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Zeny v Ceské chemii

y United
*” Nations

International Day of Women and Girls

Y
in Science, 11 February

=

Myslenka vénovat breznové cislo naseho casopisu
Clankum uspésnych zZen piisobicich v Ceské chemii vznikla
na loiiské soutézi ,, O cenu Karla Stulika* za nejlepsi prdaci
v oboru analytické chemie pro studenty bakaldarského
a magisterského studia, kde jsme si uvedomili, zZe v této
soutézi, kterd se konala 11. unora, tj. v den, ktery OSN
vyhlasila za Mezindrodni den Zen a divek ve védé', se
soutézici studentky umistily na téch nejprednéjsich mistech
a dokdzaly, Ze rozhodné patri mezi vychdzejici hvézdy nasi
analytické chemie. Neni to s podivem, kdyz si uvédomime,
Ze na vetsiné Ceskych chemicky orientovanych vysokych
Skol dévcata predstavuji cca 70 % studentstva (a totéz
plati i o veétsiné ostatnich statu svéta). A breznové cislo
nam pripadlo vhodné vzhledem k tomu, Ze 8. brezna slave-
ny Mezindrodni den Zen, o kterém se u nds prilis nemluvi
vzhledem k jeho zprofanovani za minulého rezimu, je stdle

Obr. 1. Marie Curie-Sklodowka®

Uvodnik

United
Nations

International Women's Day
8 March

vyznamnym dnem OSN° i UNESCO. Kvalitu védecké prce
Ceskych chemicek prezentujicich své vysledky v tomto cisle
posoudi jisté nasi ctendri sami. Jejich ochota publikovat
v Q4 casopise v dnesni scientometrii posedlé dobé dokazu-
je, Ze si to mohou dovolit vzhledem k dostatku publikact
v nejkvalitnéjsich casopisech. Toto cislo rozhodné nevznik-
lo, aby usnadnilo publikovdni Zen v nasem casopise. To
nase zZeny diky kvalite svych vysledkii naprosto nepotiebu-
Ji. Vyslo spise jako upozornéni na roli Zen v Ceské chemii
ana to, ze cela chemicka komunita (a nejen ta) nasim Ze-
ndam cosi dluzi. A je dobré si to pripominat a premyslet, jak
Jjim jejich nelehkou prdci usnadnit ku prospéchu celé nasi
chemie a jeji mezindrodni reputace. Jsem si vedom, Ze
prispevek tohoto cisla k reseni onoho nelehkého ikolu je
zanedbatelny ve srovnani napr. s prispévkem Vaska Horej-
Stho, kdyz zalozil prvni materskou Skolu v prostordach aka-
demické instituce, ¢i s prispévkem mnoha mych slovutnych
kolegui, kteri (na rozdil ode mne, jak sebekriticky priznd-
vdam) pomdhaji svym Zendm pri druhé sméné doma, coz je
moznd Zenami nejzadanéejsi prispevek k jejich odbornému
rozvoji. A mozna by bylo dobre zeptat se zZen samotnych,
co by nejradeéji videly. Podle mych zkuSenosti to nejsou ani
kvoty, ani jiné formalni vyhody po Zeny pracujici v nasi
chemii, ale mozna prosty respekt k jejich nadlidskym vyko-
num, z nichz muzi i pri nejlepsi viili dokazi prevzit jen ne-
patrnou a okrajovou cast. Ne vSechny Zeny pracujici
v ceské chemii dosdhnou uzndni, jakého se dostalo Marii
Curie-Sklodowké (viz obr. 1), ale vSechny si zaslouzi uznd-
ni muzské poloviny ceské chemické komunity.

A rozhodné je namisté naSim zZendm podékovat za
obrovskou prdci, kterou odvadéji a jisté i budou odvadet
pro dobré jméno Ceské chemie. A poprdt jim k tomu co
nejlepsi podminky a snazit se je i vytvadret.

Jiri Barek
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1. Uvod

Chiralita je pfirozenou vlastnosti zivé hmoty, velka
¢ast prirodnich slouéenin, véetné téch obsazenych v zivych
organismech, je chiralnich'*. Chiralni slou¢eniny se vy-
skytuji ve formé enantiomerti. Pojmem enantiomery se
oznacuji dvojice molekul, které jsou svymi zrcadlovymi
obrazy™®. V chiralnim prostfedi mohou jednotlivé enantio-
mery dané slouceniny vykazovat rtizné chemické nebo
fyzikalni vlastnosti v didsledku rozdilného prostorového
uspofadani, a tim poskytovat odli$né stercoselektivni inter-
akce’. Rozdilné wi¢inky enantiomerti biologicky aktivnich
latek v Zivych organismech jsou obecné znamé®. Velka
pozornost je vénovana zejména odlisnému chovani enanti-
omert 1€Civ, pesticidl, novych psychoaktivnich sloucenin
(NPS) a jejich metabolita’ '®. V literatufe se uvadi, Ze
v soucasné dobé je ptiblizné 60 % syntetickych 1é¢iv pou-
zivanych v klinické praxi chiralnich, pfi¢emz 88 % z nich
se pouziva ve form¢ racematd’’. V piipadé pesticidnich
ptipravki je na trhu 43 % chirdlnich pesticidi, z toho 47 %
se aplikuje jako racemat™. Vzhledem k tomu, e se farma-
kologické a toxické ucinky jednotlivych enantiomerti 1¢-
¢iv, NPS a jejich metabolitd mohou vyrazné lisit, je ne-
zbytné vyvijet metody pro jejich separace, které umozni
studium G¢ink jednotlivych forem a kontrolu enantiomer-
ni &istoty'®'®*!'*2 Rovnéz toxicita, bioakumulace a rych-
lost degradace jednotlivych enantiomerti (napf. pouziva-
nych pesticidil) mize byt v zivotnim prostiedi odligna®**.

Chromatografické metody, konkrétné Vysokoucmna
kapalinova chromatografie s chiralnimi stacionarnimi faze-
mi, patii mezi nejcastéji pouzivané metody pro separace

“. . Doc. RNDr. Kvéta Kalikovd, Ph.D. absolvovala vroce 2005 magisterské

* studium oboru Klinicka a toxikologicka analyza na Prirodovédecké fakulté
Univerzity Karlovy v Praze. Vramci diplomové prdace, kterou vypracovala
-+ na katedre fyzikdlni a makromolekuldrni chemie pod vedenim prof. Evy Te-
A saiové se zacala podrobné zabyvat charakterizaci enantioselektivnich chro-
matografickych systémii, konkrétné v usporadani vysokoucinné kapalinové
chromatografie. V roce 2009 dokoncila doktorské studium v oboru fyzikalni
chemie na PrF UK, Praha. V ramci dizertacni prace se, opét pod vedenim
| prof. Evy Tesarové, zabyvala podrobnou charakterizaci chirdlnich i achirdl-
= nich separacnich systémii kapalinové chromatografie z teoretického i prak-
tického hlediska. Vroce 2014 ziskala cenu dékana pro mladého védecko-
o pedagogického pracovnika na PFF UK, Praha. V soucasné dobé piisobi jako
docentka fyzikdlni chemie a vedouci chromatografické skupiny na katedre
fyzikalni a makromolekuldrni chemie PFF UK, Praha. Je skolitelkou a kon-
zultantkou bakalarskych, diplomovych a dizertacnich praci s chromato-
grafickou tématikou. Hlavni oblasti jejiho védeckého zdajmu jsou naddle teo-
= retické i aplikacni aspekty chirdlnich i achiralnich chromatografickych sys-

téemir v usporadani kapalmove a sub/superkntlcke fluidni chromatografie. Je autorkou/spoluautorkou 70 publikaci
v mezindrodnich impaktovanych odbornych casopisech. Inspiraci pro dalsi védecké smérovani ziskdava aktivnim odpocin-
kem se synem a partnerem v prirode.
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a stanoveni enantiomert, a to v analytickém, semiprepara-
tivnim i preparativaim méfitku, v akademickém prostredi
iv pramyslu”'!. Nicméng, z davodu pozadavki na vyvoj
rychlych, G¢innych a robustnich metod s nizsi ekologickou
zatézi se v tomto sméru dostdvda do popiedi sub/
superkriticka fluidni chromatografie (SFC)* .

2. Sub/superkriticka fluidni chromatografie

V klasické superkritické fluidni chromatografii byla
jako mobilni faze pouzivana tekutina v superkritickém
stavu, a to pfedev§sim fluorované uhlovodiky, amoniak
a oxid uhli¢ity®. Dnes se pouziva vyhradné oxid uhligity,
nebot” a) kritickych hodnot teploty (7.=304,12 K) a tlaku
(p=7,38 MPa)” CO, lze s dnesni instrumentaci snadno
dosahnout, b) je relativné levny (vedlejsi produkt v mnoha
prumyslovych odvétvich) a je mozné jej recyklovat —
zejména pii pouziti v preparativnim méfitku, c) je nehoila-
vy, nekorozivni a vykazuje nizkou toxicitu, d) je misitelny
s fadou organickych rozpoustédel**>?. Zatimco v rané fazi
vyvoje této techniky se jako mobilni faze pouzivala pte-
vazné jedna Cista tekutina v superkritickém stavu, v mo-
derni SFC se vétSinou pouZivaji mobilni faze slozené ze
stlateného oxidu uhli¢itého a organického modifikatoru,
jako je methanol (MeOH), ethanol (EtOH), propan-2-ol
(PropOH) apod. Takto tvofené mobilni faze Casto nejsou
superkritické tekutiny, pfestoze tlak mulize byt nad kritic-
kym tlakem, teplota je velmi Casto pod hodnotou kritické
teploty®>. Organické modifikatory se do t&chto mobilnich
fazi pridavaji za ucelem zvySeni rozpoustéci schopnosti
mobilni faze a zmény polarity a tim zvySeni elu¢ni sily
mobilni faze. Pokud hlavni slozkou mobilni faze zlstava
stlaceny oxid uhli¢ity, oznacuje se tato metoda jako sub/
superkriticka fluidni chromatografie****. Aplikace subkri-
tickych mobilnich fazi nezplsobuje Zddné vyznamné pro-
blémy béhem chromatografickych analyz, protoze vyhody
poskytované superkritickou mobilni fazi zGstavaji***’, tj.
nizsi viskozita a vysoka difuzivita mobilni faze ve srovna-
ni s viskozitou mobilnich fazi pouzivanych v kapalinové
chromatografii, a z toho plynouci moznost pouziti vyso-
kych pritokt mobilni faze*. Toto uspotadani tudiz posky-
tuje rychlé a ucinné separace.

2.1. Mobilni faze pro separace chiralnich sloucenin

Jak jiz bylo zminéno vyse, hlavni slozkou mobilni
faze v SFC je stlaceny oxid uhli¢ity. Za Gcelem zvySeni
polarity a elu¢ni sily se k oxidu uhli¢itému ptidavaji rizné
organické modifikatory. V SFC se mnozstvi organického
modifikatoru v mobilni fazi pohybuje mezi 2 a 40 obj.%.
Pro pocatecni screening mobilnich fazi se velmi Casto pou-
ziva gradientova eluce se zvySujicim se mnozstvim orga-
nického modifikatoru, zatimco pro naslednou optimalizaci
a dosazeni zadouciho rozliSeni enantiomert je preferovana
izokraticka eluce?’. Alifatické alkoholy, jako je MeOH,
EtOH a PropOH, patii mezi nejbéznéjsi organické modifi-
katory v chiralni SFC*®. MeOH je z t&chto modifikatort

pouzivan nejcast&ji***2, protoze vykazuje nejvyssi eluéni
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silu, s ¢imZ souvisi 1 vyS$8i ucinnost dand poctem teoretic-
kych pater, a zdroven nizkou viskozitu***. Také polarita
MeOH je vyhodou zejména pro analyzy polarnéjsich slou-
¢enin, kdy MeOH zvySuje jejich rozpustnost v mobilni
fazi. Zména organického modifikatoru v mobilni fazi mi-
ze vést az ke zméné elu¢niho poradi jednotlivych enantio-
merd. Tento jev byl popsan na polysacharidovych chiral-
nich stacionarnich fazich**“**. Acetonitril, jako aprotické
rozpoustédlo, se pouziva v malém mnozstvi pro ovlivnéni
enantioselektivity, nejcastéji ve smési s MeOH nebo také
s PropOH (cit.”**). Skupina prof. Armstronga ukézala
vyhody pouziti azeotropni smési EtOH a vody jako orga-
nického modifikatoru v porovnani s ¢istym MeOH a EtOH
pii pouziti polarnich chiralnich stacionarnich fazi (CSF)*.
Kromé& CO, a polarnich rozpoustédel se do mobilni faze
ptidavaji kysela (napt. mravenci, octova nebo trifluorocto-
va (TFA) kyselina), bazickd (napf. triethylamin, diethyla-
min (DEA), isopropylamin, ethanolamin) nebo smésna
(kombinace kyselych a bazickych aditiv) aditiva. Tato
aditiva ovliviluji nejen polaritu mobilni faze, ale i disociaci
¢i protonizaci ionizovatelnych chirdlnich analytd a funk¢-
nich skupin CSF, a tim vyrazné¢ zlepSuji separacni G¢in-
nost, rozliSeni enantiomerd a symetrii pika*'™°. Vliv typu
aditiva a jeho mnozstvi v mobilni f4zi na separaci enantio-
merd B-blokatoru propranololu na NicoShell kolon¢ je
ukazan na obr. 1. Smésna aditiva se, v ramci uspory casu,
velmi asto vyuzivaji pro screeningové ucely”**. Dalsi

Odezva detektoru

D
M 1 n 1 n 1 n 1 n
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00
¢as, min

Obr. 1. Znazornéni vlivu typu a mnozstvi aditiv v mobilni fazi
na separaci enantiomerd propranololu. Chromatografické
podminky: kolona NicoShell s povrchové poréznimi Casticemi
(50%2,1 mm, velikost ¢astic 2,7 pum), mobilni faze: A: CO,/
MeOH/TFA 90/10/0,1 (v/iv/v), B: CO,/MeOH/DEA 90/10/0,1 (v/
v/v), C: CO,/MeOH/TFA/DEA 90/10/0,05/0,05 (v/v//v), D: CO,/
MeOH/TFA/DEA  90/10/0,1/0,1 (v/v/NW/v), pratokova rychlost
2ml min™', teplota kolony 40°C, regulator zpé&tného tlaku
2000 psi, UV detekce 254 nm. Kalikova a spol. nepublikovana
data.
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moznosti je vyuziti vody jako aditiva, coz se ukdzalo vy-
hodné zejména pii separaci chirdlnich polarnich analytl na
hydrofilnich CSF z hlediska zvySeni ucinnosti a snizeni
doby analyzy’' .

2.2. Chiralni stacionarni faze

Vybér vhodné CSF je klicovym parametrem pro
uspésnou separaci enantiomerd nejen v SFC. Vétsinu chi-
ralnich kolon vyvinutych pro kapalinovou chromatografii
je mozné pouzit i v SFC. V soucasné dob¢ jsou na trhu
dostupné chiralni kolony urcené pro pouziti jak v obou
chromatografickych technikéch, tak i pfimo urcené pro
pouziti v SFC (cit.****). ProtoZe neexistuje Zadny univer-
zalni chiralni selektor, ktery by byl schopen separovat
enantiomery vSech chiralnich latek, vyvoj novych CSF
stale probiha v akademické i komercéni sféfe. Chiralni sta-
cionarni faze na bazi derivatizovanych polysacharidi,
konkrétng derivatizované celulosy a amylosy® 27452033,
patfi mezi nejcastéji pouzivané pro jejich enantioselektivi-
tu pro Siroké spektrum strukturné odlisnych chiralnich
slou¢enin®®. O vyvoji, typech, vlastnostech a také mecha-
nismu enantiodiskriminace téchto typt chiralnich selektord
pojednava nékolik piehledovych &lanka*™’. Mezi daldi
chiralni faze, které nasly uplatnéni v SFC, patii CSF
Pirklova typu, iontové-vyménné zahrnujici CSF na bazi
chininu a dalgich chinolinovych alkaloida®*®', a CSF na
bazi makrocyklickych glykopeptidi®, tj. vankomycinu,
teikoplaninu, teikoplanin-aglykonu a derivatizovaného
glykopeptidu (chiralni kolona NicoShell). Prvni SFC sepa-
race enantiomerd, konkrétné péti chiralnich fosfin oxidd,
byla uspésné provedena v roce 1985 na chiralni stacionarni
fazi Pirklova typu*’’. Ziidka pouzivané jsou cyklodextri-
nové, cyklofruktanové a crown-etherové CSF. Tento trend
v poslednich péti letech je zdokumentovan na obr. 2.

Nartstajici pozadavky na rutinni vyuziti rychlych
a u¢innych metod nejen pro separace chiralnich sloucenin
vedly k vyvoji vysokotlakych chromatografickych systémt
a jejich naslednému uvedeni na trh®. S vyvojem robust-
nich pfistroji pro ultra-vysokou¢innou superkritickou
fluidni chromatografii (UHPSFC) tizce souvisi i vyzkum
v oblasti vhodnych CSF, pro zajisténi co nejvyssi ucinnos-
ti a rychlosti analyz.

Jednou z moznosti je vyuziti plné poréznich castic
o priméru men$im neZ 2 pm (cit.*’). Zatimco achiralni
stacionarni faze s takovymi Casticemi byly dostupné pied
vice nez deseti lety a dnes jsou jiz dobie zavedené, v pii-
padé CSF je vyvoj v tomto sméru komplikovangjsi'. Diile-
zitym posunem Vv oblasti chirdlnich kolon byl vyvoj
(a nasledné uvedeni na trh v roce 2014) CSF na bazi deri-
vatizovanych polysacharidil s ¢asticemi o praméru 2,5 um
firmou Waters'. Do té¢ doby nebyly polysacharidové CSF
s pIn& poréznimi &asticemi mensimi nez 3 pm dostupné"®*.
Pozdé&ji byly uvedeny na trh polysacharidové CSF s ¢asti-
cemi o priméru 1,6 um, jejichz pouziti v SFC bylo publi-
kovéano aZ v roce 2017 (cit.*®). Komeréng dostupnou CSF
s ¢asticemi o pruméru 1,8 pm testovanou v SFC je také
faze Pirklova typu, konkrétné¢ kolona WhelkOl1 (cit.®).
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Ptestoze existuji komer¢ni chirdlni kolony s plné porézni-
mi C4sticemi menSimi nez 2 um a vnitinim primérem
2,1 mm, jejich aktualni vyuziti v SFC, resp. v UHPSFC je
podstatné mensi nez v technice ultra-vysokoucinné kapali-
nové chromatografie (UHPLC). Na komeréné dostupnych
SFC pfistrojich zatim neni mozné pln¢ vyuzit potencial
téchto vysoce ucinnych kolon s malym vnitfnim rozmérem
z diivodu vyznamnych mimokolonovych ptispévki k roz-
Sifovani pikd, a tudiz niz&i separatni uéinnosti®* 7.
V literatufe jsou popsany rtzné laboratorni upravy ko-
mercnich pfistroji (napf. pouziti kratSich a uzsich kapilar,
mensi cely detektoru apod.), které jsou lépe kompatibilni
s asticemi pod 2 pm (cit.>?).

Dalsim vyznamnym smérem v oblasti vyvoje CSF je
vyuziti povrchové poréznich castic (SPP — ,,superficially
porous particles®, ozna¢ované velmi ¢asto také jako ,,core-
shell“ Gastice, tj. Sastice s pevnym jadrem)*'. Tyto &astice
jsou tvofeny pevnym neporéznim jadrem a porovitou vnéj-
$i vrstvou. Vyhody téchto ¢astic oproti pln¢ poréznim sor-
bentiim jsou diskutovany v mnoha odbornych publikacich,
napt. cit.*®®. Aviak i v ptipadé pouziti chiralnich kolon
s povrchové poréznimi ¢asticemi s malymi rozméry docha-
zi k negativnimu vlivu mimokolonovych ptispévkii na tvar
pikd, jak jiz bylo popsano u CSF s plné€ poréznimi ¢éstice-
mi mens$imi nez 2 um. V soucasné dobé¢ jsou komercné
dostupné chiralni kolony na bazi makrocyklickych glyko-
peptidd, cyklofruktanu, cyklodextrinu a chininu vyuzivaji-
ci SPP sorbenty o velikosti 2,7 um. Pfiklad separace enan-
tiomerd diuretika chlortalidonu béhem jedné minuty na
teikoplaninové CSF s povrchové poréznimi casticemi
o velikosti 2,7 um (TeicoShell kolona) je uk4dzan na obr. 3.
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Obr. 2. Procentualni zastoupeni riiznych typi chiralnich staci-
onarnich fazi v SFC v odbornych ¢lancich publikovanych v
letech 2017-2021. Vyhledavani na Web of Science, v grafu je
zahrnuto 189 aplikaci zmifovanych v 164 ¢lancich.
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Obr. 3. Chromatogram smési enantiomeru chlortalidonu na
teikoplaninové chirdlni stacionarni fazi. Chromatografické
podminky: kolona TeicoShell s povrchové poréznimi ¢asticemi
(50%2,1 mm, velikost ¢astic 2,7 um), mobilni faze: CO,/MeOH/
TFA/DEA 75/25/0,05/0,05 (vA//v), pritokova rychlost 2 ml min™',
teplota kolony 40 °C, regulator zpétného tlaku 2000 psi,
UV detekce 220 nm. Kalikova a spol. nepublikovana data.

2.3. Ovlivnéni enantioselektivity kombinaci
chiralnich selektort

Jak jiz bylo zminéno vySe, neexistuje zadny univer-
zalni chirdlni selektor, ktery by vykazoval enantioselekti-
vitu pro vSechny chirdlni slou¢eniny. Jednou z moznosti,
jak rozsifit enantioselektivitu a ovlivnit separacni potencial
v SFC, je sériové zapojeni dvou, ptfipadné vice chiralnich
kolon"**"_ Tento postup je mozné vyuzit pii pouziti SFC
mobilnich fazi, které vykazuji nizkou viskozitu a nedocha-
zi tak k vysokému naristu tlaku v sytému v porovnani
s kapalinovou chromatografii’'. V piipadé UHPLC neni
takové spojeni kolon doporuceno z divodu nutnosti vyraz-
ného snizeni pritoku mobilni faze, které vede ke snizeni
separac¢ni U¢innosti a prodlouzeni doby analyzy. Vhodna
kombinace rtiznych typti CSF mize zlepsit rozliSeni jed-
notlivych enantiomerti, avSak sériové zapojené kolony
musi byt vzajemné komplementarni, tzn. vykazovat odlis-
nou, ale komplementarni (doplitkovou) enantioselektivitu.
V piipade, ze dana CSF za danych chromatografickych
podminek neposkytuje pozadované rozlieni enantiomert,
pouziti komplementarni CSF vede k pozadovanému rozli-
Seni enantiomerfi za stejnych chromatografickych podmi-
nek. Pokud tuto vlastnost nevykazuji, mize po zapojeni
takovych kolon dochazet k tplné ztraté rozliSeni enantio-
merti’%. Dilezitym parametrem pro zvy$eni enantioselekti-
vity a rozliSeni jednotlivych enantiomert je také poradi
chiralnich kolon zapojenych v sérii’’. P¥i sériovém zapoje-
ni dvou chirdlnich kolon s rliznymi chirdlnimi selektory
zaujima hlavni roli pro separaci enantiomert druhd kolona
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zapojena v sérii®. Prvni kolona zapojend v sérii pracuje pfi
vysSim tlaku, tedy vyssi hustoté mobilni faze, a tim tato
kolona vykazuje nizsi ptispévek k celkové enantioselekti-
vité systému. Vyuziva se tedy takové zapojeni, kdy druha
kolona v sérii poskytuje za danych separac¢nich podminek
vy$$i rozliSeni enantiomerti. Publikované prace zabyvajici
se touto problematikou jsou zaméfené zejména na sériové
zapojeni riznych CSF na bazi derivatizovanych polysa-
charida” ", u kterych je znama jejich komplementérni
enantioselektivita, ale uvedeny piistup byl studovan i nasi
skupinou pro CSF na bazi makrocyklickych glyko-
peptida®.

2.4. Metody pro chiralni screening

Za ucelem urychleni vyvoje nové metody pro separaci
chiralnich biologicky aktivnich latek a chiralnich necistot
vzniklych béhem syntézy bylo navrzeno nékolik postupi
pro tzv. chiralni screening’’. V praxi nasly své uplatnéni
pouze nekteré z nich, coz je dano tim, ze zadny z téchto
postupil neni univerzalni. Enantioselektivita SFC separac-
niho systému zavisi na mnoha parametrech, tj. typu chiral-
ni stacionarni faze, slozeni mobilni faze a hustoté mobilni
faze, ktera uzce souvisi s teplotou a tlakem?. Kli¢ovymi
parametry pro separace chirdlnich sloucenin jsou vybér
vhodné CSF a mobilni faze, a proto se jejich vhodna kom-
binace testuje jako prvni. Pfipadna zména teploty a nasta-
veni regulatoru zpétného tlaku se tesi az pii doladéni me-
tody. Béhem chiralniho screeningu se systematicky testuje
sada stacionarnich fazi s rdznymi chirdlnimi selektory
v n&kolika mobilnich fazich?®. N&kteii autofi pouzivaji pii
vyvoji téchto metod pouze CSF na bazi derivatizovanych
polysacharidd, coz je dano moznosti vybéru z velkého
mnozstvi jejich derivatd, a tim zajiSténi enantioselektivity
pro Siroké spektrum strukturné odliSnych chiralnich slou-
genin®***7*V nékolika publikovanych postupech jsou
zatazeny kromé CSF zalozenych na derivatizovanych po-
lysacharidech také CSF na bazi makrocyklickych glyko-
peptidi a Pirklovy faze™””. Navrzené postupy pro chiralni
screening v poslednich 20 letech jsou shrnuty a kriticky
zhodnoceny v nedavno publikovaném piehledu.

3. Zavér

Sub/superkriticka fluidni chromatografie je vyznam-
nym nastrojem pro analyzu chiralnich slou¢enin v mnoha
odvétvich. Tato metoda se dostava do popiedi v analyze
chiralnich sloucenin nejen z divodu moznosti rychlych
a ucinnych separaci enantiomert, ale také zafazenim mezi
ekologiCtéjsi analytické metody, protoze hlavni slozku
mobilnich fazi tvofi oxid uhli¢ity. Pfi vyvoji chirdlnich
metod ve farmaceutickém primyslu se SFC stava nejpou-
zivané€j$i metodou, pied kapalinovou chromatografii. Zaji-
mavou moznosti pro rozSifeni  enantioselektivity
a ovlivnéni separacniho potencialu v SFC je sériové zapo-
jeni chirdlnich kolon s riznymi chirdlnimi selektory, které
vykazuji komplementarni enantioselektivitu. Pfestoze jsou
k dispozici chirdlni kolony pro ultra rychlé analyzy s ¢ésti-
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cemi mens$imi nez 2 um, nelze zatim na komercénich SFC

prist

rojich pln€ vyuZit jejich potencial z diivodu zna¢nych

mimokolonovych ptispévki k rozsitovani pikti. Vhodnym
kompromisem, pii soucasném vyuziti vyhod SFC pro

rych

1¢ a vysoce ucinné separace chiralnich analytd, je pou-

ziti chiralnich kolon vhodnych rozméri, idealné s vnitinim
prumérem 3 mm (pro analytické aplikace) naplnénych plné
poréznimi ¢asticemi o velikosti 2,5 um.

