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VaZeni étendaii,

vedouci redaktor Chemickych listi se neddvno na mne
obratil se zajimavou myslenkou blizsi spoluprace mezi
nasimi casopisy. Proto se v tomto uvodniku na vas obraci
reprezentant tzv. fyzikalni obce. Hned na zacatku bych se
ale rad zamyslel nad tim, zda je tireba vést délici caru mezi
Jednotlivymi obory snazicimi se pochopit déje v prirodé
a smysl jejich fungovani? Tradicni déleni prirodnich véd
na matematiku, fyziku, chemii, biologii se v dnesni dobé
stale vice stira a pomalu se stava jen umélou klasifikaci.
V zdkladech chemie stoji kvantova fyzika, fyzikové se stale
vice zajimaji o slozité struktury a biologické systémy
a materidaly, znalosti chemie jsou nezbytné v modernich
technologiich. Zvlasté je tento trend vidét v nanotechnolo-
giich, jejichz vyznam se odrazi také v mimoradné podpore
v§ech vyznamnych grantovych agentur po celém svéte.
Studium vlastnosti a technologie pripravy materidli, je-
Jichz prostorova struktura je kontrolovana s presnosti radu
nanometri, si bez dikladnych znalosti chemie a fyziky
nedokazeme predstavit. Pritom se v tomto oboru pred nami
vynorily nové otdzky, které v tradicni fyzice neexistovaly.
To bylo dano rychlym rozvojem technologie pripravy na-
nostruktur, kterd je velmi narocna na dokonalost systémii
v malém méritku, doslova vyzaduje manipulaci s klastry
atomii a molekul, ¢i dokonce se samotnymi atomy. Otevie-
ly se pred nami moznosti experimentalni fyziky studovat
viastnosti struktur na atomdrni urovni a s rozvojem moz-
nosti vypocetni techniky i moznosti teoretického studia
novych materidalii. Nanostruktury jsou prilis malé na apli-
kaci metod znamych ze studia pevnych latek, na druhé
strané jsou prilis velké pro uplatnéni znalosti z atomarni
fyziky. Pravé takové rozméry struktur na mezoskopické
urovni prinasi unikdatni fyzikalni i chemické vlastnosti
a nanotechnologie tak poskytuji nové magnetické materia-
ly, elektronické a optoelektronické prvky, nové pristroje,
které jsou, vzhledem ke svym molekularnim rozmérum,
schopny pracovat napr. v zivych tkanich. Nanostruktury,
Jjako kvantové jamy, supermriizky, kvantové tecky a kvanto-
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Uvodnik

vé draty jiz nalezly uplatnéni v Fadé aplikaci, napr. lasero-
vych dioddch, vysokofrekvencnich tranzistorech, detekto-
rech infracerveného zareni, ultrarychlych senzorech ap.
Podnéty krozvoji  nanotechnologii  prichdazely hlavné
z elektrotechnického primyslu, kde mensi rozmér soucds-
tek znamena vetsi rychlost, vétsi pamet pocitacii a mensi
spotiebu energie. Dosavadni fyzikalni technologie vSak
nejsou schopny kontrolovat s presnosti nanometrii design
soucastek ve velkych sériich, s dobrou reprodukci procesii
a stalosti struktur. Na druhé strané existuje ale metoda
umoznujici vytvaret obrovské mnozstvi objektii s atomarni
presnosti. Takovou metodou je chemickd syntéza. V oblasti
nanotechnologii existuji tak dva zakladni pristupy, tzv.
metoda ,,bottom-up“, charakteristicka vylucné pro che-
mické postupy a metoda ,,top-down “, typicka pro fyzikalnt
pristup. S rozvojem technologii se postupné tyto metody
zacinaji prekryvat a spoluprdace chemikii, fyzikii i biologii
je nezbytna.

Zminil jsem se zde hlavné o spoluprdci védcii z riznych
oblasti prirodnich véd v modernim oboru nanotechnologii.
Existuje ale samozrejmé daleko vice oblasti, kde tato spo-
luprace je nezbytna a prirozené probihd dlouhou dobu.
Diky naristu vypocetnich moznosti se teoreticti fyzikové
zacaly zabyvat napriklad slozZitymi latkami a biologickymi
materialy, Ci jejich funkcemi. Rychlé pocitace umoznily
rozvoj nového oboru zvaného modeling materiali, kdy se
modeluji materialy pozadovanych vlastnosti. Zajimavé je
studium samoregulacnich procesu, které vedou na predem
zadané struktury. Tim se opét oteviela cesta k materialiim
unikdtnich vlastnosti a k pochopeni funkci Zivé hmoty.

Verim, ze zapocata spoluprdce fyzikii a chemikii bude
uspésné pokracovat, nejen na poli védy, kde je samozrej-
md, ale i mezi nasimi ¢asopisy.

Zdenek Chvoj
vedouci redaktor
Ceskoslovenského casopisu pro fyziku
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1. Uvod

Insulin je globuldrni protein o relativni molekulové
hmotnosti cca 6000 Da, ktery se sklada ze dvou polypepti-
dovych fetézcli A a B stabilizovanych dvéma interchindr-
nimi disulfidickymi mastky. Tfeti intrachinarni disulfidic-
ky mustek je v fetézci A. Interchindrni disulfidické miistky
se nachazeji mezi cysteiny A7 a B7 a mezi A20 a B19,
intrachinarni disulfidicky mustek spojuje cysteiny A6
a All (obr. 1). Retdzec A ma spiSe kysely charakter a je
tvofen 21 aminokyselinami, fetézec B je naopak spise
bazicky a tvofi jej 30 aminokyselin. Insulin produkovany
B-buiikami pankreatu je jednim z kliCovych hormonti orga-
nismu a ovliviiyje fadu dilezitych metabolickych pochodu,
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glukosy do bunky. Porucha insulinové sekrece ¢i ptisobeni
insulinu je spojeno se zavaznymi klinickymi projevy —
nejéastéji s onemocnénim diabetes mellitus 1. a 2. typu.

Primarni struktura byla vyfeSena v prvni poloviné
50. let (cit."?), sekundarni a terciarni struktura byla uréena
na konci Sedesatych let>*. Charakteristickd, evolu¢né vel-
mi konzervovana terciarni struktura insulinu, vytvofena
béhem biosyntézy a formovani molekuly, je krucialné
diilezita pro jeho biologickou aktivitu. Pfi studiu biosynté-
zy se zjistilo, Ze insulin vznika z jednotetézcového prekur-
zoru, ve kterém se vysoce efektivnim zplsobem vytvari
spravné propojeni disulfidickych mustkt, a tim i pozdé&jsi
terciarni struktura hormonu’. Pozdéji bylo prokazano, ze
model jednofetézcového prekurzoru je spolecny i pro mno-
ho dalsich peptidovych hormonti a neuropeptidii®. Ptikla-
dem miZze byt proopiomelanokortin (POMC), ze kterého
vznika nékolik biologicky aktivnich peptidi’.
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2. Biosyntéza insulinu

Insulin je syntetizovan v -buitkdch Langerhansovych
ostrivkd pankreatu. B-Buriky, stejné jako vSechny burky
secernujici proteiny, obsahuji drsné endoplasmatické reti-
kulum a tvofti vezikuly (vacky) urcené pro skladovani pro-
teind. B-Bunky maji jeSté jeden dulezity rys — u témér
vSech zivocichd jsou tyto buiky velice bohaté na zinek
a vapnik.

Biosyntéza insulinu (obr. 2) zacina na ribozomech
drsného endoplasmatického retikula (RER), kde dochazi
k translaci preproinsulinu. Preproinsulin je prvotnim pre-
kurzorem insulinu, je to 12 kDa velkd jednofetézcova
molekula, ktera se sklada z 9 kDa proinsulinu, kterému
na N-konci pfedchazi 24 aminokyselin dlouha tzv. signal-
ni sekvence® (obr. 1). Signalni sekvence usnadiiuje transfer
vznikajiciho peptidu pfes dvojvrstvou membranu do lumen
endoplasmatického retikula. V signalni sekvenci je mnoz-
stvi hydrofobnich aminokyselin, které jsou zapojeny do
fady molekuldrnich interakci nutnych k této translokaci.
Béhem translokace nebo tésné po ni dochazi k odstépeni
signalni sekvence signalni peptidasou, specifickou mem-
branovou proteasou umisténou na vnitini strané RER
(cit.”). Signalni sekvence je nasledné v RER rychle degra-
dovéana. Vznikly proinsulin je pro dalsi zpracovani trans-
portovan v membranovych vaccich, které protein chrani
pred cytoplasmatickym prostiedim bunky smérem k cister-
nam Golgiho aparatu (GA).

Proinsulin se sklada ze tfi ¢asti; N-terminalni ¢ast zaci-
na N-koncem B-fetézce insulinu, nasleduje tzv. C-peptid
obsahujici 26—31 aminokyselin a molekula konc¢i A-fetéz-
cem insulinu. Savéi proinsulin ma od 78 (psi) do 86
(lidsky, konsky, potkani) aminokyselin. Rozdil ve velikosti
je vzdy zpasoben délkou vmezefeného C-peptidu'®. Teore-
ticky neni nutné, aby délka vmezefené¢ho C-peptidu byla
26-31 aminokyselin. Z vyzkumu vyplyva, Ze pro spravnou
terciarni strukturu proinsulinu a tudiz i insulinu je zapotie-
bi minimalni délka spojovaciho peptidu 5—8 aminokyse-
lin'!. C-Peptid, ktery je spoleéné s insulinem vyluovan do
krevniho fecisté v ekvivalentnim mnozstvi, ma na rozdil
od obou dosti konzervovanych fetézci insulinu velkou
variabilitu v aminokyselinovém slozeni. To naznacuje, ze
C-peptid nema pravdépodobné zadnou fyziologickou funk-
ci 1\zlné pankreatu, 1 kdyz se o této otazce stale vedou disku-
se .

Po translokaci a odstépeni signalniho peptidu se mo-
lekula proinsulinu spontanné rychle slozi do spravné kon-
formace a vytvofi disulfidické mustky, a tak se utvoii
spravna terciarni struktura molekuly, kterd je transportova-
na do GA pro dalsi zpracovani. Proinsulin je transportovan
v malych membranovych véaccich z cis cisteren do trans
cisteren GA, kde se proinsulin koncentruje v sekrec¢nich
granulich pucicich z GA. Golgiho aparat hraje nezbytnou



Chem. Listy 99, 772 — 781 (2005)

0 s——s
71
72

s s 8 9

& Ser i
9 'S Leu;

10 Val/Glu| Ala Leu| Tyr | Le

12

13 14

11"

15

Referaty

&
73 74 15 76 77 18
e ey )

A-fetézec

o) val &Y
19
16 17 18

B-fetézec

Obr. 1. Sekvence a organizace Fetézci v preproinuslinu (cela sekvence), proinsulinu (bila a ¢erna) a insulinu (bild); uvedeno je

¢islovani aminokyselin signalni sekvence, i proinsulinu i insulinu

roli pfi zpracovani a tfidéni proteint ve vSech sekrecnich
buiikach'. Sestava se z nekolika &4sti: v blizkosti RER
jsou cis cisterny GA, které piechazeji ptes mid cisterny
GA az po trans cisterny GA, kde jsou prohormony $tépeny
jejich proteasami a vznikaji sekre¢ni granule®.

Konverze proinsulinu zacina v trans cisternach GA
a pokrauje vnové vytvorenych sekrecnich granulich.
Proces trva nékolik hodin, béhem kterych sekrecni granule
v cytosolu dozraji a jsou schopné sekrece insulinu. Nove
vytvofené sekrecni granule jsou charakteristické mnohem
nizsi hustotou svého obsahu nez granule zralé.

Cytosolicka ¢ast trans cisteren GA v mistech, kde
zacinaji pucet membranové granule s proinsulinem, byva
Zasto pokryta klatrinem'. Klatrin je bilkovina, ktera &as-
tecné pokryva i nezralé sekrecni granule a postupné mizi
se stupném jejich zrani. Pfi spojeni granuli s bunécnou
membranou se jiz na povrchu granuli nevyskytujelé.
V pankreatickych B-butikach jsou klatrinem pokryté nezra-
1¢ granule mirn¢ kyselé. V takovych granulich je velké
mnozstvi proinsulinu a malo insulinu. Jak granule dozra-
vaji, stdvaji se vice kyselé, coZ umoZziiuje aktivaci proteas
uskute&iujicich konverzi proinsulinu na insulin'’. Sougas-
né sprocesem konverze mizi pokryti klatrinem. A¢ se
puvodné predpokladalo, Ze klatrin ma hlavni vyznam pfi
formovani sekrecnich granuli nebo pii regulaci konverze
proinsulinu ¢i regulaci exocytosy, nyni se predpoklada, ze
jeho hlavni funkce spocivd ve zbaveni zralych granuli

konvertujicich enzyma'®.
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Proinsulin v sekrenich granulich vytvaii rozpustné
hexamery, kdy je Sest molekul proinsulinu koordinovano
okolo zine¢natych iontd'’. Bylo prokazano, Ze proinsulin
ma 5x vyssi schopnost vazat zinek neZ insulin®. Nicméné
existuje nékolik druhti zivocichd, jako je morce, nutrie
aijini hlodavci®' a také napi. ryba sliznatka®, kteii diky
tomu, ze v pozici B10 nemaji histidin, potfebny pro vazbu
zinku béhem agregace, nejsou schopni vytvaret hexamery
proinsulinu nebo insulinu. Pfitomnost zine¢natych ionth
a stabilita hexameru naznacuje, Ze hexamerické usporadani
je svelkou pravdépodobnosti zachovano béhem celého
procesu konverze. Pozice, kde dochazi k odstépeni N-konce
A-fetézce a C-konce B-fetézce od C-peptidu jsou stejné
dobfe exponovany v hexameru jako v monomeru, ale
v hexameru jsou méné flexibilni*.

Ve stiedu zrajicich granuli se vytvaii houstnouci cent-
ralni jadro, ve kterém konvertovany hexamerni insulin
vytvaii mikrokrystaly®*. Krystalizaci insulinu napomaha
optimalni hodnota pH uvniti sekre¢nich granuli, kterd se
pohybuje okolo 5,0-5,5 (cit.®). Uprostted zralych granuli
jsou mikrokrystaly insulinu obklopené voln€ se pohybuji-
cim odstépenym C-peptidem. U Zivocichu, jejichz insuliny
nejsou schopny vytvaiet hexamery, se insulin nevyskytuje
ve form¢ mikrokrystald, ale ve form¢ amorfniho precipita-
tu?'?. Pfitomnost krystalii v biologickych procesech je
nezvykla a lze ptedpokladat, Ze ma svou funkci. Jednou
z téchto funkci mize byt lepsi ochrana krystalického insu-
linu pted degradujicimi enzymy. Dalsi funkci mtze byt
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Obr. 2. Biosyntéza a sekrece insulinu v f-buiikach pankreatu; v horni ¢asti obrazku je znaroznéna casova zavislost a v dolni ¢asti

schéma biosyntézy od mRNA po mikrokrystaly hexamerniho insulinu (upraveno podle

snaha o uplnou konverzi hexamerniho proinsulinu v insu-
lin. Hotovy insulin na rozdil od proinsulinu krystalizuje, a
to pomaha vyborné efektivité¢ konverze, kterd je az 95 %
(cit."”). Tato teorie oviem nebyla zatim ovéfena®®.

Vsechny znamé proinsuliny maji par basickych amino-
kyselin spojujicich C-peptid s fetézci insulinu®’. C-Konec
B-fetézce a N-konec C-peptidu spojuje nejcastéji dipeptid
Arg-Arg a C-konec C-peptidu s N-koncem A-fetézce spo-
juje dipeptid Lys-Arg. K vystépeni C-peptidu a konecné
konverzi proinsulinu na insulin je zapotiebi dvou enzy-
mi*®. Jednim z nich je endopeptidasa se specifitou podob-
nou trypsinu, tzv. ,trypsin-like” enzym, ktery $té€pi proin-
sulin za pary bazickych aminokyselin, tj. u lidského proin-
sulinu za Arg32 a za Arg65 (obr. 1). Druhym enzymem je
exopeptidasa se specifitou podobnou karboxypeptidase B,
tzv. ,karboxypeptidase B-like* enzym, kterd odstraiuje
z C-konce B-fetézce a C-konce C-peptidu dvé bazické
aminokyseliny, v pfipad¢ konverze lidského proinsulinu
aminokyseliny Arg31, Arg32 a Lys64, Arg65 (cit.”). Tato
exopeptidasa byla ptivodné objevena v n¢kolika neuroen-
dokrinnich tkanich, a proto mize nést i oznaceni karboxy-
peptidasa H*, enkefalin konvertasa, & vice uzivané karboxy-
peptidasa E (CPE)™.

Béhem konverze proinsulinu na insulin se vytvareji
dva meziprodukty, a to proinsulin s vy$t€penym aminoky-
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selinami Arg31 a Arg32 (des-31,32-proinsulin) nebo pro-
insulin s vySt€épenymi aminokyselinami Lys64 a Arg65
(des-64,65-proinsulin) (obr. 1), pti¢emz pomér obou mezi-
produkti je 60-70 % des-64,65-proinsulinu a 30-40 %
des-31,32-proinsulinu®'. K transportu proinsulinu z RER,
pfes GA aZ do sekrecnich granuli je zapotrebi energie, ale
vlastni proteolyticka konverze proinsulin na insulin je dgj
nezavisly na dodané energii*”.

V prostiedi sekre¢nich granuli jsou hexamery insulinu
velice stalé. Jestlize jsou ale vyplaveny do krevniho fecis-
té, musi insulin pfejit z pH okolo 5,5 (sekre¢ni granule) do
pH 7,4 (krev). V hexameru je Sest glutamovych kyselin
v pozici B13 koordinovano okolo centra hexameru a po-
méhaji vzdjemnymi interakcemi udrZovat jeho stabilitu,
ktera je nejvétsi okolo pH 6. V krvi jsou tyto interakce
nestabilni, protoze dochazi k deprotonaci karboxylu, a tim
k ztraté¢ koordinace okolo zineCnatych iontl. To zplsobi
rozpad krystalti v krevnim séru'”.

Insulin je secernovan z B-bunék pankreatu exocyto-
sou. Pfi tomto procesu zralé granule migruji k vnéj$i mem-
bran¢ podél mikrotubularni sité uvnitt bunék. V blizkosti
bunééné membrany se mikrotubuly spojuji s mikro-
filamenty, jeZ bezprostfedné priléhaji k bunééné membra-
n¢. Jakmile sekrecni granule doputuji k bunééné membra-
né, dojde k splynuti jejich membréan a dojde k vyliti obsa-
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hu granuli ven z burniky. Exocytosa je d€j zavisly na energii
a je fizena zejména hladinou glukosy v krvi.

Malé mnozstvi proinsulinu, okolo 1-2 %, je uvolnéno
z B-bunek tzv. neregulovanou sekreci, tj. proinsulin uvol-
novany v malych vaccich vytvofenych v riznych ¢astech
Golgiho aparatu (obr. 2).

Ackoliv insulin i jeho prekurzor proinsulin maji rizné
veliké molekuly, jsou si podobné v mnoha vlastnostech,
jako jsou schopnost agregace, isoelektricky bod, rozpust-
nost ¢ schopnost reakce s protilatkami proti insulinu™.
Biologicky poloc¢as proinsulinu je okolo 20 min, insulinu
okolo 5 min (cit.**). Pfes podobné vlastnosti je biologicka
aktivita proinsulinu velice nizka, 3—5 % biologické aktivi-
ty insulinu. Takto nizka aktivita je zptisobena tim, zZe vme-
zefeny C-peptid zabranuje insulinu piejit do své aktivni
konformace, ktera vyzaduje vysokou flexibilitu C-konce
B-fetdzce a jeho oddaleni od N-konce A-fetdzce®. N-Konec
A-fetézce, ktery je v proinsulinu vzdalen od C-konce
B-fetézce pouze 8 A tak nemd moZnost reagovat
s insulinovym receptorem a spustit tak kaskadu signalizac-
nich dé&ji vedoucich ke vstupu molekul glukosy do nitra
insulinsensitivni bunky. Prehledny ¢lanek o problematice
interakce insulinu sjeho receptorem jsme publikovali
v tomto Casopise v roce 2002 (cit.>®).

3. Genova regulace

Transkripce insulinového genu v B-buikach pankrea-
tu je regulovana specifickymi variabilnimi sekvencemi
DNA lokalizovanymi na 5’ konci genu. Rozpozndnim
téchto specifickych DNA usektl proteinovymi faktory pii-
tomnymi pouze v -buiikach pankreatu se spusti selektivni
transkripce genu.

Insulinovy gen byl poprvé charakterizovan v roce
1977 (cit.*”). Od té doby byly charakterizovany insulinové
geny riznych ZzivociSnych druhd. VétSina ZivociSnych
druht ma pouze jednu kopii genu pro insulin®’*, obsahuji-
ci 3 exony oddélené 2 introny (obr. 3). Potkani a mysi maji
dva rGzné geny pro insulin, jez jsou si, vyjma chybéjiciho
druhého intronu u jednoho z nich, podobné. U mysi jsou
oba geny lokalizované na dvou chromosomech, kdezto
potkan ma oba geny na jednom chromosomu vzdalené od
sebe piiblizng 100 000 kb (cit.*?). Lidsky insulinovy gen je
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umistén na kratkém raménku chromozomu 11 v regionu
p15 (cit.*), je veliky asi 19 kb a obsahuje 1430 part bazi
(bp). Genu pro insulin na chromosomu predchazi gen ko-
dujici tyrosinhydroxylasu ve vzdalenosti 2,7 kb a za nim
ve vzdalenosti 1,6 kb nasleduje gen kodujici insulin-like
growth faktor II (IGF-1D)*".

Sekvencni porovnani mezi riznymi geny kodujicimi
insulin u obratloved ukazuji, ze mutace vedouci
k aminokyselinové substituci jsou mnohem méné cCasté
u oblasti kédujicich A a B fetézec nez u oblasti kodujici
C-peptid a signalni sekvenci. Ackoliv introny, které obsa-
huje insulinovy gen, maji rliznou sekvenci a délku, ktera
mize byt od 119 bp (morce a potkan — intron 1) az po
vice nez 3500 bp (kufe — intron 2), umisténi obou introni
je vysoce konzervovano. Intron 1 je umistén v 5’ ne-
translatované ¢asti a intron 2 rozdéluje sekvenci kodujici
aminokyseliny 6 a 7 v C-peptidu. Sekvence promotoru je
lokalizovana 22—24 bp pted transkripénim startem a termi-
naéni signal je umistén 20 nukleotidd pied poly(A)-
koncem mRNA. Gen pro lidsky insulin ma né¢kolik vlast-
nosti, které¢ insulinové geny ostatnich Zivocéichii nemaji.
Jednou z téchto vlastnosti je unikatni repetitivni sekvence
umisténa na 5’ konci vpozici —365 sestavajici se
zrtizného poctu opakovani 14-15 bp, které sice nemaji
vliv na expresi genu, ale mohou byt uzitenym ukazatelem
tomnost vétsiho (tfida 3) nebo mensiho poctu (tfidy 1 a 2)
téchto opakovani v souvislosti s vyskytem diabetu a atero-
sklerozy. Ukazalo se, Ze lidé s alelami tfidy 1 maji mno-
hem vétsi sklon k onemocnéni diabetem typu I, a proto
miiZze tento usek byt dileZitym genetickym pifiznakem u
rizikovych pacientii®. V pribéhu let bylo identifikovano
nékolik genetickych mutaci lidského genu pro insulin.
Jedna se o neaktivni insuliny, které byly vzdy nazvany
podle mista nalezu téchto mutantd, a to insulin Los Ange-
les, insulin Chicago a insulin Wakayama®. Jedna se vzdy
o zdménu jedné aminokyseliny, v ptipad¢ insulinu Chica-
go je to zaména PheB25 — LeuB25, v ptipad¢ insulinu
Los Angeles PheB24 — SerB24 a v pfipad€ insulinu
Wakayama je to zdména ValA3 za LeuA3. Nizka biologic-
ka aktivita téchto mutantl je zpusobena tim, ze vSechny
substituce jsou v pozicich, které¢ jsou pfimo zodpovédné za
vazbu insulinu na jeho receptor.

CA U

1] US B C 3
1
e | [T1 I—’\/——>
-365 E1 1 E2 12 E3
o e « <
30 bp 179 bp 786 bp

Obr. 3. Struktura lidského insulinového genu (upraveno podle*); gen obsahuje 3 exony E1-E3 a dva introny 11 a I2. Trojuhelnikem
s oznacenim R je na 5’ konci oznac¢eno umisténi unikatni repetitivni sekvence 14-15 opakovani. U je oznaceni pro netranslatovanou ¢ast
genu, S oznacuje sekvenci kodujici signalni sekvenci, B a A ¢asti kodujici insulinové fetézce a C ¢ast kodujici C-peptid
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4. Regulace sekrece

Regulace skladovani a sekrece insulinu v -bunkach
pankreatu je velice dlilezita pro zachovani normalni homeo-
stasy v organismu. Sekrece insulinu je regulovana hlavné
koncentraci D-glukosy v intestindlni tekutin€ obklopujici
bunky Langerhansovych ostriivkd. Nejen hladina glukosy
vkrvi ovSem kontroluje celé hospodafeni organismu
s insulinem. Jde o spletity mechanismus, ve kterém maji
vyznamnou roli i jiné Ziviny piijaté potravou a také nckte-
ré hormony a neurotransmitery .

Aktivatorem pro biosyntézu insulinu je nejen glukosa,
ale i n¢které L-aminokyseliny, mastné kyseliny a ketonové
latky. VSechny tyto latky ovSem podnécuji sekreci pouze
v pfitomnosti glukosy. Typickou odpovédi na maximalni
fyziologicky podnét je sekrece insulinu ve dvou fazich.
Prvni fize sekrece nastupuje b&hem 4—6 min, je silnd
arychle opada. Za touto fazi nastupuje druha faze, kde
sekrece insulinu pomalu roste a trva i n¢kolik desitek mi-
nut do doby, neZ se ustali hladina glukosy v krvi*.

Na fyziologicky stimul reaguji -butiky sloZitym me-
chanismem, pifi kterém hraji vyznamnou roli vapenaté
ionty, cyklické AMP a fada vnitrobunéénych proteind
(obr. 4). Normalni koncentrace glukosy v krvi je okolo
5 mmol I, Na zvySenou hladinu glukosy nebo jiny fyzio-
logicky podnét reaguji B-buiiky zvysenim koncentrace
véapenatych iontli v cytosolu. To je jeden z klicovych kro-
kit pro nasledné uvolnéni insulinu®’. Bez p¥itomnosti ex-
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tracelularniho Ca** neni sekrece insulinu z B-bungk moz-
na. Zvyseni koncentrace vnitrobunéénych Ca®" ionth jejich
transportem z extracelularniho prostoru dovnité bunky
vyvolava zvySeni poméru ATP/ADP uvnitf buniky. Toto
zvySeni poméru ATP/ADP podniti uzavieni membrano-
vych K" kandl zavislych na ATP a to nasledné snizi odtok
K" iontl z buiiky. To zptisobi depolarizaci plasmatické
membrany, ktera vede k otevieni kanald pro Ca*". Zvyseni
koncentrace Ca" ionti v cytosolu vede pres aktivace riz-
nych proteinkinas ke kontrakcim mikrotubularni a mikrofi-
lamentové buné&cné soustavy, ktera mechanismem podob-
nym svalové kontrakcei traslokuje sekrecni granule k mis-
tim exocytozy na bundéné membrang*®. Nastoleni ptivod-
niho stavu je docileno jednak ATPasou citlivou na kalmo-
dulin a jednak piisobenim transportniho systému Na'-Ca*"
iontdl. Aktivita cytosolického Ca®" mize také piimo nebo
prostiednictvim kalmodulinu participovat na aktivaci dal-
Sich bunéénych systémt, jako Ca-ATPasy, adenylatcykla-
sy, fosfodiesterasy, proteinkinasy C a fosfolipasy C.

S hospodatenim s Ca®" uvnitt buiky uzce souvisi
systém jiného druhého posla, a to cAMP. Cyklické AMP
hraje v regulaci sekrece insulinu dtlezitou roli, nicméné
jeho hladina neni v tomto mechanismu kli¢ovym faktorem.
Bylo prokazano, ze cAMP piisobi na uvoliiovani insulinu
do krve, ale pouze v pfitomnosti vyssich koncentraci krev-
ni glukosy. Jiné latky zvySujici hladinu cAMP, jako jsou
napt. forskolin, kofein nebo theofylin nejsou bez pfitom-
nosti vys$si hladiny krevni glukosy schopny ovlivnit uvol-
néni insulinu®.
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Mechanismus, jakym cAMP pisobi, byl dlouho ne-
jasny, ale nakonec se prokazalo, ze cAMP ovliviluje hlav-
né tok vapenatych iontl. ZvySend hladina cAMP zvysi
vtok Ca*" iontti dovniti buiiky a také cAMP ovliviiuje dis-
tribuci Ca®" iontii uvnitt buiiky ve prospé&ch jejich akumu-
lace v cytosolu. Vtok vapenatych iontli do bunék iniciuje
jednak fosforylaci proteini a jednak pfimo ovliviiuje K*
kanaly, coz vede k depolarizaci membrany, jak bylo disku-
tovano vyse. Role cAMP je tedy hlavné v ovliviiovani
koncentrace vapenatych iontt uvnité bunky tak, aby tyto
ionty umoznily sekreci insulinu do krevniho fe¢iste.

Hladina cAMP je regulovana enzymy adenylatcykla-
sou a fosfodiesterasou. Adenylatcyklasa, lokalizovana na
plasmatické membrané, je aktivovana n€kterymi hormony,
mezi jinymi také antagonistou insulinu glukagonem. Je
také aktivovana kalmodulinem, ktery v tomto mechanismu
hraje pozitivni zp&tnou vazbu po aktivaci Ca’" ionty
(obr. 4). Pii velmi vysokych koncentracich Ca** ionti kal-
modulin naopak zvySuje aktivitu fosfodiesterasy, ktera
inhibuje cAMP. Vépenaté ionty tedy ovliviiuji hladinu
cAMP, kdy jejich vyssi koncentrace prostiednictvim kal-
modulinu zvySuji hladinu cAMP a naopak velmi vysoké
koncentrace hladinu cAMP sniiuji“.

Adenylatcyklasovy  systém  je  Gzce  spjat
s fosfoinositolovou kaskadou. Je jiz dobfe znamo, ze né-
které slozky potravy jsou schopny aktivovat fosfolipasu C,
membranovy enzym, ktery hydrolyzuje fosfoinositol-4,5-
-bisfosfat (PIP,) na fosfoinositol-1,4,5-trifosfat (IP3)
a diacylglycerol (DAG). Ve vodé rozpustny IP;, jako dru-
hy posel difunduje k ER, z n¢hoz uvolni do cytoplazmy
Ca®". Mén& polarni DAG, ktery ziistane v plasmatické
membrang, pasobi jako druhy posel na proteinkinasu C,
ktera fosforyluje celou fadu riznych proteind, a tim méni
jejich aktivitu®. Uvazuje se, e zatimco systém Ca’" ionti
jako spoustéct insulinové sekrece je zodpovédny za prvni
fazi insulinové sekrece, tak fosfoinositolovy systém ovliv-
fiuje jeji druhou fazi*’. Jakakoliv porucha v jednotlivych
kaskadach téchto kontrolnich mechanismi se miize podilet
na vzniku diabetu ¢i jiného zdvazného onemocnéni.

Béhem glykolyzy a Krebsova cyklu mohou do
déje vstupovat a zvySovat tvorbu ATP i mastné kyse-
liny a L-aminokyseliny (napf. leucin), a tim nasledné ces-
tou aktivace adenylatcyklasy ovliviiovat vzestup intracelu-
larniho Ca*" (cit.>®) (obr. 4).

Glukosa také mimo jiné pfimo stimuluje biosyntézu
insulinu podnicenim translace mRNA®". Insulinovi mRNA
je normélné velmi stabilni, s biologickym polo¢asem oko-
lo 30 h. Zvyseni hladiny krevni glukosy zvySuje jeji polo-
Cas priblizné tfikrat, a to spole¢né s vystupfiovanim tran-
skripce ma za nasledek zvyseni hladiny mRNA na dobu
48—72 h. Tento mechanismus vysoce navysi produkci in-
sulinu™ a je schopen reagovat na zvy$enou hladinu gluko-
sy v rozmezi minut, pficemz dasledky této stimulace trvaji
né¢kolik hodin.
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5. Degradace insulinu

Degradace insulinu je velmi slozity proces. Insulin,
jak uz bylo fe¢eno, ma v krevni plazmé velmi kratky bio-
logicky polocas, ktery se pohybuje mezi 4—6 minutami.
Takto kratky biologicky polocas je dulezity pro velmi po-
hotovou regulaci hladiny krevni glukosy.

Asi pred 50 lety bylo poukazano na existenci enzymu
s vysokou specifitou k degradaci insulinu. Byl nazvan
insulinasa®™. Pozdg&ji byla ale existence insulinasy zpo-
chybnéna a prokazalo se, Ze jde o smés riiznych proteoly-
tickych enzymi. Pozdéji se ukazalo, Ze za majoritni degra-
daci insulinu je pravdépodobné zodpovédna pouze jedini
proteasa, ktera muze insulin $té€pit bez nutnosti rozstépeni
disulfidickych mistkt. Tento enzym se vyskytuje v mnoha
tkanich™ a za léta vyzkumu v riznych laboratofich dostal
mnoho ndzvi od insulinasy, pfes insulysin az po insulin
proteasu (IP)*>°. Na konci 80. let se nazev ustélil na insu-
lin degradujicim enzymu, se zkratkou IDE. Jednd se
o metaloproteasu se Zn>* v aktivnim mist&®’. Insulin je
substrat IDE s nejvyssi afinitou (K~ 20 nM), IDE ale
mize $tépit i mnoho jinych peptida a proteint, jako napf.
glukagon™, ANP (atrial natriuretic peptide)®” a IGF-II
(insulin-like growth factor I1)*°. IDE $t&pi Siroké spektrum
proteinti podobné velikosti a pro proteolyzu nevyzaduje
specifickou aminokyselinovou sekvenci °*. Predpoklada
se, ze IDE rozeznéava specifickou tercidrni strukturu protei-
nd, tzn. Ze vaze a degraduje pouze proteiny s vhodnym
prostorovym uspoiadanim aminokyselin®*2. Plocha kon-
taktu IDE se substratem je pomérné velikda a zahrnuje
zna¢né mnozstvi interakci. Tento enzym véze také IGF-I
(insulin-like growth factor I), proinsulin, EGF (epidermal
growth factor) s relativné vysokou afinitou, ale ma velice
nizkou schopnost tyto proteiny $tépit™. IDE byl identifiko-
van v peroxisomech, v cytosolu®, v endosomech a &asteé-
né i na plasmatické membrang bungk®.

Druhym enzymem, ktery pravdépodobné hraje dilezi-
tou roli v insulinové degradaci je glutathion insulin tran-
shydrogenasa (GIT)®, dnes nazyvana proteinova disulfido-
vé4 isomerasa (PDI)*. Uplatnéni tohoto enzymu
v degradaci insulinu je stale diskutabilni®. Primarni role
PDI je pfi syntéze proteinli obsahujicich disulfidové vaz-
by. V endoplasmatickém retikulu PDI jako chaperon po-
maha témto proteinlim vytvofit spravné disulfidové miist-
ky a tim zaujmout spravnou terciarni strukturu®.
V pfipad€ insulinu se naopak predpoklada, ze PDI reduku-
je disulfidické mustky castecné proteolyticky Stépeného
insulinu.

Primarni misto insulinové degradace je v jatrech, kde
se metabolizuje piiblizné 80 % cirkulujiciho insulinu.
Mnozstvi metabolizovaného insulinu je variabilni na aktu-
alnich fyziologickych ¢i patofyziologickych podminkach.
Druhé nejvyznamnéjsi misto insulinové degradace jsou
ledviny. Ty odbouraji témét 50 % insulinu cirkulujiciho
v perifernim ob&hu. Nadto ledviny odbouraji okolo 50 %
cirkulujiciho proinsulinu a 70 % C-peptidu mechanismem
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Obr. 5. Schéma degradace insulinu
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a odbouravani je sval. K degradaci insulinu dochazi
i v adipocytech, fibroblastech nebo lymfocytech’ 7>, Né-
které tkan¢€ maji schopnost nejen vazat a degradovat insu-
lin, ale i uvoliovat ho intaktni zpét do cirkulace”.

Prvnim krokem degradace insulinu je vazba hormonu
na insulinovy receptor umistény na bunééné membrang’*
(obr. 5). Tato vazba spusti buné¢nou odpoveéd, kterou je
kaskada signalizacnich dgju, jejichz hlavnim disledkem je
vstup molekul glukosy do nitra buiiky. Tato vazba také
spusti degradacni proces insulinu. Insulinovy receptor sam
o sob¢ insulin nedegraduje, ale vystavuje ho pisobeni
IDE. Insulin se degraduje v naprosté vétsin€ piipadl nava-
zany na receptor. Podstatna ¢ast insulinu se degraduje po
internalizaci insulinového receptoru s navazanym insuli-
nem intracelularné v endosomech. Jesté pied internalizaci
se mald ¢ast navdzaného insulinu zcela nebo Castené de-
graduje pfimo na plasmatické membrané pravdépodobné
také za prispéni IDE, pro kterou je insulin navdzany na
receptor vybornym substratem’”. Uréita ¢ast insulinu se
iz vnittku buniky vraci nedotcend nebo ¢aste¢né degrado-
vana zpét do krevniho ob&¢hu. Takovyto insulin se muze
znovu vazat na svlj receptor a ovliviiovat metabolismus
glukosy’®.

Po internalizaci insulinového receptoru s navazanym
hormonem za¢ind degradace insulinu v endosomech. Inter-
nalizace je jednou z vlastnosti insulinového receptoru. Ten
ma v blizkosti membrany oblast nazvanou NPEY podle
aminokyselinové sekvence, ktera je soucasti vSech interna-
lizujicich se receptorl. Pfes pfitomnost uvedené sekvence
je hlavnim pozadavkem pro internalizaci fosforylace tyro-
sinovych zbytkii v intracelularni ¢asti receptoru’’. Ackoliv
se diive predpokladalo, Ze se internalizovany insulin zaci-
na degradovat po spojeni endosomi s lysosomy, je nyni
znamo, ze proces degradace zacina uz v ranych stadiich
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tvorby endosomii™®. Po vytvoteni endosomii dojde v jejich

nitru ptisobenim protonovych pump k rychlému okyseleni
prostiedi, coz zpisobi disociaci insulinu z receptoru. De-
gradacni proces ale za¢ind uz pred okyselenim endosomil
pasobenim IDE, ktera je v endosomech pfitomna a vyza-
duje neutralni prostiedi”’. Po okyseleni se na degradaci
za&inaji podilet kyselé proteasy™. V endosomech je od-
bourdno nejvyse 50 % insulinu®'. Zbyly insulin je trans-
portovan do jinych casti bunky, vcetné jadra, cytosolu
nebo lysosomtl. Mechanismus, jakym insulin pfechazi do
jinych bunéénych organel, neni zndm, nicméné je i tento
proces spojeny s vnitrobun&énym pisobenim IDE (cit.”).

Kyselé proteasy jsou pro uplnou degradaci insulinu
nezbytné. V kyselém prostfedi (pH < 6) IDE ztraci svou
proteolytickou aktivitu a prave kyselé proteasy, které jsou
aktivni po okyseleni endosomti a jsou piitomny také
v lysosomech, dokoncuji odbourani ¢astecné nastépeného
insulinu. Mezi tyto proteasy patii tzv. endosomalni kysela
insulinasa (EAI), o niz se predpoklada, ze ma na degradaci
insulinu velky podil®*80825,

Mista insulinu primérné $tépend IDE uz byla identifi-
kovana a jelikoz IDE rozeznava insulin podle jeho terciar-
ni struktury, je vétsina Stépenych mist na povrchu moleku-
ly. Na pocatku dochéazi pravdépodobné ke St€peni vazeb
AlaB14-LeuB15, PheB24-PheB25 a PheB25-TyrB26.
Dalsimi Stépenymi vazbami jsou SerB9-HisB10, HisB10-
LeuB11, GluB13-AlaB14 a TyrB16-LeuB17. Poté dochazi
k redukci disulfidovych vazeb, pravdépodobné enzymem
PDI. Tim vznikne neporuseny A-fetézec a nékolik frag-
menti B-fetézce®**. Témét soucasné dochazi ke §tépeni
A-fetézce mezi LeuAl3 a TyrAl4. Tato mista Stépeni
odpovidaji specifit¢ metaloproteas pro velké alifatické
nebo nepolarni aminokyseliny.

V parenchymatickych bunikdch jater byla v endo-
somech prokazana vysoka aktivita EAI jez mtze v téchto
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buiikach ptsobit misto IDE. I kdyz jde o enzym, ktery
neni IDE pfibuzny, neni metaloproteasa a ma pH opti-
mum 4-4,5, mista Stépeni jsou téméi identicka s IDE
(cit*). EAI je nékterymi autory ztotoziiovana
s katepsinem D (cit.**). Insulinové fragmenty, at’ uz vznik-
1¢ ptisobenim IDE ¢i kyselych proteas, jsou dale Stépeny
riznymi proteolytickymi systémy vcetné lysosomd.

Dlouhou dobu byla diskutovana role lysosomi
v degradaci insulinu. Ackoliv byly v lysosomech prokaza-
ny degrada¢ni produkty insulinu, soudilo se, ze lysosomy
nehraji v degradaci téméf zadnou roli. Je pravdépodobné,
ze Castecné degradovany insulin miZze byt posléze
v lysosomech dokonale roz§tépen’.

Abnormality v odbourdvéni a degradaci insulinu se
odrazeji v riznych patologickych stavech, mezi néz patii
napf. diabetes 2. typu nebo obezita.

Bohuzel, dodnes neexistuji vysoce selektivni inhibito-
ry IDE ani EAI (katepsinu D). Jejich pouziti in vivo by
umoznilo dal§i zajimavy vyzkum role degradujicich enzy-
mil v metabolismu insulinu na hladinu glukosy v krvi
a nelze vyloucit jejich pfipadné terapeutické vyuziti.

6. Zavér

Uplynulo jiz vice nez 80 let od objevu insulinu a jeho
podani prvnimu pacientovi. V pribéhu nasledujicich dese-
tileti byla vyfesSena struktura insulinu a pfipraveno nékolik
analogli pouzivanych dnes v klinické praxi. Bylo rovnéz
dosazeno vyznamnych objevi tykajicich se mechanismu
pusobeni insulinu, jeho interakce s receptorem a nasled-
nych vnitrobunéénych déji vedoucich ke vstupu glukosy
do buiky. Pies vSechny tyto objevy a uspéchy stale pred-
stavuje diabetes mellitus jednu z nejvyznamnéjsich civili-
zacnich chorob, ktera je spojena s vysokou morbiditou
a mortalitou. Studium sekrece insulinu, regulace jeho ex-
prese, degradace a mechanismu ptisobeni proto stile je
a v budoucnu bude velmi aktualnim tématem. V této praci
jsme se pokusili shrnout posledni znalosti z téchto oblasti
vyzkumu a doufame, Ze Clanek bude inspiraci pro nasi
chemickou a biochemickou verejnost.

Tato prdace byla podporovana vyzkumnym zdmérem
Z4 055 0506.
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L. Zakova and J. Jiraek (Institute of Organic Che-
mistry and Biochemistry, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Prague): Biosynthesis, Secretion and
Degradation of Insulin

Insulin was isolated and used as a therapeutic agent
for the first time more than 80 years ago. In subsequent
decades, the structure of insulin was fully resolved and
several insulin analogues were introduced in clinical prac-
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tice. Important discoveries were made concerning the
mechanism of action of insulin, its interaction with recep-
tors, and insulin-dependent cellular processes. Despite all
these successes, diabetes mellitus remains one of the most
important human diseases with high morbidity and mortal-
ity. Therefore, studies of insulin secretion, regulation of its
expression, and mechanism of action still remain impor-
tant topics. The review summarizes the latest knowledge in
the field.
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1. Uvod

Balkanska endemicka familiarni nefropatie je choroba
roz$ifena v geograficky limitovanych oblastech, v populaci
zijici v oblasti podél feky Dunaje (do vzdélenosti az
100 km od toku) v nékterych ¢astech Bulharska, Rumun-
ska a zemi byvalé Jugoslavie' . Uvedené onemocnéni je
charakterizované pomalu postupujicim progresivnim zané-
tem intersticia ledviny, ktery vede az k totalnimu selhani
funkce tohoto organu. Proces je ireversibilni a kon¢i zpra-
vidla terapii formou dialyzy, event. naslednou transplanta-
ci postizeného organu' . Klinicky a morfologicky je bal-
kanska endemicka nefropatie charakterizovana signifikant-
nimi zménami struktur ledvinnych tubuli, intesticialni
fibrosou a postupnym poskozenim renalniho parenchymu
vedoucimu k totalni atrofii organu. Je provizena anemii,
ztratou t€lesné hmotnosti a bolestmi hlavy, u pacientti v§ak
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absentuje hypertense typickd pro jiné nefropatie’.
Z charakteristickych biochemickych zmén je nutné zminit
proteinurii, glukosurii, zvySeny obsah kreatininu v seru,
zvySeni hladin nékterych enzymu (y-glutamyltransferasy,
alkalické fosfatasy, laktatdehydrogenasy), plasmatickych
imunoglobulint IgM a IgG a pH mo&i**. Choroba je spoje-
na s multifokdlnimi, pomalu rostoucimi, povrchovymi,
,low-grade® tumory panvicky ledvin a s tvorbou tumord
i dalsich ¢asti mogového traktu'™.

Mezi dosud nevyfesené otazky spojené s balkanskou
endemickou nefropatii patfi poznani pfi¢in choroby, a to
i presto, ze tloha fady potencialnich faktorti (pfedevsim
faktorti genetickych a enviromentalnich) byla jiz studova-
na>°. Epidemiologické a genetické studie napovidaji pro
multifaktoridlni pivod balkdnské endemické nefropatie.
V soucasnosti bylo vysloveno nékolik hypotéz, které se
pokouseji vysvétlit pivod jak tohoto ledvinného onemoc-
néni, tak i tumord mocového traktu, které chorobu prova-
zeji.

2. Hypotézy etiologie balkanské endemické
nefropatie

2.1. Polycyklické aromatické
uhlovodiky a aromatické aminy

Za jednu z pricin balkanské nefropatie je povazovano
dlouhodobé vystaveni obyvatelstva postizené oblasti poly-
cyklickym aromatickym uhlovodikim a aromatickym
aminiim, které se dostavaji do Zzivotniho prostfedi
v postizenych regionech z lozisek lignitu a uhli’. Vyskyt
takovych organickych sloucenin byl prokdzan jiz
v poloviné 70. let, detegovany byly jako slozky olejovych
skvin ve vodach jezer a fek endemickych oblasti
s vyskytem balkanské nefropatie. Jejich pfitomnost byla
prokazéna i v pitné vodé konzumované obyvatelstvem
regionti postizenych balkanskou nefropatii’. Skutegnost,
ze aromatické aminy vykazuji nefrotoxické a karcinogenni
ucinky, rovnéz jako jejich efektivita vyvolavat tvorbu na-
dori mocCovych cest, je znama jiz fadu let, jak ze studif
experimentélnich, tak i epidemiologickych®’. Metabolic-
kou aktivaci obou typt aromatickych sloucenin vznikaji
reaktivni intermediaty (diolepoxidy resultujici v tvorbu
karbeniovych iontl z polycyklickych aromatickych uhlo-
vodikli a nitreniové ¢i karbeniové ionty z aromatickych
amint), které kovalentné¢ modifikuji DNA cilovych organt
(tvorba DNA aduktll). Tim pak iniciuji patologické proce-
sy”!®. Adukty aktivovanych toxikanti s DNA mohou byt
prokazateln& detegovany fadou experimentalnich metod''™"*
a korelovany s vyvojem choroby. Studie sledujici tvorbu
takovych adukti v DNA pacienti z oblasti postizenych
balkanskou endemickou nefropatii v§ak dosud chybi.



Chem. Listy 99, 782 — 788 (2005)

2.2. Tézké kovy

Nichifor a spol."” prokazali, e se v endemickych
oblastech s vyskytem balkanské nefropatie nachazeji
v okoli vodnich zdroji vysoké koncentrace kadmia, chro-
mu, hotc¢iku, kobaltu, niklu a médi a jejich iontd. Zvyseny
obsah nékterych iontl téchto kovi (Mg, Cu, Ni) byl navic
detegovan v mogi pacientii trpicich uvedenou chorobou’.
Vzhledem k nefrotoxicité uvedenych kovu jsou proto také
povazovany za jednu z pficin, pusobici pravdépodobné
v kombinaci s dalS§imi faktory, a participujici na vyvoji
choroby'™". T&7ké kovy totiz zpiisobuji vazné poskozeni
ledvinného tubularniho systému a nalezeny byly i nekteré
morfologické podobnosti mezi nefropatii vyvolanou tézky-
mi kovy a balkanskou endemickou nefropatii®. Biochemic-
ky mechanismus pusobeni tézkych kovi zahrnuje posko-
zeni membran rendlnich bunék (kalciovy kanal), iniciaci
oxidativniho stresu a produkci superoxidovych aniontu,
narust peroxidace lipidi a poSkozeni biologické funkce
SH proteind (vazba ionti tézkych kovid na SH skupiny
esencialni pro jejich ptisobeni).

AAL: R = OCHj
AAll: =R =H

HO
0
H ¢
H H °
OH H
dG-AAI, dG-AAIl
QH NH,
0=P—OH

Cl

0-C8 OTA-3"-dGMP
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2.3. Mykotoxiny

Dalsi hypotéza predpokladd pivod choroby
v pusobeni mykotoxinl.. Vychazi z premisy, Ze choroba
muze byt zplsobena intoxikaci obyvatelstva postizené
oblasti dlouhodobym opakovanym piijmem malych davek
nefrotoxického a karcinogenniho mykotoxinu ochratoxinu
A (obr. 1), event. daldiho mykotoxinu citrininu®*

Hypotéza povazujici ochratoxin A za plvodce bal-
kanské nefropatie a nasledného vyvoje tumortit mocového
traktu vychazi z nékolika skutecnosti. Prvou z nich je na-
padna podobnost mezi strukturdlnimi zménami
v ledvinach i zménami jejich funkce vyvolanymi v experi-
mentalnich zvitatech ochratoxinem A a klinickymi i pato-
logickymi piiznaky balkanské nefropatie®. Nefropatie vy-
volana ochratoxinem A je napf. rovnéz provazena intersti-
cidlni fibrosou, atrofii tubull, patologickymi zménami
v glomerulech, a dal§imi procesy, které jsou obdobné
s ptiznaky provéazejicimi balkdnskou endemickou nefropa-
tii. Ochratoxin A je navic mykotoxinem vykazujicim nejen
nefrotoxické Ucinky, ale je rovnéZz karcinogenem generuji-

Oy OH
0 OTA

N
H .
“CHj4

Cl

dA-AAl, dA-AAll

C-C8 OTA-3'- dGMP

Obr. 1. Struktura ochratoxinu A (OTA), aristolochovych kyselin (AA) a jejich adukti s DNA
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cim tumory mo&ového traktu®.

Dalsi skute¢nosti podporujici plivod balkanské nefro-
patie pasobenim ochratoxinu A je zji§téni, ze v potra-
vinach, které byly konzumovany postizenymi skupinami
obyvatelstva v ovlivnénych oblastech byly nalezeny vyssi
koncentrace ochratoxinu A neZ v potravinich z ji-
nych oblasti. Detailné byl sledovan obsah ochratoxinu
A v kukufici a fazoli jako pfevladajicich rostlinnych slo-
zek potravin konzumovanych obyvatelstvem postizenych
oblasti®. V letech 1981-1991, kdy byly tyto produkty ana-
lyzovany, byl obsah ochratoxinu A v rostlinnych slozkach
potravin vyssi nez 10 pg kg™ piitomen ve vice nez 50 %
analyzovanych vzorki z postizenych oblasti. Naproti tomu
byl takovy obsah v uvedenych produktech z nepostizenych
oblasti, nicmén¢ geograficky lokalizovanych v jejich bliz-
kosti, detegovan pouze asi v 10 % analyzovanych vzorki’.
Ochratoxin A byl rovnéz detegovan v masnych produktech
distribuovanych v postizenych oblastech a konzumova-
nych obyvatelstvem, detailni analyza takovych vyrobki
z riiznych oblasti viak dosud nebyla realizovana’.

Hypotéza, ze ochratoxin A participuje na etiologii
onemocnéni, vychdzi rovnéz z nalezu, ze v krvi obyvatel-
stva oblasti postizené balkanskou nefropatii byly zjistény
vyssi koncentrace ochratoxinu A nez v krvi obyvatelstva
zijictho v oblastech neovlivnénych®>***'. Obsah tohoto
mykotoxinu v krvi dosahuje koncentraci 5-50 ng ml™
krve u vice nez 2 % obyvatelstva postizenych oblasti’. Pro
srovnani lze uvést koncentrace ochratoxinu A nalezené
v krvi obyvatel Ceské republiky. Malii a spol. vySetili
2206 vzorkut lidského séra a ochratoxin A nalezli v 2077
piipadech (94 %) v primémé koncentraci 0,28 ng ml™'
(cit.™).

