. rouxii identifikovano jen nékolik gent
podilejicich se na odpovédi na osmoticky stres (napt. HOGI,
SOD?2), ale zadny z nich neni druhové specificky. Podrobnéjsi
charakterizaci specifickych vlastnosti omezuje fakt, ze pro Z.
rouxii zatim nebyl vytvofen efektivni soubor nastroji
genoveho inzenyrstvi, a zejména moznost cilenych disrupci a
deleci genu stale zistava otazkou. Zatim existuji jen dva typy
auxotrofnich mutantd (Leu- a Ura-), pro néZ jsme v nasi
pfedchozi praci optimalizovaly transformacni proceduru a
ovetily vyuziti plasmidovych vektorti s auxotrofnimi markery
URA3 a LEU2. Pro delece gent jsou vSak velmi vyhodné tzv.
disrupéni kazety, které vyuzivaji existence dominantnich
markerti, napf. genti propujcujicich organismu rezistenci k
toxické latce. Pro kvasinku Z. rouxii zkoumame moznost
vyuziti gentl, zajistyjicich jinym druhlim organismu rezistenci
k toxickym slouc¢eninam geneticinu (kazeta loxP-kanM X-loxP
pouzivana pro S. cerevisiae) a L-azetidin-2-karboxylatu (gen
MPRI1 pochazejici ze S. cerevisiae).

Pokud potvrdime existenci vysoké frekvence homologni
rekombinace u Z.  rouxii, bude vyuziti kombinace
dominantniho (kanMX) a auxotrofniho (URA3) markeru velmi
vyhodné pro opakovanou disrupci  (deleci) geni
prostiednictvim tzv. systému Cre-loxP. Budou tak moci byt
pfipraveny kmeny s vicenasobnymi auxotrofnimi mutacemi ¢i
s mutacemi zpUsobujicimi osmosenzitivitu. Tyto mutanty pak
budeme transformovat genomovou bankou Z. rouxii, a
pokusime se tak izolovat geny zodpovédné za vysokou
osmotoleranci této kvasinky.

Tato prdce byla podporena granty AVOZ 5011922 a GA CR
204/01/0272 a 204/03/H066.

SYNTEZA A ELEKTROCHEMICKE STUDIUM
AXIALNE CHIRALNICH SLOUCENIN ODVOZENYCH
OD BENZOTHIOFENU

MICHAL REJNAK?®, JIRT SVOBODA®, JIRT KLIMA" a
JIRI LUDVIK®

“Ustav organické chemie, Vysokd Skola chemicko-
technologicka v Praze, Technickad 5, 166 28 Praha 6; bUstav
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kondenzovanych heterocykld' byla vypracovana syntéza
bi(benzothiofenovych) derivatt vychazejici ze snadno
dostupnych derivati benzothiofenu s vyuzitim standardnich
metod tvorby vazby aryl-aryl.
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Dale byla studovéna alternativni metoda pfipravy
odpovidajicich dimer za podminek elektrochemické redukee?.
Uvedené prekurzory (X = Cl, Br, I) byly podrobeny studiu
elektrochemickych vlastnosti z hlediska dvouelektronové
dehalogenace a zejména moznosti ovlivnéni mechanismu ve
prospéch jednoelektronové reduktivni dimerizace.

Takto ziskané dimerni slou¢eniny budou dale vyuzity pro
syntézu slozit&jSich bi(benzothiofenovych) systémi a pro
design latek s kapalné-krystalickym chovanim.

Projekt vyzkumu byl podporovdn granty GA CR ¢.
106/00/0582 a 202/02/0840, vyzkumnym zdmérem MSMT
MSM 223100001 a projektem COST D14 WG 0015.
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SYNTEZA OLIGQKARBOXYLOVYCH KYSELIN S
TRIPTYCENOVYM SKELETEM

MARKETA RYBACKOVA, MARTIN BELOHRADSKY,
PETR HOLY a JIRI ZAVADA
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I (R=H, COOH)
Schéma 1

Oligokarboxylové kyseliny s triptycenovym skeletem
predstavuji rigidni supramolekularni stavebni bloky, které by
mohly pomoci dvojitych vodikovych vazeb vytvaiet v
krystalech zajimavé porézni struktury.

Pro syntézu oligokarboxylovych triptycenovych kyselin 7
byl navrZen obecny synteticky postup (Schéma 1). Vychozimi
slouc¢eninami jsou methylderivaty antracenu 11, které lze ziskat
znamymi syntetickymi postupy. Dalsi kroky jsou odvozeny od
postupti provedenych na podobnych strukturach'?. Adiéni
reakci antracenovych derivatd II s 1,4-dichlorbut-2-enem a
naslednou eliminaci dvou molekul HCIl vznikaji derivaty II1.
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Ty Diels-Alderovou adici s dimethylesterem kyseliny but-2-
yndiové a ndslednou aromatizaci poskytuji triptycenové
diestery IV. Poslednim krokem po hydrolyze dimethylestert je
oxidace methylovych skupin vedouci k hexakyselin¢ a
isomernim tetrakyselindm (podle poc¢tu a poloh methylovych
skupin vychozich antracent).

Na syntézu téchto kyselin, provadénou v soucasné dobg,
bude navazovat studium jejich krystalovych struktur
rentgenovou strukturni analyzou.

Autori dékuji za financni podporu GA CR (203/03/0087).
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INTERAKCE OBALOVYCH GLYKOPROTEINU S
MATRIXOVYM PROTEINEM MASON-PFIZEROVA
OPICIHO VIRU

LENKA SEDLACKOVA, JAN LIPOV a TOMAS RUML

Ustav biochemie a mikrobiologie, Vysokd Skola chemicko-
technologicka v Praze, Technickad 5, 166 28 Praha 6

Na povrchu vSech retroviri se nachdzeji obalové
glykoproteiny. Povrchovy glykoprotein (SU) zprostfedkovava
vazbu virové C&astice na receptory hostitelské buiky.
Transmembranovy glykoprotein (TM) se Ucastni fuze virové
membrany s membranou hostitelskou a umoznuje tak vstup
viru do buiikky. Oba jsou translatovany ve formé
polyproteinového prekurzoru Env, ktery je Stépen v Golgiho
aparatu bunéénou proteasou na dvé podjednotky (SU, TM).
Predpokladd se, ze inkorporace glykoproteini do virové
membrany je umoznéna specifickou interakci cytoplazmatické
domény TM s polyproteinovym prekurzorem Gag, coz je
prekurzor strukturnich proteinti viru. Tato stabilni interakce jiz
byla prokazana napfiklad u prekurzoru Pr55%% a glykoproteinu
gp4l v nezralych &asticich HIV-1 (cit.'). Dale je
pravdépodobné, Ze za tuto interakci je odpovédny matrixovy
protein, ktery se ve zralém virionu nachdzi tésné pod
lipidovym obalem a tvofi obal virové kapsidy. Jeho piima
interakce s cytoplasmatickou = doménou  obalového
glykoproteinu byla také prokazana u HIV-1 (cit.?).

Pfedmétem naseho studia je interakce cytoplazmatické
domény TM s prekurzorem Pr78% resp. s matrixovym
proteinem Mason-Pfizerova opiciho viru (M-PMV). U tohoto
viru Ize oc¢ekavat jinou situaci nez v ptipadé HIV-1, nebot’ M-
PMV patii mezi retroviry, které skladaji nezralé castice v
cytoplazmé a ty jsou poté transportovany k cytoplazmatické
membrané, kde dojde k uvolnéni virové castice. U HIV-1
dochazi ke skladani virové castice az u cytoplasmatické
membrany. Ke studiu interakci pouzivame nezralé viriony
ziskané transfekci tkanové kultury COS-1. Ziskané viriony
jsou ultracentrifugaéni ,,spin-thru“ metodou vystaveny
detergentu, jehoz plsobenim dochazi k rozpadu jejich
lipidového obalu, nikoliv vSak celé virové castice. Nyni je
podrobné zkouméno, zda je interakce TM a Pr78%¢ stabilni
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jako u HIV1, aby vydrzela pusobeni detergentu. Déle bude ve
tkanovych kulturach sledovano, zda je matrixovy protein
schopen se uvoliiovat z bunék ve formé castic podobnych
virionu (VLP) a jeho chovani, bude-li koexprimovan spolu s
obalovymi glykoproteiny®, resp. s TM. In vivo studie jsou
doplnény sledovanim interakci rekombinantné pfipravenych
proteint in vitro.
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STIMULACE MONONUKLEARNICH BUNEK
PERIFERNI KRVE PROTEINY TEPELNEHO SOKU U
PACIENTU PO TRANSPLANTACI
HEMATOPOETICKYCH KMENOVYCH BUNEK A
VZTAH K POTRANSPLANTACNIM KOMPLIKACIM

LUCIE SEDLACKQVA’, PETR SEDLACEK" a ILONA
HROMADNIKOVA?

“Pediatricka klinika a bKlinik,a détské hematologie a onkologie
UK 2. LF a FN v Motole, V Uvalu 84, 150 06 Praha 5

Transplantace hematopoetickych kmenovych bunék je
uznavanou lé€bou pro ur¢itd maligni 1 nemaligni
hematologicka onemocnéni, nékteré genetické choroby a
solidni tumory. Hlavni komplikaci po alogenni transplantaci
hematopoetickych kmenovych bunék (HSCT) je reakce §tépu
proti hostiteli (GvHR). Pficinou této reakce je bud’ neuplna
shoda v HLA-systému darce a pfijemce, nebo neshoda v
antigenech, které nejsou koédovany v hlavnim systému
histokompatibility. Pfestoze se provadi imunofarmakologicka
profylaxe, vznika akutni GvHD (graft-versus-host disease) u
HLA-alogennich identickych transplantaci v = 30-60%.
Pravdépodobnost vzniku akutni GvHD jesté stoupa pfi
neshodé¢ v HLA systému a v piipadé nepfibuznych darcu.
Nemocni s touto komplikaci jsou ohroZeni infekcemi jednak v
dasledku samotné akutni GvHD, jednak v disledku nutné
intenzivni imunosupresivni 1écby. Akutni GvHD a k ni
pridruzené infekéni komplikace vyznamné piispivaji k 1é¢bou
zpiisobené mortalité po alogenni transplantaci. Casné po
transplantaci pied pfihojenim transplantatu jsou pacienti také
ohrozeni tézkymi infekcemi bakterialniho nebo mykotického
pavodu v disledku imunitni deficience. Po pfihojeni frekvence
bakterialnich komplikaci klesa, pokud ovSem nedojde ke
vzniku GvHD. Riziko infekei trvd az do normalizace
imunitniho stavu béhem jednoho az dvou let po transplantaci.

