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Cena mléka — a co bude dal?

»Cena mléka v poslednich tydnech trha rekordy”,
cetli jsme do konce roku témér kazdy den v novinovych
titulcich a poslouchali z médii. Nakupni ceny za syrové
mléko prekrocily ve 4. ctvrtleti v nekterych zemich unie
dokonce i 50 ct za kg, v CR se dostaly v prosinci v priimé-
ru jiz na rekordnich 9,99 K¢ I™ a tento riist cen u nds po-
kracuje i vroce letosnim. Farmari se raduji, Ze se jim
., konecné vyplaci mléko vyrabet®, jeho zpracovatelé nej-
prve naladeéni priznivym vyvojem zahranicniho obchodu
z lofiského 2. pololeti jsou nahle znepokojeni opravnénymi
obavami, zda je mozné pri téchto navySenich jesté realizo-
vat odbyt vyrobkii na domdcim trhu. Mnozi mlékari se také
strachovali, aby jim snad dalsi cisternu mléka nepretdhla
a nepreplatila konkurencni mlékdarna v Némecku. A jak to
videl spotrebitel? Ten byl zdésen zcela — jednak nékdy z az
katastrofalnich informaci dostdvajicich se mu z medii, ale
predevsim z reality, se kterou byl denné konfrontovan
v obchodé: , JeZisimarja“, kam az se ta cena mléka, mdsla
¢i syru jeste dosplha? A co bude dal, az nam k tomu jesté
zZvy§i ,, dépéhacko” a zdrazi energie.” Na trhu s mlékem
viddla nervozita, kterda sebou prindsela dalsi a dalsi zdra-
Zovani. Otazkou bylo také, jak se takovyto vyvoj odrazi ve
spotiebe této zdravi prospésné potraviny a jak také oviivni
celkovou ekonomiku v odvétvi? Ano, takova byla a bohuzel
stale ziistavda realita poslednich dnii....

Za loiisky vyvoj na mlécném trhu byli casto kritizova-
ni analytici i politici, Ze jej nedokdzali predvidat a lépe
usmernit. Byla viak tato kritika namisté? Tezko Fici, ale
spise ne. Faktori, které trh s miékem ovliviiovaly, byla
totiz celd rada a v pritbéhu roku 2007 se naprosto neceka-
né zkombinovalo piisobeni hned nekolika z nich soucasnée,
coz zrejmé nebylo mozné predvidat ani v téch nejpesimis-
tictejsich scénarich. Jednotlivé priciny prekotného vyvoje
byly zminovany v médiich kazdodenne. At uz to byl a je
rist spotreby mléka v rozvijejicich se civilizacnich cen-
trech (predevsim Cina, Indie a jihozdpadni Asie), kterému
neni schopen plné vyhovét svetovy trh, ¢i nevyzpytatelné
pocasi v mnoha svétovych produkcnich regionech (napr.
sucho ve Stredozemi, ale i ve stiedni Evropé, ale prede-
v§im pak v mlékarskych centrech Australie a Nového
Zélandu) zpusobujici propad ve vyrobé mléka. K tomu se
dnes pridava rovnéz stoupajici spotieba zemédélskych
komodit k technickym uceliim na biopaliva ovliviiujici
dostupnost a cenovy vyvoj krmiv s neprimym dopadem na
ceny potravinovych surovin. A pak zde jsou samozrejmé
viivy ekonomicko-politické, at uz rostouci cena ropy, vyvoj
vzajemnych kurzit hlavnich svétovych mén a politickd ne-
stabilita v radé oblasti svéta. Doprovodnym jevem vseho
byva i spekulativni jedndni nékterych podnikatelii. To vse
byla a je realita, se kterou se musime vyrovnavat, lépe
Feceno, se kterou se musi vyrovnat sam trh, aby se vidy
navratil do své rovnovahy.

Ale na lepsi casy se presto uz blyska. Tak za prvé je
zde fakt, ze vyvoj cen komoditnich mlékarenskych vyrobkii
na svetovych trzich zaznamenava od konce minulého roku
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vyznamny obrat. Ceny suseného mléka a syrovatky pokles-
ly o vice nez 50 % ze svych lonskych cenovych stropii.
K poklesu cen se snazi vytvorit prostor i Evropska unie,
kterd v poloviné letosniho brezna rozhodla o dalsim uvol-
néni, resp. navyseni mlécnych kvot, ¢imz vytvorila prostor
ke zvySeni zatim jesté stale regulované produkci mléka
v Evropé. Tento fakt miize rovnéz castecné ovlivnit vyvoj
cen. Ke zméné prispéje urcité i letoSni pozitivni zména
pocasi v Oceanii, které se po néekolika abnormalne su-
chych letech dostava do normadlu, coz umozZiuje opétovné
navyseni mlécné produkce. Trh s mlékem se tak zase po-
malu stabilizuje, i kdyz z pohledu cen je tato stabilita po-
nékud posunutd. Predikce holandské Rabobank specializu-
Jjici se na agrobusiness totiz hovori jasné: prumérna ev-
ropskad cena mléka pro pristi rok bude o 10 centii vyssi nez
v roce 2006 a bude se pohybovat v rozmezi 38 az 40 centii.
Soucasna nasycenost svétového mlécného trhu vsSak srazi
predikovanou cenu jesté nize. V sousednim Némecku byl
zaznamendn mezimésicni pokles mezi prosincem a lednem
4,5 % a obdobné snizeni se ocekdvda jesté v pristich mési-
cich. Mléko se zde zacind vykupovat za daleko nizsi ceny,
nez se kterymi jsme se setkavali ve 4. ctvrtleti roku 2007.

Mléko ziistane do budoucna citlivou komoditou
a svym zpusobem urcité i strategickou surovinou. Postup-
na westernizace zivotniho stylu asijské spolecnosti dopro-
vazena ristem spotieby této zakladni potraviny to jesté
potvrdi. 'V Asii se zvySi mlécna produkce, v Americe
a Oceanii dojde urcité k jejimu oZiveni. Evropska unie je
pFipravena prehodnotit svoji zemédelskou reformu, ktera
méla své opodstatnéni v dobé vzniku, soucasny vyvoj vsak
ukazuje, jak se moc nevypldci zasahovat do prirozené fun-
gujiciho trhu a do citlivé vyvazeného pomeru mezi nabid-
kou a poptavkou. Na jakékoliv oviiviiovani a Fizenou regu-
laci v konecném efektu doplacime totiz my spotiebitelé
a danovi poplatnici.

Jen se obavam jednoho. My v Cechdch si totiz casto
tak trochu ,,sedime na vedeni”. Riist nakupnich cen zapo-
¢al v zapadni Evropé loni jiz koncem 1. pololeti, ale k nam
se dostavil teprve v pritbéhu zdri. A zatimco v prvnich
trech mésicich letosniho roku farmarska cena mléka u nds
stale jesté roste (soucasny primér je 10,04 K¢ 17, pricems
nékteré mlékarny plati cenu jeste vyssi), v okolnich zemich
Jsou vysoké ceny mléka jiz minulosti. Kéz bychom i my na
tento zvrat nemuseli Cekat zase tak dlouho. Prineslo by to
uklidnéni, rychlejsi stabilizaci trhu a zabradnilo by se spe-
kulativnim jedndni vSech tech, kteri chtéji z takovéhoto
vyvoje vytéZit co nejvice a za kazdou cenu. A v soucasné
dobé by to velmi prospelo hlavné mlékarnam, které se
vzhledem k silnému tlaku maloobchodu na snizovani cen
pri soucasnych vysokych cendch placenym zemédélciim
dostavaji do Cervenych cisel. A prospélo by to urcité ndm
vSem, tedy spotiebiteliim.

Jiri Kopadcek
Ceskomoravsky svaz mlékarensky
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1. Uvod

Proces pfemény fibrinogenu na fibrin je dulezitym
fyziologickym d&jem, ktery se Gcastni procesu hemostazy.
Jedna se o slozity, vysoce regulovany biochemicky déj,
jehoz poruchy mohou vést k zdvaznym Zzivot ohrozujicim
stavim. V tomto ¢lanku se pokusime shrnout dosavadni
znalosti o pfeméné fibrinogenu na fibrin, nebot’ aktualizo-
vany piehled ohledné tohoto procesu v ceské odborné
literatufe stale chybi.

2. Pfeména fibrinogenu na fibrin

Trombinem katalyzovana pfeména fibrinogenu na
fibrinovou sit’ je spole¢nd vSem dosud Zzijicim obratlov-
ctim'. Proces pfemény fibrinogenu na fibrin 1ze rozdglit do
nékolika krokti: aktivace trombinu, odStépeni fibrinopepti-
di katalyzované trombinem, polymerace fibrinovych mo-
nomeru, lateralni asociace protofibril a kovalentni stabili-
zace fibrinového klotu.

2.1. Aktivace trombinu

Télo si neustdle udrzuje rovnovéhu mezi koagulaci

a degradaci fibrinové sité (fibrinolyzou). Ustiedni tlohu

314

Referat

zde hraje serinova proteasa a-trombin (dale jen trombin),
ktera v krevnim fecisti cirkuluje v inaktivni formé zvané
protrombin. Trombin, jako jeden z klicovych koagula¢nich
faktorti, poprvé popsal A. Buchanan vroce 1836 (cit.?)
apozd&ji vroce 1845 (cit.’). Molekula protrombinu je
sestavena z jednoho fetézce o molekulové hmotnosti
65,7 kDa, tvofené¢ho 582 aminokyselinovymi zbytky4.
Pusobenim serinové proteasy aktivovaného faktoru Xa
(EC 3.4.21.6) dojde nejprve k hydrolytickému Stépeni
vazby mezi arginylem320 a isoleucylem321 a nasledn¢ ke
§tépeni vazby za Arg271 (cit.”). Tim vznikne aktivni mole-
kula trombinu, ktera je sestavena ze dvou polypeptidovych
fetézell — lehkého (36 aminokyselinovych zbytki) a tézké-
ho (259 aminokyselinovych zbytki), které jsou kovalentné
spojeny S-S vazbou mezi zbytky Cys293 a Cys439
(Cislovano v sekvenci protrombinu). Trombin je schopen
odstépovat prvni aktivacni peptid z molekuly protrombinu
a tim zesiluje aktivaci dalich molekul trombinu®.

Aktivni  misto trombinu tvofi Serl95, His57
a Aspl89, které jsou nezbytné pro neutrofilni atak cilové
peptidové vazby’. V molekule trombinu nalézime jesté
dalsi dvé dilezita mista. Jsou to elektropozitivni povrcho-
vé oblasti I a II (oznacované jako exosite I a exosite II),
které specificky interaguji se zaporn¢ nabitymi Castmi
molekul substrati (napt. fibrinogenu) a kofaktorti. Oblast I
je tvorena zbytky® Lys36, His71, Arg73, Arg75, Tyr76,
Arg77 a Lys109/110. Oblast II je tvofena aminokyselino-
vymi zbytky’ Arg93, Lys236, Lys240, Argl01 a Arg233.
Pres oblast I se uskuteciiuje vazba thrombomodulinu, fib-
rinogenu nebo faktoru V, pres oblast II se vaZe heparin,
fibrinogen, faktor V nebo GPIba (cit.”). Dalsim dileZitym
mistem v molekule trombinu je Na' vazebné misto, kam se
vaze sodny ion, ktery alostericky reguluje aktivitu trombi-
nu’. Pokud jsou ionty Na* navazany, trombin upfednostiiu-
je prokoagulaéni substraty — fibrinogen, faktor V, faktor
VIII nebo protein PAR1 (receptor 1 aktivovany proteina-
sou)’. Pokud ionty Na' navazany nejsou, upfednostiiuje
trombin protein C jako substrat’. Dal$imi dillezitymi ob-
lastmi trombinu je y-smycka a 60-smycka. 60-Smycka je
tvofena prevazné prolinovymi zbytky a pomoci hydrofob-
nich interakci podporuje vazbu substratu v jeho N-koncové
gasti’. y-Smycka je hydrofilni a interaguje s C-koncovymi
Castmi substratd’.

Pfi poranéni dochazi k uvolnéni tkénového faktoru
z endothelu poskozené cévni stény'’. Tkanovy faktor se
nasledné vaze na serinovou proteasu faktor VII (EC
3.4.21.21), ktera ve spolupraci s ionty Ca*" a desti¢kovymi
fosfolipidy proteolyticky aktivuje faktor X (cit.'"). Aktivo-
vany faktor Xa (EC 3.4.21.6) v kooperaci s faktorem Va,
ionty Ca®" a desti¢kovymi fosfolipidy preméfiuje protrom-
bin na trombin'?. Generace trombinu vyvola silnou pozi-
tivni zpétnovazebnou reakci tim, Ze trombin aktivuje krev-
ni desti¢ky a faktory V a VIII kontaktni faze koagulace'®.
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Na membrané krevnich desti¢ek ¢i endothelidlnich bunék
se aktivovany faktor VIIla vdZe na serinovou proteasu
faktor IXa (EC 3.4.21.22), kter4 aktivuje faktor X (cit."?).
Aktivace faktoru X faktorem [Xa je 50—100x rychlejsi nez
aktivace faktorem VIIa (cit.'*). Vznikajici trombin dale
aktivuje serinovou proteasu faktor XI (EC 3.4.21.27)
(cit."®), preméiiuje fibrinogen na fibrin'®, aktivuje krevni
destiéky12 a aktivuje faktor XIII (cit.'"). Aktivovany faktor
Xla aktivuje faktor IX. Aktivovany faktor XIlla kovalent-
né stabilizuje vznikajici fibrinovou sit’.

Cely systém aktivace trombinu je pfisné regulovan.
Nejdilezitéjsim inhibitorem trombinu je antitrombin III,
ktery je schopen inhibovat vS§echny serinové proteasy koa-
gulaéni kaskady'®. Vazbou antitrombinu na trombin dojde
k rozstépeni vazby za Arg393 antitrombinu a uvéznéni
trombinu v ireverzibilnim komplexu’. Dal§im inhibitorem
koagula¢ni kaskady je inhibitor tkanového faktoru (TFPI),
ktery reverzibilné inhibuje faktor Xa a komplex VIla-
tkatiovy faktor-Xa (cit."”). Vazba trombinu na trombomo-
dulin umoziuje aktivaci serinové proteasy proteinu C (EC
3.4.21.69), jehoz aktivni forma ve spolupraci s proteinem
Sa vitaminem K proteolyticky inaktivuje faktory Va
a VIIIa (cit.*).

2.2. Odstépovani fibrinopeptidi

Trombin specificky §tépi peptidovou vazbu mezi ar-
gynylem a glycylem®. Ve fibrinogenu prednostné §tépi
vazbu mezi Ao Argl6-Glyl7 a B Argl4-Gly15. Hexade-
kapeptid odstépeny z Aa fetézce nazyvame fibrinopeptid
A a tetradekapeptid odStépeny z Bf fetézce nazyvame
fibrinopeptid B. Fibrinopeptidy tvoii méné nez 2 % hmoty
fibrinogenu'. Pfednost tépeni pravé téchto vazeb je dana
konformaénim uspotfadanim fibrinopeptidi vystupujicich
z molekuly fibrinogenu do prostoru, jez skvéle zapadaji do
aktivniho mista trombinu®'. Ze sledovéni kinetiky odst&po-
vani fibrinopeptidil bylo zjiSténo, Ze uvolnéni fibrinopepti-
dit B zagina aZ po uvolnéni fibrinopeptidii A (cit.??). Bé-
hem polymerace fibrinu vSak nartistd rychlost odStépovani
fibrinopeptidd B az sedmkrat, coz svéd¢i o tom, Ze fibrino-
peptidy B jsou odStépovany preferencné z fibrinového
polymeru diky konformaéni zméné vyvolané polymeraci,
ktera podporuje od§tépovani®.

Predpoklada se, ze odstépeni fibrinopeptidit A spousti
tvorbu protofibril, a ze odStépeni fibrinopeptidti B souvisi
s lateralni agregaci®*. Uvolnénim fibrinopeptidi vznika
polymeracni misto (hrbolek) A, resp. polymeracni misto
(hrbolek) B. Polymeracni mista jsou tvoteny sekvenci Gly-
Pro-Arg a Gly-His-Arg, které reaguji s polymeracnimi
misty (prohlubnémi) a a b, které jsou situovany v yC a C

doméns®.

2.3. Polymerace fibrinu

Polymerace fibrinu zac¢ind po odstépeni fibrinopepti-
dd A interakci mezi polymera¢nim hrbolkem A a polyme-
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raéni prohlubni a (cit.?®). Polymera¢ni hrbolky jsou situo-
vany v centrdlni doméné, polymeracni prohlubné jsou
umistény v koncovych doménach. Specifické interakce
mezi polymeranim hrbolkem ,,A* a polymera¢ni prohlub-
ni ,,a* komplementarnimi vazebnymi misty davaji vznik-
nout agregatiim, v nichz jsou fibrinové monomery posunu-
ty o polovinu délky, nebot’ centralni doména jedné mole-
kuly reaguje s koncovou doménou druhé®®. Tim vznika
fibrinovy dimer, na néjz se vazi dalsi molekuly fibrinové-
ho monomeru a vznikd dvojit¢ stoend protofibrila. Zaro-
ven se utvareji i vazby mezi koncovymi doménami. Hlav-
nimi aminokyselinovymi zbytky podilejicimi se na vazbé
jsou yArg275, yTyr280, ySer300 a yAsn308 (cit.").

Jakmile protofibrily dosdhnou urcité délky (600 az
800 nm) za&nou lateralnd agregovat a tvoii vlakna®’. B&-
hem lateralni agregace se uplatiuji specifické intermoleku-
larni interakce (mezi B:b polymera¢nimi misty), které
zpusobuji, ze se struktura vlakna opakuje po 22,5 nm, coz
je mozné pozorovat v elektronovém mikroskopu®. Late-
ralni agregaci posiluje aC doména, ktera disociuje smérem
od centralni domény po uvoln&ni fibrinopeptidi B (cit.”).

Pfi¢ny nartst vldken je limitovan, nebot’ vldkna jsou
zkroucena. Pii dosazeni urc¢itého priméru vlakna je ener-
gie potfebna pro natazeni priddvané protofibrily vyssi nez
vazebna energie a narst vlakna se zastavi'. Vlakna se
vetvi a vytvareji sit’ pfipominajici svymi vlastnostmi gel.
Fibrinovy gel obsahuje az 95 % kapaliny'.

2.4. Kovalentni stabilizace fibrinové
sité

Vznikajici fibrinova sit’ je stabilizovana tvorbou ko-
valentnich vazeb mezi jednotlivymi molekulami fibrinoge-
nu. Tvorbu kovalentnich vazeb katalyzuje plasmaticka
transglutaminasa, aktivovany faktor XIIla (protein-
glutamin y-glutamyl transferasa, EC 2.3.2.13)*°. Faktor
XII ma molekulovou hmotnost 326 kDa, je pfitomen
v plasmé (10 pg ml™), krevnich desti¢kach, monocytech
a jejich prekurzorech v kostni dieni’'.

Faktor XIII cirkuluje jako inaktivni zymogen tvofeny
dvéma pary riznych polypeptidovych fetézci oznacova-
nych A a B. Pdsobenim trombinu dojde k odstépeni akti-
vacnich peptidd a vzniku allozymogenu FXIII’. V pfitom-
nosti vapenatych iontd disociuji dvé podjednotky B
z molekuly faktoru XIII’ a vznika aktivni faktor XIlla
(cit.*). Ptitomnost fibrinu urychluje a napomaha aktivaci
faktoru XIII (cit.>?).

Aktivovany faktor XIIIa katalyzuje tvorbu vazeb me-
zi koncovymi zbytky glutaminu a e-aminoskupinou lysy-
lu®. Nejprve vznikaji kovalentni vazby mezi v fetézci,
poté mezi C-koncovymi ¢astmi o fetézcl. Faktor XIII také
kovalentné vaze k fibrinu fibronektin, a2-antiplasmin ¢i
inhibitor aktivatoru plasminogenu 2 (cit.**). Kovalentni
,,stabilizace fibrinové sité zvysuje jeji odolnost viici me-
chanickym vliviim a trombolytickym enzymutm.
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3. Fibrinolyza

Fibrinovy gel zajistuje po poranéni a pii hojeni rany
pouze docasnou zatku, ktera je po vyuziti efektivné odstra-
néna. Stépit fibrin je schopno mnoho proteolytickych en-
zymu a bun€k. Nejvice specifickym mechanismem degra-
dace fibrinové zatky je vSak fibrinolyza.

Hlavni slozkou fibrinolytického systému je glykopro-
tein plasminogen. Plasminogen, neaktivni forma serinové
proteasy plasminu (EC 3.4.21.7), je syntetizovan
v jatrech®, cirkuluje vkrvi vkoncentraci 1-5 pmol I
s pologasem dva dny’®. Je tvofen jednim Fetézcem o hmot-
nosti 92 kDa, 791 aminokyselinovymi zbytky a obsahuje
24 disulfidovych vazeb®’. Aktivni misto plasminu je tvofe-
no zbytky His602, Asp645 a Ser740 (cit.*®). Ve struktuie
plasminogenu nalézame Ctyfi vyznamné domény oznaco-
vané K1, K2, K3 a K4. Tyto domény jsou bohaté na lysy-
ly, jsou tvorené velkymi smyckami stabilizovanymi disul-
fidovymi vazbami a zprostfedkovéavaji vazbu na fibrin
a povrchové receptory bunék’’. Sacharidova slozka plas-
minogenu reguluje afinitu k bunéénym receptoriim a hraje
vyznamnou roli pii degradaci plasminu®.

V  krevnim fecisti kolujici forma plasminogenu
(oznacovana jako Glu plasminogen podle N-terminalniho
aminokyselinového zbytku) je limitovanou proteolyzou
Stépenim vazby mezi Lys77-Lys78 preménovana na Lys
plasminogen, ktery rychleji a efektivnéji nasedd na fibrin
aje 10-20x rychleji aktivovan®. Tato forma se normalné
nevyskytuje v cirkulaci, vznika az pfed samotnou fibrino-
lyzou.

K aktivaci plasminogenu jsou zapotiebi aktivatory.
nu (tPA), coz je serinova proteasa (EC 3.4.21.68) o hmot-
nosti 72 kDa, ktera je produkovana a sekretovana prede-
v§im endothelidlnimi buiikami s polocasem 5 min. Uvol-
novani tPA z endothelu je stimulovano napf. trombinem,
histaminem ¢i adrenalinem, ale také télesnou zatézi nebo
stresem. Tkanovy aktivator plasminu nasedd na fibrin
a Stépi vazbu mezi Arg561-Val562 v plasminogenu véaza-
ného na fibrin, vznika plasmin, ktery $tépi fibrin. Plasmin
Stépi vazbu Arg275-11e276 v molekule tPA, ¢imz vznika
aktivngjsi dvoufetézcova forma a zesiluje se fibrinolyza®.

Dalsim aktivatorem plasminu je urokinasa (uPA),
serinova proteasa (EC 3.4.21.73) o hmotnosti 54 kDa,
ktera je produkovana a sekretovana predevs§im endothelial-
nimi butikami, makrofdgy a nékterymi nddorovymi builka-
mi. Urokinasa S§tépi vazbu mezi Arg561-Val562
v plasminogenu, vznik4 plasmin, ktery Sté€pi fibrin. Plas-
min a kallikrein §tépi vazbu Lys158-1le159 v molekule
uPA, ¢imz vznika aktivnéjsi dvoutetézcova forma. Uroki-
nasa ma mnohem niz§i afinitu k fibrinu nez tPA a je
schopna aktivovat plasmin i v neptitomnosti fibrinu*'.

Z dalsich aktivatord plasminu Ize jmenovat kallikrein,
aktivovany faktor XIa, XIla a membranovou metaloprotei-
nasu MTI1-MMP. Tyto aktivatory plasminu vSak za nor-
malnich podminek nepfedstavuji vice nez 15 % celkové
aktivity plasminu*.

Plasmin $té€pi fibrin za aminokyselinovymi zbytky
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lysinu a argininu na rozpustné degradacni produkty,
z nichZ nejvyznamngjsi jsou D-dimery’® (kovalentné spo-
jené D domény ze dvou riiznych molekul fibrinového mo-
nomeru), jejichz koncentrace v plasmé slouZi k diagnostice
tvorby a rozpousténi trombu. Degradacni produkty fibrinu
jsou schopné inhibovat polymeraci fibrinového monomeru*®.

Uvolnénim plasminu ze $tépené¢ho fibrinu je tento
inaktivovan glykoproteinem a,-antiplasminem. o,-Anti-
plasmin cirkuluje v krvi s polocasem 2,4 dny, koncentrace
vkrvi je 0,9 nmol I"' a hmotnost 70 kDa. Je plasminem
Stépen, ¢imz vznikd dvoufetézcova forma, ktera
s plasminem tvoii komplex, degradovany v jatrech®’.

Proces fibrinolyzy je regulovan. Regulac¢ni funkci
nezastava pouze o,-antiplasmin, ale také inhibitory aktiva-
torti plasminu a zeslabovace fibrinolyzy. VSudyptitomnym
inhibitorem je inhibitor aktivatoru plasminu 1 (PAI-1).
Jedna se o jednofetézcovy glykoprotein o hmotnosti
52 kDa, ktery je produkovan endothelidlnimi bunkami,
krevnimi destickami, monocyty, hepatocyty, makrofagy
a adipocyty. Jeho produkce je stimulovana v zavislosti na
zanétlivé odpovédi cytokiny, lipoproteiny a rlstovymi
faktory. Inhibuje tPA i uPA (cit.*).

Dalsim inhibitorem je inhibitor aktivatoru plasminu 2
(PAI-2). Vyskytuje se bud jako protein o hmotnosti
47 kDa nebo jako glykoprotein o hmotnosti 60 kDa. Je
produkovan piedev§im leukocyty a méfitelna hladina
v krvi je pouze béhem t&hotenstvi. Je schopen inhibovat
dvoufetdzcové formy tPA a uPA (cit.*?).

Zeslabovacem fibrinolyzy je inhibitor fibrinolyzy akti-
vovatelny trombinem (TAFI). Jedna se o 60 kDa vazici pro-
tein, ktery cirkuluje v plasmé o koncentraci 100 nmol 1™,
ktery je produkovan hepatocyty a je ulozen v krevnich
destickdch. Jeho aktivace trombinem je zesilena
v piitomnosti thrombomodulinu. Proteolytickym S$tépenim
trombinem vznik4 Zn-dependentni karboxypeptidasa TAFIa
se specifitou pro C-koncové arginylové a lysylové zbytky™.
V molekule plasminogenu a tPA hraji pravé tyto zbytky
dilezitou roli v interakei s fibrinem.

V neposledni fad¢ hraji dilezitou ulohu v regulaci
minogenové receptory” (napt. GP IIbllla, o-enolasa),
uPAR® (urokinasovy receptor, podporuje vazbu uPA
s PAI-1), integrin oup: (cit.*) (vaze plasminogen a uPA,
&imz 50x urychluje generaci plasminu), annexin-2*" (vaze
plasminogen a tPA a tim 60x urychluje generaci plasminu)
a protein pfidruzeny k receptoru a2-makroglobulinu*
(vychytava komplexy tPA-PAI-1).

4. Patofyziologie fibrinogenu

Choroby spojené s poruchou v molekule fibrinogenu
jsou pomérné vzacné. Vrozena dysfibrinogenémie, choro-
ba ktera se projevuje nefunkcnosti molekuly fibrinogenu
vyvolanou poruchou v primarni struktufe (bodova mutace,
insert, delece), byla celosvétové popsana zatim jen asi
v 400 rodinach®. Toto &islo oviem nevypovida o realném
mnozstvi ptipadl, nebot’ koagulacni vySetieni se neprova-
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di standardn¢ a geneticky screening provadi pouze nékolik
pracovist’ na svété. V Ceské republice je pouze jedno pra-
covisté zabyvajici se vySetfovanim dysfibrinogenémii, a to
Ustav hematologie a krevni transfuze, které spolupracuje
s hematology z celé CR.

Deficit fibrinogenu projevujici se snizenou hladinou
fibrinogenu v plasmé — hypofibrinogenémie byva také
vyvolan vrozenymi mutacemi v nékterém z gend koduji-
cich fetézce fibrinogenu. Ziskané dysfibrinogenémie byva-
ji spojené s pozménénym zastoupenim sialovych kyselin
v souvislosti s jaternimi chorobami’’.

Pomérn¢ zavaznym onemocnénim je ,,fibrinogen
storage disease®, které se vyznacuje ukladanim fibrinoge-
nu v jatrech®, které miize zptisobit aZ selhani jater a smirt.

5. Zavér

Fibrinogen ma v organismu mnoho funkci, které jsou
nezbytné pro preziti. Jako soucast koagulacni kaskady se
ucastni procesu zéstavy krvaceni. Zastava krvéaceni je jed-
nim z nejdulezitéjSich ochrannych mechanismi zajist'uji-
cich spravné fungovani organismu. V pfipad¢ poranéni je
aktivovana slozitd kaskada reakci vedouci k zabranéni
ztraty krve. Proces fibrinolyzy zajiStuje, po uspéSném
zaceleni rany, degradaci fibrinové sité, ktera napomahala
v zastavé krvaceni. Jak proces tvorby fibrinové sité, tak
i fibrinolyza dosud neodhalily vSechna sva tajemstvi. Po-
rozuméni témto procesim a jejich patofyziologii muze
zachranit mnoho Zivoti a zajisté si zaslouzi pozornost
odborné vefejnosti.

Tato prace vznikla za financni podpory grantu GA AV
CR ¢islo KAN200670701.
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R. Kotlin and Jan E. Dyr (Institute of Hematology
and Blood Transfusion, Prague, Czech Republic): Fibrin
Formation and Degradation

Fibrinogen conversion to fibrin is a physiological
process leading to haemostasis. Fibrinogen is cleaved by
the serine protease thrombin to the fibrin monomer, which
interacts with other fibrin monomers to produce protofi-
brils, which in turn spontaneously interact to form fibres.
Fibrin formation activates specific proteases, which cleave
plasminogen to plasmin. Plasmin degrades the fibrin net-
work and disintegrates the haemostatic plug. The processes
are regulated and are not yet fully clarified. This review
brings an insight into these physiological processes.
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5.4.

1. Uvod

Sodik je Siesty najcastejSie sa vyskytujiici prvok
v zemskej kore a najcastejSie sa vyskytujuci alkalicky kov.
Sodné i6ny spolu siénmi CI st najviac zastupené idny
v morskej vode. Odhaduje sa, Ze v moriach a oceanoch je
az 1,5-10"° ton Na*. Sodik je vitalne dolezity pre bunkovi
biologiu a jeho pdsobenie na organizmy je dvojaké. Na
jednej strane, Zivot bez neho by nebol moZny, na strane
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druhej, vo vySSich koncentracidch dokéze byt pre organiz-
my toxicky. Vzhladom k predpokladu, Ze zivot vznikal
v oceanoch a moriach, kde ako je uvedené vyssie dominu-
je sodik ako hlavny katién, zohravaju Na" iény vyznamnu
ulohu v Zivote vSetkych organizmov, po¢nic od Archaea
cez Prokaryoty, az po Eukaryoty, ¢loveka vratane. Morské,
pripadne alkalitolerantné organizmy vyZaduju vysoké kon-
centracie sodika priamo vo svojom okoli, ale ani pre ostat-
né organizmy nie je jeho pritomnost zanedbatelnd. Je
pochopitel'né, Ze na to, aby mohli organizmy udrziavat’
Na" homeostazu maju viaceré sofistikované Na® zavislé
systémy, ktoré sa na tom podiel'ajt.

Funkcia Na® iénov u Zivych organizmov je velmi
roznoroda. Iény Na' sa podielajii na udrziavani osmotic-
kého tlaku, pH vsetkych zZivych organizmov, a aj viaceré
bioenergetické systémy su zavislé na Na' iénoch. Prikla-
dom takéhoto procesu je u methanoarchae tvorba metanu —
metanogenéza. Pre Uplnost’ je potrebné dodat, ze aj
u vyssich organizmov, vratane &loveka, si Na* iény dole-
zité, pre vedenie nervového vzruchu, regulaciu objemu
a tlaku krvi, udrzanie svalovej drazdivosti, acidobazickej
rovnovahy, ale aj v mnohych inych fyziologickych dejoch.

Nadbytok Na“ iénov na druhej strane vedie
k rozmanitym patologickym stavom. V primorskych oblas-
tiach a v sucasnosti aj v naSich podmienkach salinita pod
stiipa a poI'nohospodarska produkcia je negativne ovplyv-
fovana vysokou koncentraciou soli v pode. Vsetky tieto
zistenia poukazujli na déleZitost’ spozndvania funkcii Na”
i6nov v bunkovej biologii.

Preto, aby Na® iény mohli v organizmoch plnit
uvedené funkcie, musi mat’ bunka neporusent membra-
nu, ktord prostrednictvom rdznych pimp a transporté-
rov reguluje ich intracelularnu koncentraciu. Je zname,
7e u zivocichov sa elektrochemicky gradient Na™ ionov
(Afin,") vyuziva pre pohafanie transportu rdéznych meta-
bolitov do bunky. Afiy, je generovany priméarnou sodnou
pumpou, Na'/K* ATPazou. Tento typ ATPazy nebol
u prokaryotov néjdeny. Napriek tomu sa v poslednych
dvoch dekadach ukazalo, Ze Na™ iony mozu zohravat vyz-
namnt funkciu aj v bioenergetike prokaryotov a archaea.
Dovtedy bola vseobecne akceptovana predstava, ze jedi-
nym spriahajticim iénom je H'. V kratkosti je na porovna-
nie potrebné pripomenut’ zakladny princip membranovo
viazanej konverzie energie v mitochondriach, mnohych
baktériach a chloroplastoch ako to navrhol profesor
P.Mitchell vo  svojej chemiosmotickej  teorii'.
V membrane tychto organel je transfer elektronov spriah-
nuty s translokaciou H' cez membranu a vzniknuty elek-
trochemicky gradient H™ (Aliyy") je vyuZity na pohafanie
mnohych bunkovych endergonickych procesov. Proton je
tzv. spriahajuci i6n. Velkost’ elektrochemického gradientu
proténov je urena uvedenou rovnicou:

A liy'=F AY — 2,303 RT ApH
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(AY je elektricky potencialovy rozdiel cez membranu, R je
plynova konStanta, T je teplota v K, F je Faradajova kon-
Stanta , ApH = pH;, — pHou )-

V roku 1980 bola prvykrat popisand existencia pri-
marnej pumpy generujiicej elektrochemicky gradient Na*
ionov u anaerobnej baktérie Klebsielly aerogenesz. Zo
zaCiatku boli tieto zistenia prijimané bioenergetickou ko-
munitou s urcitou nedoverou a boli povazované za kuriozi-
tu v zmysle, ze u prokaryotov je vSetko mozné. Postupne
sa vSak ukdzalo, ze viaceré mikroorganizmy mozu iény
Na'" vyuzivat' vo svojich bioenergetickych systémoch ako
iony spriahajuce (coupling). Aj nedavne sekvenovanie
mnohych bakterialnych gendémov preukazalo existenciu
roznych Na* zavislych bioenergetickych systémov.

Myslienka, e Na' i6on méZe sluzit ako spriahajuci
i6n, bola zaloZena na mnohych pozorovaniach. Zistilo sa,
7e Na" méZe byt transportované z bunky pomocou primar-
nych pamp (generatorov Na* gradientu), a Ze tok Na™ po
gradiente do bunky sa vyuZiva na pracu rovnako ako H'
gradient (obr. 1, cit.®). Pritomnost’ primarnych Na* pamp v
bunke je vyhodna pri nizkom elektrochemickom H' gra-
diente, alebo pri vysokej koncentracii Na* iénov, ¢o nie st
vhodné podmienky pre funkciu Na'/H' antiportera, ktory
sa taktieZ zii¢astiiuje na transporte ionov Na" z bunky.

Objavy enzymov vyuZivajicich Na® iény viedli
vroku 1985 Skulacheva' k formulovaniu revoluéného
konceptu cyklu sodného katiéonu v membranovej energeti-
ke, ktory je v stcasnosti akceptovany rovnako ako proto-
novy cyklus Mitchella. Odhalenie, e Na" kation dokaze
fungovat’ rovnako ako spriahajtci ion, ktory doplita pri-
padne nahradza protdn v bioenergetickych funkcidch, pre-
formovalo dovtedajsi nahl'ad na bioenergetiku. Existuju
organizmy vyuZivajuce vyluéne energiu H' gradientu,
d’alej organizmy, u ktorych je znama koexistencia oboch
gradientov H' ako aj Na”, a taktie? ako napr. Propionige-
nium modestum, ktoré vyuziva len gradient Na* iénov pri

Respiracny retazec

Dekarboxylacia

ATP syntéza

Obr. 1. PrehPad bakterialnych systémov podielajicich sa na
energetickom spriahnuti prostrednictvom cirkulacie iénov
Na*
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transformacii energie’. V nasledovnych &astiach poskytne-
me struény prehlad o substiticii H' iéonov Na® iénmi
v bioenergetickych cykloch, vo svete, kde Ajiy," namiesto
Ay pohatia membranové endergonické reakcie (transport
aminokyselin, cukrov ainych metabolitov, syntézu ATP
a pohyb bakteridlnych bi¢ikov). Cyklus Na' iénov bol
v poslednej dobe objaveny u celého radu morskych mikro-
organizmov, mnohych l'udskych a Zivo¢iSnych patogénov,
ale aj u archaea. MoZeme konstatovat, Ze svet Na'-zavislej
bioenergetiky ma ddlezité miesto v biosfére naSej planéty.

2. Generatory elektrochemického potenciilu
sodnych i6nov u methanoarchaea

2.1. Enzymy metanogenézy ako
primarne sodné pumpy

Methanoarchaea patria medzi fylogeneticky najstarSie
organizmy a su zaradené do tretej vyvojovej linie organiz-
mov, do riSe Archaea. Zaujem o tato skupinu mikroorga-
nizmov nie je neoCakavany. Na jednej strane v Case, ked’
sa stale viac zaujimame o alternativne zdroje energie, je
tvorba metanu methanoarchaeca mimoriadne zaujimava. Na
druhej strane metan predstavuje jeden z aktivnych skleni-
kovych plynov. Aj ked CO, je najdolezitejSim skleniko-
vym plynom, molekuly metanu zachytavaju teplo az s 20
nasobnou ucinnostou ako molekuly CO,. Antropogénna
¢innost’ vyrazne prispieva k zvySovaniu koncentracie me-
tanu v atmosfére (ryzové polia, produkcia a distribtcia
zemného plynu a nafty, dolovanie uhlia, pol'nohospodar-
stvo, ale aj prirodné zdroje, oceany, tundry a vlhké ze-
me...). Je preto potrebné chapat’ vsetky parametre, ktoré
bezprostredne ovplyviiuji tvorbu metanu. Metanogenéza
je pre methanoarchaea jedind metabolicka draha, v ktorej
ziskavajui energiu. Pre tvorbu metdnu vyuZzivaju len nie-
kolko jednoduchych substratov (H, + CO,, metanol, for-
midt a metylaminy). NajuniverzalnejSim substratom je
vodik a oxid uhlicity. Postupnou redukciou oxidu uhlicité-
ho vodikom vznika metan a redoxné reakcie, ktoré sa
tohto procesu zucastnuju, generuju elektrochemické gra-
dienty Na" iénov a H' subezne. Oba tieto gradienty mozu
byt priamo vyuzivané na pohananie syntézy ATP.

Problém bioenergetiky metanoarchaea, stcasného
vyuzitia dvoch i6novych gradientov a ich kooperacia ne-
bola doposial' detailne objasnend. Napriek viacro¢nym
snaham viacerych laboratorii, problém transformacie ener-
gie u methanoarchaea zostava otvoreny. Doposial’ sa nepo-
darilo jednoznaéne vysvetlit molekularny mechanizmus
vyuzitia oboch iénovych gradientov H" a Na® v syntéze
bunkového ATP. Na rozdiel od toho, enzymy, ktoré tieto
gradienty generujl, su zndme a priamo siivisia s procesom
metanogenézy.

2.1.1. Na" translokujiici metyltransferdazovy komplex
U metanogénnych archaea je tvorba metanu spojena
~ + ~ + 7 ~r N
s paralelnou tvorbou Ajin,” a Ay, ktoré sa vyuZzivaji na
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pohananie endergonickych reakcii. Funkciu primarnej H"
pumpy plni H,-heterodisulfid reduktiza (EC 1.8.98.1)
a funkciu primarmej Na® pumpy N’-metyltetrahydro-
metanopterin: koenzym M metyltransferaza (EC 2.1.1.86).
V pripade tvorby metanu z acetatu, H, a CO, sa meta-
nogenéza ukazala ako Na' zavisly proces. Na rozdiel od
toho, redukcia metanolu z H, na metan nevyzaduje pritom-
nost Na' katiénov. Tieto poznatky viedli k hypotéze, Ze
metanogenéza v mieste prenosu metylovej skupiny z N°-
metyltetrahydrometanopterinu na koenzym M je proces
zavisly na Na" katione®. Reakcia je katalyzovana membra-
novo viazanym enzymom N’-metyltetrahydrometano-
pterin: koenzym M metyltransferazou translokujiicou Na".
Enzym bol prvykrat purifikovany z Methanobacte-
rium thermoautotrophicum (kmefi Marburg)’. Uvedend
metyltransferdza je zlozend z 6smich podjednotiek pricom
na 23 kDa polypeptid je naviazana corrinoidova prostetic-
k& skupina obsahujuca kobalt. Vzhl'adom na molekulovi
hmotnost’ celého komplexu a jednotlivych podjednotiek sa
da ocakavat, ze purifikovany komplex tvori tetramér.
Metyltransferaza katalyzuje dve reakcie. Najprv me-
tylaciu prostetickej skupiny a nasledne jej demetylaciu,
pric¢om vysledne sa prenisa metylovd skupina z N°-
metyltetrahydrometanopterinu na koenzym M (cit.*).
CH;-H4MPT + cob(I)alamin — CHj-cob(Il)alamin +
+ HsMPT
CH;-cob(Ill)alamin + H-S-CoM — CH;-CoM +
+ cob(I)alamin
Redukovand forma enzymu sa sprava ako nukleofil
vo&i metylovej skupine N°-metyltetrahydrometanopterinu
(CH;-HsMPT) a vytvori s flou intermediat, ktory potom
odovzda metylova skupinu koenzymu M a vytvori sa me-
tylkoenzym M. Demetyl4dcia metyltransferdzy je stimulo-
vana Na* ionmi, ¢o nasvedCuje tomu, Ze prave druha Zast
reakcie suvisi s vektorovym transportom tychto idnov.
Predpoklada sa, Ze translokaciu Na* iénov pohénaju kon-
forma¢né zmeny prenaSajuce sa cez navzajom susediace
podjednotky.

