Chem. Listy /04, 997 (2010)

Uvodnik

Vyvoj spolecenského vnimani rizika spojeného s existenci chemickych vyrob v okoli bydlisté

a jeho diisledky na vyvoj chemického priimysiu

Z rozboru odborné literatury plyne, Ze citlivosti verej-
nosti k vnimani rizika spojeného s existenci chemického
vyrobniho podniku v blizkosti jejich bydlisté nebo mésta se
stale vyviji, a Ze tento vyvoj md ve svéte spolecné rysy.
Vyvoj postojii obyvatel k provozu chemickych vyroben
souvisi s ekonomickou urovni regionu, s jeho historii
i perspektivou jeho vyvoje. Moderni spolecnost neodmita
chemické produkty, pouZivad je bez zdbran a dokonce bez
nich neni schopna existence, ale, podle stupne vyvoje,
nékdy protestuje proti existenci vyroben chemického prii-
myslu, které tyto produkty vyrabéji. Protest ma riizné urov-
né a riizné divody.

Regiony s nizkou ekonomickou urovni. Obyvatelé
téchto regionii jsou radi, Ze maji v regionu podnik, ktery
poskytuje prilezitost k zaméstnani a prinasi do regioni
financni prostiedky. Proti pritomnosti chemického podniku
neprotestuji a prijmou bez zabran zaméstnani v chemickém
podniku, protoZe jinou moznost vyhodného zaméstnani
Casto nemaji. Snaseji bez vyraznych protestii disledky
existence chemického podniku, napriklad nocni hluk cer-
padel a jinych zarizeni. Obyvatelé jsou schopni i tolerovat
znecistént ovzdusi a vod ci skladky odpadu. Problém ana-
lyzy rizika havarie chemické vyrobny v téchto regionech je
samozrejmé vyznamny pro vyrobce, protoze kazda havarie
predstavuje vyznamnou ekonomickou ztratu. Vyrobce vsak
neni vystaven tlaku obyvatel v okoli na zruseni nebo zdsad-
ni omezeni vyroby.

Regiony s vysokou ekonomickou urovni. Obyvatelé
techto regionit maji casto zajisténou Zivotni existenci nezd-
vislou na chemické vyrobé. Vyrobky chemického primyslu
samoziejmé pouzivaji a jejich dostupnost na trhu berou
Jjako samozrejmost. Obyvatelé téchto regionii ale nékdy
vaimaji riziko pritomnosti chemického podniku v jejich
regionu jako nezadouct riziko v jejich okoli, které by bylo
ucelné odstranit. Chemicky podnik miize obtézovat okoll,
napr. hlukem cerpadel v nocni dobé. Obyvatelé téchto
regionii chtéji chemické vyrobky pouzivat, jen by chtéli,
aby byly vyrabeény nékde jinde, nez v jejich okoli. Pritom-
nost chemické vyrobny v okoli casto ovliviiuje cenu staveb-
nich pozemkii a cenu domii a bytii.

Intuitivni pojimani rizika veiejnosti v okoli vyrobny.
Obecné je mozné konstatovat, Ze pojimani rizika obecné je
intuitivni, nikoliv racionalni myslenkovy proces. To kom-
plikuje FeSeni vztahu vyroben chemického priimysiu
k obyvateliim v okoli. Je to ale obecny jev souvisejici
s vaimanim rizika, ktery ma tyto rysy.

Prieceriovani dusledkii ,velkych* havarii bez pii-
hlédnuti k pravdépodobné frekvenci jejich vyskytu. Verej-
nost je pri hodnoceni rizika ovlivnéna hlavné celkovymi
duisledky jedné havarie, ale nebere v uvahu frekvenci vy-
skytu havarie. Klasickym prikladem jsou havarie letadel.
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Verejnost vnima jako vysoce tragickou havarii letadla, kdy
zahyne najednou nékolik desitek osob. Na verejnost piisobi
emocné zprava i zprava o havarii autobusu. Na strané
druhé je spolecnost chladna k zabiti vyssiho poctu osob na
silnicich pri béznych havariich, kde jsou osoby zabijeny po
dvou nebo po tiech. Tento subjektivni rys vnimani rizika
vede nékdy k vytvareni predstavy katastrofickych, ale ne-
pravdépodobnych scénaiii v chemickém priimyslu, napr.
predstavy vytvoreni velkého horlavého oblaku, ktery je
schopen pri vybuchu zabit stovky nebo tisice lidi. Statistiky
vybuchit horlavého oblaku vsak dokazuji, Ze tyto scénare
Jsou vysoce nepravdépodobné, ale mohou obyvatele znepo-
kojovat.

Smirieni s rizikem jii zavedenych procesii, ale omeze-
nd tolerance k vystavbé procesit novych. Obyvatelé
v okoli chemickych vyroben jsou casto smifeni s existenci
procesii jiz v chemické vyrobné zavedenych, ale odmitaji
prijmout rizika novd, napr. protestuji proti vystavbé nové-
ho provozu ¢i zasadni rekonstrukci provozu.

Uloha ndzvu zakizeni. Obyvatelé v okoli chemické
vyrobny casto nemaji predstavu o rizikach daného procesu
pro obyvatele v okoli. Jako priklad bych uvedl protest pro-
ti vystavbé Fizené ekologické spalovny nebezpecnych odpa-
dii, presto, zZe vystavba nové spalovny s Fizenym reZimem
spalovani snizuje riziko pro okoli a predstavuje pokrok
v ochrané Zivotniho prostiedi, obyvatelé protestuji proti
vystavbé. Diivodem je ndzev a neznalost funkce a kontroly
zarizeni.

Protest proti riziku chemické vyrobny jako zajimava
Zivotni role. V soucasné spolecnosti neni jednoduché najit
svoji zivotni roli a neni jednoduché se smi¥it s tim, ze dany
Jedinec je standardni soucdsti lidské spolecnosti. Ucast
v protestnich akcich, napriklad v akci , zaviete chemicky
podnik, protoze je zdrojem rizika a prestéhujte jej nékam
Jinam* muze byt zdkladem nestandardni role jedince
v lidské spolecnosti, ktera mu poskytuje pocit osobni reali-
zace a vyjimecnosti. Uspésné plnéni této role by viak vyza-
dovalo i odpovidajict urover technického vzdélani. Aktivis-
té skupin zamérenych na sniZovdni rizika havarii
v chemickém priimyslu jej vsak vzdy nemaji.

Zavér. Protesty proti riziku vyroby chemickych latek
v regionech s vysokou ekonomickou tirovni, coz je i Ceskd
republika, vedou nekdy k tomu, Ze jsou nékteré vyrobny
uzavieny a produkty jsou nakupovany v regionech s nizsi
ekonomickou urovni, kde se vyrobci nemusi obdvat protes-
tii obyvatel.

Necitim se zpiisobily hodnotit, zda je to pozitivni nebo
negativni disledek vyvoje. AvSak chemicky primysl, ale
i regiony, vyrobci i obyvatelé, kde jsou chemické vyrobny,
musi s touto skutecnosti pocitat a néjak se s ni vyrovnat.

Jozef Hordk
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2.3.

. Uvod

Tuberkuléza (TB) je infekéni onemocnéni vyvolané
kmeny komplexu Mycobacterium tuberculosis, které se
§ifi kapénkovou nakazou. V posledni dobé se dramaticky
roz8ifila epidemiologicky velmi zdvaznd multilékové re-
zistentni tuberkuléza (multidrug-resistant tuberculosis;
MDR-TB), odolna vii¢i dvéma nejucinnéjsim antituberku-
lotikim prvni linie isoniazidu (INH) a rifampicinu (RIF)'.
Od roku 2006 je noveé uzivan termin extenzivné rezistentni
tuberkuloza XDR-TB  (extremely/extensively  drug-
resistant tuberculosis) rezistentni navic vici jakémukoli
fluorochinolonu a nejméné jednomu z injekénich 1é¢iv
druhé volby — amikacinu, kapreomycinu a kanamycinu®.
XDR-TB je bohuzel casto nelécitelna, problematicka je
i koincidence tuberkul6ézy s HIV infekci. Rezistentni for-
my tuberkuldzy byly zaznamenany ve vice nez 45 zemich
svéta, jeji rozsiteni je kritické pfedevsim ve vychodni Ev-
ropé, stiedni Asii a v Africe.

Obecny mechanismus vzniku rezistence spocivéa napf.
v modifikaci cilovych mist, jejich nadprodukci, zménéné
farmakokinetice ¢i metabolizaci 1é¢iv. U mykobakterii
predstavuje vysoce lipofilni bunééna sténa vyznamnou
bariéru pro transport aktivnich molekul a miZze tak pfispi-
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vat ke snizené citlivosti. Rezistence na léky proti TB vy-
chazi ze selekce pfirozené se vyskytujicich mutanti
s vrozenou odolnosti. Caste¢né potladeni bakterialniho
bujeni a vznik rezistentnich organismii muize vyplynout
z nedbalého dodrzovani terapeutického rezimu, nevhodné
preskripce, interakci ¢i nedostateéného vstiebavani 1éCiv.
Hrozbou pro budoucnost se stavaji latentni neboli spici
kmeny, které jsou rezervoarem pro propuknuti onemocné-
ni v pfipadé snizeni imunity organismu’.

Lécba MDR-TB je stalou vyzvou a zahrnuje tfi hlavni
oblasti zkoumani:
a) Nové latky pfindSejici zkrdceni doby lécby TB ze
soucasnych 6-9 mésicti na dva nebo méné; zejména
jsou Zadany slouceniny se sterilizujicimi G¢inky viici
mykobakteriim.
Vyvoj molekul s novym mechanismem u¢inku bez
zktizené rezistence s uzivanymi 1éCivy.
Vyvoj novych léciv zlepSujicich 1écbu latentni infekce.

b)
<)

2. Vyzkum novych lé¢iv piisobicich
vii¢i MDR-TB kmenim

Sméry soucasného vyzkumu zahrnuji pfipravu a tes-
tovani zcela novych struktur, modifikace znamych mole-
kul, zkoumani ptirodnich latek, kombinace l1é¢iv za ucelem
zkraceni doby léCeni, vyvoj novych 1ékovych forem
s postupnym uvoliiovanim aktivni latky, coz umozZni snize-
ni frekvence podavani nebo i velikosti davek®. Velmi aktu-
alni je vyzkum v oblasti tzv. cileni (angl. targeting), tj.
hledani potencialnich molekularnich cilt, zejména enzy-
mu. Vedle chemoterapie nabizi také nové moznosti imuno-
terapie, napt. DNA vakciny nebo vyuziti cytokint®.

Soucasné trendy sméfuji pfedevsim k syntéze malych
molekul s nizkou miniméalni inhibi¢ni koncentraci (MIC),
fyzikalné-chemickymi parametry v pozadovaném rozmezi
(napt. podle Lipinského pravidla péti) a optimalnim toxiko-
logickym profilem vyjadfenym indexem selektivity (SI)’.

2.1. Modifikace struktur pouzivanych 1é¢iv

Nejstarsim pristupem jsou modifikace struktur klinic-
ky uzivanych 1é¢iv, pfedevsim isoniazidu, thioamidu, ri-
fampicinu, pyrazinamidu (PZA), ethambutolu (EMB)
a skupiny chinolonii. Zejména nové chinolony jsou velmi
perspektivni®. Tato kapitola je pro svilj rozsah presunuta
do suplementu piistupného na webové strance Chemic-
kych listu.

2.2. Struktury v preklinickém a klinickém
stadiu vyvoje, tzv. ,leads*

Do této skupiny jsme zaradili slouceniny nachazejici
se v literatufe pod riznymi nazvy a zkratkami — linezolid,
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TMC207, PA-824, OPC-67683, SQ109, FAS20013, LL-
3858 a BM212.

Linezolid (fa), jenz patii do skupiny oxazolidinont®,
se pouziva pro lécbu infekei zptisobenych multirezistentni-
mi bakteriemi vcetné streptokokli a methicillin-
rezistentniho Staphylococcus aureus (MRSA). Firma Pfi-
zer ho uvedla na trh i do CR pod nédzvem Zyvoxid. Linezo-
lid byl pouzit pro 1é¢bu tuberkulézy v davce 600 mg jed-
nou az dvakrat denné s dobrym ucinkem. Zasahuje do
syntézy mikrobialnich proteind, cilen¢ inaktivuje 30S nebo
70S ribosomalni komplex®. Jeho thiomorfolinovy analog
PNU-100480 (/b) vykazal vysokou aktivitu vii¢i rezistent-
nim kmentm M. the. (MIC < 0,5-4 pg ml™"). Je dobie
absorbovan a tolerovan u zvifecich modeld’.
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Novym oxazolidinonem obohacenym o tetrazol je
DA-7867 (II). In vitro je G¢innéjsi nez linezolid, MIC se
pohybuje v rozmezi 0,03-0,5 ug ml™" (cit.®). Prestoze si
jsou obé¢ slouceniny strukturalné velmi podobné, 1isi se ve
farmakokinetice. Plazmatick4 hladina linezolidu je u mysi
po 4 hodinach oproti DA-7867 velmi nizka, ¢imz mize byt
vysvétlovana jeho nizsi aktivita.
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TMC207 (diive R207910; III) je diarylchinolin firmy
Johnson & Johnson. Ma vyhodné vlastnosti, zejména vy-
sokou aktivitu viéi senzitivnim i rezistentnim TB kmentim
v koncentraci od 0,03 ug ml™", dlouhy biologicky pologas
dovolujici podavani jednou tydné, neinteraguje s ostatnimi
antituberkulotiky® a nema zk¥iZenou rezistenci s léky prvni
linie. Pouziti samotného TMC207 je stejné ucinné jako
kombinace RIF, INH a PZA. Byla pozorovana synergicka
aktivita s dal$imi antituberkulotiky. Unikatni mechanismus
pusobeni — inhibice mykobakterialni membranoveé vazané
ATP-synthasy — nabizi velky potencial, protoze se tyto
enzymy u ¢lovéka znaéné lisi od mykobakterialnich. Vy-
kazuje zcela jedinecnou duélni aktivitu jak vici spicim, tak

999

Referat

vuci replikujicim se subpopulacim, ¢imz se 1isi od béznych
antituberkulotik. Jednd se o jednoho z nejslibnéjSich kan-
didati za poslednich 30 let (cit.?).

Dalsi slouceninou, ktera se nachazi ve II. fazi prekli-
nického zkouseni, je bicyklicky nitroimidazopyranovy
derivat, nitroimidazo[2,1-b]oxazin (PA-824; V), ptsobici
na replikujici se i nereplikujici se mykobakterie'®. PA-824
zpusobuje hromadéni hydroxymykolovych kyselin inhibici
enzymi, které je oxiduji na ketomykolaty. Je stejné aktivni
na mono- i multirezistentni kmeny M. thc. v koncentracich
0,015-0,25 pg ml™', nevykazuje zkiizenou rezistenci s
b&znymi antituberkulotiky''. Pasobi synergicky s RIF a
chinolony, v kombinaci oddaluje vznik rezistentnich mu-
tantd. Oproti béznym antituberkulotikim ukazal vysokou
baktericidni aktivitu proti vSem MDR 1i latentnim kmen{im.
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V druhé fazi klinického zkouSeni je také latka OPC-
67683 (V). Ma 67 krat vyssi aktivitu nez bézné uzivana
antituberkulotika, jeji MIC proti M. tbc. je 0,006-0,024
png ml™', vykazuje vynikajici in vitro aktivitu va&i re-
zistentnim a senzitivnim TB kmendm a nemé zktiZzenou
rezistenci s antituberkulotiky prvni linie'*. Diky dlouhému
biologickému polocasu, chybé&jici metabolizaci enzymy
CYP a Géinnosti i u imunokompromitovanych mysi by
mohl byt pouzivan pfi 1écbé HIV pozitivnich pacienth
infikovanych soucasné tuberkuldzou. Jiz pii nizkych kon-
centracich plsobi inhibici syntézy methoxymykolovych
a ketomykolovych kyselin. Stejné jako PA-824 patii OPC-
67683 mezi proléciva, je metabolizovan na denitroderivat.
Ob¢ uvedené slouceniny maji hydrofobni charakter, coz
miize vést k problémiim biodostupnosti’.

Syntéza a screening knihovny analogti ethambutolu
obsahujicich ethylendiaminovy farmakofor pfinesly objev
N-geranyl-N’-(adamantan-2-yl)ethan-1,2-diaminu (SQ109;
VI) vykazujiciho vynikajici in vitro aktivitu proti M. tbc.
(MIC 0,16-0,64 pg ml™") véetnd EMB, INH a RIF re-
zistentnich kmenti. SQ109 je jako prolécivo rychle meta-
bolizovan v jatrech'. Pfesny mechanismus uéinku neni
znam, ale predpoklada se, ze zasahuje do biosyntézy bu-
nécné stény, a to jinym zplUsobem nez ethambutol.
V kombinaci s RIF a INH vykazuje in vitro synergickou
aktivitu, kombinace se STM a hrani¢n¢ i s EMB ma aditivni
ucinky. V porovnani s EMB ma 14-35 krat vyssi aktivitu.

Sulfonylacetamidovy analog 3 -ketoacyl synthasy
FAS20013 (VII) vykazuje aktivitu v koncentracich 0,75 az
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1,5 ug ml™". Pravdépodobné interferuje se syntézou ATP
a dulezitymi kroky energetickych metabolickych drah,
navic inhibuje biosyntézu mykolovych kyselin. Je charak-
terizovan jako idealni antituberkulotikum, plsobi bakteri-
cidné na pomalu rostouci mykobakterie, nikoli na nepato-
genni organismy. U klinickych izolatd nebyla nalezena
rezistence ani po nékolikanasobnych pokusech ji induko-
vat. Pisobi velmi rychle, za 4 hodiny expozice usmrti vice
organismu nez INH ¢i RIF za 12 az 14 dni. V kratko-
dobém horizontu je velmi G¢inny vici kmenim rezistent-
nim na vétSinu pouzivanych antituberkulotik. Laboratorni
pokusy naznacuji vynikajici schopnost sterilizovat TB 1éze
a vymytit latentni infekci vyskytujici se u jedné tretiny
svétové populace. Terapeutické hodnoceni na modelu TB
infekce u mysi opakované ukazalo jeho ucinnost bez neza-
doucich vedlejsich Gc¢inkd. Sloucenina je témét ze 100 %
oralné biodostupna a doposud nebyla zaznamenana jeji
toxicita, i kdyz byly podavany az desetinasobky ucinné
davky''.

Pyrrol LL-3858 (Sudoterb; VIla)'® je nyni ve fazi II.
klinickych zkousek v Lupin Ltd. Sloucenina patii do sku-
piny rostlinnych alkaloidd a obsahuje isoniazidovou ¢ast.
Stejné jako INH ma baktericidni irn vitro aktivitu v rozmezi
MIC 0,025-0,12 pg ml™', piisobi synergicky s RIF. Kom-
binace s INH, RIF a PZA vedla u mysi ke kompletni steri-
lizaci senzitivnich i MDR kment béhem dvou mésica,
spolu s RIF a PZA vyléc¢il TB u vSech druht zvifat za tii
meésice. Sloucenina vykazuje dobrou biodostupnost a dav-
kovani postacuje jednou denné.

Italsti autofi objevili skupinu pyrrolovych derivatu,
z nichZ nejvy88i aktivitu proti rezistentnim i latentnim
kmenim mykobakterii vykéazala sloucenina oznacena
BM212 (VIIIb). Jeji MIC se pohybuje v rozmezi 0,7-1,5
pg ml™' (cit."?). Strukturélni obmény vedly k thiomorfo-
linovému analogu VIllc s niz§i toxicitou a vySsi aktivitou
(MIC 0,4 pg ml™)',
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2.3. Vyzkum v oblasti novych cilovych struktur
pro aktivni molekuly

V poslednich letech je ve vyzkumu novych léciv kla-
den nejvétsi diraz na zasah do pisobeni enzymu esencial-
nich pro zivotaschopnost mykobakterii. Cilova mista no-
vych antituberkulotik zahrnuji syntézu DNA, RNA, bunéc-
né stény ¢i drahy energetického metabolismu.

2.3.1. Biosyntéza bunécné stény

Vysoce lipofilni mykobakteridlni bunééna sténa ma
zcela specifické slozeni, proto je atraktivnim mistem piso-
beni novych molekul. Tvofi ji tii hlavni slozky — peptido-
glykan, arabinogalaktan a mykolové kyseliny.

Inhibitory syntézy mykolovych kyselin

Oproti vétsiné organismii maji mykobakterie dva
enzymatické systémy syntetizujici mastné kyseliny, syn-
thasu mastnych kyselin I a I (FAS I a II). FAS I bimodal-
n¢ produkuje nasycené mastné kyseliny — palmitovou
a tetrakosanovou, kdezto FAS II, slozeny z fady nezavis-
Iych enzymu (véetné InhA) a vyzadujici pro svou ¢innost
acyl carrier protein (ACP), je zodpovédny za syntézu my-
kolovych kyselin'®.

InhA, enoyl-ACP reduktasa, je kliCovym enzymem
biosyntézy mykolovych kyselin a je jednou ze slozek FAS
II. Na InhA pulsobi isoniazid, vyvoj vSak sméfuje k hledani
takovych molekul, které inhibuji InhA pfimo, bez nutné
pfedchozi aktivace enzymem KatG, ¢imz dojde
k ptrekonani mechanismu rezistence vic¢i INH. Jednou
z takovychto skupin jsou substituované pyrrolidin-3-
-karboxamidy (ZX), z nichz se vysoce aktivnimi jevily
slouceniny s elektronegativni substituci v meta-poloze
benzenového jadra®®. Dalimi pfimymi inhibitory jsou
piperazinové a piperidinové amidy (X), z nichz je nejucin-
n&jsi  [4-(3-chlorfenyl)piperazin-1-y1](2,4-dimethylfenyl)
methanon®'. Ukazalo se také, Ze antiseptikum triklosan
(XIa) pisobi inhibi¢né na FAS II systém. MICy, triklosanu
je 12,5 ug ml™ (M. the. Hi;Rv), u analogickych difenyle-
therti substituovanych v poloze 5 ethylem ¢i pentylem
(X1b) tato hodnota klesa na 3,8, resp. 1 pg ml™, zatimco
vyrazné prodlouzeni tohoto fetézce se projevi znaénym
poklesem aktivity. Triklosan a jeho derivaty 6PP a 8PP
ucinkuji obdobné dobie na INH-senzitivni i rezistentni
kmeny*’. Bylo zji§téno, Ze také heterocyklické ortho-
kondenzované diazaboriny (XII) blokuji funkci InhA tvor-
bou kovalentni vazby boru s 2’-hydroxylem ribosy
v NAD" (cit.”).

o =
Wa
S\ vila x= N CF, R'=H R?=—NH
N X 3
p—
/N\ CH, Villo X'= N—CHs R'=Cl R2=OCI
R1 -2
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Fenazinaminové derivaty odvozené od antileprotika
klofaziminu vykazuji aktivitu viéi fadé klinicky izolova-
nych tuberkuléznich kment, véetné MDR. Mechanismus
jejich tcinku je komplexni, blokuji déleni bun€k vazbou
na guanin v DNA a nedavno byla zjiSténa na davce zavisla
inhibice biosyntézy mykolovych kyselin. Nékteré derivaty
maji i dalsi farmakologické Gc¢inky, napt. zvraceni inhibic-
niho efektu mykobakteridlnich proteini na fagocytézu
napadenych bungk®*?.

Kromé klofaziminu (XI/Ia) se jedna napt. o jeho vy-
soce ucinné derivaty B4154 (XI1Ib) a B4157 (XIlIc). MICy,
B4154 byla 0,25, B4157 0,12 a klofaziminu < 1,0 pg ml™,
pri¢emz in vivo (u mysi) se jevil nejefektivnéjsi v davce 20
mg kg den™! klofazimin®. Vysoce aktivnim dihydrofena-
zinem je slou¢enina nazvana OPC-37306 (XII1d). Jeji MIC
je 0,1-0,2 mg ml" vigi rezistentnim kmentim M. the. (INH,
RIF, EMB, STM) a M. bovis BCG, nejevi vSak zadnou akti-

vitu proti grampozitivnim ani negativnim bakteriim®.

Xllla R'=R3=
R! R2 1-pR3 =
, , Xlllb R'=R3=
crre
3
R4 N" N
H
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Dalsim inhibitorem syntézy mastnych kyselin je ce-
rulenin (X7V), produkt plisné¢ Cephalosporium caerulens,
blokujici FAS T i FAS II a majici synergicky efekt
s dal§imi antituberkulotiky. Jeho MIC vi¢i MDR kmentim
se pohybuje od 1,5 do 12,5 pg ml™, piisobi i na netuberku-
16zni mykobakteria, bohuzel je vSak v lidském organismu
nestabilni®’.

0] 0]

H
3C\/\/\/\)KW)\NH2
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XV

H H
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H3C)\AO S O/\)\CH3
XV

DesA3 je stearoyl-CoA A’-desaturasa vytvatejici
kyselinu olejovou. Piisobenim DesA3 vznika dvojna vazba
na uhliku 9, ¢imZ se podili na syntéze mastnych kyselin
véetné mykolovych®. Thiokarlid (téZ isoxyl, 1,3-bis[4-
(isopentyloxy)fenyl|thiomocovina; XV) je dlouho zndmé
a uzivané antituberkulotikum, které¢ i¢inkuje i proti Siroké
Skale MDR tuberkuléznich kment, a to pravé inhibici
DesA3. Thiokarlid je prolécivem, v organismu dochazi
k jeho aktivaci prostfednictvim flavinové monooxygenasy
EthA, podobné jako u thioamidovych tuberkulostatik®.

Od thiokarlidu jsou odvozeny dalsi derivaty thiomo-
¢oviny. Diky podobné struktufe je mozné, ze ucinkuji stej-
nym mechanismem. Série 1-(5-cyklobutyl-1,3-oxazol-2-
yl)-3-(substituovanych  fenyl/pyridyl)thiomocovin byla
hodnocena in vitro a in vivo proti M. tbc. H3;Rv a klinicky
izolovanému MDR-TB kmeni. Sedm sloucenin zastavilo
rust jak senzitivniho, tak MDR kmene in vitro
v koncentraci niz§i nez < 1 uM, kdy nejaktivnéjsi byla
shledana thiomocovina XV1 (MIC 0,14 uM), ktera zaroven
vykazala vysoky index selektivity (> 1307)*.
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Inhibitory proteinové syntézy

Peptidova deformylasa (PDF) katalyzuje hydrolytické
odstranéni N-koncové formylové skupiny v zakladnim
kroku syntézy proteinti, a proto se stala jednim z cili vy-
voje antibakterialnich latek. Na tomto enzymu byla testo-
vana skupina PDF-I inhibitori odvozenych od N-
alkylmocovinovych hydroxamovych kyselin®'. Nékolik
z nich vykazalo antimykobakterialni aktivitu véetné MDR
kmentt M. thc. s MICyy < 1 uM. Farmakokinetické studie
potvrdily jejich peroralni pouzitelnost. Tyto vysledky po-
tvrzuji roli PDF jako ,.targetu” a podporuji dal$i vyzkum
téchto sloucenin jako potencidlnich antimykobakterialnich
slou¢enin®®. Analoga nejt¢inn&jsiho LBK-611 (XVII) maji
pyridin nahrazen benzimidazolem (XVIII, kde Y = NH)
nebo benzoxazolem (XVIII, kde Y = O); MBG znamena
skupinu vazajici kov, R = alkyl. Pro aktivitu jsou dulezité
chelatacni vlastnosti molekuly. Karboxylové kyseliny jsou
daleko mén¢ ucinné nez jim odpovidajici hydroxamové
kyseliny a obracené analogy hydroxamové kyseliny’’.

CH,
N H
HO, N
N o O 7N
o=/ N
XVl
MBG o) N@
XVIII

Inhibitory biosyntézy polysacharida

Arabinofuranosidy jsou velmi dtilezitou komponentou
bunééné stény. Proto byly pripraveny alkylglykosidy se
tfemi mono- nebo bivalentn¢ vdzanymi arabinofuranosid-
nimi jednotkami. Bylo zjisténo, ze alkylglykosidy inhibuji
rist M. smegmatis, kdezto samotny arabinofuranosidovy
trisacharid ¢i alkylglykosid s maltosovou cukernou kom-
ponentou jsou neaktivni**.

Latky ze série a-(1—6)-vazanych mannosovych disa-
charidii, u nichZ byla 2’-OH skupina nahrazena za deoxy,
fluor, amino nebo methoxy skupinu (XZX; R = H, F, NH,,
OCH3,), byly hodnoceny jako substraty nebo inhibitory poly-
prenolmonofosfomannosy-dependentni o -(1—6)-manno-
syltransferasy zapojené do biosyntézy mykobakterialniho
lipoarabinomannanu, jenz je hlavni antigenni komponen-
tou buné¢né stény a je zapojen do znaéného poctu dilezi-
tych imunologickych procesi. Tento enzym rozpozna disa-
charidy se skupinami podobnymi nebo mensimi, nez je
pfirozenda OH skupina, ale ne disacharidy se stericky na-
roén&jsimi skupinami®’.

Mykobakterialni 2C-methyl-D-erythritol-4-fosfat (MEP)
je slibny specificky cil pro nova 1éciva. Vsechny isoprenoi-
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dy jsou syntetizovany opakujici se kondenzaci dvou dile-
zitych  prekurzor,  isopentenyl difosfatu  (IPP)
a dimethylallyl difosfatu (DMAPP). U M. tbc. jsou IPP
a DMAPP biosyntetizovany pouze 2C-methyl-D-erythrol-
-4-fosfatovou cestou’®. V M. tbe. byly nalezeny a charakte-
rizovany isoprenoidy zahrnujicici polyprenylfosfat (Pol-P),
prenylovy postranni fetézec menachinonu a riznych forem
karotenoidid. Pol-P je zodpovédny nebo je zahrnut
do biosyntézy arabinogalaktanu, arabinomannanu, lipoara-
binomannanu a dalsich lipid peptidoglykanové biosynté-
zy. Hraje dulezitou roli v biosyntéze bunécné stény jako
lipidni nosi¢ aktivnich cukri. Proto mize byt MEP cesta
povazovéna za potencialni zdroj novych cilovych mist®’.

Vzhledem k tomu, Ze je peptidoglykan zikladnim
polymerem bakterialni stény, nabizi se jako jedinecny
a selektivni ,,target”. Fosfo-N-acetylmuramyl-pentapepti-
dova translokasa je integralni membranovy protein kataly-
zujici prvni krok reakci uvnitf membran. Pii screeningu
novych antibiotik vii¢i tomuto enzymu byla nalezena série
kapuramycinovych analogt, které vykazuji selektivni anti-
bakterialni aktivitu vii¢i mykobakteriim. Nejvyssi aktivitu
vykéazal kapuramycinovy analog RS-118641 s MICsy
vuci M. the. 1/2; vaci MDR M. tbe. 0,5/2; M. avium 4/8
a M. intracellulare 0,06/0,5 ng ml™" (cit.*®). Z téchto vy-
sledkli vyplyva, ze kapuramycinova analoga jsou vynikajici-
mi kandidaty pro dalsi vyvoj 1é¢iv viici MDR-TB infekcim.

Arabinogalaktan, zakladni komponenta mykobakteri-
alni bunécné stény, obsahuje galaktofuranosové stavebni
bloky. UDP-galaktosa mutasa katalyzuje pfeménu UDP-
galaktopyranosy na UDP-galaktofuranosu. Jako modelovy
inhibitor tohoto enzymu a antituberkulotikum s novym
mechanismem pisobeni, které je ucinné viaci rostoucim
i latentnim formam, byl vybran N-(3-chlor-4-methoxy-
fenyl)-5-nitrofuran-2-karboxamid (obr. 1 — modelova lat-
ka). MIC tohoto nitrofurankarboxamidu je 1,6 pg ml™'
(cit.*). Optimalizace molekuly vedla k piipravé knihovny
prvni a druhé generace (obr. 1; X = O, NH, N-methyl,
N-benzyl, CH-benzyl, S, SO, SO,, N-pyridin-2-yl).

Nejucinngjsi z druhé generace byl N-[4-(4-N-
-benzylpiperazin-1-yl)benzyl]-5-nitrofuran-2-karboxamid
(XXa) s MICy 0,0125 ug ml™" a jeho fluorovany derivat
XXb, jehoz MICs je 0,025 pg ml™". Rada nitrofurankarbo-
xamidl s cyklickymi sekundarnimi aminy byla vybrana
pro in vivo testy. Slouceniny vSak vykazaly oproti in vitro
testim daleko niz§i aktivitu*®. Studium jejich biodostup-
nosti ukdzalo, Ze maji kratky biologicky polocas a jsou
rychle eliminovany nebo degradovény. Benzylamidova
a benzylpiperazinova vazba je pravdépodobnym mistem
metabolického Stépeni.
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Obr. 1. Vyvoj struktury nitrofurankarboxamidi
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Vyvoj tieti generace vedl k pripravé karbamati.
V biologickém hodnoceni prokazaly vynikajici antituber-
kulozni aktivitu a leps$i rozpustnost. Nejucinnéjsi byl ethyl-
karbamat XX7 (MICq, = 0,0062 ug ml™")*" a cyklicky 4,5-
-dihydrooxazolovy analog XX7I, ktery mél hodnotu MICy,
dokonce jen 0,00005 pg ml™'. Protoze se amidické vazb&
pri¢itala metabolicka nestabilita, byla zabudovana do oxa-
zolinového cyklu jako stabilniho bioisosteru. U série téch-
to sloucenin se prodlouzil biologicky polocas za soucasné-
ho zvyseni antituberkuldzni aktivity in vitro™.
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0
Q N N
0 N /
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2.3.2. Isocitrdt lyasové cileni

Isocitrat lyasa (ICL) je cilovy enzym pro boj s latentni
infekci Mycobacterium tuberculosis, kterd preziva v mak-
rofagu po dlouhou dobu nepoznana lidskym imunitnim
systémem. B&hem této faze latence rostou mykobakterie
jen velmi pomalu, jsou rezistentni k bézné pouzivanym
1éktim a pro ptizpisobeni se nehostinnému prosttedi mak-
rofagh vyuzivaji glyoxylatovy cyklus. ICL preménuje
isocitrat na glyoxylat a hraje klicovou roli v udrzovéni
vnitrobunécné infekce M. tuberculosis v makrofazich

CHs;

XX1

XXl
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ni generace druha generace

u my3i*. Enzym dovoluje, aby se uhlik ziskany z acetyl-
koenzymu A pii [B-oxidaci mastnych Kkyselin dostal
do glyoxylatové cesty, kde je vyuzit jako klicovy prekur-
zor biosyntézy zékladnich bunéénych komponent. Mode-
lovym inhibitorem ICL je 3-nitropropanova kyselina, dal-
$imi slouceninami blokujicimi tento enzym jsou 3-brom-2-
-oxopropanové kyselina ¢i akonitat**.

2.3.3. Cileni na FtsZ protein

Pro bunécné de€leni u bakterii je dulezity termosenzi-
tivni filamentacni protein Z (FtsZ). Jedna se o homolog
sav¢iho cytoskeletalniho proteinu tubulinu®. Polymerace
FtsZ je zahdjena na vice mistech vnéj$i membrany a objevi
se jako dvourozmérné rostouci vysoce dynamicka helikal-
ni struktura obkruzujici buiiku oznaCovana jako Z-kruh.
Uspotadani FtsZ je regulovano vzajemné se ovliviiujicimi
stabilizacnimi a destabilizacnimi faktory. Jejich rovnova-
ha, tedy stabilita FtsZ, je pfesn¢ regulovana. Z-kruh je
extrémné dynamicky, zastaveni jeho tvorby vede k thynu
bunky. Z toho vyplyva, Ze je FtsZ slibnym mistem zasahu
pro vyvoj novych antimikrobialnich 1éciv diky jeho cent-
ralni roli v bunécném déleni. Slouceninami puasobicimi
na mykobakterialni FtsZ jsou anthelmintika thiabendazol
a albendazol. Zpomaluji bunécné déleni u M. tbe. pti MIC
16 pg ml™" (cit.*®).

Taxany reprezentuji skupinu slou¢enin rovnéz piisobi-
cich na FtsZ. Tvorii dvé rozdilné skupiny — vysoce toxické
taxoidy a necytotoxické taxany, které vykazuji vyznamnou
anti-TB aktivitu 1 vii¢i multilékove rezistentnim kmentim.
Modifikaci substituce v riznych pozicich molekuly 10-
deacetylbaccatinu (XXIII) byla ptipravena obsahla knihov-
na taxand. Sloucenina majici (£)-3-(naftalen-2-yl)
akryloylovou skupinu na uhliku C-13 (cit.*’), je G&inna
s MICy 2,5-5 uM a byla vybrana jako modelova latka pro
dalsi optimalizaci.

Ctyfi slibné necytotoxické taxany odvozené od C-
seco-baccatinu vykazaly aktivitu v koncentracich 1,15 az
2,5 uM proti 1ékové senzitivnim a rezistentnim kmeniim
M. the. bez znatelné cytotoxicity™.

Bylo zjiSténo, Ze nekteré slou€eniny, které byly vyvi-
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XXl

nuty jako inhibitory tubulinové polymerizace, inhibuji rust
M. the. Napt. SRI-3072 (XX1V) vykazuje MIC 0,15 ug ml™".
Redukuje riist M. the. v mysich makrofazich, je specificka
pro FtsZ a neptisobi na polymerizaci tubulinu®.
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2.3.4. Dalsi mozné cile zasahu mykobakterit

Jednim z pfistupl k ziskavani novych antituberkulo-
tik je testovani znamych antibiotickych i neantibiotickych
1é¢iv, kde byla aktivita va¢i MDR kmentm zjisténa u co-
amoxicilinu, imipenemu, novych makrolid, nesteroidniho
antiflogistika diklofenaku ¢i fenothiazinovych neuroleptik
a jejich recentnd ptipravenych derivati’.

Prehled dalSich moznych cilovych mist zasahd je
prezentovan v literarnim zdroji® a je sumarizovan v tabul-
ce, kterd je rovnéz uvedena v suplementu pristupného na
webové strance Chemickych listi.

3. Zavér

Zatimco bézné priipady tuberkuldozy jsou doposud
lécitelné, MDR-TB a XDR-TB zpiisobuji problémy
a v nékterych ptipadech jsou smrtelné. Vzhledem k rostou-
cimu poctu rezistentnich kmenti mykobakterii a jejich
spicim formam, které mohou zpusobit pozdéjsi pandemii,
je tfeba vénovat maximalni pozornost hledani novych me-
chanismti pusobeni a cilovych molekul pro uc¢innou
a rychlou lécbu, ktera by eliminovala vznik rezistence
a rezervoar latentnich kment M. tbc. Cilem tohoto ¢lanku
je podat prehled progresivné rostoucich poznatki z oblasti
vyvoje antituberkulotik pdsobicich vi¢i multilékoveé re-
zistentnim kmenim za poslednich nékolika let. Byly nale-
zeny nové cile pusobeni, dekoédovany virulentni geny
a pfipraveny nadéjné struktury, napf. PA-824, OPC-67683
a TMC207, které po zvladnuti ADME, mutagenity, biodo-
stupnosti a lékovych interakci pravdépodobné rozsifi sku-
pinu antituberkulotik puasobicich proti multilékoveé re-
zistentni TB.

Tato prdace byla financovana z MSM 0021620822
a IGA NS 10367-3.
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Resistant Strains

The aim of this review is to outline the recent ad-
vances in the development of new drugs against mul-
tidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB). The occurrence
of resistance to anti-tuberculosis drugs, particularly of
MDR-TB, has become a major public health problem. The
emergence of MDR-TB has made many currently avail-
able anti-TB drugs ineffective. Due to a many reasons,
there is an urgent need to identify new drug targets and to
find novel chemical structures. The research of novel anti-
MDR-TB potential drugs follows structure modification of
known antituberculotics, new lead structures with novel
mechanism of the action (linezolid, TMC207, PA-824,
OPC-67683, SQ109, FAS20013, LL-3858, BM212) and
novel drug targets, i.e. cell wall biosynthesis (mycolic acid
synthesis, protein synthesis, arabinogalactan and pepti-
doglycan biosynthesis inhibitors) or other novel targets.
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1. Uvod

Onemocnéni AIDS a tuberkuldza jsou jiz nékolik let
na nejvyssich pozicich v seznamu pfi¢in umrti ve svéte.
Tuberkul6za byla v roce 2005 piig¢inou umrti 1,6 mil lidi'.
Onemocnéni AIDS bylo pfi¢inou Gmrti 2 mil lidi v celo-
svétovym mefitku v roce 2007, z ¢ehoz bylo 270 000 déti.
Za tentyZ rok pfibylo dalSich 2,7 mil nov¢ infikovanych
osob ke 33 mil jiz evidovanych HIV pozitivnich osob’.
Malarie celosvétové ohrozuje 3 mld lidi ve vice nez
109 zemich. Vice nez 250 mil lidi jiz na maldrii trpi, u vice
nez 1 mil pacienti roéné vede k smrti**.

Vakcinace (z lat. vacca — krdva, protoze prvni vakcina
byla zalozena na ockovani lidi kravskymi neStovicemi) je
nejucinnéjsi zplisob, jak predchazet infekénim chorobam.
let pt. n. 1. v Cing. Prvni dokumentovanou vakcinaci (proti
pravym nestovicim) provedl v roce 1796 anglicky lékar
Edward Jenner. Nové objevy v mikrobidlni patogenezi
a imunologii vedly v poslednich letech k renesanci ve vy-
zkumu a vyvoji vakcin. Komerénim a zaroven technolo-
gickym uspéchem byla napf. ptiprava vakciny Prevenar,
ktera je urcena k prevenci pneumokokovych infekci u no-
vorozencl a batolat. Jde o konjugat bakterialnich polysa-
charidt ze Streptococcus pneumoniae a proteinu CRM197
(z angl. cross reacting material), coz je nefunkéni varianta
bakterialniho toxinu z Corynebacterium diphtheriae. Tato
kombinace vedla ke stimulaci produkce IgG protilatek.
Dalsi vyvoj v této oblasti se soustfed’uje na vyzkum vakcin
ve formé 12 a vice valentnich glykokonjugatti, které by
poskytovaly komplexn&jsi ochranu®. Dalsim piikladem
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jsou vakciny Cervavix a Gardasil (v Ceské republice dis-
tribuovana pod nazvem Silgard), které byly svétovou zdra-
votnickou organizaci doporuceny k celoplosné prevenci.
Divalentni vakcina Cervarix je urCena k prevenci prema-
lignich cervikalnich 1ézi a karcinomu délozniho hrdla,
zatimco tetravalentni vakcina Gardasil/Silgard zahrnuje
prevenci premalignich genitalnich 1ézi (cervikalnich, vul-
vélnich a vagindlnich), karcinomu déloZniho hrdla a geni-
talnich bradavic. Cervarix obsahuje rekombinantni kapsi-
dové proteiny lidskych papilomavirt (L1 proteiny HPV)
typt 16 a 18 slozenych do viru podobnych ¢astic, konjugo-
vanych s adjuvans. Gardasil/Silgard vakcina obsahuje L1
proteiny HPV typii 6, 11, 16 a 18 v téze form&™'°. Hladiny
protilatek po aplikaci obou vakcin jsou nesrovnatelné vétsi
nez protilatkova odpovéd po pfirozené infekci. Priprava
antigenti ve form¢ virim podobnych ¢astic nebo syntéza
modifikovanych adjuvans poukazuji na vysoky potencial
tohoto odvétvi farmakologie a jsou vyzvou a impulsem pro
farmaceuticky pramysl k vyvoji vakcin proti Siroké skale
onemocnéni jako je malarie, tuberkuldza, meningitida typu
B, hepatitida typu C, chlamydiové infekce a v neposledni
fad¢ také k vyvoji vakciny proti mnoha subtyplim chiipky.

Bezpecnost a efektivita ockovaci latky zavisi na zpu-
sobu pfipravy a na jejim slozeni.

Ockovaci latky, které jsou momentalné v klinickém
pouziti, jsou n¢kolika typut:
Inaktivované vakciny, které jsou pfipraveny usmrce-
nim piisluSného patogenu teplem nebo chemicky.
Ockovaci latka je stabilni, ale kvili relativné slabé
imunitni odpovédi je nutné vakcinu podat vicekrat.
Prikladem tohoto typu vakciny je bunécna vakcina
proti cernému kasli ¢i vakcina proti chiipce.
Zivé (atenuované) vakciny, které jsou pfipraveny kul-
tivaci patogenu tak, aby ztratil svou virulenci. Imunit-
ni odpoveéd’ organismu po imunizaci timto typem o¢-
kovaci latky je dobra, v tomto pfipad¢€ jsou ale zvyse-
né naroky na skladovani a teoretickd moznost zpétné
mutace do virulentni podoby. Proto se tento typ vak-
cin nepodava osobam s oslabenou obranyschopnosti.
Ptikladem je vakcina proti tuberkuloze, spalnickam,
zardénkam a pfiusnicim.
Toxoid (anatoxin) je molekula toxinu zbavena toxici-
ty, pfi¢emz jeji antigenni aktivita je zachovana. Toxoi-
dy vznikaji spontanné nebo je mozné strukturu vycho-
zi molekuly zménit chemicky, napt. formalinem. Pfi-
kladem tohoto typu vakciny je ockovaci latka proti
tetanu Ci zaskrtu.
Mezi tzv. moderni vakciny, patii:
Konjugované vakciny, které jsou zaloZeny na konju-
gaci polysacharidového antigenu s proteinovym nosi-
¢em (tetanicky nebo diftericky toxoid). Pfikladem je
ockovaci latka proti Haemophilus influenzae typu B.
Subjednotkové vakciny obsahuji pouze urcitou slozku
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Obr. 1. Piehled prevalence a incidence a) AIDS®, b) tuberkulézy® a ¢) malarie’ ve svété ke konci roku 2006

patogenni Castice, kterd vyvolava imunitni odpovéd
a ma imunizacni vlastnosti. Eliminaci rezidudlnich
slozek celého mikroorganismu se snizi Cetnost neza-
doucich G¢inkd. Prikladem je vakcina proti hepatitidé
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B (ENGERIX-B).

Vakciny, které jsou zatim experimentalni:

DNA vakciny. V zasad¢ se jedna o terapeuticky gen,
ktery je po vstupu do buriky exprimovan za produkce
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imunogenniho proteinu patogenniho mikroorganismu,
napt. povrchového glykoproteinu. Pro zajisténi poza-
dované koncentrace proteinu je terapeuticky gen vlo-
zen do vektoru za silny virovy promotor. Konstruova-
ny jsou také multicistronni vektory pro expresi nékoli-
ka imunogennich ¢i imunomodulacnich proteini zéaro-
veit''. Imunomodulaéni proteiny jsou nezbytné pro
regeneraci a zachovani kondice bunék imunitniho
systému. Pro produkci vektoru slouzi bakterialni bui-
ky. Po namnozeni v bakteriich jsou vektory zpravidla
prevedeny do fyziologického roztoku, ve kterém jsou
injektovany pod kuzi nebo do svalu.

Genova d¢la, kde jsou molekuly DNA pfichyceny na
povrchu zlatych ¢i wolframovych mikrocastic, které
jsou urychleny stlatenym héliem a nastfelovany do
cilovych bunék, jsou zatim jenom laboratorni techni-
kou'”. Alternativni metodou je aplikace aerosolu na
nosni, plicni, oéni nebo vaginalni sliznici'"""3.
Rekombinantni vektorové vakciny, ve kterych se gen
pro pfislusny antigen patogenu inkorporuje do geno-
mu neSkodného mikroorganismu — nosice. V této for-
me je latka ockovana do organismu, kde nosi¢ produ-
kuje kromé svych proteindl i proteiny odpovidajici
vnesenému genu. Vznikne imunita proti patogenu.
Nosicem genu muze byt napf. virus vakcinie, poliovi-
rus, BCG nebo nepatogenni salmonela.

Zajimavy experiment byl popsan autory Silva a spol.,
ktefi transfekovali my$i monocyty retrovirovym vek-
torem obsahujicim gen pro expresi hsp65 (z angl.
heat-shock protein) Mycobacterium leprae. Antigen
byl exponovan na povrchu transfekovanych bunck
spolu s MHC ttidy I a II. Tyto buiiky byly injektovany
mySim, u kterych byla po aplikaci pozorovéna odol-
nost po expozici BCG a Mycobacterium tuberculo-
sis™,

Vakciny, které se vyvijeji a pouzivaji v posledni do-
bé, byly navrzeny tak, aby obsahovaly co nejméné cizoro-
dych antigennich latek a tudiz aby zatizeni organismu bylo
co nejmensi, zaroven musi byt samoziejmé schopné vyvo-
lat G¢innou imunitu proti piisluSnému patogenu. Ptiprava
novych typtu vakcin je nezbytnd i proto, Ze pro nektera
infekéni agens nelze pouzit atenuovanou ¢i inaktivovanou
formu pro jejich onkogenni potencial a také proto, Ze né-
které mikroorganismy nelze kultivovat v klasickych pod-
minkach.

Nasledujici ¢ast se tyka piipravy riznych typi vakein
a pokroku ve vyvoji ofkovacich latek proti vyznamnym
patogeniim riznych typt od vird pfes bakterie po parazity
zpusobujici AIDS, tuberkul6zu a malérii.

2. HIV vakciny

HIV (Human immunodeficiency virus), ktery zpuso-
buje syndrom ziskaného selhani imunity (AIDS) fadime do
VI skupiny viri, tj. vird obsahujicich jednofetézcovou
RNA a reverzni transkriptasu. Systematicky nalezi HIV do
¢eledi Retroviridae, podCeledi Orthoretrovirinae a rodu
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Lentivirus. Na zakladé zmén v genetické informaci rozdé-
lujeme HIV na dva typy: HIV-1 a HIV-2. Typ HIV-1 je
délen na 4 skupiny: M, O, N a P. Skupina M obsahuje
zatim 9 subtypt, a to A, B, C, D, F, G, H, J a K.
V poslednich letech se hovofi i o subtypech E a I, které se
ale zatim podarilo izolovat jenom v rekombinantni podobé
s jinym subtypem.

K infekci dochéazi télnimi tekutinami nakaZzenych
osob (krev, vaginalni sekret, sperma, matefské mléko).
Vstup viru do cilové bunky zajistuje povrchovy glykopro-
tein (Env; z angl. envelope). Ma dvé podjednotky, gp120
(povrchova podjednotka — SU, z angl. surface unit) a gp41
(transmembranové podjednotka — TM, z angl. transmem-
brane unit). Na vn&jSim povrchu virové membrany jsou
proteiny gpl120 a gp41 spojeny nekovalentnimi interakce-
mi". Povrchova podjednotka (gp120) je zodpovédna za
specifickou interakci s povrchovym glykoproteinem CD4
exponovanym na povrchu T-lymfocytd. V disledku vazby
proteinu gp120 na molekulu CD4 dochazi ke konformacni
zméné gpl120 a odkryti vazebného mista pro koreceptor
(CCR5 nebo CXCR4)'%"7.

Po interakci viru s receptorem a koreceptorem docha-
zi k fad€ konformacnich zmén, jejichz vysledkem je mem-
branova fuze a uvolnéni virového jadra do cytoplasmy
cilové buitky'®. Po rozpadu virového jadra je spustén pro-
ces reverzni transkripce, kterym je syntetizovana dvoufe-
tézcova virova DNA. Reverzni transkripce probiha v cyto-
plazmé v tzv. nukleoproteinovém komplexu. Po jejim
ukonceni je cely tzv. preintegracni komplex (PIC), tvofeny
DNA, IN (integrasa), RT (reverzni transkriptasa) a zfejmeé
i MA (matrixovy protein), Vpr (z angl. viral protein R)
a NC (nukleoprotein), transportovan k jadernym porim
(cit."""*%). Nasledkem specifickych interakci s proteiny
lokalizovanymi na vstupu do jaderného péru dochazi
k rozpadu PIC a priniku provirové DNA do jadra, kde je
za pomoci integrasy inkorporovana do hostitelské¢ho geno-
mu. Po aktivaci proviru dochézi za ucasti hostitelské DNA
polymerasy k transkripci provirové DNA. Vzniklé mole-
kuly RNA, nesestiizené i sestfiZzené, jsou transportovany
do cytoplasmy. Nesestfizend RNA vystupuje bud’ jako
mRNA, ze které na volnych polysomech vznikaji polypro-
teinové produkty Gag, Gag-Pro a Gag-Pro-Pol, nebo jako
genomova RNA nové se formujici virové Castice. Sestfize-
né molekuly RNA slouZi jako mRNA kodujici Env a regu-
laéni proteiny Vif, Vpr, Tat, Nef, Rev a Vpu®.

Translaci env na drsném endoplasmatickém retikulu
(ER) vznika polyproteinovy prekurzor Env, ktery je v ER
(endoplasmatické retikulum) Stépen za vzniku SU a TM.
Tyto podjednotky jsou poté transportovany k cytoplasma-
tické membran¢ (CM) a exponovany na jejim povrchu.
Polyproteinové prekurzory Gag a Gag-Pro-Pol jsou taktéz
transportovany k CM, kde dochdzi k jejich multimerizaci
a vytvoreni nezralé virové Castice, ktera po vazbé na kom-
plex SU a TM puci ven z buriky. Viry touto cestou ziska-
vaji vnéjsi obal odvozeny od CM hostitelské buiiky. Zrani
viru, tj. prestavba virového jadra (z angl. core), probihd po
oddéleni viru od hostitelské butiky, a je zplisobeno proteo-
lytickym $tépenim polyproteini Gag a Gag-Pro-Pol.
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HIV byl objeven pied vice nez 25 lety a v dnesni
dob¢é¢ vime mnoho o jeho struktufe a imunopatogenezi.
Byly pozorovany rtizné vlastnosti HIV, jako je mimofadna
geneticka diverzita, zptisobena vysokou frekvenci chyb pfi
transkripci virového genomu, nebo jeho schopnost postup-
né eliminovat imunitni odpovéd’ hostitele. Nebyl pozoro-
van zadny priklad imunity proti HIV, ktery by mohl byt
(podobné jako u ostatnich znamych vir)) zakladem pro
vyvoj vakciny. Od osmdesatych let bylo uskute¢néno vice
nez 95 klinickych testl riznych HIV vakcin na vice nez 26
000 dobrovolnicich, Zddna ovSem neposkytla uspokojivy
vysledek?.

V soucasné dobé& probiha zajimava studie, a to testo-
vani vakciny obsahujici virus ptacich nestovic. Virus pta-
¢ich nestovic (ALVAC) je zndm svou vysokou imunogeni-
tou, a proto byl pouzit jako vektor pro produkci HIV vak-
cin. Do vektoru byly vlozeny rizné kombinace gent
z HIV: env, gag, pol a nef. Pét kombinaci bylo testovano
na dobrovolnicich. Do druhé faze klinickych testl byl
zatazen konstrukt ALVAC vCP205 obsahujici geny pro
env (gpl20, gp4l), gag a pol. Byla pozorovéna tvorba
cytotoxickych CD8+ T-lymfocytt, které prikazné zpoma-
luji pribéh infekce™. Byla také prokazana bezpeénost
a imunogenita vakciny?®.

Vakcinou ve treti fazi klinickych testii je Retanef,
tvofeny adenovirovym vektorem s vloZzenymi geny rev,
tat, nef, gag, pol a env HIV-1 subtypu B, ktera je testovana
v USA a Australii. Vakcina schopna indukovat rozsahlou
produkci CD4+ a CD8+ T-lymfocytli umoznuje dlouhodo-
bou kontrolu nad pribéhem infekce®’2*.

Dalsi z fady rekombinantnich vakcin je ockovaci
latka, jejimz zakladem je genova modifikace viru vakcinie
Ankara (pasaZovanim viru v kufecich bunikéach virus ztratil
10 % svého genomu a tim i schopnost replikace v burnikach
primatt a pro klinické pouziti je tedy zejména z hlediska
bezpecnosti velmi zajimavy), ktera vede k produkci poly-
proteinu Gag a né¢kolika epitoptt HIV indukujicich tvorbu
cytotoxickych T lymfocytd. Tato ockovaci latka byla roku
2001 uvedena do prvni faze klinickych testd v Anglii
a Keni®.

V soucasnosti je licencovano nekolik vakcin obsahu-
jicich povrchové glykoproteiny, které jsou esencidlni pro
prichyceni viru k hostitelské butice a pranik viru do buiky.
Jiz zmifiovanym problémem ve vyvoji vakcin proti HIV je
predevsim diverzita viru a chybovost RT, coz se projevuje
vysokou variabilitou a konformacni flexibilitou povrcho-
vych glykoproteinti a tedy rychlou selekci rezistentniho
viru u léc¢enych pacientl.

Mnohé HIV vakciny jsou navrzeny a vyvijeny tak,
aby po jejich aplikaci do organismu byly imunitnim systé-
mem produkovany protilatky proti gpl120. V roce 2008
byla spusténa prvni faze klinickych testi s vakcinou, ktera
ma vyvolat produkci protilatek proti tfem celosvétove
vyznamnym HIV subtyptim®. Epitopy na gp120 jsou vy-
soce imunogenni a tvofi se proti nim velmi u¢inné protilat-
ky. Na povrchu virionu se ovSem protein gp120 nachazi ve
formé trimeru, coz miZe branit interakci protilatky s epito-
pem. Navic jsou interakce mezi jednotlivymi molekulami
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v trimeru podstatné silnéj$i nez vazba protilatky na epitop,
takze k interakci protilatky a epitopu nemize dojit. K roz-
volnéni trimeru dochazi az po interakci s CD4 receptorem
v diisledku konformacnich zmén, to je uz ale na neutraliza-
ci protilatkou pozdé'’. Resenim by mohlo byt vyuZiti po-
znatkll ze strukturni biologie pro navrzeni a vytvoreni
struktur napodobujicich epitopy povrchovych glykoprotei-
nt HIV, které indukuji tvorbu protilatek proti témto struk-
turam.

Treti faze klinickych testd bude v dohledné dobé
ukoncena u produktu AIDSVax B/B, ktery obsahuje sek-
vence pro obalové glykoproteiny izolované z vird intera-
gujicich s koreceptory CCRS5 (cit.””). Druhd faze klinic-
kych testd neprokazala vyrazngj$i ucinek této vakciny.
V soucasné dobé jsou ocekavany vysledky z tfeti faze
testovani v Thajsku®®>2.

V ramci projektu AIDS Vaccine Integrated Project
(AVIP) bylo navrzeno nékolik vakcin zalozenych na po-
znatcich, Ze Tat a Nef jsou na jedné stran€ induktory ex-
prese cytokini a chemokint (signalni molekuly sehravajici
roli v mezibunééné komunikaci) v infikovanych buiikéch
a na stran¢ druhé jako extracelularni proteiny piisobi jako
chemoatraktanty (indukuji pohyb bunék ve sméru rostouci
koncentrace chemoatraktantu) pro cilové bunky HIV, ¢imz
zvySuji uspésnost infekce. Byly navrzeny 4 typy vakcin.
Zaklad vakciny s ozna¢enim 1-Tat + AV2Env tvofi kombi-
nace cCasného regulacniho virového antigenu Tat
s povrchovym glykoproteinem Env. Oznaceni AV2 pted-
stavuje deleci prvni hypervariabilni oblasti oznacované
jako“V2 loop®. Tato delece zpiisobuje expozici jinak malo
pfistupnych konzervovanych aminokyselinovych sekvenci
Env, které participuji v interakci Env s CD4 receptorem
a piislusnym koreceptorem. Tat protein slouzi jako antigen
a aktivator imunitni odpovédi. Oc¢ekavanym vysledkem
imunizace touto vakcinou je produkce specifickych proti-
latek a indukce CD4+ a CD8+ lymfocytl. Vysledky prvni
faze klinickych testi prokazaly vyznamnou produkci proti-
latek. Vakcina s oznacenim 2-Nef + AV2Env je zalozena
na kombinaci ¢asného regulacniho proteinu Nef a trimeru
AV2Env. Proti produktu genu nefjsou po imunizaci vakci-
nou v organismu tvoreny protilatky anti-Nef a protilatky
proti konzervovanym aminokyselinovym sekvencim Env.
Organismus tak ziskal obranyschopnost proti ¢asné i pozd-
ni fazi replikacniho cyklu viru. Vysledky z prvni faze kli-
nickych testd prokazaly bezpecnost vakciny a také vy-
znamnou imunitni odpovéd. Zakladem ockovaci latky
s oznacenim 3-multi-HIV antigens/epitops je kombinace
genu pro regulacni proteiny Nef, Tat a Rev, genii pro Gag
produkty MA a p24 a DNA koédujici nékolik epitopt z RT,
virové proteasy a Env proteinu. Tato ofkovaci latka byla
doplnéna GM-CSF, coz je cytokin, ristovy faktor bilych
krvinek, ktery m4 v tomto pifipad€ adjuvantni efekt. Latka
zatim nebyla klinicky testovana. Posledni navrzenou vak-
cinou v ramci programu AVIP je latka s ozna¢enim 4-HIV
multigene. Jejim zakladem je plasmidova DNA obsahujici
geny nef, tat, rev, gag a geny pro nékolik epitopti Env
a RT. Po aplikaci ockovaci latky se predpoklada spusténi
tvorby cytotoxickych T lymfocytt. Latka zatim nebyla
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klinicky testovana®®.

Dosavadni uspéchy na poli boje proti HIV nespocivaji
v léCeni infekce, ale spiS v omezeni vyskytu a projevi
priznakii a téZ v omezeni §ifeni viru v populaci®*. Za po-
slednich par let bylo vyvinuto mnoho pokusnych HIV
vakcin, které vyvolaly silnou imunitni odpovéd’ a nasledné
odolnost proti HIV u zvifecich modeld. Nékteré z nich
budou nebo jiz byly zafazeny do klinickych testa™.

3. Vakciny proti tuberkuléze

Bakterii Mycobacterium tuberculosis, ktera je ptivod-
cem tuberkuldzy, fadime do fadu Actinomycetales a rodu
Mpycobacterium. Jedna se o obligatn¢ aerobni tyCinky, za
jejichz objev byla Robertu Kochovi v roce 1905 udélena
Nobelova cena.

Neurcité zatazeni M. tuberculosis na zékladé Gramo-
va barveni a také zvySena rezistence k desinfekénim
a terapeutickym ptipravkiim je patrné zpdsobena odlis-
nostmi ve slozeni bunécné stény, a to predevsim piitom-
nosti kyseliny mykolové.

Zdrojem infekce je nakazeny clovek, pricemz infeké-
ni Castice se $ifi pomoci malych kapének, které zlstavaji
v prostiedi infekéni po dlouhou dobu, pokud nejsou vysta-
veny pfimému slune¢nimu zafeni. Vdechnuté infekcni
Castice pronikaji do terminalnich plicnich sklipkt, kde
dochazi k rozvoji primarni infekce®®. Po vstupu M. tuber-
culosis do organismu byly popsany tfi typy reakce.
V idealnim piipadé dojde ke spontannimu uzdraventi, tj. po
prokazatelném proniknuti infekénich ¢astic nebyla detego-
vana infekce, a to ani v latentni formé. Bohuzel zatim neni
znam molekuldrni mechanismus tohoto procesu. Dal§im
typem je latentni stadium, u kterého ovSem miiZe dojit
k reaktivaci v dasledku oslabeni imunitniho systému. Po-
slednim typem je akutni infekce, kterd se projevuje ihned
po vstupu M. tuberculosis do organismu osob s oslabenym
imunitnim systémem (AIDS, posttransplantaéni 1é¢ba)*’.

V plicnich sklipcich dochazi k fagocytose infekéni
Castice M. tuberculosis pomoci makrofagl. V diisledku
tvorby kyslikovych radikald aktivovanymi makrofagy
v nich nemize probihat pomnoZeni patogenu, ale v mnoha
piipadech nedochazi ani k jeho usmrceni. Navic jsou in-
fekeéni Céastice umistény ve fagosomech, pricemz brani
jejich maturaci, tedy splynuti fagosomu s lysosomem za
vzniku fagolysosomu, a vytvoreni pro virus smrticiho pro-
stiedi. Potlaceni maturace fagosomi ale neni uplné a Cast
populace M. tuberculosis je usmrcena®. Mechanismus
tohoto procesu zatim nebyl u makrofagi objasnén.

Je znamo, Ze makrofagy jsou inicidtory specifické
imunitni odpovédi jako buiiky prezentujici antigen®”. Mak-
rofagy na svém povrchu exponuji bakterialni glykolipidy.
Prezentace bakterialné specifickych antigen na povrchu
makrofagu probiha v kontextu s antigeny MHC I i MHC II
molekul. Bakterialni antigeny se po degradaci uvnitt fago-
lysozomu vazou v endosomalnich kompartmentech
(antigen-prezentujici buiiky) na MHC II molekuly. Vznik-
1¢ komplexy migruji k bunééné membrané¢ buiniky a jsou
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exponovany na jejim povrchu. Exponované bakterialni
antigeny na povrchu makrofagi vedou k aktivaci CD4+
a CD8+ lymfocytl. K aktivaci makrofag dochazi uvolné-
nim interferonu y (INFy), ktery je produkovan nékterymi
populacemi T-lymfocytl, a spolu s TNFa (z angl. tumor
necrosis alpha) maji synergicky ucinek. Lymfocyty CD4+
zacnou produkovat lymfotoxin o, zatimco lymfocyty
CD&+ a yd (aktivované fragmenty mykobakteridlnich lipi-
da, které vznikaji v endozomalnich/lysozomalnich organe-
lach) produkuji perforin a granulysin, jez pfimo usmrcuji
M. tuberculosis uvnité makrofaga®. Timto zptisobem je
infekce kontrolovana a lokalizovana v tzv. granul6znich
lézich. Oslabenim imunitniho systému dochazi ke ztraté
imunologického dohledu, rozvolnéni granulomt a uvolné-
ni M. tuberculosis do krevniho obéhu a tim k pfenosu do
dal$ich tkani a organd (kosti, mozek, ledviny, zfidka posti-
huje také srdce, kosterni svaly, pankreas a §titnou zlazu)*'.

Po desetiletich zanedbavani prevence je v dnesni dobé
vyskyt tuberkulozy (TBC) opét alarmujici, obzvlasté kdyz
se zaCinaji objevovat kmeny M. tuberculosis rezistentni
k vétsing dnes dostupnych 1éka*. Jedna tietina svétové
populace je infikovana latentni formou M. tuberculosis.
Globaln¢ téZz roste incidence TBC, a to pfedevSim
v souvislosti se Sifenim HIV, asi 13 % HIV pozitivni afric-
ké populace je koinfikovano M. tuberculosis®. Z hlediska
prevence ma velky vyznam vakcina Mycobacterium bovis
nazvand Bacillus Calmette-Guérin (BCG), vyvinutd na
pocatku minulého stoleti. Tato vakcina je G¢inna pfi imu-
nizaci novorozenci, ale neni G¢inna pfi prevenci plicnich
onemocnéni u dospélych jedinct®. V soudasné dob¢ je
snaha nahradit BCG vakcinu novou, efektivnéjsi ockovaci
latkou nebo vyvinout ,,podptirnou” vakcinu, ktera by G¢in-
n¢ stimulovala imunitni odpovéd’ u dospélych. Mezi vhod-
né kandidaty nahrazujici klasickou BCG vakcinu fadime
rekombinantni oc¢kovaci latky V1 a V2 (viz tab. I). Anti-
gen 85B (Ag85B) je kli¢ovou slozkou V1 (cit.* ™). Tento
dobie prostudovany enzym o velikosti 30 kDa, ktery se
Ucastni syntézy bunécné stény M. tuberculosis, je u V1
nadprodukovan a u¢inné€ sekretovan. V1 jiz prosla prvni
fazi klinickych testli a je velkym ptislibem do budoucna.
V2 je mutantem BCG, ve kterém je exprimovan listerioly-
sin, ktery perforuje membrinu fagosomu. Navic byl
u tohoto mutantu odstranén gen pro ureasu, ktera zvySuje
pH ve fagosomu. Timto krokem se pfedeslo piipadné ne-
utralizaci fagosomu a snizeni aktivity listeriolysinu.
U experimentalnich zvifat byla po vakcinaci a nasledné
infikaci pozorovéna apoptdza infikovanych makrofagi®.
Prvni faze klinickych testi byla spusténa koncem roku
2007.

Mezi potencialni ,,podplrné* vakciny fadime vakciny
V3, V4 a V5. Vakcina V3 je pripravena ze dvou antigent
M. tuberculosis Ag85B a ESAT-6 (z angl. early secretory
antigenic target). Oba antigeny jsou siln& imunogenni ***'.
V soucasnosti je protein ESAT6 pouZivéan také jako klico-
va slozka nové generace diagnostickych testi pro detekci
M. tuberculosis™. Prvni faze klinickych testi s V3 jiz pro-
béhla v Holandsku, pficemz pacientiim byla podana vakci-
na V3/IC31, kde IC31 znaci pouzité adjuvans. Vakcina
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Tabulka I
Prehled vakcein proti tuberkuldze s jejich ptivodnim oznacenim
Vakciny Nazev Obsazena modifikace/antigen Féze klinickych testi Oznaceni
v textu
Rekombinantni rBCG30 antigen 85B I. faze V1
vakciny
rBCG AureC:Hly lysteriolysin, odstranén gen pro ureasu 1. faze V2
Podptirné vakciny  Ag85B-ESAT6/TB10.4  antigen 85B, antigen ESAT-6 I. faze ukoncena V3
M. tuberculosis72f antigen Rv1196, antigen Rv0125 1. faze V4
MVA8S5A modifikovany Ankara virus, antigen 1. faze V5

85B

byla shledana bezpetnou a silné imunogenni®. Vakcina
V4 obsahuje dva antigeny (Rv1196, Rv0125), které jsou
velmi zajimavym cilem pro pomocné T-lymfocyty™. Vak-
cina V4/AS02A (adjuvans AS02A) byla podana pacientim
v prvni fazi klinickych testt. Byla pozorovana dobra tole-
rance a také indukce jak humoralni, tak buné¢né imunitni
odpovédi. Vakcina V5 je zalozena na genové modifikaci
viru vakcinie Ankara, kterd vede k expresi antigenu 85A
(¢len rodiny Ag85 antigenti). V prvni fazi klinickych testi
byla pozorovéana dobra tolerance a silnad indukce imunitni
odpovedi®.

Diky silné intervenci celosvétové uznavanych organi-
zaci (WHO, EU) se v oblasti prevence TBC délaji zejména
v poslednich n&kolika letech zna&né pokroky™.