Tuto prdaci bychom rdady vénovaly prof- RNDr. Evé

Tesarové, CSc., kterd nas zasvétila do tajii chirdlni chro-
matografie.

Seznam zkratek

CSF chiralni stacionarni faze

DEA diethylamin

EtOH ethanol

MeOH methanol

NPS nové psychoaktivni slouceniny

PropOH propan-2-ol

SFC sub/superkriticka fluidni chromatografie

SPP povrchové porézni Castice

TFA trifluoroctova kyselina

UHPLC ultra-vysokoucinna kapalinova
chromatografie

UHPSFC  ultra-vysokouc¢innd superkritickd fluidni
chromatografie
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Faculty of Science, Charles University, Prague): Sub/
supercritical Fluid Chromatography for Chiral Com-
pounds Analysis

Chirality is an essential feature of nature as it is com-
mon for many biologically active compounds. The differ-
ent biological effects of individual enantiomers in a chiral
environment are generally known. Therefore, there is
a need for fast, efficient, and robust methods for their sep-
aration, quantification, and purification, too. The easiest
way is to use chromatographic methods utilizing chiral
stationary phases. Sub/supercritical fluid chromatography
has become popular in the field of enantioselective separa-
tions in various scopes and, in some cases, has become
a method of the first choice.

Therefore, this review article covers actual trends and
possibilities of sub/supercritical fluid chromatography in
enantioseparations. Ways to influence enantioselectivity of
the separation system by column coupling, screening ap-
proaches, and processes of methodical development for
fast and efficient analyses are discussed.

Sub/supercritical fluid chromatography under suitable
experimental conditions provides fast and highly efficient
separation of chiral compounds.

Keywords: sub/supercritical fluid chromatography, enanti-
omer, chiral stationary phase, enantioselectivity, separa-
tion
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1. Uvod

Chemie strukturné modifikovanych nukleosidi je
nedilnou sou&sti védecké historie Ustavu organické che-
mie a biochemie v Praze. Jeji prvopocatky spadaji do kon-
ce 50. azacatku 60. let minulého stoleti, a to pfedevSim
diky iniciativé tehdejsiho feditele UOCHB Frantigka Sor-
ma a jeho intuici rozpoznat v nukleosidovych antimetabo-
litech jejich budouci terapeuticky potencial. Dalsim impul-
sem pak byl nardst poptavky farmaceutického primyslu po
novych biologicky aktivnich latkach, predev§im protinado-
rovych. K prvnim vysledkim patii syntézy triazinovych
analogli pyrimidinovych nukleosidd, jako byl napft.
6-azauridin' (Riboazauracil, obr. 1), latka s cytostatickou
aktivitou, kterd byla v Ceskoslovensku kratce vyvijena
firmou Spofa jako mozny 1€k na leukémii (ale jejiz vyvoj
byl nakonec zastaven z divodu nedostate¢né ucinnosti)
nebo 6-azauridin triacetat™, latka u¢inna k 16¢b& lupénky.
Tato latka se v USA prodavala az do roku 1976 pod na-
zvem Azaribine, posléze vSak byl jeji prodej zastaven diky
vedlejSim u€inkiim tromboembolického charakteru u velmi
malé skupiny pacientd. Pfiprava pyrimidinovych nukleosi-
da s 5-aza- a 6-azamodifikaci se stala tématem pro tehdej-
Siho aspiranta a pozd¢ji védeckého pracovnika Aloise Pis-
kalu. Jeho prilomovym objevem byly syntézy cytidino-
vych analogli 5-azacytidinu (AC)* a 2'-deoxy-5-aza-
cytidinu (decitabinu, DAC)’ (obr. 1). Nové vzorky byly
nejprve testovany na antibakteridlni aktivitu; tu se skutec-

vvvvvv

vsak byl objev jeho cytostatickych Gcinkd, specialné anti-

% RNDr. Marcela Krecmerovd, CSc. absolvovala v letech 1978—1982 Stiedni prumys-

e, lovou Skolu chemickou v Praze v Kiremencové ulici a v letech 19821987 Prirodové-
deckou fakultu Univerzity Karlovy v Praze, obor organicka chemie. Zde se v ramci di-
plomové prdce specializovala na chemii cukrii v laboratori prof. Miloslava Cerného.
Vvroce 1987 obhdjila diplomovou praci zamerenou na vyuziti 1,6-anhydrohexos
v syntéze novych nukleosidovych analogii pod spolecnym vedenim prof. Cerného
a prof. Holého. Po obhajobé absolvovala rocni postdoktorskou staz na univerzite
v Osnabriicku, kde se pod vedenim profesora Franka Seely vénovala pripraviam
2"-deoxy-f-D-xylofuranosovych nukleosidii a jejich vyuZitim v oligonukleotidové syn-
téze. Od ndvratu do CR aZ do soucasnosti pracuje jako védecky pracovnik
v UOCHB, nejprve jako clen tymu nukleotidovych analogii profesora Holého,
v letech 2010-2015 vedla juniorskou védeckou skupinu Nukleosidové a nukleotidové
analogy pro biomedicinské aplikace. Jejim nejvétsim iispéchem byl vyvoj nové tridy
mimoradné ucinnych antivirotik proti DNA viriim na bazi 5-azacytosinovych acyklic-
kych nukleosidfosfondti. V soucasné dobé pracuje v UOCHB jako ¢len tymu ,, Drug

¥ Discovery‘ dr. Pavla Majera; hlavni oblasti jejiho védeckého zdajmu jsou nukleosidy

8 a nukleotidy, chemie organofosforecnych sloucenin a vyvoj prolékovych forem biolo-
gicky aktivnich latek nejruznéjsich struktur za ucelem zlepSeni jejich farmakokinetic-

kych viastnosti a umoznéni jejich dalsiho vyvoje jako klinicky pouzitelnych léciv. Je autorkou 65 publikaci v mezinarodnich
Casopisech, dvou udélenych patentii a nékolika podanych patentovych prihldsek dosud nezverejnénych. Kromé znacného
pracovniho nasazeni 1ispésné stiha i péci o rodinu véetné ctyrnohého mazlicka Rockyho.
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Obr. 1. Struktury biologicky aktivnich 6-aza- a 5-azapyrimidinovych nukleosidu

leukemickych. Tim zacalo obdobi nejen intenzivnich bio-
chemickych vyzkumt, ale také velmi naro¢nych optimali-
zaci syntetickych postupt z divodu nestability triazinové-
ho kruhu.

Na ob¢é molekuly byly ihned podany patentové pti-
hlasky a patenty dokonce licencovaly velké farmaceutické
firmy (Bayer a Upjohn, pozd¢ji Bristol-Myers). Komplika-
ce nastaly poté, co byl objeven 5-azacytidin jako ptirodni
antibiotikum produkované bakterii Streptovertcillium
ladacanus; jeho moznost patentové ochrany se tak zasadné
ztizila (patentovat nelze piirodni latku, tam je mozné pa-
tentovat pouze zpusob syntézy).

Vzhledem ke komplikovanému zptisobu ptipravy byl
prakticky veskery materidl obou nukleosidii na preklinické
a klinické testy (mnohasetgramové az kilogramové Sarze)
po dlouha léta syntetizovan v UOCHB vlastnima rukama
Dr. Piskaly a jeho spolupracovniki. Bohuzel jeho objevy
byly u¢inény v nepiili§ vhodné dobé, a prestoze obé latky
po 40 letech vyzkumu nakonec dospély az ke klinickému
schvaleni, jejich autor ani ustav z nich nemé¢l nikdy zadny
zisk. Na tom se podepsaly jak nevyhodné smlouvy
s firmami nebo jejich nedodrzeni, tak pfedevs§im neznalost
patentového prava a vSeobecné $patnd patentova politika
tehdejsi Ceskoslovenské akademie véd, kterd nijak nepfi-
spivala k praktickému vyuziti objevli uc¢inénych na usta-
vech, a ustavy samotné do licen¢nich jednani nemohly
zasahovat. Pohnutd  historie vyvoje obou 1éCiv
v podminkéch socialistického Ceskoslovenska byla nedav-

no podrobng vyli¢ena v Casopise Vesmir®.

2. Princip funkce 5-azacytosinovych nukleosidi

5-Azacytidin a decitabin jsou v bufice fosforylovany
bunéénymi kinasami na piislusné 5'-nukleosidtrifosfaty
a inkorporovany do nukleovych kyselin: 5-azacytidin do
riznych typt RNA av mensi mife také do DNA (cit.”),
decitabin pouze do DNA (cit.®). Vysledkem je narusené
kopirovani nukleovych kyselin, nefunkéni ribozomy
a omezena tvorba proteind. V tomto smyslu se ob¢ latky
chovaji jako klasicka cytostatika. V klinickych zkouskach
se vSak ukazala fada nezadoucich vedlejsich Gcinka spoje-
nych s nutnosti podévat obé 1é¢iva ve vysokych davkach.
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Kromé toho u azacytidinu (ale ne u decitabinu) se vyvoj
dale zkomplikoval objevenim karcinogenity u nékterych
druht hlodavei; ta se viak u lidi nikdy neprokazala™'”.
Prilom ve vyvoji nastal poté, co profesor Peter Jones se
svou doktorandkou Shirley Taylor z Univerzity Jizni Kali-
fornie (USC, Los Angeles) objevili zcela novy mechanis-
mus ucinku, ktery je pfi nizkych koncentracich odlisny od
béznych cytostatik. 5-Azacytidin a decitabin totiz fun-
guji na epigenetickém principu jako inhibitory DNA
methylaci'".

DNA je methylovana enzymem DNA methyltransfera-
sou v poloze 5 cytosinu; donorem methylu je S-adenosyl-
methionin. Inhibice téchto methylaci spociva v tom, ze
S-azacytidin nebo decitabin inkorporované v DNA maji
schopnost vytvofit kovalentni komplex protein-DNA diky
interakci SH skupiny cysteinu v aktivaim misté¢ enzymu
s 5,6-dvojnou vazbou azacytosinového kruhu (obr. 2).
K DNA methylacim dochazi témét vyhradné v oblasti
zvySeného vyskytu CpG dinukleotidd, tzv. CpG ostrivkd,
které jsou pfitomny v promotorové oblasti pfiblizné¢ 50 %
gent. Pravé abnormalni hypermethylace promotorovych
regionti v CpG ostriiveich byla u mnoha druhti malignit
prokazana jako pric¢ina utlumeni funkce tumorsupresoro-
vych genii a rozvoje rakovinného bujeni. Enzym DNA
methyltransferasa a jeji inhibice se tak staly dulezitym
targetem ve vyvoji novych antitumorovych 1é¢iv, ktera
necili na rakovinné burnky za tc¢elem jejich zniceni, jako je
tomu u ostatnich chemoterapeutik, ale misto toho umoziu-
ji zpétnou pieménu maligni bunééné populace do stavu
vice méné normalnich zdravych bungk'>. Po &tyficeti le-
tech od publikace prvnich syntéz a mnoho let po expiraci
puvodnich patentil byly nakonec oba S-azacytosinové nuk-
leosidy schvaleny FDA jako 1é¢iva k terapii myelodysplas-
tickych syndromi pod nazvy Vidaza® (5-azacytidin,
schvélen 2004) a Dacogen® (5-aza-2'-deoxycitidin, schva-
len 2006). Dalsimi indikacemi pro jejich aplikaci jsou
akutni myeloidni leukémie (Vidaza®, Dacogen™) a chro-
nickd myelomonocytova leukémie (Vidaza®).

Obe¢ léciva se aplikuji ve formé infazi, kdy infuzni
roztok musi byt pfipraven rozpusSténim pevné substance
vzdy bezprosttedné pied pouzitim. Divodem je jejich che-
micka (hydrolytickd) nestabilita, zptisobena elektronovou
deficienci v poloze 6 triazinového kruhu, kdy snadno do-



Chem. Listy 716, 152—-162 (2022)

HoN \ \/\N

NN \WOH
(e}
S-adenosylmethionin S'E;HS

S-adenosylhomocystein

(SAM) \—>_<O o (SAH)
NH; H,N  OH H,N  OH NH,
- CH3
j\ | v N |
o T Enzym-SH (DMT) OZ\N
cytosin inkorporovany v DNA 5-methylcytosin v DNA
N= N=
H,N \ \\N HoN \ \\N
/ OH / OH
b N <
NoN WOH N OH
o ICHs o
SAM S* S SAH
e g
)N\Hz HN  OH H,N  OH NH,
N ’Z N w N)\N

5-azacytosin inkorporovany v DNA

|
P G
JSM (Cys87)

kovaletni vazba mezi 5-azacytosinem
inkorporovanym v DNA a SH skupinou
enzymu (DMT)

Obr. 2. Methylace cytosinu v CpG ostriiveich a jeji inhibice 5-azacytosinovymi nukleosidy

jde k nukleofilnimu ataku, napf.
hydroxylovym iontem za soucasné¢ho
otevieni kruhu — nejprve na nestabil-
ni formylkarbamoylguanidin, ktery
pak nasledné odstépi molekulu kyse-
liny mraven¢i za vzniku pfislusného
karbamoylguanidinu (obr. 3). U de-
citabinu navic krom¢ samotného
Stépeni kruhu dochazi jesté k proce-
sim anomerizace a byly pozorovany
téz rovnovahy mezi pyranosovou
a furanosovou formou cukerné &as-
ti’. Daldim vyznamnym prvkem
nestability 5-azacytosinovych 1é¢iv
je také enzymatickd deaminace na
S-azauridin  a 2'-deoxy-5-azauridin
puisobenim enzymu cytidindeamina-
sy. Diky enzymatické nestabilité je
polocas rozpadu AC a DAC v lidské

+H,0

_—

-HCOOH HO
HO R R =H, OH

Obr. 3. Chemicka a enzymaticka degradace 5-azacytosinovych nukleosidii
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plasmé cca 20 min, zatimco v in vitro podminkdch
v riiznych pufrech jsou to fadové hodiny™.

3. Soucasné trendy ve vyzkumu 5-azacyto-
sinovych nukleosidu

Vzhledem k nestabilité obou IéCiv a s tim spojenymi
komplikacemi s aplikaci pacientiim a veskerou manipulaci
s nimi je hlavni snahou zvySeni jejich stability. Toho lze
dosdhnout bud’ ptipravou vhodnych prolékovych forem,
které by uvolnovaly aktivni 1é¢ivo postupné a pokud moz-
no az v misté pusobeni, nebo omezenim nezadouci deami-
nace kombinaci s inhibitory cytidindeaminasy. Vyvojem
stabilizovanych proléc¢iv decitabinu se v soucasné dobé
intenzivné zabyvame i v naSem tymu; piipravené struktury
a vysledky jsou vSak zatim pfedmétem patentové ochrany.

Nadéjnym klinickym kandidatem se jevi guadecita-
bin, dinukleotid decitabinu s 2’-deoxyguanosinem
(obr. 4)°. Latka je rezistentni vi&i cytidindeaminase
a diky postupnému enzymatickému $tépeni fosfodiesterové
vazby je umoznéno intraceluldrné i extracelularné postup-
né uvoliovani decitabinu; vysledkem je tedy jeho prodlou-
zené pusobeni v organismu. Guadecitabin je v soucasné
dobé¢ ve fazi 3 klinickych zkousek zaméfenych na myelo-
dysplasticky syndrom a akutni myeloidni leukémii. Kromé
toho probihaji i klinické zkousky jeho pouziti k 1é¢bé pev-
nych nadord, vétsinou v kombinaci s imunoterapii'®.

V oblasti syntézy inhibitorti cytidindeaminasy, které
by mohly byt aplikovany spole¢né v kombinaci s 5-aza-
cytidinem nebo decitabinem, je zatim nejuspésnéjsi latkou
cedazuridin, 2',2'-difluor-3,4,5,6-tetrahydrouridin (obr. 4)17.
Jeho kombinace s decitabinem jiz prosla vSemi fazemi
klinickych zkousSek a v ¢ervenci 2020 byla schvalena FDA
k 16¢b& myelodysplastickych sydroma'®. Légivo se proda-
vé pod nazvem Inqovi® a jeho nejvétsim benefitem je tab-
letova l1ékova forma a tudiz oralni aplikace.

Poznani principti methylace a demethylace DNA
v procesech vypinani a zpétné reaktivace gentt vedlo
k myslence, zda by takto mohly byt ovliviiovany i jiné nez
tumorsupresorové geny, coz by rozsifilo pouziti demethy-
la¢nich 1é¢iv do dalsich oblasti mediciny. Nedavné vy-
zkumy na Univerzité Johnse Hopkinse v Baltimoru proka-
zaly ulohu DNA methylaci v procesu utlumeni gent zapo-
jenych do fungovani imunitniho systému, konkrétné¢ do
funkce regulacnich T-bunc¢k. To otevird cestu k terapii
nékterych obtizn¢ 1é¢itelnych nebo dosud nelécitelnych
akutnich zanétlivych procest, jako je napt. syndrom akutni
dechové tisné (ARDS, acute respiratory distress syndro-
me). V in vivo experimentech s decitabinem bylo prokaza-
no, ze tento inhibitor DNA methyltransferasy posiluje
funkci regulac¢nich T-bun€k a zvysuje jejich pocet, coz
vede nasledné az k regeneraci zanétem poskozené plicni
tkang'”. Souvislost mezi DNA methylacemi a progresi
ARDS byla prokazana i studiemi na dal§ich pracovistich
a terapeuticky podobné jako decitabin zde fungoval
i 5-azacytidin®*?'. ARDS se nejéastéji vyskytuje bud’ jako
nasledek aspirace zalude¢niho obsahu ¢i tézkého traumatu,
nebo je vyvolan plicni infekci, napf. koronavirem SARS-
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Obr. 4. Struktury guadecitabinu a cedazuridinu

CoV-2. Progrese choroby covid-19 do stadia ARDS patii
gnozou probiha v soucasné dobé klinicky vyzkum terapeu-
tického vyuziti demethylacnich 1éCiv, konkrétné decita-
binu™.

4. 5-Azacytosinové acyklické nukleosidfosfonaty

Nezbytnou podminkou k tomu, aby se latka jako anti-
metabolit mohla ucastnit enzymovych reakci, je jeji fosfo-
rylace. Pfima aplikace fosfatli v§ak neni mozna diky jejich
nestabilité. S feSenim tohoto problému ptisel v 80. letech
20. stoleti Antonin Holy, kdyz mezi molekulu nukleosido-
vého analogu a fosfatovou skupinu vlozil methylenovy
mustek. Tim byla zapocata etapa syntéz nové ttidy nukleo-
tidovych analogt, tzv. acyklickych nukleosidfosfonatd
(ANP), latek s mimofadnym spektrem biologickych aktivit
— prevazné protivirovych, ale také cytostatickych, antipa-
razitalnich nebo imunomodulaénich. Nékteré z nich se jiz
fadu let pouzivaji jako ucinnd virostatika: cidofovir
(schvalen k 1écbé cytomegalovirové retinitidy u pacienti
s AIDS, ale off-label pouzivan k 1é€bé mnoha dalsich t&éz-
kych DNA virovych infekci), adefovir (k 1é¢bé hepatitidy
B) a predevsim tenofovir, latka schvalena k 1é¢bé HIV
a hepatitidy B. Pravé tenofovir a jeho kombinované prepa-
raty s dal$imi anti-HIV latkami maji nejvétsi podil na tom,
ze se puvodni smrtelnd hrozba nemoci AIDS postupem let
stala bézn¢ feSitelnym chronickym problémem, s kterym
lze pifi dodrzeni lécby vést vice méné normalni Zivot.
Tématice ANP, jejich G¢inkdm a budoucim perspektivam
se vénuje cela fada prehlednych &lanki, napi.™ . Co se
tyCe struktury alifatického fetézce téchto antiviralnich
ANP, jedna se o tfi zakladni typy: HPMP derivaty, tj. (S)-
-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl]derivaty (napf.
HPMPC, cidofovir), PME derivaty, tj. 2-(fosfonomethoxy)
ethylderivaty (napi. PMEA, adefovir) a PMP derivaty, tj.
(R)-2-(fosfonomethoxy)propylderivaty (napt. PMPA, teno-
fovir) (obr. 5).

V pribéhu vice nez tii dekad byly syntetizovany stov-
ky nejraznéjsich struktur ANP s modifikacemi jak v alifa-
tické, tak v heterocyklické ¢asti. Jednou z takovych modi-
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Obr. 5. Struktury antivirotik cidofoviru a jeho 5-azacytosinového analogu (S)-HPMP-5-azaC a dalSich acyklickych nukleosidfosfo-

nati s 5-aza- a 6-azacytosinovou bazi

fikaci byly syntézy ANP s triazinovymi bazemi, tj. 5-aza-
a 6-azacytosinem. Zatimco u 6-azacytosinovych derivati
biologicka aktivita nebyla nalezena, u 5-azacytosinovych
derivatl bylo moZno ocekédvat jak Gc¢inky demethylacni,
podobné jako u nukleosidl, tak protivirové, v analogii
s ANP s cytosinovou bazi. Demethyla¢ni u¢inky se nako-
nec neprokazaly, ale u 5-azacytosinového analogu cidofo-
viru, (S)-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl]-5-aza-
cytosinu (HPMP-5-azaC), byla pozorovana velmi vysoka
aktivita a selektivita vic¢i Sirokému spektru DNA vird,
véetné¢ riznych typt herpesvirt (HSV-1, HSV-2, VZV,
HCMV a HHV-6), adenoviru (Ad2) a poxvirQ (virus vak-
cinie). V porovnani s cidofovirem byla protivirova aktivita
HPMP-5-azaC bud’ srovnatelna (HSV-1, HSV-2 a virus
vakcinie), nebo az nékolikanasobné vyssi (VZV, HCMV,
HHV-6 a Ad2). Vedle toho v§ak HPMP-5-azaC vykazoval
na buné¢nych kulturach vyrazné nizsi cytotoxicitu, takze
jeho index selektivity (pomér CCsy k ECsg) byl vuci témto
virim ve vysledku 2—15krat vyssi nez klinicky pouzivany
cidofovir ((S)-HPMPC)**?’.

Na rozdil od cidofoviru ma HPMP-5-azaC kompliko-
van€jsi metabolicky profil a podobné jako ostatni N-1 sub-
stituované 5-azacytosinové derivaty (ribosid, 2'-deoxy-
ribosid, arabinosid) podléha v alkalickém prostiedi $tépeni
triazinového kruhu (obr. 6)*. Prvnim krokem je reverzibil-
ni otevieni kruhu na N-formylguanidinovy derivat, ktery je
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vSak jesté schopen zpétné cyklizace na pivodni formu.
Tato hydrolyticka reakce je pomald a dosahuje rovnovahy
v rdmci nékolika dni. N-formylguanidinovy derivat vyka-
zoval aktivity proti DNA virim s hodnotami ECs, podob-
nymi jako u ptivodni slou¢eniny, HPMP-5-azaC. Nicméng,
reverzibilni otevieni kruhu je doprovazeno naslednou ire-
verzibilni deformylaci intermediatniho formylderivatu za
vzniku  2-{[(25)-3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl]-
-karbamoylguanidinu, ktery je kone¢nym produktem tohoto
hydrolytického rozkladu a je protivirové neaktivni*® >,

Co se tyce metabolického profilu, HPMP-5-azaC je
v bunice fosforylovan na monofosfat a difosfat, a to
s 60krat vyssi rychlosti ve srovnani s cidofovirem, zatimco
jeho senzitivita ke katabolické deaminaci je (oproti nukle-
osidim decitabinu a 5-azacytidinu) jen velmi nizka.
HPMP-5-azaC difosfat se ucinné inkorporuje do bunécné
DNA, pri¢emz rychlost této inkorporace je 45krat vyssi
oproti cidofoviru. Celkové 1ze konstatovat, Ze i pies nevy-
hodu chemické nestability triazinového kruhu ma HPMP-5
-azaC dostate¢né ptijatelny metabolicky profil pro dalsi
preklinicky, ptipadn& klinicky vyvoj*’. Vy&si protivirova
ucinnost spolu s rychlym rozkladem na netoxicky kar-
bamoylguanidinovy derivat miize dokonce pfedstavovat
oproti cidofoviru 1 jistou vyhodu z hlediska nizsi nefroto-
xicity (nefrotoxicita cidofoviru stale zdstava u fady indika-
ci limitujicim faktorem).
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HPMP-5-azaC, podobné jako ostatni acyklické nukle-
osidfosfonaty, je polarni sloucenina s omezenou prostup-
nosti do bunky a minimalni oralni biodostupnosti. To bylo
divodem k jeho transformaci na rizné typy méné polar-
nich proléciv, konkrétné cyklického 1-(S)-[3-hydroxy-2-
(fosfonomethoxy)propyl]-5-azacytosinu (cHPMP-5-azaC)
a jeho esteri: hexadecyloxyethyl- (HDE), erucyl- pivaloy-
loxymethyl- (POM) a oktadecylesteru®®. Cyklizace HPMP-
5-azaC reakci s dicyklohexylkarbodiimididem (DCC)
v pfitomnosti ~ N,N-dicyklohexyl-4-morfolinokarbox-
amidinu a nasledna esterifikace pfislusnymi alkylhalogeni-
dy je znazornéna na obr. 7.