Zasadnim nalezem podporujicim pivod choroby
v ochratoxinu A je skutecnost, ze v DNA tumorli moco-
vych cest nékolika jedinc Zijicich v postizené oblasti byly
nalezeny adukty, které jevi podobnost s adukty nalezenymi
v DNA experimentalnich zvifat vystavenych ochratoxinu
A*2 K detekci a identifikaci adukti tvofenych
z ochratoxinu A byla vyuZita vysoce sensitivni Randera-
thova metoda (**P-postlabeling)''™'*. Takové adukty byly
prokazany i naSi laboratofi, analyzou vzorkii DNA ledvin
pacientd trpicich tumory mocovych cest z balkanské ende-
mické oblasti (adukty O1-04 v DNA uvedené v obr. 2)*.

Vysledky experimentli sledujicich generaci aduktd
z ochratoxinu A v DNA in vitro a in vivo jsou vsak
04—
A T B C T
e dale:) /03
01 02 Ol 028

Obr. 2. Adukty derivované z ochratoxinu A v DNA ledvin
pacientii z oblasti balkanské endemické nefropatie (Slavonski
Brod)®
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v nékolika laboratotich kontroverzni. Ackoliv v fad¢€ praci
byly adukty odvozené od ochratoxinu A prokazatelné dete-
govatelné™*** % v jedné z detailnich recentnich studii
viak nalezeny nebyly*®. Kontroverzni jsou také vysledky
a nazory na to, zda je ochratoxin A genotoxickym ¢i epige-
netickym karcinogenem®**** Jinymi slovy feceno, zda
jsou adukty nalezené v DNA tvofeny piimo z reaktivnich
metabolitll ochratoxinu A nebo zda pochazi ze sekundar-
nich vlivll provazejicich jeho metabolismus (napf. aktivnich
forem kysliku, které mohou poskozovat DNA). Ochratoxin
A je v organismech metabolizovan cytochromy P450 na
hydroxylované derivaty, 4(R)- a 4(S)-hydroxyochratoxin A,
je vSak substratem, ktery je t€émito enzymy oxidovan velmi
obtizné. Navic tyto metabolity nejsou zodpovédné za jeho
genotoxicitu®’. Naproti tomu bylo nedivno prokézano, e
peroxidasy generuji z ochratoxinu A primarné fenoxylovy
radikal, dale pak hydrochinon a chinon tohoto mykotoxinu.
Radikal ochratoxinu A pak reaguje s nukleofilnimi centry
nukleovych kyselin®*®*.  Posledni vysledky laboratote
Pfohl-Leskowicz a Castegnara nedavno skutec¢né jasné pro-
kazaly nejen tvorbu aduktl generovanych v DNA ledvin
potkana a prasete plsobenim ochratoxinu A, urcily vSak
i strukturu dvou majoritnich aduktid (C-C8-dG a O-C8-dG
adukty)*® (obr. 1). To vie mluvi pro genotoxicky mechanis-
mus toxického a karcinogenniho pasobeni ochratoxinu A.
Pro plné potvrzeni jak genotoxického mechanismu ptisobeni
ochratoxinu A, tak i jeho tlohy v etiologii balkdnské ende-
mické nefropatie je vSak nutné prokazat tvorbu aduktd
v DNA jest¢ v naslednych detailnich studiich
s experimentalnimi zvitaty, rovnéz jako u dalsich pacientti
trpicich touto chorobou.

2.4. Aristolochové kyseliny

Dalsi hypotéza pricita piivod vyvoje choroby piisobe-
ni latek rostlinného plivodu, jmenovité dvou nitrofenantre-
novych sloucenin, aristolochovych kyselin (obr. 1). Tento
pfedpoklad vychazi z pfekvapujici podobnosti mezi bal-
kanskou nefropatii a progresivni renalni intersticialni fib-
rosou spojenou s vyvojem tumord mocovych cest, nedav-
no nové popsanym ledvinovym onemocnénim oznaCova-
nym jako ,,Chinese herbs nephropathy“ (CHN)**. Za
divod uvedenych ledvinovych poruch byl nedavno jedno-
zna¢n¢ urcen piijem nefrotoxickych a karcinogennich aris-
tolochovych kyselin, které byly soucasti rostlinné diety
pacientdi trpicich touto chorobou®**.  Vzhledem
k jednoznac¢nosti piivodu tohoto ledvinového a nadorového
onemocnéni v konzumaci aristolochovych kyselin
(pfedevsim aristolochové kyseliny I, ktera je majoritnim
podilem AA rostlinnych soucasti), je nyni oznacovano
jako nefropatie vyvolana aristolochovymi kyselinami
(Aristolochic Acid Nephropathy, AAN)***'. Hypotézu, Ze
aristolochové kyseliny mohou participovat na vyvoji bal-
kanské endemické nefropatie, navic podporuji skutecnosti,
ze rostlinné extrakty obsahujici aristolochové kyseliny
jsou jiz od nepaméti uzivany v lidovém lécitelstvi v posti-
zenych oblastech a ¢asti rostlin Celedi Aristolochiacae
byly nalezeny v sypkach, ve kterych jsou skladovany obi-
loviny® ™. Neni bez zajimavosti, Ze za ptivodce balkanské
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Obr. 3. Schéma iniciace nidorovych procesii vyvolanych
aristolochovou Kkyselinou I v lidském organismu; NQOI,
NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa; CYP, cytochrom P450; COX,
cyklooxygenasa (prostaglandin H synthasa)

nefropatie byly aristolochové kyseliny oznaceny jiz v roce
1970 (cit.*®), tedy v dobé&, kdy onemocnéni vyvolané t&mi-
to pfirodnimi latkami jesté nebylo popsano.

Metabolické studie prokazaly, Ze majoritnimi meta-
bolity aristolochovych kyselin tvofenymi in vitro a in vivo
jsou redukéni produkty aristolaktamy, jez byly detegova-
ny jak v konjugované, tak i nekonjugované formeé v moci
a vykalech savci véetng ¢loveka*™*. Aktivace aristolocho-
vych kyselin na reaktivni metabolity iniciujici toxické
a karcinogenni t¢inky probiha rovn&z redukéni cestou'*'®.
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Obr. 4. Adukty nalezené v DNA ledvin pacienti trpicich
nefropatii vyvolanou aristolochovymi kyselinami (A) a adukty
v DNA ledvin pacienti z oblasti balkanské endemické nefro-
patie (vzorky analyzované téZ z hlediska adukti generova-
nych z ochratoxinu A, viz obr. 2) (B-D); adukt Al representuje
adukt dA-AAL A2, dG-AAl a A3, dA-AAIl

V pribéhu redukce obou kyselin dochazi ke vzniku reak-
tivniho cyklického acylnitreniového iontu, ktery se vaze na
DNA a tvofi dva majoritni adukty jak v experimentech in
vitro, tak i u experimentalnich zvifat in vivo, rovnéz jako
v DNA ledvin a mocové trubice pacienti trpicich chrobou
AAN (it %Y Jde o adukty s deoxyadenosinem
a deoxyguanosinem [7-(deoxyadenosin-N°-yl)-aristo-
laktam (dA-AA) a 7-(deoxyguanosin-Nz-yl)aristolaktam
(dG-AA)] (obr. 1, 3 a 4). K detekci a identifikaci aduktd
tvofenych z aristolochovych kyselin byla rovnéz vyuzita
metoda **P-postlabeling®®*******. Jejim prostfednictvim byl
odhalen i vztah mezi perzistenci adukti a karcinogennim
ucinkem aristolochovych kyselin. Na rozdil od doby pfetr-
vani aduktu 7-(deoxyguanosin-N’-yl)-aristolaktamu
I v DNA riznych organii experimentalnich zvifat (potka-
nu), kterd nebyla delsi nez dva tydny, persistence aduktl
s deoxyadenosinem (dA-AAI) byla dlouhodoba®’. Dlouho-
doba persistence deoxyadenosinového aduktu je tak kritic-
kym prekarcinogennim stavem (l1ézi v DNA), ktery je
zodpoveédny za iniciaci karcinogenese vyvolané aristolo-
chovou kyselinou. Tento adukt byl skute¢né nalezen jako
persistentni 1éze zplisobujici mutaci tumor supresorového
genu p53 [mutace AAG — TAG v kodonu 139 (Lys —>
Stop) v exonu 5] pacienti trpicich chorobou®. Schéma
molekularniho mechanismu karcinogenese vyvolané aris-
tolochovou kyselinou v lidském organismu je uvedené na
obr. 3.

Vysledky ziskané mezindrodnim tymem slozenym
z pracovnikil laboratofi katedry biochemie PrF UK
a pracovist ze SRN, Belgie, Francie a Chorvatska, plné
podporuji ptfedpoklad, ze aristolochové kyseliny mohou
byt jednou z pficin balkdnské endemické nefropatie™.
V DNA vzorkil ledvin nékolika jedinct zijicich v oblasti
postizené balkanskou nefropatii a vykazujicich pfiznaky
této choroby byly nalezeny prekarcinogenni 1éze v DNA,
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Obr. 5. HPLC aduktu A1 panelu B obrazku 3 (A) a standardu
aduktu dA-AAI (B); experimentdlni podminky pro separaci
aduktdl jsou detailng popsany v citacich®*=%303

konkrétn¢ adukt dA-AAI (obr. 4 a 5). Vzhledem k tomu,
ze se jedna o tytéz vzorky ledvin, v jejichz DNA byly na-
lezeny i1 adukty generované ochratoxinem A (obr. 2),
v poskozeni DNA ledvin pacienttl testovanych v uvedené
studii je tedy rovnéz nutné brat v tvahu i tlohu tohoto
mykotoxinu.

Z analyz DNA z vzorki ledvin téchto pacienti i paci-
entll trpicich nefropatii vyvolanou aristolochovymi kyseli-
nami’*>’ navic vyplyva, Ze jejich DNA nebyla ovlivnéna
pusobenim  polycyklickych —aromatickych uhlovodikl
a aromatickych aminti. Absence siln€ hydrofobnich aduktt
generovanych témito latkami, lokalizovanymi ptedev§im
v diagondlni zon& autoradiografickych snimka™', je toho
velmi podstatnym diikazem (obr. 2 a 4). Participace téchto
sloucenin na vyvoji obou ledvinovych chorob a nasledné-
ho vyvoje nadorit mocovych cest vSech téchto pacienti je
tedy pravdépodobné minimalni, ¢i chybi vibec.

2.5. Genetické faktory

Dalsi hypotéza poklada za nejpodstatnéjsi faktory pod-
mifiujici vyvoj balkanské nefropatie faktory genetické™.
Stézejni vyznam pro vznik a vyvoj této choroby maji prav-
dépodobn¢ geny lokalizované v oblasti mezi geny 3q25
a 3q26 (cit.). V této oblasti je lokalizovano mnoho genu
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kodujicich znacné rozdilné proteiny (napt. kalcium-
sensitivni receptor, podjednotky kalciového kandlu, ¢le-
synthesy IF2A, fosfatasu protein 1, receptory spojené
s G proteinem, methyltransferasu). Které z gent se
k vyvoji balkanské endemické nefropatie ptimo vztahuyji,
viak dosud znamo neni®. Z jinych genetickych faktort
participujicich na vyvolani balkanské nefropatie mtize byt
uvazovana i geneticka heterogenita (geneticky polymorfis-
mus) enzymu metabolizujicich xenobiotika, popf. genetic-
ky podminéné defekty imunitniho systému’’. Vztah mezi
genetickym polymorfismem enzymi metabolizujicich
xenobiotika, konkrétné téch, které jsou povazovany za
potencialni pfic¢iny choroby (ochratoxin A, aristolochové
kyseliny, aromatické aminy), a vlastnim onemocnénim
dosud nebyl zkoumén. Je v§ak zndmo, Ze polymorfismus
nékterych enzymt metabolizujicich (aktivujicich a detoxi-
kujicich) tyto a dalsi karcinogeny [napf. cytochromu P450
1A1/2, NAD(P)H:chinonoxidoreduktasy, receptoru kont-
rolujici jejich expresi (Ah receptoru), cytochromti P450
podrodiny 2C, myeloperoxidasy]*2430-336-38405155 " a4y
mezi faktory, které ovliviiuji vyvoj fady nadorovych one-
mocnéni®’.

3. Zavér

Otevienymi otazkami zlstava, jak jednotlivé vySe
uvedené priciny, dosud vice mén¢ stale jesté hypotetické,
na pavodu balkanské nefropatie skutecné participuji
a jakou mérou. Zamérem projektu podporovaném Granto-
vou agenturou Univerzity Karlovy (GAUK 432/2004) je
proto na tyto otazky odpovédét. Vysvétleni etiologie bal-
kanské endemické nefropatie je vysoce aktualni. VyfeSe-
nim této problematiky lze ptfedpokladat ziskani podstat-
nych poznatkti zasadnich pro rozvoj zakladniho vyzkumu
v oblasti poznani procesi, které jsou limitujici pro patolo-
gické procesy vedouci k poskozeni ledvin i naslednou
tvorbu nadorfl, rovnéz jako v oblasti studia enzymovych
Vyfteseni ptivodu balkanské nefropatie ma vsak také velky
prakticky vyznam, nebot mize byt vyuzito
k terapeutickému zasahu a piispét tak k lepsi prognoze
vyvoje choroby. Navic miize napomoci i v pfedvidani rizik
a prevenci nejen této choroby, ale dalSich onemocnéni
vyvolanych environmentalnimi a genetickymi faktory.

Podporovdno Grantovou agenturou Univerzity Karlo-
v (grant GAUK 432/2004) a MSMT CR (grant
MSM0021620808).
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Balkan endemic nephropathy is a unique renal fibro-
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3. Zaver
1. Uvod

Od uvedenia plynovej chromatografie (gas chroma-
tography — GC) sa stala zaujimavou otdzka zvySovania
rychlosti separacie. Rychla GC prinasa niekol’ko zjavnych
vyhod. Vyznamne sa moze zvysit’ vykonnost” analytickych
laboratérii so sucastnym zniZenim prevadzkovych ndkla-
dov na vzorku. Obzvlast atraktivna je rychla GC
v pripadoch, kedy je délezité poznat vysledok analyzy
v ¢o najkratSom moznom cCase, napr. riadenie procesov
alebo analyza vstupnych surovin. Pre analyzu vyznamnych
vzoriek a analytov, napr. cudzorodych latok a kontami-
nantov vo vzorkéach zo Zivotného prostredia, potravin ale-
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bo biologickych materidlov, je dolezitd moznost’ viacerych
opakovani analyzy jednej vzorky v Case, ktory by zaberala
jedind analyza konven¢nou GC v zdujme zvySenia pres-
nosti a spravnosti analytického vysledku.

Hoci teoretické zaklady rychlej GC boli postavené uz
v 60. rokoch, moznost’ vyvoja aplikacii a ich zavedenia do
rutinnych analytickych laboratérii pri§la aZz s vyvojom
komer¢nej inStrumentacie v 90. rokoch. Zhodnotenie
vhodnosti vyuzitia konvencnej inStrumentdcie pre rychlu
GC aprehl'ad o novsej inStrumentécii vyvinutej Specialne
pre rychlu GC st spracované v prehladovych ¢lankoch'?.

Prvy pokus spojenia rychlej plynovej chromatografie
s hmotnostnou spektrometriou (gas chromatography-mass
spectrometry — GC-MS) zacal spolu s vyvojom konvenc-
nej GC-MS v 60. rokoch. Praktické rozSirenie a vyvoj
rutinnych aplikacii rychlej GC-MS bolo limitované, rovna-
ko ako v pripade rychlej GC, dostupnostou instrumental-
nej techniky schopnej uspokojit’ poziadavky rychlej GC
v druhej polovici 90. rokov.

Analyza cudzorodych latok vo vzorkach Zivotného
prostredia, potravin a v biologickych vzorkach sa najcas-
tejSie uskutoénuje plynovou chromatografiou. GC je
v tychto aplikaciach dominantna pre vysokl separacnu
ucinnost’ a dostupnost’ citlivych a selektivnych detektorov.
V oblasti stopovej a ultrastopovej analyzy vSak potreba
detekcie a sucCasnej identifikdcie analytov jednoznacne
vyzaduje pouzitie hmotnostno-spektrometrickej detekcie.

2. Rychla plynova chromatografia a rychla ply-
nova chromatografia v kombinacii s hmot-
nostnou spektrometriou

Plynova chromatografia sa zacala vyvijat' s pouZzitim
napliovych kolén. Hoci kapilarne kolény st zndme uz od
50. rokov, v rutinnych laboratoriach sa presadili az po
objaveni nového materialu na ich vyrobu — taveného kre-
mena, v roku 1979. Matematické modely popisujuce rych-
lu plynovli chromatografiu vSak boli zndme uz v 60. ro-
koch a su odvodené pre napliové, aj pre kapilarne kolony.
Kapilarne kolony poskytuju podstatne vyssSiu separac¢nu
ucinnost’ ako naplnové koldny, ich vyroba je reprodukova-
telna a &as analyzy je kratsi®. Pre mnohé jednoznaéné vy-
hody kapilarnej plynovej chromatografie sa v d’alsom texte
budeme zaoberat’ vyhradne kapildrnou plynovou chroma-
tografiou (CGC — capillary gas chromatography).

Spojenie rychlej GC s MS sa da chapat’ dvomi spo-
sobmi. V prvom pripade ide o pouzitie MS detektora spo-
jeného s rychlou plynovou chromatografiou — na skratenie
Casu analyzy sa pouzije jeden alebo kombinécia viacerych
sposobov urychl'ovania analyzy a MS detektor potom plni
ulohu vysoko selektivneho a identifikacného detektora.
V druhom pripade sa samotny MS detektor pouzije na
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zvySenie rychlosti separacie pomocou vakua v idnovom
zdroji MS, Cize separacia v kolone prebieha za znizeného
tlaku, o sa v anglickej literature nazyva ,,vacuum-outlet
GC-MS*.

2.1. MozZnosti urychlovania plynovej
chromatografie

Pre porozumenie jednotlivych parametrov, ktoré
ovplyviuju rychlost’ separacie, je potrebné vziat’ do tvahy
rovnice popisujuce ¢as analyzy ako funkciu réznych pra-
covnych parametrov®. Takéto vztahy su prehladne odvo-
dené v prehladovych ¢lankoch Cramersa a spol.™®. Vycha-
dzaju z podmienok normalizovaného rozliSenia, to zname-
nd, ze pre porovnanie réznych moznosti je pocet priehra-
diek konStantny a je rovny pozadovanému poctu prichra-

diek Nieq:
T [ T

Ry — rozliSenie kritického paru, k£ — retencny faktor, a —
selektivita.

Uvedené rovnice sit odvodené s pouzitim redukova-
nych (bezrozmernych) parametrov a su platné len pri spl-
neni okrajovych podmienok: stacionarna faza nevplyva
vyznamne na vysku priehradky; tlakovy spad pozdiz kolé-
ny (P = pi/p,, pi — tlak na vstupe do kolény, p, — tlak na
vystupe z kolony) je maly (P = 1) alebo velky (P >> 1).

Pre pripad malého tlakového spadu pozdiz kolony pre
elucny cas (fr) sledovanej latky plati nasledovny vzt'ah:

1+ k @)

k

o

Nreq =16R52[ —

hod? 2)
fR = Npog— -1+ kg
v 1"m,o0
3 P21
"=

Nreq — pozadovany pocet priehradiek, & — redukovana vys-
ka priehradky, v — redukovana rychlost’ nosného plynu, d —
vnutorny priemer kapilarnej kolony, f; — kompresibilitny
faktor, D,,, — binarny difizny koeficient zlozky v nosnom
plyne, k — retencny faktor.

Pre rozdiel vstupného a vystupného tlaku v koldne
plati nasledovnd rovnica v redukovanom tvare:

Nreqhvam,o
fod?

3
Ap =p; —p, = &

fo=5 ()

¢ — odpor kolony voci prudeniu nosného plynu, 1 — dynamic-
ka viskozita nosného plynu, f, — kompresibilitny faktor

Pre pripad malého tlakového spadu pozdiz kolony
kompresibilitné faktory f; a f, nadobudaju hodnoty pribli-
zujice sa 1. Zrovnice 1 potom vyplyva, Ze Cas analyzy
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klesa timerne s druhou mocninou vnutorného priemeru
kolony d za cenu rastiiceho tlakového spadu (rovnice 2, 3).
Rychlost’ analyzy sa da zvys$it zmenSovanim vnatorného
priemeru kolény, ale potrebny tlakovy spad rastie.
V rychlej GC s vysokym vyzadovanym poctom prichra-
diek predpoklady P =1, f,=f,=1 prestavajl platit’. Preto
je potrebné pouzit’ rovnice odvodené pre velky tlakovy
spad pozdiz kolény:

1/2 4)
h3/2¢1/2 n
tp = N23 1+k
R req Vl/z Dm,opo ( )
4 N2 (o) > (D epo ) ()
=3 d

V tomto pripade z rovnic (4) a (5) vyplyva, ze Cas analyzy
je priamo umerny vnutornému priemeru kolony a potrebny
tlakovy spad je nepriamo Umerny vnitornému priemeru
kolony.

Iny, v literatire Casto popisovany spdsob zrychl'ova-
nia GC analyz, je uskutoCnenie separdcie za zniZeného
tlaku (vacuum outlet GC). Teoreticky princip navrhol Gid-
dings v 60. rokoch a vychddza zo zvySovania binirnych
diftznych koeficientov D, , separovanych latok v nosnom
plyne pri zniZenom tlaku. Na vytvorenie vdkua v koldne sa
pouziva vakuum pritomné v hmotnostnom spektrometri.
Na dosiahnutie optimélnych podmienok separacie je vSak
potrebné pouzit’ kolony s vel'kou permeabilitou, Cize krat-
ke kolony svelkym vnltornym priemerom. Tento typ
zrychlovania analyzy sa zarad’uje medzi typy bez straty
separatnej G¢innosti**, avsak je dolezité poznamenat, Ze
to plati iba pre urychlovanie analyz poskytujucich len
relativne mensi pocet prichradiek™®.

Z uvedenych teoretickych zékladov vyplyva, Ze na
urychl'ovanie separacie sa daju pouzit’ tri hlavné principy '
I.  Minimalizécia rozliSenia na hodnotu prave potrebnil.
Na minimalizaciu Nyq v rovnici (/) a nasledné skrate-
nie Casu analyzy, rozliSenie R, by nikdy nemalo byt
vicsie ako prave potrebné a rozliSené by mali byt iba
piky, o ktoré je zaujem. R,= 1,0 moze byt dostatoc-
né, ak pozadovana presnost kvantitativnej analyzy
nie je vysoka. Ry=1,5 je dostatoéné aj pre pripad
vyzadovanej maximalnej presnosti.

Maximalizacia selektivity chromatografického systé-
mu. Selektivita je schopnost’ rozliSovat’ latky. Maxi-
malizécia selektivity moze byt uskutoCnend separa-
ciou alebo detekciou — vyberom kolony poskytujicej
vhodnu selektivitu pre kriticky par a/alebo pouzitim
selektivnej detekcie.

Implementacia metddy skracovania Casu analyzy pri
zachovani rozliSenia. Alternativy, ktoré umoznuju
skratenie doby analyzy s konStantnym rozliSenim
(aké je mozné konvencnou GC, pripadne vyssie), su
jedinym pristupom pri analyze mnohozlozkovych
zmesi (napr. benziny, polychlorované bifenyly (PCB)
v environmentalnych matriciach).

IL.

III.
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Tabulka I
Prehl'ad moznosti skracovania &asu analyzy v GC’

Cislo Moznost’ zrychlenia

Skratenie Casu analyzy a praktické hl'adisko

(1) Minimalizacia rozliSenia na prave potrebnu hodnotu

1

3A

3B
3C
4A
4B

skratenie dizky kolény

rychlost’ nosného plynu vicsia ako
optimalna

vyssia teplota pri izotermickej analyze
(len pre IGC)

vyssia pociatocna teplota

vyssia konecna teplota

rychlejsie programovanie teploty
zmenit' [GC na TPGC

programovanie tlaku/prietoku

pouzitie mensej hrabky filmu
stacionarnej fazy

skratenie ¢asu je umerné skrateniu kolony pri izotermickej GC (IGC);
v pripade GC s programovanou teplotou (TPGC), skratenie Casu je
malé, ak sa pouziva velké rozpitie teplot, pretoze Cas analyzy je urce-
ny dosiahnutim teploty potrebnej na eltciu poslednej zlozKky; skratenie
kolény je ireverzibilné; odportica sa zacat' s moznostou €. 2

skratenie ¢asu je umerné zvyseniu rychlosti nosného plynu pri IGC;
zrychlenie pri TPGC je malé, hlavne pri Sirokom rozsahu teplét; maxi-
malna rychlost’ je obmedzena regulatorom tlaku

zrychlenie priblizne dvojnasobné na kazdych 15 °C zvySenia teploty

zrychlenie vel'mi zavisi na pociato¢nej a koneénej teplote v TPGC
zrychlenie typicky len niekol’ko minut

zrychlenie imerné zvyseniu gradientu v TPGC

podstatné zvysenie rychlosti pri zmene IGC na TPGC

zrychlenie zvyc¢ajne len mierne; vyzaduje elektronické ovladanie tlaku/
prietoku

zrychlenie iimerné znizeniu hrubky filmu stacionarnej fazy; zrychlenie
je zvlast vyrazné pri prechode z kolén s hrubym filmom

(Il) Maximalizdcia selektivity chromatografického systému

7

10

11

pouzitie selektivnejSej staciondrnej fazy je mozné dosiahnut’ vyrazné skratenie eluénych €asov, ale vyber fazy

alebo spajania kolon

pouzitie (konvencnej) dvojrozmerne;j
(2D) GC
pouzitie selektivnej detekcie

pouzitie MS detekcie

pouzit’ backflush

byva zdihavy

nerozlisené piky mozu byt separované na druhej kolone s inou stacio-
narnou fazou; je mozné vel'mi velké skratenie analyzy, ale je potrebna
zlozita inStrumentécia

mozné vyrazné skratenie Casu analyzy, pretoze je potrebné separovat’

iba analyty o ktoré je zaujem navzajom,; separacia od zloziek matrice
uz nie je potrebna; da sa kombinovat’ aj s inymi moznostami

mozné vyrazné skratenie ¢asu analyzy, zvIast’ v spojeni so spektralny-
mi dekonvolu¢nymi technikami; da sa kombinovat’ aj s inymi moznos-
tami

typické zrychlenie 2 — 5x; vyzaduje Specialnu inStrumentaciu

(I1]) Zrealizovat metodu znizujuicu ¢as analyzy pri zachovani rozlisenia

12

13

14

15

pouzit’ kolonu s mensim vnatornym
priemerom

pouzit’ vodik ako nosny plyn

pouzit’ vakuum na vystupe z kolony
(vacuum outlet)

pouzit’ turbulentny tok nosného plynu

zrychlenie imerné zmenseniu 1.D. kolony (pri vel'kom tlakovom spa-
de); aimerné druhej mocnine zmenseniu I.D. (pre maly tlakovy spad
pozdlz kolény); problémom moéZe byt robustnost’

zrychlenie 60 % oproti He alebo 100 % oproti N,; treba dodrziavat’
bezpecnostné opatrenia

zrychlenie az 6-nasobné pre kratke kolony s velkym vnutornym prie-
merom, zrychlenie pre Standardné kolony zanedbatel'né; mozné len pri
MS detekeii

nepouzitel'na technika pre dennu prax

791
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Pre dosiahnutie kazdého z troch vymenovanych vse-
obecnych pristupov existuje viacero praktickych moznosti,
ich prehl'ad spolu s praktickym hladiskom je uvedeny
v tabulke 1.

2.2. Vyber vhodnej metdédy zrychlova-
nia analyzy plynovou chromato-
grafiou

Z dovodu existencie Sirokého spektra moznosti urych-
Povania GC analyzy ardznych potrieb pre uspokojenie
narokov na vysledok analyz neexistuje Ziadny univerzalny
sposob zrychlovania GC analyz. Prakticky ndvod na
zrychlovanie Sirokého spektra GC metdd je publikovany
vprehladom ¢&lanku Korytira aspol.’ a Matisovej
a Démétorovej”. Na vyber vhodnej zrychFovacej metody
autori pouZili vzory chromatogramov typické pre jednotli-
vé aplikacné oblasti.

Pre vyber spdsobu zrychlenia alebo kombinacii jed-
notlivych moznosti je potrebné kriticky posudit’ viacero
parametrov  tykajucich sa  poZadovanej analyzy
a analytickej vzorky:

1. pocet, vlastnosti a koncentracia analytov,

2. pozadovana presnost’ analyzy,

3. pozadovany Cas analyzy,

4. zlozenie davkovanej analytickej vzorky, predovset-

kym mnozstvo a vlastnosti koextrahovanych latok

Z matrice.

Pri analyze cudzorodych latok prichadzame do sty-
ku so spravidla vel’kym poétom analytov v stopovych az
ultra-stopovych koncentraciach (pesticidy, polychlorované
bifenyly — PCB, polyaromatické uhl'ovodiky — PAH, rezi-
dua farmaceutik, drogy, dopingové latky atd’...).
V analytickej vzorke byvaju pritomné velké mnozstva
koextrahovanych latok Sirokého spektra fyzikalno-
chemickych vlastnosti aj napriek dokladnému precistova-
ciemu kroku v uprave vzorky (extrakty z rastlinnych mat-
ric, materidlov zivo¢isneho povodu, potravin, sedimentov,
pody, atd...). Analyticka (separacnd a detekéna) metdda
vhodné na analyzu takychto latok v zlozitych matriciach
preto musi disponovat  dostatocnou  selektivitou
a citlivostou. Z vysSie uvedenych dovodov je zrejmé, ze
zrychlovanie GC analyz poskytujucich prave dostato¢nu
separaciu by sa malo uskutoc¢iiovat’ s pouzitim metdd za-
chovavajucich separacnti u¢innost’.

Tabulka IT
Klasifikacia typov rychlej GC (cit.%)

Referaty

Kazda uplne optimalizovana chromatografickd meto-
da je kompromisom medzi rychlostou, kapacitou na vzor-
ku a rozlienim®. Vyvinutie softvéru uréeného na konver-
ziu metdd konvencnej GC na metddy rychlej GC prinieslo
novi moznost zjednodusenia vyvoja metdd rychlej GC
prepocitanim zadanych parametrov separacie na povod-
nom GC systéme na parametre separacie na novom zada-
nom systéme. Prepocet vykonava zmenu teplotného prog-
ramu pri zachovani relativnej retencie separovanych latok.
Okrem spominanych parametrov vypocitava aj pribliznt
zmenu trvania GC analyzy. Pre spravnu funkciu programu je
dolezité zachovat’ rovnaku staciondrnu fazu a fdzovy pomer
na obidvoch koldnach. ,,Method Translation Software“ je
volne pristupny na internetovej stranke firmy Agilent
Technologies’. Bol pouzity napriklad na prenos GC meté-
dy na analyzu PCB v potravinach'® a pesticidov vo vode'".

2.3.Vymedzenie typov rychlej plynovej
chromatografie

Cas analyzy pri GC separéaciach zavisi od typu vzor-
ky, poctu zloziek a zvolenych experimentalnych podmie-
nok. Pre zmesi s desiatkami zloziek je minimélny zrealizo-
vatelny &as analyzy v rozsahu minit’, zatial' ¢o jednodu-
ché zmesi sa daji separovat’ v rozsahu milisekind. Na
oznacenie rychlosti analyzy sa v literature bezne pouzivajii
terminy: rychla GC (fast GC), vel'mi rychla GC (very fast
GC) a ultra rychla GC (ultra fast GC).

Dagan a Amirav'? zaviedli Speed Enhancement Fac-
tor — SEF (faktor zvysenia rychlosti) na definovanie rych-
losti GC do spominanych troch kategérii. SEF porovnava
pouzitl rychlost’ GC-MS vzhl'adom na konvenéntt GC-MS
s pouzitim 30 m dlhej kolony s malym vnitornym prieme-
rom, prietokom hélia ako nosného plynu 1 mlmin™" po-
skytujtici rychlost nosného plynu 34 cms™' a vypocita sa
podla rovnice:

V — rychlost’ nosného plynu v zrychlenej plynovej chroma-
tografii [cm s7'], L — dizka kolony [cm].

SEF v skutoc¢nosti predstavuje faktor redukcie
v rychlosti nosné¢ho plynu kolénou v porovnani s kon-
ventnou GC-MS. Autori vSak poukazuji na fakt, Zze SEF
nemusi zohladiiovat’ skuto¢ni hodnotu skratenia doby

Typ analyzy Rozsah doby analyzy ~Sirka piku v poloviénej SEF* Utinnost (N)
vyske
Rychla minlty 1-3s 5-30 < porovnatel'na s kon-
venc¢nou HRGC
Velmi rychla sekundy 30-200 ms 30-400 25000
Ultra rychla < sekunda 5-30 ms 400-4000 7000

* SEF — Speed enhancement factor
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analyzy, pretoze eluény Cas je zavisly aj od teploty, resp.
teplotného programu kolény. Rozdelenie typov rychlej
GC, GC-MS (aj na zaklade SEF) je zhrnuté v tabulke II.

Van Deursen a spol."® navrhli rozdelenie rychlej GC
do troch katego6rii podla ziskanej Sirky piku v polovi¢nej
vyske acelkového casu analyzy. Kazdé skratenie casu
analyzy znamend aj rovnaku redukciu chromatografickej
zony spdsobenu skratenim casu zdrZania latky v kolone.
Rozdelenie podrla sirky pikov je spolu s rozdelenim podla
SEF sumarizované v tabul’ke II.

2.4.Spojenie rychlej plynovej chroma-
tografie a hmotnostnej spektro-
metrie
Na urcenie vyhod anevyhod spéjanie réznych kon-

Strukénych typov hmotnostnych spektrometrov s rychlou

plynovou chromatografiou je ucelné ich rozdelit’ do dvoch

hlavnych tried podl'a dosahovanej rychlosti snimania spek-
tier:

1. pomalé MS: kvadrupolovy analyzator, idbnova pasca
(Ion Trap Detector — ITD), magneticky sektor,

2. rychle MS: MS merajtci Cas preletu ionov (Time of
Flight — TOF), magneticky sektor s detektorovym
polom (Magnetic Sector with Array Detector), ibnovy
cyklotrénovy rezonanény MS s Fourierovou transfor-
maciou (Fourier Transform Ion Cyclotrone Resonance
MS — FTICR alebo FTMS).

Pristroje patriace do prvej kategorie maji pre spajanie

s rychlou GC niekol’ko nedostatkov. Ked'ze nemerajl in-

tenzitu vSetkych vzniknutych idnov, ale iba mala cast,

poskytuji mensiu citlivost. NavySe iony roznych hmot-
nosti merajul skenovanim — jeden po druhom a tak dokazu
poskytnut’ len malu frekvenciu zberu dat, co mdze byt
vazny problém pri detekcii pikov s malou Sirkou pri rych-
lej GC (cit.").

Z druhej kategorie pristrojov sa v spojeni s rychlou

GC casto pouziva TOF MS. TOF MS poskytuje vysoku

frekvenciu zberu tdajov. Najrozsirenejsi pristroj Pegasus

Tabul’ka II1

Referaty

firmy LECO dokaZe uskuto&nit’ az 500 scan s™'. V tabul’ke
III je prehlad niektorych délezitych parametrov MS pri-
strojov najcastejsie pouzivanych v spojeni s rychlou GC.

2.4.1. Pocet bodov potrebny na popis
chromatografického piku

V kazdej chromatografickej aplikacii musi byt rych-
lost’ zberu udajov detektorom dostato¢ne rychla, aby po-
skytla dostatoény pocet bodov na spravny popis chromao-
grafického piku". Naviac roziirovanie chromatografickej
zony detektorom musi byt zanedbatel'né, aby sa zabranilo
zniZeniu separaénej G¢innosti kolony?.

V literatire jestvuje velka diskrepancia medzi tvrde-
niami jednotlivych autorov o minimalnom pocte bodov
potrebnom na popis chromatografického piku. Podl'a roz-
nych publikécii je potrebnych 15-20 bodov'® pre tely
kvantitativnej analyzy, alebo 10-20 bodov'¢, zatial &o
podra inych autorov 810 (cit.'?), 5-6 (cit.'®) ale aj 3—4
body postadovali pre kvantitativnu analyzu'®. Dyson® vo
svojej praci tvrdi, ze na dosiahnutie presnosti integracie
asymetrického piku s chybou mensou ako 0,1 % je potreb-
nych az 350 bodov. Pre dalSie spracovanie ziskanych
chromatogramov dekonvoluciou pikov je navysSe potrebné
zobrat’” do ivahy aj poziadavky principu dekonvolu¢ného
mechanizmu na pocet bodov na pik a separaciu pikov pre
dosiahnutie relevantnych vysledkov'®.

Na zaklade vysSie spominanych udajov v literatare
nie je jednozna¢ny navod na urenie nevyhnutného poctu
bodov na chromatograficky pik. Analytik vyvijajuci rychlu
separacni metédu by sa mal preto pocas optimalizacie
a validacie metddy dokladne venovat’ aj tejto Casti metody
amal by kriticky postdit’ opakovatel'nost merania ploch
pikov a dopad frekvencie zberu udajov na citlivost’ detek-
cie a pomer signal/Sum.

Moderné konstrukcie beznych nespektralnych GC
detektorov ako plamenovo-ionizacny detektor (Flame Ioni-
zaion Detector — FID) a mikro-detektor elektronového
zachytu (p-Electron Capture Detector — uECD) spiiajt

Porovnanie réznych hmotnostnych analyzatorov pouzivanych v GC-MS (cit.'?)

Typ analyzatora Horna hranica

Rychlost’ snimania spektier

Rozlisenie, Ry, Odhadovana cena

hmotnosti hmotnosti (amu) v tisickach USD
Kvadrupol 800-1050 4500-10 000 amu s~ Sirka piku 0,5 amu 50-100

(15-33 spektier s preroz-  (Rnw=2m, 10 % tdolie)

sah 300 amu)

I6nova pasca 650—-1000 do 5600 amu s~ Sirka piku 1 amu 50-100

(19 spektier s™' pre rozsah (Rm=m, 10 % udolie)

300 amu)
Rychly TOF 1000 100-500 spektier s~ Sirka piku v polovi¢nej vy3- 130-170
ke 1400 pre m/z 502
TOF s vysokym 1500 10 spektier s™' Sirka piku v polovi¢nej vys- 150-200
rozliSenim ke 7000 pre m/z 614
Sektorovy analyzator 4000 0,15 spektra/dekada do 80 000 >200
(7 spektier s~ na dekadu) (10 % udolie)
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poziadavky rychlej GC na rozsirovanie chromatografickej
z6ny a frekvenciu zberu Gdajov, ktora sa v sti€asnosti po-
hybuje v rozmedzi 50-300 Hz. Tepelno-vodivostny detek-
tor (Termal Conducitivy Detector — TCD) s extrémne ma-
lou celou sa pouziva v prenosnych GC pristrojoch?.

Skenujuce hmotnostné spektrometre patria k pomal-
$im detektorom v GC. V zavislosti od konstrukcie dokazu
poskytniit’ frekvenciu zberu dajov len priblizne 30 Hz.
V rychlej GC sa vSak ¢asto pouzivaju predovsetkym pre
ich dostupnost’ a roz§irenost’. MozZnosti pouzitia réznych
MS detektorov a ich obmedzenia su diskutované v d’al§ich
kapitolach.

2.4.2. Rychla plynova chromatografia-hmotnostna
spektrometria s kvadrupolom a ionovou pascou
Kvadrupélovy MS je najrozsirenej$i hmotnostny
spektrometer pre mnozstvo pricin, hlavne pre jeho robus-
tnost’, spol’ahlivost’ a kompatibilitu s komerénymi knizni-
cami, pretoze sa zvycajne pouZziva na vyvoj kniznic spek-
tier. Kvadrupolovy GC-MS sa pouziva v dvoch rezimoch
ziskavania signalu: (i) full scan (meranie celych spektier)

30

RSD,
%
20

n

Obr. 1. Zavislost’ RSD plochy piku a vysky piku od rychlosti
skenovania, analyt n-alkian C14, vnitorny Standard n-alkan
C15 (cit."®); # plocha piku, A vyska piku, n — po&et zaznamena-
nych bodov na pik

Referaty

vo zvolenom rozsahu, napr. 50-500 m/z a (ii) monitorova-
nie vybranych iénov (Selected Ion Monitoring — SIM). Pri
monitorovani vybranych iénov sa sleduje len niekol'ko
zvolenych m/z atym sa zvySuje aj celkovy Cas zberania
udajov (Cize sa zvysuje citlivost), ale straca sa spektralna
informacia'’.

Hlavnou komplikaciou v implementacii kvadrupldlo-
vého MS v rychlej GC je nizka frekvencia zberu tdajov
priblizne do 30 Hz. Pri detekcii pikov s malou Sirkou sa
navyse prejavuje deformdcia spektier (spectra skewing).
Vznika vplyvom zmeny koncentracie analytu v idbnovom
zdroji po¢as merania jedného spektra. Cize pri kvadrupé-
loch merajucich spektra od vyssich m/z smerom k niz§im
budu na nabehovej strane piku spektra vykazovat’ vécsie
intenzity i6nov s mensimi hmotnost'ami ako v skuto¢nosti
st. Na klesajucej strane piku sa tento efekt prejavi opacne.

Pri kvadrupdlovych analyzatoroch je mozné rychlost
skenovania ovplyvnit' rozsahom skenovanych m/z a poc-
tom skenov, ktoré sa sumuju do jedného bodu. Dalliige
a spol."® pouzil MS 5973 firmy Agilent Technologies ako
detektor pri separacii pesticidov a n-alkanov v kombinacii
s odporovo vyhrievanou GC s pouzitim kolény s malym
L.D. (100 pm) a dizkou 5 m. Na urychlenie separacie vyu-
zil rychle programovanie teploty sréznymi gradientmi
100, 200, 400 °C min™' a vysoky tlak na hlave kolony
(300 kPa), pricom cas analyzy bol priblizne 3—4 minuty.
Medze detekcie vybranych pesticidov boli pri rezime ske-
novania v rozmedzi 1-25 pg a v SIM rezime 0,1-5 pg.

Autori'® sa venovali aj vplyvu poétu bodov/pik na
opakovatel'nost’ merania plochy a vysky piku. Na obr. 1 je
zavislost' relativnej smerodajnej odchylky (relative stan-
dard deviation — RSD) plochy a vysky piku od rychlosti
skenovania pre n-alkdn Cj4 po prepocitani na vnutorny
Standard (n-alkan C;s). RSD plochy a vysky piku maju
klesajuci trend vzhladom na rastiici pocet nameranych
bodov na pik. Pri po¢te 6 bodov na pik uz RSD dosiahla
takmer konstantni hodnotu, na zaklade ktorej pre d’alsiu
pracu zvolili minimalny pocet 6 bodov na pik. V tabulke
IV st zhrnuté §irky ziskanych pikov v zavislosti od teplot-
ného gradientu a spdsobu davkovania. V d’alsich riadkoch
st pouzité rychlosti skenovania, aby bol dosiahnuty pocet
6 bodov na pik aztoho vyplyvajuci maximalny rozsah

Tabulka IV
Sirky pikov a vyzadované rychlosti skenovania pre rozne teplotné gradienty'®
Parametre 400 °C min™' 200 °C min”' 100 °C min™'

split splitless split splitless split splitless
Sirka piku weq, s 0,28 0,33 0,38 0,45 0,64 0,74
Rychlost’ skenovania, scan s~ 21 18 16 13 9 8
Rezim skenovania: maximalny 45-220 45-270 45-310 45-400 45-610 45-700
rozsah skenovanych m/z
(vzorkovanie = 0)
Rezim SIM: max. pocet ionov 1 2 2 3 4 5

na cyklus
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skenovania m/z a maximalny pocet idonov na sledovanie
v SIM reZime.

Rychlost’ skenovania urcena poctom snimani kazdej
hmotnosti a naslednou sumadciou (nastavenie “samples”
pre MS Agilent 5973) ma vyznamny vplyv na odozvu
(plochu)?'. Pri sumovani 2 merani jednotlivych m/z je zis-
kana plocha piku 2-3 nasobna v porovnani s jedinym me-
ranim kazdého m/z. Pri rezime SIM je narast odozvy
s predlzovanim Casu sledovania i6nu (dwell time) priblizne
10-30 % pre &asy 10-100 ms (cit.?").

Pri analyze cielovych analytov je pre vysSiu citlivost
vyhodnejsie pouzit’ SIM rezim. Pri najrychlejSom nastave-
ni SIM rezimu je MSD 5973 schopny sledovat’ 1 ion
s rychlostou zberu udajov 33 Hz (30 ms trva snimanie
jedného bodu), ¢o postacuje na detekciu piku s minimal-
nou Sirkou 0,18 s. Pri analyze redlnych viaczlozkovych
zmesi je potrebné sledovat’ viacero i6nov prisluchajicich
cielovému analytu a navyse jestvuje moznost’ prekryvania
chromatografickych pikov, ¢ize Sirka piku 0,18 s predsta-
vuje v praxi tazko pouziteIné minimum. Navyse rozdel'o-
vanie i6nov do SIM skupin bolo aj pri vacsich Sirkach
pikov relativne zloZzité vzhl'adom na dosiahnutie pozado-
vaného poctu bodov na pik. Autori d’alej dokumentuji
vykonnost’ spojenia rychlej GC-MS s automatickym de-
konvoluénym softvérom AMDIS. Na dekonvoliciu posta-
Covalo 6 skenov na pik na spravnu identifikaciu 6 ko-
eluujucich zloziek'®. Vyvinuta metodu pouzili aj na analy-
zu realnych vzoriek rezidui pesticidov v rastlinnom mate-
riali a v zivo¢iSnom materidli, ale vplyv koextrahovanych
latok z matrice na robustnost’ separa¢ného systému ne-
zhodnotili.

Robustnost'ou rychlej GC-MS s pouzitim kolon
s malym LD. (0,15 mm) v ultrastopovej analyze rezidui
pesticidov sa zaoberali Kirchner a spol.”. Sledovali vplyv
matricovych efektov na opakovatelnost’ merani (plocha
pikov, vyska pikov a chvostovanie pikov) s davkovacom
s programovanou teplotou vyparovania (programmed tem-
perature vaporizer — PTV). Na ochranu analytickej kolony
pouzili predkolonu. Robustnost’ metddy bola porovnatel'na
s konven¢nou GC, bez vyznamného zhorSenia kvality se-
pardcie bolo mozné nadavkovat' redlne vzorky (extrakt
z jablk) priblizne 130x bez vymeny predkolony. Vymena
predkolony takmer Uplne obnovila pdvodné vlastnosti
separa¢ného systému?®.

Kvadrupolové MS boli dokonca pouzité aj v uplnej
dvojrozmernej GC (comprehensive two-dimenssional GC,
GC x GC) na analyzu alergénov v parfumoch®?**, drog”,
chutovych latok a PCB v potravinach®* a s negativnou
chemickou ionizdciou na stanovenie halogenovanych
kontaminantov®®. V GC x GC sa ako prva koldna pouziva
koléna s konvenénymi rozmermi a ako druhd koléna sa
pouziva kratka koléna smalym vnutornym priemerom
s rozmermi zvycajne 1 m x 0,1-0,25 mm L.D. Vplyvom
modulatora su chromatografické zony vstupujiuce do dru-
hej kolony silne sfokusované a piky eluujice z druhej ko-
16ny dosahuju $irky priblizne 45-600 ms (cit.**). Separacia
na druhej koldne je zvycajne v rozsahu sekund a patri tak
az do rozsahu vel'mi rychlej GC, ¢o kladie vysoké pozia-
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davky na rychlost’ detekcie. Pre dosiahnutie vyzadovanej
rychlosti zberu tidajov v rezime skenovania je potrebné
pouzit uzdi interval sledovanych m/z (cit.****). Moderné
kvadrupolové analyzatory zvladaji rychlost’ skenovania az
10000 amu.s™ apri zoZeni rozsahu sledovanych m/z na
200 dokazu skenovat’ s frekvenciou 33 Hz. Zuzenie sledo-
vané¢ho rozsahu m/z mé za nasledok ziskanie spektier ne-
kompatibilnych so spektrami v komerénych knizniciach
apreto je potrebné vytvorit kniZnicu s pouzitim daného
rozsahu m/z (cit.**). Spojenie kvadrupélovych analyzato-
rov s GC x GC je v porovnani s TOF analyzatormi naroc-
nejsie na optimalizaciu podmienok MS pristroja, je vhodné
len na analyzu ciel'ovych analytov, av§ak dosahované me-
dze detekcie su priblizne podobné ako pri pouziti TOF
MS. Navyse kvadrupolové analyzatory st vel'mi rozsirené,
jednoducho ovladate'né a podstatne lacnejsie ako TOF
MS (cit.?*). K vfhodam TOF MS na druhej strane patri
kvalita snimanych spektier, ktoré nie sl zatazené deforma-
ciou a priama implementacia dekonvolicie v dodavanom
softvéri.

Inym, v literatire Casto opisovanym pristupom
k rychlej GC-MS, je LP-GC-MS — kde separacia v GC
kolone prebieha pri znizenom tlaku, ¢im sa zvysuja difaz-
ne koeficienty separovanych latok v nosnom plyne
a optimalna rychlost’ nosného plynu je vyrazne vyssia. Na
dosiahnutie vyrazného zrychlenia analyzy je vSak potrebné
pouzivat’ kolony s velkou permeabilitou, ¢ize kratke kolo-
ny s velkym vnutornym priemerom. Zvycajne sa pouZziva-
ju ,,mega-bore“ kolény s I.D. 0,53 mm a dizkou 5-10 m.
LP-GC-MS neposkytuje separaciu s vysokym rozlisenim,
ale vzhl'adom na dosahovanu §irku pikov je kompatibilnou
technikou pre spojenie s pomalymi skenujicimi MS pri-
strojmi. Konvencné regulatory tlaku a davkovace v GC su
schopné pracovat’ len pri pretlaku nosného plynu vzhla-
dom na atmosfericky tlak, ale pri separacii v kolone je
vyzadované vakuum, koldna sa s davkovacom preto spaja
s pouzitim restriktora’’. Ako restriktor sa bezne pouziva
deaktivovana  kapilara s priemerom 0,1-0,15 mm
a s dizkou 0,6-3 m.

Mastovska a spol.®®** optimalizovali spojenie LP-GC-
MS pre pouzitie vanalyze rezidui 57 pesticidov
v rastlinnom materiali. Na separaciu pouzili kolonu RTX-5
Sil MS dlha 10 m s I.D. 0,53 mm a 3 m x 0,15 mm I.D.
restriktor. Optimalizaciu vstupného tlaku uskutocnili
vzhl'adom na maximalizaciu citlivosti (pomer plochy a
vysky piku), obr. 2, pri su¢asnom sledovani elu¢ného ¢asu.
Separaciu uskutocnili s rychlym teplotnym programom
60 °C min™'. Na davkovanie pouzili splitless davkovag s
tlakovym pulzom (40 psi, 0,5 min), ddvkované objemy
boli v rozmedzi 1-5 pl a detekciu uskutocnili v SIM rezi-
me (MS HP 5972 a Agilent Technologies 5973). Autori
porovnali analytické charakteristiky, ako Cas analyzy, se-
paracnd ucinnost, opakovatelnost merania ploch pikov,
robustnost, vplyv davkovaného objemu na citlivost, na
dvoch kolénach rovnakej dizky (10 m) s vnttornym prie-
merom 0,53 mm a 0,25 mm.

Dosiahnuty ¢as analyzy bol v obidvoch pripadoch
podobny, priblizne 5 min. Citlivost’ bola vyssia pri pouziti
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Obr. 2. Optimalizacia vstupného tlaku pre LP-GC-MS vzhPa-
dom na pomer plochy a vysky piku — H, (plna ¢iara) a eluény
¢as — ¢, (bodkovana ¢iara) deltametrinu; kolona 10 m x 0,53 mm
x 1 pm, restriktor 3 m x 0,15 mm (cit.”?)

0,25 mm I.D. kolony predovsetkym v dosledku vyssej
separacnej ucinnosti (1,3-2 nasobne vysSia), Sirka piku
deltametrinu bola 2,22 s pre 0,53 mm L.D. kolénu a 1,44 s
pre 0,25 mm [.D. kolénu. Opakovatel'nost’ ploch pikov pri
analyze realnych extraktov obohatenych Standardami pes-
ticidov vyjadrena ako RSD bola v pripade ,,mega-bore*
kolény lepsia len o priblizne 2—-3 % a vSeobecne mensSia
ako 9 %. Autori sa v praci®’ venovali aj robustnosti oboch
LP-GC-MS met6éd vzhladom na davkovany objem
a Cistotu davkovanych extraktov. Separacia na kolone
s L.D. 0,53 mm bola podstatne menej ovplyvnend mnoz-
stvom nadavkovanych koextrahovanych latok zo vzorky
v porovnani s 0,25 mm L.D. kolonou. Autori sa venovali aj
vplyvu davkovaného objemu na detekovatel'nost’ analytov.
Ak je odozva analytu limitovand mnoZzstvom chemického
Sumu — latok koeluujtcich z kolony a poskytujucim odo-
zvu na detektore, zvySovanie davkovaného objemu potom
nemé za nasledok zvy$ovanie pomeru signal/$um. Autori®®
sledovali pomer signal/sum analytov pri davkovani oboha-
tenych extraktov pre objemy 1, 2, 3, 4, 5 pul v r6znych mat-
riciach. Pomer S/N rastol iba do davkovanych objemov 2
az 3 pl, pri vyssich objemoch uz nastal pokles S/N. Davko-
vanie vac¢Sich objemov naviac kontaminuje separacny sys-
tém.