4. Vakciny proti malarii

Malérie je zplisobena prvokem Plasmodium falcipa-
rum, prenaSenym samickou komara rodu Anopheles.
K pfenosu prvoka dochdzi slinami infikovaného koméra.
Béhem nékolika minut od kousnuti, kterym se do krevniho
fecist€ uvolni sporozoity (rané vyvojové stadium), je moz-
né identifikovat rozvijejici se schizonty (neinfekéni stadi-
um zivotniho cyklu prvoka charakteristické rychlym déle-
nim) v hepatocytech. Toto stadium infekce je bez pozoro-
vatelnych pfiznakt. Rist schizontli vede k ruptuie hepato-
cytl a uvolnéni merozoit (infekéni ,,produkty asexualni
reprodukce schizontli v hepatocytech) do krve hostitele,
kde jsou infikovany erythrocyty. Klinickymi symptomy
této faze jsou zachvaty horecky kazdé 3 nebo 4 dny, coz
odpovida hromadnému uvoliovani merozoitii z krevnich
bunék. Po infekei erythrocytll pfechdzi stddium merozoitli
do stadia trofozoitti. Cast populace trofozoit pokracuje do
schizogenniho cyklu (asexudlni reprodukce) a druha cast
populace prechdzi do sexualni faze. V této fazi vznikaji
mikrogametocyty (samci) a makrogametocyty (samici),
které jsou uvolnény do krve hostitele a s ni se dostavaji do
téla komara, kde v jeho stfevé probéhne faze oplodnéni
(mikrogametocyty vnikaji do makrogametocytit), vzniknou
nové sporozoity, které jsou krvi transportovany do slinné
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Jednou z mozZnosti, jak podpofit rozvoj imunity proti
malarii, je Casto po sobé nasledujici expozice cilového
organismu. Pfesna povaha imunitni odpovédi (antigenni
specifita a rozsah), ktera pfimo redukuje populaci plasmo-
dia v organismu, resp. pusobi preventivné proti malarii, je
zatim nezndma a Casto simulovdna jenom na zvifecich
modelech. V posledni dob¢ se za velmi nadéjnou povazuje
ockovaci latka s oznacenim RTS,S (v spojeni s AS02 adju-
vans). Tato vakcina obsahuje ¢asti CSP proteinu (z angl.
circumsporozoite protein) a epitopy T-lymfocytl spojené
s komponenty povrchového antigenu hepatitidy B tak, Ze
dochazi k tvorbé imunogennich castic. Klinické studie
prokazaly 34% ucinnost pii prevenci u dospélych pacientl
(studie provadéna v Gambii) a 30% ucinnost u déti (studie
provadéna v Mozambiku)®. Predpokladanym mechanis-
mem UCinku této vakciny je tvorba protilatek proti spo-
rozoitim, které rozpoznaji hepatocyty infikované plasmo-
diem. Pro dosazeni vyssi produkce T-lymfocyti se osvéd-
¢ilo kombinovani dvou vektorti: FP9 (dribezi nesStovice,
z angl. fowlpox virus) a MVA (modifikovany virus vakci-
nie Ankara), které obsahovaly sekvenci jednoho
z antigen: TRAP (z angl. thrombospondin-related adhesi-
ve protein) a CSP. Oba se ucastni vstupu sporozoitii do
hepatocytu®%. Prvni testy obou vakcin byly provedeny
ve Velké Britanii a prokazaly signifikantni tvorbu T-
lymfocyti a 82% redukci napadenych hepatocyta®.
V prvni a druhé fazi klinickych testi je momentalné vakci-
na zaloZena na adenovirovém vektoru exprimujicim CSP
a AMALI (z angl. apical membrane antigen) antigen®”®*.
V druhé fazi klinickych testli je téz vakcina obsahujici
kombinaci MSP-1 a MSP-2 (z angl. merozoite surface
proteins) s RESA proteinem (z angl. ring-stage-infected
erythrocyte surface antigen) z P. falciparum a Montadine
ISA 720 adjuvans. Testy u 5-9letych déti z Papuy Nové
Guiney prokazaly 62% redukci vyskytu parazita®. Dalsim
pomérmneé nadéjnym se ukazuje dlouhy synteticky peptid
odvozeny od MSP-3, obsahujici epitopy z B- a T-
lymfocyt. Prvni faze klinickych testd byla provedena
v Burkina Faso, pfi¢emz byla u dobrovolnikl pozorovana
vyrazna tvorba protilatek’’. Pro piipravu vakcin se daji
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vyuzit i protilatky produkované proti antigentim exprimo-
vanym b€hem sexudlni faze parazita — lze je pouZzit na
zastaveni oplodnéni a vyvinu do stadia sporozoiti. Mezi
takové antigeny patii povrchové antigeny gametocytu pa-
razita: Pfs25, Pfs28, Pfs48/45 a P£s230 (cit.”"™").

5. Zavér

Vyzkum v oblasti patogeneze riznych onemocnéni
neustéle pfinasi nové poznatky, které se stavaji zakladem
pro navrh a produkci vakcin v zajmu prevence nebo jako
latek pasobicich pfimo proti plivodcim onemocnéni. Pro-
ces vytvoreni nové vakciny od jejiho navrzeni az po zave-
deni do klinické praxe je Casové a finanéné naro¢ny. Dliraz
je kladen na bezpecnost vakciny a v neposledni fadé také
na jeji efektivnost a ekonomickou relevantnost. Nejnove;j-
§im trendem v oblasti vyvoje vakcin je vyuziti virovych
vektorl. Viry jsou samy o sob& zna¢n¢ imunogenni a pro-
tilatky, které se po imunizaci takovou vakcinou produkuji,
jsou u testovanych zvifat velmi efektivni. Komplikaci je,
ze imunitni odpovéd’ u ¢loveka je Casto slaba nebo ziskana
imunita pouze docasnd, Casto je pozorovana téz vyrazna
reaktogenita (lokalni bolest a zarudnuti). V soucasnosti
jsou nejzadanéjsimi vakcinami vakciny proti HIV, malarii,
tuberkul6ze, hepatitidé B a C, hore¢ce Dengue a japonské
encefalitideé. Zavedeni G¢inné vakciny do klinického uziva-
ni konkrétné u HIV, malarie a tuberkuldzy je bohuzel za-
tim v nedohlednu.

Tato prace vznikla za finanéni podpory grantu ME
904 Ministerstva Skolstvi, mlddeze a télovychovy.

Seznam pouzitych zkratek

AVIP AIDS Vaccine Integrated Project

BCG Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guérin
CA  kapsidovy protein

CD4 diferenciacni skupina povrchovych glykoproteint
CM  cytoplasmatickd membréna

env  envelope, prekursor pro povrchové glykoproteiny
ER  endoplasmatické retikulum

gag  group-specific antigen, strukturni polyprotein
gpl120 glykoproteinl120

gp4l  glykoprotein41

HIV  Human Immunodeficiency Virus

HPV  Human Papillomavirus

IN integrasa

MA  matrixovy protein

MHC hlavni histokompatibilni komplex

MTB Mpycobacterium tuberculosis

NC  nukleokapsidovy protein

nef  negative regulatory factor

PIC preintegracni komplex

pol  polymerasa

rev  regulator of virion

RT  reverzni transkriptasa

SU  povrchova podjednotka
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tat trans-activator of transcription
TM  transmembranova podjednotka
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The research in vaccine development is growing very
intensively. More than 95 clinical trials of potential HIV
vaccines have been performed in last 25 years. Currently,
only two HIV vaccine candidates are in Phase III trials and
one in Phase II trial. Tuberculosis is another problematic
disease of the 21st century. Calmette-Guérin vaccine from
Mycobacterium bovis bacillus is the only one used for
immunization against tuberculosis. Unfortunately, it is
effective only in newborns but not in adults; thus, efforts
are still put to prepare an effective vaccine for immuniza-
tion and treatment of adults. Malaria killed more than
1 million people in 2006, most of them were children. We
still do not have any vaccine effective in prevention of
malaria; nevertheless, some vaccine candidates appeared
and are now in Phase I or Phase II trial.

hemické
listy

“C

Na adrese http://www.chemicke-listy.cz/authors/index.html naleznete novy rejstiik autort

publikujicich v na§em ¢asopise od roku 1997.

redakce

1014



Chem. Listy 104, 1015-1022 (2010)

Referat

UPRAVA VODY S OBSAHEM HUMINOVYCH LATEK

MARTIN PIVOKONSKY", LENKA
PIVOKONSKA®, PETRA BUBAKOVA™"
a VACLAV JANDA"

“Ustav pro hydrodynamiku AV CR, v.v.i. Pod Patankou 5,
166 12 Praha 6, ® Ustav technologie vody a prostiedi,
Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze, Technic-
ka 5, 166 28 Praha 6

Vaclav.Janda@vscht.cz, pivo@ih.cas.cz

Doslo 4.2.10, piijato 16.3.10.

Klicova slova: prirodni organické latky, huminové latky,
koagulace, agregace, chemicka uprava vody, sorpce, ionto-
va vymeéna, membranova filtrace

Obsah

1. Uvod
2. Huminové latky
2.1. Plivod huminovych latek
2.2. Charakter a vlastnosti huminovych latek
. Chemicka Gprava povrchovych vod s obsahem
huminovych latek
3.1. Mechanismy koagulace
3.1.1. Neutralizace naboje
3.1.2. Adsorpce na hydroxidech kovti
3.2. Koagula¢ni ¢inidla
3.2.1. Hydrolyzujici koagula¢ni ¢inidla
3.2.2. Kationtové polyelektrolyty
. Alternativni metody upravy povrchovych vod s obsahem
huminovych latek
4.1. Sorpcni procesy
4.2. lontova vymena
4.3. Membrénova filtrace
4.4. Oxidacni a biologické metody
. Zaveér

1. Uvod

Pifrodni organické latky (NOM — Natural Organic Mat-
ter) jsou vyznamnou soudasti povrchovych vod'. Podle veli-
kosti ¢astic se NOM déli na rozpusténé (DOM — Dissolved
Organic Matter) a nerozpusténé (POM/SOM - Particulate/
Suspended Organic Matter). Dohodou byla velikostni hra-
nice mezi rozpusténymi a nerozpusténymi organickymi latka-
mi stanovena’ na 0,45 um. Zasadni vyznam z hlediska vy-
zkumu i technologie Upravy vody maji pfedev§im DOM.

1015

Jedna se o sloZitou smés aromatickych a alifatickych uhlo-
vodikovych struktur s mnoha typy funk¢nich skupin (napf.
amidové, karboxylové, hydroxylové, ketonické a dalsi
funkéni skupiny) s rlznymi fyzikdlnimi a chemickymi
vlastnostmi**. DOM mohou byt pivodu allochtonniho (4.
latky, které se do vody dostavaji z okolniho prostiedi)
a autochtonniho (tzn. latky, které ve vodé pfimo vznikaji).
Mezi allochtonni organické latky fadime vyluhy z pidy
a sedimenttl (pidni a raselinny humus, vyluhy z listi a tlejici-
ho dfeva), mezi autochtonni pak produkty Zivotni ¢innosti
rostlinnych a zivocisnych organismti a bakterii a latky
vzniklé biologickymi a chemickymi pfeménami odumielych
bunék®. DOM jsou tvofeny huminovymi latkami (huminové
kyseliny a fulvokyseliny) a latkami nehuminového charakteru
(ptedevsim proteiny a polysacharidy). V povrchovych vodach
je vétsinou obsah huminovych latek vyssi 60-75 % (cit.*®),
nehuminové latky se ve zvySenych koncentracich vyskytuji
prevazné ve vegetatnim obdobi pii masovém rozvoji fyto-
planktonu’.

2. Huminové latky

Pievazujicim typem NOM v mnoha povrchovych
zdrojich vody jsou huminové latky’. Huminové latky jsou
slozit¢  vysokomolekularni  polycyklické slouceniny
s relativni molekulovou hmotnosti v rozmezi nékolika
stovek az desitek tisici™®. Huminové latky se ve vods vy-
skytuji jako jednotlivé molekuly, nebo jsou vzijemné spo-
jené slabymi vazebnymi interakcemi do supramolekular-
nich struktur’ a mohou se vyskytovat i jako micelarni ko-
loidy s hydrofobni ¢asti molekuly umisténou uvnit a hyd-
rofilni vné molekuly'”.

2.1. Pivod huminovych latek

Vznik huminovych latek neni zcela objasnén a existu-
je nekolik teorii jejich vzniku. Jedna se napt. o degradacni
(ligninovou) a syntetickou (polyfenolovou) teorii'. Degra-
dacni teorie popisuje vznik huminovych latek mikrobial-
nim rozkladem odumfelého rostlinného materidlu, kdy
z tézko rozlozitelnych latek jako je lignin, kutin nebo me-
lanin vznikaji vysokomolekularni huminy. Ty jsou pak
oxidaci postupné transformovany pies huminové kyseliny
na fulvokyseliny a dile na jeSt¢ mensi molekuly. Pokud
degradacni mechanismus pokracuje, jsou huminové latky
postupné a velmi pomalu rozlozeny az na oxid uhlicity
a vodu. Synteticka teorie naopak vychazi z predpokladu,
ze rostlinné tkané€ jsou nejprve degradovany na malé mole-
kuly (karboxylové kyseliny, fenoly atd.) a z nich se pak
syntézou tvoii huminové latky. Nejprve by tedy vznikaly
fulvokyseliny, az pak huminové kyseliny a nakonec hu-
miny.
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Pravdépodobné je, Zze oba mechanismy existuji vedle
sebe, mohou se i rizné prolinat, napt. degradaci ligninu
nejprve vzniknou malé molekuly, z nichz se syntetizuji
huminové kyseliny a ty jsou pak oxidaci a fragmentaci
pfeménény na fulvokyseliny. Ve vodnich ekosystémech
zfejm¢ dominuje degradacni mechanismus, zatimco
v terestrickych ekosystémech pfevazuje syntéza.

2.2. Charakter a vlastnosti huminovych latek

Huminové latky maji pfevadzn¢ aromaticky charakter,
kdy aromaticka jadra byvaji vzajemné spojena alifaticky-
mi, ¢asto cyklickymi fetézci a svou povahou se fadi do
skupiny polyfenoli a polykarboxylovych kyselin®'2. Ty-
pickymi funkénimi skupinami pfitomnymi ve struktuie
huminovych latek jsou predevsim karboxylové a hydroxy-
lové, ale i methoxylové a karbonylové skupiny. Tyto
funk¢ni skupiny mohou byt vazany jak na aromatickych
jédrech, tak i v postrannich fetézcich. Kromé aromatickych
jader byly v makromolekulach huminovych latek nalezeny
i chinoidni a olefinové struktury. Huminové latky jsou
tvofeny prevazné uhlikem, dale kyslikem, vodikem, dusi-
kem, ale také sirou”.

Huminové latky 1ze rozdélit podle chemickych a fyzi-
kélné-chemickych vlastnosti na humusové kyseliny
(huminové kyseliny, fulvokyseliny, hymatomelanové ky-
seliny), huminy a humusové uhli*'*, Viechny skupiny jsou
si strukturné podobné, 1isi se molekulovou hmotnosti, ob-
sahem funké¢nich skupin, kyselosti, kompleta¢nimi schop-
nostmi a rozpustnosti v nékterych rozpoustédlech. Huminy
a humusové uhli jsou ve vodé¢ prakticky nerozpustné,
a proto jsou z hydrochemického hlediska vyznamné pouze
humusové kyseliny’.

Vétsina autord rozliSuje jen tifi skupiny huminovych
latek, a to huminové kyseliny, fulvokyseliny a huminy®.
Huminové kyseliny jsou rozpustné v zasadach, ale neroz-
pustné v kyselinach, fulvokyseliny jsou rozpustné v zasa-
dach i v kyselindich a huminy nejsou rozpustné ani
v kyselinach ani v zasadach®'"". Pfi hodnot& pH 1 se humi-
nové kyseliny z roztoku srazi, zatimco fulvokyseliny zi-
stavaji v rozpusténé formé. Diky své vyssi rozpustnosti
byvaji fulvokyseliny v piirodnich vodach v prevaze®.

Fulvokyseliny maji ve srovnani s huminovymi kyseli-
nami niz8i molekulové hmotnosti, obsahuji méné¢ aroma-
tickych struktur, vice alifatickych postrannich fetézcl
a maji vice homogenni strukturu. Hranice mezi obéma typy
humusovych kyselin je viak obtizng stanovitelna'""*'*, Ful-
vokyseliny a huminové kyseliny se li§i i elementdrnim
slozenim. Nazory na procentudlni zastoupeni jednotlivych
prvki v huminovych latkach se v literatufe rizni, coz je
pravdépodobné zpisobeno riznorodosti huminovych latek
v jednotlivych zdrojich vody. Fulvokyseliny jsou tvofeny
46-55 % uhlikem, 37-50 % kyslikem, 4-5 % vodikem
a 1 nizkym obsahem dusiku a siry. Huminové kyseliny
naopak obsahuji 50-57 % uhliku, 34-38 % kysliku, 4-6 %
vodiku a také dusik a siru. VétSina autori se shoduje na
tom, ze fulvokyseliny maji ve srovnani s huminovymi
kyselinami vy$si procentudlni obsah kysliku a obvykle
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nizsi procentualni obsah uhliku™". Fulvokyseliny obsahuji
dale az dvakrat vice karboxylovych skupin nez huminové
kyseliny, ale nazory na obsah fenolovych a hydroxylovych
skupin se v literatufe rozchazeji. Zacek™ uvadi, ze fulvo-
kyseliny obsahuji vice fenolovych a hydroxylovych skupin
ve srovnani s huminovymi kyselinami, naopak Watt
a Peuravuori'>'” uvadgji pomér opaény.

Vlastnosti huminovych latek, jako je rozpustnost ve
vodé, schopnost agregace a disociace, nabojové poméry ¢i
schopnost vytvaret komplexy s kovovymi ionty, uzce sou-
viseji s jejich slozenim, které je ovlivnéno humifika¢nimi
procesy”'. Vedle t&chto procesi jsou také vyznamné ovliv-
nény velikosti jednotlivych molekul a ¢astic, stupném je-
jich dispergace (pravé nebo koloidni roztoky), polaritou,
kterd je dana charakterem skeletu (aromaticky ¢i alifatic-
ky) a hlavné druhy, pocty a disocia¢nimi schopnostmi
funk¢énich skupins.

Ve vétsiné prirodnich vod se pfi béznych hodnotich
pH huminové latky vyskytuji jako negativné nabité, povr-
chové aktivni makromolekuly®. Jejich zaporny néboj je
dén pfitomnosti funkénich skupin, zejména karboxylovych
a hydroxylovych®. Pfitomnost t&chto skupin vézanych na
huminovém skeletu je i jednou z pfiCin kyselosti vod
s vysokou koncentraci huminovych latek. Zejména karbo-
xylové skupiny maji relativné siln¢ kysely charakter
(disociaéni konstanty jsou fadu 102-10"), zatimco hydro-
xylové skupiny jsou jen slabé kyselé (disociacni konstanty
fadu 107°-10""Y)%. Protoze fulvokyseliny obsahuji vice
karboxylovych skupin nez huminové kyseliny, jsou i vy-
razné kyselejdi'™". Kyselost huminovych latek je dale
ovlivnéna rozmisténim karboxylovych skupin v molekule,
ale také pritomnosti ostatnich funkénich skupin, jako jsou
napf. polarni skupiny v blizkosti skupin karboxylovych,
které snizuji jejich kyselost. Zasadni vliv na pH maji
zejména substituenty v poloze ortho vici karboxylové
skuping".

Kromé hodnot disociac¢nich konstant pfitomnych kar-
boxylovych a hydroxylovych skupin je kyselost humino-
vych latek ovlivnéna také polaritou (dipdlovym momen-
tem) molekul. Polarita molekul huminovych latek vznika
na zakladé nerovnomérného rozlozeni naboje na jejich po-
vrchu daného ptitomnosti polarnich skupin (-OH, -COOH,
—OCH;). Obecné plati, ze ¢im je polarita huminovych latek
vy&si, tim vyssi je i jejich kyselost™.

Mezi vyznamné vlastnosti huminovych latek patii
dale schopnost tvorby nejriznéjsich komplexi pfedevsim
s vicemocnymi kationty. Tato vlastnost je ovlivnéna pfi-
tomnosti karboxylovych a fenolovych skupin a také aro-
maticitou molekuly'*'"®. Schopnost tvorby komplexi se
zvySuje se vzrustajici hodnotou pH a jejich rozpustnost
zavisi na hmotnostnim poméru obou slozek: ¢im je pomér-
né zastoupeni kationtll vétsi, tim je rozpustnost komplext
mensi.

Pro vody s obsahem huminovych latek je typicka
nejen vysoka koncentrace téchto latek, ale také nizky ob-
sah vapniku, hof¢iku a hydrogenuhlicitanovych iontd,
nizk4d hodnota pH a KNK,s a Casto také zvySeny obsah
hliniku®, coz jsou typické rysy vod v horskych oblastech
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nebo hornich ¢astech tokd. Ve vétsing pripadt byvaji ne-
vyhovujici i nékteré senzorické vlastnosti vody, jako je
barva, chut’ a zdpach®.

3. Uprava povrchovych vod s obsahem
huminovych latek

Huminové latky mohou byt z vody odstranény pomo-
ci koagula¢né/flokulacnich procesti, membranovou filtraci,
sorpénimi procesy, iontovou vymeénou a castecn¢ také
oxidagnimi a biochemickymi procesy” **. Uéinnost odstra-
nitelnosti huminovych latek je zavisla predevs§im na veli-
kosti, tvaru a polarité jejich molekul'?'. Ve vodé
s nizkou hodnotou pH tvoii huminové latky pomérné velké
agregaty molekul s nehomogenni strukturou a vy¢niva-
jicimi funk&nimi poldrnimi skupinami do vody (huminové
latky jsou i povrchové aktivni — snizuji povrchové napéti
vody), coz umoziuje jejich pomérné snadnou separovatel-
nost. Naopak s rostouci hodnotou pH vody nebo s rostouci
koncentraci huminovych latek se velikost agregatti zmen-
Suje, ve vodé vice disociuji, vzajemné se odpuzuji a jsou
z vody hiife odstranitelné’. Obecné plati, Ze vysokomole-
kularni huminové kyseliny jsou vétSinou Upravarenskych
procesi z vody snadnéji odstranitelné nez nizkomolekular-
ni fulvokyseliny'*”. Huminové latky jako celek jsou pak
snaze odstranitelné nez organické latky nehuminové pova-
hy, jako jsou polysacharidy a proteiny, které jsou soucasti
NOM230

Vétsina huminovych latek se ve vodach vyskytuje
v makromolekularni formé se zdpornym povrchovym na-
bojem. Charakter huminovych latek umoznuje pro jejich
odstranéni z vody vyuzit chemickou technologii zalozenou
na jejich destabilizaci a nasledné agregaci. Nezbytnym
predpokladem dosazeni vysokych uCinnosti odstranéni
huminovych latek je pfedevs$im optimalizace reakcnich
podminek koagulace, tj. reakéniho pH a davky koagulacni-
ho ¢inidla®.

Proces chemické upravy huminovych vod zahrnuje
hydrolyzu iont koagula¢niho ¢inidla a tvorbu polymer-
nich iontd (hydroxopolymert), destabilizaci ¢astic humi-
novych latek, agregaci destabilizovanych €astic a separaci
vzniklych agregatii’. Optimélni reakéni pH pro pravu vod
s huminovymi latkami je v oblasti pH 5 aZ 6,5, kdy jsou
destabilizovany i problematické nizkomolekularni frakce
huminovych latek™**. Dostate¢na rychlost reakci koagu-
lacniho cCinidla s huminovymi latkami je nutnym pifedpo-
kladem pro jejich dobré odstranéni z vody. Na u¢innosti
koagulace huminovych a i dalsich latek je ptimo zavisla
ucéinnost nasledujicich technologickych procest (agregace
a separace). Koagulace zahrnuje fadu hydrolytickych, di-
sociacnich, srazecich, oxidacné-redukcnich a komplexo-
tvornych reakci®.

3.1. Mechanismy koagulace

Koagulace huminovych latek probiha vesmés dvéma
zakladnimi procesy. Jedna se o neutralizaci naboje humi-
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novych latek hydroxopolymery koagulaéniho Ccinidla
a sorpci huminovych latek na hydroxidech hliniku a zele-
za. O tom, ktery koagula¢ni proces bude pievazovat, roz-
hoduje ptedevsim hodnota pH vody, koncentrace humino-
vych latek a typ a davka koagulaéniho &inidla®*-33%¢,

3.1.1. Neutralizace naboje

Pfi neutralizaci naboje hydroxopolymery dochazi
k destabilizaci ¢astic huminovych latek nezhydrolyzovany-
mi ¢i ¢asteCné zhydrolyzovanymi ionty koagulacniho ¢i-
nidla. Objevuji se elektrostatické interakce mezi kladné
nabitymi hydroxopolymery a anionty huminovych latek
a tvoii se nerozpustné nabojové neutralni produkty™’.
Tyto primarni elektroneutralni Castice se svou velikosti
pfili§ neliSi od piivodnich organickych makromolekul nebo
jejich agregati. Tento mechanismus se uplatiiuje v zké
oblasti pH (4,0-6,0), proto nutnym pfedpokladem Ucinné
koagulace je optimalizace pH upravované vody**>*’. Me-
chanismus je typicky pro vody s vysokou koncentraci hu-
minovych latek, s nizkou koncentraci hydrogenuhli¢itano-
vych iont, nizkou hodnotou pH a nizkym obsahem soli®.
Pii destabilizaci huminovych latek neutralizaci néboje je
davka koagulacniho ¢inidla velmi uzce zavisla na koncent-
raci huminovych latek?..

3.1.2. Adsorpce na hydroxidech kovii

Pfi adsorpcnich mechanismech koagulace dochazi
k sorpci huminovych latek na srazeniny hydroxida hliniku
&i zeleza™. Tento mechanismus se uplatiuje predeviim
v oblasti pH 6,0-8,0, kdy dochazi k rychlé tvorbé amorf-
nich srazenin Al(OH)s, k sorpci huminovych latek a vzni-
ku srazenin hlinitych humata*". Adsorp&ni mechanismus
je typicky pro vody s nizsi koncentraci huminovych latek,
s vy$$im obsahem hydrogenuhli¢itanovych iontd, vyssi
hodnotou pH a vy$§im obsahem soli”. Ve srovnani
s mechanismem koagulace Castic neutralizaci naboje je
jeho ucinnost nizsi a vzrista s rostouci davkou koagulacni-
ho ¢inidla. Proces je méné zavisly na hodnoté pH, teploté
a obsahu soli.

3.2. Koagulaéni ¢inidla

Huminové latky se v povrchovych vodach vyskytuji
nejéastéji jako organické anionty, které vykazuji silnou
afinitu ke kladn¢ nabitym ¢inidlim. Proto se pro odstrafio-
véani huminovych latek chemickou tpravou pouZivaji klad-
né nabita koagulacni Cinidla, nejCastéji vznikajici ze soli
trojmocného Zeleza a hliniku®, &aste¢né také organické

polyelektrolyty syntetického & piirodniho pavodu®-*,

3.2.1. Hydrolyzujici koagulacni cinidla

Néazory na to, zda jsou pro Upravu huminovych vod
vhodngjsi hlinita nebo Zelezitd koagulacni ¢inidla nejsou
v literatufe jednotné, projevuje se ziejmé odliSny charakter
studovanych typt vod. Rozmezi pH, kdy jsou hlinita ¢inid-
la maximalné G¢inna (pH 5,8-6,2) se piekryva s optimalni
hodnotou pH pro odstranéni huminovych latek, viz. vyse.
Tvorba suspenze hydroxidu hlinitého je energeticky méné
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naroéna oproti tvorbé suspenze hydroxidu zelezitého
a zbytkova koncentrace hliniku v upravené vodé byva
nizsi neZ zbytkova koncentrace Zeleza’.

Naopak z vysledki Fearinga, Jacangela, Nissinena
a dalsich®™% vyplyva, 7e pii pouziti Zelezitych &inidel je
dosahovano vyssich u¢innosti odstranéni huminovych latek
nez pii pouziti hlinitych ¢inidel. Proti hlinitym ¢inidlim ho-
vori také jejich vyssi cena a pomalejsi prabéh hydrolyzy pri
velmi nizkych teplotdch vody. Presto je ve vodarenské praxi
pro tpravu vod s obsahem huminovych latek nejvice pouzi-
van praveé siran hlinity Al,(SOy4); . 18 H,O. Dalsi vyhodou
vyuziti zelezitych koagulacnich ¢inidel souvisejici s vyssi
molekulovou hmotnosti Zeleza je skutecnost, Ze k ucinné
destabilizaci huminovych latek je obvykle zapotiebi niz-
sich davek Zeleza ve srovnani s hlinikem’.

Dalsimi vyuzivanymi koagulacnimi ¢inidly jsou poly-
aluminium chlorid (PAC) a polyaluminium sulfat (PAS).
Tato koagulacni Cinidla jsou G¢inngjsi v SirSim rozmezi pH
a teplot nez siran hlinity a poskytuji obvykle delsi filtra¢ni
cykly® pii nasledné separaci suspenze. Pongkud sporné je
Jjiz tvrzeni, Ze pii pouziti PAC a PAS jsou niz8i zbytkové
koncentrace hliniku v upravené vodé a G¢innost odstranéni
huminovych latek byva vyssi nez u klasickych hlinitych
¢inidel®. Rada praci prokazala, e naopak pfi pouziti PAC
je ucinnost odstranéni huminovych latek v porovnani se
siranem hlinitym niz$i a naopak zbytkové koncentrace
hliniku vy3si*'.

3.2.2. Kationtové polyelektrolyty

V posledni dobé¢ jsou ve svété pro chemickou Gpravu
vod s huminovymi latkami pouzivany také kationtové
polyelektrolyty (KPE) a to samostatné nebo v kombinaci
s béznymi koagulaénimi &inidly*****. Koagulace humino-
vych latek pomoci KPE je zaloZena na principu nabojové
neutralizace molekul huminovych latek, pfipadné na prin-
cipu tvorby mezic¢asticovych mustki a uc¢innost koagulace
se zvySuje s jejich rostouci nabojovou hustotou a moleku-
lovou hmotnosti***. Casto uvadénym argumentem pro
pouziti KPE je u nich pfedevsim mala zavislost uc¢innosti
odstranéni humati na hodnoté pH a nizsi produkce kalu,
navic mén¢ zvodnélého nez pti pouziti béznych koagulac-
nich ¢&inidel*. Nekteti autofi'' viak prokazali, ze zadny
z kationaktivnich polyelektrolytd nebyl schopen upravit
vodu s obsahem huminovych latek do stejné kvality, jako
hydrolyzujici koagulacni Cinidla. Dal§im faktem zGstava,
ze doposud nebyl zcela objasnén jejich mozny vliv na
zdravi &lovéka a Zivotni prostredi®.

V poslednich letech jsou také provadény pokusy
s vyuzitim pfirodnich polyelektrolytl, jako je chitosan
a tannin pro Upravu vod s obsahem huminovych latek.
Chitosan, slab&é bazicky kationtovy aminopolysacharid, je
pouzivan v kombinaci s hlinitymi nebo Zelezitymi solemi
nebo samostatné. Koagulace probihd mechanismem nabo-
jové neutralizace (podobné jako u jinych kladné nabitych
polymertt), kdy pti nizkych hodnotach pH (4,0-6,0) cés-
te¢né disociuji jeho iminoskupiny™*. Pouzitelnost chito-
sanu je v Sirokém rozsahu pH. Chitosan je s velmi dobrymi
vysledky pouzitelny pro odstranovani zakalu ze surové
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vody, jeho pouziti pro odstranéni huminovych latek je
vSak znacéné¢ diskutabilni a vysledky jsou nejednoznacné
(cit.®*). Nekteré prace dokonce prokazaly, Ze piirodni
polyelektrolyty mohou byt i zdrojem sekundéarniho znecis-
téni upravené vody organickymi latkami*'.

4. Alternativni metody upravy povrchovych vod
s obsahem huminovych latek

Vedle konvencnich (chemickych) procest lze
k odstranéni huminovych latek pfi vyrobé¢ pitné vody vyu-
zit nékteré¢ dalsi postupy. Jedna se predevsim o sorpcni
procesy, iontovou vyménu, membranovou filtraci a oxi-
dacni a biologické metody.

4.1. Sorp¢ni procesy

Huminové latky lze z vody odstranit také sorpénimi
procesy. Spektrum vhodnych sorbentll je Siroké, od aktiv-
niho uhli, hydratovanych oxidd kovii az po hlinitokfemici-
tany>**. P¥i sorpci se obvykle uplatiiuje fyzikalni adsorpce
i chemisorpce. Projevuje se vliv pfitazlivych van der Wa-
alsovych sil, vodikovych mistkd a elektrostatickych in-
terakci*®. Mnozstvi huminovych latek zachycenych v sor-
bentu zavisi na jeho vlastnostech, charakteru a koncentraci
huminovych latek, charakteru surové vody a reak¢nich
podminkéach®’.

Obcas jsou huminové latky odstrafiovany z vody
sorpci na pragkovém nebo granulovaném aktivnim uhli®,
Huminové latky se na povrchu nepoldrniho aktivniho uhli
sorbuji predev§im diky svym hydrofobnim ¢astem mak-
romolekuly. To je zifejmé jeden z dlivodl nizsi sorpéni
schopnosti fulvokyselin oproti huminovym kyselinam'*%.

Fettig a McCreary*** viak naopak tvrdi, Ze nizkomo-
lekularni huminové latky jsou 1épe adsorbovany nez vyso-
komolekularni, protoZze mohou vniknout az do mikroport
aktivniho uhli. U&innost odstranéni huminovych latek
sorpci na aktivni uhli je tedy ovlivnéna i velikosti pori
aktivniho uhli a jeho sorp¢nim povrchem. Je vhodné pou-
zit sorbent, jehoz rozméry poért jsou fadové shodné
s rozméry huminovych latek?%.

Utinnost sorpce huminovych latek na aktivnim uhli je
dale ovlivnéna ptredevsim hodnotou pH. Pfednostné probi-
ha pii nizkych hodnotach pH (cit.”******%), kdy je povrcho-
vy naboj aktivniho uhli kladny a sniZuje se stupen disocia-
ce funkénich skupin huminovych latek a tim klesa i jejich
povrchovy néboj”**.

K odstranéni huminovych latek z vody lze také vyuzit
sorpci na jilovitych mineralech, napf. aluminosilikatech,
oxidech a hydroxidech zeleza, hliniku a manganu, oxidech
kfemiku, uhligitanech atd.™. Princip adsorpce huminovych
latek na jilovité mineraly spociva v interakci karboxylo-
vych skupin organickych molekul s povrchovymi hydro-
xylovymi skupinami jilovitych ¢astic. Ty jsou ve struktufe
mineréalu zakotveny trojmocnymi ionty®. Adsorpce humi-
novych latek na povrchy mineralii probihd pfednostné také
pfi nizkych hodnotach pH (cit.*).
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Néazory na vliv molekulové hmotnosti huminovych
latek na jejich sorpcni schopnost na povrchy minerald jsou
opét nejednotné. Hur, Meier a dal3i*’>' se domnivaji, Ze se
na povrSich minerall pfednostné adsorbuji vysokomoleku-
larni silné aromatické huminové latky. Naopak McCreary
a Matilainen®** tvrdi, Ze nejlépe se adsorbuji nizkomole-
kularni huminové latky, protoze maji lepSi pfistup
k povrchu minerali. Weerd™ se domniva, e svym zpiso-
bem maji pravdu vSichni tito autofi, protoZe pfi kratkodo-
bém kontaktu minerali se smési riznorodych huminovych
latek se nejprve sorbuji nizkomolekuldrni latky, ale
s prodluzujici se dobou kontaktu jsou z vazebnych mist
postupné vytlatovany latkami vysokomolekularnimi. Hli-
nitokfemicitany, napf. kaolin, montmorillonit nebo illit se
z jilovitych sorbentl pro separaci huminovych latek
z vody pouzivaji nejéast&ji®’. Nejvyssich uginnosti je dosa-
hovéano pfi pouziti kaolinu, ktery ma nejvyssi pocet vazeb-
nych mist vhodnych k adsorpci huminovych latek (v povr-
chovych strukturdch obsahuje nejvice trojmocného hlini-
ku)®.
Z oxidl kovi jsou pro sorpci huminovych latek nejvi-
ce pouzivany oxidy Zeleza (geothit a hematit), hydratované
oxidy hliniku (gibbsit) a oxidy kiemiku®. Sorpci na oxi-
dech kovi se 1épe odstrafiuji huminové kyseliny oproti
fulvokyselindm a to zfejmé kvili vy$§im molekulovym
hmotnostem, vyss$i hydrofobicité a aromaticité molekul.
Vliv mé ziejmé také odlisny pocet karboxylovych sku-
pin47’51.

Ze vsech sorbentd je vSak pfi odstranovani humino-
vych latek dosahovano nejvyssich Géinnosti pii pouziti
aktivniho uhli. Dosahované Uc¢innosti se obvykle pohybuji
v rozsahu 60-80 % (cit.*) pro (relativng) &erstvé aktivni
uhli. Uginnost sorpce huminovych latek dale klesa od oxi-
dd kovu pres hlinitokfemicitany az po polymerni pryskyfi-
ce®*Y Sorpéni kapacita, a tedy i prakticka Zivotnost,
aktivniho uhli v8ak neni pro huminové latky nijak zazrac-
na, takze se vzhledem k cené¢ aktivniho uhli tento proces
v praxi neujal. Sorpéni procesy se vubec vzhledem
k vysokym investi¢énim i provoznim nakladiim a naro¢né
regeneraci sorbentdl obvykle nevyuzivaji jako samostatny
technologicky prvek, ale slouzi k dodatecnému snizeni
koncentrace huminovych latek napf. po pfedchozi chemic-
ké tprave™.

4.2. lontova vyména

Vzhledem ke kyselé povaze huminovych latek 1ze pro
jejich odstranéni z vody pouzit anexy*>*.

Existuji dva mechanismy zachytu huminovych latek
ve struktufe ionexové pryskyfice, a to iontovd vyména
a adsorpce. Pfi iontové vyméné dochazi ke specifickym
interakcim mezi povrchovymi karboxylovymi skupinami
huminovych latek a funk¢énimi skupinami ionexu. Pfi me-
chanismu povrchové adsorpce se huminové latky zachyti
na vnitini povrch ionexu vlivem Van der Waalsovych,
vodikovych a hydrofobnich vazeb aniz interaguji s jeho
funkénimi skupinami®***. O tom, ktery mechanismus
bude pfevazovat, rozhoduje predevsim hodnota pH. Pri
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velmi nizkém pH se mlze uplatnit mechanismus adsorpce
(huminové latky nejsou disociovany, resp. jejich disociace
je potlacena), pii vy$sim pH je hlavnim mechanismem
iontova vyména (huminové latky jsou vice disociovany).
V neutralni oblasti se mohou uplatiiovat oba vyse popsané
mechanismy, obecné ale pfevazuje mechanismus iontové
vymany™> . P¥i vysoké hodnots pH se humaty na anexech
jiz zachycovat nebudou, nebot” anionty huminovych latek
se fyzikalné na skeletu ionexu sorbovat nemohou a iontova
vyména vzhledem k vysoké koncentraci hydroxidovych
iontt také nemiize probihat.

Odstranitelnost huminovych latek iontovou vyménou
byva pfiblizné¢ 80 % a vice a zavisi pfedev§im na jejich
vlastnostech (molekulové hmotnosti a polarité) a vlastnos-
tech pouZzitého ionexu (typ skeletu, velikost pord, slabé
bazicky anex nebo silné bazicky anex). Vliv maji samo-
zfejmé 1 dal8i parametry, napt. doba kontaktu upravované
vody s ionexem™***, Podle Bolta a Crouea”*’jsou ion-
tovou vyménou snadnéji odstranitelné nizkomolekularni
siln¢ disociované¢ molekuly ve srovnani s molekulami
vysokomolekularnimi. Naopak podle Fua a Tana™” je
vyssich ucinnosti dosahovano u vysokomolekuldrnich
huminovych latek.

Pro tGpravu povrchovych vod s obsahem huminovych
latek jsou nejucinngjsi siln¢ bazické anexové pryskyfice,
které jsou pouzitelné v Sirokém rozmezi pH a teplot. Déle
bylo zjisténo, ze huminové latky (vcetné fulvokyselin) se
1épe zachycuji v makroporézni nez v gelové struktufe io-
nexu”??>*5 Makroporézni anexy se také lépe regeneruji,
nez gelové, kde dochazi az k nevratné chemisorpci a po-
stupnému sniZovani uzitkové kapacity. Pro separaci humi-
novych latek z vody se nejcastéji pouzivaji ionexy se sty-
ren-divinylbenzenovou nebo akrylatovou  strukturou
(matrice je bud’ styren nebo akrylat a divinylbenzen je
situjici Cinidlo u obou mozZnosti), pfi¢emz styren-
divinylbenzenové pryskyfice jsou k huminovym latkam
selektivngjii nez akrylatové™> (akrylatovy ionex zachycu-
je organické latky huife nez makroporézni — nefunguji zde
hydrofobni n—= interakce aromatickych jader, ale 1épe jsou
vytésiiovany pii regeneraci). Néktefi autofi® jsou oviem
presvédceni o opaku, predpokladaji vyssi ucinnosti zachy-
covéani huminovych latek v akrylatovych ionexech, s vys-
$im obsahem vody ve struktufe. Obecné bylo prokazano,
ze s rostoucim obsahem vody v ionexu roste uc¢innost za-
chyceni huminovych latek.

Ionexy pouzivané pro Upravu vod s obsahem humino-
vych latek nesou na svém povrchu nejcastéji aminové
funk¢ni skupiny (terciarni aminy a kvartérni amoniové
skupiny).  Anexy jsou zpravidla  provozovany
v chloridovém cyklu a reakce probihd podle nésledujiciho
schématy2225444634

ionex-N"(CH3); CI+ R~ ionex-N"(CH3); R~ +CI

kde R™ je anion molekuly huminové latky.

V poslednich nékolika letech se provadéji pokusy se
zachycovanim a separaci huminovych latek na specialnich
typech ionexi, tzv. MIEX. Jednd se o magneticky silné
bazicky, makroporézni anex tvotreny polyakrylovym skele-

—
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tem, magnetickym jadrem a kvartérnimi amoniovymi sku-
pinami®. Z hlediska investi¢nich a provoznich nakladi je
proces upravy vody iontovou vyménou vhodny zejména
pro vody s neprili§ vysokymi koncentracemi huminovych
latek, protoZze s jejich vzristajici koncentraci se provoz
znatné prodrazuje”. Ve vodarenskych provozech neni
technologie zaloZzena na iontové vymén¢ zatim piili§ rozsi-
fena. Tontovou vymeénu sice lze pouzivat jako samostatny
technologicky proces Upravy vody, ale Castéji je provozo-
vana v kombinaci s dalSimi procesy, které ze surové vody
predseparuji organické zneisténi a suspendované latky™.
Bézné vsak jsou na anexech odstraiovany zbytkové humi-
nové latky po koagulaci a separaci suspenze na elektrar-
nach pii vyrobé demineralizované vody. K odstraniovani
huminovych latek miiZeme pouZit sorpéni anex (organic
scavenger), ktery se prediazuje demineralizacni lince. Jed-
né se vétSinou o vysoce porézni siln€ bazické anexy, které
se pouzivaji v chloridové formé. Regenerace se provadi
roztokem obsahujicim chlorid sodny a hydroxid sodny.
Dalsi  variantou sorpcnich  anextu, jsou fenol-
formaldehydové slabé bazické anexy, které se regeneruji
roztokem hydroxidu sodného.

4.3. Membranova filtrace

Pti tlakové membranové filtraci predstavuje membra-
na bariéru mezi zahusténou surovou vodou obsahujici
odstranované latky (retentatem, koncentratem) a produk-
tem (permeatem). Transport latek skrz membranu je ovliv-
nén mnoha faktory, zejména pak vlastnostmi membrany
(velikosti port, strukturou, materidlem a povrchovym na-
bojem), vlastnostmi huminovych latek pfitomnych
v surové vodé, ale také interakcemi téchto latek
s membranou”**, Vyznamnym ukazatelem je zejména
velikostni pomér ¢astic huminovych latek a portt mem-
bran. Obecné plati, Ze Castice vEtsi nez pory se zachyti na
povrchu membran, ¢astice srovnatelné velikosti s pory se
vétSinou zachyti uvniti membran a ¢astice s mensim pru-
meérem nez je prumér port membranou prochazeji. Nicmé-
né i nékteré Castice mensi velikosti nez je primér pora
membrany na ni mohou byt zachyceny, a to predevsim
v piipadech, kdy maji opacny naboj nez je ndboj membra-
ny**®. Semipermeabilni membrany vhodné pro Gpravu
huminovych vod jsou nejcastéji vyrobeny z polyamidu,
polypropylenu, polyethylenu nebo z acetatu celulosy*™>*".

Surova voda vstupujici do kontaktu s membranou
musi mit uritou kvalitu, aby se membrana zbytecn¢ neza-
nasela a nesnizovala se tak Ucinnost filtrace. Obsah sus-
pendovanych latek musi byt minimalni a nesmi obsahovat
latky, které by mohly zptisobit poskozeni membrany. Po-
zadované kvality surové vody lze dosahnout piedipravou,
obvykle chemickou technologii. K regeneraci membrén,
tedy k odstranéni zachyceného materialu, je nejCastéji
pouzivana deionizovana voda, chlor, alkalické hydroxidy,
peroxidy atd. Zvlasté Gi¢inné se ukazaly byt roztoky EDTA
(ethylendiamintetraacetat) a SDS (dodecylsulfat sodny)lg.

Podle velikosti p6rt se rozliSuji membrany pro re-
verzni osmozu, pro nano-, ultra- a mikrofiltraci®. Mikro-
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filtraci (pory 0,1 um az 2 um) lze pouZit jako samostatny
technologicky proces pro odstranéni huminovych latek,
jeho ucinnost vSak neni pfilis vysokd, proto se pouziva
Cast&ji v kombinaci s daliimi technologiemi®®*. Uginnost
ultrafiltrace (pory 0,02 um az 0,1 um) pfi Gpravé humino-
vych vod je vys$si nez Gi¢innost mikrofiltrace®™. Membrany
pro nanofiltraci (velikost port 0,002 um az 0,02 um) jsou
schopné z vody separovat témét vSechny, i rozpusténé,
huminové latky, ale na tkor vysokych provoznich naklada
a nizké produkce upravené vody™. Uginnost odstranéni
huminovych latek z vody se tedy li$i v zavislosti na pouZi-
tém typu membrany, ale muze byt témét stoprocentni,
napf. pii pouziti kombinace nékolika rliznych postupi,
napf. mikrofiltrace s nanofiltraci'****, Membranové tech-
nologie nalézaji pifi Uprav€ vod huminového typu stéle
vy$si uplatnéni, bézné jsou jiz zejména na mensich Uprav-
nach vody. Jejich provoz je jednoduchy a dalsi vyhodou je
i skutecnost, Ze se nepouzivaji zadné chemikalie.

4.4. Oxidacni a biologické metody

Biofiltrace je proces vhodny piedevsim pro odstrané-
ni snadno biologicky rozlozitelnych organickych latek,
mezi které ale huminové latky nepatfi. Proto neni biofiltra-
ce pro upravu povrchovych vod s obsahem huminovych
latek jako samostatna technologie bézné pouzivana. Pouze
na nékterych upravnach v zahranici se vyuziva kombinace
biofiltrace s pfedoxidaci. K oxidaci huminovych latek 1ze
vyuzit ozon, peroxid vodiku, manganistan draselny nebo
jejich kombinaci, mnohdy umocnéné ucinky ultrafialového
zéteni. Zadné oxidaéni ¢&inidlo ale nedokaze huminové
latky zoxidovat az na CO, a H,O. Dochazi pouze ke zmé-
nam struktury huminovych latek, napft. ke ztraté aromatici-
ty, transformaci vysokomolekularnich latek na nizkomole-
kularni a ke zvySeni obsahu jednoduchych organickych
kyselin a alkohol&®****. Takto transformované huminové
latky jsou jiz vétSinou odstranitelné naslednou biofiltraci.

Biofiltrace je obvykle kombinaci sorpce produktd
rozkladu huminovych latek nebo jejich netransformova-
nych zbytki na tuhych sorbentech s jejich rozkladem mik-
roorganismy, prisedlymi na sorbent. Nejpouzivanéjsim
sorbentem je granulované aktivni uhli, 1ze vSak pouZit
i antracit, bauxit nebo syntetické sorbenty na bazi polyes-
terti a polystyrénd™. P¥i biofiltraci upravovana voda proté-
ka filtracni vrstvou sorbentu, ktery je bud’ ve formé pevné
nebo fluidni filtracni vrstvy. Na casticich sorbentu jsou
vézany mikroorganismy. Uéinnost biofiltrace zavisi na
dob¢ kontaktu upravované vody s filtracnim médiem, typu
filtraéniho média, dale na hodnot¢ pH a teploty vody
a zejména na vlastnostech degradovanych organickych
latek™*".

5. Zavér

Protoze charakter huminovych latek obsazenych
v riznych typech povrchovych vod byva ¢asto velmi odlis-
ny, mize byt pro jednotlivé typy surové vody vhodny riz-
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ny zpusob upravy. Nejbéznéjsi metodou upravy vod
s obsahem huminovych latek je chemicka uprava zalozena
na destabilizaci a nasledné agregaci (koagulaci/flokulaci)
huminovych latek. Timto zplisobem se velmi dobie odstra-
nuji zejména vysokomolekularni huminové latky. Naopak
nizkomolekularni fulvokyseliny jsou odstraiovany pod-
statné htife. Vyhodou této technologie jsou zejména inos-
né investicni a provozni naklady a také moznost instalace
v upravnéach s velmi rozdilnou vykonovou kapacitou. Ne-
vyhodou chemické Upravy pouzivajici hlinité sole je ale
vznik Spatné odvodnitelného kalu, s vysokymi koncentra-
cemi hliniku a nékdy i nevyhovujici kvalita upravené vo-
dy, a to pfedevsim v zavislosti na charakteru upravované
vody.

Pro odstranéni nizkomolekuldrnich zdporn¢ nabitych
fulvokyselin je ve srovnani s chemickou upravou vhodné;j-
81 iontova vymeéna. Iontovd vymeéna se pro odstranéni hu-
minovych latek zda byt uc¢inngjsi nez adsorpce na aktivnim
uhli, oxidech kovii nebo na anorganickych ionexech jako
jsou hlinitokiemicitany nebo silikagel. Naopak vyhodou
sorpcnich procestll, zejména pii pouziti aktivniho uhli je
schopnost odstranit i elektroneutralni nizkomolekularni
latky, které jsou ostatnimi procesy Spatn¢ odstranitelné.
Utinnost odstranéni huminovych latek je obvykle nejvyssi
pfi pouziti vysokotlakych membranovych procest
(nanofiltrace), ale zde jsou investi¢ni a provozni naklady
vysoké. Vyhodou membranové filtrace je také variabilita
a relativni jednoduchost samotného provozu a schopnost
velmi dobfe upravit i vody s vysokym obsahem humino-
vych latek. Oxidace huminovych latek nasledovana biofil-
traci je metoda, kterou 1ze odstranit témet vSechny biolo-
gicky rozlozitelné organické latky ve vodg, ale pro pfimé
odstranéni huminovych latek neni pfili§ vhodna. Pfedcha-
zet musi jejich razantni oxidace a rozstépeni makromole-
kul na mensi, biologicky rozlozitelné fragmenty, coz celou
technologii vyznamné prodrazuje.

Kazda z vyse zminovanych technologii ma své vyho-
dy i nevyhody. Pro pfedstavu praktického vyuziti jednotli-
vych zpusobl odstranéni huminovych latek mizeme vy-
chazet napi. z norskych zkusenosti*. V Norsku maji
160 upraven, které upravuji povrchové vody se zvysenymi
koncentracemi huminovych latek. Z toho 74 vyuZziva kla-
sického chemického zplsobu, 63 membranové filtrace,
12 procesu iontové vymeény a pouze 1 Upravna je zaloZena
na kombinaci ozonizace s biofiltraci.

Tato prdace byla podporena z prostredkii grantového
projektu GA AV CR 144200600902, instituciondlniho vy-
zkumného planu AV0Z20600510 a vyzkumného zaméru
MSM 6046137308.
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Humic matter is the prevailing constituent of natural
organics in many surface water resources. Humic matter is
a class of complex polyclic high-molecular-weight com-
pounds with molecular weights ranging from ten thou-
sands to hundred thousands. Humic matter often varies in
different types of surface water and for that reason differ-
ent treatment technologies are used. The most common
method is chemical water treatment based on coagulation/
floculation of humic substances. Besides, chemical proc-
esses and other methods can be used for removal of humic
matter in water treatment, such as sorption, ion exchange,
membrane filtration, oxidation and biological methods.
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1. Uvod

Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) ze-
mielo na rakovinu v roce 2004 ve svété¢ 7,4 mil lidi, coz
predstavuje piiblizné 13 % vsech umrti'. V Ceské republi-
ce maji zhoubné novotvary za nasledek kazdé ¢tvrté imrti.
Vyvoj poctu hlaSenych onemocnéni ma rostouci trend;
na$tésti vyvoj imrtnosti v CR tento trend nekopiruje®.

V dnesni dobé existuyje mnoho metod boje
s nadorovym onemocnénim, mezi ty zékladni patii onkolo-
gické chirurgie, chemoterapie a radioterapie.
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Chemoterapie stejn¢ jako ostatni jmenované metody
ma sva uskali. Hlavnim omezujicim prvkem pfii 1é¢bé che-
moterapeutiky je jejich nespecificky ucinek, tzn. ze klasic-
ka chemoterapeutika ptisobi na buiky bez rozdilu, zda jde
o nadorové Ci zdravé tkan€. Z tohoto diivodu je chemotera-
pie doprovazena tadou nezadoucich vedlejsich ucinku.
Cilena chemoterapeutika jsou pro svou zvySenou selektivi-
tu vicéi nadorovym buitkam slibnou budoucnosti pro re-
dukei téchto nezddoucich ucinki.

2. Paklitaxel

Paklitaxel, zndmy také pod obchodnim ndzvem Ta-
x0l® (registrovand obchodni zna¢ka firmy Bristol-Myers
Squibb)’, patti do skupiny taxani, ptirodnich diterpenoidi
(obr. 1). Paklitaxel byl objeven v ramci programu National
Cancer Institute, ktery prozkoumaval protinadorovou ucin-
nost tisicti extrakt rostlin®. Cytotoxicka uéinnost extraktu
tisu Taxus brevifolia byla prokazana roku 1964 (cit.’)
a roku 1971 byla poprvé publikovana struktura paklitaxelu
jako ¢inné slozky tohoto extraktu’.

Cytostaticka 0c¢innost paklitaxelu spocéiva v jeho
schopnosti stabilizovat mikrotubuly a blokovat jejich de-
polymerizaci zpét na tubulin®. Mikrotubuly patii mezi
zivotné dulezité bunécné struktury, které se tiCastni nejen
déleni bun¢k. Zasahem do funkce mikrotubull se zastavi
bunécné déleni.

Problémem pfi aplikaci paklitaxelu je jeho nizka roz-
pustnost ve vodé. Tento problém byl ¢aste¢né vyiesen jeho
intravenosnim podavanim ve form€ smeési ethanolu
s derivatizovanym ricinovym olejem Cremophorem EL®
(registrovana obchodni znacka firmy BASF Corporation)’.

Paklitaxel naSel Siroké klinické vyuziti. Poprvé byl
schvalen v roce 1992 americkou Food and Drug Adminis-
tration pro 1é¢bu nador vaje¢nik’. Dnes je paklitaxel
pouzivan pfi 1écbé karcinomu prsu, vajecnikll a urcitych
forem karcinomu plic®.

Obr. 1. Struktura paklitaxelu
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Stejné jako ostatni cytostatika vykazuje paklitaxel
u pacientll nezadouci vedlej$i ucinky, jako napf. reakce
z precitlivélosti na paklitaxel, neutropenie ¢i periferni neu-
ropatie*’. Nékteré z téchto nezadoucich uginkd jsou spojo-
vany nejen se samym cytostatikem, ale také s jeho pomoc-
nou latkou, jiz diive zmifiovanym Cremophorem EL.

3. Strategie cileného transportu cytostatika
do nadorové tkané

Jak jiz bylo zminéno v Gvodu, hlavnim nedostatkem
chemoterapeutik je jejich neselektivita cytotoxicity vuci
nadorovym bunkam. Cilena chemoterapie je jednou
z moznosti, jak tento nedostatek zmirnit a zvysit efektivitu
1é¢by. Dulezitym pozitivem, souvisejicim se snizenim
nezadoucich vedlejsich ucinkt 1écby, je zlepSeni Zivota
pacienta b&hem 1écby.

Strategie cilen¢ho transportu je zalozena na faktu, ze
nadorové buiiky se od zdravych bunék lisi v nékterych
strukturnich prvcich a déjich. Na zakladé toho jsou hleda-
ny latky, které po navdzani na cytostatikum funguji jako
nosi¢e ¢i navigatory k témto specifickym strukturam
a pomahaji pfi vstupu cytostatika do buniky. Vyznamnou
roli pfitom hraje také vazba cytostatika s touto navigacni
molekulou, tzv. spojka. Spojka musi zajistit takovou vazbu
s cytostatikem, ktera neporusi schopnost vazby navigacni
molekuly na jeji receptory, a také nedovoli uvolnéni cyto-
statika z vysledného konjugatu pred dosazenim cilové
tkéné.

4. Derivaty paklitaxelu pro cileny transport
cytostatika

Ptipravu jednoho z prvnich cilenych konjugatt pakli-
taxelu publikoval Safavy'® v roce 1999. Od té doby byla
pfipravena fada cilenych derivatd paklitaxelu lisicich se ve
svém prepravci k cilovym buiikam. V této praci bude po-
dan prifez pracemi z poslednich 10 let.

4.1. Transport cytostatika s kyselinou listovou

Kyselina listova (pteroylglutamova kyselina) je dile-
7itym ve vodé rozpustnym vitaminem''. Kyselina listova
je nezbytna pro normalni rust buriky a jeji déleni. Reduko-
vana forma tohoto vitaminu, kyselina tetrahydrolistova
(tetrahydrofolat), je koenzymem, ktery se Gcastni reakci,
pii nichz se pienaseji jednouhlikaté zbytky'>.

Folatovy transport je provadén dvéma rozdilnymi
systémy'”. Z hlediska cilenych derivati cytostatik je dile-
zity prenos folatovymi receptory, které jsou vazané
k povrchu bunky ptes glykosylfosfatidylinositolovou kot-
vu a prenos se dé€je endocytdzou zprostfedkovanou recep-
torem'*.

Byly popsany'® tfi isoformy folitovych receptori —
FRa, FRB a FRy. Kazda z téchto isoforem se nachazi na
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specifické tkani a ma jinou vazebnou schopnost. Folatové
receptory jsou ve velkém mnozstvi exprimovany mnoha
druhy nadorovych bunék, napt. karcinomem vajecniki ¢i
ledvin'®.

Lee'”  pripravil  konjugaty  kyseliny listové
s paklitaxelem kovalentné¢ vazanym na y-karboxylovou
skupinu folatu pres rizné oligo(ethylenglykolové) spojky.
Takto pfipravené konjugaty maji mit zachovanu schopnost
véazat se na receptory a prostupovat do buiiky endocytézou
zprostfedkovanou receptorem. Na zakladé¢ testti hydrolyzy
pfipravenych konjugatl a test in vitro v bunéénych kultu-
rach byl pro zkouseni in vivo vybran konjugat paklitaxel-
-7-PEG-folét. U tohoto konjugatu byla zachovéna vazebna
afinita k folatovym receptoriim a v testech in vivo prokaza-
na mensi toxicita nez u paklitaxelu. Konjugéat ovSem nebyl
v testech in vitro v bunéénych kulturach selektivni vici
tumorovym buitkdm s expresi folatovych receptorti
a v testech in vivo neprokazal zvysSenou U¢innost ve srov-
nani s paklitaxelem'”.

Autofi Wu, Liu a Lee' popsali originalni zpiisob
propojeni liposomu a kyseliny listové jako nosi¢i paklita-
xelu k folatovym receptorim. Liposom byl zvolen jako
néhrada bé€zn¢ pouzivaného rozpoustédla Cremophor EL,
¢imz se mély eliminovat nezadouci vedlejsi ucinky této
latky. Dalsi vyhodou tohoto propojeni méla byt prodlouze-
na cirkulace 1é¢iva v systému a jeho selektivni cileni
k folatovym receptortim na naddorovych burikach. Liposo-
my byly slozeny ze smési lipidd a folatu vazaného pres
poly(ethylenglykol). Molarni pomér cytostatikum:lipidy
¢inil 1:33. Testy cytotoxicity byly provedeny v bunécné
linii karcinomu ust KB, kterd ma zvysSenou koncentraci
folatovych receptorti. Zavér této prace byl velmi pozitivni,
nebot’ se ukazalo, ze bunéény piijem liposoml nesoucich
folat je vyssi nez liposoml bez né&j. Na zakladé pokusu,
v némz byl bunécny piijem téchto liposoml blokovan
v zavislosti na volném folatu, je mozné dojit k zavéru, ze
tyto liposomy jsou aktivni v interakci s folatovymi recep-
tory. U paklitaxelu v liposomech nesoucich folat byla ICs,
(koncentrace latky, kterd usmrti 50 % bunék za urcitou
dobu expozice ve srovnani s kontrolou) pfiblizné Ctyfikrat
niz§i nez u paklitaxelu v necilenych liposomech. ICs
paklitaxelu rozpu§téného ve smési Cremophor EL/ethanol
byla ve srovnani s paklitaxelem v cilenych liposomech
pfiblizné 2,5 krat vyssi.

Dalsi publikace, ktera se tyka vyuziti listové kyseliny
a paklitaxelu k syntéze cileného derivatu cytostatika, vysla
nedavno'®. V této praci byly pouzity nano&éstice priprave-
né ze smési poly(laktidu)-d- o -tokoferyl-poly(ethylen-
glykol)-sukcinatu a d- a -tokoferyl-poly(ethylenglykol)-
sukcindtu s navdzanym folatem. Paklitaxel zapouzdieny
v téchto nanocasticich vykazal mnoho vyhod ve srovnani
s volnym paklitaxelem. Pozitivnim vysledkem byl diikaz,
ze Castice s vazanym folatem jsou zacileny na pfislusné
nadorové builky, ¢imz se zvySuje terapeuticky efekt a sni-
zuji vedlejsi ucinky paklitaxelu.
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4.2. Transport cytostatika s kyselinou hyaluronovou

Kyselina hyaluronova (HA) je biopolysacharid vysky-
tujici se v organismech. Mezi hlavni biologické funkce HA
patii podpora viskoelasticity pojivovych tkani a fizeni
hydratace tkani.

Kyselina hyaluronova je vysoce hydrofilni a v téle na
sebe vaze vodu. Jeji viskdzni roztoky pak ptsobi jako ma-
zadla v pohyblivych &astech t&la, jako jsou klouby*’. Bylo
zjiSténo, ze kyselina hyaluronova hraje urcitou roli
i v procesu riistu nadort®'.

Receptory kyseliny hyaluronové CD44 a RHAMM
jsou vyrazné vice exprimovany fadou nadord, napf. vajec-
nikil, zaludku ¢i akutni leukemie™.

Auzenne™ pripravil na zékladé predchozi prace”
konjugat paklitaxelu a kyseliny hyaluronové, v némz bylo
vyuzito této kyseliny jako hydrofilniho nosice, ktery zéaro-
ven pomaha pii specifickém pfijmu 1éciva receptory
CD44. Testy byly provadény v bunécnych liniich karcino-
mu vaje¢nikit NMP-1 a SKOV-3ip, které exprimuji recep-
tory CD44. Selektivita bunécného piijmu konjugétu byla
zjiStovana blokovanim receptord CD44 volnou kyselinou
hyaluronovou a naslednou aplikaci konjugatu paklitaxelu
s kyselinou hyaluronovou. Vysledkem byla sniZzena cytoto-
xicita konjugatu ve srovnéani s cytotoxicitou bez aplikace
volné kyseliny hyaluronové. Tento zavér potvrzuje, Ze
konjugat je pfijiman hlavné CD44 receptory. Byly prove-
deny testy in vivo, v nichz prokazoval tento konjugat slib-
nou U¢innost.

4.3. Transport cytostatika s protilatkami

Monoklonalni protilatky nasly v protinadorové 1é¢bé
Siroké vyuziti. Protilatky jsou v 16€bé pouzivany samostat-
né nebo mohou byt konjugovany s radionuklidem ¢i toxi-
nem®*.

Safavy® piipravil konjugat paklitaxelu s monoklo-
nélni protilatkou cilenou na receptory epidermélniho riisto-
vého faktoru. Tato protilatka — Erbitux (C225) — byla na-
vazéana amidovou vazbou na 2’-sukcinylpaklitaxel. Recep-
tory pro epidermalni ristovy faktor (EGFR) jsou exprimo-
vany napf. buiikami karcinomu jicnu a plic**. EGFR hraje
roli v bunéénych procesech, jako je bunécné rozmnozova-
ni & ochrana pred programovanou bunénou smrti*’. Byla
prokéazana zvysena cytotoxicita konjugatu paklitaxel-C225
ve srovnani s volnym paklitaxelem, protildtkou C225
a smési paklitaxelu s protilatkou C225 v bunéénych liniich
(A431, UM-SCC-1 a UM-SCC-6), které vyjadfuji recepto-
ry epidermalniho rlstového faktoru. V testech in vivo byla
sledovéana biodistribuce znaceného konjugatu paklitaxel-
C225 a protilatky C225. Vzhledem k tomu, Ze obé latky
byly nalezeny ve stejnych tkanich, bylo doloZeno, Ze vaz-
ba paklitaxelu na protilatku neovlivituje vazebné misto
protilatky na antigen.

V dalsi praci® byl paklitaxel spojen s protilatkou
MC192, ktera je cilena na receptory p75. Receptor p75 je
transmembranovy receptor pro neurotrofiny. Mezi neuro-
trofiny patfi napf. nervovy rustovy faktor (NGF), neurotro-
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fin 3 (NT3) nebo neurotrofin 4/5 (NT4/5). S nervovym
rustovym faktorem je kromé receptoru p75 spojen jesté
receptor trkA. Receptory trkA ¢&i p75 jsou exprimovany
buitkami nékterych nadorti, napf. melanomu®. Protilatka
MC192 byla véazana na 2’-glutarylpaklitaxel amidovou
vazbou. Bylo zjisténo, ze vazba paklitaxelu na tuto proti-
latku v poméru 1:1 neovliviiuje jeji vazebnou schopnost.
Testy in vitro byly provedeny v bunécnych liniich neuro-
blastomu B104 a prokédzaly vyss$i Gcinnost a selektivitu
konjugatu ve srovnani s paklitaxelem pfi stejné koncentra-
ci. V testech in vivo mé¢l konjugat paklitaxel-MC192 vy-
znamnou protinadorovou G&innost™*.

4.4. Transport cytostatika s peptidovymi hormony

Dalsi skupinou latek, které maji své receptory expri-
movany nadorovymi buitkami a mohou tedy slouZit jako
nosice paklitaxelu k urcitym tkanim, jsou hormony. Tato
kapitola je rozdélena na podkapitoly podle struktury hor-
mond, které se déli na peptidové a steroidni™.

4.4.1. Somatostatin

Somatostatin (SST) je tetradekapeptid, ktery vykazuje
Siroké spektrum biologické ucinnosti. Hlavni Glohou so-
matostatinu je zamezit uvolfiovani ristového hormonu.
Somatostatin ma antiproliferacni (tlumici rdst) vliv na
nékteré druhy nadorti. Vzhledem k rychlé degradaci soma-
tostatinu bylo intenzivné pracovano na piipravé jeho ana-
logt s delsi dobou plsobeni, vyssi odolnosti proti degrada-
ci a zvySenou ucinnosti. Vazebna mista pro somatostatin
a ];?ho analogy byla nalezena na nékterych druzich nado-
.

Huang® pfipravil konjugat paklitaxelu s oktapepti-
dovym analogem somatostatinu — oktreotidem (SMS 201-
995, Sandostatin™). Konjugat byl pfipraven navazanim
oktreotidu na 2’-sukcinylpaklitaxel. Pro testy cytotoxicity
a selektivity tohoto konjugatu byla vybrana bunécna linie
karcinomu prsu MCF-7 a bunééna linie CHO (bunky

vvvvvv

struktura mikrotubuld, jader a chromatinu bun¢k po 1écbé
paklitaxelem, konjugatem oktreotid-paklitaxel a bez cyto-
statik. Z téchto pozorovani byly vyvozeny zavéry, Ze si
konjugat zachoval biologickou aktivitu paklitaxelu. Selek-
tivita cytotoxicity konjugatu byla sledovana v jiz zminé-
nych bunkach MCF-7 (vysoka koncentrace somatostatino-
vych receptort) a buitkdch CHO (nizk4 koncentrace soma-
tostatinovych receptori). Na rozdil od bunécné linie MCF-
7, kde mél konjugat pouze mirné snizenou cytotoxicitu ve
srovnani s paklitaxelem, byla cytotoxicita konjugatu
v bunécné linii CHO vyrazné nizsi. Vstup konjugatu do
bunky endocytdézou zprosttedkovanou somatostatinovymi
receptory (SSTR) byl zjistovan inkubaci MCF-7 bunck
s volnym okreotidem a naslednou aplikaci konjugatu. Vy-
sledkem byla snizena cytotoxicita konjugatu ve srovnani
s cytotoxicitou bez volného okreotidu.

4.4.2. Oxytocin
Hormon oxytocin (OT) je hypothalamicky nonapep-
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tid, ktery ma mnoho biologickych funkci. Tou hlavni je
plsobeni oxytocinu na délohu pfi porodu, dal§i je napi.
vylu¢ovani mléka. Oxytocin ma vliv i na chovani jedinct
spojené s reprodukci a starosti o potomstvo™. Divod, pro¢
byl tento hormon vybran jako nosi¢ paklitaxelu, je vyskyt
jeho receptortt mimo jiné na nadorovych buiikach prsu’®.
Cavallaro®® ptipravil konjugat paklitaxelu s oxytoci-
nem, v némzZ byl vyuzit jako nosi¢ o, -poly[N-(2-
-hydroxyethyl)-DL-aspartamid)] (PHEA) s navazanym
poly(ethylenglykolem) (PEG). Tento polymerni nosi¢
PHEA-PEG2000 slouzi ke zvySeni rozpustnosti latky
a k prodlouzeni pfitomnosti 1é¢iva v krevnim ob¢hu.
Struktura vysledného konjugatu tedy byla PHEA-
-PEG2000-sukcinyloxytocin-sukcinylpaklitaxel. Konjugat
obstal v testech stability in vitro. PtedbéZzné testy cytotoxi-
city byly provedeny s buiikami karcinomu prsu MCF-7,
které exprimuji oxytocinové receptory’’. Testovan byl
paklitaxel, sukcinylpaklitaxel, PHEA-PEG2000-sukcinyl-
paklitaxel a PHEA-PEG2000-sukcinyloxytocin-sukcinyl-
paklitaxel. Testy in vitro v bunécnych liniich ukazaly, ze
paklitaxel, sukcinylpaklitaxel a cileny konjugat PHEA-
PEG2000-sukcinyloxytocin-sukcinylpaklitaxel — vykazuji
témet stejnou inhibi¢ni ucinnost, zatimco necileny konju-
gat PHEA-PEG2000-sukcinylpaklitaxel mél polovicni
inhibi¢ni G¢innost. Tyto vysledky potvrzuji, Ze vazba oxy-
tocinu jako nosice cytostatika k jeho receptorim zvysuje
cytotoxickou U¢innost ve srovnani s necilenym derivatem.

4.5. Transport cytostatika se steroidnimi hormony

Dalsi skupinou potencidlnich navigatori paklitaxelu
k cilovym tkanim jsou steroidni hormony.

4.5.1. Estradiol

Estradiol-17f je pohlavni hormon patfici do skupiny
estrogentl. Tento hormon je vylu¢ovan predevsim vajec-
niky®®. Estradiol se vaZe na dva typy receptorti ER-a
a ER-pB. Estrogenni receptory (ER) jsou exprimovany napt.
buitkami nadoru prsu’®.

Liu*" ptipravil konjugaty paklitaxelu v polohach 2°, 7
a 10 a estradiolu v polohach 11 a 16. Testy cytotoxicity
byly provedeny v bunécné linii karcinomu vajecnikl
A2780 (ER negativni), v bunééné linii karcinomu prostaty
PC-3 (ER- pozitivni) a ve dvou bunéénych liniich karci-
nomu prsu MDA-MB-231 (ER- pozitivni) a MCF-7
(ER-a pozitivni).

Oba konjugaty, v kterych byla vyuzita 2’ poloha
paklitaxelu, byly v buné¢né linii karcinomu prostaty PC-3
témer stejné ucinné jako paklitaxel, jeden z konjugati byl
dokonce ucinnéjsi nez paklitaxel. V obou bunécnych lini-
ich karcinomu prsu byly konjugaty mén¢ ucinné nez pakli-
taxel. V téchto bunéénych liniich byla cytotoxicita konju-
gatu vys$$i v bunééné linii MDA-MB-231 (ER-f pozitivni)
ve srovnani s cytotoxicitou konjugati v bunécné linii
MCF-7 (ER-a pozitivni). Vzhledem k vyssi G¢innosti kon-
jugati v bunéénych liniich ER-B pozitivnich je mozné
predpokladat, Ze jsou tyto konjugaty cileny k tomuto typu
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estrogenovych receptort.

Oba konjugaty v poloze 7 paklitaxelu byly méné
ucinné nez paklitaxel v buné¢né linii karcinomu prostaty
PC-3. Tyto konjugaty byly také mnohem mén¢ U€inné nez
paklitaxel v obou bunéénych liniich karcinomu prsu.
V téchto bunéénych liniich byla cytotoxicita konjugatl
pouze mirné vyssi v bunééné linii MCF-7 (ER-a pozitivni)
ve srovnani s cytotoxicitou konjugatd v bunécné linii
MDA-MB-231 (ER-a negativni).

Konjugat vytvoteny v poloze 10 paklitaxelu projevo-
val cytotoxicitu srovnatelnou s paklitaxelem v bun&cné
linii PC-3. Konjugat byl vyrazné méné¢ ucinny nez paklita-
xel v obou bunécnych liniich karcinomu prsu. V téchto
bunéénych liniich byla cytotoxicita konjugatu nekolikrat
vy$§i v bunééné linii MCF-7 ve srovnéani s cytotoxicitou
konjugatu v bunééné liniit MDA-MB-231.