2.1.2. Formylmetanofurdn dehydrogendza

Tento enzym (EC 1.2.99.5) katalyzuje prvy krok me-
tanogenézy, pri ktorom sa CO, viaze na metanofuran
(MFR-NH;") a néasledne je redukovany za vzniku formyl-
metanofuranu  (MFR-NH-CHO) pomocou elektronov
z vodika (obr. 2, cit.”). Na tejto reakcii sa podielaji este
dalsie dva enzymatické komplexy, hydrogendza citlivd na
kyslik a oxidoreduktaza. Syntéza formylmetanofuranu je
v energetickom metabolizme metanogénov dolezitd H,
zavisla reakcia.

MFR-NH;" + CO, + H, - MFR-NH-CHO + H" + H,0
AG°=+16 kJ mol ™'

Reakcia je endergonicka a pohdianad Na™ gradientom.
Bolo zistené, ze tvorba metanu z CO, aH,, ale nie
z formaldehydu a H,, je inhibovana Na® iénoformi, &ize
redukcia CO, po tvorbu formaldehydu musi byt pohanana
Afina

Formylmetanofuran dehydrogenaza bola purifikovana
a charakterizovana u Methanosarcina barkeri'®, Methano-
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bacterium  thermoautotrophicum"',  Methanobacterium
wolfei'” au Archaeoglobus fulgidus". Je to multipodjed-

notkovy solubilny protein obsahujici molybdén (volfram),
nehemové Zelezo, siru a molybdopterin dinukleotid, ktoré-
ho aktivita na vzduchu rapidne klesa.

Enzym u Methanobacterium thermoautotrophicum je
zlozeny z dvoch podjednotiek s pribliznou hmotnost'ou
60 kDa a 45 kDa.

3. Konzumenti elektrochemického potencialu
sodnych ionov u methanoarchaea

3.1. Na* translokujuca V,V, ATPaza

V1V, ATPazy (EC 3.6.3.15) sa nachadzaji u baktérii
ataktiez vo  vakuolach  eukaryotickych  buniek.
U eukaryotov pracujii ako H" pumpy, ktoré okysluju vnu-
torné prostredie roznych organel (lyzozémy, endozoémy,
cisterny Golgiho aparatu). V tomto pripade ich primarna
funkcia nespociva v tvorbe ATP.

Vo svete baktérii napr. Gram-pozitivna baktéria Ente-
rococcus hirae ma Na” translokujiicu V,V, ATPazu, ktora
transportuje Na® i6ny z cytoplazmy a tym vytvara Afin,
(cit."*). ATP sluzi ako zdroj energie pre tento systém.
Predpoklada sa, Ze tito Na" pumpa je ddlezita pre udrzia-
vanie sodnej homeostazy baktérii zijucich v alkalickom
prostredi.

V, membranova cast' je zlozena z podjednotiek G,
TaK. V, cast tejto ATPazy pozostava z podjednotick A,
B,C,D,EaF.

ATPézova aktivita purifikovaného enzymu je citliva
na inhibitory vakuolarnych ATPaz ako nitrat, N-
etylmaleimid a destruxin B, nereaguje na konkanamycin
A., ale je inhibovana aj DCCD.

MFR

CO, CHO-FMR = — — CH,

Fmd

Fd Fd,.

red

2

252 525 S

22 o2

<>% bSO b
feosesise
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% sezssass ,
3252525 Ml 55555 s’%f Membrana
355 25352

32 2222

s > 25222
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Obr. 2. Schématicky model redukcie CO, na formylmetanofu-
ran u Methanosarcina barkeri; Fmd — formylmetanofuran de-
hydrogenaza, MFR — metanofuran, CHO-MFR — formylmetano-
furan, fd — ferredoxin, Ech — energiu konvertujiaca hydrogenaza
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C podjednotka V,V, ATPazy obsahuje Styri (dvakrat
viac ako F|F, ATPaza) transmembranové helixy, ktoré
zrejme vznikli génovou duplikaciou a fiziou z génu pre ¢
podjednotku F\F, ATPazy. Rotor tejto ATPazy obsahuje
len poloviény pocet vizbovych miest pre spriahajuce iony
ako ATPézy typu F. Tvori ho hexamér, pricom kazdy mo-
nomér obsahuje jedno Na'- viizbové miesto.

Mechanizmus, akym ATPaza pracuje, je nejasny.
Predpoklada sa, Zze hexamericky rotor rotaciou postupne
transportuje Na* iény podobne ako F,F, ATP4za.

3.2. Na" zavisla A|A, ATP syntéaza

Po analyze membranovo asociovanych ATP4z niekto-
rych archaea sa nasli ATPazy, ktoré boli odlisné od ATPaz
typu V a F ATP4z a boli klasifikované ako ATPazy typu A
(archaealne). Katalytické Casti tychto ATPaz st vysoko
homologické s ATPazami typu V a membranova cast’ je
funkénym homologom F, ¢asti'. Niektoré metanogény
(Methanococcus jannaschii'®, Methanobacterium thermo-
autotrophicum'”) maju v gendme sekvenciu len pre AjA,
ATPazu (EC 3.6.3.14). Jedinou cestou pre tieto organizmy
ako syntetizovat’ ATP je ATP syntéza pohafland idnovym
gradientom. Preto sa predpoklada, ze funkciou tejto ATPa-
zy je syntéza ATP. NevyrieSenou zostdva otazka, ktory
spriahajuci i6n tato ATPaza vyuZiva. Ako uz bolo spome-
nuté, metanogény produkuju sicasne gradienty H™ a Na”
ionov a predpoklada sa, Ze by mohli priamo vyuzivat aj
gradient Na™ i6nov na syntézu ATP'®. Doposial’ nebola na
purifikovanom enzyme urcena i6nova Specificita, ale neda
sa vylugit, ze AjA, ATPéza translokuje H™ aj Na™ iony
sicasne, ako naznaGuju niektoré experimenty'. Iénova
preferencia méze byt urc¢end energiou jednotlivych gra-
dientov.

4. Generatory elektrochemického potencialu
sodnych ionov u baktérii
4.1. Dekarboxylazy

Niektoré mikroorganizmy disponuji membrinovo
viazanymi enzymami, ktoré katalyzuju dekarboxylacné
reakcie rastovych substratov a sucasne vyuzivaju volnu
energiu dekarboxylacie na pumpovanie Na® iénov von
z bunky, ¢im vytvaraji Ajin, .

Spomedzi dekarboxylaz transportujiicich Na™ iény
bola objavena ako prva oxalacetat dekarboxylaza (EC
4.1.1.3) u Klebsielly aerogenes aneskor aj u Klebsielly
pneumoniae®. Tento enzym zohrava délezita ulohu pri
anaerobnom metabolizme citratu, pocas ktorého sa vytvara
Afin. a 1 mol ATP na 1 mol citratu. Oxalacetat dekarbo-
xyldza (obr. 3, cit*!) je zlozena ztroch subjednotiek?'.
Subjednotka o obsahuje vizbové miesto pre biotin. Hydro-
fobna B subjednotka je lokalizovana v membrane. Subjed-
notka vy je svojim N-termindlnym koncom ukotvena
v membrane ajej hydrofilna C-termindlna doména je
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periplazma

Obr. 3. Obrazok znazornujici geometriu oxalacetat dekarbo-
xylazy u Klebsielly pneumoniae a mechanizmus dekarboxyla-
cie; BH — biotin

miestom, kde sa k enzymu viaze Zn®", ktory sa priamo
zucCastnuje na transfere karboxylu z oxalacetatu. Tato pod-
jednotka sa nachddza medzi o a B podjednotkami a spaja
ich.

U Veillonelly alcalescens bola objavend Na'- translo-
kujiica metylmalonyl-CoA dekarboxylaza (EC 4.1.1.41)
zuCastiujica sa pri degradacii sukcinatu na propionat
a CO, (cit.?).

Anaerdbna baktéria Propionigenium modestum ziska-
va vSetku energiu tak, Ze spriaha exergonick dekarboxy-
laciu metylmalonyl-CoA s transportom Na* cez membrénu
a vytvoreny gradient vyuziva na syntézu ATP (obr. 4,
cit.®).

Dalsie dekarboxylazy tvoriace Afina' st zname u Aci-
daminococcus fermentans a Malonomonas rubra. Acida-

3 Sukcinat

l

3 Metylmalonyl-CoA

Obr. 4. Konzervacia energie pocas fermentacie sukcinatu u P.
modestum; cyklus Na™ i6nov spaja exergonickll dekarboxyléciu
metylmalonyl-CoA a endergonicki ATP syntézu
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minococcus fermentans obsahuje glutaconyl-CoA dekar-
boxylazu (EC 4.1.1.70), ktori vyuZiva v metabolizme
glutamatu pri dekarboxylacii glutakonyl-CoA na krotonyl-
CoA (cit.?).

Malonomonas rubra obsahuje malonat dekarboxylazu
(EC 4.1.1.9), ktora sa podiela na reakcii premeny malona-
tu na acetat a CO, (cit.**). Je viac komplikovana ako pre-
doslé enzymy, pretoze obsahuje aj aktivacny modul po-
trebny pre thto reakciu.

4.2. Oxidoreduktéazy

Morské a halofilné baktérie potrebuji pre svoj rast
Na' i6ny. Energiu Ajin, vyuZivajii na pohaianie transpor-
tu roznych latok proti koncentratnému gradientu. Oh
a spol.”® skumali u morskych baktérii obsahujucich Na'-
translokujicu  NADH:ubichinén oxidoreduktazu (EC
1.6.5.3) zavislost na Na' iénoch. Zistili, ze vSetky bakté-
rie, ktoré prestali rast’ v nepritomnosti NaCl, obsahovali
tto primarnu Na' pumpu. Naopak, baktérie bez tejto pum-
py dokazali rast aj v nepritomnosti NaCl. Tieto zistenia
ukazali, preco niektoré morské baktérie vyzaduju pre svoj
rast Na~ iony.

NADH:ubichinén oxidoreduktdzy (NDH-I) v respi-
racnom ret'azci mitochondrii a baktérii katalyzuju prenos
dvoch elektronov z NADH na ubichinon. Oxidacia jedné-
ho NADH je spojena s translokaciou Styroch protonov.
Okrem tejto oxidoreduktazy, vela baktérii a hub obsahuje
mensiu a jednoduchsiu (NDH-II).

NADH:ubichinén oxidoreduktéza translokujica Na"
(Na'-NQR) bola prvykrat najdena u Vibria alginolyticus®.
Je to enzym spéjajuci transfer elektrénov s translokéciou
Na" z bunky. Baktérie obsahujiice primarnu Na* pumpu
dokaZzu rast’ v alkalickom prostredi aj v pritomnosti proto-
nofoérov. Tato alternativa umoznuje baktériam udrziavat’ si
neutrdlne vnatorné pH v alkalickom prostredi.

NADH:ubichinén oxidoreduktdza bola najdena tak-
tiez u Klebsielly pneumoniae®’ rasticej anaerébne na citra-
te (obr. 5, cit.?).

Stadium podjednotick NADH:ubichinén oxidoreduk-
tazy z Vibria alginolyticus ukazalo, Zze enzym obsahuje
Sest’ podjednotiek, ktoré v dvoch krokoch redukuji ubichi-

periplazma

cytoplazma

Obr. 5. Schématicky model NADH:ubichinén oxidoreduktazy
u Klebsielly pneumoniae; Q — ubichinén
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noén na ubichinol cez medziprodukt ubisemichinén. NqrF
podjednotka obsahuje ako kofaktor nekovalentne naviaza-
ny flavin FAD ana NqrB a NqrC podjednotku sa kova-
lentne viaze zrejme FMN. Na zaciatku NqrB podjednotka
reaguje s NADH a redukuje ubichindén na ubisemichinén.
Této reakcia je silno inhibovana Ag'. Potom NqrA podjed-
notka v pritomnosti NqrC podjednotky redukuje ubisemi-
chinoén na ubichinol. V tomto bode dochddza k translokacii
Na', pri¢om sa potvrdilo, Ze $pecificky inhibitor Na" pump
2-n-heptyl-4-hydroxychinolin N-oxid (HQNO) vyrazne
inhibuje tato Cast’ reakcie. NqrF taktiez obsahuje [2Fe-2S]
klaster, ktory sa s vysSie spomenutymi kofaktormi podiel'a
na redoxnej reakcii katalyzovanej NADH:ubichinon
oxidoreduktazou®.

5. Konzumenti elektrochemického potencialu
sodnych ionov u baktérii

5.1. Na" spriahnuty symport

Symportéry st membranové transportné proteiny
zodpovedné vicSinou za akumuléciu Zivin, ale aj za osmo-
adaptaciu buniek. Energiu na pohananie transportu tychto
latok ziskavaju z H' alebo Na' elektrochemického poten-
cidlu. Symportéry vyuZzivajuce gradient Na' i6nov
u baktérii tvoria viacero skupin a s beZnou cestou pre
prijem substratov. Obycajne ide o transport aminokyselin,
sacharidov a citratu. Iény Na* vstupuji do bunky v smere
elektrochemického gradientu, ¢im poskytuju energiu pre
vstup substratov™’.

Prikladom Na® zavislého transportu sacharidu do
bunky je melibiézovy prenaSac u Salmonelly typhimurium
alebo E. coli. Zaujimavostou je, Ze tento prenasa¢ dokaze
na kotransport okrem Na® katiénu vyuzivat aj H™ aLi"
iony.

Kotransport Na” so sacharidmi bol pozorovany taktie
u morskych baktérii (Vibrio fisherii, Alteromonas halop-
lanktis, Vibrio alginolyticus).

K.pneumoniae ma za anaerobnych podmienok indu-
kovatelny Na'- zavisly transportny systém pre citrat ako
zdroj uhlika®'. Citrat vstupuje do bunky v symporte s Na"

oxalacetat : )/

acetat

pyruvat

o0,

Obr. 6. Cast metabolizmu citratu u K. pneumoniae; a — oxala-
cetat dekarboxylaza, b — citratovy prenasac, ¢ — citrat lyaza
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a vo vnuatri bunky sa Stiepi citrat lyazou (EC 4.1.3.6) na
acetat a oxalacetat. Oxalacetat sa nasledne dekarboxyluje
na pyruvat pomocou membranovo viazaného enzymu oxa-
lacetat dekarboxyldzy, ktora pumpuje von zbunky Na®
iony, &im vytvara Afina (obr. 6, cit.>?).

Kotransportér rozvetvenych aminokyselin (leucin,
izoleucin, valin) zavisly na Na' katiénoch bol $tudovany
u Pseudomonas aeruginosa a gény pre podobné prenasace
boli identifikované aj u S. typhimurium.

5.2. Na*/H" antiporter

Jeden z dolezitych transportnych systémov u baktérii
je aj Na'/H" antiporter, ktory spaja obeh H™ a Na" iénov
cez membranu. Je to integralny membranovy protein, kto-
1y katalyzuje vymenu H z jednej strany membrény za Na®
i6ny na opacnej strane, ¢im reguluje vnutrobunkové pH,
obsah Na® i6nov v bunke a bunkovy objem®®. Antiporter
vyuziva protonmotivnu silu a premietia ju na elektroche-
micky Na” gradient alebo naopak. Mnohé Na'/H" antipo-
rtery st vel'mi citlivé na zmeny pH, ¢o potvrdzuje ich tlo-
hu v pH homeostaze a st rozsirené vo vSetkych bunkéach
od archaea cez baktérie az po eukaryoty. Extrémofily pat-
riace medzi archaea nie su vynimka. Obsahuju antiportery,
ktoré maji vyznamné funkcie v ich metabolizme
a bioenergetike. Alkalofilné baktérie su schopné prezivat
vprostredi s extrémne nizkou koncentraciou H',
v rozmedzi pH 9 az 11. Za tuto schopnost’ vd’acia elektro-
génnym Na'/H" antiporterom, ktoré vytvaraju pH gradient
s rozdielom okolo dvoch pH jednotiek™. Pri respiracii
a ATP syntéze vyuzivaji proténovy cyklus. Sekundarny
transport spriahnuty s Na™ gradientom vyuzivaju na sym-
port zivin a pohyb bicika.

U extrémnych halofilov, ktoré Zziji v prostredi
s vysokymi koncentraciami soli, udrzuje antiporter nizSiu
vnutrobunkovi koncentraciu Na™ oproti okoliu. U tychto
organizmov existuje primarny Na" cyklus rovnako ako H"
cyklus. Syntézu ATP u nich v niektorych pripadoch poha-
fia aj Na' gradient. Sekundérny transport je v tomto pripa-
de pohafiany Na* gradientom.

Metanogény maju cyklus i6nov na membréne najviac
podobny morskym baktériam. Obsahuji Na*/H" antiporter,
ktory slazi ako centralny spojovaci a prepinaci clanok
medzi energetickymi procesmi zavislymi na H'
a systémami zavislymi na Na* iénoch. Pred genémovou
analyzou bol Na'/H" antiporter detegovany u tychto orga-
nizmov prostrednictvom inhibitorov ako amilorid, harma-
lin a EIPA [5-(N-etyl-N-izopropyl)-amilorid], $pecifickych
pre tento antiporter. Metanogenézou  vytvoreny
Na'gradient sa mdZe pomocou antiportera premiefiat’ na
H" gradient, ale samozrejme tento proces funguje aj opac-
nym smerom. U Ms. barkeri sa antiporter v alkalickych
podmienkach zi&astiuje pH regulacie, kedy recykluje H
do cytoplazmy vymenou za Na" iony.

Podrobnosti 0 Na"/H" antiporteroch boli analyzované
v pracach Surina®® a Majernika’®.
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5.3. Flagelarne motory pohanané
gradientom sodnych i6nov

Flagely su organely zodpovedajuce za pohyb mno-
hych baktérii a archaea. Bakterialny flagelarny motor vyu-
ziva energiu i6nového gradientu a dokaZze sa otacat’ rychlo-
stou az 100 000 otacok za minutu. Niektoré baktérie vyu-
7ivajii H elektrochemicky gradient, iné gradient Na® i6-
nov.

Napr. motilita Vibria alginolyticus je zavisla na Na*
gradiente a Na' iony pre pohyb flagely vyuzivaji taktieZ aj
niektoré alkalofilné Bacilly, pretoze vzhl'adom na pH pro-
stredia je ich proténmotivna sila nizka®’. Funkéné vlast-
nosti motoru sa zdaju byt objasnené, ale molekularny me-
chanizmus je zatial neznamy, Co vyplyva z neobycajnej
zlozitosti tychto motorov.

5.4. F1F, ATP syntéaza vyuzivajlca
spriahajuce sodné idny

F\F, ATPazy sa nachadzaji u baktérii rovnako ako aj
v mitochondriach a chloroplastoch eukaryotov. Obycajne
vyuZivaji  energiu H' gradientu na syntézu ATP.
U P.modestum bolo zistené, ze vlastni Specialnu F,F,
ATPazu (EC 3.6.3.15), ktord vyuziva ako spriahajlce
iony Na® (cit.*®). ATPazy s podobnymi vlastnostami boli
najdené aj u inych mikroorganizmov napr. Acetobacterium
woodii*® a Ilyobactera tartaricus™. Na* translokujuca FF,
ATPaza ma typické podjednotkové zlozenie ako eubakte-
ridlna ATPaza.

F, Cast’ je zlozena z piatich roznych podjednotiek o,
B3, v, 0, € a F, Cast’ sa sklada z troch odlisnych podjedno-
tiek a, by, co_12, Porovnanie vel’kosti a identity podjednotiek
z P.modestum a E.coli naznaCuje, ze obe ATPazy st fylo-
geneticky pribuzné, pricom a a § podjednotky su vysoko
konzervované.

Poéas syntézy ATP dochadza k transportu Na* iénov
z periplazmy cez kanal statoru (podjednotka a) na Na'
vézbové miesta na rotore (podjednotka c). Po rotacii rotora
sa Na" i6n uvol'ni do cytoplazmy.

Elektrochemicky gradient Ajiy, . ktory pohéfia synté-
zu ATP, pozostava z dvoch zloziek, zkoncentraéného
gradientu Na* i6nov Apna+ @ membranového potencialu
Ay. Uvedené zlozky boli dlho povazované za termodyna-
mické a kinetické ekvivalenty, ale zistilo sa, ze ATP synté-
za je za fyziologickych podmienok zavisla na Ay. Ukazalo
sa totiz, ze len Ay dokaze indukovat kratiaci moment,
ktory pohana protismernu rotaciu aac podjednotky F,
motora Propionigenium modestum ATP syntazy®'.

5.

5. Cyklus sodnych ié6nov

u bakteridalnych patogénov

Gendémova analyza ukézala, Ze genémy mnohych
T'udskych a zivocisnych patogénov koduji primarne mem-
branové Na® pumpy, Na* transportujlice dekarboxylazy,
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Na" translokujuice NADH:ubichinén oxidoreduktazy
aviacero Na“ dependentnych permeaz*”. Tieto zistenia
naznacili, ze patogény podobne ako aj iné baktérie mézu
vyuzivat Na' iény namiesto H' vo svojej energetike ako
spriahajiice iony. VyuZivanie Na cyklu méze byt vyz-
namnym faktorom virulencie u tak nebezpecnych patogé-
nov ako Vibrio cholerae, Neisseria meningitidis, Salmo-
nella enterica serovar Typhi a Yersinia pestis. U Trepone-
ma pallidum, Chlamydia trachomatis a Chlamydia pneu-
moniae mdze Na' gradient slizit' ako jediny zdroj energie
pre pohananie sekundarnych transportérov. Aj ked mnohé
patogény vyuzivajii Na” vo svojich fyziologickych funk-
ciach, tiloha Na" bioenergetiky v bakterialnej virulencii je
stale nerozrieSend. Z uvedenych dovodov, porozumenie
Na" zavislej bioenergetiky vo svete baktérii a archaea
predstavuje velmi zaujimavi vyzvu pre bioenergetickll
vedeckll obec. Nase poznanie v tomto smere je len vo svo-
jich poéiatkoch, ale hojné rozsirenie Na* cyklu vo svete
patogénov naznaduje, ze vyskyt Na' zavislej bioenergetiky
moze vyrazne zvySovat verzatilitu membranovej bioener-
getiky aj u tychto mikroorganizmov. V tejto stvislosti je
potrebné spomentt’, ze dnes pozname niektoré latky (napr.
korormicin) fungujuce ako inhibitory Na® cyklu
v energetickom metabolizme niektorych T'udskych patogé-
nov, ¢o naznacuje, e Na™ pumpy by mohli byt slubnym
potencialnym ter¢om ucinkovania $pecifickych lieCiv.

6. Zaver

Donedavna bolo vieobecne akceptované, ze H' sluzia
ako spriahajuce iony, ktoré spajaji  endergonické
a exergonické bunkové procesy prebiehajice na bunko-
vych membranach. Postupne sa ziskali experimentalne
Gdaje, ktoré ukazali, e Na™ iony modzu za Specifickych
rastovych podmienok nahradit H' ako spriahajiice iény.
U mnohych baktérii boli popisané viaceré primarne Na®
pumpy — generdtory Afly, . ako aj konzumenti Afly, . Cyklus
Na® zloZeny z takychto generatorov a konzumentov Afix, .
bol vstcasnej dobe popisany u mnohych aerdbnych
a anaerobnych baktérii, ale aj u archaea vratane methano-
archaea. Nie je potom prekvapujlce, Ze existencia Na'
cyklu bola popisana aj u mnohych zavaznych humannych
a Zivo&isnych patogénov. Tieto zistenia ukazuju, 7e Na’
cyklus paralelne s H" cyklom zohrava vyznamnu funkciu
v adaptacii baktérii na prostredie, v ktorom Ziju, a ze jeho
roz§irenie v biosfére ma nezastupitel'na funkciu.
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Referat

Z. Novakova and P. Smigaii (Institute of Animal
Biochemistry and Genetics, Slovak Academy of Sciences,
Ivanka pri Dunaji, Slovak Republic): Cycle of Sodium
Ions in Bacteria and Methanoarchaea

This review discusses the progress of bioenergetic
studies on the role of Na* in bacteria and Archaea. Na*
ions have at least four functions in bacterial and Archaeal
cells, namely in the Na'-ion X cotransport system, Na'-
coupled energy transformation, pH homeostasis mecha-
nisms, and activation of special enzymes. Thus, in a num-
ber of bacteria and Archaea, endergonic and the exergonic
membrane-associated processes are linked by the cycling
of Na” ions which shows that Na', under certain condi-
tions, can substitute H" as the coupling ions. This review
also discusses some problems related to the Na” cycle in
human pathogens.
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1. Uvod

Obiloviny celedi lipnicovitych trav mohou zptsobo-
vat podminénou alergii pfi vdechnuti nebo inhalaci. Dale-
ko vétsi pozornosti se ale dostdva proteinim téchto obilo-
vin, které jsou spojovény s celiakii. Toto geneticky podmi-
néné onemocnéni se vyskytuje u 0,5 % evropské populace
a jedinou doposud pouzivanou 1écbou je striktni dodrzova-
ni ,.bezlepkové diety”, kterd je zaloZena na potravinach
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s vylouc¢enim obsahu bilkovin pSenice, je¢mene a Zita.

Proteiny odpovédné za tuto imunitni odezvu piedsta-
vuje predevsim tzv. prolaminova frakce obilnych bilkovin,
ktera je historicky vyclenéna na zakladé sekvencni extrak-
ce jako rozpustnd v ethanolu. Prolaminy obecné obsahuji
vysoké procentualni zastoupeni glutaminu a prolinu a spo-
le¢né s gluteninovymi bilkovinami potom pifedstavuji le-
pek, elastickou hmotu obilnin se zna¢nym technologickym
vyznamem.

Pro potravinatskou kontrolu ,,bezlepkovych® potravin
je nutnd pfitomnost skupiny vérohodnych a dostatené
specifickych analytickych systémi. Pro stanoveni prolami-
nové frakce ceredlnich proteinti byva pouzivana Siroka
paleta elektroforetickych, chromatografickych a imuno-
chemickych metod. Posledné jmenované se diky své citli-
vosti a specifité dostavaji v posledni dobé do poptedi
zajmu potravinaiskych chemikl. Imunochemické metody
jsou také ve srovnani s ostatnimi technikami levngjsi
a poskytuji vysledky v relativné kratkém case.

V poslednich desetiletich bylo publikovano velké
mnozstvi praci, které se zabyvaly pfipravou protilatky
a sestavenim testu na stanoveni zejména gliadini pSenice
vétSinou pomoci metody ELISA v sendvi¢ovém usporadani.

2. Prolaminy a jejich struktura

Klasifikace zasobnich proteinl obilovin je historicky
zalozena na tzv. Osbornové' postupné extrakci a rozdilné
rozpustnosti bilkovin, coz vedlo k jejich rozdéleni do Ctyt
zakladnich skupin: /) albuminy rozpustné ve vod¢; 2) glo-
buliny rozpustné ve vodnych roztocich soli; 3) prolaminy
rozpustné ve vodnych roztocich alkoholti (napf. ethanol,
propanol); 4) gluteliny rozpustné az v roztocich kyselin
nebo zasad. Jelikoz kazda z téchto skupin obsahuje velké
mnozstvi jednotlivych proteinii s ¢asteéné rozdilnymi
vlastnostmi, byly vypracovany dalsi pohledy na klasifikaci
téchto latek. Nové moznosti ziskavani dat o bilkovinnych
strukturach a vlastnostech umoznuji rozdélovat proteiny na
zdkladé¢ poznani vztahu aminokyselinovych sekvenci
a trojrozmérnych struktur, coz umoZiuje klasifikaci tzv.
bilkovinnych celedi, zahrnujicich i jinak znacné odlisné
proteiny. Nejrozsahlejsi databazi rostlinnych bilkovin je
Pfam databaze sestavena na Wellcome Trust Sanger Insti-
tute, Cambridge, UK. Podle strukturnich a funk¢nich vlast-
nosti byly prolaminy rozdéleny do tii skupin a to na S-
Poor (chudé na siru), S-Rich (bohaté na siru) (obr. 1)
a HMW prolaminy. Cysteinové zbytky se ptitom u S-Rich
prolaminil vyskytuji pfevazn€ v C-koncové ¢4asti peptido-
vého fetézce. Sekvence a homologie domén cerealnich
proteinti umoziuje identifikaci prolaminové ,nadcelede”,
ktera je jednou z nejrozsifenéjSich skupin rostlinnych bil-
kovin a zahrnuje z&sobni proteiny semen obilovin, nizko-
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S-RICH
18 R 125 Cys 276
NG c
S-POOR
19 R 251 261
| [ e

Obr. 1. Schéma rozdilné struktury S-Rich a S-Poor prolami-
nii; R — aseky slozené z repetitivnich sekvenci (PQQPFPQ), Cys
— vyskyt cysteinovych mistki®*

molekularni proteiny bohaté na siru a nékteré glykoprotei-
ny bunécné stény, stejné jako né€kolik hlavnich typt rost-
linnych alergend®™.

Prolaminové frakce bilkovin obilovin podceledi Triti-
ceae jsou nazyvany gliadiny u pSenice, hordeiny u je¢me-
ne, sekaliny u Zita a aveniny u ovsa. Nachazeji se prede-
v§im v aleuronové vrstvé zrna, kde plni zejména zasobni
funkci pfi kliceni a vyvoji rostliny. Obsah zasobniho dusi-
ku je zajistén vysokym zastoupenim glutaminu a prolinu®.

Lepkové bilkoviny psSenice je mozno dale rozdélit do
peti skupin podle molekulové hmotnosti. Rozdéleni protei-
nu ostatnich cerealii metodou HPLC se od pSenice znacné
1i8i, napt. Zito obsahuje hydrofilni w-sekaliny a hydrofobni
v-sekaliny, naproti tomu jeCmen neobsahuje hydrofilni
frakce. Niz§i afinitu k nepolarni fazi maji C-hordeiny na-
sledované hydrofobnimi B-hordeiny. Chromatogram pro-
teind lepku ovsa je tvofen dvéma blizkymi hydrofobnimi
frakcemi’.

Mezi vysokomolekuldrni slozky prolamind je moZzno
zahrnout pribuzné HMW podjednotky gluteninti a podob-
né proteiny jeCmene a zita (D-hordein, HMW sekalin).
Gluteninové podjednotky piedstavuji asi 10 % lepkovych

Tabulka I

Referat

bilkovin a jsou rozdélovany podle poctu cysteinovych zbyt-
ki v N-koncové €asti fetézce na X-typy (mol. hm. ~ 83 az
88 kDa) a Y-typy (mol. hm. ~ 67-74 kDa). Gluteninové
podjednotky obsahuji vysoké procento glycinu, prolinu
a glutaminu. V nativni formé tvofi polymerni struktury,
které mohou obsahovat i podjednotky S-Rich prolamind.
HMW a LMW podskupiny gluteninii je mozno snadno
identifikovat pomoci SDS-PAGE po pfedeslém vylouceni
gliadinovych frakei>*®.

Vsechny repetitivni sekvence S-rich proteintl obsahuji
sekvencni motiv tetrapeptidu PQQX* (tedy PQQPFPQ
u y-gliadind a y-sekalinti, PQQPFPQQ u y-hordeinti, PQQPT
u o-gliadini, PQQQPPFS u agregovanych pSeni¢nych
prolaminit a PQQPX u B;-hordeintl) a do jist¢ miry kore-
sponduji se sekvencemi QQPT a PQQPFPQQ ucC-
hordeinfi. Logickym vysvétlenim této podobnosti se zda
byt domnénka o spole¢ném evoluénim zakladu téchto pro-
teina ™’

V molekule S-rich prolaminti se nachazeji 3 nerepeti-
tivni sekvence u C-koncové casti, které obsahuji 25-30
aminokyselinovych zbytki a jsou oznacovany A, B a C.
Sekvence A, B, C jsou obsazeny také v molekule HMW
prolaminii, ale v tomto pfipadé jsou mista A a B umisténa
na N-koncové ¢asti molekuly a usek C na C-koncové Casti
molekuly. S-poor prolaminy (napi. hordein C) se patrné
vyvinuly z S-rich prolamin® postupnou amplifikaci repeti-
tivnich domén nasledovanou deleci nerepetitivnich domén
s vyjimkou pozistatku C regionu™®’.

Tabulka I udavd podilové zastoupeni jednotlivych
skupin bilkovin v riznych obilovinach, hodnoty jsou ale
do jisté miry zavislé na odruide, péstebni lokalité a rocniku
sklizné.

2.1. Prolaminy pSenice

Nejvice prozkoumanou skupinou prolamind z hledis-
ka chemické struktury jsou gliadiny pSenice. Jejich amino-
kyselinové slozeni je typické vysokym obsahem glutaminu
(36—45 %) a prolinu (14-30 %). Naopak nizké je zastou-

Zastoupeni jednotlivych skupin bilkovin v b&Znych obilovinach’

Obilovina Albumin [%] Globulin [%] Prolamin [%] Glutelin [%]
PSenice 14,7 7,0 32,6 45,7
Zito 44.4 10,2 20,9 24,5
JeC¢men 12,1 8,4 25,0 54,5
Oves 20,2 11,9 14,0 53,9
Ryze 10,8 9,7 2,2 77,3
Kukufice 4,0 2,8 47,9 45,3

* jednopismenné zkratky pro znaceni aminokyselin: A=Ala, C=Cys, D=Asp, E=glu, F=Phe,G=Gly, H=His, I=Ile, K=Lys,
L=Leu, M=Met, N=Asn, P=Pro, Q=GlIn, R=Arg, S=Ser, T=Thr, V=Val, W=Trp, Y=Tyr
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peni aminokyseliny tryptofanu a ponékud méné jsou obsa-
zeny kyseliny asparagova a glutamové a bazické aminoky-
seliny. Nizky obsah polarnich aminokyselin souvisi
s malou rozpustnosti gliadinu ve vodé¢. Gliadin je slozen z
celé tady bilkovinnych komponent, jejichz pocet se odha-
duje na cca padesat jednotlivych proteinti s molekulovou
hmotnosti v rozmezi 30—75 kDa (cit.*?).

Prvni pokusy o jejich rozdéleni gelovou elektroforé-
zou nebo katexovou chromatografii vyustily v jejich roz-
déleni na o- ,B- , y- a w-gliadiny podle klesajici mobility.
Pozdéjsi studie aminokyselinovych sekvenci téchto protei-
nl prokazaly, Ze neexistuje zcela piima spojitost mezi
pohyblivosti proteintt v gelu a jejich zékladni strukturou,
takze se nakonec o~ a B-gliadiny sloucily do jedné skupiny
jako a-gliadin, dale doslo k rozdéleni w-gliadind na ®-5
a o-1,2 gliadiny (cit.”).

o-Gliadiny se skladaji téméf vyhradné z repetitivnich
aminokyselinovych sekvenci sloZzenych z jednotek jako
PQQQF nebo PQQPFPQQ. Prolin, glutamova kyselina a
fenylalanin reprezentuji téméf 80 % aminokyselin, naopak
cystein se nevyskytuje vibec. y-Gliadin se lisi od o- a -
gliadinli v aminokyselinovém sloZeni, a to pfitomnosti
asparagové kyseliny, prolinu, methioninu, tyrosinu, fenyla-
laninu a tryptofanu. Podle rozdilné N-koncové sekvence
vznikly tfi podskupiny o-gliadint, které byly dale vztaze-
ny k C-hordeinu a w-sekalinu. a- a B-Gliadiny obsahuji ve
svych fetézcich Sest molekul cysteinu, které tvofi tfi intra-
molekularni disulfidové mustky (tab. II). Nerepetitivni
usek obsahuje znaéné mnozstvi a-helixd, repetitivni do-
ména je ve srovnani s y-gliadiny znacné nepravidelna. y-
Gliadiny obsahuji v C-koncovém tseku osm molekul cys-
teinu tvoficich intramolekularni disulfidové vazby. Jednot-
livé skupiny se rozlisuji hlavné podle N-koncového amino-
kyselinového sloZeni. Jejich zastoupeni v rdmci celkovych
gliadint je variabilni podle odridy a rstovych podminek
rostlin, pfesto je mozno fici, Ze nejvice je zastoupen o-typ
nasledovany y-typem, zatimco w-typy se vyskytuji v mno-
hem mensi mite®”*'2,

PSeni¢ny lepek (gluten) byl poprvé popsan Beccarim
v roce 1745 (cit.*). Tato hmota se vyznaduje vysokou elas-
ticitou vlivem obsahu polymernich gluteninti a viskozitou,
ktera je zpuisobena hlavné pfitomnosti monomernich glia-
dind. Pravé tyto neobvyklé vlastnosti maji zdsadni vliv na

Tabulka II
Aminokyselinova sekvence a-gliadinu’

Referat

vyuziti pSenice v potravinaiské vyrobé. V soucasné dobé

%zg nashromazdit nékolik znamych definici lepku (glutenu)

1. Viskoelastickd hmota, slozen4 ze dvou tfetin z vody
a z jedné tfetiny z hydratovanych gliadinovych a glu-
teninovych proteinti’.

2. Viskoelastickd hmota, kterd zbude z pSenicného tésta
po vymyti ostatnich slozek vodou''.

3. Smés vodou nerozpustnych proteind vyskytujici se
u n&kterych obilovin (p3enice, Zito, je¢men)'*.

4. Proteiny pSenice, zita a jeCmene rozpustné v ethano-
lu, které u citlivych jedincti vyvolavaji imunitni od-
povéd’ vedouci k histologickym zménam sliznice
tenkého stieva'”.

5. Smés nerozpustnych proteinii obilovin s rovnomér-
nym zastoupenim gliadinu a gluteninu'®.

Z uvedenych definic je patrné, Ze vyhodnéjsi a srozu-

mitelnéjsi je se pojmu lepek vyhnout a zabyvat se pouze

analyt.
2.2. Prolaminy jeCmene

Hordeinova frakce jeCmene zahrnuje HMW
(vySemolekularni frakce) D-hordein, C-hordein a LMW
(nizemolekularni frakce) B-hordein. D-Hordeiny jsou
zna¢né podobné HMW frakci pSeni¢nych proteind.

C-Hordeiny se sestavaji ze 4—15 jednotlivych protei-
nfl, v zavislosti na kutlivaru a jejich molekulovd hmotnost
se obvykle pohybuje mezi 55-70 kDa, jejich typickym
znakem jsou repetitivni sekvence slozené prevazné
z oktapeptidu PQQPFPQQ, déle pak pentapeptidu PQQPT
pobliz N-koncové ¢asti. Slozeni repetitivniho oktapeptidu
(4x Gln, 3x Pro, 1x Phe) odpovida i pomérnému zastoupeni
téchto aminokyselin v celém proteinu. C-Hordeiny neobsa-
huji cystein, v jednom molu obsahuji 1 methionin a 0-2
lysinové zbytky. Sekundéarni struktura téchto bilkovin se
vyznacuje vyskytem repetitivnich sekvenci vedoucich ke
vzniku B-ohybu a B-heben™*""".

B-hordeiny tvoii 80-90 % vsech prolaminti jeCmene
ajejich aminokyselinové slozeni je zhruba podobné
se slozenim ostatnich S-Rich prolamint, tedy a- , -, v-
gliadini a y-sekalinti. Struktura B-hordeind obsahuje ob-

Doména Ia 1 VRVPVPQLQPQNPSQQQPQEQVPLVQQQQFLG

33 QQQP-FP-PQQPYPQPQP-FP-SQQPYLQLQP-FPQPQLPYSQPQP-FR-PQQP
Doména Ib 80 YPQPQPQYSQPQQPIS
Doména II 96 QQQQQQQQQQAQAQAQQQQNQAQ

114 ILQQILQQQLIFCMDVVLQQHNIAHGRSQV----

Doména III 148 LQQSTYQLLQELCCQHLQWQIPEQSQCQAIHNVVHAIIL
Doména IV 182 HQQQKQQQQPSSQVSFQQPLQQYPLGQGSFRPSQQN
Doména V 218 PQAQGSVQPQQLPQFEEIRNLALQTLPAMCNVYIAPYC-TI-APFGIFGTN
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vykle C-koncovou cast slozenou z repetitivnich sekvenci
bohatych na prolin, N-koncovou ¢4st obsahujici cysteinové
fetézce a konformacné se znacné podoba odpovidajicim
proteinim gliadinové frakce pSenice s mirné¢ zvySenym
podilem B-hiebend. Molekulova hmotnost bilkovin této
frakce se pohybuje obvykle v rozmezi 20-50 kDa. Dvou-
rozmérna elektroforetickd analyza B-hordeinovych frakei
je rozdélila na B;- a Bs-hordeiny s molekulovymi hmotnost-
mi okolo 35 kDa a 45 kDa. Jednotlivé proteiny B;-hordeint
se mezi sebou lisi inzerci, deleci ¢i substituci jednotlivych
aminokyselin, zatimco Bs-hordeiny se navic jesté vzajemné
odlisuji organizaci repetitivnich domén™'%'"!7-1%,

3. Alergenni vlastnosti prolamini - celiakie,
bezlepkové potraviny

Ekvivalentnimi pojmy k celiakii jsou gluten-
senzitivni enteropatie, Gee-Harteriiv syndrom, alergie na
lepek apod. Osoby trpici timto geneticky podminénym
onemocnénim jsou odkazany na dozivotni dodrZovani tzv.
bezlepkové diety, musi tedy ze své stravy vyloucit praktic-
ky jakékoliv mnozstvi bilkovin a peptidii pochazejicich
z prolamind obilovin podceledi Triticeae.