Proteiny tepelného Soku (hsp) jsou vysoce konzervativni
molekuly (sekvenéni homologie az 50% mezi lidskymi a
bakterialnimi hsp) pfitomné u prokaryotnich a eukaryotnich
bunék. Za fyziologickych podminek jsou pfitomny v nizkych
koncentracich v cytoplasmé. Pfi bunétném stresu (infekce,
zanét apod.) se jejich exprese zvySuje. Hsp se podili na
stabilizaci proteinti a jejich transportu mezi intracelularnimi
kompartmenty, ucastni se také prezentace peptidd na pozadi
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MHC molekul. Hsp pfedstavuji hlavni imunodominantni
antigeny u Sirokého spektra mikrobialnich patogent, jejichz
prostiednictvim stimuluje infekéni agens imunitni systém
hostitele.

Pfedmétem naseho studia je meéfeni odpovédi
mononuklearnich bunék periferni krve déti pred a po HSCT na
stimulaci rekombinantnim lidskym hsp60 a hsp70. Vysledky
stimulaci u pacientd srovnavame s hodnotami stimulaci
zdravych darct a hledame souvislosti s potransplantaénimi
komplikacemi (infekce, GvHD). Predbézné studie, provedené
zatim jen u hsp60, ukézaly signifikantné¢ vyssi stimulace u
pacienti pfed a po transplantaci, u kterych byla
diagnostikovana bakteridlni kolonizace, sepse ¢i mykoticka
infekce, a to ve srovnani s pacienty bez znamek infekce a se
zdravymi darci. U pacienti se objevovaly nejcastéji tyto
infekéni agens: Klebsiella pneumoniae, E. coli, Aspergillus
species, Pseudomonas aeruginosa, Candida crusei. Pacienti
testovani po transplantaci méli kompletni darcovskou
krvetvorbu. Piedpokladame, ze hsp60 stimuluje nejen imunitni
systém pacienta, ale také mononuklearni bunky transplantatu,
coz muize pfispét k rozvinuti dalSich potransplantacnich
komplikaci véetné¢ GvHD.

Prace byla podporena grantem TRANSEUROPE, no. QLRT-
2001- 01936 a VZ 111300005.

SYNTEZA FUNKCIONALIZOYANYCH
NERACEMICYCH HELICENU

PETR SEHNAL, IRENA G. STARA, FILIP TEPLY,
ZUZANA ALEXANDROVA, IVO STARY, DAVID
SAMAN a PAVEL FIEDLER

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo ndm.
2,166 10 Praha 6
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Heliceny se postupné uplatiiuji v riznych oblastech
chemie a materidlové védy'. Z téchto divodii se v posledni
dobé objevily nové metody syntézy helikalnich molekul®>.
V na$i laboratofi jsme vyvinuli efektivni zpisob pfipravy
funkcionalizovanych derivatd helicend, ktery je zalozen na
diastereoselektivni  [2+2+2] cykloizomeraci aromatickych
triynti za katalyzy prechodnymi kovy.

Jako modelova sloucenina byl pfipraven helikalni
alkohol (P,15)-(+)-6 v opticky Ccist¢é forme. Asymetrickd
syntéza vychazi z 3-methoxysalicylaldehydu?, ktery lze v Sesti
krocich prevést na neracemicky stavebni blok (1S)-(-)-2.
Nasleduje Sonogashiriiv coupling diynu (15)-(-)-2 s jodidem 3,
ktery po nasledné desilylaci vede ke klicovému chiralnimu
triynu (15)-(-)-4. Stericky prubé¢h diastereoselektivni [2+2+2]
cykloizomerace za katalyzy Col je fizen pfitomnym
asymetrickym  centrem. Reakce  poskytuje  pouze
diastereoizomer (P,1S)-(+)-5. V dal§im kroku je methylova
skupina selektivné odstranéna za vzniku opticky Ccistého
helikalniho alkoholu (P,1S5)-(+)-6.
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Podporovino GA CR (reg. ¢ 203/02/0248) a UOCHB AV CR
(vyzkumny projekt ¢. Z4 055 905).
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VYUZITI FLUORESQENCNI’CH TECHNIKK
DETEKCI BUNECNE VIABILITY TERMOFILNICH
BAKTERI{

BARBORA SEKAVOVA a KAREL MELZOCH

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, Vysokd skola chemicko-
technologicka v Praze, Technickd 5, 166 28 Praha 6
barbora.sekavova@vscht.cz

Fluorescen¢ni mikroskopie a pritokova cytometrie dnes
nachazi velmi §iroké uplatnéni pii studiu fyziologického stavu
a rustové dynamiky mikroorganismi. V celé tadé
biotechnologickych procesti se uplatiuji pfevazné pro svoji
rychlost a jednoduchost a pomalu nahrazuji klasické kultivacni
techniky, které jiz nestaci stale se zvySujicim pozadavkim.
Vétsina studii tykajici se problematiky fluorescen¢niho barveni
bakterii je zaméfena na mikroorganismy mezofilni, pfip. na
hypertermofilni archaea, termofilni bakterie s optimalni
teplotou rustu 55-85 °C jsou opomijeny, i pies stoupajici
moznosti  jejich vyuziti prevdzné ptfi degradaci a
dekontaminaci prumyslovych odpadu.

Predmétem této studie bylo nalezeni vhodnych parametri
a optimalizace metodik stanoveni bunécné viability termofilti
pomoci ruznych fluorescencnich barviv, jak pro Cisté kultury
na komplexnich médiich, tak pro nedefinovanou smésnou
populaci termofilnich mikroorganismi z aerobni degradace
lihovarskych vypalki. Testovana byla barviva propidium jodid
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(PI), calcein acetoxymethyl ester (Calcein-AM), fluorescein
diacetat (FDA) a BCECF-AM (2',7'-bis-(2-carboxyethyl)-5-
(and-6)-carboxyfluorescein, acetoxymethyl ester), pro bakterie
Bacillus acidocaldarius, B. stearothermophilus, Thermus
species, T. aquaticus a T. ruber.

K vyhodnoceni experimentii byl pouzit pritokovy
cytometr PAS III (Partec) a mikroskop Olympus BX-51
vybaveny fluorescenénim systémem a digitalnim systémem
zaznamu obrazu. Podminky znaceni byly stanoveny takto:
koncentrace PI 15 ug.ml‘l, tinkubace 10 min, fluorescein diacetat
10 pgml”" FDA, fiupace 30 min, Calcein-AM 10 pg.ml™,
tinkubace 30 min a BCECF-AM koncentrace 5 ug.ml'l, tinkubace 30
min, pii teplot¢ 25 °C. Dale byly jednotlivé metodiky
fluorescencniho znaceni porovnany z hlediska jejich vhodnosti
k determinaci viability vySe zminénych termofild, a nakonec
aplikovany na realny proces aerobni degradace lihovarskych
vypalkd. Digitadlni zaznamy obrazt byly upraveny a
vyhodnoceny pocitacovou analyzou obrazu.

Tento projekt byl realizovan za podpory Grantové agentury
Ceské republiky, grant ¢. 525/03/0375.
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DIPEPTIDYL PEPTIDASE IV ACTIVITY AND/OR
STRUCTURE HOMOLOGUES (DASH): THE NOVEL
PLAYERS IN THE PATHOGENESIS OF
RHEUMATOID AND PSORIATIC ARTHRITIDES?

E. SCHOLZOVA

Joint Laboratory of Cancer Cell Biology of the Institute of
Biochemistry and experimental Oncology of the 1st Faculty of
Medicine, Charles University Prague and the Institute of
Physiology, Academy of Sciences of Czech Republic

Dipeptidyl peptidase-IV (EC 3.4.14.5, DPP-IV/CD26)
was shown to play a role in many physiological and
pathological events, mostly due to its potential to cleave
regulatory peptides as neuropeptide Y, substance P,
chemokines etc. Such proteolytic processing can either
terminate biological effect of the peptide or change its receptor
preference, leading to its signalling potential modification.
Changes of DPP-IV enzymatic activity as well as alterations of
its biologically active substrates in some rheumatic diseases
were observed by several authors. Subsequently, a number of
molecules constituting a group of “Dipeptidyl peptidase-1V
Activity and/or Structure Homologues” (DASH) was
discoveredl. Because of their common capacity to cleave
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similar set of substrates, it is tempting to speculate their
functional crosstalk.

To assess possible role of DASH expression pattern in
pathogenesis of rheumatic diseases on systemic as well as
local levels, we have studied DASH molecules in blood
plasma, synovial fluid and in the mononuclear cells separated
from both abovementioned materials from patients with
rheumatoid (RA) and psoriatic (PsA) arthritides. The total
plasma DPP-IV-like specific activity was significantly lower
in patients with RA and PsA compared to the controls (p<0.01
and p<0.02, respectively) and was correlating inversely with
the number of lymphocytes. In the case of RA, DPP-IV-like
activity negatively correlated with the plasma C-reactive
protein and with the standard Disease Activity Score. The
DPP-1V-like specific activity was insignificantly lower in the
synovial fluid from patients with RA compared to PsA. There
was a positive correlation between the number of synovial
fluid lymphocytes as well as monocytes with the synovial fluid
DPP-1V-like activity. Gel chromatography of blood plasma
samples revealed two MW forms of DPP-IV-like activity in
patients and only one in controls. RT-PCR analysis of DASH
molecules expressed demonstrated presence of transcripts of
four DASH members, DPP-IV, DPP-8, attractin and fibroblast
activation protein-o, in mononuclear cells of both synovial
fluid and blood of all patients and controls. Presence of DPP-
IV and attractin was revealed also by flow
immunocytochemistry.

Our results suggest that aberrations of complex DASH pattern,
rather than the DPP-IV activity alone, participate on the
pathogenesis of RA and PSA.

Work was supported by grant IGA 7746-3.
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INHIBICE GENU SRC A CASNY VYVOJ ORGANISMU
Xenopus laevis

RADEK SINDELKA, ZOLTAN FERJENTSIK a JIRL
JONAK

Oddéleni Biosyntézy proteinii, UMG AV CR, 166 36 Praha 6
sindelka@img.cas.cz

c-Src patfi do skupiny protein-tyrosin kinas, které jsou
ptitomné ve vSech bunéénych typech obratlovct. Usuzuje se,
ale pfesné detaily funkce a plsobeni nejsou do dne$ni doby
témet u zadného vyssiho organismu zcela objasnény.