4.6. Transport cytostatika s mastnymi kyselinami

Tento zpusob transportu cytostatika k nadorovym
tkanim se li8i od ptedchozich zplsobl. Neni spojen
s receptory cilovych bunék, ale vychazi z metabolismu
nadorovych bungk, které Casto ve zvySené mife pfijimaji
nékteré mastné kyseliny. Piedpoklada se, ze mastné kyseli-
ny slouzi nadorovym buitkam jako zdroj uhliku®®. Nékteré
nenasycené mastné kyseliny hraji také roli v prevenci na-
dorovych onemocnéni™®.

Bradley* pfipravil 2’-O-acylkonjugat paklitaxelu
a dokosahexaenové kyseliny (DHA). DHA je ®-3 pfirodni
nenasycena mastnd kyselina s Sesti dvojnymi vazbami.
®-3-Nenasycené mastné kyseliny jsou dualezité pro napf.
vyvoj a funkei sitnice & mozkové kiry*'.

Konjugat DHA-paklitaxel byl testovan in vitro v 56
liniich nadorovych bunék (test NCI) zahrnujicich bunky
leukemie, melanomu, nadort plic a mnoho dalSich.
V tomto testu projevoval konjugat DHA-paklitaxel nizsi
cytotoxicitu ve srovnani s paklitaxelem. U obou latek —
paklitaxelu i konjugatu DHA-paklitaxel — byl bunécny
cyklus zablokovan v G,-M fazi bunécného cyklu. Bylo
zjisténo, ze konjugat DHA-paklitaxel je v testech in vivo
méné toxicky nez paklitaxel. U obou latek byla myelo-
suprese limitujicim Cinitelem pfi zvySovani davek.
V experimentech na mysich, jimz byl nao¢kovan karcinom
plic M109, vykazal konjugat DHA-paklitaxel mnohem
vy$si protinadorovou G¢innost ve srovnani s paklitaxelem.
Dalsi testy byly provadény na mySich, jimz byl implanto-
van HT-29 lidsky karcinom tlustého stieva. V téchto tes-
tech projevil konjugat DHA-paklitaxel vyssi u¢innost nez
sam paklitaxel.

S cilem potvrdit ptedpoklad, ze se ti€innost konjugatu
zvySuje pripojenim DHA kyseliny, byla porovnana farma-
kokinetika konjugatu DHA-paklitaxel a paklitaxelu u mysi
s karcinomem plic M109. Bylo zjisténo, ze koncentrace
paklitaxelu pochazejictho z konjugidtu DHA-paklitaxel
zustava v tumoru zvySena po delsi dobu nez po podani
samotného paklitaxelu™®.
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4.7. Transport cytostatika se sacharidy

D-Glukosa je zakladnim zdrojem energie a dilezitym
¢lankem chemickych pochodd. Je pfijimana v potravé
nebo syntetizovana pii glukoneogenezi. Glukosa je do
bunék transportovana integralnimi transportnimi proteiny.
Tyto prenasece tvori dvé strukturné a funkéné odlisné sku-
piny. V prvni skupiné transportéri SGLT (1-6) je prenos
glukosy spojen s transportem sodiku, jde o sekundarni
aktivni transport. Ten se uplatiiuje pii transportu glukosy
proti koncentra¢nimu gradientu. Druhy typ pfenosu gluko-
sy pfes membranu probihda mechanismem usnadnéné difu-
ze a ucastni se ho transportéry GLUT (1-12). GLUT trans-
portéry se lisi kinetikou, lokalizaci a citlivosti na insulin®.
Nadorové buriky casto pfijimaji vice glukosy nez normalni
bunky. Tento pfijem se uskuteCiuje s ucasti transportnich
proteintt GLUT, které jsou u nadorovych bunék exprimo-
véany ve vy$§im mnoZstvim neZ u zdravych bungk®.

Proto Liu* pfipravil konjugat paklitaxelu s methyl-o-
-D-glukopyranosidem vazanym v poloze 2’ sukcinatovou
spojkou. Tento konjugat paklitaxelu je rozpustné&jsi ve
vod¢ ve srovnani s paklitaxelem. Konjugat byl testovan
v osmi nadorovych bunécnych liniich, kde projevil nizsi
ucinnost nez paklitaxel. Vyjimkou byla bunécna linie kar-
cinomu prsu MCF-7, kde byl konjugat podobné ucinny
jako paklitaxel. Tato bunécna linie se vyznacuje nékolika
isoformami glukosovych transportéri (GLUT)*. Konjugat
byl také testovan v linii zdravych bunék RPTEC, kde ne-
projevoval cytotoxicitu, zatimco paklitaxel riist téchto
zdravych bunék siln¢ inhiboval. Vzhledem k tomu lze
u konjugatu predpokladat nizsi toxicitu pro zdravé bunky
nez u paklitaxelu a usnadnény pienos konjugati glukoso-
vymi transportéry (GLUT).

5. Zavér

Cilené derivaty cytostatik jsou cennym piinosem pii
1é¢bé nadorovych onemocnéni. Bylo jiz publikovano mno-
ho praci na toto téma a jejich pocet stale roste. Vybér mo-
lekul, které mohou pisobit jako navigator cytostatika
k urcitym tkdnim, z&visi na stupni znalosti vlastnosti nado-
rovych bunék. Lze tedy predpokladat, ze se cytostatika
budou stéle zlepSovat. V této praci je uveden piehled praci,
které se zabyvaji piipravou cilenych derivati paklitaxelu.
Vhodné nosic¢e paklitaxelu ke specifickym tkanim jsou
kyselina listova, kyselina hyaluronova, protilatky, peptido-
vé hormony, steroidni hormony a sacharidy. Mnoho konju-
gatt paklitaxelu projevovalo slibnou protinadorovou téin-
nost v testech in vitro i in vivo. NaSe laboratof se zabyva
piipravou konjugat paklitaxelu pfedevsim s peptidovymi
hormony, jejichz protinddorovd ucinnost se zjistuje ve
vybranych nadorovych bunéénych liniich. Ptiprava téchto
konjugatd je pfedmétem patentu®.

1027

Referat

LITERATURA

L.

10.
11.
12.
13.
14.

15.
16.

17.

18.

19.
20.

21.

22.

23.

24.
25.

26.

World Health Organization. www.who.int/
mediacentre/factsheets/fs297/en/index.html,  stazeno
25.2.2009.

. Ustav zdravotnickych informaci a statistiky Ceské

republiky: Zdravotnictvi Ceské republiky 2007 ve
statistickych udajich (2008); www.uzis.cz, stazeno
3.12.2008.

. Suffness M., Wall M. E., v knize: Taxol®: Science and

Applications (Suftness M., ed.), kap. 1. CRC Press,
Boca Raton 1995.

. Rowinsky E. K., Donehower R. C.: N. Engl. J. Med.

332, 1004 (1995).

. Wani M. C.,, Taylor H. L., Wall M. E., Coggon P.,

McPhail A. T: J. Am. Chem. Soc. 93, 2325 (1971).

. Schiff P. B., Fant J., Horwitz S. B.: Nature 277, 665

(1979).

. Straubinger R. M., v knize: Taxol": Science and Ap-

plications (Suffness M., ed.), kap. 9. CRC Press, Boca
Raton 1995.

. Piibalova informace léku Paclitaxel-Teva 6 mg/ml

firmy Teva Pharmaceuticals CR, s.r.o0., Ceské republi-
ka.

. Arbuck S. G., Blaylock B. A., v knize: Taxol®:

Science and Applications (Suffness M., ed.), kap. 14.
CRC Press, Boca Raton 1995.

Safavy A., Raisch K. P., Khazaeli M. B., Buchsbaum
D.J., Bonner J. A.: J. Med. Chem. 42, 4919 (1999).
Eichholzer M., Tonz O., Zimmermann R.: Lancet 367,
1352 (20006).

Choi S. W., Mason J. B.: J. Nutr. 130, 129 (2000).
Kelemen L. E.: Int. J. Cancer 119, 243 (2006).

Kamen B.A., Capdevila A.: Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 83, 5983 (1986).

Antony A. C.: Annu. Rev. Nutr. /6, 501 (1996).
Parker N., Turk M. J., Westrick E., Lewis J. D., Low
P. S., Leamon C.P.: Anal. Biochem. 338, 284 (2005).
Lee J. W,, Lu J. Y., Low P. S., Fuchs P. L.: Bioorg.
Med. Chem. 10, 2397 (2002).

Wu J., Liu Q., Lee R. J.: Int. J. Pharm. 376, 148
(2006).

Pan J., Feng S.-S.: Biomaterials 29, 2663 (2008).
Necas J., Bartosikova L., Brauner P., Kolar J.: Vet.
Med. 53, 397 (2008).

Lin G., Stern R.: Cancer Lett. /163, 95 (2001).
Auzenne E., Ghosh S. C., Khodadadian M., Rivera B.,
Farquhar D., Price R. E., Ravoori M., Kundra V., Fre-
edman R. S., Klostergaard J.: Neoplasia 9, 479 (2007).
Luo Y., Ziebell M. R., Prestwich G. D.: Biomacromo-
lecules 1, 208 (2000).

Klener P.: Onkologie 2, 33 (2008).

Safavy A., Bonner J. A., Waksal H. W., Buchsbaum
D. J., Gillespie G. Y., Khazaeli M. B., Arani R., Chen
D.-T., Carpenter M., Raisch K. P.: Bioconjugate
Chem. 74, 302 (2003).

Salomon D. S., Brandt R., Ciardiello F., Normanno
N.: Crit. Rev. Oncol./Hematol. 79, 183 (1995).



Chem. Listy 104, 1023-1028 (2010)

27. Adam Z., Pour L., Vorli¢ek J., Hajek R., Koptikova J.,
Smardové J.: Remedia /5, 390 (2005).

Guillemard V., Saragovi H. U.: Cancer Res. 61, 694
(2001).

Saragovi H. U., Gehring K.: Trends Pharmacol. Sci.
21,93 (2000).

Han¢ O., Padr Z.: Hormony. Academia, Praha 1982.
Schally A. V.: Cancer Res. 48, 6977 (1988).

Huang C. M., Wu Y. T, Chen S. T.: Chem. Biol. 7,
453 (2000).

Gimpl G., Fahrenholz F.: Physiol. Rev. 81, 629
(2001).

Ito Y, Kobayashi T., Kimura T., Matsuura N., Waka-
sugi E., Takeda T., Shimano T., Kubota Y., Nobunaga
T., Makino Y., Azuma C., Saji F., Monden M.: Endo-
crinology 137,773 (1996).

Cavallaro G., Maniscalco L., Campisi M., Schillaci
D., Giammona G.: Eur. J. Pharm. Biopharm. 66, 182
(2007).

Bird C. E., Houghton B., Westenbrink W., Tenniswo-
od M., Sterns E. E., Clarck A. F.: Can. Med. Assoc. J.
124,1010 (1981).

Liu C., Strobl J. S., Bane S., Schilling J. K., McCrac-
ken M., Chatterjee S. K., Rahim-Bata R., Kingston
D. G.1.:J. Nat. Prod. 67, 152 (2004).

Sauer L. A., Nagel W. O., Dauchy R. T., Miceli L. A,
Austin J. E.: Cancer Res. 46, 3469 (1986).

Larsson S. C., Kumlin M., Ingelman-Sundberg M.,
Wolk A.: Am. J. Clin. Nutr. 79, 935 (2004).

Bradley M. O., Webb N. L., Anthony F. H., Devane-
san P., Witman P. A., Hemamalini S., Chander M. C.,
Baker S. D., He L., Horwitz S. B., Swindell C. S.:
Clin. Cancer Res. 7, 3229 (2001).

Connor W. E., Neuringen M.: Prog. Clin. Biol. Res.
282,275 (1988).

Wood I. S., Trayhurn P.: Br. J. Nutr. 89, 3 (2003).

Ito S., Fukusato T., Nemoto T., Sekihara H., Seyama
Y., Kubota S.: J. Natl. Cancer Inst. 94, 1080 (2002).

28.
29.
30.
31.
32.
33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.
43.

1028

Referat

44. Liu D. Z., Sinchaikul S., Reddy P. V. G., Chang
M. Y., Chen S. T.: Bioorg. Med. Chem. Lett. /7, 617
(2007).

Grover-McKay M., Walsh S. A., Seftor E. A., Thomas
P. A., Hendrix M. J. C.: Pathol. Oncol. Res. 4, 115
(1998).

Vangk T., Pfibylovda M., Dvotdkova M., Barth T.
(Ustav experimentélni botaniky AV CR, v.v.i.): CZ
301004 B6.

45.

46.

M. Ptibylova*®, M. Dvoidkova™, and T. Vanék®
(“ Laboratory of Plant Biotechnologies, Joint Laboratory
of Institute of Experimental Botany, Academy of Sciences
of the Czech Republic and Research Institute of Crop Pro-
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Paclitaxel is an important anticancer drug, which is
used for treatment of ovarian, breast and lung cancer. The
paclitaxel treatment shows two main limitations — poor
water solubility of the drug and lack of tumor-specificity.
Conjugation of paclitaxel with specific targeting com-
pounds might improve its effectivity and decrease undesir-
able side effects. This review resumes the research results
in the last ten years. Many targeted conjugates of pacli-
taxel were developed, folic acid, hyaluronic acid, mono-
clonal antibodies, hormones, fatty acids and glucose being
used as tumor-targeting moieties in the conjugates. The
conjugates were tested for cytotoxicity, many of them
possess a better anticancer activity than free paclitaxel.
The targeted delivery of paclitaxel to cancer cells is
a potential promising chemotherapy.
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1. Uvod

Korektna a nalezitd prezentacia anorganickych che-
mickych vzorcov na webovych strankach je podmienena
vhodnym rieSenim ich zobrazenia. Ide pritom najma
o rieSenie indexovania znakov kvantifikatorov vo vzor-
coch. Vzorce v ramci informa¢nych systémov si obycajne
umiestnené v databazovej tabulke ako textové konstanty
zapisané v Standardnom ASCII tvare. V si¢asnosti sa vyu-
ziva niekol’ko rieSeni na zobrazenie vzorca. Ako prvé uve-
dieme pouzitie dolnych alebo hornych indexov pre zobra-
zenie kvantifikatorov poctu atdbmov alebo mocenstva i6-
nov (pomocou elementov <sup>, <sub>), ktoré je potrebné
(obyc¢ajne manualne) doplnit’ na prislusné pozicie. Druhym
rieSenim je zobrazenie vzorca vo forme obrazka (pomocou
elementu <img />), ktoré je doteraz jednou z najroz-
SirenejSich foriem. Tento spOsob je spojeny s viacerymi
nedostatkami (problém pri zmene velkosti textu, pracnost’
vytvarania grafickej podoby jednotlivych vzorcov
a spravovanie pristupu k stiborom, ktoré ich reprezentuju).
Dalsim spdsobom zobrazenia chemickych vzorcov je
znackovaci jazyk MathML (Mathematical Markup Langu-
age). Jazyk je zalozeny na XML (eXtended Markup Lan-
guage), vznikol v r. 1998 a je primarne urCeny na zapis
matematickych vzorcov na webovych strankach'. Pretoze
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dodavatelia prehliadacov nevenuju dostato¢ni pozornost’
podpore jeho implementacie, zostava jeho pouzivanie aj
v sucasnosti problematické’. MathML podporuje prehlia-
da¢ Amaya (dvorny prehliada¢ w3c) a nové verzie Mozilly
(Firefoxu), resp. Opery v XHTML dokumentoch. V zatial
najrozsirenejSom prehliadac¢i Microsoft Internet Explorer
ale jeho podpora absentuje (pre IE je potrebny plugin Mat-
hPlayer). V podobnej situécii je aj znackovaci jazyk CML
(Chemical Markup Language), ktory umoznuje zachytenie
Struktiry chemickych molekul. Je tiez zaloZeny na pouZzi-
vani XML a na jeho interpretaciu je potrebny $pecializova-
ny prehliada¢™. Jazyk CML je tieZ integrovany
v niekol’kych vyvojovych prostrediach (OpenBabel,
JMOL, JChemPaint and XDrawChem, vSetky na http://
www.sourceforge.net). Za najvhodnejSie rieSenie preto
pokladdme vytvorenie Specializovanej webovej sluzby
umoziujucej automatické vkladanie elementov <sup>,
<sub> do zékladného tvaru chemického vzorca a jej apli-
kaciu (integraciu) na strane klienta na zaklade vyuZitia
architektry orientovanej na sluzby SOA (Service Orien-
ted Architecture).

2. Mashup

Vyznam slova mashup (mash — zmes, zmieSanina,
vSehochut’) sa prendSa na vyznam webového mashupu.
Mashup (podla Wikipedie hybridna webova aplikacia,
podl'a Wiktionary pocitacovy slang — odvodené dielo po-
zostavajuce z dvoch spojenych médii) zaznamenal vyrazne
narastajuci trend pri tvorbe moderného webu. Mashup je
webova stranka alebo webova aplikacia vyuzivajica obsah
(ziskava udaje) jedného alebo viacerych zdrojov na vytvo-
renie Uplne novej sluzby’ a prezentuje ju novym
spdsobom®. V poslednych niekolkych rokoch sa objavil
novy typ poskytovatel'ov obsahu, ktori umoziuju zoskupo-
vat' a konzumovat’ tento obsah tretimi stranami. Tento
novy typ konzumentov ~sa zvyCajne  oznacuje
ako“mashup”’. Podla tejto definicie je mashup subor slu-
zieb, webovych stranok alebo aplikacii, ktoré kombinuju
obsah z viacerych zdrojov do nového integrovaného po-
hl'adu pouzivatel'a s pridanou hodnotou. Mashupy sa prave
v stcasnosti stavaju nosnou castou Webu 2.0 (cit.®). Ob-
sah konzumovany mashupom typicky pochddza z tretej
strany (akou je napr. sluzba alebo webova stranka) pro-
strednictvom verejného rozhrania alebo API (Application
Programming Interface — webové sluzby). Alternativne
metddy ziskavania obsahu pre mashup zahriiuji RSS
(Really Simple Syndication) kandly a objektové konstruk-
cie JavaScriptu (JSON — JavaScript Object Notation, od-
lah¢eny vymenny format dat). Existuju tri typy mashupov
— konzumné mashupy (najbeznejsie), datové mashupy
a obchodné mashupy.

27
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3. Webova sluzba - zdroj pre mashup

Webova  sluzba  (WS)  predstavuje  jednu
z najdolezitejSich moznosti realizacie sluzby v architekture
SOA. SOA je ,,volne viazana architektira navrhnuta na
splnenie podnikatel'skych potrieb organizacie“”. Podla
iného zdroja’ neexistuje Ziadna vseobecne odstthlasena
definicia SOA okrem toho, Ze je to architektiira, hlavnym
konstrukénym principom ktorej je orientacia na sluzby. Co
hovori definicia webovej sluzby? Z viacerych definicii
modZzeme spomenut’ dve: a) Webova sluzba ako stthrn novo

Z o)
Sprostredkovatel

WS
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nastupujucich noriem, ktoré popisuju aplikacnt architekti-
ru orientovant na sluzby a zalozent na komponentoch, je
vybudovana na principe architektiry orientovanej na sluz-
by SOA'’; b) WS je softvérovy systém identifikovany URI
(Unified Resource Identifier), ktoré¢ho verejné rozhrania a
vézby su definované a popisané pomocou XML a jeho
definicia mo6ze byt’ objavena (najdend) inymi softvérovymi
systémami. Tieto systémy moZu potom spolupracovat
s WS sposobom predpisanym v jej definicii pomocou vy-
meny XML  sprav  prenasanych  internetovymi
protokolmi''.

Webova sluzba poskytuje Standardny popis svojho
rozhrania vo forme siboru WSDL (Web Services Descrip-
tion Language), ktoré umoznuje klientovi sluzbu vyuzivat.
Zasadne je tento popis umiestneny na inom serveri ako
samotna sluzba a predstavuje tak akusi spojnicu (vdzbu)
medzi poskytovatelom (server) a konzumentom (klient)
sluzby (obr. 1). Prepojenie medzi poskytovatelom sluzby
a jej konzumentom a navéznost’ jednotlivych operacii ilu-
struje obr. 2. SOA sa vsSak nerovna (iba) WS, lebo sice
kazdd WS vyhovuje SOA, ale nie kazda sluzba v ramci

B A A SOA musi byt nutne WS. V sucasnosti k zakladnym Stan-
u 4 ¥ dardom WS (XML, SOAP, WSDL, HTTP) pribudli d’alSie
Klient WS WS Server rozsirujice normy (napr. WS-ReliableMessaging, WS-
Addressing, WS-Notification, WS-Security, WS-Policy,
Obr. 1. Vzt'ah zloZiek webovej sluzby
Klignt Web Server WS Server
E PHP Class getChemForm
i
Prehliadad
! Vyvolsj DOM udalast
Violaj Webevi slu2bu h—
Spracuyj
pofiadaviu
[ja—]
Serializuj
odpoved ako
HML
[ ?“_—l
XML Cdpoved
Spracuj H
odpoved do H
HTML DOM H
Aktuslizuj HTML DOM

Obr. 2. Prepojenie medzi poskytovatePom sluzby a jej konzumentom
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WS-Choreography, WSML — WS Modeling Language™),
ktoré dopliuju vyuzitie WS a dalej rozSiruji syntax
WSDL.

4. Webova sluzba pre zobrazenie chemického
vzorca

Pre vécSinu anorganickych chemickych vzorcov je
mozné vystacit' s dolnym a hornym indexom. Obidva pri-
tom maju adekvatnu podporu tak v jazyku HTML, ako aj
na trovni kaskddovych stylov. Uloha preto spoéiva
v algoritmickom rieSeni prevodu Standardného zapisu
vzorca (Cislo bez znamienka znamena pocet atdomov
v molekule a znamienko + za ¢islom vyznacuje mocenstvo
i6nov), ulozeného v ASCII tvare napr. v databazovej ta-
bulke, do tvaru doplnené¢ho elementami <sup> a <sub>,
ktoré zabezpecujl spravne zobrazenie indexov. Konverziu
vzorca zabezpecuje samostatnd prevodna funkcia, ktorej
vstupom je chemicky vzorec a vystupom je vzorec
v doplnenom HTML tvare. Algoritmus funkcie prechadza
po znakoch celou Struktirou vzorca. Analyzuje aktualny
znak, ako aj jeden predchadzajuci a dva nasledujice zna-
ky. Na zéaklade toho vyhodnoti definiciu horného a dolné-
ho indexu pridanim elementov <sup> alebo <sub>. Takto
upravenému vzorcu ,,rozumie® (a teda spravne ho interpre-
tuje) kazdy prehliadac.

Webova sluzba na zobrazenie (prevod) chemického
vzorca poskytuje klientovi dve funkcie getChemForm
($vzorec) a getChemFormStr($vzorec). Kazda funkcia ma
jeden vstupny parameter ($vzorec) a jeden vystupny para-
meter — vzorec v HTML forméte. Funkcia getChemForm
($vzorec) vracia vystupnii hodnotu v §tandardnom XML
formate, funkcia getChemFormStr(8vzorec) vracia vystup-
ni hodnotu priamo vo forme retazca. Zakladom oboch
funkcii je uz spominana prevodna funkcia.

5. Prezenticia chemického vzorca na webovej
stranke

Zobrazenie chemického vzorca na webe klienta je
rieSené ako mashup, to znamend, ze aplikdcia vyuZziva
volanie webovej sluzby. Jednoduchu a efektivnu moznost’
volania WS prinadSa okrem inych prostredi aj PHP vo ver-
zii 5 s vyspelou podporou SOAP (Simple Object Access
Protocol) vo forme rozsirenia, ktoré umoziuje jednoduché
vytvorenie klienta sluzby na baze WSDL(Standardny spo-
sob) ako aj v non-WSDL mode (nizkouroviiovy pristup
k WS). Rozhranie k webovej sluzbe zabezpecuje WSDL
subor, ktory Specifikuje nazvy jednotlivych funkcii sluzby
ako aj vstupné a vystupné parametre tychto funkcii a ich
typy. Pre volanie webovej sluzby jej konzumentom
(klientom) je nevyhnutné poznat odpovedajuci WSDL
subor, teda jeho umiestnenie a nazov (URI). Principidlnu
schému vzt'ahu medzi klientom, WSDL stiborom a webo-
vou sluzbou ilustruje obr. 1. Volanie webovej sluzby na
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strane klienta vyzaduje vytvorenie inStancie sluzby

a nasledne volanie prislusnej funkcie v tvare:

$urlwsdl="http://omega.tuke.sk/pavel.horovcak/php_ws/wsdl/
chemform.wsdl';

$ws = new SoapClient ($urlwsdl);

$result = html_entity_decode($ws->getChemForm($vzorec));
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kde $vzorec obsahuje chemicky vzorec ako vstupny para-
meter metody vo forme textového retazca v ASCII tvare
a $urlwsdl je adresa WSDL stiboru webovej sluzby.

Na demonstraciu vyuzitia vytvorenej webovej sluzby
bola zostavend jednoduchd testovacia stranka (http://
www.ispavilon.tuke.sk/chemformtest.php). Tato stranka
umoziuje zadanie vlastného chemického vzorca do vstup-
ného pola formulara alebo vyber niektorého
z pripravenych demonStracnych vzorcov. Tlac¢idlom
,Previest™ je vyvolana webova sluzba a vykonany prevod
vzorca do HTML formatu, ktory sa vzapéti zobrazi niZSie,
v ramceku ,,Vysledok* (obr. 3).

:.E\)Prevnd zobrazenia chemickgch vzorcoy - Mozilla Fir_ [9[m][E3

Sibor Upravit Zobrazit'® Histdria Zalozky MNastroje

o -

Pc

M ||G|'|c:her).

i B

Prevod zobrazenia chemickych vzorcov

L] I L |http:f.l’\n\m\m

Ma prevod anorganického chemického wzorca mineralu
napisaného znakmi sady ASCI do Standardného HTRL
tvaru slifi webova sluzba GelfChemFarm(Svzorec) Potet
atomoy v molekule wjadruje Cislo bez znamienka,
maocenstvo idnov islo nasledované znamienkom plus {+).

Prevod wzorcow wybranych mineraloy demonstruju
nasledujice ukézky:
CaCO3 - Kalcit (previest)
CoZ+Zo3+254 - Linneit (previest)
Fe2+504 TH2O - Melantrit (previest)
MWINZ+3AI205104)3 - Spessartin (praviest)
CaZFeZ2+Al2BSi4015(0H) - Fero-axinit (previest)
Na2Fe3+{S04)2(0H) H20 - Metasideronatrit
(previest)
® FeZ+2Fe3+{SiFe3+)O5(0OH - Cronstedtit

{previest)

Prevodny algoritrus je aplikovany aj v informacnom

systéme pavilonu zhierok na Ustave geovied fakulty
BERG, na Technickej univerzite v Kosiciach.

Napiste vzorec:

[Fez+s04 7HZ0 Previest
Vysledok:
Fe?*804.7H0
o je to webova siuzba? Struény popis...
Ustay
g geovied

Obr. 3. UkazZka testovacej stranky
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6. Zaver

Navrhnuté a zrealizovand webova sluzba je urcend na
prevod chemického vzorca zo Standardného ASCII tvaru
do HTML formatu, ktory zobrazuje pocet atomov alebo
mocenstvo iénov vo forme dolnych alebo hornych inde-
xov. Tento formét je vhodny pre prehliada¢ klienta. Pri-
stup k webovej sluzbe je zabezpeCeny WSDL suborom
sluzby, umiestnenym na adrese 'http://omega.tuke.sk/
pavel.horovcak/php_ws/wsdl/chemform.wsdl'.  Vyuzitie
WS je redlne vSade tam, kde je potrebné prezentovat’ na
webovej stranke vzorec, predovSetkym ak tento vzorec
pochadza z nejakého externého zdroja (napr. databazova
tabul’ka, XML alebo textovy stbor) alebo zo vstupného
formulara. Zostavena WS okrem priameho vyuzitia
v klientovi mdze byt tieZz zlozkou inej webovej sluzby,
resp. stavebnicovym komponentom webovej aplikacie.
Vyuzivanim WS nastava aj urcitd zmena Standardnych
postupov navrhu a tvorby webovej aplikacie'*. Pre spravnu
¢innost’ sluzby je na strane servera vyzadovand podpora
verzie PHP 5 s aktivovanym rozsirenim pre SOAP. Uvede-
na webova sluzba je zdujemcom volne k dispozicii.

Pouzité skratky

API Application Programming Interface

ASCII American Standard Code for Information In-
terchange

CML Chemical Markup Language

DOM Document Object Model

HTML HyperText Markup Language

HTTP HyperText Transfer Protocol

JSON JavaScript Object Notation

MathML  Mathematical Markup Language

PHP PHP: Hypertext Preprocessor

RSS Really Simple Syndication

SOA Service Oriented Architecture

SOAP Simple Object Access Protocol

URI Unified Resource Locator

WS Web Services

WSDL Web Services Description Language

WSML  Web Services Modeling Language

XHTML eXtensible HyperText Markup Language

XML eXtended Markup Language
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Accurate minerals’ chemical formulas interpretation
in websites requires an adequate working out of their rep-
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lies a Service Oriented Architecture, realized predomi-
nantly by Web Service. The paper is devoted to SOA utili-
zation in problem solution of chemical formulas interpreta-
tion in internet environment by creation for this purpose
intended web service. The web service calling on client
side requires the service instantiation creation and subse-
quently calling of appropriate function in form:
$urlwsdl="http://omega.tuke.sk/pavel.horovcak/php ws/
wsdl/chemform.wsdl';

$ws = new SoapClient ($urlwsdl);
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$result = html_entity decode($ws->getChemForm
($formula));

where $formula contains formula input string in an ASCII
form and Suriwsdl is a service‘s WSDL file address. The
application functionality is documented by its calling in
testing website (http://www.ispavilon.tuke.sk/
chemformtest.php). Web service utilization is real every-
where where is necessary to present chemical formula on
web site. Designed web service is disposable free of
charge for the possible persons concerned.
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1. Uvod

Polymerni materialy vystavené povétrnosti nebo zpra-
covatelskym podminkam podléhaji — v dusledku komplex-
nich procestl, zejména fotooxidace a termooxidace — neza-
doucim chemickym zméndm svych makromolekul, tedy
degradaci, ktera ma za nasledek postupnou ztratu jejich
uzitnych vlastnosti. Nejobvyklej§im zptisobem ochrany
proti degradaci je pridavek antidegradanti, v mnozstvi
vétsinou do 1 procenta, coz prakticky nevyzaduje zménu
zpusobu zpracovani polymeru. Na trhu je Siroka skala
téchto latek, vhodnych pro ochranu rtiznych polymernich
typt. V literatufe existuje uritd nejednotnost v termino-
logii: vyraz antidegradant se nevyskytuje pfili§ casto,
i kdyZ je podle naseho nazoru vhodnym obecnym termi-
nem. Slovem ,stabilizator”, zejména ve slovnim spojeni
svételny nebo UV stabilizator, se v uz§im smyslu mini
latka, chréanici polymer pfed plisobenim zéfeni, ale ¢asto se
uziva pravé v obecném smyslu ,,antidegradant”. Klasifika-
ce antidegradantli (viz nize) je spiSe formalni, protoze
jeden a tyz antidegradant Casto ptisobi vice mechanismy,
a vétSinou se ucinky téchto latek prekryvaji.

Titul ptedkladaného prispévku byl takto zvolen proto,
ze jednodussi vyraz ,,polymerni stabilizatory®, ktery lze
rovnéz vztahnout na tuto tématiku, by mohl byt zavadéjici.
Je-1i totiz napt. do piikazového radku Web of Science
zadan vyhledavaci profil s dvouslovnym spojenim
»polymer* stabilizer*“, pak znac¢na cast nalezenych praci
se tyka zcela jinych oblasti: Jednak jsou to disperzni poly-
merizace béznych monomert, kde makroskopickému vy-
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srazeni vznikajicich makromolekul z polymerizacniho
média lze branit tak, Ze rostouci disperzni Castice jsou
udrzovany v koloidnim stavu (stabilizovany) pomoci pie-
dem pfidaného polymeru (v technické praxi je to Casto
polyvinylpyrrolidon). Dalsi ¢ast praci nalezenych pod
timto profilem je v€novana jakymkoliv, tedy i b&znym
komercnim nizkomolekularnim stabilizatorim ve smyslu
,Stabilizers for polymers®. V tomto sdéleni se vSak bude-
me zabyvat pouze takovymi latkami, ve kterych jsou ucin-
né skupiny, chranici dany polymer pied degradujicimi
vlivy vnéjsiho prostiedi, pfipojeny kovalentnimi vazbami
k fetézci polymeru, s vyhodou chemicky téhoZ, jaky ma
byt chranén, coz ma vyznam pro kompatibilitu. Ve vysled-
ném systému pak 0¢inné substituenty visi bud’ na vSech
fetézcich, anebo pouze na mensi ¢asti z nich, ktera se pfi-
dava jako tzv. ,masterbatch a je rozptylena v matrici
chranéného polymerniho materidlu. Hlavnim pfedmétem
predkladaného ¢lanku je syntéza téchto latek, ale poklada-
me za nutné struc¢né (a zjednodusen¢) zminit i chemickou
podstatu degradaci a G¢inku antidegradanti.

2. Mechanismy degradace

Rozlisuje se termooxidativni a fotooxidativni degra-
dace, i kdyZ oba procesy Casto probihaji soubézné. Jejich
pribéhy zavisi samoziejmé¢ na chemické povaze daného
polymeru; my je budeme ilustrovat na piikladu nejbézné;j-
Sich masov¢ vyrabénych polymert, totiz polyolefinti (napf.
polyethylenu nebo polypropylenu), ale mnohé ze zde uve-
denych schémat plati i pro jiné polymery, napf. polydieny.

Termooxidace je slozity autooxidacni a autoakceleru-
jici fetézovy proces, ktery probihd i bez pfitomnosti svétla
¢i obecné zafeni, ale samoziejmé¢ téméf neprobiha
v nepritomnosti kysliku. V navrzeném autooxidacnim
schématu (viz napf. cit.") vznika iniciatni reakci polymerni
radikal, a to homolytickym rozstépenim vazby C-H piso-
benim tepla, pfipadné v kombinaci s mechanickym nama-
hanim, podle rovnice (/):

R-H — R*+H°* (1)
kde R reprezentuje uhlikaty fetézec polymeru.
V propagaénim kroku reaguje radikal R® s kyslikem
a vznikly peroxidicky radikal odtrhava dalsi vodik:

R® + 0, — R-0-0° 2)

R-O-O° + R-H — R* + R-0-O-H (3)

Pro jednoduchost vynechame vétvici reakce a mecha-
nismus uzavieme terminacni reakci:

2 R-0-0O°® — nereaktivni produkt (4)

kde chemicka povaha produktu zavisi na struktufe radikalu
R.
U fotooxidaéni degradace (viz napf. cit."?) se predpo-
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Schéma 1. Norrishovy reakce

klada, ze propagacni a terminacni kroky jsou srovnatelné
s degradaci termooxidac¢ni, a hlavni rozdil je v iniciaci,
tedy tvorbé primédrniho radikélu. Polyolefiny neabsorbuji
zateni v oblasti viditelného svétla, takze absorbujicimi
species musi byt latky bud’ jiz pfitomné v polymeru for-
mou minoritni pfimési (napf. polymerizac¢ni katalyzatory)
nebo skupiny vzniklé pfimo na fetézci skladovanim poly-
meru na vzduchu, napf. karbonyly, které i v malém mnoz-
stvi mohou iniciovat fotodegradaci Norrishovymi reakce-
mi (schéma 1), pfi¢emz pouze prvni z té€chto reakci vede
k radikalom.

3. Mechanismy piuisobeni antidegradanti

Antidegradanty ptisobici proti termooxidaci, tedy
antioxidanty, jsou latky velmi diilezité pro ochranu nejen
polyolefin. RozliSujeme antioxidanty primarni a sekun-
darni. Mezi ty prvni patfi napf. aromatické aminy nebo
latky obsahujici vhodné stéricky chranénou fenolickou
strukturu, které jsou — na rozdil od aromatickych amint —
zdravotné nezavadné. Fenolické antioxidanty putisobi tak,
7e blokuji cyklicky propaga¢ni krok (viz napf. cit.*), popsa-
ny zde rovnicemi (2) a (3). Mechanismus jejich transforma-
ce puisobenim peroxoradikall je uveden na schématu 2.

Sekundarni antioxidanty, vétSinou organické slouce-
niny fosforu nebo siry, nejCastéji pak thioethery, plsobi
tak, Ze rozkladaji hydroperoxidy, které se tvoii béhem
propagacni reakce (rovnice (2) a (3)), méni je neradikalo-
vou cestou na alkoholy a samy se pfeménuji na sulfoxidy

Schéma 2. Transformace fenolickych antioxidanti
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(rovnice (5)) ¢i dale aZ na sulfony:
R'-S-R* + R*-0-0-H — R'<(S=0)-R? + R*-~OH  (5)

Antidegradanty zabranujici fotooxidativni degradaci
se oznaCuji jako svételné stabilizatory nebo UV-
stabilizatory. Ty lze podle ucinku délit na UV absorbéry
(napf. substituované derivaty o-hydroxybenzofenonu ¢i
o-benzotriazolu), zhaSece excitovanych stavii (quenchers,
napf. rdzné chelaty niklu) nebo lapace radikala
stabilizatory stéricky chranéné derivaty piperidinu, tzv.
HALS (hindered amine light stabilizers), které¢ se béhem
degradacniho procesu oxiduji na nitroxidy. Ty ptsobi jako
lapace radikald, se kterymi davaji alkyloxyaminy. Podle
Denisovova cyklu se pak reakci alkyloxyamini
s peroxoradikaly regeneruji nitroxidy (schéma 3).

Pro predkladany Clanek, ktery je zamétfen zejména na
syntézy makromolekuldrnich antidegradantii, je podstatna
skuteCnost, ze mechanismus pusobeni antidegradantu
v zasad¢ nezavisi na tom, zda je jeho struktura pfitomna ve
volné formé jako pfimés v polymerni matrici nebo vhodné
pfipojena chemickou vazbou k fetézci.

4. Syntézy

Makromolekuldrni antidegradanty jsou pfedmétem
celé tady prehlednych ¢lankd, vétsinou obecnych, bez
omezeni na urdity typ polymeru uréeného k ochrang® "
nebo i zaméfeného na urcity druh, napt. kaucuky a jejich
vulkanizaty'>"®. Divodem, pro¢ jiz vice nez dvé dekady
probiha jejich intenzivni vyzkum, je jedna nevyhodna
vlastnost jejich nizkomolekuldrnich analogi, které se pfi-
davaji do masove¢ vyrabénych technickych polymera: kon-
centrace téchto nizkomolekuldrnich komeréné dostupnych
chranicich slou¢enin mize v polymerni matrici s asem
postupné klesat, zejména v extrémnich podminkach, jako
jsou napi. vysoké teploty, mechanické namahani nebo
pusobeni vnéjsich kapalin, nebot’ malé molekuly se mohou
z matrice vypafovat nebo byt vymyvany (extrahovany).

OH o"
>k©)< + R%0-0" — >I\©k + R2%0-OH
R! R
o" )
R R! O\O‘Rz
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Schéma 3. Denisovuyv cyklus

Tim samoziejmé slabne i jejich uginek. Castedns lze tomu-
to efektu zabranit zvySovanim moldrni hmotnosti antide-
gradantd, ale jen do jisté miry a navic tim vétSinou roste
cena tohoto aditiva. Pokud je vSak uc¢innd latka pfipojena
k makromolekule, pfi¢emz jedna makromolekula muze
nést téchto substituentll vice, klesa prirozené jeji tenze par
k nule a rovnéz tak jeji schopnost difundovat polymerni
matrici, jak je schématicky zndzornéno na obr. 1. Dalo by
se ocekavat, ze nizsi rychlost difuze mtze zhorsit ,,akéni
radius® chranici skupiny, ale do zna¢né miry lze tuto nevy-
hodu omezit tim, ze mezi polymerni fetézec a vlastni G¢in-
nou strukturu se zabuduje ohebny distan¢ni fetizek (tzv.
spacer), takze tato struktura pak visi na konci kratkych
vétvi. Vliv délky distan¢niho fetizku na antidegradacni
ucinnost nebyl dosud systematicky studovan, ale na zakla-
d¢ nékterych Udaji lze soudit, ze neni velky rozdil
v ucinnosti volného (volné matrici difundujiciho) a che-
micky pfipojené¢ho antidegradantu (viz dale).

Studované materialy lze klasifikovat jednak podle
chemické struktury Gc¢inné latky, pfitomné na fetézci, jed-
nak podle zpiisobu syntézy.

O
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Ve schématu 4 je uvedeno né¢kolik ptikladd struktur
antidegradantii, véetné poloh, ze kterych vychézi pfipojeni
k polymernim fetézcim. Tak napf. existuji polymerni anti-
oxidanty obsahujici stéricky chranény fenolicky substi-
tuent, polymerni svételné stabilizatory nesouci HALS,
polymerni UV absorbéry skupiny triazinfi, benzotriazolt
nebo benzofenonu, derivaty fenylendiaminu, a mnoho
jinych.

Schéma 4. Priklady u¢innych struktur antidegradanti: deriva-
ty 2,6-di-ferc-butylfenolu (a, antioxidant), 2,2,6,6-tetramethyl-
piperidinu (b, HALS, svételny stabilizator), benzotriazolu (c),
1,3,5-triazinu (d) a benzofenonu (e, UV absorbéry). X symbolizu-
je smér pripojeni dané struktury k polymernimu fetézci, vétSinou
se viazenym distanénim fetizkem (spacerem), R je vodik nebo
methyl, R' a R? jsou variabilni substituenty

O

O O

A

B

Obr. 1. Schématické srovnani antidegradantu pritomného v polymerni matrici formou nizkomolekularni piimési (A) a formou
substituentu kovalentné vazaného k fetézci (B). U piipadu A je zndzornéno vypafovani pfimési z matrice
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Existuji v zasadé dvé strategie syntézy makromoleku-
larnich antidegradantt: /) polymerizace derivatu nizkomo-
lekularniho antidegradantu nesouciho vhodnou polymeri-
zovatelnou skupinu, napt. vinylovou, pfipadné jeho kopo-
lymerizace s jinym monomerem, a 2) ptipojeni nizkomole-
kuldrniho antidegradantu k pfedem pfipravenému poly-
mernimu fetézci vhodnou chemickou (tzv. polymeranalo-
gickou) reakci. Zjednodusené je to znazornéno na schéma-
tu 5. Obé¢ strategie jsou znamy jiz dosti dlouho (zhruba od
pocatku 80. let) a v obou piipadech vznikaji modifikované
fetézce, které lze oznalit jako autostabilizujici (self-
stabilizing).

Postup I) je pouzivan pro zabudovani monomeri
nesoucich UV absorbéry (napf. cit.'*'®), antioxidanty'®
a lapage radikald na bazi HALS'™'® do polymernich fetézcii.
Tak napi. kopolymery 2,2,6,6-tetramethyl-4-piperidinyl-
methakrylatu nebo 1,2,2,6,6-pentamethyl-4-piperidinyl-
methakrylatu s béznymi vinylovymi monomery, jako je
styren, methylmethakrylat a dalsi, byly s uspéchem ptida-
vany jako aditivum do polypropylenu, ¢imz se oproti niz-
komolekuldrnim analogim zvys$ila radiani odolnost této
matrice pfi souasném vyznamném snizeni extrahovatel-
nosti'. Krom& vinylové skupiny se miZe napf.
k antidegradantu jako polymerizovatelna funkce pfipojit
i maleimidova struktura®® nebo norbornenovéa struktura,
jejiz polymerizaci s otevienim kruhu (metatéze) pomoci
specialnich katalyzatori a ndslednou hydrogenaci vznika
polymerni antioxidant, schopny stabilizovat polypropylen
(cit*'*?). Tyto (ko)polymery mohou byt i modelovym
materialem pro studium fyzikalnich jevid spojenych
s absorbci UV zafeni, viz napk. cit.”>. V poslednich letech
je tento postup Casto uplatnovan v nejriznéjSich technic-
kych aplikacich, coz je usnadnéno tim, ze n€kolik radikélo-
v¢ polymerizovatelnych antidegradanti nesoucich vinylovou
skupinu je dostupnych na trhu, napft. 1,2,2,6,6-pentamethyl-
-4-piperidinyl-methakrylat, 2-hydroxy-4-akrylyloxyethoxy-
benzofenon (Cyasorb® UV-416) nebo 2-[3-(2H-benzo-
triazol-2-yl)-4-hydroxyfenyl]ethylmethakrylat (Tinuvin®

Radikalovy
\/R N inicidtor
m sy o+ N ——  Autostabilizovany
|
AD

kopolymer

/YV\_»W

VIV Autostabilizovany
AD  homopolymer

>-< . N

D

Schéma 5. ZjednoduSené srovnani dvou zikladnich syntetic-
kych postupi pripravy makromolekularnich antidegradanti
na piikladech radikalové kopolymerizace vinylovych mono-
merl a polymeranalogické reakce na piedem piipraveném
polymernim substratu. R je vodik nebo methyl, X je vhodna
skupina, napt. COO nebo inertni spacer, AD oznacuje antidegra-
danta Y a Z jsou skupiny reagujici za vzniku W
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AD

AD

Schéma 6. Radikalova adice antidegradantu (AD) na visici

vinylovou skupinu 1,2 polybutadienu prostiednictvim thiolo-

vé skupiny. R® znazorfiuje volny radikal vznikly rozpadem inici-
atoru

R-794). Tyto latky se pouzivaji jako komonomery spolu
s béznymi vinylovymi monomery pro piipravu kopolyme-
rl s nejriznéjsim pouzitim, jako je stabilizace polymernich
emulzi, ochrana polymernich filmi (povlakl) apod.; jen za
obdobi 2008-2009 jsou predmétem nékolika desitek pa-
tentd, viz napf. cit. >’

Strategie 2) vyZaduje, aby na fetézci byly pfitomny
nebo dodatecné vytvoreny reaktivni skupiny, na které je
mozno pfipojit — prostiednictvim komplementarnich sku-
pin vhodné upravené molekuly antidegradanti.
Z formélniho hlediska lze pokladat tento proces za roubo-
vani polymeru (grafting). Tak napft. polybutadien obsahuji-
ci vetsi podil 1,2 monomernich jednotek (nesoucich tzv.
visici vinylovou skupinu) miZze slouzit jako substrat pro
adice. Obsahuje-li adovand molekula antidegradantu thio-
lovou skupinu, je mozno ji na visici vinyl snadno adovat
radikdlovym mechanismem za pouziti bézného radikalové-
ho iniciatoru (schéma 6).

Nejstarsi prace tohoto druhu popisuji Gspésné adice
dvou antidegradantti nesoucich SH skupinu na butadieno-
vou slozku akrylonitril-butadien-styrenového latexu
(ABS), tj. ¢aste¢né zesitovaného kopolymeru vzniklého
kopolymerizaci akrylonitrilu a styrenu v pfitomnosti poly-
butadienu® .

Podobny postup byl uspésné uplatnén v piipadé¢ OH-
telechelickych polybutadiend s kratkym fetézcem (tzv.
kapalnych kaucukti LBH vyrabénych v Kralupech), na
jejichz vinylové skupiny byl adovan jednak 6-sulfanylhexyl-
-3-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)propanoat,  jednak
(2,2,6,6-tetramethylpiperidin-4-yl)-4-sulfanylbutanoat, a také
ob& tyto sloudeniny soucasn& na jeden a tyz fetdzec®' .
Takto modifikované kapalné kaucuky byly pfimichdvany
do pivodniho kapalného kaucuku a bylo prokazano, ze
ucinnost jak fenolické, tak i piperidinové struktury neni
méfitelné ovlivnéna pripojenim k polybutadienovému
fetézci, pii¢emz ziskem je trvald pfitomnost téchto struktur
v matrici. Navic, v ptfipadé¢ kombinovaného produktu byl
zjiStén synergicky Uc€inek. Pro ovéfeni, ze tento ucinek
neni omezen na kratké fetézce kapalného kaucuku (o mo-
larni hmotnosti 2-3000 g mol ™), byla provedena analogic-
ka studie, kdy OH-telechelické kapalné polybutadieny
byly prostfednictvim svych koncovych skupin OH piedem
zabudovany do elastomerniho polyurethanu (o molérni
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hmotnosti fadové desitek tisic g mol™), na jehoZ visici
vinyly pak byla adovédna prvni z obou uvedenych thiolo-
vych sloudenin®. Ani zde nebyla antioxidaéni uéinnost
fenolické skupiny sniZena jejim pfipojenim k fetézci. Jiny
pristup zvolili Hetflejs a spol.*, ktefi k nizkomolekularnim
antidegradantim fenolického a piperidinového typu piipo-
jili misto skupiny SH skupinu OH (oddélenou od vlastni
ucinné struktury kratkym siloxanovym fetizkem — space-
rem) a tyto produkty pak pridavali do reakéni smési pro
ptipravu polyurethanti (spolu s OH-telechelickym kapal-
nym kaucukem a béZnym diisokyandtem). Zde se u¢inné
struktury zabudovavaly pouze na konci fetézce a slouzily
tedy soucasn¢ jako reguldtory moldrni hmotnosti poly-
urethanu. I zde se prokazalo, ze — v prepoctu na stejnou
moléarni koncentraci ucinnych struktur — nezalezi na tom,
zda antidegradant je pfitomen v polymerni matrici ve vol-
ném stavu (jako nizkomolekularni pfimées) nebo pfipojen
kovalentni vazbou k fetézci.

Zajimavy je postup Lukace a spol., ktefi ziskali bro-
movany polyethylen tak, ze provedli hydrobromaci poly-
oktenameru, vzniklého polymerizaci cyklooktenu. V fetéz-
ci tohoto polymeru se stfida 6 skupin CH, a jedna vazba
C=C, ktera reaguje s HBr. Nukleofilni substituci bromu na
fetézci produktu hydrobromace 4-amino-2,2,6,6-tetra-
methylpiperidinem zabudovali tuto antidegradantovou
strukturu na fetézec*®. Podobnou substituci pouzili Tseng
a spol.”’, kteii nechali reagovat kooligomer styrenu a chlo-
romethylstyrenu s 2,6-di-terc-butylfenoxidem draselnym
za vzniku polymerniho antioxidantu, kde derivat fenolu je
pfipojen k fetézci v poloze 4 benzenového jadra. Jednodu-
chym, i kdyZ nepftili§ dobfe definovanym zplisobem byl na
polyethylen naroubovan derivat fenolického antioxidantu
nesouci na molekule maleimidovou skupinu, a to za pod-
minek zpracovani v taveniné v piitomnosti radikalovych
iniciatort™®.

5. Zavér

Makromolekuldrni antidegradanty jsou polymery,
k jejichz fetézci jsou chemickou vazbou pfipojeny struktu-
ry odvozené od nizkomolekularnich antioxidantu, stabili-
zatorQ a dalSich chranicich sloucenin, a které jsou vyhodné
pro ochranu polymernich matric proti vlivu vnéjsich pod-
minek (zejména kysliku a zafeni), jestlize za téchto podmi-
nek je zvySené riziko vyparfovani nebo vymyvani nizko-
molekularnich latek (napf. pti vysSich teplotach nebo me-
chanickém namahani). Tento referat uvadi zejména pie-
hled vybranych syntéz makromolekularnich antidegradan-
tl. V posledni dobé se kromé akademickych praci na toto
téma stale Castéji vyskytuji studie technologické. To je
dokladem, Ze koncept polymerné vazanych antidegradantii
byl uspésné realizovan a zZe dalsi vyzkum a vyvoj je velmi
zadouct.

Tato prace vznikla za podpory Ministerstva priimysiu
a obchodu CR (grant FR-TI2/338).
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Uvod

Je zaujimavé, ze sacharidom, ako stcasti kazdého
zivého organizmu a organickej sucasti pocetnych prirod-
nych latok s dolezitymi funkciami v Sirokom spektre roz-
nych biologickych procesov popri aminokyselinach a nuk-
leovych kyselinach sa az v ostatnych desatrociach venuje
nalezitd pozornost.

Kvalita potravin je vo velkej miere podmienena
a zavislda na kvalite, kvantite, Struktire a fyzikalno-
chemickych vlastnostiach sacharidov, peptidov a inych jej
zloziek. Biotransformacia niektorych latok hra dolezita
tlohu v roznych biotechnologickych procesoch' >, Pri
biosyntéze, biotransformacii a Stidiu prirodnych latok sa
vyuziva cely rad multifunkénych enzymovych komplexov.
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Ukézalo sa, Ze sacharidy, ako aj ich derivaty a glykozidazy
maju dolezita tlohu v roznych oblastiach zakladného
a aplikovaného vyskumu®* ™.

Imobilizacia enzymov reprezentuje efektivny spdsob
ochrany pocetnych biokatalyzatorov, ktoré nachadzajii
uplatnenie vo vyrobnych procesoch. Rastlinné bunky prvy
krat imobilizoval Brodelius’. Obalovanie (enkapsulacia)
buniek a enzymov hydrogélmi patri medzi vel'mi casto
pouzivané imobilizacné techniky. Spontannu adhéziu, ako
aj kovalentni védzbu buniek na povrch nosi€ov popisali
Jirkii a spol.®, Gill a Ballestros’. Pri imobilizacii sa nedav-
no pouzil polyvinylalkohol'®a glutaraldehyd"'.

Laktaza (B-D-galaktozid galaktohydrolaza EC 3.2.1.23),
[-galaktozidaza katalyzuje hydrolyzu laktézy na glukézu
a galaktozu — Stiepi B-(1-4)-0-glykozidicka védzbu. Okrem
laktazy mozno laktozu hydrolyzovat’ aj chemicky (kyslou
hydrolyzou). Studovany enzym sa pouZiva aj pri biosynté-
ze galakto-oligosacharidov a cerebralnych galakto-
lipidov'2.

Rozvoj imobilizacnych technik, doékaz a stanovenie
aktivity biokatalyzatorov su zavislé na progrese biotechno-
logickych procesov. Hlavnou bariérou transportu pocet-
nych latok st membrany bunky, a preto sme pozornost
sustredili aj na ich permeabilizaciu. Predpokladdame, Ze
imobilizované bunky alebo biokatalyzatory rastlinného
povodu, podobne ako mikrobidlne, mézu v budicnosti
zohrat' dodlezitu Glohu v biotechnologickych procesoch’.
V predlozenej praci sa Studoval vplyv permeabilizacie na
enzymovu hydrolyzu laktdozy pomocou imobilizovanych
buniek Arabidopsis thaliana, ako aj distribucia intra-
a extracelularnej laktazy z testovanych buniek.

Dostupnost’ jednoduchej a rychlej skriningovej meto-
dy detekcie laktazy a tiez imobilizacie Studovaného enzy-
mu, ma vel'ky vyznam ako pre vedecko-vyskumné, tak aj
pre priemyselné ucely. Pri tejto jednoduchej a rychlej me-
tode dokazu a stanovenia laktazy sa vyhodne pouzivaju
syntetické substraty: B-naftylamidy, o- resp. p-nitroanilidy
galaktozy.

Experimentalna ¢ast’

Rastlinny materidl

Kalusové a suspenzné kultury ardbovky Thalovej
[Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. cv. Columbia] sa odvo-
dili z kliénych rastlin. Tieto kultury sa pestovali
v kultivaénom médiu podla Linsmayera a Skooga'’
s pridavkom 1 mg 1! kyseliny 2,4-dichlorfenoxioctove;,
0,1 mg I"" kinetinu a 3% sachardzy, na rotaénej trepacke
v priebehu 14 dni podl'a Viehwegera a spol.'.

Permeabilizacia buniek
Bunky pestované v suspenznej kultire sa jednotlivo
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permeabilizovali Tweenom, alkoholom, hexadecyltrimety-
lamoniumbromidom a hexadecyl-pyridiniumchloridom
nasledovne: po 20 g suspenzne pestovanych buniek sa po
odfiltrovani a premyti 1,51 0,15 mol "' NaCl permeabili-
zovalo 70 ml: 5 % Tweenu 20, 5 % Tweenu 80, 30 % eta-
nolu, 50 % etanolu, 0,1 % hexadecyltrimetylamoniumbro-
midom, 0,1 % hexadecyl- pyridiniumchloridom resp.
3 hodiny za pomalého miesania (60 rpm) pri laboratornej
teplote. Permeabilizované bunky sa po premyti 3,5 1 desti-
lovanej vody a 4 1 0,15 mol I"' NaCl imobilizovali gluta-
raldehydom.

Imobilizacia buniek glutaraldehydom

20 g permeabilizovanych buniek sa prenieslo do
70 ml 0,15 mol 1" NaCl, pomaly sa pridalo 7 ml 25% glu-
taraldehydu a pri laboratdrnej teplote sa za pomalého mie-
Sania (60 rpm) imobilizovali 2 hodiny. Imobilizované bun-
ky sa premyli 3,5 1 destilovanej vody, 4 1 0,15 mol 1™
NaCl a uchovavali v 0,15 mol I"' NaCl pri 4 °C.

Stanovenie Cerstvej hmotnosti a susiny

CerstvdA hmotnost a susina suspenznej kultiry
a imobilizovanych buniek sa stanovili gravimetricky po
vysus$eni do konstantnej hmotnosti pri 105 °C.

Vyuzitie glukozy

Vyuzitie glukézy suspenznymi a imobilizovanymi
bunkami sa sledovalo

60 minut. Bunky suspenznych kultir a imobilizované
bunky sa preniesli do roztoku glukézy 200 mg 17!
v 0,05 mol I Na-fosfatovom tlmivom roztoku pH 7,0
a ubytok glukézy sa sledoval podl'a Trindera.

Zivotaschopnost buniek

Zivotaschopnost’ buniek sa sledovala podl'a Dixona®
za pouzitia trifenyltetrazoliumchloridu (TTC), fluorescein-
diacetatu a kyslikovej elektrody.

Doékaz a stanovenie intra- a extraceluldrnej laktazy

Pri dokaze a stanoveni intra- a extracelularnej laktazy
sa pouzili syntetické chromogénne substraty B-naftylamid
a p-nitroanilid B-D-galaktozy.

Dokaz extraceluldarnej enzymovej aktivity

Pri dokaze extracelularnej laktazy sa pouzil ako sub-
strat 1-naftyl- B -D-galaktopyranozid. Laktaza enzymovo
hydrolyzuje substrat. Uvolneny 2-naftol po reakcii
s hexazotovanym p-rozanilinom alebo Fast Blue BB tvori
korespondujtce azofarbivo. Extracelularna laktaza sa iden-
tifikovala metodou podla Lojdu a spol.'” a Stowarda
a Pearsa'®.

10 mg 1-naftyl-B-D-galaktopyranozidu sa rozpustilo
v 0,5 ml dimetylformamidu a 10 ml Mc Ilvainovho tlmivé-
ho roztoku pH 5,0. Do tohoto roztoku sa pridalo 10 mg
Fast Blue BB alebo 10 ml pufrovaného hexazonium p-
rozanilinu (9,4 ml Mc Ilvainovho tlmivého roztoku
pH 5,0; 0,6 ml roztoku hexazonium p-rozanilinu a tento
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roztok sa 0,1 N NaOH upravil na pH 5,0). K tejto zmesi sa
pridalo este 10 ml 2% agaru v Mc Ilvainovom tlmivom
roztoku pH 5.0 a autoklavovalo obvyklym spésobom'®.

Hexazonium p-rozanilin sa pripravil podla Lojdu
a spol.'” nasledovne: Roztok A: 400 mg p-rozanilinu sa
rozpustilo v 8 ml destilovanej vody a 2 ml HCI. Roztok B:
4% NaNO,. Roztok A a B sa zmiesali v rovnakych mnoz-
stvach.

Takto pripravené agarové platne sa inokulovali bun-
kami kalusovych kultir a sterilne vypestovanymi kli¢nymi
rastlinami (3—5 dni starych) a inkubovali 20—100 mint.

Stanovenie intra- a extraceluldrnej aktivity laktazy

Priprava enzymu

Intracelularna aktivita laktazy sa stanovila za pouzitia
buniek suspenznej kultury. Bunky (10 g) sa odfiltrovali
a premyli 3 1 destilovanej vody, zhomogenizovali vo vy-
chladenej trecej miske s Mc Ilvainovym tlmivym rozto-
kom pH 4,7 v pomere 1:1 (g ml™"). Homogenat sa prefil-
troval cez silikonovl tkaninu, centrifugoval (10 min,
15 000 g pri 4 °C) a pouzil ako enzymovy preparat.

Pri stanoveni extraceluldrnej aktivity sa pouzilo kulti-
vacné médium bez buniek (centrifugacia 10 min, 2000 g,
mikroskopické kontrola nepritomnosti buniek). Superna-
tant sa pouzil na stanovenie extracelularnej aktivity enzy-
mu.

Stanovenie aktivity enzymu

Aktivita Studovaného enzymu sa stanovila modifiko-
vanou metédou podla Kim a spol.” za pouzitia p-
nitrofenyl-B-D-galaktopyranozidu ako substratu. Reakéna
ststava obsahovala vhodné mnozstvo enzymu (0,1-0,3 ml)
3-107 mol 1" substrat v 2 ml Mc Ilvainovho tlmivého
roztoku pH 4,7. V kontrolnych pokusoch bol enzymovy
preparat tepelne inaktivovany (10 min pri 100 °C). Zmes
sa inkubovala 15 min pri 30 °C a reakcia sa zastavila pri-
danim 2 ml 1 mol I"' Na,CO;. Koncentracia enzymovo
uvolneného p-nitroanilinu sa stanovila spektrofotometric-
ky pri 405 nm oproti kontrole. Enzymova aktivita je vyjad-
rend v kataloch. Obsah bielkovin sa stanovil podl'a Dou-
masa a spol.” za pouzitia hovidzieho sérumalbuminu ako
Standardnej bielkoviny.

Vysledky a diskusia
Rozvoj imobilizacnych technik ma velky vplyv na

vyvoj biotechnologii. Imobilizacia buniek resp. biokataly-
zatorov predstavuje velmi dolezity sposob uchovavania

(stabilizacie) vysokoucinnych biokatalyzatorov
(enzymov), ktoré su dolezit¢ pre biotransformacné
procesy !

Enkapsulacia (obal'ovanie) buniek resp. enzymov
hydrogélmi prirodného resp. syntetického poévodu nacha-
dza Siroké uplatnenie v zékladnom a aplikovanom vy-
skume, ako aj v priemyselnom meradle’. V tejto praci sme
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zamerali svoju pozornost na Studium permeabilizicie a
imobilizacnej techniky pomocou glutaraldehydu (bez pou-
zitia nosica) na aktivitu laktazy v bunkach Arabidopsis
thaliana.

Pri histochemickom a biochemickom §tidiu hydroly-
tickych enzymov sa vyhodne aplikuji rézne chromogénne
substraty'®'?. V predlozenej praci sa pouzili tieto syntetic-
ké substraty 1-naftyl-pB-D-galaktopyranozid a p-nitroanilid-
B-D-galaktopyranozid'>™"”. Inokuld sa ponechali na kulti-
vacnych médiach so substratom a bez substratu 1-2 h.
Rastlinné extracelularne p -galaktozidazy sa detekovali
pomocou Cervenohnedého zafarbenia, ktoré vznika simul-
tdnnou azokopuldciou hexazotovaného p-rozanilinu alebo
Fast Blue BB resp. a zo substratu enzymovo uvol'neného
2-naftolu. Po inokulacii kultivaéného média bez substratu
resp. inaktivovanym kalusom (10 min pri 100 °C) sa ziad-
ne zafarbenie nepozorovalo. Cervenohnedé zafarbenie
vznikéa na mieste kontaktu inokula s kultivaénym médiom,
v ktorom je pritomny I-naftyl- (3 -D-galaktopyranozid
a hexazotovany p-rozanilin alebo Fast Blue BB .

Po vysadeni sterilnych kli¢nych rastlin na agarové
platne s 1-naftyl-B-D-galaktopyranozidom a hexazotova-
nym p-rozanilinom resp. bazickym fuksinom sa pozorovali
farebné zmeny na korienku a korenovych vlaskoch ako aj
na mieste ich kontaktu s platiiou. Po inokulécii agarovych
platni kalusmi s 1-naftyl-p-D-galaktopyranozidom a hexa-
zotovanym p-rozanilinom resp. bazickym fuksinom sa na
mieste kontaktu kalusu s platiiou pozorovali farebné zme-
ny, spoésobené tvorbou azofarbiv. Tieto sa tvoria simultan-
nou azokopulaciou enzymovo uvolnené¢ho 2-naftolu
s hexazotovanym p-rozanilinom resp. bazickym fuksinom.
V pripade tepelne inaktivovaného rastlinného materialu
(kli¢ne rastliny resp. kalusy 5 min 100 °C) sa azofarbivo
netvori. Laktaza ako aj iné hydrolazy maji vyznamnu
tlohu v metabolizme bunkovej steny a v jej prestavbe?
v priebehu ontogenézy.

Porovnanie distribucie intra- (38,8 %) a extracelu-
larnej (61,2 %) aktivity Studovaného enzymu poukazuje na
minoritné zastipenie intracelularnej a majoritné zastiipe-
nie extracelularnej formy laktazy (tab. I).

Tabul’ka I
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Pri imobilizacii Arabidopsis thaliana glutaraldehy-
dom sa v porovnani s bunkami suspenznych kultir pozoro-
vali niektoré mensie zmeny — mierna plazmolyza
a zhlukovanie buniek. U buniek imobilizovanych glutaral-
dehydom sa pri testovani s 2,3,5-trifenyltetrazolium-
chloridom (TTC), fluoresceindiacetatom a merani spotreby
kyslika nezaznamenala Zivotaschopnost’ (obr. 1).

Permeabilizacia buniek Arabidopsis thaliana Twee-
nom 20, Tweenom 80, etanolom, hexadecyltrimetylamo-
niumbromidom a hexadecylpyridiniumchloridom vedie
k preukaznému poklesu proteinov a miernejSiemu poklesu
aktivity enzymu. Specifickd aktivita studovaného enzymu
sa okrem aplikécie etanolu mierne zvySuje (tab. II).

Srinivasan a spol.? zistili, Ze po permeabilizacii bun-
kovej steny kvasiniek dochadza k preukaznému zvySeniu
aktivity fenylalaninamoniumlyazy (PAL). Pri permeabili-
zicii bunkovej steny suspenznych kultr rastlinnych bu-
niek sa také signifikantné zvySenie enzymovej aktivity
nepozorovalo.

Enzymova hydrolyza substratu p-nitrofenyl- 3 -D-
-galaktopyranozidu (BPNG) je v priebehu 3,5 h lineédrna,

c, 250
mg
glukdézy/l 200

150

100

50 +

0 10 20 30 40 50 60

¢as, min

Obr. 1. Casovy priebeh vyuZitia glukézy v bunkéch Arabidop-
sis thaliana imobilizovanych glutaraldehydom a v bunkach
suspenznej kultary (10 g buniek, 20 ml tlmivého roztoku
s gluk6zou); M glutaraldehyd, @ suspenzna kultara

Aktivita laktazy v 10-diiovych bunkéch suspenznej kultiry a v kultivaénom médiu Arabidopsis thaliana

Frakcia Objem Proteiny Aktivita Specificka aktivita
[ml] [mg g™ susiny] [pkat g”' susiny] [pkat mg™* proteinov]

Intracelularna aktivita 1 14,36+0,10 3,70+0,07 0,26

(homogenat izolovanych

buniek)

Extracelularna aktivita 10 6,36+0,10 5,83+0,10 0,92

(kultiva¢né medium bez

buniek)®

* Odpovedajtce obsahu izolovanych buniek
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Tabul’ka I1

Laboratorni pfistroje a postupy

Obsah bielkovin a aktivita laktazy v 10-dilovych bunkach Arabidopsis thaliana a v bunkach suspenznej kultiry permeablil-
zovanej 5% Tweenom 20, 5% Tweenom 80, 30% etanolom, 50% etanolom, 0,1% hexadecyltrimetylamoniumbromidom
(HTAB), 0,1% hexadecylpyridiniumchloridom (HPCH) v bunkéach imobilizovanych glutaraldehydom

Bunky Proteiny Aktivita gpeciﬁcké aktivita
[mg g’1 susiny] [pkat g’1 susiny] [pkat mg’l proteinov]
Suspenzia 14,40 £ 0,1 3,70 £ 0,01 0,26
Permeabilizované 0,1%HTAB 6,80+ 0,14 4,05+0,03 0,59
0,1%HPCH 6,80+ 0,07 4,05 +£0,05 0,59
5% Tween 20 6,80,+ 0,14 4,03 £0,03 0,59
5% Tween 80 6,80 £0,18 4,03 £0,04 0,59
30% etanol 6,80 £0,18 3,62 £0,02 0,53
50% etanol 6,80 £0,18 3,61 +0,01 0,53
Imobilizované 0,1%HTAB 6,80 0,18 3,51 +£0,02 0,52
0,1%HPCH 6,70 £ 0,07 3,51+ 0,02 0,52
5% Tween 20 6,70 £ 0,14 3,52+ 0,01 0,52
5% Tween 80 6,70 £ 0,07 3,50+ 0,01 0,52
30% etanol 6,70 £ 0,14 3,31 +£0,01 0,49
50% etanol 6,70 = 0,07 3,30+ 0,01 0,49

dosiahne 60-70% konverzie substratu a potom sa praktic-
ky zastavi. Vysledky ndSho Stadia ukazali, Ze hodnota
optimalneho pH laktazy v  kultivanom médiu
a v imobilizovanych bunkéch je 4,7. Tepelné optimum
Studovaného enzymu imobilizovanych buniek je pri 60 °C
a suspenznej kultury pri 56 °C. Podobné vlastnosti ma aj
invertaza buniek medovky™.

Porovnanie distribucie intra- a extracelularnej laktazy
poukazuje na to, ze prevaznd Cast’ enzymu (tab. I) sa na
rozdiel od invertazy a aminopeptidazy nachadza
v kultivatnom médiu****. Specifick4 aktivita extracelular-
nej laktazy je 4,15 vyssia nez intracelularnej laktazy.

Sacharéza je pravdepodobne najcastejSim zdrojom
uhlika a energie pri kultivacii pletivovych a suspenznych
kultar'*?,

Ako uz bolo uvedené, laktiaza katalyzuje enzymovu
hydrolyzu laktézy na glukozu a galaktdzu. Popri laktdze sa
v rastlinach nachadza aj melibidza a invertaza®, a preto
sme v predloZenej praci sledovali vplyv glukézy, fruktozy,
melibiozy, rafindzy, stachyozy a sachardzy na aktivitu
laktazy v nativnych a imobilizovanych bunkach Arabidop-
sis thaliana. Vysledky testov ukazali, ze sachardza a fruk-
toza aktivitu Studovaného enzymu neovplyviiuje, kym
glukoza a stachyoza mierne inhibuje. Miera inhibicie ga-
laktozidazy galaktézou, melibidzou a rafindzou je funk-
ciou jej koncentracie (tab. III).

Hamilton a spol.® zistili, Ze pri vyuziti sachardzy
rastlinnymi pletivovymi kultirami sa sachardza najskor
enzymovo transformuje na glukézu a fruktézu. Obsah
oboch sacharidov v kultivatnom médiu je v prvych dnoch
inokulacie priblizne rovnaky. V pritomnosti gluk6zy bun-
ky frukt6zu nevyuzivaju.

Inhibiény G¢inok 2-sulfanyletanolu 0,1-0,5 mmol 1™
mozno odstranit’ pridanim 5-10 mmol ™" ditiotreitolu, ¢o
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poukazuje na to, ze —SH skupiny st pre enzymovu reakciu
nepostradatelné®’.

Bunky imobilizované glutaraldehydom uchovavané
v 0,15 mol I"! NaCl v pritomnosti konzervacnych latok
(chloramfenykol, chlortetracykliniumchlorid, (1-metyl-
dodecyl)dimetylamin N-oxid®® a azid sodny si v priebehu
6 mesiacov uchovavaji pomerne vysoku enzymovu aktivi-
tu (tab. IV). Mierne zvysenie aktivity v priebehu uchova-
vania sposobuje pravdepodobne disocidcia inhibitora, kto-
ry sa na enzym naviazal v priebehu imobilizacie.