Nejlepsi terapeuticky potencial vykazoval HDE ester
(S)-cHPMP-5-azaC se zcela mimofadnymi hodnotami

aktivit proti veskerym DNA virim, avSak s minimalni
toxicitou (terapeuticky index v hodnotach fadové od néko-
lika set az po nékolik desitek tisic). Aktivity hodné dalsiho
vyzkumu se tykaji predevS§im lidského cytomegaloviru
(HCMYV), poxvirt, papilomavira (HPV), adenoviri a poly-
omavird. U polyomavirovych infekci napt. dosud neexis-
tuje zadny FDA schvaleny 1éCebny preparat. HPMP-5-
-azaC a jeho profarmaka jiz prosly rozsdhlym vyzkumem
v in vivo podminkéch, a to s velmi pozitivnimi vysledky.
K dalsim fazim vyvoje, pfedevsim klinickym zkouském,
by bylo potieba najit vhodného partnera z farmaceutického
pramyslu, coz se v§ak dosud nepodafilo.
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Obr. 7. Cyklizace HPMP-5-azaC a syntéza esterui cyklického HPMP-5-azaC jako proléciv
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5. Od 5-azacytosinu k thiadiazolim

Jak jiz bylo vysvétleno, princip funkce 5-aza-
cytosinovych nukleosidli spoc¢iva v interakci 5-aza-
cytosinové baze s SH skupinou cysteinu v aktivnim misté
enzymu, v tomto konkrétnim ptipadé DNA methyltransfe-
rasy. Cystein dependentnich enzymu obecné existuje cela
fada a hraji vyznamné role v fadé patogennich procest.
Jako priklad Ize uvést proteasy typu katepsini nebo kinasu
glykogensynthasy 3p (GSK-3B), coz je kliovy enzym
metabolismu glykogenu®'*?. Cilen inhibice téchto enzy-
mi mize byt terapeutickym feSenim mnoha zdravotnich
problémi. Vyznamnymi inhibitory jsou thiadiazolové
slouCeniny, pfedevSim derivaty 1,2,4-thiadiazolidin-3,5-
dionu (TDZD), pticemz jako kandidat na 1é¢ivo byl identi-
fikovan 4-benzyl-2-(1-naftyl)-1,2,4-thiadiazolidin-3,5-dion
(tideglusib), ktery je inhibitorem enzymu GSK-3f (obr. 8).
Akumulace GSK-3f v rakovinnych bunkach aktivuje na-
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vazani transkripniho faktoru NF-kB na cilové genové
promotory a stimuluje jejich dalsi transkripéni aktivitu,
coz vede k progresi rakovinného bujeni a vytvaieni rezis-
tence k chemoterapeutickym 16¢ivim®'*2. Vzhledem ke
schopnosti regulovat genovou expresi je pravdépodobné,
ze tideglusib mize fungovat epigeneticky. Enzym GSK-3f3
hraje také klicovou roli v procesech spojenych s Alzhei-
merovou chorobou a dal§imi neurodegenerativnimi pro-
blémy. V soucasnosti probihaji klinické studie tideglusibu
ve fazi I pro 1é¢bu Alzheimerovy choroby®® a myotonické

) %

Obr. 8. Tideglusib — inhibitor kinasy glykogensynthasy 3
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Obr. 9. Ukazka syntéz acyklickych nukleosidfosfonatu s thiadiazolovou bazi
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Obr. 10. Rovnoviha mezi linearni a cyklickou formou volnych ANP s 1,2,4-thiadiazol-3(2H)-onovou bazi

muskularni dystrofie**.

U cysteinovych katepsinti a moZnosti jejich inhibice
thiadiazolovymi derivaty jsme se v nasem tymu zaméfili
na katepsin K. Ten je exprimovan pievazné
v osteoklastech a pusobi degradaci proteinovych slozek
kostni hmoty vcetné kolagenu, coz hraje kritickou roli
v procesu kostni resorpce a vzniku osteopordzy®>. Nékteré
z inhibitord CatK jsou jiz studovany v klinickych zkous-
kach®*’. Jejich interakce s cysteinovou SH skupinou
v aktivnim centru je zprostfedkovana pfitomnou keto sku-
pinou nebo nitrilem; inhibitory CatK na bazi 1,2,4-thia-
diazolt byly poprvé popsany az v nasi skuping™.

Je evidentni, Ze 1,2,4-thiadiazolovy skelet nese znac-
ny terapeuticky potencidl a syntéza a screening novych
struktur je nanejvys zadouci. V nasem tymu nukleosidové
chemie jsme se zaméfili na derivaty 5-amino-1,2,4-thia-
diazol-3-(2H)-onu, coz je struktura, na kterou lze pohlizet
dle né&kterych studii také jako na sirnou imitaci cytosinu,
v niZ je -CH=CH- skupina mezi pozicemi 5 a 6 pyrimidi-
nového kruhu nahrazena bivalentni sirou®”*’. 5-Amino-
-1,2,4-thiadiazol-3(2H)-on je povazovan za bioisosterni
s cytosinem vzhledem k podobnym elektronickym a pro-
storovym vlastnostem —CH=CH- skupiny cytosinu a bi-
valentni siry*®*. Moznost této bioisosterie nas inspirovala
k syntézam nukleotidovych analogii, v nichz by byla cy-
tosinova slozka nahrazena 5-amino-1,2,4-thiadiazol-3(2H)-
-onem. Jedna se o slouceniny, v nichz by tato baze byla
pfipojena napf. k 2-(fosfonomethoxy)ethylovému (PME)
nebo 3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propylovému (HPMP)
fetézci, analogicky jako je tomu u acyklickych nukleosid-
fosfonati (ANP). Piipravy takovychto latek byly pomérné
komplikované (n&které ,,papirové” naplanované derivaty
se nepodatilo vibec piipravit); na druhou stranu pfinesly
do thiadiazolové chemie mnozstvi novych poznatki.
Ukazku takovychto syntéz predstavuje obr. 9. V obou pfi-
padech, jak u PME, tak u HPMP fady byl nejprve synteti-
zovéan acyklicky synthon s fosfonatovou ¢asti a koncovou
aminoskupinou, na niz byl poté vystavén thiadiazolovy
cyklus®®.

Piekvapivé se ukézalo, Ze pouze N’-substituované
1,2,4-thiadiazol-3(2H)-onové analogy ANP jsou dostatec-
n¢ stabilni a schopné izolace ve form¢ volnych fosfono-
vych kyselin; derivaty s volnou thiadiazolovou bazi mohly
byt izolovany pouze ve formé¢ fosfonatovych esterti. Poku-
sy o deprotekci baze u volnych fosfonati skoncily vzdy
otevienim thiadiazolového kruhu, pfi¢emz zpétnd oxida-
tivni cyklizace na thiadiazolovy derivat uz nebyla mozna.
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Redox charakter S-N vazby jsme studovali pomoci *'P
NMR spektroskopie, kdy se ukazalo, Ze mezi linearni
a cyklickou formou se vzdy vytvoii rovnovaha, kterou uz
nelze dale ovlivnit mnozstvim oxida¢niho ¢inidla
(obr. 10). Pokud je aminoskupina v poloze 5 1,2,4-thia-
diazol-3(2H)-onového kruhu chranéna, neni zfejmé mozna
tautomerie S-N vazby a stabilita thiadiazolového kruhu je
proto mnohem vy3i*®.

V pfipravené sérii 5-amino-1,2,4-thiadiazol-3(2H)-
-onovych derivat se podafilo identifikovat nékolik struk-
tur s inhibiéni aktivitou vici lidskému CatK s hodnotami
ICso v nizkomikromoldrnim rozsahu®®, Mezi tyto aktivni
latky patii: volna baze S-amino-1,2,4-thiadiazol-3(2H)-on,
acyklické derivaty chranéné v poloze N° a nesouci
2-hydroxy-3-trityloxypropylové uskupeni a derivaty s
HPMP a PME uspofadanim substituované v poloze N’
(obr. 11). Ze strukturné aktivitnich studii je zfejmé, ze ke
zvySeni inhibicni aktivity pfispiva esterifikace fosfonatové
funkce (na rozdil od volnych fosfonovych kyselin), absen-
ce polarni OH skupiny v fetézci (PME derivaty jsou ucin-
n&jsi inhibitory nez HPMP) a substituce N° polohy, nejlépe
objemnou Fmoc skupinou.

Nékteré nove pripravené thiadiazolové derivaty vyka-
zovaly téz inhibi¢ni aktivitu vi¢i GSK-3B s hodnotami
1C5, fadoveé podobnymi tideglusibu, avsak s nizsi cytotoxi-
citou veetné cytotoxicity vici zdravym bunkam
(studovano na lidskych koznich fibroblastech). Ve vétsing
pfipadi se jedna o stejnou skupinu latek, ktera vykazovala
1 inhibi¢ni aktivitu vii¢i CatK (obr. 12).

Zadny z ptipravenych derivati nevykazoval protiviro-
vou aktivitu v analogii s acyklickymi nukleosidfosfonaty
ani inhibi¢ni aktivitu va¢i DNA methyltransferase
v analogii s 5-azacytosinovymi nukleosidy.

6. Zavér

Cilem této prace bylo vyzdvihnout vyznam 5-aza-
cytosinovych sloucenin v medicindlni chemii i klinické
praxi a ukazat nové trendy v této oblasti, zejména co se
tyCe stabilizovanych analogi 5-azacytidinu a decitabinu
a vyvoje 5-azacytosinovych virostatik typu acyklickych
nukleosidfosfonat. Pochopeni mechanismu ucinku latek
na strukturni Urovni, v nasem piipadé princip interakce
cysteinové SH skupiny s nukleofilni slozkou molekuly
nukleosidového analogu (5-azacytosinu nebo thiadiazolo-
vé baze) je cestou k racionalnimu designu a cilené syntéze
novych biologicky aktivnich latek. Nov¢ piipravené thi-
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Obr. 11. Struktury s inhibi¢ni aktivitou vii¢i katepsinu K
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Obr. 12. Struktury s inhibi¢ni aktivitou viéi obéma enzymum, katepsinu K a GSK-3p, sefazené podle hodnot inhibi¢ni aktivity

vici katepsinu K

adiazolové acyklické analogy nukleosidii vykazuji vy-
znamné hodnoty inhibi¢nich aktivit vi¢i dvéma studova-
nym cystein-dependentnim enzymim katepsinu K a kinase
glykogen synthasy 3.

Vypracovano s financni podporou Ministerstva skol-
stvi, mlddeze a télovychovy Ceské republiky v rdmci pro-
Jektu Cesky ndrodni uzel Evropské infrastruktury pro
translacni medicinu EATRIS-CZ, grant ¢. LM2018133.

Seznam zkratek

AC S-azacytidin (5-azacytidine)

ANP acyklické nukleosidfosfonaty (acyclic
nukleoside phosphonates)

ARDS syndrom akutni dechové tisné (acute
respiratory distress syndrom)

CatK katepsin K (Cathepsin K)

DAC decitabin (decitabine)

DMT DNA methyltransferasa (DNA methyl
transferase)

DNA deoxyribonukleova kyselina

(deoxyribonucleic acid)
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GSK-33 kinasa glykogensynthasy 3f3 (glycogen
synthase kinase 3p3),

HCMV lidsky cytomegalovirus (human
cytomegalovirus)

HHV-6 lidsky herpesvirus typu 6 (human herpes
virus type 6)

HDE 2-(hexadecyloxy)ethyl

HPMP (8)-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)
propyl]

HPMP-5-azaC (S)-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)
propyl]-5-azacytosin
((S)-[3-hydroxy-2-phosphonomethoxy)
propyl]-5-azacytosine)

HPMPC (8)-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)
propyl]cytosin
((S)-[3-hydroxy-2-(phosphonomethoxy)
propyl]cytosine)

HSV-1 herpes simplex virus typu 1 (herpes
simplex virus type 1)

HSV-2 herpes simplex virus typu 2 (herpes
simplex virus type 2)

PME (fosfonomethoxy)ethyl
((phosphonomethoxy)ethyl)

PMP (fosfonomethoxy)propyl
((phosphonomethoxy)propyl)

TDZD 1,2,4-thiadiazolidin-3,5-dion (1,2,4-thia-
diazolidin-3,5-dione)

\7A% Varicella zoster virus
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M. Kreémerova (Institute of Organic Chemistry and
Biochemistry, Czech Academy of Sciences, Prague): From
5-Azapyrimidine Chemistry to Thiadiazoles

The review is devoted to 5-aza- and 6-azapyrimidine
nucleosides with emphasis on antileukemic agents
S-azacytidine and 2'-deoxy-5-azacytidine (decitabine),
mechanism of their action as inhibitors of DNA methyla-
tions in tumour suppressor genes and current trends in the
search for their stabilized analogues. A significant contri-
bution to 5-azacytosine chemistry is synthesis of 5-aza-
cytosine acyclic nucleosides phosphonates and their pro-
drugs, identified as potent and selective anti-DNA viral
agents. Application of 5-amino-1,2,4-thiadiazol-3-(2H)-one
moiety to acyclic nucleoside analogues was inspired by
hypothesis that this heterocyclic base could work as
a cytosine mimic and, moreover, the reactive N-S bond
could be able to attack strong nucleophiles such as the
cysteine thiol group of enzymes (similarly as
S-azacytosine). A series of prepared 1,2,4-thiadiazole de-
rivatives provided several inhibitors of Cathepsin K and
glycogen synthase kinase 3 effective in the low micromo-
lar range.
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1. Uvod

Zapojeni zeleza do zivotné dilezitych procesii na
Zemi bylo pravdépodobné ranou udalosti evoluce'. Zpo-

catku byly ionty Zeleza vyuzity jako jednoduché a hojné
zastoupené donory elektronti a poté se tento prvek rozsitil
jako esencialni soucast fady proteint. S rostouci koncen-
traci kysliku a souCasnym sniZenim dostupnosti vodo-
rozpustnych slouéenin Zeleza” si organismy musely vyvi-
nout mechanismy pro velmi efektivni aerobni respiraci, ale
zaroven zavést ucinné strategie pro ziskavani, piepravu
a skladovani iontil Zeleza®. Problematicka je hlavng biolo-
gicka dostupnost zelezitych iontti. Dosazitelna koncentrace
Fe*' iontd je cca 10 mol I" a Fe** 107"* mol I'! pti pH 7.
Zelezité ionty maji ve vodném prostiedi tendenci hydroly-
zovat na hydroxid Zelezity a nasledn¢ tvofit agregaty, ¢imz
se jesté dale snizuje jejich dostupnost. Vzhledem k tomu,
7e za aerobnich podminek pievladaji Fe*" ionty, je jejich
$patna dostupnost ¢asto velkym problémem pro organismy
zavislé na tomto prvku. DalSim problémem spojenym
s vyuzitim iontd Zeleza zivymi organismy je fakt, Ze tyto
ionty maji tendenci zvySovat oxidativni stres. Superoxido-
vy anion radikal a peroxid vodiku jsou vedlejSimi produk-
ty normalni aerobni respirace a jsou pouze mirn¢ reaktivni
ve vodnych roztocich. Peroxid vodiku vSak v ptitomnosti
volnych Zeleznatych iontd vytvaii vysoce skodlivé a reak-
tivni hydroxylové radikaly tzv. Fentonovou reakci. Hydro-
xylové radikaly pak poskozuji bunécné struktury, coz mii-
7e vést az k bundné smrti'. V disledku tohoto jevu si
vétSina aerobnich organismd vyvinula specidlni proteiny
k bezpeéné prepravé iontii Zeleza® a také k Gi¢inné obrané
pred reaktivnimi formami kysliku®.

Béhem evoluce se Zelezo rozsitilo napti¢ vSemi biolo-
gickymi systémy. Mezi proteiny s obsahem tohoto prvku
maji zvlaStni postaveni tzv. Fe-S proteiny (napf. rubre-
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v Opavé. Vystudovala obor biochemie na Prirodovédecké fakulté Uni-
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doxiny a feredoxiny) a hemoproteiny (napf. hemoglobin
a cytochromy), které tvofi samostatné vnitiné relativné
jednotné skupiny. Dalsi proteiny s obsahem zeleza nepatii
do zadné z téchto skupin: jde o proteiny zajist'ujici jeho
transport nebo ukladani (transferiny, feritin), ale i enzymy
(napt. nékteré dioxygenasy), nebo proteiny pienasejici
kyslik (hemerythrin)’. Tento piehledny referat se bude déle
vénovat pouze hemoproteinim s tim, Ze v nasledujici kapi-
tole se nejprve zamétime na vyjimecné vlastnosti hemu
a nasledn¢ se soustfedime na novou, unikatni skupinu he-
moproteind s nazvem hemové senzorové proteiny.

2. Hem

V hemu je atom Zeleza koordina¢né-kovalentné vazan
ke ¢tyfem atomdm dusiku tetrapyrrolového jadra, které je
soucasti struktury s nazvem protoporfyrin IX (obr. 1). Por-
fyriny jsou obecné heterocyklické makrocyklické slouceni-
ny slozené ze Ctyt pyrrolovych podjednotek propojenych
methinovymi mustky a jednotlivé pyrrolové podjednotky
nesou ruzné substituenty. Na osmi substituovatelnych po-
zicich se vyskytuji tfi rizné druhy substituentti, konkrétné
dva vinylové zbytky, dvé propionové kyseliny a Ctyti me-
thylové  skupiny (obr. 1).  Porfyrin obsahuje 26
p-elektront, z nichZ 18 tvofi plandrni, kruhovy konjugova-
ny systém®. V disledku toho vykazuji roztoky porfyrini
charakteristickou ¢ervenou barvu, protoze siln¢ absorbuji
zafeni ve viditelné oblasti elektromagnetického spektra.
Zaverecnou a klicovou reakei biosyntézy hemu je pravé
vestavba Fe** do struktury protoporfyrinu IX. Priib&h je
katalyzovan ferrochelatasou (hemsynthasou), jejimz ko-
faktorem jsou Fe-S klastry’. Zda se tedy, Ze Fe-S proteiny
jsou evolucné star§i formou inkorporace iontll Zeleza
do proteinli nez hemoproteiny.

V hemoproteinech se nejcastéji vyskytuje hem typu b
(obr. 1). V odborné literatute se oznaenim ,,hem* nazyva
vétsinou pravé hem typu b, tj. komplex protoporfyrinu IX
satomem Zeleza'’. V daleko mensi mife se v hemo-
proteinech mohou vyskytnout dalsi typy hemi (napt. hem
a nebo hem c¢), které se zpravidla 1isi od hemu b
v substituentech porfyrinového skeletu. Hem typu a obsa-
huje dlouhy hydrofobni izoprenoidni fetézec a formylovou
skupinu misto jednoho z methylovych substituentd. Viny-
lové skupiny hemu typu ¢ tvoii kovalentni thioetherové
vazby s cysteinovymi zbytky proteinu'®.

HOOC

HOOC

Obr. 1. Struktura hemu. Na obrazku je konkrétné znazornéna
struktura hemu typu b
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Pro funkci hemu je zasadni, Ze kromé vazeb vznik-
lych se ¢tyfmi atomy dusiku porfyrinu se centralni atom
zeleza muze vazat i na jeden nebo dva dalsi ligandy, které
nazyvame axialni ligandy. Typickymi axidlnimi ligandy
jsou nékteré aminokyselinové postranni fetézce daného
hemoproteinu; Casto se jedna o histidin, cystein, dale pak
napiiklad o methionin, asparagin, tyrosin a lysin. Kromé
toho muze byt jedna z axialnich pozic hemu piechodné
prazdna nebo obsazena malymi ligandy (molekulou diato-
movych plyni — O,, CO a NO a dale pak napt. CN', OH"
a H,0)''. V neposledni fadé moduluji vlastnosti hemu také
celé distalni, resp. proximalni oblasti hemoproteini, které
jsou vyplnéné aminokyselinovymi zbytky proteinu bez
ptimé interakce s hemem (na rozdil od axialnich ligandi),
nicméné vytvarejici vhodné prostiedi pro funkci daného
systému (napfiiklad sit’ vodikovych vazeb apod.).

P&t 3d orbitald volného Zeleza je energeticky rovno-
cennych a obsazuji se podle Hundova pravidla maximalni
multiplicity spinu'?. Tato energeticka degenerace oviem
mizi, pokud je zelezo umisténo v elektromagnetickém poli
urcité symetrie. Kdyz je centralni zelezo hemu — v prvnim
priblizeni — umisténo v poli s oktaedrickou symetrii; jeho
d orbitaly se tedy podle teorie ligandového pole §tépi podle
rozdilné symetrie do dvou skupin: dva orbitaly e, (ds-y2
ad,y) a tii orbitaly ty, (dyy, dy, a dy,). V zavislosti na inten-
zit¢ Stépeni ligandovym polem se méni velikost energetic-
kého rozdilu mezi obéma skupinami orbitald
(spektrochemické $tépeni AE) a to umoziuje sparovani
elektronti, ptechod z tzv. vysokospinového stavu do niz-
kospinového'?. Dal3im faktorem, ktery ma vliv na elektro-
novou strukturu hemového komplexu, je interakce mezi
centralnim atomem Zeleza a p-orbitaly axidlnich ligandd,
tzv. zpétna donace, ,,p-backbonding®. Uplatiluje se zejmé-
na u Sestych (druhych axialnich) ligandd, jakymi jsou malé
diatomové molekuly (NO, CO, O, a CN)a umoziuje
vysvétlit i funkci hemovych enzymii (cytochromt P450
a peroxidas)'*'*. Riiznoroda povaha axialnich ligandii
centralntho atomu Zeleza hemu ma zasadni vliv nejen na
spinovy stav, ale také na redoxni potencidl studovanych
hemoproteind'®.  Redoxni  potencial iontu  Zeleza
v riznych hemoproteinech se tak pohybuje od 460 mV az
do 400 mV (cit.'"*'"). Jedine¢na koordina¢ni chemie Zeleza
umoznila evoluci hemoproteini takovym zpusobem, ze
vlastnosti Zeleza hemu mohou byt modulovany selektivni-
mi zménami v sekvenci proteinového fetézce. Vyménou
axialnich ligandt je tak dosaZeno optimalniho pfizptsobe-
ni k funkci daného hemoproteinu.

Volné molekuly hemu (n¢kdy taky nazyvané labilni
hem nebo jeité 1épe sménitelny hem)'® jsou ve vodném
roztoku prakticky nerozpustné a navic jsou toxické'. Tato
toxicita se projevuje tvorbou reaktivnich forem kysliku,
analogicky jako je tomu v ptipadé volného iontu Zeleza
(viz ptedchozi kapitola). Z obou téchto divodu je koncen-
trace volného hemu v cytosolu bunék objektivné velmi
nizka (v rozsahu cca 100 nmol I'")'*2°?' Navic se zda, ze
v burikach existuji chaperony resp. transportni proteiny, které
prenaseji hem z mista jeho syntézy do cilovych hemoprotei-
nt (napi. glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa)™ 2.
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3. Hemoproteiny

RozliSujeme nésledujici ¢tyfi zdkladni skupiny hemo-
proteinti (obr. 2): (a) hemoproteiny zapojené do transportu
a uskladnéni kysliku (napf. hemoglobin, mysoglobin);
(b) hemoproteiny zodpoveédné za transport elektront (napf-.
cytochrom c¢); (c) hemové enzymy schopné katalyzovat
oxygenacni, hydroxylacni a/nebo peroxidasové reakce
(napt. cytochrom P450, peroxidasy). Zastupci vSech téchto
ti prototypovych skupin hemoproteinii obsahuji molekulu
hemu, ktery tvoti samotné katalytické nebo funk¢ni cen-
trum. Vyse uvedené proteiny jsou obvykle slozeny z jedné
kompaktni struktury (jedné domény)® (obr. 2). (d) V pos-
ledni dobé byla piekvapiveé objevena jesté Ctvrta skupina
proteind, kterd byla nazvana jako hemové senzorové pro-
teiny”’ ', Zatimco hemoproteiny zapojené do uskladnéni
a transportu kysliku jsou studovany poslednich 150 let,
hemoproteiny transportujici elektrony znadme vice nez
stoleti a hemové enzymy skoro sedmdesat let, historie
objevli spojenych s hemovymi senzory je velmi kratka.
Tato ¢tvrtd skupina hemoproteinti byla objevena teprve
pfed asi dvaceti lety a vyznamné zménila pohled védecké

(@)

Prenasece O,:

(b)  Jednoelektronové prenasece:
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komunity na hemoproteiny a jejich vlastnosti. Jednd se
totiz o zcela novou roli hemoproteind v zivych organis-
mech. Tento referat se dale zaméfi pouze na tuto Ctvrtou
a nejmén¢ prozkoumanou skupinu hemoproteint.

Nedavné studie odhalily, ze hem jako takovy muze
kontrolovat mnoho riznorodych procest v fadé organismil
véetné Cloveéka. Role hemu v takové regulaci je zprostred-
kovana pravé zcela novou skupinou hemoproteinti. Obecné
je znamo, ze hem muize pusobit jako vlastni signal senzo-
rovych proteinti, které deteguji koncentraci volného
(labilntho) hemu (viz posledni odstavec predchozi ¢4sti).
Tuto podskupinu hemovych senzorid nazyvdme hemové
senzorové proteiny, které deteguji hem?®?. Molekula hemu
také mize vytvaret vazebné misto pro detekci plynnych
molekul v ptipadé druhé podskupiny hemovych senzoro-
vych proteintl, které deteguji signadlni plynné molekuly
jejich interakci s hemem®-*. Konkrétng ligace a/nebo
naopak disociace molekuly hemu na/z prvni podskupiny
hemovych senzorovych proteint reguluje rizné pochody
v butice, jako je interakce snukleovymi kyselinami (napf.
transkripce, translace, vazba DNA, zpracovani mikroRNA),
¢innost iontovych kanali nebo aktivita klicovych enzymu

Hemové enzymy:

hem

plyny

Obr. 2. Schématické znazornéni struktur ¢tyi zakladnich skupin hemoproteini. (a) Prenasece kysliku — jako piiklad je uvedena
struktura myoglobinu; (b) Pfenasece elektronii — jako piiklad struktury proteinu z této skupiny je uvedena struktura cytochromu c;
(c) Hemové enzymy s ilustra¢ni ukazkou struktury peroxidasy; (d) Hemové senzorové proteiny, které bud’ deteguji hem nebo deteguji
plyny. Struktury pfirozenych forem hemovych senzorovych proteinti s kompletnim proteinovym fetézcem nejsou zpravidla k dispozici,
proto jsou zde struktury naznaceny jen schématicky. Koncepéné jsou ob& podskupiny hemovych senzorovych proteinti vzdy slozeny
alespon ze dvou domén: senzorové domény (deteguje hem nebo plynnou molekulu interakei s hemem — zde oznaéena Eervenou barvou)
a funk¢ni (oznacena zelenou barvou). (Barevna verze obrazku je dostupna na webovych strankach casopisu Chemické listy)
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(napt. proteinkinas) a degradace proteintl, v reakci na do-
stupnost hemu’. Alternativné v hemovych senzorovych
proteinech, které deteguji plyny, pisobi hem jako interaké-
ni misto pro vazbu plynnych molekul, hlavné O,, NO
a CO, a nepiimo tak reguluje mnoho fyziologickych funk-
ci, v€etn¢ aktivit proteinkinas, guanylatcyklas, fosfodieste-
ras a transkripénich faktorti v reakci na dostupnost ply-
nu*** (obr. 2, &ast d).

Molekula v§ech dosud znamych zastupcti z obou pod-
skupin hemovych senzorovych proteinti je vzdy sloZena
alesponi ze dvou domén: senzorové domény (deteguje hem
nebo plynnou molekulu interakei s hemem) a funkéni do-
mény>>>* (obr. 2, &ast d). Vztahy mezi strukturou a funkci,
mechanismy komunikace mezi t€émito doménami a prenos
signalu vsak dosud nebyly plné¢ pochopeny. Obecné je
dilezité vysvétlit zakladni mechanismus detekce primarni-
ho signalu zaznamenaného senzorovou doménou, pienos
signalu ze senzorové domény do domény funk¢ni a nasled-
né pravdépodobné konformacni zmény funkéni domény,
které bezprostiedné ovliviuji funkci daného proteinu. Je
potiecba témto mechanismim rozumét na molekularni
urovni, abychom byli pozd&ji schopni ovlivnit procesy
regulované témito hemovymi senzorovymi proteiny a tim
ivSechny procesy kontrolované hemem. Je také nutné
odhalit vliv jednotlivych konkrétnich hemovych senzoro-
vych proteint na lidské zdravi a nemoci. Nékteré informa-
ce jsou jiz znamé, ale jsou spiSe netplné a nékdy az kon-
troverzni>>>. Systematické sekvenovani DNA odhalilo
v genomech riznych organismi (vCetné saveu) tisice do-
mén, potencialné schopnych interakce s hemem?**. Je
tedy mozno predpokladat, ze mnoho klicovych procest
spojenych s molekulou hemu, jak ve zdravi, tak v nemoci,
bude teprve objeveno.