Vhodnym modelem pro studium vyvojové dulezitych
genl je organismus Xenopus laevis (Drapatka vodni). Jeho
vyhodou je dokonald znalost vyvojovych stadii, snadna
manipulovatelnost a vysoka regeneracni schopnost. Proto je
dnes Xenopus jednim =z nejpouzivanéjSich modelovych
organismu pro transgenezi a mikrochirurgické zakroky.

Funkce gent je mozno studovat dvojim pfistupem, a to
bud’ nadprodukci, nebo blokaci. Nadprodukce genu src u X.

304

IV. Amerika 2004

laevis byla provedena spermiovou transgenezi jiz v 90. letech.
Byla zjisténa souvislost mezi zvySenou produkci v-Src i c-Src
kinasy ve tkanich nad urcity préh a abnormalnim vyvojem. S
tim také koreloval ubytek kadherin-kateninovych komplexd,
kterymi se zajistuje adhezivita mezi buitkami. V dnes$ni dobé
probihda studium funkce genu src druhym zplsobem, tedy
blokaci genu src a jeho vlivu na ¢asny vyvoj X. laevis.

Pro inhibici genu src jsme zvolili dva pfistupy. Prvnim je

klasicky knock-out genu pomoci konstruktu slozeného ze dvou
komplementarnich ramen a sttedniho useku, ktery se sklada z
referenéniho genu (napt. GFP pod kontrolou CMV
promotoru). Vyhodou této metody je trvala blokace genu a
snadné sledovani tUspés$nosti mikroinjikace a homologni
rekombinace. DalSim pfistupem je pouziti technologie RNA
interference (RNA1). Jejim principem je vnaseni kratkych, asi
22 bp dlouhych, dsRNA molekul (siRNA- small interfering
RNA). Tyto dsRNA se po rozestoupeni navazi na
komplementarni usek mRNA inhibovaného genu. Komplex
mRNA a ssRNA je poté rozezndvan proteiny s
endonukleazovou aktivitou. Po rozStépeni je tedy mRNA
nefunkéni a exprese genu pozastavena. Uginnost této metody
je limitovana casem rozpadu siRNA, ktery se pohybuje
obvykle okolo jednoho az dvou tydnti. Inhibice neni 100 %,
1ze o¢ekavat blokaci genu okolo 50-70 %.
V naSich pokusech jsme pouzivali konstrukt pro knock-out,
jehoz  struktura vychazi z plazmidu pCR-2.1-TOPO
(Invitrogen). Po injikaci linearnitho plazmidu spole¢né se
spermatickymi jadry do neoplozenych vajicek, jsme GispéSnost
prenosu sledovali pomoci fluorescenéni mikroskopie. Pro
dikaz homologni rekombinace bylo nutno pouzit jesté dalsi
metody, jako PCR a dalsich. Naopak siRNA jsme injikovali do
in vitro oplozenych vajicek, nejlépe pied prvnim délenim.
SniZzenou hladinu exprese mRNA pro gen src jsme poté
sledovali pouzitim metody real-time PCR s detekci
SYBRGreen. Principem je sledovani fluorescenéniho signalu,
ktery pochdzi z interkalacni barvicky, fluoreskujici pii tvorbé
dsDNA. Intenzita signalu tedy odpovidd mnozstvi cDNA,
které je vlozeno do PCR reakce, a to je pfimo umérné mRNA,
ktera je vlozena do reverzni transkripce. Srovnanim prahové
hodnoty s hodnotami pro referen¢ni geny EF-1alpha, GAPDH
a N-tubulin jsme ziskali relativni kvantitu mRNA pro src gen.
Paralelné jsme zjistovali expresni profil mRNA pro kinasy
rodiny Src v zavislosti na vyvojovém stadiu X. laevis. Kromé
relativnich hodnot jsme zjiStovali také absolutni kvantitu v
jednotlivych stadiich. Metodou Western blot jsme urcili
proteinovy profil kinasy c-Src.

PROFILY MA,STNYCH KYSELIN Z BUNEK
TERMOFILNICH BAKTERII

LUCIE SIRISTOVA, LEONA PAULOVA a KAREL
MELZOCH

Ustav kvasné chemie a bioinzenyrstvi, Vysokd skola chemicko-
technologicka v Praze, Technickd 5, 166 28 Praha 6
lucie.siristova@vscht.cz

V nasi praci jsme se soustiedili na hledani alternativnich
metod identifikace bakteridlnich zastupci tvoficich smésné
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populace termofilnich mikroorganismi. Analyza spektra
bunéénych mastnych kyselin predstavuje jednu z modernich
metod identifikace a céastecné téz klasifikace nékterych
mikroorganismti. V prvni fazi vyzkumu jsme se zaméfili na
charakterizaci Cistych kment termofilnich bakterii pomoci
profili mastnych kyselin. Pro dané ucely byly vybrany tyto
kmeny termofilnich bakterii: Bacillus stearothermophillus,
Thermus species, Thermus ruber. Kmeny bakterii byly pted
vlastni analyzou kultivovany za konstantnich podminek na
syntetickém médiu obohaceném vitaminy. Pfi kultivaci na
bézném ristovém médiu s piidavky mikrobialnich lyzatt by
mohlo dojit k zabudovani lipidi a mastnych kyselin do
bunécnych stén bakterii a tim ke zkresleni ziskanych spekter
mastnych kyselin. Po nakultivovani danych kmend byla
biomasa lyofilizovana z diivodu pfesného stanoveni bakterialni
susiny bez naruseni lipidovych sou¢asti. S optimalizovanym
mnozstvim lyofilizované biomasy se provedla hydrolyza v
alkalickém prostiedi, pficemz byly mastné kyseliny uvolnény z
bunéénych oballi a extrahovany do dichlormethanu, ktery byl
nasledné¢ odpafen. Tim bylo dosazeno izolace mastnych
kyselin od bunéénych zbytkd. Dalsim pfipravnym krokem pro
analyzu byla esterifikace mastnych kyselin, kdy bylo ptidano
methylacni ¢inidlo (smés methanolu a fluoridu boritého) a
vzniklé methyl estery byly poté extrahovany do hexanu. Takto
pfipraveny vzorek byl analyzovan plynovou chromatografii s
plameno-ionizaénim detektorem na kapilarni koloné s
nepolarni fazi a po vyhodnoceni byla ziskana spektra mastnych
kyselin pro jednotlivé kmeny termofilnich mikroorganismu.
Identifikace néekterych dulezitych mastnych kyselin byla
provedena  plynovou chromatografii s  hmotnostnim
detektorem.

VYVOJ CIRKADIANNICH OSCILACI V SCN BEHEM
ONTOGENEZE POTKANA

MARTIN SLADEK

Ustav experimentalni mediciny AV CR, Videriska 1083,
142 20 Praha 4
sladek@biomed.cas.cz

V suprachiasmatickém jadfe hypothalamu (SCN) je
umistén centralni oscilator (pacemaker), zodpovédny za tvorbu
cirkadiannich rytmt v savéim organismu. Tyto rytmy jsou v
ném generovany diky systému vzijemné propojenych
transkripénich a transla¢nich zpétnovazebnych smycek
tvofenych hodinovymi geny a vyviji se jiz prenatalné. Cilem
nasi prace bylo prozkoumat vyvoj molekularniho pacemakeru
béhem ontogeneze.

Biezi potkani a samice s mlad’aty byly v den experimentu
vypusténi do stalé tmy a zabijeni v 2-hodinovych intervalech.
Denni profily mRNA geni Perl, Per2, Cryl, Bmall a Clock v
SCN 19-dennich embryi, 3-dennich a 10-dennich mlad’at byly
stanoveny pomoci in situ hybridizace. Denni profily proteinti
PERI, PER2 a CRY1l v SCN 19-dennich embryi byly
stanoveny imunocytochemicky. U 19-dennich embryi nebyly
nalezeny signifikantni rytmy exprese u zadného z testovanych
gent ani nebyly detegovany zadné imunopozitivni buiky v
SCN. Hladiny mRNA Perl, Cryl a Clock byly nizké, zatimco
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hladina Bmall mRNA byla vysoka a hladina Per2 mRNA na
sttedni hodnoté. U 3-dennich mladat byl jiz nalezen
signifikantni rytmus mRNA Perl, Per2 a Bmall, ktery se
postupné zvyraznil a u 10-dennich mlad’at dosahoval u téchto
gend véetné Cryl vétsi amplitudy. Hladina mRNA Clock
nevykazovala podle ocekavani zadny rytmus. Celkové naSe
data ukazuji postupny vyvoj molekularniho pacemakeru v
SCN, od nerytmického u 19-dennich embryi az po vysoce
rytmicky u 10-dennich mladat.

C-GLYKOSIDY JAKO SI,JPRAMOL]%KU’LARNi
SYNTONY ANEB SYNTEZA A VYUZITI C-meso-
GLYKOSYLOVANYCH PORFYRINU

PETR STEPANEK?®, LADISLAV KNIEZO",
MYKHAYLO DUKH® a PAVEL DRASAR™"

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo
nam. 2, 166 10, Praha 6, bUstav chemie prirodnich latek,
Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze, Technickad 5,
166 28, Praha 6

petr.stepanek@vscht.cz

Slouceniny, ve kterych je aktivni struktura (farmakofor,
chromofor, ,leading structure”) spojena s vektorem typu
peptidového, oligonukletidového, & sacharidového' segmentu,
vzbuzuji stale vétsi zajem. Pouziti chirdlntho polarniho
vektoru, odvozeného od struktury sacharidu, ptedurcuje
takovou supramolekularni strukturu jako mozny prostiedek pro
molekularni rozpoznavani v polarnim (napf. vodném)
prostiedi, coz je vlastnost dosud zatim relativné vzacna.
Podobné slou¢eniny odvozené od porfyrinu jsou diky svym
unikatnim vlastnostem studovany i jako senzibilizatory pro
fotodynamickou terapii ¢i pro silné interakce s DNA a
nukleotidy®.

Cilem prace je konstrukce konjugatl se spojenim
porfyrin-sacharid, ve kterych je cukerny skelet pfipojen k
makrocyklu v meso poloze pomoci robustni, avSak flexibilni
C-C vazby, ktera je na rozdil od klasické O-glykosidické
vazby odolna vuci hydrolytickému, potazmo enzymovému
Stépeni. dale je pak zaméfena na studium ruznych moznosti
piistupu k syntéze C-meso-glykosylovanych porfyring.