Imobilizované bunky moZno po vysuSeni pri labora-
tornej teplote uchovavat’ aj v uzavretych nadobach pri 4 °C,
resp. 20 °C. Dehydratované imobilizované bunky sa ne-
chaju pred pouzitim nabobtnat’ vo fyziologickom alebo
tlmivom roztoku 10-30 min. Aktivita takto stabilizované-
ho biokatalyzatora (enzymu) sa periodicky testovala
(kazdé 2 tyzdne) v priebehu 6 mesiacov. Po 2 tyzdinoch
bola zostatkova aktivita 92%, po 1 mesiaci 74 % a po 2
mesiacoch 52 %. V nasledujicom obdobi (4.— 6. mesiac)
sa nepozorovali vyrazné zmeny aktivity sledovaného enzy-
mu. Po 6 mesiacoch sa zistila 46% zostatkova aktivita. Je
vSeobecne zname, ze imobilizované bunky maju v porov-
nani so suspenznymi kulturami tieto vyhody: zabezpecenie
nepretrzitého prietoku, zlepSenie separacie biokatalyzato-
ra, prediZenie pol¢asu biokatalyzatora, fyzikalnu ochranu
voci striznym silam, ochranu pred zhlukovanim, stimula-
ciu produkcie sekundarnych metabolitov, konzervaciu
multifunkéného systému®*..

V bunkach imobilizovanych zosietovanim glutaralde-
hydom je aktivita sacharazy, tyrozindekarboxylazy, DOPA
dekarboxylazy a laktazy v porovnani s aminopeptidazami
pomerne vysoka'' 2.

Kravské mlieko obsahuje 4,8 % vo vode nedostatocne
rozpustného mlie¢neho cukru — laktézy. Konzumacia vac-
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Tabul’ka I1I

Laboratorni pfistroje a postupy

Vplyv vybranych cukornych efektorov na aktivitu laktdzy v imobilizovanych bunkach a v bunkach suspenznej kultary

Arabidopsis thaliana

Efektor Koncentracia % povodne;j aktivity *
[mmol 1] A B

Galaktoza 100 9 15
50 13 24

10 26 30

5 51 57

84 87

0,1 97 98

Melibioza 100 77 78
50 82 83

20 87 88

10 92 94

Rafinoza 100 91 93
50 95 96

20 98 99

Stachyoza 100 94 95
50 96 97

20 99 99

Glukoza 100 84 95
50 90 97

20 95 99

Fruktoza 100 100 100
50 100 100
20 100 100
Sachar6za 100 100 100
50 100 100
20 100 100

* A — imobilizované bunky, B — bunky suspenznej kulttry

Sicho mnozstva laktdzy sa moze prejavit’ laxativnym ucin-
kom, ktory sa v niektorych pripadoch upravuje medika-
mentozne. Priprava mlieka so znizenym obsahom laktdzy
mé z uvedeného doévodu velky prakticky vyznam. Vedl'aj-
$im produktom vyroby syrov je srvatka s vysokym obsa-
hom laktézy. Jej vyuzitie je pre spominané vlastnosti
limitované'.

Vysledky prace Wena a spol.* poukazuju na déleziti
ulohu enzymov pri vyzive rastlin, Grodnosti pddy, biore-
medidcii a rezistencii rastovych vrcholov koreniov voci
patogénom. Rozsiahle laboratorne experimenty nasvedcu-
ju, ze k sekrécii laktézy, bunkami rastovych vrcholov
a korenovych vlaskov, podnecuje predovsetkym edafon.
Objasnenie mechanizmu tejto reakcie si vyzaduje d’alSie
Stadium.

Biotransformécie su nielen ddkazom alternativneho
a ucinného rieSenia syntézy pocetnych biologicky uéin-

1044

nych latok, ale st stcasne zarukou environmentalne neza-
vadnych technoldgii, ¢im prispievaju k ochrane Zivotného
prostredia®’.

Vzhl'adom na uZz spomenuté vlastnosti laktozy
v suvislosti s mliekom®’, ako aj vyznam laktazy pri vyzive
a raste rastlin, deleni buniek a S$tidiu jednotlivych zloziek
bunkovej steny kontinualne modifikovanych v priebehu
rastu a diferenciacie'*' > predpokladame, Ze imobilizo-
vana laktaza spolu s inymi glykozidazami rastlinného po-
vodu najde uplatnenie pri biotransformacii latok dolezi-
tych pre farmaceuticky a potravinarsky priemysel. Nové
zdroje laktdzy sa mézu vyuzit pri biotransformacii laktozy
a derivatov galaktozyl-polyolov (galaktooligosacharidov),
ktoré majii $iroké uplatnenie vo farmacii'>*'*.

Stadium §truktiry poéetnych biologicky aktivnych
latok a aplikécia testovaného enzymu, ako aj inych bioka-
talyzatorov je d’alsou moznostou ich uplatnenia®*.
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Tabul'ka IV

Laboratorni pfistroje a postupy

Stabilita laktazy v imobilizovanych bunkéach Arabidopsis thaliana v priebehu skladovania

Konzervacéna latka

Povodna aktivita [%] ©

0 mesiacov 1 mesiac 2 mesiace 3 mesiace 6 mesiacov
- 100 _ _ — —
CLCTC (50 mgI™)? 65 67 70 78 89
ATDNO (100 mg I"")° 64 65 69 79 90
Chloramfenikol (50 mg ™) 64 65 69 79 91
Azid sodny (200 mg 1) 64 65 70 78 91
Zamrznuté v 0,15 mol I”! NaCl 65 66 70 80 93

* CLCTC — chlortetracykliniumchlorid, ® ATDNO — (1-metyldodecyl)dimetylamin N-oxid, ¢ pdvodna aktivita = enzymova
aktivita (100 %) v bunkach suspenznej kultiry pred imobilizaciou

Na zaklade uvedenych skutoc¢nosti mozno konstato-
vat, ze dostupnost’ jednoduchej a rychlej skriningovej
metddy detekcie laktazy ma vel’ky vyznam ako pre vedec-
ko-vyskumné, tak aj technologické ucely.

Zaver

V praci sa studovala vhodnost’ aplikacie glutaraldehy-
du pri imobilizacii buniek suspenznych kultar Arabidopsis
thaliana. Vysledky experimentov ukazali, Ze bunky Arabi-
dopsis thaliana po permeabilizacii Tweenom 20, Twee-
nom 80, etanolom, hexadecylpyridiniumchloridom mozno
pri zachovani pomerne vysokej aktivity laktazy imobilizo-
vat’ glutaraldehydom. Takto imobilizované bunky je vhod-
né uchovéavat' v roztoku 0,15 mol I"' NaCl v pritomnosti
konzervaénych latok (chloranfenykol, chlortetracyklinium-
chlorid, (1-metyldodecyl)dimetylamin N-oxid a azid sod-
ny alebo ich vysuSit' a takto uchovéavat. PrevaZzna cast’
testovaného enzymu 61,2 % sa nachadza v kultivaénom
médiu (extracelularna forma), kym intracelularna forma je
minoritna 38,8 %.

Pomocou histochemickych testov sa potvrdila sekré-
cia laktazy kalusom a bunkami suspenznych kultr resp.
ako aj korefiovymi vlaskami a rastovymi vrcholmi korefia
kli¢nych rastlin na svoj povrch.

Vyuzitie laktézy v potravinarstve a vo farmdcii ako aj
pri Stadiu jej Ulohy pri vyzive rastlin, bioremediacii
a rezistencii rastovych vrcholov voc¢i parazitom si vyzadu-
je vyhladavanie vhodnych zdrojov $tudovaného enzymu.
Dostupnost’ jednoduchej a rychlej skriningovej metddy
laktazy je pre toto Stidium nepostradatel'na.

Prdca bola vypracovand v ramci riesenia grantového
projektu VEGA 1/0182/09. Za odbornu a technicku spolu-
prdcu touto cestou dakujeme doc. Dr. S. Konigovi a pani
I. Bayreuthovej z Ustavu biochémie a biotechnoldgie, Uni-
verzity Martina Luthera v Halle.
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Cells in suspension culture of mouse-ear cress
(Arabidopsis thaliana (L.), Heynh. cultivar, Columbia
were permeabilized with Tween 20, Tween 80, ethanol,
and hexadecyltrimethylammonium bromide or hexade-
cylpyridinium chloride, and immobilized using glutaralde-
hyde. Lactase showed a pH optimum at 4.7 and the opti-
mal temperatures for immobilized cells and cell cultures
was 60 °C and 56 °C, respectively. Four-hour enzyme
hydrolysis of the tested substrate proceeded with a conver-
sion of 60-70 %. The immobilized cells showed a high
lactase activity, fair stability in long-term storage and con-
venient physicomechanical properties. The culture me-
dium after removing cells was used for identification and
determination of enzyme activity. The extracellular activ-
ity of lactase estimated in cell suspension accounts for
61 % of the total activity, the rest being due to the intracel-
lular activity. The specific extratracellular activity is
4.15 times higher than the intracellular one. Using a histo-
chemical method, secretion of lactase by root tips, root
hairs, callus and suspension cells was detected. The de-
scribed method permits a rapid, simple and specific identi-
fication of lactase.
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Uvod

Analyza metddou rontgenfluorescencnej (XRF) a ener-
giovodisperznej rontgen-fluorescencnej (ED XRF) spektro-
metrie md vyznamné postavenie v elementdrnej analyze tu-
hych a kvapalnych vzoriek so zlozitymi matricami. Patri
k nedeStruktivnym metédam a vyuZiva sa v geochemickych
a environmentalnych laboratoriach pri analyze celkovych ob-
sahov i v analyze 3peciatnej'”. Prindsa rychlu, presnu
a spravnu informaciu o prvkovom zlozeni a vzhl'adom na
to moze nahradzat, alebo byt referencna k metédam,
ktoré st spojené s kyselinovymi (sintraénymi) rozkladmi®™®
a ktoré pri zlozitych prvkovych matriciach vzdy nezarucuji
prijatelnt analyticka vytaznost™. Tato praca prezentuje
vyvoj a validaciu metody kvantitativneho stanovenia hlav-
nych prvkov v prirodnych vzorkich metodou ED XRF
s upravou tuhych vzoriek tavenim so zmesou tetraborita-
nu a metaboritanu litneho do tvaru sklenenych peral.
Je validované stanovenie nasledujucich prvkov: Si, Al, Fe,
Mn, Ca, Mg, Na, K, Ti, a P.

Experimentalna cast’
Uprava vzoriek

Geochemické vzorky, sedimenty, pody, prasné spady,
atd’., sa po vysuSeni pri laboratdrnej teplote ruéne rozdru-
zili v porcelanovej miske a potom sa upravil podsitny
podiel vzorky v planetarnych (vibracnych) mlynoch na
zrnitost’ mensiu ako 0,09 mm. U sedimentov sa upravovala
frakcia so zrnitostou menSou ako 0,125 mm, u pdd,
frakcia pod 2 mm. Geologické vzorky vyzaduju trojstuprio-
vu pripravu: drvenie, mletie a jemnu Gpravu na zrnitost’ pod

Laboratorni pfistroje a postupy

0,09 mm. Uprava zrnitosti vzorky je pri XRF spektro-
metrii vel'mi dolezitd, lebo imerne so znizujlicou sa zrni-
tostou, stupa intenzita meraného signalu a zlepSuje
sa reprodukovatelnost’ stanovenia. Pre pripravu pev-
nych vzoriek pre XRF bolo zvolené tavenie boritanovych
peral, ktoré eliminuje vplyvy mineralogické, krystalogra-
fické, zrnitostné a vplyvy chemickych vizieb a zaistuje dob-
ri reprodukovatelnost’ stanoveni. Pouziva sa pre hlavné
matricové prvKy . Pri priprave je dolezity vyber taviaceho
téglika, tavidla, jeho mnozstva a optimalizacia taviaceho
procesu (rozne povrchové napitie, viskozita, teplota taveni-
ny atd’.). Velkost perly zavisi od typu automatického po-
davaca spektrometra (32—40 mm). Perly boli pripravené
tavenim 0,5 g vzorky a 7 g zmesi tetraboritanu a metaborita-
nu litneho (66:34 hm. %) s pridavkom pér kryStalikov
jodu pred koncom tavby (znizenie zmacanlivosti tave-
niny), v indukénej peci s postupnym zvySovanim teploty
na 1200 °C (Cas 3 az 4 min). Perla sa z téglika vyklopila
po vychladnuti taveniny na vzduchu. Boli pouZité tégliky
zo zliatiny platiny a zlata v hmotnostnom pomere (95:5).

Experimentalne podmienky

Experimentalne podmienky boli optimalizované na ED
XRF spektrometri SPECTRO X-LAB 2000, firmy Spectro,
Nemecko, (rozsah prvkov: Na (11) — U (92); RTG lampa —
Rh s Be okienkom, vykon lampy Py.x= 300 W; RTG geners-
tor: U=1-60 kV, I = 1-80 mA, P.x= 3,5 kW; detektor polo-
vodicovy Si(Li), chladeny Ny(1), rozlisitenost’ 150 eV na Ciare
KMn; rozptylové teréiky Al, HOPG krystal; vyveva o kapaci-
te 5 m® h™"). DalSie experimentilne podmienky su uvedené
v tab. L.

Validacia — testované parametre

Bolo validované stanovenie hlavnych prvkov, s pripravou
vzorieck metddou tavenych perdl pre nasledujuce matrice:

Tabul’ka I
Experimentalne podmienky merania (pre tavené perly) *
Prvok Tercik
Si HOPG
Al HOPG
Fe HOPG
Ti HOPG
Ca HOPG
Mg Al
Mn HOPG
P HOPG
Na Al
K HOPG
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rieCne a jazerné sedimenty, pody, silikaty, vapence, magnezity,
ilové mineraly. Stidia obsahuje nasledovné valida¢éné charak-
teristiky:

1. Stiidium presnosti (opakovatelnost). Presnost’ je tu vyjad-
rend blizkostou opakovanych stanoveni jednej vzorky,
opakovatel'nosti, ktord je vyjadrena smerodajnou odchyl-
kou (s) a relativnou smerodajnou odchylkou (RSD) opa-
kovanych merani’ ",

2. Stiidium spravnosti (vytazmost). Realizovana periodickym
zaradzovanim RM do analytického postupu. Spravnost’ meto-
dy je tu definovana ako blizkost zhody stanoveného
a certifikovaného obsahu prvku v RM; je vyjadrena
vytaznostou’ .

3. Pre urcenie medzi detekcie (LOD) a stanovenia (LOQ) bolo
pouzité ,,3c¢ kritérium®, ktorym je urend medza detekcie
analytu ako trojnasobok smerodajnej odchylky Sumového
signalu (LOD). Medza stanovenia bola vypocitand ako
10nasobok smerodajnej odchylky Sumového signalu
(LOQ)IO‘”.

4. Dlhodoba stabilita analytického systému bola skontro-
lovana pomocou regula¢nych diagramov (RD), cize for-
mou Casovej zavislosti, s opakovanym meranim obsahu
prvku v CRM a vyhodnotenim a celkovej odchylky stano-
venia od certifikovanych hodndt za hodnotené ¢asové obdo-
bie. Poziadavky na priebeh RD za st nasledovné: 1. obsah
analytu v CRM zaradzovaného do prevadzkovych merani
nesmie prekracovat’ hodnotu 3s — hornt a dolntl regulacnu
medzu; 2. pocet bodov v RD nad a pod centralnou liniou
(CL), ma byt rovnaky. CL je Ciara, oznacujuca hodnotu
certifikovaného obsahu prvku'®!".

5. Kalibracia a kalibracny rozsah metody

Spravnost’ bola overena dvoma sposobmi: analyzou viace-
rych CRM a uréenim odchylky presnosti a spravnosti,
ktora je uvedend vysSie, a uCastou v medzilaboratornom
teste, kde sa vysledky hodnotia pomocou tzv. z-skore
(dvojrozmerny Statisticky parameter), ktory mozno vypo-
¢itat’ podla vztahu (1):

x—p
S

)

kde z — hodnotiaci parameter; X — priemer stanovenych
obsahov; p — prijata referencna hodnota; s — cielova sme-
rodajna odchylka — je dand koeficientom sposobilosti (k)
a prijatou referen¢nou hodnotou t.j.: s = 0,5.k,.pn. Cielova
smerodajnd odchylka a koeficient sposobilosti — kritéria
posudzovania vysledkov vo vztahu k prijatej referencnej
hodnote v medzilaboratérnom teste.

Interval z-skoére je pre uspokojivé vysledky urceny
rozmedzim <-2;+2>. Odchylky (presnosti a spravnosti) st
prispevkami k celkovej kombinovanej Standardnej neistote
merania. Pre jej odhad bol pouzity model nezavislych pre-
mennych, ktory zahifia sucet jednotlivych prispevkov
neistoty”'>'*. Kombinovana §tandardna neistota u, je po-
tom dana ako:

U, (x(pq...)) = Ju(p)® +u(q)* +.... 2

Laboratorni pfistroje a postupy

u(p), u(q)—jednotlivé prispevky neistoty
arozsirena Standarna neistota Ur je dana ako:

Uy (x(p,q...)) = kaJu(p)? +u(q)® +....

()

k — koeficient rozsirenia; pre 95% pravdepodobnost’ vy-
sledku v uvadzanom ,,neistotovom* intervale, je £ = 2.
Rozsirené neistoty stanoveni v jednotlivych koncentrac-
nych rozsahoch st v tejto praci tiez udavané s k = 2.

Vysledky a diskusia

Validécia bola realizovana v stlade s metodickymi
pokynmi pre validaciu'®. Na overovanie charakteristik
a kalibraciu boli pouzité certifikované (CRM), laborator-
ne (LRM) a rezortné RM. Valida¢né charakteristiky —
LOD, LOQ, presnost, spravnost, dlhodoba stabilita
a validovany kalibra¢ny rozsah boli uréené nasledovne.

Presnost’, vyjadrena ako RSD pri ED XRF spektromet-
rickej analyze hlavnych prvkov vo vicsine pripadov nepresa-
hovala hodnotu 5 %. Vynimkou bol len nizsi kalibracny roz-
sah pre P,Os, v koncentra¢nom intervale od 0,02 do 0,10 %,
kde bola dosiahnuta presnost’ analyzy od 6 do 12 % , vyjadre-
na ako RSD. Pre vypocet medzi stanovenia, (10nasobok
smerodajnej odchylky Sumového signalu) boli pouzité
vysledky analyz Siestich RM s obsahmi prvkov blizkymi
medzi detekcie. Pri stanoveniach boli dodrzané podmienky
opakovatelnosti”'*'". V tab. II sii uvedené¢ LOQ pre oxidy
validovanych makroprvkov.

Presnost’ bola vypocitana z vysledkov stanoveni
Siestich. Spravnost bola vyjadrend vytaznostou.
Spravnost moze byt ilustrovand graficky (pre Al,O;
vid’ obr. 1a). Bola pocitana zo vsetkych RM pouzitych pri
validéacii metody a pre jednotlivé prvky je uvedend v tab.
III. Okrem spravnosti tab. III uvadza aj ostatné charakte-
ristiky pre vSetky Studované prvky, ktoré reprezentuju
validacné charakteristiky stanovené pri vyvoji metody
a kalibracie. SU sthrnom a vysledkom matematického

Tabulka IT
Medze stanovenia (LOQ) pre oxidy makroprvkov

Oxidy hlavnych prvkov LOQ [% obsahu]
SiO, 0,20
ALO; 0,10
Fe,0; 0,04
CaO 0,03
MgO 0,03
TiO, 0,03
MnO 0,03
P,0s, 0,02
Na,O 0,02
K,O 0,05
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Tabulka III
Presnost’, spravnost, koeficient korelacie kalibragnej priamky (R?) a validovany kalibraény rozsah pre hlavné prvky
Oxid Presnost’ — Spravnost’ — Spravnost’ — Koeficient Validovany
prvku opakovatel'nostou vytaznostou [%] smernicou (b); korelacie koncentracny
RSD [%] b~1 (R?) rozsah [% obsahu]
SiO, 0,2-1,0 98,6-112,2 0,9963 0,9997 0,20-88,89
ALO3 0,2-3,0 97,9-112,5 1,0089 0,9998 0,10-34,90
Fe;0; 0,3-2,0 95,8-110,9 1,0330 0,9980 0,04-10,83
CaO 0,3-3,0 93,0-108,2 0,9931 0,9997 0,03-54,59
MgO 0,3-5,0 92,0-104,2 0,9758 0,9999 0,03-44,28
TiO, 0,6-2,5 100,8-107,2 1,0435 0,9971 0,03-1,20
MnO 1,5-7,0 95,2-115,0 1,0660 0,9972 0,03-0,52
P,0s 6,0-12,0 91,0-109,0 0,9916 0,9916 0,02-0,10
2,0-5,0 93,5-104,5 0,9916 0,9916 0,10-0,316
Na,O 3,0-7,0 97,1-108,7 1,0009 0,9976 0,02—4,65
K,O 0,7-3,0 92,0-110,6 0,9953 0,9876 0,05-5,06
Tabul’ka IV
Vysledky stanovenia RM a zakladné valida¢né charakteristiky pre Al,Os
RM Certifikovany obsah Stanoveny obsah Presnost’ — Presnost’ — Spravnost’ —
[% obsahu ] [% obsahu] opakovatel'nost'ou opakovatel'nost’ou vytaznostou [% ]
s [%] RSD [% ]
Mokra 0,5 0,6 0,0144 2,84 112,52
Stupava 1,3 1,3 0,0251 1,95 98,17
GSD 10 2,8 2,7 0,0482 1,73 97,90
ISE9.7.4.4 6,7 6,8 0,0489 0,72 101,45
GSD 9 10,6 10,6 0,0441 0,42 99,94
ISE9.7.2.3 10,9 11,0 0,0509 0,46 100,80
NIST 2711 12,3 12,4 0,0571 0,46 100,42
GEOPT 3 13,1 13,2 0,0402 0,30 100,37
TELGART 13,1 13,3 0,0475 0,36 101,59
NIST 2709 14,2 14,3 0,0207 0,15 100,67
GEOPT 1 14,7 14,8 0,0749 0,51 100, 69
GEOPT 2 15,1 15,2 0,1111 0,73 100,44
BM 16,3 16,2 0,0602 0,37 99,54
Vonsov 17,4 17,9 0,1067 0,60 102,62
TB 20,6 20,6 0,0732 0,36 99,76
Chebsko 34,9 353 0,1569 0,44 101,33

spracovania charakteristik pre kazdy prvok v celom
validovanom kalibraénom rozsahu s pouzitim potreb-
ného mnozstva RM. Presnost opakovatelnostou
a spravnost’ vytaznostou st tu doplnené o parameter
»Spravnost’ smernicou priamky*“ a koeficient korela-
cie (R?) kalibragnej zavislosti (priamky). Ideéalna
smernica takejto priamkovej zavislosti (b = 1) ilu-
struje 100% vytaznost’ $tudovanych prvkov. Overe-

nie spravnosti tymto spoésobom (priamkovymi zavis-
lostami so smernicou b, blizkou 1 (b = 1), je uvede-
ny v tab. III, v 4. stipci a na obr. la. Odlignosti od
tejto hodnoty znamenaju nizsie, alebo vyssie vytaz-
nosti. Ako dopliujiica informécia je v tab. III uvadzany aj
koeficient korelacie (R?). VzhFadom na dostatoény pocet
bodov v tychto zavislostiach je diskusia o koeficiente kore-
lacie mozna. Jeho hodnoty su prijatelné a dostatocne
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Tabulka V
Vyhodnotenie vysledkov stanovenia prvkov v pdédach v medzilaboratérnom teste

Absolutna hodnota parametra z, ,,z—skore*

| z | <1 1< | z | <2 2< | z | <3 | z | >3 nevyhodnotené
Obsah [%]* n° %° n° %?° n° %° n° %" n°
97,2 54 75 14 19,4 2 2,8 2 2,8 23
97,3 86 82,7 10 9,6 3 2,9 5 4,8 20
97,4 72 73 22 22 1 1 4 4 21
98,1 91 86 13 12,2 1 0,9 1 0,9 22
98,2 88 81,5 12 11,1 1 0,9 7 6,5 24
98,3 87 84,5 9 8,7 2 1,9 5 49 30
98,4 77 84 9 10 2 2 4 4 39
99,1 85 82 16 15 1 1 2 2 33
99,2 80 81,6 14 14 2 2 2 2 42
Sucet! 720 81,3 119 13,4 15 1,7 32 3,6 252

“ sadet obsahov makroprvkov v % ; °n — podet stanoveni; © % — percento z po&tu vzoriek s prislusnym obsahom a so zodpo-
vedajicou hodnotou z; ¢ sucet — suget vietkych realizovanych stanoveni

a b
stanoveny 40 4
obsah % | y = 1,0089x RSD,
—_ 0,
30 R? = 0,9998 %,
20 2
10 1
0 0 ‘
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
certifikovany obsah, % certifikovany obsah, %
c d
vyt’ainost’,HG obsah 10,68
%112 # (7]
[ 1064~ W - —B-——@-— B —-
108 + ’
b 10,6 8, .
104 | PR Y
e M ° 10,56 - \‘ '
100 & 3“. + ' -—‘;.———i——‘xl——/—,l{——
*e .
96 ‘ ‘ ‘ ‘ 10,52 ——
0 10 20 30 40 1.den 2.den 3.ded 4.den 5.den 8.den

certifikovany obsah, %

Obr. 1. Grafické znazornenie urcenych valida¢nych charakteristik a regulaé¢ny diagram (RD) pre Al: a) hodnotenie
vytaznosti pomocou smernice priamKy (b=1) pre RM v celom pracovnom rozsahu; b) hodnotenie odchylky od 100% vytaznosti pre
RM v celom pracovnom rozsahu; c) hodnotenie RSD stanovenia pre RM v celom pracovnom rozsahu; d) priklad vedenia RD
v ¢asovom rozsahu 1 pracovného tyzdna pre CRM — GSD 9
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Tabulka VI

Vyhodnotenie dlhodobej stability merania pre Zelezo a titdn v CRM ,,Bufalo river sediment

Prvok Certifikovany obsah +U * Namerany obsah Smerodajna odchylka —s RSD
[ngg] [ngg] [ngg] [%]

Fe 41 100£1000 40977 367,05 0,9

Ti 4570+180 4628 74,25 1,6

*roz8irena neistota merania

vzdialené (R = 0,9) od kritickej hodnoty korelacného
koeficientu (Ryq), ktord je pre vypoctové podmienky
a hladinu vyznamnosti oo rovna Ry;=0,482 (o = 0,05 —
zodpoveda pravdepodobnosti 95 %; pocet bodov v zavis-
losti n = 15).

Charakteristiky potrebné pre spracovanie st
vzorovo uvedené pre Al,O5 v tab. IV, ktora obsahu-
je vysledky stanovenia RM, certifikovany obsah RM,
priemerni hodnotu stanovenia RM, odchylku presnosti
(opakovatel'nost'ou) a spravnosti (vytaznostou), v koncen-
tratnom rozsahu, ktory bude validovany a v ktorom sa
buda pohybovat’ prevadzkovo stanovované vzorky. Sme-
rodajnda odchylka s a RSD porovnava namerany
a certifikovany obsah, vytaznost mé pre obsahy prvkov
blizke medzi stanovenia vic¢si rozptyl hodndt. Suvisi to s
véacSou RSD merania pri nizkych koncentraciach. Priklad
grafického znazornenia validaénych charakteristik,
ktoré moéze byt alternativou k tabulkovej forme,
spolu s RD pre Al,O; uvadza obr. la—d.

Dalsim spdsobom overenia spravnosti je medzilabora-
torna Studia, ktora bola v ramci validacie realizovana. Hod-
notenia vysledkov pomocou z-skore je uvedené v tab. V.

Akceptovatel'né z-skore je z intervalu <-2;+2>. Kva-
lita vysledkov analyz pdd bola vel'mi dobra: 94,7 % analyz
(81,3+13,4) vyhovuje podmienke, Ze absolitna hodnota
| z | <2 (vid’ tab. V, posledny riadok stipca 3 a 5). Paramet-
rom z-skore neboli vyhodnotené analyzy len v tom pripade,
ked’ pocet vysledkov z jednotlivych laboratérii bol < 6.
Zhodnotenych bolo 30 vzoriek pdd, ktoré st zoradené pod-
I'a stapajuceho obsahu pre makroprvky, stopové obsahy nie
st uvedené (vid’ tab. V).

Dlhodoba stabilita bola vyhodnotena regulacnymi
diagramami (obr. 1d) a celkovou odchylkou stanovenia od
certifikovanych hodndt (tab. VI). Priklad RD pre modelové
obdobie 1 tyzden je uvedeny na obr. 1d pre Al,O;. Pri kon-
trole dlhodobej stability boli splnené poziadavky na priebeh
RD za hodnotené obdobie. Obsah analytu v CRM periodic-
ky zaradzovaného do prevadzkovych merani neprekrocil
hodnotu 3s (horni a dolni regulatni medzu diagramu)
a dlhodoba stabilita bola hodnotena za obdobie 1,5 roka. Jej
vyhodnotenie pre prvky Fe a Ti, v CRM ,,Bufalo river sedi-
ment“ , uvedené v tab. VI, hovori, ze v priebehu 1,5 roka
bola RSD stanovenia mensia ako 2 %.

Validovany kalibracny rozsah a kalibracia: zakladna
uzivatel'skd kalibracia je dodana vyrobcom na zaklade
poziadaviek laboratdria. Bolo na fiu pouzitych 51 CRM
s potrebnym rozsahom prvkov a obsahov. Zahfiali rozne
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typy vzoriek (sedimenty, pody, silikaty, granity, bazalty,
diority, vapence, oxidy prvkov, rudy, uhlie, atd’) a pocha-
dzali z uvadzanych zdrojov: United States Geological Sur-
vey, USA (USGS); Canadian Certified Reference Mate-
rials Project, Canada (CCRMP); Centre Recherches Pet-
rographiques et Géochimiques, France (CRPG); Bureau of
Analysed Samples, UK (BAS); Geological Survey of Ja-
pan, Japan (GSJ); Institute of Geophysical and Geochemi-
cal Exploration, China (IGGE); Zentrales Geologisches
Institut, Berlin (ZGI); Bureau Comunitaire de Références,
Brussels (BCR); South African Reference Material
(SARM). Softvér spektrometra umoznuje rozsirit' zaklad-
n1 kalibraciu pomocou pridanych CRM a LRM, kalibraciu
pre d’alsie prvky a vytvorenie Gplne novej kalibracie pre
int vzorkova matricu. Boli vytvorené nové kalibracie pre
kvantitativny rozbor hlavnych prvkov v prirodnych matri-
ciach meranych z tavenych peral. Valida¢né charakteristi-
ky stanovené pri vyvoji kalibracie metddou tavenych peral
pre makroprvky st uvedené na obr. la—d, v tab. III; IV;
V atab. VL.

Ako kalibra¢né a overovacie Standardy boli pouzité:
a) medzinarodné CRM: rieCne sedimenty (NIST 2704,
GSD 9, GSD 10, GSD 12, STSD 2, STSD 4); pody (NIST
2709, NIST 2711, GSS 4, RENDZINA 12-2-09); tletove
popolceky (ECH, ENO, EOP); uhlie (SARM 18, SARM
20); horniny (Graisen GnA, Granit GM, Bazalt BM, GEO-
PT 1-5, NIST 70a, NIST 278, NBS 688, SY-4, ZVVC); b)
rezortné RM; c) interné (laboratorne) RM (LRM): napr.
rie¢ne sedimenty (Voznica, Telgart, ZS atd’.); zeolity, po-
dy (ISE 921, ISE 982); zula (Z-1).

Zaver

Bola vypracovand analytickd metdda pre kvanti-
tativne stanovenie hlavnych prvkov v environmen-
talnych, geochemickych a geologickych vzorkach. Experi-
mentalne uréené charakteristiky zodpovedaji poziadav-
kdm pre validdciu analytického stanovenia metédou ED
XRF. Validovana analyticka metoda je prevadzkovo reali-
zovatelnd s presnostou (opakovatelnost) do 5 %
a spravnostou (vytaznost) v intervale 85-115 % v celom
kalibracnom rozsahu. Dosiahnuté medze detekcie pre oxi-
dy kovov sa pohybovali v intervale 0,02-0,20 %,
v z4vislosti od prvku. Pri §tudiu dlhodobej stability mera-
nia, RSD nepresiahli hodnotu 2 %. Metdda bola validova-
na pre Siroktl $kalu prirodnych tuhych materidlov (pody,
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horniny, rieCne a jazerné sedimenty) a externé overenie
medzilaboratornym testom potvrdzuje jej vhodnost pre
analyzu makroprvkov v silikatovych materialoch. Vyhovuje
pre potreby environmentdlneho a geologického vyskumu,
prieskumu, monitoringu, a geochemického mapovania.
Bola podkladom pre ndvrh a vypracovanie odvetvovej tech-
nickej normy MZP Slovenskej republiky. Publikovana praca
ma posluzit' ako ramcova informacia a metodickd pomoc-
ka pre prevadzkového analytika, pri vyvoji a validacii analo-
gickych metdd.

Zoznam pouzitych skratiek

CL centralna linia v regula¢nom diagrame
CRM certifikovany referencny material
HOPG grafit (vysoko orientovany pyrolyticky grafit)
ED XRF energiovodisperzny rontgenfluorescencny,
-¢, -4 (spektrometria)
LOD medza detekcie
LOQ medza stanovenia
LRM laboratorny referencny material
REC vytaznost’ (recovery)
RD regulacny diagram
RM referencny material
RSD relativna smerodajna odchylka
XRF rontgenfluorescenény, -€, -a (spektrometria)
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The present work aims to be a methodical tool and
frame information for an engineering analyst in pursuing
the validation of similar analytical methods. A method was
developed for determination of major elements in solid
environmental matrices (soils, ores, river and lake sedi-
ments). The determination has been carried out using fused
lithium tetraborate pearls. The obtained validation charac-
teristics correspond with those required for analytical vali-
dation of the method. The present method shows repeat-
ability within 5 % and accuracy 85-115 % in the whole
determination range. Detection limits for metal oxides
ranged from 0.02 to 0.20 %. The RSDs in a long-term
stability study did not exceed 2 %. The validation results
and other tests confirm suitability of the ED XRF spec-
trometry for analysis of major elements in solids of envi-
ronmental and geological origin and compatibility with the
methods used in reference laboratories. The method is
practical in terms of sample preparation, costs and time
saving.
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Uvod

Soucasné znalosti o mikrobidlnich spolecenstvech
v pudé naznacuji, ze z celkového mnozstvi mikroorganis-
mu v pfirodnich vzorcich je obvykle mozné kultivovat
méné nez 1 % vsech mikroorganismil'. Pro detekci a iden-
tifikaci vSech mikroorganismtl, vcetné nekultivovatelnych,
byly vyvinuty metody zaloZené na detekci bunéénych mar-
kerli, z nichz n¢které jsou specifické pro urcité skupiny
mikroorganismi®>. Ergosterol se povaZzuje za jeden
z vhodnych markeri biomasy Zivych saprotrofnich hub?,
protoze je hlavnim strukturnim sterolem fosfolipidické
dvojvrstvy houbové bunéené stény*”’. Stanoveni ergoste-
rolu jako bunééného markeru pro uréeni biomasy hub bylo
pfijato jako spolehlivd, robustni a relativné levna metoda
sledovani biomasy hub v padnich ekosystémech®"*.

Ergosterol, stejn¢ jako dalsi lipidické latky, je snadno
extrahovatelny z piirodnich vzorkd pomoci nepolarnich
organickych rozpoustédel'. Koncentrace ergosterolu se
dosud nejéastéji stanovovala metodou HPLC®. Bé&hem
HPLC mohou ale spolecné¢ s ergosterolem koeluovat
i dalsi latky, které znesnadiuji vlastni stanoveni ergostero-
u'*'>1% Novgji zavedené metody GC-MS analyzy fesi
tyto problémy diky vysoké ucinnosti separace zkouma-
nych latek modernimi kapilarnimi kolonami a nabizeji tak
lepsi selektivitu pti detekci biomarkert v pfirodnich mate-
rialech a vzorcich'.
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Cilem prace bylo nalézt citlivou metodu pro stanoveni
ergosterolu a tuto metodu porovnat v ramci metod pouzi-
vanych v mikrobidlni ekologii — GC-FID, GC-MS-MS,
HPLC a vyvinutou metodu nésledné pouzit pro stanoveni
biomasy hub v putdnich vzorcich podhorské pastviny
ovlivnéné skotem.

Material a metody
Pouzité chemikalie a pfistroje

Zasobni roztok ergosterolu (Sigma-Aldrich, Praha)
o koncentraci 500 ng ul™' byl pfipraven vzdy t&sn& pred
analyzami navazenim a rozpu§ténim v n-hexanu, ptipadné
v methanolu. Oba typy standardu byly nafedény piislus-
nym rozpouStédlem pro ziskani kalibra¢ni kiivky
v rozsahu 1 az 200 ng pl™'. Roztok nederivatizovaného
ergosterolu o koncentraci 100 ng pl™' v n-hexanu byl pou-
zit jako vnéjsi standard pro GC-FID a GC-MS-MS meéfeni,
zatimco roztok ergosterolu o koncentraci 100 ng pl™'
v methanolu byl pouZit jako vnéjSi standard pro HPLC
analyzu. Pouzita rozpoustédla méla stupen kvality LiChro-
solv® a &istotu > 99.8 % (methanol, acetonitril), resp. >
98 % (n-hexan) (Merck KGaA, Némecko).

Linearita odpovédi na rtizné koncentrace standardu
ergosterolu v ramci kalibracni kiivky byla testovana na
trech pfistrojich:

1) GC-FID (HP 5890 series II) — plynovy chromatograf
s plamenové-ionizacnim detektorem a kapilérni kolo-
nou Zebron ZB-5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum;
Phenomenex, USA) s t€émito parametry analyz: nosny
plyn helium o konstantnim vstupnim tlaku 150 kPa,
pocatecni teplota kolony 60 °C (1 min), dale teplotni
program 15 °C min~' do 200 °C a nasledné 2,5 °C min ™'
do 275 °C, na této teploté prodleva 15 min. Vyhodno-
ceni analyz bylo provadéno softwarem Clarity™
(Data APEX).

Finnigan GCQ®™ (ThermoQuest) — plynovy chromato-
graf v kombinaci s hmotnostnim detektorem typu
iontové pasti a kapilarni kolonou Zebron ZB-5ms
(30 m x 0,25 mm X 0,25 pm, Phenomenex, USA)
s témito parametry: nosny plyn helium s konstantni
vstupni rychlosti 40 cm s™', teplota nastiiku 250 °C,
pocatecni teplota kolony 60 °C, dale teplotni program
20 °C min~' do 200 °C, poté 4 °C min~' do 275 °C
a na této teploté prodleva 20 min. Hmotnostni spekt-
rometr pracoval ve dvou rezimech: skenovani
v plném rozsahu m/z 50-500 Da (,,full scan“) a rezim
MS-MS, pfi kterém byl vybran jako prekurzorovy ion
molekulovy ion ergosterolu o m/z 396 Da. Vyhodno-
ceni analyz bylo provadéno softwarem Xcalibur
(Finnigan Corp.).

HPLC s detektorem s diodovym polem (DAD)
(Agilent 1100 Series G1315B) a kolonou Gemini
C18, 110A (5 pm, 2 x 150 mm; Phenomenex, USA).
Jako mobilni faze byla pouZzita smés acetonitril : voda

2)

3)
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(90:10) o konstantnim priitoku 0,41 ml min™', DAD
detektor pracoval v rozsahu vilnovych délek 200 az
600 nm. Ergosterol byl detegovan pii vlnové délce
282 nm. Vyhodnoceni analyz bylo provadéno soft-
warem ChemStation (Hewlett Packard).

Piiprava vzorku a chemicka analyza

Pidni vzorky byly odebrany v kvétnu 2008
z podhorské pastviny pouzivané jako zimovisté skotu
(Borova u Chvalgin, Jihogesky kraj)'’. Zimovité skotu
predstavuje ekosystém silng ovlivnény aktivitou dobytka'®.
V ramci vybraného zimovisté byly zkoumany pudy na
plochéch s riiznou mirou zatéze pasenym skotem, tj. silné
ovlivnéna (S) a stfedné ovlivnéna (M) puda, které byly po-
rovnany s neovlivnénou pidou podhorské pastviny (C)"°.
Pudni vzorky byly z kazdé plochy odebrany ve tfech neza-
vislych opakovanich. Kazdé opakovani sestavalo ze tii
podvzorkl, které byly zhomogenizovany pfesatim (sito
4 mm) a smichany. Pudy byly do analyzy skladovany pfi
4 °C. Koncentrace celkového dusiku (Ny) byla stanovena
Kjeldahlovou mineralizaéni metodou®', koncentrace orga-
nického uhliku (C,y) metodou spalovémi22 a koncentrace
dostupného P (P,,) metodou Mehlich III (cit. ).

Extrakce ergosterolu

Celkovy ergosterol byl extrahovan z 250 mg pady
pouzitim modifikované metody mikrovlnné extrakce
(MAE, microwave assisted extraction) podle Montgome-
ryho a spol.'’. K piidé ve zkumavce se §roubovacim uzavé-
rem byly pfidany 2 ml methanolu a 0,5 ml 2M-NaOH.
Naplnéné zkumavky byly zahfivany v mikrovinné troubg
po dobu 2 x 20 s na stiedni vykon (cca 500 W) s 10minu-
tovou pauzou mezi zahfivanimi. Nasledné byly zkumavky
ochlazeny pod tekouci vodou a obsah zkumavek byl zne-
utralizovan 1 ml 1M-HCI; byly pfidany dalsi 2 ml metha-
nolu a ergosterol byl extrahovan n-hexanem (3 x 2 ml).
Celkovy extrakt byl odpatren do sucha dusikem a rozpustén
v 200 pl n-hexanu.

Klasickd metoda extrakce ergosterolu'® spo&ivala
v promichani 8 g ptdy s 30 ml methanolu (2x), vysledny
extrakt byl smichan s 50 ml ethanolu a 1,6 g KOH a na-
sledn¢ zahtivan po dobu 30 min. Po ochlazeni byl ergoste-
rol extrahovan 3 x 50 ml hexanu, vysledny extrakt byl
odpafren do sucha na rota¢ni odparce a odparek byl rozpus-
tén v 1 ml hexanu. Vzorky byly derivatizovany acetanhyd-
ridem pfi teplot¢ 60 °C po dobu 60 min za pfitomnosti
suchého pyridinu'.

Pfed samotnymi analyzami byl vzorek ziskany meto-
dou MAE rozdélen na dvé poloviny. Z prvni poloviny byl
1 pl vzorku v hexanu nanesen do injektoru GC-FID nebo
GC-MS-MS. Pro HPLC byl n-hexan z druhé poloviny
vzorku odfoukan proudem dusiku a nahrazen stejnym ob-
jemem methanolu; 5 pl vzorku v methanolu bylo naneseno
do injektoru HPLC.
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Statistické analyzy

Ziskana data byla analyzovana softwarem STATISTI-
CA6 (StatSoft, Inc., USA). Pro hodnoceni statistické vy-
znamnosti rozdilu mezi pidami byla pouzita jednocestna
analyza variance (ANOVA) s Tukey HSD post-hoc srov-
nanim. Pearsonova korelace (Pearson r) byla pouzita pro
definici zavislosti koncentrace ergosterolu na vybranych
chemickych parametrech. Hladina vyznamnosti byla o <
0,05.

Vysledky a diskuse
Ptiprava vzorkl

V ramci predbézného pokusu bylo zjisténo, ze deriva-
tizace nepfinesla zlepSeni vlastnosti ergosterolu pro detek-
ci metodou GC-MS-MS, a to jak u vnéjsiho standardu, tak
v pfipadé analyzovaného pudniho vzorku. Derivatizace se
bézné vyuziva pro chemickou upravu molekul analytu za
ucelem zlepSeni vlastnosti analyzovanych latek. Timto
postupem lze zvysit separacni ucinnost, rozliSeni a citli-
vost pii detekei biomarkera'*'’. Nicméné v tomto ptipads
byly chromatografické piky standardu i hledaného analytu
v pudnim vzorku i pfi vynechani derivatizacniho kroku
soumérné a dobie separované. Zaroven u derivatizovanych
vzorkil nebylo dosazeno zvySeni citlivosti detekce.

Oproti klasické metod¢ extrakce, pfi niZ je navratnost
ergosterolu z pidnich vzorku 70 az 95 %, vykazala metoda
mikrovinné extrakce (MAE) jak vyssi navratnost ergoste-
rolu (90 = 6 %), tak zaroven niz§i variabilitu. Variacni
koeficient (CV) byl v pfipadé MAE 13 %, zatimco u kla-
sické metody témer trojnasobny (CV =36 %).

Metoda MAE je také ekonomictéjsi a méné zatézuje
Zivotni prostfedi. Pti pouZziti MAE se pouziva pouze 10 ml
organickych rozpoustédel, zatimco pii pouziti klasické
metody extrakce je objem organickych rozpoustédel vétsi
nez 250 ml (cit.'*). Proto jsme se rozhodli pouzivat pii
dalsich analyzach vyhradné metodu MAE urychlenou vy-
nechanim derivatiza¢niho kroku.

Analyza GC-FID

Detekéni limit metody GC-FID byl pii pouziti ¢istého
roztoku standardu ergosterolu 10 ng pl™'. Za danych pod-
minek a ve stanoveném rozsahu kalibra¢ni ktivky byla
linearita odezvy detektoru horsi nez v ptipadé¢ GC-MS-MS
a HPLC (odezvu I1épe vystihuje kvadratickd funkce
(r 0,9944) nez linearni (r 0,9809)). Vzhledem
k vys$s§imu detekénimu limitu metody 1ze fici, ze GC-FID
neni pfiliS§ vhodnd metoda pro stanoveni ergosterolu
v piipadé nizkych navazek pouzivanych pii metodé mikro-
vinné extrakce MAE. Pii pouziti vysSich navazek pudy je
nutné pouzivat vétsi objemy organickych rozpoustédel
a ztraci se tak ekonomicka i ekologickd vyhodnost MAE
metody. Druhou nevyhodou tohoto stanoveni je skutec-
nost, Ze reten¢ni ¢as (fR) je jedinym parametrem pro identi-
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fikaci latky. Retencni Cas vSak neni natolik pfesnou cha-
rakteristikou, aby bylo mozné pouze na jejim zaklad¢ na-
1ézt a identifikovat zkoumanou latku v ptirodnich vzor-
cich.

Analyza GC-MS-MS

Detekéni limit metody GC-MS-MS za pouziti Cistého
ergosterolu byl 1 ng pl™'. V piipadé GC-MS-MS byla ode-
zva detektoru linearni v celém rozsahu kalibracni kiivky.
Rovnici kalibra¢ni kiivky (y 12476x + 28200;
r = 0,9980) je vyjadiena zavislost plochy piku ergosterolu
(y) na jeho koncentraci (x) [ng pl"].

Celkovy iontovy chromatogram (TIC, total ion chro-
matogram) standardu ergosterolu stanoveny v rezimu ,,full

Laboratorni pfistroje a postupy

scan® je zobrazen na obr. la. Retencni Cas (fR) pro stan-
dard ergosterolu byl 32,8 + 0,15 min. Nésledovalo méfeni
pudnich vzorkl v rezimu ,,full scan®, v tomto ptipadé byla
nalezena latka s #z odpovidajicim ergosterolu (32,8 = 0,17
min) (obr. 1b). Identifikace ergosterolu byla provedena
porovndnim hmotnostniho  spektra latky nalezené
v pidnim vzorku (obr. 1c) se spektrem v knihovné spekter
Xcalibur NIST (obr. 1d).

Hmotnostni spektra latek identifikovanych jako er-
gosterol v padnich vzorcich (tj. latek s t = 32,8 £ 0,17
min) obsahovala vSechny dilezité ionty pro identifikaci
hledaného analytu. Selektivni rezim MS-MS byl proto
charakterizovan specifickym retenénim oknem a vybra-
nym prekurzorovym iontem (molekuldrni ion ergosterolu
m/z 396 Da), ¢imz doslo k odfiltrovani latek nesouviseji-
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Obr. 1. Celkovy iontovy chromatogram (TIC) GC-MS vnéjsiho standardu (ergosterol, Sigma-Aldrich, 100 ng pl™") s tx = 32,78 min
(a) a TIC padniho vzorku S (x hledané latky = 32,71 min) (b). Srovnani hmotnostniho spektra hledané latky (c) s hmotnostnim spektrem
ergosterolu v knihovné spekter Xcalibur NIST (d). M&feno na piistroji Finnigan GCQ® (ThermoQuest) v rezimu ,,full scan®, podminky

stanoveni jsou uvedeny v textu
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cich se stanovenim a samotné méfeni ergosterolu tak bylo Odezva detektoru byla v celém rozsahu kalibra¢ni kiivky
citlivéjsi a presnéjsi. Obr. 2¢ a 2d ukazuji podobnost roz- linedrni a rovnici kalibra¢ni kfivky (y = 18,04x + 5,85;
padového hmotnostniho spektra v rozsahu m/z 100-396 Da r = 0,9998) je vyjadiena zavislost plochy piku ergosterolu
u prekurzorového iontu z latky v ptidnim vzorku (obr. 2a) (y) na jeho koncentraci (x) [ug ml™'].

a ve standardu (obr. 2b). Toto porovnani bylo pouzito jako
dalsi duikaz identifikace ergosterolu v ptidnich vzorcich.

Béhem analyzy GC-MS v rezimu ,full scan® jsme @»] a
zaznamenali dal§i piky v TIC piadnich vzorkd (obr. 3). & 1234 567 8§
Latky odpovidajici témto pikim byly identifikovany na P ‘ ‘ |
zaklad¢ hmotnostnich spekter a pomoci piislusnych stan- . B
dardd jako kampesterol (zg = 33,40 min), stigmasterol (fr = AL 4

34,33 min) a B-sitosterol (fr = 36,37 min) (tfi nejCastejsi
fytosteroly v pad&***), piipadné ergostanol a sitostanol (fx
= 36,78 min), coz jsou steroly biohydrogenované mik-
roflérou z traviciho traktu zvitat®. Dale jsme zjistili, Ze
nejen pocet latek v profilu sterold, ale také jejich relativni
mnozstvi ve vzorcich bylo vyssi v puidach zatizenych sko-
tem (S a M) ve srovnani s neovlivnénou pudou (C). Pii-
tomnost fytosterold a pfislusnych stanold v pudach S a M
je vysledkem zpracovani rostlinné stravy pasenymi zviraty
a naslednym vyloucenim ve formé exkrementi na povrch
pidy na zatizenych &astech zimovists skotu®. B-Sitosterol
se vyskytoval nejen v TIC piidnich vzorkd, ale byl detego-
van i béhem selektivniho rezimu MS-MS (obr. 3a). Vy-
svétlenim detekce tohoto sterolu miize byt pfitomnost pre-
kurzorového iontu ergosterolu (m/z 396 Da) ve fragmen-
tatnim spektru P-sitosterolu a pomérné Siroké retencni
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Relative Abundance

Time (min)

Obr. 3. Detail celkového iontového chromatogramu (TIC)
v rezimu ,,full scan“ piidnich vzorki podél gradientu zatéze

okno. pidy skotem u silné (a) a stiedné zatiZené (b) pidy

v porovnani s nezatiZenou pudou (c). Identifikované piky: 1 —

Analyza HPLC ergosterol; 2 — kampesterol; 3 — ergostanol; 4 — stigmasterol;

5 — B-sitosterol; 6 — sitostanol; 7 — B-amyrin; 8 — a-amyrin. M¢-

Detekéni limit pro metodu HPLC za pouziti Cistého feno na piistroji Finnigan GCQ® (ThermoQuest) v rezimu ,,full
ergosterolu byl srovnatelny s GC-MS-MS, tj. 1 ng pl™'.  scan®, podminky stanoveni jsou uvedeny v textu
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Obr. 2. Srovnani chromatogramu GC-MS-MS iontu m/z 396 Da u pidniho vzorku S (7 hledané latky = 32,80 min) (a) a vné&jsiho
standardu (#z ergosterolu = 32,97 min) (b) a porovnani rozpadového spektra prekurzorového iontu (m/z = 396 Da) ergosterolu v ptidnim
vzorku (c) a ve standardu (d) po pouziti metody GC-MS-MS. Podminky stanoveni jsou uvedeny v textu
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Obr. 4. HPLC chromatogram vzorku z pudy se stiedni zatézi
(M). Meéteno na HPLC piistroji Agilent 1100 Series G1315B
s detektorem s diodovym polem (DAD), podminky stanoveni jsou
uvedeny v textu

Retencni Cas ergosterolu v ptidnim vzorku byl za da-
ného nastaveni 19,2 min. Pouzitim 95 % methanolu namis-
to 90 % acetonitrilu jako mobilni faze bylo mozné zkratit
dobu analyzy z 25 na 13 min, nicméné jak rozliSeni piku,
tak kvantifikace ergosterolu se zhorsily, zejména v piipadé
kvantifikace ergosterolu v ptidnich vzorcich.

Na chromatogramu vzorku z pud zatizenych pastvou
skotu ziskaném metodou HPLC pfi 282 nm (obr. 4) nebyly
nalezeny zadné dalSi steroly ani latky koeluujici
s ergosterolem. Stanoveni pfi 282 nm je pro detekci er-
gosterolu pomérné vhodné, nebot’ pfi této vinové délce ma
ergosterol typické maximum v absorpénim spektru. Pres-
to lze v literatufe nalézt pripady faleSné pozitivnich identi-
fikaci ergosterolu metodou HPLC s UV detektorem'?,
pfipadné interferenci s latkami v jinych pfirodnich vzor-
cich (vzorky vody, detritu, atd.)'®*’. Problém piipadné
koeluce ergosterolu s neidentifikovanymi latkami ze vzor-
ku béhem HPLC lze vyfesit napiiklad acetylaci ergostero-
1u'® a naslednym stanovenim acetatu ergosterolu p¥i vino-
vé délce 282 nm.

Srovnani metod GC-MS-MS a HPLC

Stanoveni koncentrace ergosterolu v pidnich vzorcich
zavisi na pouzité analytické metod€. Srovnanim metod
GC-MS-MS a HPLC jsme nalezli vyznamné rozdily
v hodnotach koncentraci ergosterolu. Hodnoty ziskané pfi
analyzach GC-MS-MS byly v pruméru o 30 % vyssi nez
hodnoty ziskané metodou HPLC, zejména pak pii vyssich
koncentracich ergosterolu. Vysvétlenim tohoto jevu mo-
hou byt ztraity zplsobené pievadénim ergosterolu
z extrakéniho nepolarniho rozpoustédla (hexan) do polar-
niho rozpoustédla vhodného pro HPLC (methanol). Polari-
ta rozpoustédla ma v ptipad¢ ergosterolu podstatny vliv na
jeho rozpustnost, jelikoz se zvySujici se polaritou rozpous-
t&dla rozpustnost ergosterolu klesa®®? .

Variacni koeficient (CV) rostl se zvySujici se koncen-
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traci ergosterolu v pudach S a M rychleji u méfeni meto-
dou HPLC (CV = 0,10, resp. 0,24) nez v ptipadé¢ metody
GC-MS-MS (CV 0,05, resp. 0,10). Vzhledem
k selektivité metody GC-MS-MS jsme se rozhodli pouzi-
vat pro studium spoleéenstev hub v pidé na zimovisti sko-
tu pouze vysledky ziskané touto metodou.

Vyhodou kombinace dvou rezimu (,,full scan“ a MS-
MS) pfi analyzach pfirodnich vzorkii metodou GC-MS je
moznost detekce celého profilu sterold v rezimu ,,full
scan®. Pfi pouziti modernich kapilarnich kolon (napf. se
stacionarni fazi 5 % fenyl — 95 % dimethylpolysiloxan)
dochazi k vynikajicimu rozdéleni jednotlivych sterold
a piislugnych stanol&i”’. Oproti tomu je analyza celkového
profilu steroli metodou HPLC komplikovana nedostatec-
nou selektivitou pfi separaci steroll a stanold v ptirodnich
vzorcich?. Jednotlivé steroly se mezi sebou lidi svymi
absorpénimi spektry®® a HPLC pfi jedné vinové délce tyto
latky nedeteguje.

Koncentrace ergosterolu v pidé zimovisté

Mezi vybranymi misty podél gradientu zatéze pudy
skotem jsme nalezli statisticky vyznamné rozdily
v koncentraci ergosterolu. Piida C bez vlivu skotu obsaho-
vala 0,93 + 0,34 ug g ' (pramér + smérodatna odchylka, n
= 3) ergosterolu, zatimco pida M 14,01 + 0,77 pg g
a puda S 29,28 + 3,07 ug g ergosterolu. Rozdily mezi
pudami S, M i C byly statisticky prikazné. Kromé¢ toho
byla u zkoumanych pid zjisténa pozitivni korelace mezi
koncentraci ergosterolu a koncentraci C, (r = 0,9333;
p =0,0002), N (r =0,9500; p = 0,0001) a P,, (r=0,9363;
p=0,0002).

V dostupné literatuie 1ze nalézt minimum udajt tyka-
jicich se mnozstvi ergosterolu v pidach evropskych past-
vin''?!. Stanoveni ergosterolu v téchto pracich byla prova-
déna metodou HPLC za pouziti smési hexan:propan-2-ol
v poméru 98:2 (v/v), resp. methanolu jako mobilni fa-
ze''?!. Na extenzivné vyuzivanych pastvinach ve Velké
Britanii'' a v Nizozemi®' byly takto stanoveny hodnoty
koncentraci ergosterolu v rozmezi 0,54-521 pg g™, resp.
0,8-3,8 ug g pudy.

Z uvedenych dat je viditelné, Ze experimentalni zimo-
visté skotu je zvlaStnim typem ekosystému odlisSnym od
béznych  pastevnich  stanovist, a to vzhledem
k intenzivnimu ptsobeni skotu na pudu, coz indikuji zmé-
ny struktury pudy, vegetace™ i chemickych parametrt
pudy (tab. I). Pfedpokladali jsme, Ze ptudni houby mohou
byt potlaceny vyssim pH nebo mechanickym poskozova-
nim mycelii v pidé na mistech s vyssi zatézi skotem
(S a M) oproti kontrolni puidé C (tab. I). Biomasa ptidnich
hub byla ale naopak na mistech ovlivnénych skotem
a jejich exkrementy vyssi.

Stimulacni vliv skotu na biomasu hub je pravdépo-
dobné spojen se zna¢nymi vstupy organického uhliku ve
formé exkrementd, které¢ podstatné zvysuji obsah stabilni
organické hmoty v t&chto paidach'’. Vyznamnou roli zde
hraje fakt, ze k vysokym vstupim exkrementi do pudy
dochédzi mimo vegetacni obdobi a exkrementy jsou béhem
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Tabulka I
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Chemické parametry a obsah ergosterolu v piidach zimovi§té skotu, Borovéa u Chvalsin, jizni Cechy (pramér = smérodatna
odchylka; n = 3). Statisticky priikazné rozdily mezi stanovisti C, M a S jsou vyznaceny odliSnymi pismeny abecedy

Puda Popis *pH °Cox Niot C:N P, °Ergosterol
[gkg ] [gkg ] [mg kg™'] [ugg ]
C pastvina, 4.8 £0,0a 50,8 + 3,6a 1,7+ 0,0a 29.4 5,0 +£0,0a 0,9 +0,3a
bez vlivu skotu
M zimovisté, stfedni 6,6 = 0,0b 101,1 +£2,6b 3,9+£0,0b 259 217,3+1,2b 14,0 £ 0,8b
zatéz
S zimoviste, 7,7+ 0,3¢ 174,0 + 8,9¢ 6,5+0,1c 26,8 636,0 + 38,9¢ 29,3 +3,1c

silna zatéz

“pH v CaCl,, ® Cox — organicky uhlik, N,y — celkovy dusik, ¢ P,, — dostupny fosfor, ¢ ergosterol stanoveny metodou GC-

MS-MS

tohoto obdobi diikladné zapracovany ptezimujicim skotem
do pady'™'®. Nami zjisténa pom&mé vysoka koncentrace
ergosterolu v plidach zimoviSté ovlivnénych skotem odpo-
vida predchozim vysledkiim ze stejnych pokusnych ploch
na zimoviiti skotu'’, kdy bylo zji$téno, Ze vlivem skotu se
celkova biomasa pidnich mikroorganismii zvysuje.

Vysvétlenim miZze byt také neptimy vliv vstupt dusi-
ku do pidy — ovlivnéni spolecenstev rostlin a nasledné
i kvality a kvantity rostlinného opadu, zmény ve slozeni
kofenovych exsudatd a tim i rhizosférnich spolecenstev
mikroorganismi’**.

Zavéry

Pro detekci a stanoveni ergosterolu ve slozitych pii-
rodnich vzorcich (napt. v pud€) byla vyhodnocena jako
nejvyhodnéjsi metoda GC-MS-MS. Rezim MS-MS umoz-
fuje selektovat béhem analyzy pouze urcité molekuly,
zatimco v rezimu ,,full scan* 1ze vyuzit zejména moznost
sledovat slozeni celkovych sterolti v piidé a nésledné iden-
tifikovat nalezené latky na zéklad€ hmotnostnich spekter.
Metoda HPLC sice vykazala podobny detekéni limit jako
GC-MS-MS, nicméné pii stanoveni ergosterolu byla vice
variabilni a nemusi byt vzdy dostatecné selektivni pro
analyzu pfirodnich vzorkii. Pro optimalni stanoveni er-
gosterolu metodou GC-FID by méla byt navazka vzorki
cca o 2 fady vyssi nez pro metodu MAE a pouzitim vétsi-
ho mnozstvi rozpoustédel se ztraci jak ekonomicka, tak
ekologicka vyhodnost této metody. Na zakladé méfeni
koncentrace ergosterolu v pudé ovlivnéné prezimujicim
skotem byl zjistén stimulacni vliv pobytu skotu na bioma-
su saprotrofnich hub. Biomasa hub v pid¢ zimovisté skotu
byla v porovnani s nezatizenou pudou podhorské pastviny
nékolikanasobné vyssi. Analyza celkovych sterold v nami
studovanych pudach ukazala také vyznamné obohaceni
rostlinnymi steroly a jejich derivaty (stanoly) v dasledku
aktivity pfezimujiciho skotu.
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Laboratorni pfistroje a postupy

J. Jirout™, J. T¥iska®, K. Riazi¢kova®, N. Vrchoto-
va‘, M. Simek?, and D. Elhottova® (* Institute of Soil Bio-
logy, Biology Centre, Academy of Sciences of Czech Re-
public, Ceské Budéjovice, " Department of Ecosystem Bio-
logy, Faculty of Science, University of South Bohemia,
Ceské Budéjovice, ¢ Institute of System Biology and Ecol-
ogy, Academy of Sciences of Czech Republic, Ceské Budé-
jovice): The Comparison of Chromatographic Methods
for Ergosterol Determination and Their Application in
Analysis of Upland Pasture Soil

Ergosterol, a biomarker of living saprotrophic fungi,
was obtained from soil by microwave-assisted extraction
and determined by GC-MS-MS, HPLC, and GC-FID. The
GC-MS-MS technique was used to monitor fungal bio-
mass in the soils differently impacted by overwintering
cattle. The amount of ergosterol in soil increased from
0.93 + 0.34 to 29.28 + 3.07 pg g of soil. The detection
limits in GC-MS-MS and HPLC methods were ca. ten
times lower than in GC-FID. Whereas GC-MS-MS is the
best method for monitoring the complex sterol profile in
the environment, the selective MS-MS mode allowed the
determination of ergosterol in complex matrices by elimi-
nation of coeluting peaks. The enrichment of cattle-
impacted soils in non-fungal sterols (campesterol, stigma-
serol and P-sitosterol) and stanols (ergostanol, sitostanol)
was due to digested plant materials and rumen microflora,
suggesting significant biochemical changes in the pasture
soils under study.
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Uvod

Dulezitou soucasti ochrany pied ucinky skodlivych
latek jsou osobni ochranné prostfedky. Mikrobialni konta-
minaci respiranich okruhii se odborné prace zabyvaji jen
okrajové, nejCastéji zpohledu humanni mediciny
v souvislosti s podptirnou plicni ventilaci. Ukolem této
prace bylo navrhnout filtraéni metodu ucinnou v rtiznych
technickych typech respirac¢nich okruhi s minimalnimi
naklady a bez velkych konstrukénich zasaht do funkéniho
celku. Zpracovanim literatury bylo zjiSténo, Ze nebyly
publikovany odborné prace fesici podobnou tématiku jako
celek.

Osobni ochrana pracovnikd pted ucinky chemickych
latek ¢i biologickych agens a toxind je v principu bariéro-
va. Pomoci ochranného pietlakového odévu je pracovnik
chranén pfed vniknutim kontaminantli na kazi, sliznice
ido dychacich cest. Pretlak zaroven zabrafiuje kontami-
naci technologickymi netésnostmi ¢i drobnymi defekty
materialu. Tlakovy plyn se zaroven pouziva i jako dycha-
ci médium.

Pouzivané respiracni systémy

Zdroji pretlaku mize byt n€kolik — pouzivaji se indi-
vidualni filtroventila¢ni jednotky s bateriovym napéjenim,
hadicové pfipojeni ke vzdalenému zasobniku (obdoba
systému ,,nargilé) ¢i nesena zasoba média v tlakové lahvi
(SCBA — self contained breathing apparatus). VSechny
systémy maji spoleCnou jednu slabinu — rtzné dlouhé
a Clenité¢ vedeni tlakového dychaciho média. Bateriové
filtroventila¢ni jednotky maji rozvody relativné nejméné
komplikované.
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Systém ,,nargilé*

Laboratorni podoba systému ,nargilé” se sklada
z kompresoru tlakujiciho dychaci médium do stacionarni-
ho zasobniku, odkud je stfedotlakou soustavou rozvedeno
do koncovych pfipojek, na které se pres tlakové hadice
pfipojuje ochranny oblek nebo maska. Kontaminaci vniti-
niho prostfedi ptes stiedotlakou spojku zabrafuje integro-
vany HEPA filtr. Ten vSak fe$i pouze bariérovou ochranu
pfed prinikem kontaminovaného dychaciho média do
vnitiniho prostoru.

Nezavisly dychaci pfistroj (SCBA)

Systém je predchozimu systému velice podobny. Pii
pouziti otevieného okruhu (open circuit — OC) stacionarni
vysokotlaky kompresor naplni nezévislou tlakovou ldhev
dychacim médiem a ta je na misto urCeni nesena uZzivate-
lem. Zéasoba plynu je kone¢nad, rovnajici se objemu tlakové
lahve. Po pfipojeni I. redukéniho stupné je dychaci médi-
um déle vedeno stfedotlakym rozvodem do II. stupné. Zde
se stfedotlak redukuje na tlak okolniho prostiedi a je jiz
pfimo veden do celoobli¢ejové masky, naustku nebo jiné-
ho zatizeni umoznujiciho pfimé dychani. Vydechnuty plyn
je odveden do okolni atmosféry soustavou jednosmérnych
vydechovych ventili. Oproti pfedchozimu systému SCBA
umoziuje veétsi mobilitu pracovnika za cenu omezeni nese-
nou zasobou dychaciho média

Polouzavieny systém nebo uzavieny systém

Obéma je spole¢né vétsi vyuziti dychacitho média
diky castecné (semi-closed circuit — SCC) nebo uplné
(closed circuit — CC) recyklaci plynu ptes pohlcovace
CO, s obohacenim o kyslik nebo smés nitroox (enriched
air nitrox — EANX). Tyto systémy umoznuji vyrazné snizit
kapacitu nesenych tlakovych 1ahvi pii mnohonasobné vys-
$im opera¢nim Case diky lep$imu vyuziti dychaciho média.

Dychaci média

Nejstarsim a stale nejobvyklejsim pouzivanym dycha-
cim médiem je vzduch. V poslednich 20 letech se vsak
stale cCastéji uplatiiuje obohaceny vzduch, obohaceny
o kyslik — smés dusiku a kysliku. Procento kysliku ve smé-
si udava ¢islo v nazvu smési, tedy EAN 21 je vzduch. Nej-
nevyzadujici specialni technické Gpravy a ptitom vyrazné
snizujici unavu pracovnikd pii pobytu v kontrolovaném
prostiedi.

Experimentalni ¢ast
Cil vyzkumu
Cilem vyzkumu bylo hodnoceni bakteridlni kontami-

nace celé¢ho systému zasobovani tlakovym dychacim mé-
diem. Podnétem byla fada onemocnéni dlouhodobych
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uzivateld systémi a snaha zabranit dal§im Skoddm na zdra-
vi. V navaznosti na vysledky tohoto vyzkumu je feSen
i technicky postup zaruéujici nizsi pravdépodobnost one-
mocnéni uzivateld dychacich systému.

Metoda vyzkumu

Zakladni metodou vzorkovani se staly stéry
z exponovanych povrchii ochrannych odévi. K zajisténi
ruznorodosti vzorkd byly pouzity stéry zruznych cCasti
dychaciho okruhu, aby bylo mozné urcit nejkriti¢téjsi bod
celého systému. Vyzkum byl v prvni fazi zaméfen na zjis-
téni bakterialni kolonizace zakladnich soucasti dychacich
okruhti. Vzhledem k tomu, Ze pracovnici se v laborator-
nich oblecich stfidaji, je diileZité znat miru interpersonalni-
ho pfenosu patogennich mikroorganismti mezi jednotlivy-
mi uzivateli. Na zéklad¢ tohoto zjisténi byla doporucena
opatfeni k pravidelné ocist¢ kliCovych prvki systému.
V dalSich fazich budou tato doporuceni vyhodnocena
a experimentalné ovéfeny zplsoby omezeni kontaminace
dychacich cest uzivateli.

Zdroje vzorku

Vystroj pro potapéce

Jednou z velkych skupin uzivatelt dychacich pfistroja
jsou potapéci. Proto byla vybrana pro testovani skupina
nahodnych kust vystroje z vefejné pujcovny, kde se udrz-
ba sestava z oplachnuti proudici vodou, a jako kontrolni
skupiny shodné osobni vystroje kvalifikovanych technic-
kych potapéci, u nichz je kladen diraz na perfektni udrz-
bu, casto doplnénou i néjakou formou bézné dostupné
dezinfekce.

Laboratorni prostredky osobni ochrany

Zde se vzorkovaly jednotlivé zasobniky stlaceného
dychaciho média, koncovky stfedotlakych rozvodd, vstup
dychaciho média do ochrannych pietlakovych odévii, vy-
usténi vyvodi dychaciho média v hlavové ¢asti ochran-
nych odévu a licnice ochrannych polomasek.

Metodika odbéru stéru

povrchit  u potapécské vystroje byla podobnost
s laboratornimi prostfedky osobni ochrany. Proto bylo
nejvice stérd (19) odebrano z vnitinich stén tlakovych
lahvi a ventild. Stéry byly odebrany z obou druhéi materia-
It pouzivanych na tlakové lahve (slitiny oceli a hliniku)
iz uzaviracich ventili. Byly testovany jak dlouhodobé
pouzivana zatizeni, tak Cerstvé vycCisténé aparaty pii pravi-
delném tlakovém testu, lisil se i obsah kysliku (21-100 %)
u skladovaného média.

Odbeér vzorki

Technickym problémem se stalo provedeni stérii ze
dna tlakové lahve, nebot’ standardni odbérova sada neméla
dostatecnou délku. Proto byly pouzity vatové tampony na
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nosici prislusné délky, separatné sterilizované v autoklavu
a steriln€ zabalené. Po provedeni stéru byl tampon sterilné
oddélen a ulozen do odbérové transportni soupravy.

Dalsi sledovanou casti dychacich okruhil byly samot-
né rozvody dychaciho média — redukéni ventily pouzivané
v atmosféfe o stejném rozsahu kyslikové frakce jako tlako-
vé lahve. U II. stupin@ redukénich ventild byly pofizeny
stéry z vnitiniho prostoru ustenky slouzici k pfimému dy-
chani (3 vzorky).

Kromé dychaného plynu je pro organismus vyznamné
1 vnitini prostfedi ochranného obleku, kterym je neprodys-
né izolovén od okoli.

Dilezitym sledovanym prvkem se stala kolonizace
uzavienych pretlakovych prostor se stailym pohybem at-
mosféry béhem pouZivéani, spojena s pfedpokladanou kon-
taminaci ze zasobniku tlakového média s obCasnou inspi-
raci vydechovaného vzduchu pfimo z plic uZivatele. Tyto
kompenzacni vztlakové vaky (kompenzatory) mély simu-
lovat podminky v pretlakovém obleku, ktery je mimo pou-
ziti skladovan uzavieny. Kompenzatory jsou, podobné
jako obleky, vyrobeny z omyvatelnych pruznych materia-
14. Pro odbér 16 vzorki byl zvolen povrch vaki v riznych
mistech tvarového télesa (Cast kondenzacni i trvale opla-
chované kondenzatem) a ploché tésnéni pietlakového ven-
tilu.