Hemové senzorové proteiny potiebuji pruzné reago-
vat v piipadé, ze deteguji signal (hem nebo plyn) a to je
umoznéno jejich velmi flexibilni strukturou, na rozdil od
struktury klasickych hemoproteintt z prvnich tii skupin
(napt. myoglobin), které jsou strukturné relativné rigid-
ni*****¢ (obr. 2). Strukturu hemovych senzorovych protei-
ni a jejich velkou konformaéni zménu zpisobenou vazbou
signalni molekuly (hemu nebo plynu) na senzorovou do-
ménu a ptrenos tohoto prvotniho signélu do zmény struktu-
ry funkéni domény vSak lze odvodit pouze z nepiimych
experimentalnich pfistupti. V ptipadé nékterych hemovych
senzorovych proteinl jsou jiz znamy struktury izolova-
nych senzorovych a/nebo funk&nich domén®’>’. Dosud
nebyla popsana zadna trojrozmérna struktura kompletniho
(nezkraceného) hemového senzorového proteinu, ktery
deteguje hem, na zdklad¢ analyzy odpovidajicich proteino-
vych krystalt, zatimco byla publikovana (zatim vSak pou-
ze jedind) struktura kompletniho hemového senzoru, ktery
deteguje plyny — konkrétné transkripéniho aktivatoru, kte-
ry deteguje CO (CooA)*. Obecn& jsou experimenty
s hemovymi senzorovymi proteiny s kompletnim proteino-
vym fetézcem (tj. s jejich pfirozenymi variantami) velmi
naroéné***®. Divodi je n&kolik. Mize to byt zpisobeno
nestabilitou proteind, které maji tendenci vytvaret neroz-
pustné agregaty*"*2. Hemové senzorové proteiny také Cas-
to interaguji s riznymi proteiny tepelného Soku* a/nebo
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jsou smési riiznych (auto)fosforylovanych variant*. Proto
je obtizné ziskat velkd mnozstvi vysoce purifikovanych
proteintt nezbytnych pro spolehlivé strukturni studie. To
vysvétluje, pro¢ se vétsina dosavadnich studii zamétila na
izolované senzorové domény a funkéni domény a tyto
Casti proteint studuje odd€lené. Takovy pristup je vSak
velmi riskantni a pfinasi potencialné zavadé&jici interpreta-
ce vysledkl. Naptiklad byla popsana nepfirozena koordi-
nacni struktura centralniho atomu Zeleza hemu v izolované
senzorové doméné kinasy eukaryotického inicia¢niho fak-
toru 2a, ktera je regulovana hemem (HRI, z angl. heme
regulated inhibitor)*. Zadna takova (arteficialni) koordi-
nace nebyla pozorovana u piirozené se vyskytujictho pro-
teinu HRI, ktery obsahuje senzorovou i funkéni domé-
nu***'. Podrobné o tomto konkrétnim hemovém senzoro-
vém proteinu pojednava nasledujici kapitola.

Obecné je jeste potieba zdiraznit, ze délici ¢ara mezi
obéma podskupinami hemovych senzorovych proteind,
tedy témi, které deteguji hem a témi, které deteguji signal-
ni molekuly plynd prostfednictvim hemu, neni tak ostra,
jak by se na prvni pohled mohlo jevit>**. N&které hemové
senzorové proteiny, které deteguji hem, mohou byt jesté
dale regulovany molekulou plynu*®*®*_ Interakce moleku-
ly plynu s hemem v senzorové doméné je tedy spolecna
jak pro nékteré senzory hemu, tak pro vSechny hemové
senzorové proteiny, které deteguji plyny.

4. Hemové senzorové proteiny, které deteguji
pritomnost signalni molekuly hemu

V soucasné chvili je popsano nékolik desitek zastupcti
hemovych senzorovych proteint, které deteguji ptitomnost
signalni molekuly hemu. Jednotlivi zastupci, jejich struk-
tury a mechanismy detekce molekuly hemu (pokud jsou
viibec znamé) jsou prehledné shrnuty a diskutovany v nasi
aktualni publikaci®”; nase vyzkumna skupina se dlouhodo-
bé vénuje vyzkumu mechanismu pusobeni nékolika za-
stupct téchto senzorii. Na piikladu jednoho z nich, kon-
krétné HRI, lze ukazat typické vlastnosti této podskupiny
hemovych senzorovych proteind.

vvvvvv

senzorovych proteinti pro pieziti eukaryot v reakci na stre-
sové stavy bunék, které bezprostiedné souvisi s lidskym
zdravim. Tento systém je dulezity pro regulaci eukaryotic-
ké proteosyntézy. Eukaryotické buiiky snizuji svou celko-
vou rychlost syntézy proteinti za GiCelem pieziti v reakci na
takové stresové podminky, jako je nedostatek aminokyse-
lin, osvétleni UV svétlem, virova infekce, akumulace de-
naturovanych proteinti, a pravé nedostatek hemu. Pokles
(inhibice) syntézy proteini je zpisoben fosforylaci eukaryo-
tického inicia¢niho faktoru 2a (eIF2a) na serinu v pozi-
ci 51 (cit.**) kinasami elF2a, které specificky reaguji na
jeden zvyse uvedenych stresovych podnéti®. Funkéni
doména HRI tedy analogicky jako dal§i znamé ,,stresové™
kinasy vykazuje kinasovou aktivitu vii¢i svému substratu —
elF2a, v nasem pripad¢ v zavislosti na dostupnosti hemu.
Enzym je aktivni v nepfitomnosti hemu. Vazba hemu na
protein HRI indukuje globalni strukturni (konformacni)
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zménu, ta vede ke katalytické inhibici, ktera je indukovana
hemen?6:41:46:50.

Uloha HRI byla nejprve odhalena v retikulocytech,
kde tento protein fidi syntézu globinu v reakci na koncen-
traci hemu s cilem vyrovnavat molarni pomér hemu a glo-
binu®®. Nedostatek hemu zptsobi prostiednictvim HRI
inhibici proteosyntézy novych globinovych molekul, které
by se jinak akumulovaly, precipitovaly a postupné znicily
dany retikulocyt. Kromé& proteosyntézy  globinu
v retikulocytech fidi HRI syntézu tryptofan-2,3-dioxy-
genasy a cytochromu P4502B v jatrech pfi akutni porfy-
rii>"*?. Navic se ukazuje, Ze také tloha HRI v neerytroid-
nich bunkach je pro pieziti organismu zcela zdsadni. Sys-
tematické sekvenovani genomti maligné transformovanych
(nadorovych) bunék poukazalo na geny, jejichz ¢asté mu-
tace bezprostiedné souvisi s rozvojem nadorového one-
mocnéni (rakoviny)™. Bylo zjiténo, Ze u lidskych pacien-
th s rakovinou plic je glycin v pozici 202 v HRI zpravidla
mutovan na serin’>. Tato mutace se tedy miZe podilet na
rozvoji rakoviny. Abychom ale plné pochopili roli HRI ve
zdravi a nemoci, je nejprve dilezité porozumét mechanis-
mu pusobeni tohoto senzoru.

Na zaklad¢ vysledkt naSich studii funkce a mechanis-
mu pusobeni HRI byly navrzeny nésledujici tii zavéry. Za
prvé, molekula HRI interaguje pouze s jednou molekulou
hemu a to tak, Ze jeden axidlni ligand centralniho atomu
zeleza hemu tvoii histidinovy zbytek umistény v senzoro-
vé doméné a druhym ligandem je pak thiolatova sira
cysteinu lokalizovaného ve funkéni domén&*®*"*° (obr. 3).
Pro hemové senzorové proteiny je obecné hem-thiolatova
koordinace velmi castd, a navic byva vedle axidlniho
cysteinu lokalizovan prolin, stejné jako v HRI. Tento tzv.
CP motiv tvofi typické detekeéni misto hemovych senzo-
r6*2. Vyznam prolinu vedle cysteinu spo&iva pravdépodob-
né v jeho sterické regulaci proteinové struktury v tésném
sousedstvi detekéniho mista pro hem a tim je modulovana
interakce hemu s cysteinem. Afinita HRI k hemu odpovida
koncentraci volného hemu v retikulocytech a je pomérné
nizka, Kgje 10~ mol I'' (cit.*"). Je potieba, aby HRI zazna-
menala pfftomnost hemu az pti vyznamném nartstu jeho
koncentrace nad ramec pfirozené nizké hladiny volného
hemu. Obecné se afinita riiznych hemovych senzorovych
proteinti k hemu vyrazn& 1i§i*>. Za druhé, katalyza HRI je
silng potlatena nejen hemem (ICso = 9,5 umol I™"), ale
jeste vice Hg®" (ICso = 0,6 pmol 1) a tato suprese je od-
stranéna NO, coz podporuje hypotézu, Ze thiolat cysteinu
se Gicastni katalytické regulace*®. Jiz vyse bylo zminéno,
ze délici ¢ara mezi hemovymi senzorovymi proteiny, které
deteguji hem a témi, které deteguji molekuly plynu, neni
ostra. A je to ptipad i HRI. Primarné je tento senzor regu-
lovan koncentraci hemu, ale déle mtize byt inhibi¢ni vliv
hemu (nebo jiného inhibitoru) zvracen signalni molekulou
plynu (v tomto piipadé NO)*. Za tieti, interakce mezi
senzorovou a funkéni doménou zprostiedkovana signalni
molekulou hemu zplsobuje globalni strukturni zmény
(obr. 3), které hraji klicovou roli v mechanismu plisobeni
a funkci HRI**'°_ Jak jiz bylo zminéno vyse, strukturni
flexibilita je spole¢nym znakem vSech hemovych senzoro-
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(b)

Obr. 3. Schématické znazornéni mechanismu detekce a pi‘eno-
su signalu v pripadé HRI. Pokud HRI nedeteguje pifitomnost
molekuly hemu (a), je enzymova aktivita funkéni domény zacho-
vana a dochazi k fosforylaci substratu tj. eukaryotického iniciac-
niho faktoru 2a. V piipadé, ze se zvysi koncentrace hemu
v prostedi, je toto detegovano HRI (b) a jeji enzymova aktivita

obrazku je dostupnd na webovych strankach casopisu Chemické
listy)

vych proteini a je pro funkci téchto proteint dilezita, ale
zaroved znaéné komplikuje studium téchto systéma ™.

5. Hemové senzorové proteiny, které deteguji
signalni molekuly plynu jejich interakci
s hemem

Podskupina hemovych senzorovych proteinti, které
deteguji signalni molekuly plynu jejich interakci s hemem
je jiz pomérné bohaté zastoupena nékolika desitkami cle-
nd. Pfevazng, ale ne vyluéné, se jedna o proteiny bakterial-
ni, které pomahaji jednobunéénym organismim reagovat
na ménici se atmosféru, detegovat jeji slozeni s cilem pti-
zplsobit svilj metabolismus okolnim podminkdm. Tuto
problematiku jsme nedavno shrnuli ve dvou pfehlednych
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referatech, na néz Ctenatre s hlub§im zdjmem o hemové
senzorové proteiny, které deteguji plyny, odkazujeme®***.
Béhem poslednich osmi let jsme charakterizovali a vysvét-
lili vztahy mezi strukturou a funkci a zaméfili se na prenos
signalu v piipadé tii zakladnich modelovych prokaryotic-
kych hemovych senzorovych proteind, které deteguji ply-
ny. Jedna se o piimy kyslikovy senzor z Escherichia coli,
ktery vykazuje fosfodiesterasovou aktivitu (EcDOS)*°,
diguanylatcyklasu s globinovou strukturou senzorové do-
mény z Escherichia coli (YddV)*****7* a histidinkinasu
s globinovou strukturou senzorové domény z ptdni bakterie
Anaeromyxobacter sp. kmen Fw109-5 (AfGcHK)**3%6063,
Ve vSech tfech ptipadech se jedna o hemové senzory kysli-
ku**. Bakterialni hemové senzory se mnohem snadngji
studuji, protoze se s nimi daleko efektivnéji experimentuje
— jsou vyrazné stabilné&jsi, 1épe a ve veétsim mnozstvi se
produkuji a béhem jejich izolace dosahujeme vyrazné
zorovych proteint, které deteguji hem (viz ptedchozi kapi-
tola). Tyto proteiny tedy ptedstavuji jednak cenny a rela-
tivné dobfe dostupny modelovy systém pro pozdéjsi apli-
kace na systémy eukaryotické. Navic v sob&é zahrnuji jedi-
necny cil pro vyvoj novych Iékt s antibakterialnim G¢in-
kem, které by vytadily schopnost bakterii detegovat zmény
okolniho prostfedi a tim jejich moZnost se ménicim pod-
minkdm pfizpiisobit. Proto jsou informace o mechanismu
pusobeni téchto proteinti tak dilezité ve vztahu k lidskému
zdravi.

Dvouslozkovy bakteridlni systém, ktery obsahuje
AfGcHK a jeho regulator odpovédi (RR), ptedstavuje
v soucasné chvili asi nejdetailnéji popsany piiklad pro
ilustraci mechanismu detekce a pfenosu signalu, a to pri-
marn¢ diky studiu jednotlivych slozek tohoto systému
vjejich piirozenych, nezkracenych formach®*62
V piipad¢, Ze centrdlni atom Zzeleza hemu v senzorové
doméné AfGcHK interaguje s O, nebo CO (jedna se
o formy Fe"™-O, a Fe"-CO) nebo je dokonce oxidovan
ainteraguje s OH, nebo CN~ (formy Fe™-OH a Fe™-CN"),
struktura senzorové domény se zméni tak, Ze se tento sig-
nal pfenese do funkéni domény, ta se aktivuje a zahaji
autokinasovou aktivitu, tj. fosfatova skupina ze substratu
enzymu, ATP, se pfenese na histidin v pozici 183 ve
funkéni domén&®™®. Naopak, pokud je Zelezo hemu bez
interakce s molekulou plynu, tj. zistava ve formé Fe' bez
interakce s Sestym ligandem v distalni oblasti hemu, nebo
pokud molekula hemu v senzorové doméné tplné chybi,
struktura senzorové domény zaujme takovou konformaci,
ktera neni produktivni, tj. nezptsobi aktivaci funkéni do-
mény a v disledku tohoto procesu enzym nevykazuje au-
tokinasovou aktivitu®*®. Protein AfGcHK se pfirozend
vyskytuje jako dimer®' (obr. 4). Nejflexibilngjsi ¢asti celé-
ho proteinu AfGcHK je smycka, ktera spojuje senzorovou
a funkéni doménu a proteinova kavita distalni vii¢i roviné
hemu senzorové domény AfGcHK, ktera je zodpovédna za
vazbu kysliku, navic tato oblast je jedinou flexibilni ¢asti
senzorové domény®'. Mechanismus prenosu signdlu mezi
obéma doménami (tzv. intra-proteinovy pfenos signalu)
byl objasnén kombinaci n€kolika experimentalnich pfistu-
pu — vyfeSenim krystalové struktury izolované senzorové
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domény asociované s aktivni formou Fe"-CN™ a asociova-

né s neaktivni Fe"' formou a srovnanim odhalenych zmén
s vysledky metody, ktera studuje ptirozenou, nezkracenou
variantu  AfGcHK v riznych stavech (vodik-deuteriova
vyména kombinovana s hmotnostné spektrometrickou
detekei)*®. Hlavni rozdily mezi aktivni a neaktivni formou

(a)

(b)

Obr. 4. Schématické znazornéni mechanismu detekce a pieno-
su signalu v pripadé AfGcHK. Pokud je ion Zeleza hemu
v senzorové doméné redukovan a v prosttedi neni molekula kysli-
ku (a), zaujima senzorova doména takovou konformaci, ktera je
spojena s neaktivni konformaci také funkéni domény a nepozoru-
jeme enzymovou aktivitu (autofosforylaci) funkéni domény.
Pokud ale dojde k detekei kysliku (b) a tim k jeho vazbé do sen-
zorové domény, zméni se konformace této domény a dand zména
je prenesena do domény funkcni. Nasledné probihéd autofosfory-
lacni reakce. Neaktivni a aktivni stav AfGcHK Ize schématicky
pripodobnit k pohybu ntizek. Piepracovano podle cit®. AfGeHK
— histidinkinasa s globinovou strukturou senzorové domény
z Anaeromyxobacter sp. kmen Fw10, ktera deteguje kyslik jeho
interakci s hemem. (Barevna verze obrazku je dostupna na webo-
vych strankach ¢asopisu Chemické listy)
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AfGcHK byly pozorovany v rdmci proteinové kavity pro-
ximélni vii¢i roviné hemu senzorové domény AfGeHK, na
dimerizacnim rozhrani senzorové (globinové) domény a
ve vazebném misté pro substrat, tj. ATP ve funkéni
(kinasové) domén&®®. Data naznaduji, e zasadni pro pie-
nos signalu ze senzorové domény do domény funkéni je
dimeriza¢ni rozhrani senzorové domény39 (obr. 4). Navic
se ukazuje, Ze tyrosin v pozici 15 hraje kli¢ovou roli v
dimerizaci senzorové (globinové) domény AfGcHK a di-
merizace této domény je nezbytna pro vnitini ptenos sig-
nélu a naslednou autofosforylaci proteinu®. Aktivni a ne-
aktivni stav AfGcHK si mizeme predstavit jako uzaviené
nebo oteviené nlzky (obr.4). Signal pro aktivaci Af-
GcHK, vazba kysliku k iontu zeleza hemu v senzorové
doméng, vyvola zménu v nejbliz§im okoli hemu, coz zpi-
sobi zménu (,,uzavieni*) dimeriza¢niho rozhrani senzorové
domény a tato zména je prenesena do domény funkéni
s naslednym pfiblizenim vazebniho mista pro ATP blize
k histidinu v pozici 183, ktery se snadnéji autofosforyluje
(,,ntizky se uzaviou®). Pti disociaci kysliku z hemu senzo-
rové domény se AfGcHK deaktivuje a opacny sled kroki
si lze predstavit jako ,,otevieni ntizek™ (obr. 4).

V tomto modelovém dvouslozkovém systému se po-
datilo také vysvétlit mechanismus mezi-proteinového pie-
nosu signalu. Pokud je protein AfGcHK autofosforylovan,
prenese se fosfat z histidinu v pozici 183 na asparagin
vpozici 52 prvni domény RR. Tato doména ma
k AfGcHK vyrazné vyssi afinitu neZ doména druha, na
jejiz asparagin v pozici 169 je fosfat prenesen az poté, co
probéhne interakce s prvni doménou®"®. Piedpokladame,
ze fosforylace asparaginu v prvni RR doméné méni celko-
vou strukturu RR tak, Ze teprve po této zmén€ miize druha
doména RR interagovat s AfGcHK. Proteiny AfGcHK
aRR tvofi komplex v poméru 2:1, tedy dimer AfGcHK
interaguje s jedinou molekulou RR (cit.®").

6. Zavér

Piestoze se hemové senzorové proteiny podileji na
fadé dulezitych fyziologickych procesi, pfesny mechanis-
mus jejich fungovani a pfenosu signdlu ze senzorové do-
mény do domény funkéni zatim jest€ nebyl uspokojiveé
popsan a pochopen. Vyieseni tohoto problému bude mit
nezpochybnitelny prakticky vyznam. Napiiklad role HRI
v procesu rozvoje nadord plic u lidi ¢ini z tohoto hemové-
ho senzorového proteinu jedine¢ny cil umoziujici kontrolu
takovychto patologickych procest. Podobné hemové sen-
zorové proteiny, které deteguji kyslik, konkrétné¢ YddV,
EcDOS a AfGcHK, se podileji na schopnosti bakterii rea-
govat na zménu vngjsiho prostiedi naptiklad iniciaci tvor-
by biofilmu, sporulaci nebo modulaci virulence patogen-
nich bakterii. Proto ptedstavuji zajimavy terapeuticky cil
pii vyvoji antibiotik nové generace. Abychom vsak mohli
ovliviiovat funkce téchto senzort, at’ jiz deteguji samotny
hem nebo prostednictvim vazby na hem deteguji moleku-
ly plynti, musime nejprve pochopit molekularni mechanis-
my jejich plsobeni. Jakmile pochopime tento mechanis-
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mus, mizeme navrhnout slouceniny, které vyfadi z funkce
schopnost téchto proteinti pfenaset signal a tim reagovat na
puvodni podnéty. V konetném dasledku pak budeme
schopni ovlivnit mnoho dilezitych procesd, jak bylo dis-
kutovano vyse. Kromé toho je vice nez pravdépodobné, ze
mnohé z kliCovych funkci spojenych s hemem, jak ve
zdravi, tak v nemoci, budou teprve objeveny.

Seznam zkratek

HRI kinasa eukaryotického inicia¢niho faktoru 2a,
kterd je regulovana hemem (heme regulated
inhibitor)

CooA transkripcni aktivator, ktery deteguje CO

elF2a eukaryoticky inicia¢ni faktor 2a

EcDOS  piimy kyslikovy senzor z Escherichia coli,
ktery vykazuje fosfodiesterasovou aktivitu

Yddv diguanylatcyklasa s globinovou  strukturou
senzorové domény z Escherichia coli

AfGcHK histidinkinasa s globinovou strukturou senzo-
rové domény z Anaeromyxobacter sp. kmen
Fw10

RR regulator odpovédi v dvouslozkovém systému
bakterie Anaeromyxobacter

LITERATURA

1. Williams R. J.: Nature 343, 213 (1990).

2. Holland H. D.: Philos. Trans. R. Soc. Lond., B., Biol.
Sci. 361, 903 (2006).

3. Andrews S. C.: Adv. Microb. Physiol. 40, 281 (1998).

Valko M., Rhodes C. J., Moncol J., Izakovic M.,

Mazur M.: Chem.-Biol. Interact. 160, 1 (2006).

5. Tuchi S., Weiner L.: J. Biochem. (Tokyo) 720, 1055
(1996).

6. ImlayJ. A.: Annu. Rev. Biochem. 77, 755 (2008).

7. Sanchez M., Sabio L., Galvez N., Capdevila M.,
Dominguez-Vera J. M.: [UBMB Life 69, 382 (2017).

8. Pino-Rios R., Cardenas-Jiron G., Tiznado W.: Phys.
Chem. Chem. Phys. 22, 21267 (2020).

9. Weerth R. S., Medlock A. E., Dailey H. A.: J. Biol.

Chem. 297, 101017 (2021).

Caughey W. S., Smythe G. A., O’Keeffe D. H.,

Maskasky J. E., Smith M. 1.: J. Biol. Chem. 250, 7602

(1975).

10.

11. Smith L. J., Kahraman A., Thornton J. M.: Proteins
78,2349 (2010).

12. van Vleck J. H.: Phys. Rev. 41, 208 (1932).

13. Neidig M. L., Solomon E. I.: Chem. Commun. (Camb.
Engl.) 5843 (2005). DOI:10.1039/b510233m

14. Morita Y., Mason H. S.: J. Biol. Chem. 240, 2654
(1965).

15. Liu G., Shao W., Zhu S., Tang W.: J. Inorg. Biochem.
60, 123 (1995).

16. Capeillere-Blandin C., Mathieu D., Mansuy D.:

Biochem. J. 392, 583 (2005).



Chem. Listy 716, 163—171 (2022)

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Liu J., Chakraborty S., Hosseinzadeh P., Yu Y., Tian
S., Petrik 1., Bhagi A., Lu Y.: Chem. Rev. /14, 4366
(2014).

Gallio A. E., Fung S. S.-P., Cammack-Najera A.,
Hudson A. J., Raven E. L.: JACS Au /, 1541 (2021).
Roumenina L. T., Rayes J., Lacroix-Desmazes S.,
Dimitrov J. D.: Trends Mol. Med. 22, 200 (2016).
Hanna D. A., Hu R., Kim H., Martinez-Guzman O.,
Torres M. P., Reddi A. R.: J. Biol. Chem. 293, 12378
(2018).

Donegan R. K., Moore C. M., Hanna D. A., Reddi A.
R.: Free Radical Biol. Med. 7133, 88 (2019).

Haskamp V. a 13 spoluautort: J. Biol. Chem. 293,
2558 (2018).

Sweeny E. A. a 10 spoluautord: J. Biol. Chem. 293,
14557 (2018).

Fleischhacker A. S., Ragsdale S. W.: J. Biol. Chem.
293, 14569 (2018).

Ponka P., Sheftel A. D., English A. M., Scott Bohle D.,
Garcia-Santos D.: Trends Biochem. Sci. 42, 395
(2017).

Kadish K. M., Smith K. M., Guilard R.: Handbook of
Porphyrin  Science, World Scientific Publishing,
Hackensack 2010.

Rodgers K. R.: Curr. Opin. Chem. Biol. 3, 158 (1999).
Stone J. R., Marletta M. A.: Biochemistry 35, 1093
(1996).

Aono S., Nakajima H., Saito K., Okada M.: Biochem.
Biophys. Res. Commun. 228, 752 (1996).

Chen J. J., London I. M.: Trends Biochem. Sci. 20,
105 (1995).

Fagard R., London I. M.: Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.
78, 866 (1981).

Shimizu T., Lengalova A., Martinek V., Martinkova M.:
Chem. Soc. Rev. 48, 5624 (2019).

Shimizu T., Huang D., Yan F., Stranava M.,
Bartosova M., Fojtikova V., Martinkova M.: Chem.
Rev. 115, 6491 (2015).

Martinkova M., Kitanishi K., Shimizu T.: J. Biol.
Chem. 288, 27702 (2013).

Igarashi J., Kitanishi K., Martinkova M., Murase M.,
lizuka A., Shimizu T.. Acta Chim. Slov. 55, 67
(2008).

Igarashi J., Murase M., lizuka A., Pichierri F.,
Martinkova M., Shimizu T.: J. Biol. Chem. 283,
18782 (2008).

Zhang W., Phillips G. N.: Structure 77, 1097 (2003).
Stranava M. a 11 spoluautort: J. Biol. Chem. 292,
20921 (2017).

Skalova T. a 9 spoluautori: J. Biol. Chem. 295, 1587
(2020).

Lanzilotta W. N., Schuller D. J., Thorsteinsson M. V.,
Kerby R. L., Roberts G. P., Poulos T. L.: Nat. Struct.
Biol. 7, 876 (2000).

Miksanova M., Igarashi J., Minami M., Sagami 1.,
Yamauchi S., Kurokawa H., Shimizu T.: Biochemis-
try 45, 9894 (2000).