Obsirnejsie citované prace su vyznamné pre prinos do
rozvoja rychlej GC-MS predovsetkym pre jasné preukaza-
nie moznosti pouzitia a obmedzeni pomal§ich, napr. kvad-
rupdlovych, analyzatorov v spojeni s rychlou separacnou
metddou. Prehlad parametrov aplikécii rychlej GC-MS
s pouzitim skenovancich pristrojov je uvedeny v tabulke
V.

2.4.3. Rychla plynova chromatografia s hmotnostnym
spektrometrom s preletovym analyzdtorom

Prvé MS zalozené na merani Casu preletu iénov boli

skonstruované uz v 50. rokoch, ale zaujem o ne zacal az

v 90. rokoch, prave narastajucim dopytom po rychlych

spektrometroch pre spojenie s rychlou GC a GC x GC.
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Obr. 3. Zavislost’ relativneho pomeru signal/Sum — rel. S/N od
rychlosti snimania spektier (v) TOF MS (cit.*);
y = 4,0208y 70

Dnes najznamej$im TOF MS v spojeni s GC je pristroj
Pegasus firmy LECO, ktorého konstrukcia umoziuje vyso-
ku frekvenciu snimania spektier, az 500 skenov za sekun-
du.

Rychlost’ skenovania pre TOF MS Pegasus je kon-
Stantna, pristroj vykonava 5000 skenov za sekundu, ale do
jedného spektra sumuje 10 nameranych spektier, ¢ize ma-
ximalny pocet spektier, ktory poskytuje uzivatel'ovi, je 500
za sekundu. Merania pri nizSich frekvenciach zberu spek-
tier s uskuto¢nené na pdvodnej frekvencii 5000 skenov za
sekundu, avsak pristroj pred zapisanim spektra na disk
sumuje vyssi pocet spektier. Takyto mechanizmus spraco-
vania udajov ma za nasledok zavislost’ pomeru signal/Sum
od poctu sumovanych spektier. Na zaklade teoérie sa da
urcit’, Zze meranie pri 50 Hz bude poskytovat’ lepsi pomer
S/N oproti meraniu pri 500 Hz (cit."®). Zavislost' relativne-
ho pomeru S/N od rychlosti zberu spektier pre TOF MS je
na obr. 3. Ako je na obrazku vidiet, zvySenie frekvencie
zberu spektier z 10 na 50 malo za nésledok 5 nasobni
stratu na pomere S/N. Rozlisenie TOF MS v tomto pripade
nie je zavislé na pocte sumovanych spektier, ale v praxi
kvalita spektier zavisi na poéte sumovanych spektier, pra-
ve kvoli eliminacii chybného priradenia m/z spracovanim
signalu'”.

Dodavany softvér navyse na identifikaciu latok pouzi-
va spektralnu dekonvoliciu pikov, ¢o umoziuje identifiko-
vat’ latky na zéklade celych spektier bez rusivych vplyvov
koeluujucich latok. Pouzitie dekonvolucie potom moéze
sluzit’ na eliminaciu nizSieho chromatografického rozlise-
nia, ¢o je Casty pripad pri pouziti rychlej GC. Dokazom
moznosti pouzitia TOF MS v spojeni srychlou GC su
prace prezentujuce spojenie TOF MS s vel'mi a ultra rych-
lou GC s casom analyzy 500 ms aSirkou piku 12 ms
(cit.”). Problémom spajanym s rozsirenim TOF pristrojov
v minulosti bol nizky vykon pocitacov a problematické
spracovanie siiborov zo zaznamom analyz, ktoré¢ dosahuju
v zavislosti od rychlosti zberu Gidajov a dizky trvania ana-
lyzy az stovky MB (MB — mega byte), ale rozvoj vypocto-
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Tabul'ka V
Prehl'ad publikovanych metod rychlej GC s pouzitim kvadrupélovych MS a iénovej pasce
Analyt/matrica  Rozmery GC kolony Technika rychlej GC Davkovanie MS parametre Cas GC- Lit.
MS
analyzy/
zrychlenie
OC pesticidy, 20 m x 0,25 mm x 0,25 um kratka kolona tepelna de-  Q, skenovanie, 5 min 31
PAH, PCB/ DB-5MS rychly TP (32 °C min™")  sorpcia, 120-150 amu, (8%)
rozpustadlo splitless 2 spektra/s
72 pesticidov/ 10 m x 0,53 mm x 0,25 um kratka koléna s velkym 5 ul, PTV ITD (MS-MS) 32 min 32
rozpustadlo CP-Sil 8CB I.D., LP-GC-MS (2x)
0,6 m x 0,1 mm restriktor
20 pesticidov/ 10 m x0,53 mm x1 pm kratka kolona s velkym ~ 1-5 pl, Q, SIM 6 min 28
mrkva RTX-5 Sil LD., LP-GC-MS, splitless (3%)
3m x 0,15 mm restriktor rychly TP 60 °C min™'
17 pesticidov/ 10 m x 0,1 mm x 0,1 pm kratka kolona s malym 40 ul, PTV ~ Q, SIM 8,5 11
voda HP-1 L.D., rychly TP (2%)
150C 15mx 0, mmx0,4um  kritka koléna s malym 20 ul, PTV  Q, skenovanie 9 min 33,35
pesticidov/voda HP-1MS LD., rychly TP (120 © 30-400 amu,
C min™") 3,89 skens™', SIM
13 pesticidov/  6m x 0,2 mm x 0,33 um kratka kolona, 1ul, PTV SMB-EI-Q, skeno- 8 min 35
koriander DB-5MS vysoky prietok nosného vanie, 3,2 sken/s
plynu (10 ml min'l)
12 0C 5mx 0,1 mm x 0,1 pm kratka kolona s malym 1 pl, Q, SIM 4 min 18
pesticidov/pe¢enn DB-5 1.D., rychly TP splitless
(100 °C min™)
7 pesticidov/ 5m x 0,1 mm x 0,1 pm kratka kolona s malym 0,5 pl, Q, SIM 3 min 18
jablko DB-5 I.D., rychly TP splitless
(100 °C min™")
8 PAH/ 6m x 0,32 mm x 0,33 um  kratka kolona, splitless SMB-HSI-Q, 8 min 36
rozpustadlo HT-5 vysoky prietok nosného skenovanie
plynu (12 ml min™")
PCB/ 7m x 0,05 mm x 0,05 um  kratka kolona s malym 1 pl, split ITD, 50-650 amu, 4 min 37
rozpustadlo DB-1 1.D., tenky film stac. 2,7 sken s (10x)
Fazy
6 lie¢iv/mo¢ 4m x 0,25 mm kratka koldna, 0,1 ul, SMB-HSI-Q, 3 min 38
vysoky prietok nosného  splitless skenovanie
plynu (6 ml min™")
3 drogy/ 0,5m x 0,53 mm kratka kolona s velkym 0,1 pl, SMB-HIS-Q, ske- 20s 38
rozpustadlo 1.D., vysoky prietok splitless novanie 40—400

nosného plynu
(3002000 ml min™")

amu, 5 spektier s

Pouzité skratky: OC — organochlorinated, PAH — polyaromatic hydrocarbons, PCB — polychlorinated bifenyls, VOCs —
volatile organic compounds, BTEX — benzene, toluene, ethylbenzene, xylene, TP — temperature programme, LP-GC-MS
low pressure gas chromatography-mass spectrometry, PTV — programmed temperature vaporizer, DSI — direct sample in-
troduction, Q — quadrupole, ITD (MS-MS) — ion trap detector in MS-MS mode, SIM — selected ion monitoring, SMB-EI-Q
— supersonic molecular beam with electron impact ionization and quadrupole MS, SMB-HSI-Q — supersonic molecular
beam with hyperthermall ionization and quadrupole MS
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Pokracovani tabulkyV
Analyt/matrica  Rozmery GC kolony Technika rychlej GC Davkovanie MS parametre Cas GC- Lit.
MS
analyzy/
zrychlenie
Kokain, heroin, 6 m x 0,25 mm x 0,25 pm  kratka kolona, 10 ul, DSI ~ SMB-HSI-Q, ske- 10 min 39
metabolity DB-1 vysoky prietok nosného novanie 50-400
plynu (10 ml min™), amu alebo SIM,
rychly TP (40 °C min™") 2,5 spektra s™'
Ropivacain, 10m = 0,1 mm x 0,4 um  kratka koléna s malym 50 ul, PTV ~ Q, SIM 3 min 40
bupivacain/ HP-1 1.D., rychly TP (4x)
l'udska plazma (100 °C min™)
4 tepelne labilné 3 m x 0,53 mm kratka koléna s malym  splitless SMB-EI-Q 1,2 min 12
nederivatizova- I.D., vysoky prietok
né steroidy/ nosného plynu
rozpustadlo (60 ml min™), rychly
TP (50 °C min™")
3 nederivatizo- 10 m x 0,25 mm x 0,25 um kratka kolona 1 ul, trojity Q (MS-MS) 31 min 41
vané fytosteroly/ DB-5 splitless
tabak
114 VOCs/voda 20 m x 0,18 mm x 1 um kratka kolona s malym  purge-and-  Q, skenovanie, 8 min 42
DB-VRX LD: trap (Split ~ 35-260 skenov.s™  (4%)
1:60)
48 zloziek lime- 10 m x 0, mm x 0,1 um  kratka koléna s malym 1 pl, split Q, skenovanie, 15 min 43
tového oleja RTX-5MS 1.D. (1:100) 50-350" amu,
5 spektier s™
BTEX/vzduch 10 m x 0,53 mm x 1 um kratka kolona s velkym 0,5 pl, split  ITD, 1 min 44
ChiraSil Dex LD. (1:100) 4 spektra s™'
LP-GC-MS, rychly TP
(80 °C min™")
Vonné latky/ 10 m x 0,1 mm x 0,2 pm kratka kolona s malym  headspace, Q, skenovanie 5 min 45
potraviny DB-Wax I.D. split (1:30)  35-200 amu, 11
rychly TP (50 °C min™") spektier s~
Trihalometany/ 5m x 0,25 mm x 0,25 um  krétka koléna membrano-  Q, SIM, <3 min 46
voda DB-5MS vé davkova- 8,9 cyklovs™
nie (on-line
systém)
VOCs/vzduch 10 m x 0,15 mm x 2 um kratka kolona s malym  on-line za-  kvadrupdlovy ana- 5 min 47
CP-Sil 5 CB 1.D. pojenie lyzator plynov
Uhlovodiky/ 20m x 0,18 mm x 1 um kratka koléna s malym  davkovanie Q, skenovanie, 6 min 48
poda DB-VRX 1.D. slu¢kou, 49 — 160 amu, 6,48
headspace  sken s™!

Pouzité skratky: OC — organochlorinated, PAH — polyaromatic hydrocarbons, PCB — polychlorinated bifenyls, VOCs —
volatile organic compounds, BTEX — benzene, toluene, ethylbenzene, xylene, TP — temperature programme, LP-GC-MS
low pressure gas chromatography-mass spectrometry, PTV — programmed temperature vaporizer, DSI — direct sample in-
troduction, Q — quadrupole, ITD (MS-MS) — ion trap detector in MS-MS mode, SIM — selected ion monitoring, SMB-EI-Q
— supersonic molecular beam with electron impact ionization and quadrupole MS, SMB-HSI-Q — supersonic molecular
beam with hyperthermall ionization and quadrupole MS
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Tabul'ka VI
Prehl'ad publikovanych metod pouzivajucich TOF MS detekciu
Analyt/matrica Rozmery GC kolony Technika rychlej GC Davkovanie Parametre MS ~ Cas GC- Lit.
MS
analyzy/
zrychle-
nie
144 semiprchavych 5 m x 0,53 mm x 0,5 pm Krétka kolona s velkym 1 pl, 120-520 amu, 4,5min 16
latok (pesticidy, CP-Sil 8 CB LD. splitless 40 spektier s™
fenoly, nitroaroma-  3m x 0,18 mm restriktor LP-GC-MS, rychly TP
ty, PAH)/ (60 °C min™")
rozpustadlo
17 triazinovycha 10 5 m x 0,1 mm x 0,1 um Kratka koléna s malym 1 ul, 35-300 amu, 4-5min 49
organofosfatovych  CP-Sil 8§ CB I.D. split (1:5) 10 spektier s~
pesticidov/voda Rychly TP (50 °C min™")
9 kyslych pesticidov 20 m x 0,18 mm x 0,18 um Kratka kolona s malym 1ul, 50-300 amu, 3,8min 50
(vo forme metyles- DB-5MS LD. split (1:10) 30 spektiers™  (8%)
terov)/povrchova Rychly TP (60 °C min™")
voda
16 PAH (EPA 610)/ 5m x 0,1 mm x 0,1 um Kratka kolona s malym 1 ul, 35-300 amu, 6 min 49
sedimenty a ¢aj DB-5MS I.D. split (5:1) 10 spektier s™
Rychly TP (50 °C min™")
166 PCB/sedimenty 40 m x 0,1 mm x 0,1 pm Koléna s malym I.D. 0,25 pl, 120-520 amu, 10,5min 16
DB-XLS nosny plyn H, splitless 20 spektier s~
6 PAH/pitna voda 10 m x 0,25 mm x 0,25 um Kratka kolona, vysoky 1 ul, SMB-HSI-TOF, 3 min 51
DB-5 prietok NP splitless 50-400 amu,
(5 ml min™"), nosny plyn 10 spektier s~
H,
16 kyslych lie¢iv/ 10 m x 0,1 mm x 0,1 pm Kratka kolona s malym 0,5 ul, 50-380 amu, 54min 50
povrchova voda DB-17 HT LD. splitless 40 spektier s (10x)
Rychly TP (55 °C min™")
10 VOCs/modelova 0,3 m x 0,05 mm x 0,17 pm Kratka kolona s malym 1 ul, 40-200 amu, 500ms 13
zmes OV-1 1D, head-space 500 spektier s~
Izotermicka analyza split (1:220)
10 VOCs/modelovad 2,7 m x 0,05 mm x 0,05 pm Kratka kolona s malym 0,1 ul, 35-200 amu, 12s 52
zmes DB-1 I.D., split 35 spektier s~
Izotermicka analyza (1:1000)
20 OC pesticidov/  7m x 0,18 mm x 0,18 um  Tlakovo modulované 1 ul, 25 spektiers™  2,5min 53
rozpustadlo DB-200 + kolony s malym L.D., split (1:5)
7mx 0,18 mm x 0,18 pm  rychly TP, (50 °C min™"),
DB-5 nosny plyn H,
25 uhl'ovodikov 10 m x 0,18 mm % 0,18 pm  Tlakovo modulované 5 ul, 200 spektier s 1,8 min 54
s teplotou varu DB-Vax + kolony, kratke kolony s headspace
v rozpéti benzinu/ 10 m x 0,18 mm x 0,18 pm malym L[.D., nosny plyn split (1:20)
modelova zmes DB-5 H,
50 zloziek 7mx 0,18 mm x 0,18 um  Tlakovo modulované 0,1 pl, 35-350 amu, 2,5min 55
v limetovom oleji DB-200 +7m x 0,18 mm  kolény s malym L.D., split (1:150) 25 spektiers™'1  (10x)
25 zloziek x 0,18 um DB-5 Rychly TP (50 °C min™"),
v citrébnovom oleji nosny plyn H,

EPA — Environmental protection agency; ostatné skrakty st uvedené v tab. V
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vej techniky prekonal aj tito limitaciu. V sucasnosti brani
masivnemu roz§ireniu TOF pristrojov predovsetkym ich
cena, ktora je asi trojnasobna v porovnani s kvadrupolovy-
mi pristrojmi.

Prehlad aplikacii, v ktorych bolo pouZité spojenie
rychlej GC s TOF MS je uvedeny v tabulke VI. Rychly
TOF MS ma Siroké moznosti uplatnenia ako rychly detek-
tor Uplne vyhovujuci potrebam rychlej GC, avsak pre jeho
vysoku nadobudaciu cenu je z dnesného pohladu Castejsie
vyuzivany pri separdcii vel'mi zlozitych vzoriek v GC x
GC (cit.*").

2.4.4. Technické zlepsenia hmotnostnych spektrometrov
pre spojenie s rychlou plynovou chromatografiou

Zrychlenim skenovania kvadrupdlového filtra sa za-
oberali autori v praci’®. Na skenovanie pouzili II. region
diagramu stability linearneho kvadrupolu. Bezne pracuju
kvadrupdlové filtre v I. oblasti, v ktorej vSak trva prelet
i6nu kvadrupolom relativne dlhy ¢as, napriklad 53 us pre
ion s m/z 69 a takmer 100 ps pre i6n s m/z 219. V 1I. regio-
ne postacuje na filtraciu i6nov menej radiofrekvenénych
cyklov aiény sa moézu do kvadrupdlu zavadzat' vacSim
potencialom, ¢ize filtracia idonov bude prebiehat’ rychlejsie
ako v I. regione. V opisovanom MS (vyvinutom v labora-
toriu) sa podarilo dosiahnut’ rychlost’ skenovania az 80 000
amu s, &iZe v rozsahu 80 amu 1000 skenov za sekundu.
Navrhované rieSenie ma vSak aj niekol’ko vyznamnych
nedostatkov, ako obmedzent priepustnost’ pre prenos tida-
jov, elektronické rozsirovanie pikov, nepresnost’ pri urco-
vani m/z, ale predovsetkym nizku citlivost.

Dagan a Amirav’’ vyvinuli novy iénovy zdroj nazva-
ny Supersonic Molecular Beam — SMB. Pracuje na princi-
pe ionizacie narazom elektronov, ale neionizuje sa priamo
efluent zkolony. Efluent sa pred vstupom zmieSava
s velkym prietokom hélia (do 240 ml min™') a néasledne
prechadza malou tryskou (I.D. 100 pum) do priestoru
s vysokym vakuom. Prid plynu sa expanziou prudko
schladi, ¢im sa znizi vibracny pohyb molekul a tie si na-
sledne ionizované prudom elektronov. Vzniknuté iony
maju potom vacsie zastipenie i6nov s vys$simi hmotnosta-
mi a takmer pre vSetky latky zostane zachovany intenzivny
molekulovy i6n, ¢o je velkd vyhoda pri identifikacii
a kvantitativnej analyze’””**. Pri zvyseni sledovanej
hmotnosti i6onu o 100 amu, je vyska chemického Sumu
znizena priblizne 20 nasobne®. Nedostatkom SMB je vel-
ka naro¢nost’ na vykonny vakuovy systém pristroja, navy-
Se sa pouziva difuzna a turbomolekulova pumpa. Spomi-
nané zariadenie nie je komercne dostupné, existuje len
jeden prototyp. Jeho potencialna vyhoda pre rychlu GC je,
ze dokaze pracovat’ pri podstatne vyssich prietokoch nos-
ného plynu kolénou ako dokézu tolerovat’ vakuové systé-
my stcasnych MS.

800

Referaty

3. Zaver

Hlavnym dévodom skiimania rychlej GC a GC-MS je
jej presadenie do praxe v rutinnych analytickych laborato-
riach, kde ma predovSetkym zvysit produktivitu prace
a znizit' cenu analyzy. Mnozstvo z publikovanych prac sa
zaobera skimanim hranic sucasnej techniky, ktoré je nevy-
hnutné poznat’ pre spravne odhadnutie pociatocnych para-
metrov pre vyvoj a optimalizaciu novych metdd rychlej
GC-MS uplatnitelnych v praxi. V mnohych publikova-
nych ¢lankoch sa preto na vyvoj metdody pouzivaju len
roztoky Standardov alebo modelové vzorky a doraz klade-
ny na vlastnosti realnych vzoriek je maly alebo chyba upl-
ne. Casto je prezentovana citlivost, dosiahnuté medze
stanovenia alebo detekcie, ale pri modelovych vzorkach sa
nedd dostatocne posudit’ selektivita metddy, ktora
v kone¢nom désledku v hlavnej miere vplyva na redlnu
citlivost’ alebo medzu stanovenia. Pre rutinné laboratoria
st zaujimavé okrem rychlosti analyzy predovsetkym otaz-
ky robustnosti analytickej metody, detekovatelnost’ analy-
tov a tdrzba pristrojov. Dal$im vyznamnym parametrom
je aj nadobudacia cena inStrumentacie, ktora je v mnohych
pripadoch pomerne vysoka. Dal§i vyskum rychlej GC
a GC-MS by sa mal preto zamerat’ na vyvoj metod casto
pouzivanych v rutinnych laboratériach a ich kritické zhod-
notenie a porovnanie s metddami konvencne pozivanymi.

Siicastou rieSenia projektu 1/2463/05 (VEGA MS SR)
a NATO projektu SFP No. 977983 je aj tato publikacia.
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1. Uvod

Obecné mizeme barevné substance rozdélit na barvi-
va, kterd obvykle byvaji zpracovatelna ve formé pravého
¢i nepravého roztoku a déli se proto Casto dale na barviva
rozpustna ve vod€, rozpustnd v organickych rozpouste-
dlech, barviva disperzni, kypova, atd., a na pigmenty
(obvykle nerozpustné, pouzivané napt. v suspenzi), a pod.
V cestiné je pojem barvivo pon€kud SirS$i nez napf.
v anglictiné (dye/ colorant), nebot ¢asto jsou terminy napf.
barvivo, barevn4 latka, pigment, zamé&fiovany.

Barevné latky absorbuji ¢ast viditelného spektra elek-
tromagnetického zéafeni v rozsahu 380-780 nm. Pro pouzi-

802

Referaty

ti latky jako barvivo ¢i pigment je dilezité, aby latka méla
i dostate¢n¢ vysoky absorpéni koeficient (10000 az
40 000 1 mol™' cm™), aby byla dostate¢né stala (proti zmé-
nam fotochemickym, chemickym, k oxidaci, atd.) a v ne-
posledni fadg, aby nebyla toxicka.

Pfirodni barviva jsou piedmétem fady studii'™,
nicméné, méilokdo se zabyva chemismem t&chto latek’.
Samoziejmé, zZe se témet v kazdé ucebnici miizeme sezna-
mit s principy barevnosti a spektroskopie. Zajimavé jsou
internetové portaly, kde se miizeme dozvédét casto mno-
hem vice®"". O barvickach to pak plati ve vyznamné mi-
fe'?, velmi uzite¢nymi zdroji informaci jsou i chemické
encyklopedie®* 2.

Barviva muzeme délit i podle barvy, chemického
slozeni ¢i struktury, zplsobu vazby na material, biologické
funkce v ptirodnim materialu (chlorofyl, hemoglobin ...),
fyzikélnich vlastnosti (rozpustnost aj.) a podobné. V tomto
¢lanku se zaméfime na barevné ptirodni latky, které jsou
vétSinou sekundarnimi metabolity a pfirodni barviva pri-
myslové vyznamna a pridrzime se déleni podle chemic-
kych struktur.

1.1. Pfirodni barviva Zivoc¢i$na

z zivocisnych zdrojl je pfirodni sepie, Cervenohnéda latka
izolovana z inkoustového vaku sépie obecné (Sepia offici-
nalis) ¢i obecné hlavonozctl, barva, skladajici se hlavné
z melaminu. Némecké jméno sepie Tintenfisch, inkousto-
va ryba, ukazuje, jak bylo v historii toto barvivo pouziva-
no, jeste pred objevenim inkoustu dub&énkového.

DalSim barvivem je Sarlatova ¢i karminova kosenila
zvnéj8i krusty oplozenych samicek mexického cervce
nopalového (Dactylopius coccus = Coccus cacti), Zijiciho
na opuncii (nopal) a podobna, tzv. neprava koSenila, zvana
téz alkermesova Stava, Cerveny praSek vyrabény ze za-
schlych samicek cervee Kermes ilicis = Coccus ilicis,
hmyzu zijiciho na nékterych druzich ofesaki ve Stfredomo-
fi a severni Africe. Byla dfive uZivana hojn€ jako nahrada
za mnohem draz$i karmin z koSenily. Tato ¢ervcova barvi-
va obsahuji hlavn¢ karminovou kyselinu.

Ttetim prikladem znamého Zzivocisného barviva je
tyrsky purpur vyrabény z ulity ostranky Murex. Legendy
tvrdi, Ze purpur objevila Helena Trojska, ktera pii prochaz-
ce po pobrezi vidéla psa, ktery kousl do vyvrzeného moi-
ského zivocicha, ¢imz se pottisnil purpurovou barvou. Jina
legenda pravi, ze papez Pavel II. v roce 1464 nahradil tyr-

1.2. Pfirodni barviva rostlinna

Mnoho barviv je tradi¢né ziskavano z kotent, plodu,
kvétd, kiry a listdl riznych rostlin. Cervena barva z kofent
moteny barvitské (Rubia tinctorum) je v Evropé pouzivana
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udajné jiz od r. 800, dalsi byla ziskavana z brazilského
dteva (Caesalpinia echinata), ervené fepy (Beta vulgaris
subsp. vulgaris var. vulgaris), medvédice 1ékarské
(Arctostaphylos uva-ursi) a svétlice barvitské (Carthamus
tinctorius). Zajimavym ptikladem je i Cerveny orcein, zis-
kavany provzdusnovanim amoniakalniho extraktu z mechu
Rocella tinctoria, Ochrolechia tartarea aj. Znamé je
i oranzové barvivo z blizen Safranu (Crocus sativus); jehoz
cena odpovida tomu, ze na 1 kg suchého kotenti je tieba sto
tisic kvétl. Zdrojem zlutého barviva byval hefmanek
(Matricaria recutila ¢&i Chamomilla recutila), vitod hotky
kratkokiidly (Polygala amara subsp. brachyptera) ¢i kru-
Cinka barvitska (Genista tinctoria) a hnédou poskytovala
henna (Lawsonia inermis). Zdrojem zelené barvy mize byt
Safran a boryt barvitsky (Isatis tinctoria), rdesno ptaci
(Persicaria maculosa), rdesno cervinec (Polygonum persi-
caria), listy $toviku kyselého (Rumex acetosa), kopiiva
dvoudoma a Zahavka (Urtica dioica, Urtica urens) a am-
brozie pefenolisté (Ambrosia artemisiifolia), kde pujde
hlavné¢ o chlorofyl. Modrou poskytne boryt barviisky
(Isatis tinctoria) a indigo z indigovniku (Indigofera tincto-
ria).

Rostlinna barviva byvala v historii ziskdvana, a jsou
ziskavana v femeslné praxi vétSinou i dnes, po roztluceni
¢i rozfezani barevného materidlu, ktery byl louhovan ve
vodé zahraté té€sné pod teplotu varu; za této teploty byly
barveny rtizné hmoty (tkaniny, vldkna) do roztoku ponote-
né. Casto bylo pii barveni pouzivano motidlo, obvykle stll,
které usnadiiuje vazbu barevné substance na barveny mate-
rial pomoci nekovalentnich vazeb rizného druhu. Typic-
kym mofidlem miiZe byt smés siranu hlinitého a kyselého
vinanu draselného. Pokud jsou jako mofidla pouzity soli
obsahujici chrom, meéd, cin ¢i zelezo, mlze dojit
k vybarveni materialu i na zménénou barvu ¢i odstin.

V soucasné dobé se nékteré latky z typt zde popiso-
vanych dokonce vyuZzivaji v rostlinné produkci napt. jako
piirodni antioxidanty”’, kde piikladem mohou byt antho-
kyanova barviva z brambor™. Jinym piikladem miize byt
studium inhibice aldosareduktasy (EC 1.1.1.21, ALR2)
rostlinngmi chalkony®, piipadné studium nékterych zde
uvedenych pyranovych barviv jako fytoestrogent®.

1.3. Pfirodni barviva mineralni

Nejbéznéj$im mineralnim barvivem je okr, smés jilo-
vitych hlin s charakteristicky barevnymi oxidy. Jeho barva
kolisa od typické okrové ¢i svétlé sieny s oxidem hotecna-
tym az po cervenou s limonitem az hematitem. Tmava
umbra obsahuje oxid manganaty. Jako bilé pigmenty se
pouzivaji véapenec, oxid titani¢ity, podobné jako cerné
pigmenty saze a uhlik, zelené pigmenty malachit, modré
pigmenty azurit a tyrkys a Cervené pigmenty rumélka
a Cisté oxidy a hydroxidy Zeleza.

Pigmenty se pouzivaly jako suspenze ve vajecném
bilku, vodé, tuku ¢i oleji. I zde se pouzivaly nejriznéjsi
primési, které zlepSovaly vazbu pigmentu na barveny ma-
terial.
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2. Polyenova barviva

Polyenova barviva jsou typicky linearni nenasycené
konjugované uhlovodiky a jejich derivaty s vétSinou dvoj-
nych vazeb v konfiguraci trans. Jsou nerozpustné ¢i prak-
ticky nerozpustné ve vod€. Z nich patii k nejvyznamnéj$im
zluty lutein, ktery se vyskytuje ve vajeéném zloutku a mé-
sicku 1€katském (Calendula officinalis) ¢i hojné v Mexiku
péstovaném afrikanu (Tagetes lucida), jehoz se roéné skli-
di 600 tisic tun ve formé¢ barevné moucky.

\OH

\\\\\\\\

HO

lutein

Barviva pritomna v luscich papriky (Capsicum an-
nuum) jsou smesi karotenoidd, ve kterych prevlada
kapsanthin a kapsorubin. Tato barviva jsou v oleji rozpust-
n4, stald k teplu a pH; nejsou v8ak stala k plisobeni svétla.
Suseny paprikovy lusk se pouziva jako barvivo a kofeni
a ro¢né se jej odhadem vyrobi 45 tisic tun.

HO

kapsanthin

kapsorubin

Karoteny patii jak k vyznamnym pftirodnim oranzo-
vym barvivim, tak k dilezitym slozkam na$i stravy
(provitaminy). Jak vidno z uvedenych vzorcd, piili§ se od
sebe nelisi. B-Karoten patii k nejbézné€jsim, vyskytuje se
vmrkvi (Daucus carota subsp. sativus) a patii
k vyznamnym potravinafskym barvivim (Ama.x 497, 466
nm). Smés karotent je ozna¢ovana jako E160a. Ukazme si
na né¢kolika pfipadech téchto latek diverzitu této knihovny
sekundarnich metabolitd

B-karoten
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sobuje astacen (astacin) 0 Am,x 500 nm. Toto polyenové
barvivo (CAS RN 514-76-1) je v literatufe casto podle
nazvu zaménovano za metalloproteinasu HMP1 astacin
(CAS RN 143179-21-9) zpodobného zdroje, langusty
Astacus astacus.

0
O ) Y YN N P S o
o]
astacen

y-karoten

OH

HO

zeaxanthin

Zrna kukutice (Zea mays) obsahuji Zluté barvivo zea-
xanthin (Amax 483, 451 nm), velmi podobné luteinu; oba se
pouzivaji jako antioxidanty. Podobné plody Sipku (Rosa
canina) obsahuji ¢erveny rubixanthin (Ay. 509, 474, 439
nm).

HO
rubixanthin

Kryptoxanthin z vaje¢ného Zzloutku, obili ¢i ploda
jahodniku (Fragaria vesca) je opét zluty (Anax 480, 452
nm).

N NN
HO
kryptoxanthin

Krasnou cervenou barvu nékterych tas, motskych
hub, ryb, uvatenych krust krabl a humrt (Homarus) zpu-
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rhodoxanthin

Oranzovo-zluty rhodoxanthin, ktery barvi podzimni
listi a je obsaZen v jedovatych semenech tisu (7Taxus bac-
cata) a v tase Chlorella sp., nalezneme i v fisi Zivoci$né,
napt. v barvivech kiidel nékterych holubti.

Iykopen

Cerveny lykopen je piikladem nesubstituovaného
polyenu. Je zékladnim barvivem rajcete jedlého
(Lycopersicon), Apax 505, 472, 446 nm.

~

o
O\\\\\\\\\\O
OH

bixin

Annatto (annato) je Cervené, oranzové az zlatozluté
barvivo ze semen tropického kete Bixa orellana. Hlavni
barevnou slozkou je bixin (cis-bixin An. 509, 475, 443
nm), monomethylester kyseliny diapokarotenové. Prito-
men je i demethylovany produkt norbixin, ktery se naléza
v pryskyfi¢natém obalu obklopujici semeno. V minoritnich
mnozstvich jsou pfitomny i trans-bixin a cis-norbixin. Kef
annatto je doma ve stfedni az jizni Americe, kde se semena
pouzivaji jako kofeni. Objem svétové rocni produkce je
odhadovan na 10 tisic tun, je pouzivan jako potravinaiské
barvivo E160b.

OH
A N5 T Y N N N o)
OH
krocetin
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krocin

Krocin (krocetin bis-gentiobiosid, Ay 464, 434 nm)
se vyrabi z extraktu z vodorozpustného barviva z gardénie
jasminové (Gardenia jasminoides) a z Cervenych pestikll
Safranu (Crocus sativus). Barviva nejsou obchodné zamén-
na, nebot’ cena Safranu, ale i jeho ving je v pfipadé ptirod-
niho materialu hodnocena velmi vysoko, protoze jde
o nejdrazsi kofeni na svété. Deglykosylovany oranzovy
krocetin je vlastnim nositelem barevnosti a je jiz neroz-
pustny ve vod€, Ay 464, 436, 411 nm. Odhad svétové
ro¢ni produkce koteni Safranu je 50 tun.

NV T T Y S >

HO

B-citraurin

violaxanthin

B-Citraurin zlatozluty, Am.x 497, 467 nm, zvany téz
sladka oranz ¢i oranz ,navel”, je karotenoidni barvivo
nachazejici se pouze v oplodi a plodech pomeran¢ovniku
(Citrus sinensis). Dalsim barvivem ze slupek pomerance je
oranzovozluty violaxanthin (Ay. 471, 442, 417 nm).

Kurkumin je nejvyznamnéjsi barvivo nachazejici se
v oddenku kurkumy (Curcuma longa). Kurkuma je koteni
pouzivané po mnoho tisic let a my je zndme jako Zluté
barvivo (E100) zkofeni kari. Péstuje se v Indii, Cing
a Pakistanu; prodava se jako jemné mlety suseny oddenek,
ktery ma kromé charakteristické barvy i vyznamnou vini.
Svétovy obrat se odhaduje na 15 az 20 tisic tun za rok.
Lipofilni zlutooranzovy kurkumin neni rozpustny ve vodé
a ma Amyx 425 nm. Oznacuje se téz jako pfirodni zlut' 3
anebo turmeric yellow. Pouziva se i v medicin€ jako proti-
zanétlivy prostfedek a nové i pro potlacovani projevi
(demenci) Alzheimerovy choroby.

kurkumin
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V pfirodni kurkumé se vyskytuji i slouceniny bez
jedné ¢i obou methoxyskupin, demethoxykurkumin

a bisdemethoxykurkumin.

karthamin

Strukturné je polyenovym barviviim vzdalené piibuz-
ny i karthamin, ktery tvofi pfirozeny prechod mezi nimi
a chalkony. Jeho zdrojem je svétlice barvifska neboli
saflor (Carthamus tinctorius), coz je prastara kulturni olej-
nata rostlina pochazejici z vychodni Indie. Znali ji uZ stafi
Egyptané, Rekové a Rimané. V polovysychavém oleji
dominuje kyselina linolova (n¢kdy nazyvand, ziejmé ne-
spravné, i vitamin F) a olej je tedy velmi vhodny pro lid-
skou vyzivu. Historicky se svétlice pouzivala v barvifstvi,
dnes je jeji pouziti spiSe okrajové. Kvéty obsahuji tii hlav-
ni glykosidova barviva: ve vod¢ témét nerozpustny Sarla-
tové Cerveny karthamin a rozpustné ,saflorové zluti“ A

saflomin A

saflomin B
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a B, tzv. saflomin A a B. Je zajimavé, ze anglicky termin
pro oznaceni byrokracie ,,red tape ma pivod v safloru,
ktery se pouzival k barveni ¢ervenych stuzek uzivanych ke
svazovani Ufednich spisti. Karthamin neni stabilni na svét-
le. Pouziva se na barveni tkanin (vlna a hedvabi), potravin,
na vyrobu li¢idel a malifskych barev. Nékdy se pouziva na
barveni ryze, cukrovinek a peciva.

3. Chinonova barviva

Patii mezi barviva s dlouhou historii. Vzhledem
k struktufe, ktera je ¢asto velmi rozmanitd, mizeme pred-
chozi barviva, tj. karthamin a saflominy, povazovat i za
derivaty s chinoidni strukturou.

Jednim z hlavnich zastupci této skupiny je alizarin,
ktery se vyskytuje ve formé glykosidu (6’-O-B-D-
-xylopyranosyl-B-D-glukopyranosidu, tzv. ruberythrinové
¢i ruberythrové kyseliny a je tudiz jakozto konjugat roz-
pustny ve vodé) v evropské motené barviiské (Rubia tinc-
torum) spolu s purpurinem, ktery je pfevaznou barevnou
slozkou moteny rostouci v Indii. Izolace vyzaduje hydro-
Iyzu glukosidového prekurzoru obsazeného v kotfenech.
Alizarin poskytuje intenzivni ¢ervenou barvu po interakci
s motidlem, jimz byva alkalicky sulfat (alum, Casto A/u-
men album sulfat [kamenec] hlinito-draselny) a alkalie.
Podle kationu mofidla je vybarveni materidlu rizné od
Cervené, fialové, oranzové, pies lila az ke hnédé. Dulezi-
tost pfirodniho alizarinu byla snizena jeho syntézou (prvé
syntetizované barvivo, jiz 1868). V pfirodé se vyskytuje
ivplevelu zvaném svizel povazka (Galium mollugo)
a svizel vonny (Galium odoratum). Alizarin, dnes vyrabé-
ny uméle, se uziva na barveni textilii, tapet nebo jako ma-

litsk4 barva.
O OH O OH
! # i OH l *l — OH
0

O OH
alizarin purpurin
HO
b OH O
ruberythrinova kyselina

Alizarin je fenolicka (kyseld) sloucenina, kterda muze
v zavislosti na bazicité prostiedi ztracet jeden nebo dva
protony, a ménit tak usporadani elektront a v této souvis-
losti 1 barevnost. Pfi pH pod 10 dochéazi k deprotonaci
hydroxyld v poloze 1 a 2 a latka se jevi v roztoku jako
fialova (Amax 565 a 610), pii pH kolem 7 je deprotonovana
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pouze hydroxyskupina v poloze 1 a latka se jevi jako Cer-
vena (Amax 530). V prostiedi kyselejSim nez pH 5,5 je
oranzova (Ap. 435) stim, Ze obé hydroxyskupiny jsou
protonovéany. Alizarin je tedy pfikladem acidobazického
indikatoru.

Jednoduché barevné chinoidni slou¢eniny se vyskytu-
ji v nékterych plisnich. Hnédy plisiiovy toxin s antibio-
tickymi vlastnostmi fumigatin se vyskytuje v Aspergillus
fumigatus. Bronzové purpurovy spinulosin je sekundarnim
metabolitem Penicillium spinulosum.

o o}
o OH
HO O
OH HO o~
o o
Lo ) . .
fumigatin d on spinulosin

polyporova kyselina

Ptibuzna je temné fialova polyporova Kkyselina
z Polyporus vidulans, parazitické houby rostouci na du-
bech.

Oftesaky, nas vlassky Juglans regia a ptibuzné jako
J. cinerea, J. nigra, ¢i americké pekany Carya illinoensis
a hikory C. ovata, obsahuji zejména ve slupce ofechu vol-
ny juglon a jeho glykosid, pfipadn¢ glukosid trihydroxy-
naftalenu, ktery po hydrolyze a oxidaci pfechéazi na juglon,
tmavé barvivo, pouzivané k barveni na odstiny rizové
a hnédé. Toto naftochinonové barvivo je znamé také jako
juglandova kyselina ¢i nucin; krystaluje jako zlutooranzo-
vé krystaly (An.x 420) rozpustné v benzenu, alkoholu
a etheru, ale velmi spofe ve vodé. Krystaly se pisobenim
alkalii barvi do tmavofialova a snadno se rozkladaji. Kaz-
dy, kdo nékdy loupal vlasské ofechy, vi, jak dobré je ju-
glon barvivo. Je sice mirn¢ toxicky, ale pouziva se ke sta-
bilizaci nealkoholickych napoji, do opalovacich krému
a Samponil.

o o
* oo
OH O °©
juglon lawson

Strukturné ptibuznym naftochinonem je lawson, ktery
je hlavni barevnou slozkou tradicniho barviva henna
(hena), coz je prasek z mletych susenych listi a vyhonki
kete Lawsonia inermis. Barviva z henny jsou znama tim,
ze velmi dobte absorbuji ultrafialové zafeni ze slunec¢niho
svétla. Henna je znama i tim, Ze si s ni prorok Mohamed
udajné barvil vousy. Dnes se pouziva pro barveni vlash
a ornamentalni tetovani barvi na odstin hnédé ¢i Cerveno-
hnédé. Ro¢ni svétova produkce henny je 9 tisic tun.

Dals$imi  vyznamnymi barvivy jsou barviva
z kamejnikového (alkanetového) kofene Alkannae radix.
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Ten obsahuje Cervené barvivo alkannin (anchusin, alkane-
tovéa Cerven) pouZivané v Evropé jiz od pradavna. Pfipra-
vuje se z kofene kamejniku barviiského Alkanna tinctoria,
¢i orchanetu Lithospermum tinctorium jako barvivo pro
kosmetické a potravinaiské tcely.

OH O OH 9
OH
S 9@
0 <
OH O 0
alkannin lapachol

Strukturné piibuzny je Zluty lapachol z tropickych
diev stromt Tabebuia impetiginosa a jinych zastupcich
1. Tabebuia, ktery ma také antineoplastické vlastnosti.

0]

5 chimafilin

V plodu Seferdie kanadské (Shepherdia canadensis)
se nachazi zluty naftochinon chimafilin.

Zajimava skupina benzochinontl je z motské fauny.
Spinochromy (ze ,,spino® pro patef a ,,chrome® pro barva)
jsou ziskavany z motskych jezki (Strongylocentrotus dro-
ebachiensis, Eucidaris tribuloides). Jejich struktura je
odvozena od spinochromu E, ktery je substituovan ¢i zba-
ven hydroxyskupiny. Sadm spinochrom E ma A.x 533, 497,
462 nm. Ve vysledku mé napt. Eucidaris tribuloides nad-
herné purpurovou barvu.

OH O OH O

HO OH HO - *~3-OH
i I i
/7 — 2

HO O‘ OH HO \fl‘} |1|/ ~OH
OH O OH O

spinochrom E a ¢islovani atomt

Jak spinochrom D postrada hydroxyskupinu v poloze
7, tak spinochrom C ma acetylovanu skupinu v poloze 3,
echinochrom A ma v poloze 7 misto hydroxyskupiny
ethylovou, dehydroechinochrom mé v poloze 7 misto
hydroxyskupiny ethylovou a hydroxyly v polohach 2 a 3
jsou oxidovany na ketoskupinu. Trimethylechinochrom A
ma hydroxyly v polohéach 2, 3 a 6 methylovany a v poloze
7 misto hydroxyskupiny ethylovou. Zdvojené spinochro-
my jsou pfitomny také. Zajimavosti téchto sloucenin je, ze
pomoci snadno deprotonizovatelnych hydroxyskupin mo-
hou tvotit stabilni soli.

Kosenila, zvana téz sarlat, karmin ¢i magenta, je Cervené
barvivo, pouzitelné i bez motidel. Uziva se pro barveni na
cerveno, rizovo a purpurovo. Jde o ptirodni substanci, ziska-
nou, jak jiz bylo feceno, z rozdrcenych t€] oplodnénych sami-
¢ek hmyzu Cervee nopalového (Coccus cacti €i Dactylopius
coccus), ktery zije na opunciich v Mexiku a stfedni Americe.

807

Referaty
(o] OH | OH O
XX
\O O/
(o] OH OH O
(o] OH OH O
PGS
HO OH
(o] OH OH O

zdvojené spinochromy

Stejné barvy objevili archeologové v 1800 let staré textilii
nalezené v Judské pousti. Mayové a Inkové pouzivali toto
barvivo jesté pied tim, nez byl hmyz péstovan uméle. Celko-
va rocni produkce tohoto druhu hmyzu je v soucasné dobé
300-350 tun. Je jednou z mala povolenych krasné ¢ervenych
potravinafskych barev (E120) a barvi se ji napf. ndpoj Cam-
pari. Obsahuje dvé hlavni barevné latky: kyselinu kermeso-
vou (Amax 498 nm), ktera je fialovocervena v kyselin€ sirove,
modra v kyselin¢ borité a fialova v alkalickém prostiedi, a
kyselinu karminovou, ¢ernocervenou ve vodé a Zlutou az
fialovou vroztocich kyselin. Kyselina karminovd je
z hlediska organické chemie jeden ze zastupcu tzv. ,,C-
glykosidti v pfirodg.

OH O [0}
LI
HO OH
OH O

kyselina kermesova

kyselina karminova

Alkermesova §tava, kermesové (,,chermes®) barvivo
Sarlatové ¢i karminové barvy, tzv. neprava kosenila, je Cerve-
ny prasek vyrabény ze zaschlych samiCek Cervce Kermes
ilicis (diive oznaCovany Coccus ilicis) hmyzu Zijictho na
nékterych druzich dubl v Evropé. Byla dfive uzivana hojné
jako néahrada za drahé barvivo karmin, napf. i starymi obyva-
teli Judeje a Rimany. Chemicka literatura zde mnoho nenapo-
vi, neb existuje znacné zmateni a propleteni pojmu; nejprav-
dépodobné&jsim barvivem, obsazenym v Coccus ilicis, je ky-
selina kermesova, ktera je v fad¢ seridznich literarnich prame-
nil oznacovana synonymem kermes. Nékdy je uvadéna jako
komponenta i kyselina xanthokermesova. Vyznamny rozdil
mezi kermesem a koSenilou lze nalézt v tom, ze kermes je
oznacovan jako C.I. Natural Red 3 (podle CAS RN 18499-
92-8, kyselina kermesova) a koSenila C.I. Natural Red 4
(podle CAS RN 1260-17-9, kyselina karminova). Pro dovrse-
ni zmatku je znadm v literatufe i mineralni kermes, jimz je
sulfid antimonity a vyrazem ,kermes“ je také oznacovan
maly, stilezeleny evropsky dub Quercus coccifera, na
kterém Cervec Zije.

Strukturné pribuznymi naftochinony jsou latky z tzv.
lac, hmoty zlutocervené barvy ziskavané z vymésku indic-
kého hmyzu Coccus laccae. Svétovy obchod je zde mensi
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s pouhymi 10 tunami ro¢né. Barvivo obsahuje lacaovou
kyselinu A, B, C a D. Typy A—C se 1i8i jen mélo. Nejhoj-

OH 0 OH
OCCy?
HO OH
o)

lacaové kyselina A—C lacaova kyselina D

A, R = -CH,CH,;NHCOCH;
B, R = CH,CH,OH
C, R = CH,CH(NH)COOH

Lacaova kyselina D je zvana téz kyselina xanthoker-
mesova a podoba se zna¢né kyseliné kermesové.

arpinkova Cerven

Penicillium oxalicum var. Armeniaca CCM 8242
z pidnich vzorkt produkuje arpinkovou cervenn malinové
barvy, ktera je velmi stabilni.

OH O OH OH O OH
H,;C OH
’ oo
chrysofanova
Kkvseli OH O OH
yselina
hypericin

Chrysofanové kyselina, barvivo z kofent revené bul-
harské (Rheum rhaponticum), se pouziva k barveni do
zluta, oranzova a Cervena. Sama kyselina je zlutd (Amax
436, 288, 278, 256 nm) a vaze se dobfe na keratin, proto se
pouziva na barveni vlasi. V naSich krajich rostouci tie-
zalka (Hypericum) obsahuje Cervené, fluoreskujici barvivo
hypericin, ktery miZze vyvoldvat u dobytka citlivost na
svétlo.

4. Indolova barviva

Indigo, jedno znejstarSich ¢Elovékem pouzivanych
barviv, které byvalo vyznamnou obchodni komoditou, je
dnes vytlaeno syntetickymi barvivy. Levi Strauss prestal
barvit svoje montérky zvané ,,jeans* indigem az v 19. sto-
leti. Rocné se ho vyrobi z pfirodnich zdroji asi 50 tun.
Jeho zdrojem je indickd rostlina indigovnik Indigofera
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tinctoria, i I. suffraticosa, ptipadné evropsky boryt bar-
vitsky (Isatis tinctoria), kde se nachazi ve formé¢ glykosidu
indikanu.

0O

H
Q=10
Ve
Ho d indigo
Struktura (2F)-2,2’-biindol-3,3’(1H,1’H)-dionu  je

formaln€ ptibuzna vyse popsanym chinoniim i proto, Ze se
snadno zapojuje do oxidacné-redukénich reakci. Toto za-
pojeni ma disledek i prakticky. Jeho redukovana forma
(indigobé€l) je rozpustna ve vodé a mize tak byt nanesena
napf. na latku. Materidl je na vzduchu usuSen, indigob¢l se
oxiduje a zmodra (Schéma 1). Tim, Ze je Spatn€ rozpustné
ve vodg, indigo zlstane na latce. Takova barviva oznacuje-
me jako kypova.

Schéma 1

V literatuie je urcita neshoda, zda je indigo trans ¢i
cis. Chemical Abstracts uvadi pod CAS RN 482-89-3 cis-
derivat jako pfirodni indigo (indigotin), uvadi vsak indigo
i pod Cislem 68651-46-7, av§ak bez uvedeni struktury. Pod
oznacenim CAS RN 33934-64-4 je napt. uvedeno N,N’-di-
acetylindigo av8ak v konfiguraci trans. Vypocty moleku-
larni struktury vSak prokézaly, Ze vypoctend struktura je
blize isomeru trans” .

Bromovany derivat indiga, dibromindigo, je zndmé
purpurové barvivo, tzv. punicin anticky (tyrsky purpur)
z meékkysh Murex. Tento, téZ zvany cisafsky (imperialni)
purpur, byl vyrabén jiz starymi FéniCany z ulit ostranek
Murex brandaris, Murex trunculus, Helix ianthina nebo
Purpura lapillus.

(6]
-y
Br N
H o

Dal$im derivatem indolu je betanin z Cervené fepy
(Beta vulgaris subsp. vulgaris var. vulgaris) E162, se kte-
rym se bézné setkavame napi. v jogurtech, které maji vy-
padat jakoby obarvené bortivkami a podobné.

punicin
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betanin N
OH
HO
o)
HOw ¢ \.. o
HoO o HO
HO o)
o\ "oH
HO  OH
amaranthin

Barvivo je syté tmavocervené a lze jim barvit na od-
stiny rezavé Cervené az ruizové. Barvivo neni pfili§ stalé
a ¢asem bledne. Pti pH béZnych v potravinach nedochazi
ke zménam barvy. V kyselém prostiedi pod pH 3,5 je beta-
nin Cervenofialovy (Am.x 535 nm), v tomto rozmezi pH
dochézi ke zménam disociace a vytvareni zwitteriontovych
struktur, pfi kterych v8ak barva neni vyznamné ovlivnéna.
Pii zménach pH mezi 3,5 a 7,0 se fialovy ton prohlubuje
(Amax 538 nm), coz je spojeno s tim, ze fenol za téchto
podminek deprotonuje. V alkalickém prostiedi se dusik
v Sesticlenném kruhu pfi pH 9,0 aZ 10,0 zbavuje protonu
a prechazi z kvarterniho na normalni trojvazny; barva se
zméni na fialovou (A 544 nm). Deprotonace hydroxyla
cukerné Casti v silné alkalickém prostredi (pH 12—-14) na
barevnost nema vliv.

Vedle betaninu a isobetaninu (ma opacnou konfigura-
ci na uhliku oznaceném hvézdickou) je v fepé pfitomen
jesté Zluty vulgaxanthin I a II.

Betaninu podobné ¢ervenofialové barvivo amaranthin
je z laskavce (amaranthu), ktery se péstuje jako obilovina
pro velmi jemny Skrob a vysoky obsah bilkovin. U nas
jsou znamé ozdobné kultivary. VSechny jsou zaclenovany
do skupiny betacyanint. Syntetické barvivo amaranth CAS
RN 915-67-3 je vsak odlisné struktury.

Ho oi
vulgaxanthin strukturni fragment melaninu O P
I, R=0H
II, R = NH, OH
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Mezi indolova barviva fadime i melaniny, které zpu-
sobuji tmavé zabarveni pefi, klize, Supin, oci, nekterych
vnitinich membran, kutikul hmyzu, hliny a nékterych hub.
Albini melaniny netvofi.

5. Pyranova barviva

kyaniny (lat. anthos — kvét), obecné se vyskytujici jako
glykosidy, jejichz kombinace mohou byt nejriznéjsi. Nej-
béznéji jsou glykosylovany v polohach 3 a 5, zfidka 7, 3°
a 4’. Jejich barva je tmava, napf. ¢ervend, modra a fialova.
Jejich barevnost a barevna modifikovatelnost je jednim
z divi ptirody, ktera nas obklopuje. Zajimavé je i to, jakou
bohatost barev dokazala pfiroda stvotit z nékolika aglyko-
ni, které jsou rtzné konjugovany s cukernymi zbytky.
Jako cukerna slozka se uplatni D-glukosa, L-rhamnosa,
D-arabinosa, rutinosa (a-L-rhamnosyl-(1—6)-D-glukosa)
a soforosa (B-D-glukosyl-(1—2)-D-glukosa).