R,

v @?
FF PG = -isopropyliden
R, R, -benzyl
X: PGO
1: R, R;=X
R,,R,=Y PGO OPG
2: R;,R,R;,R=X PGO

Byly provéteny dvé rozdilné strategie syntézy. Prvni,
vedouci k oligopyrrolovému heterocyklu typu 1, byla zalozena
na jeho postupné vystavbé z dipyrrolovych prekurzord,
zatimco druhd, vedouci k porfyrinu typu 2, vychézela z pfimé
cyklizace aldehydut s pyrrolem. Série latek tohoto nového typu
byla plné charakterizovana a v soucasnosti se dale studuje
jejich 8irsi praktické vyuziti i ob& syntetické cesty.
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Prace byla provedena v ramci reseni vyzkumného zameru

MSMT ¢é. 223300006.
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PROTEIN, PRI JEHOZ PROTEOLYZE DOJDE K
ZVYSENI MOLEKULOVE HMOTNOSTI: SPATNY
VTIP, ANEBO PROBLEM VYRESENY HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRII?

MIROSLAV §ULC,, RADIM OSICKA, PETER SEBO a
VLADIMIR HAVLICEK

Mikrobiologicky ustav AV CR, Videriska 1083, 142 00 Praha
4
msulc@biomed.cas.cz.

Fyziologické koncentrace véapniku zpusobuji
autoproteolytické Stépeni peptidové vazby Asp414-Pro415
RTX (Repeat in ToXin) proteinu gramnegativniho lidského
patogenu Neisseria meningitidis. Vysledkem tohoto §tépeni
jsou ovSem kromé& N-koncového a C-koncového fragmentu
navic minimalné dva proteiny s vy$§i molekulovou hmotou
(HMW) nez ptvodni protein na SDS-PAGE elektroforéze.
Tyto HMW proteiny jsou na Western blotu rozpoznavany
protilatkou stejné jako ptivodni protein.

Cilem analyzy bylo zjistit strukturu téchto HMW
proteini. K identifikaci predpokladaného vzajemného
propojeni jsme pouzili Stépeni proteasou v gelu podle
protokolu, naslednou extrakci peptidd a jejich frakcionaci
systtmem mikroHPLC. Jednotlivé frakce peptidi byly
nasledné identifikovany hmotnostni spektrometrii MALDI-
TOF, ktera nalezla v kazdé peptidové smési HMW proteini
arteficielni peptidy, jejichz hmota neodpovidala teoretickému
Stepeni proteasou celého proteinu. Proto jsme tyto peptidy
podrobili fragmentaci a na zakladé¢ dcefinych iontd
experimentu PSD (Post Source Decay) navrhli jejich strukturu.
Potvrzeni crosslinkované struktury bylo provedeno S§tépenim
jinou proteazou, esterifikaci karboxyskupin a modifikaci
aminoskupin.

Vysledkem préce je identifikace tvorby dosud nepopsané
isopeptidové vazby Asp-Lys crosslinkované struktury béhem
vapnikem zptisobeného proteolytického Stépeni RTX proteinu
gramnegativniho patogenu ¢lovéeka.

NOVE ANORGANICKE HETEBOCYKLICKE
SLOUCENINY FOSFAZENOVEHO TYPU
OBSAHUJICI VE STRUKTURE ATOM KOVU

JAN TARABA® , MARIE KLOUPAROVA®, PAVLINA
GAJDOVA" a ZDIRAD ZAK®

“Katedra anorganické chemie Prirodovédecké fakulty MU v
Brne, Kotlarska 2, 611 37 Brno, bStredni primyslova skola
chemicka Brno, Vranovska 65, 600 00 Brno
taraba@chemi.muni.cz
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Anorganickym heterocyklickym slouéeninam je, zvlasté
pak v posledni dob¢, vénovana znacna pozornost, nejen kvuli
moznosti prizkumu vztahu vazebnych moznosti a molekulové
struktury, ale i stale Cast&jSi vyuzivani heterocyklickych
sloucenin, obsahujicich kovy i nekovy, v praxi. Moznosti
vyuziti jsou napf. pokovovani ve vakuu, pfiprava novych
polymerti, homogenni katalyza, vyuziti biologické aktivity
(bio-degradovatelné zemédélské ochranné prostredky, 1éCiva,
selektivni jedy) atd.

V odborné literatufe jsou uvadény obecné trendy
piipravy 6-ti Clennych cyklickych sloucenin fosfazenového
typu, které obsahuji ve své struktufe heteroatom. Na pocatku
pfiprav  6-ti Clennych heterocykltt byl objev latky
,,Imidobis(aminodifenylfosforan) chlorid“ (Ph,PNH,),NCI
(cit."). Z této publikace vychazi cela fada praci zabyvajicich se
syntézou a strukturou 6-ti ¢lennych heterocyklii. Za vSechny
uved’me napf. prace®™ — priprava heterocyklii piechodnych
kova (W, V, Re ...), vSechny reakce v pracich popisované jsou
reakce mezi halogenidy pfechodnych kovl a (Ph,PNH,),NCI
(pti reakei se uvoliiuje HCI a reakce je vétSinou rovnovazna).
Pokud jde o ptipravu heterocykld s nepfechodnymi kovy i
nekovy, uvedeme praci? (heterocykly s Al, Ga a In). Zde autofi
voli postup piipravy pfes slouceniny typu MMe; (M = Al, Ga,
In) reakci s HN(PR,NSiMe;), (R = Ph, NMe,) a odstépeni
molekuly methanu. Nevyhodou tohoto postupu je obtizné
ziskavani reaktantl a mala vytéznost reakce.

V naSem zakladnim vyzkumu této problematiky jsme
zvolili pro piipravu novych heterocyklti reakci halogenidi
prechodnych i nepfechodnych kovi s N,N’-bistrimetylsilyl-
tetrafenyldifosfazenium  chloridem  N(Ph,PNHSiMes),Cl.
Probihajici d&j by se dala popsat jako reakce desilyla¢niho
typu:

Yo i e
X SiZ HN-Si—Me linearni produkt
/ /" “Me 3
R +HN o —— K Me
\X Niz e -MesSiX N\ - Me;SiX R >NH
| "Me ~—
Me R = (-N=P)p cyklicky produkt

Vyhodou nami zvoleného syntezniho postupu je vysoka
vytéznost reakci a Cistota ziskanych produkti. Z reakéniho
systému odpada trimetylchlorsilan jako vedlejsi produkt a
zaroven zde slouzi jako rozpoustédlo. Tento syntezni postup se
nam jevi jako nejvyhodnéjsi a s jeho pomoci se ndm podaftilo
pfipravit nékolik novych 6-ti clennych anorganickych
heterocyklickych sloucenin. Probihajici chemicka reakce se da
zapsat obecnou rovnici:

010

CH3—s( ‘/s\i—cu3
cn! ‘cyeny e,
cr

+MCl —>

/N\
@»f@lﬁ + 2(CH3)SiCl
NH—/NH

M = kov M
J5'---2 cr
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EXPRESSION OF NOVEL CC CHEMOKINE (CCL) 21
AND ITS RECEPTOR CCRI11 IN PATIENTS WITH
PULMONARY SARCOIDOSIS

A. TSYRULNYK?®, A. ARAKELYAN?, F. MRAZEK?, A.
GIBEJOVA?, V. KOLEK", and M.PETREK"®

“Departments of Immunology and bRespiratory Medicine,
Medical Faculty, Palacky University, 771 47 Olomouc

Sarcoidosis is a systemic granulomatous disease of
unknown cause, characterized by accumulation of activated T
cells and macrophages at sites of ongoing inflammation,
notably in the lung. The mechanism of inflammatory cell
recruitment is not clear. We have previously shown that the
expression of CC chemokine ligand 19 (CCL19/MIP-3 beta)
and of its specific receptor CCR7 is significantly increased in
sarcoidosis, namely in more advanced disease. Recently, novel
CC chemokine receptor 11 (CCR11) has been also shown to
interact specifically with CCL19 and CCL21. We have,
therefore, investigated CCR11 and CCL21 mRNA’s
expression in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) cells from
patients with pulmonary sarcoidosis and control subjects.

BALF cells were obtained by standard bronchoalveolar
lavage (BAL) from 29 patients with pulmonary sarcoidosis and
9 control subjects. CCR11 and CCL21 mRNA’s expression
were semiquantitated by reverse-transcription polymerase
chain reaction using normalization to the expression of the
beta-actin gene.

CCR11 mRNA expression was significantly upregulated
in BALF cells from sarcoid patients (S) compared to control
subjects (C) (Mean £SEM: C, 0.44%0.04; S, 0.82+0.10; p =
0.01). Further subanalysis has shown that the CCR11 mRNA
expression paralleled disease course (Stages I, 11, III): it tended
to be higher at more complicated radiographical (CXR) stages
of the disease (C, 0.44+0.04; S-I, 0.72+0.10; S-II, 0.8540.20;
S-1II, 1.04+0.20). Immunocytochemistry of BALF cells
showed that CCR11 protein is localised in ciliated bronchial
cells and also in few macrophage like cells (1-2 % of total
amount of the BALF cells). Expression of CCL21 mRNA was
not detected in BALF cells from sarcoid patients nor from
control subjects.

Expression of CCL21 was not found in BALF cells and
thus should be investigated in sarcoid tissues. Upregulation of
CCR11 mRNA in BALF cells of patients with sarcoidosis is
consistent with overexpression of its chemokine ligand
19(CCL19/MIP-3beta) and therefore, may play a role in
inflammatory cell migration to sarcoid lung. The significance
of cellular localisation of CCR11 should be further studied.
This novel chemokine receptor, therefore, represents a
candidate for studies of pathobiological mechanisms of
inflammatory cell recruitment in sarcoid lung.

ENZYMY BAK"I:ERIE Commamonas testosteroni
PARTICIPUJICI NA BIODEGRADACI FENOLU

MICHAL TUREK, JAN PACA Jr. a MARIE
STIBOROVA
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Katedra biochemie, Prirodovédecka fakulta Univerzity
Karlovy, Albertov 2030, 12840 Praha 2
Jjan.paca@volny.cz

Biodegradace fenolickych latek enzymovymi systémy
zivych organismii se muze uplatnit pti  biologické
dekontaminaci zivotniho prostfedi. Tyto postupy jsou levné&jsi
a pro zivotni prostfedi pfirozengjsi a Setrn&jsi. Mezi
nejvyznamngj$i zdroje kontaminace fenoly patii vyroby na
zpracovani hnédého uhli, odpadni vody ze zpracovani hnojiv
a 1éku ¢i rizny organicky odpad. V posledni dobé se stale
zvySuje mnozstvi informaci a poznatkii o mikroorganismech
schopnych pfezivat v pfitomnosti fenolickych latek a dokonce
je 1 vyuzivat jako zdroj uhliku a energie. Na nasem pracovisti
studujeme enzymovymi systémy bakterie Commamonas
testosteroni, které jsou schopné vyuzivat fenol pro svij rist.
Hydroxylace fenolu na katechol je prvnim, limitujicim krokem
aerobni degradace fenolu. Nasledné pfemény tohoto produktu
katalyzuje u prokaryot katechol-2,3-dioxygenasa (EC
1.13.11.2), kterd oxiduje katechol za vzniku semialdehydu
kyseliny 2-mukonové (META draha), ktery se dale
metabolizuje na pyruvat.