Poprvé byla celiakie popsdna Samuelem Gee v roce
1888 jako nemoc objevujici se nejcastéji u déti. Teprve
roku 1941 publikoval Willem Dicke své objevy ohledné
blahodarného ucinku ,,bezpsenicné* diety na pacienty sti-
zené celiakii. Od té doby se jiz objasnilo, Ze komponentou
pSenice, ktera je toxicka pro celiaky, jsou zasobni lepkové
bilkoviny. Lepkové bilkoviny obsahuji velké procento
glutaminu a prolinu (odtud anglicky nazev gluten).

Poziti lepku u pacientd trpicich celiakii vede
k poSkozeni sliznice tenkého stfeva. Rozsah téchto zmén
ve stievni architektufe muze byt klasifikovan pomoci mo-
difikované Marshovy stupnice od intraepitelialni lymfocy-
tosy az po naprostou atrofii stfevnich klki." Pfiznaky,
které je mozné sledovat u osob stizenych celiakii, zahrnuji
typické projevy alergie na potravu, tedy prijem, malab-
sorbci, bolesti kosti, v nékterych pfipadech anémii a pfi-
druzenou kozni vyrazku (dermatitis herpetiformis). Dodr-
zovanim striktni bezlepkové diety dochazi k eliminaci
priznakl a regeneraci poskozené stfevni tkané. Zakladni
a doposud uzivanou diagnostickou metodou je v pripadé
celiakie histologické vysetfeni poskozeni tenkého stieva
pomoci duodendlni biopsie.

Patogeneticky mechanismus pisobeni alergennich
bilkovin neni jest€ zcela objasnén, je vSak zfejmé, Ze pro-
laminové proteiny jsou parcialné hydrolyzovany travicimi
enzymy a vzniklé peptidy prochazi sténou stfevni sliznice
do prostfedni epitelové vrstvy (lamina propria). Mechanis-
mus tohoto prichodu neni plné¢ objasnén. Dalsi interakce
se uUcastni enzym tTG (tissue transglutaminase
EC 2.3.2.13), ktery specificky deaminuje cast molekul
glutaminu na glutamovou kyselinu. To peptidu umozni
specificky nekovalentn¢ interagovat s buiikami prezentuji-
ci antigen (APC-antigen presenting cell) HLA-DQ2, nebo
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DQ8, které zajistuji reakci peptidu s T-lymfocytem, ¢imz
dochézi k alergenni odezv€. Mechanismus zahrnuje tedy
vétsi mnozstvi faktorar' 2.

Z epidemiologického hlediska je celiakie onemocnéni
vyskytujici se prevazné u lidi euroasijského typu, postihuje
Castéji Zeny nez muze a do neddvné doby bylo toto one-
mocnéni povazovano za vzacné. Nedavné studie vSak ob-
jevily rozsiteni celiakie v populaci v mife okolo 0,4 %,
¢imz se tato nemoc stava jednou z nejbéznéjsich alergii na
potravu viibec®'. Vyvin celiakie je podminén jednak vngj-
$imi faktory, jednak zivotnim prostfedim. Z hlediska dé-
di¢nosti hraje klicovou roli gen pro kodovéani dimerniho
imunoproteinu HLA-DQ, ktery je u nemocnych lidi po-
zménén. Pravdépodobnost spolecného vyskytu celiakie
u sourozenct je 0,1 (déleno vyskytem v populaci 0,004
udava relativni koeficient pravdépodobnosti 25), u dvou-
vajeénych dvojcat 0,2 a u jednovajecnych dvojcat 0,86,
coz poukazuje jednak na silné genetické podminéni vysky-
tu choroby, na druhé strané potvrzuje vliv dalSich genetic-
ky nepodminénych faktorti vzniku onemocnéni. Mezi tyto
faktory patfi charakter konzumace lepku v postkoje-
neckém obdobi u déti"®. Riziko onemocnéni celiakii snizuji
malé davky lepku jesté v dobé kojeni, naopak toto riziko
se zvySuje s velkymi narazovymi davkami v potravé bez
pfedeslé pripravy. Dalsi faktory nejsou jeSté zcela pro-
zkoumany, ale je pravdépodobné, ze riziko onemocnéni
mohou zvySovat riizné infekce a existence jinych autoimu-
nitnich onemocnéni. Je také prokazano, ze se celiakie vy-
skytovala vice u déti narozenych v 1ét€ nez u lidi naroze-
nych v jinych mésicich?" .

3.1. Denni ptfijem lepku

Bezlepkové potraviny pro celiaky by v optimalnim
pfipadé nemély obsahovat jakékoliv stopova mnozstvi
alergennich peptidi, v zdsad¢ by mély pochazet ze surovin
s vylouéenim i pfimési relevantnich obilovin. Z technic-
kych a praktickych divodu je vSak dodrzeni takto strikt-
nich podminek téméf neproveditelné. Dlouhodoby denni
prijem lepku v potravé celiaktl, ktery by byl tolerovatelny
z hlediska vymizeni symptomu a regenerace stény tenkého
stfeva je zna¢né individualni a nebyl doposud jednoznacné
uréen™ >,

Predstavitelem tolerantnéjsiho pfistupu k dennimu
pfijmu lepku je prace Collina a spol.”, ve které limit
prijmu okolo 30 mg lepku za den nebyl zjistén jako zavad-
ny z hlediska fyziologickych zmén tkédné tenkého stfeva.
K méfeni koncentraci byla pouzita komerc¢ni souprava
Ridascreen Gliadin kit (R-Biopharm). Situaci v§ak kompli-
kuje individualni reakce pacientli na prijem lepku a jeho
kazdodenni mnozstvi.

3.2. Alergenni peptidové struktury

Alergenni ucinky prolaminti jsou uzce spjaty s vyso-
kym obsahem glutaminu a prolinu v aminokyselinovém
fetézci. Toxicita gliadinu je Siroce znama a neni elimino-
vana po hydrolyze téchto bilkovin travicimi enzymy
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(pepsin, trypsin, pankreatin). Toxické jsou dokonce i pep-
tidy s molekulovou hmotnosti pod 1000 Da. Intaktni terci-
arni struktura ani zachovani disulfidovych mistkd neni
podminkou pro vyvoladni imunitni odpovédi, jejimu vyvo-
lani zamezi pouze celkova hydrolyza nebo kompletni dea-
midace glutaminu v prolaminovych §tépech®'"2,

Neptili§ jednoznacné se jevi alergenni aktivita glute-
ninovych bilkovin. De Vincenzi a spol.”’ prokézali toxicitu
gluteninu in vitro, zvlasté pak Gfinky LMW glutenint,
které obsahuji peptidové sekvence znacné podobné gliadi-
novym. Gluteninové bilkoviny je zaroven znac¢né proble-
matické zbavit prolaminovych pfimeési.

Toxicita prolaminovych frakci pochézejicich z pSeni-
ce, zita a jemene byla dostate¢né prokdzana. Nazory na
alergenni vlastnosti ovesnych bilkovin se doposud razni,
ovesné prolaminy tvoii asi jen 10 % celkovych bilkovin,
coz by mohlo zdivodnit vy$§i miru tolerance u nékterych
pacientd. Problematicka je také mozna kontaminace oves-
ného zrna jinymi druhy obilovin®*.

Bylo provedeno srovnanim primarni struktury a toxi-
city pepsin-tryptickych $tépi a-gliadinu, tedy strukturné
podobnych peptidi B3141-B3146, odvozenych od N-
koncové ¢asti A-gliadinu (napf. aminokyselinové slozeni
Stépu B3143 je PVPQLQPQNPS-QQQPQEQVPLVQQQ-
QFPGQQQQFPPQQPYPQPQPFPSQQPYL). Tyto protei-
ny jsou z hlediska své prokazané alergenni aktivity vhod-
nymi predstaviteli gliadini a byly vyvinuty postupy jejich
rutinni piipravy”?’.

Berti a spol.’' testovali reakci IgA frakce protilatek
ziskanych od pacientl s nelécenou celiakii. Kompetitivni
ELISA vyvinuta k ucelu kvantifikace reakce téchto IgA s
riznymi proteiny v potravé odhalila nulovou kiizovou
reakci se zeiny a hové€zim sérovym albuminem, zato vSak
nenulovou kiiZzovou reakci s kaseiny (kravského a koziho
mléka). Tato kiiZové reakce naznacuje tendenci IgA celia-
ki vazat se prevazné na linearni epitopy.

4. Metody stanoveni prolamint

4.1. Extrakce

Prvnim krokem je extrakce prolaminovych bilkovin
ze vzorku ziedénym ethanolovym roztokem. Koncentrace
ethanolu se obvykle pohybuje mezi 40 % a 70 % (v/v).
Vlastnosti ziskaného roztoku ovliviiuje krom¢ koncentrace
ethanolu fada parametri, jako napf. teplota, pouziti ultra-
zvuku, piipadné ptidani redukénich Cinidel k extrakénimu
roztoku®* 7.

Pro ziskani 1épe definovatelnych skupin latek je dale
mozno frakcionovat extrahované peptidy a proteiny elek-
troforetickymi a chromatografickymi metodami®*~**.

4.2. Metody stanoveni lepkovych
bilkovin — ELISA

Pro stanoveni lepkovych bilkovin v potravinach jsou
urujici  limity zavedené v Codexu Alimentarius
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(revidovany standard CX/NFSDU 00/1). Pro analytické
ucely se bézn¢ predpokladd, ze lepek je z poloviny tvofen
prolaminy a z poloviny gluteniny.

Hlavnim problémem stanoveni koncentra¢nich limit
je nelplnd charakterizace heterogenniho analytu, ktery
navic mize podléhat riznym tepelnym a enzymovym de-
gradacim pfi technologickych apravach''.

V posledni dobé bylo publikovano velké mnozstvi
metod pro stanoveni lepku v potravinach. Jejich principem
byva bud’ detekce prolaminovych bilkovin, nebo detekce
pSeni¢né DNA.

Nejpouzivané€jsi metodou ke stanoveni prolamind je
enzymova imunoanalyza na pevné fazi (ELISA), zalozena
na interakci specifické protilatky s antigenem.

Nejcastéji byva ELISA provadéna v tzv. sendvicovém
usporadani, které je zaloZeno na postupném vytvofeni
zakotvenych komplexii protilatka-antigen-enzymové zna-
Cend protilatka.

Dalsim ¢astym typem technik ELISA je kompetitivni
imunochemické stanoveni, které dovoluje detegovat anti-
geny s jednim vazebnym mistem pro protilatku, ptipadné
antigeny, jejichz prostorové uspotradani nedovoluje vytvo-
feni ,,sendvicového komplexu se dvéma navdzanymi pro-
tilatkami***2. Vysledky riiznych uspofadani se pro fadu
analytli mohou vyrazné rlznit i za pouziti stejné protilat-
Ky

Analyza prolamint v realném vzorku je zavisla i na
fyzikalné-chemickych d&jich v pribéhu technologického
procesu vyroby. Zahiati extrahovaného materialu na teplo-
ty kolem 100 °C a vyse vyrazn¢ ovliviiuje extrahovatelnost
a imunochemickou reaktivitu extrakti®”*.

4.2.1. ELISA s pouzitim polyklondlnich protilatek

Pouziti polyklondlnich protilatek (PAb) pro tento
druh imunochemickych stanoveni ma své opodstatnéni
z hlediska niz§i ceny a jednodussi piipravy. Vétsina expe-
rimentd s PAb probéhla v 80. letech minulého stoleti, nez
se staly specific¢téjsi monoklonalni protilatky 1épe dostup-
né. Byly testovany rtizné formaty a analytické schopnosti
sestavenych metod**™*%.

Ciclitira a spol.*® vyvinuli kompetitivni radioimunoa-
nalyzu pro stanoveni a-gliadinti bez schopnosti detegovat
proteiny piibuznych ceredlii (Zito, je€men, oves).

Troncone a spol.*’ sestavili sendviGovou metodu se
dvéma rliznymi protilatkami pro stanoveni gliadinu pSeni-
ce. Toto usporadani dosahlo vétsi citlivosti nez inhibi¢ni
EIA, avsak vykazovalo kiizové reakce i s bilkovinami
rozpustnymi v ethanolu kukufice a ryze.

Chirdo a spol.*' pouzili polyklonalni protilatky proti
komer¢nimu gliadinu (Sigma Chemical Co.) k sestaveni
nepiimé kompetitivni ELISA metody s detekénim limitem
pro stanoveni lepku 1 ppm. Bylo provedeno srovnani de-
tekéni schopnosti této metody s komercni soupravou
(Cortecs diagnostics, UK). Citlivost dané metody se fadové
snizovala pro jiné analyty nez Cisty gliadin, jako jsou prola-
miny ptibuznych obilovin nebo tepelné opracované vyrob-
ky. Autofi dale zaznamenali negativni vliv zvysené koncent-
race ethanolu (4 %) na imunoreaktivnost protilatek.



Chem. Listy 102, 327-337 (2008)

4.2.2. ELISA s pouzitim monoklonalnich protilatek
Priprava monoklonalnich protilaitek (MAD)

je

n¢ vyhody definovaného individua ziskané imunoglobuli-
nové frakce jsou pro sestaveni imunochemické metody
stéZi nahraditelné. Dfivéjsi metody vyuZivajici polyklonal-
nich protilatek proti prolaminové frakci urcitého druhu
obiloviny dosahovaly logicky nizsi specifity vici potenci-
aln¢ alergennim peptidim a pro kvantifikaci prolamind
v nizkych koncentracich se jiz nepouzivaji. Volba vhod-
nych protilatek je klicovym krokem celého stanoveni. Je
tfeba, aby protilatky reagovaly s prolaminovymi bilkovina-
mi vSech toxickych druhd obilovin.

ELISA s pouzitim monoklonalnich protilatek proti w-gli-
adinu

Tyto monoklonalni protilatky obvykle byvaji specific-
ké k repetitivnim aminokyselinovym usekim specifickym
pro jednu bilkovinnou frakci, coz mize negativné ovliviio-
vat pfesnost stanoveni z divodu rozdilné kompozice obilo-
viny standardu a vzorku. V pfipadé stanoveni bilkovin
jeCmene se protilatky spojuji se sekvencemi hordeinové
frakce s repetitivnimi sekvencemi, které jsou ekvivalentni
k sekvencim w-gliadinové frakce. Vzhledem k tomu, Ze ®-
gliadiny se témét celkove skladaji z repetitivnich aminoky-
selinovych sekvenci, je mozné predpokladat, ze vétSina
monoklondlnich protilatek postavenych proti specifické
repetitivni sekvenci bude mit patrné vyssi afinitu k -

gliadinové frakci nez k ostatnim skupinam gliadina'""*.

ELISA s pouZitim protilatek proti toxickému peptidovému
useku

Monoklonalni protilatky jsou zde specifické vici
jednomu danému aminokyselinovému tuseku, pfipadné
s pfidruzenim usekd velmi podobnych. Protilatky deteguji-
ci predpokladanou toxickou sekvenci proteinového fetézce
jsou v posledni dob¢ ¢asto vyuzivany pro stanoveni lepku.
Sekvence byvaji voleny na zakladé poznatki o struktuie
a alergenni aktivité gliadinil, vétSinou na zaklad¢ primarni
struktury repetitivnich domén peptidt s klinicky prokaza-
nou toxicitou' "',

4.2.3. Prehled publikovanych metod s vyuzitim MAb
Prvnim opravdu UspéSnym pokusem na sestaveni
ELISA metody byla prace Skerritta a Hillové, ktera vyuzi-
vala monoklonalni protilatky proti tepelné¢ odolnym -
gliadinim. Metoda dosahovala detek¢éniho limitu okolo
10 ppm s moznosti kvantifikace lepku nad 100 ppm. Jako
referencniho materialu pro kvantifikaci bylo pouzito glia-
dinového standardu, pfipraveného extrakci pSeni¢né mou-
ky 40% ethanolem. Tato metoda byla dlouhou dobu jako
jedina prijata AOAC (Association of Official Analytical
Chemists) pro stanoveni lepku v potravinach a stala se
zakladem prvnich komer¢nich kitt. Tepelné odolné w-
gliadiny jsou nicméné minoritni prolaminovou frakci bil-
kovin pSenice a strukturné¢ se skladaji pfevazné
z repetitivnich domén®* % Vlivem vazby protilatky na
sekvence minoritné zastoupenych m-gliadinti mize zna¢na

332

Referat

heterogenita nedefinovaného analytu s proménnym podi-
lem jednotlivych bilkovinnych frakei vést k zavadéjicim
vysledkiim zastoupeni vSech lepkovych bilkovin ve vzor-
ku. Tyto nedostatky byly o to citelnéjsi, dokud byla tato
protilatka jedinou uznavanou alternativou. Urcitou vyhodu
této metody Ize naopak spatfovat v minimalizaci problému
pi stanoveni proteind, které prosly tepelnou upravou’’.

Ellis a spol.**> pouzili pro metody stanoveni glia-
dinu monoklonalni protilatku, ktera byla ziskana imunizaci
mys$i peptidem B3144. Tento peptid je podobny A-
gliadinu a vznika pfi $tépeni a-gliadinu pepsinem a trypsi-
nem. Autoii dale vyvinuli metodu ELISA zaloZenou na
monoklonalni protilatce proti peptidu tvorenému 19 ami-
nokyselinami, ktery je obsaZen v A-gliadinu. A-Gliadin je
tvofen skupinou plné definovanych agregovatelnych pro-
teind patficich mezi a-gliadiny, které prokazatelné vyvola-
vaji alergenni reakci u osob s celiakii’. Detekéni limit
v sendviCovém usporadani s polyklonalni krali¢i protilat-
kou zachycenou na pevné fazi a sekundarni monoklonalni
protilatkou ¢inil pro a-gliadin 0,08 mg na kg extrahované-
ho materialu, pro - a y-gliadin byl asi 4x vyssi a pro ©-
gliadin a prolaminy jinych alergennich ceredlii se citlivost
da zna¢né podhodnocuje obsah prolaminti po pfedchozim
zaht4ti vzorku na teploty nad 90 °C (cit.*).

Stejna protilatka byla pozdéji pouzita pro konstrukci
nepiimé kompetitivni ELISA metody s detekénim limitem
0,128 ppm gliadinu. V riznych uspotfadanich byla protilat-
ka schopna detegovat jak specificky pouze gliadin, tak
i prolaminy ostatnich cerealii. Autofi zaroven zkoumali
vliv pfidavku redukujicich ¢inidel v extrakénim kroku
a zaznamenali znacné snizeni citlivosti metody. Problém
s detekei gliadinu v tepelné opracovanych vzorcich tedy
vyiesen nebyl**.

Predeslé metody pomeérné uspéSné kvantifikovaly
gliadiny pSenice ve vysSich koncentracich, posléze byly
vyvinuty dalsi postupy, které umoziiovaly detekci prolami-
nu psenice, Zita i jemene. Napt. ELISA se dvéma imobili-
zovanymi protildtkami pro zachyceni prolaminovych anti-
genl a tfeti konjugovanou protilatkou umoznila stanovit
hordeiny s detekénim limitem 1,5 ppm (cit.>).

Brett a spol.”® charakterizovali skupinu 3iroce speci-
fickych monoklonalnich protilatek zamétenych proti glute-
ninové frakci pSeni¢nych bilkovin, které reagovaly jak
s gliadiny, tak i s vysokomolekuldrnimi prolaminy je¢me-
ne a ovsa.

Dalsim zasadnim krokem k uréeni problematickych
koncentraci prolaminti bylo pouziti monoklonalni protilat-
ky RS, kterd byla pfipravena imunizaci mysi ethanolovym
extraktem zita. Tato protilatka je specificka k peptidovym
usekim QQPFP, QQQFP, LQPFP a QLPFP s ptedpokla-
danou alergenni aktivitou. Byla pouzita v sendvi¢ové me-
tod¢ ELISA, kterd umoziiuje stanovit alergenni prolaminy
vétSiny obilovin s vyjimkou prolamind ovsa. Detekéni
limit stanoveni byl 3 ppm lepku v potravindch. Metoda
byla validovana a uvedena v Codexu Alimentarius
(IV_E20) jako referencni metoda. V soucasné dob¢ tvoii
také zaklad n&kolika komer&nich souprav ®®.
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Protilatka RS byla vyuzita i v kompetitivnim uspota-
dani metody ELISA. Toto uspotfaddani eliminuje chybu
stanoveni vzniklou pfitomnosti nizkomolekularnich prola-
minovych peptidd a jejich neschopnosti vytvaret komplex
protilatka-antigen-znagena protilatka®'.

Chirdo a spol.***' pouzili pro kvantifikaci gliadinu
streptavidin-biotinovy amplifikacni systém v sendvicovém
i kompetitivnim imunochemickém stanoveni. Pouzitd mo-
noklonalni protilatka byla specificka ke gliadinu, hordeinu
a sekalinu. Detek¢ni limit kompetitivni ELISA metody byl
20ng gliadinu na ml, detekéni limit metody
v sendvicovém uspotfaddani dosahoval hodnot 1 ng gliadinu
na ml.

Analyza jinych nez pSeni¢nych prolamint zévisi na
specifité konkrétni protilatky v daném usporadani. Rovnéz
neni uspokojivé dofeSena problematika zachytu produkti
tepelnych a enzymovych pfemén hordeinti*>**2,

4.2.4. Komercni soupravy pouzivané pro imunoche-
mické stanoveni prolaminii v potravinach

Protilatky vyvinuté pro metody ELISA nachazeji vice
¢i méné Uspeésné komercni uplatnéni pii vyrobé analytic-
kych souprav pro stanoveni prolaminti. Nasledujici tabulka
uvadi prehled prodavanych sestav a jejich zékladni charak-
teristiky. PouZité protilatka je obvykle bud’ specificka k -
gliadinu, nebo k pentapeptidu QQPFP (RS5). Soupravy,
jejichz vyrobei deklaruji schopnost analytického systému
detegovat prolaminy vSech tii alergennich obilovin
(pSenice, jeCmen, zito), byvaji zaloZené na kombinované
metodé ELISA, ve které je pouzito kombinace protilatek
proti riznym prolamintiim.
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Nasledujici tabulka IIT udava ptehled nékterych sou-
prav uvedenych na trh. Uvedené charakteristiky jednotli-
vych vyrobki odpovidaji tdajim uvadénym vyrobcem
pfipadn¢ vlastnostem zjiSténych pifi vyvoji metod nebo
srovnavacich studiich. Koncentra¢ni udaje jsou uvedeny v
ppm gliadinu, coz byva obvykle chapano jako polovina
obsahu lepku (glutenu).

Protilatka proti o-gliadinim je principialné¢ vyhodné;j-
§i pro stanoveni potravin, které prosly tepelnou tpravou.
V posledni dob¢ se ale vice prosazuji protilatky specifické
proti toxickym sekvencim a-gliadint, nebot’ jejich specifi-
ta a afinita Iépe reprezentuje celkovou skupinu prolamino-
vych bilkovin. Bylo provedeno srovnani komeréni metody
na bazi protilatky proti m-gliadinim a metody ELISA
s protilatkou R5 na tfech skupinach vzorkd. Toto srovnani
bylo provedeno mezi komerénimi kity Ridasreen Gliadin
Kit a Transia Plate Gluten”. Rozdilnost vysledki byla
zdlvodnéna nékolika faktory:

1. Pouziti jiného standardu v kazdé soupravé, dokonce
o jiné skutecné koncentraci prolamind.

2. Pouziti alternativniho ,koktejlového* extrakéniho
¢inidla pro analyzu s protilatkou R5 oproti klasické
ethanolové extrakci v druhém piipad€. Slozeni tohoto
¢inidla nebylo autory v odborné literatufe blize speci-
fikovéno, pravdépodobn€ se jednd o viceslozkové
rozpoustédlo, které zvysuje vytézek extrakce™.

3. Moznost interference nékterych latek extrahovanych
z komplexni matrice vzorku.

Kromé souprav uréenych pro laboratorni pouZiti byly
vyvijeny i produkty umoziujici semikvantitativni domaci
stanoveni lepkovych bilkovin v potravinach’'.

Tabulka III
Piehled komerénich analytickych souprav® ™’
Vyrobce Produkt LOD [ppm] Rozmezi stanoveni [ppm] Specifita PL
Neogen Alert (Qualitative) 10 prolaminy
Veratox 5 5-50 prolaminy
R-Biopharm RidaScreen Gluten 5 w-gliadin
RidaScreen Gliadin 1,5 2,5-40 QQPFP
RidaScreen Fast 5 5-40 QQPFP
Tepnel Gluten Assay Kit 5 50-1000 pSenice zito
nebo High sensitivity 0,5 5-100 pSenice Zito
Hallmark HAVen Gluten 5 50—-1000 w-gliadin
nebo High sensitivity 0,5 5-100 w-gliadin
Diffchamb Transia Plate Gluten 5 5-100 w-gliadin
Transia Plate Prolamins 1,5 0,8-12,5 prolaminy
ELISA systems Gliadin Kit 5-100 w-gliadin
Ingenasa Ingezim Gluten 0,75 1,6-25 QQPFP

Pozn.: LOD — detekéni limit, PL — protilatka, ppm — odpovidd mg kg™ (mg 17"

333



Chem. Listy 102, 327-337 (2008)

4.3. Dalsi metody vyuzitelné
pro stanoveni lepkovych bilkovin

4.3.1. Elektroforetické metody

Elektroforéza je jednou z hlavnich metodik pouziva-
nou pro analyzu cerealnich bilkovin. Mezi hlavni skupiny
téchto metod miizeme zafadit elektroforézu v polyakryl-
amidovém gelu s dodecyl sulfatem sodnym (SDS-PAGE),
elektroforézu v kyselém prostedi (acid-PAGE), izoelek-
trickou fokusaci (IEF), kapilarni zonovou elektroforézu
(CZE) a vysokoti¢innou dvourozmérnou HPLC-HPCE®®,
Separace a charakterizace zasobnich proteind obilovin
probiha u t&chto technik na zdklad¢ velikosti molekul nebo
jejich pohyblivosti v elektrickém poli.

Dodecyl sulfat sodny vytvaii s proteiny komplexy,
jejichz naboje jsou nasledné srovnatelné, a tedy migruji
v elektrickém poli stejnou rychlosti, k jejich rozdéleni tedy
dojde na jednotlivé frakce pouze na zakladé molekulové
hmotnosti. SDS-PAGE predstavuje relativné levnou moz-
nost separace obilnych bilkovin. M4 vsak tfi zakladni ne-
vyhody, problematickou kvantifikaci izolovanych protei-
novych frakei, nutnost vizualizace separovanych proteini
a praci s nebezpe¢nym akrylamidem™.

Byly analyzovany bilkoviny rozpustné v ethanolu
celé fady obilovin v konstantnim i gradientovém gelu,
avSak podminky stanoveni jsou vzdy zavislé na konkrét-
nim analytu®>%">7,

Elektroforetické metody byvaji spojovany s metodami
western blot nebo imunoblot. Po elektroforetické separaci
proteint, se rozdélené frakce pienesou na nitrocelulosovou
nebo PVDF membranu elektropfenosem nebo obtiskovou
metodou. Imunochemickd detekce separovaného analytu
se provadi pomoci specifické protilatky. Vznikly komplex
antigen-protilatka je detegovan pomoci sekundéarni znace-
né protilatky. Ellis a spol.”? oznagili v bilkovinném spektru
je¢mene frakce 45 a 20 kDa za pfislusné k hordeiniim.
Pirocheau a spol.” provedli dvojrozmérou elektroforézu
jecnych proteinti s naslednou identifikaci gelu hmotnostni
spektrometrii.

Uzite¢nym néstrojem pro identifikaci jednotlivych
proteinti je dvojrozmérna elektroforéza bud’ v tradi¢nim
provedeni, nebo v modifikovanych usporadéanich jako
dvourozmérna elektroforéza v kyselém prostiedi kombino-
vana s elektroforézou s dodecyl sulfitem sodnym (2D-A-
PAGE-SDS-PAGE), pripadné¢ dvourozmérna nativni elek-
troforéza v kyselém nebo zasaditém prostiedi™””.

Acid-PAGE (A-PAGE) rozdéluje proteiny v kyselém
prostiedi v zavislosti na velikosti i ndboji molekul v gelu.
Hlavnim vyuzitim je analyza specifického zastoupeni glia-
dinovych frakci (fingerprint) v jednotlivych odradach ce-
realii, pfevazné psenice. Podobné jako SDS-PAGE se
i v této metod¢ bézné pouzivaji jak linearni, tak i gradien-
tové gely. Kromé gliadini byva vyuZzivana i pro separaci
gluteninovych proteindl a hordeint je¢mene. Pfitom vSech-
ny tyto skupiny je mozno frakcionovat semipreparativné
i preparativné. Bilkoviny ostatnich ceredlii (oves, ryze,
kukufice, ¢irok) je mozné také charakterizovat metodou A-
PAGE, v nékterych ptipadech je nutny ptidavek mocoviny
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pro zvyseni rozpustnosti hydrofobnich proteint®.

Izoelektrick4 fokusace (IEF) byva pouZzivana k sepa-
raci nékterych cerealnich proteinti, pfi¢emz zvlasté roz-
pustnost analytu hraje zdsadni roli pro vhodnost tohoto
stanoveni. Z tohoto divoda byva ke vzorku pridano silné
rozpoustéci ¢inidlo (napt. 8M mocovina, alkoholy)’”",

Podobné jako A-PAGE i kapilarni zonova elektrofo-
réza (FZCE) separuje molekuly analytu na zéklad¢ jejich
nabojové hustoty a byva také prevazné pouzivana pro ana-
lyzu &istoty odriidy. Rada praci se zabyvala optimalizaci
podminek této metody pro separaci gliadinii a glutenint
psenice’*" 8,

Kapilarni zénova elektroforéza ve vysokoucinné mo-
difikaci (HPCE) vyuziva malého primeéru separacni kapi-
lary (25-100 um) ke zvySeni pracovniho napéti (az
30kV), coz umoziiuje dosdhnout vysokého rozliSeni v
kratkém case. Moderni HPCE jsou také plné automatizo-
vané a oproti klasické elektroforéze produkuji méné ne-
bezpedné odpady’®™.

Spojenim dvou modernich metod vznikla dvouroz-
mérna  vysokouéinna  kapalinova  chromatografie
v kombinaci s vysokouc¢innou kapilarni zénovou elektrofo-
rézou (2D-HPLC-HPCE), ktera byla vyuzita k separaci
gliadinu 1 hordeinu. Podobné jako u 2D elektroforézy vzni-
k4 dvojrozmérna mapa proteini (pfipadné trojrozmérna
pro kvantitativni analyzu) s moznosti identifikovat jednot-

livé zasobni proteiny obilovin®.

4.3.2. Chromatografické metody

Pristroje HPLC se posledni dobou pouzivaji k analyze
prakticky jakychkoliv latek. Pro separaci a stanoveni pro-
teind byly vyvinuty metody, jako je gelové permeacni
HPLC (size exclusion HPLC, SE-HPLC), HPLC na re-
verzni fazi (RP-HPLC) a HPLC na iontoménicich. Takto
provedené stanoveni je znacné nespecifické, nicméné po-
dava cenné informace o rozdéleni prolamint do jednotli-
vych podskupin a o vlastnostech té€chto frakci. Dal§im
vyuzitim chromatografickych technik je ptiprava lépe defi-
novatelnych skupin proteinti a jejich pregisténi®* .

4.3.3. Hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF)

Hmotnostni spektrometrie, pfi niz se bilkoviny ioni-
zuji dusikovym laserem ve vhodné nizkomolekuldrni mat-
rici, ktera zabranuje rozpadnuti makromolekul. Vzniklé
ionty jsou posléze urychleny na kratkém useku silnym
stejnosmérnym elektrickym polem. Mé&fi se doba letu ionti
k detektoru v trubici bez elektrického pole, ktera je tmérna
poméru jejich hmotnosti ku jejich naboji. Metoda slouzi
v tomto provedeni k uréeni znadmych peptidi, jeji nevyho-
dou je vysoka pfistrojova a finan¢éni naro¢nost. MALDI-
TOF se vyuziva hlavné jako kontrolni srovndvaci metoda
pro odhaleni fale$né pozitivnich vysledkti imunoanalytic-
kych méfeni®” ~°.

4.3.4. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Druhou principialni moznosti odhaleni kontaminace
vzorku piimési potencidlné toxickych obilovin je stanove-
ni a kvantifikace pfitomnosti genetického materidlu da-
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nych plodin®’.

Tato metoda je schopna detegovat stopy neposkozené
DNA alergennich obilovin v potravinach a je tedy potenci-
aln€é vhodnou alternativou k imunochemickym metodam.
Vykazuje vyssi citlivost nez metody ELISA, jeji nevyho-
dou je pravé nutnost pfitomnosti pomnoZitelné deoxyribo-
nukleové kyseliny ve vzorku a schopnost detegovat konta-
minaci vzorku nukleovymi kyselinami pravé jedné obilo-
viny. Képpel a spol.”® testovali pouziti metody PCR oproti
vysledkim komer¢niho ELISA kitu (Ridascreen, R-
Biopharm) pro stanoveni kontaminace ovesné mouky pse-
ni¢nymi bilkovinami. Detek¢ni limit pro metodu ELISA
byl stanoven jako 2 ppm, zatimco PCR vykazala cca 10x
lepsi citlivost. Dalsi prace zabyvajici se paralelnim stano-
venim prolaminové kontaminace v ,,bezlepkovych® potra-
vindch prokézaly pomémé dobrou shodu obou metod
amoznost jejich vzajemné kontroly. Negativni vysledek
imunochemického stanoveni pii pozitivnim vysledku PCR
mize znalit piitomnost deproteinovaného pSeni¢ného
Skrobu a v obraceném pftipad€ pfitomnost Cistého gliadinu
bez piimési DNA”'%.

Henterich a spol.'”" vypracovali systém real-time
PCR pro stanoveni gliadinu, ve kterém byla pouzita proti-
latka RS (viz kap. 4.2.3.) s navazanym oligonukleotidem.
Detekeni limit metody byl 0,16 ppm.

5. Zavér

Komplikovanost stanoveni lepkovych bilkovin v po-
travindch spociva pfedevsim v nejednoznacné definova-
ném analytu, ktery se navic ve vzorcich vyskytuje ve znac-
né heterogenni formé zahrnujici proteiny, peptidy a rizné
nizkomolekularni Sté€py. Heterogenita prolamini se dale
mize zvysovat, pokud v prubéhu vyroby dochazi k teplot-
nim, enzymovym nebo jinym zménam bilkovin. Zastoupe-
ni jednotlivych proteint i celych frakei prolamint navic
znaéné kolisa v zavislosti na péstebnim ro¢niku, oblasti
a odridé dané obiloviny. Z hlediska analyzy latek s aler-
genni aktivitou navic situaci komplikuje zna¢né individu-
alni imunitni odpovéd’ jednotlivych pacientd.

Pro analyzu obilnych proteini bylo pouZito velkého
poctu analytickych metod, zaloZzenych na principech elek-
troforézy, kapalinové chromatografie a specifickych imu-
nochemickych stanoveni. Vzhledem k dilezitosti alergen-
nich uc¢inki téchto proteinti je ELISA dnes hlavni volbou
pro stanoveni prolaminti v nizkych koncentracich, ackoliv
ostatni techniky mohou stale poskytovat uZite¢né informa-
ce. Béhem let byl vyvinut velky pocet metod ELISA
sriznymi protilatkami, které vykazovaly zna¢nou miru
specifity a citlivosti vii¢i prolaminovym bilkovinam, coz
pfedurcuje moZnosti jejich vyuZiti pro dand stanoveni.

Uginnost imunochemickych stanoveni je priméarngd
z4visla na kvalité protilatky, tedy na jeji specifité a afinite
ke konkrétnim frakcim gliadinu, hordeinu a sekalinu. Dal-
Simi urcujicimi faktory je formit metody ELISA
a v neposledni fadé také zpusob extrakce prolamint ze
vzorku.
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Protilatky zaméfené proti prokazatelné toxickym sek-
vencim gliadind se v soucasné dobé¢ jevi jako nejvhodné;jsi
pro stanoveni lepkovych bilkovin jeCmene a pro potravi-
nafskou kontrolu, nicméné schopnost kiiZovych interakci
sjecnymi a zitnymi proteiny mize byt stale problémem,
stejn¢ jako vérohodnost vysledkll analyzy ¢astecné hydro-
lyzovanych a tepelné degradovanych peptidi. Peptidové
fragmenty prolamind jsou pfitom velmi ¢astym vysledkem
pusobeni vyrobniho potravinaiského procesu.

Existence oficidlniho neménného standardu v ramci
vSech provadénych analyz by zamezila nékterym kompli-
kacim souvisejicim se Spatnou definovatelnosti analytu.

Tato préce vznikla za financni podpory MSMT CR
(1M0570 a MSM6046137305).

LITERATURA

1. Osborne T. B.: Carnegie Ins. 1907.
2. Gianibelli M. C., Larroque O. R., MacRitchie F.,
Wrigley C. W.: Cereal Chem. 78, 635 (2001).

3. Shewry P. R., Sayanova O., Tatham A. S., Tamas L.,
Turner M., Richard G., Hickman D., Fido R., Halfor-
dd N. G.: J. Plant Physiol. /45, 620 (1995).

. Shewry P. R., Halford N. G.: J. Exp. Bot. 53, 948
(2002).

5. Bateman A., Birney E., Cerruti L.: Nucl. Acid Res.
30,276 (2002).

. Shewry P. R., Tatham A. S.: Biochem. J. 267, 1
(1990).

. Yada R.Y., v knize : Proteins in Food Processing.
Woodhead Publishing Limited, Cambridge 2004.

8. Sontag-Strohm T.: J. Cereal Sci. 24, 87 (1996).

. Wieser H.: Acta Paediatr. 472, 3 (1996).

10. VeliSek J.: Chemie potravin I. Ossis, Praha 2002.

11. Stern M., Ciclitira P. J., van Eckert R., Feighery C.,

Janssen F. W., Méndez E., Mothes T., Troncone R.,

Wieser H.: Eur. J. Gastroenterol. Hepatol. 13, 741

(2001).

Kasarda D. D., Okita T. W., Bernardin J. E., Baecker

P. A., Nimmo C. C., Lew E. J., Dictler M. D., Greene

F. C.: Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81, 4712 (1984).

Tatham A. S., Shewry P. R.: Trends Biochem. Sci.

25,567 (2000).

Denery-Papini S., Nicolas Y., Popineau Y.: J. Cer.

Sci. 30, 121 (1999).

Wahab P. J., Crusius J. B., Meijer J. W., Mulder C.

J.: Am. J. Gastroenterol. 96, 1464 (2001).

Linden G., Lorient D., v knize: New Ingredients in

Food Processing: Biochemistry and Agriculture.

Woodhead publishing, Cambridge 1999.

Forde B. G., Kreis M., Williamson M. S., Fry R. P.,

Pywell J., Shewry P. R., Bunce N., Miflin B. J.: EM-

BOJ. 4, 9 (1985).

Shewry P. R., Kreis M., Parmar S., Lew E. J.-L,,

Kasarda D. D.: FEBS Lett. 790, 61 (1985).

Jabri B., Sollid L. M.: Nat. Clin. Pract. Gastroenter.

Hepatol. 3, 516 (2006).

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.



Chem. Listy 102, 327-337 (2008)

20.
21.

22.

23.

24.

25.

26.
217.
28.
29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Cornell H. J.: Amino Acids 70, 1 (1996).

Auricchio S., Troncone R.: Eur. J. Pediatr. 155, 427
(1996).

Feighery C.: Br. Med. J. 319, 236 (1999).

Biagi F., Campanella J., Martucci S., Pezzimenti D.,
Ciclitira P. J., Ellis H. J., Corazza G. R.: A Case Re-
port. Nutr. Rev. 62, 360 (2004).

Collin P., Maki M., Aukinen K. K.: Nutr. Rev. 60,
490 (2004).

Hischenhuber C., Crevel R., Jarry B., Maki M., Mo-
neret-Vautrin D. A., Romano A., Troncone R., Ward
R.: Aliment. Pharmacol. Ther. 23, 559 (2006).

Collin P., Thorell L., Kaukinen K., Maki M.: Ali-
ment. Pharmacol. Ther. 19, 1277 (2004).

Wieser H., Belitz H. D.: Z. Lebensm. Unters. Forsch.
194, 229 (1992).

Rauchova H., Rauch P.: Chem. Listy 917, 189 (1997).
De Vincenzi M., Luchetti R., Peruffo A. D., Curioni
A., Pogna N. E., Gasbarrini G.: J. Biochem. Toxicol.
11,205 (1996).