¢islovani anthokyanidini

Kyanidin mé4 v kyselém prostiedi cervenou barvu
(kvéty ruze Rosa, plody tfesn¢ Cerasus avium, brusinky
Rhodococcum vitis-idaea, aj.) a v alkalickém modrou
(chrpa modrak, Cyanus seqetum), opét se zde uplatni zna-
my efekt, kdy se zménou pH dochazi k protonacim a de-
protonacim a tim k pfeskupovani elektrond interagujicich
s fotony viditelného svétla. Barevnost je v piipadé obdivo-
vanych barev podzimniho listi, ve kterém degraduje chlo-
rofyl a vystupuji m.j. karotenoidy, ovlivnéna i komplexaci
s kovy a skladanim barevnych molekul do supramolekular-
nich uskupeni. Proto je paleta podzimu tak rozmanitd
v zavislosti na kyselosti a alkalit¢ ptid a obsahd rtiznych

kationtd v nich.
OH
HO. o. O
O X OH | cr
Z>oH
OH

kyanidin

Jak je vidét z ptipojenych vzorcd, jsou tyto latky ob-
vykle zndzorflovany jako oxoniové soli. MiZze to byt
i proto, ze jsou po izolaci z protického prostiedi jako soli
izolovény a takto i charakterizovany.

cr

OH pelargonidin
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OH
(0]

~OH

OH
+
HO O
4

OH o

v YOH
OH OH

pH < 3, Cerveny

3-0-B-D-glukopyranosylkyanidin

HO

“OH
OH

HO™ -
OH OH

kyanin, 3,5-di-O-B-D-glukopyranosylkyanidin

Dalsimi zastupci anthokyanind jsou Cerveny pelargo-
nidin z pelargonie Pelargonium, hnédy delfinidin
z ¢erveného vina a jeho temné purpurovy glukosid myrtil-
lin, posledni se vyskytuje téz ve violce Viola tricolor .

OH
onl| ©r
OH

HO oL
AN
I

OH

delfinidin

peonidin

Peonidin z tmavocervenych pivoneék Paeonia offici-
nalis, je aglykonem peoninu. Peonidin je ¢ervenohnédy
malo rozpustny ve vod¢ a jeho alkoholovy roztok je purpu-
rové &erveny. Sedohnédy petunidin z petnii Petunia hyb-
rida a vitodu hotkého kratkoktidlého (Polygala amara
subsp. brachyptera) je aglykonem petuninu, ktery je
v pevném stavu fialovy s médénym leskem.

petunidin

Malvidin se nachazi ve form¢ ¢ervenohnédého diglu-
kosidu malvinu v prvosenkach (Primula) a slézu lesnim
Malva sylvestris a jako monoglukosid v modrém hroznu
z révy (Vitis vinifera). Po rozpusténi v methanolu je roztok

OH OH

pH =
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OH OH

OH OH

7-8, fialovy pH > 11, modry

zprvu purpurovy a postupné zn€ho vypadéavaji Cervené
krystaly, které jsou vSak v prochazejicim svétle fialové.

OCH,
OH
90
HO. O Oy ocH,| CF B
A on malvidin
OH

r

HO | O oH
. *

katechin OH

OH

Podobné jako morin (viz dale) se v barevnych die-
vech vyskytuje svétle riizovy katechin, pouzivany proto, Ze
na vzduchu hnédne, jako laciné hnédé barvivo. Tento
flavonoid se nachazi jako (+)-katechin spolu s isomerem
(-)-epikatechinem (ktery je cis, tj. konfigurace hydroxylu
je opacnd). Nachazi se v dieve khadiru ¢i gambiru Acacia
catechu a dievé mahagonu neboli svitenie Swietenia.

Svétle rtizovy (-)-epikatechin je soucast listovych
flavanoli, které tvoii podstatnou ¢ast fenolickych slouce-
nin v ¢aji vyrabéného z listd kamélie ¢inské ¢i ¢ajovniku
¢inského Camellia sinensis, a které jsou odpovédné za
charakteristickou barvu a chut’ ¢aje. K dal$im patii theafla-
vinova kyselina, theaflavin a jeho estery s kyselinou gallo-
vou.

HO O

OH

theaflavin

Anthoxanthiny jsou s anthokyaniny piibuzné tak, Zze
v poloze 4 maji karbonylovou skupinu. Nejsou tak tmavé
barvy, pfevazné jsou zluté (xanthos) az hnédé, nékdy do
oranzova. Jsou déleny na flavonoly a flavony, které navic
postradaji hydroxyl v sousedstvi karbonylu (v poloze 3).
Prispivaji k barevnosti fady rostlin, jejich plodd a diev. Je
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theaflavinova kyselina

vSeobecné znamo, ze rizna barva, viin€ a tvar kvétu pfita-
huje jiny typ opylovaci, vztah mezi barvou kvéti a typem
opylovace je alespon Casteéné zavisly na obsahu téchto
barviv. Podivejme se nejprve na zastupce flavonoll.

OH

kempferol

myricetin

Myricetin a jeho 3-glukosid se nachazeji v rybizu
(Ribes). Kempferol a jeho 3-glukosid pfispivaji
k barevnosti plodi rybizu a broskvoné obecné (Persica
vulgaris).

Kvercetin z vnitini kiry dubu Quercus velutina, je
oranzovohnédy a vyskytuje se také v chmelu, ¢aji, kastanu
jirovei mad’alu. Je to aglykon rutinu z routy vonné (Ruta
graveolens) a jeho biologick4 U€innost je velmi zajimava,
neb ovliviiuje prachodnost bunécné stény. Rutin byva
oznacovan jako vitamin P a pouziva se k léCeni zvySené
lomivosti a propustnosti krevnich vlase¢nic, poruch funkce
zil dolnich koncetin a pii hemoroidech.

OH .
OH rutin
OH

Rutin je svétle Zluty a malo rozpustny ve vode. Obsa-
zen je i v tebricku Achillea a jinanu dvoulalo¢ném Ginkgo
biloba ¢i pohance seté (Fagopyrum esculentum) a mnoha
dalsich rostlinach.

kvercetin kvercitrin

Kvercetin je aglykonem kvercitrinu; je glykosylovan
obvykle v poloze 3. Pokud je glykosylovan D-galaktosou
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najdeme jej v jabloni (Malus domestica), L-rhamnosou
tamtéz a navic v Svestce (Prunus domestica), réveé vinné
(Vitis vinifera) a jinanu, D-glukosou tamtéz a navic
broskvoni (Prunus persica), merunice (Prunus armeniaca),
Svestce, tfesni ptaci (Cerasus avium), rybizu.

Kvercitrin je ZlutooranZova latka izolovand m.j.
z jinanu, ziejmé nejstarStho dosud Zzijiciho druhu stromu,
podle geologickych udajli druhu starého 150-200 mil let.
Cinsti mnichové jej povazovali za svaty strom, protoze
jeho 1écivé schopnosti jsou velmi zajimavé a droga se pou-
ziva jako 1€k m.j. i pti Alzheimerové chorobé. Jinan patii
k nejlépe prozkoumanym lécivym drogdm na svéteé, ziejme
pro svoje vyznamné farmakologické ucinky, za které zod-
povidaji zejména flavonoidy a terpenické slouceniny. Kro-
m¢ rutinu a kvercitrinu obsahuje listova droga jinanu kem-
pferol a isorhamnetin.

OH

fustin

Morin je dalSim zastupcem flavanolovych barviv,
ktery se nachazi v difevech stroml a ktery se pouziva
v chemické laboratofi. Postfikuji se s nim desticky TLC,
aby je bylo mozno detegovat UV svétlem. Morin
v ultrafialovém svétle fluoreskuje a tam, kde je na desce
skvrna adsorbované latky, je tato fluorescence zhasena. Je
rozpustny v alkoholu a pouziva se k barveni viny. Jako
priklady ptirodniho vyskytu uved'me dfeva stromti chle-
bovniku zakii Artocarpus heterophyllus, maklute Maclura
pomifera, fustiku Chlorophora tinctoria (také zvaném
Maclura tinctoria anebo Morus inctoria) z Ameriky,
aindické moruse Morinda citrifolia z Asie. Ve Zlutém
dievé Morus inctoria se vyskytuje volné nebo ve formé
vapenaté soli; vodny extrakt tohoto dfeva se pouziva
k barveni cigaret a doutnikii. V n¢kterych dievech se vy-
skytuje spolu s fustinem (dihydrofisetinem). Tato dieva
jsou dnes relativné vzacnymi komoditami.

fisetin

myricitrin
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Zluty flavonoid fisetin je piitomny v kife a dfevé
mnoha stromil; izolovéan byl napt. z Rhus cotinus, ruj vla-
satd. Zluty myricitrin byl izolovan z kiry myrty Myrica
nagi.

galangin rhamnetin

Lehce zluty galangin je izolovan z kofent galangy,
Alpinia  officinarum. Zluty rthamnetin je aglykonem
xanthorhamninu, vyskytuje se v plodech fesetlaku pocisti-
vého Rhamnus cathartica.

OH
HO., OO o
SO INO U
HO” > “OH 0, —0
OH OH O Q OH
HO' o > .
HO ©OH robinin
HO  OH

myricetin

Zluty robinin je dimorfni flavonoid izolovany z listt
akvéth trnovniku (akatu) bilého Robinia pseudacacia.
Zluty myricetin se vyskytuje v kiife stromu Myrica nagi.

Dalsi skupinou jsou flavanoly, jejich barva je obvykle
také zlutd. Nejjednodussim zastupcem je flavon.

Z1uty (rmax 350, 405 nm), ve vodé nerozpustny flavon
byl izolovan zprvosenky zahavé Primula malacoides,
Franch., apigenin téZe barvy byl izolovan z petrzele Petro-
selinum crispum, celeru Apium graveolens a hefmanku
Matricaria recutita.

flavon apigenin
HO\(B) OCHj3
HO >0 o0 ° g OH
OH . . H
HO" “OH
OH OH O
hesperidin
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Zluty malo rozpustny ve vodé hesperidin, téZ zvany
cirantin, byl izolovan z citrust, citront (Citrus limon)
a pomerancu (Citrus sinensis). Hesperetin téze barvy je
jeho aglykonem.

chrysin

Zluty chrysin se nachazi ve vnitinich &astech dfeva
douglasek Pinus monticola. Uvadi se jeho vyskyt
i v kvétech topolu bilého Populus alba.

luteolin

diosmetin

Diosmin a jeho aglykon diosmetin jsou zluté latky,
které se vyskytuji napf. v citronech Citrus limon. Struktur-
né blizky demethylovany Zluty luteolin, téZ zvany digi-
toflavon, je ve formé 5-glukosidu, galuteolinu, izolovan ze
semen jestfabiny 1ékatské Galega officinalis, a Zluty luteo-
lin 7-glukosid, zvany cynarosid, se nachdzi v febricku
obecném Achillea millefolium. Nat’ rytu barvitského, reze-
dy (Reseda luteola) a kruCinka barvitska Genista tinctoria
v listech a kvétech obsahuji zluté barvivo luteolin, které se
pouziva k barveni latek (napf. platna a viny).

HO\C(i

g o

HO™ >0 0 O
OH o “'OH

OH OH

OH
OCH;,
o 1
|

o)
diosmin

Vyse zminény prirodni flavonovy glykosid, rhamno-
glykosid diosmetinu, je izolovan z fady zdrojii, mimo cit-
ronovou kuru (Citrus limon) z routovité Zanthoxylum avi-
cennae a kvéth novozélandského stromu jerlinu kowhai
(pelu-pelu) Sophora microphylla.

Zluty isoflavonovy pigment santal je ptitomen jako
jedna zbarevnych latek v santalovém dreveé (Santalum
album).

Dale se v santalovém dieve nachézeji i Cervené santa-

tim. Santaliny jsou jakozto fenoly rozpustné v alkaliich
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R= OH, santalin A,
R= OCHg3, santalin B

a organickych rozpustédlech, ve vodé nikoli. Ro¢ni svéto-
va produkce dieva je 50 tun.

.00
o)

ﬁ/ \

o]
o]
(o]

HO ©

HO™ “OH

OH

asperulosid haematoxylin

Zluty asperulosid zvany té2 rubichlorova kyselina se
nalézé ve svizeli vonném Galium odoratum a svizeli ptitu-
le Galium aparine. Vnitini ¢ast dfeva stromu Haematoxy-
lum campechianum obsahuje cca 10 % bezbarvé slouceni-
ny, haematoxylinu, ktery m.j. vynika tim, Ze je 12 X sladsi
nez sacharosa. Tato sloucenina na vzduchu oxiduje na
Cerveny az fialové modry haematoxein (haematein). Svéto-
vy ro¢ni obrat je cca 600 tun dieva. Alkoholicky roztok
haematoxylinu (0,2 %) se pouziva jako indikator. Je zluty
az oranzovy v kyselych roztocich a purpurovy v alkalic-
kych. Jeho roztok se také pouziva k barveni mikroskopic-
kych preparati. Cerstvé piipraveny roztok haematoxylinu
nebarvi. Pokud je vSak oxidovan na haematein, je mozno
jej pouzit s amoniakovym mofidlem, které urychluje zrani
barviva, k barveni na c¢erveno. Pokud takto obarvenou
latku vypereme ve vod¢€, zmodra.

OH

HO O
P
0]

OH

brazilin brazilein

Americké drevo ,,brazilwood“ Caesalpinia echinata
obsahuje ve vodé rozpustnou slouceninu, brazilin, ktera
pfechazi oxidaci na cervené barvivo brazilein. Pouzitim
ruznych mofidel 1ze barvit jeho pomoci na jasné Cerveny
odstin. ,,Brazilwood“ byl ve stfedovéku jednim z nejdi-

rottlerin
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Stale zeleny ket Mallotus philippensis, kamalsky
strom opici tvate, vylucuje z plodi ¢erveny rottlerin, ktery
Ize izolovat i zkofenu této rostliny. Svétova produkce
tohoto kdysi populdrniho barviva neni zndma. Zaradit jej
mizeme i mezi rostlinné chalkony.

Na zavér této kapitoly uved'me vyssi homolog pyro-
nu, xanthon a jeho derivaty. Patii k nim gentisin.

O OH

L0
entisin
o) OCH; g

Gentisin je svétle zIuté xanthonové barvivo z koteni
hofce Gentiana sp. 0 Ay 410, 315, 275 a 260 nm, které
charakteristicky barvi pravou slovenskou ,,korefiovici‘.

Zajimavé jsou pfirodni barvy ,,Anka“ (ang-kak), které
se pouzivaji v potravinaistvi, ovSem mimo Evropu a USA,
majici ptivod v houbé Monascus, ktera se hojn¢ vyskytuje
v mnoha variacich, napf. na bramborach, ryzi a jinych
potravinach.

Vyskytuji se v fad¢ variant, napt. R = CsH;;, X =0
purpurovy rubropunctatin, X = NH oranzovy rubropuncta-
min, R = C;H;s5, X = O oranzovy monascorubrin a X = N
purpurovy monascorubramin. Strukturné ptibuzné ankafla-
vin a monascin jsou zZluté.

6. Oligopyrrolova barviva

Mezi nejznaméjsi oligopyrrolova barviva patii zelené
chlorofyly z rostlin, jez se Ucastni fotosyntézy, a Cerveny
hem zhemoglobinu, ktery se ucastni pfenosu kysliku.
V organismu je hem vazan na bilkoviny, jako naf. globin
pres histidinovy zbytek.

H2C

HsC

HiCO—~}, Yo
0

R4 Ry, Rj
Chlorofyl 2 CH3 CH,CHj3 X
Chlorofyl b CHO CH,CHj; X

x= \/YOMY\MCHS
O | CHs CH, CH, CH,
propionova kyselina fytyl

chlorofyl
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HaCx CH,
H,C i on,
H,C CHjy
HOOC COOH hem

Hemoglobinu je strukturné podobny myoglobin, coz
je jednotetézcovy hemoprotein, sekvencné i konformacné
homologni s B-podjednotkou hemoglobinu. Myoglobin je
¢ast sarkoplazmatického proteinu svalu a je odpovédny za
vice nez 90 % barevnosti masa. Jeho koncentrace ve sva-
lech je proménliva. Je ve vodé rozpustny, téz se rozpousti
ve zfedénych roztocich soli. V obou se na atom zeleza
v hemu miize vratn€ vazat molekula kysliku.

billiverdin

Billirubin (piSe se i s jednim 1) je hlavni barvivo Zlu¢i,
je oranzové Cerveny a tvori se oxidaci hemu. Vyskytuje se
konjugovan jako glukuronid. Zeleny billiverdin je také ze
zluéi.

HsC

sterkobillin

(-)-Sterkobillin je jeden z oranzové zlutych urobilli-
nd, ktery se tvofi ve stfevech dal$i obménou metabolitii
hemu.

fykocyanobilin
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OH

OH

5 fykoerythrobilin

Biliny fykocyanobilin a fykoerythrobilin jsou ptipoje-
ny k cystinovému zbytku apoproteinu thioetherovou vaz-
bou. Jsou to ¢ervena a modra barviva ze tii oddéleni fas,
Rhodophyta, Cyanophyta a Cryptophyta. Jsou to chemicky
tzv. tetrapyrroly s otevienym kruhem, jsou déleny podle
barevnosti na modré fycocyaniny, cervené fycoerythriny
a lehce modré allofycocyaniny. Tyto pigmenty z fas maji
do budoucna velky potencial jako pfirodni barviva potra-
vin, kosmetiky a 1ékt. Fycoerythrin se pouziva jako fluo-
rescen¢ni znacka v imunochemii.

7. Pteridinova barviva

Skupina barviv patficich mezi pteriny je odvozena od
bicyklického heterocyklu pteridinu. Prvy zluty pigment byl
izolovan z kiidel motylt (tad Lepidoptera) jiz v roce 1889,
skupina téchto pigmenti byla nazvana pteridiny (pteron =
fecky ktidlo). Pomérné vysoké koncentrace pterinit se
nachazeji jako pigmenty u hmyzu, obojzivelnikl, plazi

aryb.
N
AJ\/'[
H,NT N7 ONTY
H H
(0]

erythropterin

Z N
1

pteridin

COOH

Cerveny erythropterin a Zluty leukopterin jsou obsa-
zeny v kiidlech motyld, barvé mlokd a moifském plankto-

nu.
OH (0] H
HZNJ\\N N” “OH HzN)\\N N~
leukopterin xanthopterin

Oranzovy xanthopterin se kromé motylich kridel vy-
skytuje i v krabech, hmyzu a lidské moci.

Riboflavinova zlut, derivat pteridinu, oznaCovana téz
jako E101 anebo vitamin B2, fluorescentni zluté barvivo
(flavus je latinsky Zluty), se volnd nachdzi pouze v retin€
oka. Naléza se v prirodnim materialu konjugovana jako
riboflavin monofosfat v jatrech, tuénych rybach (rybim
tuku/oleji), mlé¢ném tuku, tuénych mléénych vyrobceich,
zloutcich, avokadu, ustficich, ofeSich, lusténinach, zrni,
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brokolici, Spenatu, chiestu a podobné; pfipadné se vysky-
tuje také jako flavinadenindinukleotid (FAD).

8. Isochinolinova barviva
Koten krvavénky Sanguinaria canadensis se jiz
v prehistorickych dobach pouZzival k barveni na oranzovo,

ruzovo a ¢erveno. Krvavé Cervenou $tavu muzeme dostat
z oddenku rostliny.

berberin

sanguinarin

Stéva obsahuje isochinolinové alkaloidy, jmenovité
sanguinarin (bezbarvy alkaloid, jehoZ soli jsou Cervené; je
antimikrobialni a ucinkuje proti plaku) a tadu dalSich,
véetn¢ zlutého berberinu. Jedovaty berberin je obsazen
také v keri dfistalu obecném (draci) Berberis vulgaris,
vlastovi¢niku vétSsim Chelidonium majus (se sanguinari-
nem) a orlicku obecném Aquilegia vulgaris.

9. Ostatni barviva

Orcein je smési latek s fenoxazonovou strukturou
typu  hydroxy-orceinii, amino-orceinli a  amino-
orceinimind, z nichz napft. derivat R’,R’”’=OH, R’’=H,, se
nazyva o-hydroxyorcein.

HO
L L e
AN
e
R’ O R"

orcein
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Orcein a orchil jsou barviva z tzv. archilu, lisejnikd
Rocella tinctoria, Ochrolechia tartarea (syn. Lecanora
tartarea), Everina prunastri, z druhQ Parmelia, Umbilica-
ria a Lasallia. Obecné jde o smés Cervenych, purpurovych
a fialovych barviv, ziskdvanych z liSejnikii ptsobenim
amoniaku.

10. Piehled potravinaiskych ,,é¢ek*

Vzhledem k tomu, Ze nas pfirodni i synteticka barviva
obklopuji ze vSech stran, je jejich pouziti v mnoha vyrob-
cich regulovéno. Znakem takové regulace je jednak evi-
dence povolenych barviv a na strané druhé stanoveni po-
volenych koncentraci. Z diivodii snadné evidence maji
potravinaiské barvy pridéleny evidenéni symboly, které je
charakterizuji. Uvadime seznam téchto symbold
s uvedenim vyznamu.

E100, kurkumin; E101, riboflavin (vitamin B1) a ri-
boflavin-5’-fosfat; E102, tartrazin; E104, chinolinova Zlut’;
E107, zlut 2G; E110, oranzova zlut S (zlut SY); E120,
karmin pravy (koSenila); E121, citronova Cerven 2; E122,
azorubin; E123, amarant; E124, koSenilova cCerven A
(ponceau 4R); E127, erytrosin; E128, Cerven 2G; E131,
patentni modf V; E132, indigotin (indigokarmin); E133,
brilantni modi FCF; E140, chlorofyly (i) a chlorofyli-
ny (ii); E141, chlorofylové (i) a chlorofylinové (ii) kom-
plexy s obsahem médi; E142, brilantni zelen kysela
(lisaminova zelen); E143, fast green FCF (stald zelend);
E150, karamel; E151, ¢ern brilantni BN; E153, medicinal-
ni uhli; E154, hnéd FK; E155, hnéd HT; E160a, alfa, beta,
gama-karoten (provitamin A); E160b, bixin, norbixin
(Annato, Orlean); E160c, kapsantin (kapsorubin, papriko-
vy extrakt); E160d, lykopen (rajcatova zlut'); E160e, beta-
-apo-8-karotenal; E160f, ethylester kyseliny beta-apo-8-
-karotenové; El161la, flavoxantin; E161b, lutein; El6lc,
kryptoxantin; E161d, rubixantin, El6le, violaxantin;
El161g, kantaxantin; E162, betanin (Cerven z Cervené fe-
py); E163, antokyany; E166, santalové dfevo; E170, uhli-
Citan (i) a hydrogenuhli¢itan (ii) vapenaty; E171, oxid
titaniCity; E172, oxidy a hydroxidy zeleza (hnédy, Cerve-
ny, zluty, ¢erny); E173, hlinik; E174, stfibro; E175, zlato;
E180, rubinovy pigment (litholrubin BK).

11. Zavér

Nahlédnuti do kuchyné pfirody, kterd v nepieberné
knihovné sekundarnich metabolitti stvotila i latky, které
jsou barevné a jako barviva i Casto slouzi, je drobnou po-
mickou, kterd muze byt vyznamna pro potravinarského,
farmaceutického (jak je napf. uvedeno v odstavci 1.2.), €i
kteréhokoliv chemika, nebot’ mize napomoci §ir§imu vyu-
ziti citovanych latek v ramci ,,obnovitelnych zdroju‘ zele-
né chemie. Vycet barviv zde uvedenych je nutno brat jako
ukézku né€kolika zajimavych piikladd ilustrujici nepfeber-
nou krasu chemie ptirodnich latek, které mohou byt pova-
zovany za typické piiklady, a nikoli jako vycerpavajici
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prehled. Pro dalsi informace odkazujeme na uvedené lite-
rarni zdroje. QBFFFQS.

zhkumného zdméru C.

Autori timto dékuji MSMT za podporu v ramci vy-
MSM6046137305. Dale dékuji

doc. RNDr. Lubomiru Opletalovi, CSc. za vyznamnou po-
moc se spravnou botanickou nomenklaturou.
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STANOVENI KYSELINY ADIPOVE
V PRUBEHU JEJi POLYKONDENZACE
S 1,4-DIAMINOBUTANEM

ZDENEK HROCH a IRENA PROKOPOVA

Ustav polymerii, Vysokd $kola chemicko-technologickd
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Klicova slova: kyselina adipova, 1,4-diaminobutan, poly-
kondenzace, polyamid 4,6, plynova chromatografie,
extrakce

Uvod

Kyselina adipova je dulezitym monomerem pro syn-
tézu polyamidii a polyestert. Jeji hlavni vyznam je ve vy-
uziti pfi vyrobé polyamidd. Polykondenzaci s 1,4-di-
aminobutanem se ziskava polyamid 4,6 (PA 4,6), polykon-
denlzaci s 1,6-diaminohexanem polyamid 6,6 (PA 6,6,
cit.).

Analyza polykondenzacni smési, bez niz kinetiku
prvniho stupné polyreakce — vznik prepolymeru — nelze
vyhodnotit, pfedstavuje velmi komplexni problém. Reak¢-
ni smés v prvnim stupni polykondenzace kyseliny adipové
a 1,4-diaminobutanu obsahuje kromé¢ nezreagovanych
monomerd a hlavniho produktu polykondenzace — nizko-
molekularniho polykondenzatu (prepolymeru) se 3—7 opa-
kujicimi se konstitu¢nimi jednotkami — také vedlejsi pro-
dukty (poly)kondenzace, resp. degradacnich reakci. Jed-
nim z dilezitych vedlejsich produkti je pyrrolidin, ktery
vznika cyklizaci 1,4-diaminobutanu'. Pyrrolidin je velmi
nezédouci, nebot’ reakci s karboxylovymi skupinami ros-
toucich (makro)molekul zablokuje dalsi rist polymernich
fetézcl.. Dal§imi vedlejsimi produkty jsou cyklické oligo-
mery vznikajici intramolekularni reakci funkénich skupin
linearnich molekul. Tyto snadno sublimujici latky zptso-
buji pfi primyslové vyrobé nemalé potize tim, Ze se usazu-
ji na sténach vyrobniho zafizeni. Nejvyznamnéjsi zastupce
cyklickych oligomerd je cyklicky diamid, 1,6-diaza-
cyklododekan-7,12-dion'.

Pro analytické stanoveni kyseliny adipové byla vypra-
covana fada metod, prevazné¢ chromatografickych.
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V literatufe se uvadeji postupy pro stanoveni kyseliny
adipové ve ving a nealkoholickych napojich®™®, cukrovin-
kach®®, v¥eni i moiské vods’, v odpadni vod&®”’,
v moti'™"!, nebo i ve strusce a popelu po spalovani odpa-
di'?. Mezi nejcastéji pouzivané metody stanoveni kyseliny
adipové patii plynova a kapalinova chromatografie. Obé
metody maji své vyhody i nevyhody. V pfipad¢ pouziti
plynové chromatografie se kyselina adipova pted analyzou
prevadi na méné polarni derivat z diivodu zvyseni tékavos-
ti analyzované slouceniny. Pfed derivatizaci musi byt ky-
selina adipova ve vétSin¢ pripadii ze smésného vzorku
izolovéna, a to nejéast&ji extrakci’'", nebo pomoci ionto-
méni¢i’. Se zvolenym postupem izolace kyseliny ze smé&si
pak souvisi vhodna volba vnitiniho standardu pro chroma-
tografické stanoveni derivatu kyseliny adipové.

Derivatizace kyseliny adipové, izolované z analyzo-
vané smési, je Casto vyzadovana i pfi pouziti kapalinové
chromatografie. Modifikaci vhodnymi ¢inidly se ziskdvaji
derivaty kyseliny adipové s vy$sim absorpcnim, popt. flu-
orescennim koeficientem nez méa volnd kyselina, coZ
priznivé ovliviluje mez jeji detekce. Podle literatury'>'
byla pro stanoveni kyseliny adipové s uspéchem pouzita
i iontova vyluCovaci chromatografie.

Na rozdil od analytickych postupti uvadénych
v literatufe, kde obsah stanovované kyseliny adipové zpra-
vidla neptesahuje 0,3 hm.%, mze byt — v zavislosti na
reakéni dob€ — obsah kyseliny v polykondenzaéni smési
kyseliny adipové a 1,4-diaminobutanu, resp. jejich soli, az
o dva fady vyssi. Cilem prace bylo vypracovat analyticky
postup s vyuzitim plynové chromatografie, ktery umozni
spolehlivé stanoveni kyseliny adipové v polykonden-
zacni smési, kde se konverze kyseliny pohybuje v rozmezi
0-99,5 rel.%.

Experimentalni ¢ast

Pouzité chemikalie

Zasobni roztok Diazaldu®, tj. N-methyl-N-nitroso-p-
toluensulfonamidu (Sigma-Aldrich Chemie, SRN), byl
pfipraven rozpusténim 33,3 g Diazaldu® v 50 ml diethy-
lenglykolmonoethyletheru (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
a 50 ml diethyletheru. Roztok byl uchovéavan pfi teploté
0 az 5 °C. Kyselina adipova (99 %) a dimethylester kyse-
liny adipové (99 %, Sigma-Aldrich Chemie, SRN), kyseli-
na pimelova (99 %), kyselina mraven¢i p.a., 2,2,2-tri-
fluorethanol (TFE, 99 %, Fluka Chemie AG, Svycarsko),
dimethylester kyseliny pimelové (Aldrich Chemical Com-
pany, Inc., USA), stl kyseliny adipové a 1,4-diamino-
butanu, prepolymer polyamidu 4,6 (DSM, Holandsko),
hydroxid draselny p.a. (Lachema Brno), diethylether p.a.,
kyselina chlorovodikova p.a., methanol p.a. (Penta Chru-
dim) byly pouzity bez dalSiho ¢isténi.
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Pfiprava polykondenzac¢ni smési
k analyze

Reakéni smés (cca 1g), pfip. modelova smés soli
kyseliny adipové, 1,4-diaminobutanu a prepolymeru poly-
amidu 4,6, byla rozpusténa za laboratorni teploty ve 20 ml
kyseliny mravenci. 4 ml roztoku smési byly spolu
s 1 ml vodného roztoku kyseliny pimelové jako vnitiniho
standardu o koncentraci 1.10° mol I"' zahustény dosucha
pfi 70 °C/2 kPa. Odparek pak byl za laboratorni teploty
rozpustén ve smési 2 ml TFE a 0,4 ml vody. 0,5 ml ziska-
ného roztoku bylo intenzivné protiepavano s 0,1 ml 6M-
HCl a 5 ml diethyletheru. Po oddéleni dvou vrstev bylo
z horni vrstvy odebrano 4,5 ml pro esterifikaci kyseliny
adipové a pimelové diazomethanem.

Esterifikace

Odebrany roztok kyselin byl pti 30 °C/110 Pa zahus-
tén dosucha a odparek esterifikovan roztokem diazometha-
nu ve smésném rozpoustédle diethylether/methanol (4/1
obj.). Esterifikace probiha za laboratorni teploty okamzite.
Po ukonéené reakci ziistava roztok vlivem piebytku diazo-
methanu zluté zbarveny. Zbytkovy diazomethan byl od-
stranén probublanim roztoku inertnim plynem. Po odpate-
ni rozpoustédla byl vzorek pro nasledujici analyzu na ply-
novém chromatografu zfedén methanolem.

Diazomethan byl pfipraven smichanim 4 ml zasobni-
ho roztoku Diazaldu® a 4 ml 10% roztoku KOH ve smési
voda/methanol (1/1 obj.). Uvolnujici se diazomethan byl
absorbovan v 5 ml smési diethylether/methanol (4/1 ob;j.).

Analyza vzorku

Analyzy vzorki derivatizované kyseliny adipové byly
provadény na plynovém chromatografu CHROM 5
s plamenoionizacni detekci (sklenéna kolona plnéna
Carbowaxem 20M — 10 % na Chromatonu N Super, tep-
lota kolony 150 °C, teplota nastfiku 230 °C, objem na-
stfiku 1-10 pl). Pro sbér a zpracovani dat byl vyuzit pro-
gram Chromatography Station for Windows, verze 1.6.

Vysledky a diskuse

Analyzovany material

Vychozi reakéni smés pro syntézu polyamidu 4,6 je
tvofena pfiblizné z 90 % kyselinou adipovou a 1,4-di-
aminobutanem, resp. soli kyseliny a diaminu, a z 10 %
vodou. Pfi ekvimolarnim zastoupeni obou monomertd je
tedy obsah kyseliny adipové v suSin¢ reakéni nasady
62,4 hm.%. V souladu s teorii polykondenzace' dochazi
vreakéni smési k velmi rychlému poklesu koncentrace
monomerd. Uvadi se, ze ve stadiu polykondenzace, kdy
molekuly prepolymeru obsahuji v priméru 10 opakujicich
se konstituénich jednotek, klesne koncentrace monomeru
na méné nez 1 % pocatecni hodnoty. Z teoreticky moz-
nych postupt izolace kyseliny adipové z reakéni smési se
jako nevhodnd ukdzala jeji extrakce vodou. Zejména pfi
nizkych konverzich funkénich skupin obou kondenzujicich
monomerd vytvari vznikajici prepolymer ve vod¢ velmi
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jemnou, obtizn¢ separovatelnou suspenzi. Navic se
v rozporu s literdrnimi udaji'®"® nepodafilo stanovit plyno-
vou chromatografii kyselinu adipovou piimo ve vodném
roztoku, event. po jeho okyseleni. Pro stanoveni obsahu
nezreagované kyseliny adipové v reakéni smési byl proto
vypracovan postup jeji extrakce z homogenniho roztoku
reakéni smési, nasledujici derivatizace kyseliny a stanove-
ni derivatu kyseliny plynovou chromatografii.

Optimalizace metody

Volba vhodného rozpoustédla pro homogenizaci re-
akéni smési je limitovana rozpustnosti vznikajiciho prepo-
lymeru. V tvahu pripada kyselina chlorovodikova, sirova,
mravenci, kresol, fenol, pfipadné smés fenol-voda a 2,2,2-
-trifluorethanol (TFE). Z tohoto vybéru je nejucinnéjsim
azarovein ekonomicky nejvyhodnéj§im rozpoustédlem
kyselina mravenci. Nepodafilo se vSak nalézt vhodnou
kombinaci dal$iho rozpoustédla s kyselinou mravenci pro
extrakci kapalina-kapalina, kterda by umoznovala izolaci
kyseliny adipové z roztoku reakéni smési. Alikvotni podil
roztoku byl proto za snizeného tlaku odpafen dosucha.
Zaroven se timto krokem eliminuje vliv vody, kterd pfi
reakci vznika nebo je zamérné k reaktantim piidavana
a muze se tedy ve vzorcich vyskytovat v Sirokém koncent-
racnim rozmezi. Odparek byl rozpustén za laboratorni
teploty ve smési TFE/voda (5/1 obj.). Z roztoku reak¢ni
smési v tomto smésném rozpoustédle je mozné extrahovat
kyselinu adipovou do diethyletheru. Dilezitou podminkou
pro prevedeni kyseliny adipové z polarni do méné polarni
faze je jeji existence v protonované formé. Z toho divodu
byl roztok reakéni smési okyselen kyselinou chlorovodiko-

Obr. 1. Schéma aparatury pro pripravu diazomethanu;
A —nadobka pro generaci diazomethanu, B — pojistna nadobka,
C — absorp¢ni nadobka
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vou. Analyzou modelovych smési bylo ovétreno, ze prubch
extrakce neni ovlivnén zbytkovym podilem kyseliny mra-
ven¢i vazanym ve formé soli s primarnimi aminoskupina-
mi monomeru 1,4-diaminobutanu ¢i prepolymeru.

Pti volbé vhodné derivatizace kyseliny adipové pred-
chazejici jejimu stanoveni byly voditkem postupy uvadeéné
v literatute®*7'%122922 " Jako nejvyhodn&jsi se ukazala
esterifikace kyseliny adipové diazomethanem. Diazo-
methan, zluty plyn, se vyviji pii reakci roztoku Diazaldu®
s 10% roztokem KOH ve smési voda/methanol (1/1 obj.).
Uvollovany diazomethan byl absorbovéan ve smési diethy-
lether/methanol (4/1 obj.) za vzniku zlutého roztoku
(obr. 1).

Esterifikace diazomethanem probiha za laboratorni
teploty velmi rychle za soucasného odbarvovéni roztoku
a jedinym vedlejsim produktem je dusik, ktery z reakéni
smési unikd. V pfebytku diazomethanu zistava po skonce-
né esterifikaci roztok Zluté zbarveny. Nezreagovany diazo-
methan se pak odstrani probubldnim roztoku dusikem nebo
argonem. Pfi pfimé esterifikaci etherového roztoku kyseli-
ny adipové bylo prokdzano, Ze podily TFE a kyseliny
chlorovodikové, které jsou pii extrakci kyseliny adipové
stthavany do etherové faze, negativné ovliviiuji pribéh
esterifikace, resp. indikaci jejiho ukonéeni. Dochazi
k odbarvovani reak¢niho roztoku, coz signalizuje zreago-
vani diazomethanu, aniz by probé¢hla esterifikace. Proto
byl roztokem diazomethanu esterifikovan suchy odparek
extraktu. Uginnost esterifikace byla opakované ovéfovana
na modelovych smésich kyseliny adipové a kyseliny pime-
lové a bylo prokazano, ze reakce probiha kvantitativné.

Kyselina pimelova byla pouzita jako vnitini standard
pro plynové chromatografické stanoveni kyseliny adipové.
Ve formé vodného roztoku byla kyselina pimelova prida-
vana k definovanému objemu homogenizované reakéni
smési, roztoku reakcéni smési v kyseliné mravenci, ktery
byl dale zpracovéavan tak, jak bylo jiz uvedeno. Po esterifi-
kaci obou kyselin byl ze smési odpafen ether a vzorek
nafedén pro GLC analyzu definovanym objemem metha-
nolu.

Pfesnost metody

Ke stanoveni obsahu kyseliny adipové v analyzo-
vanych vzorcich byla pouzita kalibracni metoda s kons-
tantnim obsahem kyseliny pimelové jako vnitiniho stan-
dardu (ISTD2, cit.”*). Spolehlivost stanoveni kyseliny adi-
pové ve smésich s 1,4-diaminobutanem a prepolymerem
polyamidu 4,6 s obsahem kyseliny adipové v susiné 0,5 az
100 rel.% podle vypracovaného postupu dokumentuje
tabulka 1. 100 rel.% kyseliny adipové v susiné odpovida
reakéni nasadé, tedy soli kyseliny adipové s 1,4-di-
aminobutanem, v niz je kyselina adipova zastoupena
62,4 hm.%. Z tabulky je zifejmé, ze vypracovany postup
velmi dobfe vyhovuje pro analyzy polykondenzacnich
smési se stupném konverze kyseliny adipové 0-97 %
(odpovida obsahu kyseliny adipové v modelovych vzorcich
100-3 rel.%). Pii konverzi kyseliny adipové 98-99,6 % je
chyba stanoveni, ziejmé v disledku rozdilnych extrakc-
nich koeficientd kyseliny adipové a pimelové pfi jejich
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Tabulka I
Stanoveni kyseliny adipové v modelovych smésich kyseliny
adipové, 1,4-diaminobutanu a prepolymeru polyamidu 4,6

Obsah kyseliny adipové v modelovych smésich

navazka vytéznost navazka vytéznost

[rel.%)] [%] [rel.%)] [%]
04 92,5 39,9 98,9
1,1 91,5 50,3 99,5
2,1 95,4 60,0 99,2
3,0 101,5 70,1 98,7
4,2 98,4 79,8 98,9
8,1 100,8 89,9 101,1
16,1 99,6 100 99,9

nizkych koncentracich v modelovych vzorcich, vyssi, ne-
presahuje vSak 9 %.

Opakovanou analyzou riznych vzorku stejné¢ho sloze-
ni bylo zjisténo, ze reprodukovatelnost metody je pro hla-
dinu vyznamnosti 0,05 vyssi nez 95 %.

Zavér

Je popsana metoda stanoveni obsahu kyseliny adipo-
vé v produktu jeji polykondenzace s 1,4-diaminobutanem,
pfi niZ je z roztoku reakéni smési izolovéana extrakei kapa-
lina-kapalina, esterifikovana diazomethanem a jeji dime-
thylester stanoven plynovou chromatografii. Tato metoda
je univerzalni a lze ji vyuzit pro analyzu reakéni smési
obsahujici kyselinu adipovou v rozmezi 0,5 az 100 rel.%
ve vodném prostiedi.

Tato prace byla reSena jako soucast vyzkumnych za-
meéru J 19/98:223 100002 a MSM 604 613 7302.
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Uvod

Zdravi lidské populace je ovliviiovano kvalitou potra-
vin, kterd je zase v pfimé souvislosti s jakosti surovin
a pouzitou technologii vyroby. Je velice dulezité, aby po-
traviny byly zdravotné nezdvadné a odpovidaly deklarova-
nému slozeni. Zde je tieba vzit v ivahu i mnozstvi a zpu-
sob pouziti dané potraviny, hlavné v piipad¢, ze je potravi-
na soucasti détské vyzivy. Kakaovy prasek je casto prida-
van do potravin urCenych hlavné détem. Kakaovy prasek
je nejen vyrobkem, avSak v potravinafském priimyslu na-
chézi pouziti i jako surovina. Pfi vyrobé ¢okolady se tra-
di€n€ vychézi z kakaové hmoty. Ke kakaové hmot€ se pak
pridava cukr, kakaové maslo, pfipadné jeho néhrady.
V posledni dobé se vSak dostava do popfedi i technologie
cukrovinek z kakaového prasku. V tom ptipad¢ je vychozi
surovinou kakaovy praSek, cukr a ndhrady kakaového
masla. Objem vyroby hmot a cukrovinek z kakaového
prasku je srovnatelny s objemem vyroby cokolady. Posled-
ni dobou se na trhu, krom¢ tradi¢nich instantnich smési
typu Granko, objevuji riizné smési kakaa. Mohou to byt
smési kakaa s cukrem, nebo tzv. kakaa na peceni, jejichz
deklarované slozeni je kakaovy praSek, mlécny cukr
a modifikovany pSeni¢ny Skrob.

Také muze dochazet k falSovani resp. fedéni kakaové-
ho prasku rdznymi polysacharidy, coz jiz bylo zjisténo
Statni zemédélskou a potravinarskou inspekci (SZPI)
(WWWw.szpi.gov.cz).

V Ceské republice plati vyhlaska &. 76/2003 Sb., ktera
provadi zakon ¢. 110/1997 Sb., ve znéni pozd¢jsich pred-
pist. Podle ustanoveni § 15 pism. d) vyhlasky ¢.76/2003
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Sb., kterou se stanovi pozadavky pro pftirodni sladidla,
med, cukrovinky, kakaovy prasek a smési kakaa s cukrem,
¢okolddu a cokoladové bonbony, se kakaovym pras-
kem (kakaem) rozumi-— potravina ziskand z praZe-
nych kakaovych bobi zbavenych slupek, upravenych do
formy prasku, obsahujici nejmén¢ 20 % kakaového maés-
la v susin¢ a nejvySe 9 % vody. V § 17 této vyhlasky je
uvedeno, ze kakao se oznaci slovy ,,se sniZenym obsahem
tuku® v ptipadé€, ze obsah kakaového masla je nizsi nez
20 hm.% zcelkové suSiny. Na obale se oznaci udaje
o skute¢ném obsahu kakaového masla. V piiloze ¢. 7 této
vyhlasky jsou uvedeny fyzikalni a chemické pozadavky na
jakost kakaového prasku (obsah tuku a vlhkost).

7 wr

Experimentalni ¢ast

Byl zpracovan soubor 81 vzorkii kakaového prasku
nakoupenych prevazné ve spotiebitelské siti v CR.
U vSech vzorkd byla naméfena spektra v blizké i stfedni
infracervené oblasti. Déle byl u vSech vzorkli stanoven
obsah tuku podle Soxhleta a vlhkost.

Infracervena spektroskopie v blizké
oblasti

Infracervena spektra v blizké oblasti byla zméfena
spektrometrem NIR Systems 6500 (Perstorp Analytical
Company, USA) a vyhodnocena programem NIR3 verze
3.10 Infrasoft International (ISI). Pfistroj NIR Sys-
tems 6500 je disperzni spektrometr vybaveny miizkovym
monochromatorem. Pfistroj je jednopaprskovy (systém
scan standard/scan sample) a pozadi bylo stanoveno na
keramicky standard. Spektra byla méfena ve spektralnim
rozsahu 400-2500 nm pfi rozliSeni 2 nm a poctu skend 36
pro jedno méteni. Pred kazdym méfenim vzorku bylo mé-
feno pozadi dvanacti skeny a po méfeni vzorku tfemi ske-
ny. Vzorky byly méfeny v modu reflektance v cele zvané
Small Ring Cup. Od kazdého vzorku byla namétena vzdy
3 spektra.

Infracervena spektroskopie ve stfedni
oblasti

Infracervena spektra byla zaznamenana spektromet-
rem Bruker IFS-55 (Bruker, SRN) s ATR —celou
(diamant) a technikou jednoduché reflektance. Pfistroj je
vybaven detektorem DTGS a dé€li¢em paprsku KBr. Spekt-
ra byla méfena ve spektralnim rozsahu 4000400 cm™.
Parametry méfeni byly zvoleny: rozliSeni 8 cm™', podet
akumulaci spektra 128, apodizace trojuhelnikova funkce,
vzorek byl proméfen pétkrat a do modelu byla zatazena
vSechna naméfena spektra.

Stanoveni vlhkosti

U vSech vzorkil byla stanovena vlhkost susenim podle
normy CSN 56 0146 (cit.") po dobu 2 az 3 h pti 105 + 2 °C.
Rozdil mezi dvéma soubéznymi stanovenimi nebyl vétsi
nez 0,20 %.



Chem. Listy 99, 821 — 824 (2005)

Stanoveni obsahu tuku podle Soxhleta
Extrakce podle tuku byla provadéna petroletherem

p-a. (destilacéni rozmezi 40—60 °C) na pfistroji Soxtherm

2000 automatic (Gerhardt, SRN) s nasledujicim progra-

mem:

doba varu: 1h 30 min,

redukce rozpoustédla A: 5 x 15ml,

doba extrakce: 2h 30 min,

redukce rozpoustédla B: 25 min,

redukce rozpoustédla C: 9 min.

Rozdil mezi dvéma soub&znymi stanovenimi nebyl

vétsi nez 0,20 %.

Extrakce vysokomolekuldrnich latek
a stanoveni jejich monosacharidového
slozeni

Vzorky byly nejprve odtuénény extrakci podle So-
xhleta petroletherem® a nasledn& z nich byly extrahovany
vysokomolekularni latky’. Extrakty byly hydrolyzovany
Saemanovou hydrolyzou® a derivatizovany™®. Vzniklé
alditolacetaty byly analyzovany plynovou chromatografii
na chromatografu GC 6000 Vega series 2 (Carlo Erba In-
struments, Italie) se splitem 1:60 a FID detektorem. Sepa-
race probihala na koloné¢ DB-225 (30 m x 0,25 mm X
0,15 um, vyrobce: J & W Scientific Products, Némecko)
s teplotnim programem:
pocatecni teplota: 200 °C,
narst teploty: 40 °C min™',
prostiedni teplota: 220 °C po dobu 14 min,
narast teploty: 20 °C min ™",
konecna teplota: 230 °C po dobu 1 min.
Jako nosny plyn byl pouzit vodik.

Vysledky a diskuse

NIR spektroskopie

Naméfend spektra byla statisticky vyhodnocena pro-
gramem WINISI II, pro kalibraci byla pouzita modifikova-
nd metoda nejmensich castecnych ctverci (MPLS). Pri
zpracovani NIR dat se vétSinou pouziva vicenasobna line-
arni regrese, jejimz vysledkem je rovnice kalibracni kiivky
a korelac¢ni koeficient, ktery charakterizuje linearni vztah
mezi zavislou proménou a linedrni kombinaci sady neza-
visle proménnych kalibra¢ni fady. Korelacni koeficient
(R?) vypovida o kvalité regresni zavislosti mezi laborator-
nimi hodnotami a hodnotami pifedpovédénymi pomoci
NIR spektroskopie. Zavislost s korelacnim koeficientem
0,95-0,99 se povazuje za velmi silnou. Zavislost
s korelacnim koeficientem 0,80-0,94 je povazovana za
dosti silnou a korelaéni koeficient v rozmezi 0,50-0,79
poukazuje na stfedné silnou zavislost. Je-li hodnota kore-
la¢niho koeficientu nizsi nez 0,50, je tato zavislost povazo-
vana za bezvyznamnou. Dal§im ukazatelem uspéSnosti
kalibrace je kalibra¢ni koeficient variace (relativni chyba
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Tabulka I
Vysledky kalibrace pro parametry obsah tuku a vlhkost
Parametry X, [%] SEC [%] R® CCV [%]
Obsah 14,1019  0,4256 0,9921 3,0180
tuku
Vlhkost  3,7253 0,0481 0,9965 1,2912
1
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Obr. 1: Trojrozmérny graf znazoriujici vzdalenosti globalni-
ho H souboru kakaovych praska

kalibrace, CCV). Za dobrou kalibraci jsou povazovany
vysledky CCV okolo 10 % a jako velmi spolehliva se
oznacuje kalibrace, u niz se dosdhlo hodnoty CCV mensi
nez 5 %. Hodnoty CCV se vypocitaji podle vzorce:

CCV = (SEC/ X,) . 100 [%]
SEC je standardni chyba kalibrace vypoctena programem
WINISI II, X, je primérnd laboratorni hodnota zméfena
nezavislou metodou.

V tabulce I jsou uvedeny vysledky kalibrace pro para-
metry obsah tuku a vlhkost.

Z hodnot R* pro oba parametry vyplyva, 7e se jedna
o velmi silnou zavislost mezi analyticky stanovenymi hod-
notami a hodnotami predpovédénymi NIR spektroskopii.
Hodnoty CCV ukazuji na velmi spolehlivy kalibra¢ni mo-
del. Rozsah namétenych vlhkosti se pohyboval v intervalu
2,43-5,18 %, coz jsou hodnoty vyhovujici vyhlasce
76/2003 Sb., ktera povoluje maximalné 9,0 % vlhkosti.

Spektra kakaovych praskdi byla téz vyhodnocena
podle Mahalanobisovy vzdalenosti H, coz je vlastn¢ statis-
tickd mira vzdalenosti spektra od primérného spektra (GH
globalni) nebo mira vzdalenosti sousednich spekter (NH
sousedni). Pokud by hodnota H piesahovala &islo 3, pak
spektra nevytvafti soubor a jsou pfili§ odlehla. Na obr. 1 je
trojrozmérny graf, ktery zobrazuje vzdalenosti GH soubo-
ru kakaovych prasku. Z tohoto obrazku plyne, Ze vzorek
Cislo 41 kakaového praSku lezi mimo soubor, coz mize
byt zplsobeno tim, Ze tento vzorek obsahuje pouze 3,74 %
tuku. Vzorek €. 41 se také lisi ve sloZzeni a mnozstvi poly-
sacharidu, coz je podrobnéji rozebrano v odstavci o FT-IR
spektroskopii.
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FT-IR spektroskopie

Naméfena spektra byla v oblasti vino&ta 1200-800 cm™
upravena a zpracovana v programu GNU Octave, verze
2.1.36 (cit.”) analyzou hlavnich komponent. Cilem analyzy
hlavnich komponent (PCA) je transformace dat
z puvodnich proménnych (hodnoty absorbanci naméie-
nych spekter pfi vyznamnych vlnoctech) do mensiho poctu
latentnich proménnych, které popisuji vétsi ¢ast promeénli-
vosti ptivodnich dat. Vysledky analyzy PCA jsou uvedeny
na obr. 2 (graf komponentniho skoére), kde kazdy bod
v grafu predstavuje jedno zredukované spektrum kakaové-
ho prasku. I zde je vzorek Cislo 41 odlisny od ostatnich,
lezi v zaporné oblasti PC2 (vlevo od osy PC2).
V rozptylovém grafu komponentniho skore byly objekty
rozttidény do shlukt a v grafu komponentnich vah (obr. 3)
neboli zatézi by mély byt nalezeny vzajemné vazby
(korelace) proménnych. V grafu komponentnich zatézi je
patrné vyrazné minimum komponenty PC2 pii 987 cm™.
V oblasti 1200-800 cm™' se vyskytuji pasy odpovidajici

PC4 (5%)

vzorek €. 41

.

PC2 (12%)

Obr. 2: Graf komponentniho skoére pro FT-IR spektra

y

Obr. 3: Graf komponentnich zatéZi; y — komponentni zatéz,
—PCl, PC2, ———-PC3,- - -PC4,-.— PC5
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Obr. 4. Spektra kakaovych praski a bramborového Skrobu

polysacharidiim. Pfi pohledu na obr. 4 jsou patrné rozdily
mezi vzorkem €. 41 a spektrem primérného vzorku kakaa.
Ze spektra vzorku &. 41 v oblasti 1200 az 800 cm™' je moz-
no usoudit, ze vzorek ma ve srovnani s ostatnim souborem
vys$si obsah Skrobu. Pro porovnani je na obr. 4 uvedeno
také spektrum bramborového skrobu, které vykazuje shody
pfi vinovych délkach 1149 cm™, 1076 cm™, 930 cm™,
852 cm™, 760 cm™ a 706 cm ' se spektrem vzorku kakaa
¢. 41. Zvysena pritomnost Skrobu byla potvrzena analyzou
vodného extraktu vzorku €. 41. Extrakce a analyzy vyso-
komolekularnich latek jesté¢ nejsou dokonceny u vsech
vzorku, proto byly pro porovnani se vzorkem 41 vybrany
vzorky 1 az 10. Vytézek extrakce vzorku 41 byl 24 %
a prumérny vytézek extrakce vzorkl 1 az 10 byl 6 %. Ex-
trakt vzorku 41 obsahoval 86 % glukosy, z porovnani
s uz§im vybérem vzorkl 1 az 10, které obsahovaly pri-
meémeé 33 % glukosy, je patrné, ze obsah glukosy vzrostl
vice nez 2,5krat.