170

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

Referat

Lengalova A., Fojtikova-Proskova V., Vavra J.,
Martinek V., Stranava M., Shimizu T., Martinkova
M.: J. Inorg. Biochem. 201, 110833 (2019).

Mukai K., Shimizu T., Igarashi J.: Protein Pept. Lett.
18,1251 (2011).

Igarashi J., Sasaki T., Kobayashi N., Yoshioka S.,
Matsushita M., Shimizu T.: FEBS J. 278, 918 (2011).
Inuzuka T., Yun B.-G., Ishikawa H., Takahashi S.,
Hori H., Matts R. L., Ishimori K., Morishima I.:
J. Biol. Chem. 279, 6778 (2004).

Martinkova M., Igarashi J., Shimizu T.: FEBS Lett.
581,4109 (2007).

Uma S., Yun B. G., Matts R. L.: J. Biol. Chem. 276,
14875 (2001).

Mathews M. B., Sonenberg N., Hershey J. W. B.
(ed.): Translational Control in Biology and Medicine,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor
2007.

Wek R. C., Jiang H.-Y., Anthony T. G.: Biochem.
Soc. Trans. 34, 7 (2006).

Hirai K., Martinkova M., Igarashi J., Saiful 1., Yamau-
chi S., El-Mashtoly S., Kitagawa T., Shimizu T.:
J. Inorg. Biochem. 701, 1172 (2007).

Liao M. a 9 spoluautord: J. Pharmacol. Exp. Ther.
323,979 (2007).

Han X.-M., Lee G., Hefner C., Maher J. J., Correia
M. A.: J. Pharmacol. Exp. Ther. 374, 128 (2005).
Greenman C. a 65 spoluautorti: Nature 446, 153
(2007).

Du Y., Liu G, Yan Y., Huang D., Luo W., Martinkova
M., Man P., Shimizu T.: Biometals 26, 839 (2013).
Anzenbacher P. a 10 spoluautord: FEBS J. 2817, 5208
(2014).

Yan F., Fojtikova V., Man P., Stranava M., Martinkova
M., Du Y., Huang D., Shimizu T.: Biometals 28, 637
(2015).

Stranava M., Martinkova M., Stiborova M., Man P.,
Kitanishi K., Muchova L., Vitek L., Martinek V.,
Shimizu T.: J. Inorg. Biochem. 740, 29 (2014).
Pavlou A., Martinkova M., Shimizu T., Kitanishi K.,
Stranava M., Loullis A., Pinakoulaki E.: Phys. Chem.
Chem. Phys. 17, 17007 (2015).

Lambry J.-C., Stranava M., Lobato L., Martinkova
M., Shimizu T., Liebl U., Vos M. H.: J. Phys. Chem.
Lett. 7, 69 (2016).

Fojtikova V., Stranava M., Vos M. H., Liebl U.,
Hranicek J., Kitanishi K., Shimizu T., Martinkova M.:
Biochemistry 54, 5017 (2015).

Stranava M., Martinek V., Man P., Fojtikova V.,
Kavan D., Van¢k O., Shimizu T., Martinkova M.:
Proteins 84, 1375 (2016).

Fojtikova V., Bartosova M., Man P., Stranava M.,
Shimizu T., Martinkova M.: Biometals 29, 715
(2016).

Kitanishi K., Kobayashi K., Uchida T., Ishimori K.,
Igarashi J., Shimizu T.: J. Biol. Chem. 286, 35522
(2011).



Chem. Listy 716, 163—171 (2022)

M. Martinkova (Department of Biochemistry, Facul-
ty of Science, Charles University): The Novel Role of
Heme in Health and Diseases - Heme-Containing Sen-
sor Proteins

The iron atom possesses unique properties, being
manifested in the heme molecule. In addition to the in-
volvement of heme in many processes (such as oxygen or
electron transport and catalysis of enzyme reaction), it can
also regulate key pathways critical for health. Heme-
containing sensor proteins mediate the heme regulation
role. The review aims to underline the main characteristics
of the heme-containing sensor proteins group, either sens-
ing heme or sensing a gas molecule through a heme-
binding site, on the example of specific representatives
from each sensor subgroup.

Keywords: heme, hemoproteins, heme-containing sensor

proteins, signal transduction
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1. Uvod

Povrchové aktivni lipidy (déale jen lipidy) jsou nejen
zakladnimi biomolekulami lidského téla, ale také jednou
z hlavnich slozek produktd farmaceutického, kosmetické-
ho nebo potravinaiského primyslu. Kromé toho, Ze jsou

! If

zdrojem energie, plni fadu zivotné dilezitych funkci, podi-
li se na diferenciaci bun€k, pfenosu signdlu, ochrané
aizolaci organu a syntéze esencialnich biomolekul, jako
jsou hormony nebo Zlugové kyseliny'. Lipidy jsou amfifil-
ni latky obsahujici ve své struktute hydrofilni a hydrofobni
¢ast. Nepolarni vazby hydrofobni ¢asti molekuly zptisobuji
jejich omezenou rozpustnost ve vodném prostiedi. Roz-
pustnost lipida a jinych amfifilnich molekul je charakteri-
zovana kritickou micelarni koncentraci’ (KMK). Po pie-
kroceni KMK jednotlivych monomert dochéazi ve vodném
prostiedi k tvorbé vyssich lipidovych struktur, jako jsou
napf. micely, lipozomy, lipidové nanoc¢éstice nebo lipidové
lyotropni tekuté krystaly”.

Na pielomu 19. a 20. stoleti ¢esko-rakousky biolog
Reinitzer* zjistil, Ze cholesteryl-benzoat piechazi do kapal-
ného stavu pii teploté 145 °C, do 179 °C ma mlééné zbar-
veni a od 179 °C se jedna o ¢irou kapalinu. Stav, ve kte-
rém ma latka dva body tani, nazval ,treti fazi“. Na jeho
pilotni studie navézal fyzik Lehmannov*, ktery tyto latky
nazval ,,mezofaze” (pozd¢ji kapalné krystaly, tekuté krys-
taly). Tekuté krystaly jsou prechodem mezi kapalnym
a pevnym krystalickym skupenstvim, maji tedy vlastnosti
jak pevné substance (usporadané a orientované molekuly),
tak 1 kapaliny (pohyblivost, tekutost). Tekuté krystaly 1ze
ziskat rozpou$ténim pevné substance v rozpoustédle
(Iyotropni tekuté krystaly), nebo roztavenim (termotropni
tekuté krystaly). Tekuté krystaly mohou vznikat ve vod-
ném prostiedi i z n&kterych lipida*.

Lyotropni tekutd faze na bazi lipidu je material napo-
dobujici biologické membrany a pfedstavuje vhodnou
matrici pro stabilizaci hydrofilnich, hydrofobnich i amfifil-
nich latek. Biologicky aktivni slou¢eniny jsou Casto rela-
tivné malo stabilni latky, které mohou byt malo rozpustné,
nebo dokonce nerozpustné ve vodném prostiedi. Zaclenéni
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Jakuba Skody v Prerové, ddle pak v letech 2005-2010 Chemicko-technologickou
| fakultu v Pardubicich, obor Klinicka biochemie. Od roku 2010 piisobi na Ustavu
L [ékarské chemie a biochemie Palackého Univerzity v Olomouci. Zde se v rdmci
- \ ‘ | disertacni prace vénovala studiu flavonolignanii a flavonolii pod vedenim prof. Jana
% Vacka. Béhem doktorského studia stravila rocni zahranicni staz v laboratori
d prof. Any Brett v Portugalsku. Po obhajobé absolvovala rocni postdoktorskou stdz na
univerzitée ve Varsavé, kde se pod vedenim prof. Renaty Bilewicz vénovala
" inkorporaci membrdanovych proteinii do 3D-lipidovych kubickych fazi. Od navratu do
CR az do soucasnosti pracuje jako odborny asistent na Ustavu lékaiské chemie
a biochemie v Olomouci.
elektrochemickych biosenzoru pro studium interakci s proteiny, lipidy a DNA,
studium oxidacne-redukcnich viastnosti, biotransformacnich produktii a priprava
lipidovych stabilizacnich matric pro biologicky aktivni latky. Je spoluautorkou
40 publikaci v mezindrodnich casopisech.

Hlavni oblasti jejiho vedeckého zdjmu je vyvoj
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téchto relativné nestabilnich molekul do nosnych médii
nabizi nové moznosti jejich transportu, fizeného a cileného
uvolnovani, ale také jejich stabilizaci. Metodologie nano-
enkapsulace se neustale vyviji a poskytuje tak nové moz-
nosti piipravy a aplikace cilenych formulaci’.

V poslednich n€kolika desetiletich se pozornost za-
méfuje na vyvoj novych zpisobi cileného podavani 1é¢iv.
Transportni a aplikacni soustava by v idedlnim ptipadé
meéla spliiovat ne€kolik pfedpokladi. Mé¢la by mit vysokou
kapacitu  pro  inkorporaci  latek, byt  stabilni
a biokompatibilni, méla by umoznit fizené uvoliovani
latek a cilend smé&fovat na misto ptisobeni’.

Dnesni konvencni 1ékové formy vcetné Iékovych
forem s postupnym uvoliiovanim neplni v§echny z uvede-
nych podminek. Rada nanoforem, mezi které fadime poly-
merni nanocastice a nanokapsle, lipozomy, pevné lipidové
nanocastice, fytozomy, nanoemulze a dalsi, pfindsi znac-
nou fadu vyhod, v€etné zvySeni rozpustnosti a biologické
dostupnosti, zvySeni farmakologické aktivity, stability
a zlepseni tkanové distribuce. Nanoformy s inkorporova-
nymi biologicky aktivnimi latkami tak maji potencial pro
zvySeni biodostupnosti a stabilitnich parametr 1é¢iv
a obecné biologicky a farmakologicky aktivnich latek.

2. Lipidové mezofaze

Samovolné usporadani amfifilnich molekul do organi-
zovanych struktur je jednim ze spontdnnich rysti mnoha
biologickych struktur, jako je bunécna plazmatickda mem-
brana, endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat a husté
zvrasnéné mitochondrialni membrany. Uvedené biologické
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struktury jsou inspiraci pro vyvoj novych biomimetickych
materiali’.

Cilem samousporadanych ttvart je dosahnout energe-
ticky vyhodného stavu. Jednou z hlavnich hnacich sil vzni-
ku téchto nadmolekularnich struktur je hydrofobni efekt.
Existuje vSak mnoho faktorti urCujicich a ovliviiujicich
strukturu a stabilitu jednotlivych samouspofadanych utva-
ri. Rozhodujici roli hraje koncentrace a tvar amfifilu. Po-
kud je koncentrace amfifilu rovna nebo vyssi nez KMK
a teplota vySsi nez kritickd micelarni teplota (zndma také
jako Krafftova teplota), dochéazi k tvorbé micel. Amfifily
se lisi predevsim velikosti a tvarem hydrofilni
a hydrofobni Casti molekuly, které se nasledné odrazeji
v jejich prostorovém uspotadani (obr. 1).

Tenzidy maji tendenci tvofit samouspotadané kuzelo-
vité utvary typu 1, zatimco molekuly, které disponuji men-
$i polarni ¢asti, napt. lipidy, maji tendenci tvorfit inverzni
micelérni faze typu 2. Biologické membrany tvofené Siro-
kym spektrem molekul riznych tvarG tvofi dynamické
samouspoiadané utvary vcetné lokalnich planarnich/
lamelarnich struktur’. Tvar samouspofddanych utvard lze
kvalitativng popsat podle teorie Israclachviliho®. Tato teo-
rie je zalozena na bezrozmérném parametrul, tzv. ,,critical
packing parameter (CPP). Parametr CPP je definovan
podle nasledujici rovnice:

cpp=—"
“olc
kde v je objem uhlovodikového fetézce, ay je plocha polar-
ni ¢asti a /, je délka uhlovodikového fetézce.
Stérické a valcovité micely se tvori jak u samouspora-
danych utvart typu 1, tak u inverzniho micelarniho uspo-
fadani typu 2.
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Obr. 1. A) Tvary a B) typy samouspoiadanych utvaru amfifilnich molekul po kontaktu s vodou
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2,3-dihydroxypropyl-(92)-oktadec-9-enoat

Obr. 2. Struktura A) 1-monooleinu a B) fytantriolu

Amfifily ve vodném prostiedi zaujimaji prostorové
uspofadani, pricemz zakladni lipidové faze nazyvame la-
melarni, hexagondlni a bikontinualni kubické faze. Vlivem
pridanych slozek do systému se mohou tvofit i jiné faze’.

Dobie prostudované mezofazové lipidové struktury
jsou zalozeny na 1-monoacylglycerolu (1-monoolein)
a fytantriolu, jejichz struktury jsou zobrazeny na obr. 2.

1-Monoolein  (2,3-dihydroxypropyl-(9Z)-oktadec-9-
-enoat, MO) je viskozni Cira latka s charakteristickym
zapachem®. MO je nerozpustny ve vodg, ale dobie rozpust-
ny v oleji anizSich uhlovodicich napf. chloroformu.
Zejména diky vysoké rozpustnosti v oleji se MO vyuziva
jako potravinaiskd emulze. Jde o netoxicky, biologicky
odbouratelny a biologicky kompatibilni material’.

Vlastnosti amfifilnich struktur jsou ur€eny slozenim
jednotlivych fazi, z nichz ma zejména bikontinudlni kubic-
ka faze vysokou prostorovou orientaci'™!!. DiileZitou pod-
minkou reprodukovatelnosti vzniku téchto prostorové
usporadanych fazi je presna definice pouzitych vychozich
slozek.

o
L
A /s
F 4

H,0 13

20°C
HIOEE
1-Monoolein

1 e
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3,7,11,15-tetramethylhexadekan-1,2,3-triol

Kubicka faze (LCP) je jednou z mnoha kapalnych
krystalickych fazi, které se spontanné tvoifi po smichani
lipidt s vodou za vhodné zvolenych podminek. Schématic-
ké zobrazeni ptipravy a LCP je ukdzéno na obr. 3A.

LCP je termodynamicky stabilni, samostatné sestave-
na lipidové faze s unikétnimi vlastnostmi. Kubicka faze se
sklada ze dvou spojitych fazi, z nichz jednu tvoii lipidova
dvojvrstva a druhou voda. LCP je charakterizovana krysta-
lografickym prostorovym uspotadanim s /m3m (angl. pri-
mitive), Pn3m (angl. double diamond) a /a3d (angl. gyro-
id) symetrii’. V piipadé Im3m faze se vodni kanaly setké-
vaji v Sesticestnych spojich pod thlem 90°. Pro Pn3m fazi
je charakteristické Ctyfcestné kiizeni vodnich kanalt pod
thlem 109,5°. Snimek kubozoml s Pr3m symetrii
z transmisni elektronové kryomikroskopie vidime na
obr. 3B. Tticestné ,kiizovatky* protinajici se pod thlem
120° jsou typické pro Ja3d fazi’. Vlastnosti kubické faze ji
¢ini atraktivnim nastrojem pro fadu ruznych aplikaci
(obr. 4).

—/lipidova dvojvrstva

;.\ vodni kanal
iy )

./

lipidova kubické faze

Obr. 3. A) Schématické zobrazeni pripravy lipidové kubické faze a B) snimek kubozomi z transmisni elektronové kryomikroskopie
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Obr. 4. Schématické znazornéni vlastnosti lipidovych fazi a jejich nasledné vyuziti (LCP — lipidova kubicka faze)

3. Zaclenéni proteinii do lipidovych kubickych
fazi

Kubicka faze jako matrice pro krystalizaci integrél-
nich membranovych proteinti se pouziva jiz vice jak dvé
desetileti. Landau a Rosenbusch jako prvni v roce 1996
vyuzili LCP pro krystalizaci membranového proteinu'?.
Dnes mizeme najit v proteinové databance (PDB) vice jak
700 proteind, pro jejichz krystalizaci byla vyuzita LCP
(cit."’). Spad4 mezi n& celd fada enzymd, transportéra'®,
kanalu, receptorﬁls, ale také strukturnich proteinﬁlé.

Krystalizace proteini v LCP se ukazala byt klicova
pro objasnéni struktury nékolika mikrobialnich rhodopsinti
a receptort spojenych s G-proteinem. LCP poskytuje pro-
teinim pfirozenéjsi membranové prostiedi na rozdil od
uméle vytvoreného prostiedi spojeného s pfitomnosti de-
tergentl’. Piikladem vyuziti LCP pro krystalizaci polar-
nich, ve vod¢ rozpustnych proteind je lysozym. Lysozym
na rozdil od membranového bakteriorhodopsinu'”'® krys-
talizuje nezavisle na typu lipidové faze'’.

LCP byla také pouzita pro konstrukci biosenzort, a to
pfedevsim elektrochemickych. Viskozni, stabilni trojroz-
meérnd lipidova dvojvrstva s inkorporovanymi membrano-
vymi proteiny se snadno aplikuje na povrch elektrody®.
Polarni analyty se nachazeji ve vodnych kanalcich lipido-
vych mezofazi, maji tak volny pfistup k povrchu elektrody
i k proteinim. Tyto latky snadno komunikuji s elektrodou
pfimo nebo pomoci elektroaktivnich znagek®'. V roce
1994 Razumas a spol.? jako prvni uvedli praci zabyvajici
se pripravou LCP biosenzort. Prvni biosenzory zalozené
na bazi enzymi inkorporovanych do LCP byly navrzeny
pro stanoveni glukosy, laktatu, mocCoviny a kreatininu.
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Proudové odezvy zavislé na oxidaci H,0O, byly detegovany
amperometricky. Tabulka I shrnuje publikované elektro-
chemické enzymové biosenzory zalozené na LCP.

Uvedené studie ukazuji, Ze proteiny mohou byt zacle-
nény do lipidové faze v pomérné vysokych koncentracich
a mohou snadno komunikovat s povrchem elektrody. Co
by ale mélo byt brano v uvahu, je vliv fyzikdlné-
chemickych faktort, jako je podil vodné faze, teplota, tlak,
sloZeni lipidi a pfitomnost jinych latek, na stabilitu LCP
pri inkorporaci proteinti. VySe zminéné faktory by mohly
ovliviiovat fazovy prechod LCP, jeji destabilizaci a podporo-
vat tak mnasledné uvolnéni inkorporovanych enzymi
v disledku ptechodu LCP na fazi hexagonalni az lamelarni.

Krome¢ krystalizace proteinti a konstrukce biosenzorti
miize byt LCP vyuzita i jako matrice pro vyzkum stability,
aktivity nebo interakce proteinti s ligandy* . Ptikladem
je stabilitni studie sodno-draselné pumpy (NKA). NKA je
membranovy protein pienasejici sodné a draselné ionty
proti jejich koncentra¢nimu spaddu za vyuziti energie
z hydrolyzy ATP. NaSe prace ukazala stabilizaci NKA
v LCP. Po 14 dnech aktivita NKA v LCP dosahovala stale
60 % maximalni aktivity, zatimco NKA inkubovana ve
vodném prostiedi jiz nebyla aktivni**.

Modelovym ptikladem studii zaméfenych na vyzkum
oxida¢né-redukéniho chovéani proteini inkorporovanych
do LCP jsou studie provadéné s cytochromem ¢ (cit.>™2").
Interakce cytochromuc s LCP napodobujici prostiedi
vnitini mitochondrialni membrany byla zkoumana pomoci
FTIR spektroskopie, diferencialni skenovaci kalorimetrie
a elektrochemickych technik. Difuzni koeficient cytochro-
mu ¢ byl stanoven elektrochemickymi metodami a ukazal
velmi omezenou mobilitu proteinu v lipidovém prostiedi®.
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Tabulka I

Elektrochemické enzymové biosenzory na bazi LCP

Enzym/protein Metoda Elektroda Lit.

Glukosaoxidasa, ceruloplasmin amperometrie platinovy disk 60

Hemoglobin CV, amperometrie elektroda ze skelného uhliku 61

Glukosaoxidasa, laktatoxidasa, ureasa, amperometrie, potenciometrie platinova elektroda 22

kreatindeaminasa pH elektroda

Glukosaoxidasa, pyranosaoxidasa CvV elektroda ze skeln¢ho uhliku 62

a lakasa (angl. laccase)

Glukosaoxidasa Ccv uhlikova elektroda 63

Na'/K'-ATPasa SWV elektroda ze skelného uhliku 24

Ethanoldehydrogenasa CV, DPV elektroda ze skelného uhliku 64

Lakasa (angl. laccase) chronoamperometrie, CV, modifikovana elektroda 65

impedance ze skelného uhliku

Cellobiosadehydrogenasa CV, DPV modifikovana elektroda 66
ze skelného uhliku

Cholesteroloxidasa (Y% elektroda ze skelného uhliku, 67
zlaté elektroda

Bilirubinoxidasa cv rotacni uhlikové elektroda 68

CV — cyklicka voltametrie, SWV — voltametrie s vkladanym pravouhlym napétim, DPV — diferencni pulsni voltametrie

4. Zaclenéni elektroaktivnich znacek
do lipidovych kubickych fazi

Barauskas a spol.”’ ptipravili elektrochemicky aktivni
kubickou fazi obsahujici rizné typy amfifilnich latek. Byl
pozorovan n¢kolikanasobny pokles difuzniho koeficientu
amfifili inkorporovanych do LCP ve srovnani s difuznim
koeficientem stanovenym v acetonitrilovych roztocich.

Rowinski a spol.® zkoumali chovani hydrofilnich
sond v kubické fazi metodami cyklické voltametrie
a chronokulometrie. Bylo zjisténo, ze difuzni koeficient
pro Ru(NH)¢*" abenzochinon v LCP je nizi, resp.
v souladu s difuznim koeficientem stanoveném v roztoku.
Podobné se Kostela a spol.** zabyvali stanovenim difuzni-
ho koeficientu hydrofilnich, hydrofobnich a amfifilnich
elektroaktivnich znacek v LCP. Difuzni koeficienty pro
tyto elektrochemicky aktivni znacky byly také stanoveny
v hexagonalni fazi pomoci elektrochemickych a impedanc-
nich metod. Ziskané vysledky ukazuji, ze hydrofilni sondy
jsou transportovany k povrchu elektrody rychleji nez son-
dy hydrofobni®".

5. 3D lipidové nanocastice

Pro konstrukci biosenzori a vyvoj transportnich
a aplikacnich soustav se stale hledaji a vyvijeji nové nano-
nosice na bazi lipid. Jedna zklicovych vyhod pouziti
3D lipidovych nanoc¢éstic je U€inna solubilizace ve vodé
malo rozpustnych latek, jak bylo ukazano napt. u kurkumi-
nu*” nebo kvercetinu®®.

176

Mezi nejprozkoumanéjsi lyotropni nanostrukturni
nosice fadime kubozomy a hexozomy, které jsou definova-
ny jako koloidni nanocéstice s vnitini bikontinudlni kubic-
kou a hexagondlni strukturou. Tato skupina koloidnich
disperzi se nazyva ISAzomy (angl. internally self assem-
bled ‘somes’ or particles). ISAzomy zahrnuji krom¢ ku-
bozomi a hexozomi také micelarni kubozomy*.

Prvni zminky o existenci kubozomid pochazeji
z 80. let 20. stoleti, kdy Larsson zjistil, ze disperzi LCP
vznikaji submikronové castice s identickym vnitinim
uspofadanim, jako méa nadfazend kubické struktura®®. Ku-
bozomy jsou vysoce stabilni nanocastice vytvorené z lipi-
dové kubické faze a stabilizované vn&jsi polymerni vrst-
vou. Ve srovnani s lipozomy poskytuji kubozomy a he-
xozomy vyrazn& vétsi povrch (az 400 m?g ') pro inkorpo-
raci jak membranovych proteind, tak malych hydrofilnich
nebo hydrofobnich molekul*®. Obecné existuji dva hlavni
ptistupy ptipravy kubozomd, pfistup ,top-down*
a ,,.bottom-up®, pficemz oba vyzaduji pouziti vhodného
stabilizatoru (obr. 5).

Metoda ,,top-down* je nejpouzivanéjsi a nejstarsi
technikou v piipravé kubozomit®, zahrnuje dva hlavni kro-
ky. Nejprve se ptipravi LCP, ktera je nasledné homogeni-
zovana/sonikovana za vyuziti vysokoenergetickych pulzg.
Kubozomy pfipravené metodou ,,top-down* jsou stabilni
vaci agregaci az jeden rok. Nevyhodou této metody je
vyuziti vysokoenergetickych pulzi, které mohou ovlivilo-
vat aktivitu inkorporovanych biologicky aktivnich latek
citlivych na zvysenou teplotu™.

Druhy zptsob se bézné oznacuje jako metoda
,bottom-up®, zahrnuje disperzi smési obsahujici lipid,
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Obr. 5. Postup piipravy kubozomu

stabilizator, hydrotrop a nadbytek vody (obr. 5)*’. Hydro-
trop je kliCovym faktorem této metody, pomaha solubiliza-
ci lipidii za vzniku lipidovych prekurzori®®. Mezi nejéasté-
ji pouzivané hydrotropy patfi mocovina, alginat sodny
a benzoat sodny. Vyhodou tohoto pfistupu je vyuziti men-
$iho mnozstvi energie, takze miize byt pouZita i pro pfipra-
vu kubozomi s teplotné nestabilnimi latkami, jako jsou
peptidy nebo proteiny®. Stejny postup pripravy lze vyuzit
i pro hexozomy™.

Nékteré amfifilni latky — tenzidy (stabilizatory) brani
agregaci ISAzoml ve vodném prostiedi. V poslednim
desetileti byly pouzity riizné typy stabilizator pro pfipra-
vu kubozomi a hexozomil. Jeden z nejucinnéjsich a dobie
prozkoumanych tenzidd je Poloxamer 407, ktery je ko-
meréné dostupny pod ndzvem Pluronic F127 (cit.***").
Kromé Pluronic F127 se pouzivaji i dalsi stabilizacni latky
véetné jinych polymeri (jako je F128, F108)***, PEGylo-
vanych lipidi nebo B-kaseinu*. Vybér stabilizitoru pro
ptipravu ISAzomu je velmi dilezity, stabilizatory mohou
modulovat vnitini lipidovou nanostrukturu a tedy afinitu
k hostujicim latkam®.

Kapalné krystalické faze a jejich odpovidajici vodné
disperze jsou charakterizovany ptredevsim pomoci dvou
technik, a to SAXS (malothlovy rozptyl rentgenového
zéfeni) a SANS (malothlovy rozptyl neutroni)*’. Metody
se prevazné vyuzivaji kpopisu vlivu fyzikalné-
chemickych faktord na strukturni vlastnosti nanocastic
véetné slozeni lipida, teploty, pH, tlaku a samotného efek-
tu po inkorporaci cilovych latek. Kromé¢ SAXS a SANS se
pro morfologickou charakterizaci vyuzivé také cryo-TEM
(transmisni elektronova kryomikroskopie)”’ a AFM
(mikroskopie atomarnich sil)*®, pro kontrolu velikosti ¢as-
tic DLS (dynamicky rozptyl svétla).