Janatuinen E. K., Pikkarainen P. H., Kemppainen T.
A., Kosmo V. M., Jarvinen R. M. K., Uusitupa M. 1.
J., Julkunen R. J. K.: N. Engl. J. Med. 333, 1033
(1995).

Berti C., Trovato C., Bardella M. T., Forlani F.: Food
Agric. Immunol. 75,217 (2003).

Dona V. V., Fossati C. A., Chirdo F. G.: Proceedings
of the 18th Meeting working group on prolamin ana-
lysis and toxicity. Stockholm, 2-5 October, 2003.
(Stern M., ed.), str. 51. Verlag Wissenschaftliche
Scripten, Zwickau 2004.

Wieser H.: Z. Lebensm. Unters. Forsch. A. 207, 128
(1998).

Sorell L., Lopez J. A., Valde’s 1., Alfonso P., Cama-
feita A. B., Chirdo F., Galvilondo J., Mendez E.:
FEBS Lett. 439, 46 (1998).

Rumbo M., Margheritis A. I., Chirdo F. G., Giorgieri
S. A., Fossati C. A., Anon M. C.: Eur. Food Res.
Tech. 214, 198 (2002).

Ellis H. J., Rosen-Bronson S., O'Reilly N., Ciclitira P.
J.: Gut 43, 190 (1998).

Morel M. H., Dehlon P., Autran J. C., Leygue J. P.,
Bar-L'Helgouac'h C.: Cereal Chem. 77, 685 (2000).
Tatham A. S., Shewry P. R., Belton P. S.: Adv. Cere-
al Sci. Technol. 70, 1 (1990).

Bean S. R., Lookhart G. L.: J. Chromatogr., A 881,
23 (2000).

Chirdo F. G., Anon M. C,, Fossati C. A.: Food Agric.
Immunol. 70, 143 (1998).

Chirdo F. G., Anon M. C,, Fossati C. A.: Food Agric.
Immunol. 7, 333 (1995).

Mickova B., Rauch P., Fukal L.: Chem. Listy 98, 970
(2004).

Dostalek P., Hochel I., Gabrovska D., Rysova J.:
Proceedings of the 19th Meeting wokring group on
prolamin analysis and toxicity. Prague, 30 September
— 3 October 2004. (Stern M., ed.), str. 69. Verlag
Wissenschaftliche Scripten, Zwickau 2005.

336

44,

45.

46.
47.
48.
49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Referat

Dostalek P., Hochel 1., Mendez E., Hernando A.,
Gabrovska D.: Food Addit. Contam. 23, 1074 (2006).
Rumbo M., Chirdo F. G., Fossati C. A., Anon M. C.:
Food Agric. Immunol. &, 195 (1994).

Ciclitira P. J., Lennox E. S.: Clin. Sci. 64, 655 (1984).
Friis S. U.: Clin. Chim. Acta 178, 261 (1988).

Ayob M. K., Rittenburg J., Allen J. C., Smith C. J.:
Food Hydrocolloids 2, 39 (1988).

Troncone R., Vitale M., Donatiello A., Farris E., Ro-
os G., Auricchio S.: J. Immunol. Methods 92, 21
(1986).

Skerritt J. H., Hill A. S.: J.- Assoc. Off. Anal. Chem.
74,257 (1991).

Skerritt, J.H., Hill A.S.: J. Agric. Food Chem. 3§,
1771 (1990).

Skerritt J. H., Wrigley C. W., Underwood P. A.:
(Commonwealth Scientific and Industrial Research
Organization, Australia) : AU 572955 B2 19880519
(CAN 110:191088).

Ellis H. J., Doyle A. P., Wieser H., Sturgess R. P.,
Day P., Ciclitira P. J.: J. Biochem. Biophys. Methods
28,77 (1994).

Bermudo Redondo M. C., Griffin P. B., Garzon R.
M., Ellis H. J., Ciclitira P. J., O'Sullivan C. K.: Anal.
Chim. Acta 551, 105 (2005).

Brett G. M., Mills E. N. C., Goodfellow B. J., Fido R.
J., Tatham A. S., Shewry P. R., Morgan M. R. A.: J.
Cer. Sci. 29, 117 (1999).

Valdes I., Garcia E., Llorente M., Mendez E.: Eur. J.
Gastroenterol. Hepatol. 15, 465 (2003).

Kahlenberg F., Mendez E., Mothes T.: Proceedings
of the 18th Meeting working group on prolamin ana-
lysis and toxicity. Stockholm, 2-5 October, 2003.
(Stern M., ed.), str. 71. Verlag Wissenschaftliche
Scripten, Zwickau 2004.

Kahlenberg F., Sanchez D., Lachmann I., Tuckova
L., Tlaskalova H., Mendez E., Mothes T.: Eur. Food
Res. Technol. 222, 78 (2006).

Proceedings of the 17th Meeting working group on
prolamin analisys and toxicity. London, 3—6 Octo-
ber, 2002. (Stern M., ed.), str. 45. Verlag Wis-
senschaftliche Scripten, Zwickau 2003.

Osman A. A., Uhlig H. H., Valdes 1., Amin M., Men-
dez E., Mothes T.: Eur. J. Gastroenterol. Hepatol. /3,
1189 (2001).

Ferre S., Garcia E., Mendez E.: Proceedings of the
18th Meeting working group on prolamin analisys
and toxicity. Stockholm, 2-5 October, 2003. (Stern
M., ed.), str. 65. Verlag Wissenschaftliche Scripten,
Zwickau 2004.

Kanerva P., Sontag-Strohm T., Lehtonen P.: J. Inst.
Brew. /11, 61 (2005).
http://www.neogen.com/foodallergens.htm,
14.05.2007.
http://www.tepnel.com/ag_bio_and food_testing/
downloads/BK%20P%20Gluten96%20Flyer%
20.LA0058.pdf, stazeno 14.05.2007.
http://www.r-biopharm.com/general/main.php?

stazeno



Chem. Listy 102, 327-337 (2008)

38.

39.

40.

41.

70.

71.
72.

73.

74.

75.
76.

71.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.
87.

88.

p_range=foodandfeed&p nav=allergens&layer=on&
n_range=foodandfeed&act=foodandfeed&action=&id
=&conti=, stazeno 14.05.2007.
http://www.hallmarkav.com/page3.html,
14.05.2007.
http://www.diffchamb.com/website//archive/
templates/item/product_list.asp?
iSecld=624&category=624, stazeno 14.05.2007.
http://www.noackgroup.com/
mmedia/2006.06.06/1149596502.pdf, stazeno
14.05.2007.
http://www.elisas.com.au/allergens/allergen_11/
index.htm, stazeno 14.05.2007.

Hasselberg A., Kruse B., Yman 1. M.: Proceedings of
the 18th Meeting working group on prolamin analysis
and toxicity. Stockholm, 2-5 October, 2003. (Stern
M., ed.) str. 109. Verlag Wissenschaftliche Scripten,
Zwickau 2004.

Skerritt J. H., Hill A. S.: Lancet 337, 379 (1991).
Ellis H. J., Freedman A. R., Ciclitira P. J.: Clin.
Chim. Acta /89, 123 (1990).

Perrocheau L., Rogniaux H., Boivin P., Marion D.:.
Proteomics 5, 2849 (2005).

Lafiandra D., Kasarda D. D.: Cereal Chem. 62, 314
(1985).

Morel M. H.: Cereal Chem. 71, 238 (1994).

Werner W. E., Wiktorowicz J. E., Kasarda D. D.:
Cereal Chem. 71, 397 (1994).

Curioni A., Dal Belin Peruffo A., Pogna N. E.
Electrophoresis 71, 462 (1990).

Sondergaard 1., Jensen K., Krath B. N.: Electrophore-
sis 15, 584 (1994).

Lookhart G. L., Bean S. R.: Cereal Chem. 73, 81
(1996).

Day L., Greenwell P., Lock S., Brown H.: J. Chroma-
togr., A 836, 147 (1999).

Bean S. R., Lookhart G. L.: Electrophoresis /9, 3190
(1998).

Lookhart G. L., Bean S. R., Jones B. L.: Electropho-
resis 20, 1605 (1999).

Bean S. R., Lookhart G. L.: Cereal Chem. 74, 758
(1997).

Van Eckert R., Jordan T. W.: Proceedings of the 19th
Meeting working group on prolamin analisys and
toxicity. Prague, 30 September — 3 October, 2004.
(Stern M., ed.), str. 27. Verlag Wissenschaftliche
Scripten, Zwickau 2005.

Batey I. L., Gupta R. B., MacRitchie F.: Cereal
Chem. 68, 207 (1991).

Bietz J. A.: J. Chromatogr., A 255,219 (1983).

Bietz, J. A., Simpson D. G.: J. Chromatogr., A 624,
53 (1992).

Huebner F. R., Bietz J. A.: Cereal Chem. 70, 506
(1993).

stazeno

337

Referat

89. Larroque O. R., Gianibelli M. C., Batey I. L., Ma-
cRitchie F.: Electrophoresis 8, 1064 (1997).

Popineau Y., Pineau F.: J. Cereal Sci. 5, 215 (1987).
Camafeita E., Alfonso P., Acevedo B., Mendez E.: J.

Mass Spectrom. 32, 444 (1997).

90.
91.

92. Hernando A., Valdes 1., Mendez E. J.: Mass
Spectrom. 38, 862 (2003).
93. Cunsolo V., Foti S., Saletti R.: Eur. J. Mass
Spectrom. 10, 359 (2004).
94. Cornell H. J., McLachlan A., Cullis P. G.: J. Bio-
chem., Mol. Biol. Biophys. 6, 151 (2002).
95. Salplachta J., Allmaier G., Chmelik J.: Chem. Listy
99,967 (2005).
96. Rehulka P., Allmaier G., Chmelik J.: Chem. Listy
100, 1111 (2006).
97. Blazkova M., Karamonova L., Fukal L., Rauch P.:
Chem. Listy 99, 467 (2005).
98. Koppel E., Stadler M., Jurg L., Hubner P.: Z. Leben-
sm. Unters. Forsch. A. 206, 399 (1998).
99. Dahinden I., Von Buren M., Luthy J.: Eur. Food Res.
Technol. 272,228 (2001).
100. Sandberg M., Lundberg L., Ferm M., Malmheden Y.
I.: Eur. Food Res. Technol. 277, 344 (2003).
101. Henterich N., Osman A., Mendez E., Mothes T.: Na-

hrung. 47, 345 (2003).

P. Hulin’, P. Dostilek’, and I Hochel’
(“ Department of Fermentation Chemistry and Bioengi-
neering, " Department of Biochemistry and Microbiology,
Institute of Chemical Technology, Prague, Czech Repub-
lic): Methods for Determination of Gluten Proteins in
Food

The prolamin protein fraction from wheat, barley and
rye can cause some adverse effects when ingested by peo-
ple with the coeliac disease. The only treatment of coeliac
sprue consists in the adherence to a strict diet free of toxic
cereal proteins even in trace amounts. It is one of the most
frequent food allergies occurring presumably in one in 300
people in Europe. There is still a need for analytical meth-
ods with acceptable reliability and specificity in food con-
trol and food analysis of gluten, i.e. prolamins. Electropho-
resis and chromatography are widely used for fractionation
of a complex mixture of hordeins, but immunochemical
techniques are utilized in a very sensitive and specific
determination of hordein and its derivatives. A number of
ELISA systems have been produced, mainly for the pur-
pose of wheat gliadin detection. The systems are usually
based on monoclonal antibodies. The immunochemical
analytical systems used for prolamin detection are re-
viewed.
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1. Uvod

Existuje niekol'ko spésobov dekontaminacie pod vyu-
zivajucich chemické, fyzikalno-chemické a biologické
postupy'. Mnohé z tychto sposobov su vsak mimoriadne
energeticky a ekonomicky narocné a vyuzivaji sa hlavne
na silne znelistenych lokalitdch. Vd¢Sina podneho fondu
vSak nevykazuje extrémne hodnoty zneCistenia, ale
v podstate kazda lokalita obsahuje pomerne réznorodi
zmes anorganickych i organickych polutantov, ktoré za
urcitych podmienok moézu kontaminovat potravinovy re-
tazec, resp. prenikat’ do podzemnych vdd. Avsak je po-
trebné si uvedomit, Ze kazda z tychto dekontaminaénych
metdd, najma fyzikalne a fyzikalno-chemické, viac ¢i me-
nej negativne ovplyviluje prirodzenti pédnu mikrofloru,
a tym rovnovahu pddneho prostredia a podnu schopnost’

samocistenia. Bolo dokazané, ze dochadza k znizovaniu
poctu kultivovatelnych baktérii, ako aj k redukcii mikro-
bidlnej respiracie a utilizacii uhlikatych substratov. Téato
Cast’ prispevku nadvézuje na Cast’ prvi s ndzvom Pévod
a Struktiira huminovych kyselin®. Huminové kyseliny (HK)
su vd’aka svojim vlastnostiam vyuzitelné pre potencialne
zdokonalenie remediacného procesu prave s doérazom na
zachovanie zivych organizmov, kedZze kazdi metddu je
potrebné aplikovat’ vel'mi Setrne vo vzt'ahu k danému pro-
strediu a pritomnym Zivym organizmom’.

Poda ma schopnost’ eliminovat’ kontaminanty (kovy,
organické latky) a to ich interakciou s anorganickymi
(ilové mineraly) a organickymi (huminové kyseliny) pdd-
nymi zlozkami, ¢im sa znizuje ich horizontalny
a vertikalny pohyb. Prave tato prirodzend tlmiaca schop-
nost pody (tzv. natural attenuation) sa v poslednych ro-
koch vyuziva ako alternativna metoda remediacie’. Tento
spdsob odstrafiovania kontaminantov vdzbou na HK
(imobilizaciou) v pode je vhodny najmi na ich ,hrubé*
odstranenie zo silne zneCistenych lokalit, ¢o dalej dava
moznost’ vyuzitia biologickych metéd prostrednictvom
mikroorganizmov schopnych tieto kontaminanty rozkladat’
v procese bioremedia¢nych technologii. Vyuzitie HK pre
environmentalne ucely je atraktivne najmi preto, Ze sa
jedna o latky prirodného pévodu s dostatoénymi zadsobami
v prirodnych matriciach’, teda sa jednd o obnovitelné
zdroje (tab. I).

2. Moznosti vyuZzitia huminovych kyselin

Priaznivy vplyv huminovych kyselin v pode je mno-
hostranny a spociva v kladnom ovplyvneni vsetkych pdd-

Tabulka I
Obsah huminovych kyselin a fulvokyselin v prirodnych
matriciach®

Prirodny zdroj Obsah huminovych
a fulvokyselin [%]

Leonardit/humat 40-85

Cierna raselina 10-40

Sapropelova raselina 10-20

Hnedé uhlie 10-30

Hnoj 5-15

Kompost 2-5

Poda 1-5

Kal 1-5

Cierne uhllie 0-1
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nych vlastnosti pdsobiacich rozhodujicou mierou na obsah

zivin v pode aj na pddnu tGrodnost. HK st vyuZiteI'né vo

viacerych oblastiach®.

1. HK fyzikalne modifikuju Struktiru pody:

zdokonal'uju Struktiru pody: predchadzajii vysokym

stratam vody a zivin v l'ahkych, pieso¢natych podach.

Tym, Zze dochadza stcasne k ich rozkladu, poda sa

stava urodnejSou. V tazkych a kompaktnych pddach

zlepSuju prevzdu$nenie a retenciu vody, tym aj kulti-

vacéné vlastnosti,

pomahaji podu prekyprit’ a rozdrobit’ a tak zvysit' jej

prevzdusnenie a zlepSit’ obrabatelnost’.

HK chemicky menia fixa¢né vlastnosti pody:

neutralizuju kyslé aj zasadité pody — reguluja pH hod-

notu pdd,

zlepSuju a optimalizuju prijem Zivin a vody rastlinami,

su bohaté na organické aj mineralne latky nevyhnutné

pre rast rastlin,

vyznacuju sa vysokou katidnovo-vymennou kapaci-

tou,

uvolnuju CO, z podneho CaCO; a umoziuju mu za-

Castilovat’ sa fotosyntézy,

redukuju dostupnost’ toxickych latok v pddach.

3. HK biologicky stimuluju rastlinu a aktivitu pddnych
mikroorganizmov:

stimuluju rastlinné enzymy a zvysuju ich produkciu,
stimuluju rast a rozSirovanie vhodnych mikroorganiz-
mov v pddach,

zvySuju prirodzenu rezistenciu rastlin vo¢i chorobam
a Skodcom,

podporuju rozvoj chlorofylu, cukrov a aminokyselin
v rastlindch a tym napomahaja fotosyntéze,

zlepSuju kliCenie a zivotaschopnost’ semien.
Ekonomické — HK chelatuji zliceniny nutrientov
v pdde vo forme vhodnej pre ich utilizdciu rastlinami.
Tymto spdsobom je zabezpeCeny optimalny prisun
zivin do rastliny. Pomocou pridavku HK sa teda dosa-
huju vyssie vytazky (az do 70 %), ako aj 30% reduk-
cia v pouZzivani pesticidov. HK zvySuju aj pddnu ka-
pacity zadrze vody, ¢im prispievaji k zniZeniu spotre-
by vody pouzitej na zavlazovanie pestovanych rastlin.
Ekologické — HK predstavuji prospesné a ucinné
rieSenia problémov Zivotného prostredia, jeho ochra-
ny a zachovania:

pddy s vysokym obsahom HK zabezpecuju nizke vy-
myvanie nitrdtov a optimalnu uroveit zivin. Dobre
vyvinuty korenovy systém dosiahnuty vysokym obsa-
hom HK zabraifiuje Uniku nitrdtov a pesticidov
do spodnych vod. Nizky obsah nitratov je indikatorom
a podmienkou pre tzv. organické pol'nohospodarstvo.
Nitraty sa dostavaju do pddy tak, ze pestovatelia pou-
zivaju viac hnojiv ako st rastliny schopné prijat’,

HK redukujui presolenie pdd, ku ktorému dochadza
nadmernym pouzivanim vo vode rozpustnych priemy-
selnych minerdlnych hnojiv. HK st schopné znizit
obsah soli a tym zniZit’ toxicitu pddy,
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HK predstavuju G¢inny prostriedok proti pddnej ero-
zii. Zabezpecuje sa to najméd vidzbovou schopnostou
koloidov a podporovanim koreflového systému
a vyvoja rastliny.

3. Interakcie huminovych kyselin
s xenobiotikami
3.1. Druhy viézieb

Z hladiska vyuziteInosti huminovych latok v oblasti
ochrany zivotného prostredia, napr. v sanaénych technolo-
giach, je dolezitd znalost moznych vézbovych interakcii
tychto latok s kontaminujicimi latkami pritomnymi
v prostredi. Pribliznii predstavu o moznych védzbovych
interakcidch mézme odvodit’ predovSetkym z dosial' zna-
mych informécii o §truktire a z niektorych d’alSich vlast-
nosti huminovych latok. Na zdklade dostupnych informacii
teda mozeme predpokladat’ niekolko typov védzbovych
interakcii medzi huminovymi latkami a cudzorodymi l4t-
kami — kontaminantami, pritomnymi v pode’.

Ionova vizba

Tento typ vézby vychadza z posobenia elektrostatic-
kych sil medzi fixnymi nabojmi pritomnych funkénych
skupin a i6nmi vyskytujlicimi sa v roztoku. Ked zoberie-
me do uvahy i6novi vdzbu, potom sa mdzeme
v zjednoduSenom pohl'ade pozerat’ na huminové latky ako
na ionexy, ktorym moézeme v niektorych pripadoch prisu-
dzovat’ vlastnosti porovnatel'né so syntetickymi ionexami.
Vznik elektrostatickej viazby sa d4 u huminovych latok
predpokladat’ napr. v pripade alkalickych kovov
a amoniaku.

Koordinacna vizba

Z hladiska imobilizacie toxickych kovov predstavuje
najdolezitejsi typ vdzbovej interakcie koordinacna vézba
medzi makromolekulovymi matricami huminovych latok
a ibnmi kovov schopnymi tento typ vézby vytvarat'. Poten-
cial vzniku koordina¢nych vézieb je tu dany najmé znac-
nym zastipenim karboxylovych, fenolickych a dalSich
funkénych skupin v Struktire huminovych latok. Predpo-
vedanie priebehu komplexotvornych reakcii pre konkrétny
typ huminovych latok je vSak vzhl'adom na zlozitost’ mak-
romolekuldrnej Struktiry vel'mi obtiaZne. Vytvéranie koor-
dinac¢nych vazieb je teda dolezité najmé pri odstranovani
toxickych kovov nachéadzajicich sa napr. v podzemnych
alebo odpadovych vodach. Na vzniku koordinac¢nych vi-
zieb sa v huminovych latkach najviac podielaju karboxy-
lové a fenolické funkéné skupiny, kde zastipenie tychto
dvoch funkénych skupin je okrem iného ovplyvnené hod-
notou pH a tym aj mierou disociacie tychto funkénych
skupin. V slabo kyslej oblasti sa na vzniku koordinacnych
vézieb podielaju hlavne karboxylové skupiny a k nim sa
pri vzraste pH nad 7 a po disociécii proténu z fenolického
hydroxylu pridavaji vyznamne aj tieto funkcné skupiny.
VSeobecne stabilita vznikajucich komplexov so vzrastom
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pH stupa, a to najma u tych iénov (napr. Cu®"), ktoré tvoria
silné karboxylat-fenolické komplexy.

Kovalentna viizba

Interakcie veduce ku vzniku kovalentnych vézieb tu
mozu byt’ rozdelené na dve skupiny — reakcie prebiehajtice
bez vyuzitia aktivity enzymov a reakcie s vyuzitim bioka-
talyzy. Poznatok, ze v makromolekulovej Struktire humi-
novych latok mdze dochadzat’ k trvalej fixacii kontami-
nantov kovalentnou vézbou, je zndmy uz davno. Interakcia
kovalentného typu bola preukdzana na prelome
70. a 80. rokov minulého storoCia a jej prikladom tu moze
byt kovalentna vézba antracénu na huminové kyseliny
izolované z pddy znecistenej zmesou polyaromatickych
uhlovodikov. V metabolicky aktivnom systéme bolo ziste-
né priblizne 40% zabudovanie antracénu (nestceho izotop
() do kovalentnej formy v $truktare huminovych kyse-
lin. Z hladiska sanacie pod kontaminovanych prave poly-
aromatickymi uhl'ovodikmi je potom moznost’ kovalentnej
vézby na huminové latky zvlast zaujimava, pretoze sa tu
jedna o stabilnt vdazbu na polymérnu Struktaru, o ktorej je
preukazané, Ze je nemutagénna a v jej pritomosti dokonca
aj niektoré mutagénne latky zniZzuji svoju mutagenitu.
Moznost’ vzniku kovalentnej vézby medzi makromoleku-
larnou StruktGrou huminovych latok a kontaminantu je
z praktického hl'adiska predpokladom na imobilizaciu
kontaminantu. V tejto suvislosti je dolezité poznat’, €i pro-
ces veduci ku vzniku kovalentnej vizby moézeme povazo-
vat’ za reverzibilny alebo ireverzibilny.

Vodikové mostiky

Aj napriek skutocnosti, zZe presna Struktura humino-
vych latok zostava stale nedorieSend, je mozné predpokla-
dat’ na zaklade preukazanej pritomnosti niektorych funk-
¢nych skupin (amidovd, laktdmova, nitrilovd) moznost
vzniku vodikovych mostikov. Tieto vdzby sa aj napriek
svojmu nizkemu energetickému obsahu moézu vyznamne
podielat’ na vézbovych schopnostiach medzi huminovymi
latkami a kontaminantami. Zastupenie vodikovych mosti-
kov na vdzbovych interakciach bolo objektivne preukaza-
né napr. pre iminoskupiny v molekulach herbicidov.

Hydrofobne interakcie

Tento typ védzby vznikd pri kontakte nepolarnych
skupin (napr. alkylovych) nesenych molekulami, ktoré sa
nachadzaju vo vodnom roztoku, kde tieto interakcie mozu
napr. vychadzat’ z pdsobenia van der Waalsovych sil alebo
presunu wt-elektronov. Hydrofobne interakcie st najcastej-
Sou predpokladanou vézbovou interakciou huminovych
latok s hydrofébnymi a alifatickymi kontaminantami. Tou-
to interakciou je napr. vysvetlovana skutoCnost’, Ze insek-
ticid parathion straca za pritomnosti huminovych latok
Cast’ svojej toxicity. Vysvetl'uje sa nou aj imobilizacia
atrazinu a hydroxyatrazinu. Hydrofébne interakcie st
predpokladané aj v pripade vyznamnej skupiny s-tri-
azinovych herbicidnych latok.
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3.2 Interakcie HK s kovmi,
organickymi latkami a mikroorganizmami

Xenobiotikda sa dostavaju do pody pri modernom
a extenzivnom pol'nohospodarstve a priemysle najcastejSie
vo forme pesticidov. VicSina xenobiotik sa podiela na
syntéze huminovych latok, ¢i uz su to samotné pesticidy
alebo aj ich degrada¢né produkty. Tieto zluceniny maju
schopnost’ tvorit’ stabilné komplexy s pddnymi organicky-
mi zlozkami, ¢o ma vel'ky vyznam pre ich d’alie chemic-
ké posobenie v pode. Vzrasta ich perzistencia v pode, ¢o
modze mat za nasledok rézne vplyvy na Zivotné pro-
stredie’. Ich toxicita a chemické pdsobenie sa moze aktivo-
vat, alebo naopak mozu stratit’ svoju identitu a spravanie
sa ako xenobiotika. Viaceri autori®'® uvadzaji organicku
hmotu ako jeden z najdodlezitejS§ich parametrov podneho
prostredia, ktoré najviac ovplyviuji mobilitu, resp. sor-
pciu kontaminantov v pdde. Jednou z takychto prirodnych
organickych zlucenin mézu byt aj huminové kyseliny.
V tejto suvislosti uvadzaji aj d’al$i autori vynikajuce
sorp&né schopnosti huminovych kyselin''™**. Vizba xeno-
biotik na HK sa teda stdva jednou z majoritnych reakecii,
ktorou moézu byt antropogénne zluCeniny v prirode
transformované'®'’.

Tuhé povrchy vo viacerych zlozkach prostredia moézu
vyrazne ovplyviovat aktivitu pévodnych mikroorganiz-
mov. Aktivnymi povrchmi méZzu byt ilovité minerély,
organicka frakcia pody alebo sedimentu, predovsetkym
huminové latky, komplexy uhlikatej hmoty, alebo aj
amorfné oxidy Fe a Al alebo hydroxidy. Tuhé povrchy
Casto spOsobuji adsorpciu, ¢o znaci zadrziavanie latok
povodne pritomnych v roztoku povrchom tuhého materia-
lu. Absorpcia znamend zadrZiavanie latky vnltri tuhej
fazy, nie na povrchu. Termin sorpcia zahriiuje popis oboch
javov. Mnohé procesy tykajliice sa sorpcie na povrchoch
ilovitych mineralov a huminovych materidlov maja velka
plochu na jednotku hmoty, napr. gram ilu moZe mat’ po-
vrch od 20 do 80 m? (cit.'®).

Pri eliminécii kontaminantov sorpciou na pddne Casti-
ce dochadza k znizeniu mobility a tym v podstate aj toxici-
ty prislusného kontaminantu, nakol'ko Cast’ kontaminantu
viazana na pddne Struktury je v podstate inertna voci mik-
robidlnemu ataku. Kontaminanty su pevne zakomponova-
né do pddnej Struktury, st imobilizované. Avsak toto spo-
jenie nemusi byt trvalé. Vézby medzi sorbentom
a kontaminantom moézu byt narusené. Biologické a fyzi-
kalno-chemické faktory, ako st aktivita mikroorganizmov
a kyslé dazde su povazované za primarne faktory zodpo-
vedné za uvolnenie viazanych rezidui'. Napriek tomu sa
desorbuje do podneho roztoku v prirode len malé mnoz-
stvo kontaminantov, ktoré méze byt nasledne mineralizo-
vané pomocou pddnej mikrofléry, hydrolytickymi pod-
mienkami a inymi environmentalnymi faktormi®.

Stadiom mechanizmu vizby huminovych kyselin na
prirodny material zeolit (klinoptilolit) sa zaoberali Kabelo-
va a Novotna®'. Proces imobilizacie podporuje prirodzent
schopnost’ pod eliminovat’ kontaminanty, viazat' ich a tym
zabrénit’ ich prieniku napr. do podzemnych vod. Rehdkova
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Obr. 1. Struktiira kaolinu a zeolitu

a spol.”? opisuji vyuzitie zeolitov z ekologického hl'adiska

pri znizovani obsahu $kodlivin v pdde sorpciou polarnych
i nepolarnych, anorganickych i organickych kontaminan-
tov. V sucasnosti sa zvySenie ucinnosti zeolitov dosahuje
jednak pripravou syntetickych zeolitov?***, ale tiez navia-
zanim roznych organickych zlu¢enin na zeolit®.

Vysledky viacerych §tadii dokazuju, ze dekontamina-
cia polnohospodarskych p6d modze byt zaloZend aj na
aplikacii organo-mineralneho komplexu (OMK), priprave-
ného na béaze lignitovych huminovych kyselin (organickd
zlozka) a zeolitu alebo kaolinu (anorganicka zlozka)
(obr. 1). Nakol’ko oba komponenty su prirodného povodu,
uvedena metéda by mala byt prijatelna pre zivotné pro-
stredie. Dercové a spol.” stanovili pri sorpénych experi-
mentoch s PCP lepsiu retencnti schopnost’ takéhoto kom-
plexu v porovnani s Cistym zeolitom. Takisto bola dokéza-
na priama umernost’ medzi adsorpcnou schopnostou OMK
a mnozstvom HK viazanej na zeolit. Imobiliza¢ny efekt
OMK vo vztahu k pentachlérfenolu (PCP) zavisi od jeho
koncentracie, od koncentracie naviazanej HK a mnozstva
pddneho organického uhlika?’**. Mnozstvo PCP viazaného
na flovy materidl predstavuje len 3-19 %, zatial o
v pripade Cistej izolovanej HK predstavuje tato sorpcia az
78 % (cit.'%!).

3.2.1. Kovy

Na odstranovanie toxickych kovov z prostredia mozu
byt vyuzité rozne metddy. KedZze kovy ako také nie je
mozné rozlozit’, metddy biodegradacie su vylacené. Avsak
existuji dve skupiny vhodnych metdéd odlisnych svojou
podstatou. Prvou z nich je fytoremediacia kovov, ktora
vyuziva rastliny na fixaciu a akumulaciu kovov, druhu
skupinu tvoria metody vyuzivajlice mikroorganizmy, kto-
ré su schopné uskutociiovat’ aktivny transport, extracelu-
larnu tvorbu komplexov, biosorpciu, precipitaciu alebo
konverziu tazkych kovov na menej toxické formy®*.
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Szabova a spol.’' uvadzaju vyuZivanie ilovych mine-
ralov (kaolin, bentonit, zeolity) v snahe vytvorit’ predpo-
klady pre znizenie koncentracie tazkych kovov v podnom
roztoku a tym zniZit’ ich prijem rastlinami. Na imobilizaciu
tazkych kovov sa v suCasnosti vyuzivaju uz spomenuté
syntetické zeolity”?*. Kwiatkowska a Maciejewska®
uspesne vyuzili sorbenty na baze huminovych kyselin
izolovanych z raselin a hnedého uhlia na zniZenie mobility
tazkych kovov v pode. V prirodzenom pddnom prostredi
su vSak anorganické i organické zlozky pddy vo vzajomne;j
interakcii a z toho dévodu viaceri autori'>*® skimaju re-
tennu schopnost’ organo-mineralnych komplexov ucinne
znizovat’ mobilitu tazkych kovov v pdde.

Sorpciou a desorpciou tazkych kovov, konkrétne
kadmia, na huminové kyseliny sa zaoberali aj Baranciko-
va a spol.*. Retenéné experimenty potvrdili, Ze rozne typy
pod preukazujt roznu retencnti schopnost’ vo¢i kadmiu.

Predbezné vysledky tykajuce sa ucinku OMK pri
znizovani mobilnych foriem t'azkych kovov poukazuji na
znizenie mobility kadmia a olova. Znizenie pristupnych
foriem kadmia sa odzrkadlilo aj v zniZzeni jeho koncentra-
cie v zrne jaémefia pestovaného na sledovanych podach®.
Mohan a Chander®® tudovali vplyv teploty a pH na sor-
pciu niektorych kovovych kationov (Fe(Il), Fe(Ill), Mn
(IT), Zn(II)) na lignit. Adsorpcia niektorych iénov (Fe’) na
lignit sa s narastajucou teplotou zvy3ovala, kym u Mn**
bol tento trend opaény. Oren a Chefetz”® viak zistili, ze
sorpéna schopnost’ huminovych latok klesa po ich naviaza-
ni na anorganicky nosi€¢. Sorpcia kadmia na izolované
huminové kyseliny bola priblizne 7x vicsia ako v pripade
pdd, z ktorych boli tieto kyseliny izolované™.

3.2.2. Organické latky

Nepristupnost’ organickej molekuly moze byt vysled-
kom jej sorpcie na tuhé zlozky prostredia, jej pritomnost’
v nevodnej faze, alebo jej uchytenie sa vnutri fyzikalneho
matrixu pddy, sedimentu alebo vodnej zlozky’’. HK st
mimoriadne aktivne pri interakcidch réznych organickych
a anorganickych kontaminantov, ovplyviuju ich mobilitu,
biopristupnost’, degradciu a fytotoxicitu®*. Tento fakt je
mozné na druhej strane vyuzit' na sorpciu hydrofébnych
polutantov, napr. na organo-mineralny nosi¢ a tym zabra-
nit’ ich d’al§iemu Sireniu napr. do podzemnych vod. Pri
vysokych koncentraciach organickych latok (napr. PCP)
v prostredi by tato metdda mohla sluzit’ ako ,,prediprava‘
naslednej biodegradacie organickych xenobiotik™.

Sorpciu organickych zlicenin ovplyviluje viacero
faktorov. Patria medzi nich typ a koncentracia latky
v roztoku, typ a kvalita ilovitych minerdlov, mnoZzstvo
organickej hmoty v pdde alebo v sedimente, pH, teplota,
typ kationu (Fe, Ca alebo vodikové idny), vymenna kapa-
cita a $pecificky povrch ilov. Sorpciu PCP zo spodnych
vod pomocou poérovitych organo-ilov Studovali aj Ake
a spol.*.

Pu a Cutright*' skamali sorp&no-desorpéné spravanie
sa PCP na podnu organicktl hmotu (POH) a ilové minera-
ly. Dospeli k zaveru, ze sorpcia je funkciou ako POH
(kvantita aj kvalita), tak aj ilovych mineralov (typ a kvan-
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tita), ktoré hraju kIaiCovl tlohu pri maximalnej sorpcii
a minimélnej desorpcii PCP. AvSak molekulovd hmotnost’
HL nehréa u hydrofébnych organickych polutantov takmer
ziadnu rolu vo vztahu k ich sorpcne;j kapacite“.

Vplyvom pH na sorpciu chlérovanych fenolov na
mokru vrstvu piesku a Studovanim typov interakcii prebie-
hajucich pri tychto procesoch sa zaoberali Amiri, Bornick
a Worch®,

3.2.3. Biologicka aktivita HK a ich vizba
na mikroorganizmy

Huminové kyseliny, resp. ich zdroje si zname aj pre
svoju biologicka aktivitu** najmi vdaka ich antioxidag-
nym, antitoxickym, radioprotektivnym a antimutagénnym
vlastnostiam*® a pouZivajii sa ako ne$pecifické stimulatory
pri pestovani kultarnych rastlin**’. Biologicka aktivita
huminovych kyselin sa zistuje napriklad pomocou merania
dizky korefiového systému rastliny. Polnohospodarske
rastliny, na ktoré pozitivne posobia huminové kyseliny, st
rozdelené do §tyroch skupin®®: rastliny bohaté na uhlohyd-
raty — velmi pozitivne pOsobenie, obilniny — mierny
vplyv, na proteiny bohaté rastliny — len minimalny vplyv
a olejnaté rastliny, u ktorych sa zistil negativny vplyv hu-
minovych kyselin na vyvoj rastlin. Vztah medzi zloZzenim
a biologickou aktivitou humétov skiimali aj Bogoslivskiy
a spol.”’.

Baktéria Rhodococcus erythrophylis CCM 2595,
ktora disponuje schopnost'ou degradovat’ fenolické zluce-
niny, bola vybran4 ako modelovy prokaryoticky organiz-
mus v sorpénych experimentoch huminovych kyselin na
povrch tychto bakteridlnych buniek®® (obr. 2). Miera sor-
pcie huminovej kyseliny zavisi od mnozstva sorbentu, ize
v tomto pripade od koncentracie biomasy. Dalsim, este
dolezitejsim faktorom je vplyv pH, kde sa zistila nepriama
z4vislost. LepSie vysledky sorpcie HK na biomasu boli
zaznamenané pri nizsej hodnote pH. Pocas biodegradacie
organickych xenobiotik bol skimany vplyv HK na mikro-
organizmy a zistilo sa, ze sa I'ahko a rychlo sorbuju na
povrch mikroorganizmu. Sledoval sa aj vplyv pridavku
fenolu (ako stresového faktora) do kultivacného média,

Obr. 2. Huminové kyseliny sorbované (a) na povrchu pddnej
Castice (cit.®), (b) ana povrchu baktérie Rhodococcus eryt-
hrophylis (cit™")
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ktory pravdepodobne ovplyvnil iniciaciu sorpcie HK na
biomasu. V experimentoch bez pridavku fenolu bola za-
znamenana niz§ia sorpcia PCP na bakterialny povrch ako
v jeho pritomnosti*’.

Vrstva sorbovanej huminovej kyseliny sluzi pravde-
podobne ako transportnd bariéra zniZujlca priechod mole-
kual do vnatrobunkového priestoru. Tak zrejme chrani bun-
ku pred nepriaznivymi podmienkami prostredia (nizke pH,
vysoka koncentracia toxickych latok) a napomaha rastu
a biologickej aktivite mikroorganizmu a biodegradacii, aj
po pridani vy$ej koncentracie toxickej latky . Negativ-
ny toxicky ucinok organickych xenobiotik na mikrofléru
sa prejavil v poklese rastu bakterialneho kmena Kocuria
varians, ktory disponuje schopnostou degradovat’ chlorfe-
noly. Takisto doslo k zniZeniu indexu nenasytenia mast-
nych kyselin dvoch hlavnych membranovych lipidov, fos-
fatidylcholinu a fosfatidyletanolaminu. Bolo zistené, ze
ucinkom chlérfenolov na bunkovii membranu dochadzalo
k inhibicii A’ a A'? desaturaz, ¢o su enzymy lokalizované
v bunkovej membrane zodpovedné za biosyntézu nenasy-
tenych mastnych kyselin®.

Zistilo sa, ze biologicka aktivita huminovych kyselin
zavisi od povodu (suroviny) a od spracovania, teda postu-
pu ich izolacie. Nie vSetky huminové kyseliny su biolo-
gicky aktivne, niektoré mozu posobit’ dokonca inhibi¢ne**.
Huminové kyseliny sprostredkovavaju prenos zivin a spo-
luvytvaraju Struktaru pddy.

Novak a spol.” skamali moznost’ vyuzitia odpadové-
ho uhlia zvySenim obsahu huminovych latok oxidaciou.
Bolo zistené, Ze biologickd aktivita takto pripravenych
huminovych latok je porovnatel'nd s aktivitou huminovych
latok extrahovanych z oxyhumolitu.

3.3. Uloha enzymov ako katalyzatorov
pri imobilizdcii xenobiotik
na huminové kyseliny
Proces imobilizacie vyskytujici sa v podach ma vel-
ky environmentdlny vyznam, pretoze mobze viest’

k znaénému zniZeniu biopristupnosti pesticidov a tym aj
ich toxickych uginkov>**’. Imobilizatny proces sprostred-
kovavaju enzymy alebo abiotické katalyzatory. Jednou
z najdolezitejSich katalytickych reakcii v pode je oxidacna
vézba, ktora viaze prirodne sa vyskytujice a tieZ xenobio-
tické zluceniny, ako su napr. pesticidy, na organickd hmo-
tu. Tato reakcia moze byt sprostredkovana oxidoredukta-
zami a moze mat’ detoxifikacny efekt. A tak imobilizacia
pesticidov vdzbou na pddne komponenty, napr. zabudova-
nim do Struktiry huminovych kyselin, méze byt uvazova-
n4 ako alternativna metdda na dekontaminaciu pod'®.

Xenobiotické fenoly st najprv enzymaticky oxidova-
né na aryl-oxy volné radikédly alebo chindny, ¢o néasledne
umoziuje ich vézbu na huminové zlozky. Napriklad, ked’
Sarkar a spol.”® inkubovali 2,4-dichlorfenol s fulvo kyseli-
nou, ziadna vdzba nebola pozorovana az do pridavku oxi-
doreduktdz, napr. hubovej tyrozinazy, chrenovej peroxida-
zy, alebo lakkazy z Trametes versicolor alebo Rhizoctonia
praticola.
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Avsak pouzitie mikrobialnych extracelularnych enzy-
mov ako katalyzatorov je stazené skutocnost'ou, Ze volné
enzymy st za drsnych podmienok v pdde rychlo inaktivo-
vané. Tento problém moZe byt prekonany imobilizaciou
vol'nych enzymov na tuhé nosice. Bolo dokazané, ze imo-
bilizacia zvySuje termostabilitu enzymov, zabrafuje ich
degradacii protedzami, a zvySuje ich polCas rozpadu. Av-
Sak enzymova aktivita po imobilizacii zavisi na metode
imobilizacie a podstate tuhého nosiga™*’.