Zavér

Spektroskopické techniky ve spojeni s multivariacni
analyzou se jevi jako velice uZite¢né pii analyze kakaové-
ho prasku. Byla zapocata kalibrace NIR spektroskopu po-
moci obsahu tuku a vlhkosti. Dal§imi parametry pro kalib-
raci by mohl byt obsah dusiku, methylxanthin®, uronovych
kyselin nebo neutrdlnich cukrii. FT-IR spektra v oblasti
vlno&ti 1200-800 cm™" byla vyhodnocena metodou hlavni
komponenty. Predpokladame, Ze vétSina rozdili mezi
vzorky je zptuisobena slozenim neutralnich cukru.

Prdace byla namérena v ramci projektu MSM
6046137305.

Seznam pouzitych zkratek

A absorbance
ATR zeslabena tUplnad reflektance (Attenuated Total
Reflectance)
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CCV  Kkalibracni koeficient variace

FID plamenovy ioniza¢ni detektor

FTIR  infracervena spektroskopie s Fourierovou trans-
formaci

GH Mahalanobisova vzdalenost — globalni

H Mahalanobisova vzdalenost

MPLS modifikovana metoda nejmensich c¢aste¢nych
Ctvercl

NH Mabhalanobisova vzdalenost — sousedni

NIR blizka infracervena oblast

PC principal component, hlavni komponenta

PCA principal component analysis, analyza hlavni
komponenty

R’ korelaéni koeficient

SEC standardni chyba kalibrace vypoctena progra-
mem WINISI II

X, primérna laboratorni hodnota zméfena nezavis-
lou metodou

y komponentni zatéz

v vlnocet
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A. Triléova®, J. Copikova®, M. A. Coimbra®, A. S.
Barros”, H. K¥istkova®, L. Egert' and A. Synytsya®
(“Department of Carbohydrate Chemistry and Technology,
Institute of Chemical Technology, Prague, Czech Repub-
lic, "Department of Chemistry, University of Aveiro,
Aveiro, Portugal): Application of Infrared Spectroscopy
in Cocoa Powder Quality Monitoring

At present the use of reliable control methods for
checking the label quality of food becomes very important.
The article describes the results of common analytical
methods, near-infrared spectrometry and Fourier transfor-
mation infrared spectrometry applied to cocoa powder.
The two spectrometric techniques are statistically proc-
essed allowing the quality monitoring.
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Nomenklatura a terminologie

NOMENKLATURA A TERMINOLOGIE

DOPORUCENI IUPAC

In this document, we define a data exchange format
initially formulated from discussions of an IUPAC limited-
term task group at the 35th Royal Society of Chemistry —
ESR conference in Aberdeen 2002. The definition of this
format is based on the IUPAC Joint Committee on Atomic
and Molecular Physical Data Exchange (JCAMP-DX)
protocols, which were developed for the exchange of infra-
red spectra and extended to chemical structures, nuclear
magnetic resonance data, mass spectra and ion mobility
spectra. This standard of the JCAMP-DX was further ex-
tended to cover year 2000 compatible date strings and
good laboratory practice and the next release will cover the
information needed for storing n-D data sets. The aim of
this paper is to adapt JCAMP-DX to the special require-
ments for EMR, electron magnetic resonance.

Otiskujeme synopsi navrhu z oboru chemické infor-
matiky, ktery byl pfipraven komitétem IUPAC pro tiSténé
a elektronické publikace. Navrh je nyni uréen k posouzeni
a kritice chemické vefejnosti. Zajemci o blizsi informace
¢i o text navrhu se mohou obrétit na adresu Narodniho
sttediska IUPAC v Ceské republice:

Ing. Jaroslav Kahovec, CSc.

Ustav makromolekularni chemie AV CR

Heyrovského nam. 2,

162 06 Praha 6

tel. 296 809 322, fax 296 809 410, e-mail kah@imc.cas.cz

Navrh je téz vystaven na webové strance [IUPAC na adrese
http://www .iupac.org/reports/provisional/index.html
Pripominky k néavrhu je tfeba zaslat do 31. ledna 2006 na
adresu:

Prof. Robert J. Lancashire

University of the West Indies

Department of Chemistry

Mona Campus

Kingston 7,

Jamaica

E-mail: robert.lancashire@uwimona.edu.jm
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XML-based IUPAC Standard for Experimen-
tal, Predicted, and Critically Evaluated Ther-
modynamic Property Data Storage and Cap-
ture (ThermoML)

ThermoML is an XML-based emerging IUPAC stan-
dard for storage and exchange of experimental, predicted,
and critically evaluated thermophysical and thermochemi-
cal property data. The basic principles, scope, and descrip-
tion of all structural elements of ThermoML are discussed.
ThermoML covers essentially all thermodynamic and
transport property data (more than 120 properties) for pure
compounds, multicomponent mixtures, and chemical reac-
tions (including change-of-state and equilibrium reac-
tions). Representations of all quantities related to the ex-
pression of uncertainty in ThermoML conform to the
Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement
(GUM). The ThermoMLEquation schema for representa-
tion of fitted equations with ThermoML is also described
and provided as Supporting Information together with
specific formulations for several equations commonly used
in the representation of thermodynamic and thermophysi-
cal properties. The role of ThermoML in global data com-
munication processes is discussed. The text of a variety of
data files (use cases) illustrating the ThermoML format for
pure compounds, mixtures, and chemical reactions, as well
as the complete ThermoML schema text, are provided as
Supporting Information.

Otiskujeme synopsi navrhu z oboru chemické infor-
matiky, ktery byl pfipraven komitétem I[UPAC pro tisténé
a elektronické publikace. Navrh je nyni urcen k posouzeni
¢i o text ndvrhu se mohou obrétit na adresu Néarodniho
stiediska [UPAC v Ceské republice:

Ing. Jaroslav Kahovec, CSc.

Ustav makromolekularni chemie AV CR

Heyrovského nam. 2,

162 06 Praha 6

tel. 296 809 322, fax 296 809 410, e-mail kah@imc.cas.cz

Navrh je téz vystaven na webové strance [UPAC na adrese
http://www .iupac.org/reports/provisional/index.html
Pripominky k navrhu je tfeba zaslat do 31. ledna 2006 na
adresu:

Michael Frenkel

National Institute of Standards & Technology
Physical and Chemical Properties Division, 838
325 Broadway

Boulder, CO 80305-3328

USA

E-mail: frenkel@boulder.nist.gov



Asociace ¢eskych chemickych spole¢nosti
a Asociacia slovenskych chemickych a farmaceutickych spolo¢nosti
ve spolupraci se spolecnosti
Spolek pro chemickou a hutni vyrobu a.s.
a
Univerzitou J. E. Purkyné v Usti nad Labem
poradaji

58. Sjezd
chemickych spole¢nosti

4.—8. 74k 2006, Usti nad Labem

826



Odborna skupina organické, bioorganické a farmaceutické chemie CSCH

Sbornik abstraktu

Konference

Pokroky v organicke, bioorganické
a farmaceuticke chemii

40. Konference 18. - 20. listopadu 2005

redakce sborniku
Irena Valterova, Vladimir Pouzar a Pavel DraSar



Organizatofi konference si dovoluji uvést na tomto ¢estném misté firmy a instituce, které
vyznamnou mérou pomohly k uskutecnéni této tradicni akce. Budiz jim za to v této forme vysloven
dik.

3

casopis Collection of Czechoslovak Chemical Communications
¢asopis Chemické listy
IVAX Pharmaceutical, spol. s r. 0., Opava
Zentiva, a.s., Praha
Merck, spol. s r.o., Praha
SciTech, spol. s r.o., Praha
Sigma-Aldrich, spol. s r.o., Praha
Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Praha
Vysoka Skola chemicko-technologicka, Praha

3



Chem. Listy 98, 827-878 (2004)

PYRIDINIOVE SOLI ESTROGENU A DERIVATY o-(1-
FENYL-5-TETRAZOLYLSULFANYL)HEPTYL-
ETHERU ESTROGENU: NOVE SLOUCENINY
S ANTIMYKOBAKTERIALNI AKTIVITOU

JAN ADAMEC’, RAINER BECKERT", DIETER WEIR",
VERA KLIMESOVA?, JARMILA KAUSTOVA®
a KAREL WAISSER®

“Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceutickd
Sfakulta v Hradci Krdlové, Univerzita Karlova v Praze,
Heyrovského 1203, 500 05Hradec Kraloveé, blnstitutﬁir
Organische Chemie und Makromolekulare Chemie der
Friedrich-Schiller-Universitdt Jena, Lessingstr. 8, D- 07743
Jena, ‘Statni zdravotni ustav se sidlem v Ostravé, Oddéleni
pro diagnostiku Mycobakterii, Laborator pro Mycobacterium
kansasii, Partyzanské nam. 7, 702 00 Ostrava
adamec@faf-cuni.cz, Rainer.Beckert@uni-jena.de;
Jjarmila.kaustova@zuova.cz

o-Pyridiniumheptylethery estrogenu byly syntetizovany
jako sloueniny s potencilni antimykobakterialni aktivitou'.
3-Hydroxy-estra-1,3,5(10)-trien-17-on reaguje s prebytkem
a,o-dibromheptanu za vzniku 3-(®-bromoheptyloxy)-estra-
1,3,5(10)-trien-17-onu. Naslednou reakci s pyridinem se ziska
pfislusna  bromidova  sil  zadané  steroidni  ®-
pyridiniumheptylové slouceniny (stejné reakci byly také
podrobeny benzylsulfanylderivaty pyridinu). Dale byly
pfipraveny derivaty w-(1-fenyl-5-tetrazolylsulfanyl)heptyl-
etheri estrogentl reakei 3-(w-bromoheptyloxy)-estra-1,3,5(10)-
trien-17-onu s pfislusnym 1-fenyl-5-tetrazolylthiolem®® za
pouziti triethylaminu jako baze.

Antimykobakterialni aktivita byla testovana in vitro na
kmenech Mycobacterium tuberculosis, M.kansasiii a M.avium.

Tento projekt byl uskutecnen za ﬁnaycvni podpory: vyzkumny
zamér MSM 0021620822, grant FRVS 42/G6/2005 a Deutsche
Forschungsgemeinschaft SFB 436.
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SYNTHETIC STUDIES LEADING TO HELICALLY
CHIRAL COMPOUNDS

ZUZANA ALEXANDROVA, IVO STARY", IRENA G.
STARA", PETR SEHNAL, and DAVID SAMAN

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

alexa@uochb.cas.cz

We have recently disclosed an original approach to
helically chiral compounds that is based on intramolecular
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[2+2+2] cycloisomerization of aromatic triynes under cobalt(I)
catalysis'. Utilizing this synthetic methodology we prepared a
variety of helically chiral compounds (P,S)-(+)-4-6 and
(M,S)-(-)-8. We focused on stereoselective cyclization of
substituted triynes containing asymmetric carbon atom®. In the
case of the cyclization of triyne (S)-(-)-3 we obtained
compound (P,S)-(+)-6, whose structure was derived from
helicenes®, with excellent diastereoselectivity (100 % de).
Efforts aimed at structural modifications leading to
enhanced diastereoselectivity are currently under way.

CpCo(CO),
PPh,

( (P,S)-(+)-4 dr= 73:27 (72 %)
(S)-(-)-2 R=H R,=CH,0 (P,S)-(+)-5 dr= 83:17 (58 %)
(S-()3 Ry=R,=H (P.S)-(+)-6 dr=100:0 (66 %)

(0]
CpCo(CO), Q‘ Ph
PPh MeO: O

3
@,‘
(M,S)-(-)-8 dr=84:16 (95%)

Supported by the Grant Agency of the Czech Republic (Reg.
No. 203/02/0248), Ministry of Industry and Trade/Zentiva
(Reg. No. FI-IM/073), and Ministry of Education, Youth and
Sports (Center for Biomolecules and Complex Molecular
Systems, Reg. No. LC05A457).
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SYNTEZA NOVEHO TYPU NEI}ACEMICKYCH
HELICENUM PODOBNYCH LATEK SE DVEMA
CHIRALNIMI CENTRY

ANGELINA ANDRONOVA, IRENA G. STARA*
aIVO STARY*

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

Heliceny jako inherentné chiralni latky jsou potencional-
né zajimavé pro vyuziti napf. v enantioselektivni katalyze ¢i
pii pfipravé novych materiali. Ukazuje se, ze $ir$i aplikaci
zatim brani jejich obtizna dostupnost v neracemické formé.
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Latka 5 byla pfipravena pomoci asymetrické syntézy,
jejiz principy jsme nedavno publikovali'. Pouzita strategie je
zalozena na diastereoselektivni [2+2+2] cykloisomerizaci
triynt®® katalyzované komplexy Co'. Ukazali jsme, Ze tento
postup je vhodny i pro pfipravu neracemickych molekul s
helikalnim uspofadanim obsahujicich se dva dihydroazepinové
kruhy.  Syntéza vychazi z komer¢né dostupného
jodfenylmethanolu 1, ktery po Sonogashirové homocouplingu
poskytuje ve vysokém vytézku diol 2. Ten je pfeveden na
neracemicky triyn (R,R)-4 Mitsunobu reakci se sulfonamidem
(R)-3. Klicovym krokem syntézy je cykloisomerizace triynu
(R,R)-4 v ptitomnosti CpCo(CO), za vzniku neracemického
produktu (?,R,R)-5. Urceni stereochemického prubéhu reakce
stejn¢ jako konverze (?,R,R)-5 na substituovany derivat
pentahelicenu jsou pfedmétem dalsiho studia.

o
@VOH =@
i Pd(PPh,),, Cul | |

AN R

DIAD, PPh,

Ts
Y

CpCo(CO),, PPh,

Il
SRR

(RR)-4

(?.R.R)-5

Schema 1

Podporovino Grantovou agenturou Ceské republiky (¢,

grantu 203/02/0248), Ministerstvem priumyslu a obchodu/

Zentiva (¢. grantu FI-IM/073) a Ministerstvem Skolstvi,

mlddeze a télovychovy (Centrum pro biomolekuly, a komplexni

molekularni systémy, reg. ¢. LC05457).
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2,2'-DIBROM-1,1'-BIINDAN: PRIPRAVA, REAKCE A
TEORETICKA STUDIE

ONDREJ BASZCZYNSKI a JAROSLAV KViCALA

Ustav organické chemie, Vysoka skola chemicko-
technologicka v Praze, Technickad 5, 166 28 Praha 6;
baszczyo@vscht.cz
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C,-symetrické heteroslouceniny patii mezi perspektivni
chiradlni ¢inidla a ligandy. Kli¢ovym krokem pro jejich
ptipravu je regio- a stereoselektivni hydroborace cyklickych
dient'?.

Schema 1. i CBry, PPh;; ii 1. Mg, 2. RXCl,; iii MsCl, NEt5; iv NaBr,
DMF; v Ph,YLi

Reakei 3,3'-biindenu s thexylboranem a néslednym
oxidativnim zpracovanim reakéni smeési vznika piednostné
racemicky (1R*,1'R*2R*2'R*)-1,1'-biindan-2,2'-diol I. Jeho
bromace smési trifenylfosfin-tetrabrommethan  poskytla
racemicky (1R*,1'R*25%2'S*)-2 2'-dibrom-1,1'-biindan I
jako hlavni sterecoisomer v pfijatelném vytézku. Bromace
odpovidajiciho mesylatu III NaBr v DMF byla neaspésna.
Vznikly racemicky dibromid II byl transformovan na
odpovidajici bifunkéni Grignardovo ¢inidlo a reagovan se sérii
bifunkénich elektrofili na C,-symetrické heteracyklopentany
V, zatimco mesylat III poskytl diheteroslouceniny IV.

Klicem pro identifikaci jednotlivych stereoisomert
dibromidu II bylo porovnani experimentilné ziskanych 'H
NMR spekter se spektry vypoctenymi pomoci DFT metod.

Deékujeme Grantové agenture Ceske: republiky (Grant ¢.
203/03/0496) a Ministerstvu Skolstvi Ceské republiky (Projekt
¢ MSM223100001) za financni podporu tohoto projektu.

LITERATURA

1. Zhu G., Cao P., Jiang Q., Zhang X.: J. Am. Chem. Soc.
119, 1799 (1997).

2. Yang X., Shen J., Da C. Wang H., Su W., Liu D., Wang
R., Choi M.CK., Chan A.S.C., Tetrahedron Lett. 42,
6573 (2001).

SYNTEZA POLOHOVYCH IZQMEBﬁ DERIV,ATf[
B-CYKLODEXTRINU K NAVAZANI NA POREZNi
KREMIK PRO CHEMOSENZORICKE APLIKACE

ANTONIN BERAN a JINDRICH JINDRICH

Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédecka fakulta
Univerzity Karlovy v Praze, Hlavova 8, 128 43, Praha 2
Jjindrich@natur.cuni.cz
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Cyklodextriny' (CD) jsou cyklické oligosacharidy ve
tvaru komolého kuzele s vnitfni dutinou, jejichz vyznamnou
vlastnosti je schopnost vytvafet komplexy s riznymi
organickymi molekulami. Komplexaci se méni mimo jiné
i spektralni vlastnosti obou latek. Proto je mozné vyuzit CD
pro chemosenzorické aplikace.

Porézni kifemik (PS) po ozafeni, pfi laboratorni teploté,
vyzaiuje fotoluminiscenéni zafeni>. Ukotvenim CD na PS se
jeho povrch stabilizuje a vzhledem ke komplexaénim
vlastnostem CD je mozné pfi interakci s analytem pozorovat
specifickou spektralni odezvu. Pfi tom mulze hrat roli
prostorova orientace CD, délka pfipojovaciho raménka
a zpusob jeho ukotveni.

1
1

\ { ~“OCH,COOH + /\(\yr’]“Hz
HOBt,DCC
DMAP.HCI

E =
o 7?2 o
Kfo
¢y NH
AN n

Cilem této prace bylo syntetizovat polohové izomery
B-CD, kdy v polohach 2-0-, 3" -O- a 6"-O- budou navazany
rizné dlouhé linearni aminy’® s terminalni dvojnou vazbou,
ktera bude slouzit k ptipojeni na PS.

Projekt je podporovan grantem GAUK 424/2004/B-CH/PFF.
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TRANSFORMACE ISOTHIU'RONIOVYCH SOLi
PYRROLIDIN-2-ONU: NOVA MOZNOST,
KONSTRUKCE THIAZOLIDINDIONOVEHO CYKLU

LUDMILA HEJTMANKOVA®, JIRi HANUSEK®
a MILOS SEDLAK"

“Vyzkumny ustav farmacie a biochemie, Dolni Mécholupy 130,
102 01 Praha; bKatedra organické chemie, FCHT, Univerzita
Pardubice, Cs. legii 532 10 Pardubice
Ludmila.Hejtmankova@zentiva.cz

Thiazolidindiony, I, jsou jednou z nejperspektivnéjSich
skupin 1€kt k 1écbé diabetu 2. typu. Na trh byla prvni latka
tohoto typu uvedena vroce 1997. Latky cilené ptisobi na
inzulinovou resistenci, tedy zvysuji citlivost k inzulinu. Jsou
fazeny do nové skupiny tzv. inzulinovych senzitizérti. Mohou
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také snizovat tvorbu glukozy v jatrech. Prvni G¢innou latkou
z této skupiny byl Troglitazon, Ia, ktery byl vSak po tfech
letech stazen z diivodu hepatotoxicity. V Ceské republice jsou
v souCasnosti  registrovany dvé latky této  skupiny,
Rosiglitazon, Ib a Pioglitazon, Ic (Schéma 1).

CHs CHs

HsC .

s NH C

RO \<o HO Hz
1 CH,
R=Ia

‘ X

CHy M2 NT O

R=1Ib R=Ic

Schéma 1

V nasi laboratofi jsme navrhli a ovéfili novy zpisob
konstrukce thiazolidinonového cyklu: reakci thiomocoviny se
substituovanymi  3-brom-1-fenylpyrrolidin-2-ony  vznikaji
nejprve odpovidajici isothiouroniové soli 11, které nasledné
v bazickém prostiedi kvantitativné podléhaji transformacni
reakci za vzniku iminiothiazolidinonového cyklu I

(Schéma 2).
= 0
X ©) SN ON-NR
=
N s NHR O s AI NH
\( Br L~ N s
NH, H
n m
Schéma 2

Prdce byla podporena projektem MSMT CR, MSM 002 162
7501.
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UREA-BASED FLUORESCENT ANION RECEPTOR

MICHAL BOZON*, MARTIN KAS*, KAMIL LANG",
and PAVEL LHOTAK®

“Department of Organic Chemistry, Institute of Chemical
Technology, Technicka 5, 166 28 Praha 6; bInstitute

of Inorganic Chemistry, Academy of Sciences of the CR,
250 68 Rez

bozonm@vscht.cz

New bis(ureido)calix[4]arene based fluorescent anion
receptor containing two pyrene units was prepared.
Its complexation properties towards chloride anion were
measured using the combination of 'HNMR, UV-Vis and
fluorescence spectroscopy.
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NH HN
OékNH HN#O
WILILY
XO g @]

Fluorescent spectra of the receptor in dichloromethane
exhibit remarkable changes on addition of the chloride anion —
monomer band intensity decreases, while the excimer band
intensity increases. The stoichiometry of complex (1:1) was
proven using the Job plot analysis and the corresponding
complexation constant was determined (K= 3,7x10° M
CH,Cl,, 25 °C).

This work is supported by the Grant Agency of the Czech
Republic (Grant No. 203/03/1566).

VYUZITI ZA§1UPNE NUKLEOFILNI SUBSTITUCE
(VNS) PRO PRIPRAVU 3,5-DISUBSTITUOVANYCH
INDOLU

JOSEF CERNY a STANISLAV RADL

ZENTIVA-VUFB a.s., Dolni Mécholupy 130, 10201 Praha 10
josef-cerny@zentiva.cz.
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Rada 3,5-disubstituovanych indolovi vykazuje vyznam-
né biologické aktivity. Pfikladem mohou byt antimigrenika ze
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skupiny triptanti. Obvykla syntéza téchto latek spociva ve
vyuziti Fisherovy indolové syntézy.

Nasim zamérem bylo vyvinuti alternetivni cesty vedouci
k ptipravé 3,5-disubstituovanych indolt. Prvnim krokem bylo
vyuziti zastupné nukleofilni subtituce (VNS)' pro piipravu
substituovanych acetonitrilovych derivati I. V nasledujicim
kroku byly tyto latky alkylaci® pfevedeny na intermediéty II,
nebo Knoevanegelovou kondensaci® na alkyliden derivaty II1.
Koneéné 3,5-disubstituované indoly IV byly pfipraveny
reduktivni cyklizaci latek I7 a IT1I.

Prdce byla podpoiena z grantu MPO CR FI-IM/073.
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SYNTEZA A VYUZITiON-DONORO}’YCH LIG{;NDITI
A JEJICH KOMPLEXU S IONTY PRECHODNYCH
KOVU

RADEK CIBULKA

Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze, Technickd 5,
16628 Praha 6
cibulkar@vscht.cz.

Jednu znejvétSich skupin organickych ligandt tvofi
slouceniny, které se koordinuji k iontu kovu prostiednictvim
atomu dusiku'. Donorovy atom dusiku je v takovych
slouCeninach obsazen nejcastéji ve formé aminoskupiny
(aminy, azacykly apod.), iminoskupiny (Schiffovy baze),
hydroxyiminoskupiny (oximy) nebo jako soucést heterocyklu
(derivaty pyridinu). Mezi nejzndméjsi dusikaté ligandy patii
dimethylglyoxim, 2,2’-bipyridin, fenanthrolin, cyklen, cyklam,
salen nebo porfyriny. N-donorové ligandy se vyuzivaji jako
analyticka ¢i extrakéni Cinidla, pro konstrukci homogennich
katalyzator, modelti metaloenzymu nebo se pfimo zcastiuji
dé&ju v organismech. Dusikaté ligandy rovnéz tvoti dilezitou
skupinu stavebnich blokd v supramolekularni chemii.

Alkyl(pyridin-2-yl)ketoximy I, jejichz piipravou
a studiem se dlouhodobé zabyvame v na$i laboratofi,
predstavuji  dusikaté chelatotvorné ligandy, ve kterych
vystupuje jako donorovy atom dusik pyridinu a dusik
hydroxyiminoskupiny (schéma 1). Koordinaci oximové
skupiny k iontim kovii dochazi ke snizeni pK, této skupiny o
nékolik fadi®. Toto zvyseni kyselosti zpuisobuje, Ze jiz pfi
neutralnim pH se koordinovana hydroxyiminoskupina
vyskytuje ptevazné v deprotonované formé, kterd je ucinnym
nukleofilem schopnym Stépit esterovou vazbu. Tato aktivace
nukleofilni skupiny tc¢inkem koordinace predstavuje analogii
aktivace hydroxylové skupiny zinkem v hydrolasach’. Proto
byly komplexy ketoximi I s ionty ptechodnych kovl vyuZity
k pifipravé metalomicelarnich systémi urychlujicich hydrolyzu
ester!. Krom& efektu aktivace oximové skupiny w&inkem
koordinace se v téchto systémech uplatiiuje také micelarni
katalyza.
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Schéma 1. Koordinace ionti kovii v alkyl(pyridin-2-yl)ketoximech

Ve snaze zvysit ucinnost téchto komplexid byla struktura
ketoximi  modifikovana  jednak  zavedenim  druhého
dusikového atomu na pyridinové jadro®, jednak zavedenim
kvarterni amoniové skupiny do postranniho fetézce ligandu®
(schéma 1). Vyzkum v této problematice nakonec vyustil ve
studium vztahu struktura vs hydrolyticka G¢innost u riznych
komplexti imino-oximovych ligandi.

Lipofilni derivaty alkyl(pyridin-2-yl)ketoximii byly
rovnéZ testovany jako ligandy pro selektivni extrakce iontd
kovii z vodnych roztoki do organickych rozpoustédel”®. Tyto
ligandy velmi dobfe transportuji ionty tvofici Etvercove

planarni komplexy (Cu?*, Pd*)). Na druhou stranu
netransportuji ionty Ni** tvofici oktaedrické komplexy.
Vazba substratu na volné vazebné misto iontu

prechodného kovu ve stabilnich komplexech predstavuje dalsi
moznou aplikaci N-donorovych ligandi. Timto zplisobem jsou
vazany ¢i aktivovany substraty v metaloenzymech. Komplex 2
obsahujici ve své molekule flavin kovalentné vazany ke
komplexu Zn** s cyklenem byl navrZen jako novy typ ve vods
rozpustného fotomediatoru (senzibilizatoru) s vazebnym
mistem pro substrat’. Flavinova &ast molekuly piedstavuje
chromofor snadno excitovatelny viditelnym zatenim. Po
excitaci se flavin stava silnym oxida¢nim ¢inidlem (pokud je
v redukované formé tak redukénim Ccinidlem) schopnym
intramolekularni a tedy efektivni vymény elektronii se
substratem  vazanym  reverzibilni koordina¢ni  vazbou
k cyklenové jednotce. Tento komplex byl testovan jako
mediator fotooxidace benzylalkohold® a jako model

fotolyasy .
N

2 H\_/‘H

Schéma 2. Interakce substratu s vazebnym mistem fotomediéatoru 2

substrat

N\)J\/_/\H
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NOVE IZOSTERYOANTIMYKOBAKTERIALNiCH
SALICYLANILIDU

RAFAEL DpLEZAL, KAREL WAISSER a LENKA
KUBICOVA

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci
Krdlové,Katedra anorganické a organické chemie,
Heyrovského 1203, 50005 Hradec Kralove,
dolezalr@faf-cuni.cz

Pii vyvoji novych 1éciv k volbé ptedlohové struktury se
pouziva struktura Uspé$ného 1éCiva, sledovani vedlejSich
vlastnosti 1é¢iv a dedukce ze systematického screeningu,
dedukce z farmakoforové analyzy. Méné casto se ptihlizi
k mechanismiim biologické aktivity. Nas§ pfistup sleduje
posledni myslenku. Antibaktrialni aktivita salicylanilidd ma
rozdilny mechanismus u¢inku, kterymi se odliSuje od vSech
pouzivanych antituberkulotik. V pfedchozich naSich pracich
jsme zavadéli substituenty do obou fenylti a dusikovy atom do
acylové i amidové ¢asti molekuly, pfipadné jsem zaménovali
v amidové Casti fenylu za rizné heterocykly nebo benzyl.

Piedlozené sdéleni si vzalo za cil: a) studovat N-3-
pyridylmethyl- salicylamidy (substituéni obmény byly
provadény na acylu), b) syntetizovat derivaty N-

benzylthiosalicylamidti, substituované na benzylu. Syntézy
prvni skupiny latek byly provadény piimou reakci kyseliny
salicylové (respektive substituované kyseliny salicylové) s 3-
aminomethylpyridinem. Reakce vedla ke dvéma produktiim,
ocekavaného  N-3-pyridylmethylsalicylamidu a  jemu
odpovidajiciho amidinu. V nékterych pfipadech byl amidin
ptrevladajicim produktem a N-3-pyridymethyllsalicylamid se
nam nepodafilo izolovat. Protoze antimykobakteridlni aktivita
ptipravenych latek nebyla vysokd, uvedeny smér vyzkumu
jsme opustili.

Protoze zaména oxoskupiny za thioxoskupinu je
zpravidla spojena se zvySenim antimykobakterialni aktivity,
vdruhé ¢asti studie jsme se ve€novali ptipravé N-
benzylsalicylamidim. Pro syntézu jsme pouzili postupl
vypracovanych na nasem pracovisti', jejichz hlavni piednosti
je, ze neni tieba blokovat hydroxyl. Substitu¢ni obmény jsme
provadéli na benzylu, a to podle fady navrzené Topplisem (H,
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4-CHj;, 4-Cl, 4-OCHj;, 3,4-Cl,). V dalsich postupech budeme
pokracovat az po ukonceni biologického hodnoceni latek..

D
C,

@ NH*CHZ
OH

yPVr

QC—NH—CHZ@R
OH

Projekt byl podporovin VZ MSMT 0021620822, a grantem
FRVS 42/G6/2005.
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VYUZITI CHIRALNICH PYRI})INIMIDAZOL}NON[ZJ
JAKO ENANTIOSELEKTIVNICH KATALYZATORU
ALLYLOVE OXIDACE A HENRYHO REAKCE

PAVEL DRABINA® a MILOS SEDLAK®

“Katedra organické chemie, fvakulta chemicko-technologicka,
Univerzita Pardubice, Nam Cs. legii 565, 532 10 Pardubice
pavel.drabina@upce.cz

Byly pfipraveny chirdlni pyridinimidazolinonové
ligandy, jejichz struktura je velmi podobna oxazolinovym
ligandim'. Tyto ligandy vytvafeji stabilni komplexy s
médnatymi a médnymi solemi. Struktura téchto komplexd
byla podrobné studovana pomoci X-ray spektroskopie.

Meédnaté komplexy pyridinimidazolinonovych liganda
byly studovany jako enantioselektivni katalyzatory Henryho
reakce (Schéma 1). Pouzitim 5 mol % katalyzatorti na reakci
nitromethanu se substituovanymi benzaldehydy byly ziskany

prislusné nitroaldoly s celkovymi vytézky v rozmezi 41 — 81%
a maximalnimi optickymi vytézky 19%.
OH
CHO L*, Cu(ll) NO,
R + CH3N02 R
5 mol %
41-81%

R:2-NO,, 4-NO, 0-19% ee

Schéma 1

Meédné komplexy pyridinimidazolinonovych liganda
byly pouzity jako enantioselektivni katalyzatory Karashovy
allylové oxidace olefind®. P¥iprava téchto médnych komplexii
byla provedena redukci médnatych komplext
fenylhydrazinem in situ. Oxidaci cyklopentenu, cyklohexenu a
cykloheptenu terc-butyl peroxybenzoatem za pfitomnosti 5
mol % médného katalyzatoru byly ziskany pfislusné opticky
aktivni allyl benzoaty s maximalnim optickym vytézkem 22%
(Schéma 2).
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@ ©)Losu.t L*, Cu( OTf) Y©
n=042 5 mol %, PhNHNHZ n 012
10— 99%
0-22% ee

Schéma 2

Prace byla podporena projektem MSMT CR, MSM 002 162
7501 a GA CR (grant ¢. 203/04/0646).
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STUDIUM INTERAKCi MEZI DNA A
INTERKALATORY POMOCI NMR TECHNIK

MARTIN DRACINSKY a JAN SEJBAL

Katedra organické chemie PrF UK, Albertov 6, 12843 Praha 2,
martindraca@yahoo.com

Jednou z moznosti jak studovat interakce biomakro-
molekul, napiiklad DNA a proteind, s malymi molekulami
(ligandy) je NMR spektroskopie'. Pouziti technik NOESY
umoziuje  zjisténi  tfidimenzionalni  struktury molekul
v roztoku za fyziologickych podminek (pH, iontova sila)*?

VétSina protinddorovych 1é¢iv se vyznacuje vysokou
afinitou k DNA, mnoha znich (napiiklad elipticin®’) se
vmezefuji mezi pary bazi DNA. Tyto latky se oznacuji jako
interkalatory.

V této praci byly studovany interakce derivata elipticinu
s kratkymi duplexy oligonukleotidii. Duplexy obsahovaly osm
part  deoxyribonukleotidii. Konkrétné byly studovany
oligonukleotidy d(CGCTAGCG), a d(ATAGCTAT),. Prvnim
tikolem bylo piitazeni viech 'H NMR signalti oligonukleotidii.
K tomuto ucelu byla pouzita dvoudimenzionalni spektra
NOESY, TOCSY a DQF COSY. Spektra byla méfena jak
v H,0, tak v D,0. Méfeni v H,O umoziuje sledovat i signaly
vodikl, které se rychle vymeénuji s rozpoustédlem (amino
a imino vodiky). Poté byly roztoky oligonukleotidd titrovany
elipticinem a byly sledovany zmény 'H NMR spekter
zpusobené ptidavkem interkalatoru. Pridavek elipticinu
zpusobuje zménu chemickych posund oligonukleotidl, zménu
tvaru signald a ve spektrech se objevuji nové signaly.
Interpretaci téchto zmén bylo zjisténo, Ze elipticin tvofi
s oligonukleotidy komplexy, jejichz stiedni doba zivota se
pohybuje v fadu milisekund, geometrie komplexti odpovida
interkalaci. Dale byla zjisténo, Ze elipticin zplsobuje
destabilizaci dvojSroubovicové struktury oligonukleotidu
bohatého na AT pary a naopak stabilizaci dvojsroubovicové
struktury oligonukleotidu bohatého na GC pary.
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SYNTEZA GLYKOSYL DONORU OBSAHUJICICH
2-DEOXY-2-{[(2,2,2-TRICHLOROETHOXY)-
KARBONYLJAMINOVOU} SKUPINU

LUKAS DRASAR*” a MIROSLAV LEDVINA®

“Ustav orgnickeé chemrie a biochemie AV CR, Flemingovo 2,
166 10 Praha 6; bUstav chemie prirodnich latek, VSCHT
Praha, Technickd 5, PSC 166 28, Praha 6

Pro syntézu polykationickych linearnich a vétvenych
oligosacharidi D-glukosaminoveho typu a od nich odvozenych
glykolipidi, jako vektord DNA plasmidi pti genové terapii
byla vyvinuta série stavebnich kamend.

=)
vo 0
& O~O
NH, Q }_zo_
NH
" NH,

HO

objem
lipofilni
zbytek

objem
lipofiln
zbytek

Byly navrzeny stavebni jednotky I-VI s orthogonalnim
systémem chranicich skupin (tj. schopnych nezavislého
Stépeni nebo transformace).

Jako fidici skupina glykosylacniho procesu byla zvolena
2-deoxy-2-{[(2,2,2-dichloroethoxy)karbonyl]aminova}skupina
(Troc), ktera tidi tento proces jako 1,2-trans glykosylaci, a je
odstranitelna za mirnych podminek.
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SYNTETICKE VYUZITI METATHESY ALKENU
A ALKYNU

DALIMIL DVORAK

Ustav organické chemie, VSCHT Praha, Technickd 35,
166 28, Praha 6

dalimil.dvorak@vscht.cz

Metathesa alkenti' je reakce, pii které dochazi k vyméng
alkylidenovych zbytki mezi dvéna alkeny. Reakce je
katalyzovana karbenovymi komplexy piechodnych kovi
a meziproduktem je metalacyklobutan.

R R
R1/\‘JJ 2 + R3/\0;J 4
kat.:
LnM{
/\O;JR3 + /\O:JR4 +
Ry ™ Ry™ ™

V souCasné dobé jsou vyuzivany pievazné tii typy
katalyzatori metathesy, které dobie toleruji fadu funkénich
skupin. Molybdenové katalyzatory byly zavedené Schrockem
a jsou to tetrakoordinované alkylidenové komplexy obecné
struktury [M(=CHCMe,Ph)(=NAr)(OR),] (M Mo, W)
s velkymi substituenty Ar a R. Katalyzator 1 patii mezi
nejaktivngjsi® a je komerénd dostupny. Komplexy tohoto typu
jsou citlivé na vzduch, vlhkost a stopy neCistot obsazené
v rozpoustédlech pouzitych pii reakci. Tyto nevyhody jsou
vyvazeny vysokou reaktivitou - umoznuji metathesu di-
a trisubstituovanych alkent a toleruji nékteré funkéni skupiny,
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které  inhibuji = rutheniové  katalyzatory.  Rutheniové
katalyzatory zavedené Grubbsem maji obecnou strukturu
L,X,Ru=CH-R (L = PR3, N-heterocyklicky karbenovy ligand,
X = Cl, Br, CF;CO,, R = CH=CPh,, Ph, ...). Aktivita téchto
katalyzatort je ve vétSin€ ptipadd nizsi nez u ,,Schrockovych*
molybdenovych katalyzatort. Komplex 2° je zndmy "Grubsiv
katalyzator prvni generace", zatimco komplex 3* nesouci
heterocyklicky karbenovy ligand, patfi mezi "Grubsovy
katalyzatory  druhé generace". Diky toleranci k mnoha
funkénim skupinam, stabilit¢ na vzduchu a necitlivosti ke
stopovym zne€iSténindm v rozpoustédle se oba tyto typy
katalyzatoru Siroce vyuzivaji.

F,C
3 Ph I\
F4C N. N-g
0 _ PCy3 R
“Mg cl Cl,
v \\N U:\ Rui
)O ol oy cr” |‘Dc? g
FsC l\ Y3
FsC 2 3

1

Nejcastéjsi oblasti vyuziti metathesy alkenti jsou:
metathesa za uzavieni kruhu RCM (Ring-closing metathesis),
metathesa za otevieni a znovuuzavieni kruhu (Ring-opening-
closing metathesis); ,,cross“ metathesa alkeni a metathesa
enynd.

Metathesa alkyni'® je reakce pii které dochdzi mezi
dvéma riznymi alkyny k vymeéné skupin vazanych na trojnou
vazbu. Predpokladd se, ze meziprodukty této reakce jsou
metalacyklobutadieny.

kat.

R,——R, +

Jednu skupinu katalyzatori metathesy alkynd tvofi
karbynové komplexy jako je Schrockiuv komplex [(z-
BuO);W=CCMes]. Predpoklada se, ze mechanismus je
obdobny mechanismu metathesy alkenti pficemz klicovym
meziproduktem je metalacyklobutadien. Druhou skupinu pak
tvoii nekolikaslozkové katalyzatory, jejichz struktura je
neznama, napt. kombinace Mo(CO) s nékterymi fenoly (p-
CIC(H4OH, p-(F;C)C¢H4OH). V organické syntéze nasla
metathesa alkynti uplatnéni teprve nedavno. Tato reakce fesi
nevyhodu metathesy alkeni — obtiznost ovlivnit E/Z
selektivitu na nové vzniklé dvojné vazbé. Trojnou vazbu je
mozno metodami klasické organické syntézy prevést na (Z)-
alken (napf. hydrogenaci na Lindlarové katalyzatoru) nebo na
(E)-alken (redukci kovem v kapalném amoniaku).
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BIOTRANSFORMACE MONOTERPENICKYCH
SMESI

MARCELA DVORAKOVA®, IRENA VALTEROVA®
a TOMAS VANEK"®

“Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédecka fakulta,
Univerzita Karlova v Praze, Albertov 6, Praha 2

b Ustav organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské
republiky, Flemingovo nam. 2, Praha 6

Monoterpenické smési se ziskavaji zrostlin destilaci
s vodni parou. Pouzivaji se v fad¢é odvétvi a jsou zakladnim
zdrojem jednotlivych monoterpenti. Monoterpenické smési
obsahuji  zejména  monoterpenické  alkeny, jejichz
biotransformaci lze ziskat oxidované monoterpeny, které se
Casto pouzivaji jako dochucovadla a slozky parfému.

Nase studie se zabyva biotransformaci terpentynu
(monoterpenicka frakce pryskyfice jehlicnant, ziskava se
zpracovanim dieva) pomoci in vitro kultury Picea abies.
Soustfedi se na  identifikaci produktd biotransformace
a zjisténi zavislosti relativniho zastoupeni produktd ve smési
v prubéhu biotransformace.

N § \OH
e + ] +
1 3 OH 4.0 5

OH _0 OH
N N
+
6 7

/ ~OH 0]
e +
2 8 9

Schéma 1: Hlavni slozky terpentynu: a-pinen (1), B-pinen (2), a
hlavni produkty jeho biotransformace: trans-verbenol (3), verbenon
(4), trans-sobrerol (5), myrtenol (6), myrtenal (7), trans-pinokarveol
(8), pinokarvon (9)

Bylo zjisténo, ze hlavni produkty biotranformace
terpentynu  odpovidaji produktim biotransformace jeho
jednotlivych slozek"? (viz Schéma 1). Je tedy mozné pouzit
pro biotransformace smési monoterpentt bez jejich
ptedchoziho déleni na jednotlivé monoterpeny. Tim je mozné
ziskat fadu cennych produkti vjednom biotransformacnim
kroku.

Studie byla podporovana projektem COST 926.10.
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NAZVOSLOVI ,ORGANICKE CHEMIE
S ANIMOVANYMI MODELY MOLEKUL

JAROSLAYV FIKR

Gymnazium Velké Mezirici, Sokolovska 27
fikr@gvm

Pii vyuce néazvoslovi organické chemie je vhodné
studium strukturnich vzorci spojit s pozorovanim kulickovych
modeld. Kliknutim mysi na kterykoliv nazev nebo vzorec
v knize se objevi kuliCkovy model, se kterym muzeme
v prostoru libovolné otacet.

Napt. kulickovy model glukosy se po kliknuti na chiralni
uhlik sam nataci tak, aby bylo mozno snadno ur¢it konfiguraci
na C2 az C5.

Fischeriv vzorec fruktosy (ribosy, glukosy) se
v animované scéné postupnym klikanim méni na Haworthtiv
vzorec tak, aby student 1épe pochopil napf. souvislost mezi
nazvem D-glukosa a a- nebo B-D-glukopyranosa.

Dva modely glyceraldehydu (butan-2-olu, serinu) se
mizeme pokusit ztotoznit otdfenim, pievracenim nebo
posouvanim. Animované modely téchto molekul se pak
klikanim postupné nataci do takové polohy, aby student mohl
snadnéji urcit konfiguraci podle konvence D/L nebo konvence
R/S.

Studium nazvl a vzorct organickych sloucenin spojené
s pozorovanim vnitfni architektury téchto molekul pomoci
kulickovych modeld vytvaii wvelice dobré predpoklady
k lepSimu pochopeni chemickych vlastnosti téchto sloucenin
pii feseni reakei.

STUDIUM CYKLOKONDENZACNICH REAKCI
ISOCYKLICKYCH I HETEROCYKLICKYCH
AMINOSLOUCENIN A JEJICH VYUZITI

K SYNTEZAM NEKONDENZOVANYCH

1 KONDENZOVANYCH HETEROCYKLU
CHINOXALINOVE, TRIAZINOVE, PYRAZOLOVE,
PURINOVE A DEAZA-PURINOVE RADY

IVETA FRYSOVA?, ANTONIN LYCKA® a JAN SLOUKA®

“Katedra organické chemie, Universita Palackého, Olomouc
T7. Svobody 8, 771 46 Olomouc; bV)}zkumn)} ustav
organickych syntéz, Rybitvi 296, CZ-532 18 Pardubice 20

K nejzajimavéjsim principiim, na kterych jsou zalozeny
takika veSkeré zivotni funkce, nalezi intramolekularni
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vodikové vazby N-H....N a N-H....O u DNA a RNA, ale i
enzymu a jinych proteind.

Heterocyklické N-H kyseliny chinoxalinové, 1,2,3-
triazinové, 1,2,4-triazinové ipyrazolové fady, které jsou
ponc¢kud jiného charakteru nez piirozené NH kyseliny
pyrimidinové fady (thymin, cytosin) nebo fady purinové
(adenin, guanin), mohou svazebnymi centry téchto
heterocyklu interferovat a tim zasahovat do jejich funkeci.

Uvedené heterocykly byly vybrany téz i zhlediska
moznych interakci jednoho typu, jako jsou donor-akceptorové
interakce a hydrofobni interakce methyl-derivatu.

Jako modelové slouceniny byly vybrany:

1)  Vicejaderné  kondenzované systémy s konstantni
vzdalenosti N-H skupin'?
Ar\N/N\
‘ H
R N~ N~
R NS0 N
N N
2)  Vicejaderné nekondenzované heterocyklické N-H
kyseliny >
R N N, AT
\
R H Ar
R =-H, -CH,, -C
Ar = subs. fenyl
R N O
H
- O D O
CN
N H,N,
R= —\ N R
o H (o] N R
H,N H
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NUKLEOFILNi ADICE NA PBOTOBERBERINOVY A
BENZOFENANTHRIDINOVY SKELET

LENKA GRYCOVA, DAGMAR HULOVA, STANISLAV
STANDARA a RADEK MAREK*

Narodni centrum pro vyzkum biomolekul, PFF, Masarykova
univerzita, ILBIT-A4, Kamenice, 625 00 Brno
baracek@chemi.muni.cz, rmarek@chemi.muni.cz

Kvarterni protoberberinové (KPA) a benzo[c]fenan-
thridinové (KBA) alkaloidy patii mezi isochinolinové
alkaloidy a jsou soucasti velké skupiny sekundarnich
metabolitd. KPA se vyznacuji zna¢nou biologickou aktivitou.
Interaguji s nukleovymi kyselinami a proteiny, vykazuji fadu
ucinkll na organismus, napf. antibakterialni, antimalarické
nebo cytotoxické.

Zakladem KPA je 5,6-dihydrobenzo[a,g]chinoliniovy
systém (I) s modifikacemi nejcastéji v polohach 2,3,9 a 10
a KBA 5-methylbenzo[c]fenantridiniovy systém (III) se
substituci v polohach 23,7 a 8 KPA i KBA jsou
charakteristické polarni iminiovou skupinou C=N" a jeji
citlivosti na nukleofilni atak. V takovém pfipadé dochazi ke
vzniku 8- (II) resp. 6- (IV) substituovanych derivati (viz
Schéma 1 a 2).

Schéma 2

Prdce byla provedena za podpory grantu GA CR 525/04/0017.
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“IN VITRO” PHYTOEXTRACTION/PHYTODEGRADA-
TION OF CHLORINATED PHENOLS
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The interaction of pentachlorophenol (PCP) and lower
chlorinated phenols with aseptically cultivated plants has been
investigated as a model of phytoremediation process.
Although the use of PCP is restricted for many years, the low
concentrations of this compound are still present in the
environment.

The fate of pentachlorophenol in plants has been
investigated using non-radioactive and radioactively labelled
pentachlorophenol. [U-'*C]Pentachlorophenol was prepared
by original reaction sequence which involves chlorination of
!4C-labelled phenol by Ballester-Molinet-Castaner reagent'” to
yield hexachloro-2,5-cyclohexadien-1-one and by subsequent
reduction of this compound by sodium iodide.

By using in vitro cultivation of various plant species on
the PCP contaminated media the phytoextraction curves were
obtained and the possibility of PCP extraction demonstrated.
The formation of metabolites was investigated using
suspension cultures to obtain larger amount of transformed
material for subsequent separation and structure elucidation.
The storage of PCP in plant tissues was studied using
radiolabelled analogue of PCP.

In the studies which are designed as phytoremediation
models, it is necessary to investigate the metabolites of
primary xenobiotics formed by the microbial attack in
rhizosphere as well. Selected lower chlorinated phenols and
chlorinated  catechols  were chosen as  possible
rhizospheral/microbial metabolites of PCP and their extraction
by root system of in vitro cultivated various plant species was
tested.

In the biological experiments in vitro cultivated plant
species Sinapis alba, Brassica napus, Medicago sativa, Zea
mays, and Avena sativas were used. All the plant species
tested were able to extract PCP or its lower chlorinated
analogues. The degree of phytoextraction from nutritient
media is time and species dependent. The translocation of
pentachlorophenol from roots to shoot plant parts seems to be
the best at M. sativa and S. alba species. PCP and/or its
metabolites are stored very fast in unextractable form into cell
walls. The dechlorinated and/or hydroxylated PCP analogues
were detected in suspension culture biotransformation
experiment.

This work is supported by COST 837 action.
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ALKALOIDY A JEJICH SYNTEZA
JOSEF HAJICEK
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Alkaloidy, které mizeme definovat jako dusikaté latky
ptirozeného puvodu, ptfedstavuji nejrozsahlejsi a strukturné
nejrozmanitéjsi skupinu piirodnich latek i presto, ze nckteré
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typy sloucenin jsou z nich vy€lenény ze specifickych divodi
(peptidy aj.).

Chemie alkaloidd ma zhruba dvousetletou historii; jeji
pocatky mtzeme klast do doby na pocatku 19. stoleti, kdy
byly isolovany prvni alkaloidy v Cistém stavu. Vzhledem ke
slozitym skeletim vSak casto trvalo mnoho let, i vice nez
stoleti, nez byla definitivné urcena jejich struktura (napt. (-)-
morfin (f), 1804-1925). Termin alkaloid, poprvé uzity
Meissnerem vr. 1819, odrazel predstavu, Ze tyto basické
dusikaté latky jsou rostlinné alkalie. Vyznam pojmu alkaloid
se postupné meénil v souvislosti s pokrokem v této oblasti, a
zahrnul i takové latky, jako je (-)-kolchicin (ZI). V soucasnosti
mizeme ftadit k alkaloidim dusikaté latky produkované
jakymikoli zivymi organismy.

OMe

Postupné se zacala rozvijet i totalni syntéza alkaloidi'*.
Prvnim syntetizovanym alkaloidem (Ladenburg, 1886) byl
patrné racemicky i opticky aktivni koniin (ZII), velkym
krokem vpfed byla Robinsonova biomimetickd syntéza
symetrického tropinonu (IFV), jehoz molekula byla elegantné
sestavena z jednoduchych stavebnich kament (1917). Po éfe,
zniz jasné c¢néji syntetické prace Woodwarda a spolu-
pracovnikdi,  nasleduje = dosud  pokracujici  obdobi
systematického rozvoje organické syntézy a jejich aplikaci
v syntéze ptirodnich latek.

N\

(j\/\ N
N
H

m v 0

obecnych syntetickych metod v totalni syntéze alkaloidu, ktery
bude ilustrovan na vybranych piikladech z literatury, napf. na
(-)-chininu (V), (-)-strychninu (V1), (-)-histrionikotoxinu (VII),
ekteinascidinu 743 (VIII) a okaraminu N (IX). Diskutovana
bude Mannichova reakce a piibuzné procesy, které maji klicovy
vyznam v syntéze téchto metabolitli; zminény budou i dalsi
metody, jako jsou Michaelova adice, ¢i [4+2]- a [3+2]-
cykloadi¢ni reakce, a rovnéz aplikace kovl, které jsou stale
vyznamnéj$im prostiedkem pii konstrukci alkaloidnich skeleti
(Heckova reakce, kruhotvorna metatéza ...).
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Je nepochybné, ze syntéza alkaloidl (a ptirodnich latek
obecné) bude nadale uménim, v némz chemické logika a in-
vence budou spoluptisobit v dal§im rozvoji této discipliny.
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CHEMICKY MODIFIKOVANE ANALOGY L
RESVERATROLU A JEJICH IMUNOMODULACNI
VLASTNOSTI
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KMONICKOVA® a ZDENEK ZIDEK®

“Ustav organické chemie a biochemie A VCR, 16610 Praha 6;
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mléka a tukii, 16628 Praha 6; “Ustav experimentalni mediciny
AVCR, 142 20 Praha 4
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Polyhydroxystilbeny jsou sice malou, ale svym
biologickym ptsobenim vyznamnou skupinou rostlinnych
sekundarnich  metaboliti  polyfenolického  typu a

kombinovaného fenylpropan-polyketidového ptivodu'. Plni
rizné chemo-ekologické, piedev§im obranné funkce rostlin
v interakci s mikroorganismy nebo s nepfizni svého Zivotniho
prostiedi. Tato obrana ma Casto fytoalexinovy charakter, to
znamena, ze rostlina produkuje dané latky v ucinné
koncentraci teprve az po stresu vyvolaném takovymto
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napadenim ¢i nepfiznivym pisobenim. Ptikladem mize slouzit
pinosylvin (1) u borovic nebo jeho hydroxylovy analog
resveratrol (2) u révy vinné.