Pouze jako dopliikové méfeni byly sejmuty i dva
vzorky z pretlakového obleku (vnitfek integrovanych boti-
¢ek a plocha ptetlakového vypustniho ventilu). K plnéni
obleku byla pouzivana smés argonu a oxidu uhli¢itého
v poméru 3 : 1 pro zvySeni tepelného komfortu.

Stery z dychacich pristroji

Posledni dulezitou skupinou vzorkl (7) byly stéry
z pristroji s uzavienym okruhem (CC) ¢i polouzavienym
okruhem (SC). V téchto pfistrojich koluje neustale jedna
napln plynu, fedénad pouze kyslikem, popft. i diluentem —
v naSem piipadé héliem. Pfi recyklaci dychaciho média
ptes pohlcovac (hydroxid sodny) se plyn v dychaci smycce
chemickou reakci ohtiva a zvlhéuje. To opét simuluje pod-
minky uzavieného ochranného odévu. Tyto dychaci pfi-
stroje jsou zaroven svymi uzivateli z bezpecnostnich divo-
dii po kazdém pouziti dezinfikovany podle doporuceni
vyrobce. Vzhledem k cené pristroje se podafilo vzorko-
vat tfi zafizeni — jedno pouZzivané na Cisty kyslik, dv€ na
heliair — smés vzduchu a hélia. Ke vzorkovani byly urceny
dychaci vaky (kyslikovy a héliové), vrapové dychaci hadi-
ce a nadechovy/vydechovy ventil.

Kultivace

K odbéru vzorkd byly pouzity odbérové transportni
soupravy pro bakteriologické vySetieni dle Amiense
(Dispolab, CR). Tato univerzalni transportni ptida zaruduje
preziti odebranych mikroorganismii po dobu nejméné
48 h. Soucasti je i aktivni uhli k odstranéni nespecifickych
inhibi¢nich latek. Po dobu dopravy do laboratofe byly
transportni soupravy uchovavany v termoboxech pii teplo-
té¢ 8 °C. Odebrané vzorky byly kultivovany na Columbia
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Agar (Oxoid, UK) s 5 % berani krve a McConkey Agar
(Oxoid, UK). Inkubace probihala v termostatu v acrobnim
a mikroaerofilnim prosttedi pti teplotaich 20 °C a 36 °C
pro rozliSeni mesofilnich a psychrofilnich bakterii. Rozdil-
né teploty byly pouzity pro rozliSeni kontaminace dychaci-
ho média a vzorkovanych povrchi bakteriemi pochézejici-
mi od pracovnikt nebo z prostiedi.

Po uplynuti inkubacni doby (24-48 h) byly kultury
posouzeny a v ptipad¢ narGstu byla provedena subkultiva-
ce na pudé Columbia Agar s5 % ov¢i krve. Jednotlivé
kolonie byly posouzeny z hlediska morfologie, biochemic-
ké aktivity (katalasa, oxidasa) a nasledovalo barveni podle
Gramma. Na zaklad¢ téchto dil¢ich vysledkd byly prove-
deny dalsi biochemické testy pro identifikaci kmeni
(Staphytest, Nefermtest, Enterotest — Pliva-Lachema, CR).

Vysledky experimentu

Bylo zjisténo, ze rezervni laboratorni zasobniky stla-
¢eného plynu spolu se stiedotlakymi rozvody vykazuji
nizkou bakterialni kontaminaci, oproti bézné provozni
tlakové lahvi. V ni se objevily bakterie Flavobacterium sp.
i Bacillus sp. 1zolace Bacillus sp. ukazuje na moznou kon-
taminaci zeminou. V zavislosti na vzdalenosti od obliceje
vykazovaly vnitini ¢asti laboratorniho pfetlakového odévu
a ochrannych masek rozdilnou troven kontaminace meso-
filnimi bakteriemi. V mistech kontaktu s lidskou kdzi se
objevuje Micrococcus sp. Zavazny je nalez Staphylo-
coccus sp. a Pseudomonas sp. v obli¢ejovych partiich, coZ
muze potencialné zpusobit zavazné zdravotni potize.

Diferenciace vysledkil je jednoznacné dana riznou
urovni intenzity uzivani, coz také bylo jednim z ucelt ex-
perimentu. ZjiSténi, Ze i dosud nepouZivany laboratorni
systém je kolonizovan patogennimi mikroorganismy, je
varyjici. Kromé ur€eni typickych kontaminantii byla pro-
kazéana i lokalizace patogennich zon v pouzivané sestave.
Dalsi prace se proto zaméfila jiz jen na dekontaminaci
dychaciho plynu, nebot’ mikroorganismy vyskytujici se
v obleku nejsou z hlediska patogenity tak vyznamné.

Diskuse
Umisténi filtra

Zsadni problém tkvi v kontaminaci vnitinich prostor
pretlakovych dychacich rozvodu, castecné zplsobenou
neopatrnou manipulaci pfi montdzi (viz piipad Bacillus
sp.), hlavné vsak $patnou technologickou tUpravou dycha-
ciho média. Je zfejmé, Ze béZzné filtry (aktivni uhli, pfipad-
n¢ molekularni sito) instalované na vystupu kompresoru
problém bakteridlni kontaminace nevytesi.

Jako velmi tézko feSitelné se jevi udrzeni nadrze na
tlakové dychaci médium ve stavu dostatecné vnitini ¢isto-
ty. Idealnim feSenim by tedy byl filtr umistény na vstupu
dychaciho média do rozvodu, nebot’ udrzet jej v Cistote je
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technicky proveditelnéjsi. Vhodnym mistem je I. redukéni
stupen z vysokého tlaku na tlak stfedni, poskytujici dosta-
tek konstrukéniho prostoru pro podobné feseni. V jiz pou-
zivanych redukénich ventilech je pied vstup do pracovniho
prostoru ventilu pfedsazen sintrovy filtr, jehoZ Gpravou by
bylo mozné fesit podstatu problému.

Nanotextilni filtry

V soucasnosti zkouSené nanotextilni filtry jsou zalo-
zené na pouhé mechanické filtraci. JiZ samotny princip
nanotextilie brani prichodu vétSim kontaminantim, jako
jsou bakterie nebo plisn€. Dosud vSak neni feSen problém
zaneseni filtra¢ni vlozky, nebot’ se zatim predpoklada jen
kratkodobé narazové pouziti ukoncené likvidaci filtru. Pi
pouziti v laboratorich je vSak zatizeni filtru mnohem vétsi,
navic je nutné zabrdnit preziti zachycenych patogenli ve
struktute filtru. Tyto pozadavky je mozné fesit ptidavkem
kovovych iontl zaruujicich abiotické vlastnosti celé textilie.

Dezinfekce kovovymi ionty

Tato metoda je zndmou praxi, stfibrné stolni nacini se
pouzivalo jiz od starovéku k zakladnimu udrZeni bezin-
fekénosti. Méd'naté ionty (Cu®") jsou elektrostaticky prita-
hovany k negativné nabitym povrchovym strukturdm bak-
terii, hub a vird. Kromé vlastniho toxického pisobeni
umozni vstup iontiim stfibra (Ag") zptisobujicim u bunék,
hub ¢i virt rizna organicka selhdni omezujici schopnost
rozmnozovani, dychani atd.

Uginné filtrace je tedy dosaZeno spojenim abiotickych
vlastnosti kovovych iontli a mechanické filtrace pti vyrobé
nanovldkna s pfimési kovli a naslednym vytvarovanim. Pfi
pouziti nanotextilie vhodné velikosti se smési aktivni stfi-
brné a médéné slozky dojde i k filtraci virti.

Zavér

Pfi pouzivani osobnich ochrannych pomicek by méla
byt zvysSena hygiena samoziejmosti. V ptipad¢ stiidani
mezi vice pracovniky je nutnosti operativni precisténi bé-
hem stfidani a generalni dezinfekci po ukonceni prace.
Neni mozné stanovit presné dezinfekeni prostredky, nebot’
vzdy zalezi na materialu dezinfikovaného vyrobku. Ale
obecné lze doporucit nékteré povrch nedegradujici pii-
pravky uréené pro dezinfekci medicindlniho inventare.

Pro zamezeni kontaminace dychaci soustavy s poten-
cialnim vznikem nasledné infekce se jevi jako nejvhodné;j-
$i pouziti filtraéniho mezistupné vsazeného pted 1. reduké-
ni stupen. Z konstruk¢niho hlediska je idealni zakompono-
véani mikrobidlniho filtru do prostoru bézného sintrového
filtru. Pfi pouziti nanotextilie s obsahem aktivnich slozek
meédi a stiibra je mozné dosahnout vysoké ucinnosti proti
mechanické kontaminaci (voda, olej, prachové castice)
i biologickym kontaminantim (bakterie, plisné a ¢astecné
iviry). I zekonomického hlediska je navrzené feSeni
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schiidné, protoZe nevyzaduje zasadni zmény systému, ale
pouze vyménu jistych soucastek. Vyménu pak zvladne
technik certifikovany vyrobcem ptislusného zatizeni.
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K. Lehmert (State Office for Nuclear Safety, Pra-
gue): Reduction of Microbial Contamination of Respi-
ration Circuits under Hazardous Working Conditions

Laboratory respirators are equipped with a set of fil-
ters for cleaning the breathing gas. Current filters are me-
chanical, which are based on the particle/pore size ratio.
No abiotic substance avoiding pore obstruction with mi-
crobes when the particles are retained in filter is present.
A multilayer nanofabric with Ag and Cu ions guarantees
fast elimination of microbes trapped in filter thus allowing
perfect and reliable filtration. The nanofabric can be tailor-
made to fit in most filters independently of the breathing
gas used.
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Recenze

RECENZE

Peter Cra
A Practical 88

: A Practical Guide
Guide to
Supramolecular to Supramolecular
» Chemistry Chemistry

John Wiley & Sons Inc,

(ztejme) 2. vydani, 2010,

.| brozovano, 203 stran, cena €126.
ISBN 13: 9780470866542

Prakticka prirucka supramolekularni chemie a ivodni
manual praktickych experimentd pro chemiky s malou
nebo zadnou zkuSenosti z této oblasti chemie. Syntézy
acyklickych a makrocyklickych sloucenin jsou jasné po-
psany tak, Zze je zkuSeny chemik muze snadno provadet.
Rada slougenin mize byt pouZita k demonstrovéani supra-
molekularni jevy k ¢emuz je podan jasny navod tak, aby
Ctenaf mohl zacit 1 vlastni badani v oblasti. Kniha popisuje
i experimentalni techniky pouzivané k analyze chovani
supramolekularnich utvart a zabyva se i vypocty (v knize
uvedené jsou provedeny programem Wavefunction Spar-
tan 03). Kromé& popisu metod piinasi fadu ilustracnich
prikladua.

Silou knizky je, Ze kazd4 kapitola je opatiena kvalit-
nim citanim aparatem. Dopliikovd webova strana
www.brighton.ac.uk/pharmacy/Cragg_textbook.htm, ktera
ma obsahovat 3D modely a dal§i material, nebyla v dobé
recenze piistupna. Kniha je, nicmén¢, na Wiley Online
Library v plném znéni. Jak napsal ¢asopis Synthesis: Pro
studenty pregradudlniho studia, ktefi se zabyvaji syntetic-
kou supramolekularni chemii je tato kniha povinnou skolni
cetbou, nicméné svoje misto najde i v kazdé dobré chemic-
ké knihovné.

Pavel Drasar

Louis D. Quin, John Tyrell:

AN AYE S Fundamentals of Heterocyclic

OF HETEROCYCLIC oty ; -
Ll Chemistry: Importance in Na

ture and in the Synthesis
of Pharmaceuticals

Vydal Wiley, 2010, pevna vazba, 327
stran, cena (Amazon) USD 63,96.
ISBN-13: 978-0470566695

Rozsahem nevelka knizka, zaloZend na ucitelskych
zkuSenostech autor, pfinasi kondenzovanou informaci
o dulezitosti heterocyklickych sloucenin, a to zejména
v pfirod¢ a v syntéze biologicky aktivnich latek. Tato ob-
last chemie je dulezitou soucasti organické chemie, ktera
dnes zna jiz nékolik miliont sloucenin z této skupiny. Kni-
ha uvede studenty do chemie heterocyklickych sloucenin
a jejich syntézy véetné praktickych prikladi aplikované
metodologie a fady fesenych problému. Pro studenty vys-
Sich cykll a vyzkumniky v jinych oblastech chemie pfinasi
zakladni informaci o této oblasti chemie.

Po Givodu a nahlédnuti do ndzvoslovi téchto sloucenin
bude knizka Fundamentals of Heterocyclic Chemistry
privodcem po zékladech chemie heterocyklti v pfirodé
i v laboratofi. Pro laboratorni chemiky pfinasi avod do
detailnich popist specifickych reakci smétujicich ke kon-
strukci heterocykld. Jako dobfi uditelé, autofi kazdou kapi-
tolu doplnili shrnutim a literarnimi odkazy.

Ucebnice se jevi jako idealni pro studenty bakalaiské-
ho magisterského i doktorského studia v nejriznéjSich
oblastech chemie, ale poslouzi i jako zékladni pfirucka pro
vSechny chemiky.

Pavel Drasar

Prodékan chemické sekce Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze upozoriuje
na prijimaci rizeni do
bakalarskych studijnich programii
Chemie, Biochemie a KATA
pro akademicky rok 2011/2012.

Ke studiu budou pfijati uchazeci s ukonc¢enym uplnym stiednim nebo tiplnym stiednim odbornym vzdélanim,
ktefi splni pozadavky testu vS§eobecnych studijnich predpokladu. Prihlasky a podrobné informace lze ziskat na
adrese: PfF UK, studijni oddéleni, Albertov 6, 128 43 Praha 2, tel: 221 951 155, 221 951 156.
Prihlasky ke studiu se pfijimaji do 28. unora 2011.

Dalsi informace naleznete na webovych strankach P¥F UK — www.natur.cuni.cz
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Slovo ivodem

Zacalo to skromné, v Liblicich, poté na Zvikove, schazelo se nékdy i skromnych 30-40 chemikii, nekdy i vice. Po jistych
peripetiich kolem spolecenskych zmén v této zemi dokonce lecktery bard pochyboval o potiebnosti takového setkdni. Nicméné, doba
prevedla, zZe ,,Liblice “ jsou akce uZitecna a zdajem, ktery rok roku roste a svédci i o tom, Ze akce si udrzela C’esko-Slovensk)? charakter
a zZe chemici z dotéenych obori souhlasi s tim, Ze pokud ma v téchto zemich nékdo néco kpredvedeni, je treba ukdzat to
v,,Liblicich“. Je to videt i na cislech, letos mame na konferenci rekordnich 168 ucastniki, 8 plendarek, 23 kratkych sdéleni a 104
posterii.

Ojedinélé diskuse se vedly i o tom, zda prednasky a sdéleni maji byt v anglictiné ¢i nikoliv. Stanovisko organizatori je
Jjednoduché a souhlasné s politikou redakce Chemickych listii, je treba, aby odborna cestina a slovenstina byly vzdélavany mimo jiné
i proto, aby v téchto jazycich bylo mozno obor vyucovat. Proto i naddle budou ,, Liblice “ nejlepsi ndrodni konferenci v oboru a nikoli
Jjednou z mnoha (lokdlnich a nedilezitych) konferenci mezindarodnich.

S tim jazykem narodnim souvisi i emociondlni trapeni nad jevem, ktery snad zacina byt modni. Autori, jejichz jména a prijmeni
obsahuji znaky s diakritickymi znaménky, snad podnécovani snahou o svétovost, pisi svda jména tak, jakoby dnesni pocitace jiz
diakriticka znaménka nedovedly. Vymluva, Ze databaze znaménka nepouzivaji je licha, podivejte se na Scopus. Karel Havlicek a dalst
narodovci by jisté nad timto jevem zalomili rukama, roztrhli si roucho ve dvi, ba i propadli v hluboky plac.

Mame nase jazyky ndrodni a vzdeélavejme je v nasich oborech a pecujme o né tak, aby z nich nevznikaly anglo-pocitaco-

nediakritické hatlamatilky a aby byly i do budoucna ozdobou clovéka kulturniho, vzdélaného a osviceného.

Pavel Drasar
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SYNTHETIC STUDIES TOWARDS COMPLEX
BRIDGED ALKALOIDS CONTAINING THE
BICYCLO|2.2.2]DIAZAOCTANE CORE STRUCTURE

TYNCHTYK AMATOV, ULLRICH JAHN*

Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, AS CR,
Flemingovo nam. 2, 166 10 Prague 6
amatov@uochb.cas.cz

The bicyclo[2.2.2]diazaoctane motif is common to
families of prenylated indole alkaloids' such as brevianamides,
paraherquamides, stephacidins and as well as quinazolinone
alkaloids? like alantrypinone, lapatine B and spiroquinazoline.
A wide range of useful bioactivities and their complex
structures made these alkaloids appealing targets for total
synthesis: 2

o
R = Me, (+) - Alantrypinone
R=H, (-) - Lapatin B
Scheme 1. Alkaloids containing the bicyclo[2.2.2]diazaoctane motif

(+) - stephacidin A

In our proposed approach we aim to apply radical cascade
cyclizations to generate the complex core skeleton of these
alkaloids rapidly from simple starting materials to develop new

and efficient approaches to these natural products:
Peptlde coupling

Scheme 2. Proposed approach toward the Stephacidin A core structure

/ Peptide coupling

1) strong base

Fe® PFS

Herein we present initial results of model studies towards

the synthesis of the bicyclo[2.2.2]diazaoctane core structure by
tandem radical processes.

REFERENCES

1.  Miller K.A., Williams R.M.: Chem. Soc. Rev. 38, 3160
(2009).

2. Chen Z. Fan J., Kende A. S.: J. Org. Chem. 69, 79
(2004).
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STUDIUM SUPRAMOLEKULARNYCH KOMPLEXOV
CUCURBIT[6]URILU POMOCOU NMR |
SPEKTROSKOPIE A VYPOCTOVEJ CHEMIE

MARTIN BABINSKY?, PETR K,UICHANEK"‘ 5
VIKTOR KOLMAN®, VLADIMIR SINDELAR",
RADEK MAREK™"

¢ Narodni centrum pro vyzkum biomolekul, Kamenice 5/44,
625 00, Brno; b Ustav chemie, Prirodovédecka fakulta,
Masarykova Univerzita, Kamenice 5/48, 625 00 Brno
230018@mail.muni.cz

Komplexy cucurbiturilov s rdznymi organickymi
molekulami patria v stcasnosti medzi najintenzivnejSie
studované supramolekularne utvary'. Schopnost’ cucurbiturilov
tvorit mimoriadne stabilné komplexy srozlicnymi kladne
nabitymi  zliCeninami ich predurCuje k vyuzitiu ako
farmakofory, katalyzatory a modelové systémy v bioorganickej
chémii.

Tato $tudia sa zamerala na preskiimanie interakcie 1-pen-
tylpyrazinia ) a 1-pentyl-4-fenylpyridinia an
s cucurbit[6]urilom. Cielom bolo vysvetlit zmeny NMR
chemickych posunov jadier 'H a "N v hostovskych
molekulach pri komplexacii pomocou metéod molekulovej
dynamiky a kvantovo-chemickych vypoctov.

Teoretické S$truktirne modely tychto komplexov boli
ziskané pomocou molekulovo-dynamickej metody ABF?
(adaptive biasing force). Takto ziskané Struktury sa vyuzili pri
vypoctoch chemickych posunov a elektronovych hustot
pomocou metdd kvantovej chémie. Ziskané data st porovnané
s experimentom a na ich zaklade sa diskutuje mozny vplyv
pritomnosti cucurbit[6]urilu na rozlozenie elektronovej hustoty
v ligandoch a na jadrové magnetické tienenie.

/ \ + N\
1}
Schéma 1
LITERATURA

1. Lagona J., Mudhopadhyay P., Chakrabarti S., Isaacs L.:
Angew. Chem. Int. Ed. 44, 4844 (2005).

2. Darve E., Pohorille A.: J. Chem. Phys. /15, 9169 (2001).

NHC LIGANDY: PREKURZORY A APLIKACE VE
FLUOROVYCH KOMPLEXECH PRECHODNYCH
KOvVU

MARIO BA,BUNEK, VERONIKA SKALICKA, JANA
PATEROVA, EVA VRBKOVA, JAROSLAV KVICALA

Vysoka Skola chemicko-technologicka v Praze, Technicka 5,
166 28 Praha 6
babunekm@vscht.cz
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V soucasné dob&¢ se zabyvame piipravou fluorovych
variant Hoveydova-Grubbsova katalyzatoru a jejich aplikacemi
v homogenni katalyze.

S cilem ziskat vhodné katalyzatory 2. generace jsme
studovali metody pfipravy polyfluorovanych NHC ligandt
a jejich komplexace. Kli¢ovy krok pro piipravu NHC ligandt
je zalozen na reakci fluorovaného aminu s glyoxalem. Vznikly
diimin je redukovan na diamin a nasledné transformovan na
imidazolidiny, které slouzi jako prekurzory pro vznik karbentl.
Reakce s triethyl-orthoformiatem v kyselém prostiedi tak
poskytla dihydroimidazolium-chlorid, ze kterého jsme reakci
s CHCI; a KOH pripravili klicovy intermediat 1. Alternativni
cesta spocivajici v reakci diaminu pfipraveného z triflatu
fluorovaného polyetheru s pentafluorobenzaldehydem vedla ke
vzniku pentafluorfenylovaného imidazolidinu 2. Pomoci NMR
spektroskopie jsme studovali transformaci téchto intermediati
na odpovidajici NHC ligandy.

N. N Rro_N_ N Fro
s F
H CCly H
F F

1
Reo = CF0(CF,CF,0),CF, F  F 2

Dale jsme se zaméfili na modifikaci spodni casti
Hoveydova-Grubbsova katalyzatoru zavedenim jednoho nebo
vice fluorovanych fetézcli na aromatické jadro isopropoxy-
benzylidenového ligandu a syntetizovali komplexy 3 a 4.

NN
CysP
’ e /d Kab\

RU= —
c” \u cl’R\u

YO CeF13 YO CeF13

3 4

Pro katalyzator 3 jsme pomoci NMR spektroskopie
studovali metateze modelovych substrati, a to diethyl diallyl-,
allylmethallyl-, a dimethallylmalonatu pti 30 °C v CD,CI, nebo
pii 70°C v toluenu-dg. Zatimco v pripadé¢ diethyl
diallylmalonatu probihala reakce rychle s 99% konverzi, pro
allylmethallyl- a dimethallylmalonat stabilita fluorovaného
katalyzatoru 3 nebyla dostate¢na a metateze neprob¢hla.

Dékujeme GA CR (grant ¢. 207/10/1533) a MSMT (vyzkumné
centrum LC 06070, vyzkumny zdamer ¢. 6046137301) za
financni podporu.

SYNTEZA 2,'-DEOXYRIBO-C-NUKLEOSIDfl
ODVOZENYCH OD THIOFENU A FURANU

JAN BARTA®, MICHAL HOCEK"*

A Ustav organické chemie a biochemie, A VCR, v.v.i., Gilead
Sciences & IOCB Research Center, Flemingovo namésti 2,
166 10 Praha 6

barta@uochb.cas.cz, hocek@uochb.cas.cz
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C-Nukleosidy jsou charakteristické nahradou labilni
glykosidické C-N vazby za stabilni a hufe odbouravatenou C-C
vazbu. Z tohoto plyne jejich vyuZiti v rozSifeni genetické
abecedy'. Postupy pro syntézu C-nukleosidi’ jsou
charakteristické nizkym vytézZkem a nizkou anomerni
selektivitou. Budou prezentovany nejnovéjsi pokroky ve vyvoji
modularni metodiky® syntézy 2’-deoxyribo-C-nukleosidii
odvozenych od thiofenu a furanu zalozené na piipravé
bromovanych intermediatt a naslednych transformacich
funkénich skupin vedoucich k sériim derivatd, které byly
vyuzity k syntéze novych typu trifosfatt C-nukleosidu.

N—Br R
2-bromthiofen \ \
TolO: o 2bromfuran GO o X _Ho 0. X trifosfat
OMe —» N =% C.nukleosidu
X=5,0
Tol® PGO X=S§,0 OH R=alkyl, aryl,

PG = TBDMS, Tol hetaryl

Schéma 1. Obecné schéma piipravy 2’-deoxy-C-nukleosidi a nasledna
transformace na trifosfaty C-nukleosidu.

Tato prace je soucasti vyzkumného projektu Z4 055 905 a byla
podporena Centrem Biomolekul a komplexnich molekuldrnich
systémii (LC512), GA AVCR (IAA400550902) a Gilead
Sciences, Inc.
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PRIPRAVA RUZNE VELKYCH NANOCASTIC OXIDU
CERICITEHO PRO BIOMEDICINALN{ POUZITI

VILEM BARTUNEK*, OLGA SMRCKOVA

VSCHT Praha, Technickd 5, 166 28 Praha 6
vilem.bartunek@vscht.cz

Redoxni vlastnosti oxidu ceri¢itého, stejn¢ jako jeho
velmi nizkd toxicita predurCuji tento materidl k pouziti
v biomedicinalnich aplikacich, zejména kvili jeho schopnosti
interagovat s celou fadou reaktivnich radikalt. Tento fakt byl
ovéfen jiz pfimo in-vivo experimenty, napiiklad pfi ochrané oci
krys proti degenerativnim onemocnénim zpisobenych
kumulaci riiznych reaktivnich molekul'. Létba zalozena na
tomto poznatku by v budoucnu mohla pomoci zabranit slepoté
u miliont lidi po celém svété. NebezpeCim velmi malych
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oxidovych nanocastic je moznost jejich proniknuti do burky,
kde mohou agregovat a nasledna reakce bunéénych
mechanismii mize piivodit smrt buiiky®. Toto zaleZi zejména
na velikosti nanodastic, zejména proto, Ze mens$i nanocastice
lépe proniknou bunéfnou sténou a také proto, ze jsou
supraferomagnetické (jednodoménové), coz poté zpiisobi jejich
agregaci. Prili§ velké nanocastice zase nemaji takovy lécebny
efekt, ktery je zavisly na plose nanocastic.

V této praci byly vytvoreny nanocastice kubického oxidu
ceriCitého o velikosti 1,8 nm, 2,2 nm, 5 nm a 8,9 nm. Velmi
jemné agregované krystaly oxidu ceri¢itého byly Slechtény za
varu ve vodé, DMF a DMSO po dobu 5 hodin. Vysledna
velikost odpovida teploté¢ varu rozpoustédla. Rust nanocastic je
vysvétlovan kinetickou teorii. Nanocastice byly
charakterizovany pomoci: RTG (Scherrerova formule),
HRTEM, IC, RFA. V soutasné dob& se na nich provadgji
toxikologické testy a jsou pfipraveny k biomedicinalnim
experimenttim.

Obr. 1. Vyrobené nanocastic pohledem HRTEM

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSMT CR 6046137302.
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SYNTEZA STAV,EBNiCH JEDNOTEK PRO TVORBU
SAMOSKLADNYCH STRUKTUR

TEREZA BEDNARIKOVA, JINDRICH JINDRICH

Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédeckd fakulta,
Univerzita Karlova v Praze, Hlavova 2030/8, 128 40 Praha 2
bednarik@natur.cuni.cz, jindrich@natur.cuni.cz

V posledni dobé se supramolekularni chemie rozsifila
o chemii supramolekularnich polymert. Zatimco tradi¢ni
polymery jsou tvofeny kovalentnimi vazbami,
supramolekularni ~ polymery  jsou tvofeny  vazbami
nekovalentnimi'. V  piipadé supramolekularnich struktur
tvofenych derivaty cyklodextrinii (CD) je ofekavana interakce
hostitel — host.

Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy skladajici se
z o(l—>4) spojenych D-glukopyranosovych jednotek.

45. Liblice

Vyznamna je predevsim jejich schopnost tvofit inkluzni
supramolekularni komplexy s dal§imi sloudeninami’.

Nase prace je zaméfena na piipravu sady multimerd CD
a hostl, obsahujicich rigidni jadro s C;-symetrii (Schéma).
U téchto latek bude studovéna jejich schopnost tvofit
samoskladné struktury.

KoCOs

toluen, rt

o N
r
R
n=0,1,2 n=0,1,2 35-76%
R= OMe or i-Pr, t-Bu, sec-Bu, v,
o Me’ Me
OMe
MeO
OMe
e}
O
OMe

6
Schéma. Syntéza multimerti CD a hostl

Tato prace vznikla za podpory grantu MSMT CR 62808.
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TOTALNI SYNTEZA (-)-METHOXYESTRONU
ROBERT BETIK*, MARTIN KOTORA*"*

“Katedra organické a jaderné chemie, PiF UK v Praze,
Hlavova 8, 128 43 Praha 2; bUstav organické chemie a
biochemie AV CR, v.v.i., Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
rbetik@seznam.c, kotora@natur.cuni.cz.

Totalni syntézy ptirodnich latek patii mezi nejzajimavé;si
oblasti organické chemie. V na$i skupiné se dlouhodobé
vénujeme syntéze latek se steroidnim skeletem. Nedavno jsme
publikovali nové postupy piipravy derivati 16-ketoestronu
zalozené na cyklizanich reakcich zprostiedkovanych
Cp,ZrBu, a Co(CO)g (cit."**). Tato metodika umoznila rovn&z
diastereoselektivni formélni totalni syntézu methoxyestronu>*.
Nasim dal$im cilem bylo vyvinout enantioselektivni syntézu
této piirodni latky.

Kli¢ovou reakci nového enantioselektivniho pfistupu byla
asymetricka konjungovana adice vinylmagnesium bromidu na
chiralni aldimin vznikly reakci aldehydu / s ferz-butyl esterem
L-tert-leucinu, kterd poskytla opticky Cisty vinylaldehyd /7 (ee
> 98 %)*. Ten byl dale pieveden na enyn III bez ztraty optické
Cistoty. Pausonova-Khandova reakce nasledovana
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chemoselektivni  redukci ketoskupiny  poskytla®  znimy
tetracyklicky derivat 7V. Epoxidace dvojné vazby a nasledny
presmyk vzniklého epoxidu v pfitomnosti Lewisovy kyseliny
poskytl kyzeny (-)-methoxyestron. Celkové byla tato latka
pfipravena v 10 krocich z komerén¢ dostupnych latek s
celkovym vytézkem 4 %.

o\ O\
H
S OISO
MeO MeO
| 1]

SOL
MeO

v (-)-Methoxyestron

Tato préce vznikla za podpory grantu MSMT CR 1M0508.
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SYNTEZA ELEKTRONOVE BOHATYCH
THIAMAKROCYKLU

MICHAL BUCHTA™", JANA HODACOVA™", JIRI
RYBACEK®, IVANA CISAROVA®, PETR HOLY*"

“Ustav organické chemie VSCHT Praha, 166 28 Praha 6;
bUOCHB AV CR w., 166 10 Praha 6; Ustav anorganické
chemie, Univerzita Karlova v Praze , 128 43 Praha 2
*petrholy@uochb.cas.cz

Postupnou vystavbou ze dvou typt stavebnich blokd, a to
z 1,4-bis(brommethyl)benzenu nebo jeho dibutoxylovaného
analogu a z 4,5-bis(2-kyanoethylsulfanyl)-1,3-dithiol-2-thionu
byly pfipraveny sirné makrocykly ze [4+4] stavebnich
jednotek. Elektron-donorové vlastnosti téchto makrocykll a
jejich schopnost formovat vnitfni dutinu o velikosti 10 A
vytvarely vhodné podminky pro komplexaci rozmérnych
elektronové deficitnich systému jako naptiklad fullerenu Cgp.
Vicestupiiova syntéza, zaloZzena na postupném odchranéni
thiolovych skupin' a jejich nasledné alkylaci, vedla sice
jednoznaéné kcilové struktufe makrocyklu, ale byla velmi
pracna a malo produktivni.

45. Liblice

Proto jsme hledali jednodussi pristup k témto cyklickym
strukturam. Zvolili jsme pfimou reakci komplexni zine¢naté
soli® 1 s 1,4-bis(brommethyl)-2,5-dibutoxybenzenem 1l. Ze
vzniklé smési se peclivou chromatografii podatilo oddélit
oligomerni acyklické produkty a  izolovat Ccleny série
makrocyklti s velikosti od [2+2] az po [6+6] stavebnich
jednotek. Jednotlivé makrocykly byly timto zpisobem ziskany
v ¢istém stavu a vzhledem k jednoduchosti syntetického
ptistupu i v uspokojivych vytézcich.

OBu
s. S\ /S s 2© ® SYS S/—Q—\s SYS
s=<SIs/Zn\SIS>=s 2e { j/f . K\rs
S S,
|

BuO
OBu BuQ
+ B —
OBu
[2+2] : BuO S s OBu
Br’ Br [3+3] : =
SYS
s n

n=0
n=1
[4+4] :n=2
n=3
n=4

[5+5] :
[6+6] -

Tato prdce vznikla v ramci vyzkumného zaméru ZA 055 0506 a
za financni podpory GA AV CR (grant IAA400550704).
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NOVE CHIRALNi HYBRIQNi ORGANICKO -
ANORGANICKE MATERIALY

KRISTYNA BURGLOVA™’, JANA HODACOVA?,
MICHEL WONG CHI MAN®, XAVIER CATTOEN®

“Ustav organické chemie, VSCHT Praha, Technickd 5, 166 28
Praha, bEcole Nationale Supérieure de Chimie de Montpellier,
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(MeO)3Si Si(OMe)s H20

% w070 e s
o % s° O
Q — Ho—siﬁ OHHO \Q/S\FOH
o} 0,
. -MeOH &
Si(OMe)y ¢ ~O-d; dion ™

HO 0 o™ 8 0
Si Si
Si .
0 Q OH
HO*ZLOW
¢

O = organicky fragment
Schéma 1. Vznik hybridnich polysilseskvioxant

Hybridni organicko-anorganické materiadly jsou latky
obsahujici organickou a anorganickou slozku nesouci vlastnosti
odvozené od obou komponent. V posledni dobé znacnou
pozornost pritahuji silseskvioxanové hybridni materidly, které
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se vyznacuji specifickymi vlastnostmi (optické, elektrické,
elektrochemické atd). Velmi =zajimavou cestou k ziskani
silseskvioxanovych siti je hydrolyticka kondenzace sol-gel
organickych molekul nesoucich trialkoxysilyl substituenty
pripojené nehydrolyzovatelnou Si-C vazbou (Schéma 1)'.
Struktura je kontrolovdna organickym fragmentem, ktery fidi
samoorganizaci anorganické faze.

SouCasnym zajmem chemikd je prfipravit chiralni
hybridni materialy vyuzitelné v heterogenni enantioselektivni
katalyze. Bude prezentovana piiprava takovychto novych
chiralnich materiali na bazi derivata 1,1 -binaftalen-2,2 -diolu
a kyseliny vinné a studium jejich vlastnosti.

Financovano z ucelové podpory na specificky vysokoskolsky
vyzkum (MSMT ¢ 21/2010) a Francouzskou ambasddou
v Ceské republice.
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ANTIOXIDANTS OF STRAWBERRY, RASPBERRY
AND BLACKBERRY LEAVES

LUCIE BURICOVA™®, ZUZANA REBLOVA?, ONDREJ
JURCEK"*‘, ERKKI KOLEHMAINEN’, FRANTISEK
KVASNICKA®

“Dept Food Chem. Anal., ICT Prague, 166 28 Prague; "Inst.
Exper. Botany, AS CR, 14220 Prague 4; “Dept Chem.,
University of Jyviskyli, P.O.Box 35, FI-40014, Finland; “Dept
Chem. Nat. Comp., ICT Prague, 16028 Prague 6, “Dept Food
Preserv. Meat Technol., ICT Prague, 166 28 Prague
lucie.buricova@vscht.cz

In the previous study comparing the antioxidant
capacities of Czech medicinal plants, leaves of strawberry
(Fragaria vesca L.), blackberry (Rubus fructicosus L.) and
raspberry (Rubus idaeus L.) belong to the most efficient tested
plants'. Therefore, for the evaluation of the possible effect of
these plants in vivo, the compounds responsible for the
antioxidant capacity of their water extracts were studied using
HPLC-RP with amperometric detection and other methods in
the present study.

For the first time (-)-epicatechin, (+)-catechin, and
procyanidin B1 were detected in raspberry leaves and all these
compounds together with epicatechingallate in blackberry
leaves. The identity of (+)-catechin in strawberry leaves,
identified previously in this plant by HPLC-DAD only?, was
confirmed using MS and NMR analyses after isolation and by
chiral electrophoresis.

From the studied compounds (i.e. gallic acid, rutin,
ellagic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, quercetin,
kaempferol, myricetin, quercetin-3-D-glucoside, ascorbic acid,
(+)-catechin, (-)-epicatechin, epicatechingallate, epigallo-
catechin and procyanidin B1) (+)-catechin, ellagic acid and
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(-)-epicatechin significantly participated on the antioxidant
capacity of leaves water extracts of all studied plants.

The presence of these biologically active molecules
suggests that the water extracts of the studied plants may be
promising even in vivo from the antioxidant point of view.
Therefore, the leaves of strawberry, blackberry and raspberry
can be considered to be good sources of antioxidants with a
potential direct consumption as various kinds of beverages or
as extracts of antioxidants to increase the nutritional value of
different foods and diets.

Supported by the Ministry of Education, Youth and Sports of
the Czech Republic (Projects No. MSMT 6046137305 and
2B06024) and by specific university research (MSMT no.
21/2010).
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PYRROLOVE MAKROCYKLY SE STEROIDNIMI
SUBSTITUENTY

LENKA CARDOVA, PAVEL DRASAR

VSCHT Praha, Technickd 5, 166 28 Praha 6
Cardova.lenka@gmail.com

Pripravené latky se skladaji ze dvou stavebnich kament,
znichz kazdy ma své charakteristické vlastnosti a vyuziti.
Steroidni slozky se stale vice uplatiuji ve farmakologii,
supramolekularni chemii a dokonce i v nanotechnologiich'.
V ptipadé pyrrolovych makrocykll se jejich vyuziti odviji od
toho, zda se jedna o kalixpyrroly, aromatické porfyriny nebo o
jejich ,kiizence* tzv. kalixfyriny. Aniontové rozpoznavani’,
fotodynamické terapie® nebo signalizaéni &ast senzort* jsou jen
nekteré z aplikaci. U pfipravenych latek se ocekava, ze se ob¢
¢asti budou navzajem dopliovat.

g

Latky byly pfipraveny reakci pyrrolu a odpovidajiciho
aldehydu ¢i ketonu za kyselé katalyzy (s vyjimkou reakce
tripyrromethanu s benzaldehydem, protoze se v kyselém
prostiedi rozklada na dipyrromethan). Vysledné latky byly
charakterizovany 3¢, 'TH NMR a MS.

Tato  priace vznikla za  podpory — gramti  MSMT
MSM6046137305, 2B06024 (SUPRAFYT) a IGA VSCHT
Al _FPBT 2010_005.
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SYNTEZAoAZIDOANALOG NEUROAKTIVNICH
STEROIDU

IVAN CERNY, MILOS BUDESINSKY, VLADIMIR
POUZAR, HANA CHODOUNSKA

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i.,
Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6
cerny@uochb.cas.cz

V souvislosti s ndvaznymi syntetickymi a fotoafinitnimi
studiemi bylo tfeba vypracovat pripravy steroidnich azido-
derivatl, u nichz azidoskupina nahrazuje methylketonovy
poboény  fetézec  charakteristicky pro  neurosteroidy
pregnanolonového typu. Volba padla na SB-androstanové 1 — 2
a 21-nor-5B-pregnanové derivaty 3 s azidoskupinou v poloze
17, resp. 20. Byly porovnany pfistupy vyuzivajici nukleofilni
substituce prislusnych tosylatd'? a pristupy vyuZivajici
Mitsunobuovy reakce’. Zcilovych azidi la — 3a byly
pfipraveny konjugaty pro studie na NMDA receptorech, jako
nejvhodnéjsi se ukazaly sulfaty 1b — 3b nebo L-glutamat 1c.

N3 N3
RO RO
H H
1 2
N
Ve vzorcich 1-3
a,R=H
il b, R = PyH" SO,
RO" H ¢, R = L-glutamoyl

3

Tato prdace vznikla za podpory grantu MS:MT CR projekt LC
06077 a v ramci vyzkumného projektu AV CR Z4 055 0506.

LITERATURA
1. Glaser R., Gabbay E. J.: J. Org. Chem. 35, 2907 (1970).

2. Merlani M. 1., Amiranashvili L. S., Mulkidzhanyan K. G.,
Shelar A. R., Manvi F. V.: Chem. Nat. Comp. 44, 618
(2008).

3. Loibner H., Zbiral E.: Helv. Chim. Acta 60, 417 (1977).

1073

45. Liblice

VYUZITI [2+2+2] CYKLOADICE PRO PRiIPRAVU
DIKATIONICKYCH OLIGO-p-FENYLENU

MARTINA CIZKOVA™", IVANA CISAROVA®, DAVID
SAMAN?, FILIP TEPLY"*

“UOCHB AVCR, v.v.i., Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6,
bpiF UK, Hlavova 2030, 128 43 Praha 2
cizkova@uochb.cas.cz

Oligo- a poly-p-fenyleny jsou zajimavou skupinou latek,
ktera v poslednich letech ptitahuje pozornost. Napiiklad
kombinaci s vhodnymi ptimésmi lze pfipravit materidly jejichz
hodnoty vodivosti jsou srovnatelné s kovy'. Byly vyuzity také
jako aktivni slozka v LED diod4ch?.

Zajimavym syntetickym pfistupem k témto latkam je
[2+2+2] cykloadice, ktera byla pouzita pro pfipravu neutralnich
oligo-p-fenylend’.

o 2x R 2X
=
N
I R N
M S
Y Pz Y /l
= X
s NG
=
=
N R
NS

Y = primé spojeni, ‘%‘@‘g‘

Schéma 1. [2+2+2] Cykloadice tetraynti s plynnym acetylenem

Vyvinuli jsme modularni tfikrokovou syntézu kladné
nabitych oligo-p-fenylenti pomoci dvojnasobné [2+2+2]
cykloadice s plynnym acetylenem (schéma 1).

Tato studie otevira cestu i k vy$$im kladné nabitym oligo
-p-fenylenim pfi pouziti jinych, komeréné¢ dostupnych
stavebnich blokd. Navrzena strategie dale umozni ladit optické
i elektronové vlastnosti téchto latek.

Tato prace vznikla za podpory grantu UOCHB Z4 055 0506
a GACR 203/09/1614.
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VYSOCE ENANTIOSELE,KTIVNi,
ORGANOKATALYTICKA SYNTEZA
B-AMINOKARBONYLOVYCH SLOUCENIN

SYLVA CIHALOVA, JAN VESELY

Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédecka fakulta
Univerzity Karlovy v Praze, Hlavova 2030, 128 43 Praha 2
scihalova@centrum.cz, jxvesely@post.cz

Cilem moderni organické syntézy je efektivni pfiprava
komplikovanych  struktur, pfipadné¢ stavebnich  bloku
komplexnich molekul zjednoduchych a snadno dostupnych
vychozich latek. Zajem pritahuje obzvlast syntéza
enantiomerné Cistych substanci a postupy vedouci k jejich
ziskani.

Nae price’ je zaméfena na piipravu vysoce
enantiomerné obohacenych [-aminosloucenin obsahujicich
a-alkylidenovou skupinu pomoci aza-Baylisovy-Hillmanovy
reakce’. Pro tuto transformaci byly pouzity N-Boc- a N-Cbz
sulfony jako stabilni prekurzory vysoce reaktivnich imind,
které byly v reakci s a,f-nenasycenymi aldehydy generovany
in situ pomoci KF. Za vyuziti katalyzy sekundarnim aminem
(L-prolin) se podafilo pfipravit fadu enantiomern¢ Cistych
B-aminokarbonylovych  sloucenin  obsahujicich  a-alky-
lidenovou skupinu potencidlné¢ vyuzitelnych pro pfipravu
biologicky aktivnich latek, coz bude téz blize diskutovano
v tomto ptispévku.

HN.R1 (0] HN R1
)\ % L-Pro (0.4 ek.), KF (5 ek.) 0
A7 S0P I DABCO (02 ek), cHCr Ar/S/
2
R2
R = Boc-, Che- vytszek: 50 - 87 %
Ry = alkyl ee: 95-99 %

Tato prdce vznikla za podpory grantii MSM002160857,GACR
(203/09/P193), GAUK 2009/93109.
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S\{NTEZA FLUOROSENZORU NA BAZI )
KREMENNYCH NANOCASTIC MODIFIKOVANYCH
CYKLODEXTRINEM

MARTIN DIVIS**, IVAN JELINEK?®, JURAJ DIAN®,
JINDRICH JINDRICH®, OTTO S. WOLFBEIS?

“Katedra analytické chemie, PFF UK, 128 40 Praha 2;
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Kfemenné nanoéastice' jsou jednim z mnoha materiali
pouzivanych pii konstrukei chemosenzort. Jejich vyhodou je
nizkd cena a dobra dostupnost v Sirokém spektru velikosti.
Jsou biokompatibilni a jejich povrch je chemicky velice dobie
modifikovatelny.

Cyklodextriny® jsou cyklické oligosacharidy ve tvaru
komolého kuzele skavitou uvnitf. Diky hydrofobnim
vlastnostem kavity jsou schopné tvofit ve vodnych roztocich
stabilni inkluzni komplexy s riznymi organickmi latkami.

Barvivo BODIPY? (boradiazaindacene) se velmi Gasto
pouziva pro biologické znackovani (nahrada za fluorescein).
Je velice dobfe modifikovatelné, ma vybornou tepelnou
a fotochemickou stabilitu a vysoky kvantovy vytézek.

Cilem projektu je pfiprava strukturné selektivniho
optického senzoru pro detekci aromatickych sloucenin
v plynné a kapalné fazi.

(0]

Schéma 1. Navrh struktury molekularniho selektoru ukotveného na
kfemennou nanocastici

Tento projekt je podporovan  vyzkumnym — zdmérem

MSM0021620857.
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DETECTION OF VOLATILE CHLORINATED
HYDROCARBONS BY CRYOFOCUSING GC-ECD
SYSTEM
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Chlorine is one of the most abundant elements in nature,
which undergoes a complex biogeochemical cycle. Chlorine
bound in some substances is partly responsible for atmospheric
ozone depletion. As due to international regulations
anthropogenic burden of volatile chlorinated hydrocarbons
(VCH) in atmosphere decreases, natural sources became
significant. VCH are emitted into the atmosphere due to
various natural sources. Known abiotic sources are coastal salt
marshes emitting methyl chloroform, chloroform, methyl
bromide and tetrachloromethane'; volcanoes, hydro-thermal
sources, and salt mines are found to emit chloroform’.
Temperate forest soils with a humic top layer are emitting
chloroform, 1,1,1-trichloroethane, tetrachloromethane, tetra-
chloroethene, bromoform and bromodichloromethane?®.

The known biotic sources are soil organisms and plants.
VCH from the atmosphere are taken up and further
metabolized, as an example see the formation of trichloroacetic
acid from tetrachloroethene in spruce chloroplasts®. Many
volatile and stable chlorinated compounds are produced as
secondary plant metabolites and eventually emitted into the
atmosphere. Methyl chloride and bromide are emitted from
(sub)tropical ferns*, chloroform, tetrachloromethane and 1,1,1-
-trichloroethane emissions are determined from temperate
forest fern and moss’.

The aim of this work was to confirm the formation and
identify the formed VCH by forest soil or common forest plant
species. VCH are measured by cryofocusing from headspace
followed by GC-ECD detection.

The financial support of the Grant Agency of the Czech
Republic (522/09/P394) and the MSMT (2B06024) is gratefully
acknowledged.
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Soucasny pokrok v genové terapii a vakcinaci patrné
zédsadné  zméni v nastavajicim  desetileti  charakter
terapeutickych postupi. Jednim z limitujicich faktord pro
uspésnou aplikaci téchto novych 1é€ebnych postupt v klinické
praxi je uCinnost zavedeni negativné nabitych fragmenti
nukleovych kyselin do cilové buiiky a k jejimu jadru,tj. tzv.
transfekce. Stejny problém nastava i pfipadé antivirotik a
antineoplastik odvozenych od nukleotidii a oligonukleotidl
(analogy nukleotidli a siRNA). Proto je v soucasnosti vénovana
znaéna pozornost hleddni vhodnych nosici, tzv. vektord'2.
Dosud uzivané viralni vektory jsou sice velice efektivni®, ale
jejich terapeutické vyuziti je limitovano vzhledem k t&zko
predvidatelné imunitni reakci a vysokému riziku*® pro
pacienty. Proto se v soucasné dobé vyvijeji nevirdlni vektory,
které jsou zalozeny na polykationickych samoskladnych
lipoidnich strukturach.

Cilem prace je pfiprava polykationickych lipopolyamint
glykolipidii D-hexaosaminového typu jako kompozit pro
konstrukci vys$e uvedenych samoskladnych lipoidnich struktur.
Jedna se o skupinu lipopolyamint sperminového typu,
glykolipidii hexosaminového typu s fizenou hydrofobicitou
lipidového zbytku a odstupniovanou hydrofobicitou resp.
hydrofilitou raménka nesouciho polykationickou cast
molekuly. Pro vystavbu oligosacharidového fetézce byla
zvolena takzvana troc-glykosylaéni metoda. Aminoskupina je
chranéna 2,2,2-trichloroethoxykarbonylovou skupinou, ktera
umoziiuje  provést  glykosylaéni  proces s vysokou
stereoselektivitaou jako 1,2-trans glykosylaci a je ve srovnani
s bézné uzivanou ftalimidovou skupinou snadno odstranitelna.

Tento vyzkum je podporovan dvéma komplexnimi grantovymi

“Nanotechnologie pro spolecnost” (KAN200520703 a
KAN200100801) a vyzkumnym zamérem Z4 055 0506.
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VYVOJ GENERICKYCH API: SYNTEZA

(-)-EZETIMIBU

JOSEF HAJICEK
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Vyvoj originalnich Ié¢ivych ptipravkd a tudiz i novych

ucinnych latek (API) je stale nakladngjsi. Navic se stava, ze

vyvoj je v pokro¢ilém stadiu zastaven z divodu odhaleni
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nepiijatelnych efektl. To samoziejmé znaéné prodrazuje vyvoj.
K tomu, aby proces vyvoje novych ptipravkid mohl fungovat, je
nezbytné, aby se vyrobci sjistotou vratily vynalozené
prosttedky. K tomu slouzi rizné nastroje, znichz
nejvyznamnéjsi je patentova ochrana. Po jejim vyprSeni se
piipravek/G¢innd latka stdva generikem. Vyvojem generik se
zabyvaji generické firmy v pfedstihu tak, aby byly schopny
uvést svij 1ék na trh ihned po vyprSeni ochrany.
Z pochopitelnych divodi chemicky vyvoj ucinnych latek
predchazi vyvoji 1ékovych forem. Vcasnost a patentova
ochrana ziskanych vysledkt je zakladnim ptedpokladem
uspéchu i vsilné konkurenénim prostiedi generického
primyslu.

Situaci v generickém vyvoji latek si ukdzeme na piikladu
(-)-ezetimibu, chemicky (3R,4S)-1-(4-fluorfenyl)-3-[(35)-3-(4-
-fluorfenyl)-3-hydroxypropyl]-4-(4-hydroxyfenyl)azetidin-2-
on, slouceniny se tfemi chiralnimi centry, ktera je v lékové
formé pfitomna ve formé Ccistého enantiomeru vzorce I.
Originalni pfipravek je vyznamnym hypolipidemikem s novym
mechanismem pusobeni. Je prodavan firmami Schering-Plough
a Merck jednak samotny (Zetia™) jednak v kombinaci se
simvastatinem (Vytorine™). Jejich prodeje v r. 2007 doséhly
2,4 respektive 2,8 mld. USD a klesly vr. 2009 na 1,13 a 1,0
mld. USD.

Nase syntéza (-)-ezetimibu vychazi z komeréné
dostupnych vychozich latek. V reakci na patentovou situaci
jsme postupné vyvinuli'® n&kolik variant postupu, ktery je
zalozen na asymetrické adici titanového enolatu slouceniny
vzorce Il na O-chranény imin Il (viz schéma), a zahrnuje
rovné¢z boranovou redukci ketonu s vyuzitim Coreyho-
Bakshiho-Shibatova protokolu. Budou diskutovany detaily
syntetickych postupii a rovnéz Gspésna validace procesu.
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PﬁESMYKY HETEROCYKLICKYCH SLOUCENIN
OBSAHUJICICH ISOTHIOURONIOVOU SKUPINU

JIRI HANUSEK*, JIRIi VANA, MILOS SEDLAK

Univerzita Pardubice, FCHT, Ustav organické chemie
a technologie, Studentska 573, 532 10 Pardubice
Jiri. Hanusek@upce.cz

Syntézu heterocyklickych sloucenin 1ze v zasad¢ provadét
dvéma metodickymi postupy. Prvni, klasicka metodika,
spoCiva v konstrukci heterocyklického skeletu bud’
intramolekularnimi nebo cykloadi¢nimi reakcemi, kdezto druha
spociva v presmyku jiz existujictho heterocyklu na
heterocyklus jiny. Pfitom muize, ale nemusi byt zachovana
velikost cyklu resp. pocet a druh heteroatomtl. Tento novy
ptistup k syntéze heterocyklickych sloucenin doznal v
poslednich nékolika letech velkého rozvoje. Presmyky
heterocykli se tradi¢né rozdéluji do ¢tyt zakladnich skupin na:

1) Klasické presmyky — velikost kruhu se neméni, méni se
pozice, druh a eventudlné i pocet jednotlivych heteroatomd.

2) Degenerované presmyky — velikost kruhu, druh i
pozice heteroatomil je zachovana; dochazi ke zméné
substituentu resp. jejich pozice a to mechanismem, pii némz
dochazi k docasnému otevieni kruhu a jeho naslednému
uzavieni.

3) Expanze a kontrakce kruhu — velikost kruhu se
zvétSuje resp. zmensuje, piiemz pocet, druh a pozice
heteroatomil se rovnéz miize ménit.

4) Pseudotransformace kruhu (také transformace kruh-
postranni fetézec) — pfi téchto transformacich se z postranniho
fetézce vytvaii novy heterocyklus, kdezto puvodni
heterocyklus se nasledné rozpada. Reakce tak casto probiha
ptes bicyklicky resp. spirocyklicky intermediat nebo alespon
tranzitni stav. Podminkou je, ze v novém heterocyklu je
inkorporovana méné nez polovina heteroatoml ptvodné
ptitomnych ve vychozim heterocyklu.

Presmyky heterocykld casto poskytuji nové molekuly,
které jsou zajimavé jak z hlediska syntetického, tak i
teoretického. Takové procesy predstavuji neobvyklé syntetické
cesty vedouci k heterocyklickym slouceninam, které by jinak
byly pfipravitelné jen obtizné anebo vubec.

Na naSem pracovisti jsme se v neddvné minulosti'”
zabyvali studiem struktury a reaktivity S-(1-fenylpyrrolidin-2-
-on-3-yl)isothiouroniovych soli 1, které se ve slabé bazickém
prostiedi piesmykuji na odpovidajici 1,3-thiazolidin-4-ony 2
(Schéma 1).

1

2
X R R
| Q X 0 N
7 N\b/syNHRz—' AN S)IN“’R3
RHN  Br® H
1 2

R' = 4-OCHjg, 4-CHg, H, 4-Cl, 3-CF3, 3-NOy; 4-CN; 4-NO, R?aR%: H, CHs

Schéma 1

Bylo zjisténo, ze uvedené transformace jsou obecné
acidobazicky katalyzované a probihaji za velmi mirnych
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podminek — naptiklad i pfi fyziologickych hodnotach pH. To
ma vyznam jak pro syntézu téchto latek, tak i pro jejich
potencidlni vyuziti, protoze thiazolidinovy cyklus, ktery je
spoleénym strukturnim rysem vznikajicich produktl, je
vyznamnym farmakoforem.

V posledni dob&®’” jsme se zagali zabyvat kinetikou
a mechanismem piesmyku analogickych S-(2-oxotetrahydro-
furan-3-yl)-N-(4-subst.fenyl)isothiouronium-bromida 3,
u nichz je laktamovy kruh nahrazen laktonovym. Vznik
odpovidajicich  5-(2-hydroxyethyl)-2-[(4-subst.fenyl)imino]-
1,3-thiazolidin-4-ont 4 byl opét studovan ve vodnych roztocich
pufrt, av§ak zde v podstatné vétsim intervalu pH 2-9.

0
1 o 0 1
N~ S N S
H 3 4
Schéma 2

Opakujici se zlomy v méfeném pH profilu prokazuji
pritomnost tii riznych kineticky detekovatelnych intermediata
T*, T° a T, jejichZ rychlost tvorby a rozpadu na produkt jsou
zavislé na pH. Vychozi isothiouroniova sil 3 (pK, = 6,7 pro R,
OCHs;) poskytuje reakei s bazi reaktivni isothiomoc¢ovinu, ktera
podléha cyklizaci za vzniku zwitteriontového intermedidtu T*
(rychlost urcujici stupefi p¥i pH < 2). Intermediat T* se pak
obecné kysele katalyzované rozpada spfazenym mechanismem
na produkt (r.u.s. pfi pH 2-3), anebo se za ucasti molekuly
vody pfesmykuje na neutrdlni intermediat T°, ktery se opét
obecné kysele katalyzované rozpada na produkt (r.u.s. pii pH
3-6). Posledni reakéni cesta zahrnuje tvorbu aniontového
intermediatu T~ bud’ z T* anebo z T° (pii pH > 6). Prvni
moznost zahrnujici reakci T* pfes T~ na 4 se zdd byt
pravdépodobné;jsi, protoze je v souladu s kinetickym chovanim
v bazickych aminovych pufrech, v nichz se nelinearni nartst
pozorované rychlostni konstanty s celkovou koncentraci pufru
méni na linearni (otevira se obecné bazicky katalyzovana
cesta). Koexistence vSech tii intermediatd je velice ziidkava,
a je mozna jen diky jejich relativné zvySené stabilité.

Tato price vznikla za podpory grantu MSMT CR 002 162
7501.
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DERIVATY GLYKQLURILI"J PRO PRIPRAVU
MAKROCYKLICKYCH SLOUCENIN

VACLAV HAVEL, VLADIMIR SINDELAR

Ustav chemie, Masarykova univerzita, Kamenice 5, 625 00
Brno
sindelar@chemi.muni.cz

Glykoluril je jednoduché bicyklicka slou¢enina vznikajici
kondenzaci glyoxalu a mocoviny za kyselé katalyzy. Protoze je
tato sloucenina vhodna pro ptipravu makromolekul schopnych
supramolekulérnich interakci', byly moznosti syntézy jejich
derivati podrobné studovany. Tato prace se zaméfuje na
selektivni pfipravu 2,4-disubstituovanych glykolurild, které by
se mohly stat zakladnimi stavebnimi bloky zajimavych
makromolekul.  Jejich  syntéza  vychazi  z dihydroxy-
imidazolidinonu a N,N’- disubstituovanych mo&ovin® (Schéma
1). Vtéto praci také demonstrujeme pouziti pfipravenych
derivatd  glykolurily pro syntézu  supramolekularnich
hostitelskych molekul, jako jsou molekularni klipsy a makro-
cyclické kavitandy. Vyznamny vliv na vysledné slozeni reakéni
smési maji podminky reakce. Bylo zji§téno, ze ackoliv je
glykolurilovy skelet velmi stabilni, mize u jeho derivatu
dochazet k eliminaci mocoviny a vzniku substituovaného
hydantoinu.

[¢]
HO OH o 310
e Hs
HN G NH o ONTOWNT B
H H
HN NH
o 8\“/5
7
(0]

9
Schéma 1. Ptiprava 2,4-disubstituovanych glykolurilti

Tato prace vznikla za podpory GACR (grant P207/10/0695)
a Evropské unie (CETOCOEN, CZ.1.05/2.1.00/01.0001;
spravovany MSMT CR).

LITERATURA

1. Lagona J., Mukhopadhyay P., Chakrabarti S., Isaacs L.:
Angew. Chem. Int. Ed. 44, 4844 (2005).

Grillon E., Gallo R., Pierr M., Boileau J., Wimmer E.:
Tetrahedron Lett. 29, 1015 (1988).

Hu Y., Zhoub B., Caoa L.: Acta Cryst. E 63, 04480
(2007).

2.

BIS-TROGEROVY BAZ],E JAKO RECEPTORY
ELEKTRON-DEFICITNICH LATEK

MARTIN HAVLIK*, VLADIMIiR KRAL, BOHUMIL
DOLENSKY

Ustav analytické chemie, VSCHT Praha, CR
haviikm@vscht.cz

Vyznamnou skupinou latek, pro které jsou vyvijeny
receptory, jsou elektron-deficitni latky jako napf. nitroaromaty
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(detekce vybusnin). Jako potencidlni receptory téchto latek jsou
intenzivn¢ studovany tzv. molekularni pinzety. Tyto latky
pfipominaji svou strukturou i funkeci pinzety, které zname
z bézného zivota. Pii kontaktu takovéto latky, molekularni
pinzety, s elektron-deficitni latkou dojde ke kooperaci
vazebnych jednotek, ¢imz se zvysi stabilita komplexu. To je
obvykle provazeno barevnou zménou ¢i  zhaSenim
fluorescence, ¢ehoz lze vyuzit jako signalu k detekei.

Tato prace se zabyva ptipravou, strukturni analyzou
a studiem vazebnych vlastnosti molekularnich pinzet na bazi
bis-Trogerovych bazi sohledem na jejich vyuziti jako
receptord pro konstrukci senzort.

Tato prace vznikla za podpory MSMT CR (projekt LC06077),
GACR (grant 203/08/1445).
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AEROBIC Pd/Cu-CATALYZED CROSS-COUPLING
REACTION OF THIOACETYLENES

ADAM HENKE, JIRI SROGL*

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

Jjsrogl@uochb.cas.cz

A new methodology for the synthesis of disubstituted
alkynes is introduced. The palladium/copper-catalyzed cross-
coupling reaction of thioacetylene derivatives with boronic
acids affords disubstituted alkynes and S-arylation products in
very good yields. The coupling reaction occurs efficiently
under aerobic, nonbasic conditions with a wide variety of
thioalkynes and aromatic, heteroaromatic or vinylboronic
acids. Scope and limitations of this coupling reaction as well as
a proposed mechanism is presented.
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This work was supported by the Grant Agency of the Czech
Republic (GACR), No. 203/08/1318.
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SYNTEZA FERROCENESTRONU
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V poslednich n¢kolika letech je vénovdna zvySend
pozornost novym sloucenindm ferrocenu s biologicky
aktivnimi molekulami, a to pro své zajimavé vlastnosti'.
Prikladem takové latky mize byt ferrocifen, derivat
antiestrogenu tamoxifenu. Nyni jsou testovany jeho ucinky
proti karcinomu prsu.

I kdyz je znamo nékolik konjugatt ferrocenu a steroidd,
zatim je$té nebyla pfipravena sloucenina obsahujici ferrocen
ptimo v steroidnim skeletu. Na zaklad¢€ ptedchozich zkuSenosti
z nedavné syntézy estronu’ jsme se rozhodli pFipravit prvni
steroid s integrovanym ferrocenovym jadrem — ferrocenestron.

Syntéza vychéazela z vhodné substituovaného chiralniho
ferrocenu s jeho naslednymi transformacemi pomoci reakci
katalyzovanych piechodnymi kovy. Mezi tyto postupy pattily
napiiklad  oxidativni  adice s  navazujici  alkylaci
zprostiedkovana zirkonocenem, cross-coupling katalyzovany
komplexem palladia, enynovd metathese katalyzovana
karbenovou slouc¢eninou ruthenia a hydrogenace dvojnych
vazeb za pouziti heterogennich (Pd/C) ¢i homogennich
katalyzatori (komplex Ir). Nakonec byla pouzita selektivni
oxidace pomoci palladiového katalyzatoru a nasledna redukce
boranem pro zménu konfigurace na zékladnim skeletu.

Tato prace vznikla za podpory grantu MSM0021620857
a IM0508 (Center for New Antivirals and Antineoplastics).
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SYNTEZA SERI}E CYKLODEXTRINOVYCH
FLUOROFORNICH CHEMOSENZORU

PETR HEZKY**, JINDRICH JINDRICH"
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Cyklodextriny' jsou latky s &irokym spektrem moznosti
vyuziti, zvlasté pak v oblasti supramolekularni chemie. Jejich
vyjimeéné vlastnosti jsou dany pfitomnosti malo polarni kavity
v jejich cyklické struktufe. Ta je schopna tvofit inkluzni
komplexy s malymi organickymi molekulami komplementar-
nich rozmérd, zejména pak v polarnim prostfedi (vodné
roztoky). Uvedeného principu je vyuzito i v piipadé
chemosenzorickych aplikaci. NaSe strategie je zaloZzena na
navazani cyklodextrinu kovalentni vazbou na tfifunkéni
spojovaci linker vhodné délky, k jehoz druhému konci je vazan
fluorofor, ktery pak interaguje s kavitou cyklodextrinu.
V pritomnosti analytu pak dochazi ke zméné této interakce,
v zavislosti na rozdilu afinit analytu a fluoroforu ke kavité.
Pfimym disledkem toho je zména fluorescencni odezvy, ktera
se pak stava méfenym analytickym signalem. Spojovaci linker
je zaroven uzpusoben pro moznost kotveni chemosenzoru na
povrch pevné faze prostfednictvim azidoskupiny na jeho tietim
konci.

Né&§ pfistup vyuzivd jako prekurzor pro syntézu
ttifunkéniho spojovaciho linkeru ptirodni L-serin z divodut jeho
definované stereochemie. Jako fluorofory byly pouzity skupiny
kumarylova (Schéma 1), dansylovd a 4-(dimethylamino)-
-benzoylova. Chemosenzor je kotven na pevnou fazi ,.click®
reakci azidoskupiny s koncovym alkynem fetézce, kterym je
derivatizovan povrch pevné faze.

NN“N/\A)LHN oo
= NH
Hag)si/ RO\
o V)
Si
o
Qg0
S |reeY
OR1OR1
V4
z=15, 6,7; R =methyl

Schéma 1. Struktura chemosenzoru

Tato prace je podporovana grantem ¢. MSM0021620857 a
Vyzkumnym zameérem UOCHB-Z40550506.
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ORGANICKA SYNTEZA V MEDICINALNI CHEMII
JAN HLAVAC*, MIROSLAV SOURAL

Ustav molekuldrni a translacni mediciny, Prirodovedecka
fakulta UP Olomouc, 17. listopadu 12, 771 46 Olomouc
hlavac@orgchem.upol.cz

I kdyz se vyznam a rozsah medicinalni chemie definuje
rizn¢, ma vzdy spolecné motto, kterym je vyzkum a vyvoj
1é¢iv. Primarné je v tomto ohledu organicka syntéza zapojena
na samotném pocatku vyvoje nového lé¢iva, kdy se hleda tzv.
chemicky ,hit“, tedy latka, ktera ma slibné biologické
vlastnosti. Tento hit je nejsndze mozné najit paralelnim
testovanim chemickych knihoven, tedy kolekci sloucenin
Citajicich az tisice strukturné ruznych latek. Chemickou
knihovnu je mozné bud'to ziskat postupnym shromazd’ovanim
¢i koupi jednotlivych chemickych substanci, nebo je mozné ji
naraz synteticky pfipravit. V tomto pfipadé je vSak nutné
ptizpusobit metodiku syntézy tak, aby bylo mozné pfipravit
velky pocet latek v kratkém casovém useku. Proto se postupem
Casu dostala ve vyvoji 1éCiv do popiedi paralelni syntéza
a kombinatorialni chemie, a to na rizném stupni automatizace.

Tradiéni pojeti syntézy v roztoku pak bylo v procesu
»drug discovery* postupné nahrazovano syntézou na pevné
fazi. Od primarniho objevu syntézy peptidii na pevné fazi' se
postupné zacala tato metodika syntézy pouzivat i k ptipraveé
mensich organickych molekul. Ve spojeni s kombinatorialnimi
ptistupy se ukdzala syntéza na pevné fazi velmi efektivni pro
rychlou piipravu knihoven obsahujicich az miliony
chemickych slou¢enin.

Dilezitym aspektem pfi piipravé chemickych knihoven je
jeji diverzita, ktera je pozadovana pii hledani nové G¢inné latky
na dany molekularni cil nebo na plsobeni na transformovanou
buitku jako takovou. Uginnou strategii vtomto ohledu je
vyuziti dostupnych chemickych intermediatt, které jsou
jednoduse transformovatelné na riiznorodé slouceniny neboli
diversity-oriented synthesis (DOS)?. Piikladem takového
principu muize byt transformace fenacylamidtl anthranilovych

kyselin® (Schéma 1).
o
@\*p@
NH, O
N
° —R
NH ’/ \‘ o
e,
N= o
7\ NH, NH
=R |
N X
H R

2
Schema 1. Konverze fenacylamidd anthranilovych kyselin na
strukturné rizné slouceniny
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Kombinatorialni chemie aplikovand na DOS ma pak
velky vyznam v ,chemické genetice*. Usp&snost v nalezeni
aktivni latky se zde pohybuje kolem jednoho promile, proto je
moderni pojeti kombinatorialni chemie pevné spojeno s high
throughput screening (HTS) a testuji se knihovny latek s vice
nez 10 000 substancemi.

Naproti tomu je pozornost vénovana i strukturné stejnym
typim slougenin, (target oriented library®), kde se tvorba
knihoven vyuziva napf. ke studiu vztahu struktury a aktivity.
Oproti DOS se pro tyto ucely vyuzivaji spiSe knihovny
mensiho rozsahu, Citajici spiSe desitky, maximalné stovky
latek. Po vyhodnoceni SAR u primarni knihovny je mozné
pripravovat knihovny dalSich generaci (generic libraries)
a upfesiiovat tak vztah struktury a aktivity. Ptikladem aplikace
tohoto pfistupu s vyuzitim syntézy na pevné fazi je syntéza
malych knihoven 3-hydroxychinolin-4(1H)-onti a studium
jejich in-vitro aktivity na vybranych nadorovych bunéénych
liniich. Pro tyto ucely byla nejprve vyvinuta synteticka
metoda*, ktera byla nasledn& vyuzita pro tvorbu jednotlivych
knihoven® (Schéma 2).

H
L LN —_—
Pol” “CHO Pol” TR
Pol, Ry Pol R4
L—N _~~_-COOCH; =N | ~_COOH
| — ol -
o N NH, g N NH,
o}
Pol R 1 B Ri—NH A, OH
|
=N~ 0 Z %/ \
}ﬁ\ | i - o} NS
o NH, H P Ry

Schema 2. Metoda solid phase syntézy pro pfipravu knihoven 2-fenyl-
3-hydroxy-4(1H)-chinolont

Prikladem syntézy mensich knihoven v roztoku pak mize
byt syntéza derivati S-substituovanych uracili a uridind
a studium jejich uginku na bunéény cyklus®.

Vedle pifimého hledani biologicky aktivni latky ma
organicka syntéza v medicindlni chemii i mnoho dalSich
vyznamu. Diky tvorbé biokonjugéatii mohou byt identifikovany
molekularni cile ¢i metabolity, znaCeny biomolekuly, atd.,
¢ehoz se pak vyuziva vriznych studiich k popisu ucinku
vyvijenych 1é¢iv. Knihovny latek primarné urcené pro hledani
chemického hitu pak mohou byt vyuzity i pro hledani latky
s jinymi parametry, jako je napt. fluorescenéni znacka’.