Pouzitie enzymovej vdzby na detoxifikdciu vyvolava
ur¢ité znepokojenie nad koneénym osudom viazanych
pesticidov. Dostupné data vSak indikuju, ze ak su uz raz
xenobiotika inkorporované do pody, uvolnuji sa velmi
pomalou rychlostou a v minimalnom rozsahu. Postupné
uvolmovanie by nemalo sposobovat’ nasledné nebezpecie
pre zdravie, pretoZe postupne uvolnené zlu¢eniny mdzu
byt mineralizované na CO, alebo reimobilizované do pod-
nej matrice.

Za Gcelom praktickej aplikacie enzymatickej dekonta-
mindcie je potrebny rozsiahly vyskum pre analyzovanie
akumulacie, biopristupnosti a toxicity viazanych rezidui
pesticidov za pddnych podmienok. Vyskum by mal byt
sustredeny na vyvoj novych metdd pre maximalizaciu
vizbového procesu, napr. s pouzitim imobilizovanych
enzymov, abiotickych katalyzatorov, alebo ko-
polymérnych ¢inidiel. Vsetky doterajsie vysledky nazna-
cuju, ze enzymatickd alebo abioticka inkorporacia xeno-
biotik do humusu poskytuje uc¢inni metoédu pre detoxifika-
ciu nebezpe¢nych polutantov'®.

Hydrofobne latky, globalne kontaminanty zivotného
prostredia, su nebezpe¢né najmid vtedy, ak sa v pode vy-
skytuju dlhodobejsie, ¢im sa umerne zvySuje ich perzisten-
cia. Dochddza k vyraznému zniZeniu ich biodostupnosti
pre potencialnych mikrobialnych degradérov, ¢im sa zhor-
Suju moznosti redukovania tychto latok prirodzenou biolo-
gickou cestou. V takomto pripade je mozné na znizenie ich
hydrofobnosti pouzit’ povrchovo aktivne latky, ktoré avSak
modzu negativne ovplyviovat’ degradacnu aktivitu pritom-
nych mikroorganizmov a v kone¢nom dosledku sa aj tieto
latky, tzv. biosurfaktanty, pokial’ nie st biodegradovatel-
né, stavaju kontaminantami.

Napriek pochybnostiam niektorych autorov®®, Fava
a spol.*"? Gspesne vyuzili vyssie opisané pozitivne vlast-
nosti huminovych latok ako prirodzene sa vyskytujicich
povrchovo aktivnych latok na podporu aktivity pddnych
mikroorganizmov v prostredi kontaminovanom vysokymi
koncentraciami polyaromatickych uhlovodikov (PAH)
a polychlorovanych bifenylov (PCB). V experimentoch
dokazali, ze pridavok HL vyrazne ovplyvnil aktivitu pri-
tomnej mikrofléry a tiez biodegradaciu PCB.
V pritomnosti HL bola preukazana vyssia odolnost’ mikro-
organizmov vo¢i PCB v porovnani so vzorkami bez pri-
davku HL. Tym bola dosiahnuté az o 100 % vyssia dechlo-
racia a biodegradacia PCB. Takisto bol Studovany vplyv
HL na aerdbnu bioremediaciu pddy kontaminovanej PAH.
HL umoznovali zvySenie biodostupnosti PAH, v dosledku
¢oho bola redukcia tychto latok v pritomnosti HL rychlej-
Sia a intenzivnejsia, o spdsobilo aj vyrazné zniZenie pod-
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nej ekotoxicity.

Chlorované fenoly, najmé pentachlorfenol, tieZ patria
k ¢astym kontaminantom Zivotného prostredia a vyznacuju
sa podobnymi vlastnost’ami ako vysSie uvedené hydrofob-
ne latky. Huminové latky, resp. huminové kyseliny st
vyuZzivané aj pri laboratérnych experimentoch na bioreme-
diaciu PCP v p6de’?*3  Cielom je potvrdenie
a doplnenie uz existujucich jednozna¢nych dokazov, ziska-
nych na PCB a PAH, ¢o by znamenalo mozné vyuzitie HK
v bioremedia¢nych technolégidch aj pri dekontamindcii
PCP a pesticidov, ktorych su ¢asto hlavnou zlozkou.

4. Zaver

Je zname, zZe fenolické zluceniny slazia ako prekurzo-
ry huminovych kyselin. Tento fakt je mozné vyuZit pri
imobilizécii a detoxifikacii podnych kontaminantov. Me-
dzi ne Casto patria chlorfenoly zndme ako zékladné zlozky
mnohych pesticidov. Struktura prirodnych huminovych
kyselin je vhodnd pre sorpcné, idnovo-vymenné
a biodegradacné procesy. Dokonald znalost’ vlastnosti
tychto latok je nevyhnutnd pre ich SirSie uplatnenie aj
v remediacnych technologiach.

Zoznam skratiek

HK huminové kyseliny

HL huminové latky

FK fulvokyseliny

OMK organo-mineralny komplex
PAH polyaromatické uhl'ovodiky
PCB  polychlérované bifenyly
PCP  pentachlérfenol

POH pddna organickd hmota
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chemical Technology, Faculty of Chemical and Food
Technology, Slovak University of Technology, Bratislava,
Slovak Republic): Interactions of Humic Acids with
Contaminants

Humic acids are the most important and a major part
of naturally occurring humic substances. They form
a complex amorphous heterogeneous mixture containing
reactive structures such as aromatic rings and phenolic and
carboxylic functional groups. Humic acids have excellent
sorption properties and thus are widely used in remedia-
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1. Co jsou to fytoremediace?

Jednou z moznosti, jak odstranit kontaminaci
z Zivotniho prostiedi, je vyuZzit tzv. pfirozenou atenuaci.
Proces ,,pfirozeného snizovani kontaminace® (pfirozena
atenuace — MNA) je definovan jako souhrn déja ptirozené
se vyskytujicich v Zivotnim prostiedi, které bez lidského
zasahu vedou k omezeni mnozZstvi, toxicity, mobility, ob-
jemu nebo koncentrace kontaminantt.

Naproti tomu byly fytoremediace definovany jako
vyuziti zelenych rostlin a s nimi asociovanych mikroorga-
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nismt, pudnich dopliki a agronomickych technik pro
odstranéni ¢i transformaci kontaminantii z zivotniho pro-
stfedi. Pti fytoremediacich se mohou uplatiiovat Ctyfi riz-
né procesy: extrakce kontaminantii z pudy a vody (hlavné
tézkych kovli a radionuklidi), degradace organickych
sloucenin, volatilizace organickych sloucenin (ale také
nékterych anorganickych jako napf. Hg, Se a As) a stimu-
lace mikrobialniho metabolismu v rhizosféfe. Presna klasi-
fikace fytoremediacnich technik je uvedena v tab. 1. Fyto-
remediacni techniky se déli podle typu kontaminantu
a jeho zpracovani rostlinami. V poslednim sloupci jsou
popsany typické rostliny, které byvaji uzivany pro jednot-
livé aplikace'.

Mechanismus fytoremediace tézkych kovi muze byt
zjednoduSené popsan jako odstranéni kovl z pudy jejich
transportem do kofend, stonkd a listd. Rostliny jsou na-
sledn¢ sklizeny a odstranény a plocha je opét osazena rost-
linami do té doby, nez se koncentrace kovi v pudé snizi na
pijatelnou hladinu®.

V pripadé organickych latek se enzymy v kofenech
rostlin U€astni degradace organickych kontaminantd. Frag-
menty jsou pak zabudovany v nové rostlinné biomase’.
Fytodegradace vyuziva nékteré ze stejnych enzymd, které
se podileji na akumulaci v tkdnich. Enzymy schopné modi-
fikovat organické latky tim, ze vytvareji postranni skupiny
na organickych slouceninach a tim zvySuji rozpustnost
a umoznuji konjugaci, hraji ve vychozich krocich fytode-
gradace vyznamnou roli. Mezi tyto skupiny enzymu tcast-
nicich se fytodegradace patii dehalogenasy, mono- a dio-
xygenasy, peroxidasy, peroxygenasy, karboxylesterasy,
laccasy, nitrilasy, fosfatasy a nitroreduktasy*.

2. Rozdéleni fytoremedia¢nich technik

2.1. Fytodegradace

Fytodegradace je proces, pii némz dochazi k absorpci,
pfeméné a odbouravani kontaminantu uvniti rostliny. Za
fytodegradaci 1ze povazovat i proces snizovani kontami-
nantu v disledku uvoliovani enzymatickych metabolith
rostliny do pidy. Fytodegradace se pouzivaji predevsim
pro odstrafiovani organickych polutanti® (PAH, PCB, vy-
busniny, detergenty). Pfi fytodegradacich je potieba zajis-
tit, aby nedochézelo k pfeméndm na metabolity, které jsou
toxiCtejsi, nez samotny polutant.

2.2. Rhizodegradace

Metoda pracuje na zakladé zvyseni mnozstvi pidnich
bakterii v pudé¢ diky kofenovému systému vysazenych
rostlin, coz umozfuje snizit mnozstvi kontaminantu
v pudé’. Kofeny vyluduji do pady mnoho organickych
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Tabulka I
Typické rostliny pouzité pii riznych fytoremediac¢nich aplikacich’
Aplikace Médium Kontaminanty Typické rostliny
Fytotransformace  pida, podzemni voda, herbicidy; chlorované alifatické freatofytické stromy (Celed’ Salix,
vyluhy ze skladek, uhlovodiky (napt. TCE); aromatic- vcetné topolu, vrby, amerického
aplikace odpadnich vod  ké uhlovodiky (napi. BTEX); topolu); travy (Zito, kostfava, troskut
na pady explosiva (TNT, RDX, HMX, prstnaty, ¢irok, proso panenské, ra-
perchlorat); ziviny (dusi¢nany, kos, lesknice kanarska); Fabaceae
amoniak, fosfaty) (jetel, vojtéska, vigna)
Rhizosferni puda, sedimenty, biodegradovatelné organické latky traviny s vlaknitymi kotfeny (troskut
bioremediace aplikace na ptdu, (BTEX, TPH, PAHs, PCBs, prstnaty, kostfava, zito); uvoliiovace
omezené skladky pesticidy) fenolickych latek (moruse, jablon,
Maclura aurantica), freatofytické
stromy
Fytostabilizace puda kovy (Pb, Cd, Zn, As, Cu, Cr, Se, freatofytické stromy pro hydraulic-

U); hydrofobni organické slouce-  kou kontrolu; travy s vlaknitymi
niny, které nejsou degradovatelné kotfeny pro kontrolu eroze

Fytoextrakce puda, sedimenty, kovy (Pb, Cd, Zn, Ni, Cu) hoicice sareptska (Brassica juncea);
brownfields slunecnice (Helianthus spp.); Thlaspi
carulescens
Rhizofiltrace podzemni voda, odpadni  kovy (Pb, Cd, Zn, Ni, Cu); vodni rostliny: mokiadni (orobinec,
voda pres umélé mokiady radionuklidy, hydrofobni ruzkatec, Potamogeton nodosus,
organické slouceniny maranta titinova); vodni (fasy, paroz-
natka, stolistek vodni, Hydrilla spp.)
Fytovolatilizace pudy a sedimenty Se, As, Hg, t€kavé organické Brassica juncea; moktadni rostliny;
slouceniny (napi. MTBE) freatofytické stromy pro zachyceni

podzemnich vod

Pozn.: BTEX — benzen, toluen, ethylbenzen a celkovy xylen; HMX — oktahydro-1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetrazocin;
MTBE — methyl-terc-butylether; PAHs — polycyklické aromatické uhlovodiky; PCBs — polychlorované bifenyly; RDX —
hexahydro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazin; TCE — trichloroethylen; TNT — 2,4,6-trinitrotoluen; TPH — celkové ropné uhlovodiky

sloucenin (napf. cukry nebo alkoholy), jez se stavaji potra- 2.4. Fytoakumulace
vou pro pudni bakterie. Diky dostatku zivin pocet mikroor-
ganismu rapidné vzrista a dochazi také ke stimulaci jejich Je metoda zalozend na absorpci kontaminantu kofeny
aktivity, coz je dulezité pro odbouravani okolnich polutan- rostliny s naslednou akumulaci v nadzemni ¢ésti rostliny.
tu. Po této fazi nasleduje sklizen rostlin, se kterymi je nutno
zachazet jako s odpadem a je tedy nutné pied samotnou
2.3. Fytostabilizace aplikaci rostlin dobfe uvazit, jakym zptisobem bude s takto
vzniklym odpadem dale nakladano. Nutnym piedpokla-
Fytostabilizace vyuziva rostliny k imobilizaci vodnich dem pro fungovani metody je hyperakumulacni vlastnost
a pidnich kontaminantti. Zavisi na chemickych, biologic- rostlinného druhu vici sanovanému kontaminantu. Metoda
kych a fyzikalnich vlastnostech pidy. Kofenovy systém se s uspéchem pouziva pii sanaci tézkych kovi, polokovil
diky adsorpci, absorpci, komplexaci a precipitaci sniZuje (As, Se), radionuklidd a nekovi (napt. B), av§ak neni prilis
moznost vymyvani kontaminantu zpidy, sedimentl vhodn4 pro organické latky, které mohou byt rostlinou
a kalu. Pii fytostabilizaci se dale uplatiuje vliv produkce metabolisovany na jesté toxi¢téjsi slou¢eninu nebo mohou
huminovych latek, které¢ vazi kontaminant v ptdé. Svym byt rostlinou vydychany do ovzdusi.
vzrustem také zabranuji vodni a vétrné erozi, ¢imzZ zabra- Jednou z moznosti vyuziti fytoakumulace je fytomi-
fiuji rozptylu kontaminace na povrchu. Fytostabilizace 1ze ning. Fytomining vyuziva rostlin pro zpracovani neekono-
uzit tam, kde je potfeba obnovit vegetacni pokryvku, ale mické rudy. ,,Rostlino-hornici“ budou péstovat a sazet
kvili vysoké kontaminaci nelze na zasazeném tzemi apli- hyperakumulujici rostlinné druhy. Nésledné sklidi rostlin-
kovat béznou vegetaci. Uziva se pro finalni tpravu ploch, nou biomasu a spali ji a vyprodukuji ,,bio-rudu®.
kde byly k odstranéni znecisténi pouzity jiné sanacni tech- Fytomining ma néasledujici jedine¢né mozZnosti:
nologie.
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nabizi moznost vyuziti rud a zrudnénych pud, které je
neekonomické zpracovavat konven¢nimi metodami,
,bio-ruda“ je prakticky bezsirna a jeji tavba vyzaduje
méné energie nez sulfidické rudy,

obsah kovu v ,bio-rudé“ je obvykle mnohem vyssi
nez v rudé bézné, a proto potiebuje méné skladovaci-
ho mista,

fytomining je ,,green technologie, kterd jako alterna-
tiva k povrchovému dolovani podfadnych rud, by
umoznila nepfesunovat ptidni materiél.

.5. Rhizofiltrace

Rhizofiltrace se aplikuje pfi odstraiiovani kontami-
nantu z povrchovych, splaskovych nebo vycerpanych pod-
zemnich vod pouzitim kofenového systému rostlin. Docha-
zi k precipitaci kontaminantu na kofenovém systému nebo
k absorpci piimo v kofenech. Narozdil od fytoextrakce
jsou pfi rhizofiltraci cilovou ¢asti rostliny kofeny. Metoda
je cenové vyhodna pro piipady znecisténi velkych objema
vody malymi koncentracemi polutantl. S uspéchem se
pouziva napt. v Cernobylu, kde se diky sluneénicim od-
strafiuji isotopy Cs a Sr z povrchovych vod’.

2.6. Fytovolatilizace

Pri fytovolatizaci dochézi k pfijmu kontaminantu
kofenovym systémem rostliny a transportu do nadzemni
Casti, v n€kterych pifipadech jesté nasledovany biotransfor-
maci kontaminantu. Poté prob&hne transpirace t€kavého
kontaminantu, t€kavého produktu metabolismu nebo tc¢ka-
vé formy plivodné netékavé latky. Metodu lze aplikovat
spise pii odstranovani organickych polutantt, jako je napf.
MTBE a jiné slozky benzinu. Pfikladem je pouziti topolu
zlutého na pady znecisténé rtuti. Topol mtze diky bakteri-
im obsahujicim rtut-reduktasu redukovat Hgll na kovovou
rtut’ a tu nasledné vydychat do ovzdusi®. Pouziti fytovolati-
zace je nicméné¢ kontroverzni, nebot nedochazi
k odstranéni kontaminace, ale pouze k pfesunu kontami-
nantu z pidy do ovzdusi.

3. Pro¢ fytoremediace?

Jednou z nejvétsich vyhod fytoremediaci je mnozstvi
kontaminovaného materidlu, ktery je nutno likvidovat
v porovnani s klasickym vytéZenim kontaminované pudy.
Dal§imi vyhodami t&chto metod jsou’:
aplikace in situ (neni potieba transportovat kontami-
novanou pudu),
pasivni metoda (pro €iSténi neni potieba lidského per-
sondlu, krom¢ seti a né€kterych agronomickych tech-
nik),
vyuziva solarni energii (pro fotosyntézu, ktera je zdro-
jem energie pro vSechny biochemické procesy
v zelenych rostlinach),
transfer kontaminantti je rychlejsi nez ptirodni atenua-
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ce,
vysoce akceptovatelné vefejnym minénim (lidé maji
mnohem vice radi zelenou pifirodu nez mésicni kraji-
nu),

snizeni plynnych a vodnich emisi (napf. snizeni pras-
nosti),

ptda zlstdva na mist¢ a je mozné ji vyuzit k jinému
ucelu (napt. péstovani energetickych a technickych
plodin),

slucitelné s ,,klasickymi* dekontamina¢nimi technolo-
giemi (napf. fytoremediace jako kone¢na metoda pro
docisténi na pozadovanou uroven).

Na druhou stranu maji tyto metody samoziejmé také
mnoho nevyhod nebo omezeni'’:
nizka tolerance rostlin vii¢i polutantim (mnoho slou-
¢enin je toxickych ve vysokych koncentracich, presto-
Ze jsou rostliny mnohem vice rezistentni nez zvirata ¢i
¢lovek),
obvykle nizky transport kontaminantt z kofenti do
nadzemnich ¢asti (ddlezité protoze jsme obvykle
schopni sklidit pouze nadzemni ¢ast rostlin),
mala  velikost rostlin  schopnych  remediace
(kontaminanty redukuji rist rostlin a hyperakumulato-
ry jsou obvykle rostliny s nizkou produkci biomasy),
chybi cena a provadéci udaje (potieba kalkulace ce-
ny),
neobezndmenost s technologii u dozor¢ich organt
(lidé a specialné ufednici maji skepsi vici novym
neznamym metodam),
ukladani kontaminovaného rostlinného materialu
(potieba specialnich skladek a nebo fizené spalovani),
nebezpeci kontaminace potravniho fetézce
(kontaminované rostliny mohou byt spasany zivoci-
chy),
kontaminace  pod  dosahem  kofenové  zdény
(kontaminace miZe byt rozsifena mimo tenkou vrstvu
pudy, ve které koteni vétSina rostlin),
dlouhodoby proces (az desitky let),
kontaminant je v biologicky nedostupné formé
(naptiklad hydrofobni organické slouceniny, neroz-
pustné anorganické slouceniny),
chybi rostlinné druhy vhodné pro remediaci (mnoho
hyperakumulatort roste v subtropickém pasmu).

4. Zdroje kontaminace

Zdroje kontaminace pochézeji z antropogenni ¢innos-
ti'® (chemické zavody, metalurgie, energetika, doprava atd.
a v neposledni fadé¢ pak méstskd odpadni voda). Hlavni
kontaminanty, které produkujeme a které kontaminuji
vodu, ptidu a ovzdusi, jsou:
tézké kovy (Cd, Pb, Cr, As atd.),
radionuklidy (uran, tricium, 9Co, ¥7Cs a *’Sr),
explosiva (TNT, NG atd.),



Chem. Listy 102, 346-352 (2008)

barviva a jejich prekurzory,

pesticidy,

PCB,

PAH,

,»noveé“ kontaminanty (farmaka, viing, detergenty atd.).

5. Pro¢ rostliny pfijimaji toxické kovy?

K rtistu a dokonceni zivotniho cyklu potiebuji rostliny
nejen makronutrienty (N, P, K, S, Ca a Mg), ale také esen-
cialni mikronutrienty, jako jsou Fe, Zn, Mn, Ni, Cu a Mo.
Rostliny vyvinuly vysoce specificky mechanismus piijmu,
translokace a ukladani téchto nutrientd. Navic citlivé me-
chanismy udrzuji intracelularni koncentrace ionti kovi
uvnitt fyziologického rozmezi. Obecné lze fici, Ze mecha-
nismus piijmu je selektivni, rostliny uptednostiiuji piijem
nékterych iontd pfed jinymi. Mnoho tézkych kovl jako
napt. Zn, Mn, Ni a Cu jsou esencialni mikronutrienty.
Rostliny neakumuluji pouze vysoké hladiny esencialnich
mikronutrientd, ale také absorbuji vyznamna mnozstvi
neesencialnich kov, jako je napt. Cd. Mechanismus aku-
mulace Cd neni dosud objasnén. Je mozné, Ze piijem toho-
to kovu v kofenech je pres systém ucastnici se transportu
jiného esencialniho dvojmocného mikronutrintu, zfejmeé
Zn*". Kadmium je chemicky analog zinku a rostliny nejsou
schopny rozlidovat mezi témito dvéma ionty'°.

6. Hyperakumulatory

Hyperakumulatory jsou obvykle definovany jako
druhy schopné akumulovat kovy v hladinach 100x vyssich
nez jsou koncentrace stanovené v béznych neakumuluji-
cich rostlinach. Cili hyperakumulatory jsou schopny kon-
centrovat vice nez: 10 ppm Hg; 100 ppm Cd a Se;
1000 ppm Co, Cr, Cu, Ni a Pb; 10 000 ppm Mn a Zn. Do
soucasnosti bylo popsano asi 450 rostlinnych druhd z vice
nez 45 rostlinnych celedi schopnych hyperakumulovat
kovy. Nejvice hyperakumulatorti biokoncentruje Ni, okolo
30 absorbuje bud’ Co, Cu, a/nebo Zn, jest¢ méné druhi
akumuluje Mn, Cd a Pb (cit.'").

Napriklad rozsiteni vsech niklovych hyperakumulato-
i ve svété bylo lokalizovano v jedné ze sedmi oblasti. Je
potfeba poznamenat, Zze hyperakumulatory nebyly nikdy
nalezeny v oblastech ptedchoziho zalednéni ziejmé proto,
ze 10000 let od posledni doby ledové neni dostatecné
dlouhou dobou pro vyvoj vlastnosti hyperakumulace''.

Nejznaméjsi hyperakumulétor niklu Sebertia acumi-
nata je klasickym piikladem hyperakumulujicich rostlin.
Je schopen koncentrovat vice nez 1,8 % Ni (na suSinu)
v xylemové tkéni. Jeho modro-zeleny latex obsahuje vice
nez 1,12 % niklu (na Cerstvou biomasu) a je to ziejmé
nejvyssi koncentrace niklu, kterd byla nalezena v zivém
organismu. Nikl je zde ve formé¢ nizkomolekularniho, ve
vodé rozpustného organického komplexu''.

Rostliny zrodu Thlaspi jsou rozSifeny hlavné
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ve stiedni a jizni Evropé a mezi nimi se vyskytuje fada
hyperakumulatort zinku, olova, niklu a kadmia''.

7. Molekularni mechanismus p¥ijmu toxickych
kovii

Akumulace prechodnych kovi rostlinami predpokla-
d4 pfitomnost propracovaného molekuldrniho mechanis-
mu. Tonty kovii jsou mobilizovany pomoci sekrece chela-
tord a okyselenim rhizosféry. Pfijem hydratovanych iontd
kovii nebo komplexti kov-chelat je zprostiedkovan fadou
ptijmovych systémui sidlicich v plasmatické membrané.
V buikach jsou kovy chelatovany a piebytecny kov je
detoxifikovan transportem do vakuoly. Z kofent jsou pie-
chodné kovy transportovany do nadzemnich ¢asti rostlin
xylémem. Pravdépodobné nejvétsi cast kova se dostane do
xylemu pres kotfenovy symplast. Apoplasticky prichod
miZe nastat v kofenové Spicce. V xylému se kovy vysky-
tuji jako hydratované ionty nebo komplexy kov-chelat. Po
dosazeni apoplastu listll jsou kovy rizné¢ zachyceny rtizny-
mi typy listovych bunék a ptfesunuty z bunky do bunky
pfes plasmodesmu. Jsou pfednostné ukladany v tricho-
mech. Pfijem do listovych bunék je opét umoziovan riz-
nymi transportéry. Vnitrobunécna distribuce esencialnich
pfechodnych kovu je zprostfedkovana specifickymi meta-
lochaperony a transportéry lokalizovanymi v endomem-
branach'.

Pro zvySeni ochrany proti toxickym tézkym kovim
musely rostlinné builky vyvinout mechanismy, pomoci
nichz jsou ionty kovi, které se dostanou do cytosolu bun-
ky, ihned komplexovény a inaktivovany. Slouceniny, které
se ucastni komplexace kovt, zahrnuji organické kyseliny,
volné aminokyseliny, glutathion, fytochelatiny, metalothi-
oneiny, metalochaperony a ,.heat shock® proteiny. Metalo-
thioneiny jsou polypeptidy bohaté na cystein, které jsou
kodovany skupinou gend. Na druhou stranu fytochelatiny
jsou skupinou enzymaticky syntetizovanych peptidi boha-
tych na cystein'*'*.

Detoxifikace obecné zahrnuje konjugaci nésledova-
nou aktivnim uloZenim ve vakuole a apoplastu, kde je
polutant nejméné nebezpecny. Rostliny mohou uvolnit
slouceniny ze svych kofent a tim zvysit rozpustnost polu-
tantdl a jeho pfijem rostlinou. Uvnitf rostlinnych tkani hraji
tyto chelatory roli v toleranci, ulozeni a transportu anorga-
nickych a organickych latek. Chelatované kovy mohou byt
v kotenech ulozeny ve vakuole nebo mohou byt exporto-
vany do nadzemnich ¢asti xylémem. Jak bylo feceno vyse,
mohou byt organické latky konjugovany a ulozeny a nebo
enzymaticky degradovany”.

r oy

8. Zvyseni ucinnosti fytoremediace

Fytoremediace je v podstaté agronomicky postup
a jeji uspéch zavisi nakonec na agronomickych znalostech
aplikovanych na plochu. Diky tomuto faktu jsou hnojeni
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pudy, zvySovani biodostupnosti pomoci syntetickych che-
latort, selekce rostlin, hustota rostlin pfi vysadbé, stridani
plodin a podpora plodin (hubeni $kidci a zavlaZovani)
schopny zlepsit ucinnost fytoremediaci. Velice dulezité jsou
informace z vyzkumu. Vyzkum je potfebny pro identifikaci
fytoremediujicich druhti schopnych udrzet stalou rychlost
extrakce kovu. Mnoho informaci je také potrebnych pro
optimalizaci doby sklizné. Rostliny by mély byt sklizeny
v dobg, kdy se snizuje rychlost akumulace kovu rostlinou.
To by mohlo minimalizovat dobu kazdého vegetacniho cyk-
lu a umoznit sklizet mnohem vice biomasy v jedné sezéns'’.
Transgenni rostliny mohou byt novou a moderni ces-
tou, jak zvysit G¢innost fytoremediaci. Mnoho genl se
ucastni piijmu kovu, translokace, ukladani a transferu. To
mize vést k rozvoji transgennich rostlin v zavislosti na
strategii, pro kterou budou zkonstruovany. Napiiklad pro
akumulaci vysokych koncentraci kovi ve skliditelnych
Castech. Transfer nebo overexprese genti povede ke zvyse-
ni pfijmu kovi, jejich lepsi translokaci, uloZeni nebo mezi-
bunéénému zacileni. Genetickd uprava syntézy chelatorti
kovi v rostlinach zlepsi jejich schopnosti pfijimat kovy.
Pro rozvoj ucinnych transgennich rostlin pro fytoremediaci
musi byt do béznych rostlin vneseny geny z hyper-
akumulatorii nebo jinych zdroji. Nékteré z moznych ob-
lasti genetické manipulace jsou uvedeny v tab. II. Vyzkum
se zaméfuje na metalothioneiny, fytochelatiny a chelatory
kovi, na transportéry kovi, na enzymatické transformace
ana alternativni metabolické drahy nebo mechanismy oxi-
dativniho stresu a na zmény v kofenech (zvySeni kotenové
plochy a vétveni kofenil) nebo na produkci biomasy"’.

Referat

8.1. Somaticka hybridizace

Somaticka hybridizace je jednou z moznosti jak pfi-
pravit rostliny s potfebnymi vlastnostmi. Gleba a spol.”
pripravili asymetrické somatické bunécné hybridy mezi
B. juncea (akumulator olova produkujici velké mnoZzstvi
biomasy) a T. caerulescens (znamym jako Zn a Ni hypera-
kumulator). Hybrid vykazoval zvyseni rezistence k Pb, Ni
a Zn a celkové mnozstvi fytoextrahované¢ho Pb bylo mno-
hem vyssi diky vysokému mnozstvi produkované biomasy.
Tento uzite¢ny pokus somatické bunécné hybridizace mezi
rostlinami s vysokou produkci biomasy a hyperakumulato-
ry s nizkou produkci biomasy proto mulize pomoci vyvi-
nout hybridy s vysokou produkci biomasy a hyperakumu-
la¢ni kapacitou'.

8.2. Genetickd manipulace

Remediac¢ni kapacita rostlin mtize byt vyznamné zlep-
Sena technologiemi genetické manipulace a transformace
rostlin. Identifikace specifickych gentli z hyperakumulatori
a jejich nasledny transfer do rychle rostoucich druhi se
ukdzala byt velkym pfinosem, jak bude demonstrovano na
nasledujicich dvou pftikladech'®. Tabulka Il prezentuje
ptehled overexprimovavych genti pouzitych v soucasnych
pracich zabyvajicich se zlepsenim fytoremediacni kapacity
rostlin transgennimi postupy.

Prvni piiklad je z Ciny. Li a spol.'® izoloval cDNA
fytochelatin synthasy (CdPCSI) z troskutu prstnatého
(Cynodon dactylon L. cv. Goldensun). Tato travina je vy-

Tabulka IT

Produkty overexprese gent v sou¢asnych transgennich rostlinach'’

Fytoextrakce Fytovolatilizace Fytodegradace
metallothionein Hg(I) reduktasa PETN reduktasa
glutathion synthetasa organomerkurial lyasa nitro-reduktasa
(y-Glu-Cys) synthetasa cystathionin-y-synthasa y-ECS a GS

ATP sulfurylasa selenocystein methyltransferasa lidsky cytochrom

serin acetyl transferasa
fytochelatin synthasa
glutathion reduktasa
cystein synthasa
selenocystein methyltransferasa
cystathionin-y-synthasa
arsenat reduktasa
kationtovy kanal
vakuolovy transportér
Zn a Fe transportér
transportér tézkych kovl
transportni protein

ferric reduktasa

sav¢i cytochrom

krysi mono-oxygenasa
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Obr. 1. Koncentrace Cd v rostlinach tabiaku po 3 tydnech
kultivace se 100 pmol L' CdCl,; WT - divoce rostouci rostliny,
C6 — transgenni linie, prevzato z lit.'°

soce rezistentni a schopna akumulovat velkd mnozstvi
kadmia. Gen CdPCS! z této traviny byl vloZen do rostlin
tabaku. Hladina fytochelatinu se v nekterych liniich
transgenniho tabaku zvysila 3,88x neZ v divoce rostoucich
rostlinach a obdobné akumulace kadmia v téchto transgen-
nich rostlinach byla zvySena 3,21x (obr. 1). Vysledky uka-
zuji, Zze v budoucnosti by CdPCSI mohl byt vyuzit jako
genovy prvek pro fytoremediace.

Druhy piiklad je z Japonska. Kurumata a spol.'® trans-
formoval Arabidopsis thaliana chimérickym genem nitro-
reduktasy z Escherichia coli pomoci Agrobacterium tume-
faciens. Divoce rostouci typ rostlin nevykazoval zadny
rast v pritomnosti 0,1 mM TNT oproti transgennim rostli-
nam, které rostly v téchto podminkach téméf normalné.
KdyZz semenacky plovaly na pramku na roztoku s TNT,
pak se pfijem TNT diky expresi bakteridlni NTR zvysil 7
az 8x. To ukazuje, ze exprese bakterialni NTR zlepsuje
schopnost rostlin degradovat TNT (obr. 2).

9. Planovani a aplikace fytoremediace

Pii rozvaze, zda je fytoremediace vhodnd pro nasi
kontaminovanou plochu, si musime polozit nasledujici
otazky. Podporuje pida a klima rust rostlin? Je rist vybra-
nych rostlin slucitelny s pfitomnosti kontaminantu? Je
mozné na kontaminované pudé kultivovat rostliny? Neni
kontaminace hloubgji nez 3 metry? Mame k dispozici Cas
delsi nez dva roky? Pokud na vSechny otazky odpovime
kladné, pak lze pouzit fytoremediaci.

Nésledné musime ucinit dal$i uvahy. Potfebujeme
znat, co si pocneme s rostlinnou biomasou po sklizni. Zda
mame dostatecny prostor pro ¢iSténi vody (je hydraulicka
rychlost odstraiovani kontaminantd dostatecna?) Jaka je
ochrana plodin pfed zvifaty (at’ uz z divodu mozné konta-
minace potravniho fetézce, tak z divodu zniceni rostlin).
Jaka je toxicita kontaminantQ v rostlinné biomase pro zvi-
fata a pro ¢loveéka. Je k dispozici potfebna ochrana pred
skidci a kontrolovany pfistup?

A v prubéhu fytoremediace je potieba provadét moni-
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Obr. 2. Koncentrace TNT cyny V zavislosti na ¢ase; deset dni
staré semenacky rostouci asepticky byly inkubovany v médiu
obsahujicim 0,25 mM TNT po dobu 7 dni. Koncentrace TNT
v médiu je zobrazena v zdvislosti na ¢ase inkubace v pritomnosti
divoce rostoucich (WT; [1) nebo transgennich (Trl; []) rostlin
a bez pritomnosti rostlin (NP; D), pevzato z lit."®

torovani probihajicich procesi. Sleduje se rust rostlin,
rostlinné tkané (ulozeni kontaminantdl), rostlinnd miza
a korelace jejiho toku s meteorologickymi daty, odparova-
né plyny z povrchu rostlin (hlavné v pripadé volatilizace
kontaminantt) a spodni voda a pida.

10. Zavér

Dalsi vyzkum biochemickych procesti xenobiotik by
mél byt zaméten na fytotoxickd omezeni rostlin. Genetické
inzenyrstvi dovoli rostlindm tolerovat vysoké koncentrace
chemikalii. Tyto nové znalosti budou umoznovat mnohem
roziifenéjéi a efektivnéjsi aplikaci fytoremediace nez do-
sud’.

Tato prdce byla podporovina projektem GA CR
522/06/P002, projektem IMOG6030 a projektem AVOZ
50380511
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Phytoremediation involves the use of plants for ex-
traction, sequestration and detoxication of pollutants. This
method is considered as an ecologically responsible alter-
native to the environmentally destructive physical reme-
diation methods currently practised. A number of plants
have been identified as hyperaccumulators in the phytoex-
traction of a variety of metals; some of them have been
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This paper reviews various phytoremediation methods,
their advantages and limitations and potential improve-
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VLIV DLOUHODOBEHO UZiVANI
PERVITINU NA METABOLISMUS
VAPNIKU A FOSFORU V KOSTECH

SONA JIRSAKOVA, RICHARD PIKNER
a VACLAV VYSKOCIL

II. interni klinika — Osteocentrum, Fakultni nemocnice
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Jirsakova.sona@seznam.cz

Doslo 14.12.07, pfijato 15.1.08.

Klic¢ova slova: pervitin, kostni metabolismus, metabolismus
vapniku a fosforu

Uvod

Zneuzivani drog, abusus, nejcastéji v podobé naduzi-
véni, je stav bud’ jednorazovy, malo &asty, &i trvaly'. Kro-
me ,,drog v uzsim slova smyslu“ se zavislost tyka i alkoho-
Iu, kofeinu, tabaku a nékterych 1ékt. Drogova zavislost je
chorobny stav, ktery se vyznacuje nezvladatelnou touhou
po opakovaném uziti drogy, Casto stendenci zvySovani
davek. Pii nedostatku drogy muaze vzniknout abstinencni
syndrom podminény existenci psychické ¢i fyzické zavis-
losti. Rada zneuzivanych latek se podili na vzniku nemoci,
jako napt. koufeni na rakoving plic, alkohol na onemocné-
ni jater apod. V téchto pfipadech je pfi¢inna souvislost
dobfe zndma a popsana. I kost patii mezi tkan€, na néz byl
prokéazan Skodlivy vliv alkoholu a nikotinu. Bylo doloze-
no, Ze tyto zavislosti kostem $kodi a mohou byt rizikovym
faktorem rozvoje osteopordzy, neboli profidnuti kosti* ™.

Dosud ale chybi literarni tidaje o vlivu drog v uz§im
slova smyslu (,,tvrdych drog*) na kostni tkan.

Osteopordza je metabolické onemocnéni, pii némz
ubyva organicka i mineralni slozka kostni hmoty, dochazi
ke zhorSeni architektoniky a ke sniZeni mechanické odol-
nosti kosti. Vznikd nepomérem mezi kostni novotvorbou,
za niZ jsou odpoveédné bunky osteoblasty, které produkuji
organickou kostni hmotu. Ta mineralizuje pfevazné ionty
véapniku a fosforu a tvoii hydroxyapatit. Na druhé strané je
kost odbouravana ¢innosti bunék osteoklasti, které pomoci
enzymi odbouravaji jeji organickou i anorganickou sloz-
ku. Kost potom nestaci plnit svou podptirnou tlohu a pfi
pusobeni jiz pomérné malého nasili dochazi ke zlomeni-
nam™®.

Rizikové faktory vzniku osteopordzy se déli na ovliv-
nitelné a neovlivnitelné. >*” Mezi ovlivnitelné faktory patii
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prijem véapniku, bilkovin a tukl ve strave, hladina vitami-
nu D, pohybova aktivita a zlozvyky — koufeni, nadmérné
pozivani alkoholu, nadmérné piti cerné kavy i uzivani ji-
nych navykovych latek.

Kouteni zvySuje sekreci katecholamint. Vysledkem
je zrychlena kostni resorpce. Nikotin inhibuje i ¢innost
osteoblasttl, proto vazne novotvorba kosti. Zeny kufacky
maji diive piechod (menopauzu). Casto se uvadi i vyssi
nemocnost kufakt (napf. cévni mozkové prihody, infarkty
srdec¢ni, plicni infekce) s naslednou imobilitou.

Prijem alkoholu vétsi nez 2 standardni jednotky den-
n&’ (1 standardni jednotka v Ceské republice odpovida
10 gramiim  ¢istého alkoholu®), vede k signifikantnimu
zvySeni rizika zlomeniny krcku kosti stehenni nebo dal§im
osteoporotickym zlomeninam, coz prokazuje analyza tida-
jt studii provedenych u obou pohlavi®. Nadmérné pozivani
alkoholu puisobi toxicky pfimo na osteoblasty, poruchou
jaternich a ledvinnych funkei se sniZzuje pfeména vitaminu
D na jeho aktivni metabolity. VétSina alkoholikti ma snize-
ny piijem vapniku a bilkovin v potravé, Castd nechutenstvi
a zvraceni. Alkoholici trpi vétSim poctem zlomenin pro
Zasté nekoordinované pady ze ztraty rovnovéhy°.

O vlivu ostatnich navykovych latek na metabolismus
vapniku a fosforu v kostech neni mnoho znamo.
V soucasné dobé nejsou k dispozici literarni tidaje o poru-
chach metabolismu vapniku a vitaminu D u uZzivatelt na-
vykovych latek.

U drogové zavislych neni metabolismus vapniku
a fosforu v kostech pravidelné sledovan ¢i vysetfovan. Je
vsak predpoklad, ze by tito jedinci mohli mit porusenou
vapnikofosfatovou homeostazu.

Uplatiovat se mize né€kolik rizikovych vlivl: napf.
nizky ptijem vapniku a plnohodnotnych bilkovin v potra-
ve€, nedostatek vitaminu D, snizend pohybova aktivita,
nizka télesna hmotnost, ptipadné nelze vyloucit i vliv dro-
gy samotné. Podilet se mlize i negativni vliv Castych infek-
ci, souc¢asné nadmérné pozivani alkoholu a koufeni s jinym
typem navykové latky.

Pervitin je zastupcem skupiny amfetaminovych drog,
derivati zakladni stimulacni latky — amfetaminu (obr. 1).
Tyto latky stimuluji nervovy systém, rozptyluji Gnavu
a vytvareji pocit Cilosti. Pervitin je po marihuané ziejmé
druhé nejrozsifengjsi droga v Ceské republice. Zavislost na
ném piedstavuje v CR vice nez polovinu viech 1é¢enych
z4vislosti na nealkoholovych drogach a smrt z predavko-
vani asi tietinu drogové umrtnosti.