Resveratrol a jeho riiznorodé biologické aktivity® se
staly pfedmétem  rozsahlého vyzkumu a  vyuziti
v potravinafské i farmaceutické praxi. Resveratrol a jeho
derivaty jsou uznavanou aktivni slozkou mnoha funkénich
potravinovych doplnkd (nutraceutik). Antioxida¢ni vlastnosti
a rozsahlé  farmakologické  pusobeni s potencialné
chemoprotektivnimi G¢inky fadi resveratrol do postaveni
vyznamného piidavku kvalitni lidské vyzivy. Radi ho také
k nejvice zkoumanym polyfenolim poslednich let.

Pomémé novym poznatkem je biologickd wCinnost
a z toho vyplyvajici nezanedbatelnd role resveratrolu a pfi-
buznych stilbenoidi v chemické interakci mezi rostlinami
a hmyzem. Mnohé =ze stilbenoidi se projevuji ve
specifickych testech provadénych na hmyzich bunkach jako
antagonisté metamorfozniho hormonu ekdysonu®. Takovéto
pusobeni na ekdysteroidnim receptoru hmyzu svédéi i o jinych
nez jenom oxido-redukénich mechanismech G¢inku
stilbenoidid. Otvira uvahy o §irSich moznostech pisobeni i na
nékteré dalsi receptory.

Zde bylo testovano pusobeni tfi vybranych strukturné
ptibuznych stilbenti, pinosylvinu (1), trams-resveratrolu (2)
a pterostilbenu (3), na imunobiologickou odezvu iniciovanou
lipopolysacharidem a interferonem-y v podminkach in vitro za
pouziti mysich peritonedlnich makrofagi. Zejména byla
zkoumana produkce oxidu dusnatého a sekrece cytokini
a chemokini. Série testovanych latek obsahovala stilbeny
lisici se pocCtem, polohou a charakterem substituenti na
fenolickych jadrech (s riznou kombinaci hydroxy- a methoxy-
Utinnost

skupin). stilbenoidi  byla  porovnavana
s biogeneticky pfibuznymi fenylpropanoidy lignanového
typu4.

OCHs

OH
HO l 7

1. pinosylvin, R=H
2. trans-resveratrol, R = OH

O CH30 ! Z
R

3. pterostilben

OH

Testované latky byly piipraveny chemickou syntézou'.
Svoji chemickou strukturou ovSem piedstavuji ptirodni
stilbeny, obsazené¢ vétS§inou jen v minoritnim zastoupeni
vrostlinach rodu Vitis  (trans-resveratrol) ¢i  Pinus
(pinosylvin). Resveratrol, tvofici se v révé vinné (Vitis vinifera
L. (Vitaceae)), dostava se zasluhou technologie vyroby
gervenych vin (2-10 mg.l") i do kone&ného produktu této
vyroby, do vina samotného. V fadové mensich koncentracich
se oviem nachdzi i ve vinech bilych (0,2-0,8 mg.l™").
Predpoklada se, ze pravé resveratrol spolu s né&kterymi
flavonoidy je ucinnou slozkou odpovédnou za blahodarné
pusobeni vina na zdravi (tzv. francouzsky paradox).

Nejvys$si imunomodulaéni aktivitu projevil ve vyssich
koncentracich frans-resveratrol (2), u nizSich koncentraci se
pak aktivita vSech tii stilbenti téméf vyrovnala. Z dosavadnich
vysledkd lze usoudit, Ze strukturné-aktivitni vztahy nejsou
nijak znatelné ovlivnény pfitomnosti volného fenolického
hydroxylu a jeho chemickou reaktivitou. Je to v souladu
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s poznatky, které jsme ziskali i u aktivit lignani*, kde dokonce
methoxy- ¢i methylendioxyderivaty vykazovaly vyssi aktivity
nez jejich analogy s volnymi fenolickymi hydroxyly.

Prdce byla podporena grantem GACR ¢&. 203/04/0298
a castecné i vyzkumnymi projekty Z4 055 0506
a AV0Z50390512.
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Eg)YBASE [http://ecdybase.org]o — DATABASE
PRIRODNICH ECDYSTEROIDU,
AKTUALIZOVANA PRO ROK 2005

JURAJ HARMATHA® a RENE LAFONT"
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bLaboratoire des Proteines: biochimie structurale et fonctio-
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Ptirucku ,,The Ecdysone Handbook*, ptivodné vytvofili
René Lafont a Ian D. Wilson. Jeji prvni vydani' bylo v roce
1992 publikovano ve formé skript. Toto vydani obsahovalo
obecna data o 170 tehdy znamych ptirodnich ekdysteroidech.
Kazda polozka obsahovala tehdy dostupna biologicka,
chemicka, strukturni, spektroskopicka (UF, IC, HS, JMR)
a chromatograficka data jednotlivych latek, spolu s odkazy na
pfislusnou vybranou literaturu. Rodina pfirodnich ekdyste-
roidi se ovSem v pribéhu dalSich let postupné rozristala,
takze druhé rozSifené vydéniz, publikované v roce 1996, uz
obsahovalo pies 260 latek. Pocet novych latek vSak neustale
rostl (napfiklad na sklonku roku 2000 jich uz bylo 312) a zadal
si tudiz nového aktualizovaného vydani. Pokusné zpracovani
a vytisténi 312 polozek (minimalné dvoustrankovych pro
kazdou latku) ukazalo, Ze toto vydani by uz vlastné
predstavovalo skripta pfinejmensim dvoudilna a tudiz i vyssi
finanni naklady pro jejich vydani. Protoze vSak pocet
zajemct o takto specializované dilo zlistaval i nadale pomérné
omezeny, k dalsimu vydani této pfirucky uz nedoslo. Navic,
trvalym problémem by i nadale zistala neustala potfeba dalsi
a dalsi aktualizace takovéto prirucky. To vedlo k népadu
pretvofit piirucku na databasi, volné dostupnou vSem
zajemcim o ekdysteroidy a zaroven umoziujici neustalou
aktualizaci. Proto byla vSechna ptivodné sebrana a i nové
aktualizovand data pievedena do formy Ecdybase®, ktera pak
byla prezentovana v roce 2002 na 15™ Ecdysone Workshop®
a zaroven byla i volné zpiistupnéna na URL http://ecdybase.org.
Navrh a tvorba pfislusného rozhrani, obsluha soubort, umisténi
dat na serveru a jeho provoz, jakoz i sledovani statistiky
zédkaznickych  pfistupl, byly  vytvofeny, udrZovany
a jsou i nadale rozvijeny firmou Cybersales a.s. v Praze.

Soucasna aktualizace se tyCe doplnéni Ecdybase
o nové latky publikované na ptrelomu let 2004-5 a o dodatky
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novych dat k jiz zafazenym latkdm z minulych let, ziskanych
ovSem znejnovejsi literatury nebo z vlastnich méfeni.
K soucasné aktualizaci patii i rozsifeni tabulky preparatl s
obsahem ekdysteroidd, véetné ptimych spojeni na domovské
stranky jejich producentd. Tato aktualizace se provedla jiz
podruhé v letoSnim roce. Zdokonalena byla také funkce
umoziujici vyhledavani latek podle jejich jména, nebo i jen
¢asti jména (s vyslednou nabidkou seznamu jmen vsech latek
obsahujicich zvolenou ¢ast, ¢i jen fragment jména, obsahujici
alespon fadu 3 po sobé¢ nasledujicich pismen). Vyhledavani je
formalné nezavislé (case-insensitive), takze i chybné napsané
jméno vede k nalezeni spravného vysledku. Soucasny systém
umoznuje taktéz vyhledavani podle molekulové hmotnosti,
podle elementarniho slozeni C,H,,O,, (nebo selektivné jen
podle poctu jednotlivych prvki, napiiklad C, nebo O,, ), ale
také podle vyskytu v biologickych zdrojich (vyhledavani je i
zde ,,case-insensitive, a tudiz i zde sada alespoit 3 po sobé
nasledujicich pismen umozni vyhledavani i jen podle
neuplného jména, jeho fragmentu, nebo i chybného ptepisu, ¢i
zkomoleného nazvu). Vyhledavani je mozné i podle jmen
autorti (z nabidnutého seznamu vSech spoluautori podilejicich
se na publikovani dat zahrnutych v Ecdybase). Vyhledavani
podle jmen umozni vlastné ziskat i piehled o tom, kdo které
latky ma, nebo by mohl mit k dispozici jako standardy nebo
vzorky pro dalsi biologicka badani.

Ze statistiky zakaznickych pfistupu, lze ziskat
zajimavé informace o vyvoji sledovanosti i o soucasném
vyuziti Ecdybase. Celkovy pocet navstév od zvefejnéni
Ecdybase (véetné jeji zkuSebni verze od prosince 2001)
dosahuje jiz poctu 65 tisici. Do jeji presentace na 15th
Ecdysone Workshop® §lo oviem jen o desitky navitév
mésiéné, po ném ovsem jiz o stovky. Navstévnost pak neustale
a plynule rostla. Od biezna 2003 mési¢ni navstévnost jiz
stabilné pfesahovala jednoho tisice navstév, od zati 2004 pak
dvou tisicii a od unora 2005 trvale prekracuje 2500 navstev,
smaximem 3795 nav§tév v dubnu 2005. Distribuce
navstévnosti podle zemi je znaéné nerovnomérna. Napiiklad v
dubnu 2005 vykazuje zastoupeni zemi v rozmezi od USA -
komeréni zajemci (18%), pres Némecko (8%), Svycarsko
(4%), Italii, Kazachstan a USA - akademicka obec (po 3%), az
po Nizozemsko a CR (po 2%). Dalsich 51 zemi se podilelo na
navstévnosti souhrnné 13%, pfima vyhledavani ze sit¢ 13% a z
nezjisténych nebo neznamych adres 31%. Pfimy dopad (tzv.
real impakt) 1ze jen téZko posoudit. Podle Web of Science byla
Ecdybase citovana riznymi autory dosud jen 8 krat, zatim co
predesla vydani The Ecdysone Handbook 61 krat (druhé, zr.
1996) a 20 krat (prvni, z r. 1992). Pocet navstév Ecdybase
z akademickych adres (pfimo zjisténych i téch odhadovanych)
je ve velkém nepoméru ke skute¢né citovanosti, coz znamena,
ze mnozi autofi bud jeSté¢ stile nepovazuji za zéavazné
odkazovat na své internetové zdroje informaci, nebo je
vyuzivaji pfedev§im k orientaci pro nalezeni zdroji
puvodnich, které pak cituji.

Price byla podporena grantem GACR ¢ 203/04/0298
a castecné i vyzkumnym projektem Z4 055 0506.
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BRANCHED FLUORINATED TRIFLATES -
BUILDING BLOCKS FOR THE CONSTRUCTION OF
FLUORINATED DENDRONES

MARTIN HAVLIK?, ROBERT KAPLANEK""’, TOMAS
BRIZA™, BOHUMIL DOLENSKY?, ZDENE'K KEJIK?,
PAVEL MARTASEK”, and VLADIMIR KRAL?

“Department of Analytical Chemistry, Institute of Chemical
Technology in Prague, Technicka 5, 16628 Prague 6;
YFirst Faculty of Medicine, Charles University in Prague,
Katerinska 32, 12108 Prague 2

One of the several approaches of construction
dendrimers is synthesis of corresponding dendrone. This one
is connected in final step to chosen core. In this case there are
two fundamental problems. At first, to find suitable synthetic
route for preparation of dendrone. The second problem is
reactivity of such dendrone toward core.

At first we had to developed the synthesis of
corresponding fluorinated agent suitable for introducing of
fluorinated units. The synthesis starts from comercially
available polyfluorinated iodide which is in several steps
transformed into branched fluorinated triflate’. Its reactivity
was tested with alcoholates and amines. Furthermore, this
triflate will be used as a building block for construction of
fluorinated dendrones.

Eperﬂuorinated chain

reactive
group

Eperﬂuorinated chain

Authors thank for financial suport. Grant of GAAV No.:
KJB401280501
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FLUORINATED DENDRIMERS BASED ON
PORPHYRINS

MARTIN HAVLIK®, TOMAS BRiZA"", ROBERT
KAPLANEK™", BOHUMIL DOLENSKY", ZDENEK
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“Department of Analytical Chemistry, Institute of Chemical
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Katerinska 32, 12108 Prague 2

Dendrimers constitute one of the major new
developments in the field of polymers, very different from
linear polymers. Few dendrimers having fluorine in some part
of their structure are already described1. Three main topics are
emerging for applications and uses of fluorinated dendrimers:
catalysis, new materials and biomedicinal applications.

We aimed our effort on synthesis of fluorinated
dendrimers based on porphyrines. As a starting porphyrine we
have chosen meso-pentafluorphenyl-porphyrin, which serves
as a core with four reactive centers. To this core we have
tryied to connect corresponding small dendrones. We have
synthesised porphyrine substituted with twelve fluorinated
chains and synthesis of larger dendrimers is in development.

Authors thank for financial suport. Grant of GAAV No.:
KJB401280501.
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Cilem naseho projektu je vyvinout jednoduchou
a jednotnou syntetickou metodiku pro pfipravu polycyklickych
ptirodnich sloudenin (isoprenoidi). Nase strategie je zalozena
na opakovaném pouziti jednoho ¢inidla za rGznych reakénich
podminek. Timto ¢inidlem je dibutylzirkonocen (Negishiho
¢inidlo), ktery reaguje s riznymi substraty za vzniku stabilnich
organozirkonicitych sloucenin, které mohou byt dale vyuzity
k tvorbg C-C vazeb'™.

Schudnost této strategic byla demonstrovana na syntéze
derivatu estronu. Napfiiklad steroid 2, (+)-estra-1,3,5(10)-trien-
16-on, byl pfipraven ve tfech krocich ze snadno dostupného
styrenu 1. Kazdy krok je zalozen na pouziti Negishiho ¢inidla
za vzniku organozirkoniCité slouceniny. Tyto meziprodukty
jsou nasledné ,,in situ“ transmetalovany CuCl na organomédné
slouCeniny, které pak reaguji srlznymi elektrofily.
Ve vysledku pak dochazi k postupné vystavbé celého
steroidniho skeletu. Syntetické a stereochemické aspekty celé
syntézy budou diskutovany.

3 x Cp,yZrBus,
A —
/@i/\OB —
MeO "

MeO
1

Projekt byl financovan z Centra pro nova antivirotika
a antineoplastika MSMT (Projekt ¢. 1M6138896301) a
grantem 322/2005/B-CH/PrF GAUK.
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SPIROBIFLUORENQVE STAVEBNI BLOKY PRO
KONSTRUKCIDUTYCH STRUKTUR
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Ve struktute 9,9 -spirobifluoren-2,2°,7,7 -tetrakarboxy-
lové kyseliny I jsou funkéni skupiny orientovany ve dvou
kolmych smérech, coz vytvati predpoklad pro vodikovymi
vazbami fizenou asociaci molekul v krystalu do sitovanych
vrstev. Cilova kyselina I byla pfipravena z vychoziho spiro-
bifluorenu dvéma alternativnimi postupy (a, b). V prvnim byl
tetrajodderivat’ II preveden na tetranitril® III a ten
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hydrolyzovan, v druhém pfipadé byl pfipraven tetraacetyl-
derivat® IV a ten oxidovan alkalickym bromnanem.

I x=]
a™ Il :X=CN
€/ x=cooH
bC v x = cocH,
V :X=CONH,

Krystalova struktura tetrakyseliny I vykazuje znacény
podil volného prostoru, ktery vznikd vrstvenim 2D siti
s rozmérnymi ctverovymi oky. Systém vodikovych vazeb
organizujicich molekuly do téchto sitovanych vrstev byl
porovnan se strukturou rovnéz vodikovymi vazbami utvare-
nych vrstev u diive studovanych 2,2°,6,6'- a 2,2",5,5 -tetra-
substituovanych bifenylovych stavebnich blok.

Vzhledem k moznosti analogického motivu vodikovych
vazeb u karboxylové a amidové funkce byla tetrakyselina 7
pfevedena na odpovidajici tetraamid V a jeho krystalova
struktura konfrontovana s formovanim 2D vrstvev v krystalu
tetrakyseliny 1.

Autori dékuji za financni podporu GA CR (203/03/0087).
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GC x GC/TOF MS TECHNIQUE - A NEW TOOL IN
IDENTIFICATION OF INSECT PHEROMONES:
ANALYSIS OF THE PERSIMMON BARK BORER SEX
PHEROMONE GLAND

BLANKA KALINOVA®* PAVEL JIROS?, JAN
ZDAREK?, XIUJUN WEN®, and MICHAL HOSKOVEC*
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Conventional gas chromatography with FID and
electroantennographic detection (GC-EAD)' and
comprehensive two-dimensional (GC x GC) system coupled
to a time-of-flight mass spectrometric detector (TOFMS)>?
were combined to analyse female sex pheromone gland extract
of the persimmon bark borer, Euzophera batangensis*. GC-
EAD analysis showed two EAD responses in GC areas where
no compounds were detected by FID detector. GC x
GC/TOFMS analysis of this area showed the presence of
several compounds including (9Z,12F)-tetradeca-9,12-dien-1-
ol and (9Z)-tetradec-9-en-1-ol, pheromone components of
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closely related Euzophera species. A close correlation of
retention behaviour of EAD activity of E. batangensis gland
extract with synthetic (9Z,12F)-tetradeca-9,12-dien-1-o0l and
(92)-tetradec-9-en-1-0l,  respectively, confirmed  the
identification. Synthetic (9Z,12E)-tetradeca-9,12-dien-1-ol and
(9Z)-tetradec-9-en-1-ol elicited significant EAD responses in
GC-EAD experiments. These results qualify (9Z,12F)-
tetradeca-9,12-dien-1-ol and (9Z2)-tetradec-9-en-1-ol as female
sex pheromone candidates in E. batangensis. Besides, our
experiments clearly show that GC x GC/TOFMS system is an
extremely powerful tool in analysis of insect semiochemicals
with sensitivity almost at antennal detector (EAD) level.
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SYNTEZA A BIOLOGICKE VLASTNOSTI DERIVATfJ
2,3-DISUBST. 4(1H)-CHINOLONU — DUSIKATYCH
ANALOGU FLAVONU.
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2-Substituované 4(1H)-chinolony jsou pomérné studova-
nou skupinou latek a existuje fada praci popisujicich jejich
syntézu. Syntéza veétsi skupiny chinoloni je popsana v
pracich'?. Mezi nejlepsi metody piipravy patii reakce
substituovanych anilinii s benzoyloctanem ethylnatym za
kyselé katalyzy poskytujici vytézky 57-85% (cit.").

Oproti tomu syntéza 3-hydroxyderivati je mnohem méné
prostudovana. Nejstarsi prace® pochézi z roku 1972. Syntéza je
zaloZzena na reakci 2-nitrobenzaldehydu, ktery poskytuje
zakladni 2 fenyl-3-hydroxy-4(1H)-chinolon ve tfech stupnich
ve vytézku 78 % teorie.

o

o
- Na*
@ECOO T CI oy P @5&%
o
NH NH N~ R

1 2 7 3 H

Schéma 1

a ) 2-halogenketon; b) kyselina polyfosfore¢na 120 °C.

Néami popsana syntéza (Schéma 1), vychdzi ze snadno
dostupnych surovin a celkovy vytézek reakce dosahuje az 90%
teorie®. Reakce je obecnd vyuZitelni jak pro syntézu
»chinolonid“  substituovanych v aromatické c¢asti, tak pro
syntézu 2-aryl a 2 alkyl derivati. Byla rovnéz uspé$né pouzita
pro syntézu chinoloni se dvéma jadry propojenymi
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aromatickym kruhem. V pfipadé Ze jsou kreakci vyuzity
heteroanaloga kyseliny anthranilové, reakce ztraci obecny
charakter a ke vzniku odpovidajicich heteroanalog chinolont
dochdzi jen v nékterych ptipadech.

Mechanismus reakce se doposud nepodafilo zcela
objasnit. V posledni dobé se podafilo dokazat, ze reakce
probiha pifes stadium sedmiclenného kruhu. Dikazy
o mechanismu této reakce budou v prubé¢hu prednasky
diskutovany.

Jak jiz bylo feceno, 4(1H)- chinolony jsou dusikaté
analogy pfirodnich flavoni. Ty se vyskytuji v rostlinach
a spole¢n¢ s dal§imi rostlinnymi latkami se pouzivaji k 1écbé
celé fady chorob uz od starovéku. Rovnéz u celé fady flavoni
a flavonolll byla prokdzana fada biologickych ucinkt. Napf.
vykazuji Giginky antileukemické Siroce sledovanou latkou je
quercetin, ktery vedle jiz zminovanych aktivit vykazuje
vlastnosti analgetické a rovnéZz jsou studovany i jeho ucinky
antidiabetické”.

Biologicka aktivita 2-subst. 4(1H)- chinolonid byla
studovana méng, piesto je u nékterych derivati popsan tcinek
cytotoxicky'. Biologicka aktivita 3-hydroxyderivati —zatim
zUstava na pokraji zajmu. Pfipadné pouziti 2-alkyl derivati
jako latek potlatujici imunitni odpovad®.

U nami pfipravenych sloucenin byly v zavislosti na
substituci, pozorovany  vysoké UCinky  cytostatické,
antiprotozoalni ¢i antivirové, studované in vitro. Ackoliv
velka vétSina latek je netoxickd, byly mezi nimi pozorovany
i latky vykazujici mimotadnou toxicitu. Biologicka ucinnost
a jeji zavislost na struktufe budou rovnéz béhem prednasky
diskutovany.

Prace byla vypracovaina za podpory grantu Ministerstva
mladeze a télovychovy CR, grant ¢. MSM6198959216.
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Jednou z moznosti
substituovanych bipyridint je

nesymetricky
cyklotrimerizace

piipravy
[2+2+2]
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pyridyldiyni s nitrily. Takto vzniklé bipyridiny jsou vhodnymi
prekurzory atropoizomernich slouéenin s vysokou racemizacni
bariérou. Tyto slouceniny, konkrétné pyridin N-oxidy resp.
bipyridin N,N-dioxidy, mohou slouzit v enantioselektivni
katalyze jako tzv. organokatalyzitory (chiralni lewisovské
baze)'. Dale lze téchto slougenin vyuzit v NMR spektroskopii
jako tzv. posuvova ¢inidla pro ureni enantiomerniho prebytku
u slouéenin s , kyselym* vodikem (alkohold, kyselin...).

Cilem na$i prace bylo pfipravit fadu nesymetricky
substituovanych bipyridint (Schema 1), tyto latky pfevést na
jejich piislusné N-oxidy, nalézt zpisob jejich déleni na
enantiomery a otestovat jejich vyuziti ve zminénych
metodéach.

Schema 1
R
(I Co-kat. B
+ R-CN —> =N
R‘l
| \N R1 / N
= S |

R = Ph; R'=H, Me, OMe, CN, F, CF3, aryl
Projekt byl financovdn z grantu 203/05102 GACR.
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NOVY POLYMERNI MICELARNi PH-SENSITIVNI
“DRUG DELIVERY” SYSTEM PRO
PROTINADOROVE ANTIBIOTIKUM DOXORUBICIN
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ULBRICH
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Byl pfipraven a charakterizovan novy polymerni pH-
sensitivni micelarni nosiovy systém' vhodny pro dopravu
protinadorového antracyklinového antibiotika doxorubicinu
(DOX) do nadorové tkané. Polymerni micely byly pfipraveny
spontdni agregaci amfifilnich diblokovych kopolymert ve
vodnych roztocich. Kopolymery jsou slozeny z bio-
kompatibilniho hydrofilniho polyethylenoxidového bloku a
hydrofébniho bloku obsahujiciho kovalentné vazany DOX.
Blokové kopolymery poly(allyl glycidyl ether)-block-
polyethylenoxidu o rizné délce blokt a velmi Gzké distribuci
molekulovych hmotnosti (M,/M, cca 1,05), pfipravené
aniontovou polymerizaci allyl glycidyl etheru za pouziti sodné
soli polyethylenoxid monomethyletheru jako makroiniciatoru?,
byly kovalentné¢ modifikovany transformacemi reaktivnich
dvojnych vazeb adici methyl sulfanylacetatu. Vysledny
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polymer s esterovymi skupinami byl pfeveden hydrazinolyzou
hydrazinhydratem na polymerni hydrazid. Tento hydrazid dale
reagoval s DOX.HCI za vytvoteni pH-sensitivni hydrazonové
vazby mezi nosicem a lé¢ivem. Vysledny konjugat s cca. 3
hmotnostnimi % DOX tvori v PBS pufru micely s R, = 104
nm (QELLS), coz by mélo zarucit dostatecné efektivni pasivni
cileni lé¢iva do tkané pevnych nadort EPR (Enhanced
Permeation and Retention) efektem. Uvolovani DOX je
rychlej§i pfi 5,0 (model prosttedi v endosomech
a intersticialniho prostoru mezi nadorovymi bufikami; 43 %
DOX uvolnéno béhem 24 h) nez pii pH 7,4 modelujicimu
podminky pfi transportu (pH krevni plasmy; 16 % DOX
uvolnéno béhem 24 h). Hydrolyza hydrazonovych vazeb
pokracuje 1 po dosazeni zdanlivého plateau na kiivce
znazornujici uvoliiovani DOX z micel do pufru. Uvoliiovanim
DOX dochazi k hydrofilizaci polymeniho fetézce a rozpadu
micel na kratké polymerni sekvence vyloucitelné z organizmu.

Studie byla vypracovana za financéni podpory Grantové
agentury Akademie véd Ceské republiky, grant ¢ KJB
4050408, a Ministerstva Skolstvi, mladeze a télovychovy Ceské
republiky, grant ¢. IM 4635608802.
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Listy brusnice boruvky (Vaccinium myrtillus) maji
1é¢ivé ucinky. V lidovém lé¢itelstvi se uziva odvar z listd pii
prijmovych onemocnénich, Zzalude¢nich obtizich 1 pfi
zanétech mocovych cest, jako pomocny 1ék pii cukrovce,
kloktadlo pfi zanétech ustni dutiny a hornich cest dychacich.
Obklady z odvaru se uzivaji pii koznich onemocnénich, napf.
lupénce, na o¢ni zanéty, spaleniny.

Methanolické extrakty suSenych listd a stonkd
brusnice borGvky jsou vtéto praci podrobné studovany.
Extrakty byly zbaveny barevnych slozek povatenim s aktivnim
uhlim. Nésledn¢ byly oba extrakty hrubou frakcionaci
rozdéleny na polarni a nepolarni frakci. Nepolarni frakce byly
dale chromatograficky déleny.

Z methanolického extraktu listu brusnice borivky byly
ziskany a identifikovany oleanova kyselina 17, urs-12-en-3p-ol
2, P-sitosterol 3', sitosterol glykosid 4. Vsechny uvedené
struktury byly potvrzeny pomoci 'H a "C NMR speker
a pomoci korela¢nich spekter.

Z methanolického extraktu stonku brusnice bortvky
byly ziskany a identifikovany oleanové kyselina® 1, urs-12-en-
3p-ol 2, B-sitosterol 3'.
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NOVE DERIVATY ISONIAZIDU A PYRAZINAMIDU

ALES IMRAMOVSKY®, JARMILA VINSOVA®,
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“Farmaceuticka fakulta UK, Heyrovského 1203, 500 05
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Tuberkuldza ziistava i na pocatku 21.stoleti problémovou
infek¢éni chorobou. V roce 2003 na ni zemielo vice nez 8,8
mil. lidi. NakaZena je pfiblizné jedna tfetina svétové populace
a i kdyZ se jedna ve vétSing piipadd o latentni formu, je tento
stav velkym potencialnim nebezpe¢im pro budoucnost.
Vyzkum se zaméfuje zejména na nové latky se zcela odlisnym
mechanismem ucinku oproti klasickym antituberkulotikim
a na chemickou modifikaci stavajicich antituberkulotik se
snahou o vylepsSeni klinickych vlastnosti a oslabeni nardstu
rezistence bakterii tuberkulozy.

Hlavni roli ve druhé kategorii zaujimaji Schiffovy baze'
a aminohydrazony” strukturné odvozené od isoniazidu (INH).
Tyto latky se vyznacuji vysokou hodnotou aktivity proti
atypickym kmenim a zaroven vy$§i hodnotou parametru
lipofility. Lipofilita vSak neni rozhodujicim faktorem pro
ucinek. Vliv patrn€¢ hraji  také synergické interakce
s navazanou organickou molekulou.

V této praci predstavujeme sérii novych typt hydrazont
strukturné odvozenych od isoniazidu a derivat pyrazinamidu.

N

o
N
| N
D ( j)k
PR
O/ NH/NVNU N Nu

Vychozi latky pro syntézu téchto derivati jsou
meziprodukty snadno dostupné z INH a diethoxymetylacetatu,
dale pyrazinamidu a N,N-dimethylformamid-dimethylacetalu.
Nasleduje reakce s vhodnym N-nukleofilem. Timto mutize byt
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i molekula biologicky aktivni latky. Vysledna sloucenina pak
obsahuje dva farmakofory, u nichz Ize ptedpokladat potenciaci
uéinku. Zaroven je zvySena hodnota parametru lipofility oproti
vychozim slou€enindm, coz miize ovlivnit prostup pfes znacné
lipofilni bunéfnou sténu a zvySeni koncentrace v misté
plsobeni. Za vhodnych podminek (enzymatické, hydrolytické)
dojde k uvolnéni jednotlivych vazanych molekul a latky pak
mohou vystupovat jako proléciva.

V prispévku budou presentovany nové syntetizované
derivaty vyse uvedenych typd sloucenin spolu s jejich
chemickymi vlastnostmi a biologickymi aktivitami.

Autori prispévku dékuji za financni podporu grantu FRVS
297/2005, MSM 0021620822 a IGA MZ 14/8238-3.
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HYDROPHOBIC PROPERTIES OF SOME
ANTIMICROBIALLY ACTIVE ESTERS OF
SALICYLANILIDES

JOSEF JAMPILEK", JARMILA VINSOVA®, ALES
IMRAMOVSKY", TATJANA GRAFNETTEROVA®,
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One of the major goals for the physicochemical
screening is the prediction of absorption, e.g. the transport of a
molecule through cellular membranes. The most frequent one
is the passive transport through the cellular membrane, which
strongly depends on the lipophilicity.  Therefore
hydrophobicity is the most important physical property of
biologically active compounds'.

Twenty-seven substituted salicylanilide esters of acetic
acid 7 and amino acids II, which showed significant antifungal
and antimycobacterial activity?, were analyzed using the
reversed phase high performance liquid chromatography
(RP-HPLC) method for the lipophilicity measurement. The
procedure was performed under isocratic conditions with
methanol as an organic modifier in the mobile phase using
end-capped non- polar Cy; stationary RP in column.
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In the present study the correlation between RP-HPLC
retention parameter Log K (the logarithm of capacity factor K)
and various calculated Log P values are shown, as well as the
relationships between the lipophilicity and the chemical
structure of the studied compounds are discussed.

This study was supported by 1GA Ministry of Health of the
Czech Republic No. 14/8238-3 and MSM 0021620822.
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PRIPRAVA DEWAROVYCH BENZENU A STUDIUM
JEJICH TERMICKEHO PRESMYKU

[V

STEPANKA JANKOVA® a MARTIN KOTORA™"

“Katedra organické a jaderné chemie, a Centrum pro novd
antivirotika a antineoplastika, Prirodovédecka fakulta
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Dewarovy benzeny jsou prvnimi izolovanymi valenénimi
izomery benzenu. Lze je pfipravit cykloadici cyklobutadienu
na trojnou vazbu', fotochemickym nebo termickym
pfesmykem benzenu. Na druhou stranu lze z Dewarovych
benzenti termickym, popt. fotochemickym piesmykem
pfipravit benzeny.

Cilem nasi prace bylo vyvinout novy postup pfipravy
stericky branénych biaryli pfesmykem Dewarovych benzent
1II. Ty byly ptipraveny reakci cyklobutadienového komplexu
AICI; I s arylpropynoaty II v piitomnosti Lewisovy kyseliny
(Schéma 1)".

R rR R o CO,Me rR R CO,Me
2o et [
R R R Ar R r Ar
1 1 m
Ar = ortho-, para- substituovany fenyl
Schéma 1

U takto piipravenych derivatd III byla studovana
kinetika jejich termického presmyku® na biaryly IV pomoci
NMR (Schéma 2). Vtéto studii bylo potvrzeno, ze se
presmyk fidi kinetikou prvniho fadu, byly ziskdny hodnoty
rychlostnich konstant Dewarovych benzenii pro jednotlivé
teploty, z nich pak byly zji§tény hodnoty aktivaéni energie E,,
aktivaéni enthalpie H, a aktivaéni entropie S.
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Schéma 2

Projekt byl ﬁnancgvdn z Centra pro novd antivirotika
a antineoplastika MSMT (Projekt ¢. 1IM613889630).
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SYNTEZA NENASYCENYCH 6'-ACYLAMINO-6'-
DEOXY DERIVATU B-CYKLODEXTRINU JAKO
MODIFIKATORU SENZORICKE ODEZVY
POREZNIHO KREMIKU!

TOMAS TROJAN a JINDRICH JINDRICH
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R-CD
1.Ts-Imz, NaOH, H,0 [2]
\ 2.NaNg, DMF [3]
N3 NH,
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py OR-O| NH,0H 3] OH_O
2R=Ac | © 6 o)
RO HG
3
1 nebo 2 3
Ph3P nebo BusP RCOCI, Et3N DIC, HOB,
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Mel ORO %R
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5R=Me 0 }/
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Cyklodextriny (CD) jsou cyklické oligosacharidy.
Vyznamnou vlastnosti CD a jejich derivati je schopnost tvofit
inkluzni komplexy s organickymi molekulami. Vzhledem
k jejich selektivnim komplexa¢nim schopnostem je mozno CD
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derivaty pouzit jako rozpoznavaci element chemosenzoru, kde
transducery jsou nejéastéji optické. Lze predpokladat, ze CD
navazany na povrch porézniho kiemiku (PS), bude ovliviiovat
luminiscenci, kterou PS vykazuje pti osviceni UV zafenim. PS
ma na svém povrchu Si-H vazby, na které je mozno
hydrosilyla¢ni reakci ukotvit CD derivaty nesouci koncovou
dvojnou vazbu. Syntézu téchto derivati ukazuje schéma.

Projekt je podporovan grantem GAUK 424/2004/B-CH/PFF.
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ALTERNATIVNI SYNTEZA
TRICYKLO[3.2.0.0* | HEPTAN-1,6-DIKARBOXYLOVE
KYSELINY

JIRI KALETA a CTIBOR MAZAL

Katedra organické chemie, Prirodovédecka fakulta,
Masarykova univerzita v Brné, Kotldrska 2, 611 37 Brno
63938@mail muni.cz

V souvislosti s vyzkumem pfipravy a vlastnosti novych
derivati bicyklo[1.1.1]pentanu byla syntetizovana
tricyklo[3.2.0.0*%Theptan-1,6-dikarboxylova kyselina (1), ktera
je prekurzorem nové skupiny 1,2,3,4-substituovanych derivati
bicyklo[1.1.1]pentanu s definovanou konfiguraci (cis-endo)
substituentt v polohach 2 a 4. Protoze pivodni syntéza této
dikyseliny vyuzivajici tetracyklo[4.1.0.0"°.0*¢]heptanu (2)"
a snadné adice biacetylu na jeho ,,vnitfni“ vazbu C(1)-C(6)
poskytuje nepiili§ uspokojivé uhrnné vytézky (méné jak 25 %,
pocitdino na vychozi tricyklohexan 3), byla navrzena
alternativni syntéza, ktera vyuziva vedlejsi produkt piipravy
tetracykloheptanu 2, halogenderivat 4> (SchOma 1).

et

2 P CO,H
. . N |
@l CH,C P <X1
3 P CO,H
Xl c 1 2

4

Schéma 1 a) 1. 2 ekv. BuLi, Et,0; 2. CH,CII. b) 1. (CH3CO),, hv,
hexan-Et,0; 2. Haloformova reakce. c) 1. BuLi, Et,0; 2. CO,; 3. Nal,
aceton; 4. Na,0,, H,O; 5. KMnO4, H,0.

Vedlejsi produkt 4 vznika nevyhnutné v disledku snadné
adice chlorjodmethanu na vznikajici 2 v reakéni smési, a to
v mnozstvi dosahujim az 15 %. Sekvence reakci vychézejicich
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z halogenderivatu 4 (Schema 1) poskytuje dikyselinu 1
v celkovém vytézku vétsim jak 40 %. Vyuziti 4 pro pfipravu
dalsiho podilu dikyseliny 1 nejen Ze zvySuje celkovou
efektivitu zpracovani tricyklohexanu 3, ale je i uzitecnou
sondou do transformaci funk¢nich substituenti na vnitiné
napnutém tricyklo[3.2.0.0>Jheptanovém skeletu.

Grantovy projekt ¢. 203/05/0961, Grantova agentura CR.
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SYNTEZA 1,6-ANHYDRO-2,3,4-TRIDEOXY-2,3-
EPIMINO- A 1,6-ANHYDRO-2,3,4-TRIDEOXY-3,4-
EPIMINO-B-D-HEXOPYRANOS

JINDRICH KARBAN® a JIRI KROUTIL"
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chemie, Universita Karlova,128 40, Praha 2
kroutil@natur.cuni.cz;

Ptipravili jsme uplnou serii 2,3,4-trideoxy-2,3-epimino
a 2,3,4-trideoxy-3,4-epiminoderivati 1,6-anhydro-B-D-
hexopyranos I — 4 redukci vicinalnich trans-azidotosylata.
Pozorovali jsme rovnéz neobvyklé uzavieni aziridinového
cyklu z prekurzori s trans-diekvatorialni orientaci
azidoskupiny a tosyloxyskupiny', jako je napiiklad vznik
epiminu 2 z azidotosylatu 5.
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UPPER RIM APPENDED CALIX[4]ARENE
PORPHYRIN CONJUGATE

MARTIN KAS, PAVEL LHOTAK, and IVAN STIBOR

Department of Organic Chemistry, Institute of Chemical
Technology, Technicka 5, 166 28 Prague 6, Czech Republic;
kasmartin@seznam.cz.

A new synthetic approach to a bis-porphyrine
calix[4]arene conjugates with direct covalent connection
between the meso-porphyrine position and the calixarene
upper rim has been applied. A mixed condensation of aromatic
aldehydes with pyrrole in chloroform under boron trifluoride
etherate catalysis leads to a thermodynamic mixture of the
corresponding porphyrinogens. In accordance with this fact we
used an excess of pyrrole and tolualdehyde to calix[4]arene
dialdehyde to improve bis-porphyrine yield. As a result, the
yields were increased successfully from the trace amounts in
stoichiometric reaction to acceptable 15% without the
necessity of using dipyrromethane building blocks. The
complexation ability of bis-porhyrine towards fullerenes C60
and C70 has been studied using the combination of UV/vis
and NMR spectroscopy.
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STUDIUM HYDROLYZY A AMINOLYZY SUBSTI-
TUOVANYCH 4,5-DIHYDRO-1,3-OXAZOL-5-ONU

ROMAN KEDER, PAVEL SKALA, JIRT HANUSEK
a MILOS SEDLAK

Katedra organické chemie, Fakulta chemicko-technologickd,
Univerzita Pardubice, Nam.Cs. legii 565, 532 10 Pardubice
roman.keder@upce.cz

Substituované 4,5-dihydro-1,3-oxazol-5-ony (azlaktony)
patii mezi vyznamné péticlenné heterocyklické slouceniny
sfadou aplikaci, napf. muzou slouzit jako prekurzory

vsyntéze  4,5-dihydro-1H-imidazol-5-onti,  které  jsou
dalezitymi herbicidy, farmaceutiky a chiralnimi ligandy.
Byla studovana kinetika a mechanismus kysele

katalyzované hydrolyzy substituovanych 4-alkyl-4-methyl-2-
aryl-4,5-dihydro-1,3-oxazol-5-oni (1) na odpovidajici 2-alkyl-
2-benzoyl-aminopropanové kyseliny (2)'. Taftova korelace
rychlostnich  konstant kysele katalyzované hydrolyzy
v zévislosti na alkylsubstituci v poloze 4- 1,3-oxazol-5-
onového cyklu je nelinearni. U Hammettovy korelace dochazi
v zévislosti na rostouci sterické narocnosti alkylsubstituentu
k snizovani hodnoty p konstanty (R =i-C;H;p =-0.63 aR =
t-C4Hy p= —0.32). Kinetika aminolyz Ia, 1b a If (R= H
OCH;, NO;) na pfislusné benzamidy (3) byla studovana
v propylaminovych v pufrech ve vodném prostredi. V pfipadé
aminolyzy derivatu Ia a 1b propylaminem je rychlost
uréujicim krokem rozpad intermediatu In* katalyzovany jak
bazickou, tak kyselou slozkou pufru. Bazicky katalyzovana
cesta je vobou piipadech cca 4 x rychlejsi. V piipadé
aminolyzy If propylaminem a Ia etylendiaminem je rychlost
urujicim krokem vznik intermedidtu In®, nasledné reakéni
stupné jsou urychlovany substituci respektive intramolekularni

katalyzou.
}/Cl H,0 RNHZ\

1R’< C N—T—SCOOH Q_'/<0 Hs
'R ONHR
H 2

H2
n 'R =H, m-Cl, m-NO,, p-NO, /I R
’R = -CH,, -CH(CH,),, -C(CH,),

R =-(CH,),CH,, -(CH,),NH

Schéma 1. Hydrolyza a aminolyza substituovanych 4-alkyl-4-
methyl-2-aryl-4,5-dihydro-1,3-oxazol-5-oni

Prace byla podporena pvrojeklem Ministerstva Skolstvi,
mladeze a télovychovy CR, CI MSM 002 162 7501.
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CYCLODEXTRIN PORPHYRIN - NOVEL
ANTICANCER AGENTS
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in Prague, Katerinskd 32, 12108 Praha 2; “Institut of
Molecular Genetics, Academy of Sciences in Prague,
Flemingovo nam. 2, 16637 Praha 6

Large amount of anticancer agents are known in the
present time. The problem of them are high toxicity, low
selectivity and poor solubility in water. This problem can be
solved by using suitable transport systems.

We prepared cyclodextrin-porphyrin derivative for
transport of hydrophobic therapeutics such as taxol.
Advantage of our system is using porphyrin as photosensitiser,
which produce singlet oxygen for destruction of cancer cells.
Cyclodextrine part complex hydrophobic drug and give good
solubility in water. Its metallocomplex was used for
preparation of protein conjugate. This congjuate will be used

as imunostimulants.
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RECENT PROGRESS IN THE DEVELOPMENT OF
PHOTOREMOVABLE PROTECTING GROUPS

PETR KLAN, JAROMIR LITERAK,’ TOM{xS POSPISIL,
LUKAS PLISTIL, and ANNA DOSTALOVA

Department of Organic Chemistry, Faculty of Science,
Masaryk University, Kotlarska 2, CZ - 611 37 Brno
klan@sci.muni.cz.

Photochemically removable protecting groups (PPGs)'
for various functional groups have a wide span of applications
including synthetic organic chemistry?, photolithography?,
biochemistry, or cell biology*. To date the major effort has
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been devoted to mask phosphates, carboxylates, and alcohols
as biologically the most significant functional groups. The
hydroxy group-containing molecules can be effectively
protected by a variety of PPGs, for example, as 2-nitrobenzyl’,
or 3,5-dimethoxybenzoin®.

AcH, OH
T () & ————» N
X
TISC
$1 () PN X

OH

$an

O /
X z E
X = leaving group

Scheme 1

OH

Our study of the photochemistry of 2,5-dimethyphenacyl
(DMP) derivatives have reported high chemical and moderate
quantum yields of carboxylic acid release and a subsequent
laser flash photolysis study elucidated a detailed mechanism of
this photochemical transformation.” The DMP group was
found to have superior properties as a photoremovable
protecting group for phosphoric and sulfonic acid esters.®
Various new applications of the DMP chromophore, such as
combinatorial chemistry or synthesis of biologically active
compounds, will be discussed.

While many other substituted phenacyl compounds have
been studied in the past decade’, we wish to report on a highly
efficient photocleavage of an analogous pyridinylethanone
(pyridacyl; PyA) protecting group for carboxylic acids and
phenols (Scheme 2). This protecting group is easily
incorporated by chemical coupling of the corresponding
pyridacyl bromide or alcohol to the functional group. The
cleavage quantum yields of 3-PyA carboxylates, for example,
have been found significantly higher than 2 in the presence of
H-atom donors because of a free radical chain process, the
kinetic chain length of which was determined by investigation
of a thermal radical reduction. The presence of byproducts,
strongly absorbing transients, however, lower the quantum
efficiency. It will be shown that PyA group derivatives can
also be useful in photochemical organic synthesis.

o) 0 0
o) hv
| D IPA | D o
.
N7 © N
3-PyA

Scheme 2

Financial support from the Grant Agency of the Czech
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STEREOSELEKTIVNI PRIPRAVA ANALOGU
DISACHARIDU

LADISLAV KNIEZO, ONDREJ VICH a PETR
STEPANEK

Ustav chemie prirodnich latek, Vysokd skola chemicko-
technologicka, Technicka 5, 166 28 Praha 6
Ladislav.Kniezo@vscht.cz.

Bude prezentovana jednoducha a stercoselektivni
ptiprava diastereoisomernich a-C-(1—3)-disacharidi 1 a 2,
které obsahuji na neredukujicim konci monosacharidy rtizné
konfigurace (gluko, galakto nebo manno) a na redukujicim
konci 2,3-dideoxy-arabino-hexopyranosu v D-, nebo L-konfi-

guraci.
(o)

RO D

B
o
5 2
OR OR*
l o l
O OH
RO
RO o
HO~ HO,
OMe H
° OMe
1 2
ll d)
O, OH RO
RO o) HO
HO” HO
6 7

Vychozimi latkami jsou vhodné chranéné o-D-pyra-
nosylprop-2-eny, které¢ byly ve dvou krocich transformovany
na substituované 1-oxa-1,3-butadieny 3. Jejich cykloadi¢ni
reakce s ecthylvinyletherem poskytla smés (1:1) dvou
diastereoisomernich derivatid dihydropyranu 4 a 5 (R* = Et),
zatimco stejna reakce s chiralnimi vinylethery vedla ke vzniku
jenom jednoho cykloaduktu 2, nebo 3 (R* = zbytek R nebo S
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kyseliny mandlové). Ziskané cykloadukty 4, nebo 5 byly ve
dvou dalsich krocich prevedeny na finalni
a-C-(1—-3)-disacharidy 1, nebo 2. 2,3-Dideoxy-arabino-
hexopyranosa v ziskanych C-disacharidech 1 a 2 muze byt
dale transformovana na pfislusné glykaly 6 a 7, které jsou
vhodnymi prekursory napi. pro piipravu derivatd 2-
aminosacharidu.

Prace byla finacné podporovana Ministerstvem Skolstvi,
mlddeze a telovychovy (VZ 6046137305 a FRVS 342-14-5030)
a Grantovou agenturou CR (¢.grantu 203/03/0497).

SYNTEZA A MESOMORFNI VLASTNOSTI
LOMENYCH KAPALNYCH KRYSTALU NA BAZI
DERIVATU 7-HYDROXYNAFTALEN-2-KARBO-
XYLOVE KYSELINY

MICHAL KOHOUT? VACLAV KOZMIK?, JIRI
SVOBODA', VLADIMIRA NOVOTNA" a MILADA
GLOGAROVA"

“Ustav or§anické chemie, VSCHT Praha, VTechnickd 5,166 28
Praha 6, "Fyzikalni ustav Akademie véd CR, Na Slovance 2,
182 21 Praha 8

michal kohout@email.cz

Studium lomenych kapalnych krystali prochazi
bouflivym rozvojem. Nedavno jsme v této oblasti zavedli
novy typ centralniho jadra a vyuzili jej pro syntézu novych
typti kapalné-krystalickych materiald'. Cilem této prace bylo
pfipravit nové typy nesymetrickych lomenych kapalnych
krystald odvozenych od 7-hydroxynaftalen-2-karboxylové
kyseliny (Obr. 1) a studovat jejich mesomorfni chovani
pomoci DSC, studiem textur a rentgenostrukturni analyzou.

R Yool
o©*°§ fat Of\@w

X =H, Cl, CN, CH,
R = C8H17’ C10H21’ C12H25’ C14H29’ C11H21
R1 = CSH17’ C‘\OH21’ C12H25’ C‘MHZQ’ C11H21

R

Obr. 1

Budou diskutovany rozdily zplsobené zaménou
centralniho jadra, vliv substituce tohoto jadra a délky
postrannich fetézci na celkové zmény v mesomorfnim
chovani jednotlivych kapalnych krystald v pfipravenych
seriich novych latek.

Price byla podporovina Grantovou agenturou Ceské
republiky (projekt ¢. 202/05/0431) a Ministerstvem Skolstvi,
mladeze a télovychovy (projekt COST OCD14.50).

LITERATURA

1. Svoboda J., Novotna V., Kozmik V., Glogarova M.,
Weisslog W., Diele S., Pelzl G.: J. Mater. Chem. /3,
2104 (2003).
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SYNTEZA, NOVYCH KAP{&LNE KRYSTALICKYCH
MATERIALU ODVOZENYCH OD NAFTALEN-2,7-
DIOLU

ANNA KOVAROVA?, yACLAv KOZMI’K“, JIRI
SVOBODA®, VLADIMIRA NOVOTNA" a MILADA
GLOGAROVA®

“Ustav organické chemie, VSCHT Praha, Technickd 5, 166 28
Praha 6, bezikdlni tustav AV CR, Na Slovance 2, 182 21
Praha 8
kovarova@vscht.cz

V poslednich letech jsme pfipravili fadu lomenych
kapalnych krystali odvozenych od 1-substituovanych
naftalen-2,7-diolt, které vykazovaly riizné typy mesofazi'.

20
X
°© I

o
gl
jog Aol
RO X=H, CH, Cl, CN OR,

R = CygHy, (CHy)eCH=CH,
Ry = CygHay, CigHas, (CHR)gCH=CH,

V navaznosti na ziskané vysledky bude v této praci
diskutovana syntéza a fyzikdlni vlastnosti nesymetrickych
kapalné krystalickych monomert 7 a dale pak latek s parcidlné
perfluorovanym jednim lateralnim fetézcem I1.

Mesomorfni chovani novych latek bylo studovéano
pomoci DSC, studiem textur a rentgenostrukturni analyzou.

o) O o)
? QAO Ok@ i
do " OJ\CL
i
O(CH,) R,

X=H, CH,, Cl, CN
R=C1H,1, CipHas
Re = C,Fo, CoF 13
n=4,6,8

RO

Price byla podporovina Grantovou agenturou Ceské
republiky (projekt ¢. 202/05/0431) a Ministerstvem Skolstvi,
mladeze a télovychovy (projekt COST OCD 14.50).

LITERATURA

1. Svoboda J., Novotna V., Kozmik V., Glogarova M.,
Weissflog W., Diele S., Pelzl G.: J. Mater. Chem. 13,
2104 (2003).

Kozmik V., Kovafova A., Kuchai M., Svoboda J.,
Novotna V., Glogarova M., Kroupa J.: Liq. Cryst. 32, v
tisku (2005).

SYNTEZA KAPALNYCI:I KRYSTA;I"J LOMENEHO
TVARU S TERMINALNI FUNKCNI SKUPINOU

VACLAV KOZMIK?, JIRI SVOBODA®?, VLADIMIRA
NOVOTNA" a MILADA GLOGAROVA"
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“Ustav organické chemie, VSCHT Praha, Technickd 5, 166 28
Praha 6, bezikdlm' ustav AV CR, Na Slovance 2, 182 21
Praha 8

Vaclav.Kozmik@vscht.cz

V nedavné dobé jsme zavedli novy typ centralniho jadra
pro konstrukci bananovitych kapalnych krystalt, které
vykazovaly rizné typy tzv. B-fazi'. V ramci systematického
studia mesomorfnich vlastnosti téchto krystali jsme rozsifili
spektrum pfipravenych derivata 1-substituovanych naftalen-
2,7-diolt o slou€eniny obecného vzorce I, které obsahovaly ve
své molekule snadno polymerizovatelnou slozku (silylova
skupina, akrylatova jednotka)®. U takto piipravenych derivati
dochazelo ke snadné polymerizaci a bylo velmi obtizné
stanovit mesomorfni chovani téchto monomert.