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSMT MSM6198959216,
EEA/Norway grant A/CZ0046/1/0022, a Operacniho programu
Vyzkum a vyvoj pro inovace (projekt ¢. CZ.1.05/2.1.00/01.0030).
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OOSTATIC PEPTIDES CONTAINING D-AMINO
ACIDS: SYNTHESIS, INSECT OOSTATIC ACTIVITY,
DEGRADATION AND NMR-STUDY

JAN HLAVACEK®*, RICHARD TYKVA®, BOHUSLAV
CERNY", BLANKA BENNETTOVA® JOSEF HOLIK",
MILOS BUDESINSKY?, VERA VLASAKOVA®, JIRINA
SLANINOVA®

“Institute of Organic Chemistry and Biochemistry CAS, 166 10
Prague; blnstitute of Exp. Botany CAS, 142 20 Prague; ‘Institute
of Entomology CAS, 370 05 Ceské Budéjovice
honzah@uochb.cas.cz

An introduction of D-amino acids into the peptide chain
of pentapeptide (5P) H-Tyr-Asp-Pro-Ala-Pro—OH1 has
maintained or even forced oostatic effect of corresponding
analogs in comparison with the parent 5P. The analogs caused
a decrease of hatchability in the 1%, and elimination of
hatchability in the 2™ gonotrophic cycle of the flesh fly
Neobellieria bullata. Morphology changes in ovaries are linked
to a large resorption of the eggs in treated insect. Contrary to
the parent 5P, the 2-D-Asp and 4-D-Ala containing analogs,
labeled with 3-*H-Pro, were degraded much slowly due to a
decrease of respective peptide bonds cleavage. The enhanced
stability further retarded the incorporation of radioactivity>’
into ovaries. NMR study has suggested that metabolic
stabilization of the molecules is linked to restricted
conformations, which might perturb peptides interaction with
enzyme and prolong their half-life. Pentapeptide with the 4-D-
-Ala adopts a most extended form that differs from 5P mainly
by orientation of the 5-Pro residue, forced by the 4-D-Ala
residue in the neighborhood. The most compact seems to be a
molecule of pentapeptide with the 2-D-Asp that could be
stabilized with the H-bond between OH group of the 1-Tyr and
C=0 group of the 3-Pro. On contrary to restricted cyclic analog
of 5P, having one order of magnitude lower oostatic effect’,
these linear analogs with partially restricted structures due to
the presence of D-amino acids are flexible enough to maintain
and even potentiate this effect. In general, increased stability of
oostatic peptides after the introduction of D-amino acids into
pentapeptide chain resulted in more oocytes influenced during
the period of their development, which enhanced the regulatory
potency of majority of the analogs.

Supported by the Academy of Sciences of the Czech Republic
(Research project No. Z40550506) and by the Czech Science
Foundation No. 203/06/1272.
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DRUHA GENERACE 7-DEAZAPURINOVYCH
NUKLEOSIDOVYCH CYTOSTATIK

MICHAL HOCEK*, AURELIE BOURDERIOUX,
PETR NAUS

UOCHB AV CR, Gilead Sciences & IOCB Research Center,
Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
hocek@uochb.cas.cz

V ramci naSeho systematického studia modifikovanych
C-substituovanych purinovych nukleosidi byla objevena
cytostaticka aktivita 6-hetarylpurinovych'? a 6-hetaryl-7-
deazapurinovych ribonukleosidir’. Dal$i modifikaci a substituci
heterocyklické casti jsme dospéli k druhé generaci velmi
ucinnych cytostatik s nanomoldrnimi ICsy vic¢i nékterym
bunéénym liniim lidskych nadort. Poprvé bude prezentovana
struktura této skupiny latek a strukturné-aktivitni zavislost
jednotlivych derivatd. Z patentovych divodd nelze uvést
stukturu v abstraktu. Nejaktivn€ksi derivaty postoupily do in
vivo testl ve spolupraci s Gilead Sciences a FN Olomouc.

Tato prdace je soucasti vyykumného projektu Z4 055 0506,
podporovina MSMT (IM0502), Grantovou agenturou AVCR
(I44400550902) a Gilead Sciences, Inc. (Foster City, CA).
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TANDEM ANIONIC MICHAEL ADDITION/RADICAL
CYCLIZATIONS FOR THE CONSTRUCTION OF
HIGHLY FUNCTIONALIZED CYCLOPENTANES
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Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
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Tandem reactions are an effective tool in synthetic
organic chemistry, since they allow time- and resource-
efficient access to complex structures from simple precursors'.
Domino processes are mostly based on homointermediate
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reaction sequences (eq. 1), while heterointermediate reaction
sequences (eq. 2) are not well developed.

M — [R'* - R™* - R* — - R™] > P*=+oreor-

()

Mo [RFoR R RO R TR P 2

Our methodology employs anionic Michael additons,
where lithium ester and ketone enolates are successfully
coupled with various Michael acceptors in good to excellent
yields and with switchable diastereoselectivity’. Radical
cyclizations are then used as the second stage of the tandem
sequence. The process as a whole is terminated by trapping
with TEMPO radical. The interconversion between anionic and
radical stage is mediated by ferrocenium hexafluorophosphate,
a recyclable non-toxic SET oxidant. The best results were
obtained with fert-butyl ester enolates since they exhibit better
diastereoselectivity during Michael addition step. As Michael
acceptors, malonates, 1,3-diketones, Meldrum’s acid and
cyanoacetate were employed.

5 RG
RO X R4 1. LDA R2 H
.
R3
R'OC_ _R2 2. Cp,Fe* PFg/TEMPO
\[ COR*
R3
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NECISTOTY SE,MISS{NTETICKEHO PACLITAXELU,
ANEB CO TAKE UMIME PRIPRAVIT, ANIZ CHCEME

TOMAS HOLAS, LADISLAV CVAK, ALEXANDR
JEGOROV

Teva Czech Industries s.r.o., Ostravska 29, 747 70 Opava,
Komarov
Tomas.holas@tevapharm.cz

PACLITAXEL

Vyvojem postupu pro vyrobu semisyntetického
paclitaxelu se v opavském zavodé TEVA zabyvame od roku
2006. Semisynteticky paclitaxel se vyrabi z DHB, ktery se
izoluje z jehli¢i kanadského tisu (Taxus candensis). Prvni
vyrobni Sarze byly realizovany v roce 2008. Béhem vyvoje
jsme izolovali a identifikovali téméf 50 vedlejSich latek, které
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vznikaji pii syntéze. Z hlediska Spravné vyrobni praxe jsou to
potencialni ne€istoty, pro chemika jsou jejich struktury vyletem
do krasy a bohatosti organické chemie. V pfednasce budou
diskutovany oba aspekty.

ELEKTRON-DONOROVE LIGANDY
S TTF- SKUPINAMI

JAN HOLEC', JANA HODACOVA™, JIRI RYBACEK",
MILOS BUDESINSKY?, PETR HOLY*"

“Ustav organické chemie VSCHT Praha, Technickd 5

166 28 Praha 6; bUstav organické chemie a biochemie, A V CR,
Flemingovo namesti 2, 166 10 Praha 6
petrholy@uochb.cas.cz

Tetrathiafulvalen a slouceniny zné& odvozené (TTF-
derivaty) jsou Casto uzivanymi stavebnimi  prvky
v supramolekularni chemii'. Tetrathiafulvalenové jadro je
elektronové bohaté, a tak TTF-derivaty jsou schopny interakce
s elektron-deficitnimi  systémy. Pro studium komplexace
elektronové chudych molekul fullerenti jsme proto navrhli sérii
ligandti, v nichz z centralni jednotky vychazi né€kolik ramen,
nesoucich TTF-jednotky. V prvni fazi byly pfipraveny tfi
tridentatni ligandy (la,b,c) a jeden tetradentatni ligand (II)
reakcemi TTF-monothiolatu, ktery byl in situ generovan
bazickym §tdpenim® kyanoethylsulfanylové skupiny TTF-

prekurzoru s brommethylovymi skupinami centralnich
jednotek.
R
A N
) @
LD I D "
R = CHj S s S S/\/\
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S S
’ 3 S
CH3

Ligandy byly pfipraveny v dobrych vytézcich a byly plné
charakterizovany. Tyto prvni pozitivni syntetické zkuSenosti
umozinuji dale rozsifit skupinu téchto ligandi s moznosti
modifikovat jejich strukturu podle vysledkti komplexacnich
méfeni.

Tato prace vznikla v ramci vyzkumného zaméru ZA 055 0506 a
za financni podpory GAV CR (grant I44400550704).

LITERATURA
1. Nielsen M. B., Lomholt C. Becher J.: Chem. Soc. Rev. 29,
153 (2000).

2. Simonsen K. B., Svenstrup N., Lau J., Simonsen O., Mark
P., Kristensen G. J., Becher J.: Synthesis 1996, 407.

45. Liblice

DESIGN AND SYNTHESIS OF DENDRIMERS BASED
ON THIACALIX[4]ARENE DERIVATIVES

JAN HOLUB, PAVEL LHOTAK

Department of Organic Chemistry, ICT Prague, Technicka 5,
166 28 Praha 6
holubj@vscht.cz

The aim of this work has been to synthesize the
thiacalix[4]arene-based conjugates where the target compounds
should be represented either by oligothiacalix[4]arenes or by
PAMAM dendrimers. Novel multi-calixarenes [2] possessing
the lower rim-lower rim connections have been designed using
the results of preliminary complexation studies carried out with
basic thiacalixarenes. We assume that our novel compounds
will provide better association constants in comparison with
their simple building units. In addition to the extraction
capability of these derivatives the PAMAM-thiacalixarene
based dendrimers could be used as possible water soluble
thiacalixarenes scaffold.

For preparation of multi-calixarenes conjugates we used
reactive acyl-chlorides of the central (thia)calix[4]arene and
previously prepared #-butyl (2-aminoethoxy)thiacalix[4]arene.
After that we derivatised the thiacalix[4]arene core by simple
aminolysis using polyamino-amides as branches.
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This work was supported by the Czech Science Foundation
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LATKY S FRAGMENTEM 2-(2-0X0-1-AZACYKLO-
ALKAN-1-YL)ACETAMIDU JAKO INHIBITORY
AMINOPEPTIDASY N

LENKA HOLUBAROVA, IRENA MACKU,
OLDRICH FARSA

Ustav chemickych léciv, Farmaceuticka fakulta, Veterindrni
a farmaceutickad univerzita Brno, Palackého 1/3, 612 42 Brno
lenka.holubarova@seznam.cz

Membranova alanyl aminopeptidasa (mAAP), diive Casto
oznacovand také jako aminopeptidasa M (mikrozomalni/
membranova) nebo aminopeptidasa N (pro svou afinitu
k neutralnim aminokyselindm) je integralni membranovy protein,
poprvé izolovany z mikrozomalni frakce prasecich ledvin. Nalezi
do skupiny Zn-dependentnich metaloproteint, ty patii mezi
hydrolasy, u nichz je nukleofilni atak na peptidickou vazbu
zprostiedkovan molekulami vody. Jednd se o v organismu
rozsifenou peptidasu, obzvlasté pak vkartdCovém lemu
v membranach ledvin, slizni¢nich bunkach tenkého stieva,
v jatrech a rovnéz v placenté. Znacnou pozornost k ni prilakalo
zjisténi jejiho vyskytu vmozku a predpoklad, ze se muze
UcCastnit hydrolyzy a inaktivace enkefalini a metabolismu
angiotensinu III. V imunitnim systému slouzi v obecnéjsi roviné
jako inaktivator n€kterych cytokinii a miize byt rovnéz cennym
markerem pii diagndéze rakoviny prostaty. mAAP ma Sirokou
substratovou specifitu v odstraniovani N-koncovych
aminokyselin z témét veskerych nesubstituovanych oligopeptidd,
amidli a arylamidd. Za 0¢inné inhibitory tohoto enzymu jsou
povazovana mimo jiné kovova chelatacni ¢inidla, coz vyplyva z
jeho vlastnosti'.

Cilem nasi prace, ve které byl jako substrat enzymu pouzit
leucin p-nitroanilid, bylo vyhodnocovani inhibi¢nich schopnosti
sloucenin s fragmentem 2-(2-oxo-1-azacykloalkan-
-1-yl)acetamidu, které byly ptipraveny jako latky s potencialnim
vlivem na CNS. Tyto sice ve srovnani s vyznamnym inhibitorem
mAAP o-fenantrolinem (nebo rovnéz popsanymi amastatinem a
predpoklad moznosti ovlivilovani cetnych metabolickych
pochodt v organismu, na kterych se mAAP podili.

O0<n<4
R

R = -CH,,-CH,COOH

Obr. 1. Struktura testovanych potencialnich inhibitort

Tato prace vznikla za podpory grantu 1GA VFU Brno C.
26/2010/FaF.
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SYNTEZA A IN VITRO HODNOCENI NOVYCH
CHELATORU ZELEZA ZE SKUPINY
AROYLHYDRAZONU SE ZVYSENOU STABILITOU
V PLAZME

KATERINA HRUSKOVA, PETRA KOVARIKOVA,
PETRA BENDOVA, PAVLINA HASKOVA, ELISKA
MACKOVA, JAN STARIAT, ANNA VAVROVA,
KATERINA VAVROVA, TOMAS SIMUNEK

Univerzita Karlova v Praze, FarmF UK, Katedra anorganicke
a organické chemie, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec
Kralove,

hrusk4aa@faf.cuni.cz

Oxidacni stres se podili na rozvoji mnoha zavaznych
kardiovaskularnich onemocnéni. Volné nitrobunééné ionty
zeleza slouzi jako katalyzator Haber-Weissovy a Fentonovy
reakce mezi superoxidy a peroxidy a vyrazné tak pfispivaji
k tvorbé vysoce toxickych hydroxylovych radikald a nasledné k
bunéénému poskozeni. Chelatory zeleza hladinu volného Zeleza
snizuji a jsou proto perspektivnimi latkami s moznosti vyuziti
pfi 1écbé mnoha zavaznych onemocnéni, mj. anthracykliny
navozené kardiotoxicity. Intracelularni chelator Zeleza
salicylaldehyd-isonikotinoylhydrazon (SIH) vykazuje slibné
kardioprotektivni u&inky in vitro i in vivo', labilni hydrazonova
vazba vSak snizuje jeho stabilitu v plazmé a SIH podléha rychlé
hydrolyze. Proto byla pfipravena série latek s cilem zvysit
stabilitu aroylhydrazoni v plazmé. Zakladnim principem pfi
syntéze je zaména aldehydu za keton substituovany donory
a akceptory elektronii na fenylovém kruhu. Reakce probihaly
dvéma metodami za katalyzy kyselinou octovou v prostiedi
vodného ethanolu. Prvni metoda, konvenéni ohfev na olejové
lazni, vyzadovala dlouhou reakéni dobu, proto byl navrzen jiny
postup, ohfev v mikrovlnném reaktoru. Jeho pouzitim se reakéni
Casy znaéné zkratily. Na zakladé provedenych studii in vitro se
ukazalo, ze vSechny nové pfipravené slouCeniny vykazuji vyssi
stabilitu v plazmé a jejich chelataéni a antioxida¢ni aktivita
zustala zachovana. Nekteré zproduktdl maji také vyssi
cytoprotektivni aktivitu vii¢i oxidativnimu stresu a niz$i toxicitu
ve srovnani se SIH.

Tato prace vznikla za podpory grantu GAUKI124307/C/2007,
SVV-2010-261-001 a MSM0021620822.
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OPTIMALIZACE SYNTEZY SULPROSTONU
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Sulproston 2 je metabolicky rezistentni analog PGE,
(cit."*?). V ptvodni praci byl syntetizovan z vychoziho Corey
aldehydu 1 v osmi stupnich v celkovém vytézku 3,2 % (cit.*).
V ramci zakazkové pfipravy biologicky aktivnich latek byla
nase vyzkumna skupina povéfena syntézou této substance.
Béhem jeji ptipravy byla nové vyuzita stereoselektivni redukce
enonového uskupeni v molekule a optimalizovano pfipojeni
horniho fetézce Wittigovou reakci. Celkovy vytézek po osmi
reak¢nich krocich pak byl 10,5 %.
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VARIANTY PRI'PRAV TETRAHYDRO- )
DIAZEPINOVEHO SKELETU JAKO INTERMEDIATU
PRO ASMARINY

NADEZDA CHUDIKOVA, DALIMIL DVORAK

VSCHT, Fakulta chemicko-technologicka, Ustav organické
chemie, Technicka 5, 166 28 Praha 6
chudikon@vscht.cz

Asmariny lze formalné povazovat za tetrahydro[1,4]di-
azepino[1,2,3-g-hJpurinové derivaty' (THDAP) 5. Cilem
naseho projektu je pfipravit tetrahydrodiazepinovy kruh a
roz$ifit varianty jeho piiprav. Vychozim substratem pro tvorbu
heterocyklického systému 5 jsou substituované puriny 2, 3, 4.
Ve schématu 1 jsou naznaceny cesty, které lze vyuzit pro
pripravu tetrahydrodiazepinového skeletu.

Ptiprava 7-substituovanych adenind 2 vychazi z 6-chloro-
purinu 1, kde je pouzita metodika selektivni N’- alkylace® a
nasledna nukleofilni substituce chloru za pfislusny amin.
Syntéza 6-(3-hydroxypropyl)aminopurinu 3 nabizi zdanlivé
jednoduchou cestu k uzavieni 7-Clenného cyklu. Pti ptipravé
sloudenin typu 4 byla opét vyuZita metodika selektivni N'-
-alkylace”.
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OH
HN >
NN
o P L N>‘ ) X
N 5
L0 s DU
1~
NH MR pa | N/JiN/ LN
1 N N> L 4
| Ve
LN/ N 5
2 X =Cl, Br
R= HC H H,C  C n=23
\:< H,C—==H \:< R¢ = allyl, benzyl, propyl, ...

CHj
Schéma 1. Varianty ptiprav diazepinového skeletu

V piispévku budou diskutovany nové vysledky béhem
pokust o ptipravu derivatl 2, 3, 4 vcetné pokusii o uzavieni
diazepinového skeletu.

Tato préce byla podporovina grantovou agenturou CR (GA
CR 203/09/1552) a Centrem zdkladniho vyzkumu LCO06070:
"Struktura a syntetické aplikace komplexii prechodnych kovii"
Ministerstva $kolstvi, mladeze a télovychovy Ceské republiky.
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SYNTEZA A ANTIF}JNGALNI’ VLASTNOSTI NOVYCH
2-SUBSTITUOVANYCH BENZOTHIAZOLU

ALES IMRAMOVSKY”, ALEXANDRA M. BRITO?,
VLADIMIR PEJCHAL', ZBYNEK OKTABEC",
JOSEF JAMPILEK"

*Ustav organické chemie a technologie, Fakulta chemicko-
technologicka, Univerzita, Pardubice, 532 10 Pardubice
bZentiva a.s., U kabelovny 130, 102 37 Praha 10
ales.imramovsky@upce.cz

Substituované benzoxazoly a benzothiazoly jsou latky
svelmi zajimavymi biologickymi vlastnostmi. Substituce
vjadfe heterocyklu neptinasi dobré vysledky vzhledem
k aktivité, ale také k fyzikalné chemickym vlastnostem.
Subtitutce v postranim fetézci, zejména v poloze 2 ptinasi
zajimavé vysledky biologickych aktivit'. Typem postraniho
fetézce lze ménit hydrofoébni povahu celé molekuly a sni
i schopnost pronikat pfes bunécné membrany.

V ramci této studie byly piipraveny nové 2-substituované
derivaty 6-fluoro-benzothiazolu 1. Latky byly primarné
testovany jako potencialni antifungalné¢ aktivni latky.
S vyuzitim RP-HPLC>® byla studovana lipofilita piipravenych
slouCenin, ktera byla porovnana s vysledky ziskanymi
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z komeréné dostupnych vypocetnich programi (ChemOffice,
ACD/logP).

Bude prezentovana synteticka cesta vedouci k pfipraveé
uvedenych molekul I, bez nutnosti (ale s moznosti) izolace
jednotlivych reakénich intermedidti. Soucasti prezentace bude
téz porovnani vysledkd biologického hodnoceni a zjisténych
fyzikalné chemickych vlastnosti (LogP), na jejichz zakladé
budou komentovany vztahy mezi strukturou a biologickou

aktivitou.
J OS¢ .
P 00
F s HN‘§_>~O/

R1
R' = (S)-iPro, (S)-Me, (S)-CH,-Ph
(S)-CH2-iPro, (S)-sekBu, (S)-Pro
R2 = Me, Et, Pro, 2-CI-Et, 2,2,2-TriCI-Et
2-Br-Et, 2,2,2-triF-Et, i-Bu, i-Pro,
Et-OMe, 2,2,3,3,4,4,4-heptaF-Bu
Schéma 1. Knihovna pfipravenych derivati 6-fluoro-benzothiazolu

2

Autori  dékuji za ﬁnvancvm' podporu Ministerstva Skolstvi,
mlddeze telovychovy Ceské republiky (Projekt MSM 002 162
7501).
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SYNTHESIS OF HIGHLY FUNCTIONALIZED
CARBOCYCLES IN TANDEM REACTION INVOLVING
DIFFERENT INTERMEDIATES

PRATAP JAGTAP, ULLRICH JAHN*

Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, Academy of
Sciences CR, Flemingovo namesti 2, 166 10 Prague 6
prataprjagtap @ gmail.com; jahn @uochb.cas.cz

Domino reactions are a powerful tool in the synthesis of
complex molecules in a time-efficient way. Anionic/radical
tandem processes by oxidative electron transfer using
ferrocenium hexafluorophosphate (FHFP) as a SET reagent
were introduced in 1998'. Our interest is centered around SET
induced domino reactions involving the formation of multiple
organometallic/radical intermediates for the synthesis of highly
functionalized cyclic molecules.

Here we present our recent results on tandem reactions
involving nucleophilic addition to 1, transition metal-catalyzed
isomerization, Michael addition to 3, switching of the anion to
a radical using 5, which is followed by cyclization and
quenching by TEMPO 4. This gives complex cyclized
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molecules such as 6 starting from simple o,B-unsaturated
aldehydes in moderate to good yield.

" )v\w R3 1) [Ru(p—cymene)Clng]g (5 mol%) o)
PN P(OMe); (10 mol%) THF, 0 °C - reflux
1 . Z COR { R®
3 2
PhLi 2) >Ej< @@ ° CC:R
Fe™ PFs -40°C * R
2 N =7 Ph—(*
R'=H, Me, Et 0 N
R? = Ph, OEt 4 5 (FHFP) 6
R3=CN, COOEt, PhCO
Scheme 1
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OXIDATIVE ELCTRON TRANSFER-INDUCED
TANDEM REACTIONS - NEW METHODOLOGY

ULLRICH JAHN*, MARTIN HOLAN, PRATAP
JAGTAP, FRANTISEK KAFKA, DMYTRO RUDAKOV,
AUDE VIBERT

Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, Academy of
Sciences of the Czech Republic, Flemingovo 2, 166 10 Prague
Jjahn@uochb.cas.cz

Radicals are central among the common reactive
intermediates with respect to their oxidation state, since they
can be generated from many other reactive intermediate types
by oxidative or reductive processes. Vice versa, they serve of
course as precursors to other intermediates.

We present here new oxidative diastereoselective and
enantioselective oxidative tandem reactions that combine
anionic and radical reaction steps. Using such sequences,
heterocyclic ~ structures such as pyrrolidines 1 or
tetrahydrofurans 2 can be synthesized -efficiently. This
approach can also be used to access highly functionalized
carbocycles such as cyclopentanes 3 and 4 selectively.

TMPO R2 Q RS x

R, Momu FﬂHNZ_§4R2
ROLC

(0)

I

1 2
R® oTMP R® oTmP
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STUDIUM DUSIKOVE VAZBY

MILAN JAKUBEK*, VACLAV PARCHANSKY,
BOHUMIL DOLENSKY

Ustav analytické chemie, Vysokd skola chemicko-technologickd
v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha
Jjakubekm@vscht.cz

Nekovalentni mezimolekularni interakce, piestoze jsou
slabé, rozhoduji o vlastnostech materialdi, existenci Zzivota.
Jednou z téchto interakci je halogenova vazba tvofend mezi
atomem halogenu (Cl, Br, [,...) a atomem s volnym
elektronovym parem (N, O, S, ...). Halogen vazany na uhliku
v tomto pfipadé vystupuje jako elektron akceptor (Lewisova
kyselina) a atom s volnym elektronovym parem jako elektron
donor (Lewisovova baze). V pripadé, ze elektronovym
donorem je atom dusiku, jedna se o doposud malo probadanou
dusikovou vazbu.

Prace se zabyva vznikem dusikové vazby mezi atomem
jodu 1,2,3.4,5-pentafluor-6-jodbenzenu a atomem dusiku 1,4-
dikyanobenzenu. Tento systém lze studovat pomoci 'H a ""F
NMR, IC a Ramanovy spektroskopie. Abychom ziskali dalsi
charakteristiky dusikové vazby tohoto systému, pfipravili jsme
isotopové  znaGeny  1,4-dikyanobenzen  (°N="C-C¢H,-
13C=>N). Tato latka umozni sledovat dusikovou vazbu i pomo-
ci °C a "N NMR a interpretovat detaily IR a Ramanovych
spekter.

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSMT CR MSM
6046137307 a LCO6077.
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Dewarovy benzeny jsou valen¢nimi derivaty benzent,
které mohou byt piipraveny jejich termickym presmykem'.
Jinym zptisobem pfipravy je Dielsova-Alderova reakce in situ
pfipraveného cyklobutadienového komplexu chloridu hlinitého
s komerénd dostupnymi derivaty propynoati® a vzniklé
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Dewarovy benzeny jsou obycejné termicky vysoce stabilni
latky, které se piesmykuji’ pfi teplotach nad 100 °C.

Cilem nasi prace bylo prozkoumat moznosti pfipravy
nesymetricky substituovanych fluorent s vyuzitim Dewaro-
vych benzent jako klicovych meziprodiktt. Kli¢ovym krokem
byla syntéza esterd 2-aryl-3,4,5,6-tetraalkyl[2.2.0]karbo-
xylovych kyselin. Hydrolyzou ¢i redukci esterové skupiny
vznikly kyseliny ¢i alhoholy, které byly vyuzity v intra-
molekularni Friedel-Craftsové reakci (Schéma 1).

R R
R X
S\_ R — SE&= R
\ 7/ R —
COOMe r R
X = CO, CH,
R = Me, Et

Schéma 1

Tato prdce vznikla za podpory granti MSM0021620857,
LC06070, a Z40550506.
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PRIPRAVA KONDENZOVANYCH O)’(AZABOl,lleJ,
TRIAZABORINU A PYRIDAZINIOVYCH SOLI

FRANTISEK JOSEFIiK*, MARKETA SVOBODOVA?,
VALERIO BERTOLASI”, PETR SIMUNEK®
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Reakcemi polarizovanych ethylenti s diazoniovymi
solemi vznikaji obvykle azo- nebo hydrazoslouceniny. Touto
reakci 1ze vSak ziskat také heterocyklické slouceniny, jako
napt. pyridaziniové soli, borové heterocykly nebo pyrazoly.

Tato prace' je zaméfena na reakce P-enaminoni | se
substituovanymi  benzendiazonium-tetrafenylboraty Il a
benzendiazonium-tetrafluorboraty I11.

N,'BPh, PhPh

o By

H, H
o N/ ch 2)n X Ph I/:’h
Ao &

Ny

| X, Noar T ) o,
R = CHjy, Ph i:i'nz © IK}
n=1,23 R™ 0O

X = CH,, OCHj, Br

X IV v
Schéma 1. Piiprava oxazaborinii a triazaborini
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Enaminony | poskytuji reakci s benzendiazonium- Redukce esteru na alkohol, pfevedeni na mesylat a nasledna
tetrafenylboraty 1l oxazaboriny IV. N&které z nich pfesmykuji nukleofilni substituce poskytla C-24 azid. Deprotekce acetyl-
na termodynamicky stabilngj$i formu, kterou jsou triazaboriny chloridem v methanolu zalozena na in situ generovaném HCl
V (Schéma 1). poskytla C-24 azidy v celkové uspokojivych vytézcich.

Siméinek a spol. popsali vroce 2008 vznik pyrazolu 2-Nitroestron byl redukovan na 2-amin a ten byl nasledné
reakci enaminonti majici methylenovou skupinou vedle pteveden na C-2 azid. Tyto azidy byly nasledné ,,zkliknuty*
aminoskupiny s diazoniovymi solemi. P#i reakcich [3- s terminalnimi azidy na leseni, za vzniku 1,4-disubstituvanych
enaminonu | s benzendiazonium-tetrafluorboraty 111 vsak byly 1,2,3-triazoli. V soucastnosti se zabyvame studiem vlastnosti
izolovany misto ocekavanych pyrazolti VI pyridaziniové soli téchto latek.

VII (Schéma 2).

H.
o] N X m
—_—
RN | AcONa
CH,Cl,
R = CHj, Ph

X = CHa, OCHg, Br
Schéma 2. Pfiprava pyridaziniovych soli

Tato prace vznikla za podpory grantu MSMT CR ¢ 0002 162
7501 a projektu IGA SGFCHT 02 UPa.
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Molekularni destniky’ jsou unikéatni skupinou latek, jeZ maji Bioconjugate Chem. 20, 1711 (2009).

dva ¢i vice facidlnich amfifild vazanych kovalentné¢ na

centralni leSeni“. Takové molekuly jsou amfomorfhni. Jejich L. i i
vystaveni hydrofobnimu ¢&i hydrofilnimu exteriéru zplisobi KONFORMACNI ANALYZA SUBSTITUOVANYCH
tvorbu  hydrofilniho &  hydrofébniho interiéru. Tyto ALKYL-6-(2,5-DIOXOPYRROLIDIN-1-YL)HEXANO-
supramolekuly jsou schopny piechazet pies lipidové membrany ATU: VYPOCETNI STUDIE

a mohou byt vyuzity jako molekularni transportéry. Zludové . .

kyseliny jsou piirodni latky, jejichz skelet se vyznaluje IVAN RAICH**, SANDRA KACEROVA’, JOSEF

rigiditou, robustnosti, chiralitou a hlavné unikatni amfifilicitou. JAMPILEK", KATERINA BRYCHTOVA®

Tyto vlastnosti je délaji vhodnym stavebnim materidlem pro ) 5

praci  voblasti supramolekularni chemie a studium “Ustav chemie prirodnich latek, VSCH T Praha, 166 28 Praha
samoskladebnych vlastnosti. Hormondlni steroid estron a jeho 6; "Zentiva a.s., 102 37 Praha 10, “Ustav chemickych léciv,
derivaty maji chromofor, &ehoz vyuZzivame pii studiu Veterindarni a farmaceuticka univerzita Brno, 612 42 Brno
fosforescencentnich vlastnosti. Ivan.Raich@vscht.cz.

Zludova kyselina byla pievedena na methylester
a hydroxy skupiny byly chranény methoxymethoxy ethery.
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Pro tadu substituovanych alkyl-6-(2,5-dioxopyrrolidin-1-
-yDhexanoatti obecného vzorce | a Il byly s pouzitim ab initio
metod a predikénich programt piedpovidany farmakologicky
zajimavé fyzikalné chemické vlastnosti', predeviim log P,
afinita k protonu, pK, a parcidlni néboje.

) O
o] O™ 'N o} N
NMO\R N/\/\/KH/O\R
O O
° °  m
R = CgHy3, Cq2H2s

Kli¢ovym bodem byly geometrické optimalizace vSech 4
studovanych latek. Vzhledem k velmi dlouhym alkylovym
fetézcim nepfichazelo vuvahu systematické mapovani
konformacniho prostoru a nizkoenergetické konformace
musely byt hledany jinym zpusobem. Pouzito bylo
konformacni prohledavani a simulované zihani s naslednou
geometrickou optimalizaci na MM urovni. Nalezené
energeticky nejvyhodnéjsi konformace s relativni energii do 8
kJ/mol byly déle optimalizovany na ab initio urovni HF/4-31G
nejprve ve vakuu a pak vimplicitné zahrnuté vodé.
Konformac¢ni flexibilita vSech latek byla téZz studovana pomoci
molekulové dynamiky s explicitné reprezentovanou
rozpoustédlovou smési propylenglykol-voda 1:1.

Optimalizované geometrie byly pouZity k vypoétu IC
a NMR spekter a dale k predikcim LogP hodnot. Vypoctené
a predikované hodnoty byly porovnany s dostupnymi
experimentalnimi udaji z literatury.

Tato prace vznikla za podpory grantu MSMT CR
MSM6046137305.
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VYUZITI NOVYQH BIPYRIDIN-N,N '-DIQXIDfJ'
V ASYMETRICKE SYNTEZE PRIRODNICH LATEK
A LECIV

ANETA KADLCIKOVA?®, MARTIN KOTORA™"*

“Katedra organické a jaderné chemie, PiF UK v Praze,
Hlavova 8, 128 43 Praha 2; bUstav organické chemie a
biochemie AV CR, v.v.i., Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
daise@seznam.cz, kotora@natur.cuni.cz

Derivaty chiralnich bipyridind (Lewisovské baze) jsou
Casto vyuzivany jako katalyzatory v asymetrické syntéze.
Typickym prikladem téchto latek jsou chiralni nesymetricky
substituované bis(tetrahydroisochinolin)-N,N’-dioxidy, které je
mozno vyuzit jako katalyzatory v syntéze chiralnich stavebnich
bloki' . Jimi katalyzované allylace riiznd substituovanych o,p-

45. Liblice

nenasycenych  aldehydd  allyltrichlorsilanem  poskytly
odpovidajici homoallylalkoholy s optickou ¢istotou do 99 %
ee. Naptiklad allylaci trans-cinnamaldehydu byl pfipraven
homoallylalkohol s vysokou optickou Ccistotou (97 % ee)
(schéma 1), ktery byl dale vyuzit jako vychozi latka pro
syntézu goniothalaminu (je znam pro své antikancerogenni
ucinky). VySe uvedend enantioselektivni allylace byla pouzita
i pro syntézu dalsich latek*,

X CHO Kat. OH (e}
PR (4 i) « - .
+ - Ph/\/\/\ —; o ‘
. | <
~-SiCls 78°C, 97%ee Ph X
Th goniothalamin
=z ‘ (e}
SUN
katalyzator 8
‘N’
N"ph

Schéma 1

Tato prace vznikla za podpory Centra zdkladniho vyzkumu
MSMT (projekt ¢. LC06070), GA CR (projekt ¢. 203/08/350)
a MSM 0021620857.
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TANDEM AZA-MICHAEL ADDITIONS-RADICAL
CYCLISATIONS AS A CONVENIENT ROUTE TO
N,2,3,4-TETRASUBSTITUTED PYRROLIDINES

FRANTISEK KAFKA, ULLRICH JAHN*

Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, AS CR,
Flemingovo 2, 166 10 Prague 6
Jjahn@uochb.cas.cz

We  develop  diastereoselective  approaches  to
polysubstituted pyrrolidines, which occur in complex natural
products such as the Stemona alkaloids'. Use of tandem
processes in the synthetic strategy® allows us to take control
over the formation of up to three stereogenic centers in a one-
pot reaction. Recently we devised novel synthetic routes to 4-
substituted pyrrolidine-3-carboxylates via oxidative 5-exo
radical cyclisations of p-aminoesters’.

Our current interest is the use of tandem aza-Michael
additions-radical cyclisations in the synthesis of N,2,4-
trisubstituted pyrrolidine-3-carboxylates. We present a variety
of derivatives with good to excellent yields and
stereoselectivity. Previously investigated oxidative cyclisations
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of B-aminoesters can serve as a complementary method with
similar results.

R1
R‘N/\/\RZ @ >(j< Rl R? .
° ., Fe® PFS NTN TMP-7\ (COOR
o \— o
N RS
R3/\)J\OR4 solvent, additives "?

We also investigate conditions and scope of radical
cyclisations using catalytic amounts of ferrocene. Furthermore,
we optimized conditions for reductive deprotection of the TMP
unit, which enable us to separate diastereomeric mixtures and
extend the synthetic use of prepared compounds.

REFERENCES
1.  Greger H.: Planta Medica 72, 99 (2006).

2. Jahn U., Miiller M., Aussieker S.: J. Am. Chem. Soc. 122,
5212 (2000).

3. Jahn U., Kafka F., Pohl R., Jones P.G.: Tetrahedron 635,
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NOVE LINEARNI A LOMENE DERIVATY
0-KARBORANU OBSAHUJICI ]
BICYKLO[1.1.1]PENTANOVOU KLICKU

JIRI KALETA®, MAREK NECAS", ZBYNEK
JANOUSEK®, CTIBOR MAZAL", JOSEF MICHL™!

“UOCHB AV CR, 166 10 Praha; bUstav chemie, Masarykova
universita, Kotlarskd 2, 61137 Brno ;Ustav anorganické
chemie AV CR, 250 68 Rez; dDept Chem. Biochem., University
of Colorado, Boulder, Colorado 80309-0215
kaleta@uochb.cas.cz

Do dne$nich dnti byla pfipravena Sirokd s$kala riznych
rigidnich ty¢inkovitych molekul obsahujicich
bicyklo[1.1.1]pentanovou (BCP) klicku'. Mnozstvi lomenych
struktur je viak vyrazng nizsi*.

Cilem tohoto projektu byla syntéza linearni 1 a nasledné
jednou 2 a dvakrat lomenych molekul 3 odvozenych od
o-karboranu (CB). Jeho strukturni parametry totiz umoznuji
permanentni ohnuti vyslednych substituovanych struktur
2a3).

Jednotlivé syntetické cesty jsou navic navrzeny tak, ze
umoziuji pfipravu derivati 2 a 3 nesoucich rizné substituenty
na aromatickych jadrech (napt. COOCH; a I). Ziskané latky
tak mohou nalézt uplatnéni jako prekurzory MOFu
(MOF = Metal-Organic  Framework) ¢i  jinych  struktur
supramolekularni chemie.
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Nezvykly geometricky tvar molekul 1 — 3 se promitl do
jejich fyzikéalné-chemickych vlastnosti (rozpustnost, chemické
posuny v protonovych spektrech, atd.). Pravé vliv
C-substituenti CB jednotek na chemicky posun vodikd BCP
klicky byl studovan pomoci '"H NMR.

Pripravené struktury jsou prvnimi zastupci latek s do té
doby neznamym strukturnim motivem CB-BCP-CB. Ziskané
latky byly postoupeny nasledné krystalografické analyze.
Studium jejich chemického chovani je oblasti zajmu dal§iho
vyzkumu.

Projekt KONTAKT ME 09114 Ministerstva Skolstvi, mladeze a
telovychovy, National Science Foundation (USA) a vyzkumny
zamer MSM0021622410.
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2.

ZMENY VE V)’(VOJI SYNTEZY PRASURGELU
V PODMINKACH FARMACEUTICKE FIRMY

KATERINA KAMINSKA, HANA STEPANKOVA,
JOSEF HAJICEK

Zentiva k.s., U Kabelovny 130, 102 37 Praha 10 — Dolni
Mécholupy
Katerina. Kaminska@zentiva.cz, Josef. Hajicek@zentiva.cz

Clopigdogrel (1) ve formé hydrogensulfatu je uéinnou
latkou v nejprodavangj§im ptipravku firmy Sanofi-Aventis
-Plavixu (v roce 2009 3. misto v prodejich 1€kt na svété — ro¢ni
prodeje pies 4 mld. $). Jeho nastupcem s vyhodou vyrazné
niz§iho davkovani by se mél stat Prasugrel (2).

Vyvinuli jsme novou syntetickou cestu' pro piipravu této
latky, ktera se vyznacovala n€kolika vyhodami oproti syntéze
pouzivané origonatorem?”. Jejim hlavnim kladem byla moZnost
vSechny meziprodukty snadno izolovat a Cistit jednoduchymi
operacemi, jako je krystalizace ¢i destilace, a ziskat tak
vysledny produkt s Cistotou vétsi nez 99,8 %. V neposledni
fad¢ se nam nékteré kroky podafilo slougit® a minimalizovat
tak technologické ztraty pfi jednotlivych operacich.

Duilezitym faktorem ve vyvoji API (active pharmaceutical
ingredient) je jeji forma pouzita ve formulaci. Dalsi vyvoj tedy
sméfoval ke screeningu pouzitelnych soli, jednotlivych
polymorfnich forem a jejich vlastnosti*.
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USING PROTEIN IR AND CD SPECTRA FOR PEPTIDE
FOLDING STUDIES

JAKUB KAMINSKY?, JAN KUBELKA®,
PETR BOUR®

“Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, Flemingovo
nam. 2, 166 10 Prague, Czech Republic, bUniversity of
Wyoming, 1000E Univ. Avenue, Laramie, WY 82071, USA
kaminskj@gmail.com

Protein folding remains one of the unsolved problems of
modern science. We focused on small and structurally simple
proteins, such as helix-turn-helix motifs, which are excellent
models for obtaining important insights into the secondary and
tertiary structure formation during protein folding'. Detailed
understanding of the mechanism is a crucial step toward
understanding of the biological role.

Spectroscopy is one of wuseful tools for such
investigations. We concentrated on information obtained by
infrared spectroscopy (IR) and circular dichroism (CD). In
particular, we investigated the temperature-dependent amide I
frequency an intensity shifts complicated by nonstructural
effects (solvent, environment), which are not related to the
thermal unfolding of the peptide or protein backbone’.
Similarly, we focused on the simulation of CD spectra of o-
helical peptides to investigate the influence of the chain length.
The effect of another peptide in the proximity of the helix was
also studied. We have used experimental data of model
compounds, such as N-methylacetamide (NMA) and small
oligopeptides. Simulations of the spectra were predominantly
based on density functional theory (DFT) coupled with
Molecular dynamics (MD).
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This work was supported by the Ministry of Education, Youth
and Sports (project 604 613 7305), the GA CR (project
P208/10/P356) and the Academy (M200550902), and the
National Science Foundation (CAREER: 0846140 ).
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VYSOCE ENANTIOSELEKTIVNi ADICE
1-(FLUORNITROMETHYLSULFONYL)METHANU NA
o,B-NENASYCENE ALDEHYDY

MARTIN KAMLAR, JAN VESELY

Katedra organické a jaderné chemie, Univerzita Karlova,
Hlavova 2030, 124 43 Praha 2
kamlar.m@centrum.cz, jxvesely@post.cz

Organickeé slouceniny obsahujici atom fluoru maji nékteré
unikatni fyzikalni a chemické vlastnosti diky vysoké polarité
vazby C-F. Vysoka polarita této vazby muize vyznamné
ovlivnit vlastnosti sousednich vazeb nebo elektronovych part
sousednich atomtl. Organické slouceniny obsahujici fluor
nachazeji uplatnéni v medicing, zeméd€lstvi, spotfebnim
a textilnim primyslu'. Diky tomu byla vypracovana fada
metod pro selektivni zavedeni fluoru nebo fragmentt
obsahujici fluor do organickych molekul, které nachdzeji
vyuziti pfedev§im ve farmaceutickém primyslu. Nejbéznéjsi
strategii pro stereoselektivni zavedeni fluoru do organickych
molekul je pomoci elektrofilniho fluoru. Dals§i moznosti je
vyuziti nukleofilni fluoralkylace, kterd zahrnuje adici
fluorovaného karbaniontu na elektrofil. Tento synteticky
pfistup se stal nejdulezitéj$im a nejrychleji rostoucim odvétvim
chemie fluoru.

V kontextu nasi piedeslé prace, zabyvajici se adici
2-fluormalonatu na o,B-nenasycené aldehydy”, jsme nasi
pozornost vénovali adici 1-(fluornitromethylsulfonyl)benzenu
na o,B-nenasycené aldehydy®. Tato jednoducha metoda miize
slouzit pro ptipravu zajimavych produkti pro farmaceuticky
prumysl, naptiklad stavebnich jednotek pro syntézu 1é¢iv nebo
fluorem znacenych biologicky znacenych latek.
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INHIBICE NITRIC OXID SYNTETAS (NOS) KOBALT
BIS(DIKARBOLLIDOVYMI) DERIVATY

ROBERT KAPLANEK?®, JAKUB RAK®, VLADIMIR
KRAL?, TOM SHEA”, MARKANDESWAR PANDA",
SATYA PANDA", BETTIE SUE MASTERS", PAVEL
MARTASEK®

“Ustav analytické chemie, VSCHT Praha; *Dept. of
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V poslednich dvou dekadach jsou borové klastry (borany,
karborany, dikarbollidy, metalakarborany) diky svym
pozoruhodnym vlastnostem v hledacku védcti zabyvajicich se
medicinalni, materidlovou ¢i supramolekuldrni chemii. Tyto
nepfirodni slouceniny jsou intenzivné studovany jako
modulatory enzymové aktivity (modulace aktivity HIV
proteasy & protein kinasy C)".

Z tohoto divodu jsme ptipravili sérii derivati kobalt
bis(dikarbollidu) a testovali je jako ligandy pro vazbu na
specifické isoformy nitric oxid syntetas (eNOS, nNOS, iNOS)
a studovali jejich aktivaéni ¢i inhibi¢ni vliv na tvorbu NO.

Piipravené kobalt bis(dikarbollidové) derivaty jsou
syntetickd analoga pfirodnich hydrofobnich inhibitori NOS.
Borovy klastr je zaporné nabit (naboj je rovnhomérné rozlozen
mezi 45 atomil), velice chemicky a biologicky odolny, tvori
netradi¢ni vodikové vazby, napf. s proteiny.

Piimé pouziti kobalt bis(dikarbollidovych) derivati je
komplikované z diivodu jejich nizké rozpustnosti a spontanni
agregaci ve vod&®. Z tohoto diivodu jsme pripravili a testovali
jejich komplexy s biokompatibilnimi excipienty.

VétSina z testovanych latek vykazuje efektivni inhibici
NOS. Nekteré derivaty vykazuji rozdilnou inhibicni aktivity
pro ruzné isoformy ,,nitric oxide* syntetas.
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SYNTEZA SELENOVYCH ANALOGfJ
ANTITUBERKULOTICKY UCINNYCH
1-R-5-ALKYLSULFANYL-1H-TETRAZOLU

GALINA KARABANOVICH, JAROSLAYV ROH,
KATERINA VAVROVA, ALEXANDR HRABALEK

Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceuticka
fakulta UK, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové
Jjaroslav.roh@faf.cuni.cz

Chemie selenovych slouéenin je do jisté miry obdobna
s chemii slou€enin sirnych, ale oproti sirnym slou¢enindm jsou
organické slouceniny selenu mnohem méné prostudovany, at’
uz z divodu jejich casté nestability, tak i z divodu jejich
mozné toxicity. V posledni dobé se vSak ukazuje, Ze ne
vSechny slouceniny selenu musi byt diky své potencialni
toxicité predem vylouceny z jakékoli farmaceutické aplikace.
Nejenze byla potvrzena esencialita selenu pro lidsky
organismus a selen byl objeven napiiklad v aktivnim misté
lidské glutathionperoxidasy (GSHPx), specifické organické
slouceniny selenu navic vykazuji riznorodou biologickou
aktivitu.

Zakladnim = strukturdlnim motivem velké skupiny
antituberkuloticky — u¢innych latek, syntetizovanych na
Farmaceutické fakultd UK, je 1-alkyl/aryl-1H-tetrazol-5-thiol .

Cil této prace spociva ve studiu selenovych analogi
téchto latek, predevS§im v nalezeni vhodnych postupi jejich

ptipravy, optimalizaci syntéz a hodnoceni jejich
antituberkulotické aktivity.
N-N R?2 N-N R?
Wy _ N
N, Deg = N Jgq
N N
R! R!
R' = alkyl, aryl
R? = H, alkyl

V ramci této prace byly provedeny pokusy o syntézu
1-cyklohexyl a 1-fenyl-1H-tetrazol-5-selenold z odpovidajicich
isoselenokyanatli, avSak bez uUspéchu. Ve vodném prostiedi
vSak byly piipraveny jejich sodné soli, které byly uspésné
alkylovany v podminkach mezifazové katalyzy. Touto
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metodou byla pfipravena série cilovych 1-alkyl-5-alkylselanyl-
-1H-tetrazolti.  V ptipadé alkylace 1-aryl-1H-tetrazol-5-
-selenolati byly ptekvapivé jako hlavni produkty izolovany
2-alkyl-1-aryl-1H-tetrazol-5(2H)-selenony. Jedna se o zasadné
odlisnou regioselektivitu v porovnani s alkylacemi kyslikatych,
resp. sirnych analogti téchto latek.

Price vznikla za podpory VZ MSMT CR (MSM 0021620822)
a Grantové agentury Univerzity Karlovy (GAUK ¢. projektu
55610/2010)
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CYKLODEXTRIN-PORFYRINY: ] !
SUPRAMOLEKULARNI SYSTEM PRO CILENY
TRANSPORT A KOMBINOVANOU TERAPII

ZDENEK KEJIK*’, TOMAS BRiZA", PAVLA
POUCKOVA", JARMILA KRALOVAS, VLADIMIR
KRAL™, PAVEL MARTASEK"
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viadimir.kral@vscht.cz, zkejik@centrum.cz

Lécba rakoviny je zavazny problém moderni mediciny.
Redeni je budto vyvoj novych 1é&iv, nebo lepsi uziti
soucasnych. Jsou znamy dvé zakladni metody pro tyto ucely
kombinovana terapie a cileny transport 1é¢iv.

Z tohoto divodu jsme pfipravili cyklodextrin-porfyriny,
jejich zine¢naté matolokomplexy, testovali jejich interakce s
1€Civy, proteiny a jejich protinddorovou ucinost v in vivo a in
vitro studiich .

Hodnoty stanovenych konstant stability ukdzaly
dostatecné silnou stabilitu inkluzniho komplexu pfi pH krve
a snadné uvolnéni Ié¢iva pifi pH nadorovych bunck.
Spektroskopické studie zaméfené na interakce zine¢natych
metalokomplexti téchto konjugétli a vybranych biopolymert
pouzivanych pro transport cytostatik, ukazaly dostate¢né silnou
interakci pro pouziti v DDS aplikacich. Vysoky potencial
tohoto supramolekularniho pfistupu byl potvrzen naslednymi
studiemi in vivo a in vitro.

Tato price vznikla za podpory MSMT CR (Granty IM
6837805002, LC 512, MSM6036137307, MSM0021620857,
LC06077, AVOZ50520514; a MSM6036137307)), GACR (Grant
203/09/1311), NIH (grant GM52419) projektu AV0Z50520514
a grantu KAN200200651 GA AV CR.
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HOVEYDOVY-GRUBBSOVY KOMPLEXY
MODIFIKOVANE FLUOROVYMI NHC LIGANDY

VENDULA KELBICHOVA, MARIO BABUNEK,
JAROSLAV KVICALA

Vysoka Skola chemicko-technologicka v Praze, Technickd 5,
166 28 Praha 6
vendula.kelbichova@vscht.cz

N-Heterocyklické  karbeny (NHC) jako ligandy
v Grubbsovych a Hoveydovych-Grubbsovych katalyzatorech
zvySuji jejich stabilitu i katalytickou aktivitu v metatezi
alkentt'. Fluorovd chemie umoziuje recyklaci komplext
prechodnych kovt extrakei do perfluorovaného rozpoustédla
nebo chromatografii na fluorové pevné fazi (FSPE)™

Jednim z naSich soucasnych projektt je pfiprava a kom-
plexace fluorovych NHC ligandi. Za ucelem zvySeni
fluorofility jsme pro modifikaci dfive publikované syntézy
kli¢ové imidazoliové soli zaloZzené na Heckové reakci
s bis(jodaryl)diiminem®  vyuzili  (perfluoroktyl)ethen. Jeji
deprotonaci s terc-pentylalkoholatem draselnym v hexanu jsme
in situ pripravili karben, ktery jsme pievedli reakei
s Grubbsovym katalyzatorem 1. generace na odpovidajici
fluorovy katalyzator 2. generace. Vzhledem k jeho obtizné
izolaci jsme jej ihned plisobenim perfluoralkylovaného
2-isopropoxystyrenu transformovali na vicenasobné¢ fluorovany
Hoveydiv-Grubbstv katalyzator 2. generace, izolovatelny
pomoci sloupcové chromatografie.

-
f :N N: i
F17Csq \(\Cl CsF17

C|’R|u_

YO
Pripraveny fluorovy katalyzator vykazal v modelové

metatezi diethyl-diallylmalonatu s uzavienim cyklu vyssi
aktivitu nez Grubbstv katalyzator 1. generace.

CeF13

Dékujeme Grantové agentuie Ceské republiky (grant ¢.
207/10/1533) a Ministerstvu Skolstvi, madeze a télovychovy

(vyzkumné centrum LC 06070, vyzkumny zdmér C.
6046137301) za financni podporu.
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SYNTEZA A STUDIUM VAZEBNYCI;I VLASTNOSTI
tris-TROGEROVYCH BAZi VHODNYCH PRO
ANALYTICKE APLIKACE

JIRI KESSLER*, MARTIN HAVLIK, VA,CLAV
PARCHANSKY, BOHUMIL DOLENSKY

Ustav analytické chemie, Vysokd skola chemicko-
technologicka v Praze, Technickad 5, 166 28 Praha
kesslerj@vscht.cz

Kavitandy jsou latky schopné navazat do své kavity
externi slouceninu. Do této skupiny latek se fadi napf.
molekularni  klesté a pinzety'. Diky jejich vazebnym
vlastnostem nachazeji uplatnéni jako specifické receptory
a jsou napiiklad funkéni soucésti chemickych senzorti ¢i
stacionarnich fézi chromatografickych technik®. Jednou ze
skupin latek majici vySe uvedené vlastnosti jsou nedavno
objevené tris-Trogerovy baze (tris-TB). Tyto latky mohou
tvorit 3 diasterecoisomery. Isomer ,.anti,anti nema strukturu
tweezeru ani clipsu, zatimco isomer ,,syn,anti* strukturné spada
do molekularnich pinzet a isomer ,,syn,syn* do klesti’.

Prace se =zabyva pfipravou, izolaci, identifikaci
(prostiednictvim technik 1D a 2D NMR spektrometrie)
diastereoisomerti tris-Trogerovych bazi, jejich vzajemnou
pfeménou pomoci isomerizace v rizném prostiedi. Jmenovité
byly pfipraveny vSechny diastereoisomery latky I (obr. 1). Na
jednotlivych isomerech byly provedeny komplexaéni studie
s vybranymi analyty.

O~ Q e ~O
1
Obr. 1. Strukturni vzorec tris-TB

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSMT CR MSM
6046137307 a LCO6077.
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DESIGN A SYNTEZA NEMATICKYCH LOMENYCH
KAPALNYCH KRYSTALU

MICHAL KOHOUT?, JIRI SVOBODA®, VLADIMIRA
NOVOTNA®", MILADA GLOGAROVA"

“Ustav organické chemie, VSCHT Praha, Technickd 5, 166 28
Praha 6; bezikdlm’ ustav AV CR, Na Slovance 2, 182 21
Praha 8

Michal. Kohout@vscht.cz

Lomené kapalné krystaly patii pro své polarni vlastnosti
do popredi zajmu v oblasti materidlové chemie'. Ned4vno jsme
do této oblasti zavedli novy typ centralniho jadra zalozeny na
8-substituované 7-hydroxynaftalen-2-karboxylové kyseling”*
a studovali jsme vliv orientace esterovych spojek na celkové
mesomorfni chovani syntetizovanych materiald. U série
slouenin s inverznim uspofdddnim polarnich esterovych
spojek jsme identifikovali unikatni sekvenci nematické
a polarni kolumnarni faze®. Vzhledem k tomu, Ze nematickd
faze lomenych kapalnych krystald mize potencidlné vykazovat
biaxidlni vlastnosti’, rozhodli jsme se studovat vliv orientace
esterovych funkei u novych sloucenin odvozenych od 4-
-substituované (X=F,CH;) 3-hydroxybenzoové kyseliny (Obr. 1).

X
o}
o
o} o
o}

o ¥

X=F, CH3 Y =COO, O0C

RO

(CO),0R,

R=CgH,j, CoHys, € Hy

R, =CH,p, CpHys € jHy

n=0,1

Obr. 1. Obecna struktura studovanych materiala

Pripravené¢ materidly byly studovany metodami optické
polarizacni mikroskopie (POM) a diferenéni skenovaci
kalorimetrie (DSC). Bude diskutovan vliv lateralni substituce
centralntho jadra, orientace polarnich esterovych spojek
a délky terminalniho alkylového fetézce na mesomorfni
chovani pripravenych latek. Mesomorfni vlastnosti budou
porovnany s vlastnostmi diive studovanych materialt.

Prace vznikla za podpory grantii GACR (grant ¢.
202/09/0047), GAAV (grant ¢. IAA100100911) a MSMT CR
(projekt ¢. MSM 6046137301).
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IN VITRO ANTIINFEKCNi AKTIVITA
5,6-SUBSTITUOVANYCH DERIVATU
PYRAZIN-2,3-DIKARBONITRILU

KAMIL KOPECKY, PETR ZIMCiK, VERONIKA
NOVAKOVA, MARTIN DOLEZAL

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci
Kralové, Katedra farmaceutické chemie a kontroly léciv,
Heyrovskeho 1203, 500 05 Hradec Krdlové
kamil.kopecky@faf.cuni.cz

Derivaty 5,6-substituovanych pyrazin-2,3-dikarbonitrilt
jsou  pouzivany  jako  prekurzory @ pro  pfipravu
pyrazinoporfyrazini'. Ale soudasné jsou derivaty pyrazinu
intenzivné studovany pro jejich antiinfekéni (antibakterialni,
antifungalni a antituberkulotické) Gi¢inky?.

Derivaty pyrazin-2,3-dikarbonitrilu byly testovany na in
vitro aktivitu vic¢i 8 kmentim bakterii, 8 kmeniim hub a myko-
bakteriim. Provedené testy ukazaly vztah mezi strukturou a in
vitro aktivitou, kde byli u€inné pouze alkylaminoderivaty, a to
pouze na G+ bakterie a mykobakterie. Né&které alkyloxy-
a alkylsulfanylderivaty —vykazaly aktivitu pouze proti
mykobakteriim. Inhibi¢ni aktivity testovanych sloucenin byly
porovnany s inhibi¢nimi aktivitami pouzivanych antiinfekénich

latek. Pro pfedpokladanou vysokou cytotoxicitu
nejucinngjSich sloucenin byla testovana i cytotoxicita na
jaternich buikach HEP G2. Ze zjisténych vysledkt vyplyva, ze
pomér mezi aktivitou pfipravenych u€innych derivati pyrazin-
-2,3-dikarbonitrilu je vyssi nez 10. Tento pomér dava nadéji
pro jejich dalsi testovani.

NC._N__X-alkyl  y. nh.
T g
pZ _S-
NC”™ 'N X—alkyl
Schéma 1. Obecna struktura testovanych slouc¢enin

Tato préce vznikla za podpory Vyzkumného zaméru MSMT CR
MSM0021620822.
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SYNTEZA POLYARENU S VYUZITIM AKTIVACE C-C
VAZEB

ALES KOROTVICKA®, MARTIN KOTORA™”
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Hlavova 8, 128 43 Praha 2; bUstav organické chemie a
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Zatimco tvorba novych C-C vazeb je zadkladnim prvkem
organické syntézy, metody zaloZzené na jejich $tépeni jsou
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pouzivany pomérné ziidka. Synteticky postup zalozeny na
$tépeni vazby C—C lze Gspésné aplikovat naptiklad na pnuté
karbocyklické systémy. Vhodnymi substraty jsou napiiklad
slouCeniny obsahujici cyklopropanovy nebo cyklobutanovy
kruh.

Bifenylen 1 je typicka latka, obsahujici pnuty ¢tyfélenny
kruh, jenz snadno podléha oxidativni adici s nékterymi
komplexy piechodnych kovt (Ir, Rh, Ni, Co, Pd, Pt, Fe) za
vzniku metalacyklopentani (Schéma 1)'. V nagem p¥ipadé
jsme se zaméfili na katalytické reakce bifenylend s alkyny a
nitrily v pfitomnosti komplexi iridia a rhodia. Reakei alkyni,
resp. nitrili byla pfipravena fada pfislusnych fenanthrena 2,
resp. fenanthridind 3. Tento protokol byl aplikovan i na
pentafenylen 4. Za pozornost zde stoji selektivita reakce —
v reak¢ni smési byly detekovany jako produkty inzerce pouze
piceny 5 (schéma 2).

R

Ry Re
"y OO 3
3 1

Schéma 1. a) [IrCl(cod)],, dppe, R'CCR?, toluen b) [RhCl(cod)],, dppe,

RCN

TMS
R1
! R1
R1
l R‘l

TMS
TMS

4
Schéma 2. a) [IrCl(cod)],, dppe, R'CCR’, toluen

Tento projekt byl financovan z Centra pro nova antivirotika
a antineoplastika MSMT .
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VYUi;TI’ DIHYDROPURINU K SELEKTIVNI
SYNTEZE 7-SUBSTITUOVANYCH
A 6,7-PREMOSTENYCH PURINU

VLADISLAV KOTEK, DALIMIL DVORAK

Ustav organické chemie, Fakulta chemické technologie
VSCHT Praha, Technickd 5, 166 28 Praha 6
viadislav.kotek@vscht.cz

Purinovy skelet pfedstavuje dulezity motiv v zivych
systémech. Neni proto ptekvapujici, Ze mnoho 9- ale i 7-sub-
stituovanych purinovych derivatd vykazuje biologickou
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aktivitu'. Doposud znamé metodiky syntézy 7-substituovanych
purini jsou komplikované nebo vykazuji nizkou selektivitu.
Proto v nasi laboratofi vénujeme pozornost dihydropuriniim 1.
Ukazali jsme, ze slouzi jako cenné intermediaty pfi
transformacich purinového skeletu a lze je vyuzit naptiklad
k syntéze 7-substituovanych purint 2.

Nami vypracovand metodika je zndzornéna ve
Schématu 1. Vynika jednoduchosti, vysokymi vytézky a ex-
celentni toleranci funkénich skupin. Je omezena pouze
moznostmi derivatizace dihydropurind v poloze 7. Dale jsou

diskutovany ~ moznosti  pfipravy  7,9-disubstituovanych
dihydropurinﬁ
Y
o > - ﬁE ) ﬁ
2
X,Y=Cl,I,H PG =Boc, CPh,

R;, R, = funkcionalizovany substituent
Schéma 1. Pfiprava 7-substituovanych purint
Ze Schématu 2 je patrné, ze dihydropuriny 3 nabizi
efektivni cestu k pfemosténi poloh 6 a 7. Toto 1ze uskutecnit
napiiklad intramolekularni Heckovou nebo Negishiho reakci
pro tvorbu karbocyklickych derivatd, resp. Buchwald-

Hartwigovou reakci pro tvorbu heterocyklickych derivata.
Budou prezentovany doposud dosazené V}’/sledky.

X (CH2

NN

i >—>éE> éD
3

PG =Boc R =alkyl, aryl Y = alkenyl, alkylamino, hydroxy

Schéma 2. Syntéza 6,7-pfemosténych purint

Tato prace vznikla za podpory grantu GA CR ¢ 203/09/1552
a Centra zakladniho vyzkumu LC06070 MSMT.
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1-(Indol-2-yl)sacharidy tvoii skupinu pfirodnich latek,
které tvoti dilezitou soucast fady proteind vykazujici zajimavé
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biologické vlastnosti. Z toho hlediska je vyvoj obecné metody
ptipravy substituovanych  indolylsacharidd ~ zadanym
syntetickym problémem. Na§ piistup je zaméfen na syntézu
1-(indol-2-yl)deoxyribosidi s vyuzitim 1-ethynyldeoxyribosi-
di. 1-Alkynyldeoxyribosidy se jiz diive osvédcily jako vhodny
synteticky intermediat pro pfipravu o a [ substituovanych
derivatd  deoxyribosy nesouci arylové', alkynylové® ¢&i
alkylidenbutenolidové® skupiny v postrannim Fetdzci.

Po testovani fady moznych postupt se jako
nejuniverzalnéj§i ukazal byt 2-krokovy pfistup zalozeny na
Sonogashirové reakci a nasledovany intramolekularni
cyklizaci. Sonogashirova reakce 1-ethynyldeoxyribosy se
substituovanymi  2-haloaniliny ~ poskytly  odpovidajici
substituované alkynyldeoxyribosidy, jez byly v nasledujicim
kroku cyklizovany v pfitomnosti katalytického mnozstvi

palladiového  komplexu na  odpovidajici  1-(indol-2-
yl)deoxyrobosidy. ~ Odstranénim  chranicich  skupin  ze
sacharidové ¢asti byly ziskany volné indolyldeoxyribosidy.
TolO Z
\ 5/
TolO 1.Pdkat. oo o M
N R
CF3CONHD 2. Pd-kat. H
| o Tolo
| tLilR
Schéma 1

Tato prace vznikla za podpory — grantu MSM0021620857,
740550506, a IM0508.
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ELEKTROCHEMICKE PREMENY BETULINU
JAN KOTUHA, JAN HRDLICKA, VACLAV RICHTR

FPE ZCU v Plzni, Veleslavinova 42, 303 74 Plzeri
SaulH@Seznam.cz, hrdlicka@kch.zcu.cz, richtr@kch.zcu.cz

Ve snaze o pfeménu betulinu ( /) na betulonaldehyd ( /1)
byla provedena série elektrochemickych reakci sledovanych
tenkovrstvou chromatografii. Pavodni elektrolyt tvofeny
kyselinou octovou s ptidavkem chloridu draselného, pii jehoz
pouziti vznikd smés Spatné délitelnych produktd, z nichz dva
vykazuji pozitivni Beilsteinovu reakei', byl nahrazen kyselinou
octovou s pfidavkem octanu sodného (10 % m/m).

Ve zdokonaleném elektrolyzéru tvofeném nerezovou
katodou o plode 110 cm? oddélenou sklenénou fritou S4 od
platinové anody o plose 60 cm?® byl v anodickém prostoru za
michéani podroben 36 hodinové reakei pfi napéti 1,4 V a proudu
3 mA roztok 100 mg betulinu v 250 ml elektrolytu.
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R R, «-H;p-OH R, -CH,OH
R, = R, -CHO
HeC CHy Il Ry «-H;p-OH R, -CH,OAc

Po zfedéni reakéniho produktu vodou, vytfepani do
chloroformu a vysu$eni siranem sodnym byl ziskdn odparek,
ktery preparativni tenkovrstvou chromatografii na silikagelu ve
smési hexanu a ethyl-acetatu (10:3) poskytl vedle
nezreagovaného betulinu v poméru 1:1 vyrazné pohyblivéjsi
produkt t. t. 210-212 °C, ktery byl pomoci IR a 'H-NMR
spektroskopie identifikovan jako betulin-28-acetat ( /11 ), ktery
Ize pripravit také parcialni acetylaci betulinu®. Zajimavé na této
reakci je to, Ze slozeni reakéniho produktu se prakticky neméni
ani pti pouziti elektrolytu fedéného vodou.

Autori dékuji prof. RNDr. Jirimu Klinotovi, CSc. za pomoc pri
identifikaci produktu reakce.

Tato prace je realizovana s prispénim financnich prostiedkii
projektu ZCU v Plzni SGS-2010-051.
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STUDIUM I:OMENYCH KAPALNYCH KRYS',I‘ALIOI
ODVOZENYCH OD BIARYLKARBOXYLOVYCH
KYSELIN

ANNA KOVAROVA®, JIRi SVOBODA®, VLADIMIRA
NOVOTNA", MILADA GLOGAROVA"

“Ustav organické chemie, VSCHT Praha, 166 28 Praha 6;
bezikdlm' tstav AV CR, Na Slovance 2, 182 21 Praha 8
kovarova@vscht.cz

Lomené kapalné krystaly na sebe upoutaly pozornost diky
svym jedineénym vlastnostem a schopnosti tvofit polarni
mesofaze'. Nejnov&ji se dostavaji do popiedi zajmu jako
vhodné strukturni typy pro tvorbu biaxialni nematické faze™”.
Predpoklada se, ze latky s biaxidlni nematickou fazi by
umoznovaly podstatné rychlej§i piepinani, nez je mozné
u soucasnych displejt zaloZenych na uniaxialnich nematikach.

Cilem této prace je prezentovat syntézu a fyzikalni
vlastnosti lomenych kapalnych krystald odvozenych od
S-fenylthiofenkarboxylovych kyselin lisicich se orientaci a
typem polarnich spojek a koncovym alkylem, porovnat tyto
latky s analogickymi derivaty odvozenymi od
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bifenylkarboxylové kyseliny (1), a dale porovnat ziskané
vysledky s jiz znamymi latkami*”.

(2o
AN
| S

X=00C,CO0 Y=0,C00
R = Cy5Hg5, C4Fg(CHy)g, C12Ho50CH(CH3)CO

Yo
Ci2Has

Mesomorfni vlastnosti pfipravenych latek byly studovany
metodami  optické polarizaéni  mikroskopie, diferencni
skenovaci kalorimetrie a rentgenostrukturni analyzou.

Tato préace vznikla za podpory grantii GACR (grant C.
202/09/0047), GAAV (grant ¢. IAA100100911) a MSMT CR
(projekt ¢. MSM 6046137301).
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SYNTEZA A VLASTNOSTI NOVYCH KAPALNYCH
KRYSTALU NA BAZI BENZO[b]THIOFENU

VACLAV KOZMIK®, MILAN KURFURST*, MARKETA
SLABOCHOVA®, JIRI SVOBODA", VLADIMIRA
NOVOTNA®, MILADA GLOGAROVA®

“Ustav organické chemie, VSCHT, 166 28 Praha 6,
thzikdlm’ ustav, AV CR, Na Slovance 2, 182 21 Praha 8
Vaclav.Kozmik@vscht.cz

V ramci systematického vyzkumu a vyvoje novych
termotropnich  kapalnych  krystald s heterocyklickymi
centralnimi jadry byl zkouman vliv postrannich fetézcl, mista
jejich napojeni na centralni jadro a vliv laterarniho substituentu
(H, Cl, CH;) v poloze 3 centralniho benzothiofenového jadra
(obr. 1) na mesomorfni chovani nové ptipravenych kapalnych
krystald. V této praci je uvedena syntéza jednotlivych
centralnich jader a syntéza koneénych cilovych produkti.
Syntéza centralniho jadra s chlorem v poloze 3 vychazela ze
substituovanych skoficovych kyselin, které Higovou reakci
poskytly vhodné intermediaty pro dal$i syntézu cilenych
molekul. Methylderivat byl pfipraven cyklizatni reakci® a na-
slednou adici pfipravené soli na oxid uhli¢ity byla pfipravena
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zakladni stavebni kyselina pro derivaty s methylovou skupinou
v poloze 3. V dalsi ¢asti je pak diskutovan vliv vazebnych
uhld, typt fetézcd a laterarnich substituenti na mesomorfni
chovani pfipravenych latek.

o
S 0
R | | R
X
X=H, Cl, CHj

R, R, = alkyloxy, popt. aryloxy prodluzujici fetézce

Obr. 1. Obecny vzorec centralniho benzo[b]thiofenového jadra

Tato prace vznikla za podpory grantii GACR (grant
& 202/09/0047), GAAV (grant & IAA100100911) a MSMT CR
(projekt ¢ MSM 6046137301.
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NOVE SALIQYL{&NILIDOVE ESTERY
S POTENCIALN{ ANTIBAKTERIALN{
A ANTIFUNGALNI AKTIVITOU

MARTIN KRATKY**, JARMILA VINSOVA®,
VLADIMIR BUCHTA"

‘KAOCH, FarmF UK, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec
Krdlové; "’KBLV, FarmF UK a Fakultni nemocnice a LF UK
v Hradci Kralové, Sokolska 581, 500 12 Hradec Kralové
martin.kratky@faf-cuni.cz

V posledni dobé¢ je hojné diskutovanym problémem anti-
bioticka rezistence. Navic se zd4, ze tyto rezistentni kmeny se
stavaji postupné virulentnéj§imi. Tato problematika se tak tzce
dotyka celé populace, napf. vyskyt mehicillin-rezistentniho
Staphylococcus aureus (MRSA) je véaznym terapeutickym
problémem. Podobna je situace i ujinych G* a G~ bakterii.
Analogické problémy se vyskytuji i v ptipadé houbovych
patogent, také zde byla popsana multilékova rezistence'.

U salicylanilidii byly popsany mj. antifungélni, antibakte-
rialni a antimykobakterialni u&inky' Proto jsme se zaméfili
na piipravu a hodnoceni jejich O-esteri jakozto derivati,
u kterych jsme diky zméné fyzikalné-chemickych vlastnosti
ptedpokladali zvyseni antimikrobialni aktivity. V tomto sdéleni
navazujeme na nasi predchozi praci v této oblasti'”.

Zde prezentujeme sérii esteri halogenovanych salicyl-
anilidd s kyselinou pyrazin-2-karboxylovou, které byly
piipraveny osvédcenou a zavedenou metodikou kondenzace
s vyuzitim N,N -dicyklohexylkarbodiimidu'->.