PaSovanim pervitinu se naSe republika ,,proslavila®
v zahrani¢i a droga zacCala byt oznacovana jako ,,ceko®.
Mylné se soudilo, ze je pervitin ¢eskym vyndlezem. Ve
skutecnosti se prvni syntéza pervitinu uskutecnila v Japon-
sku roku 1888. Japonci jej pouZzivali jako dopink pro sebe-
vrazedné piloty, ,.kamikadze“. Do Evropy se droga dostala
v prvni poloving tficatych let 20. stoleti. JiZ roku 1941 byl
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Metamfetamin

)
N

N ~
H\

Chemicky nazev (S)-N-methyl-1-fenylpropan-2-

-amin
Registracni ¢islo CAS  537-46-2
Sumarni vzorec CioHsN
Molarni hmotnost 149,2 g mol™

Obr. 1. Metamfetamin (pervitin)g'11

pervitin podavan pied seskokem parasutistim nacistické
némecké armady.

Pervitin ~ (metamfetamin, ,tschecho®, ,Ceko®,
pernik®, | piko®, ,,pécko®, ,,pefi“, pergo, psanicko, pefic-
ko, pécko, P, tweak, v mén¢ Cisté formé speed) je syntetic-
ka droga ve formé bilého prasku, nebo krystalki.

V polovin¢ sedmdesatych let 20. stoleti ¢len prazské-
ho drogového podsvéti prezdivany ,,Freud“ objevil zpiisob
vyroby ze stimulacéni latky efedrinu, ktery lze ziskat
z kompozitnich 1ékt, ¢i z dfeviny chvojniku. Po extrakei
1ze pak efedrin pomoci louhu, ¢erveného fosforu a dalsich
chemikalii pfeménit na metamfetamin®'".

Produkce efedrinu, pro farmaceutické ucely, dlouho
zavisela jen na urodé chvojnikt.. Byla ale potieba se pojis-
tit proti neurod¢€, a proto se zacCala prosazovat chemicka
syntéza, kterd probiha ve dvou stupnich. Na prvnim stupni
se podili specialni kvasinkovy kmen, poté nasleduje kata-
lyzované chemicka reakce.

Kondenzaci benzaldehydu s acetaldehydem v pritom-
nosti kvasinek vzniké opticky aktivni 1-fenyl-1-hydroxy-
propan-2-on. Reakci katalyzuje enzym pyruvatdekarboxy-
lasa pochazejici napt. z kvasinek Saccharomyces corea-
nus, Candida a Hansenula.

Kvasinky se touto reakci brani jedovatému ucinku
benzaldehydu a vytvareji produkt, ktery se da chemicky
pfeménit na (1R,2S5)-1-fenyl-2-(methylamino)propan-1-ol,
zvany téz (—)-efedrin (cit.'”).

Velmi ucinnéd je pravotociva forma pervitinu ((+)-
methamfetamin-hydrochlorid, (S)-metamfetaminium-chlorid),
ktery vypada jako tiistivé lesklé krystalky, proto se nazyva
ice (led). Pervitin (ziskany redukci efedrinu jodovodikem
za pritomnosti fosforu) je také prakticky Cist¢ pravotoci-
vym isomerem (s piimésemi vedlejSich produkti reakce,
napf. jodefedrinu a jodbenzenu). Pseudoefedrin je levoto-
¢iva forma, ktera je méné G¢inna.

Pervitinu je chemicky pfibuznd extaze (3,4-
(methylendioxy)methamfetamin, madam, E, X, Adam,
XTC, droga lasky)**'".

Laboratorni pfistroje a postupy

Davka pervitinu 100 mg i vice mize byt uzivana:

— inhalaci (pfi zahtivani vydava vypary, které se vde-
chuji),

— Stupanim (krystaly se rozmélni na jemny prach, ktery
se Siiupe podobné jako $iiupaci tabak),

— injekéni aplikaci (krystaly se rozpusti ve vodé a roztok
se vpichuje do Zzily).

Pisobi obvykle 3 az 12 hodin.

Mezi ucinky patii pocit zvySené fyzické i psychické
vykonnosti, euforie, hovornost, potlaceni pocitu tnavy
a chuti k jidlu, zvySena bd€lost, pti vyssich davkach potie-
ba piekotné Cinnosti, neklid a nespavost, zrychlené psy-
chomotorické tempo, zostfené vnimani téont a barev, uz-
kost, naladovost a hadavost. Viditelné ptiznaky uzivani
zahrnuji rozsifené zornice, zrychleny tep, ties, poceni,
bledost a hubnuti. Pfedavkovani se projevuje tézkou boles-
ti hrudniku a jedno- aZ dvouhodinovym bezvédomim. Po
odeznéni UCinkl nastava ,,dojezd“: skleslost, deprese,
strach, unava, ospalost a vycerpani.

Po delsim uzivani mize byt poskozeno srdce, jatra
(vice pfi pozivani necisté drogy), zubni sklovina a oslabuje
se imunitni systém. V chronické fazi klesd inteligence,
pfevazuje apatie a bezradnost, vyssi je i nebezpeci sebe-
vrazdy. Droga nemd sice t€lesné abstinencni piiznaky,
vyvolava vsak silnou psychickou zavislost. Toxicky syn-
drom je charakterizovan hlubokymi zménami v chovani,
vizualnimi, sluchovymi a hmatovymi halucinacemi s poci-
ty paniky, agrese, pocitu ohroZeni.

Ke smrti dochazi nejcastéji z divodu postizeni srdce,
selhani krevniho ob&hu, otoku plic, jaterniho poSkozeni
a selhani ledvin. Jedovatost drogy zvysuji pfimési latek,
které se pouzivaji pfi vyrobé a byvaji pfitomné i v konec-
ném produktu (nejcastéji jod, aceton, fosfor a kyselina
fosforecna)”™!.

Experimentalni ¢ast
Cil

Nasim cilem bylo zjistit, zda zavislost na pervitinu
ovliviiuje metabolismus vapniku a fosforu v kostech.
U deseti pacientli, po minimaln¢ ¢tyfletém abusu pervitinu,
jsme proto zjistili anamnézu, provedli jsme laboratorni
vySetieni (se zaméfenim na vySetieni vapnikového a fosfa-
tového metabolismu) a denzitometrické vySetieni skeletu.

Metodika

Sledovanou skupinou bylo deset pacientl (3 Zeny,
7 muzi) po dlouhodobém abusu pervitinu. Doba pravidel-
ného abusu byla 4—13 let, primérné 8,8 roku. Muzi byli ve
veéku 21-32 let, Zeny 19-27 let a mély pravidelny men-
struacni cyklus. VSichni sledovani pfestali uzivat pervitin
pfed 3—-5 mésici. Mezi vySetfenymi byl 1 kurak (20-25
cigaret den™").

Zjistili jsme anamnézu, provedli jsme laboratorni
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vySetieni se zaméfenim na vySetfeni metabolismu vapniku
a fosforu a vySetfeni kostni hustoty (osteodenzitometrické
vySetieni).

V anamnéze jsme se zaméfili na sledovani rizikovych
faktorti osteopordzy. Sledovali jsme predevsim jinou prici-
nu poruchy metabolismu vapniku a fosforu v kostech, rizi-
kové faktory osteopordzy, vyskyt zlomenin, potize pfi
uzivani pervitinu, infekéni onemocnéni.

Dale byla pacientiim odebrana krev a vySetfena ranni
a stfddand moc za 24 hodin.

K vylouceni ostatnich moznych (sekundarnich) pticin
poruch metabolismu vépniku a fosforu v kostech byly
vySetfeny tyto parametry: krevni obraz, albumin, celkova
bilkovina, cholesterol, triacylglyceridy, koncentrace kreati-
ninu v séru a v moc¢i, sérova hladina alaninaminotransfera-
sy, aspartataminotransferasy a gamaglutamyltransferasy,
koncentrace celkové alkalické fosfatasy i jejiho kostniho
isoenzymu, intaktni sérovy parathormon, sérova koncent-
race celkového vapniku, fosforu a hoi¢iku, 25-hydroxy-
cholekalciferol, 1,25-dihydroxycholekalciferol v séru,
koncentrace vapniku a fosforu v ranni a stfadané moci za
24 hodin, osteokalcin (jako ukazatel celkového kostniho
metabolismu), C-terminalni telopeptid kolagenu typu I
(ukazatel kostni resorpce), N-terminalni propeptid kolage-
nu typu I (ukazatel kostni formace). Kostni mineralni hus-
tota (bone mineral denzity, BMD) byla hodnocena pfistro-
jem Hologic Delphi (metodou dual energy X-ray absorpti-
ometry). Denzitometrie je radiologické neinvazivni vyset-
feni. RTG lampa emituje dva paprsky rentgenového zare-
ni. Intenzita Gbytku tohoto zafeni je umérna hustoté tkane,
kterou prochazi, predevS§im kosti. Druhy paprsek slouzi
k eliminaci vlivu mekkych tkani. Pfistroj hodnoti kostni
mineralovou hustotu planimetricky (v g cm ).

Kostni denzita byla vySetiena u kazdého pacienta ve
ttech oblastech — v bederni pétefi a pravém 1 levém kycli.
K hodnoceni kostni hustoty byla vyuzita referen¢ni rozme-
zi NHANNES III (epidemiologickd studie osteoporozy
anizké kostni hmoty ve Spojenych statech z r. 1997,
cit.'”) a hodnoty byly vztazeny k tzv. Z-skore. (Z-skore je
pocet smérodatnych odchylek (SD — standard deviation)
nad nebo pod stfedni hodnotu BMD pro jedince stejného
veku a pohlavi, jako je vySetfovany jedinec).

Hodnoceni:

Z-skore vyssi nez —1,0 SD je normalni kostni hustota,
Z-skore —1,0 az —2,5 SD — sniZena kostni hustota,

Z-skoére mensi nez —2,5 SD — vyrazné snizena kostni hus-
tota.

Vzhledem k nizkému poctu pacientti nebylo provede-
no statistické hodnoceni jak deskriptivni statistiky, tak
korelaci mezi sledovanymi parametry.

Vysledky a diskuse

Vsichni pacienti méli negativni osobni anamnézu
sekundarnich poruch kostniho metabolismu.  Ctyfi
z vySetfenych prodé€lali v minulosti hepatitidu B a/nebo C.
V anamnéze si 8 z 10 vysetfenych pacientl stéZzovalo na
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bolesti dlouhych kosti a potize se zuby, odlamujici se sklo-
vinu, méli vyrazné atypické zubni abraze. Pét
z vySetfovanych udavalo kostni bolesti, které se objevily
nejcastéji po dvoumesicnim abusu a pietrvavaly az 7 tydnt
po uziti pervitinu.

Uvadeéné potize typu bolesti dlouhych kosti a bolesti
zubll mohou byt typické pro aktualni poruchu metabolismu
vapniku a fosforu. V dob¢ vySetieni jiz tyto potize neuva-
dél zadny z vysetfenych.

Rada pacientt uvedla potiZe spojené s uzivanim per-
vitinu jako intoxikace, toxicka psycho6za, halucinace, de-
prese, padani vlast, bolesti zubl, bolesti hlavy, prijmy,
zacpa, zastava dechu. Nikdo z vySetfenych neprodélal
v minulosti zlomeninu.

Laboratorni nutriéni parametry byly v pasmu refe-
ren¢nich rozmezi. Nizky BMI (body mass index, parametr
pro posouzeni stavu vyzivy) — muzi 20,23 kg m™, Zeny
18,42 kg m™ (pét pacientd mélo BMI pod hranici normy).
Tento fakt je zptisoben dlouhodobé snizenym energetic-
kym pfijmem v minulosti, naopak normalni hodnoty nu-
tricnich parametrti v séru vypovidaji o dostatecné vyzivé
v poslednich tydnech pfed odbérem krve.

U vsSech deseti pacienti byla hladina 25-hydroxy-
cholekalciferolu i 1,25-dihydroxycholekalciferolu v séru
v pasmu dolni ¢tvrtiny referenéniho rozmezi, coz vypovida
o mirném deficitu vitaminu D (tab. I).

Osm pacientl mélo vyssi hladinu kostniho isoenzymu
alkalické fosfatasy, ktera vypovida o zvyseni aktivity kost-
ni novotvorby (tab. II).

Ostatni laboratorni parametry byly v padsmu normy.
Sekundérni pfi¢ina poruchy metabolismu vapniku a fosfo-
ru nebyla u vysetfenych pacientll prokazana.

VySetfeni kostni hustoty ukdzalo sniZenou kostni
mineralovou hustotu u deviti z deseti pacientd. Pti denzito-
metrickém vySetfeni mél pouze jeden pacient kostni husto-

Tabulka I
Sérové koncentrace 25-hydroxykalciferolu a 1,25-dihydro-
xycholekalciferolu

Pacient 25-hydroxykalciferol  1,25-dihydroxychole-

[mmol '] kalciferol [pg mol™']°
1 18,3 22,7
2 23,5 232
3 24,8 20,3
4 25,8 23,6
5 25,3 22,5
6 25,5 20,8
7 17,9 21,2
8 24,2 24,2
9 19,9 23,1
10 19,8 233

“Norma: 15,8—116 mmol 1", ® norma: 20-46 pg mol ™!
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Tabulka IT

Koncentrace kostniho isoenzymu alkalické fosfatasy ( b-ALP)

Pacient 1 2 3 4 5 N 6 7 8 N 9 10
b-ALP 0,40 0,43 0,54 0,45 0,27 0,34 0,40 0,31 0,44 0,39

Pozn.: fyziologické rozmezi — do 0,33 pkat I"', N — pacienti s koncentraci b-ALP v norm&

Tabulka III
Vysledky denzitometrického vySetieni, hodnoceno dle Z-
skore”

Pacient Bederni patet Pravy kyéel  Levy kycel
1V 25 -1, ~1,1
2 s -1,2 -1,0 -0,7
3 \% -3,0 =23 -2,0
4 \% -2,6 -1,0 -1,6
5 N -0,8 +0,2 +0,5
6 s -23 -1,7 -1,5
7 s -1,6 -1,1 -1,1
8 s -14 -1,0 -1,3
9 s -1,7 -1,0 -14

10 \Y% -2,5 +0,9 +1,0

2Z-skore je pocet smérodatnych odchylek nad nebo pod
stfedni hodnotu BMD pro jedince stejného veéku a pohlavi
jako vysetfovany jedinec; N — normalni kostni hustota, s —
snizend kostni hustota, V — vyrazn¢ sniZend kostni hustota

tu v pasmu normy, pét z deseti vySetfenych pacienti mélo
kostni hustotu v pasmu sniZené kostni hustoty, Ctyfi
v pasmu velmi snizené kostni hustoty (tab. III).

U vysetfenych pacienti jsme prokazali, ze devét
z deseti mélo snizeny obsah kostniho mineralu neodpovi-
dajici véku. Ctyf‘i jedinci méli snizenou kostni hustotu
o vice nez 2,5 smérodatné odchylky oproti zdravé populaci
odpovidajiciho véku a pohlavi.

Dolozili jsme, Ze pacienti s nadmérnym uzivanim
pervitinu v minulosti maji snizenou kostni hustotu oproti
zdravym jedincim. Dosahli nizké vrcholové kostni hmoty
(peak bone mass), coz je nejvyssi hodnota kostni hmoty
v zivoté, dosazenad kolem 25. roku. Pozd&ji se jiz narQst
kostni hmoty zastavi a az do menopauzy (¢i do 55.-60.
roku zivota muzi) se kostni hmota udrZuje na stabilni
urovni. Poté se kost zafne resorbovat rychleji.
V porovnani se zdravymi jedinci je vrcholova kostni hmo-
ta u vySetfenych pacientll nizsi, 1ze tedy pfedpokladat, ze
pasma snizené, piip. velmi snizené kostni hustoty dosah-
nou diive. Pokud by nedoslo ke zlepSeni kostni mineralové
hustoty, mize nizka vrcholova kostni hmota v obdobi me-
nopauzy ¢i andropauzy predstavovat zavazny rizikovy
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faktor vzniku osteopordzy a jejich komplikaci, tj. zlome-
nin. Osm pacientli mélo vyssi Grovenn kostni novotvorby.
Vsichni pacienti méli mirny deficit vitaminu D.

Zavér

Deset vySetienych pacientdl se zavislosti na pervitinu
v minulosti neslo rizikové faktory rozvoje osteoporozy.
U zadného pacienta jsme neprokazali vyznamnou poruchu
metabolismu vapniku a fosforu. Pacienti neprod¢lali zad-
nou patologickou zlomeninu.

Sledovani metabolismu vapniku a fosforu véetné vy-
Setfeni denzitometrie u vSech abstinujicich narkomani
pravdépodobné nemd opodstatnéni. Lze totiz ofekdvat
rychlou upravu nutri¢nich parametri pii abstinenci, bude-li
doplnéna strava o vapnik a vitamin D.

Aby bylo mozné ptedlozit statisticky kvantifikovatel-
né vysledky, je potieba ovéfeni téchto dat na v&tsim sou-
boru pacientt, véetné dlouhodobého sledovani zmén para-
metri. Vzhledem k ostatnim rizikovym faktorim vzniku
osteopordzy (vyjmenovanym vyse), prokdzanym u vyset-
fovanych, nelze uzivani pervitinu pokladat za vyluény
divod poklesu kostni mineralové hustoty.

Presto je zfejmé, Ze kromé rizik, kterd jsou obecné
znama, ma pervitin i dosud nepopsané negativni u¢inky,
které jiz tak vysokou nebezpecnost pervitinu zvysuji.

LITERATURA

1. Fisar Z.: Chem. Listy 700, 233 (2006).

2. Kanis J., Johannson H., Johnell O.: Osteoporosis Int.
16, 737 (2005).

3. Rizzoli R.: Atlas of Postmenopausal Osteoporosis.
Current medicine group Ltd, London 2005.

4. Kanis J., Johnell O., Oden A.: Osteoporosis Int. /6,
155 (2005).

5. Kocian J.: Osteoporoza a osteomalacie. Triton, Praha
1997.

6. Kocian J.: Lékatské listy 72, 1 (1999).

7. Broulik P.: Osteoporoza, osteomalacie, osteodystrofie.
Maxdorf Jesenius, Praha 1999.

8. cs.wikipedia.org/wiki/Metamfetamin, stazeno
11.9.2007.

9. www.drogy-info.cz/index.php/info/ilegalni_drogy/
stimulancia/pervitin_metamfetamin, stazeno
10.11.2007.



Chem. Listy 102, 353-357 (2008)

10. www.vesmir.cz/clanek.php3?CID=5978, stazeno
11.11.2007.

11. web.quick.cz/daemon.cz/drogy.htm, staZzeno
10.11.2007.

12. Looker A., Orwoll E., Johnston C., Lindsay R., Wah-
ner H., Dunn W, Calvo M, Harris T, Heyse S.: J. Bone
Miner Res. 12,1761 (1997).

13. Richy F., Ethgen O., Bruyere J.: Osteopororsis Int. /5,
301 (2004).

14. Rizzoli R., Bonjour J., Ferrari S.: J. Mol. Endocrinol.

26,79 (2001).

357

Laboratorni pfistroje a postupy

S. Jirsakova, R. Pikner, V. Vysko¢il (Faculty of
Medicine, Charles University, Pilsen, Czech Republic):
The Effect of Long-Term Pervitine Abuse on Calcium
and Phosphorus Metabolism

Ten patients previously taking pervitine (for 8.8 years
on average) showed a decrease in the body mass index,
25-hydroxycholecalciferol ~ and  1,25-dihydroxychole-
calciferol concentrations and an increase in bone alkaline
phosphatase; the other examined parameters remained
unchanged. The bone mineral density showed low and
very low values in five and four patients, respectively,
related to the Z-score according to NHANNES III tables in
a U.S. reference study.

There are several reasons, other than the pervitine
intake, why the patients could have low bone mineral den-
sity and calcium-phosphorus metabolism disorders: low
calcium and vitamin D intake, lack of body exercise, nico-
tine and alcohol abuse.
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TRIBOTECHNICKA DIAGNOSTIKA

V PREVADZKE POUZITYCH OLEJOV 1.
METODY HODNOTENIA CASTIC
OPOTREBOVANIA V OLEJOCH

JANKA MIHALCOVA and HEKMAT
AL HAKIM

Fakulta vyrobnych technologii Technickej Univerzity
v KosSiciach so sidlom v Presove,

Stirova 31, 080 01 PreSov

mihalcova.janka@fvt.sk, alhakim.hekmat@fvt.sk

Doslo 20.7.07, prijaté 27.11.07.

KTucova slova: tribotechnickd diagnostika, pouZity olej,
RD OES, distribucia castic, ferografia

Uvod

S narastajucimi finanénymi potrebami na udrzbu stro-
jov, strojnych zariadeni, na nakup maziv a v hlavnej miere
na zabezpecenie spolahlivosti a zvySenia bezpecnosti pre-
vadzky, rastie potreba zabezpecenia systému preventivnej
udrzby'. Tribotechnicka diagnostika ako sucast’ preventiv-
nej udrzby, je pouzite'na pre akykol'vek uzavrety mazaci
systém, ktory sa nachadza napr. v plynovych turbinach,
dieselovych i benzinovych motoroch, prevodovkach, kom-
presoroch a hydraulickych systémoch?.

Cinnostoou trecich dvojic mazacieho systému sa opot-
rebovanim uvolnuju castice kovov aich zliatin. Oterové
Castice sa z trecich miest vyplavuji s mazacim olejom
aspolu s nim cirkuluji v mazacom systéme. S rastucim
opotrebovanim sa zvySuje mnoZzstvo tychto Castic nielen
¢o do poctu, ale aj velkosti a tvaru. Mazacie oleje sa vyu-
zivajl na ochranu proti opotrebovaniu kovovych povrchov
mechanickych systémov’. Pravidelnym sledovanim vlast-
nosti tychto olejov sa v tribotechnickom laboratériu zist'u-
je skutoény stav motora a tym sa predchadza jeho poru-
cham. Pre zabezpecenie udrzby motora sa sleduje koncen-
tracia prvkov nachadzajtcich sa v pouzitych olejoch. Vyu-
ziva sa na to metoda optickej emisnej spektrometrie
s vyuzitim rotujucej diskovej elektrody (RD OES). Obsah
mechanickych necistot sa zistuje pomocou optickej meto-
dy na distribtciu a zatriedenie Castic podla vel'kosti a poc-
tu. Morfologia a velkost' Castic vznikajucich opotrebova-
nim trecich povrchov sa analyzuje mikroskopicky ferogra-
fickou analyzou.
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Experimentilna ¢ast’
Metéda RD OES

Priprava vzorky

Vzorka sa pred analyzou homogenizuje pretrepava-
nim. Pomocou Pasteurovej pipety sa odpipetuje do vzorko-
vacej nadobky o presnom objeme a vlozi sa do meracej
komorky.

Postup analyzy

Metdodou RD OES sa na pristroji SPECTROIL M
simultanne stanovuje koncentrdcia chemickych prvkov
podla normy ASTM D 6595-00 (Americka spolo¢nost’ pre
skuSobnictvo a materidly). Na meranie sa pouZivaji grafi-
tové elektrody, tyCova a diskova. Elektrody sa spolu so
vzorkou nach4dzaji v meracej komdrke. Rota¢na diskova
elektroda rotujuca konstantnou rychlostou vynasa na svo-
jom povrchu olej zo vzorkovacej nadobky do medzielek-
trodového priestoru, v ktorom sa kovové cCastice oleja vy-
paria, atomizujli a vzbudia v dosledku pdsobenia iskrové-
ho vyboja. Opticky signal prislichajuci jednotlivym prv-
kom je spektrometrom spracovany a vyhodnocovany”.

Na kalibraciu metody RD OES sa pouzivaju orga-
nokovové viacprvkové Standardy CONOSTAN S-21
s koncentraciou 10 ppm, 30 ppm a 50 ppm. Na overenie
spravnosti metody a zabezpeCenie nadviznosti merania sa
pouziva certifikovany referenény material NIST SRM
1084a (Narodny institat noriem a technologii USA).

Metdda distribticie Castic

Priprava vzorky

Na analyzu tmavych a viskoznych olejov sa na riede-
nie vzoriek zvycajne pouziva technicky benzin. Vzorka sa
pred analyzou homogenizuje pretrepavanim. Oleje
s vySSou viskozitou sa zahrievaju na teplotu cca 50 °C.

Postup analyzy

Na optickom pocitaci ¢astic MET ONE sa metodou
distribucie Castic podla velkosti a poctu zistuje Cistota
oleja. Je to modifikovana Standardna metoda, ktora je od-
vodena od STN 656081 ,,Mikroskopické stanovenie vel-
kosti a poctu Castic necistot a technickej dokumentacie
vyrobcu zariadenia.

Opticky pocita¢ castic MET ONE pracuje na principe
zatienenia mechanickych cCastic laserovym la¢om. Sklada
sa z davkovaca vzorky, laserovej sondy a pocitaca Castic.
Davkova¢ odmeria presné mnozstvo vzorky, a tlakom
vzduchu ju pretlaci cez meraciu komorku. Laserovy luc¢
dopadajuci na fotocitlivi podlozku je zatieneny prechadza-
jucimi Casticami, ¢im sa zmenou intenzity osvetlenia ziska
informacia o vel'kosti a pocte Castic. Pocitac Castice spoci-
ta a zatriedi ich do velkostnych tried podl'a normy ISO
4406. Vysledkom merania Cistoty oleja je stanovenie poctu
Castic v Specifikovanych velkostnych triedach v 1 ml vzor-
ky. Podl'a ISO 4406 su to tri kody Cistoty, pre velkost
gastic >2 um, >5 um a >15 pm (cit.”).
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Obr. 1. Ukazka ferografickej stopy (ferogramu)

Nadvéznost’ metddy sa zabezpeCuje pomocou certifi-
kovaného referencného materialu, ktorym je suspenzia
prachu v hydraulickom oleji s oznadenim NIST SRM
MTD 2806. Pre zabezpecenie spravnosti merania velkosti
Castic sa kalibruje snimaé pristroja pomocou overeného
osciloskopu meranim latexovych guli¢iek o presnej velko-
sti.

Ferografickd analyza

Priprava vzorky

Na pripravu ferogramov z olejovych vzoriek sa
pouziva technicky benzin BT 80/110 (destila¢na frakcia).
Vzorka sa zahreje na teplotu cca 50°C ariedi sa
s technickym benzinom v pomere 4 : 1.

Postup analyzy

Ferograficka analyza produktov opotrebovania
zacina magnetickou separaciou Castic z olejovej vzorky na
ferografe REO 1. Vzorka oleja stekd po podlozke
z priehl'adnej plastickej hmoty umiestnenej v magnetic-
kom poli s velkym gradientom intenzity magnetického
pola. Premenliva intenzita magnetického pola spdsobuje
usadzovanie Castic nachadzajicich sa v analyzovanej kva-
paline v miestach danych ich velkostou a magnetickymi
vlastnost'ami. Vysledkom je ferogram (obr. 1), na ktorom
sa bichromatickym mikroskopom ZEISS Axiolab pozoruje
morfoldgia a vel'kost’ zachytenych magneticky a nemagne-
tickych castic.

Vysledky a diskusia

Metddou RD OES sa stanovuje koncentracia chemic-
kych prvkov, ktoré¢ vznikaju z opotrebovania stroja (Fe,
Cr, Al, Cu, Pb, Sn, Ni, Mn, Ti, Ag a Mo), prenikaju
z vonkajSieho prostredia (Si, Na, B a V), alebo sa nacha-
dzaju v aditivach (Zn, P, Ca, Ba, Mg, Na a B). Koncentra-
cia a kvalita prvkov nachadzajucich sa v mazive pocas
jeho pdsobenia v mazacom systéme je ddlezitou informa-
ciou pre hodnotenie mieri opotrebovania stroja. Sluzi aj
k identifik4cii tbytku aditiv a prieniku kontaminantov.

Metdédou RD OES sa v tribotechnickom laboratoriu
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stanovuje koncentracia Fe, Al, Cr, Cu, Mg, Ni, Si, Ti, Pb,
Sn, Ag a Mo v rozsahu od 1 do 5 ug g™ s rozsirenou neis-
totou U = 52 %, v rozsahu od 5 do 10 pgg™' s U=32%
a v rozsahu od 10 do 100 pug g™' s U= 22 %, pre koeficient
rozSirenia k = 2.

Na overenie spravnosti merania bola stanovend kon-
centracia prvkov v certifikovanom referencnom materiale
NIST SRM 1084a. Aby bola overené spravnost’ aj pri niz-
$ich koncentraciach, bol nariedenim NIST SRM 1084a so
Standardom Conostan Base Oil pripraveny Standard
s koncentraciou prvkov cca 10 pgg'. Vtab. I je

Tabulka I

Vytaznost' stanovenia [%] koncentracie prvkov v NIST
SRM 1084a s koncentraciou prvkov cca 100 pgg’
a v Standarde pripravenom nariedenim z NIST SRM 1084a
a zakladového oleja Conostan Base oil (n = 3)

Prvok Certifikovana ~ Namerana Vytaznost
hodnota hodnota [%]
Fe 98,9 + 1,4 100,1 101
9,9 10,4 105
Al 104 102,5 99
°°10,4 9,5 91
Cr 98,3+ 0,8 99,2 101
9.8 9,6 98
Cu 4100 + 1,9 99,2 99
10,0 10,5 105
Mg 99,5+ 1,7 97,9 98
9,9 10,0 101
Ni 99,7 + 1,6 100 100
10,0 9,9 99
Si 103 102 99
°€10,3 10,2 99
Ti 100,4 + 3,8 102,3 102
10,0 9,6 96
Pb 01,1 + 1,3 100,6 100
°10,1 10,5 104
Sn 972 +2,6 100,3 103
°9,7 9,6 98
Ag 101,4+ 1,5 101,3 100
°10,1 10,4 103
Mo 00,3 + 1,4 101,3 101
10,0 10,7 107

“NIST SRM 1084a; ° NIST SRM 1084a — pripraveny rie-
denim; © — informativny udaj
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Tabul’ka IT

Vytaznost' stanovenia [%] poctu ¢astic v 1 ml vzorky pre
uvedené velkosti Castic [um] v certifikovanom referenc-
nom materiali NIST SRM MTD 2806

Velkost Certifikova-  Namerany Vytaznost
Castic ny pocet pocet [%]
[um] Castic Castic

>2 4680,20 4386,40 94
>5 2066,20 2103,33 102
>15 188,80 197,73 105

z nameranych vysledkov koncentracie prvkov a ich certifi-
kovanych hodnét vypocitana vytaznost’ stanovenia kazdé-
ho prvku. Vytaznost’ percentualne vyjadruje podiel name-
ranej a certifikovanej hodnoty.

Pocitanie mechanickych castic opotrebovania v pra-
covnych kvapalinach a ich triedenie do velkostnych tried
je taktiez efektivnou diagnostickou metédou. Pomocou
zistenia mnozstva necistot nachadzajucich sa v obehovych
mazacich systémoch a aplikovanim potrebnych opatreni
mozno zabezpeCit' spolahlivost’ a dlha Zivotnost' trecich
komponentov.

Pre metédu na zistenie Cistoty oleja sa vypocitala
rozsirena neistota U pre k = 2 v zavislosti od poctu Castic
v 1 ml. Pre poéet &astic v rozsahu od 100 do 1000 ks ml™'
je U=27 % a v rozsahu od 1000 do 20 000 ks ml™' je U=
21 %. Spravnost’ merania poctu Castic bola overend mera-
nim certifikovaného materialu NIST SRM MTD 2806.
V tab. Il je uvedena vytaznost' stanovenia poctu Castic
v jednotlivych vel'kostnych triedach.

Ferografia je technika aplikovana na analyzovanie
Castic opotrebovania v mazacom oleji. Separuje Castice
nachadzajice sa v mazive pdsobenim silného magnetické-
ho pol'a s gradientom a popisuje zachytené astice opotre-
bovania. Pre definovanie rezimu opotrebovania sa posu-
dzujt nasledovné charakteristiky izolovanych produktov:
a) pozicia Castice na vytvorenom ferograme,

b) orientacia hlavného rozmeru Castice,

c) tvar Castice,

d) charakteristika povrchu castice — farba, ryhovanie,
jamkovatost’ (pitting) a pod.

Vysledkom ferografickej analyzy je urcenie druhu
a intenzity opotrebovania podla identifikovanych charak-
teristik izolovanych castic. Ferografické hodnotenie stavu
maziva je v tribotechnickom laboratériu charakterizované
troma stupfiami opotrebovania:

—  Normalny stav — zacinaju sa vytvarat’ ¢astice malych
rozmerov a v malom mnozstve s velkostou 5 az
10 um a vytvaraja retiazky drobnych castic.

Medzny stav — cCastice vacSich rozmerov vo vacSom
mnozstve ardznej morfologie, velkosti do 30 pm
a malého mnozstvo sférickych castic velkosti 5 az
15 um (obr. 2).
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Obr. 2. Ukazka sférickej castice, ktora signalizuje poruchu
loZiska

{ () ') () ) |

Obr. 3. Ukazka nemagnetickej Smykovej ¢astice, ktora vznikla
pri nadmernom zat'aZeni

Kriticky stav — vysoka koncentracia ¢astic abnormal-
neho opotrebovania velkosti (30—150 um), napr.
Smykové Castice s vyraznym ryhovanim na povrchu
(obr. 3), abrazivne Castice vo forme tenkych drotikov
a §piral vel'kosti nad 100 pum.

Ferografia je vel'mi vhodna metoda na skoré odhale-
nie vznikajucej poruchy stroja, pripadne na jej popretie. Je
mozné nou identifikovat’ a popisat’ Castice, ktoré nie je
mozné stanovit’ spektrometricky. Vyuziva sa na identifika-
ciu a popis Castic velkosti va¢sinou od 5 do 150 pm.

Priklad tribotechnickej diagnostiky
vV praxi

Popisané metody tribotechnickej diagnostiky sa vyu-
zivaju na diagnostiku leteckej techniky. Na nasledovnom
priklade je mozné vysvetlit vyuzitie uvedenych metod
v praxi. Od zaciatku prevadzky leteckého motora bola
zaznamenand zvySend koncentracia Fe a Ti. Koncentracie
ostatnych diagnosticky vyznamnych prvkov nepresahovali
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Tabulka III
Referenéné hodnoty [ug g'] koncentracii diagnosticky
vyznamnych prvkov pre sledovany typ leteckého motora

Prvok Referen¢na hodnota koncentracie
Fe 12
Cu 9
Sn 10
Al 4
Ti 4
25,00
~ 20,00 b i} ". . ER
o0 I| . v \I ‘
o N el
S 15,00 F v, et
g : \
£ 10,00 | .
S
=
~ 500 -
0,00 !

200
celkovy nalet (hod)

Obr. 4. Koncentracia diagnosticky vyznamnych prvkov (- - -
Fe, — Cu, — - — Sn, — — Al) namerana vo vzorkach odobra-
tych zolejového systému leteckého motora v zavislosti od
celkového naletu

referencné hodnoty, ktoré st uvedené v tab. III. Na obr. 4
je znazornena casova zdvislost koncentrdcie prvkov na
odpracovanych hodinach (celkovy néalet).

Pocas prevadzky motora vysledky analyzy na optic-
kom pocitaci signalizovali mierne znecCistenie kvapaliny
mechanickymi necistotami. Namerané koncentracie me-
chanickych necistot su typické pre dany typ motora.
Z hl'adiska pravdepodobnosti vyskytu nadmerného abra-
zivneho opotrebovania a teda i pravdepodobnosti poruchy,
sa ako bezpecné triedy Cistoty uvadzaju (dvojciselny kod
pre Castice velkosti 5 a 15 um — staré kddovanie) kody
15/12, pre triedy Ccistoty vicSie ako 19/14 je definovana
nebezpecna zona. Na obr. 5 je znazornena ¢asova zavislost’
hodnét kodov Cistoty definujicich tri velkostné triedy
prvkov na odpracovanych hodinach pocas prevadzky mo-
tora.

Vysledky ferografickych analyz vzoriek pocas pre-
vadzky motora nesignalizovali ani v jednom pripade ne-
priaznivy rezim opotrebovania kinematickych dvojic ob-
myvanych mazacou kvapalinou. Analyzou boli identifiko-
vané retiazky drobnych magnetickych adhezivnych castic
(velkost Castic v retiazkach od 5 do 10 pm), nemagnetické

361

Laboratorni pfistroje a postupy

22
1
20 7‘1—7\—/\4(M//
N s — — TV

%‘ 18 | —/ % I 2 Vv
B
= 16 | IR VRPN o
NS s N
~ P N L Nme-

14 -~ N 3

12

100 150 200 250 300 350 400

celkovy nalet (hod.)

Obr. 5. Koncentracia mechanickych necistot (definovana kod-
mi Cistoty pre velkost’ ¢astic:(1) 2 pm, (2) 5 pm, (3) 15 um),
namerana vo vzorkach odobratych z olejového systému moto-
ra

Castice velkosti do 30 um, sférické Castice velkosti prie-
meru do 5 pum a polyméry so zachytenymi drobnymi casti-
cami. Na celej ferografickej stope bol zaznamenany zvyse-
ny vyskyt Castic velkosti 5 az 10 um. Po okrajoch stopy
boli zachytené vldkna a nedistoty. Castice identifikované
na ferogramoch charakterizuji normalne opotrebovanie
trecich dvojic a st obvyklé pre motory daného typu.

Prevadzku sledovaného motora mozno z tribotechnic-
kého hl'adiska hodnotit’ ako bezproblémovi. Kinematické
dvojice obmyvané mazacou kvapalinou nevykazovali po-
¢as sledovaného obdobia zndmky zvySeného alebo nenor-
malneho opotrebovania.

Zaver

Metddy tribotechnickej diagnostiky pre kvalitativne
a kvantitativne stanovenie castic nachadzajucich sa
v mazive pocas prevadzky stroja, poskytuju vela dolezi-
tych informacii o stave trecich Casti stroja, ¢im umoziuju
identifikovat’ vznikajucu poruchu, pripadne ju aj lokalizo-
vat. Metéda RD OES sa vyuziva na stanovenie koncentra-
cie chemickych prvkov nachadzajucich sa v oleji. Optic-
kou metodou pocitania Castic sa zistuje Cistota kvapalin.
Ferograficka analyza déva informaciu o morfoldgii a tvare
magnetickych anemagnetickych castic zachytenych na
ferografickej stope. Kazda z metdd poskytuje len Ciasto¢nu
informéciu o Casticiach vznikajucich opotrebovanim stro-
ja, alebo prienikom z vonkajsieho prostredia. Vyuzitim
vSetkych troch metdd stcasne sa ziska dostatocné mnoz-
stvo informacii potrebnych pre tribotechnicka diagnostiku
motora.

Prispevok vznikol za podpory grantovej agentury
VEGA MS SR ¢. 1/4155/07.
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J. Mihalc¢ova and H. Al Hakim (Department of Ope-
ration of Technological Systems, Technical University,
Presov): Tribotechnical Diagnostics in Waste Qil Ope-
ration I. Methods of Evaluation of Wear Particles in
Oils

Tribotechnical diagnostics of the waste aircraft engine
oil was performed by analysis and evaluation of particles
by emission spectrometry with rotating disc electrode,
particle counting and by a ferrographic technique based on
the effect of powerful magnetic field gradient. The meth-
ods made it possible to evaluate the concentration and
properties of particles: The methods afforded the concen-
trations of Fe, Al, Cr, Cu, Mg, Ni, Si, Ti, Pb, Sn, Ag, and
Mo, the number of particles and particle size distribution
as well as provided information on the wear state and a
possible risk of failure.
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Zpravy

ZPRAVY

Prazské analytické centrum inovaci
http://www.gacr.cz/PACI

Zaklady fluorescencni spektroskopie

Fluorescentni spektroskopie a mikroskopie patii
k jedné z nejrychleji se rozvijejicich metod, ktera nachazi
Siroké vyuziti v medicinském a biologickém vyzkumu. Jeji
obrovska vyhoda spociva ve vysoké citlivosti, selektivité
a Setrnosti ke zkoumanym objektim. Diky témto pfednos-
tem umoznuji fluorescencni techniky sledovat jednotlivé
fluoreskujici molekuly pfimo v Zivych buikach a tkanich
a prispivaji tak k objasnéni biochemickych a biologickych
mechanismul. V posledni dob¢ fluorescencni spektroskopie
a mikroskopie prodélala znaény vyvoj jak v pfistrojovém
vybaveni tak v moznostech znacit vzorky fluorescen¢nimi
sondami. Z tohoto diivodu byl radou Prazského analytickeé-
ho centra inovaci uspofadan ctyfdenni seminaf zaméfeny
na zdklady fluorescenéni spektroskopie. Tento kurs probé-
hl ve dnech 11.-14.6.2007 v modernim arealu Studijniho
ainforma¢niho centra Ceské zemédélské univerzity
v Praze-Suchdole. Jako prednasejici byli vybrani vyznam-
ni odbornici ze zahrani¢i i z domova, ktefi se aktivn€ podi-
leji na vyvoji fluorescencni mikroskopie. V tivodni pted-
nasce doc. Hof ( Ustav fyzikalni chemie J. Heyrovského
AVCR) objasnil zakladni pojmy a jevy souvisejici
s fluorescenci. Poté byla vénovéna pozornost vyuziti ani-
sotropie (Mgr. Jana Humpolitkova, PhD., Ustav fyzikalni
chemie J. Heyrovského AVCR), pienosu energie (Dr. Ye-
gor Domanov, University Helsinki), zhaSeni fluorescence
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(Mgr. Jan Sykora, PhD., Ustav fyzikalni chemie J. Hey-
rovského AVCR) a relaxace rozpoustédla (doc. Hof, Ustav
fyzikalni chemie J. Heyrovského AVCR) pro studium
mechanismit a vlastnosti biologicky-aktivnich molekul.
Dalsi pfednasky byly zameéfeny na prehled znacek vhod-
nych pro fluorescencni metody a zplisobt znaceni témito
barvivy (Dr. Yegor Domanov, University Helsinki, Fin-
sko) a na zaklady fluorescenéni mikroskopie (Dr. Ingo
Gregor, Forschungszentrum Juelich, Némecko). Kurs po-
kracoval ptispévky, které se vénovaly nejnovejsim mikro-
skopickym metodam, jakymi jsou fluorescencni korelacni
spektroskopie (Mgr. Jana Humpolic¢kova, PhD., Ustav
fyzikalni chemie J. Heyrovského AVCR) a rtizné techniky
zobrazovani  fluorescenéné znaCenych mikroobjektd
(Dr. Ingo Gregor, Forschungszentrum Juelich, Némecko).
ZavéreCny den byl vénovan praktickym ukazkam pfistro-
jového vybaveni a pokusum v laboratofich Doc. Matina
Hofa na Ustavu fyzikalni chemie J. Heyrovského AVCR.
K tomuto kursu byla vydana skripta a powerpointové pre-
zentace jednotlivych prednasek byly nasdileny na siti.
Dalsi informace o Cinnosti Prazského analytického centra
inovaci lze nalézt na adrese http://www.gacr.cz/PACI.