Cilem prace bylo ziskani buné¢ného materialu, zjisténi
nejefektivngj$i desintegracni metody a charakterizace a
lokalizace jednotlivych enzymovych systémi degradujicich
fenol ve studované bakterii. Nejvhodné&jsi desintegracni
metodou se jevi sonikace bakteridlnich bunék. Na rozdil od
suspenze desintegrovanych bunék C. testosteroni, nebyla
fenolhydroxylasova aktivita detegovana v cytosolarni frakci.
Detegovali jsme ji pouze ve vzorcich, které jsme odebrali jesté
pred izolaci cytosolarni frakce. Katechol-2,3-dioxygenasa
naopak vykazovala vysokou aktivitu i v Cistém cytosolu. Je
pravdépodobné, ze fenolhydroxylasa je u této bakterie ve
zvySené mife citlivda k nekterému kroku izolace, nebo je
membranové vazédna. V burikdch studované bakterie doSlo
pusobenim fenolu béhem kultivace bunék k indukci enzymut
odpovédnych za jeho metabolismus.

Tato prace je pilotni studii vyuziti bakterie C. festosteroni
v biodegradacich s cilem jejiho potencialniho vyuziti v
bioremediacich.

Autori dékuji za podporu MSMT CR (MSM113100001) a GA
CR (104/03/0407).

KATALYTICKA KO-CYKLOTRIMERIZACE
6-ALKYNYLPURIN Us a,0-DIYNY — NOVA METODA
PRO PRIPRAVU 6-ARYLPURINU

PAVEL TUREK*", MICHAL HOCEK® a MARTIN
KOTORA™*

“Katedra organické chemie, Prirodovédecka fakulta UK v
Praze, Hlavova 8, 128 43, Praha 2, bUstav organické chemie a
biochemie AV CR, Flemingovo namésti 2, 166 10 Praha 6,
hocek@marilyn.uochb.cas.cz; kotora@natur.cuni.cz

Purinové baze modifikované v poloze 6 a jejich derivaty
nukleosidl a nukleotidii vykazuji $iroké spektrum biologické
aktivity. Kromé cytotoxicity 6-methylpurint a jejich nukleosi-
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di je znamo, ze acyklické nukleotidy pfipravené z 6-
(di)alkylaminopurinti jsou silnd antivirotika. V posledni dobé
bylo popsano, ze nékteré 6-arylpuriny maji cytostatickou
aktivitu, zatimco 6-aryl-9-benzylpuriny vykazuji antimyko-
bakterialni vlastnosti.

Schéma 1
X
R
= ‘ ‘ Ni, Co, Rh R
X+ _
= X N\> X N\>
\ \
~ ~
L4 LA
z z
R=H,Bu, P
X= C(COOEt) C(COOELt)(COMe), C(COMe),, C(COOELt)CN, O, NPh, CH,, (CHy)y;

Z=Bn, Tl

Dosud pouzivané metody jejich pfipravy jsou pievazné
zalozené na vyuziti cross-couplingovych reakci, které jsou
vSak omezeny vybérem vhodnych reakénich partnert. Proto
jsme vypracovali novou metodu pfipravy 6-arylpurint, ktera
spo¢iva v [2+2+2]-cyklotrimerizaci 6-alkynylpurint s diyny,
ktera je katalyzovana komplexy ptfechodnych kovi (zejména
komplexy Ni a Co)'. Touto cestou je mozné ziskat z
jednoduchych ~ vychozich  slou€enin  trisubstituované
purylbenzeny, jejichZ pfiprava by byla jinou metodou obtizna,
¢i dokonce nemozna (Schéma 1). U vybranych 6-arylpurind
bylo provedeno testovani na biologickou aktivitu.

Dale jsme vypracovali novou metodu pro piipravu
pentasubstituovanych 6-arylpurinti. Reakce jsme v tomto
ptipadé zalozili na stechiometrické reakci zirkonacyklo-
pentadient s 6-alkynylpuriny v ptitomnosti NiBry(PPh;),.

Prace byla provedena za podpory grantu GA CR/203/01/0836
a 203/00/0036 a 203/03/0035.
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SYNTEZA CALIX[4]ARENOVYCH
GLYKOKONJUGATU

KAROLINA VACLAVIKOVA', IVAN STIBOR®, PAVEL
LHOTAK"® a VLADIMIR KREN"

“Ustav organické chemie, Vysoka skola chemicko-
technologicka v Praze, Technickd 5, 16628 Praha 6;
bLaborator biotransformaci; Mikrobiologicky vistav AV CR,
Vidénska 1083, 14220, Praha 4

Calixareny jsou cyklické oligomery p-substituovanych
fenoli spojenych navzajem methylenovymi mdistky. Jsou
Siroce vyuzivany jako stavebni kameny pro konstrukci
sofistikovanych struktur pro supramolekularni chemii.

Cukry hraji dalezitou roli v biologickych systémech.
Calixarenové glykonjugaty tak predstavuji skupinu receptort s
potencionalni biologickou aktivitou. Pfitomnost polyhydroxy-
lovanych chirdlnich substituenti v molekulach calixarent
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muze indukovat jejich rozpustnost ve vodé a uplatnéni téchto
latek jako molekularnich receptorti ve vodném prostredi.

OH

Bylo zjisténo, ze N-acetamido-2-deoxy-B-D-hexapyra-
nosy vykazuji vysokou afinitu k aktivaénim receptorim
krysich pfirozenych zabije¢skych bunek. Tyto bunky
predstavuji zvlastni skupinu lymfocyti schopnych nicit
nadorové bunky. Aktivita krysich zabijec¢skych bunck muze
byt zvysena pfitomnosti cukernych ligandd. Protoze receptor
obsahuje dvé aktivni mista, 1ze ptedpokladat, Ze polyvalentni
sacharidové derivaty calixareni mohou mit vyssi afinitu k

témto receptorﬁm

>’
™

OH

Podstata syntézy cilovych molekul spociva v adici
aromatického aminoderivatu calix[4]arenu na isothio-
kyanatovou skupinu sacharidu. Nové ptipravené ,,calixcukry
obsahuji dvé nebo ¢tyti cukerné jednotky spojené s hornim
okrajem calix[4]arenu prostfednictvim thiomocovinovych
mustkd. Jelikoz je mozné piipravit ruzné konformery
calix[4]arenu (konickd, ¢aste¢né konicka, 1,3-alternatni), lze
ziskat calixarenové glykonjugaty s ruznym prostorovym
uspotradanim cukernych jednotek.

STUDIUM REZISTENCE NADOROVYCH BUNEK
VUQI PACLITAXELU A DALévl'M, TAXANUM A
MOZNOSTI JEJIHO OVLIVNENI

RADKA VACLAVIKOVA?, MARIE EHRLICHOVA®,
JAROSLAV TRUKSA", IWAO OJIMA®, AHCENE
BOUMENDJELS, JAN KOVAR" a IVAN GUT*

“Odbornd skupina pro biotransformace, SZU, Srobdrova 48,
100 42 Praha 10, bUstav molekuldrni genetiky AV CR,
Videriska 1083, 142 20 Praha 4, ‘Department of Chemistry,
State University of New York at Stony Brook, NY, USA,



Chem. Listy 98, 271 — 314 (2004)

dDepartment de Pharmacochimie Moleculaire, Faculte de
Pharmacie de Grenoble, 38706 La Tronche, France
rvaclavikova@szu.cz

Rezistence nadorovych bunck wici chemoterapeutikiim
oznacovana jako MDR (multidrug resistance) je vyznamnou
prekazkou v terapii nadorovych onemocnéni. Jeji vyznamnou
pfi€inou je zvySena exprese membranového transportéru P-
glykoproteinu (Pgp) v nadorovych burkach, ktera ma za nasledek
zrychlené a nadmémé vyluovani 1é¢iva z bungk’. Tim se snizuje
cytotoxicky ucinek lé¢iva.

V této studii byl sledovan transport vyznamného
protinadorového 1é¢iva paclitaxelu ze skupiny taxanti bunéénymi
liniemi rakoviny prsu, a to jak sensitivnimi (MDA-MB-435), kde
jsme neprokazali ani expresi P-gp pomoci western blotting ani
expresi mRNA, tak rezistentnimi vici adriamycinu (NCI/ADR-
RES), kde jsme prokazali jak expresi P-gp proteinu, tak vysokou
expresi mRNA. Senzitivni bunky vstiebavaly az 8x vice
paclitaxelu, nez jejich rezistentni linie. Vyluovani vstiebaného
paclitaxelu u sensitivnich bunck bylo 2x-3x pomalej$i nez u
rezistentnich bun¢k.

K dispozici jsme méli rovnéz nové syntetické analogy taxanti
SBT-1214, SBT-1216 a SBT-1103 s mnohonasobné vyssi
cytotoxicitou vici reziztentnim buiikam, coz je €ini potencidlné
velmi perspektivni pfi terapii resistentnich nadorti. Rychlost jejich
vstfebavani uvedenymi liniemi byla podobna vstfebavani
paclitaxelu u senzitivnich bunék. Pfesto, ze se intenzivné vazi na P-
gp, nezvysily vstfebavani paclitaxelu ani jeho vyluCovani
pouzitymi bunécnymi liniemi. SBT-1214 toto vstfebavani dokonce
snizil.

Pii hledani moznosti sniZeni rezistence nadorovych bunck
vici paclitaxelu jsme sledovali kombinace paclitaxelu s inhibitorem
P-gp Verapamilem, které vedly k vyznamné stimulaci vstiebavani
a inhibici vyluéovani paclitaxelu v rezistentnich bunkach narozdil
od senzitivnich. Byly sledovany také dal$i kombinace paclitaxelu s
celkem 13 syntetickymi ladtkami z ftady derivatd piirodnich
flavonoidid (derivaty aurond, chalkont a flavont), které se pfimo
vazi k Pgp. Nekteré z téchto latek ucinné zvySovali vstfebavani
paclitaxelu nadorovymi buiikami a inhibovaly jeho vyluCovani,
takze je 1ze povazovat za vhodné kandidaty pro potlaceni rezistence
nadorovych bunek viiéi paclitaxelu.