Pro demonstraci pouziti nanonosi¢i pro konstrukci
biosenzorti uvadim praci zaloZzenou na kubozomech na
bazi fytantriolu stabilizovanych pomoci F127. Pevny zlaty
povrch senzoru byl modifikovan prostfednictvim biotiny-
lovanych lipidd, které byly soucasti kubozomu. Na modifi-
kovany povrch byla dale aplikovana druha sada kubozomi
obohacena o glykolipid (GM1), ktery umoznil specifickou
vazbu cholerového toxinu B z roztoku™.

V dne$ni dobé evidujeme rostouci zdjem o vyuZiti
ISAzomt, zejména kubozomu a hexozomt, jako nanonosi-
¢l pro inkorporaci 1é¢iv, zobrazovacich sond a antimikro-
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bialnich peptidi. Pozornost je vénovana zejména solubili-
zaci a stabilizaci biologicky aktivnich latek a vlivu slozZeni
lipidi a typu a koncentrace stabilizatoru na strukturni
a morfologické vlastnosti téchto nanoforem. Na druhou
stranu uvolinovani latek z kubozomi/hexozomt nebo vlivu
inkorporovanych latek ¢i samotnych kubozomi/hexozomi
na bunécné signalni drahy se vénuje pouze par studii.
Uvolnovani doxorubicinu z kubické lipidové faze
v zavislosti na zméné pH bylo studovano elektrochemicky-
mi metodami®’. Biodostupnost a cytotoxicita kubozomi
byla zkouména pfedevS§im na naddorovych bunéc¢nych lini-
ich*"'%2 Kubozomy a hexozomy se za&inaji uplatiiovat v
teranostice. DLS, SAXS a cryo-TEM metody ukézaly, Ze
hexozomy jsou schopny zaclenit do své struktury jak flu-
orescencni sondu, tak protinadorové lé¢ivo kamptotecin.
Fluorescenéni mikroskopii bylo ukazano, ze nadorova
bunécna linie HeLa je schopna akumulovat modifikované
hexozomy do svych lipidovych struktur. Pro fluorescen¢ni
mikroskopii byly pouZité netoxické koncentrace modifiko-
vanych hexozomii®. Prace™ jako prvni ukazuje vyuZiti
kubozomii v radioterapii v kombinaci s chemoterapii. Ku-
bozomy na bazi 1-monooleinu byly modifikovany zaclené-
nim protinadorového 1é¢iva doxorubicinu a bézné pouziva-
ného radionuklidu. Cytotoxicita modifikovanych kubozo-
mi byla testovana na buné¢né linii HeLa. Bylo ukazano,
ze kubozomy modifikované doxorubicinem a zaroven
radionuklidem jsou toxi¢t&jsi v porovnani se samotnymi
kubozomy nebo kubozomy se zaclenénym chemoterapeu-
tikem/radionuklidem.

Kombinaci cryo-TEM a SAXS metod byl studovan
vliv krevni plazmy na velikost, strukturni a morfologické
vlastnosti kubozomti v ¢ase™. Pouze n&kolik studii se za-
méfuje na vyzkum stability lipidovych kubickych a hexa-
gonalnich nanocastic v krevnim fecisti, strukturnich pie-
mén kubozomi/hexozomil po kontaktu s bunéénymi mem-
branami, krevnimi buiikami ¢i proteiny, nebo se vénuje
jejich bunéénému vychytavani.

Strukturni usporadani bikontinualnich kubickych
a hexagonalnich fazi umoziiuje pomalejsi (resp. postupné)
uvolniovani inkorporovanych latek. Také bylo ukazano, ze
bikontinualni kubické nanostruktury maji mukoadhezivni
vlastnosti’®’. Vyuziti téchto 3D nanolipidovych struktur
bylo aplikovano predev§Sim pro oralni, subkutanni,
transdermalni a periodontalni podani biologicky aktivnich
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latek. Lipidové kapalné krystalické faze jsou vysoce vis-
kézni, aproto maji omezené vyuziti jako intravenozni
nanonosice. Detailngjsi piehled vyuziti kubozomalnich/
hexazomalnich lipidovych struktur na bazi 1-monooleinu
nebo fytantriolu pro systémy cileného podavani I1éCiv je
shrnuto v nasledujicich publikacich®®#+363%,

6. Zavér

Bylo ukézano, ze vysoce organizované 3D lipidové
struktury se mohou vyuzivat jako matrice pro krystalizaci
integralnich membranovych proteinti nebo pifi vyvoji no-
vych lipidovych nanoforem pro transport a stabilizaci bio-
logicky aktivnich molekul. Optimalni vnitini lipidové
uspofadani a vybér vhodnych tenzidi pro stabilizaci nano-
nosi¢ll jsou nezbytné pro navrzeni konkrétni vyuzitelné
lipidové matrice. Navzdory unikatnim vlastnostem ku-
bozomil a hexozomu stale existuje fada otdzek o osudu
nanonosicl po jejich in vivo podani. Stejné tak, limitujici
znalosti shledavam v oblasti buné¢ného testovani, véetné
hlubsiho pochopeni mechanismu interakce s bunéénymi
membranami nebo receptory, samotného vstupu do bunék
nebo uvolnéni biologicky aktivnich latek z nanonosicu.
Zajimavym budoucim smérem vyzkumu by mohlo byt
vyuziti lipidovych vehikul pro inkorporaci biologicky ak-
tivnich lipida®’.

Dékuji prof. Janu Vackovi a doc. Jirimu Vrbovi
(Lékarska fakulta, Univerzita Palackého v Olomouci) za
diskusi a kritické pripominky k textu.

Prace byla financéné podporena projektem Grantové
agentury Ceské republiky ¢. 19-21237Y.

Pouzité zkratky

AFM mikroskopie atomérnich sil

CPP ,critical packing parameter™

cryo-TEM transmisni elektronova kryomikroskopie

()% cyklicka voltametrie

DLS dynamicky rozptyl svétla

DPV diferen¢ni pulsni voltametrie

KMK kriticka micelarni koncentrace

LCP lipidova kubicka faze

MO 1-monoolein

NKA sodno-draselna pumpa

SANS malothlovy rozptyl neutrontt

SAXS malouhlovy rozptyl rentgenového zafeni

SWV voltametrie s vkladanym pravouhlym
napétim
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MULTIRESPONZIVNI POLYMERNI KONTRASTNI CINIDLA PRO °F MRI NA BAZI
POLY[N-(2,2-DIFLUORETHYL)AKRYLAMIDU]

Tento clanek je soucasti seridlu Zeny v ceské chemii
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Uvod

Magneticka rezonance (magnetic resonance imaging,
MRI) byla vynalezena v roce 1971 na univerzité ve Stony
Brooku profesorem Paulem Lauterburgem a od té doby se
razovacich technik' . Tato technika j je zaloZena na sledo-
vani distribuce vodiku ('H) v organismu s pomoci silného
magnetického pole aradiofrekvencnich pulzi k ziskani
anatomicko-patologického obrazu. Metoda MRI je vhodna
zejména pro zobrazovani mékkych tkani a organu. Jeji
hlavni vyhodou oproti rentgenu (RTG), pocitacové tomo-
grafii (computed tomography, CT), pozitronové emisni
tomografii (positron emission tomography, PET) a jedno-

fotonové emisni tomografii (single-photon emission com-
puterized tomography, SPECT) je, Ze pacienta nevystavuje
pusobeni ionizujiciho zateni, takze je vhodna i pro t€hotné
zeny a mladistvé. Dalsi vyznamnou vyhodou MRI je, ze
tato metoda neni limitovana tloustkou méfené tkané
(narozdil od ultrazvuku)®. Diky témto vyhodam se MRI
stala nepostradatelnou soucasti klinické praxe.

I ptes velkou klinickou uzite¢nost MRI nelze nékteré
patologické tkané rozliSit od zdravych pomoci standard-
nich MRI technik, protoze mezi nimi nevznika dostatecny
kontrast. V nékterych ptipadech 1ze kontrast mezi fyziolo-
gickymi a patologickymi tkanémi zvysit s pomoci kon-
trastnich latek s afinitou k patologické tkani, ve které se
akumuluji. S pomoci kontrastnich latek pak lze na magne-
tické rezonanci detegovat napiiklad amyloidni plaky
u Alzheimerovy nemoci ¢i néktera nadorova onemocnéni,
kterd by jinak neslo zobrazit™®. Nicméné, paleta aktualng
pouzivanych kontrastnich latek stile neumoziiuje detego-
vat mnohé patologie, protoze chybi latky s afinitami
k danym patologiim’™'?. Navic, kontrastni latky jsou vé&t3i-
nou komplexy gadolinia, které se mize po dekomplexaci
vorganismu kumulovat a pasobit toxicky'’. Proto je
v soucasnosti zadouci ziskat nové netoxické kontrastni
latky ¢i tracery, které by umoznovaly rozsifit spektrum
moznych MRI vySetieni.

Dalsi moznosti, jak rozsifit spektrum aplikaci MRI, je
detekce jinych atomt nez 'H. Metoda MRI umoziiuje sle-
dovat distribuci jakychkoliv nuklidii s nenulovym spino-
vym ¢&islem (napt. C, "F, *'P), nicménd jeden
z nejvhodngjsich nuklida pro MRI je fluor "°F. Nuklid "°F
ma celou fadu vhodnych vlastnosti:

(a) Ma4 jednu z nejvyssich zndmych MR sensitivit (obr. 1)

(jinymi slovy, jadra '°F poskytuji na MRI silny signal,

Ing. Kristyna Kolouchovd, Ph.D. ziskala inzenyrsky titul v roce 2016 na Ustavu
orgam'cké chemie Vysoké Skoly chemicko-technologické v Praze. Jeji magisterska
prace se zabyvala pripravou Fisherovych biskarbenovych komplexii. Behem studia

4 ,‘; na VSCHT Praha se zrodil jeji zdjem o makromolekuldrni chemii, coz vedlo k doktor-
skému studiu na Ustavu makromolekuldrni chemie Akademie véd Ceské republiky.
Bl Studium absolvovala v pracovni skupiné ,, Nadmolekularnich polymernich systéemii
pod vedenim Mgr. Martina Hrubého, Ph.D., DSc. Svou doktorskou prdci zamérila na
’ d; pripravu a aplikaci chytrych polymernich systémui, kombinujicich terapeutickou funk-
. ci kontrolovaného uvolfiovani léciv s mozZnosti zobrazovani polymeru pomoci fluoro-
4 vé magnetické rezonance. V pritbéhu doktorského studia byla spoluautorkou deviti
Clanka, které byly publikovany v impaktovanych casopisech, svou prdaci prezentovala
na mnoha mezindrodnich konferencich a ddle se zucastnila tri zahranicnich stazi na
univerzite v Gentu, Tel Avivu a Postupimi. Po obhdjeni doktorského titulu v prosinci
roku 2020 ziskala prestizni stipendium vidmské vyzkumné nadace (FWO, Research
Foundation — Flanders) na tiiletou post-doktorandskou stdz na Univerzité v Gentu ve
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Obr. 1. Sensitivita a relativni pfirodni zastoupeni riiznych nuklidi a jejich spinové ¢islo. Ptiblizna oblast nuklidi vhodnych pro MRI
je vyznaGena modfe (pievzato z literatury a upraveno'*). (Barevna verze obrazku je dostupna na webovych strankach Gasopisu Chemické

listy).

ktery zalezi na gyromagnetickém poméru daného
nuklidu a jeho spinovém cisle).
Fluor se v piirodnich zdrojich vyskytuje jen jako '°F,
neni tedy potieba jej pro zvySeni kontrastu izotopove
obohacovat.
Fluor mize mit velmi rozmanité chemické posuny,
takze je mozné aplikovat a sledovat i vice fluorova-
nych kontrastnich ¢inidel (dale jen traceri) najednou
(pokud maji rozdilné chemické posuny).
PF MRI lze zméfit i b&znymi 'H MRI piistroji, jen
s minimalnimi hardwarovymi zménami (je dokonce
mozné méfit zaroven 'H a '°F MRI)* *.
Nicméné, narozdil od vodiku je obsah fluoru v orga-
nismu minimalni (velmi nizky ,,background noise®), coz
znamena, ze (a) pred vySetfenim musime dodat fluorované
xenobiotikum (t6z 'F tracer) a (b) jakykoliv signal
z "F pak odpovida sledovanému xenobiotiku.

Od 90. let minulého stoleti byla vyvinuta fada
F tracert, z nichz n&kolik naslo uplatnéni v klinické pra-
x{®1324 28163 Nejvice zkoumanou skupinou potencialnich
tracert byly perfluorované uhlovodiky (t¢z fluorouhliky),
protoze maji vysoky obsah fluoru, jsou netoxické, obvykle
velmi dobfe tolerovany a pfi peroralnim podani se praktic-
ky nevstiebavaji a zlistavaji jen v gastrointestinalnim trak-
tu. Diky své nevstiebatelnosti nékteré z nich — napiiklad
perflubron (1-bromperfluoroktan) — se pro vySetieni tohoto
traktu dokonce zacaly pouzivat v klinické praxi. Zajem
o '"F MRI nicméné postupné upadal pro nedostatek jinych

(b)

(©)

(d)
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klinicky zajimavych tracerdi k vySetiovani a '’F MRI na
Cas upadla v zapomnéni.

V poslednich letech se vyzkum '°F MRI za&ina sou-
sttedovat na makromolekuldrni (polymerni) tracery,
u kterych 1ze kombinaci monomerti ziskat pozadovany
obsah fluoru pro MRI a zaroven v §irokém rozmezi ladit
fyzikalné-chemické vlastnosti téchto tracertt (napf. roz-
pustnost & afinity k tkanim)®. Polymerni tracery zaroveti
mohou do své molekularni ¢i supramolekularni struktury
zakomponovat 1é¢iva, ktera pak prepravuji na patologicky
postizené misto, ¢imz zvysuji specificitu 1é¢by a zaroven
snizuji jeji vedlejsi uginky>* . Navic, tyto systémy pro
cilenou dopravu a tizené uvoliovani 1é¢iv (drug-delivery
systems, DDS) umoziiuji monitorovani pribéhu terapie
(tento pfistup se nékdy oznacuje jako teranostika, kombi-
nace slov terapie a diagnostika).

Aby byl polymer pouzitelny pro '°F MRI, mé&l by mit
co nejvyssi obsah fluoru ve své struktufe. Zaroven, tyto
fluorové atomy by mély byt chemicky a magneticky ekvi-
valentni, aby poskytovaly na MRI jediny signal. Posledni-
mi dilezitymi parametry jsou relaxacni Casy 7 (spin-
miizkovy Cas) a T, (spin-spinovy cas), kde 7 by mél byt
co nejnizdi, a naopak 75 co nejvyssi (alespoii 10 ms)>.
Proto jen maloktery fluorovany polymer je vhodny pro
F MRI — pouziti vét§iny polymert ztroskota na velmi
nevhodnych relaxacnich ¢asech (napft. polytetrafluorethy-
len, teflon, ma relaxaéni ¢as 75 vyznamné pod 1 ms (cit.?),
takze signal neni na béznych pfistrojich detegovatelny).
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Mezi fluorovanymi polymery svymi vlastnostmi vynika
poly[N-(2,2-difluorethyl)akrylamid] (PDFEA), jehoz ko-
polymery poskytuji velmi versatilni platformu pro vyvoj
polymernich tracert pro '°F MRI. V tomto ¢lanku popisu-
jeme vlastnosti a mozné aplikace kopolymert poly[N-(2,2-di-
fluorethyl)akrylamidu] (PDFEA), coby multiresponzivnich
,chytrych* "°F traceri.

Vlastnosti kopolymeru
N-(2,2-difluorethyl)akrylamidu

Polymery na bazi N-(2,2-difluorethyl)akrylamidu
maji pomémné vysoky obsah fluoru (az 28 hm.%) a jsou
hydrofilni (coz je na fluorované polymery pomérné neob-
vyklé). Dale davaji na NMR jeden uzky a silny signal
s velmi vhodnymi relaxaénimi Casy (7 v rozmezi 300 az
450 ms, T, 120 az 200 ms), coz je velka vyhoda pro jejich
aplikaci v "’F MRL. Vodné roztoky PDFEA vykazuji ter-
moresponzivitu oznacovanou jako dolni kritickd rozpous-
téci teplota (lower critical solution temperature, LCST). To
znamena, ze pii zahtati jeho vodnych roztokli nad teplotu
zéakalu (cloud point temperature, 7¢p) dojde k fazové sepa-
raci na faze s vysokym obsahem polymeru a s nizkym
obsahem polymeru, coz se projevi vznikem hydrogelovych
agregatll viditelnych okem. Pravé tohoto jevu lze vyuzit
v mnoha biologickych aplikacich pro tvorbu nanocéstic
pro DDS, injikovatelna termogelujici depa ¢i kultivace
tkani.

Pozoruhodné na polymerech je pfedevSim to, ze
i kdyz po agregaci dochazi ke snizeni signalu polymeru,
tak efekt je relativné maly (obr. 2) a objevuje se az vy-
znamné nad Tcp polymeru. Jinymi slovy, narozdil od vétsi-
ny polymernich tracerd je mozné polymery na bazi
PDFEA detegovat na '""FMRI i v agregovaném stavu
(pevném skupenstvi). Tento jev lze vysvétlit tak, ze ag-
regaci vznikaji nanogelové ¢astice™*** v nichz je &ast
polymeru vysrazena (a ma kratky 7, ,, a la teflon®, tudiz jej

—
o
—

Intenzita '°F signélu (arb. jednotky)

=123,0

-123,2 -123,4 -123,6

Chemicky posun (ppm)
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nevidime na MRI), ale vétSina polymeru ma stale zachova-
nou ¢ast své mobility (a nedochazi tak ke zkraceni casu 7).

Termoresponzivni ¢astice

slozkou jsou rovnéz schopné samouspotradani pii zméné
teploty’®*'. Roztoky blokovych kopolymeria DFEA
s hydrofilnimi monomery, napiiklad N-(2-hydroxypropyl)
methakrylamidem (HPMA) nebo 2-methyl-2-oxazolinem
(MeOx), také vykazuji termoresponzivni chovani (které je
podminéné piitomnosti jednotek DFEA)*2%% Jestlize se
takovéto kopolymery ohteji nad svou 7cp, dochazi i zde
k jejich agregaci a vzniku nanogelovych castic (,,self-
assembled particles®) (obr. 3), jejichz pramér je do znac¢né
miry ,laditelny” pomérem obsahti komonomertd. Tyto
Castice pak je mozné pouzit na dopravu 1é¢iva do nadort
diky tzv. Enhanced Permeability and Retention (EPR)
efektu®”. Tento jev popisuje fenestraci nadorovych cév
a Spatnou nebo uplné chybéjici lymfatickou drenaz, diky
¢emuz se nanocastice do velikosti cca 200 nm akumuluji
v nadorové tkani. Diky obsahu fluoru jsou tyto polymery
sledovatelné na '°F MRI, coz miize piinést dalii klinicky
cenné informace o Gspésnosti 1écby a progndze pacienta.

Redoxné responzivni a termoresponzivni ¢astice

Zanéty a nadory maji ponékud specifické prostredi —
vyskytuje se zde nizsi pH (téméf 5,0) a vyssi koncentrace
reaktivnich forem kysliku (ROS). Toho lze vyuzit
k ptipravé multi-responzivnich DDS, kterd by uvoliiovala
sviij obsah jen v t&chto podminkach?®2!-274345,

S touto myslenkou byly pfipraveny kopolymery
HPMA a DFEA, které navic obsahovaly malé mnozstvi
kovalentn¢ vazané ferrocenové skupiny. Tato skupina je
sama znac¢n¢ hydrofobni (¢imz podporuje agregaci poly-
meru), nicméné v ptitomnosti reaktivnich forem kysliku
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Obr. 2. (a) "’F NMR spektra kopolymeru PDFEA pf¥i riiznych teplotich a (b) integral '°’F MR signalu v zavislosti na teploté rozto-
ku. Tep = 23 °C (pievzato z literatury®®). (Barevna verze obrazku je dostupna na webovych strankach Sasopisu Chemicks listy).
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Obr. 3. Schématické znazornéni samouspoiadani p¥ipravenych polymeri ve vodném roztoku nad teplotou pfechodu do fyzikalné
sitované nanogelové astice, ktera je v rovnovaze s populaci micel (upraveno z citace?).

a za kyselého pH se miize oxidovat na hydrofilni ferroce-
nium a tim podpofii rozpad ¢astic (obr. 4)*. Takovéto &s-
tice se poté daji pouzit na dopravu léciv s pomoci EPR
efektu. Pokud se ¢astice dostanou do nadorového prostie-
di, diky lokalni oxidaci rychle uvolni sviij obsah a maji
terapeuticky ucinek, zatimco v jinych castech téla svij
obsah uvoliiuji pomaleji a zabrariuji tak tomu, aby obsah
lé¢iva dosahl toxickych urovni*’. Diky obsahu PDFEA je
mozné cely proces sledovat metodou '’F MRI.

g d Aplikace
léciva
_—
J AT

Hydrofilni blok
.
HN o] 0. NH
Mo
HN" o
F
5F MRI tracer

Injikovatelné implantaty

Roztoky netoxickych termoresponzivnich polymert
je mozné aplikovat do tkani, kde dojde k ohtati roztok,
fazové separaci a vzniku ,,injikovatelnych® implantati na
misté¢ vpichu. Tyto implantdity mohou slouzit jako nosic¢
radionuklidu (pro brachyterapii, tj. ,,lokdlni radioterapii®),
pro lokalni imunoterapii, ¢i mohou lokalné uvoliiovat in-
korporovana 1é¢iva. Pokud jsou polymery zaroven pH
responzivni a rozpoustéji se pii kyselém pH, maji dodatec-
né vyhody:

Uvolnéni
léciva

B g

Oxidace

19F MRI tracer

Obr. 4. Schématické znazornéni tvorby ¢astic za soucasné enkapsulace 1é¢iva zvySenim teploty roztoku polymeru a lé¢iva a na-

sledny rozpad ¢astic a uvolnéni lé¢iva po oxidaci ferrocenu
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Obr. 5. Schéma syntézy termo- a pH-responzivnich terpolymeru. Jsou znazornény jejich rozpustnosti ve vodnych roztocich o rizné
teploté a pH a schematicky jejich in vivo aplikace (upraveno z literatury®®).

(a) polymery lze rozpustit v okyseleném fyziologickém
roztoku a vpichnout do tkéni; narozdil od ¢isté termo-
responzivnich polymerti nehrozi agregace polymerQ
v injekeni stiikacce. V tkani se roztok jak ohfeje, tak
zneutralizuje a agreguje na misté vpichu (obr. 5).
implantaty se rozpoustéji rychleji, pokud je v jejich
okoli né&jakad patologicka tkan skyselym pH (napf.
nador nebo zanét), coz zpusobuje, ze nador/zanét je
vystaven vyss$im koncentracim 1é¢iv nez okolni zdrava
tkari (obr. 6)%.

Kopolymery (zde piesnéji terpolymery) DFEA je
mozné pripravit s riznymi obsahy hydrofilnich monomeri
(napt. N-(2-hydroxyethyl)akrylamidu, s cilem modulovat
Tcp) a pH-responzivniho monomeru (napf. derivatu imi-
dazolu). V bazickém prostfedi je tento polymer bez naboje
a agreguje pii 25 az 40 °C (podle obsahu hydrofilniho

(b)
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5h

e
8 % & w F %
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Ky

Polymerni implantat injekovan do potkana, 'H a

MRI

Obr. 6. Spojeni "H MRI (3edé) a "’F MRI (Eervené) pii sledo-
vani ¢asovych zmén obsahu fluorovanych kopolymeria
v potkanim stehné. Hodnoty C odpovidaji molarni koncentraci
hydrofilniho komonomeru, tj. N-(2-hydroxyethyl)akrylamidu.
(Barevna verze obrazku je dostupna na webovych strankéach ¢aso-
pisu Chemické listy).

184

monomeru)*. V kyselém prostiedi dojde k protonaci imi-
dazolové skupiny, ¢imz na polymeru vznika kladny naboj
a zvysi se tak jeho hydrofilita. Tim se jeho Tcp zvysi nad
télesnou teplotu (takZze polymer pii télesné teploté neagre-
guje). Diky pfitomnosti fluoru v monomerni jednotce
DFEA je mozné tento proces sledovat in vivo pomoci
"F MRI. Pozoruhodné je, ze dle obsahu hydrofilniho mo-
nomeru je mozné ladit biologické polocasy téchto dep ve
zdravych potkanech vrozmezi mezi 30 a vice nez
200 dny.?® Takovéto polymery by tedy bylo mozné pouzi-
vat pro dlouhodobou farmakoterapii nebo pro znaceni
a nasledné sledovani tkani, kde volbou slozeni polymeru je
mozné dosdhnout vlastnosti implantatu vhodného pro za-
myslenou aplikaci.

Zavér

V této studii popisujeme rizné mozné aplikace poly-
mernich '’F MRI chytrych polymernich materialti na bazi
poly[N-(2,2-difluorethyl)akrylamidu]. Tyto polymery jsou
biokompatibilni, netoxické a mohou najit uziti u multire-
sponzivnich systému pro cileny transport 1é¢iv ¢i injikova-
telnych dep pro Siroké skaly medicinalnich aplikaci.

Autori dékuji za financni podporu Ministerstvu Skol-
stvi, mladeze a télovychovy Ceské republiky (grant ¢ LT-
C19032) a Technologické agenture Ceské republiky (grant
TACR KAPPA ¢ TO01000074).
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K. Kolouchova® and O. Groborz" (“ Institute of
Macromolecular Chemistry, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Prague, Czech Republic, " Institute of
Biophysics and Informatics, 1" Faculty of Medicine,
Charles University, Prague): Multiresponsive Polymer
Tracers for ’F MRI Based on Poly[N-(2,2-difluoro-
ethyl) Acrylamide]

Polymers with lower critical solution temperature
(LCST) are molecularly soluble in their solutions at low
temperatures but, when heated above their cloud point
temperature, these polymers assemble into supramolecular
particles or macroscopic precipitates. These particles or
precipitated polymeric depots can be used for diagnostics,
targeted drug delivery, controlled drug release from a de-
pot or a combination of diagnostics and therapy
(theranostics). Herein, we describe smart polymer systems
which contain N-(2,2-difluoroethyl)acrylamide monomer
unit (DFEA) and form polymeric nanoparticles upon heat-
ing or precipitate after injection to polymeric implants/
depots. Due to a high fluorine content and to relaxation
properties of this element, these polymers are suitable as
tracers for the '°F MRI method, a promising non-invasive
diagnostic tool. Moreover, DFEA copolymers can contain
monomers that react to additional physicochemical proper-
ties, resulting in multiresponsive polymers (pH- or redox-
responsive), which can be used for smart drug delivery
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Tento clanek je soucasti serialu Zeny v ceské chemii
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Motto

,,Nerovnost postaveni muzii a Zen ve véde se odrazi
v poctu publikaci, v oceriovani a zejména v oblasti finan-
covani. Zeny a divky patii do védy! Stereotypy ale odvddi
zeny z védeckych obori. Je cas uznat, Ze vice diverzity
znamena vice inovaci. Pokud nebude vic Zen v oborech
Pprirodnich a technickych véd, bude svét i naddle utviren
muZi a pro muZe a potencidl Zen ziistane nevyuZity. Musi-
me proto zajistit, aby divky mély moznost studovat obory,
v nichz vidi své budouci uplatnéni: napriklad programova-
ni, strojarstvi, cloudové technologie, robotika nebo zdra-
vomictvi. " Fikd ve svém poselstvi k Mezindrodnimu dni

zen a divek ve véde generalni tajemnik OSN Antonio Gu-
terres.