Martin Hof

Ustav fyzikdalni chemie J. Heyrovského AV CR, v. v. i.,
Dolejskova 3, 182 23 Praha 8

tel: 266 053 264, E-mail: Hofl@jh-inst.cas.cz
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Edited by Ralf Riedel and I-Wei Chen  WILEY-VCH
ey

Ceramics Science
and Technology

Volume 1

Ceramics Science
and Technology
Volume 1: Structures

Structures

Vydal Wiley-VCH Verlag 2008,
590 stran.
ISBN 978-3-527-31155-2

Pokud v poslednich letech narazim na knihu s ndzvem
odpovidajicim celému védnimu oboru, vzdy se nejdiive
podivam na pocet autortl. Pokud jsou uvedeni na obalu ne
autori, ale editofi, zpozornim. Velmi Casto je totiz takovato
kniha jen formdalné¢ upravenym sbornikem konference
v daném oboru. Recenzovana kniha je Cestnou a zdatilou
vyjimkou. Ackoliv je pocet autorli vysoky a jejich slozeni
ruznorodé, jde o skute¢nou knihu, velmi peclivé editova-
nou a poskytujici skutecny prehled zékladnich i nejnovéj-
Sich poznatkli v oboru chemie a technologie anorganic-
kych materiala.

Jak vyplyva z predmluvy, vychazejici kniha je prvnim
svazkem Ctyfdilné série. Svazek soucasny je vénovan
strukturnimu pohledu na keramické materialy. Druhy sva-
zek ma popsat jednotlivé skupiny keramickych material
(pfedevsim na bazi oxidd, nitridi a karbidl) a jejich fyzi-
kalni a chemické vlastnosti. Svazek tfeti se zaméfi na mo-
derni zpusoby jejich piipravy a zpracovani a dil ¢tvrty na
jejich aplikaci. Z naznaceného obsahu pfipravovanych dilt
se tedy zda, Ze obsah série by spiSe mohl byt vyjadien
nazvem Advanced Ceramics Science and Technology.
V oblasti pokrocilé ¢i inzenyrské keramiky ovSem slibuje
byt série skutecné cennym zdrojem informaci. To dokazu-
je i prvni dil. Jeho prvni ¢ast, Moderni trendy v pokrocilé
keramice, se na prvni pohled zda piesahovat podtitulem
knihy (Structury) vymezeny obsah, nebot’ se zabyva prede-
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v§im nov¢jSimi sméry v pfipravé keramickych materidld,
metodami jejich charakterizace a naznaCenim moznych
aplikaci. Uvédomime-li si ovSem, Ze jde vlastné o uvod
k celé Ctyfdilné sérii, je zcela na misté a muze slouzit
k zakladni orientaci vysokoskolskych studentli oboru na
pregradualni trovni. Dalsi dvé ¢asti prvniho dilu jsou jiz
zaméfeny na strukturni pohled, tradi¢né rozdéleny na
strukturu na Urovni atomarni a na mikrostrukturu. Jak vy-
plyva z nazvu dil¢ich kapitol (Modelovani amorfnich kera-
mickych struktur; Strukturni chemie keramiky; Difuze
v keramice, Struktura keramickych materiali: termodyna-
mika a slozeni; Mikrostrukturni design keramiky: teorie
a experiment; Mesoskopické keramické jedno-, dvou-
a trojrozmeérné struktury; Objemové keramické nanostruk-
tury; Sklokeramika na bazi SiO, a Al,Os; Porézni odlehce-
né struktury; Keramické tenké filmy a Vicefazové vlaknité
kompozity), neni kniha vénovana pouze popisu struktur,
ale je v souladu se soucasnym smefovanim materialového
vyzkumu zameéfena spiSe na souvislosti mezi pfipravou
materidll, jejich strukturou a vyslednymi vlastnostmi.
Tyto dvé hlavni ¢asti lze spiSe doporudit Ctenaiim na vyssi
urovni, tedy vyzkumnym pracovnikim a doktorandiim.
Jedinou drobnou chybou knihy, zptisobenou nejspiSe §iro-
kym autorskym kolektivem zobou biehd Atlantiku, je
nejednoznacnost vykladu slova ,ceramics®. Zatimco
v USA zahrnuje celou oblast anorganickych nekovovych
materiald, v Evropé je chapana 0zeji, pouze jako vlastni
keramické materidly. VétSina kapitol odpovidad spi-
Se evropskému pojeti. Presto, vzhledem k tomu, Ze skelna
faze je vyznamnou slozkou mikrostruktury celé fady kera-
mickych materialti, nejsou ani kapitoly vénované skelné-
mu stavu nadbytecné.

Prvni dil byl autory dedikovan vyznamné osobnosti
keramické védy, jiz je prof. Sir Richard Brook, k jeho
sedmdesatym narozeninam, a je mozné konstatovat, ze jde
o dar zdarily. Knihu a celou pfipravovanou sérii lze dopo-
rucit vSem studentim, badatelim a inzenyrim v oboru
anorganickych keramickych materialt.

Ales Helebrant
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VIII. Mezioborove setkani mladych biologii, biochemikit a chemikii

Bylo, nebylo, za devaterymi horami zili kdysi mladi chemici. Byvala trochu jina doba, ,$éfové™ byli piisni, a
zatimco dovolovali mladym pracovat i v sobotu a v ned€li a dovolena se poznala podle toho, ze se $lo do prace az
v devét hodin, nedovolovali jim jezdit na 7adné konference, aby se nerozptylovali od prace. Séfové na konference,
zejména do ciziny, jezdili rad¢ji sami. Meli také jistotu, ze zadny mlady moula nevyzradi védeckym
kontrarevolucionarim tajemno, na kterém zrovna pracoval, nebot’ takové vyzrazeni by pak ziejme otfaslo i Varsavskou
smlouvou a RVHP.

Ti mladi chemici se jednou takhle odpoledne u ¢aje usnesli, Ze ud¢€laji naopak mezinarodni konferenci, na kterou
nevezmou, jak se tehda fikalo, ,,mechem obrostlé stafiky“. A stalo se. Kdyz po letech moudii otcové v Bruselu,
pfijimajice nas ,,Cechoslovéky“ milostivé mezi ,,lidi“, pronesli, ,,... well, miiZete taky udélat konferenci pro mladé
védce, mame to tady takovou novinku ..., bylo velmi pfijemné odpovedét: ,... inu, takova tradice je u nds jiz od 80. let
minulého stoleti a velmi se osvédcuje ...“.

Kdyz pak ptisel Martin Fusek s napadem jesté na takové konferenci, kterou by pro podporu véci zorganizovala
firma Sigma-Aldrich CZ, odménit grantem dva nejlepsi ptispévky, vznikla véc, ktera mnoho obdoby na svété nema.
Ocenéni tohoto typu je dnes jiz tradi¢né ,,prestiznim®, coz je vidét i z toho, ze ocenéni jsou v posledni dobé zvani na
prednasky do okolnich zemi tamnimi odbornymi spole¢nostmi. A kromé toho, co se probojuje na tuto konferenci,
mizeme s ur¢itou nadsazkou fici, Ze uzZ mnoho, co by stalo za dobré slovo, v naSich krajich nezbyva (anebo neméelo by
zbyvat).

Je tedy nad slunce jasné, ze par Stastnych odvazlivci, kteti nesedéli za peci a nebali se nést svou kizi na trh, ma
jeden maly kaminek do svého odborného Zivotopisu. A navic k tomu ma desitky novych znamych a ptatel ze vsech
koutti odborného zivota, z fady biologill, biochemikii, chemiki a odbornikti véd ptibuznych. To jsou dvé nepopiratelné
devizy akce, ktera se letos kona v této podobé¢ jiz po osmé. Devizou tieti je letos i to, Ze se akce rozprostiela ze zemi
¢esky mluvicich i na Slovensko, protoZze zde neni jazykova bariéra a protoze na obou stranach Slovensko-Moravské
hranice se déla jak pekné vinko, tak poctiva prace, ktera si zaslouzi, aby byla videt.

Spolecnosti Sigma-Aldrich za to budiz vyfcena vetejné pochvala!

Pavel Drasar
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PRIPRAVA HELIKALNE CHIRALNICH LATEK PRO
VYUZITI V ASYMETRICKE KATALYZE

ANGELINA ANDRONOVA, NATHAN CLEMENCE,
IRENA G. STARA* aIVO STARY*

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

Neracemické heliceny jako inherentné chiralni 3D
struktury jsou slibnymi kandidaty na ligandy, které lze pouzit
v ruznych enantioselektivnich reakcich katalyzovanych
tranzitnimi kovy. V naS§i laboratofi byla vyvinuta
diastereoselektivni syntéza helicenii zalozend na [2+2+2]
cyklotrimerizaci, ktera umoziuje pfipravit tyto latky v
preparativnim méf¥itku a ve vysoké optické &istots".

Z diavodu pozdgjsiho snadného zavedeni vhodnych
ligaénich skupin byla pozornost soustiedéna na pfipravu
methoxy- a bromderivatu 2. Byl vypracovan jednoduchy a
modularni synteticky pfistup, umoziujici pfipravit celé
spektrum pentacyklickych latek. Klicova cyklotrimerizace 1
— 2 poskytovala zddany produkt ve vysokém vytézku a s
vynikajici stereoselektivitou (> 99 % de).

>99 % de
(P.S.9)-(-)-2

(S.5)-0)-1
R = OCH,, Br

R'= CH,, OCH,, CN, CI, NO,, CF,

V ptispévku bude podrobné diskutovana optimalizace
pripravy téchto latek a moznosti jejich prevedeni na chiralni
ligandy pouzitelné v enantioselektivni katalyze.

Podporovano Grantovou  agenturou  CR (reg.c.
203/07/1664), Ministerstvem skolstvi, mladeze a télovychovy
(Vyzkumné centrum: Biomolekuly a komplexni molekuldarni
systéemy, reg.¢. LCO5A57).

LITERATURA

1. Stary I, Stara I. G., Alexandrova Z., Sehnal P., Teply F.,
Saman D., Ruli$ek L.: Pure Appl. Chem. 78, 495 (2006).

2. Sehnal P., Krausova Z., Teply F., Stara 1. G., Stary 1.,
Rulisek L., Saman D., Cisatova I.: J. Org. Chem. 73, v
tisku (2008).
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ZMENY V METABOLIZME AMYLOIDNEHO
PREKURZORO}’EHO PROTEINU PO )
EXPERIMENTALNE INDUKOVANEJ ISCHEMII

EVA BABUSIKOVA®, NATALIA NALIVAEVA",
DUSAN DOBROTA’, JOZEF HATOK®, RENATA
KIRSCHNEROVA® a ANTHONY TURNER"

“Univerzita Komenského v Bratislave, Ustav lekarskej
biochémie, Jesseniova lekadrska fakulta, Mala Hora 4, 036 01
Martin, Slovensko, bmstitut molekuldarnej a bunkovej
biologie, Fakulta biologickych vied, Univerzita Leeds, Leeds,
LS2 9JT, Velka Britania

babusikova@jfmed.uniba.sk

Mozgova ischémia ma Casto nepriaznivil prognézu a
dlhsie trvajiica ischémia spdsobuje ireverzibilné zmeny a
poskodenie buniek nervového systému. Existuje predpoklad,
ze jednym z nasledkov ischémie moze byt’ v neskorSom veku
rozvoj a vznik Alzheimerovej choroby. Presné mechanizmy,
ktoré su za takéto prepojenie zodpovedné, dodnes nie st
jasné. Amyloidny prekurzorovy protein (APP) moéze byt
upravovany ne-amyloidnou (alfa-sekretaza) alebo amyloid-
nou drahou (beta- a gama- sekretaza) za vzniku toxického
amyloidného beta peptidu (Abeta), ktory zohrava doélezit
ulohu v rozvoji Alzheimerovej choroby. V nasej $tudii sme
sledovali uc¢inok globalnej ischémie, indukovanej u
potkanov, na upravu APP. Zistili sme, ze pocas ischémie
dochadza v mozgovych hemisférach k narastu APP, pricom
pocas reperfuzie sa hladina APP vratila na uroven kontrolne;j
skupiny zvierat. Hladina beta-sekretazy tiez Statisticky
vyznamne narastala pocas ischémie. Medzi vyznamné Abeta
degradujlice  enzymy  patria  neprilysin, endotelin-
konvertujuci enzym. Hladiny tychto enzymov sa po ischémii
Statisticky vyznamne znizili. Pocas ischémie sme pozorovali
aj narast oxida¢ného poskodenia. Nase vysledky naznacuju,
ze ischémia vedie ku amyloidnej tiprave APP a zvySeny
oxidacny stres by mohol prispievat’ k smrti neurénov.
bol MVTS

Tento  grant podporeny

Angl/Slov/JLF/07.

grantom

PLATINUM(IV) COMPLEX LA-12 PERTURBES
CELL CYCLE AND CAUSES APOPTOSIS IN HUMAN
COLORECTAL CARCINOMA CELL LINES

OLGA BLANAROVA™®, A. VApULOVA*‘,
K. SOUCEK", J. HOFMANOVA', P. SOVA',
and A. KOZUBIK™"

“Department of Cytokinetics, Institute of Biophysics, AS CR,
Brno; bMasaryk University, Brno,; ‘R&D, Pliva-Lachema
a.s., Brno

Platinum chemotherapeutics are widely used in
treatment of various solid tumors. Recently, platinum(IV)
complexes have been introduced as an important approach to
the treatment of cancer. Novel promising anticancer
adamantylamine Pt(IV) complex LA-12 was found to be
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highly effective in cell lines derived from tumors of different
origin. We studied the cytotoxic action of LA-12 in
colorectal cancer cell line HCT116 in comparison to Pt(II)
derivate oxaliplatin, established as a standard therapy of
colorectal cancer. After incubation with LA-12, we observed
accumulation of the cells in S and G2/M phases of the cell
cycle and strong cell-cycle-phase specific induction of
apoptosis. On the contrary, oxaliplatin was less potent in
altering proliferation and causing cell death. Furthermore,
HCT116 p53-/- and HCT116 p21-/- cells were more resistant
to oxaliplatin cytotoxic effects, whereas they retained
sensitivity to LA-12.

This work was supported by the IGA grant No.
108500040507 of the Academy of Sciences of the Czech
Republic and the Czech Science Foundation, grant No.
301/07/1557.

USE OF CHIRAL SEPARATIONS FOR THE
DETERMINATION OF ENZYME
ENANTIOSELECTIVITY

JIRI BRICHAC™*, JIRT ZIMA®, MICHAEL KOTIK",
ALES HONZATKO? and MATTHEW J. PICKLO"

“Dep Pharmacology, Physiology, and Therapeutics,
University of North Dakota, Grand Forks, ND 58203-9024,
USA; *Laboratory of Enzyme Technology, Institute of
Microbiology, AS CR, Videniska 1083, 142 20 Prague 4,
“Department of Analytical Chemistry, Charles University in
Prague, Albertov 6, 128 43 Prague 2

brichac@email.cz

Enantioselectivity is the ability of chiral environment to
distinguish between two enantiomers. Enantioselective
enzyme prefers one enantiomer as a substrate or
preferentially forms one enantiomer over the other in an
enzymatic reaction.

Enantioselective ~ enzymes  are  very  useful
biocatalyzators allowing cheap preparation of optically pure
chemicals. In this work, we determined enantioselectivity of
novel microbial epoxide hydrolases. Enantiopure epoxides
prepared by an enzyme kinetic resolution of racemates can
serve as valuable building blocks in an organic synthesis. In
order to measure the enantioselectivity, we developed
methods for analyses of various chiral epoxides using a
chiral GC on cyclodextrine-based stationary phases. We
showed, that epoxide hydrolase from Aspergillus niger M200
reacts with fert-butyl glycidyl ether in enantioselective
manner’.

In the second part of this study, we elucidated the basis
of enantioselective oxidation of frans-4-hydroxy-2-nonenal
(HNE) by brain mitochondria®. HNE is a cytotoxic product
of lipid peroxidation involved in numerous diseases,
including Alzheimer’s disease. Here, we described enzyme
kinetics of HNE enantiomers detoxification to trans-4-
hydroxy-2-nonenoic  acid (HNEA) by  aldehyde
dehydrogenases (ALDHs)®. Furthermore, we developed
direct and indirect HPLC methods for HNEA
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enantioseparation®. Our results showed, that rat ALDH5A
enantioselectively oxidized (R)-HNE with retention of
stereoconfiguration, whereas rat ALDH2 was not
enantioselective.

The authors gratefully acknowledge NIH grants P20
RR17699-05 COBRE (M.J.P.) and AA15145-01 (M.J.P.) and

AS CR grant Z75020903-1027 (M.K.) and grant

SM0021620857 (J.Z.).
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SYNTEZA THIAMAKROCYKLYU PRO
KOMPLEXACI FULLERENU

MICHAL BUCHTA®, PETR HOLY", JIRf RYBACEK",
SARKA LIPNICKA? a MARTIN BELOHRADSKY"

“Ustav organické chemie, VSCHT Praha, Technicka 5,

166 28 Praha 6; bUstav organické chemie a biochemie AV
CR, v.v.i, Flemingovo n. 2, 166 10 Praha 6
michal.buchta@yvscht.cz; petrholy@uochb.cas.cz

V programu syntézy makrocyklickych ligandi pro
komplexaci fullerent se zabyvame piipravou thiamakrocyklt
z elektronoveé bohatych aromatickych platforem a 4,5-bis(2-
kyanoethylthio)-1,3-dithiol-2-thionu I jako  rovnéz
elektronové bohatého spojkového prvku. Ze struktury | lze
ve dvou krocich odstranit kyanoethylové skupiny a
generované thiolatové skupiny postupné alkylovat'. P
alkylaci bis(halomethyl)aromatem lze oba tyto stavebni
bloky postupné fetézit a z acyklického prekurzoru uzaviit
makrocyklus. Na tomto principu se podafilo realizovat
postupnou vystavbu makrocyklu Il ze 4 molekul 1,4-
bis(brommethyl)benzenu 1l a 4 spojkovych jednotek |
(Schéma 1).

Makrocyklus 111 ma jiz dutinu odpovidajici velikosti
fullerenu Cg, jak ukazuje molekulové modelovani metodou
AMI. Na syntézu makrocyklu Ill navazuje studium tvorby
naznac¢eného inkluzniho komplexu a aplikace vypracované
syntetické  strategie na  dalsi  vhodné  volené
bis(halomethyl)aromaty pro optimalizaci velikosti dutin a
elektronickych vlastnosti vznikajicich makrocykll a zlepSeni
jejich rozpustnosti.

Prdce je provadéna za financéni podpory GA AV CR (grant
¢. IAA400550704).
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Schéma 1

LITERATURA

1. Simonsen K. B., Svenstrup N., Lau J., Simonsen O.,
Mork P., Kristenen G. J., Becher J.: Synthesis 3, 407
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DONOR-AKCEPTOROVE SYS”I:EM){ JAKO
MATERIALY PRO MOLEKULARNI ELEKTRONIKU

VACLAV DEKOJ, MARTIN BELOHRADSKY,
SARKA LIPNICKA a IVO STARY

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo
nam. 2, 166 10 Praha 6
dekoj@uochb.cas.cz
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Interakce mezi elektronové bohatymi a elektronove
chudymi organickymi slou¢eninami je znama dlouhou dobu
a je vyuzivana v fadé syntéz a aplikaci. Materialy vyuzivajici
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této interakce jsou perspektivni i zhlediska vyuziti
v molekularni elektronice. Na schématu je vyobrazena
struktura  pfipravovanych materialt, jejichz hlavnim
atributem je moznost dvoudimenzionalni vodivosti.
Oligofenylenacetyleny jsou znamé molekularni vodice a ve
zkoumanych systémech tvofi pateini segmenty donornich ¢i
akceptornich oligomerti. Vodivost v kolmém sméru je
zajistovana interakci mezi donory a akceptory. Pro zajisténi
optimalni donor-akceptorni interakce je kazdy monomer
vybaven  spacerem  zajiStujicim  uritou  flexibilitu
interagujicich ¢asti monomerd. V budoucnu bude studovana
moznost napojeni studovanych oligomerii na monokrystaly a
budou provedeny testy vodivosti takovéhoto systému.

HETEROGENNI KATALYZATORY PRO HECKOVU
REAKCI

JAN DEMEL™", SANG-EON PARK®, JIRT CEJKA"
a PETR STEPNICKA®

“Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta,
Katedra anorganické chemie, Hlavova 2030, 128 40 Praha
2; bUstav fyzikalni chemie Jaroslava Heyrovského AV CR,
v.v.i., Dolejskova 3, 18223 Prague 8; ‘Katedra chemie, Inha
University, Incheon 402-751, Korejska republika
demelj@jh-inst.cas.cz, stepnic@natur.cuni.cz

Palladiem katalyzované spojovaci reakce jsou
v poslednich desetiletich intenzivné studované pro jejich
Sirokou pouzitelnost v organické syntéze. Z téchto reakcei je
pravdépodobné nejcastéji pouzivana Heckova reakce, tedy
reakce alkenu s arylhalogenidem, pii které vznika
substituovany alken. Pouzity katalyzator muze byt palladnata
sul, fosfinové komplexy palladia, palladacykly, nebo také
palladiové nanocéstice. Jedny z prvnich heterogennich
katalyzatorii byly nanocéstice nanesené na pevném nosici
naptiklad aktivnim uhli, organickém polymeru, zeolitu nebo
silikagelu.

Pozdéji se ukazalo, ze rizné modifikujici skupiny
zakotvené na nosi¢i vyrazné zlepsSuji vlastnosti vzniklych
katalyzatorti'. Také jiz neni nutné palladium redukovat,
protoze tyto modifikujici skupiny jsou schopné vézat i
palladnaté soli.

V na$i praci jsme pfipravili sérii mesoporéznich
molekulovych sit se zakotvenymi aminoskupinami na
povrchu. Tyto materidly jsme modifikovali octanem
palladnatym a testovali v modelové Heckové reakci butyl-
akrylatu s brom-benzenem za vzniku butylesteru kyseliny
skoficové. Studovali jsme pribéh reakce pii pouziti
mikrovinného  ohfevu  oproti  pouziti  klasického
hydrotermalniho zahiivani. Dosazené konverze dosdhly az
90 % po 30 minutach reakce v mikrovinné peci.

Tato prdce je soucdsti projektit MSMT CR (LC06070
a MSM0021620857).

LITERATURA
1. Phan N. T. S., Van Der Sluys M., Jones C. W.: Adv.
Synth. Catal. 348, 609 (2006).
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ANTIMIKROBIALNI IZOLOVANE

Z PRIRODNICH ZDROJU

PEPTIDY

IVANA DOLEZILKOVA™", MARTINA MACKOVA®,
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“Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha, Technickd
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dolezili@vscht.cz

Rezistence k antimikrobidlnim latkdm se vyvinula u
Sirokého spektra nozokomialnich a sekundérnich infekei,
pficemz neni vyjimkou odolnost mikroorganismi i vici
Sirokospektrym preparatim. Vzhledem k masivnimu uZzivani
antibiotik v minulych desetiletich se rezistence dostala do
popiedi zjmu, i pfes v soucasnosti velké spektrum dostupné
mnozstvi antibiotik. Bakterie vyvinuly nékolik mechanismu
rezistence typu zabranéni vstupu antibiotika do buiiky ¢i jeho
navazani na specifické misto, produkce inaktivujiciho
enzymu, ¢i zména vazebného mista a jsou schopné
eliminovat tcinek fady latek. Proto je tedy dalezité vyvinout
antimikrobialni latky s novym mechanismem ucinku, které
mohou obejit vyvoj rezistence.

U kationickych antimikrobialnich peptidd jako nové
skupiny antibiotik nachdzime mnoho Zadoucich vlastnosti.
Maji Siroké spektrum Ucinku, zabijeji bakterie rychle, jejich
ucinek neni ovlivnén zndmymi mutacemi zpisobujici
rezistenci na antibiotika, s béznymi antibiotiky ptsobi
vétsinou synergisticky a neutralizuji endotoxin. V
soucasnosti bylo popsano vice nez 700 peptidd. Tyto peptidy
nezabijeji pouze pathogenni mikroorganismy, zahrnujici
grampozitivni a gramnegativni bakterie, viry, protozoa a
mikroskopické vlaknité houby, ale rovnéz podporuji a
dopliluji vrozeny imunitni systém. Pro tyto peptidy je
charakteristicky pozitivni naboj, méné¢ nez 50 aminokyselin a
maji hydrofobni charakter, ktery jim umoziuje zaujmout
amfipatickou konformaci a interagovat s membranou
pathogend. Vyvoj peptidi pro farmaceutické ucely je spojen
s objasnénim, jak struktura peptidi ovliviiuje mechanismus
ucinku.

V této praci jsme se zaméfili na izolaci a charakterizaci
latek peptidové povahy s antimikrobidlnim a antifungalnim
u¢inkem z rostlinného  materidlu.  Rozlicné  typy
antimikrobidlnich latek byly ziskany z rGznych ¢asti rostlin
nebo mezibunéénych tekutin. Antimikrobialni peptidy byly
izolovany v nékolika krocich srazenim bilkovinnych frakei,
purifikovany pomoci afinitni a ionexové FPLC a
charakterizovany fyzikalné-chemickymi metodami: UV-VIS
spektroskopii, SDS-PAGE a tricinovou elektroforézou. Byla
testovana antibakterialni a antifungalni aktivita s cilem
prokéazat uc¢innost a vhodnou koncentraci. Jako testovaci
modely byly pouzity pathogenni a potencialné pathogenni
bakterie: G~ — Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,

Agrobacterium rhizogenes; G — Micrococcus luteus,
Staphylococcus  aureus,  Bacillus  subtilis,  Bacillus
megatherium,  Bacillus  cereus,  Bacillus  pumillus,

Arthrobacter ureafaciens. V ptipad€ testovani antifungalni
aktivity byly pouzity plisné: Fusarium culmorum,
Cladosporium herbarum, Aspergillus terreus a Alternaria sp.
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Metodicky byly pouzity rychla screeningova difuzni metoda
na agaru a metoda vyuzivajici pfistroj Bioscreen, kde je
monitorovan riist bakterii v zavislosti na dobé inkubace a
ucinnosti piislusného peptidu. Z rostlinného materidlu se
podarilo izolovat frakce z listd Nicotiana tabacum, Spinacia
oleracea, Armoracia rusticana, semen Pulsatilla sp. a
tkanovych kultur Armoracia rusticana, které pusobily
inhibi¢né na houby Cladosporium herbarum, Alternaria sp. a
bakterie Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Bacillus megatherium a Citrobacter

sp.

Autori dekuji grantové podpore MSM 6046137305 a FRVS
1069/2008.

TAUTOMERY DERIVAT[O],PYRIMI,DINU S sp®
HYBRIDIZOVANYM UHLIKEM CiSLO 5

MARTIN DRACINSKY a MILOS BUDESINSKY

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

Derivaty pyrimidinu jsou soucasti mnoha ptirodnich
latek v&etné nukleovych kyselin a také celé fady 1éciv!. PH
NMR studiu derivata pyrimidinu v D,O jsme zjistili, Ze
intenzita signalu vodiku v poloze 5 pyrimidinového kruhu
Casem klesd v disledku vymény vodiku za deuterium.
Vybrali jsme sérii 17 derivati pyrimidinu, u které byla
studovana rychlost této izotopické vymeény pfi riznych pH.

V kyselém prostfedi, kde jsou derivaty pyrimidinu
protonovany, je meziproduktem izotopické vymény C(5)-
protonovany derivat. Experimentilng zji$téné hodnoty AG”
dobie koreluji s ab initio vypoctenymi rozdily volné energie
mezi N- a C(5)-protonovanymi formami.

V bazickém prostredi dochazi také k izotopové vymeéné
vodiku v poloze 5. V tomto pftipadé lze uvazovat o dvou
moznych mechanismech izotopové vymény. Jednak i
v bazickém prostiedi je mala frakce pyrimidinovych molekul
protonovana (v zavislosti na rozdilu pKa a pH) a k vyméné
tedy mtze dochazet ptes C(5) protonovanou formu podobné
jako v kyselém prostiedi. U derivatt, kde dochazi k vyméné
timto mechanismem, lze pozorovat linearni zavislost
dekadického logaritmu rychlostni konstanty na pH (pfi
zvySeni pH o 1 se desetkrat snizi koncentrace protonované
formy a tim padem se i desetkrat snizi rychlost izotopické
vymeény).

U derivati pyrimidinu, které obsahuji hydroxyl nebo
aminoskupinu, je izotopovd vymeéna v bazickém prostredi
rychlejsi nez by odpovidalo zastoupeni protonovanych forem
a navic tato rychlost téméf neni zavisla na pH. V tomto
ptipadé lze izotopovou vymeénu vysvétlit mechanismem, ve
kterém se  objevuje  tautomer  pyrimidinu s sp’
hybridizovanym uhlikem v poloze 5. Tento tautomer nebyl
dosud pozorovan ani uvazovan jako jedna z moznych forem
tautomerni rovnovéhyz.
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KVASINKY — CENNY NASTROJ PRE STUDIUM
REGULACIE PROGRAMOVANEJ BUNKOVEJ
SMRTI

B. DROBCOVA, M. MENTEL, 1. KISSOVA,
J. KOLAROV a P. POLCIC

Katedra biochémie, Prirodovedecka fakulta UK, Mlynskd
dolina CH-1, 842 15 Bratislava, Slovensko

Apoptdza je prisne regulovand forma programovanej
bunkovej smrti s vyznamnou tlohou vo vyvoji a homeostaze
vyssich eukaryotov. Tento mechanizmus zabezpecuje rychle
odstranenie nepotrebnych a potencidlne nebezpecnych
bunick v mnohobunkovom organizme bez negativnych
vplyvov na okolit¢ tkanivo. Porucha regulacie tohto
fyziologického procesu byva preto obvyklou pri¢inou
mnohych zavaznych Pudskych ochoreni ako st nadorové,
neurodegenerativne, autoimunitné a dalSie ochorenia.
Objasnovanie molekuldrnych mechanizmov kontrolujicich
apoptozu poskytuje nové moznosti lieCby tychto ochoreni, a
preto su stale predmetom intenzivneho vyskumu.

Hoci sa na kontrole apoptdzy podiel’a mnoho proteinov,
kli€ovymi regulatormi st proteiny evoluéne konzervovanej
Bcl-2 rodiny, ktoré kontroluji permeabilitu vonkajsej
mitochondrialnej membrany a tym uvolnenie cytochromu ¢
a d’alsich apoptogénnych faktorov z mitochondrialneho
medzimembranového priestoru do cytoplazmy — udalost,
ktora zahajuje apoptoticky program.

Bcl-2  proteinova rodina obsahuje pro- aj proti-
apoptotickych ¢lenov. Proteiny s pro-apoptotickou funkciou,
ako Bax a Bak, podporuju uvolnenie cytochromu c a
v zdravych bunkach su inhibované proti-apoptotickymi
¢lenmi rodiny Bcl-2, ako st Bel-2 a Bel-x;. V ramci skupiny
pro-apoptotickych c¢lenov este existuje podskupina tzv.
,»,BH3-only“ proteinov, ktoré su rozmiestnené v réznych
bunkovych kompartmentoch a ich ulohou je po zaznamenani
apoptotického signalu aktivovat’ pro-apoptotické proteiny
Bax aBak. Mechanizmus, akym ,BH3-only” proteiny
kontroluji nasledni aktivaciu a oligomerizaciu tychto
molekul vo vonkaj$ej mitochondridlnej membrane vsak stale
nie je objasneny.
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Cielom nasho vyskumu je s vyuzitim alternativneho
kvasinkového systému objasnit mechanizmus aktivacie
multidoménovych pro-apoptotickych proteinov ,,BH3-only*
proteinmi. Nase $tudium interakcii ,,BH3-only* proteinu Bim
s multidoménovymi Bcl-2 proteinmi ukdzalo, Ze pro-
apoptoticky ucinok tohto proteinu spociva v inhibicii
zachrannej aktivity ucinku proti-apoptotickych proteinov
(Bcel-x;. a Bel-2) v mitochondriach. Je vel'mi pravdepodobné,
ze rovnaky molekularny mechanizmus pro-apoptotického
ucinku proteinu Bim sa uplatiiuje aj v cicav¢ich bunkach.

Tato prdaca bola podporena v ramci grantov APVT-20-
012404, NATO RIG 981468 a UK/241/2007.
CROSS-METATHEZE 3-(PERFLUORALKYL)PROPENU
S TERMINALNIMI ALKENY

BARBARA EIGNEROVA™ a MARTIN KOTORA™"

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

Zavedeni jedné ¢i vice molekul fluoru do slou€enin méni jeji
biologické vlastnosti (napf. zvySeni metabolické stability),
&eho se §iroce vyuziva ve farmaceutickém pramyslu'. Nag
vyzkum se zabyva hledanim novych metodik zavedeni
perfluoralkylového fetézce do rdznych strukturnich typu
molekul za mimych reakénich podminek. Jednou
z dostupnych moznosti je rutheniem katalyzovana cross-
metatheze alkent’.
Ru-cat

Rl\/\ N RE —— RIUAR

R1 = 06F13’ C3F7, i-C3F7

@\ OAc
N s
- O ACO%%
AcO
@ OAc
/, n
N
RO™
Tato metoda je zalozena na metathezi snadno
pfipravitelnych 3-(perfluoralkyl)propenti s terminalnimi

alkeny katalyzované Hoveyda-Grubbsovym katalyzatorem.
V ramci tohoto projektu se podafilo syntetizovat celou fadu
sloucenin nesoucich rizné perfluoralkylové fetézce, napf.
steroidy, metalloceny, areny a sacharidy, ve vysokych
vytézcich.

Tato prace vznikla za podpory Centra pro nova antivirotika
a antineoplastika MSMT (projekt ¢. IM0508) a grantové
agentury AVCR (projekt ¢. IA4 400 550 609).
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PRIPRAVA SEMISYNTETICKYCH
GLYKOKONJUGATOV O-ANTIGENU Vibrio cholerae

PAVOL FARKAS a SLAVOMIR BYSTRICKY

Chemicky ustav, Slovenska akadémia vied, Dubravska cesta
9, 845 38 Bratislava
chempalo@savba.sk

Priprava novych glykokonjugatov je v sGéasnosti
vyzvou pre chemikov a biochemikov. Jednym z dovodov
Stadia tychto konstruktov je vSeobecna T-bunkova
nezavislost’ polysacharidov. Nasim cielom bolo pripravit
novy typ multivalentného glykokonjugatu. Antigén (O-
$pecificky polysacharid, O-SP, ziskany z lipopolysacharidu
Vibrio cholerae) sme sa rozhodli primarne viazat' na
glukédnovy polysacharidovy nosi¢. Priprava a derivatizacia
glukanov pouzitych ako makromolekulovy nosi¢ je
publikovana'. Prvym krokom syntézy je priprava konjugatu
glukanu a O-SP reduktivnou aminaciou, pripravili sa dva
konjugaty. Sacharid - sacharidovy konjugat sa z reakénej
zmesi izoloval gélovou chromatografiou a charakterizoval
'H-NMR spektroskopiou. Na zaklade intenzity pikov sme
odhadli zloZenie konjugatov. O-SP sa naviazal na 18 a 43 %
ramienok na glukdnovom nosici. Dosiahlo sa "vetvenie" 2 a
6 % O-SP na monomérnu jednotku glukanového nosica.
Druhym krokom bolo viazanie proteinu (BSA). Vo
vyslednych konjugatoch sa po precisteni stanovil obsah
proteinov na 12 a 22 %. Podarilo sa pripravit’ konjugaty s
velkym poétom sacharidovych epitopov na primarnom
polysacharidovom nosigi. Dalej sa Gspesne viazal protein,
¢im ziskal konstrukt navyse T-bunkové epitopy. Ziskané
semisyntetické glykokonjugaty boli testované na mysiach.
Ziskané poznatky budu aplikované v dalSom vyskume.

Tato praca vznikla s financnou podporou Slovenskych
grantovych agentur (APVV 0032-06 a VEGA 2/7029/27).
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STI’JDIUM STRUKTURY RETROVIROVYCH CASTIiC
VYUZITIM AFM

FUZIK TIBOR, PAVEL ULBRICH,
YURII KUZNETSOV, ALEXANDER MCPHERSON
a TOMAS RUML

Ustav biochemie a mikrobiologie, Vysokd Skola chemicko-
technologicka v Praze, Technickd 5, 166 28 Praha 6
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Mikroskopia atomérnych sil (Atomic Force Microscopy
— AFM) bola po prvykrat popisand v roku 1986 a zo zaciatku
bola vyuzivand hlavne v materidlovo-technologickych
vyskumoch na ultrajemnu charakterizaciu povrchu. Kedze
prvé AFM mikroskopy merali v kontaktnom rezime,
zobrazovanie makkych biologickych materidlov bolo takmer
nemozné. Az dalsi rozvoj metdd a zavedenie takzvaného
poklepového rezimu (Casto pomenovaného aj ,,semi-contact
mode), umoznilo rychlejsi rozvoj vyuzitia AFM i
v biologickej oblasti. Toto usporiadanie umoziiuje
zobrazovanie  povrchov  biologickych  objektov  za
fyziologickych podmienok s minimalnymi poziadavkami na
upravu a pripravu vzorky. AFM mikroskopia sa v sicasnosti
uspesne  pouziva na  zobrazovanie  biologickych
makromolekul ako si DNA, proteiny, ich vzajomnych
interakcii ako aj na zobrazovanie biologickych membran a
bunkovy stien baktérii. KedZe AFM mikroskopiou sa da
dosiahnut’ az nanometrové rozlisSenie, ukazala sa ako vhodny
nastroj na S$tidium virusovych castic, ktoré bolo mozné
doposial’ zobrazit iba elektronovou mikroskopiou. Na rozdiel
od elektronovej mikroskopie, kde je vzorka nutne vysuSena,
zmrazena alebo pokrytd jemnou vrstvou kovu, AFM
umoziuje zobrazovat’ virusové cCastice v ich fyziologickom
prostredi, ¢o umoziluje zachovanie ich skutoénej Struktiry a
rozmerov, resp. Stadium vplyvu zmeny prostredia na tvar
a Strukturu Castice prevedenom in situ.

V tejto praci sme sa zamerali na Stadium Struktary
retrovirovych Castic Mason-Pfizerovho opi¢ieho virusu (M-
PMV) metodou uz spomenutej AFM mikroskopie. Castice
boli poskladané in vitro z dele¢ného mutantu §truktirneho
polyproteinového  prekurzora Gag M-PMV,  ktory
reprezentuje nezrelt Sasticu tohto virusu. Castice vykazovali
pravidelnt Struktdru trigonalnej symetrie zloZzenu z domén
usporiadanych do hexagonalnych kruhov, ¢o napoveda
moznej ikozaedrickej organizacii tohto virusu.

Tato praca bola podporend grantom KAN208240651,
KJB501270701, 1M6837805002NR8797 a MSM6046137305.

VYUZITI KONFOKALNI MIKROSKOPIE
V BUNECNE BIOLOGII

GABRIELA GALIOVA
Biofyzikalni vistav AV CR, Krdlovopolskd 135, 612 65 Brno

Laserova skenovaci konfokalni mikroskopie se casto
vyuzivd v bunéfné biologii, kde dfive dominovala
elektronova mikroskopie. Jeji vyjimecnost spoéiva v
moznosti nahlédnout hluboko do nitra zivych i fixovanych
bunc¢k a tkéani, ziskat ostie definované optické fezy a z nich
vytvofit trojrozmérnou rekonstrukci riiznych bunécnych
struktur. Vyvoj této techniky byl zna¢né urychlen novymi
poznatky v pocitacové technice, laserovych systémech,
detektorech a fluoroforech a vSechny tyto oblasti se stale
zdokonaluji. Konfokalni mikroskopie ma Siroké uplatnéni pii
vizualizaci a sledovani zmén na Grovni chromozomalnich
teritorii, genl, ale i v oblasti proteomiky. Tato technika
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umoziuje studium mechanismi zivotné dulezitym procesi v
bunkach, jako je napiiklad replikace, transkripce, sestiih
nebo DNA reparace. K velmi dulezitym aplikacim
konfokalni mikroskopie patii sledovani zmén ve struktufe
genomu nadorovych bunck, coz prispivda k objasnéni
podstaty vzniku nadorové transformace. Konfokalni
mikroskopie v kombinaci s riznymi fluorescenénimi
metodami, jako je napiiklad fluorescenéni in situ hybridizace
(FISH), se dnes hojné vyuziva v klinické diagnostice.
Odhaleni rtznych chromosomalnich aberaci jak v biologii
nadord, tak v prenatalni diagnostice, ma velky terapeuticky
vyznam. Konfokalni mikroskopie v kombinaci s imuno-
fluorescenci a ,,fotobleachingem™ (FRAP technika) je casto
dilezitym nastrojem zékladniho vyzkumu.