Tato prace byla podporovana grantem IGA NL/7567-3.
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STATICKA A DYNAMICKA ADHEZE A JEJI VYUZITI
V DIAGNOSTICE TROMBASTENICKYCH
ONEMOCNENI

MARTINA VANICKOVA? PETRA KRIZOVA?, JAN E.
DYR® a PETR CIESLAR"

“Ustav hematologie a krevni transfuze, U Nemocnice 1, 128 20
Praha 2, b1 Lékaiska fakulta, Univerzita Karlova, U
Nemocnice 2, 128 20 Praha 2

martina.vanickova@uhkt.cz
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Hemostaza je soubor obrannych mechanismi organismu
slouzici k zastavé krvaceni. Nedilnou soucasti tohoto d&je je
adheze krevnich destiGek v misté poskozeni'. Interakce mezi
fibrin(ogen)em a GPIIb-Illa, nejhojnéji zastoupenym
membranovym receptorem krevnich desti¢ek, je pro adhezi
nezbytna®. SniZeni po&tu (trombocytopenie) a funkéni poruchy
krevnich desti¢ek (trombocytopatie) zplisobuji rizné zavazné
krvacivé stavy’. Adheze je kliGova funkce desticek, pFitom ale
zadny jednoduchy test pro rutinni diagnostiku zatim nebyl
navrzen. Vyvinuli jsme metologii adheze krevnich desticek,
kterd zahrnuje pftipravu adhezivnich povrchii a proteint,
Upravu poctu krevnich destic¢ek ve vzorku, adhezi za statickych
a dynamickych podminek a vyhodnoceni obrazovou
analyzou”.

Pii statické i dynamické adhezi jsme zjistili, ze pocet
desticek v plazmé a v krvi ma velky vliv na mnozstvi
adherovanych desti¢ek. Tento jev zatim nebyl podrobnéji
sledovan, proto jsme studovali zavislost adheze na poctu
desticek v plazmé a krvi. Postupnou centrifugaci jsme
ptipravili vzorky se snizenym poctem krevnich destic¢ek. Jako
adhezivni povrch jsme pouzili fibrinovy dimer s definovanym
mnozstvim vazaného trombinu syntetizovany na kryci sklicka
potazena polystyrenem a na stény mikrotitraénich jamicek.
Adhezi jsme vyhodnotili metodou stanoveni aktivity
laktatdehydrogenasy uvolnéné z lyzovanych adherovanych
desticek a metodou analyzy obrazu, kde jsme sledovali zmény
procentového pokryti povrchu adherovanymi destickami a také
jejich morfologické vlastnosti.

Ziskanou zavislost jsme pouzili ke studii adheze a
morfologie krevnich desticek pacientd, u kterych funkéni
poruchy desti¢ek byvaji ¢asto doprovazeny i snizenym poctem
desti¢ek v krvi. Vzorky z jejich krve jsme tak mohli srovnat se
vzorky zdravych jedincd se stejnym poctem desticek. U
pacientt trpicich blize neuréenou trombocytopatii a poruchou
primarni hemostazy jsme nezjistili defektni adhezi desticek na
fibrinovy dimer. Pti obrazové analyze snizeni ¢i zvySeni
adheze desticek pacienti bylo zptisobeno morfologickymi
odchylkami adherovanych desticek. U pacientky trpici
dédicnym onemocnénim Glanzmannova trombastenie jsme
potvrdili defekt GPIIb-IIla. Zjistili jsme, Ze uzivani aspirinu
nema ptimy vliv na adhezi normalnich krevnich desti¢ek na
fibrinovy dimer, ovlivnéna je pouze jejich agregace.

Meéteni schopnosti  krevnich desticek adherovat na
definované povrchy mutize pfinést nové poznatky vedouci k
dalsimu objasnéni funkce krevnich desticek a jejich
membranovych glykoproteini. Takto =ziskané védomosti
mohou piispivat k vyvoji novych piistupti v diagnostice nebo
lé¢eni onemocnéni, pfi kterych dochéazi k porucham krevni
srazlivosti, i k vyvoji hemokompatibilnich biomaterialu.

LITERATURA
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CRISS-CROSS CYKLOADICE NA ALIFATICKYCH
CYKLICKYCH KETAZINECH A SMISENYCH AZINO-
ALDAZINECH

JIRI VERNER

Katedra organické chemie, Prirodovédecka fakulta,
Masarykova univerzita v Brné, Kotlarska 2, 611 37 Brn o
Jjverner@chemi.muni.cz

Criss-cross cykloadice jsou podskupinou 1,3-dipolarnich
cykloadici. Je znama celd fada dipolarofilti a jejich criss-cross
cykloadice na 1,4 monosubstituovanych 2,3-diazabuta-1,3-
dienech (azinech)' (Ia). Reakce na jinych diazabutadienech
jsou vyjimecéné, jako napiiklad criss-cross cykloadice na 1,2-
diazabuta-1,3-dienech  (Ib) a 1,4-diazabuta-1,3-dienech
(glyoxaliminech)* (I¢) (Schéma 1).

, aB=N,C=N
A*B\ /R b, A=N, B=N
R Cc—D
¢, A=N, D=N
RZ
Schéma 1

V ptipad¢ reakci 1,4 disubtituovanych 2,3-diaza-1,3-butadiend
(ketazind) vznikaji spirocyklické criss-cross produkty®’.
Prostudovali jsme reaktivitu nesymetrickych aldazino-azint,
které poskytuji dle ofekavani criss-cross produkty. U téchto
latek 1ze ocekavat komplexacni vlastnosti a vzhledem k
extrémni nerozpustnosti nékterych derivatd je mozné vyuziti

jako sorbentti ve chromatografii.
H H
N. N
(CHZ)O{ %0 (CHZ)D( %S
N—N N—N

KNCS
/& i \NiN CH,COOH %/\ !
LW CH,COOH AN s N
H H

Pro n=1, a; pron=2, b

(CH,)n

Schéma 2
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DEVELOPMENT OF AN ENZYME IMMUNOASSAY
FOR THE DETERMINATION OF ISOFLAVONES

MICHAELA VITKOVA, RADKA KOBLOVSKA,
ZUZANA MACKOVA, and OLDRICH LAPCIK

Institute of Chemical Technology, Technickad 3, 16628 Prague
6, Czech Republic

Isoflavones are plant secondary metabolites typical for
leguminous plants, however they were found also in certain
non-leguminous taxa. Isoflavones were reported to display a
wide scale of biological effects in plant-consuming animals
including humans. They are endocrinologically active due to
interaction with estrogen receptors and due to modulation of
several hormonogenic metabolic pathways. Genistein is well
known inhibitor of tyrosine-protein kinases — the enzymes
acting in post-receptor events of peptide hormone signaling.
Dietary isoflavones have been reported protective against
several types of neoplasias, cardiovascular diseases and
menopausal symptoms.

nzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) were
developed for determination of the most important isoflavones
— i.e. genistein, daidzein and biochanin A in biological
materials. The indirect competitive ELISA format uses
polyclonal rabbit antibodies formed against conjugates of
carboxymethyl isoflavones with bovine serum albumin (BSA).
Haptens, genistein and daidzein were coupled to the BSA at
the position C 7 and C 4" and biochanin A at the position C 7.
The same isoflavone-BSA conjugates were used for coating of
microtitration plates.

he methods for 4’-derivatives of genistein and daidzein
and for 7-derivatives of daidzein and biochanin A were highly
sensitive (I50 values of the standard curves ranged between
0.1-2 ng.ml™, that is 4-100 pg-well). The attempt to establish a
method specific for 7-derivatives of genistein according to the
same scheme was not successful. For this reason, ovalbumin
was used as an alternative carrier protein in the conjugate for
coating of plates. This format turned out well and is used in
further experiments. Cross reactivities of all systems were in
comparable range and in very good agreement with previously
established RIA methods.

This study was supported by Grant 22 33 00004 from the
Grant Agency of the Ministry of Education, Youth and Sports
of the Czech Republic.

INTERFERON-a INDUCTION OF PML NUCLEAR
BODIES IS SUPPRESSED BY TRICHOSTATIN A

JANA VLASAKOVA, ZORA NOVAKOVA, ZDENEK
HODNY, and PAVEL HOZAK

Department of Cell Ultrastructure and Molecular Biology,
Institute of Experimental Medicine, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Viderniska 1083, 142 20 Prague 4-Kr¢

The nucleus of the eukaryotic cell is a complex organelle
compartmentalized into structural and functional domains. One of
these nuclear domains are matrix-associated multi-protein
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complexes, promyeolocytic leukemia nuclear bodies (PML NBs).
The gene product, PML protein, is essential for proper formation
and integrity of PML NBs. Although the biochemical function of
PML and PML NBs remain still unclear, there is an evidence for
its contribution in response to a variety of cell states like cancer,
apoptosis, and viral infections.

It is known that type I and II interferons (IFNs)
dramatically increase the transcription of the PML gene
through an IFN-stimulated response elements (ISRE and GAS)
present in the PML gene promoter. Additionally, IFNs
increases expression of other structural component of PML
NBs, Spl100, which is mediated by the same response
elements. The up-regulation of these proteins, which are the
main structural components of PML NBs, can contribute to the
observed increase in the number of PML NBs.

In this study we have shown that trichostatin A, an
inhibitor of protein deacetylases, strongly reduces IFN-
stimulated increase of PML NBs number. Consistently with
this observation, trichostatin A also inhibits IFN-induced up-
regulation of the main structural components of PML NBs —
PML and Spl00. Although TSA-induced protein
hyperacetylation has an overall stimulatory effect on gene
expression, our findings indicate that the IFN-induced
activation of these two genes is inhibited at some stage by
acetylation event of an unknown regulatory component.

A BIOLOGICALLY ACTIVE COMPOUND FROM THE
SEEDS OF Tamarindus indica

M. VODENICABOVA*‘, S. PAVEK?, A. LOJEK®, and A.
EBRINGEROVA®

“CPN s.r.o0., Dolni Dobrouc¢ 56102, bInstitute of Biophysics,
Kralovopolska 135, 616 65 Brno, “Institute of Chemistry,
Slovak Academy of Sciences, Dubravska cesta 9, 842 38
Bratislava, Slovak Republic

vodenicarova@contipro.cz

Tamarindus indica is a large tree growing in tropical and
subtropical regions. It is one of the most important plant
resources as food materials and all parts of the plant have
therapeutic uses'”. The germ obtained from the seed contains
high  molecular  xyloglucan.  Xyloglucan has an
immunostimulating effect, but there was not obtained an
antioxidative activity in alcoholic and water extract prepared
from germ. Seed coats are a byproduct of tamarind gum
production and are reported to be a low-cost source of
antioxidants extractable with methanol, ethanol and
ethylacetate. In these extracts, a variety of dihydroxy types of
benzene derivatives has been identified as the main
component’.