1. Uvod

Téma role a zastoupeni Zen se zaméfenim na chemii
a souvisejici védni obory je velice Siroké a mapovat ho
a publikovat vysledky prizkumu je namét na vicelety pro-
jekt. UrCity segment mapoval projekt snazvem
,,Transformaéni procesy po roce 1989 optikou premény
vyzkumnych tstavi chemického pramyslu®“ podpofeny
GA CR v letech 2018-2020 (cit.”) feSeny na Sociologic-
kém ustavu AV CR, v.v.i. v letech 2018-2020.

Na VSCHT Praha probihal v letech 2014-2017 pro-
jekt TRIGGER ,,Transforming Institutions by Gendering
Contents and Gaining Equality in Research*® podpofeny
ze 7. ramcového programu EU a projekt PEDICEV
,,Posilovani evropské dimenze ¢eského vyzkumu zastupo-
vanim CR v expertnich skupinach ERA a transformaci
vyzkumné organizace z hlediska genderové vyvazenosti“*
podpoteny z programu EUPRO II MSMT CR. Tyto pro-
jekty mély za cil zjistit, jaka je skutecna situace z hlediska
zastoupeni muzl a Zen na Urovni studijnich programi a ve
vyzkumné, pedagogické a tvar¢i ¢innosti této vysoké skoly
a navrhnout opatfeni, kterd by vedla k utvafeni vnitini
kultury, jez by nastavovala pfiznivé podminky pro vyssi
zapojeni Zen do vyzkumu, umoZiiovala vyvazené zastou-
peni muzii a zen ina vy$Sich kariérnich pozicich
a v rozhodovacich organech Skoly a reflektovala tak zme-
ny v soucasné spolec¢nosti, kdy na této vysoké skole studu-
je vic divek nez chlapct.

Ing. Anna Mittnerovd (nar. 1950). Vystudovala na VSCHT Praha, technologii skla a kerami-
ky na FCHT, kde jesté 5 let pracovala na vyzkumném ukolu pro tehdejsi Keramické zdavody
Znojmo. V letech 1978 az 1992 pusobila v laboratorich Stavebni geologie Praha. Po roce
1989 odesla do komercni spolecnosti zastupujici zahranicni firmy v oblasti stavebni chemie
a pozarni bezpecnosti. Rok pracovala i na obchodnim oddéleni Americké ambasddy v Praze.
Vroce 2003 se vrdtila zpét na akademickou piidu jako administrdtorka mezindrodnich pro-
Jjektii VaV. Po krdtkém piisobeni na Ustavu makromolekuldrni chemie AV CR presla v roce
2006 na Oddéleni pro védu a vyzkum VSCHT Praha, kde administrovala projekty zejména
ramcovych programii EU zde Fesenych. Byla resitelkou projektii programii MSMT EUPRO
a EUPRO II a EU programu ,, Lifelong Learning “. V roce 2014 ziskala se svym tymem ucast
ve ctyrletéem projektu 7.RP EU s nazvem TRIGGER, ,, Transforming Institutions by Gendering
Contents and Gaining Equality in Research®, ve kterém zacala prosazovat zavadeni novych

pFistupii vychdzejicich z genderovych politik ve VaV do vnitiniho systému fizeni VSCHT Praha. Podilela se na rozjezdu
Poradenského a kariérniho centra a mentoringového programu pro zacinajici vedkyné a védce. V soucasnosti pusobi na
Zahranic¢nim oddeleni, kde md na starosti mezindrodni mobility védeckych pracovnikii. Podilela se na ndvrhu a vytvoreni
elektronického informacniho systému MOBIS pro registraci prijizdéjicich cizincii, zpracovala a publikovala metodické
navody ,, Vyjezdy do zahranici v akademické sfére, priivodce souvisejici legislativou “ a ,, Zaméstnavani a hostovani cizinci
v ceském akademickém prostredi . Zirocuje tak své zkusenosti, které ziskala v letech 2010-2013, kdy byla delegdtkou Pro-
gramového vyboru PEOPLE Evropské komise pro 7.RP a kdy piisobila v poradni skupiné MSMT pro rozvoj lidskych zdrojii
a gender. A. Mittnerova je spoluautorkou aplikace ANLUPA pro snadné vyhledavani grantovych prilezitosti ve VaV. Kaz-
dorocné se podili na organizaci popularizacni akce Noc védcii na VSCHT Praha.

Anna Mittnerova vychovala dveé, dnes jiz dospélé deti, ma 4 vnoucata. Jejimi konicky a zalibami jsou hudba, zpév, hraje na
kytaru a klavir, rada sportuje, v lété jezdi na kole, v zimé lyZuje.
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2. Pohled od historie do souc¢asnosti a podil
zastoupeni Zen

Vyssi zapojeni Zen v technickych oborech ceskych
vysokych Skol, potazmo v chemii, je tfeba vnimat
iz hlediska obrovské promény spolecnosti od konce
19. stoleti do soucasnosti. Je tfeba porovnat, jaké mély
moznosti studovat a realizovat se v technickych oborech
zeny v Rakousko-uherském mocnafstvi, jaké zmény do
vzd&lavani piinesl vznik samostatného Ceskoslovenska,
neopomenout vliv druhé svétové valky, uvédomit si, co
pfineslo obdobi budovani socialismu a normalizace a jaké
zmény nastaly po padu tohoto reZzimu v roce 1989 a sledo-
vat, jak se situace promé&fiuje nyni a jak ji vnima soucasna
spole¢nost. Bohuzel i v dnes$ni dobé¢ stale pretrvava v ¢asti
spolecnosti obava z vyuky a hlavné z maturity z matemati-
ky a dal$ich pfedmétt jako napf. fyzika a chemie. I pfes
veskeré snahy popularizatorti chemie z fad védecké komu-
nity je chemie pofad vniména jako néco skodlivého a Zivot
ohrozujiciho. O to vice je nutné zviditelovat kariérni tra-
jektorie a uspéchy vyznamnych osob a zejména zen, které
v oboru chemie vynikly a jejichz ptsobeni bylo pfinosem
nejen pro danou instituci ¢i vysokou skolu, ale i pro celou
spole¢nost.

Vroce 2016 vysel ve sborniku Ceské spolecnosti
chemické u ptilezitosti 68. sjezdu chemickych spoleénosti’
prispévek s nazvem ,,Studium a dal$i pusobeni Zen na Vy-
soké Skole chemicko-technologické v Praze, promény
v pribéhu poslednich 100 let“. Z tohoto piispévku si pfi-
pomenime nékteré pasaze:

V' Rakousko-uherském mocnarstvi nebylo Zendam
umoznéno studovat na vysokych sSkolach technickych. Za-
catkem dvacatého stoleti vsak sililo emancipacni hnuti
a snahy tento pristup ke vzdélavani Zen zmeénit. V téchto
snahdch se angazoval i dvorni rada, a rektor Ceské vysoké
Skoly technické, profesor Julius Stoklasa, ktery se se svym
profesorskym  sborem  jiz vroce 1909 zasazoval
o0 ,,pripusteni” zen k Fadnému studiu na vsech oborech
a specialnich kursech vysokého uceni technického. Toto
doporuceni se tykalo i studia technické chemie. Tehdejsi
snahy vystihuje clanek v Ndarodni politice z roku 1912
(cit.’), kde byla otisténa Fec prof. Stoklasy pronesend na
manifestativni schiizi pro vys$si vzdélani Zenské u prilezi-
tosti 50. vyroci umrti BozZeny Némcové. Nicméné jeho
zadost byla ve Vidni zamitnuta a situace se zacala ménit az
po prvni svétové valce a po rozpadu mocnafstvi.

., Vroce 1920 byla v ramci Ceského vysokého uceni
technického ustavena jako jedna ze sedmi vysokych Skol
[ - o o Vysokda Skola chemicko-
technologického inzenyr-
stvi (VSCHTI), na které
jiz  ve Skolnim  roce
1920/21 studovalo 48 Zen,
coz bylo 5% ze vSech
w4 posluchacil. Jednou
Bl Z prvnich posluchacek
Ceské vysoké skoly tech-
nické byla pozdejsi profe-
sorka Julie Hamdckovad,
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ktera je povazovana za zakladatelku ceské hydrochemie.
Vietech 1955/56 byla prodékankou a od r. 1957 do
r. 1959 dékankou fakulty technologie paliv a vody.

V mezivalecném obdobi se procentudlni zastoupeni
zen mezi posluchaci a aspiranty nepiehouplo pres 10 %.
Situace se zacala rapidné ménit az v padesatych letech,
kdy ve skolnim roce 1955/56 vzrostl pocet posluchacek na
30 % a na této hodnoté setrval i béhem dal$ich let socialis-
tické éry. Po revoluci v roce 1989 zacal pomér zastoupeni
studentek viigi studentim na VSCHT Praha strmé stoupat
a do roku 2005 skokove vzrostl 0 20 %.

Vroce 2002 vydala VSCHT Praha k padesatému
vyro¢i samostatného pisobeni publikaci ,,Historie vyuky
chemie, Osobnosti a udalosti*®, ktera mapuje historii vyu-
ky chemie na uzemi dnesni Ceské republiky. Kromé histo-
rickych dokumentti a fotografii zahrnuje kniha Zivotopisy
Sedesati vyznamnych pedagogt, ktefi byli ve své dobé
zejména vedoucimi kateder a ustavii. Mezi témito Sedesati
osobnostmi je zminéna pouze jedind Zena, a to Julie
Haméckova.

V roce 2005 bylo procentualni zastoupeni studentil
a studentek v pfepo¢tu na celou skolu stejné, v dalsich
letech pocet studentek dale stoupal a v roce 2015 vzrostl
jejich podil na 60 %. V roce 2020 bylo nejvyssi procentu-
alni zastoupeni studentek na Fakulté potravinaiské a bio-
chemickeé technologie, a to 72 %, nejmensi pak na Fakulté
chemicko-inzenyrské (43 %). Na Fakulté¢ chemické tech-
nologie studovalo 56 % studentek a na Fakulté technologie
ochrany prostredi 49 % studentek.

V poslednich letech je tedy patrny trend, kdy na urov-
ni studenti bakalaiskych a magisterskych studijnich pro-
gramu pfevazuje pocet Zen, u studentd doktorskych studij-
nich programl je dosazeno vyrovnaného poctu muzi
a Zen, nicméné od kariérni Grovné védecky pracovnik za-
znamenavame strmy pokles zastoupeni zen. Celkovy pocet
zaméstnanci v roce 2020 byl 1222 aztoho 580 Zzen
(47 %), to je témef polovina, ale pokud nejvyssi akademic-
ké pozice zastavaji v pfevaze muzi, musi potom vétSina
zen pusobit na niz§ich kariérnich pozicich. Administrativ-
nich, technickych a ostatnich pracovnikd bylo celkem 328
z toho 204 zen (62 %).

V letech 2017 az 2021 bylo na VSCHT Praha jmeno-
vano profesorem’ celkem 47 akademikii, ztoho pouze
3 Zeny, to je pouhych 6,3 %. Tyto tii zeny jsou vSechny
z Fakulty potravinafské a biochemické technologie
(FPBT), v ramci této fakulty je to 33 % ze vSech jmenova-
nych. Z toho vyplyva, Ze na zbylych tiech fakultach nebyla
za poslednich 5 let jmenovana profesorkou ani jedina Zena.
Pokud tento trend bude i nadale pokraCovat, situace
v poméru zastoupeni Zen na nejvyssi akademické pozici,
tedy v pozici profesora, se jesté zhorsi. Z 10 % profesorek
z celkového poctu profesori piisobicich na VSCHT Praha,
vykazovanych ve statistikach z roku 2015, jsou v soucas-
nosti v8echny profesorky jiz v dichodovém véku, i presto
na VSCHT Praha stale ptisobi. B¢hem let 2017-2021 bo-
huzel tii z téchto profesorek zemiely (prof. J. Moravcova,
prof. G. Basatova a prof. A. Kralova). Da se tedy piedpo-
kladat, ze béhem dalSich 5 let mlze dojit k vyznamnému
poklesu podilu zastoupeni Zen na pozici profesora.
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Zde je namisté hledat pfi¢iny této nevyrovnané situa-
ce a odstraiiovat bariéry pro moznost kariérniho rastu Zen.
Pokud soucasny trend nezménime, pomysiné ,nuzky*
zastoupeni muzd a zen na akademickych pozicich se nam
jesté vice rozeviou. Namisté je podpora zenskych talentd,
kterych je na VSCHT Praha bezpochyby dostatek, a moti-
vace talentovanych akademicek, aby usilovaly o ziskani
docentur a profesur. Pozornost by se méla v neposledni
fad¢ zaméfit i na zvySeni podilu Zen na vSech urovnich
vedeni VSCHT Praha, v&etné rozhodovacich organi.
Vzdyt za 70 let samostatné existence méla VSCHT Praha
pouze 2 zeny ve funkci dékanky, a to prof. Julii Haméacko-
vou v letech 1957-1959 a po dlouhé odmlce pusobila
v letech 2015-2018 na Fakulté chemicko-inzenyrské jako
dékanka prof. RNDr. Marie Urbanova, CSc.

Nasledujici obr. 1 a 2 nazorné ukazuji, jak stoupalo
zastoupeni studentek v prubéhu poslednich 100 let ajak
byly zastoupeny Zeny a muzi na riznych stupnich kariéry
od studia az k nejvy$§im akademickym pozicim'.

Referat

V roce 2014 a 2017 bylo provedeno v rameci projektu
TRIGGER statistické Setteni, ve kterém byly zjiStovany
pocty Zen a muzl v letech 2008, 2013 a 2015 na rtznych
stupnich jejich studijni a kariérni drahy, od student( baka-
larskych, magisterskych a doktorskych studijnich progra-
mu ke kariérnim stupnim akademickym, od pozice asis-
tent az po pozici profesor. Z obr. 2 je zietelné vidét obrov-
sky ubytek Zzen na vyssich akademickych pozicich, bohu-
zel tento trend i nadale pretrvava.

3. Vyznamné Zeny na VSCHT Praha

Ukazalo se, Ze jednim z motivacnich nastroju jak
prilakat Zeny do vyzkumu a vyvoje je publikovani zivot-
nich ptib&éhid Zen, které i pres rizné piekazky dosahly ve
veédeckém svété vyznamnych uspéchii a dokazaly utvaret,
jakym smérem se v daném oboru bude dal véda vyvijet
anebo cely novy obor zalozit a dale rozvijet.
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Obr. 2. Zastoupeni muzi a Zen od studentii k nejvyssim akademickym pozicim
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Pii feSeni projetu TRIGGER bylo v letech 2014-2015
uskutecnéno dvacet rozhovord s vyznamnymi, uspéSnymi,
ale i nadénymi a =zalinajicimi Zenami védkynémi
z VSCHT Praha. Rozhovory byly zaméfeny na popis Zi-
votni drahy jednotlivych respondentek a vyznamnych
okolnosti, které formovaly jejich dalsi kariérni drahy. Vy-
povedi Zen byly sepsany do publikace ,,Hledani dynamické
rovnovéhy: tfi generace vyzkumnic na VSCHT Praha“"!,
kterou vydalo Vydavatelstvi VSCHT Praha na pielomu
roku 2015-2016. Jednotlivé piibéhy jsou velmi zajimavé
a kniha podava isvédectvi doby od osamostatnéni skoly
v roce 1952 do soucasnosti. Nasledné po této knize byla na
zékladé rozhovori s dvaceti muzi z VSCHT Praha vydana
i kniha ,.Dynamickd rovnovédha na dosah? S chemiky
z VSCHT Praha o védé a rovnosti®, ktera vysla v prosinci
2017. Ob¢ knihy lze ziskat prostfednictvim autorky tohoto
¢lanku (gro@vscht.cz), k dispozici jsou i v elektronické
verzi v katalogu Vydavatelstvi VSCHT Praha https://
vydavatelstvi.vscht.cz/katalog nebo je mozné je zakoupit
ve vybranych knihkupectvich napf. v Nérodni technické
knihovné v Praze v Dejvicich. Ptibéhy zen byly téz zpra-
covany do formy plakatové vystavy a najdete je i na webo-
vych strankach https://gro.vscht.cz/prectete-si/.

V tomto ¢lanku neni mozné vyjmenovat vSechny
vyznamné Zeny v historii ani ze soutasnosti VSCHT Praha
a uz vubec ne ty, které jsou jejimi absolventkami a prosa-
dily se mimo svou alma mater bud’ v komer¢ni, vefejné
nebo vladni sféfe. Zminime se alespont o nékterych, které
pracovaly na VSCHT Praha.

V letech 2014-2017 pisobilo na celé VSCHT Praha
12 profesorek, mnejvic na Fakult¢ potravinaiské
a biochemické technologie, uvadim jejich jména, na inter-
netu je mozné vyhledat i jejich profily. Byly to: prof. Ing.
Gabriela Basatrova, DrSc., prof. Ing. Jana éopikové, CSc.,
prof. Ing. Alena Cejkova, CSc., prof. Ing. Katefina Dem-
nerova, CSc. prof. Ing. Jana Dostalova, CSc., prof. Ing.
Jana Hajslova, CSc., prof. Ing. Alena Kralova, CSc., prof.
Ing. Jitka Moravcova, CSc., prof. RNDr. Olga Valentova,
CSc. Bohuzel tfi z nich jiz nejsou mezi ndmi, ale tii dalsi
zeny dosahly této akademické pozice v posledni dobé,
kdyz novymi profesorkami byly jmenovany prof. Dr. Ing.
Petra Patakova, prof. Ing. Jana Pulkrabova, Ph.D. a prof.
Dr. Ing. Michaela Rumlova. Na Fakult¢ potravinarské
a biochemické technologie pred rokem 2014 jesté ptsobily:
Prof. Dr. Ing. Martina Mackova, pro obor mikrobiolo-
gie (nar. 1965, profesorkou jmenovana v roce 2000).
Ve velmi mladém véku ji zasdhla zdkefnd nemoc,
roztrousena skler6za. Navzdory tomuto handicapu
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vénovala praci na Gstavu veskerou svoji energii a ¢as.
Predanim medaile Emila Votocka in memoriam oceni-
la VSCHT Praha jeji celozivotni pedagogickou
a védeckou praci a lidské vlastnosti.

Prof. Ing. Ludmila Silhankova, CSc., obor mikrobio-
logie (nar. 1927, profesorkou jmenovéana v r. 1991),
na VSCHT Praha pisobila do roku 1972.

Prof. Ing. Dr. Zora Sormové, DrSc., obor biochemie
(nar. 1915, profesorkou jmenovana v roce 1969). Na
VSCHT Praha pisobila jako externi profesorka do
r. 1972.

Na Fakulté chemicko-inzenyrské, Ustavu fyziky
a méfici techniky pasobi stdle prof. RNDr. Marie Urbano-
va, CSc. a prof. RNDr. Drahoslava Janovska, CSc., ktera
piisobi na Ustavu matematiky.

Na Fakultd technologie ochrany prostiedi Ustavu
technologie vody a prostiedi stale pracuje jako pedagog
a ¢lenka Fesitelského tymu projektu podporeného z TA CR
prof. Ing. Jana Zébranska, CSc.

Za kazdou z vySe jmenovanych Zen profesorek stoji
neskute¢né mnozstvi prace jak pedagogické, tak i v oblasti
vyzkumu, a to nejen v tuzemsku, ale i v mezinarodnim
métitku. Do projektd feSenych v ramcovych programech
EU se zapojuje nejvice prof. HajSlova. Kromé své kazdo-
denni prace se profesorky angazuji i v riznych odbornych
poradnich uskupenich, rozhodovacich organech, jsou za-
pojeny i do dalsiho vefejného Zivota mimo VSCHT a pro-
paguji dobré jméno Skoly i v médiich a na riznych akcich
pro vetejnost.

Dtivodem k zamysleni je fakt, ze Fakulta chemické
technologie nemé ve svych fadach ani jednu Zenu na pozi-
ci profesorky, pfitom potencidl Zen na této fakulté je vy-
znamny, od roku 2005 se zde habilitovalo 9 Zen. Jednou
z pricin mize byt fakt, Ze se zde zajist'uji prednasky, labo-
ratorni cviceni a zkouSeni stovek studentii v bakalaiskych
programech. Velké zasluhy zejména na vyuce predmétu
Obecna a anorganické chemie I a II je nutno pfipsat doc.
Olze Smrékové a doc. Dagmar Sykorové z Ustavu anorga-
nické chemie, ob€ nedavno odesly do dichodu a v jejich
praci dale pokracuji doc. Ing. Katefina Rubesova, PhD.
a doc. Ing. Pavla Nekvindova, PhD., na Ustavu organické
technologie doc. Ing. Eliska Vyskogilova, PhD. a na Usta-
vu chemie pevnych latek doc. Ing. Barbora Dousova, CSc.
O jejim ptibéhu se doctete ve vySe zminiované knize roz-
hovori. Jisté by si zaslouzily v tomto ¢lanku zminku o své
prinosné praci i dalsi Zeny, bohuzel vycet zde neni Gplny.

Prehled habilitacnich fizeni a ftizeni ke jmenovani
profesorem na celé Skole je od roku 2005 veden na webo-
vych strankach Védy a vyzkumu https://www.vscht.cz/
veda-a-vyzkum/habilitace, kde si zvidavy cCtendf muize
najit jména novych docentil, docentek, profesort a profe-
sorek.

Zeny se uplatiiuji i ve vedeni $koly, funkci prorektor-
ky pro védu a vyzkum zastavala v letech 2004—2007 prof.
Ing. Jitka Moravcova, CSc., ktera nasledné kandidovala
ina funkci rektorky. Prof. RNDr. Olga Valentova, CSc.
zastavala po tii obdobi v letech 2008-2016 funkci pfed-
sedkyné Akademického senatu VSCHT Praha, prof.
RNDr. Marie Urbanova, CSc. byla v letech 2015-2018
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dékankou Fakulty chemicko-inzenyrské. V druhé poloving
roku 2021 byla jmenovana prorektorkou pro védu a vy-
zkum prof. Dr. Ing. Michaela Rumlova. Funkei kvestorky
zastava jiz vice jak 10 let Ing. Ivana Chvalna.

Udaje o dalich Zenach, které se v minulosti podilely
na vzdélavani studenti/tek a rozvoji skoly v oblasti védy,
vyzkumu, inovaci a tviir¢i ¢innosti dosud nejsou zpracova-
ny a autorka tohoto ¢lanku bude vdééna za jakékoliv infor-
mace, které by pomohly k doplnéni ptehledu vyznamnych
7en a jejich zasluh narozvoji nejen VSCHT Praha ale
i oboru, které se vzdélanim ziskaném na této Skole souvisi.

Rovnéz tak by bylo nejen velmi zajimavé, ale i uzi-
te¢né mapovat kde se uplatiiuji absolventky VSCHT Pra-
ha, v jakych oborech a v jakém sektoru, jakych dosahly
uspéchi, kolik prace pro spole¢nost za nimi stoji. Nékteré
piib&hy Zen jsou zvetejnény na webu oddéleni komunikace
VSCHT Praha vrubrice Piibshy usp&$nych https://
www.vscht.cz/uspesni, je to vSak jen zlomek téch, které
b&hem 70leté existence VSCHT Praha absolvovaly na této
skole.

4. ,Neviditelné*“ vyznamné zeny

Skola by viibec nemohla existovat, kdyby z ni najed-
nou odesly vSechny zeny, které maji vysokoskolské vzde-
lani v oboru chemie, ale nikde se o nich moc nemluvi
anepise, a které vykonavaji zasadni Cinnosti pro to, aby
Skola jako celek mohla fungovat. Mnohdy pracuji pouze za
tarifni mzdy, které zde dnes bohuzel nedosahuji ani vySe
zarucené mzdy pro ptislusnou kvalifikaci. Kvili své pra-
covni naplni nemaji tfeba moznost vénovat se vyzkumu
avyvoji apostupovat tak na pomyslném kariérnim
a mzdovém zebticku vyse. Jde predev§im o pedagogické
pracovnice, které napf. zajiStuji prednasky, seminare
a zkouseni v klicovych pfedmétech prvnich ro¢nikd baka-
larskych studijnich programi, do nichz se kazdoro¢né
zapisuji stovky studentti, vedou laboratorni cviceni, staraji
se o zkvalitiovani a inovaci vyuky, vytvaii nové studijni
materidly, v soucasné pandemické dob& vymysli a zajist'uji
on-line zpisob vyuky. Nutno také zminit Zeny, vétSinou
absolventky VSCHT Praha, které zajistuji chod fakult na
jejich dékanatech, na pedagogickém oddéleni, rovnéz tak
na oddéleni védy a vyzkumu, v projektovém centru, na
zahrani¢nim oddéleni, odd¢€leni pro strategii a rozvoj. Ne-
smime zapomenout ani na Ustav ugitelstvi a humanitnich
véd, Ustav jazykt a Ustav ekonomiky a managementu a na
servisni pracovisté, jako jsou centralni laboratofe nebo
vypocetni centrum. Zcela vyjime¢nou roli hraje ve fungo-
vani $koly i Centrum informacnich sluzeb, které zalozila
a vede Ing. Eva Dibuszova, Ph.D. a pod néjz spada i Vyda-
vatelstvi VSCHT Praha, které je ve svém oboru ojedinglé
v ramci celé Ceské republiky i Slovenska.

Stale vétsi vaha je kladena i na dobrou prezentaci
VSCHT Praha vic¢i vefejnosti, stiedoskolskym ugitelim
a jejich zakam, ktefi by se mohli v budoucnosti stat nasimi
studenty. V SirSim zabéru se dnes snazi Skola ziskavat
studenty i ze zahrani&i. Siroké spektrum populariza¢nich
akci a dalSich aktivit zajistuje na oddéleni komunikace
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Ing. Petra Karnetova, Ph.D., kterd na tomto odd¢leni pra-
cuje jiz 20 let. Jako absolventka FCHT zna velmi dobie
strukturu a fungovani celé Skoly a hlavné jeji akademické
a védecké pracovniky a jejich aktivity. V dob¢ digitalizace
a rozmachu pouzivani socialnich siti, zejména u mladé
generace, je popularizace chemie nutny zptisob, jak stiedo-
Skolakiim pfiblizit studijni obory a motivovat je
k rozhodnuti jit studovat na VSCHT Praha.