R L8
)
RO (0]
X =H, CH,, Cl,CN
R = (CH,),,O0TBDMS, (CH,),,0COCH=CH,

R

Cilem na$i prace bylo piipravit odpovidajici derivaty
obecného vzorce II a u téchto piipravenych sloucenin stanovit
pomoci DSC, studiem textur a rentgenostrukturni analyzou
jejich strukturu fazi a mezomorfni vlastnosti.

o SO
o,

X =H, CH,, CI, CN
R = (CH,),,OH

R

Price byla podporovina Grantovou agenturou Ceské
republiky (projekt ¢. 202/05/0431) a Ministerstvem Skolstvi,
mladeze a télovychovy (projekt COST OCD 14.50).
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TRIGLYCERIDY !EZXTRAHOVANI:Z Z TUKOVYCH
TELES CMELAKU

EDITA KRAFKOVA, JOSEF CVACKA, JIRI KINDL,
OLDRICH HOVORKA, PAVEL JIROS a IRENA
VALTEROVA

UOCHB AVCR Praha, F. lemingovo nameésti 2, 16600, Praha 6
edita.krafkova@centrum.cz
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Na zakladé predchoziho vyzkumu se zda, ze existuje
ur¢itd podobnost mezi slozenim alifatickych latek v samcich
znackovacich feromonech' a zastoupenim mastnych kyselin
(v€etné od nich odvozenych latek) v jejich tukovych télesech.
Proto jsme pomoci riznych chromatografickych technik
analyzovali slozeni tukovych téles samct u vybranych druhil
¢meldkt a pacmelakt (Bombus pratorum, B. sylvarum, B.
subterraneus, Psithyrus bohemicus, P. rupestris).

Tkanovy extrakt byl rozdélen na tenké vrstvé, odkud
byly vybrany a zpracovany pouze triglyceridy (TAG).
Pripravené vzorky byly analyzovany metodou LC/MS
s chemickou ionizaci za atmosférického tlaku. Pro lepsi
separaci TAG byla optimalizovana metoda s nevodnym
chromatografickym systémem s pouzitim dvou reverznich
kolon C18 (15 cm a 30 cm) zapojenych do série. Po
transesterifikaci TAG byla pro identifikaci a kvantifikaci
jednotlivych mastnych kyselin pouzita metoda GC/MS. Ze
ziskanych informaci o slozeni tukovych téles vyplyva, ze mezi
nejhojnéji  zastoupené mastné  kyseliny v émelacich
triglyceridech patfi Sestnacti a osmndactiuhlikové kyseliny. Ve
vétsiné vzorkll prevlada kyselina olejova. Slozeni mastnych
kyselin i triglyceridi se zda byt druhové specifické, mezi
jedinci stejného druhu existuji jen malé rozdily.

Prdce byla provedena za podpory Grantové agentury AV CR
(grant cislo 44055403 a vyzkumného zameru cislo Z4 055
905).
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RTG STRUK:FURNI' ANALYZA A CESKA
ORGANICKA CHEMIE

BOHUMIL KRATOCHVIL

Ustav chemie pevnych ldtek, Vysokd Skola chemicko-
technologicka v Praze, Technickad 5, 166 28 Praha 6
bohumil kratochvil@vscht.cz

Cesti organiéti chemici rozumi pod pojmem strukturni
analyza prevazné aplikaci spektralnich metod, predev§im
NMR. Strukturni analyza zaloZena na difrakci RTG zéfeni na
monokrystalu organické latky v ¢eské organické chemii pfilis
nezdomacnéla i kdyz se jedna o nejdokonalejsi zplsob
poznani konfigurace, konstituce, konformace a pakovani
organickych molekul.

Duivody tohoto stavu jsou historické, personalni, odborné
i tasové. Rozvoj RTG difrakénich metod v CR byl a je
spojen s fyziky, mineralogy a anorganickymi chemiky. Mezi
Ceskymi organickymi chemiky nikdy nedoSlo k prolnuti
organika a RTG krystalografa v jedné osobnosti, jako napt. ve
Svycarsku (prof. Jack Dunitz), v Madarsku (prof. Alajos
Kalman) a jinde. Zatimco rutinni NMR spektrum si troufne
interpretovat naprosta vétSina organickych chemikti, RTG
difrak¢éni experiment a jeho zpracovani je povazovano za

Zi a je vyhrazeno pouze krystalografim. Jesté
donedavna byla hlavni piekazkou Sir$i aplikace RTG
strukturni analyzy jeji Casova naro¢nost, kterd se neziidka
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protahla na mésice a v zacatcich i na roky. Pochopitelné tak
dlouho nechtél Zadny organicky chemik cekat.

Dnes jsou casové RTG strukturni studie srovnatelné
s NMR v pevné fazi. RTG strukturni analyza ma bohuzel jesté
jeden kdmen urazu, ktery brani jeji Sir$i aplikaci, a to pfipravu
vstupniho monokrystalu. V soucasnosti se sice rychle rozviji
strukturni analyza z praskovitého (polykrystalického) vzorku,
ale tato aplikace bude vzdy limitovana velikosti studované
molekuly a pozadavkem jeji znaéné vnitini rigidity a tim
i pfesnosti ziskaného strukturniho modelu. Ptinutit organickou
molekulu krystalovat byva nékdy svizelné a bohuzel tato
zru¢nost se netési mezi ¢eskymi organiky oblibé. Piivodné ¢iré
monokrystaly se obcas zakali vlivem povrchové hydratace
a tim jsou nepouzitelné, zrovna jako extrémné vlaknité
a listkovité krystaly atd. Kultivace vhodnych monokrystalt je
zalezitosti organického syntetika a nikoliv krystalografa.
Organického chemika vSak daleko vice zajima izolovana
molekula nez jeji pakovani v krystalu a proto si vétSinou
vysta¢i s NMR a MS, ale podvédomé citi, ze by bylo vhodné
obcas okraslit vysledky svych syntéz RTG difrakei.

RTG strukturni analyza je nedestruktivni metodika
a ucelem predlozené, lehce ironické a nadnesené, prezentace je
zvysit prestiz strukturné difrakénich studii mezi ceskymi
organickymi chemiky.

PRIPRAVA PRODRUG BETULININU PRO IN VIVO
TESTOVANI

Z. KRESINOVA®, B. MARTINOVA®, J. SAREK",
M. KVASNICA® a M. HAJDUCH"

“Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédecka fakulta,
Univerzita Karlova v Praze, Hlavova 8, 128 43 Praha; Lab.
experiment. mediciny, Détska a Onkologicka klinika, LF UP
a FN Olomouc, Puskinova 6, 775 20 Olomouc
zdena.kresinova@volny.cz

Vramci rozsahlého vyzkumu cytotoxickych derivati
lupanu a 18c-oleananu, oznaGovanych jako betulininy', byly
na naSem pracovisti pfipraveny glyceryl-karbonaty a dusikaté
derivaty cytotoxicky vyznamnych triterpenoidd. V minulosti
jiz bylo prokazano™, 7e oba typy derivati maji pozitivni vliv
na cytotoxickou aktivitu slouceniny, nebot vyrazné zvysuji
jeji  hydrofilitu a navic jsou snadno enzymaticky
hydrolyzovatelné. Tyto vlastnosti je predurcuji pro piipravu
prodrug aktivnich derivata.

Vramci této prace byl pfipraven chloroformiat
1,3-dibenzylglycerolu a jeho uzitim byl ziskdn novy typ
karbonati  betulinind - 2’-glyceryl-karbonaty (napf. /).
V ptipadé 2’-glyceryl-karbonatli, na rozdil od 1’-glyceryl-
karbonatl, nevznikaji smési diasteroizomert.

V ramci druhé skupiny prodrug, kterou reprezentuji
dusikaté estery triterpenoidnich kyselin s ethylovym spacerem,
byly ptipraveny heterocyklické estery 2-morfolino-ethan-1-olu
(typ 1), 2-pyrrolidino-ethan-1-olu a 2-piperidino-ethan-1-olu.

Pripravené slouCeniny vykazaly vyznamné in vitro
cytotoxické aktivity vii¢i nadorové linii CEM. Struktury vSech
pripravenych sloucenin byly potvrzeny spektralnimi daty.
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Chemikalie, adsorbenty a rozpoustédla byly financovany
z grantu GA CR 203/03D/152, HPLC kolony a extrakce
brezové kiry byla placena z grantu MPO FT-TA/027, kdezto

n

testovani  cytotoxicity bylo hrazeno zgrantu GA CR
301/03/1570.
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BINDING OF CATIONS BY AZOBENZENE-
FUNCTIONALIZED (THIA)CALIX[4]ARENES

JAN KROUPA?, JIRI MORAVEK®, PAVEL LHOTAK?,
IVAN STIBOR? and KAMIL LANG"

“Department of Organic Chemistry, ICT Prague, Czech
Republic; Institute of Inorganic Chemistry, Academy of
Sciences of the Czech Republic, Prague, Czech Republic

Azoderivatives of (thia)calix[4]arenes are highly
preorganized receptors for complexation of cations. Due to the
presence of chromophoric azo group on the upper rim of
(thia)calix[4]arene it is possible to measure the complexation
process using UV/VIS spectroscopy.  Tetra-O-alkylated
azoderivatives of (thia)calix[4]arenes have been synthesized in
the cone and 1,3-alternate conformations and the complexation
constants with alkali metal cations have been calculated for
conformers where the complexation process has occurred. A
monomeric model compound has been also synthesized and as
expected the complexation process with alkali metal cations
was not observed.
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SYNTEZA PSEUDODISACHARIDU Z 1,6-
ANHYDROHEXOS

JIRI KROUTIL

Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédecka fakulta
UK, Albertov 6, 128 40 Praha 2, kroutil@natur.cuni.cz

Byly provedeny reakce 4 isomernich epiminoderivati 1,6-
anhydro-f-D-hexopyranos (allo, manno a galakto konfigurace)
s 2-, 3- a 4-aminoderivaty 1,6-anhydro-B-D-glukopyranosy. Tyto
reakce vedly k otevieni aziridinového kruhu podle Fiirstova-
Plattnerova pravidla za vzniku derivati pseudodisacharidti gluko-
gluko konfigurace ve vytézcich 66-93%.

ﬁ J NH;%/
HO
HW OH

Nukleofilni $tépeni aziridinového kruhu vyzadovalo
pouziti o-nitrobenzensulfonylové chranici skupiny jakozto
aktivujictho substituentu na dusiku aziridinového kruhu a tzv.
ionic-liquid prostiedi (N-methylpyridinium-tosylat) pro dosazeni
dobrych vytézkh produktl otevieni.

o-Nitrobenzensulfonylovd  skupina  byla  nasledné
odstépena Ucinkem benzenthiolu v alkalickém prostiedi, O-
benzylova skupina odstranéna hydrogenaci na 5% palladiu na
uhli ve smési HCl/methanol a ziskany volny amin byl
dvoufazove peracetylovan. Dalsi transformace peracetylovanych
derivatt vedla ke wvzniku hydrogensiranti substituovanych
aminoglukopyranos a zahrnovala acetolyzu obou 1,6-
anhydromuistktl a dvoustupiiovou deacetylaci. Takto byla ziskana
kompletni série 12 polohovych isomerli diaminoderivati
pseudodisacharidi.

BnO

Tato price byla podporovina Grantovou agenturou Ceské
republiky (grantovy projekt ¢. 203/02/D047).

LITERATURA

1. Kroutil J.: Eur. J. Org.. Chem., zaslano do redakce.
VYUZITI SONOGASHIROVY REAKCE K PRIPRAVE
NOVYCH 6-ALKYNYLPURINU

MARTIN KROVACEK"® a DALIMIL DVORAK®

Liblice 2004

“Ustav organické chemie, VSCHT Praha, Technickd 5, PSC
166 28, Praha 6; martin.krovacek@vscht.cz

Modifikované purinové baze nesouci substituenty
v polohach C2, C6 nebo C8 purinového jadra vykazuji Siroké
spektrum biologické aktivity'. Cilem predkladané prace bylo
vypracovat metodiku pro syntézu novych 6-alkynylpuring,
nesoucich na trojné vazbé elektronakceptorni funkéni skupinu.
Protoze Sonogashirova reakce v pfipadé propynalu a alkyl-

-propynoatti  selhava, pouzili jsme odpovidajici acetal
a orthoester (Schéma 1).
Z= J
O,
z §_<O H o)
I o}

°\

N R= AcO
R o
o
AcO OAc

Schéma 1

Dale byla studovana reaktivita ziskanych 6-alkynylpurint
v Diels-Alderovych reakcich a v 1,3-dipolarnich cykloadicich.

Prace byla financovina grantem GA CR ¢ 203/03/0035.
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POLYMERNI “DRUG DELIVERY SYSTEMY” S HY-
DROXYBISFOSFONATOVYMI SKUPINAMI PRO
CiLENY TRANSPORT DO KOSTNi TKANE

MARTIN HRUBY®**, TOMAS ETRYCH? JAN KUCKA"
a KAREL ULBRICH?

“Ustav  makromolekuldrni chemie Akademie véd CR,
Heyrovského ndm. 6, 162 06 Praha 6; "Katedra organické
a jaderné chemie, Prirodovédecka fakulta, Univerzita
Karlova, Hlavova 2030, 128 43 Praha 2

mhruby@centrum.cz

Kostni tkan, na rozdil od jinych tkani lidského
organismu, se vyznacuje fadou specifickych vlastnosti, které

vyplyvaji z jeji primarné¢ mechanické funkce. Hlavnim
specifikem je pfitomnost velkého mnozstvi mineralu
hydroxyapatitu (HA), ktery zlepSuje jeji mechanické

vlastnosti.

Nastup pouzivani (hydroxy)bisfosfonati (HBF; napt.
alendronatu a zolendronatu), které inhibuji ¢innost osteoklasti,
znamenal zasadni prilom v terapii fady onemocnéni spojenych
s patologickou degradaci kosti, pfedevs§im Pagetovy choroby,
osteopordzy a kostnich metastdz nadorovych onemocnéni.
HBF jsou po parenteralni aplikaci rychle, z velkého procenta
a prakticky ireverzibiln¢ vychytavany v kostni tkani chelataci
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na povrch HA v dusledku sterické podobnosti téchto 1é¢iv
s difosfatem normalné ptitomnym ve struktufe HA. Distribuce
HBF podle struktury kosti neni homogenni, ale dochazi
k preferen¢nimu vychytavani v oblastech kosti s vysokou
remodelacni  aktivitou, jako jsou napf. osteolytické
metastatické nadorové leze (az desetindsobné  véEtsi
koncentrace neZ v normalni kosti'), pravdépodobné diky vétsi
pfistupnosti povrchu HA v téchto mistech.

Pripravili a charakterizovali jsme novy polymerni
nosi¢ovy systém umoziujici cileny transport radiodiagnostik,
radioterapeutik a protinadorovych 1é¢iv do kostni tkané.
Systém je =zalozen na kopolymeru N-(2-hydroxypro-
pyDmethakrylamidu obsahujicimu HBF cilici skupiny a model
radioterapeutika ('>I), radiodiagnostikum ('''In) respektive
protinadorové 1é¢ivo doxorubicin. In vitro studie vazby téchto
nosi¢i na HA prokazaly velmi rychlou, na obsahu HBP
zavislou adsorbci na tento mineral. Modelova 1éc¢iva byla
navazana nasledujicimi chemickymi spojkami: stabilni
amidickou, pH-labilni hydrazonovou a v endosomech
kathepsinem B enzymaticky Stépitelnou tetrapeptidovou (Gly-
Phe-Leu-Gly). Lécivo vazané §tépitelnymi vazbami mize byt
efektivné uvolnéno z nosice hydrolyzou na zaklad¢ zmény pH,
respektive enzymatického stimulu, jak bylo prokazano v in
vitro modelovych studiich.

Studie byla vypracovina za financni  podpory Grantové
agentury Akademie ved Ceské republiky, grant ¢. KJB
4050408.

LITERATURA
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PﬁiPBAVA NOV\Z(CH OXIDOVANYCH 180-OLEANA-
NOVYCH DERIVATU

MIROSLAV KVASNICA®, IVA TlgyEvaAﬁ, JAN
SAREK?, JAN SEJBAL® a IVANA CISAROVA"

“Katedra organické a jaderné chemie, Prirodovédecka fakulta,
Univerzita Karlova v Praze, Hlavova 8, 128 43, Praha 2;
bKatedra anorganické chemie, Prirodovédeckd fakulta,
Univerzita Karlova v Praze, Hlavova 8, 128 43 Praha 2
mirek.kv@seznam.cz

Vramci naseho rozsahlého vyzkumu cytotoxicity
triterpenoidd’  byla oteviena cesta syntézy mnovych
18a-oleananovych derivati oxidovanych pfevazné na kruhu
A. Takto pripravené slouceniny by pak mohly vykazovat
slibné cytotoxické ucinky nebo by mohly byt pouzity jako
prekurzory pro dal3i syntézy®.

Jako vychozi sloucenina byl pouzit o-apoallobetulin 7
s dvojnou vazbou v poloze 3(5). Ten byl nasledné podroben
tfem typtim reakci’, a to epoxidaci pomoci MCPBA, allylové
oxidaci dichromanem sodnym a oxidativnimu $tépeni oxidem
ruthenicelym. Naéslednymi oxidacnimi reakcemi byly
pfipraveny napf. epoxyketony, diketony, triketony (napt II),
anhydrid IIT a nekolik strukturné zajimavych sloucenin jako
ozonidy, hydroxylakton nebo oxolakton IV.

855

Liblice 2004
(0]
o
o } . }
0 o Z 0
o (0]
17 Vil Vi

Pripravené slouceniny nevykazaly pfi in vitro testovani
vyznamnou cytotoxickou aktivitu proti nadorové linii
CEM. Struktury vSech pfipravenych sloucenin byly potvrzeny
spektralnimi daty.

Chemikdlie a rozpoustédla byly financovdny z grantu GA CR
203/03D/152, HPLC kolony byly zakoupeny z grantu MPO
FT-TA/027, kdezto deuterovand rozpoustédla pro NMR
experimenty z grantu GA CR 203/05/P025.
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C,-SYMETRICKE SILOLANY

JAROSLAV KVICALA a ONDREJ BASZCZYNSKI

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

OrganokiemiCité slouceniny nachdzeji Siroké vyuziti
v organické chemii. Spektrum jejich u€inku na organické
slouceniny zahrnuje chranéni, redukei, coupling, fluoraci atd.
Chiralni slouceniny kiemiku ve srovnani s analogickymi
borovymi nebo fosforovymi slouc¢eninami vykazuji mnohem
niz§i enantioselektivitu z divodu delsi vazby uhlik-kiemik.
V posledni dob& dochazi k renesanci této oblasti chemie
v souvislosti s pouzitim novych chiralnich skupin s vyraznou
organizaci prostoru’.

V  souvislosti se snahou o nalezeni novych
enantioselektivnich nukleofilnich fluora¢nich c¢inidel jsme
ptipravili z C,-symetrickych diolti Ia-Ic dibromidy Ila-Ilc.
Jejich reakei s hof¢ikem a nasledné s dibenzyldichlorsilanem
nebo benzyl(dichlor)fenylsilanem jsme ziskali silolany
Hla-Illc.
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vyvoj analytické metody stanoveni téchto DNA adukti v mo¢i
pomoci HPLC-ESI-MS-MS.

OH Ph
o Ph)) o //<
HNK ‘N/> HN ‘N> on
Y,
SNTON k\N N vy
NH
NH, )iN
N
NN D
kt,? Sy
J“\/ Vil S/OH Ix
OH
Ph Bh

Obr. 1. Struktury ptipravenych adukti DNA

Ib,Ic IIb,I1c IIIb,ITIc Autori dékuji za financni podporu granty 310/03/0437 od GA
CR a MSM 604 613 73 01 z Ministerstva §kolstvi CR.
Schema 1. i PBr3; ii CBry, PPhs; iii 1. Mg, 2. R(Ph)SiCl,

LITERATURA
Benzylové skupina v silolanech miZe byt odstranéna 1. Shuker D.E.G, Farmer P.B.: Chem. Res. Toxicol. 5, 450
redukci vodikem na palladiu nebo fluoraci fluoridem (1‘992)
draselnym. Dal§i transformace vzniklych reaktivnich 2. Kjellberg J., Hagberg C.E., Malm A., Noren J.O.,
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Dékujeme Grantové agentuie Ceské republiky (Grant ¢ ,
203/03/0496) a Ministerstvu skolstvi Ceské republiky (Projekt REAGENCIE PRO VYVOJ ELISA METODY PRO

¢ MSM223100001) za financni podporu tohoto projektu. KUMESTROL
LITERATURA HANA KRAKOVICOVA®, ZUZANA MACKOVA?,
1. Oestreich M., Schmid UK., Auer G. Keller M. RADKA KOBLO\{S,K?“, MICHAELA VITKOVA®
Synthesis 2003, 2725. a OLDRICH LAPCIK

“Ustav chemie prirodnich latek, fPBT, VSCHT Praha,
FENYL(HYDROXY)ETHYL-DERIV ATY ADENINU Technickd 5, 166 28 Praha 6; *Ustav biochemie
A GUANINU JAKO INDIKATORY EXPOSICE a mikrobiologie, FPBT, VSCHT Praha, Technickd 5, 166 28
STYRENU, JEJICH SYNTEZA A STANOVENI V MOCI Praha 6

lapciko@vscht.cz

IGOR LINHART, JAN NOVAK a JAN KROUZELKA ) )
Kumestrol ~ (3,9-dihydroxykumestan)  patii  mezi

Ustav organické chemie, Vysokd Skola chemicko- estrogenné aktivni latky rostlinného pavodu (fytoestrogeny).
technologickd v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha Z hospodatsky vyznamnych rostlin se vyskytuje hlavné ve
linharti@vscht.cz vojtésce (tolice, rod Medicago) a v jetelich (rod Trifolium).
Fytoestrogeny obsazené v potravé mohou za urcitych

Adukty DNA substituované v polohdch 7-N guaninu okolnosti ovliviiovat zdravotni stav lidi i hospodaiskych

a 3-N adeninu snadno deurinuji. Modifikované purinové base zvifat. Nedavno byla v nasi laboratofi pfipravena RIA metoda
se pak vylutuji v mo&i a mohou slouzit jako indikatory pro stanoveni kumestrolu v biologickych materialech,
exposice genotoxickym latkam, schopnym alkylovat DNA'. zaloZena na protilatkach proti konjugatu 3-O-karboxymethyl-

Mezi tyto litky nalezi také styren-7,8-oxid (I), reaktivni ~ Kumestrolu s BSA a vyuZivajici jako indikator konjugat 3-O-
metabolit styrenu. Byly vyvinuty syntetické postupy pro karboxymethylkumestrolu se "I znalenym tyrosylmethyl-

derivaty adeninu a guaninu odvozené od I vyuzivajici esterem'.

vhodnych prekursor adeninu a guaninu a syntetickych Cilem této prace bylo pfipravit polohové homologni
ekvivalentii 1. Jako prekursor guaninu byl pouzit 7-methyl-10- derivat kumestrolu s alternativnim mistkem a jeho konjugaty
0x0-9,10-dihydropyrimido[ 1,2-a]purin® (I7), jako prekursor s nosiGovymi proteiny a otestovat jejich pouzitelnost v ELISA
adeninu 8-bromadenin (/I7). Syntetickymi ekvivalenty oxiranu me?odzich, Rea}(ce kurpestrolu s ethy}-4-brombutyrétem
I byly bromhydriny, 2-brom-2-fenylethanol (/V) a 2-brom-1- vdlmethylsulfox@u alkalizovaném uhli¢itanem ‘draseln}'/m
fenylethanol (¥7) chranéné allylovou nebo benzylovou poskytla smés jak obou moznych monosubstituovanych
skupinou. Alkyla¢nimy reakcemi s nasledujicim odchranénim derivatl, tak disubstituovany derivat. Po rozdéleni reakéni

byly ziskany Zzadané produkty, 7-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)- smési  preparativni  TLC byl  poZadovany  3-O-
guanin (VI), 7-(2-fenyl-2-hydroxy-ethyl)guanin (VII), 3-(1- karboxypropylkumestrol ziskan hydrolyzou odpovidajiciho
fenyl-2-hydroxyethyl)adenin (VIII) a 3-(2-fenyl-2-hydroxy- cthylesteru  50% kyselinou mravenci. Konjugaty 3-O-
ethyl)adenin (ZX). Oba derivaty guaninu byly pouZity pro karboxypropylkumestrolu s ovalbuminem a s hovézim
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sérovym  albuminem  byly  pfipraveny  modifikaci
karbodiimidové metody podle Yatsimirské®. Nejlepsi
imunochemické  charakteristiky =~ vykazoval  konjugat

s ovalbuminem. Jeho pouziti umoznilo sestaveni nepiimé
kompetitivni ELISA jako prvni neizotopové imunochemické
metody pro kumestrol.

Tato studie byla podporena vyzkumnym zamérem MSM ¢
604 613 7305.
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ISOFLAVONOIDY V CELEDI SOLANACEAE

ZUZANA MAC,KOVA"‘: RADKA KOBLO\{S,KA“,
MICHAELA VITKOVA?, OLDRICH LAPCIK*
a BORIVOJ KLEJDUS"

“Fakulta potravindiské a biochemické technologie, VSCHT
Praha, Technicka 5, 166 28 Praha 6; bUstav chemie

a biochemie, Mendlova zemédélska a lesnicka univerzita,
Zemédelska 1, 613 00 Brno

lapciko@yvscht.cz; klejdusb@seznam.cz

Isoflavonoidy (3-fenylchromony) jsou biologicky aktivni
sekundarni  metabolity  rostlin, které byly doposud
zaznamenany v omezeném poctu Celedi, mezi nimiz neni jasna
fylogeneticka vazba. Zatimco v bobovitych (Fabaceae) jsou
isoflavonoidy zastoupeny hojné, v ostatnich celedich casto
predstavuji minoritni slozky komplexu fenolickych latek.
Nedavno jsme popsali nové vyskyt isoflavonoidi v ¢eledich
Rutaceae (routovité)' a Myrtaceae (myrtovité)®. V této studii
jsme se zaméfili na jejich vyskyt u rodu Nicotiana z Celedi
Solanaceae (lilkovité¢). Dosud byla pfitomnost isoflavonoida
v této Celedi popsana jen jednou, u lilku druhu Solanum
torvum®. Nase nalezy naznacuji, Ze biosyntéza isoflavonoidi
by v ¢eledi Solanaceae mohla byt obecnym jevem.

Rostlinny material pochézel ze sbirky Botanické zahrady
Univerzity Karlovy v Praze. Stonky, listy a kvéty byly
bezprostfedn¢ po odbéru zmrazeny a do lyofilizace
uchovavany pii -20 °C. Suché vzorky byly namlety na
tiiStivém mlynku a extrahovany smési ethanol/voda 8:2 (v/v).
Extrakty byly analyzovany HPLC vkombinaci s
imunochemickymi metodami a HPLC-MS v SIM modu’.

Ve vsech studovanych druzich tabakd jsme zaznamenali
fadu isoflavonoidu, jak aglykonu, tak glykosylovanych forem,
v rozsahu od desitek mikrogrami az jednotek miligramd na
kilogram suché véhy. Nejvice zastoupenym derivatem byl
prunetin, nasledovany 4’-methoxyisoflavonoidy (formono-
netin, biochanin A). Nejvys$si imunoreaktivity vykazovaly
kvétni vrcholy, naopak ve stoncich byly zanedbatelné. Kromé
znamych isoflavonoidti jsme v HPLC chromatogramech
pozorovali nékolik imunoreaktivnich frakci, které byly
prozatim popsany pouze chromatografickymi a imuno-
chemickymi charakteristikami.

Vyznam isoflavonidii v Celedi Solanaceae je zatim
nejasny. Odlisny rozsah jejich glykosylace a methylace
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v listech a v kvétnich vrcholech naznacuje, ze isoflavonoidy
hraji ur¢itou roli ve fyziologii rodu Nicotiana.

R2

Isoflavonoidy

Daidzein: R'=R?= OH, R*=H; Genistein: R'=R>=R*=0H;
Formononetin: R'=OH, R*= OCHj,, R*=H; Biochanin: R!=R*=
OH, R*= OCH;; Prunetin: R'= OCH3, R>=R*=0H; Daidzin:
R'= D-glukosyl, R?= OH, R3=H; Genistin: R'= D-glukosyl,
R2=R*=0H; Sissotrin: R'=Glukosa, R>=OCHj3, R>= OH;
Ononin: R'= D-glukosyl, R*=0OCH;, R*=H;

Tato studie byla podporena grantem GA CR 525/03/0352.
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ANTIFUNGALNI AKTIVITA ]
5-BROMTHIOSALICYLANILIDU

LENKA KUBICOVA', MILOS MACHACEK®, MARTIN
SUSTR?, LUIS SILVA" a VLADIMIR BUCHTA"

“Katedra anorganické a organické chemie a Katedra
biologickych a lékarskych ved, Farmaceuticka fakulta
v Hradci Kradlové, Univerzita Karlova v Praze, Heyrovského
1203, 500 05 Hradec Kraloveé

machacek@faf-cuni.cz.

Antifungélni aktivita thiosalicylanilidi je znama jiz od
60. let 20. stoleti'. Teprve pomérmé nedavno byla ve skuping
derivatt  substituovanych chlorem v thioacylové casti
molekuly nalezena i vysoka aktivita in vitro proti Absidia
corymbifera, jednomu z pivodci mukormykoéz>. Cilem tohoto
ptispévku bylo pfipravit sérii 5-bromthiosalicylanilidi
substituovanych v anilidové ¢asti a studovat jejich antifungalni
ucinnost.

Vychozi 5-bromsalicylanilidy byly syntetizovany reakci
kyseliny 5-bromsalicylové s pfislusnym anilinem a chloridem
fosforitym v chlorbenzenu. Reakei s ethyl-chlorformiatem
byly pfevedeny na 6-brom-3-fenyl-2H-1,3-benzoxazin-
2,43H)-diony. Z nich byly thionaci sulfidlem fosforecnym
a naslednou alkalickou hydrolyzou pfipraveny zadané
produkty®.

Antifungalni aktivita 5-bromthiosalicylanilidi byla
testovana in vitro mikrodiluéni bujénovou metodou proti
Candida albicans ATCC 44859, C. tropicalis 156, C. krusei
E28, C. glabrata 20/1, Trichosporon beigelii 1188,
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Trichophyton mentagrophytes 445, Aspergillus fumigatus 231
a Absidia corymbifera 272. Byla vyjadiena jako minimalni
inhibiéni koncentrace (MIC) po 24 a 48 h (u T
mentagrophytes po 72 a 120 h) statické inkubace pii 35 °C

koncentrace testované latky, pfi které dochazi k 80% a vyssi
inhibici rastu vici kontrole bez ucinné latky.

Piipravené  5-bromthiosalicylanilidy se proti A.
corymbifera ukazaly byt ¢innéj§i nez amfotericin B anebo
alespon srovnatelné uéinné jako tento standard. Pfi porovnani
s diive piipravenymi latkami’ byly vétsinou také srovnatelnd
ucinné jako odpovidajici 5-chlorthiosalicylanilidy, avSak méné
ucinné nez 3,5-dichlorthiosalicylanilidy. Pokud jde o ostatni
testované kmeny, byla zjiSténa vyznamna ucinnost 5-
bromthiosalicylanilidi pouze proti 7. mentagrophytes.

Prace byla podporovaina grantem GA UK 31 2/2005/B-
CH/FaF a vyzkumnym zamérem MSMT MSM 0021620822.
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STUDIUM MECI—!ANISMIOJ CYKLOADICNICH
REAKCI DERIVATU VINYLTHIOFENU S DIMETHYL
ACETYLENDIKARBOXYLATEM

ALES MACHARA® a JIRI SVOBODA®

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

Pfi vyzkumu vhodnych syntetickych cest vedoucich
k rizné substituovanym benzothienobenzofuranim a ben-
zothienobenzothiofentim bylo zjisténo, ze cykloadi¢ni reakce
odpovidajicich vinylthiofeni s DMAD kromé ocekévanych
produkt poskytuji i1 latky s cyklopenta[b]thiopyranovym
(thialenovym) skeletem'™. Pro vysvétleni tohoto chovani byly
pfipraveny dvé série vinylderivati umoznujici posoudit vliv
ruznych anelovanych jader a elektrondonornich skupin na
prubéh reakce. Na zaklad€ analyzy struktur vznikajicich latek
a jejich distribuce byl navrzen nesoudinny mechanismus
reakce vedouci k rozSifeni thiofenového kruhu na
thiopyranovy. Déle budou prezentovany vysledky zjisténé pti
pouziti ucinnych katalyzatorti Dielsovych-Alderovych reakci
a polarnich rozpoustédel.
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Prace byly podporovina grantem MSMT (projekt ¢. MSM
223100001) a GA CR (projekt ¢. 202/05/0431).
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PRIPRAVA HEMISUKCINATU BETULININU
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Betulininy' reprezentuji  skupinu  triterpenoidd
ptipravenych na naSem pracovisti, odvozenych od lupanového,
des-E-lupanového a 18a-oleananového skeletu, které vykazuji
vyznamnou protinadorovou aktivitu (ICsqg < 10 pmol/l).
V souvislosti s dal§im vyzkumem betulininti bylo zjisténo, ze
ucinné slouceniny ¢asto nemaji zcela vyhodné farmakologické
vlastnosti — zejména stabilitu a rozpustnost v mediich
zalozenych na vodné bazi. Proto bylo potieba vhodnou
modifikaci ptipravit derivaty s lepS§imi vlastnostmi potiebné
pro in vivo testovani, které budou vysoce hydrofilni jako napt.
hemiftalaty®.

V ramci této prace byly pfipraveny hemisukcinaty (napf.
11, IV) jednoduchou acylaci hydroxyderivatt (napi. I, II)
sukcinanhydridem v pyridinu v pfitomnosti DMAPu.

Pripravené slouceniny, které byly dosud testovany na in
vitro  cytotoxickou  aktivitu  v0¢i  nadorové  linii
T-lymfoblastické leukemie vykazaly zajimavé vysledky.
Struktury vSech pfipravenych sloucenin byly potvrzeny
spektralnimi daty.
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Adsorbenty a rozpoustédla byly financovdny z grantu GA CR
203/03D/152, zpracovani brezové kiiry a chemikalie byly
financovany z grantu MPO FT-TA/027, kdezto testovani
cytotoxicity bylo hrazeno z grantu GA CR 301/03/1570.
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Skupina 10 substituovanych tetraaryl orthokarbonati je
studovana pomoci NMR spektroskopie. Predmétem zkoumani
je teplotni zavislost spekter. Pozorovani se zaméfuje na
roz$tépeni signalu ortho protonu vlivem vymizeni symetrie
zpusobované konformacnimi zménami. Soucasné jsou
konformacni rovnovahy podrobeny studiu metodami kvantové
chemie.

FIQ
? o-r
R

R = fenyl, 4-bromfenyl, 4-chlorfenyl, mesityl, 2-chlorfenyl,
2,4,5-trichlorfenyl, 2-fluorofenyl, 2,5-dichlorfenyl, 2,3-
dichlorfenyl, 4-nitronaftyl
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CILENY VYZKUM VYSOCE [’Jé}NNYCH ANTIRU-
BERKULOTIK: V ACYLOVE CASTI HALOGENO-
VANE N-(4-ALKYLFENYL)SALICYLAMIDY

JOSEF MATYK®, KAREL WAISSER" a JARMILA
KAUSTOVA®
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Antibakterialni aktivita salicylanilidi ma rozdilny
mechanismus  G¢inku, kterym se odliSuje od vSech
pouzivanych antituberkulotik. V pfedchozi studii jsme

studovali kvantitativni vztahy mezi strukturou a antimy-
kobakterialni aktivitou t&chto latek'. Protoze perspektivnimi se
ukdzaly derivaty halogensalicylamidi a soucasné jsme se
domnivali, Ze vyznamnou tlohu mtze hrat substituce alkylem
vpoloze 4. Vtéto praci jsme se soustfedili na latky
s pfedpokladanym vyznamnym tc¢inkem.

Jednotlivé slouceniny byly pfipraveny reakci kyseliny
salicylové s ptislusnymi derivaty anilinu v toluenu za ptidavku
chloridu fosforitého. Ziskané latky byly piedany na
antimykobakterialni hodnoceni. Zpravidla derivaty 3-chlor-
a 4-chlor-salicylanilidd byly aktivnéj$i nez derivaty 3,5-

dibromsalicylanilidd. Vliv alkyli byl velmi vyznamny,
nejuc¢innéjsi  byly  4-propylderivaty.  Vysledky  byly

analyzovany metodou QSAR. Nejucinnéjsi latky se u¢inkem
vyrovnaji pouzivanym antituberkulotikim, které vSak pted¢i
spektrem ucinku, zasahujicim také potencidlni patogenni
kmeny.

Projekt byl podporovin VZ MSMT 0021620822 a grantem
FRVS 42/G6/2005.
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VLIV CH/z INTERAKCE NA STEREOSELEKTIVITU
1,3-DIPOLARNICH CYKLOADICNICH REAKCI
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1,3-Dipolarni cykloadi¢ni reakce jsou vyznamnym
syntetickym nastrojem chemie pétilennych heterocyklickych
slougenin'. Popularita t&chto reakei t&2i z konceptu reakéniho
mechanismu zalozeného na teorii hrani¢nich orbitald (FMO),
ktery se rozviji od 60. let minulého stoleti a umoznuje dnes
dostate¢né spolehlivé predpovédi reaktivity a regioselektivity
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v téchto reakcich. V soucasné dobé¢ se soustfedi pozornost na
vyuziti 1,3-dipolarnich cykloadici v ,asymetrické“ syntéze,
avSak faktory ovliviwujici stereoselektivitu téchto reakci jsou
mnohem hife definované a kromé zpochybnované sekundérni
orbitalové interakce, vychazejici také z teorie FMO, je nutné
zvazovat jak sterické efekty, tak coulombické interakce,
vodikové vazby ¢i koordinaci s ionty kovi.

Vysledky naSeho piedchoziho vyzkumu 1,3-dipolarnich
cykloadici a-methylidenlaktoni naznagily’, e jednim
z efektd, ktery muze hrat vyznamnou roli v ovlivnéni
stereoselektivity téchto reakci je i intermolekularni CH/n
interakce® mezi dipolarofilem a 1,3-dipolarni slouc¢eninou.

Nyni chceme prezentovat nase nejnovéjsi vysledky,
které uvedenou hypotézu potvrzuji. Nesporny efekt CH/m
interakce na diastereoselektivitu 1,3-dipolarni cykloadice
benzonitrilbenzylidu s a-methylidenlaktonem je demonstrovan
substituénim efektem p-substituentu na benzenovém jadie
interagujicim s dipolarofilem. Elektrondonornéjsi substituenty
upfednostiuji tvorbu cykloadukti vzniklych reakci ptes
transitni stav, vnémz se uplatni CH/n interakce.
Diastereoselektivni prebytky téchto cykloadukti vyznamné
koreluji s hodnotami Hammettovych konstant substituentd,
coz ukazuje na urcujici vliv této interakce.

Geometrie pravdépodobnych transitnich stavil ziskané
z kvantové chemickych vypocti metodou DFT s vyuzitim
hybridniho funkcionalu B3LYP jsou v souladu s pfitomnosti
CH/rt interakce v transitnim stavu vétSinového cykloaduktu.
Konfigurace cykloadukti byla potvrzena 2D NMR
spektroskopii a rentgenovou strukturni analyzou.

P.M. dékuje FRVS za poskytnutoy grant &. 570/2004.
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SYNTHESIS OF HELICALLY CHIRAL
HETEROAROMATICS: AN EASY ACCESS TO
AZAHELICENE DERIVATIVES

JIRI MiSEK, FILIP TEPLY, IRENA G. STARA*, IVO
STARY*, and DAVID SAMAN
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Azahelicenes and their derivatives have been rather rare
although they might find interesting applications in various
branches of chemistry. As the presence of nitrogen usually
disqualifies the photodehydrocyclization approach', we have
developed an alternative route using intramolecular [2+2+2]
cycloisomerization® of heteroaromatic triynes under Co(I) or
Ni(O)catalysis. We  have  prepared  azahelicene-like
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compounds in a nonracemic form. This methodology can also
be applied to the synthesis of fully aromatic azahelicenes. The
use of helical pyridinium-type salts as PTC catalysts and
obtaining of enantiomericaly pure azahelicenes is under study.

54 %

(P.S): (M.S)=95:5 (P.S): (M,S)=95:5

Tol = p-tolyl

OAc

Z
CpCo(CO),, PPh, I\ I TfOH on silica
—_— —_—

94 % 39 %

N

N,
)

=

OAc
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ACETYLCHOLINESTERAZY A JEJICH SCHOPNOST
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Pesticidy (napt. parathion, chlorpyrifos) stejné jako
nervove paralytické latky (napf. soman, sarin, tabun, VX) patii
do skupiny organofosfatl. Tyto latky ireverzibilné inhibuji
enzym acetylcholinesterdzu (AChE). Jejich u¢inek je zalozen
na fosforylaci aktivniho mista enzymu, kde se kovalentné vazi
na serinovy hydroxyl. Reaktivatory AChE §tépi vazbu enzym-
inhibitor a slouZi jako antidota pii otravéch organofosfaty'.
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Jejich ucinek je specificky pro jednotlivou strukturu inhibitoru
a zadna dosud znama latka neni schopna efektivné reaktivovat
strukturné $iroké spektrum organofosforovych inhibitori’.
Byly pfipraveny nové reaktivatory AChE modifikaci
znamych syntetickych postupti. Jejich aktivita byla testovana
in vitro na chlorpyrifosem inhibovanou AChE a porovnana
s aktivitami zndmych reaktivatorti (pralidoxim, methoxim, HI-
6, obidoxim, trimedoxim). Z vysledkd in vitro méteni byl
vyvozen vztah mezi strukturou a aktivitou. Reaktivacni
udinnost zavisi na pfitomnosti a mnozstvi kvarternich dusikd,
konstituci a délce spojovaciho fetézce a poloze a poctu
hydroxyiminomethylovych skupin v molekule®™.

Autori dékuji za podporu Grantové agentuie Univerzity
Karlovy (grant ¢. 302/2005/B-CH/FaF) a Ministerstvu obrany
Ceské Republiky (grant & ONVLAJEP 20031).
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V dnesni dob¢ je tvorba a $tépeni C-C vazeb pomoci
katalytickych systémi na bazi komplexi piechodnych kovi
intenzivné studovanou oblasti v oboru organickych syntéz'.
Alkeny mohou reagovat s komplexy piechodnych kovl za
vzniku organokovovych sloucenin obsahujicich vazbu C-kov
a tyto latky vétSinou reaguji dale za vzniku jedné ¢i vice
novych C-C vazeb. Typickym zastupcem téchto reakci jsou
polymerace? & cyklizace® dienti. Opaény proces, tj. degradace
alkeni na mensi celky neni pfili§ prozkouman. Katalytické
Stépeni C-C vazeb pomoci komplexti piechodnych kova
probiha vétsinou pouze s latkami se silnym sterickym pnutim,
kde hnaci silou je sniZeni tohoto pnuti®.

Tento projekt vychazi z ptedeslého studia cyklizaci 2-
chlor-a,, w-dient’ katalyzovanych komplexy Zeleza, pii kterém
jsme nalezli novy a snadno pouzitelny katalyticky systém na
bazi komplexii Ni. Vhodnou volbou vychoziho dienu,
reakénich podminek a zménou molarnich pomért jednotlivych
komponent katalytického systému je mozné dosahnout bud’
tvorby C-C vazeb (cyklizace), ¢i zménit smér reakce
a dosahnout §t&peni C-C vazeb (deallylace)®. Tento jev byl
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podroben zkoumani z hlediska reakéniho mechanismu a vlivu
struktury vychozi slou€eniny na pfednostni pribéh reakce.

/ /
X

Ni kat. (5%) Ni kat. (5%)

toluen toluen
H EtsAl \_\ Et;Al
N\ (EtAICH
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C-arylglykosidy  jsou  derivaty  glykosidd, kde
glykosidicky O atom je nahrazen atomem uhliku. Vazba C-C
zvySuje stabilitu vi¢i enzymatické a chemické hydrolyze.
Dale jsou C-arylderivaty odvozené od ribosy a deoxyribosy
slibnymi kandidaty pro rozsifeni genetické abecedy.

Pro ptipravu  C-arylribosidli jsme zvolili [2+2+2]-
cyklotrimerizaci s a,m-diyny. Tento pfistup umoziuje pracovat
za mirnych a neutdlnich reakénich podminek. Reakce byly
provedeny s rozli¢nymi typy katalyzatorii (Rh', Ni* atd.), za
ruznych reakénich podminek a s celou fadou diynt (Schéma 1)
jak s o, tak B anomerem. Reakce probchly dle ocekavani
a poskytly odpovidajici produkty v dobrych vytézcich.

Oy
TolO X

o nebo B anomer

TolO 0.

cat.

e

TolO
o nebo B anomer

X = C(COOEt), C(COMe), C(COOEt)(COMe), C(COOEt)CN, NTs, O
cat. = RhCI(PPh3)z Ni(cod),/PPhs NiBry(dppe)/Zn, [Ir(cod),Cl],/dppe
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Akceleranty  transdermalni  permeace jsou latky
usnadiiujici prostup 1é¢iva pres kizi'. Dodecylester kyseliny 2-
dimethylaminopropionové (DDAIP) je klinicky pouZivany
akeelerant s vysokou urychlovaci aktivitou pro fadu 16&iv>. Jiz
diive bylo zjisténo, ze velmi U€innym akcelerantem je také
dodecylester kyseliny 6-dimethylaminohexanové (DDAK)’.
Cilem této prace bylo zjistit, jak se projevi zména vzdalenosti
dimethylaminoskupiny od esterové vazby a jaky je vliv
konfigurace na akcelera¢ni ucinek téchto latek.

Pripravili jsme DDAIP véetné optickych izomert a do-
decylestery kyseliny 3-dimethylaminopropionové, 4-dimethyl-
aminobutanové, 5-dimethylaminopentanové a DDAK. Akce-
lera¢ni G¢innost vsech nové ptipravenych latek byla vyssi nez
ucinnost klinicky pouzivaného akcelerantu DDAIP. Bylo
zjisténo, ze aktivita je vy$si u linearniho izomeru DDAIP a
optimalni délka uhlikatého fetézce mezi aminoskupinou a
esterovou  skupinou je u dodecylesteru kys. 4-
dimethylaminobutanové. Pro potvrzeni tohoto faktu se
pokusime pfipravit a testovat i dodecylester kyseliny 7-
dimethylaminoheptanové.  Rozdil akceleracnich  aktivit
enantiomertt. DDAIP neni statisticky vyznamny, vzhledem
k velkému rozptylu hodnot je vSak nutné srovnani zopakovat.

Prace byla podporovana Grantovou agenturou Univerzity
Karlovy (407/2004/B-CH/FaF) a Ministerstvem skolstvi Ceské
Republiky (MSM 0021620822).
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Palladiem katalyzovana reakce karbaniontli aminokar-
benovych komplexti chromu s allylovymi acetaty a karbonaty
poskytuji odpovidajici aminokarbeny'. Takto pfipravené v,5-
nenasycené karbenové komplexy mohou byt vyuzity pro
piipravu polycyklickych systémi’. Asymetrick4 indukce byla
studovana na reakci aniontu aminokarbenového komplexu 7
s allylacetatem II v pfitomnosti Pd,(dba);”CHCI; a chiralniho
ligandu. NejlepSich vysledkii bylo dosazeno pii pouziti
fosfinooxazolinového ligandu 77T v THF (90% ee). Jiné chiral-
ni ligandy (BINAPPdCI,, bis-oxazolinové ligandy a Trostiuv

ligand) se v této reakci projevily jako méné efektivni.
N(CHs),

N(CH3)2 1. BuLi CI’(CO)5

cr(co - :
r( )5:<CH 2. I, Pdy(dba);.CHClg, L* X
, N L* = chiralni ligand

OCOCH;
0]
A |
) ) kN e,
/] mn

Schema 1.
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A series of substituted pyridylguanidines was
synthesized (see SchemeI). Then the compounds were
evaluated for in vitro antimycobacterial activity against
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium avium and two
strains of Mycobacterium kansasii.

AN
R NH,
Pz

1. HCI

2. NH,CN

R = alkylsulfanyl, chloro, bromo
Scheme 1

The compounds, especially alkylsulfanyl derivatives, are
high effective against tested strains of mycobacterium.
Particularly, the efficacy of some of them is higher than
isoniazid against all strains. It is also similar to the activity of
rifampicin (rifampin) tested on Mycobacterium avium.

This work was supported by the project No. MSM0021620822
of the Ministry of Education of the Czech Republic, and by the
grant of the Grant Agency of the Czech republic No.
203/04/0178.
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Chemoterapie tuberkulozy zistava nadale jednim ze
stézejnich probléml svétového zdravotnictvi diky stale vyssi
frekvenci vyskytu nemoci (imigranti, socialné slabi) a ros-
toucimu poctu HIV pozitivnich pacientl. Vyskyt tuberkulozy
je vy$si i v CR. Roéné u nas touto chorobou onemocni zhruba
2000 1idi, celosvétoveé 8 miliont. Z tohoto poctu zemie roéné
asi 2,9 milionu osob. Alarmujici je zvySujici se podil
onemocnéni  vyvolanych  mykobakteridlnimi ~ kmeny
rezistentnimi vU¢i stavajicim antituberkulotikiim.

Vyvoj novych potencialnich atituberkulotik se na naSem
pracovisti ubird cestou tvorby analogi jiz existujicich 1éciv
(pyrazinamidu, jednoho zIé¢iv prvni volby viz obr.1), tzn.
latek se S$irSim terapeutickym indexem, s aktivitou proti
rezistentnim kmentim a se zlepSenou biologickou dostupnosti.
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Ze ziskanych sloucenin je zatim biologicky nejaktivngjsi
3-(3-chlorfenylamino)pyrazin-2,5-dikarbonitril, vykazujici
MIC = 8 pmoll" proti b&znym kmentim Mycobacterium
tuberculosis, téZ vSak - oproti pyrazinamidu - jistou aktivitu
proti atypickym kmentim.

o

i Ef“m~(?
e Lo e

Obr. 1
Tato studie vznika za financni podpory IGA MZ CR 1A/8238-3.
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TRISLOZKOVA CYKLIZACE M SY'NTEZE ANALOG
VASICINU: EXTENZE KRUCIALNI SLOZKY
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Nedavno jsme objevili tiislozkovou cyklizaéni reakei'?,
ktera poskytuje trifluormethylovana analoga alkoloidid skupiny
Vasicinu (Peganinu)3.

R OH

Cl

Vasicin (Peganin)

@/ CF COCOOCH,

RCOCH, RCH ,CHO
Rada syntetlckych sloucenin analoglckych témto
pfirodnim latkdm vykazuje vyznamné farmaceutické
vlastnosti. Nova cyklizace spo¢iva v  reakci 2-

aminobenzylaminu s methyl-3,3,3-trifluorpyruvatem a vhod-
nou oxoslouc¢eninou (aldehydem, ketonem):
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V dalSim studiu této cyklizace jsme se zabyvali jejim
rozsahem z hlediska struktury oxoslouceniny a jeji vliv na
stereoselektivitu tvorby produktti a prokazali jsme hlavni
stupné mechanizmu cyklizace.

Z hlediska extenze této cyklizacni reakce vyvstava
otazka, zda je mozno nahradit stavajici hlavni slozku, tj.
trifluorpyruvat tak, aby tfislozkovad cyklizace probé¢hla.
Vyzkumy, které jsou obsahem tohoto sdéleni, ukazaly, ze
takova zaména je moznad v urcitych mezich, je-li zachovana
dostate¢na reaktivita karbonylové skupiny v této klicové
slozce.

Za podporu vyzkumu dékujeme VSCHT Praha, Grantové
agentuie CR (projekt 203/02/0306) a Ministerstvu Skolstvi CR
(projekt MSM 223100001).
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Endopeptidasy gelatinasa A a B jsou dva druhy
kolagenas, které jsou v organismu Uzce spojeny se vznikem
a rozvojem ngkterych druhti zhoubnych nadorl. Z tohoto
hlediska jsou jejich inhibitory potencialnimi protinadorovymi
léCivy. K takovym latkdm patii napf. gelastatiny A a B,
izolované z kultury houby Westerdykella multispora F50733,
které vykazuji inhibi¢ni aktivitu va&i &mto enzymiim'>.

0} O

HO | o

l N
gelastatin A (Z) a B (E)

Vzhledem k naSemu zijmu o vyzkum novych
antineoplastik na bazi analog ptfirodnich laktonii jsme se
rozhodli pro vyvoj nové totalni syntézy téchto latek s vyuzitim
Pd-katalyzované karbonylativni laktonizace jako metody
vystavby pyranonového cyklu. Podminky a optimalizace
tohoto procesu jsou v soucasné dobé intenzivné studovany.
S vyuzitim této reakce lze pfipravit 3,6-disubstituované
pyranony ve 3 krocich z terminalnich alkynti.
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VYUZITI STEREOSELEKTIVITY ]
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SYNTEZE
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Siroké spektrum klasickych metod organické syntézy je
v souCasné dobé rychle rozsifovano o nové bioorganické
metody. Prinikem znalosti biochemickych véd a organické
syntézy vznikaji nové plistupy vyuzivajici pfirodni
katalyzatory (enzymy) pii pfeméné nepiirodnich ¢lovékem
vytvofenych organickych sloucenin. Nejpozoruhodng;jsi
vlastnosti enzymi je jejich katalyticka sila a selektivita.
Rychle se rozsifujici oblasti pramyslu Cistych chemikalii je
aplikace biokatalyzy pfi vyrobé opticky Cistych sloucenin.

Alkoholy i halogenované slouceniny jsou vyznamnymi
stavebnimi  prvky  vorganické syntéze, proto byly
halogenalkandehalogenazy vzdy povazovany za bioka-
talyzatory s vysokym potencidlem pro aplikace v chemickém a
farmaceutickém pramyslu. Nebyl v§ak znam zadny zastupce
ztéto specifické rodiny hydrolytickych enzymu, ktery by
vykazoval enantiomerni selektivitu dostate¢nou pro pouZiti pfi
syntéze opticky aktivnich sloucenin. Pocatkem roku 2004,
dvacet let po objevu prvni halogenalkandehalogendzy, byl
vyvoj enantioselektivnich halogenalkandehalogenaz pro
pouziti v primyslové biokatalyze vytyCen jako jeden z
hlavnich tkolil této oblasti vyzkumu'.