Tyto derivaty byly testovany in vitro vGa¢i osmi
houbovym a osmi bakterialnim kmentim. Bude podrobné
prezentovana jejich antibakteridlni a antifungalni aktivita.
Viechny derivaty maji velmi dobrou aktivitu vii¢i G* kmentim
véetné MRSA (MIC od 0,98 pmol/l), vic¢i G bakteriim
pusobily jen n€které. Pyrazinoaty salicylanilidi obecné ptisobi
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Iépe na vlaknité houby (MIC od 1,95 pumol/l) nez na kandidy,
které jsou navic vi¢i nékterym esterim necitlivé.
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SYNTEZA ANALOG 5,6-DIHYDRO-2H-PYRAN-2-ONU

ONDREJ KRENK, MILAN POUR

Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceuticka
fakulta UK, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové
kreno3aa@faf.cuni.cz

Strukturnimi obménami pfirodniho butenolidu inkrusto-
porinu s antifugalnim G¢inkem byly ziskany latky, srovnatelné
s amfotericinem B in vitro'?. Studie biologické aktivity
analogickych laktond® ukdzaly, Ze cytostatickou aktivitu
vykazuji rovnéz latky s analogickym Sesti¢lennym kruhem.
Dalsi krok obmeény skeletu inkrustoporinu proto vedl k syntéze
Sesti¢lennych analog tj. 5,6-dihydro-2H-pyran-2-onii’.

Cilem prace je vyvinout optimalni syntézu Sesti¢lennych
nenasycenych laktoni a jejich analog. Navrzené cesty
vychézeji z retrosyntéz syntont 1 a 2. Laktonizace syntonu 1 je
katalyzovana bazi za vzniku karboaniontu. Jedna se o intra-
molekularni Claisenovu kondenzaci s naslednou kysele
katalyzovanou eliminaci za vzniku a,f-nenasyceného
d-laktonu. Uzavieni laktonového kruhu syntonu 2 je zamysleno
pomoci metathese Grubbsovym katalyzatorem.

o)
RZ\/ELO 1.baze Ry
kiR 2.H* 2 | o 0
, —=t—
OH o)
~0 o R r
1 3

o
\)k
O Grubbs.kat. (o)
Z R; = OTBS
R 2 R, =p - BrPh, p - MeOPh, H
Schéma 1
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Kysele katalyzovana laktonizace nevedla k pozado-
vanému syntonu 1. Misto Claisenovy kondenzace probéhla
nukleofilni substituce a eliminace za vzniku majoritniho
produktu (3).

Prace vznikla za podpory Centra pro vyzkum novych
antivirotik a antineoplastik, podporovaného MSMT CR
(IM0508), Grantové agentury CR (projekt ¢. 203/07/1302)
a vyzkumného zaméru MSMT CR (MSM0021620822).
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SEQUENTIAL REGIOSELECTIVE SYNTHESIS OF 24-
DISUBSTITUTED PYRIMIDIN-5-YL
C-2-DEOXYRIBONUCLEOSIDES

TOMAS KUBELKA, LENKA SLAVETINSKA, MICHAL
HOCEK*

Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, AS CR,
Flemingovo nam. 2, 16610 Praha 6
kubelka@uochb.cas.cz, hocek@uochb.cas.cz

C-nucleosides bearing hydrophobic aryl groups as
nucleobase are interesting compounds with wide range of
applications in chemical biology, for example in extension of
the genetic alphabet'. There are several synthetic approaches to
C-nucleosides, but none of them is truly general and many of
them suffer from poor selectivity and low yields?.

A new modular synthesis of diverse 2,4-disubstituted
pyrimidin-5-yl ~ C-2'-deoxyribonucleosides by  sequential
regioselective  reactions of  2,6-dichloropyrimidin-5-yl
C-nucleoside was developed®. The intermediate was prepared
by the Heck coupling of 2,6-dichloro-5-iodopyrimidine with
glycal followed by desilylation and reduction. Its mild
nucleophilic substitutions or Fe-catalyzed cross-coupling with
MeMgCl proceeded regioselectively at position 4, while at
elevated temperatures or with excess of MeMgCl, double
substitution occurred. The 2-chloro-4-substituted intermediates

undergo another substitution or coupling to afford
2,4-disubstituted derivatives.

cl
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HO o
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This work was supported by the Academy of Sciences of the
Czech Republic (Z4 055 905), by the Ministry of Education (LC
512), by the GA ASCR (I4A400550902), and by Gilead
Sciences, Inc.
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METATEZE ALKENU: KATALYZATORY,
MECHANISMUS A APLIKACE

JAROSLAV KVI’(VJALA,,MARIO BABUNEK, )
VERONIKA SKALICKA, VENDULA KELBICHOVA

Vysoka Skola chemicko-technologicka v Praze, Technicka 5,
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Metateze alkend katalyzovand komplexy piechodnych
kovi patfi dnes knejrychleji se rozvijejicim oblastem
homogenni katalyzy. Aplikace zahrnuji organickou syntetickou
chemii, farmakochemii, = makromolekularni  chemii i
prumyslové aplikace. Mezi riznymi typy metateze (Schéma 1)
jsou pravdépodobné nejvyznamngj$imi zkiizena metateze a
metateze s uzavienim cyklu.

Zkfizena metateze (CM) Metateze s uzavienim cyklu (RCM)

17 R1 _
R +\ \/+"‘1R2 /(3\_» D + —
/\Rz e J AN —

Zkfizena metateze
s uzavienim cyklu (ROCM)

O+~ — S,

Metatezni polymerizace
acyklickych diend (ADMEP)

SA—~HY,

Schéma 1. Ruzné typy metateze alkenti

Metateze enynul

C |
—_—

7 d_
Metatezni polymerizace

s otevienim cyklu (ROMP)

O— 'y

Hlavni zasluhu na dramaticky rostouci popularité¢ nesou
vedle vysoké tolerance vii¢i riznym funkénim skupindm nové
vyvinuté robustni katalyzatory na bézi ruthenia, Grubbsovy
a Hoveydovy-Grubbsovy katalyzatory I. (1) a II. (2, 3)
generace (Obr. 1). Katalyzatory II. generace s NHC ligandy
vykazuji vysokou stabilitu termalni vci vzduchu i vodé.

cr |
Obr. 1. Grubbsuv katalyzator 1. (1) a 2. generace (2) a Hoveydulv-

oo L Tc.:@ e TQ:Q
W/O
Grubbsuv katalyzator 2. generace (3)

CI’
Cy3P

CI’
CysP

ﬁ( Ru=
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V disledku snah o nalezeni komplext sjesté vyssi
stabilitou a aktivitou bylo do soucasné doby publikovano vice
nez 400 novych variant rutheniovych katalyzatord pro metatezi
alkenit™. U komplexti modifikovanych v arylové &asti NHC
ligandii (napi. komplex 4) je zpravidla zvySend aktivita

doprovazena vyznamnym sniZzenim stability, substituce
alkoxybenzylidenové  ¢asti arylovymi nebo elektron-
akceptornimi skupinami (napf. komplex 5) pak vede

BT S
o

Ru=
a” \”
\rO NO,
4 5

Obr. 2. Grubbsova (4, 2007) a Grelova (5, 2002) modifikace
Hoveydova-Grubbsova katalyzatoru

Mechanismus metateze alkenlt je pomérné slozity,
zahrnuje iniciaéni periodu, vznik produktu i neproduktivni
vedlejsi paralelni reakéni kroky (Schéma 2). Klicovym
intermediatem je ruthenacyklobutanovy skelet, vratnost vSech
krokli vede po spotiebovani alkenti ke zpétné koordinaci

isopropoxybenzylidenového ligandu s moznou recyklaci
sloupcovou chromatografii.
L 1 L L
kS R i cal ip
\— Cl | i-Pr L
~Ru= N R‘u{(@ ——» JRu
Cl \ -~ o -~
(6] R1ﬁ— R _
iniciace L %»
cl R' R? YO
~Ru \—= L
cl = al g
R R2 neproduktivni ci—Ru=
N intermediat
/4 L Z, R? N
cl 1 Cl
L 4 R \— Z
cl g ci—Ru ci—Ru
CerufJ R!
produktivni R? \— R!
lT intermediat \ L )/7
3 c|

Schéma 2. Mechanismus zkiizené metateze alkend (L = NHC ligand)
katalyzované Hoveydovym-Grubbsovym komplexem

Fluorova chemie umoziuje recyklaci homogennich
katalyzatort s vyuzitim fluorovych separa¢nich metod. V ramci
plenarni pfednasky budou déle diskutovany znamé fluorované
rutheniové katalyzatory i fluorové komplexy syntetizované
vnasi laboratofi. Perfluoralkylace alkoxybenzylidenového
NHC ligandu vede ke zvySeni G¢innosti separace fluorovou
extrakci v pevné fazi (FSPE).

Dékujeme Grantové agentuie Ceské republiky (grant ¢.
207/10/1533) a Ministerstvu Skolstvi, mddeze a télovychovy
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NOVA EXTRAKCNI CINIDLA NA BAZI
BIS(KOBALT-DIKARBOLIDU)

MAGDALENA KVICALOVA®, MARIA LUCANIKOVA®,
PAVEL SELUCKY", JIRI RAIS®, BOHUMIR GRUNER*
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magda@jic.cas

Mezi problémy soucasné doby patfi skladovani velkych
objeml vysoce radioaktivnich odpadl z jadernych elektraren.
Jednou zmoznosti snizeni objeml i radiotoxicity téchto
minoritnich aktinoida (**'Am, **Am, ***Cm, *'Np) s dlouhou
dobou aktivity, extrakci kapalina-kapalina pomoci vhodnych
extrakénich ¢inidel. Jednim =z nejucinnéjSich je N,N,N.N'-
tetraoktyldiglykolamid (TODGA).

V nasi praci jsme se pokusili spojit extrakéni schopnosti
[(1,2-C,BgH;1),-3,3'-Co]” aniontu (COSANu) a TODGY.
Piipravili jsme sérii novych sloudenin', vnichz jsou dvé
COSANové  jednotky  propojené amidickou  vazbou
s diglykolovou kyselinou (Obr. 1).

\
(0] N
N\
(0] \—QO
=8H, @ =CcH, ()=Co,

R =n-C4Hg, n-CgH47, n-C45Hp5, 1-CgHy-4-CHj3, CH,CgHs
Obr. 1.

U vsech takto pfipravenych derivatll byla testovana jejich
schopnost extrahovat lantanoidy a aktinoidy ze smési Stépnych
produkti. Mimo jiné bylo zjisténo, Ze vSechny vykazuji 100-
1000krat vyssi extrakéni U€innost nez synergické smési
TODGY a chlorovaného COSANu pfi stejnych koncentracich
obou skupin.

Tato price vznikla za podpory grantu GA CR 104/09/0668
a SURAO (Projekt 2007/006/Sumb a 2009/002/Su)
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ZDROJEM EQUOLU NEMUSI BYT JEN STREVNI
BAKTERIE: DUKAZ V ROSTLINNEM MATERIALU

PETRA LANKOVA', KHALED ABDULMANEA®,
ELENA A. PROKUDINA?, VACLAV ZELENY",
OLDRICH LAPCIK®

“YSCHT Praha, FPBT, 166 28 Praha 6; bCeskd zemédelska
univerzita v Praze, Fakulta agrobiologie, potravinovych a
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S-Equol je isoflavan vznikajici plisobenim stfevnich
bakterii na daidzein a formononetin — isoflavony, které se
vyskytuji ve vysokém mnozstvi v soje a dal$ich bobovitych
rostlinach. Vykazuje estrogenni aktivitu, jez je dokonce silnéjsi
nez u jeho prekurzord. Vysoka exkrece equolu ma za nasledek
snizeni rizika rakoviny prsu a projevi menopauzy spojené
s osteopordzou. Pfeména daidzeinu na equol vSak probiha
pouze u 30-50 % lidské populace. Dosud nebyl publikovan
vyskyt equolu v rostlinach.

HO\@OJ [ j
0,
OH

Apiaceae (mifikovité) je pocetna rostlinnd celed
zahrnujici vice nez 2800 druht, z nichz nékteré se pro vyrazné
aroma péstuji jako kofeni, napf. kmin (Carum) a fenykl
(Foeniculum), nebo jako kofenova zelenina, napf. mrkev
(Daucus) a petrzel (Petroselinum), jiné nasly uplatnéni jako
1é¢ivky.

Listy pastinaku seté¢ho (Pastinaca sativa) a semena kminu
kotenného (Carum carvi) byly lyofilizovany, rozemlety a ex-
trahovany smési methanol — voda 70:30. Extrakty byly
frakcionovany semipreparativni HPLC na reverzni fazi a poté
analyzovany metodami ELISA specifickymi pro daidzein,
genistein, biochanin A a equol a jejich derivaty v polohach 7
ad’.

V obou rostlinaich byly zaznamenany frakce, jejichz
imunochemické chrakteristiky a retenéni Casy odpovidaly
standardim daidzeinu, sissotrinu, genisteinu, formononetinu,
biochaninu A, prunetinu a také equolu.

V soucasnosti probiha ovéfovani imunochemickych dat
metodou HPLC-MS.

S-equol

Tato prace vznikla za podpory grantu GACR 525/09/0994
a MSM 6046137305.
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TOWARD AN ASYMMETRIC TOTAL SYNTHESIS
OF 5-, 8-, 12- AND 15-F,-ISOPROSTANES

TANJA LAU*, ULLRICH JAHN

Institute of Organic Chemistry and Biochemistry AS CR v. v. i.,
Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
Lau@uochb.cas.cz

Isoprostanes are correlated with human diseases, such as
atherosclerosis, pulmonary, and cardiovascular diseases, as well
as Alzheimer’s syndrom and other neuronal disorders. Today
they are considered to be the gold standard for monitoring
oxidative stress and pathophysiological conditions in humans in
vivo'.

Since isoprostanes are produced from arachidonic acid via
autoxidative pathways, they form a broad spectrum of isomers
in vivo. Thus they cannot be isolated conveniently from
biological material. Therefore regio- and stereoselective total
synthesis is required to provide sufficient quantities of
isomerically pure material for medical research and diagnostic
applications.
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We present new results on the development of a unified
strategy toward the asymmetric synthesis of 15-F,-Isoprostane
as well as on the approach to modular asymmetric syntheses of
5-, 8- and 12-F,-Isoprostane.
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SYNTEZA A VLASTNOSTI (p-FENYLEN)ETHYNYL-
ENOVYCH OLIGOMERU SUBSTITOVANYCH
TETRATHIOFULVALENOVYMI NEBO PYRENOVYMI
JEDNOTKAMI

SARKA ;IPNICKA, MARTIN BELOHRADSKY,
LUBOMIR POSPISIL, IVO STARY*

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

Samoskladba organizovanych souborti molekul patii
k hlavnim vyzvam soucasné nanovédy a je perspektivni
metodou pro pfipravu nanomaterialii a nanozatizeni.
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samoskladbé vodivych systému byl navrzen jednoduchy model
vyuzivajici  donor-akceptornich  interakci  postrannich
elektronové bohatych a elektronové chudych jednotek
ptipojenych k m konjugovanému fetézci. Hlavni pozornost byla
zaméfena na pripravu oligo-p-fenylenethynylenovych vodic¢u
(pOPE) substituovanych tetrathiafulvalenovymi (TTF) nebo
pyrenovymi jednotkami. Pfiprava modelovych oligomera byla
zaloZena na metodice vyuZivajici palladiem katalyzované
,cross-coupling” reakce. Hrebinkové oligomery (pOPE) byly
pripraveny v dobrych vytéZcich a charakterizoviany
spektroskopickymi metodami. Budou rovnéz diskutovany
vysledky ziskané z méfeni UV-Vis, fluorescencnich spekter
a elektrochemickych studii modelovych oligomerd.

fiodporovdno FP7 (FUNMOL, reg. ¢ FP7-213382), GA AV
CR (reg. & IAA400550919) a GA CR (reg. ¢ P207/10/2214).
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2-O-GLYCOSYLATION OF N-UNSUBSTITUTED
4-HYDROXYQUINOLIN-2(1H)-ONES

ROMAN KIMMEL?, ALENA NEMCOVA?, ZUZANA
MACKOVA®, ANTONIN LYCKA®, MAREK NECAS®,
MICHAL ROUCHAL?, ROBERT VICHA? STANISLAV
KAFKA®?

“Faculty of Technology, Tomas Bata University, 62 72 Zlin;
bResearch Institute for Organic Syntheses, 532 18 Pardubice 20;
“Faculty of Science, Masaryk University, 625 00 Brno
kimmel@ft.utb.cz; kafka@ft.uth.cz; antonin.lycka@vuos.com

Some saccharide derivatives of quinolin-2(1H)-one were
isolated from natural sources. An example is zeanoside B,
which was isolated from corn kernels'. Various synthetic
compounds of this class possess interesting biological
activities; e.g., some 4-glycosyloxy-1-methylquinolin-2(1H)-
-ones have shown anti-allergic activity”. Recently, we
identified a method of the selective synthesis of 4-(B-D-
glucopyranosyloxy)quinolin-2(1H)-ones by glycosylation of N-
-unsubstituted 4-hydroxyquinolin-2(1H)-ones".

Herein we report our actual study of glycosylation of N-
unsubstituted 4-hydroxyquinolin-2(1H)-ones in other positions.
Hydroxyl group of these compounds was protected by
acetylation using acetic anhydride in pyridine and the 4-O-
-acetyl derivatives were treated with 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-
-D-glucopyranosyl bromide and silver(I) oxide in acetonitrile.

The  reaction  furnished  2-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-
glucopyranosyloxy)quinolin-4-yl acetates | in satisfactory
yields.
R, OAc 1
‘\\ R
= —
N o R! = alkyl, aryl
wOAc
jjj\ R? = H, 6-OMe, 7-OMe, 8-OMe
AcO
Y OAc
OAc

Structure | has been undoubtedly confirmed by *N NMR
experiments. "N chemical shifts in | were about -140 ppm
corresponding to -N= fragment (in N-derivatives, '°N chemical
shifts could be expected to be about -230 to -270 ppm). No
alternative  products, e.g.  4-acetoxy-1-(tetra-O-acetyl-D-
-glucopyranosyl)quinolin-2(1H)-ones, were observed.

This study was supported by the internal grant of TBU in Zlin
No. IGA/18/FT/10/A funded from the resources of specific
university research.
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STUDIUM ANTIFUNGALNI AKTIVITY ISOMERNICH
N-FENYL-2,X-DIHYDROXYTHIOBENZAMIDU

PAVEL SKALA® MILOS MACHACEK®, MARCELA
VEJSOVAP, LENKA KUBICOVA®

“Univerzita Karlova, FarmF, KAOCH, 500 05 Hradec Krdlové,
bUniverzita Karlova, FarmF, KBLV, 500 05 Hradec Kralové,
“University of Leipzig, Faculty of Biosciences, Pharmacy and
Psychology, Institute of Pharmacy, D-04103 Leipzig
machacek@faf.cuni.cz

Antifungélni aktivita 2,4-dihydroxythiobenzanilidi byla
zjisténa koncem 90. let minulého stoleti polskymi autory'.
Zajimalo nas, jaky vliv na ni bude mit pfesunuti 2. hydroxylové
skupiny do jinych poloh thiosalicylu®.

Cilové latky byly pfipraveny z odpovidajicich dihydroxy-
benzanilidu jejich thionaci v pyridinu a naslednou hydrolyzou
pyridinium-3-fenyl-2,4-dithioxo-3,4-dihydro-1,3,2A°-benzox-
azafosfinin-2-thiolatu (Schéma 1).

o A s AN
IR IR
A N P4S40/ py X N
OH MW o N
N
|

=

H,O / HCI/ CHClg
reflux o _ H

Schéma 1.

Antifungalni aktivita vychozich latek a produkti byla
testovana na 8 druzich hub potencidlné¢ patogennich pro
Cloveka: Candida albicans, C. tropicalis, C. krusei, C.
glabrata, Trichosporon asahii, Aspergillus fumigatus, Absidia
corymbifera a Trichophyton mentagrophytes.

Ze srovnani minimalnich inhibi¢nich koncentraci
isomernich dihydroxybenzanilidi vyplyva, ze vyznamnéjsi
antifungalni aktivitu vykazuji 2,3- a 2,6-dihydroxyderivaty.
Aktivita 2,4-dihydroxyderivati byla méné vyznamna. Nahrada
kysliku amidové skupiny za siru v dihydroxythiobenzanilidech
se projevila riznym zptsobem. U 2,3-dihydroxyderivati
zustala aktivita zachovana nebo doslo k jejimu ristu. Oproti
tomu v pfipadé 2,6-dihydroxyderivatl nastal spise jeji pokles.
Prdace vznikla s podporou vyzkumnym zamérem MSM
0021620822.
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REDUCTION OF NITRO GROUP BY HYDRAZINE

MAREK MARTINEK, JIRI SROGL*

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

Jjsrogl@uochb.cas.cz

The reduction of nitro group by hydrazine catalyzed by
charcoal' has been investigated under continuous flow
conditions using ThalesNano X-Cube system. A variety of
nitroaromatic compounds has been reduced to amines in good
to excellent yields and scope and limitations of the present
protocol as well as the technical optimization of the flow
system has been explored.

] charcoal

NH,NH,

]

Ar-NH,

flow reactor

Scheme 1

The work was supported by the Czech Academy of Sciences
(240550506, M200550907).
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DIAZIRINYLIDEN — CYKLICKY CN » KARBEN

TOMAS MARTINU*, STANISLAV BOHM, EVA
HANZLOVA, VACLAV CMOLIK

Ustav organické chemie, Vysokd §kola chemicko-technologickd
v Praze, Technickd 5, 166 28 Praha 6
martinut@vscht.cz

3-Brom-3-karbalkoxydiaziriny (I) jsou chemicky i geo-
metricky orthogonalnimi zdroji dvou riznych karbent (Schéma
1). Zatimco fotolytickou nebo termolytickou denitrogenaci |
vznikaji brom(karbalkoxy)karbeny (I1)', reakce | s alkoxidy ve
smyslu acylové nukleofilni substituce poskytuje diazirinyliden
(D% Pii vzniku piislusného karbonatu 1V  odstupuje
3-bromdiazirinylovy aniont (V), ktery je podle DFT vypocta
snadno disociujicim komplexem karbenu Il a bromidového
iontu. Analogické procesy jsou znamé u o-fluordihalokarbo-
nylovych slougenin poskytujicich prislusné fluorhalokarbeny’.

Karben Il za ptitomnosti alkoholii poskytuje adi¢né-
inser¢ni produkty, dialkoxymethany (VI). Pfi reakci v N,N-di-
methylformamidu rovnéz vznikd alkoxy(dimethylamino)met-
han (VII) a oxid uhelnaty.

Karben 11l je poslednim experimentalné¢ dosud nepo-
psanym reaktivnim intermediatem CN,. Zakladni elektronicky
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stav 111 je singlet, na rozdil od tripletd kyanonitrenu (NCN) a
diazomethylenu (CNN)*. Predikovany vysoky ionizaéni poten-
cial a elektronova afinita® ukazuji, ze klasifikace 111 jako
N-heterocyklického karbenu je pouze formalni — svymi vlast-
nostmi je |11 blizky karbenim CF, a CFCI.

€]
)OK/ wia Qg RO Br X
Br =——— ROJKA-“ A
RO™ ™ =Ny Ny - (RORCOIV N/:\N -Br® NﬁN
I | v
4\ 7
2ROH 07 N RoH
ROTOR T RO N * CO
T2 -N2 \
Vi Vil
Schéma 1

Tato prdce vznikla za podpory Vyzkumného centra LC06070
MSMT CR.
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SYNTEZA PETI- A SESTICLENNYCH LAKTAMU
JAKO ANALOG LAKTONU S CYTOSTATICKOU
AKTIVITOU

ELISKA MATOUSOVA, ONDREJ KRENK, MILAN
POUR

Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceuticka
fakulta UK, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové
matoe2aa@faf.cuni.cz

V ptirodé se vyskytujici pentenolidy s exocyklickou dvoj-
nou vazbou v poloze 4, gelastatiny A a B (1), vykazuji zaji-
mavou aktivitu vici gelatinase A, enzymu ucastniciho se mj.
pronikani nadorovych bunék do tkand a metastazovani'.

Pii pfipravé derivath gelastatinu se ukazalo, ze tyto
laktony nejsou piili§ stabilni®. Zejména p-substituované
v-alkylidenpentenolidy jsou ale cytostaticky velmi w¢inné.
Proto jsme se zaméfili na pfipravu laktamu (2) s cilem zvysit
stabilitu téchto latek a zjistit vliv této strukturni obmény na
biologickou aktivitu.

Podobny piistup aplikujeme na piipravu dusikatych
analog péticlennych laktoni (3). Butenolidy odvozené
od struktury ~ antimykoticky =~ aktivni  pfirodni  latky
inkrustoporinu byly jiz dfive pfipraveny v nasi vyzkumné
skuping a vyznacuji se dobrou antifungalni aktivitou®. U t&chto
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latek by méla vhodna substituce na laktamovém dusiku zvysit

jejich rozpustnost ve vod¢é a tim umoznit vhodné&jsi zpisob
podani do organismu.

oz

Schéma 1

Prace vznikla za podpory Grantové agentury CR (projekt

¢ 120/50/105002) a Ministerstva skolstvi CR (projekt

¢ IM0508).
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DETEKCE ISOFLAVONOIDU V CELEDI
AMARYLLIDACEAE

PETRA MIKSATKOVA, PETRA LANKOVA, ELENA A.
PROKUDINA, OLDRICH LAPCIiK

Ustav chemie prirodnich ldtek, Vysokd Skola chemicko-
technologicka v Praze, Technickad 5, 166 28 Praha 6
petra.miksatkova@vscht.cz