Kdyz srovname obsah publikace ,,Historie vyuky
chemie, osobnosti a udalosti®, kterd byla vydana v roce
2002 a podivame se na strukturu a &innost VSCHT Praha
v roce 2022, zjistime, Ze jsme se ocitli nejen v novém sto-
leti, ale v upln¢ jiné dob¢, kterd ma diky digitalizaci jiné
moznosti, klade na lidi jiné naroky a vSude v pracovnim
procesu dnes hraji vyznamnou roli Zeny, které na VSCHT
Praha tvofi témé&f polovinu ze v§ech zaméstnancti a vic jak
polovinu ze vSech studentd.

Z vyse popsanc¢ho je ziejmé, Zze vétSinu servisnich
Cinnosti veetné vyuky studentli v bakalafskych progra-
mech na VSCHT Praha zajistuji Zeny. Je nasnadg, Ze je
nutno prizplsobit témto okolnostem i systémy fizeni fa-
kult, rektoratu a prakticky celé skoly. Hodnoceni vykonu
pracovnich ¢innosti a dosahovanych vysledkt by se mélo
tykat vSech pracovnikd, ktefi se na chodu Skoly podileji.
V Akademickém senatu, ktery je jednim z fidicich organt
fakult a Skoly mohou byt zastoupeni pouze akademicti
pracovnici a studenti, méli bychom tedy najit zplsob, jak
by se na fizeni §koly mohli podilet i odborni neakademicti
pracovnici/ce (védedti, servisni), mezi nimiz je velky podil
zen. S tim uzce souvisi 1 kariérni fad a finan¢ni ohodnoce-
ni pracovnich pozic, které je poplatné dob¢, kdy vzniklo
a v soucasnosti jiz neodpovida realité, protoze naroky kla-
dené na odborné neakademické pracovniky/ce jsou dnes
daleko vys$i nez v minulosti, napt. pozadované vysoko-
Skolské vzdélani, znalost dalsiho svétového jazyka, coz je
anglic¢tina, umét pracovat s novymi technologiemi a hlavné
se stale ucit néco nového a vymyslet, jak uplatnit nové
postupy ve své Cinnosti. Umét se piizptisobovat novym
podminkam je zakladni pravidlo pfeziti nejen zivych orga-
nismd, ale i této $koly, aby zlstala i nadale nejvyznamnéjsi
instituci svého druhu v Cesku a obstéla i v mezinarodnich
zebriccich. Protoze vynikajicich védeckych vysledki dnes
nelze dosahovat bez podpory solidniho zazemi, zafazeni
studentl a védct do vyzkumnych tymu, vyuzivani kvalit-
nich sluzeb servisnich pracovist a vyuzivani technické
infrastruktury, ktera v oblasti chemie dosahuje mnohami-
lionovych hodnot.

5. Ocenéni vyznamnych pfinosi Zen,
Cena Julie Hamackové

uznat
mnohdy

Abychom  dokazali
i zasluhy téch

Lneviditelnych®  Zen, byla
vroce 2015 v souvislosti
s fesenim projektu TRIGGER
ustanovena na VSCHT nova

©

CENA
Julie Hamackoveé cena'? a byla nazvéna po prvni
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Tabulka I

Cena Julie Hamackové — ocenéni v letech 2015-2021

Referat

Rok Kat.  Jméno Stézejni prinosy Fakulta, Ustav
2015 A Ing. Monika Tomaniova, Manazerské fizeni projekti RP EU a organizace ~ FPBT, Ustav analyzy
Ph.D. mezindrodni konference RAFA potravin a vyZivy
B Cena neudé€lena
2016 A doc. Ing. Pavla Modernizace a e-learning vyuky bakalafskych FCHT, Ustav
Nekvindova, Ph.D studentt (anorganicka chemie I a IT) podil na anorganické chemie
vyzkumu a vyvoji doma i v zahranici, podil na
patentech
B Ing. Jitka SvatoSova Vybudovani systému mezinarodnich mobilit Rektorat, Oddéleni pro
studenttl, fizeni projektd OP PA, iniciace dét- strategie a rozvoj
skych tabord, a iniciace zfizeni predskolniho
zatizeni DK Zkumavka pro déti zaméstnancti
2017 A RNDr. Jana Puncochafova, Mimotadna obliba u studentd, dlouholeta praxe, FTOP, Ustav chemie
CSc. obor ekotoxikologie ochrany prostredi
B Ing. Petr Straka, Ph.D. Popularizace a organizace akci pro déti, osobni FTOP, Ustav
angazovanost pii vystavbé DK Zkumavka pro technologie ropy
predskolni déti a alternativnich paliv
2018 A RNDr. Miroslava Oblibena u studentd, vyucuje pét matematickych ~ FCHI, Ustav
Dubcové, Ph.D., predméta, spravee pocitacové sité, predsedkyné matematiky
Akademického senatu fakulty
B Ing. Anna Mittnerova Reseni projektd s tématikou genderové Rektorat, oddé€leni pro
rovnovahy, iniciace a angaZzovanost v utvareni védu a vyzkum,
vyvazené vnitini kultury na VSCHT personalni odbor
2019 A doc. Ing. Lidmila Mnoholeté plisobeni, vyuka Fyzikalni chemie I FCHI, Ustav fyzikalni
Bartovska, CSc. a Il, vychovala uz 2 generace, velice ¢inoroda chemie
publikaéné, vyukové materidly a skripta,
védecké publikace
B Cena neud¢lena
2020 A Doc. Ing. Eliska Velmi oblibena studenty, vyuguje i v angli¢ting, ~ FCHT, Ustav
Vyskocilova vytvari nové vyukové materialy, publikuje organické technologie
vysledky vyzkumu, prvni Zena, ktera se
habilitovala v oboru Organicka technologie
B Dr. Ing. Pavla Smejkalova  Vyuuje étyfi predméty, oblibena u studentt, FTOP, Ustav
vede laboratofe, program Athens, je knihovnici,  technologie vody
vyucuje studenty jak zohlednit genderové a prostiedi
aspekty ve vyzkumnych pracich podili se na
zabezpeceni soutéze o Cenu Julie Hamackové
v kategorii ¢)
2021 A Doc. Ing. Petra Lipovova,  Velmi oblibena studenty, garantka a inovatorka FPBT, Ustav
PhD. studijnich programt, védeckovyzkumna ¢innost,  biochemie
tajemnice Ustavu, ¢lenka Akademického senatu,  a mikrobiologie
pii ,, lock-downu* pfipravila sérii videoklipt
k Laboratotim, pfipravila poster ,,Jak funguji
vakciny proti COVID-19%
B Ing. Kamila Zdenkova, Kromé pedagogiky se vénuje i vyzkumné FPBT, Ustav
PhD. ¢innosti, napt. stanoveni RNA SARS-CoV-2 ve  biochemie

vodach, vyucuje studenty jak zacleriovat do
studentskych praci analyzu dle genderu nebo
pohlavi, podili se na zabezpeceni soutéze o Cenu
Julie Hamackové v kategorii ¢)

a mikrobiologie
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profesorce a dékance Julii Hamackové. Cena ma tii kate-
gorie, v kategorii A a B jsou kazdoro¢né vyhlasovany vy-
zvy na nominace kandidatek zfad zaméstnankyn Skoly,
v kategorii A téch, které zasadné ptispély k rozvoji védy,
vyzkumu, pedagogiky, inovaci, akademického prostiedi
Skoly, a v kategorii B ocenéni za podporu a prosazovani
rovnych piilezitosti, v této kategorii mohou byt nominova-
ni i muzi. Kategorie C ocefiuje studentské prace, které
zohlediuji genderové aspekty nebo provadi analyzu dle
pohlavi u témat, kde je to relevantni (napf. vyzkum souvi-
sejici s plisobenim chemickych latek na lidsky organismus
a podobn¢). Na udéleni ceny v kategorii A a B byva vyhla-
Sovana vyzva na konci kazdého roku na nominace kandi-
datek/ti. Rozhodovani hodnotici komise o vybéru laureatd
neni vibec jednoduché. Cena Julie Hamackové by méla byt
udé€lovana tém, kteti leckdy stoji v pozadi, ale jsou dilezitym
¢lankem pro fungovani ustavu, katedry, skoly, podileji se na
utvafeni pozitivniho vnimani a hraji dilezitou spolecenskou
ulohu, s dirazem na pedagogiku a Cinnosti, které clovéka
tolik neposouvaji ve vlastni kariéfe, ale udrzuji a posouvaji
doptedu chod celého kolektivu, nebo vyssiho celku. Pro do-
kresleni uvadime jména osob, ze kter¢ho jsou pracovisté
avelmi struénou informaci o tom, za jaké poéiny jim byla
0 Cené¢ Julie Hamackové jsou uverejneny na webovych
strankach https://gro.vscht.cz/cjh/.

Vtomto vyctu neuvadim kandidatky nominované
jejich ustavy na udéleni ceny, je mezi nimi cela fada dal-
Sich zen, které se t&si velké oblibé u studentti a angazuji se
i v dalSich aktivitach napf.:

FCHT

— Ing. Petra Ménova, Ph.D., Ustav organické chemie

— Ing. Alena Rezni¢kové, Ph.D., Ustav inzenyrstvi pev-
nych latek

— Katherine Villa Goméz, Ph.D., Centrum pokrocilych
funkénich nanorobotd

—  Mgr. Yevgeniya Kalachyova, Ph.D., Ustav inZenyrstvi
pevnych latek

FPBT

— Ing. Eva Vaiikova, Ph.D., Ustav biotechnologie

FCHI

—  RNDr. Eva Muchova, Ph.D., Ustav fyzikalni chemie

— doc. Mgr. Fatima Hassouna, Ph.D., Ustav po&itatové

a fidici techniky
— Ing. Hana Souskova, Ph.D., Ustav poéitatové a fidici

techniky
Dalsi pracovisté
— Ing. Dana Strachotovd, Ph.D., Ustav ekonomiky

a managementu
—  Ing. Hana Stépankova, Oddéleni pro védu a vyzkum

Na cenu v kategorii B (podpora a prosazovani rovnych

prilezitosti) byli nominovani i muzi:

—  prof. Ing. Pavel Jeniek, CSc., Ustav technologie vody
a prostiedi

—  prof. Ing. Frantiiek Stépanek, Ph.D., Ustav chemické-
ho inZenyrstvi

—  RNDr. étépénka Smrckova, Ph.D., Ustav technologie
vody a prostiedi

Referat

6. Vyjimecné pociny presahujici ramec
VSCHT Praha

Na zavér je vhodné zminit dvé Zeny, které nejenze
prispély k rozvoji Skoly, svého oboru, ale které jsou uzas-
nymi mordlnimi vzory pro nase studenty, zaméstnance
Skoly a pro celou nasi spole¢nost, a troufnu si podotknout,
ze o nich ne kazdy vi.

prof. Ing. Ludmila Silhankova,
cse.”
Narodila se vroce 1927, VSCHTI
absolvovala vr. 1950, po studiich
pracovala ve Vyzkumném Ustavu
kvasného primyslu a v r. 1952
pfeSla na Fakultu potravinaiské
a biochemické technologie. Kandi-
datskou disertacni praci zde obhaji-
la roku 1958, habilitovala se
vr. 1966. Zejména jeji prace zame-
fené na Slechténi kvasinek pro tech-
nologické ucely ziskaly svétovou
pozornost. Patentovala fadu kmeni
a postupt v oblasti produkéni mi-
vkt ok krobiologie. V dob¢& socialistické
éry méla fadu neptatel v tehdejSim
komunistickém  vedeni fakulty,
pfesto nezatrpkla a i pres své téles-
né postizeni (velmi omezend po-
hyblivost v disledku v détstvi pro-
délané obrny) si zachovala optimis-
mus a strhujici elan do védecké
prace. Profesorkou byla jmenovana az v r. 1991. I ve vyso-
kém veku nevahala zacinat feSit nové aktudlni problemati-
ky v oblasti mikrobiologie a kvasinkové genetiky. Zila
velice skromnym zivotem a pét let po jeji smrti se jeji nej-
blizsi kolegové z ustavu dozvédéli, z Nadace Bona Via, Ze
odkazala 2 200 000 K¢ nadaci Olgy Havlové s pranim, aby
tyto penize byly vyuzity na podporu vzdélavani a rekreaci
déti a mladych lidi se zdravotnim postizenim. Bona Via ji
za to udélila in memoriam prvni cenu v kategorii ,,Zaveét
pomaha“. Na webu Vyboru dobré vile Olgy Havlové
najdete ¢lanek ,,Jiny zpisob, jak pomoci neziskové organi-
zaci“'*, ve kterém vzpomina na prof. Silhankovou na slav-
nostnim veceru predani ceny jeji zacka a kolegyné prof.
Katefina Demnerova.

Ing. Hana Dvoiikova, CSc."”

Ing. Hana Dvorakova, CSc. (nar.
1954), vystudovala na VSCHT
Praha organickou chemii na
FCHT, disertacni praci, vzhledem
k tehdejsim politickym pomérim,
vSak provadéla a obhajovala
v Ustavu orgamcke chemie a biochemie CSAV (UOCHB)
na téma Acyklicka analoga nukleosidd a nukleotidii s mo-
difikovanymi purinovymi basemi. V tomto akademickém
ustavu nadéle pracovala, od roku 1986 ve skupiné prof.
Antonina Holého. V roce 1996 presla na VSCHT Praha,
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kde piisobi do sougasnosti v Centralnich laboratoiich'®.

Je zakladatelkou Nadace Experientia'’, kterou finan-
cuje ze svého podilu na licencnich poplatcich za antivirové
latky vyvinuté s profesorem Antoninem Holym na
UOCHB.

Foto: Predani mimorddné ceny rektora VéV'CHT Praha manzeliim
Hané a Dalimilovi Dvordkovym. Archiv VSCHT Praha

Na tradi¢nim adventnim koncertu VSCHT Praha
v Betlémské kapli v pond¢€li 13. prosince 2021 pfedal Pa-
vel Mat&jka mimo#4adnou cenu rektora VSCHT Praha man-
zelim Hané a Dalimilovi Dvordkovym za dlouholetou
podporu svobodného vyzkumu mladych badatelii a studen-
tt v oblasti chemie'®. Oba jsou tizce spjati s VSCHT Praha
a jsou svym seriéznim jednanim a skromnym vystupova-
nim vzory pro studenty i mladé vyzkumné pracovniky nasi
Skoly. Manzelé Hana a Dalimil Dvotédkovi se pfed dvéma
roky rozhodli vloZit zcela ojedinélou ¢4stku v historii Ces-
ké filantropie — 200 miliond korun — do Nadace Experien-
tia, ktera podporuje mladé védecké talenty. Tato zprava
vyvolala velky spolecensky ohlas, a to zdaleka nejen mezi
védeckou komunitou. Reakce na mimotadny filantropicky
poc¢in manzelti Dvofakovych naplno ukazaly, jak moc tato
zemé potfebuje pozitivni vzory. Jak moc potfebujeme na-
d&ji spocivajici v neokazalém a zarovei autentickém uplat-
fovani ideald humanity. Manzelé Dvotakovi dojali vefej-
nost svou skromnosti, lidskosti a tim, s jakou samoziej-
mosti vyuzili své soukromé penize nikoliv ke svému obo-
haceni, ale k obohaceni Ceské spole¢nosti, resp. svétové
védy.

Ctenatom doporucuji piedist si rozhovory s manzely
Dvorakovymi v riznych médiich napf. ,Jen stézi jsme
vysli, fikaji manzelé Dvotdkovi. Ted mladym védcim
poslou 200 miliond* zvefejnény na webu Aktualné.cz dne
22. 1. 2020 (cit."”) nebo ¢lanek na iDnes.cz ,,Byli u vyvoje
lékgoproti HIV. Netusili, Ze to z nich udéla mecenase vé-
dy“.

7. Zavér
Vysoka skola, ktera byla jest¢ pred 100 lety pouze

muzskou zalezitosti, je dnes Skolou, na které studuji dév-
Cata zrovna tak jako chlapci, na které puisobi fada vyznam-
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nych odbornic ve svém oboru. I pies obcasné pochybnosti
nékterych konzervativci je dnes VSCHT Praha zastoupena
fadou vyznamnych Zen, nemusi byt ani profesorky, ale
bavi je predavat své odborné znalosti dal$im generacim,
aktivné se zapojovat do projekti védeckého vyzkumu,
publikovat, spolupracovat se zahrani¢nimi partnery,

vy

jmeéno této skveélé vysoké skoly doma i v zahranici.
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A. Mittnerova (University of Chemistry and Technol-
ogy, Prague): The Role and Representation of Women
in Chemistry in the Czech Republic, Especially at the
University of Chemical Technology Prague

The article describes the cultural changes of Czech
society in the approach to education and the involvement
of women in research and pedagogical activities in chemi-
cal fields at the University of Chemistry and Technology
in Prague over the last 100 years. The achievements of
female researchers and academics in the last two decades
at this university are reviewed.

Keywords: female researcher, female professor, female
student, gender balance, Julie Hamackova Award
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SVEC FELLOWSHIP

Objective
The goal of CASSS Frantisek Svec Fellowships for Innovative Studies is to CASSS -
provide resources to graduate students and post-doctoral researchers so that they SHARING SCIENCE SOLUTIONS

may explore and blend a range of possible ‘out of the box’ or cross-disciplinary
training or innovative learning opportunities in the broad fields of
biopharmaceutical science and technology — and thereby help build their capacity to be future leaders in
biopharmaceutical development. The fellowship honors and embraces the legacy of Frantisek Svec who set a high bar
for scientific creativity, excellence, and service during his distinguished scientific career.

Eligibility
Graduate students currently enrolled in a degree-granting program and post-doctoral researchers working in either
academic or industrial laboratories studying a discipline relevant to biopharmaceutical sciences are encouraged to
apply. The relevant disciplines include protein and nucleic acid therapeutics, vaccines, cell therapy, and gene therapy,
etc, — as well as the application of chromatographic and electrophoretic separation methods within the field. The
competition for the Svec Fellowships is open to graduate students and post-doctoral fellows worldwide who likewise,
may apply to conduct their fellowship anywhere in the world.

Evaluation Criteria
Successful fellowship proposals will request support for innovative learning opportunities that creatively seek to
expand the scope of applicants’ current activities. The scientific rationale of the proposed project must be clearly and
compellingly articulated. Fellowship funds must be applied to academic and scholarly purposes, not
commercialization of discoveries of their current research. Examples of suitable activities include (but are not limited
to) enrollment in training courses (e.g., a Cold Spring Harbor training course), extended study of a discipline new to
the applicant in an academic or industrial laboratory, an internship with a pharmaceutical regulatory agency or health
care delivery organization. The proposed project should be realistic in scale — e.g., attend a specialized training
program not launch a 6-month research expedition to Antarctica. Applicants should note that the above examples are
just that, examples. You are encouraged to think outside the box and design novel learning activities that will both
serve your own development and potentially provide models for future training programs.
Applicants may apply for up to $5,000 to be used to pay enrollment fees, travel, living expenses, and materials that
support the objective of the fellowship application. Funds may not be used to pay institutional overhead at the
applicants’ current institution.
If the proposal includes work or study at another laboratory or institution, a letter of acceptance or permission from the
site of the fellowship must be included with the application.

Responsibilities of the successful fellowship awardee

Along with supporting your innovative studies, our goal is to introduce you to the CASSS community of scientists.
Each awardee will craft a single page summary of what was accomplished during their fellowship (goals, milestones,
what was accomplished or not and why/why not) and provide an accounting of how the funds were spent. We look
forward to all awardees must participate (e.g. present a poster or talk, co-lead a workshop, or facilitate a round-table,
etc.) in a CASSS sponsored conference within 18 months of the conclusion of their project. The fellowship includes
waived registration at said conference and reasonable travel and lodging reimbursement (which is not part of the
original fellowship award). At the conference, the awardee will be assigned a conference “mentor” who will help
introduce the awardee to the CASSS community, be recognized as a Svec Fellowship recipient, and invited to the
conference activities such as a speaker networking dinner.

Application process
Completed applications will be submitted as a single pdf file through the CASSS application portal https:/
www.casss.org/page/Fellowships
The application must include a project description (not to exceed two pages) which describes the scientific rationale,
how the project is responsive to the program objective, the applicant’s qualifications to carry out the project and how
the applicant will apply the knowledge gained through completion of the project to her/his future professional
activities. In addition to the project description, the applicant should include:
— A two-page curriculum vitae detailing degree(s) held or in progress and summarizing related publications,

presentations and other relevant information.

— A letter of recommendation from the applicant’s direct advisor or supervisor.
—  If the recipient plans to spend time in another laboratory, a letter from the responsible individual of the laboratory
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Clenské sluzby a vyhody | Ceska spole¢nost chemicka

Zapojeni v Ceské chemické spolegnosti, &lenu Asociace Geskych chemickych spole¢nosti, EuCheMS, ECTN-A a CSVTS piinasi
individualnim chemikiim, kromé vlastniho ¢lenstvi v nejvétsi a nejstarsi ceské profesni organizaci chemiku (zal. 1866):

ROZSIRTE SVE KONTAKTY
—  celosvétoveé uznavanou piislusnost k jedné z nejstarsich profesnich organizaci v chemii na svéte,
—  moznost zapojeni se do prace a komunikace v jedné z mistnich & odbornych pobocek CSCH,
—  kontakty, informace, sluzby, moznosti, uplatnéni, ...
—  pfistup ke sluzbam a slevam poskytovanym ¢lenskymi organizacemi EuCheMS pro ¢leny narodnich organizaci,

—  moznost piidruzeného ¢lenstvi v IUPAC, a z toho plynouci sleva u nakladatelstvi Blackwell a na konferencich
sponzorovanych [UPAC, ¢lenové IUPAC dostavaji ¢asopis Chemistry International,

—  moznost ziskani a doporugeni ¢lenské piihlasky do vyznamnych zahraniénich chemickych spoleénosti (RSC, ACS, GDCh, GOCh, SFC aj.),

ZUCASTNETE SE NARODNICH SJEZDU

—  moZnost zicastnit se narodnich sjezdi s vyznamnou slevou pro ¢leny, které jsou pofddany kazdoro¢né, jednou na Slovensku
jednou v CR, .
ZLEPSETE SVOJI INFORMOVANOST

— moznost dostavat 4x ro¢né zdarma tzv. ,,bulletinové ¢islo® Chemickych listd v tisténé ¢i elektronické podobé,
— moznost dostavat 4x ro¢né, cestou elektronické posty, ¢lenské upozornéni na nejdilezitéjsi udalosti a aktuality,

—  volny piistup k &lenskému magazinu ChemViews (http://www.chemistryviews.org/), jehoz je CSCH spoluvlastnikem,
a to 1 na vasem mobilnim telefonu apod.,

—  c¢lenské informace o novych knihach, produktech a sluzbach i o pfipravovanych odbornych akcich na celém svéte,

— informace o déni v evropskych strukturach, jako napt. EuCheMS, ECTN, EC2E2N a podobné,

—  pfistup k elektronickym informa¢nim médiim Spolecnosti,

—  volny piistup k tiSténym verzim ¢asopisi ChemPubSoc Europe v , knihovné CSCH*, kterou po dohod s PiF UK Praha zfidila
CSCH v Knihovné chemie (sidlici v budové Hlavova 8/2030, Praha 2, Albertov, piizemi, v mistnostech ¢. 148, 149, 150).

ZAPOJTE SE DO RESENI GRANTU EU
— moznost participovat na feSeni granti s evropskymi partnery, jako napti ECTN a partnerskymi narodnimi spole¢nostmi.

USETRETE PENIZE
—  moznost objednani pfedplatného Chemickych listd s vyznamnymi slevami,
—  podstatné slevy u vlozného na sjezdech a konferencich, jejichz oficialnim potadatelem je CSCH,

—  vyznamnou slevu (ca 90 %) na piedplatné Casopisu Chemistry — A European Journal, a dal§ich evropskych ¢asopisii
konsorcia ChemPubSoc Europe, jichZ je CSCH spolumajitelem,

—  pfistup ke sluzbam a slevdm poskytovanym ¢lenskymi organizacemi EuCheMS pro ¢leny narodnich organizaci,

—  moznost ziskani p¥ileZitostnych slev obchodnich firem spolupracujicich s CSCH,

—  slevu pfi zap@ijceni automobilu (az 35 %) u spole¢nosti AVIS a HERTZ na celém svet€, kromé Australie, a pouziti t€chto
automobill na akcich v CR za specialni tarify,

—  sleva 20 % z publikac¢nich poplatkl v ¢asopise ChemOpenChem, ktery spolec¢nost spoluvlastni.

ZDURAZNETE SVOJI PROFESIONALITU

— moznost zazadani o evropskou nostrifikaci chemického vzdélani a odborné praxe spojenou s udélenim titulu EurChem,
platného v celé EU, . .
BUDTE VIDENI

— moznost uplatnit informace z vlastni pracovni ¢innosti (vysledky, novinky, inzerce, tiskova oznament aj.),
— moznost zvefejnéni vlastniho oznameni v rubrice Bulletinu Chemickych listti ,,Praci hledaji,

— afadu dalsich sluzeb, které se teprve sjednavaji,
PRO FIRMY A PODNIKATALE

—  Firmam, podnikim, institucim a dal§im pravnickym osobdm nabizi CSCH mimo jiné i tzv. ,kolektivni ¢lenstvi, pii kterém
se ve vzajemné smlouve sjedna to, ¢im mohou pomoci jedna strana druhé. Podrobnosti na dotaz.
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Excellence in Science

Svycarsky ndz analytiky

Inspirovany vérnosti a spolehlivosti — to je nova éra SFC

Superkriticky fluidni chromatograficky systém Nexera UC Automatizovany proces vytvareni metod

je dostupny v rdznych konfiguracich tak, aby poskytoval pro LC nebo SFC testovani

aplikacné specifické feseni zakaznikim ve farmaceutickém,

chemickém a potravinarském primyslu. Unikatni hardwa- Kombinace se superkritickou fluidni extrakci
rové inovace zarucuji spolehlivou a stabilni analyzu, kterou spojuje rychlou a jednoduchou pfipravu vzorku

Ize ziskat idedlni nastroj pro narocné separace vzorkl. Diky s nejmodernéjsi chromatografickou analyzou a vysoko-
spojeni specificity MS detekce a vSestrannosti SFC dosah-  citlivostni detekci
ne tento systém nejvyssi mozné citlivosti.

Bezprecedentni stabilita tlaku zajisti pfesna
a reprodukovatelna data

pomoci unikatniho nizko-objemového regulatoru
zpétného tlaku

Rychlejsi pratoky, vyssi vykon a nizsi naklady

na analyzu

diky nizko-viskézni mobilni fazi, ktera je nejvice pratelska
k Zivotnimu prostredi

www.shimadzu.eu/next-era-SFC
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Are you using yesterday's tools for
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The MilliSentials Lab Labeling System
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