Ve stejném roce byla provedena rozsahla studie
hydrolytické dehalogenace Siroké skupiny racemickych
substratd katalyzované halogenalkandehalogenazami DhlA
z Xanthobacter autotrophicus GJ10, DhaA z Rhodococcus
rhodochrous NCIMB 13064, LinB ze Sphingomonas
paucimobilis UT26 a DbjA z Bradyrhizobium japonicum
USDAT110. Vysoké chiralni rozpoznani bylo pozorovano pro
2-brompentan (E hodnota 145), 2-bromhexan (E hodnota 35)
a halogenované estery propanovych (E hodnota 194)
a butanovych kyselin (E hodnota 36). Tyto experimenty
poprvé ukazaly, ze urCité proteiny zrodiny halogen-
alkandehalogenaz vykazuji dostate¢nou enantioselektivitu pro
syntézu opticky cistych sloucenin ve vysoké Cistoté, které
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mohou byt pouzity k produkei 1éCiv, agrochemikalii a pot-
ravinovych aditiv.
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AB INITIO VYPOCTY OPTICKE OTACIVOSTI
SACHARIDU

IVAN RAICH, JAKUB KAMINSKY, STEPAN
VALENTA a JAN HORNICEK

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

Urceni absolutni konfigurace (AK) chiralni molekuly
predstavuje velice dulezity krok v asymetrické syntéze.
Doposud se piifazeni AK u nové syntetizovanych produkti
provadélo porovnanim ORD se strukturné podobnymi moleku-
lami pomoci empirickych pravidel pro urceni znaménka
optické otacivosti nebo konverzi produktu na molekulu se
znamou AK'. V ptipadé krystalickych latek bylo mozné AK
ptifadit na zakladé rentgenostrukturni analyzy.

Teprve v posledni dob& pokroky v teoretické chemii
umoznily vypo&et optické ota&ivosti pomoci ab initio metod>.
Optickéd otacivost zavisi, krom¢ jiného silné¢ na konformaci
a je tudiz citlivym nastrojem pro strukturni analyzu. Na
druhou stranu existuje fada vnéjSich faktorti (naptiklad
solvatace), které mohou mit na otacivost dramaticky vliv.

Cilem této studie bylo provést vypocty optickych ota-
¢ivosti pro stabilni konformery studovanych latek a na zakladé
Boltzmannovych populaci spocitat vysledné hodnoty
optickych otacivosti, které lze porovnavat s experimentalnimi
hodnotami. Podle o&ekavani® byly zna&né rozdily podle
pouzitych metod (HF, DFT, MP2 a CC) a rtuzné¢ velkych
a flexibilnich bazi. S ohledem na dobu vypoctu byla navrZzena
uroven s optimalnim pomérem ,,cena/vykon”.

Tato studie byla financné podporena internim grantem
VSCHT, ¢. 402 08 0017 a vyzkumnym zdmérem MSM
6046137305.
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MICROWAVE PHOTOCHEMISTRY: PREPARATION
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The fact that electrodeless discharge lamp (EDL)
generates ultraviolet radiation when placed into the microwave
field has been known for long time. The low powered and
low-pressure EDLs were utilized in spectroscopy four decades
ago. However, its application for organic photochemistry has
been shown only recently' 2.

We disclosed the studies of microwave photochemistry
in an original photochemical reactor consisting of EDL placed
into the reactor vessel of a commercial microwave oven®. The
UV discharge in the lamp is generated by MW field resulting
in direct simultaneous UV and MW irradiation of reaction
mixture. Such a simple arrangement brings a unique
possibility to study photochemical reactions under extreme
thermal conditions.

The EDL consists of a glass tube (quartz or Pyrex) filled
under a lower pressure with argon and an excitable substance
(Hg, Hgl,, Cd, I, KI, P, Se, S) and generates UV/VIS
radiation when placed into the microwave field. The utilization
of other filling material than mercury is practical and
environmentally safe in the EDL performance. The original
apparatus for easy preparation of EDLs will be described in
detail.

The spectral measurements for prepared Hg, Hgl,, Cd,
I,, KI, P, Se and S-EDLs were accomplished in a modified
microwave oven described by us*®. The EDL characteristics
(fill material, Pyrex and quartz, temperature effect, MW output
power) were measured and will be discussed.

This work was supported by GACR (Grant No. 203/02/0879).
We are grateful to Milestone (Italy) for technical supporting.
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EASY PREPARATION OF REGIOISOMERS OF
MONO-O-SUBSTITUTED a-, y-CYCLODEXTRINS

MICHAL ﬁEZANKA, JINDRICH JINDRICH, and IVA
TISLEROVA

Prirodovedecka fakulta Univerzity Karlovy, Hlavova 2030,
128 43, Praha 2
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Cyclodextrins (CDs) and their derivatives have good
complexation abilities due to the rigid, cone-shaped cavity
formed by a-1,4-linked D-glucopyranose units. Our research
is focused on the preparation of a set of exactly defined dimers



Chem. Listy 98, 827-878 (2004)

of a-, B-, y-CD linked with different spacers for using in
analytical methods.

The first and the main step is the preparation of
monoderivative of CD, which has easily transformable
functional group — e.g. cinnamyl group. Although many
syntheses of regioisomers were described, there was no
general and easy way to prepare pure regioisomers in larger
amounts (3-O-derivatives were prepared in mixtures and
separated by HPLC).

We prepared a mixture 2- and 3-O-cinnamyl-o-
-cyclodextrin by the reaction of a-CD with cinnamyl bromide
(Scheme 1), which could be easily separated by column
chromatography. Position of the cinnamyl group was
determined after peracetylation by 2D NMR techniques.

We also prepared and separated two monosubstituted
derivatives of y-CD (confirmed by MS). Determination of the
structure of these isomers by 2D NMR techniques was not
successful. Thus peracetyled derivatives of these isomers were
prepared and the measurement 2D NMR of peracetyled
cinnamyl-y-CD is now in progress.

HO HO
o} Q
0 Ho S 07 R
Br
HO, OH @A/\ HO OR?
—_—
oH_-o DMF, NaOH OH__.0
<} o
OH OH
5
Scheme 1
R? R’ Yield
cinnamyl H 9,4 %
H cinnamyl 1 %

This work was supported by grants GAUK 424/2004/B-
CH/PFF, MSM 113100001.

CYKLOIPTYCENY: STAYEBNI' BLOKY
PRO KONSTRUKCIDUTYCH STRUKTUR

JIRI RYBACEK, PETR HOLY a JIRI ZAVADA

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

Porézni  materidly  ptitahuji  pozornost zejména
mnozstvim potencialnich aplikaci v molekularnim rozpoznani,
katalyze, skladovani plynii a separaci'. Jejich pripravy lze
docilit samoskladbou vhodné navrzenych stavebnich bloki
(tektoni) v pevné fazi.

Snahy o supramolekularni  konstrukci poréznich
materialid  z jednoduchych molekularnich stavebnich bloki
Casto narazeji na obecnou energetickou nevyhodnost dutych
struktur vedouci k alternativnim zpusobum samoskladby
pouzitych stavebnich molekul. Témto problémim lze do jisté
miry ptedejit volbou strukturné slozitéjsich a ptitom rigidnich
makrocyklickych tektont®.

Zajimavym prikladem takové stavebni jednotky mize
byt molekula Sestibokého cykloiptycenu (primér kavity cca
10A), ve kterém vhodné orientované substituenty X
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predstavuji  zdroj supramolekularni konektivity (napf.

prostiednictvim vodikovych vazeb).

Cykloiptycenové struktury byly sice jiz navrzeny diive’,
jejich syntéza vSak dosud nebyla realizovana. Predmétem
ptispévku je retrosynteticky rozbor cykloiptycenového skeletu
a strategie syntézy klicovych intermediata.

Autori dékuji za financni podporu GA CR (203/03/0087).
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Karboxylové kyseliny odvozené od triptycenu jsou
v literatufe zmifiovany zfidka'.

[
LR COOH
R "R NH,
Ri

Rq
Ry

A

R1
CCO
) ‘O )
R

R Ri
R isoamylnitrit R
R = H nebo CHs R O
R, Ry = H nebo CH;
EKMn@ pyridin, H,O
R, Ry = H nebo COOH
Vypracovali  jsme  obecnou  metodu  ptipravy

oligokarboxylovych triptycenovych kyselin zalozenou na dvou
naslednych reakénich krocich. Reakci methylderivati
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anthracenu s anthranilovou nebo dimethyl-anthranilovou
kyselinou byly ziskiny oligomethyltriptyceny?, jejichz

methylové skupiny byly pak oxidovany pomoci KMnO,.

Cilové molekuly pfedstavuji zajimavé stavebni bloky
(tektony) pro studium supramolekularni samoskladby v pevné
fazi na zékladé tvorby dvojitych vodikovych vazeb mezi
karboxylovymi funkcemi. Prostorové usporadani molekul
monokrystalu

triptycenkarboxylovych  kyselin v
studovano rentgenostrukturni analyzou.

bylo

Naptiklad v monokrystalu racemické triptycen-2,6-
dikarboxylové  kyseliny jsou molekuly  usporadany
vodikovymi vazbami do nekone¢nych past, ve kterych se
pravideln¢ sttidaji oba jeji enantiomery.

Autori dékuji za financni podporu GA CR (203/03/0087).
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AZOINICIATORU: PRISTUP K POLYMERNIM
NANOCASTICIM

MILOS SEDLAK" a KLAUS TAUER"

“Katedra organické chemie, Fakulta chemicko-technologicka,
Univerzita Pardubice, Cs. legii 565, 53210 Pardubice,
*Max-Planck-Institute of Colloids and Interfaces, Research
Campus Golm, 14424 Potsdam, Germany

Milos.Sedlak @upce.cz

Radikalova chemie je nejvice rozsifena v oboru
velkotonazni polymerace alkeni'. V roce 2000 &inila svétové
produkce polymerd 2 x 10° tun v hodnotd 200 bilioni €.
Ztoho 25% bylo vyrobeno technikami heterogenni
polymerace'. Krom& masové produkce natérovych hmot se
technikou emulzni polymerace pfipravuji i ndkteré speciality’,
jakymi jsou stabilni polymerni nanocastice slouzici napiiklad
jako nosice 1éCiv, katalyzatord nebo dalSich specifickych
ligandi. Jednou zcest, jak je mozné realizovat zminéné
radikalové reakce, je pouziti teplotné labilnich inicidtord
(zdroji radikald) s vlastnostmi povrchové aktivnich latek
(INISURFs)"®. Z komer¢né dostupného 2,2°-
azobisdiisobutyronitrilu (AIBN) jsme pfipravili®* dvé série
povrchové aktivnich azoiniciatorti. Pinnerovou reakci® byl
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AIBN preveden na estery benzylakoholu, 2-fenylethan-1-olu
a 3-fenylpropan-1-olu, které byly nasledné sulfonovany.
Modifikovanou® Ritterovou reakci AIBN, oxidu sirového
a odpovidajiciho alkenu (okt-1-en, dec-1-en, tetradec-1-en a 1-
hexadec-1-en) byly po neutralizaci ziskany sodné popt.
amonné soli 2,2’-azobis(N-2’-methylpropanoyl-2-amino-
alkyl-1-)sulfonati(1a—d). Pfipravené sulfonaty jsou aniontové
geminani surfaktanty, které zaroven funguji jako iniciatory
emulznich polymeraci. Pfipravené série povrchové aktivnich
azoiniciatorti byly pouzity ke studiu*® emulznich polymeraci
methakrylata lisicich se hydrofilitou. Rovnéz byly ptipraveny
stabilni  nanocCéastice  poly(2-hydroxyethylmethyakrylatu)
ur&ené pro biomedicinalni aplikace*

SO;Na

N / NH NaO;S
o N=N ! ©On H
=N o) N=N, HN
SO5/TFA/DCE WL\< O
AIBN 1a-d o
n:5,7, 11,13

Prdce byla podpoiena projektem MSMT CR, MSM 002 162
7501

LITERATURA

1. Antonietti, M.. Tauer, K.: Macromol. Chem. Phys. 204,
207 (2003).

2. Sedlak, M., Tauer, K.: Molecules 5, 730 (2000).

3. Sedlak, M.; Tauer, K.: Synlett 2004, 299.

4. Tauer, K., Imroz Ali M., Sedlak M.: Colloid. Polym. Sci.
283, 351 (2005).

5. Tauer, K., Imroz Ali M., Yildiz U., Sedlak M.: Polymer
46, 1003 (2005).

6. Imroz Ali M., Tauer, K., Sedlak M.: Polymer 46, 1017

(2005).

DIASTEREOSELECTIVE SYNTHESIS OF
[11JHELICENE-LIKE MOLECULES VIA DOUBLE
[2+2+2] CYCLOISOMERIZATION??

PETR SEHNAL, IVO STARY*, IRENA G. STARA,
ZUZANA ALEXANDROVA , and DAVID SAMAN

Institute of Organic Chemistry and Biochemistry

Academy of Sciences of the Czech Republic, Flemingovo nam.
2, 166 10 Prague 6

sehnal@uochb.cas.cz

We have developed a novel approach to higher and
extended helical scaffolds' utilizing double Co'-catalyzed
[2+2+2] cycloisomerization of aromatic molecules containing
six acetylene units.

The synthesis utilises readily available building blocks
1a, 1b. The Sonogashira coupling of 1a, 1b with iodide 2
followed by desilylation gives the key hexaynes 3a, 3b,
respectively. The key double [2+2+2] cycloisomerization
proceeds under CpCo(CO);, catalysis and provides the desired
[11]helicene-like compounds 4a, 4b. In case of the centrally
chiral hexayne 3b, the reaction proceeds in a highly
diastereoselective fashion'. An analogous synthesis,which
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utilises building blocks 5 and 6, provides the helical diacetate
7 suitable for further synthetic modifications.

OHC. CHO 3 steps MeOOC, COOMe 5 steps Ry oR
St S U b &
TIO' OH F A

-—
oTf HO
5 I
TIPS 1 TIPS 1a-b
Z 7
0 Q7 y OO
Pd(PPh,),, Cul (cat.) Pd(PPh,),, Cul (cat.)
5 .
) 1l TIPS 2) NBu,F
3) Ac,0, DMAP a Ré’\
4) NBuF s
X o RS

3a-b

CpCo(CO),, PPh,
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TOTALNI SYNTEZA UNCININU A JEHO ANALOG
PETR SENEL, HELENA FAKOVA a MILAN POUR

Centrum pro vyzkum novych virostatik a antineoplastik,
Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceuticka
fakulta UK, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové
senelp@faf.cuni.cz

Butenolidy, tj. 2,5-dihydrofuran-2-ony, jsou rozsadhlou
skupinou pfirodnich latek s Sirokym spektrem biologickych
ucinkd.

V roce 2001 byl z rostliny Artabotrys uncinatus
(Annonaceae), ktera byla v tajwanském lidovém I1écCitelstvi
pouzivana k 1é¢bé nasofaryngealniho karcinomu, isolovan
novy butenolidovy alkaloid uncinin. Tato latka vykazovala in
vitro cytotoxicitu proti bunéénym liniim hepatokarcinomu Hep
G, (ICso = 6.1 pg/ml). Vzhledem k omezenému mnozstvi
alkaloidu, dostupného z pfirodniho materialu, bylo nutné
vyvinout efektivni a flexibilni totalni syntézu, dovolujici
i pfipravu analog.

Zakladem molekuly uncininu je butenolid, substituovany
v poloze 3 (2-oxopyrrolidin-1-yl)methylovym zbytkem a iso-
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propylidenem v poloze 5. Jako logicky hlavni krok celého
postupu se nabizela Pd-katalyzovana karbonylativni
laktonizace vhodného B-jodenonu. Uncinin jsme tak ziskali'
v 8 krocich z propargylalkoholu jako vychoziho materidlu,
v celkovém vytézku 11%. Pfi pfipravé analog jsme se zaméfili
na zaménu pyrrolidinonového cyklu za jiné substituenty a dale
na modifikaci exocyklické dvojné vazby. Zaménou
isopropylidenu za isopropyl v poloze 5 jsme ziskali

dihydrouncinin a jeho analoga.
oL )

0z
OH [ No
( 4 kroky | O 4 kroky

\
uncinin
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STUDY OF ACYLATION REACTIONS OF THE
LOWER RIM OF THIACALIX[4]JARENES

MARKETA SIMANOVA?, PAVEL LH,OTAKZ‘,
IVAN STIBOR®, HANA DVORAKOVA?,
and MICHAELA POJAROVA™®

“ Department of Organic Chemistry, ICT Prague
b Department of Solid State Chemistry, ICTPrague
simanovm@vscht.cz

This work is a part of the systematic study of the
reactivity of thiacalix[4]arenes and deals with the acylation of
the lower rim of thiacalix[4]arenes.

The acylations were carried out with aliphatic and/or
aromatic acyl chlorides or anhydrides in the presence of AICl;
or triethylamine using DMARP as a catalyst. Two thiacalixarene
derivatives, 5,11,17,23-tetra-tert-butylthiacalix[4]arene and its
de-tert-butylated analogue thiacalix[4]arene, were used as
substrates.

It was found that the
stereoselectivity of acylation reactions
particular reaction conditions.

The acylations under the above-desrcibed conditions
yielded preferentially the corresponding di- and/or
tetraacylated thiacalix[4]arenes in various conformations
(cone, 1,3-alternate), which were identified using 1H NMR
spectroscopy. The conformations of several products were
unequivocally determined in solid state by the single-crystal
X-ray crystallographic analysis.

regioselectivity — and
depend on the
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Our experimental results have proven the efficiency of
DMAP as a catalyst in the acylation of the thiacalix[4]arene
lower rim.
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PERFLUORALKYLOVANE SKORPIONATY

MARTIN SKALICKY, KRYSTOF SIGUT a JAROSLAV
KVICALA

Ustav organické chemie, Vysokd §kola chemicko-
technologicka v Praze, Technickad 5, 166 28 Praha 6;
e-mail: martin.skalicky@vscht.cz

Jednim z cili naseho vyzkumu je ptiprava fluorofilnich
ligandt, které by vykazovaly dobré komplexacni vlastnosti
a soucasn¢ byly dostatecné fluorofilni pro Uspés$né pouziti ve
fluorové dvoufazové katalyze. Pfikladem mohou byt ligandy
pyrazolového typu, které jsou analogii k cyklopentadienyl-
ovym ligandiim, studovanym diive v nasi pracovni skuping'.

M d
O O NHNH, N—N R
— 1 2
R'MRZ R 7 R R\@/R
N=N
R1,R2 = H, CH,, CF,, GsF 1.1, CAN KBH, Hi')B/
Re=H, CoF 2. R3l, Cu, DMF \Nfﬁ‘
7—N R' R
R‘/S)\RZ R?
R3

Cilem této prace bylo pfipravit bis- a tris(pyrazol-
yl)boraty (3korpionaty)® a jejich uhlikatd analoga, nesouci
ruzné perfluoralkylové fetézce. Jejich piiprava je zalozena na
reakei 1,3-diketond s hydrazinem, vzniklé pyrazoly mohou byt
reakci s tetrahydridoboritanem draselnym pfevedeny na
prislusné skorpionaty, nebo dale modifikovany pfevedenim na
jodidy a kaplingem s perfluoralkyljodidy.
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V teoretické casti byly pomoci ab initio vypocétu
studovany komplexy cilovych molekul perfluoro-
alkylovanych Skorpionatl se zaméfenim na porovnani
komplexacnich vlastnosti na zdkladé nabojového rozlozeni na
atomech dusiku.

Dékujeme Ministerstvu Skolstvi Ceské republiky (Projekt ¢.
MSM223100001) za financni podporu tohoto projektu.
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BIFUNKCNI KARBOXYLATY AMIDINU
A S-SUBSTITUOVANYCH ISOTHIOMOCOVIN

MARTA SLADKOVA a SVATAVA VOLTROVA

Ustav organické chemie VSCHT Praha, Technickd 5, Praha 6
marta.sladkova@vscht.cz; svatava.voltrova@vscht.cz

V ramci studia komplexace anionti pomoci slabych
mezimolekulovych interakci bylo nasim cilem pfipravit
slou€eniny obsahujici dvé amidinium-karboxylatové interakce.

S ,(CH2),

N

S

Hl‘ld’é\f}lH HN ® NH

A
6]

Z ptislusnych bis(isothiuronium)bromidt (n=3,4,6) byly
reakci se solemi kyselin nebo iontové vyménnou
chromatografii pfipraveny a charakterizovany soli kyseliny m-
fenylendioctové a anthracen-1,8-dikarboxylové.

Je studovan vliv reakénich podminek (koncentrace, pH,
rozpoustédla) na tvorbu kyselych soli, bis-soli, pfipadné
ptislusnych polyfunkénich soli.

SYNTEZA CYKLODEXTRI'NOV]::HO PREKURZORU
PRO CHEMOSENZORICKE APLIKACE

JAKUB SMRCEK a JINDRICH JINDRICH

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

Byl  syntetizovan  regioselektivné  substituovany
cyklodextrinovy derivat, vhodny pro navazovani rGznych
fluorescenénich skupin, pro vyuziti v chemosenzorickych
aplikacich.
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Jako vychozi latky byly uzity B-CD 1 a triethylenglykol
2. Ty byly vybaveny vhodnymi funkénimi skupinami. 3-CD
byl preveden na 3'-O-karboxymethyl-B-CD 4 ve 4 krocich'.
Syntéza 1-amino-8-azido-3,6-dioxaoktanu 5 z triethylengly-
kolu 2 byla uskute¢n&na rovnéz ve 4 krocich™>.

Spojeni aminové skupiny raménka 5 s karboxy-
methylovou skupinou B-CD derivatu bylo provedeno pomoci
amidické vazby. Tato reakce byla provedena dvéma zpusoby.
V  prvnim piipadé Dbyl pouzit cyklodextrinovy derivat
s volnymi hydroxylovymi skupinami 4. Vytézek této reakce
byl nizky a vysledna reakéni smés obsahovala velké mnozstvi
vychoziho B-CD derivatu 4, ktery se nepodafilo
chromatograficky oddélit. Naproti tomu reakce za pouziti
peracetylovaného B-CD derivatu 3 probéhla s velkym
vytézkem. Po deacetylaci byla ziskana syntetizovana latka 6.

HO OH
RO
HO&SO 0",
/ %

] 0] N
F\ ? ° HN/—\O O N3
, b,
oAl 20 okt oo
OH 6 OR 6 o
5,j,d Q S
1 3R=Ac 219,
dE:ﬂ,R:H S, o ©
OH OHg

e f,g,h 6
HO/—T\O 9 OH ——>HyN O/—L_\N3
2 5

a) cinnamylbromid, NaOH, CH;CN, H,0; b) Ac,0, pyridin; ¢) RuCls,
NalO4, CH;CN, H,O; d) NaOMe, MeOH; e) TsCl, EtN, Et,0; f)
NaN;, EtOH; g) ftalimid draselny, DMF; h) 1. N,H4.H,0, MeOH, 2.
HCI, H,0; i) HOBt, DCC, DMAP.HCI, DMF; j) HOBt, DCC,
DMAP.HCI, CH,Cl,.
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SYNTEZA A HYDROFILNI DERIVATIZACE
30,70-DIHYDROXY-5B-PREGNAN-20-ONU

EVA STASTNA*” a HANA CHODOUNSKA®?

“Ustav organické chemie a biochemie Akademie véd Ceské
republiky, Flemingovo nameésti 2, 166 10 Praha 6; bKatedra
organické a jaderné chemie, Albertov 6, 128 43 Praha 2
stastna@uochb.cas.cz, hchod@uochb.cas.cz

V ramci projektu, ktery se zabyva aktivitou NMDA
receptoru, byly pfipraveny nové derivaty 3a,7a-dihydroxy-5p3-
pregnan-20-onu s pfedpokladanou biologickou aktivitou. Tato
uéinnost je podminéna polarni substituci v poloze C3 (napf.
sulfatovou skupinou'?).
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Vychozi kyselina chenodeoxycholova I byla transfor-
movana postupem uvedenym v literatuie’: karboxylova
skupina byla pfevedena na methyl ester, ktery v reakci
s Grignarovym c¢inidlem poskytl odpovidajici difenyl derivat.
Naslednou allylovou bromaci, dehydrohalogenaci a oxidaci
byl ziskan 3a,70-dihydroxy-5p-pregnan-20-on diacetat (ZI).

Derivat II' byl nasledné
skupinami (napf. sulfatovou, hemisukcinatovou) v poloze 3
a’7.

substituovan hydrofilnimi

Prace byla provedena v ramci vyzkumného zaméru

ZA 055 0506, za podpory grantu GA AV [444055305.
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SUGAR CHAINS PROTECT PROTEINS AGAINST
RADICALS GENERATED FROM XENOBIOTICS: A
NOVEL ROLE FOR CARBOHYDRATE MOIETIES IN
GLYCOPROTEINS

MARIE STIBOROVA®, VACLAV MARTINEK", JAN
SKLENAR™", MIROSLAYV SULC*", EVA FREI", and
KAREL BEZOUSKA™"

*Department of Biochemistry, Faculty of Science, Charles
University Prague, Albertov 2030, CZ-12840 Prague 2, Czech
Republic,; e-mail:stiborov@natur.cuni.cz

PInstitute of Microbiology, Academy of Sciences of Czech
Republic, CZ-14220 Prague 4, Czech Republic.

“Division of Molecular Toxicology, German Cancer Research
Center, D-69120 Heidelberg, Germany

Glycosylation, one of the most common and abundant
post-translational modifications of proteins, greatly influences
the properties of proteins. Carbohydrate chains in proteins
protect against proteolysis, facilitate protein folding, and target
proteins to specific cellular destinations'. Here we suggest
a novel role for protein glycosylation, namely the protection of
the polypeptide by the carbohydrate moieties from the attack
of radicals generated in living cells. In the course of our
investigations of the peroxidase-mediated biotransformation
pathways of two xenobiotics>®, a carcinogenic azo dye, Sudan
I, and an antitumor alkaloid, ellipticine3 , we found that
radicals generated from both Sudan I and ellipticine easily
attacked the unglycosylated proteins such as HSA and BSA
than proteins, which are glycosylated. Highly glycosylated
model proteins such as ovomucoid, Tamm-Horsfall
glycoproteins and o;-acid glycoprotein (in addition to the
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highly glycosylated peroxidases), were only modified to a low
extent. Overall, there was a very good inverse correlation
between the degree of radical binding to the protein and
glycosylation for both the investigated compounds with
correlation coefficients for Sudan I and ellipticine of 0.91 and
0.88, respectively. Comparison of these activities using RNase
A (nonglycosylated) and RNase B (glycosylated) supported
our findings on two proteins having an identical protein
moiety and differing only in glycosylation. Our findings
indicate a novel role for protein glycosylation, namely, the
protection of protein against the attack by radicals generated
from a one-electron oxidation of xenobiotics.

Supported by Ministry of Education of Czech Republic (MSM
0021620808) and by the Institutional Research Concept
(AVOZ5020963).
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DESATURACE MASTNYCH KYSELIN V CHEMICKE
KOMUNIKACI HMYZU

ALES SVATOS"", PETRA NESNEROVA®, PETRA
JOSTOVA™®, IVA PICHOVA® a IRENA VALTEROVA®

“Ustav organické chemie a biochemie AVCR, Flemingovo nd-
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Sexualni feromony hmyzu jsou biosytetizovany
samicemi z mastnych kyselin ve specializovanych organech
(feromonovych 7lazach)'. Kyseliny vznikaji ve 2lazach
véts§inou de novo a jsou kaskadou enzymatickych reakci
transformovany na feromony®, které slouzi k lakani
konspecifickych samci'?. Pro pochopeni enzymatickych d&ji
byly v UOCHB a MPI CHE vypracovany nové analytické
metody k wur€eni struktury a stereochemie vznikajicich
feromonti a odpovidajicich intermediata®*>. Pro sledovani
jednotlivych biosyntetickych cest byly pouzity *H a '*C
znacené prekurzory a jejich pfemény byly sledovany plynovou
chromatografii s hmotnostni detekci®’*.

Nase pozornost byla vénovana nékolika klicovym
enzymim: CoA-desaturasaim’ a  alkohol  oxidasam'’.
Netypické hmyzi desaturasy jsou odpovédné za vysokou
specificitu feromonové komunikace u hmyzu, na rozdil od
béznych A9-desaturas jsou to All-desaturasy. Ty jsou
v soucasné dobé¢ intenzivné studovany. Jejich specificity jsme
vyuzili k biosyntéze feromonovych prekurzorti v tabaku in
planta a semisynteticky pfipravené feromony byly uc¢innymi
atraktanty pro hmyz''. Nyni se vénujeme studiu
enzymatickych procest u samic liSaje tabakového, Manduca
sexta, které produkuji bohatou smes 15 monoent, dienu a tri-
enll a predpokladame zde piitomnost nékolika specifickych
desaturas. Prozatim jsme isolovali, sekvenovali a funkéné
exprimovali dvé desaturasy s A9- a All-specificitou'?.
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Blanoktidly hmyz (véely a ¢meldci) také pouzivaji
k chemické komunikaci feromony lipidického charakteru, ale
desaturasy zde piitomné maji A9-specificitu'®. Znackovaci
feromon ¢melakt byva smési ethylesteri mastnych kyselin
a terpenickych latek'. Zatim nepopsané ethylesterasy jsou
patrn& odpovédné za specificitu znacky®.

Dékuji prof. Meinwaldovi, Bolandovi a Attygalle za dlouhodo-
bou podporu, pracovnikim odd. prirodni litky UOCHB
a hmotnostni  spektrometrie MPI CHE za spoluprdci a pomoc,
UOCHB, EU (5-ty ramcovy program) a MPG za financni
podporu.

LITERATURA
1. Jurenka R.: Topics Curr. Chem. 239, 97 (2004).

2 Kalinovéa B., Svato3 A.: Ziva 2000, 76.

3 Attygalle A. B., Svato§ A., Wilcox C., Voerman S.: Anal.
Chem. 66, 1696 (1994).

4. Oldham N. J., Svato$ A.: Rapid Commun. Mass
Spectrom. /3, 331 (1999).

5. Svato$ A., Kalinova B., Hoskovec M., Kindl J., Hovorka
0., Hrdy L.: Tetrahedron Lett. 40, 7011 (1999).

6. Svato$ A., Kalinova B., Boland W.: Insect Biochem.
Mol. Biol. 29, 225 (1999).

7. Hoskovec M., Luxova A., Svato$ A., Boland W.:
Tetrahedron 58, 9193 (2002).

8. Luxova A., Valterova 1., Stransky K., Hovorka O., Svatos
A.: Chemoecology /3, 81 (2003).

9. Kanipple D. C., Rosenfield C. L., Miller S. J., Liu W. T.,
Tang J., Ma P. W. K., Roelofs W. L.: Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 95, 15287 (1998).

10. Luxova A., Svatos§ A.: J. Mol. Catal. Biol., v tisku.

11. Nesnérova P., Sebek P., Macek T., Svatos A.: Green
Chem. 6, 305 (2004).

12. Jostova P., Pichova I., Svato§ A.: NCBI database No.
AMO076339 a AMO076338.

13. Jostova P., Valterova 1., Svato§ A.: nepublikované
vysledky.

14. Valterova 1., Urbanova K.: Chem. listy 91, 846 (1997).

NOVA EXTRAK(':,Ni' CINIDLA PRECHODNYCH
KOVU OBSAHUJICI 2-(1-HYDROXYIMINOALKYL)-
PYRIDINOVE CHELATOTVORNE SESKUPENI

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

“Vysokd $kola chemicko-technologickd v Praze, Ustav
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B B [
CHs NP CHs  CHs NP -CHs CH, NP CHa
NOH HN. NOH _No ~ NOH ,N:"CH3 I
1 R 5 R7SO5” EtyNH* 3 R o,

Optimalizovanym postupem' vychazejicim z 2,6-
diacetylpyridinu byly pfipraveny tii série ligandl obsahujici 2-
(1-hydroxyiminoalkyl)pyridinové chelatotvorné seskupeni: 6-
(1-hydroxyiminoethyl)-2-(1-alkylaminoethyl)pyridin 1, tri-
ethylamonium-N-alkyl-N-[1-[6-[1-(hydroxyimino)ethyl]-pyri-
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din-2-yl]ethyl]sulfamat 2 a N-alkyl-N,N-dimethyl-1-[6-[1-
(hydroxyimino)ethyl]pyridin-2-yl]ethan-1-aminium-jodid 3.

Extrakéni ucinnost pfipravenych ligandi 1, 2 a 3 byla
testovana pomoci transportu iontl prechodnych kovi pies
chloroformovou kapalnou membranu BLM?Z. Porovnanim
pribshi transportd riznych iontd piechodnych kova (Cu®,
Ni*, Pd** ..) pomoci ligandi 1, 2 a 3 bude posouzen vliv
zaporného naboje na transportni chovani ligandu.

Autori dékuji Ministerstvu Skolstvi, mladeze a télovychovy za
financni podporu projektu, grant cislo MSM 604 613 73 01.
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V ramci vyzkumu byly studovany moznosti syntézy derivati
2-fenylimidazolu s vyuzitim aldolové kondenzace dle
schématu 1. Kondenzaci 2-fenylimidazol-4-karbaldehydu (I)
s nékterymi C-nukleofily (II) byla pfipravena fada derivati
obecného vzorce IIT'.

X
B /_(:<
Ne_ N + <X baze Ne_ N Y
S I S
e v e
Ph an Ph ()

Schema 1. Obecna rovnice aldolové kondenzace.

Produkty byly podrobeny dikladné NMR analyze s ci-
lem zjistit konfiguraci na dvojné vazb€ u nesymetricky
substituovanych derivatd. Nekteré diléi vysledky byly jiz
publikovany”. Jeden derivat byl rovndZ zkouman pomoci
monokrystalové rentgenové strukturni analyzy.

U vhodnych produktii aldolové kondenzace byly dale
testovany moznosti syntetické transformace na chirdlni
derivaty 2-fenylimidazolu.

Prace vznikla za financni podpory MSMT (grant ¢
3320/22/CZ351002 a grant ¢. MSM6198959218) a Univerzity
Pardubice (¢. FG350025/20).
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META,LOVANE PURINY A JEJICH APLIKACE V/
SYNTEZE NOVYCH DERIVATU S POTENCIALNI
BIOLOGICKOU AKTIVITOU
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Pfestoze purinové derivaty vykazuji rozmanitou a za-
jimavou biologickou aktivitu, je znamo relativné malo
metodik' pouzivanych k zavadéni novych substituenti do
poloh 2, 6 a 8 purinového jadra. V posledni dobé jsou
k tomuto ucelu vyuzivany zejména ,,cross-coupling* reakce
halogenpurini  katalyzované pfechodnymi kovy. Naopak
reakce metalovanych purini s elektrofily jsou opomijeny.
Divodem je nizka reaktivita purinylzinkhalogenidi a nizka
teplotni stabilita lithiovanych purind.

V nedavné dob& jsme publikovali’ pfipravu purin-6-
ylmagnesiumchloridd, které maji vyssi stabilitu ve srovnani
s purin-6-yllithii®. Pfipravené purinylmagnesiumchloridy jsou
ale malo reaktivni a reaguji pouze s aldehydy. Proto jsme
obratili pozornost k purin-6-yllithiim. Tyto latky jsou vsak
stabilni pouze pii -130 °C a pfi vysSich teplotach dochazi
k migraci lithia do polohy 8 purinového jadra®. Prokézali jsme,
ze pokud se provede metalace 9-nesubstituovaného 6-
jodpurinu Z, je vznikly dilithioderivat II stabilni a da se vyuzit
k ptipravé novych 6-substituovanych purini. Bude
diskutovéna reaktivita dilithioderivatu II s riznymi elektrofily
a moznosti vyuziti metalace pro syntézu 6,6 -purinovych
dimert I11 z 9-substituovanych-6-jodpurinovych derivati.

NN NN Z

| |

kN/ N\> kN/ N\> N
H Li &N/

1

N N

i
o1

R = Bn, iPr, allyl

Dékujeme Grantové Agentuie Ceské Republiky za finanéni
podporu projektu (Grant cislo: 203/03/0035.
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6-Arylpurinové baze a nukleosidy vykazuji zajimavé
biologické vlastnosti (cytostatickd, antibakterialni a anti-
mykobakterialni aktivita). Nedavno jsme ukazali, ze [2+2+2]-
cyklotrimerizace ~ 6-alkynylpurint s  dal§imi  diyny
katalyzovana komplexy pfechodnych kovi, zejména
komplexy Ni a Co, je vhodnou metodou pro syntézu celé fady
substituovanych 6-arylpurini'>.

Dal$im cilem nasi prace bylo vypracovat postup pro
pfipravu novych potencidlné biologicky aktivnich hetero-
cyklickych derivati purint I71. Pro piipravu téchto latek byla
zvolena kocyklotrimerizace 6-diynylpurinti I s fadou rtiznych
nitrild 1T (Schéma 1) v pfitomnosti katalytického nebo
stechiometrického mnozstvi CpCo(CO)j.

‘ X
1 R CpCo(CO), N #
Tl N
N 140°Cnebomeo  N™ ™
Ly N LY
N/ N N N\
7 4
1 n /]
R = alkyl, fenyl, heteroaryl
Z = chranici skupina (Bn, THP)
Schéma 1

Studiu raznych reakénich podminek ukézalo, Ze je
mozné cyklotrimerizaci iniciovat jak termicky, tak pomoci
mikrovinného zafeni v podstaté se stejnym vysledkem.
Nicméné, jeho pouziti vede k znacnému zkraceni reakéni
doby. Vysledky nasi prace budou dale diskutovany.

Price byla provedena za podpory grantu GA CR
(203/03/0035) Centra pro nova antivirostaika a anti-

neoplastika MSMT (IM6138896301).
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Deallylace allylmalonati a strukturné blizkych latek je
katalyzovana fadou komplexi riznych pfechodnych kovi
v ptitomnosti alkylhlinitych slou¢enin. Dosud jsme se
zabyvali hlavné reaktivitou komplexii niklu a ruthenia.'

Z ptedchozich vysledkti plyne, ze aktivni forma
katalyzatoru je hydridovy komplex pfechodného kovu. Proto
jsme se pokusili provést reakci bez alkylhlinitého
kokatalyzatoru  pouzitim stabilniho [RhH(PPh;),] jak
samostatné, tak i v pfitomnosti Lewisovych kyselin. Jelikoz
deallylace ani v jednom piipadé neprobéhla, da se
predpokladat, ze role alkylhlinitych sloucenin je vét$i nez jen
generovat hydrid piechodného kovu.

Dale jsme srovnali selektivitu fosfinovych komplext
[RhH(PPh;)4] a [RhPPh;);Cl] s novou fadou dusikatych
komplexti [Rh(BIAP)CL;] (BIAP = bis(imidazolonyl)pyridin?).
Vedle tvorby deallylovanych produkti dochazi predev§im
u fosfinovych komplexti téz k hydrogenaci a migraci C=C
vazby. Zajimavym vedlejSim produktem pfii deallylaci
nékterych malonatt nesoucich elektronové bohaty substituent
R je cyklopentanonovy derivat, vznikly patrné¢ katalytickou
hydroaluminaci C=C vazby a naslednou intramolekularni
substituci jedné ethoxy skupiny.

EtOOC / a EtOOC EtOOC ,— EtOOC
—_— R + +
EtOOC R EtOOC EtOOC R EtOOC R
o
EtOOC >(—// b i&w
EtOOC R! COOEt

Schéma 1. a) Rh-kat. 5 mol.%, Et;Al 2 eq., toluen, rt. b)
[Rh(PPh3);Cl] 5 mol.%, Et;Al 2 eq., toluen, rt. R; = benzyl, p-xylyl, 3-
methyl-2-butenyl.

Projekt byl ﬁncgncova’n z Centra pro novd antivirotika a anti-
neoplastika MSMT (Projekt ¢. IM6138896301) a z grantu ¢.
203/04/0646 GACR.
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ZHODNOCENI VLIVU ROZPOUSTEDLA PRI 4B
INITIO VYPOCTECH SPEKTRALNICH VLASTNOSTI
RIGIDNICH A FLEXIBILNICH METHYLTETROFU-
RANOSIDU

STEPAN VALENTA, IVAN RAICH a JAKUB
KAMINSKY
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Moderni teoretickd chemie se stale intenzivnéji snazi
postihnout vliv rozpoustédla na studovany systém. V soucasné
dobé¢ se tento problém fesi dvéma zakladnimi zpusoby, a to :
vypoctem systému s implicitnim modelem rozpoustédla nebo
vypoctem systému obsahujiciho explicitni molekuly rozpous-
tédla. Hnaci silou té€chto postupli je snaha o co nejlepsi
korelaci teoretickych vysledkd s experimentalnimi daty
(chemické posuny a spin-spinové interakéni konstanty v NMR
spektrech, IC frekvence, atd.).

Nasim cilem bylo studium rozdild spektralnich a optic-
kych vlastnosti ve vztahu k pouzitému modelu rozpoustédla,
pocinaje molekulou v plynném stavu bez rozpoustédla az po
studovanou strukturu, obklopenou nékolika molekulami
rozpoustédla. Modelovymi latkami byly rizné substituované
monocyklické methyltetrofuranosidy I a bicyklické methyltet-
rofuranosidy s tfi¢lennymi heterocyklickymi kruhy II jakozto
priklady flexibilnich, resp. rigidnich struktur.

Vsechny ab initio vypocty byly provadény v programu
Gaussian 03W (cit.").

0 o)
R.QyOMe X "OMe

OR, X=0,S, NH
I I

Tato studie byla podporena vyzkumnym zdmérem MSM ¢.
6046137305.
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KVANTIFIKACE SLOZEK SAMCIHO )
ZNACKOVACIHO FEROMONU CMELAKA
ZEMNIHO A JEJICH BIOLOGICKA AKTIVITA

IRENA VALTEROVA“, LUCIE CAHLi}(OVAb,
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HOVORKA“ a VLADIMIR PTACEK

“Ustav organické chemie a biochemie AVCR, Flemingovo
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Samci ¢émeldka zemniho (Bombus terrestris) b&hem
namluv haji sva teritoria (patroluji), pficemz oznacuji tato
uzemi feromonem, atraktivnim pro samicky stejného druhu.
Feromon je produktem cefalické casti labialni zlazy. Velmi
malo je znamo o kvalitativnich ¢i kvantitativnich zménach ve
sloZeni sekretu labialni 2l4zy v priibéhu Zivota samce'. K tomu
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ucelu jsme analyzovali extrakty labialnich zlaz série samct
ruzného stafi, od pravé narozenych po 35 dni véku. Soucasné
jsme studovali morfologii zlaz pomoci elektronové transmisni
mikroskopie a elektrofysiologické odpovédi samicich tykadel
na extrakty z1az rtizn¢ starych samcti (EAG) i na jednotlivé
slozky extrakti (GC-EAD).

Chemické analyzy ukézaly velké rozdily ve slozeni
extraktt labialnich zlaz u rtizné starych samct. Velmi mladi
samci maji ve zlaze jen stopy nékolika latek. Béhem
nasledujicich 2-7 dni naristd mnozstvi sekretu ve zlaze
o nékolik fadi. Nejprve se objevuji terpenické latky (2,3-
dihydrofarnesol, 2,3-dihydrofarnesal a geranylcitronellol). Po
nich pfibyvaji v sekretu alifatické slozky (ethyl-dodekanoat,
hexadekan-1-ol a oktadeka-9,12,15-trien-1-ol). Zhruba u 20-
dennich samct mizi ze sekretu tékavejsi slozky a zacinaji
v ném pievladat uhlovodiky a vyssi estery.

V EAG testech odpovidala tykadla panenskych kraloven
nejvyraznéji na extrakty labidlnich zlaz 4-dennich samci
v testované sérii 0, 4, 12, 17, 20 a 35 dni zivota. GC-EAD
méteni odhalila 6 vySe zminénych latek jakozto aktivni slozky
sekretu. Zmény v obsahu téchto latek se stafim samct
vykazovaly shodny trend s maximem u 7-dennich samcti.

Transmisni elektronovd mikroskopie labialni Zzlazy
potvrdila zjisténi, ze znackovaci feromon je produkovan ve
zlaze pouze v prvnich dnech zivota samce, poté je skladovan a
postupné pouzivan pii kazdodennim obnovovani znac¢ek. U 5-
dennich samcii byly pozorovany prvni odumirajici
sekretorické builky a ve zlaze 10 dni starych samct jiz nebyly
ptitomny zadné zivé buiiky produkujici feromon.

Prace byla provedena za podpory Grantové agentury AV CR
(grant ¢. A4055403).
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Poskozeni kozni bariéry s nedostatkem ceramidi bylo
popsano u ftady koznich onemocnéni, vcetn¢ atopické
dermatitidy' a psoriazy®. Topickd aplikace ceramidii vede
k regeneraci bariérové funkce kiize, snizeni priniku alergent,
iritant a mikrobu a nasledné k omezeni zanétu a infekci.

Pseudoceramid 14S24 byl pfipraven jednoduchou
dvoustupiiovou syntézou, od piirozenych ceramidd se lisi
pouze zdménou allylového hydroxylu za esterovou skupinu*.
14S24 regeneruje mirné i rozsahlé poskozeni kozni bariéry;
snizuje permeabilitu pro modelovou latku stfedni polarity
(stanoveno pomoci dermalni mikrodialyzy na lidské kuzi),
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transepidermalni ztratu vody i hydrataci ktize, a to statisticky
vyznamné vice nez komeréné dostupny pripravek s ceramidem
3. Utinek 14824 je specificky na poskozeni spojené s depleci
ceramidul.

Price byla podporena Grantovou agenturou Ceské republiky
(203/04/P042), Grantovou agenturou Univerzity Karlovy
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(MSM0021620822).
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Chiralni dihydropyridiny nikotinamidového typu jakozto
asymetricka redukéni ¢inidla jsou znamé jiz dlouhou dobu'?.
Bipyridinové a bis(oxazolinové) ligandy komplexované
smédnymi  solemi® katalyzuji  asymetrické  oxidace
cyklopentenového, cyklohexenového a cykloheptenového
kruhu za ptitomnosti peroxybenzoatu.

V této praci byly zkoumany jednak syntézy novych
ligandi pro asymetrickou allylovou oxidaci na bazi 2-(1-

methyl-1-oxazol-2-yl-ethyl)-pyridinu, jednak ¢inidla pro
asymetrickou  redukci  ketoniT na  bazi  chiralniho
dihydropyridinu.
X O 7 :
| =N
~
N I
0
- | N N
G
| 1
®OTf
Kombinaci pyridinového strukturniho motivu
s oxazolinem® reprezentuje sloucenina typu I. Z dobie
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dostupného  chiralniho
syntetizovana latka II.

prekurzoru - o-pinenu  byla
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MODIFIKACE FOTOLUMINISCENCNi SENZOROVE
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Porézni kifemik (PS) je nanostrukturni porézni material
poskytujici vyraznou fotoluminiscenci ve viditelné oblasti
spektra'. Na velkém povrchu PS dochazi kadsorpci par
chemickych latek, které méni intenzitu fotoluminiscence,
¢ehoz lze vyuzit pro konstrukci chemickych senzor. Pro
zlepSeni operacni stability a modifikaci senzorové odezvy
(zvyseni selektivity) se vyuziva hydrosilylac¢nich reakei Si-H
vazeb, pfitomnych na povrchu PS%.

OR
0}
O,
FN N |qRO
R
0 rRo R\ o
OR.O
0RO
RO OR (0]
UV zéfeni OR_O R=CH,
zafeni S T
RO 6 © ( )
H H H n
| | 5% roztok inidla |
—Si— Si— v CH,Cl, —Si— Si—
Schema 1. Hydrosilylaéni ~ reakce  permethyl -  6-

alkenoylamino-6'-deoxy derivati B-cyklodextrinil iniciovana UV
zéfenim.

V této praci byla sledovana zména senzorové odezvy PS
po modifikaci derivaty cyklodextriny. Cyklodextriny (CD)
jsou cyklické oligosacharidy. Vyznamnou vlastnosti CD
a jejich derivati je schopnost tvofit inkluzni komplexy
s organickymi molekulami. Vzhledem k jejich selektivnim
komplexacnim schopnostem je mozno CD derivaty pouzit
jako rozpoznavaci element chemosenzoru.
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Polyhydroxylované piperidiny (iminosacharidy) casto
ucinkuji jako inhibitory glykosiddz a glykosyltransferaz.
Inhibi¢ni ucinek je dan piitomnosti endocyklického dusiku,
ktery mize byt pii fyziologickém pH protonovan. Vznikly
kation tak napodobuje tranzitni stav fady glykosyla¢nich
reakci, které se napiiklad podileji na syntéze povrchovych
receptorit bunék. Iminosacharidy vsak in vivo ovliviyji celou
fadu enzymd, a to je zatim diskvalifikuje pro $irsi terapeutické
vyuziti. Modifikace téchto struktur vedouci ke zvyseni
selektivity inhibi¢nich u¢inkGi by mohla vést k latkam
potencidlné vyuzitelnym v terapii fady chorob.

V poslednich letech byly publikovany stovky syntéz
derivatt iminosacharidd. Casto je spojuje velky pocet reakénich
kroki,, znaénd experimentalni naroCnost ¢i nizké vytézky.
Problémem nékdy také byva nemoznost ptipravit vice nez jeden,
dva diastereoizomery, protoze postupy jsou neziidka vazané na
konkrétni diastereoizomer vychozi latky. V posledni dobé jsou
proto snahy o vypracovani relativné univerzalnich syntéz
umoznujici ptipravit §irsi spektrum derivata.
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Schéma 1
Pfedmétem piispévku je syntéza zaloZzend na

stereoselektivni cross-aldolové reakci nové pfipravené 2,4-
ethyliden-3-O-mesyl-D-erythrosy I (Schéma 1) se dvéma
methylketony a nasledna transformace produktti 7 na derivaty
substituovanych piperidint Z11.

Tato prdce byla podporovina GA CR, v ramci grantu ¢.GA
203/03/049 a vyzkumnym zamérem MSM 6046137305.
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SYNTEZA GLYKOSYLOVANYCH PORFYRINOVYCH
RECEPTORU TYPU A,B, A A,

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

“Katedra organické chemie, Univerzita Karlova, Hlavova
2030, 128 40 Praha 2; bUOCHB AV CR, Flemingovo nameésti
2,166 10 Praha 6; ‘VSCHT Praha, 166 28 Praha 6,
zelil@post.cz

Cilem prace byla pfiprava meso-substituovanych
porfyrinovych receptort (I, II). V posledni dobé byly
piipraveny meso-substituované porfyriny se zajimavymi
vlastnostmi®®>. Tyto supramolekuly a supramolekularni
synthony jsou pouzivané v elektrochemii, pro membranoveé,
samoskladné a biologické studie. Autofi chtéli demonstrovat
moznosti kombinace jiz znamych receptort se sacharidy, které
mohou slouzit jako ,,polarni kotvy“. Jejich vlastnosti jsou
pfedmétem dalsiho vyzkumu.

=R=R1

-
\

Prace byla podporovana projekty MSM 1131 00001, MSM
6046137305 a 1PO40CD31.001.
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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 spole¢nosti chemické, ¢lenu Asociace ¢eskych chemickych spolecnosti, pfinasi individualnim chemikiim
kromé vlastniho ¢lenstvi v nejvétsi a nejstarsi profesni organizaci chemiku:

celosvétoveé uzndvanou piislusnost k jedné z nejstarSich profesnich organizaci v chemii na svéte,
moznost zapojeni se do prace a komunikace v jedné z mistnich ¢i odbornych pobocek CSCH,

kontakty, informace, sluzby, moznosti, uplatnéni...

podstatné slevy u vlozného na sjezdech a konferencich, jejichZ oficialnim potadatelem je CSCH,
moznost dostavat 4x ro¢n¢ zdarma tzv. ,,bulletinové ¢islo* Chemickych listi,

moznost objednani pedplatného Chemickych listi s vyznamnymi slevami,

moznost objednani ,,osobniho baliku piedplatného* Chemickych listli a ¢asopisit konsorcia EUChemSoc,

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

pristup ke sluzbam a slevam poskytovanym ¢lenskymi organizacemi EC3 a FECS pro ¢leny narodnich organizaci,
moznost pridruzeného Clenstvi v IUPAC,

moznost ziskani a doporuceni ¢lenské prihlasky do vyznamnych zahrani¢nich chemickych spole¢nosti (RSC, ACS ,
GDCh, GOCh, SFC aj.),

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

moznost uplatnit informace z vlastni pracovni ¢innosti (vysledky, novinky, inzerce, tiskova oznadment aj.),
moznost zvetejnéni vlastniho ozndmeni 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 piihlaska je k dispozici na internetovych strankach CSCH nebo na sekretariatu CSCH. Clenstvi je p¥istupné pro
véechny zdjemce o chemii a piijeti nového ¢lena doporuéi dva ¢lenové CSCH (doporudeni je mozné nahradit odbornych
Zivotopisem), ¢lenstvi nabyva platnosti po schvaleni hlavnim vyborem CSCH.

Vysi ¢lenskych piispévki a mozné slevy schvaluje na navrh predsednictva hlavni vybor CSCH.
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