Isoflavonoidy  (3-fenylchromony) se od ostatnich
flavonoidt odliSuji pozici kruhu B. Jedna se o charakteristické
metabolity ¢eledi Fabaceae, avSak byly detegovany v nejméné
Sedesati dalich Geledich'. Mnohé isoflavonoidy vykazuji
dulezit¢ farmakologické vlastnosti, napf. antibakterialni,

~~~~~

estrogenng aktivni®>.

Celed Amaryllidaceae  (amarylkovité) patii mezi
jednodélozné rostliny. Hlavnimi obsahovymi latkami jsou
specifické alkaloidy, napf. cytotoxicky lycorin a inhibitor

acetylcholinesterasy ~ galanthamin,  pouZzivany v terapii
neurodegenerativnich onemocnéni, predevsim pri
Alzheimerové chorob&®. Flavonoidy byly vtéto &eledi

studovany pouze sporadicky a pfitomnost isoflavonoidii zatim
nebyla prokazana.

Analyzovali  jsme  nasledujici  zastupce  Celedi
Amaryllidaceae: Amaryllis  hippeastrum (cibule), Clivia
miniata (list a koten), Crinum asiaticum (list) a Narcissus
pseudonarcissus (cibule a list). Lyofilizované vzorky rostlin
byly extrahovany 70% etanolem. Po jeho odpafeni byly
odparky rozpustény ve 40% methanolu a analyzovany dvéma
analytickymi postupy: a) HPLC-ESI-MS a b) ELISA
technikami po frakcionaci extraktu semipreaparativni HPLC
(HPLC-ELISA).
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Obéma postupy byla ve vzorcich prokazana pifitomnost
isoflavonoidii  daidzinu, daidzeinu, genistinu, genisteinu
a biochaninu A. ELISA technikami byly nadto detegovany
imunoreaktivni frakce, jejichz retenéni ¢as a imunochemicka
reaktivita odpovidaly formononetinu, isoformononetinu
a prunetinu.

Tato prace vznikla za podpory grantu MSMT CR 6046137305
a GACR 525/09/0994.
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PREDIKCE SPEKTRALNICH VLASTNOSTI
SACHARIDU S VYUZITiM HYBRIDNICH QM/MM
VYPOCTU

IVAN RAICH*, VIT NOVAK

Ustav chemie prirodnich ldtek, Vysoka $kola chemicko-
-technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6
Ivan.Raich@yvscht.cz.

Je znamo, ze rozpoustédlo ovlivituje prostorové usporadani
rozpusténych latek a ovliviiuje i spektralni vlastnosti. Ovéfili
vypoltech podstatnym zplsobem rozhoduje o kvalité shody
vypoctenych a experimentalnich dat. Vypocetni studie pouziva
hybridni QM/MM model ONIOM v Gaussianu 09W k zahrnuti
explicitnich ~ molekul  rozpoustédla do  geometrickych
optimalizaci a vypoétd IC a NMR spektrélnich vlastnosti
studovanych sacharidi. Byly testovany rtzné kombinace
ONIOM vrstev a rtizné teoretické urovné v nich.

Vychozi pocet molekul rozpoustédla a jejich presné pozice
jsou zjistovany pomoci molekulové dynamiky. Byla
vypracovana metodika pro konstrukci rozpoustédlovych boxt
plnénych prakticky libovolnym rozpoustédlem véetné jejich
smesi v libovolném slozeni a jejich naslednou ekvilibraci
i vnofeni studované molekuly.

Vypoétené vlnoéty i vibraéni frekvence vIC spektrech
a chemické posuny a spin-spinové interakce v NMR spektrech
jsou  kvalitativné a  kvantitativné  porovnavany  jak

CPCM solvata¢nim modelem v Gaussianu 09W.

Tato price vznikla za podpory grantu MSMT CR
MSM6046137305.
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pH SENZITIVNI FOTOSENZITIZERY

VERONIKA NOVAKOVA, PETR ZIMCIK

Katedra farmaceutické chemie a kontroly léciv, Farmaceutickd
fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova v Praze
veronika.novakova@faf.cuni.cz

Fotodynamicka terapie je moderni terapie predevsim
nadorovych  onemocnéni  zalozend na  soudinnosti
fotosenzitizéru, svétla a kysliku. U fotosenzitzéru je dilezity
vysoky kvantovy vytézek singletového kysliku (®,) a pfipadné
i fluorescence (®f) k detekci nadorG. Tyto vlastnosti lze u
azaftalocyanini (AzaPc) snadno ovlivnit periferni substituci.
AzaPc nesouci substituenty vazané pies kyslik ¢i siru maji
pomérné vysoké @ a @,. Je-1i viak na periferii alespon jedna
amino skupina, dochdzi ktzv. intramolekuldrnimu pfenosu
naboje (ICT) a tim ke zhaseni excitovaného stavu AzaPc!, @y a
®, se blizi nule. Protonizaci tohoto dusiku se hodnoty
kvantovych vytézki zvysi o dva fady’. Tohoto efektu by se
dalo vyuzit v terapii nddort, kde je pH casto niz§i nez
fyziologické. Fotosenzitizér by se tak aktivoval az v misté
ucinku a zvysil by vyrazné selektivitu terapie.

Pripravili jsme sérii nesymetrickych AzaPc nesouci
substituenty umoziujici ICT (viz Schéma, 1-5) a kontrolni
AzaPc bez ICT (6). Slouceniny 1-6 jsme inkorporovali do
liposomt a studovali vliv pH na jejich fotofyzikalni vlastnosti
(viz Graf). Stanovili jsme jejich pK,, dale pak ®p, @,
v neutralni a protonizované formé.
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Schéma. Seznam ptipravenych sloucenin
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Obr. 1. Zavislost intenzity fluorescence na pH (1m, 20, 6 A)

Tato prace vznikla za podpory granti GA UK 57810/2010
a SVV-2010-261-001.
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BISUBSTITUOVANE DERIVATY
1,10-FENANTHROLINU

ZDENA NOVAKOVA?, JANA JAHODOVA?, PAVEL
DRASAR?, ERKKI KOLEHMAINEN®

“YSCHT Praha, Ustav chemie prirodnich latek, Technicka 5,
CZ-166 28 Praha 6; "Department of Chemistry, University of
Jyvdskyld, FI-40014, Jyvdskyldn Yliopisto
zdena.novakova@vscht.cz

1,10-Fenathrolin je ¢asto vyuzivan v analytické a supra-
molekularni chemii', jeho derivaty mohou nalézt uplatnéni m.j.
jako molekularni prepinage’. Diky volnym elektoronovym
parim na dusikovych atomech mize tvofit komplexy s kovy.

Spojeni této fluorescentni molekuly s amfifilnimi
zlu€ovymi kyselinami by mohlo do budoucna umoznit
inkorporaci do membranovych liposomt.

Cilem prace je syntetizovat 5,6-diaminofenathrolin I
a také diol II, pfipravit jejich vhodné bisubstituované derivaty
se Zlu¢ovymi kyselinami. Tyto latky a jejich kovové komplexy
jsou dale charakterizovany a testovany na mozné zajimavé
fyzikalni vlastnosti’.

"] ~ ]
Na NH, Naw oH
N ‘ NH, NZ~ ‘ OH
N I e I
Tato  prace  vznikla  za  podpory  NATO  grant

CBP.EAP.CLG.982972, MSMT MSM6046137305, GA CR
P304/10/1951, 2B06024 (SUPRAFYT), MSMT no. 21/2010 a
CIMO Research Grant.
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DERIVATY ESTERU CHOLESTEROLU/TERPENU
JAKO NOVA POTENCIALNI ANTITUBERKULOTIKA
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Navrat tuberkulézy a dalSich infekénich onemocnéni
predstavuje zavazny celosvétovy problém. Nové derivaty
esteru cholesterolu a kyseliny 6-bromhexanové substituované
dusikatymi bazemi (pyridin, 4-methylpyridin, 3,4-lutidin
a isochinolin) pfedstavuji skupinu latek se slibnymi
biologickymi uc¢inky. U piipravenych sloucenin byla in vitro
testovana jejich biologicka aktivita proti Mycobacterium
tuberculosis (My 331/88), M. avium (My 330/88), M. kansasii
My 235/80) a kmenu M. kansasii (6 509/96), ktery byl
izolovan od pacienta z okresu Karvina.

Price navazuje na vyzkum Adamce', ktery se zabyval
komplexnimi derivaty obsahujicimi estron. Ve spojeni
s biologickou aktivitou se u téchto sloucenin uvazuje o a)
naboji na dusikovém atomu, b) hydrofobni steroidni jednotce,
kterda muze interagovat s bunéénymi membranami, c) délce
alkylového fetézce. Nasim cilem bylo pfipravit derivaty, které
misto estronu obsahuji cholesterol a terpeny a zjistit, zda pravé
steroidni jednotka je zodpovédna za biologickou aktivitu nebo
zda je mozna jeji nahrada za jinou lipofilni jednotku.

Predpokladame, ze diky tomu, Zze se jedna o kvartérni
amoniové soli, je biologicka aktivita téchto sloucenin obecna,
vyvoland lipofilnim substituentem vazanym na kvartérnim
amoniovém dusiku.

Tato prace vznikla s podporou GAUK, grantu ¢islo
11809/2009/B-CH/FAF, vyzkumného zaméru MSMT CR (MSM
0021620822) a grantu Specifického vysokoSkolského vyzkumu
(SVV-2010-261-001).
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VAZEBNY MOD ALKALOIDU PALMATINU
V KOMPLEXU S OLIGONUKLEOTIDEM
d(GGAATTGCG).d(CGCAATTCC)

JAN NOVOTNY, RADOVAN FIALA, ZDENEK KRiZ,
RADEK MAREK*

Narodni centrum pro vyzkum biomolekul, Masarykova
univerzita, Kamenice 5/44, 625 00 Brno
giovannin@seznam.cz, rmarek@chemi.muni.cz

Schopnost  protoberberinového alkaloidu palmatinu
interagovat s DNA je povazovana za zasadni mechanismus
jeho plisobeni v bunéénych systémech. Podrobnéjsi strukturni
aspekty této vazby viak nejsou dosud presné znamy'.

Tato prace predstavuje dalsi krok vyzkumu vazebného
modu a sekvenéni selektivity palmatinu v komplexu
s nepalindromickym DNA nonamerem za pouziti NOE a 'H-'"H
korelaéni  spektroskopie’.  Vysledky jsou  porovnany
s molekuldrné dynamickymi simulacemi palmatinu umisténého
v malém zlabku studovaného oligonukleotiodu. NMR studie je
doplnéna termodynamickymi daty ziskanymi z isotermalni
kalorimetrické titrace.
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Tato prdce byla podporena granty MSMT (MSM0021622413
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PRIPRAVA FLUOROVANYCH L{&TEK POMOCI
FLUORMETHYLENBISFOSFONATU

STANISLAYV OPEKAR, PETR BEIER*

Ustav organické chemie a biochemie, Akademie ved Ceské
republiky, Flemingovo namésti 2, 166 10 Praha
beier@uochb.cas.cz

Sougasné metody piipravy' a-fluor-a-alkylovanych
bisfosfonatti 2 nejsou pfili§ efektivni. Témto metodam schazi
predevsim lepsi dostupnost vychozich latek, vyssi vytézky,
nebo krat$i reakéni sekvence. Dale a-fluor-a-alkylované
bisfosfonové kyseliny 3 vykazuji podobnou biologickou
aktivitu jako o-hydroxy-o-alkylované bisfosfonové kyseliny,
které jsou v soucasné dob¢ pouzivana léCiva proti osteopordze
a jinym podobnym onemocn&nim®.

Vyvinuli jsme novou metodiku pro piipravu o-fluor-o-
alkylovanych bisfosfonati 2 z fluormethylenbisfosfonatu 1
a alkylhalogenidl. Tento postup je jednoduSe uskutecnitelna
reakce, ktera se odehrava za mirnych podminek (slabd baze
a laboratorni teplota). Hydrolyzou bisfosfonatii 2 se daji ziskat
biologicky aktivni bisfosfonové kyseliny 3. Stépeni vazby
uhlik-fosfor vychoziho bisfosfonatu 2 pomoci etoxidu
hotec¢natého predstavuje novy pfistup k o-fluor-fosfonatim 4
(Schéma 1).

HO-P_ _P-OH
.. / \
i =
EtO-P (IEOE’( i Eo-P |g0Et/YHOR a
- - - - 3
\ —_— \
BS | Okt O S OBt i
F R F C
R. _P-OFEt
\
1 2 \F( OFEt

4
Schéma 1. i) RX, Cs,CO;, DMF, 25 °C; ii) 1. TMSBr, 50 °C, 2. H,0,
25 °C; iii) (EtO),Mg, EtOH, 100-150 °C.

Tato prace vznikla za podpory grantu GACR 203/08/P310 a
vyzkumného planu AV CR (AVZ40550506).
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NOVA TRISLOZKOVA CYKLIZACE: VLIV
STRUKTURY DIAMINU A CYKLICKEHO KETONU
NA STEREOSELEKTIVITU CYKLIZACE

Jll'zj PALECEK, BOHUMIL DOLENSKY, JAROSLAV
KVICALA, OLDRICH PALETA*

Ustav organické chemie, Vysokd $kola chemicko-
technologicka, Technicka 5, 166 28 Praha 6
oldrich.paleta@vscht.cz

Uvedena cyklizace' v paivodni verzi, kterou jsme objevili,
probihd mezi 2-aminobenzylaminem (1), ketonem nebo alde-
hydem (3) a 3,3,3-trifluor-2-oxopropanoatem (4). Jako hlavni
produkt cyklizace vznikaji pyrrolochinazoliny (5), jez jsou
blizkymi analogy alkaloidu vasicinu (peganinu)™.

V této praci jsme zjistovali, zda cyklizace probiha rov-
néz s alifatickymi diaminy 2. Ukazalo se, ze produkty 6 vzni-
kaji v rizném vytézku v zavislosti na délce fetézce diaminu,
avsak zpravidla s horsi diastereoselektivitou.

NH,
Cr 5
NH, 0_CF,
1 RY\R1
+ Y + °
3 OCH,
NH,
r 4
(CH,)n
N—NH, 6
2

1
Hr? R HRZ R H
N ok, I CF, CF,
3 (CH)n N OH
N OH NZ_N OH
o)
5 o ¢ © 7

Diastereoselektivitu cyklizace lze rovnéz ovlivnit veli-
kosti kruhu cyklického ketonu, kdy obecnymi produkty jsou
struktury typu 7. Niz8i cykloalkanony jsou anelovany vyhrad-
né syn-ptipojenim, zatimco vys$$i ketony mohou byt pfipojeny
anti-anelaci.

Vyzkum byl podporovan grantem MSMT CR MSM6046137601.
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OXIDACE S!JBSTITUOVANY(;H IMIDAZOLIDIN-4-
-ONU: NOVA ALTERNATIVNI PRIPRAVA
4,5-DIHYDRO-1H-IMIDAZOL-5-ONU

ILLIA PANOV, PAVEL DRABINA, MILOS SEDLAK

Ustav organické chemie a technologie, FCHT, Univerzita
Pardubice, Studentska 573, 532 10 Pardubice
illia.panov@student.upce.cz

Rada substituovanych 4,5-dihydro-1H-imidazol-5-ont
patii mezi dosud pouzivané selektivni a netoxické herbicidy.
Dalsi moznosti aplikace 4,5-dihydro-1H-imidazol-5-ont
spocivaji vjejich uplatnéni jako ligandi vytvaiejicich
koordinac¢ni slouceniny s vybranymi ionty kovi.

Reakci aldehydti (pentanal, benzaldehyd, 4-methoxy-
benzaldehyd, 4-nitrobenzaldehyd, salicylaldehyd, pyridin-2-
karbaldehyd) s 1-aminocyklopentankarboxamidem byly
pfipraveny substituované imidazolidin-4-ony la—f (a: R =
CH3(CH2)3, b: R = C6H5; c: R = 4-CH3OC6H4; d: R = 4-
NO,C¢Hy; e: R = 2-HOC¢Hy; f: R = 2-pyridyl) ve vytézcich
53-83 %. Naslednou oxidaci pfi pouziti rozdilnych ¢inidel byly
pfipraveny odpovidajici 4,5-dihydro-1H-imidazol-5-ony 2a—f:
Pd/C (72-93 %), DDQ (25-80 %) a MnO, (30-77 %).
Struktura pfipravenych sloucenin la—f a 2a—f byla ovéfena
pomoci 'H a *C NMR spektroskopie, EI-MS a elementarni
analyzy. Rentgenostrukturni analyza byla provedena u latek le
a2e.

e
0 H,N methanol, H', reflux N~
R—< + HyN —_— R—<
N
H o H
N o Ho o
R < oxidace N /
— - R
N :\N
H

1, 2a-f a:R= CH3(CH2)3, b:R = C(,HS; c:R= 4-CH30C6H4;
d: R =4-NO,C4¢Hy; e: R =2-HOC4Hy; f: R = 2-pyridyl

Tato prdce vznikla za podpory vyzkumného zaméru MSMT CR
¢ 0002 162 7501 a projektu IGA SGFCHT 02 UPa.
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VYPOCETNI"STUDIE MIKROHYDRATACE
KOMPLEXNICH KATIONTU VZNIKAJICICH PRI
HMOTNOSTNi SPEKTROSKOPII

JANA PATEROVA, JAN HEYDA, PAVEL JUNGWIRTH

Ustav organické chemie a biochemie, Akademie ved Ceské
republiky, Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
Jana.Paterova@uochb.cas.cz
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Soli pfitomné ve vodnych roztocich vyznamné ovliviluji
rozpustnost a chovani ostatnich molekul'. Proto je studium
jejich hydratace kliové pro lepsi porozuméni dé&jim v zivych
organismech. Hofe¢naty kation patii mezi makroprvky
lidského organismu a zaroven se ve zna¢nych koncentracich
vyskytuje i v motské vodé. Acetatovy anion vznikd jako
produkt metabolismu fady mikroorganismtl.

Z hmotnostné¢ spektoskopického studia mikrohydratace
iontl, které vznikaji pouzitim elektrospreje  octanu
hotecnatého, 1ze usuzovat na chovani téchto ionta ve vodnych
roztocich®. Zatimco o hofeénatém kationtu je znamo, Ze se ve
vodnych roztocich koordina¢né vaze se 6 molekulami vody,
u dal§ich vznikajicich iont (CH;COOMg", (CH;C00);Mg,")
neni zpusob a sila hydratace doposud probadana.

Pomoci ab initio vypocetnich metod jsme modelovali
mikrohydrataci vySe uvedenych hotfe¢natych kationtl. Nasim
cilem bylo zjistit, zda zistava acetatovy ligand bidentatni i pfi
vzristajicim poctu koordinovanych vod (n = 0 — 6), nebo se
jeho dentacita snizuje. V neposledni fadé jsme studovali
vazebnou energii nejslabéji vdzané molekuly vody kjiz
¢astecn¢ hydratovanému hofecnatému kationtu, na jejimz
zakladé¢ je mozné kvantifikovat jeho relativni zastoupeni
v hmotnostnim spektru.

.

" | . 3 o 9 v
@ I @ @ of

Schéma 1. CH;COOMg" hydratovany 1 resp. 2 molekulami vody

Tato prdce vznikla za podpory GA CR (grant ¢ 203/08/0114)
a MSMT CR (grant LC 512).
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PREDBEZNA KINETICKA STUDIE PRESMYKU
ESTERU SALICYLANILIDU

KAREL PAUK®, ALES IMRAMOVSKY*, VLADIMIR
PEJCHAL?, JIRi HANUSEK®

*Ustav organické chemie a technologie, Fakulta chemicko
technologicka, Univerzita Pardubice, 532 10 Pardubice
Karel Pauk@seznam.cz

2-Hydroxy-N-[1-(2-hydroxyfenylamino)-1-oxoalkan-2-
yl]benzamidy Il jsou originalni organické latky obsahujici dvé
amidické skupiny. Tyto latky mohou slouzit jako potencialni
antimikrobialni 1éCiva proti kmeniim tuberkuldzy, jako je
Mpycobacterium tuberculosis (M. tbc) a nékterym jinym, jako
jsou napt. M. avium nebo M. kansasii.

1107



Chem. Listy 104, 1065-1133 (2010).

Substituované salicylanilidy 1 byly esterifikovany
N-chranénymi  amino  kyselinami'.  Pkipraveny  byly
odpovidajici estery, jejichz deprotekce byla provedena

roztokem 33% HBr v AcOH za vzniku odpovidajiciho
hydrobromidu Il. Pfi snaze o uvolnéni aminoskupiny pomoci
baze doslo k neocekavanému piesmyku a vznikal hydroxy-N-
(fenylamino)-oxoalkylbenzamid (diamid) 111 (Schéma 1)

Pro zjisténi mechanismu této pozoruhodné reakce byly
syntetizovany hydrobromidy s riznymi Hammettovskymi R*
substituenty, pfiGemz R! a pfislu§na aminokyselina zistavaly
stejné. Ze ziskanych kinetickych kiivek byly zjistény
pozorované rychlostni konstanty, které byly vynaseny do grafu.
Pii vySetirovani prub¢hu piesmyku byla izolovana a iden-
tifikovana (NMR a RTG) dehydratovanad forma reakéniho
intermediatu, ktera vedla k navrhu mechanismu presmyku'.

Rychlost presmyku v zavislosti na R’ substituentech
a predbézné vysledky kinetické studie budou soudasti

prezentace.
o GRZ

9 o R

O L b
1@\)J\NH . o Presmyk g1 NH @»RZ

R - — )

OH O)\( OH
3
i

NH;
I Il
Schéma 1. Syntéza diamidu

R|
HO/@
2
Y
Ry O

%
Schéma 2. Intermediat vznikajici pfi pfesmyku

Autori  dékuji za ﬁnvancvni podporu Ministerstva Skolstvi,
mladeze telovychovy Ceské republiky (Projekt MSM 002 162
7501 a Projekt SGFChT 02 UPa).
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SYNTEZA MONOSUBSTITUOVANYQH D,ERIVATfl
B-CYKLODEXTRINU PRO MEDICINALNI APLIKACE

MARTIN POPR, JINDRICH JINDRICH

Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédecka fakulta
Univerzity Karlovy v Praze, Praha
Xpoprm(@seznam.cz

Cyklodextriny' jsou cyklické oligosacharidy slozené z
D-glukopyranosovych jednotek, které jsou spojené do kruhu
pomoci a(1—4) glykosidickych vazeb.

Tato prace se zabyva syntézou série derivatd
B-cyklodextrinu, které jsou potencialné vyuzitelné pro
konstrukci kontrastnich latek MRI nové generace. Zakladni
skelet B-CD je nejprve selektivné persubstituovan v polohach 6
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a vybaven azidovymi skupinami’. V dalgich krocich je per-6-
-azido-B-CD  monosubstituovan na sekundarnim okraji
makrocyklu. Jako vhodna ¢inidla pro derivatizaci byly vybrany
(E)-cinnamylbromid a propargylbromid. Monosubstituéni
reakce poskytuje vzdy dva regioisomery se substituentem
v poloze 2-0- a 3-O-. Tyto se podafilo po nasledné
peracetylaci zbylych hydroxylovych skupin, od sebe uspésné
separovat pomoci sloupcové chromatografie. Derivaty s
cinnamylovou skupinou byly nasledné oxidativné pfevedeny na
2-0-, 3-O-formylmethyl- a 3'-O-karboxymethyl-derivaty.
Déle byla ovéfena moznost spojeni derivatu obsahujiciho
aldehydovou funkci s vhodnym substratem pomoci reduktivni
aminace.

R2 Ri R1= *%*N:N*:N—
\ Q
° o)
O/ OR /g/\/
o| R2= /5/7:0
O
ZI-O- 3I_O_ E)K

,EiH
Schéma 1. Cilova série derivati B-cyklodextrinu a vybaveni funk¢énimi
skupinami
Tato prdace je MSMT  CR
MSM0021620857.

podporovana  grantem

LITERATURA

1. Szejtli J.: Chem. Rev. 98, 1743 (1998).

2. Ashton P. R., Kéniger R., Stoddart J. F.: J. Org. Chem. 6/,
903 (1996).

01,3ECN1?; ZASADY VYVOJE SYNTHESY GENERICKE
LEKOVE SUBSTANCE

KAREL POSPISILIK, JINDRICH BELUSA

Teva Czech Industries s.r.o.,Ostravska 29,747 70 Opava
karel.pospisilik@tevapharm.cz

Synthesa 1ékové substance je synthesa konkrétni
organické slouceniny, kterd se stane komer¢nim produktem.
Vyvoj synthetického postupu tak musi respektovat legislativni
normy, kterymi se fidi ochrana dusevniho vlastnictvi i vyroba a
registrace 1ékovych substanci. Cilem chemické vyvojové studie
je nalézt postup synthesy, ktery nebude v konfliktu
s patentovymi naroky platnych patenti, poskytne produkt
splitujici pozadavky registra¢niho ifadu na kvalitu substance' a
jednotlivé reakce vedouci k intermediatim a finalni substanci
budou natolik prozkoumany, ze je mozny navrh technologie
ptipravy 1ékové substance reprodukovatelnym (validovatel-
nym) postupem.
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Po zadani tkolu je prvnim krokem chemické vyvojové
studie patentova reSerSe. VSechny patenty tykajici se 1ékové
substance musi byt nalezeny a roztfidény na patenty, které
narokuji:

e konkrétni organické slouceniny a jeji polymorfni
formy (latkovy,polymorfni patent);
syntheticky postup vedouci k 1ékové substanci
(procesni patenty);
ochranu 1ékové formulace (formulaéni patent) ;
aplikaci substance (aplikacni patent).

Na zakladé patentové studie se navrhne postup piipravy
1ékové substance, ktery mize byt bud’ kopii postupu popsaném
v zékladnim patentu, ktery chrani tuto substanci, nebo novy
postup ktery neni vkonfliktu spozdéji zvefejnénymi
procesnimi patenty. Prvni postup piipravy neni obvykle ten
nejvhodnéjsi, rovnéz vyvoj organické synthesy stale pokracuje
a tak je 10 — 15 let po zvefejnéni zakladniho patentu mozné
navrhnout a vyvinout efektivnéjsi syntheticky postup zalozeny
na aktualnim stavu synthetické organické chemie.

Po navrzeni synthetickych cest vedoucich k Iékové
substanci se ihned zacne s jejich laboratornim odzkouSenim a
vedle vlivu reakénich podminek na vytézek preparaci se od
zacatku  sleduje  téz  obsah  organickych  necistot
v intermediatech a finalni 1ékové substanci. Necistoty se
klasifikuji na neéistoty pochazejici z:

o vedlejsich reakci;

e zbytkd meziproduktl, rekénich Ccinidel, liganda
katalysatort;

e degradacnich pochodi.

Zvlastni pozornost se veénuje tvorbé enantiomerd,
geometrickych isomerd a genotoxickych necistot. Necistoty,
které se vl1ékové substanci a jejim prekursoru vyskytuji
s obsahem vys$im nez 0,1 % (rel.) je tfeba identifikovat a
nalézt zplsob eliminace téchto nedistot Cisténim vychozich
surovin,meziproduktd popt. lékové substance. Spolu se
studiem reakci vedoucich k meziproduktim a finalni 1ékové
substanci se t¢Z zkouma mechanismus tvorby necistot a jejich
pfemény. Vedle organickych necistot se musi ve finalni
substanci  sledovat obsah zbytkovych rozpoustédel a
anorganickych necistot (siranovy popel,obsah tézkych kovi).

Vyse uvedené zasady byly aplikovany na vyvoj synthesy
Midazolamu (IX). Synthetické cesty vychazi z halogenovaného
aminobenzofenonu (I), ktery se v prvné popsané cestd” prevede
reakci s ethylglycinatem na benzdiazepinon (II), jenz reakci
s dimorfolinochlorophosphoramidatem poskytne intermediat
(III) schopny reakce s diethyl acetamidomalonovou kyselinou.
Z ngj lze postavit imidazolovy kruh a ziskat karboxylovy
derivat Midazolamu, znéhoz dekarboxylaci se uvolni
Midazolam.Tato cesta zahrnuje vice stupnt a poskytuje nizky
vytézek.Vhodné&jsi se zdala byt druha popsana cesta pres
chlormethyldihydrochinazolin (V) k nitroaminoalkenu (VI),
ktery redukci poskytne amin (VII), isolovany jako
maleat.Cyklisaci aminu (VII) triethylorthoacetatem a oxidaci
obdrzeného imidazolinu (VIII) se ziska Midazolam (IX).
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Druhd cesta’® je technicky schiidngjsi,poskytuje vy3si
vytézek,vyzaduje levnéj§i suroviny, jejim problémem jsou
necistoty vzniklé hydrogenolysou pfi hydrogenaci a pii oxidaci
oxidem mangani€itym. Studiem a tGpravou reakénich podminek
téchto reakci bylo navrzeno feSeni, které umoznilo vyrobu
Midazolamu pozadované kvality.
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PRIPRAVA A VYUZITI DITHIENO|3,2-b:2",3"-d]-
FURANU PRO MOLEKULARNI ELEKTRONIKU

MICHAL POZNIK, VACLAV KOZMIK, JIRI SVOBODA

“Ustav organické chemie, VSCHT, Technicka 5, 166 28
Praha 6
Michal.Poznik@vscht.cz, Jiri.Svoboda@vscht.cz

Organické vodivé apolovodivé materidly nachazeji
vyuziti'? jako fotovoltaické &lanky, svétlo emitujici diody
(LED), tenkovrstvé transistory (OFET), molekularni ptepinace
atd. Jejich molekularni struktura je nejcastéji zalozena na
oligoacenech (tetracen, pentacen), derivatech thiofenu, oligo-
a polythiofenech a vyse kondenzovanych thiofenech. Nedavno
bylo zjisténo, ze v designu novych OFET se da vyuzit i deri-
vati furanu a thienofuranu’.

Cilem spolecného  cCesko-francouzského  projektu
Barrande je pfiprava a studium novych OFET na bazi
kondenzovanych derivati thienothiofenu a thienofuranu.
V jeho ramci jsme nékolikastupfiovym postupem syntetizovali
doposud v literatute nepopsany dithienofuran /.
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Reaktivita nového zékladniho heterocyklu / byla studovana
v elektrofilnich substituénich i metalacnich reakcich s cilem

vypracovat syntetické cesty a pfipravit nové slouceniny pro
studium jejich elektronickych vlastnosti.

Tento projekt byl financné podporovan Ministerstvem Skolstvi,
mladeze a telovychovy (projekt Barrande MEB 020945).
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PRIPRAVA A CHARAKTERIZACE HYDROGELU
NA BAZI MODIFIKOVANEHO HYALURONANU
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Hyaluronova kyselina (HA) je vysokomolekularni

glykosaminoglykan, ktery je nezbytnou soucasti extracelularni
matrix tkani Zivo&idnych organismd'. Vysoka rozpustnost ve
vod¢ a kratky biologicky polofas omezuje vyuziti nativni HA
pro ucely tkanového inzenyrstvi. Tyto problémy lze fesit
pripravou hydrogelii ze zesiténych derivatd HA% Jednim ze
zpisobu piipravy takovychto materialtl je zesiténi fenolickych
derivati HA®.
Cilem této prace byla syntéza tyraminem (Tyr) modikovaného
derivatu  HA slouziciho pro pfipravu hydrogeld. Prvnim
krokem syntézy byla oxidace primarni hydroxylové skupiny
v poloze 6 N-acetylglukosaminu na aldehyd. Ten reagoval
s aminoskupinou tyraminu za vzniku iminu, ktery byl
stabilizovan redukci na sekundarni amin. Syntéza byla
provedena ve vodném prostiedi bez izolace meziproduktd
(,one pot). Vznikly derivat byl podroben sitovaci reakei,
ktera byla katalyzovana kienovou peroxidaasu (HRP). Jako
iniciator reakce byl vyuzit H,O, (viz schéma 1).

Struktura fenolického derivatu a hydrogeld byla
potvrzena pomoci NMR spektroskopie. Chemicka struktura
hydrogeld byla studovana po jejich enzymatické degradaci
bovinni hyaluronidasou (BHT). Testy provedené na buikach
linie my$ich fibroblastt 3T3 prokazaly, ze pfipravené derivaty
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neovliviiuji viabilitu sledovanych bun¢k a jsou vhodné pro
vyvoj novych materidll s vyuZzitim v tkanovém inZenyrstvi.

(Hﬁi/mil )\TEMPO/NaOCI ( ﬂ;‘&}

NH

(Hﬁﬂ\ 1. Tyr
HO (o) 2. Pic-Bor
H
€00 -
O o J‘@OH

HRP/H,0,/PES cO0H
\< HO
Cror = i*
COOH
Hoé
HO

Schéma 1.

Tato prace vznikla za podpory MPO - Programovy projekt
vyzkumu a vyvoje TIP FR-TI1/150.

LITERATURA

1. Scott J. E., Heatley F.: Biomacromolecules 3, 547 (2002).

2. Zheng Shu X., Liu Y., Palumbo F. S., Luo Y., Prestwich
G. D.: Biomaterials 25, 1339 (2004).

3. Sakai S., Kawakami K.: J. Biomed. Mater. Res., A 85,
345 (2008).

SYNTEZA PERFLUORALKYLOVANYCH DERIVATU
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Sfingolipidy jsou nedilnou soucasti bunééné membrany
eukaryotickych organismi a hraji klicovou roli piedevS§im
v procesech  pfenosu nervového vzruchu a  bunécné
komunikace. Jejich struktura je odvozena od sfingosinu,
nenasycen¢ho aminoalkoholu s alifatickym uhlovodikovym
fetézcem. NaSim cilem bylo pfipravit derivaty sfingosinu,
nesouci perfluoralkylované fetézce rtznych délek. Rozhodli
jsme se vyuzit metodu zkiizené metatéze (cross-metathesis)
terminalnich alkend s perfluoralkylovanymi propeny 4, ktera
byla vyvinuta v nasi laboratofi'.

Vinylaci chranéného L-serinu 1 byl pfipraven® keton 2,
jehoz nasledna stereoselektivni redukce vedla k vychozimu
alkenu 3a (schéma 1). Zkiizena metatéze olefinii 3a nebo 3b s
ttemi raznymi perfluoralkylovanymi propeny 4a-4¢ byla
katalyzovana Hoveyda-Grubbsovym katalyzatorem druhé
generace’ a poskytla pozadované derivaty sfingosinu 5 a 6
v izolovanych vytezcich v rozmezi 20-35 % (schéma 2).
Zasadni pro vytézek reakce se ukazal byt vliv teakéni teploty a
mikrovinného zéfeni.

1110



Chem. Listy 104, 1065-1133 (2010).

NHBoc . NHBoc ; NHBoc
n-BuLi LiAI(OtBu)3H
HOTKVVOH MOH /\/‘\/OH
o Z > MgBr 5 OH
1 2 3
Schéma 1.
NHBoc NHBoc
oR . g POl or
7 ~ 1omo% R 7Y
OH OH
3a,R=H 4 5a, R = CsF1q 6a, R =CsFqq
3b,R=TBS 5b, Rf = CGF13 6b, Rf = CGF13
5c, Rf = C7F15 6c, Rf = C7F15
Schéma 2.

Tato prace vzmikla za podpory grantu 144400550609,
2405505006, LC06077, a MSM002162085.

LITERATURA

1. (a) Eignerova B., Dracinsky M., Kotora M.: Eur. J. Org.
Chem. 2008, 4493. (b) Eignerova B., Slavikova B.,
Budésinsky M., Draginsky M., Klepetatova B., Stastna E.,
Kotora M.: J. Med. Chem. 52, 5753 (2009). (c¢) Eignerova
B., Janousek Z., Dracinsky M., Kotora M.: Synlett 2010,
885.

2. Roemmele R. C., Rapoport H.: J. Org. Chem. 54, 1866
(1989).
3. Yamamoto T., Hasegawa H., Hakogi T., Katsamura S.:

Org. Lett. 8, 5569 (2006).

SYNTHESES OF HETEROCYCLES VIA
2-(2-OXOALKANAMIDO)BENZOIC ACIDS

KAREL PROISL?, LUCIE SLINTAKOVA®, DAMIJANA
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“ Faculty of Technology, Tomas Bata University in Zlin, 762 72
Zlin, Czech Republic; *Faculty of Chemistry and Chemical
Technology, University of Ljubljana, 1000 Ljubljana, Slovenia
kafka@ft.utb.cz; janez.kosmrlj@fkkt.uni-Ij.si

N-(a-Ketoacyl)anthranilic acids |, which are easily
available'> by the oxidative pyridine ring cleavage of 3-
hydroxyquinoline-2,4(1H,3H)-diones, can be cyclized under
dehydration conditions to 4,1-benzoxazepine-2,5(1H,3H)-
-diones Il or 4H-3,1-benzoxazin-4-ones Il depending on
substituents R' and R? as well as on dehydrating agent.

COOH 0 we Q
= =
Ri\ | i R? R | deo 2
Ao R e
R'" O R® o
| 1 11
Phenylhydrazones 1V, which were prepared from

substrates | (R2 = ethyl) by usual manner, appear to be useful
precursors for the Fischer synthesis of indole derivatives V.
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The structures of compounds under investigation (I-V)
were confirmed by NMR spectroscopy.

= _~_COOH
R_\ | R? R 1
N Me SR e
"L X
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H
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This study was supported by the internal grant of TBU in Zlin
No. IGA/18/FT/10/A funded from the resources of specific
university research.
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IMUNOAFINITNi SORBENT PRO STANOVENi
KUMESTROLU V ROSTLINNEM MATERIALU

ELISKA CHYTILOVA®, ELENA A. PROKUDINA'®,
PETRA LANKOVA®, OLDRICH LAPCIK®
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Kumestany patii do skupiny isoflavonoidi, sekundérnich
metaboliti rostlin (Obr. 1). Vyznamnym zdrojem kumestanti
jsou bobovité rostliny (Leguminosae), ale jejich pritomnost
byla zjisténa v dalSich celedich (Poaceae, Asteraceae
a Chenopodiaceae)'. Tato skupina polyfenolickych latek je
zajimava z hlediska svych biologickych u¢inki (estrogennich,
antikancerogennich,  antioxida¢nich, antivirovych etc.).
Rostlinny materidl ma slozitou matrici, coz komplikuje
identifikaci analytd pfitomnych v nizkych koncentracich.
Jednou z moznosti je specifické precisténi a zakoncentrovani
rostlinného extraktu pfed analyzou pomoci imunoafinitni
chromatografie (IAC). Tato prace se veénuje vyvoji
imunosorbentu (IS) specifického pro kumestrol a jeho
strukturni derivaty.

Obr. 1. Zakladni skelet (A) kumestanu a (B) isoflavonu

Sorbent byl pfipraven imobilizaci imunoglobulinové
frakce kralicitho antiséra proti konjugatu 3-O-karboxymethyl-
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kumestrolu s hovézim sérovym albuminem na nosi¢ Affi-Gel
10 (BioRad). Vodno-ethanolové extrakty z bobi mungo (Vigna
mungo), sojovych bobi (Glycine max) a ryze seté (Oryza
sativa) byly analyzovany HPLC-ESI-MS jednak ptimo, po
precisténi vzorku SPE a po IAC. Imunoafinitni extrakce se
ukézala jako efektivngj$i metoda Upravy vzorku, poskytujici
dobfe interpretovatelné chromatogramy i u velmi nizkych
koncentraci analytu. Obsah kumestrolu v nenakli¢enych
bobech mungo byl 7,15 ug/g susiny a v nakli¢enych 1,25 pg/g
susiny. Naklicené sojové boby obsahovaly kumestrol ve
mnozstvi 4,04 pg/g susiny.

Tato prdce vznikla za podpory grantu GA CR 525/09/0994
a MSM 6046137305.
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METALLAKARBORANY: P’RI'PRAVA, STUDIUM
INTERAKCI A POTLACENI AGREGACE VE VODNEM
PROSTREDI
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PAVEL MATEJICEK"
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Potencialni uplatnéni metallakarboranii v mediciné je
Siroké (napf. pro boronovou neutronovou zachytovou terapii,
jako modulatory enzymové aktivity HIV proteasy, protein
kinasy C a syntetasy oxidu dusnatého ¢i jako kontrastnich latek
pro MRI a PET)'?, aviak zasadni komplikaci pro jejich
praktické vyuziti je jejich nizka biodostupnost (podil 1é¢iva
podaného pacientovi, které se dostane az k cilovému aktivnimu
mistu). Biodostupnost je ovlivnéna predev§im nizkou
rozpustnosti a spontanni agregaci ve vodném prostiedi®, coz
nasledné vede k zanedbatelnému prostupu agregati bunéénymi
membranami a limituje schopnost dostat se az aktivnimu mistu.

Z tohoto duvodu jsme pripravili deset derivati
metallakarboranu a systematicky studovali jejich rozpustnost
a agregaci ve vodném prostiedi. Dale jsme studovali interakce
metallakarborantl s biokompatibilnimi excipienty (nosice, bez
farmaceutické aktivity, které vSak zvySuji biodostupnost jinych
farmaceuticky aktivnich latek) ve snaze o bliz§i pochopeni
principtl interakce a nalezeni univerzalné vhodnych excipienttl
pro zvyseni biodostupnosti metallakarborant a umoznéni jejich
farmaceutického vyuziti.

Ukazali jsme, Ze jejich rozpustnost lze zvySit pouzitim
n¢kolika vhodnych biokompatibilnich pomocnych latek, avSak
pouze heptakis (2,6-di-O-methyl)-B-cyklodextrin vykazuje
schopnost kompletné potlacit agregaci vsech derivata.

Tato prdce vznikla za podpory MSMT CR (projekt LC512 a
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MSM 0021620857), GACR (grant 203/09/1311) a GAAV
(grant KAN200100801).
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ORGANOKATALYTICKA SYNTEZA,
PETICLENNYCH KARBOCYKLICKYCH
SLOUCENIN

MAREK REMES, JAN VESELY

Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédecka fakulta
Univerzity Karlovy v Praze, Hlavova 2030, 128 43 Praha 2
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Organokatalyza vyuzivajici aktivace sekundarnimi aminy
nabizi kromé reakci probihajicich vyhradné iminiovym ¢i
enaminovym katalytickym mechanismem' reak&ni cesty
vzniklé kombinaci uvedenych mechanismi a vytvofeni
kaskadovych, tandemovych ¢i domino reakci. Tento pfistup
odstraiiuje jak Casové naroénou manipulaci se zavedenim a
odstranénim chranicich skupin, tak ciSténi a izolaci
intermedidti. Reakce navic c¢asto probihaji za mirnych
podminek a pozorovana je vysoka tolerance k funkénim
skupinam?®.

Zabyvali jsme se pripravou péticlennych karbocyklickych
slouéenin z derivatu f-diketonu a o,B-nenasycenych aldehydu
s vyuzitim domino-reakce katalyzované komeréné dostupnym
derivatem prolinu. Reakce probihala za velmi mirnych
podminek s vysokou diastereoselektivitou.

O O O\QOTMS o)
N PhPh )
ORI R
Br Meoc COMe

Schéma 1: Organokatalyticka cykliza¢ni domino-reakce

Tato prace vznikla za podpory granti MSM0021620857
a GAUK 2009/93109.
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SYNTEZA MODIFIKOVANE DNA'S NASLEDNYM ]
STUDIEM FLUORESCENCNICH A NMR VLASTOSTI

JAN RIEDL, MICHAL HOCEK

Ustav organické chemie a biochemie AVCR, Flemingovo
namésti 2, 166 10 Praha 6.
riedl@uochb.cas.cz, hocek@uochb.cas.cz

Modifikované nukleové kyseliny ziskavaji na vyznamu
z hlediska moznych aplikaci, jez mohou zasahovat do oblasti
biosenzort, terapie &i katalyzy'. V nasi skuping byla vyvinuta
metodika pfimé syntézy modifikovanych nukleosid trifosfati
Suzukiho kaplinkem ve vodné fazi za pouziti halogenovanych
2’-deoxynukleosid trifosfatii a boronovych kyselin®. Tato prace
je zaméfena na syntézu funkcionalizovanych oligonukleotidd,
které nesou funkéni molekuly, jez by umoznily detekci pomoci
fluorescence & '°F NMR spektrometrie.

borylace o)
Ar@Br — Ar@Bi
_‘_ _|_ o
R R Suzukiho
kaplink
O PEX -ogogoc'ljo
AT - | T | T | B
\|/ SRRV
R

OH
Schéma 1. Schéma enzymatického zavedeni modifikace do DNA

Jako vhodni kandidati z hlediska syntézy a aplikace byly
vybrany derivaty obsahujici biarylovou skupinu, jez jsou pfimo
navazany na nukleobazi, coz umoziuje konjugaci celého
systému a tim potencialni zménu fluorescence v zavislosti na
zménach struktury DNA. Byla pfipravena série bromidi
biarylovych derivati, které byly nasledné borylovany a ziskané
pinakolestery boronovych kyselin byly za pouziti Suzukiho
kaplinku ve vodné fazi ptimo pfipojeny k 2’-deoxynukleosid
trifosfatim. Absorpéni maxima ziskanych fluorescen¢nich
modifikovanych nukleosid trifosfatti se dostatecné lisi od svych
emisnich maxim a zaroven od absorp¢nich maxim DNA, coz
umoznuje pohodlné méfeni. Fluorescenéni modifikované
nukleosid trifosfaty byly nasledné inkorporovany nékolika
DNA polymerasami a vzniklé oligonukleotidy byly studovany
fluorescenénimi metodami a '"°F NMR spektroskopii

Tato préce vznikla za podpory grantu UOCHB AVCR (Z4 055
0506), MSMT CR  (LC512), Grantovou agenturou CR
(203/09/0317) a AVCR (IA4400040901).
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NEW HETEROCYCLIC COMPOUNDS FOR
MOLECULAR ELECTRONICS

LUCIE REHOVA, VACLAV KOZMIK, JIRI SVOBODA

Department of Organic Chemistry, Institute of Chemical
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Organic field-effect transistors (OFETs) have generated
great interest in the past decade because of their technological
potential as a cheap alternative for the current amorphous
silicon-based thin film transistors'. To realize their commercial
application, however, further improvements in device
performance are required. m-Conjugated molecules such as
thiophene oligomers” led to many modifications in their
electronic properties. In this preliminary contribution we report
synthesis of a new type fused heterocyclic system —
benzothienobenzofuran (I) as the parent compound for
synthesis of 2,7-disubstituted derivatives as potential
candidates for novel OFETs.

Preparation of symetrically substituted compounds was
based on cross-coupling reactions of 2,7-diiodo[1]-
-benzothieno[3,2-b][1]benzofuran with the corresponding
alkynyl or alkylaryl chains. Electrophilic acylation and
subsequent reduction was also used for synthesis of dialkyl
derivate.

S-oxides were obtained from dialkylderivate and their
spectral properties were studied. It was found that S-oxides, in
contrast to starting material, exhibit fluorescent properties.

Finally, a new synthesis of 7-iodo[1]benzothieno[3,2-
-b][1]benzofuran as an intermediate for synthesis of non-
symmetrically substituted compounds was developed.

\

O
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Barrande MEB 020945 for financial support of this project.
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REGIOSELEKTIVNE MONOSUBSTITUOVANE
DERIVATY 0-CYKLODEXTRINU
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Cyklodextriny' jsou cyklické oligosacharidy sloZené
z  D-glukopyranosovych jednotek spojenych  a(1—4)
glykosidickou vazbou, které tvoii rigidni kavitu, ktera je
schopna tvofit inkluzni komplexy s hostujicimi molekulami
vhodné velikosti, tvaru a lipofility. Této strukturni vlastnosti
cyklodextrint i jejich derivati je hojné vyuzivano v chemické
praxi. Aby bylo mozné rozsitit vyuziti cyklodextrind, je
nezbytné piipravit jejich vhodné derivaty.

Nase skupina se zabyva pievazné syntézou
monosubstituovanych  derivatt  cyklodextrini.  Velmi
vyhodnymi skupinami pro tuto monoderivatizaci jsou allylova
nebo cinnamylova skupina®, jelikoz obsahuji dvojnou vazbu,
ktera je Siroce modifikovatelna.

Nas  vyzkum je zaméfen na pfipravu sady
monosubstituovanych 2-O, 3-O a 6-O allyl nebo cinnamyl
derivati a-cyklodextrinu a jejich §tépeni na formylmethyl nebo
karboxymethyl derivaty. Tyto derivaty jsou vhodnymi
intermedidty pro dal§i syntézu. Jako napiiklad pro syntézu
derivati a-cyklodextrinu s fluorovanymi postrannimi fetézci®
pro biomedicinské aplikace®.

R =H nebo Ph

1. alkylace

2. acetylace

Rf =-CeF13
-CsF7
-CF(CF3),

Tento projekt je podporovan granty MSM0021620857, IAA
400550609 a KAN 200200651.
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Pii registreci naseho vyrobku epoprostenol sodna sl byl
u japonského a norského Gfadu vznesen pozadavek, abychom
prokazali pfitomnost 15-epimeru jakoZto potencialni necistoty
pfi syntéze prostacyklinu.

V  sedmi krocich byl syntetizovan 15-epimer
prostacyklinu (2), ktery je potencidlnim kontaminantem nami
vyrabéného 1é¢iva (API) Epoprostenolu (1). Referencni
standard necistoty ve formé sodné soli byl pouzit pro
kvalifikaci analytické metody pro kontrolu API.
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PRIPRAVA NOVYCH HETEROAROMATICKYCH
SLOUCENIN A JEJICH CHARAKTERIZACE
7Z HLEDISKA MOLEKULARNI VODIVOSTI
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nam. 2, 166 10 Praha 6; bUstav organické chemie, VSCHT,
Technicka 5, 166 28 Praha 6

Arnost.Seidler@vscht.cz

Soucasny trend elektronické technologie kiemikovych
Cipi se dostava do oblasti navrhovani funkénich prvka
molekularni velikosti'. V této oblasti elektrotechnologie jsme
omezeni ur¢itou minimalni limitni velikosti funkénich prvka
vyuzivajicich kfemikovych materiali. Nehledé na vodivé
organické polymery a organické tenkovrstvé tranzistory” se zde
objevuje novodoba myslenka vyuziti jednomolekulové
elektrotechniky®, kterd je zaloZena na principu pouziti jedné
molekuly jako elektrického vodice. Elektricka vodivost jedné
molekuly se da méfit koordinaci této molekuly mezi dva ostré
hroty kovového mechanicky kontrolovateln¢ pretrzeného
vodi¢e (MCBs = mechanically controllable break-junction) *°.
Jako kovovy vodi¢ se vyuziva zlato a pro koordinaci molekuly
ke kovu se nejcastéji zavadeji do molekuly dvé thiolové
funkéni skupiny.
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Vramci projektu pfipravujeme nové typy vodivych
materialt, které obsahuji rdznorod¢ substituované hetero-
aromatické jadro se dvéma thiolovymi terminalnimi funkénimi
skupinami (Obr. 1). Dilezitou podstatou ptipravovanych latek
je to, aby kotvici atomy siry byly propojeny konjugovanym
systémem vazeb.

AcS SAc

1-3
S
@Oy 3T Oy
s s A8
n
Obr. 1. Modelové materialy 1-3 na bazi disubstituovaného thiofenu a

dalsi centralni jadra

Molekularni  vodivost
studovana metodou MCBs.

pfipravenych materiali bude

Projekt byl financovan z ucelové podpory na specificky
vysokoskolsky vyzkum (MSMT & 21/2010) a projektu GACR
202/09/0047.
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SADDLEQUAT: HELQUAT PRISTIZENY NA
RACEMIZACNI CESTE

LUKAS SEVERA, LOUIS ADRIAENSSENS, JAN
VAVRA, IVANA CISAROVA, DUSAN KOVAL,
VACLAYV KASICKA, FILIP TEPLY*

Ustav organické chemie a biochemie A VCR, vv.i, F lemingovo
nam. 2, 166 10 Praha 6
severa@uochb.cas.cz

V nasi skupiné byla nedavno vyvinuta robustni syntéza
nové skupiny helikalnich dikationtd, tzv. helquatd'? ktera je
zalozena na [2+2+2] cykloisomeraci dikationickych triynt.

V tomto piispévku se budu zabyvat jednou anomalii, kdy
pii [2+2+2] cykloisomeraci triynu 1 nevznikd pouze helquat 2,
ale 1 jeho diastereoisomer 3 (Schéma 1). Kapilarni
elektroforéza s chirdlnim selektorem’® ukézala, Ze se jedn4
o dvé chirdlni latky. Tyto dvé latky, znichz helquat 2 je
termodynamickym produktem, byly od sebe separovany.
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Pomoci NMR analyzy byla se znacnou jistotou potvrzena
hypotéza, Ze se jedna o isomery v helikdlni (helquat 2)
a sedlové konformaci (saddlequat 3). Saddlequat 3 se podatilo
rozitépit na enantiomery® a rentgenostrukturni analyza
jednoznacné potvrdila jeho totoznost a absolutni konfiguraci.
Opticky ¢isty saddlequat 3 byl pii 100 °C v DMSO
konvertovan na opticky Cisty helquat 2. Absolutni konfigurace
takto vzniklého helquatu 2 byla potvrzena pomoci
rentgenostrukturni analyzy.

2TfO

rac-helquat 2 rac-saddlequat 3
Schéma 1. [2+2+2] Cykloisomerace triynu za vzniku smési sedla
a helixu

Na zavér lze fici, Ze byl charakterizovan saddlequat 3
jako unikatni chiralni sedlovy intermediat na racemizacni cesté

mezi pravoto¢ivym a levotoCivym helquatem 2.

Tato price vznikla za podpory GACR 203/09/1614 a UOCHB
AVCR v.v.i. (Z4 055 0506).

LITERATURA

1. Adriaenssens L., Severa L., Salova T., Cisafova 1., Pohl
R., Saman D., Rocha S.V., Finney N.S., Pospisil L.,
Slaviéek P., Teply F.: Chem. Eur. J. 15, 1072 (2009).

2. Severa L., Adriaenssens L., Vavra J., Saman D., Cisafova
L., Fiedler P., Teply F.: Tetrahedron 66, 3537 (2010).
3. Severa L., Koval D., Novotna P., Onc¢ak M., Sazelova P.,

Saman D., Slaviéek P, Urbanova M., Kasi¢ka V., Teply
F.: New J. Chem. 34, 1063 (2010).

SYNTEZA, STRUKTURNI CHARAKTERIZACE

A ELEKTROCHEMICKE CHOVANI ANIONTOVEHO
HEXAVANADICNANU MODIFIKOVANEHO
FERROCENOVYMI SKUPINAMI
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Polyoxometalaty prechodnych kovi tvofi skupinu
strukturnd riiznorodych molekulovych oxidii!. Obrovské
mnozstvi jejich proménlivych strukturnich motivt, slozeni a
velikosti klastrii vede k celé fad¢ zajimavych vlastnosti, které
mohou byt dale cilené modifikovany prostiednictvim inzerce
heteroatomii. Nékteré polyoxometalaty tak mohou vykazovat
luminiscenci, neobvyklé magnetické chovani ¢i redoxni
vlastnosti®>. Atomy kysliku ve struktufe klastri mohou byt
navic nahrazeny celou fadou kyslikatych, dusikatych ¢i sirnych
donori®. Do molekul polyoxometalatt tak 1ze pomérné snadno
zavadét nové fragmenty”,
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Tento ptispévek se zaméfuje na syntézu a charakterizaci
nového  hexavanadi¢nanového aniontu se  sloZenim
[V013{(OCH,);C(CONHFc¢)}]* (schéma 1; Fc = ferrocenyl),
ktery je modifikovan dvéma elektrochemicky aktivnimi
ferrocenovymi jadry’. Piiprava, strukturni charakterizace
a studie -elektrochemického chovani této slouceniny je
prezentovana spole¢né s vysledky teoretickych vypocta.

(BuaN)2

Schéma 1

Tato prdce vznikla za financni podpory MSMT CR (projekt LC
06070) a Grantove agentury UK (projekt 69309).
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FLUOROVE TRIPYRAZOLYLMETHANOVE
LIGANDY A JEJICH KOMPLEXY

VERONIKA SKALICKA, MARIE DYMICOVA,
MARTIN SKALICKY, JAROSLAV KVICALA

Vysoka Skola chemicko-technologicka v Praze, Technicka 5,
166 28 Praha 6
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Tripyrazolylmethany jsou neutralni uhlikatd analoga
tripyrazolylborati. Tyto ligandy komplexuji téméf vSechny
kationty kovii' a hraji tak daleZitou roli v koordinaéni chemii.
S cilem ziskat nové komplexy s fluorovymi vlastnostmi jsme
studovali pfipojeni polyfluoralkylovaného fetézce do polohy 4
pyrazolovych jader tripyrazolylmethanu a tripyrazolylboratu.

Klicovou reakci v syntéze byla Heckova reakce
(perfluoralkyl)ethenu s tritylovou skupinou chranénym
4-jodpyrazolem, ktera byla optimalizovana s vyuzitim riznych
bazi a fosfanovych ligandi. Nasledna deprotekce a hydrogena-
ce vedla ke klicovému intermediatu, vyuzitému k syntéze
tris{4-[2-(perfluoralkyl)ethyl]pyrazol-1-yl}methanu. ~ Reakci
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fluorovaného intermediatu v taveniné s NaBH, jsme ziskali
tris {4-[2-(perfluoralkyl)ethyl]pyrazol-1-yl} borat.

NaBH, Na' Mo
=N 150 °C = 'N=
J—<\:NH F,-C. J—<\:N l:l}_\_ Fq7
F17C8 17-8 CgF17

l
H

Ligandy byly pouzity pro modelové komplexaéni reakce
s dusinany kovi. Usp&né tak byly pripraveny sendvidové
komplexy s médi, kobaltem a niklem. Dale byl reakci
s chloridem ruthenitym ziskan komplex, jehoz katalyticka
aktivita byla studovéana.

RFRF Re
Re--~
RF—\:CN }I ;
S
2+ / \ \l\i //
M 2NOy N 2o oN=NY N-
:\ H , Ru Y
= N’iﬁ'ﬁy i
\ )= -Re W H
Re Q ]
o Cl
)
R = CgF13 ﬁzF Re = CeF13
CsF17 Re

Dékujeme Ministerstvu Skolstvi, madeze a télovychovy (projekt
KONTAKT ME09114-ME857, Vyzkumné centrum LC 06070,
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STEREOSELECTIVE PREPARATION OF
(E)-1-FLUOROVINYLPHOSPHONATES
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Formation of 1-fluorovinylphosphonates was achieved
from 1,1-difluorophosphonates by hydrogen fluoride
elimination using different bases. In cases of EtONa and
CF;CH,ONa good results were obtained. It was discovered that
only E-isomer of 1-fluorovinylphosphonates is formed after
elimination with any base (Scheme 1). The method is superior
to that published in literarute based on addition of carbanion
derived from fluorobisphosphonate to aldehydes or ketones
followed by Horner elimination'™
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FOTOCHEMIE 2-METHYL-4-HYDROXYFENACYLU
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Fenacylové fotolabilni chranici skupiny' nalézaji $iroké
uplatnéni v chemii a biochemii®. 2,5-Dimethylfenacylové3
a 4-hydroxyfenacylové® skupiny byly intenzivng zkoumany
v poslednim desetileti, jelikoz odStépuji rizné odstupujici
skupiny s velmi dobrym chemickym i kvantovym vytézkem.

Vtéto praci byla pfipravena série 2-methyl-4-
-hydroxyfenacyl esterdi 1. V zavislosti na vlastnostech prostiedi
(napf. na ptitomnosti vody v rozpoustédle) vede jejich fotolyza,
vedle kvantitativniho odstépeni volné kyseliny (HX), bud’
k pfesmyku na fenyloctovou kyselinu 2 nebo ke tvorbé
cykliza¢niho produktu 3 (Schéma). Mechanismus pozorované
dichotomie fotochemické transformace 2-methyl-4-
-hydroxyfenacylového chromoforu se nyni studuje pomoci
laserové zableskové spektroskopie.

COOH

“hx ThX
Ho 3 CHCN H,0

Schéma. V zavislosti na prostredl mize fotomlclované reakce
2-methyl-4-hydroxyfenacylu poskytovat rtizné produkty.

Tato préice vznikla za podpory grantii GA CR 203/09/0748,
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administrovin MSMT CR).
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NEW METHODS FOR THE PREPARATION OF
INSECT SEX PHEROMONES

PETR SEBESTA, ULLRICH JAHN

Institute of Organic Chemistry and Biochemistry AS CR,
Flemingovo nam. 2, 166 10 Prague 6
sebesta@uochb.cas.cz

Synthetically prepared sex pheromones are important as
reference samples to analyze natural sex pheromones, help to
study insect behaviour, and facilitate to explain biosynthetic
pathways.

One essential component of Manduca sexta sex
pheromone was determined as (10F,12E,14Z)- hexadeca-
-10,12,14-trienal. We developed a new one-pot method for the
synthesis E,E,Z-trienes using new FE,Z-dienyl triflates from
trans-a,p-unsaturated aldehydes. Palladium-catalyzed cross-
coupling with pinacol frans-vinylboronates proceeds under

very mild conditions.
1013/\/’?2
0

R0 , K\/ﬂow
1
F{1

Many other E.E,Z-trienes and FE,Z-dienes were
synthesized in reasonable yield and good stereoselectivity
using this method.

Only very scarce information is available about the sex
pheromone of Strepsiptera. The pheromonal activity was
assigned to a double or triple methyl-branched saturated Cjs-
aldehyde, no further information except that two of the
branches are in 3 and 5 position is available. For a most
modular approach the Wittig reaction was chosen as the
keystep.

WRz

Ry

R>
o \/WP(Ph)S
Ry
— Omo\ R4 — o
= r ———-r
R, 0
R,= H, Me
R,= H, Me

This approach allows us to synthesize all possible
enantiomers, which can be used for biological activity tests.
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POUZITI DER}VATI‘.’J THIAZOLID[NKAR]SOXYLOVE
KYSELINY PRI SYNTEZE PROBLEMOVYCH
SEKVENCI Z PRIONOVEHO PROTEINU

JAROSLAV SEBESTiK, ZBIGNIEW ZAWADA,
MARTIN SAFARIK, JAN HLAVACEK

Ustav organické chemie a biochemie, AV CR, wi, F lemingovo
nam. 2, 166 10 Praha
Jsebestik@seznam.cz

Prionové proteiny jsou povazovany za puvodce
neurodegenerativnich onemocnéni, jako je svrbivka ovci,
nemoc Silenych krav, Creutzfeld-Jakobova nemoc, jeji nova
varianta aj'. Peptid odvozeny od sekvence lidského proteinu
106-126, je povazovan za jednu z nejobtiznéjsich sekvenci pro
syntézu peptidi s vyuzitim Fmoc/tBu strategie”. L-4-thiazolidin
karboxylova kyselina se pouziva k syntéze peptidl a proteinti
jako chranény derivat N-terminalniho cysteinu® a je komeréné
dostupna. V na$i praci jsem srovnali pfistup k syntéze vyse
zminéného peptidu s vyuzitim nativni chemické ligace
a desulfurizace s pfistupem nahrazujicim kazdé reziduum
alaninu v peptidové sekvenci za L-4-thiazolidin karboxylovou
kyselinu (H-Thz-OH). Syntetizovany peptid obsahoval 6
rezidui Thz, které byly otevieny pomoci NH,OCH; a nasledné
desulfurizovany. Tato syntéza vyuzila H-Thz-OH jako
prolinovy synthon H-Ala-OH. O prolinovych reziduich je
znamo, ze indukci polyprolin II helixu zabrafuji vodikovym
interakcim rostoucich peptidi a tim potladuji nezadouci
agregaci béhem syntézy. Omezeni agregace amyloidnich
sekvenci vede k hydrofilngjsim peptidim, které 1ze snadno
separovat s vyuzitim HPLC.

H H

N—R, N—R
/S 02’5 HS o= ’
\N ., NH,0CH, H,

R. N | —_— 'N F"I
' S R )N s
(0] 0 H

Hn
P N—R, VA-044, TCEP, tBuSH
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N /—CH,
R‘ __N\
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Schéma 1. Thiazolidinkarboxylova kyselina jako synthon alaninu.

Tato prace vznikla za podpory grantu GA CR 203-07-1517
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SUPRAMOLEKULARNI HOSTITELSKE MOLEKULY
VYCHAZEJICi Z GLYKOLURILU
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Glykolurily a jejich derivaty jsou zakladnimi kameny pro
stavbu supramolekularnich hostitelskych molekul, jako jsou
molekularni klipsy a sférické objekty. Nejznaméjsimi
hostitelskymi molekulami vychazejicimi z glykolurilu jsou
viak cucurbit[n]urily (I)'. Jedna se o makrocyklické molekuly,
ve kterych je n glykolurilovych jednotek propojeno 2n
methylenovymi  miustky. Cucurbit[n]urily tvoii stabilni
komplexy s organickymi kationty, jako jsou amoniové
a pyridiniové soli. Je zkoumano jejich pouziti v fadé obort
zahrnujicich ¢iSténi odpadnich vod, dopravovani 1éciv,
katalyzu, chromatografii ¢i nanotechnologie. Hlavni limity
pouziti cucurbit[zn]uril jsou: (i) nerozpustnost v organickych
rozpoustédlech a nizka rozpustnost ve vode; (ii) obtizna
modifikace struktury makrocykli.

V jednom znaSich projekti se proto zabyvame
kontrolovanou ptipravou glykolurilovych oligomera (II)
a jejich transformaci do markocyklické struktury. Tento postup
nam umozni zavést funkéni skupiny na povrch makrocyklt
a zaroven zvySit jejich rozpustnost. V pfednasce bude
prezentovana selektivni piiprava glykolurilovych dimert?
a trimeri’. Budou také diskutovany jejich schopnosti chovat se
jako supramolekularni hostitelské molekuly a tvofit komplexy
s organickymi kationty v roztoku i v pevném stavu.

l\‘\N N/CHAJ

2 Hm mH

)
X
H,c-N\ NcH,
T

I

Dal$im tématem nasi vyzkumné skupiny je pfiprava
novych makrocyklickych molekul vychazejicich z glykolurilu.
Druha c¢asti pfednasky bude proto vénovana prezentaci zcela
nové sloudeniny - bambus[6]urilu (IIT)*, kterou jsme v nedavné
dob¢ ptipravili. Tato sloucenina je unikdtni nejen svou
strukturou vyznamné se liSici od cucurbit[n]urilt, ale také
svymi vlastnostmi. Chova se totiz jako receptor aniontd, které



Chem. Listy 104, 1065-1133 (2010).

vaze svysokou afinitou a selektivitou. Siroky aplikaéni
potencial této slouceniny bude také diskutovan.

Tato prdce vznikla za podpory GACR (grant P207/10/0695)
a FEvropské unie (CETOCOEN, CZ.1.05/2.1.00/01.0001;
spravovany MSMT CR).
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CROSS-METATHESE ALLYL-KARBORANU
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Cyklodextriny jsou latky piirodniho pivodu S$iroce
pouzivané ve farmaceutickém primyslu napfiklad jako
solubilizatory pro  lipofilni latky, stabilizatory  pro
fotosenzitivni 1éCiva a také jako nosice pro fizené uvoliovani
1éciv!. Karborany jsou sloudeniny obsahujici velké mnozZstvi
atomi boru, a proto jsou pouZivané jako nosi¢e atomu '°B pii
protinadorové terapii (borova neutronova zachytova terapie,
BNCT) 2. N4§ cilem je spojeni téchto dvou slougenin pomoci
cross-metateze alkeni® katalyzované karbenovymi komplexy
ruthenia (Schéma 1).

Schéma 1.

Jako modelové latky byly pouzity rtizné druhy per-Ac-
-monoallyl-B-cyklodextrint a rdzné allyl-karborany. Jako
katalyzator se osvédcil Hoveyda-Grubbsovuv katalyzator druhé
generace. Reakce probihaly s uspojivymi vytezky.

Tato prdce vznikla za podpory Centra pro novd antivirotika
a antineoplastika MSMT (projekt ¢. IM0508) a grantové
agentury AVCR (projekt ¢. IAA 400 550 609).
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MODULARNA SYNTEZA FENYL- A PYRIDIN-C-
RIBONULKEOZIDOV

MARTIN STEFKO, MICHAL HOCEK*

Ustav organické chémie a biochémie AV CR, Gilead Sciences
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C-nukleozidy predstavujii potencionalne zaujimavi
skupinu  latok  charakterizovanti nahradenim labilnej
C-N vizby, chemicky a enzymaticky stabilnejsou C-C vézbou.
Stcasné syntetické pristupy sa vo vicsine pripadov vyznacuju
nedostato¢nou anomerickou selektivitou, nizkymi vytazkami
anutnostou  optimalizovat  syntézu  kazdého nového
C-nukleozidu'. Z uvedenych dévodov sa v sucasnej dobe
zaoberame vyvojom modularnej syntézy, zalozenej na priprave
multigramového mnozstva univerzalneho intermediatu a jeho
naslednym transformaciam®.

X,Y - N alebo C X,)(—\\/\Br

TBSO o o TBSO o —
—_—
—_—
TBSO OTBS TBSO OTBS
1 2
Y= R "Pd" kat.
1.| e cross-coupling
* amindcia

* aminokarbonylacia
» hydroxylacia
OH OH 2. deprotekcia

R - alkyl, aryl, heteroaryl, -NH,, -CONH,, -CONR'R?, -OH.

Adicia  prislusne litiovaného  bromfenylu alebo
brompyridinu na TBS-chraneny ribonolakton 1 a nasledna
redukcia vzniknutého hemiketalu poskytne 1-B-bromfenyl-
alebo  1-B-brompyridin-C-ribonukleozidy 2. Tieto boli
pomocou paladiom katalyzovanych aminacii, hydroxylacii,
aminokarbonyldcii a cross-coupling reakcii a néslednym
Stiepenim chréniacich funkénych skupin prevedené na sériu
volnych 1-B-(alkyl-, aryl-, amino-, hydroxyl-, karbamoyl-
a heteroarylfenyl>** alebo -pyridin®)-C-ribonukleozidov 3.

Tato praca je sucastou vyskumného projektu Z4 055 905,
podporovand  centrom pre biomolekuly a komplexné
molekuldrne systemy (LC 512), Grantovou agenturou AVCR
(IA4400550902) a Gilead science, Inc. (Foster City, CA).
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2. (a) Urban M., Pohl R., Klepetafova B., Hocek M.: J. Org.
Chem. 71, 7322 (2006); (b) Joubert N., Pohl R.,
Klepetatova B., Hocek M.: J. Org. Chem. 72, 6797
(2007); (c) Stefko M., Pohl R., Klepetatova B., Hocek M.:
Eur. J. Org. Chem. 2008, 1689. (d) Stefko M., Pohl R.,
Hocek M.: Tetrahedron 65, 4471 (2009); (e) Stefko M.,
Slavétinska L., Klepetatova B., Hocek M.: J. Org. Chem.
75,442 (2010).

DIELSOVA-ALDEROVA REAKCE CHIRALNICH
NITROAKRYLATU S 1-ALKOXYDIENY

ONDREJ STF:PANEK“;", MARTIN DRACINSKY",
BARBARA EIGNEROVA™’, MARTIN KOTORA™"*

“Katedra organické a jaderné chemie, PFF UK v Praze,
Hlavova 8, 128 43 Praha 2; bUstav organické chemie a
biochemie AV CR, v.v.i., Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
dravecek@mail.com, kotora@natur.cuni.cz

Dielsova-Alderova reakce nitropropenoatti s dieny
predstavuje jeden zpfistupi k syntéze regioselektivné
substituovanych cyklohexenti. Kupodivu enantioselektivni
varianta této reakce, ktera otevira cestu k asymetricky
substituovanym  cyklohexenlim, zGstava 1 dnes spise
neprobadanou oblasti. Vzhledem k mnozstvi sloucenin,
strukturné odvozenych od chirdlnich cyklohexend (napf.
Tamiflu', karbaanalogy sacharidd atd.) je tato metoda
synteticky velmi zajimava.

0 Ph

*R-,O)l\% Me.| Me
R* O,
N =g
0 OoN° ; RY =%

O X\ solvent OR -
+ + =
\ = A Me

O OR -
(+)- or (-) enantiomer
ON  0or R
R = Me, Ac,
O,N TMS, TBDMS
Schéma 1

Zamefili jsme se na asymetrickou Dielsovu-Alderovu
reakci nitroakrylatu, nesouciho pomocnou chiralni skupinu,
s 1-alkoxydieny. Pfestoze je mozny vznik celkem az osmi
stereoisomerd pii takovémto typu reakce (Schéma 1), je
vzhledem k strukturnim rysim obou reaktantd (sterickym a
elektronickym) preferovan vznik pouze dvou z nich®. Déle
bude diskutovan vliv reakénich podminek na pomér
stereoisomernich produkti a asymetrickou indukei.

Tato prace vznikla za podpory grantu MSM0021620857,
740550506 a SVV 261205/2010.
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FUNCTIONAL POLYMERS. PREPARATION AND
REACTIVITY

IVA STIBINGEROVA®, ADAM HENKE’, ALI EVREN
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The ability of benzoisothiazolones to remove ions from
water has been research topic of our group. After experimental
proving the effect we focused on chemistry of sulfur containing
units immobilized on the polymer matrix. Poly (N,N‘-
-dimethylamino-2-ethyl = methacrylate) (PDMAEMA) is
suitable for these experiments due to its ability to form
polycationic species. PDMAEMA was synthesized via free
radical polymerization. Quaternary PDMAEMA salt was
obtained by the reaction of tertiary amine group with
benzoisothiazolone agent, which is able to scavenge cyanide
ions from water.

R R
N NH
o s ° o S—Nu
Nu
—_—
Nu=CN
R =alkyl, aryl

Scheme 1.

This work was supported by the Czech Academy of Sciences
(M200550908).
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PHYTOSTEROLS: UNITS FOR THE SYNTHESIS OF
SUPRAMOLECULES
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In my work I have dealt with the synthesis of phytosterol
conjugates with substances that contain nitrogen in their
molecules. The physico-chemical properties of the prepared
conjugates were subsequently studied. Stigmasterol was chosen
for its commercial availability as a representative of
phytosterols. To prepare synthetic intermediates, hemiesters of
stigmasterol, anhydrides of selected short dicarboxylic acid
were employed as convenient reagents. Reactions were
conducted in pyridine and were catalyzed by DMAP (obtained
yields of the products up to 93 %). Prepared hemiesters reacted
with both respective enantiomerically pure forms of
phenylalanine methyl ester. The incurred bond in the prepared
conjugates was the amide bond. Dichloromethane was used as
solvent and DMAP and DCC were employed as catalysts
(obtained yields of the products more than 90 %)'.

Another possibility to design conjugates of phytosterols
with nitrogen containing compounds is to use w-haloesters. In
such a case, the target conjugate does not bear any ester
functionality. This arrangement is favorable for subsequent
easy reduction of the amide bond in the conjugate into the
secondary amine, which functionality may be important for
potential pharmacological effect of the target compound.

The physico-chemical properties of the prepared
conjugates of stigmasterol with methyl esters of selected amino
acids have been studied by measuring the UV spectra in
acetonitrile / water or ethanol / water. The concentration of
both solvents ranged from 100 % to 100 % acetonitrile / water
and ethanol from 100 % to 100 % water. The compounds
proved their potential for self-assembly. Changes in the
position and intensity of the UV maxima were observed. Even
two of the prepared compounds proved their potential in
forming gels.

A financial support through the project 2B06024 (SUPRAFYT)
from the Ministry of Education of the Czech Republic is
gratefully acknowledged.
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SUPRAMOLEKULARNI CHEMIE BAMBUS[6]URILU
JAN SVEC, VLADIMIR SINDELAR

Ustav chemie, Masarykova Univerzita, Kamenice 5,
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Bambus[6]uril se sklada ze Sesti glykolurilovych
jednotek, které jsou vzajemné propojeny fadou methylenovych
mustkd'.  Glykolurilové  jednotky — zaujimaji alternujici

konformaci. Vznikly makrocyklus ma tvar trubicky, kterou lze
pripodobnit k ¢asti bambusového stvolu, odtud vznikl nazev
bambus[6]uril.

Bambus[6]uril jsme pfipravili reakci 2,4-dimethylglykol-
urilu s formaldehydem v 5,4 M-HCI pii laboratorni teploté.
Chloridovy aniont slouzi pfi makrocyklické reakci jako
templat. Po izolaci makrocyklu zlstava aniont uvnitf

1121

45. Liblice

makrocyklu a vznikd tak vysoce stabilni 1:1 komplex.
Komplex bambus[6]urilu s interné¢ véazanym chloridovym
aniontem (nebo s fadou dal$ich anionti) je dobfe rozpustny ve
vybranych rozpoustédlech a je vmnich stabilni. Naopak
prazdny bambus[6]urilu, pfipraveny zkomplexu vyvazanim
aniontu, se nerozpousStél vzaddném ze studovanych
rozpoustédel. Bambus[6]uril se rozpusti az po pridani aniontu
do roztoku. Tyto vlastnosti jsme vyuzili pro stanoveni
asociacnich konstant mezi bambus[6]urilem a vybranymi
anionty.

Schéma 1. Bambusuril s interné vazanym Br’

Tato prdce vznikla za podpory GACR (grant P207/10/0695)
a Evropské unie (CETOCOEN, CZ.1.05/2.1.00/01.0001;
spravovany MSMT CR).
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FOSFINOFERROCENOVE AMIDY ODVOZE,NE
OD AMINOKYSELIN: SYNTEZA A POUZITI
V ENANTIOSELEKTIVNI KONJUGOVANE ADICI

JIRI TAUCHMAN, IVANA CiSAROVA,
PETR STEPNICKA*

Katedra anorganické chemie, Prirodovédecka fakulta
Univerzity Karlovy v Praze, Hlavova 2030, 128 43 Praha 2
stepnic@natur.cuni.cz

Organokovové sloueniny se staly nedilnou soucasti
moderni organické syntézy. Téméf zadna totalni syntéza se
dnes neobejde bez kroku zahrnujiciho nukleofilni organo-
kovové ¢inidlo. Médi katalyzovana konjugovana adice organo-
kovovych sloucenin (organozine¢natych nebo Grignardovych)
na o,p-nenasycené karbonylové slouGeniny'? dnes patii mezi
nejrozsitengjsi syntetické metody pro tvorbu C-C vazby.

Pouziti chiralniho komplexu médi umoziuje provést
katalytickou enantioselektivni verzi této reakce.
Nové chiralni fosfinoferrocenové amidy nesouci

aminokyselinové pendantni skupiny prezentované v této praci’
(schéma 1) navazuji na pfedchozi tspésné vyuziti podobnych
ligandd v katalyjze a koordinaéni chemii’. Porovnani
strukturnich a katalytickych vlastnosti takovych hybridnich
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ligandii umozinuje zhodnotit vliv jednotlivych molekularnich
¢asti na prubéh katalytickych reakci.
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Hdpf

| I

CO,H PPh,
PPh, :COZH
Fe

Fe

PPh, PPh,
@/ 0o o o
. PPh, ;
Fe e e
° HN%OME
° ]
e )
HN OMe
R
R = (S)-Me, (R)-Me, R =H, (S)-Me, (R)-Me, R =(S)-Me

(S)-CHMe,, (R)-CHMe,,
(S)-CH,Ph, (R)-CH,Ph

(S)-CHMe,, (R)-CHMe,,
(S)-CH,Ph, (R)-CH,Ph

Schéma 1

Prace vzm'k{a za podpory Grantové agentury UK (projekt C.
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HALOMETALACE ALKYNU: NEPOS,TRADATE:LNY
NASTROJ PRI STEREOSELEKTIVNICH SYNTEZACH
ALKENU

TOMAS TOBRMAN

Ustav organické chemie, Vysoka skola chemicko-technologicka
v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6
tomas.tobrman(@vscht.cz

Substituované alkeny, zejména pak tri- 1 nebo
tetrasubstituované, piedstavuji zajimavy strukturni motiv, ktery
lze najit v celé fad¢ piirodnich latek, napt. tamoxifen, ratjadon,
mycolacton A atd. Dale nachazeji uplatnéni jako vychozi latky
napf. pro hydrogenace, epoxidace a celé fady dalSich procest,
nebo materidly vykazujici zajimavé fyzikalné-elektronicke
vlastnosti.

Neni proto ptekvapujici, Ze znacnd pozornost chemické
vefejnosti je vénovana stereoselektivnim syntézam zejména
trisubstituovanych alkenit'. V zasad® lze vyuzit nékolik
postupti pro jejich pfipravu (Schéma 1). Snad nejznaméjsi
variantou je Wittigova, respektive Horner-Wadsworth-
Emmons reakce. Nevyhodou této reakce je v nékterych
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piipadech nizka selektivita’. Teprve srozvojem chemie
prechodnych kovi byl zaznamenan bouflivy vyvoj v syntéze
trisubstituovanych alkend. Napiiklad karbometalace alkyni,
regioselektivni ,,cross-coupling® reakce 1,1-dihalogenalkent
nebo cross-metathesa alkend a jiné umoznily snadny piistup
k celé¢ tad¢ trisubstituovanych alkenti s rtiznorodym stupném
stereoselektivity. Dal§i metodiku  pfedstavuje  reakce
terminalnich alkynti s haloborany (haloborace), ktera byla
poprvé publikovana® v roce 1964. Obdobné jako hydroborace,
haloborace alkynli probihd stereoselektivné jako syn-adice.
Vzniklé intermediaty 2 lze nasledné v kombinaci pfedevs§im
s Pd-katalyzovanymi ,,cross-coupling” reakcemi pievést na
pestrou $kalu (Z)- nebo (E)-trisubstituovanych alkenti.

Karbometalace alkynt

M R
R;M 3
= B
R Rg
. H+
Wittig nebo HWE olefinace “x
R3 Rs
R1/§PR3 + O/\RZ -------- ->R/=<R
1 2
1
Haloborace alkynud /,
R .
BBr, 3|« Pd-kat.
=Ry —= /—< "cross-coupling”
Bro,B Br
2

Schéma 1. Vybrané piistupy pro syntézu trisubstituovanych alkentt

Prednéaska uvede prehled soucasného stavu problematiky
syntézy trisubstituovanych alkend vcetné vlastnich vysledkl na
poli haloborace a jeji aplikace v syntézach ptirodnich latek.

Tato prace vznikla za podpory grantu MSM 6046137301.
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Prace se zabyva ab initio/DFT vypolty optickych
otagivosti, ORD, IC a NMR spekter na fadé jednoduchych,
rizné flexibilnich monosacharida.

Ve vSech ptipadech se zamétuje na lepsi reprezentaci
rozpoustédla, at’ uz vylepSeny CPCM implicitni solvata¢ni
model v Gaussianu 09, nebo kombinovany QM/MM model
s explicitnimi molekulami rozpoustédla, vychazejici z MD
simulaci.

V pripadé optickych otacivosti a ORD se znovu
zamé&fuje' na vliv Grovné metody, vibragnich prispévki a
vinové délky. ZvySena pozornost byla vénovana piesnéjSimu
zjidténi zastoupenych konformert. U IC spekter se zabyva
detailnim  kvalitativnim a  kvantitativnim  porovnanim
vypotenych a  experimentdlnich dat a  tvorbé
intramolekularnich vodikovych vazeb. V piipadé NMR spekter
byly vyzkouseny nékteré nové funkcionaly a baze.

Bylo zjisténo, Ze rozpoustédlo hraje pti vypoctech optické
otacivosti podstatnou roli a musi byt zahrnuto jak ve stadiu
geometrickych optimalizaci, tak ve vlastnich vypoctech
otacivosti. Nepodafilo se vSak prokazat, ze se rozpoustédlo
kolem studovanych latek specificky strukturuje a ovliviiuje
vyslednou optickou otacivost.

Tato prace vznikla za podpory grantu MSMT CR
MSM6046137305 a GA AV IAA400550702.
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NOVE, TYPY LOMENYCH KAPALNYCH KRYSTALﬁ
NA BAZI KYSELINY 3-HYDROXYSKORICOVE
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Kapalné krystaly jsou materidly nachazejici uplatnéni
v mnoha oborech lidské c¢innosti, napiiklad v zobrazovaci
technice ¢i jako soucast fotovodicl a elektrickych senzord.
V poslednich letech jsou pifedmétem pozorovani predevsim
lomené materidly s aromatickymi jadry substituovanymi
v polohach 1 a 3, které jevi unikatni mezomorfni chovani.

V nas8ich pfedchozich studiich jsme se zaméfovali na latky
odvozené od 3-hydroxybenzoové a 7-hydroxynaftalen-2-
-karboxylové kyseliny. Nyni prezentujeme sérii novych
materiald s jadrem obsahujicim vinylovou spojku — kyselinu
3-hydroxyskoticovou (/).

V préci jsme se zaméfili na studium zmény mezomorfniho
chovani sohledem na délku terminalniho alkylu, zmény
orientace esterové spojky Y a zavedeni paté esterové spojky
namisto etherové.
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Y =CO00, 0O0C n=0,1
R=CgHy7, CioHay CioHas CigHag CyiHyy
Ry = CgHyz, CigHayy CioHas, CigHag CiiHog

(0]
Soaaae G ol
o o 0L
RO (CO),OR,

1

Vlastnosti  pfipravenych materidld  byly
optickou polarizacni mikroskopii, diferen¢ni
kalorimetrii a rentgenostrukturni analyzou.

studovany
skenovaci

Tato prace byla podporovina granty GACV'RV (grant C.
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Nanodiamanty (ND) predstavuji  velmi zaujimavy
synteticky material, z divodu ich potencialnych biologickych
aplikacii. Kovalentna funcionalizdca povrchu nanodiamantov
organickymi molekulami zlepSuje ich biokompaktibilitu,
zvySuje ich rozpustnost’ v roznych rozpustadlach a zabranuje
aglomerécii'.

Povrch komercéne dostupnych nanodiamantov je pokryty
amorfnym a grafitickym uhlikom, ktory je mozné odstranit
oxidiciou ND vzduchom® pri 425 °C. Povrch takto
spracovanych nanodiamantov obsahuje r6zne funkéné skupiny
obsahujuce kyslik (-OH, =CO, -COOH, -CO-0-CO-, laktony),
ktoré sme monofunkcionalizovali dvoma sposobmi (Schéma
1). Prvym je hydroxylacia povrchu pomocou Fentonovej
reakcie (FeSO,/H,0,/H,S0,)’. Vzniknuté hydroxylové skupiny
sme nasledne modifikovali reakciou s roznymi trietoxysilanmi.
Druhym spésobom je oxidacia ND silnymi mineralnymi
kyselinami (HNOs/H,SO,)*. Reakciou ND, obsahujicich
prevazne karboxylové skupiny, s aminmi sme pripravili povrch
pokryty rozli¢ne dlhymi hydrofilnymi retazcami.
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Povrchovymi modifikaciami sme pripravili nanodiamanty
so zvysenou hydrofilitou, obsahujuce koncovt azido skupinu,
ktort je mozné d’alej funkcionalizovat’ pomocou klik-chémie.

Tato prdca vznikla za podpory grantov GAAS CR KAN
200100801 a 7FP DINAMO 245122.
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ANALYZA SILIC CELEDI Ranunculaceae, ZISKANYCH
ZE SEMEN DRUHU Delphinium consolida, D. elatum,
Nigella arvensis, N. hispanica A N. nigellastrum

IRENA VALTER,OVA"‘, KLARA URBANOVA“, LENKA
NEDOROSTOVA", LADISLAV KOKOSKA"

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo 2,
166 10 Praha 6, bCeskd zemédelskad universita v Praze, Kamycka
129, 165 21 Praha 6 - Suchdol

Silice (esencialni ¢i éterické oleje) jsou smési tekavych
latek obsazenych v rostlinach. Celed’ Ranunculaceae zahrnuje
50 az 60 rodu a okolo 2500 druht jednoletych az po vytrvalé
rostliny, rozsifenych po celém svéteé, zejména pak v severnim
mirném pasu. Neékteré druhy celedi Ranunculaceae jsou
pestovany jako okrasné, jiné jsou zndmé svymi lécivymi
ucinky. Z chemického hlediska tyto druhy obsahuji predevsim
alkaloidy a glykosidy, mnoho z nich je jedovatych.

V taxonomické literatute je tato Celed’ popisovana jako
taxon neobsahujici silice!, piestoZe existuji prace o jejich
vyskytu vrodu Nigella®S. Cilem prace bylo ovéfeni
pritomnosti a slozeni silic v semenech vybranych druhi ¢eledi
Ranunculaceae (Delphinium consolidum, D. elatum, Nigella
arvensis, N. hispanica a N. nigellastrum). Silice, ziskané

hydrodestilaci semen téchto rostlin, byly analyzovany
plynovou chromatografii s hmotnostnim  spektrometrem
(GC/MS).

45. Liblice

Bylo zjisténo, ze hlavni soucasti silice N. nigellastrum
jsou monoterpeny, zejména o-pinen (43 %) a B-pinen (46 %).
Oba pineny byly pfitomny ve vysoké enantiomerni Cistoté: (-)-
a-pinen, 90 % ee a (-)-B-pinen, 96 % ee. Stejné tak silice druhu
N. arvensis obsahovala znacné mnozstvi monoterpenti (o-
pinen, 6 %, a B-pinen, 21 %), jejich enantimerni Cistota vSak
byla nizsi. Analyzou silice druhu N. hispanica nebyly zjistény
zadné terpenické latky, hlavni slozkou byly mastné kyseliny
(84 %) a jejich estery (4 %). Podobné slozeni méla i silice
dvou druhlt rodu Delphinium s ptevahou mastnych kyselin
(89 % v D. elatum a 87% v D. consolida).

Tato prdace vznikla za podpory GACR (#525/08/1179).
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VLIV INTRAMOLEKULARN{HO PRENOSU NABOJE
NA FLUORESCENCI FTALOCYANINU
A AZAFTALOCYANINU

LENKA VACHOVA, PETR ZIMCIiK, VERONIKA
NOVAKOVA, KAMIL KOPECKY

Katedra farmaceutické chemie a kontroly léciv, Farmaceuticka
fakulta UK, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové
lenka.vachova@faf-cuni.cz

Ftalocyaniny (Pc) a jejich aza- analogy (AzaPc) jsou pro
své vyhodné fotofyzikalni vlastnosti jiz fadu let zkoumany na
nasem pracovi$ti. Bylo potvrzeno, Zze u derivati AzaPc
s perifernimi ~ N,N-diethylaminoskupinami dochazi vlivem
intramolekularniho pfenosu naboje (ICT) z excitovaného stavu
S1 ke snizeni celkové fluorescence na minimum'. Z tohoto
divodu lze tyto latky vyuzit pro zhaseni fluorescence na
oligonukleotidovych  sondach  pouzivanych v moderni
biochemii a molekularni geneticez.

Nase pozornost se obratila k derivatim Pc, u nichz dosud
ICT popsan nebyl. Byly syntetizovany derivaty Pc a AzaPc
nesouci terminalni karboxylovou skupinou potencialné
vhodnou k vazbé na oligonukleotid a dva periferni donorové
atomy dusiku zodpovédné za vlastni zhdaSeni fluorescence.
Zbylé periferni substituenty jsou véazany k makrocyklu pies
siru (ferc-butylsulfanylova skupina, 1 a 2) resp. kyslik (2,6-
diisopropylfenoxylova skupina, 3). Z namétenych kvantovych
vytézkl fluorescence bylo zjisténo, Zze ICT probiha efektivngji
u AzaPc derivatl 1 (fluorescence poklesla az 80krat), naproti
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tomu u Pc 2 a 3 se snizila pouze 2-3krat. Divodem muze byt
vliv pyrazinovych dusiki v makrocyklickém jadie na ICT.
Z tohoto divodu se zdaji byt pfipravené Pc derivaty nepfilis
vhodné pro pouziti jako zhasece fluorescence.

1 R= ,S+ X= N
2 R= -s# X= CH
COOH iPr
3 R=-0 X= CH
M=Mg2H,zn "

Tato prace vznikla za podpory grantu GAUK 68110/B-
CH/2010 a SVV-2010-261-001.
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ROLE CHEMICKE A AKUSTICKE KOMUNIKACE
V NAMLUVACH ZAVIJECE CIZOPASNEHO, Aphomia
sociella

IRENA VALTEROVA"‘,V BLANKA VK,AVLINOVA“, JIRI
KINDL?, PAVEL JIROS™®, PETR ZACEK™"

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo
nam. 2, 166 10 Praha 6, bUstav chemie prirodnich latek,
VSCHT, Technické 5, 166 28 Praha 6
irena@uochb.cas.cz

Zavije¢ cizopasny, Aphomia sociella L., je parazitem
¢meldkti. Napadd hnizda, larvy se zivi dilem, zdsobami
i plodem hostitele a v kratké dobé jsou schopny hnizdo zcela
zni¢it. Namluvy zac¢inaji volanim sameckt, ktefi produkuji
sexualni feromon v kiidelnich zlazach. Elektroantenograficky
aktivnimi slozkami jsou hexan-1-ol, 2-fenylethanol, (R)-(Z,2)-
-nona-2,6-dien-4-olid (1), (S)-(Z)-non-6-en-4-olid (/I), mellein
(111, hlavni slozka), fyton (/V) a dale nerozdglitelna smés C-18
mastnych kyselin'2. Absolutni konfigurace chiralnich latek
byla stanovena enantioselektivni plynovou chromatografii.

45. Liblice

Volajici samecek rozptyluje feromon intenzivnim
mavanim kfidel, coz pfildka samicku z velké vzdalenosti.
Ptiblizeni samicky vyvola u samecka produkci ultrazvuku.
Zpév samecka podniti vifeni kiidel také u samicky, ktera tak
rozptyluje svtij sexualni feromon a dava najevo receptivitu.

WOH

\%

Sami¢i feromon se skldda ze 3 slozek: hexan-1-olu,
fytonu (/) a odpovidajiciho alkoholu V. Z biologickych testl
vyplyva, ze alkohol Vje hlavnim sexualnim atraktantem,
zatimco dalsi 2 slozky pisobi synergicky.

Zavije¢ cizopasny je tak piikladem uziti kombinace
akustickych a chemickych signali v reprodukénim chovani.

Tato prdace vznikla za podpory grantu MSMT CR 2B06007.
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MECHANISMY UPLATNUJICI SE PRI
TRANSFORMACI S-FTALID-3-YL
ISOTHIURONIOVYCH SOLI

JIRI VANA, JIRI HANUSEK, MILOS SEDLAK

Ustav organické chemie a technologie, Fakulta chemicko-
technologicka, Univerzita Pardubice, Studentska 573, 532 10
Pardubice

Jiri.vana@student.upce.cz

Produkty transformace S-ftalid-3-yl isothiouroniovych
soli v prostiedi vodného amoniaku se 1i§i v zavislosti na
substituci dusikovych atomt vychozi thiomocoviny. V piipadé
thiomocovin s jednou volnou aminoskupinou je produktem

substituovany isoindol [/, v piipadé N,N’-substituovanych
thiomocovin  dochazi ke vzniku smési N-ftalid-3-yl
thiomocovin /7 a produkti rozpadu.
O
[0}
\ R'=RZ%=H N Y,
0 — NH,
| OH
S
\H R'=R=CH, \
N SNHBr 0
R Rlz
N np-CHs
H,C

U soli odvozenych od nesubstituovanych ¢i mono
substituovanych thiomocovin dochazi intramolekuldrnim
atakem iminoskupiny' ke vzniku tricyklického teraedrélniho
intermediatu /71, ktery se nasledné rozpada na aldehyd /) a ten
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opét intramolekularné cyklizuje na produkt 7. U soli
pfipravenych z N,N" disubstituovanych thiomocovin je
takovato reakéni cesta vyloucena a uplatiuji se dvé odlisné
reakéni cesty. V prvni, analogické s pfedchozim piipadem,
dochdzi k ataku molekuly amoniaku pouzité jako baze, tvorbé
bicyklického tetraedralniho intermediatu, vzniku aldehydu a
dale produktu rozpadu. Druhou je intramolekularni S—N
migrace probihajici pravdépodobné pies Ctyfclenny tranzitni
stav V' a vedouci ke vzniku produktu /7.

@iﬁ CC\%NHQ (:Eﬁ = Q;??jt/%

s\( ‘CH3 H
ch v NH-CHj
o O NH, %
S NH g o]
N% =
NH, H o)
1 v
OH [¢) s

1 HBC'N\(

NH
HaC

Tato prdce vznikla za podpory vyzkumného zaméru MSMT CR
¢ 0002 162 7501 a projektu IGA SGFCHT 02 UPa.
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AMONIUM-KARBAMATY: VYSOCE UCINNE
AKCELERANTY TRANSDERMALNI PERMEACE
S DUALNIM MECHANISMEM UCINKU

MICHAL NOVOTNY, JANA KLIMENTOVA, )
ALEXANDR HRABALEK, KATERINA VAVROVA

Vyzkumné centrum Novd antivirotika a antineoplastika,
Farmaceuticka fakulta UK, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec
Kralové

katerina.vavrova@faf.cuni.cz

Akceleranty  transdermalni  permeace jsou  latky
reverzibilng zvysujici prostup 1é¢iva pres kizi'. Transkarbam
12 (T12) je velmi aktivni, Sirokospektry a biodegradabilni
akcelerant s nizkou toxicitou a dermalni drazdivosti®. V této
préaci jsme prokazali, ze T12 ptsobi dualnim mechanismem.
Prvni ¢ast jeho ucinku je spojena se strukturou amonium-
karbamatu, coz bylo prokdzano jeho pH-dependentnim
uc¢inkem na permeaci modelovych 1éCiv. Jakmile se tento
amonium-karbamat dostane mezi intercelularni lipidové lamely
stratum corneum, dojde k jeho rozkladu na protonizovany
DDEAC (dodecyl-6-aminohexanoat) a oxid uhli¢ity, coz bylo
prokazano pomoci termogravimetrické analyzy a infracervené
spektroskopie. Tento prvni krok v u¢inku T12 ma vliv pouze
na lipidické cesty prostupu 1é¢iva kizi. Uvolnény DDEAC je
také aktivni akcelerant, prodluzuje ucinek T12 a predevsim
rozSifuje spektrum jeho uCinku o hydrofilni 1éCiva, ktera
preferuji tzv. polarni cestu permeace pies kozni bariéru. Tento
dualni mechanismus ucinku je ziejmé zodpovédny za zcela
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ojedin€lé vlastnosti T12, které z n& c¢ini velmi nadéjny
akcelerant pro klinické pouziti.

Tato prdce vznikla za podpory MSMT CR (Vyzkumné centrum
Nova antivirotika a antineoplastika 1M0508 a Vyzkumny
zamer MSM0021620822).
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SYNTHESIS OF TETRAHYDROFURAN-DERIVED
B-AMINO ACIDS VIA A TANDEM MICHAEL
ADDITION/OXIDATIVE CYCLIZATION

AUDE VIBERT*, ULLRICH JAHN

Institute of Organic Chemistry and Biochemistry AS CR, v.v.i.
Flemingovo nameésti 2, 166 10 Praha 6
vibert@uochb.cas.cz

Non-natural amino acids are a very interesting class of
molecules. They are much more resistant to enzymatic
hydrolysis and when they are incorporated in peptides they
modify the secondary and tertiary structures and consequently
the biological properties of such peptides and proteins. This
work focused on the preparation of 3-nitrotetrahydrofurans as
peptide building blocks.

The desired tetrahydrofurans 1 are dissected according to
the following retrosynthesis.

J:w

3 4

Key step of this synthesis is the tandem oxa-Michael
addition/oxidative radical 5-exo cyclization of the D-
glyceraldehyde derived nitroalkene' 3 and allylic alcohols 4
mediated by cupric halides®.

\\ -l B\II i. solvent, T°C,
time, additives?

1
R x

.
JNOZ i 0N\ R?
Cux.

Y o/\/kw o 3
)VO T°C. time Q jo
/)Vo
5 2

Further steps towards target amino acids 1 were evaluated.
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PlV(I'PRAVA, DENpRIMERl”J S FLUORESCENTNIM
INDOLOVYM JADREM

PETR VINS*?, PAVEL DRASAR?, FERNANDO COSSiO”

“YSCHT Praha, Technickd 5, CZ-16628 Praha 6; bUPV/EHU,
Avenida de Tolosa 72, ES-20018 San Sebastidn
petr.vins@vscht.cz

Indoly jsou $irokou skupinou heterocyklickych slou¢enin
jevicich flourescenci, jejiz charakter je ovlivnén strukturou a
funkénimi skupinami na indolovém skeletu. V této praci je
popsana ptiprava nového derivatu N-methylindolu, strukturou
vhodného jako stavebni jednotka pro ziskani dendrimeru s jim
tvofenym jadrem a polyaromatickymi dendrony Fréchetova
typu. Hlavnim zamérem této prace je pfipravit sérii dendrimerti
se stejnym jadrem a riznymi ,,dendritickymi vétvemi*, li§icimi
se jejich generatnim &islem'. Takova sada latek by byla
vhodna pro studium fluorescence v zavislosti na struktuie a
jejich spektralnich vlastnostech.

Fréchetovy dendrony byly piipraveny postupem shodnym
s pivodni literaturou® a7 do &tvrté generace. Jednd se o
disubstituované polyaromatické ethery, nesouci bromidovou
skupinu vhodnou pro dal§i pfipojeni pfes ether na indolové
jadro. Dendrony této a pfibuzné struktury jsou pouzivany jako
anténové systémy“ zachytavajici elektrony a lze se domnivat,
ze indol snimi konjugovany bude ménit své flourescenéni
vlastnosti.

o OH
Br HO N OH
o \

el
Obr. 1. Pfipravené dendrony a indolové jadro

Prvni krok ptipravy vybraného indolu spocival
v Bichlerové konjugaci® derivatii anilinu a bromoacetofenonu a
byl nésledovan odstranénim chranicich skupin a postupnou
redukei nitrilu na alkohol. Timto zpisobem byl cilovy produkt
ziskan, le¢ s malym vytézkem v poslednim kroku. Momentalné
jsou prozkoumavany dalsi metody piipravy této latky.

Tato prdce byla financné pog’pofena grantem IGA VSCHT Al
FPBT 2010 00 a grantem MSMT MSM 6046137305.
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NOVA SYNTEZA (-)-SILODOSINU

RUZENA VLASAKOVA, MARKETA SLAVIKOVA,
JOSEF HAJICEK

Zentiva, k.s., U Kabelovny 130, 102 37 Praha 10
Riizena.Vlasakova@zentiva.cz, Markéta.Slavikova@zentiva.cz,
Josef.Hajicek@zentiva.cz

Silodosin je vysoce selektivni antagonista ol-adreno-
receptori potlacujici kontrakce mocovodu a zaroven vykazujici
miniméalni pokles krevniho tlaku. Byl vyvinut japonskou
spole¢nosti  Kissei Pharmaceutical pro 1é€bu  benigni
prostatické hyperplazie (BPH)'.

CF3

Plvodni postupy piipravy (-)-silodosinu fesi chiralitu
molekuly vrizném stupni syntézy, vzdy vSak S§tépenim
racematu. Na§ pfistup vyuzivd k zavedeni chirality do
molekuly reduktivni aminaci s opticky Cistym (+)-fenylethyl-
aminem. Pritomnost této fenylethylové skupiny je zaroven
zarukou, ze v dalSim stupni pfi N-alkylaci nedochazi ke vzniku
vedlejsiho produktu, vzhledem k sterickému branéni.
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ENANTIOSELEKTIVNi ALLYLACE )
KARBONYLOVYCH SLOUCENIN KATALYZOVANA
LEWISOVOU BAZI

KLARA VLASANA® RADIM HRDINA®, MARTIN
KOTORA™

“Katedra organické a jaderné chemie, PiF UK v Praze,
Hlavova 8, 128 43 Praha 2; bUstav organické chemie a
biochemie AV CR, v.v.i., Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
vlasanaklara@seznam.cz, kotora@natur.cuni.cz.

Je znamo, Ze chiralni bipyridin N,N -dioxidy (Lewisovy
zasady) mohou aktivovat ruzné slouceniny (Lewisovy
kyseliny) a tim zprostfedkovat fadu enantioselektivnich reakci
jako allylace'?, konjugovana adice, s vysokou enantio-
selektivitou.

Chiralni bis(tetrahydroisochinolyl)-N,N-dioxidy (R,R,,R)-
I a (RS,R)-l byly testovany jako katalyzatory v enantio-
selektivnich allylacich aromatickych a a,pB-nenasycenych
aldehydd  allyltrichlorosilanem. ~ Oba  diastereoisomery
vykazovaly vysokou katalytickou aktivitu a asymetrickou
indukei (az 92 % pro aromatické a az 96 % pro o,-nenasycené
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aldehydy). Pro uspésny prubéh reakce byla také kli¢ova volba
rozpouitédla jako reakéniho média®.

CHO
OH RSN OH
: Ar-CHO . R2 .
Ar)\/\ ASICls L g N
I (1-2 mol%) I (1 mol%) 2
az92%ee -40°C,24h -40°C,2-6 h
az 96 % ee

Tato prace vznikla za podpory grantii LC06070 a GACR
203/08/0360.
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PRIPRAVA TRITERPENOIDNiCH DIMERU
S CHELATACNIMI VLASTNOSTML.

MARTIN VLK™, JAN SAREK’, TOMAS ELBERT",
MARIAN HAJDUCH!

“Katedra jaderné chemie, FJFI, CVUT, 115 19 Praha 1,
bKatedra organické chemie, PFF UP, 772 07 Olomouc;
“Laborator radioizotopii, UOCHB AV CR, 166 10 Praha 6;
Lab. experiment. mediciny, Détska a onkologicka klinika, LF
UP a FN Olomouc, 775 20 Olomouc

martin.vlk@fjfi.cvut.cz

Semisyntetické derivaty pentacyklickych triterpent,
zvlasté betulinu (/) a kyseliny betulinové (I7), jsou pfedmétem
vyzkumu jiz fadu let. Jejich biologické ucinky, specialné
protivirové a cytostatické, jsou velmi dobfe zndmy a studovany
v nasi skupiné po dlouhou dobu'?.

I, R =CH,OH

Il,R = COOH Il R =CHj

V posledni dobé je syntetickd pozornost mimo jiné
upfena na piipravu dimernich triterpenoidnich derivatd

45. Liblice

spojenych typickym mustkem viz /II. Toto uskupeni vykazuje
silné chelatacni vlastnosti hlavné vici trans-aktinoidam (I1I+),
coz je vyuzivano v extrakénich procesech pii separaci
americia>. Pro studium komplexace byly syntetizovany
prekurzory obecného typu /71.

Cinidla a rozpoustédla byla financovina z grantovych
prostiedkii: A/CZ 0046/1/0022 of FM EEA NORSKA, GACR
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FLOW CHEMISTRY: CROSS-COUPLING REACTIONS
UNDER NON-BASIC CONDITIONS
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Cross-coupling reactions leading to a new carbon-carbon
and carbon-sulfur bond formation were performed and
optimized in continuous-flow mode (ThalesNano X-Cube®™
system setting). Formation of substituted ethylenes (Heck
coupling), acetylenes (Sonogashira coupling), or Cu(l)
catalyzed arylthiation of terminal acetylenes' (C-S coupling)
proceeds under mild conditions, without the requirement of
base. The scope and limitations of the present chemistry has
been investigated.

10X X-Cube™ Arl = AP
Ay A == a2 ——————— AT o
(S) [Cu(l)] or [Cu(l),Pd] (S)
Scheme 1.

The work was supported by the Grant Agency of the Czech
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SYNTHESIS OF NEW CUCURBITURIL DERIVATIVES
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Cucurbiturils are class of macrocyclic compounds based
on condensation reaction of glycoluril units with formaldehyde
under acidic conditions (Fig. 1). The crucial problem of these
molecules is poor solubility in common solvents.

To increase the solubility it is necessary to modify the
cucurbituril skeleton. One way is direct functionalization
(Fig. 1b) — typically by introducing of hydroxyl groups and
subsequent alkylation'. Another way can lead via modification
of glycoluril unit before condensation with formaldehyde (Fig.
la).

Cucurbiturils can easily form complexes with amines and
can be also used in complexation of drugs (for example the
complexation of cisplatin?).

heat

)(L JCJ)\
a HN” “NH HCHO Nj :N/:|\
: \ b
HN NH strong acid

0 n=5-10

Fig. 1. Synthesis of cucurbituril and possible modification of skeleton

before (a) and/or after (b) cyclisation
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REACTION OF QUINACRINE WITH PRION
PROTEIN: TREATMENT FOR CREUTZFELDT-JAKOB
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Prion diseases are most probably caused by a conversion of
normal cellular form of prion protein (PrPS) to a toxic one
(PrPSC)l. This transformation can be prevented, at least in vitro,
by quinacrine’. The acridine moiety of the quinacrine can
undergo nucleophilic substitution with primary amines® and
thiols* to afford acridine analogs, what was utilized in our
investigation of acridinylation of prion protein free thiol groups.

We studied quinacrine reactivity towards the thiol groups
of mouse prion protein. Firstly we prepared a few peptides
containing cysteine residue (short fragments of prion protein)
on which we were trying the acridinylation reaction. Then we
extended the study to acridinylation of both cysteine residues
of recombinant mouse prion protein.

To rationalize the reaction conditions, we also modeled
acridinylation theoretically on simpler systems, such as N-
methyl-4-aminopyridine and SH™ anion. The B3LYP functional
with the 6-31+G** basis set provided realistic activation
energies. The calculated influence of different acridine
substituents on activation energy of acridinylation, as well as
the facilitating effect of N-protonation on the reaction was
consistent with experimental experience.

Comparing a few possible pathways, the most probable
multi-step mechanism of the acridinylation reaction was
suggested according to calculations of a model reaction of SH
anion with N-methyl-4-aminopyridine.

Since the quinacrine is potential treatment for the
Creutzfeldt-Jakob disease, which is believed to be caused by
prion, we suggest that covalent bonding of acridine moiety to
the prion protein free thiol groups may be crucial for
quinacrine action in the disease treatment. Moreover, the
understanding of the acridinylation mechanism might play very
important role in the design of new acridine drugs.

This work was supported by the Czech Science Foundation
(GA CR) grant no. 203/07/1517 and Research Project
Z405505006.
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Organofosforové slouceniny (OF) byly v minulosti
pouzivany pro vojenské Gcely jako nervové paralytické latky
(NPL, napf. tabun, sarin, soman, VX), ackoli byly ptvodné
vyvinuty pro zemédé€lské Gcely jako pesticidy (napf. paraoxon,
chlorpyrifos, diazninon)'. Mechanismus jejich G&inku spo&ivé
v ireverzibilni inhibici enzymu acetylcholinesterasy AChE, EC
3.1.1.7). Lécba OF je zalozena na podani reaktivatoru AChE
oximového typu spole¢né s parasympatolytikem atropinem
a antikonvulzivem diazepamem. Mezi nejcastéji pouzivané
reaktivatory AChE patfi obidoxim, trimedoxim, pralidoxim,
methoxim a asoxim (HI-6). Zadny z dosud zndmych
reaktivatord neni schopen uspokojivé reaktivovat AChE
inhibovanou viemi typy OF”.

Obrazek 1. Predikce interakci prlpravovanych slouc¢enin s AChE

Cilem prace byla pfiprava novych reaktivatori AChE
s modifikaci bo¢niho fetézce naftylem vychazejici z predikce
molekularné modelovaci studie (Obrazek 1). Bylo ptfipraveno
12 slouenin s rozdilnou polohou oximovych skupin na
pyridiniovém jadru a rozdilnym mustkem mezi pyridiniovym
jadrem a 1-/2-naftylem (Schéma 1). Ptipravené slouceniny byly
testovany na modelu tabunem, paraoxonem, methylpara-
oxonem a DFP inhbibované AChE in vitro.

N\\ NOH

B\
_PhPr, N\/ NOH
OO " vecn,60C “wecn, 70G B°
N/\ B° NEN
K/ 3 NBRY
NOH N

Schéma 1. Oximové reaktlvatory AChE smodlﬁkovan}'lm boc¢nim
fetézcem

Tato prace vzmikla za podpory vyzkumného zameéru
FVZ0000501.
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AZAFTALOCYANINY — OD SYNTEZ PRES
FOTOCHEMICKE A FOTOFYZIKALNI VLASTNOSTI
K APLIKACIM

Abstrakt prednasky k cené Alfreda Badera za bioorganickou
a bioanorganickou chemii za rok 2010

PETR ZIMCIK
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Ftalocyaniny (Pc) diky svym zajimavym vlastnostem
nachazeji uplatnéni nejen mezi barvivy, ale také v medicing,
elektrochemii a katalyze'. Azaftalocyaniny (AzaPc) patii mezi
dusikaté  analogy Pc, kde nékter¢é CH  skupiny
v makrocyklickém systému jsou isosterné nahrazeny dusiky.
Pravé ptitomnosti dusikovych atom se méni vyrazné jak
reaktivita, tak i nékteré fotochemické a fotofyzikalni vlastnosti
AzaPc makrocykll v porovnéni s Pc.

Syntézy  AzaPc  jsou  provadény  tetramerizaci
substituovanych pyrazin-2,3-dikarbonitrilt. Vyuziti lithnych
nebo hofecnatych alkoholatli jako iniciatori muize b&hem
tetramerizace vést k nezddoucim nukleofilnim substitucim na
elektrondeficitnich uhlicich v polohach 5 a 6 pyrazinového
jadra®. Vtéchto piipadech je nutné vyuzit alternativnich
tetramerizaGnich postupii (viz Schéma 1)°.

R

(BuO),Mg, BUOH
—_—

‘ :[ I nebo NooM N
R N/ Zn(CH,CO0), \ e,

CN DMF nebo chinolin N N
—_—

R
BuOLi nebo lil g N~ /
=N
7/

Schéma 1.

Castym pozadavkem v jednotlivych aplikacich je syntéza
nesymetrickych AzaPc nesoucich rizné funkéni skupiny.
Nejjednodussi metodou je statistickd kondenzace dvou riznych
prekurzorti s naslednou izolaci pozadovanych produkti ze
smési Sesti rznych AzaPc*>. V nékterych piipadech jsou nutné
i ,,postmodifikace” na hotovém makrocyklu — zde lze vyuzit
napt. vysoce efektivni azid-alkyn cykloadice®.

Pc a samoziejmé i AzaPc se vyznaluji vyraznym
absorpénim spektrem zasahujicim az k 700 nm. Po absorpci
svételného kvanta pak energii vyzaii bud’ opét ve form¢ fotonu
(fluorescence), nebo po prechodu do tripletového stavu piedaji
kysliku a vytvofi z néj silné reaktivni singletovy kyslik. Jeho
produkce je pak zdkladem medicinské aplikace, tzv.
fotodynamické terapie (PDT). Singletovy kyslik produkovany
po ozafeni fotosensitizéru ucinné ni¢i nadorové buniky. Na
nékolika rozsahlych sériich rizné periferné substituovanych
derivatt AzaPc bylo zjisténo, ze pro podporu tvorby
singletového kysliku je vhodné substituovat latky nejlépe
alkylsulfanyl substituenty a chelatovat centraln¢ zine¢naty
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kationt’. Zcelkové analyzy vysledkii  vyplynulo, Ze
fotochemické parametry 1ze snadno predikovat a vypocitat jako
soucet prispévkid vlastniho makrocyklu a jednotlivych
substituenti (podobn& jako napt. logP)’. Velice specifickou
cestou deaktivace excitovanych stavil (di)alkylamino AzaPc je
pak intramolekularni pfenos naboje (ICT), ktery ,,zhasi
excitovany singletovy stav a déla molekuly inaktivni jak
fotochemicky, tak z hlediska fluorescence®.

Pro aplikaci vPDT byly u hydrofobnich AzaPc
s optimalnimi  fotochemickymi  vlastnostmi  zkoumany
moznosti inkorporace do liposomil jakozto nosi¢u lipofilnich
fotosensitizéri a jednoduchych modeli biologické membrany®.
Jinou moznosti aplikace AzaPc do biologického prostiedi je
syntéza ve vodé rozpustnych derivatd obsahujicich kvarterni
ammoniové soli. U téchto derivati byla zjisténa vysoka
fotodynamicka aktivita po ozafeni (ICsy ~ 100 nM) na Hep2
buiikach pii velice nizké toxicité (ICsy > 200 pM)’.

Unikatni deaktivaci excitovanych stavii* AzaPc procesem
ICT lze vyuzit pfi vyvoji novych zhaseca fluorescence v DNA
sondach napt. pro detekci a kvantifikaci DNA nebo pfi
monitorovani real-time PCR. Pfi téchto metodach genetické
analyzy dochazi po priblizeni zhdSece a fluoroforu (po
hybridizaci komplementarnich sekvenci) k pfedani energie
zhaseci, ktery se ji zbavi nezafivym procesem napt. pravé ICT.
Alkylamino AzaPc se v hybridizacnich testech ukazaly jako
prakticky univerzalni zhase¢e pro jakykoliv fluorofor
v sou¢asné dob& pouzivany v DNA sondach'®.

Tato prdce vznikla za podpory Vyzkumného ziméru MSMT
Cislo MSM0021620822.
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Ceska spole¢nost chemicka

Sekretariat a redakce Chemickych lista
Novotného lavka 5

116 68 Praha 1

tel./fax: 222 220 184, redakce tel. 222 221 778
e-mail: chem.spol@csvts.cz
http://www.csch.cz

Proc se stat ¢lenem Ceské spole¢nosti chemické

Zapojeni v Ceské spolecnosti chemické, ¢lenu Asociace ¢eskych chemickych spolecnosti, prindsi individualnim che-
mikdm kromé vlastniho ¢lenstvi v nejvétsi a nejstarsi profesni organizaci chemik:

celosvétove uznavanou prislusnost k jedné z nejstarSich profesnich organizaci v chemii na svété,
moznost zapojeni se do prace a komunikace v jedné z mistnich & odbornych pobogek CSCH,

kontakty, informace, sluzby, moznosti, uplatnéni...

podstatné slevy u vlozného na sjezdech a konferencich, jejichz oficialnim potadatelem je CSCH,
moznost dostavat 4x ro¢né zdarma tzv. ,,bulletinové ¢islo® Chemickych listd,

moznost objednani piedplatného Chemickych listi s vyznamnymi slevami,

moznost objednani ,,0sobniho baliku predplatného* Chemickych listi a ¢asopisii konsorcia EUChemSoc,

Clenské informace o novych knihach, produktech a sluzbach i o ptipravovanych odbornych akcich na celém své-
té, informace o déni v evropskych chemickych strukturach

moznost zazadani o evropskou nostrifikaci chemického vzdélani a odborné praxe spojenou s udélenim titulu
Eurchem, platného v celé EU,

pristup ke sluzbam a slevam poskytovanym ¢lenskymi organizacemi EuCheMS pro ¢leny narodnich organizaci,
moznost pfidruzené¢ho ¢lenstvi v IUPAC,

moznost ziskani a doporuceni ¢lenské prihlasky do vyznamnych zahrani¢nich chemickych spolecnosti (RSC,
ACS , GDCh, GOCh, SFC aj.),

moznost ziskani pfileZitostnych slev obchodnich firem spolupracujicich s CSCH,

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

vedle individualniho ¢lenstvi je mozné kolektivni ¢lenstvi firem,

a fadu dalsich sluzeb.

Jak se stat &lenem CSCH

Clenska ptihlaska je k dispozici na internetovych strankdch CSCH nebo na sekretariatu CSCH. Clenstvi je pfistupné
pro viechny zajemce o chemii a piijeti nového ¢lena doporuéi dva ¢lenové CSCH (doporudeni je mozné nahradit
odbornych Zivotopisem), &lenstvi nabyva platnosti po schvaleni hlavnim vyborem CSCH.

V¥si ¢lenskych piispévki a mozné slevy schvaluje na navrh piedsednictva hlavni vybor CSCH.
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