This study reports on the composition and general
structural and molecular characteristics as well as various
biological activities of the compound isolated from the seed
coats by aqueous alkali extraction and isopropanol extraction.
The water — soluble alkali extracted material of tamarind seed
coat (AEMTSC) comprises a high molecular mass heteroxylan
(Mp ~ 90 kDa) closely associated with phenolic compounds. It
exhibited significantly higher antioxidative activity as

311

IV. Amerika 2004

measured by total peroxyl radical trapping antioxidant
parameter (TRAP) and DPPH radical scavenging method in
comparison to isopropanol extract. The antioxidative capacity
is comparable with trolox. The reduction of phospholipid
peroxidation in the presence of AEMTSC is more than 90 %
for concentration of AEMTSC more than 0,05 % (wt.).
AEMTSC is fully soluble in water and represents a potent
natural additive in cosmetic and pharmacy.
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CHELERYTHRINE INHIBITION OF OXIDATIVE
BURST IN DMSO-DIFFERENTIATED HL-60 CELLS
PRECEDES PROTEIN KINASE C INHIBITION

JIRi VRBA and MARTIN MODRIANSKY

Institute of Medical Chemistry and Biochemistry, Faculty of
Medicine, Palacky University, Hnévotinska 3, 775 15 Olomouc

Chelerythrine (CHE), a quaternary benzophenanthridine
alkaloid with anti-inflammatory properties, is known to inhibit
protein kinase C (PKC)-dependent phosphorylation. We
examined the effect of CHE and three other alkaloids,
sanguinarine  (SA), dihydrosanguinarine (dihSA) and
dihydrochelerythrine (dihCHE), on PKC-dependent oxidative
burst in DMSO-differentiated HL-60 cells. Phorbol myristate
acetate (PMA) directly activates PKC thus triggering NADPH
oxidase assembly and oxidative burst. Both CHE and SA
inhibit PMA-induced oxidative burst, monitored as superoxide
radical generation, with IC50 of 2.9 puM and 1.8 uM,
respectively. Western blotting analyses of the whole cell lysate
obtained from PMA-activated differentiated HL-60 cells in the
presence or absence of alkaloids showed that inhibition of
PKC activity required at least ten-fold higher concentrations of
CHE (> 30 uM) or SA (> 20 uM) than those necessary for
inhibition of PMA-induced superoxide generation.
Staurosporine, a potent PKC inhibitor, inhibits both oxidative
burst and PKC activity with comparable effectiveness. DihSA
and dihCHE at concentrations > 30 uM affected neither PMA-
induced oxidative burst nor PKC activity. Comparison of
effects displayed by CHE and SA with those displayed by their
dihydro derivatives accentuates the requirement for the
presence of C=N+ region in the molecules, while slight
difference in side chains seems to be inessential. As low
concentrations of CHE do not affect the phosphorylating
activity of PKC, which directly activates NADPH oxidase
assembly via phosphorylation of p47"™*, we conclude that
CHE inhibits oxidative burst in DMSO-differentiated HL-60
cells primarily by direct inhibition of NADPH oxidase.

This research was supported by grant MSM 151100003.
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NOVE PRISTUPY V SYNTEZE IMINO-C-
DISACHARIDU 5
LUKAS WERNER a LADISLAV KNIEZO

Ustav chemie prirodnich ldtek, Vysokd $kola chemicko-
technologicka v Praze, Technickad 5, 166 28, Praha 6
lukas.werner@vscht.cz

Polyhydroxylované glykosylmethylpiperidiny a pyrolidi-
ny (imino-C-disacharidy) jsou potencidlnimi inhibitory
glykosidas a glykosyltransferas. Jako takové mohou byt
pravdépodobné vyuzity v terapii fady chorob ovlivnénim
mechanismu komunikace bunka-buiika nebo bunika patogen.
Inhibi¢ni G¢inek je dan ptitomnosti ,,C glykosidové” vazby,
ktera je enzymové rezistentni, a dale pfitomnosti
endocyklického dusiku, ktery je pii fyziologickém pH
protonovan. Vznikly kation tak napodobuje tranzitni stav fady
glykosylacnich reakei, jez se napiiklad podileji na syntéze
povrchovych receptori bunék.

Pro syntézu glykosylmethylpiperidinti a pyrolidind jsme
vypracovali dva nové postupy, jejichz pfednosti je zejména
snadnad ekonomicka i experimentalni dostupnost vychozich
latek a Siroka variabilita produktd umoznéna pouze obménou
vychoziho sacharidu.
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Ptiprava piperidinového derivatu vychazi z glukosylace-
tonu' I, ktery je podroben aldolizaci s aldehydem II. Po
redukci azidové skupiny, nasledné reduktivni aminaci a
odstranéni chrénicich skupin se ziska cilovy glykosylmet-
hylpiperidin III. Cesta k derivatu pyrolidinu vyuziva
stereoselektivni adice Daviesova aminu’ ¥ na methyl-3-
(glukosylmethyl)akrylat IV. Na vznikly B-amino ester je poté
adovana lithna sl thiazolu. Nasleduje redukce karbonylové
skupiny, transformace thiazolu na methylester a pfi
odstranénim chranicich skupin z dusiku se zaroven uzavie
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laktamovy kruh. Poslednimi kroky jsou deprotekce a redukce
laktamu na finalni glykosylmethylpyrolidin V1.

Tato price byla podporovina GA CR, v ramci grantu ¢.GA
203/03/0497
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STUDIUM \{ZAJEMNYCH INTERAKCI
KAPSIDOVEHO PROTEINU HIV-1

MARCELA WILDOVA 5
Ustav organické chemie a biochemie AV CR, odd. biochemie
proteinii, Flemingovo nam. 2, Praha 6, 166 10

Pro skladani nezralych kapsid HIV-1, tvofenych
polyproteiny Gag a Gag-Pol, i pro skladani zralé¢ho, plné
infekéniho core je nepostradatelna schopnost kapsidového
proteinu (CA) tvofit dimery a vy$§i multimery. Vzhledem k
vyznamu dimerizace CA v Zivotnim cyklu HIV-1 se da
predpokladat, ze inhibice dimerizace by vedla k zastaveni
skladani novych virovych ¢astic, a tim k zablokovani Zivotniho
cyklu viru. Proto by slou€eniny, zabranujici dimerizaci CA,
mohly byt novymi Iéky, zabranujicimi replikaci HIV-1.

Tato prace se zabyva vyvojem metody, kterd by mohla
byt vyuzita k testovani inhibitorG dimerizace CA. Byl
ptipraven konstrukt kodujici CA s N-koncovou fuzi k
histidinové kotvé. Po expresi v E. coli BL21(DE3) byl protein
CA pomoci této kotvy purifikovan na koloné naplnéné NiNTA
agarosou a imobilizovan na NiNTA mikrotitraéni desticky.
Bylo prokéazano, ze pfipojeni histidinové kotvy neovliviiuje
konformaci CA a nema vliv ani na jeho multimerizaci.

Jako interakéni partner pro protein CA, imobilizovany
prostfednictvim histidinové kotvy na NiNTA mikrotitranich
desti¢kach, byl pfipraven CA na N-konci znafeny biotinem.
Pii testovani peptidovych inhibitorti dimerizace CA na
mikrotitra¢ni desticce bude mnozstvi CA znaceného biotinem
detegovano fluorescenéné.

PROGRAMOVANA BUNECNA SMRT V-MYB
TRANSFORMOVANYCH MONOBLASTU JE
NEZAVISLA NA KASPAZACH

EVA ZAHRADNICKOVA?, KAREL SOUCEK" a JAN
SMARDA?

“Masarykova univerzita v Brné, Prirodovédecka fakulta,
Katedra genetiky a molekularni biologie, Kotlarska 2, 611 37
Brno; sz'ofyzika'lm’ ustav AV CR, Krdlovopolska 135, 612 65
Brno

zahradka@sci.muni.cz

Programovana bunéfna smrt (PCD) je geneticky
determinovany mechanismus, kterym jsou nezadouci butiky
eliminovany béhem vyvoje organismu, pfi infekci, nebo pii
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jejich poskozeni cytotoxickymi latkami. Poruchy mechanismi
zajistujicich PCD ptedstavuji pro organismus znacné riziko,
protoze mohou byt pii¢inou vychyleni rovnovédhy mezi
tvorbou a zanikem bunék, a tak se podilet na vzniku nadort.
RozliSuji se dva hlavni typy PCD: (1) apoptdza, kterda je
zajistovana rodinou cystein-aspartylovych proteas (kaspas), a
(2) autofagie, ktera je nezavisla na kaspazach a je
charakteristicka pfitomnosti autofagickych vakuol.

V této praci jsme studovali programovanou bunéénou
smrt na modelech dvou promonocytickych bunéénych linii —
lidskych  bunkdach U937 a kufecich monoblastech
transformovanych onkogenem v-Myb BM2. PCD byla v obou
liniich indukovéana tfemi latkami s rozdilnym mechanismem
ucinku camptothecinem, cykloheximidem a oxidem
arsenitym. Bunéénd smrt byla posuzovana podle stavu
mitochondrialniho membranového potencialu, fragmentace
DNA, depolymerizace F-aktinu, S$tépeni cilovych proteint
(PARP a lamin B) a aktivity kaspaz. Zjistili jsme, ZzZe
programovana bunéénd smrt v bunkach linie BM2 probihd
nezévisle na kaspasach, zatimco v butikdch U937 nastava
typickym mechanismem apoptdézy, ktery je zalozen na
kaspasové aktivité. Specifickou sondou pro detekci
autofagickych vakuol jsme navic prokazali, Ze camptothecin v
bunkach BM2 (a nikoliv v bunikach U937) indukuje autofagii.

Tyto vysledky naznaduji, Ze onkoprotein v-Myb, ktery je
v bunikach linie BM2 konstitutivné exprimovan, zfejmé
zabranuje aktivaci kaspaz pii indukci programované bunécné
smrti. To vede ke spusténi alternativniho mechanismu bunééné
smrti, ktery vyuziva jinych, na kaspazach nezavislych proteas.
Onkoprotein v-Myb viru pta¢i myeloblastézy indukuje akutni
monoblastickou  leukémii  in  vivo a transformuje
myelomonocytické buniky in vitro. Zda k tomuto u¢inku
alespon éaste¢né prispiva negativni vliv v-Myb na aktivitu
kaspas, je pfedmétem dals$iho vyzkumu.

Tato prace vznikla za podpory vyzkumného zameéru
MSM143100008 MSMT Ceské republiky.

ZKRACENE ANALOGY INZIgLiNU: VLIV
MODIFIKACI V C-KONCOVE CASTI B-RETEZCE NA
BIOLOGICKOU AKTIVITU

LENKA ZAKOVA®, TOMISLAV BARTH®, JIR{
JIRACEK® a STEFAN ZORAD"

“Ustav organické chemie a biochemie Akademie véd Ceské
republiky, Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6, bUstav
experimentarni endokrinologie Slovenské akademie ved,
Viarska 3, 833 06 Bratislava, Slovenska republika
zakova@uochb.cas.cz

Analogy inzulinu se pfipravuji hlavné pro lécbu a
vyzkum onemocnéni diabetes mellitus. Modifikace v
inzulinovém fetézci mohou nejen meénit fyzikalné-chemické
vlastnosti inzulinu, ale mohou také pfispivat k objasfiovani
vazby inzulin s jeho receptorem. Insulin se zménénymi
vlastnostmi miZze mit napiiklad jinou distribuci v téle a
usnadnovat tak diabetikim 1ébu. O interakci inzulinu s jeho
receptorem existuji prozatim pouze kusé informace. Jde o
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slozity proces spojeny s konformacnimi zménami jak
molekuly inzulinu tak receptoru a tudiz jakykoliv dalsi
poznatek je vitany.

Nase nové analogy inzulinu jsou modifikovany v C-
koncové ¢asti B-fetézce inzulinu. Zde se v pozicich B24-B26
nachazeji aromatické aminokyseliny, které jsou zodpovédné
jak za agregaci inzulinovych monomert do zasobni formy, tak
za interakci inzulinu s jeho receptorem'?. Viechny analogy
jsou zkracené o posledni 4 aminokyseliny B27-B30, které
mohou byt z hormonu eliminovany bez jakéhokoliv vlivu na
biologickou aktivitu®. Jednotlivé pozice aromatického tripletu
B24-B26 byly modifikovany N-methylaci peptidové vazby a
zaroven zaménou TyrB26 za jinou aminokyselinu
aromatického charakteru. N-methylace peptidové vazby jednak
zpusobuje zvySenou flexibilitu této vazby a jednak
znemoziuje amidu peptidové vazby tvorit vodikovy mistek.
Dale se predpoklada, Ze substituce methylovou skupinou
zvySuje hydrofobicitu tohoto tiseku. Kombinace N-methylace a
substituce TyrB26 za jinou aminokyselinu se odrazilo na
biologické aktivité jednotlivych analogt.

Vsechny analogy byly pfipraveny kombinaci syntézy
peptidi na pevné fazi a enzymové semisyntézy. K
charakterizaci analogi byla pouZita jednak vazba '*I-inzulinu
na plazmatické membrany tukové tkané potkani a zaroven
stimulace transportu *H-glukosy na izolovanych potkanich
adipocytech.
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IZOLACE A CHARAKTERIZACE PROMO,TORﬁ
Corynebacterium glutamicum REGULOVANYCH
ZMENAMI TEPLOTY

MARTINA ZEMANOVA, MIROSLAV PATEK a JAN
NESVERA

Mikrobiologicky ustav AV CR, Videriska 1083, 14220 Praha
zemanovm@biomed.cas.cz

Corynebacterium glutamicum je grampozitivni nesporu-
lujici  bakterie vyuzivana k prumyslové produkci
aminokyselin. V poslednich letech zna¢né vzrostla znalost o
uspofadani gentt ucastnicich se biosyntézy raznych
aminokyselin, stale se vSak pfili§ mnoho nevi o molekularnich
signdlech regulujicich expresi téchto genl. Pro poznani
mechanismt regulace exprese gend na transkripéni urovni ma
(promotort). Regulovatelné promotory, které mohou byt
béhem fermentace ,,zapnuty”“ nebo ,,vypnuty”“ pisobenim
vngjSich faktori (napf. zménami teploty), mohou zajistit
regulované zvyseni exprese vybranych gend.

Pro cilené ziskavani promotort C. glutamicum, jejichz
aktivita je regulovdna zménami teploty, byly vyuzity udaje o
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uplné sekvenci nukleotidi chromozomu C. glutamicum
zvefejnéné v databazi GenBank. Metodou PCR byly
piipraveny fragmenty DNA nesouci promotory gent clpB,
clpC (koduji heat shock proteiny s chaperonovou aktivitou) a
sigE  (koduje sigma podjednotku RNA  polymerasy
indukovanou pusobenim vnéjsich stresovych faktord) z C.
glutamicum, u nichZ lze predpokladat regulaci jejich exprese
zménou teploty. Na zakladé pocitacové analyzy sekvence
nukleotidi fragmentii nesoucich uvedené promotory byly
navrzeny oblasti, které by se mohly podilet na regulaci aktivity
téchto promotord. Pfed genem clpB byly nalezeny dvé
operatorové sekvence HAIR (zjisténé pfed geny kodujicimi
heat shock proteiny u jinych bakterii) a promotorové sekvence
rozliSované alternativnimi sigma podjednotkami RNA
polymerasy. Tyto promotorové sekvence byly zjistény i pied
genem clpC. V oblasti — 35 hexameru promotoru P-sigE byla
zjisténa palindromova sekvence, ktera by mohla slouzit jako
operator pii regulaci aktivity tohoto promotoru.

Fragmenty obsahujici promotory P-clpB, P-clpC a P-sigE
byly vlozeny do promoter-probe vektoru pET2, ktery nese
reportérovy gen cat, kodujici enzym chloramfenikolacetyl-
transferasu (CAT). Vzniklé konstrukty byly pfeneseny
transformaci do bunek C.glutamicum. U klont C.glutamicum
obsahujicich promotory P-clpB, P-clpC a P-sigE v pET2 byla
stanovena CAT jak po rustu pii teploté¢ 30 °C, tak po rizné
dlouhém (7-60 minut) teplotnim Soku (37 °C, 45 °C a 50 °C).
Vysledky prokazaly zvySenou aktivitu promotortt P-clpB, P-
clpC a P-sigE po teplotnim Soku. Metodou primer extension
byl pfesn¢ lokalizovan transkripéni start mRNA, do niz se
prepisuje gen sigE a byly definovany sekvence klicovych
hexamert — 10 (CAAAAT) a — 35 (TAGATT) hexamert
promotoru P-sigE.

KOMPLEXACE NEUTRALNICH MOLEKUL
MOCOVINOVYM RECEPTOREM

PETRA ZLATUSKOVA®, JAN BUDKA®, JAN SYKORA",
PAVEL LHOTAK® a IVAN STIBOR®

“Ustav organické chemie, Vysokd $kola chemicko-
technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6, bUstav
chemickych procesii AV CR, Rozvojova 125, 165 02 Praha 6
Petra.Zlatuskova@vscht.cz

Calixareny jsou makrocyklické slouceniny v posledni
dobé s tuspéchem casto pouzivané jako vychozi latky pro
syntézu molekul vhodnych ke komplexaci kationtti, aniontll i
iontovych pard. Spojenim calixarenu s vhodné substituovanou
mocovinovou jednotkou byl ziskan receptor aniontll, vhodny
zejména pro komplexaci karboxylati.

Pii komplexacnich studiich provadénych s touto latkou
bylo zjisténo, ze ma schopnost komplexovat i neutralni
molekuly, jako naptiklad DMSO, sulfolan nebo aceton. Byly
provedeny rozséhlé komplexacni studie pro zjisténi preferenci
této slouceniny vic¢i malym molekulam. Zaroven byly
srovnany jeji komplexaéni vlastnosti s analogickymi
mocovinovymi derivaty.

314

IV. Amerika 2004

Struktura této latky byla mimo jiné potvrzena i rentgeno-
strukturni analyzou.
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PRESS RELEASE =
Brussels, 2 April 2004 I NTAS

Deadline on 3 September 2004 for INTAS calls 2004

In 2004, the calls of INTAS, the International Association for the promotion of
cooperation with scientists from the New Independent States (NIS) of the former
Soviet Union, either address specific scientific & interdisciplinary subjects (thematic
calls), or encourage international cooperation with industrial or national partners
(collaborative calls with Airbus S.A.S., Kazakhstan and Uzbekistan)

In line with its mission and strategic plans, INTAS officially published on 2 April 2004 its
Thematic and Collaborative Calls 2004. A particular attention has been given to scientists
from NIS countries weakly represented in the international research programmes: Armenia,
Azerbaijan, Georgia, Kazakhstan, Kyrgyzstan, Moldova, Tajikistan, Turkmenistan and
Uzbekistan. The web based submission system is now open for:

v" INTAS Thematic Call for Proposals for Research Projects and Networks on Information
Technology (indicative budget Euro 1 million)

v INTAS Thematic Call for Proposals for Research Projects and Networks on Position
Sensitive Detectors (indicative budget Euro 800,000)

v" INTAS Thematic Call for Proposals for Research Projects and Networks on Transforming
Societies: East and West (indicative budget t Euro 1.5 million)

v" INTAS Collaborative Call with Airbus for Proposals for Research Projects in the field of
Aeronautics (indicative budget t Euro 1 million)

v INTAS Collaborative Call with Kazakhstan for Proposals for Research Projects on
Management of Man-made Pollution (indicative budget Euro 1.5 million)

v INTAS Collaborative Call with Uzbekistan for Proposals for Research Projects on
Sustainable Development through the Use of Local Natural Resources and New
Technologies (indicative budget Euro 1 million)

In parallel to these calls, the INTAS programme for Young NIS Scientist Fellowships
(indicative budget Euro 2.5 million) fosters the mobility of researchers in Europe and enables
them to either pursue or start their career in Science. Additionally, special support to
promote innovation and marketing of innovative results derived from INTAS funded projects
is offered through the INTAS Innovation Grants with an indicative budget of € 500,000 for
2004.

The deadline for all the above INTAS calls is 3 September 2004, 13H00 Brussels time.
The General Rules and a Technical Guide on the electronic submission for each of the actions

can be obtained on http://www.intas.be, Section “Funding Opportunities”. For further
questions on the INTAS calls 2004, please send an e-mail to infopack@intas.be

For general information about INTAS, please contact the Public Relations Team at
intas@intas.be or by fax: +32-2-549 01 56, or check our web site at http://www.intas.be
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