V nasi laboratoii (LMCC, BFU AV CR Bmo) se
zabyvame  studiem  struktury bunééného jadra a
epigenetickymi mechanismy regulace genové exprese u
bunék nadorovych i u lidskych embryonalnich kmenovych
bunék podléhajicich diferenciaci. Velkd cast experimenti
tesi problematiku detekce exprese diagnosticky vyznamnych
genil a dale se zabyvame pifipravou DNA sond pro FISH
techniky, které mohou byt potencionalné vyuzity klinickymi
pracovisti.
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NOVE INHIBITORY CYTOKININ ]
OXIDASY/DEHYDROGENASY - PRIPRAVA
A BIOLOGICKA AKTIVITA

MARKETA GEVMROTOVAJ MAREK ZATLOUKAL,
KAREL DOLEZAL, LUKAS SPICHAL
a MIROSLAYV STRNAD

Laborator ristovych regulatorii, Univerzita Palackého a
Ustav experimentalni botaniky AV CR, CZ-78371 Olomouc
market.gem@centrum.cz

Cytokininy jsou fytohormony hrajici vyznamnou roli v
regulaci bunécného cyklu, diferenciace, ristu, senescence a
mnoho dal$ich dulezitych procesti. Ptirozené cytokininy jsou
derivaty adeninu s postrannim fetdzcem na N°, ktery mize
byt aromaticky nebo isoprenoidni. Modulace hladiny
aktivnich cytokinind v rostliné vede k zajimavym
fyziologickym u¢inkim.

Cilem na$i studie bylo pfipravit derivaty 2-X-6-
anilinopurind (X = H, halogen, amino, methylthio, nitro) s
rizné substituovanymi fenyly a porovnat vliv jednotlivych
substituci na biologickou aktivitu téchto latek. Jelikoz jsou
vSechny tyto latky podobné cytokininim, byly testovany jak
v klasickych cytokininovych biotestech (kalusovy test,
amaranthovy, senescenéni test s listy pSenice), tak i v
receptorovém testu a CKX (cytokininoxidasa/dehydro-
genasa) inhibi¢nim testu. V receptorovém testu byla
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studovana schopnost rizné substituovanych anilinopurint
aktivovat cytokininovou signdlni drdhu skrze receptory
(AHK3 a AHK4/CREL1), které byly jednotlivé exprimovany
v transgennich bakteriich Escherichia coli'. V inhibiénim
testu byla stanovena schopnost pfipravenych latek inhibovat
aktivitu CKX, enzymu degradace cytokinint, ktery byl
piipraven expresi v kvasince Saccharomyces cerevisiae®.
Vétsina nové syntetizovanych  anilinopurini  uéinné
inhibovala aktivitu CKX enzymu in vitro, ptficemz nékteré
latky vykazovaly slabou ligandovou afinitu k cytokininovym
receptorim. Inhibiéni schopnost latky 2-chloro-6-(3-
methoxyfenyl)aminopurinu byla potvrzena in vivo na
rostlinach tabaku nadprodukujicich tento enzym, u kterych
doslo po aplikaci ke komplementaci prirozeného fenotypu.

Tato prace byla podporena grantem MSM 6198959216.
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REZISTENCIA HT-29 BUNIEK PO
FRAKCIONOVANEJ FOTODYNAMICKEJ TERAPII
A PROTEINY TEPELNEHO SOKU

LUCIA GRADA KULIKOVA™®,
GIUSEPPE PALUMBO” a PETER FEDOROCKO*

“Ustav biologickych a ekologickych vied, PrF, Univerzita P.
J. S'qfa'rika v KoSiciach, Moyzesova 11, 040 01 Kosice,
Slovensko,; *Dipartmento di biologia e patologia cellulare e
molecolare L. Califano, Instituto di endocrinologia ed
oncologia sperimentale/CNR, Universita di Napoli Federico
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lucia.grada.kulikova@upjs.sk

Fotodynamicka terapia (PDT) je alternativna metoda
liecby nadorového tkaniva zalozenda na  principe
fotodestrukcie rakovinovych buniek produkciou reaktivnych
skupin kyslika (ROS) po aktivacii fotosenzitivnej latky
svetlom o uréitej vlnovej dizke. Terapeuticky uginok PDT sa
moze zlepsit modifikaciou Standardného protokolu liecby
napr. rozdelenim celkovej svetelnej davky na niekolko
iluminacii s pauzami tmy medzi frakciami svetla. V
reoxygenovanom tkanive sa tak zvysi tvorba ROS.

V nasich experimentoch sme pozorovali signifikantne
zvySenu proliferaciu a rezistenciu bunieck HT-29 po
frakcionacii svetla (1+11 J/em®) s dlh§ou pauzou tmy medzi
dvoma svetelnymi davkami. Nizka svetelna davka (1 J/em?)
nevyvolava ireverzibilné zmeny v bunkach. Nasledovna
dlhsia tmava pauza (6 h) na rozdiel od 1h pauzy ma za
nasledok rezistenciu buniek na cytotoxicky efekt druhej
svetelnej davky (11 J/em?®). Prva subletalna fotoaktivacia
nesta¢i na zvySenie produkcie proteinov tepelného Soku
dosial  povazovanych za  klt€ové molekuly vo
fotorezistencii, ale postacuje na spustenie drahy prezivania
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sprostredkovanej nuklearnym transkripénym faktorom-xB
a anti-apoptickym ¢lenom Bcl-2 rodiny proteinov Mcl-1.

Tato Studia bola uskutocnend za financnej podpory agentury
APVV  (projekt APVT-20-003704) a grantovej agentury
VEGA (projekt VEGA-1/0240/08).

INTRACELULARNI TRANSPORT POLYPROTEINU
GAG MASON-PFIZEROVA OPICIHO VIRU

P. GRZNAROVA, J. LIPOV a T. RUML

Ustav biochemie a mikrobiologie a Centrum aplikované
genomiky, Vysokd skola chemicko-technologicka v Praze,
Technicka 5, CZ-166 28 Praha 6

Cilem prace je vysvétlit regulaci intracelularniho
transportu prekursoru strukturnich proteint polyproteinu Gag
Mason-Pfizerova  opic¢iho viru (M-PMV). Samotny
polyprotein Gag postacuje k vytvoteni virim podobnych
Castic v cytoplasmé transfekovanych buné¢k i in vitro. Byla
sledovana lokalizace jednak Gag divokého typu M-PMV,
jednak fenotypové zajimavého mutantu R55FGag, ktery na
rozdil od nemutovaného typu tvoficiho  Castice
v pericentrionalnim prostoru sklada ¢astice az u cytoplasmy
hostitelské buiiky. Pro detekci proteinu a zjisténi jeho
lokalizace v bunkach byla pouzita vysoce senzitivni metoda
s pouzitim nefluoreskujiciho derivatu fluoresceinu FIAsH-
EDT,, ktery specificky a s vysokou afinitou vaze kratkou
sekvenci tzv. tetracysteinovy tag (TC) CCPGCC. Tak vznika
komplex, ktery po excitaci pfislusSnou vlnovou délkou
emituje silny zeleny fluorescenéni signal. Pro tento tcel byly
navrzeny a pripraveny konstrukty pro wtGag-TC a
R55FGag-TC v expresnim vektoru na bazi pDsRed1-N1. Pro
ovefeni uspesnosti transfekce byl dale navrzen a pfipraven
konstrukt pro DsRed-TC v expresnim vektoru pDsRed1-N1,
DsRed po excitaci emituje rudy fluorescencni signal. VSemi
konstrukty byly transfekovany builky COS-1. Lokalizace
vyslednych proteini Gag-TC byla sledovana inverznim
mikroskopem Olympus v buiikach fixovanych
formaldehydem v zavislosti na Case.

Tento projekt je financovan zgrantii KJB 501270701
a MSM 6046137305.

DVE FORMY TAZI1: AKO VZNIKAJU
A POTENCIALNE FUNKCIE

S. GUNISOVA?, J. KRAMARA" a . TOMASKA®

“Katedra genetiky a "Katedra biochémie, Prirodovedeckd
Jfakulta Univerzity Komenského v Bratislave, Mlynska dolina,
842 15, Bratislava, Slovensko
stanislavagunisova@yahoo.com

Protein Tazl je esencidlnou sucastou ochranného
komplexu koncov chromozémov kvasinky Schizosaccharo-
myces pombe. Pocas expresie VE.coli aj vinvitro
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translaénom systéme podmieiiuje Tazlp tvorbu dvoch
foriem: plnej dizky (Tazlp) a skratena verziu (TazlpAC),
ktorej chyba skoro celd Myb doména'. Na rozdiel od
oligoméru Tazlp Siskovitého tvaru, TazlpAC vytvara
filamenty neschopné vézby telomerickej DNA. Analyza
lyzatov potvrdila vyskyt dvoch foriem aj u Sch. pombe.
In silico analyza TAZI RNA odhalila v mieste Stiepenia
vlasenkovi Strukturu, ktora by mohla byt zodpovedna za
tvorbu dvoch foriem Tazlp, bud’ na transkripénej alebo
translacnej urovni. S cielom zistit’ potencialne odlisné ulohy
foriem Tazlp sme na transkripénej i translacnej urovni
Studovali regulaciu expresie 7TAZI. Pre objasnenie
mechanizmu ich vzniku sme pomocou cielenej mutagenézy
zacali vySetrovat’ okolie 7AZI RNA ohranicujuce kodon pre
poslednti aminokyselinu skratenej formy.

LITERATURA
1. Tomaska L., Willcox S., Slezdkova J., Nosek J., Griffith
J. D.: J. Biol. Chem. 279, 50764 (2004).

DIABETES A HYPERCHOLESTEROLEMIA
OVPLYVNUJU EXPRESIU PROTEINOV
ZAPOJENYCH V PROCESE ISCHEMICKO-
REPERFUZNEHO POSKODENIA MYOKARDU

ANNA HABCAROVA, ADRIANA ADAMEOVA,
PETER KRENEK a MAGDALENA KUZELOVA

Katedra farmakologie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta
Univerzity Komenského, Bratislava, SR

Diabetes a hypercholesterolémia si zname ako rizikové
faktory kardiovaskularnych ochoreni. Experimentalne prace
zaoberajuce sa vplyvom diabetu na ischemicko-reperfuzne
poskodenie myokardu vsak priniesli nejednoznacné vysledky,
podobne ako Stadium expresie eNOS v podmienkach
experimentalneho diabetu. Hypercholesterolémia prostred-
nictvom ovplyvnenia regulaéného proteinu eNOS kaveolinu-1
zasahuje funkcie tohto enzymu. Preto nasim cielom bolo
zistit, ako sa meni expresia proteinov eNOS a kaveolinu-1
a zavaznost' ischemicko-reperfizneho poskodenia myokardu
v podmienkach experimentdlneho diabetu a hypercholester-
olémie u potkanov. Expresia proteinov eNOS a kaveolin-1
v lavej komore myokardu aaorte bola stanovena metédou
SDS-PAGE a Western Blot. Na sledovanie zavaznosti
ischemicko-reperfuzneho poskodenia myokardu sme pouzili in
vivo protokol zamerany na vyskyt reperfiznych dysrytmii
aurcenie dysrytmického skore. ZvySeni expresiu eNOS
akaveolinu-1 sme zaznamenali vaorte diabeticko-
hypercholesterolemickych ~ zvierat  (P<0,05), ale nie
u diabetickych zvierat. V lavej komore myokardu nedo$lo
k signifikantnym zmenam expresie sledovanych proteinov ani
vjednej skupine experimentalnych zvierat. U diabeticko-
hypercholesterolemickych, ale nie u diabetickych potkanov,
sme zistili zvySeny vyskyt zavaznych ventrikularnych
dysrytmii a zhorSenie dysrytmického skore.

Tato praca vznikla za podpory grantov UK/46/2007 a VEGA
1/4296/07.



Chem. Listy 102, 365404 (2008)

SLEDOVANIE mRNA ABC-TRANSPORTEROV

A APOPTOTICKYCH BIELKOVIN PRI ROZVOJI
LIEKOVEJ REZISTENCIE U PACIENTOV

S AKUTNOU LEUKEMIOU

JOZEF HATOK, EVA BABUSIKOVA, ) )
MONIKA SIVONOVA, TATIANA MATAKOVA,
JANA JURECEKOVA a PETER RACAY

Ustav lekarskej biochémie, JLF UK, Mala Hora 4, 036 01
Martin, Slovensko
hatok@jfimed.uniba.sk

Na rozvoji rezistencie leukemickych buniek voci
chemoterapii sa podiela viacero mechanizmov. Medzi
najviac Studované bielkoviny spojené s chemorezistenciou
radime ABC , ATP-binding cassete” transportéry a
apoptotické bielkoviny. V tejto praci sme pomocou RT-PCR
urcili expresiu niektorych ABC transportérov (P-gp, MRP a
BCRP) a apoptotickych bielkovin (p53, bax, bcl-2 and bcl-
X) u leukemickych buniek od pacientov s akutnou leukémiou
(AL). Navyse sme v nasej Studii porovnavali urovein mRNA
apoptotickych proteinov medzi leukemickymi bunkami
a normalnymi leukocytmi od zdravych jedincov. Zistili sme,
ze vleukemickych bunkach od pacientov s AL boli
signifikantne zvySené hladiny mRNA p53 a bax bielkovin.
Signifikatne zvySenou hladinou mRNA bcl-X; pri akutnej
lymfoblastickej leukémii (ALL) poukazujeme na vztah ALL
buniek k rezistencii cestou p53-zavislej apoptézy. Medzi
jednotlivymi AL pacientmi sme na transkripénej urovni
pozorovali vysoku heterogénnost’ P-gp hladin, ktora vsak
bola signifikantne vysSia u pacientov v relapse oproti
leukemickych vzorkach konzistentnejsia, avSak rozdiely
medzi stavom ochorenia sme nepozorovali. Hladiny expresie
BRCP boli vel'mi nizke, no signifikantne vyssie u pacientov
v stave relapsu.

Objasnenie mechanizmu vzniku chemorezistencie méze
do budutcna viest’ k vyberu stratégii u¢innej chemoterapie.

Podporené grantom Ministerstva skolstva Slovenskej
republiky: aAV/1106/2004.

VLIV EX?RESE GENU FLO11 NA MORFOLOGII
KOLONII Saccharomyces cerevisiae

MARKETA HILSKA, VRATISLAV STOVi(’:EK,
JANDEROVA BLANKA a PALKOVA ZDENA

Katedra genetiky a mikrobiologie, Prirodovédecka fakulta,
Univerzita Karlova, Vinicna 5, 128 44 Praha 2
mark.hill@post.cz

Kolonie kvasinek druhu Saccharomyces cerevisiae jsou
obvykle nestrukturované, témét hladké. Kmen > 1278 ale
vytvafi kolonie silné zvrasnéné se vzhledem propletenych
provazcl (stfev) s volnymi prostory mezi nimi. Roli ve
vytvaieni této morfologie by mohl hrat protein bunééné stény
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Flol1p, ktery se, jak bylo diive popsano podili na bunééné
adhesi a tvorb& pseudohyf’.

Prace je zaméfena na studium vlivu exprese genu
FLOI1 na morfologii monokolonii haploidniho kmene S.
cerevisiae ¥S" (cit.?), odvozeného od kmene Y1278,
v zavislosti na zdroji uhliku a ploidii. Pfi kultivaci S.
cerevisiae ¥ S" na nefermentovatelnych zdrojich uhliku byla
morfologie kolonii siln¢ zvrasnénd a dochazelo k tvorbé
pseudohyf. Na fermentovatelnych zdrojich  uhliku,
s vyjimkou rafinosy a maltosy, byly kolonie hladké.
Korelace s expresi genu FLOII byla sledovana métenim
fluorescence fuzniho proteinu FLO11-GFP.

Dale byla hodnocena morfologie kolonii spor hybrida
S'S" a kmene BY4742, tvoficiho hladké kolonie. Intenzivng
zvrasnéné kolonie byly nalezeny pouze v piipadé haploida
parovaciho typu MATa. Northern-blotting analyza prokazala
korelaci mezi stupném strukturovanosti kolonie a hladinou
FLOI11 m-RNA.

Rovnéz byla hodnocena morfologie kolonii spor
hybrida s deleci gent FLOS, MSS11, MSNI1 a TECI, které
ovliviiuji transkripci genu FLOI1. Vysledky ukazuji, zZe
zvrasnéné kolonie tvoii kmeny pouze v ptipadé, jsou-li
neposkozeny geny FLOS a MSS11.

Prace byla podporovana granty IAA500200506 a LC531.

LITERATURA
1. Lo W.S., Dranginis A. M.: J. Bacteriol. 178, 7144
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2. Vopalenska I., Hulkova M., Janderova B., Palkova Z.:
Res. Microbiol. 156, 921 ( 2005).

IDENTIFICATION OF THE GENES FOR ML-
DOMAIN CONTAINING PROTEIN, DER-P2-LIKE
ALLERGEN AND TICK RECEPTOR FOR OSPA IN
HARD TICK Ixodes ricinus: THEIR ROLE IN
VECTOR-PATHOGEN INTERACTION

JANA HORACKOVA, NATALIIA
RUDENKO, MARYNA GOLOVCHENKO,
and LIBOR GRUBHOFFER

Faculty of Science, University of South Bohemia, and
Biology Centre AS CR, Institute of Parasitology, Ceské
Budejovice, Czech Republic

Jjanahora@seznam.cz

Castor bean tick (Ixodes ricinus) is the main vector of
many pathogens in Europe, the best known are spirochetes
Borrelia burgdorferi and tick borne encephalitis virus,
causative agents of serious diseases in humans. Differential
expression of many tick genes is regulated by blood feeding
or pathogen invasion. We found few genes encoding for
proteins involved in the molecular mechanism of vector—
pathogen interaction.

Genes of Der-p2-like allergen and ML-domain
containing protein, are members of group II of ML (MD-2-
related lipid recognition) protein family. Members of this
protein family are found in different organisms; all contain
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ML domain with N-terminal signal peptide and six
conserved cysteine residues. Exact function of these proteins
is unknown but probably they play role in innate imunity
reactions, or in lipid metabolism. Expression of the two tick
ML proteins is induced by blood feeding.

A gene encoding tick receptor for OspA of Borrelia
burgdorferi (TROSPA) was identified in the hard tick Ixodes
ricinus. The gene and its protein product is known in black-
legged tick, . scapularis. TROSPA plays an important role
in B. burgdorferi binding to tick’s gut and its colonization.
The exon/intron organization of the /. ricinus TROSPA was
revealed. The gene contains an intron in similar position like
that from 7. scapularis. TROSPA proteins from /. ricinus and
1. scapularis show 92% of similarity.

NOVY PROTEIN RHODANASOVEHO TYPU
U Acidithiobacillus ferrooxidans —- FUNKCNI STUDIE

JOSEF HOUSER™", OLDRICH JANICZEK"
a MICHAELA WIMMEROVA®”

“Ustav biochemie a *Narodni centrum pro vyzkum
biomolekul, Prirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita,
Kotlarska 2, 611 37 Brno

houser@mail.muni.cz

Spotfeba barevnych kovi ve svété neustile vzrista,
stejné jako jejich cena. Tyto diivody vedou ke snaze ziskavat
kovy stale efektivngji a sminimem nakladi. Jednim
z nejvice se rozsifujicich zplsobl, jak toho dosdhnout, je
vyuziti bakterii v procesu takzvané biohydrometalurgie.
Piestoze za timto Gc¢elem mulzeme vyuzit fadu bakterii,
nejlépe prostudovanym a pravdépodobné také nejvice
zastoupenym druhem je extremofilni Acidithiobacillus
ferrooxidans. Diky své schopnosti uvoliiovat kovy z jejich
sulfidickych rud je stale Castéji pouzivana pro tézbu meédi,
zinku ¢i niklu, timto zpisobem vSak lze ziskat i takové kovy
jako je uran ¢i zlato. Za Gc¢elem dal§iho zefektivnéni celého
procesu je tieba 1épe poznat zivotni pochody této bakterie, a
to na urovni jednotlivych enzymi. A pravé enzymy ucastnici
se metabolismu siry dosud nejsou prozkoumany na
dostatecné trovni.

Mimo mnoha enzymi katalyzujicich redoxni d&je
spojené se sirou, nachdzime v organismu A. ferrooxidans
také kyanid:thiosulfat sulfurtransferasy (téz rhodanasy).
Rhodanasy se vyskytuji u zastupcii v§ech druhti organismtl,
kde vykonavaji rozlicné funkce pocinaje detoxifikaci
kyanidu ¢i sulfanu, pies podil na syntéze/opravé Fe-S klastri
az po ucast na signalnich drahach. V genomu 4. ferrooxidans
bylo dosud nalezeno celkem 8 geni pro pravdépodobné
rhodanasy. Cilem této nasi prace je charakterizace zastupce
této skupiny — proteinu RHC. V tomto pfipad¢ se jednd o
jeding enzym vgenomu této bakterie, ktery vedle
rhodanasové domény obsahuje také doménu ankyrinovou.
Vzhledem k tomu, Ze tato doména slouZzi pro interakci mezi
znaéné rozdilnymi enzymy, je vysoce pravdépodobné, Ze
protein RHC hraje vyznamnou roli v metabolismu.
V dostupnych literarnich  zdrojich navic dosud neni
charakterizovan jediny enzym obsahujici obé domény —
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rhodanasovou i ankyrinovou. NaSe prace by tudiz mohla
pfinést mnohé nové poznatky nejen pro studium A4.
ferrooxidans.

Po pocateCnim bioinformatickém studiu genomu A.
ferrooxidans (kmen ATCC 23270) byl gen pro RHC
klonovan a transformovan do nékolika riznych kment E.
coli. Zde byla optimalizovana exprese proteinu. Pro jeho
ziskani byla zvolena izolace z inkluznich télisek s naslednou
renaturaci. Vysledkem je enzym vykazujici rhodanasovou
aktivitu. Nasledn¢ byla provedena zékladni funkéni analyza
zahrnujici mimo jiné stanoveni pH a teplotniho optima,
katalytickych  konstant (k.,) vu¢i obéma typickym
substratim a dalsi vlastnosti. Spolu s planovanym vyfesenim
struktury enzymu se ndm nabizi moznost komplexniho
pochopeni vyznamu RHC pro zivotni cyklus pramyslové
vyznamné bakterie.

Projekt je podporovin granty MSMT (MSM0021622413) a
GA CR (525/08/0697).

IDENTIFIKACE HOMEOBOXOVYCH GENU V ]
GENOMU A TRANSKRIPTOMU SLADKOVODNI
MEDUZY Craspedacusta sowerbyi

MILUSE HROUDOVA, ZDENEK KREJCIK,
JAKUB RIDL, HYNEK STRNAD, CESTMIR VLCEK,
PETR VOJTA a VACLAV PACES

Ustav molekuldrni genetiky Akademie véd Ceské republiky,
Videnska 1083, 142 20 Praha 4
hroudova@img.cas.cz

Sladkovodni medtza Craspedacusta sowerbyi je
zastupcem zivocisného kmene zahavci (Cridaria, ttida
Hydrozoa), ktery se v poslednich letech stal pfedmétem
intenzivniho studia v oblasti molekularni genetiky a
vyvojové biologie. Komplexni genom zahavcl kontrastujici
s jednoduchou stavbou jejich tél je v mnoha ohledech
podobnéjsi genomiim obratlovcid veetné ¢loveka, nez je tomu
u nékterych evoluéné vysSich modelovych zivoéicht
(Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans).

Vyznamnou skupinou gend regulujicich ontogenezi
jsou homeoboxové geny. Koduji transkripéni faktory a jejich
struktura je siln¢ konzervovana napfic¢ celou zZivocisnou fisi.
V ranych stadiich vyvoje organismu se podileji na formovani
dilezitych morfologickych znakd, jako je naptiklad télesna
symetrie, na vyvoji nervové soustavy a smyslovych organd
a jsou také soucasti vyznamnych signalnich drah.

Vramci tohoto projektu byly v genomech Zzahavcl
Hydra magnipapillata (nezmar) a Nematostella vectensis
(mofska  sasanka) identifikovany a  klasifikovany
homeoboxové geny. Pro dalsi studium u Craspedacusta
sowerbyi byly vybrany nckteré méné cast¢ a funkcné
zajimavé rodiny homeoboxovych gent. Metodou PCR
s degenerovanymi primery a naslednou DNA sekvenaci PCR
produktd  byly vgenomu Craspedacusta  sowerbyi
identifikovany 3 geny patfici do rodiny POU a 6 gent rodiny
SINE. Byla pfipravena a Caste¢né sekvenovana fosmidova
genomova knihovna Craspedacusta sowerbyi za ucelem
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identifikace a analyzy homeoboxovych a jinych gent
zajimavych z hlediska fylogeneze a ontogeneze. V nedavné
dobé jsme tento piistup rozsitili na BAC genomovou
knihovnu a na identifikaci a sekvenovani homeoboxovych
genl a jejich klastri. Dalsi ¢ast této prace spociva ve studiu a
porovnani  transkriptomu  Craspedacusta  sowerbyi,
Tripedalia cystophora (zéastupce zahavcu tiidy Cubozoa) a
nékterych dalsich zahavcl. Pro sekvenovani genomové DNA
a cDNA vyuzivime moderni sekvenacni technologie,
zejména pyrosekvenovani na systémech GS20 a FLX.

Transkriptom dospélého jedince (meduzy)
Craspedacusta  sowerbyi obsahuje kolem Sesti tisic
unikatnich gent véetné 22 gentt homeoboxovych.

Z porovnani po¢tu POU a SINE gent vgenomu a
transkriptomu vyplyva, Ze se jich do mRNA transkribuje dvé
téetiny respektive polovina. Vysledkem sekvenovani cDNA
niz§iho vyvojového stadia (larvy) Tripedalia cystophora je
vice nez Sest tisic unikatnich gend véetné 16 genl
homeoboxovych. Byla provedena také caste¢nd sekvenace
cDNA z komplexniho smyslového organu (rhopalia)
Tripedalia cystophora a bylo nalezeno kolem deviti set gend.
Projekt smétuje k identifikaci dal§ich homeoboxovych gend,
ke studiu exprese vybranych gentt v tkanich zahavcl
metodou in situ hybridizace a komparativnim analyzam
zahav¢ich genomi a transkriptomi z hlediska kvality a
kvantity homeoboxovych gend a jinych transkripénich
faktorti.

Tato studie byla podporovana vyzkumnymi zaméry a granty
MSMT I1M6837805002 (Center for Applied Genomics) a NB
Project AC CZ AV0Z50520514.

ULOHA PROTEINU AGR2 PRI ENDOKRINN{
TERAPII KARCINOMU PRSU

ROMAN HRSTKA, TAMARA éMERDQYA,
RUDOLF NENUTIL a BORIVOJ VOJTESEK

Masarykiv onkologicky ustav, Oddélent onkologické a
experimentalni patologie, Zluty kopec 7, 656 53 Brno
hrstka@mou.cz

Karcinom prsu predstavuje nejcastéj§i nadorové
onemocnéni diagnostikované u zZen ve vétSin€ vyspélych
zemi svéta a podobné je tomu i v nasi populaci. Pfiblizn¢ u
dvou tfetin pacientek je prokazana pifitomnost funkénich
estrogennich receptort (ER) a pravé u téchto piipadi je
vhodné indikovat antihormonalni 1é¢bu, ktera obecné
predstavuje jednu z nejstarSich forem molekularni terapie.
V ptimé souvislosti s expresi ER byl nedavno objeven i
protein AGR2. Pti naslednych analyzach bylo prokédzano, ze
se jednd o vyznamny prolifera¢ni faktor se schopnosti
indukovat tvorbu metastaz.

Pii studiu exprese AGR2 na urovni mRNA i proteinu
jsme prokazali vyznamnou korelaci nejen exprese AGR2 s
ptitomnosti funkénich steroidnich receptord ale i s expresi
cyklinu D1. Protoze cyklin D1 je znam jako jeden z faktort
spojenych se vznikem rezistence piti 1é€bé tamoxifenem, byla
analyzovana exprese AGR2 v rdmci odpovédi na plsobeni
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riznymi antihormonalnimi adjuvans. Pfi stanoveni exprese
AGR2 v nadorové buiice po pisobeni tamoxifenu skutecné
dochazelo knartstu hladiny AGR2, naopak pfi podani
aromatazovych inhibitort ¢i fulvestrantu bylo mozné
pozorovat inhibici exprese tohoto proteinu.

Vzhledem k signifikantni korelaci mezi expresi AGR2
a rezistenci k tamoxifenu u karcinomi prsu Ize ptedpokladat
zapojeni tohoto proteinu do procesi spojenych s nékterymi
nezadoucimi U€inky pfi podavani tamoxifenu, kdy mize
dochazet k tvorb¢é karcinomu endometria a v fad¢ piipadl i
ke vzniku rezistence spojené s relapsem onemocnéni. Na
zaklad¢ statutu exprese proteinu AGR2, ktery jednoznacné
vykazuje prognosticky negativni vlastnosti, se tedy nabizi
moznost volby vhodnéjsi terapie, ktera by neindukovala
zvySenou expresi tohoto proteinu.

Tato prdce byla podporovina z prostiedkit MSMT LC06035
a MZOMOU2005.

VLIV INHIBITORVITI KINAS NA AKTIVACI
PROTEINU pS3 PRI POSKOZENI DNA

PAVLA HUBLAROVA, ROMAN HRSTKA,
JITKA HOLCAKOVA, TAMARA SMERDOVA,
SONA BABCANOVA a BORIVOJ VOJTESEK

Oddeéleni  onkologické a  experimentdalni  patologie,
Masarykiv onkologicky ustav, Zluty kopec 7, 656 53 Brno
hublarova@mou.cz

Protein p53 hraje vyznamnou roli pfi odpovédi buiky
na poskozeni DNA. Vyvolava zastavu bunééného cyklu
indukei exprese proteinu p21™*! nebo spousti apoptozu
aktivaci p53 zavislych geni PUMA, NOXA aj. Aktivni tlohu
v téchto procesech maji kinasy ATM a ATR a jimi
regulované kinasy Chkl a Chk2, které fosforyluji p53
pfedevsim na serinech 15 nebo 20. Cilem naseho projektu
bylo nalezeni vhodnych kombinaci inhibitort téchto kinas a
DNA poskozujicich latek, cisplatiny a doxorubicinu, které by
u nadorovych bun€k pfednostné vyvolavaly apoptézu a
nesméfovaly buiky do zastavy bunééného cyklu, coz je
obecné povazovano za moznou pfi¢inu vzniku rezistence
bun¢k k danym latkam.

Experiment byl provadén na bunéénych nadorovych

liniich exprimujicich wild-type p53 protein: linii MCF-7
odvozené zkarcinomu prsu a linii ARNS odvozené
z maligniho melanomu. Bunééné linie byly ovliviiovany po
dobu 16 hodin inhibitorem ATM/ATR (CGK733)
v koncentraci 5 pM a inhibitorem Chk2 (2-(4-(4-
chlorofenoxyfenyl)-1H)-benzimidazol-5-carboxamid)
v koncentraci 10 pM. Inhibitory kinas byly aplikovany
v kombinaci s 0,5 pM doxorubicinem a 10 uM cisplatinou.
Hladiny vybranych proteini byly analyzovany pomoci
imunoblottingu a vysledky nasledné potvrzovany metodou
real-time PCR na Grovni mRNA.

Pfi studiu Sesti kombinaci inhibitorti a cytostatik byly
zaznamenany zasadni rozdily pfi pouziti jednotlivych
inhibitorti a linii. Inhibitory Chk2 i ATM/ATR v kombinaci
s obéma cytostatiky zptisobovaly snizeni hladiny funkéniho
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p53 a soucasnd i hladin jeho zavislych proteiné (p21%V*,

MDM?2) v porovnani s uCinky samotnych cytostatik. Pfi
analyze posttranslacnich modifikaci proteinu p53 vyvolanych
nami pouzitymi latkami bylo prokdzano, ze fosforylace na
serinech 15 a 392 proteinu p53 ve vétsing ptipadt odrazeji
expresi p33-regulovanych genid kédujicich p21V*! a MDM2.
Vliv studovanych kinas na modulaci transkripéni aktivity
p53 byl ovéfen analyzou hladin mRNA vybranych p53
regulovanych gent p21""", MDM2, GADD45, PUMA,
NOXA a BAX. Byla potvrzena vyznamna role funkénich
kindz pfti regulaci transkripéni aktivity p53 pfi posSkozeni
DNA.

Tato prdce je podporovina granty GA CR 301/07/0490
a MSMT LC06035.

VLIV AZA-SUBSTITUCE NA STRUKTURU

A ACIDOBAZICKE VLASTNOSTI HELICENU

JANA (;!—IOCHOLOUSOVA, JAROSLAV VACEK,
JIRI MISEK, IRENA G. STARA a IVO STARY

Ustav organické chemie a biochemie v.v.i., AV CR,
Flemingovo n. 2, 166 10 Praha

Heliceny pfitahuji pozornost diky svym zajimavym
strukturnim, spektralnim 1 fyzikdlnim vlastnostem. Tyto
jejich vlastnosti byly jiz vyuzity v enantioselektivni katalyze,
samoskladbé a chiralnim rozpoznavani.

V organické syntéze je velmi Casto dilezité pouziti
latek, které neracemizuji pti béznych reakénich podminkach.
Proto by bylo uzite¢né védét, jaky vliv budou mit rizné
modifikace helicenového skeletu na racemizacni bariéru
diive, nez se pustime do drahych a Casové ndroénych
experimentu.

Obr. 1. Pfechod mezi (M) and (P) enantiomery 1-aza-[6]helicenu
Cilem této prace je poskytnout co nejptesnéjsi odhady

racemiza¢nich bariér pro skupinu aza-substituovanych
helicenti' pomoci metod moderni pogitatové chemie.
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Semiempirické a ab initio vypolty s malym poctem
bazovych funkei, pouzité v diive&j§i studii’ pro odhad
racemizacnich bariér helicend a jejich metyl substituovanych
analog poskytly cenné informace, ackoliv souhlas s
experimentalnimi daty byl spiSe kvalitativni a ne
kvantitativni. Vezmeme-li v vahu rychly vyvoj v oblasti
vypocetni techniky, domnivame se, Ze je mozné dosdhnout
presnégjsich vysledki, provedeme-li vypocty na vyssi Grovni,
které jsou v soucasné dobé dostupné i pro vétsi molekularni
systémy.

Pfedvedeme  vypoCty racemizaCnich bariér a
acidobazickych vlastnosti helicenti a azahelicenti pomoci
metody funkcionalu hustoty (DFT) s funkcionalem B3LYP a
cc-pVTZ bazi. Vysledky budou porovnany s dostupnymi
experimentalnimi daty

Grantova podpora: MSMT (Centre for Biomolecules and
Complex Molecular Systems, project LC512), Evropska
komise (grant ¢. FP6-015847) a GA CR (granty ¢.
203/06/1792 a 203/07/1664).
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RUZNE PRISTUPY K PRODUKCI
REKOMBINANTNIHO LIDSKEHO PEPTIDU
S FARMAKOLOGICKYM UCINKEM

V BAKTERIICH Escherichia coli
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Terapeuticky aktivni peptidy a proteiny (Casto
nazyvané jako biofarmaceutika ¢i bioléciva) reprezentuji na
trhu dulezitou a rychle rostouci skupinu 1éCiv.
Biofarmaceutika zaujimaji nezastupitelné misto pro 1écbu
fady onemocnéni, v nékterych pfipadech dokonce piedstavuji
jedinou u¢innou terapii. Vyznamny podil aplikaci je v oblasti
rakoviny, autoimunitnich onemocnéni, diabetes mellitus,
anémie, nemoci spjatych snahrazenim chybného ¢&i
chybéjiciho proteinu (napi. lidského riistového hormonu) a
dalsich. Pivodné byly peptidy a proteiny s farmakologickym
ucinkem ziskavany z pfirodnich zdroju, ale jejich produkce
se postupné¢ posunula knovym a efektivnéj$im
biotechnologiim, jako jsou rekombinantni DNA technologie
nebo hybridni technologie pro pfipravu monoklonalnich
protilatek. Tyto nové techniky navic umoziuji Upravu
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peptidi a proteind ,,na miru“ tak, aby mély optimalni
farmakologické vlastnosti. Pro biotechnologickou produkci
peptidd a proteinti s terapeutickym UCinkem se nejCasteji
vyuzivaji bakterie, kvasinky, hmyzi buiky, sav¢i bunky,
rostlinné buiiky a v posledni dobé se studuje i moznost
vyuziti transgennich rostlin a zivo¢icha.

Cilem nasi prace je pfipravit vhodny expresni systém
pro produkci rekombinantniho lidského peptidu, ktery mize
byt pouzit pro farmaceutické uéely. Obecné se produkce
biologicky aktivnich peptidt v bakteriich Escherichia coli
bohuzel setkava s nizkymi vytézky, a to predevsim z divodu
intracelularni degradace peptidl a obtizné purifikace peptida
od kontaminujicich proteind. Ke zvySeni vytézku ale mize
byt vyuzito n€¢kolik metod. Prvni metoda spociva v pouziti
fazniho proteinu, jako je napf. glutathion-S-transferasa
(GST), protein vazajici maltosu (maltose binding protein,
MBP) a dalsi. Fuzni protein mtze byt po Gispésné expresi
oddélen od pozadovaného peptidu proteolytickym $t€penim
diky specifické rozpoznavaci sekvenci (Casto se pouziva
napf. enterokinasa nebo Faktor Xa). Dalsi metoda
reprezentuje tzv. genovou polymeraci, kdy je pfislusny gen
exprimovan jako polymer a vysledny protein-polymer je
nasledné $tépen na monomery. Posledni pfistup zahrnuje
expresi prislusného genu v bakteridlnich kmenech, které
vykazuji nizkou proteolytickou aktivitu.

Pripravili jsme nekolik expresnich systému vyuzivajici
vySe zminéné piistupy s cilem zvysit vytézek produkce
peptidd pomoci bakterii Escherichia coli — pouziti fuzniho
proteinu, metodu genové polymerace a vyuziti specidlnich
bakteridlnich kmenti vykazujicich nizkou proteolytickou
aktivitu. Po uspé&$né expresi byl hodnocen vytézek, aktivita,
ale i schidnost provedeni jednotlivych postupd s cilem
navrhnout optimalni systém poskytujici vysoké vytézky.

Tato price byla sponzorovina grantem FRVS G4 1069/2008.

MIKROYLNNE PODPOROVANE ENZYMATICKE
STEPENI PROTEINU

FILIP KAFTAN®, MILOSLAV SANDA"
a JOSEF CVACKA"

“Bfirodovédeckd fakulta UK, Albertov 6, 128 43 Praha 2;
bUstav organické chemie a biochemie AV CRv.v.i,
Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6

Mikrovinn¢  podporované  enzymatické  $tépeni
(MAPED) je v soucasné dob¢ velice nadéjnym a rozifujicim
se pristupem a alternativou ke klasickému enzymatickému
Stépeni proteint. Vyuziti mikrovinného zéfeni, jak ukazuji
vysledky publikovanych studii zabyvajicich se touto
problematikou, skytd celou fadu vyhod v porovnani
s konven¢nim pfistupem, a to pfedevs§im vyznamné zkraceni
doby S$tépeni z klasickych 8 hodin na 5-20 minut v zavislosti
na povaze experimentu, dale je to ve vysledku mensi
spotieba enzymu a vzorki a na zakladé toho vyssi efektivita
Stépeni projevujici se naptiklad (pfi analyze daného digestu
prostfednictvim  nékterého zuspofadani MS) lepSim
pokrytim sekvence §tépeného proteinu.
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Mikrovinné zafeni a jeho aplikace pfitom neni omezena
pouze na samotnou proteolyzu, ale lze ho s Gspéchem vyuzit
i vjednotlivych krocich elektroforetické separace a
purifikace proteinii predchazejici vlastni MAPED, a to
napfiiklad prostfednictvim gelové elektroforézy (SDS-
PAGE). Pasobenim mikrovinného zateni se tedy konkrétné
vyrazné zkracuji postupy redukce a alkylace vzorku proteinu,
kdy je dokonce mozné proces alkylace, vzhledem ke kratké
dob¢ Stépeni, zcela vynechat a tim i méné kontaminovat
vzorek. Casové méné naroéné jsou i kroky sorpce a desorpce
barviva z gelu a stejn¢ tak i finalni extrakce vzniklych
peptidi. Pro MAPED v gelu i roztoku je nejcastéji vyuzivana
karboxypeptidaza trypsin. Jednou z mnoha vyhod trypsinu je
fragmentace proteinu na peptidy o vhodné velikosti
k nasledné MS analyze. Pouze vyjimecné se pro MAPED
pouzivaji proteasy jako Lys-C, Glu-C nebo o-chymotrypsin.
Tato prace mapuje a optimalizuje podminky MAPED pro
Arg-C, Asp-N, Glu-C, Lys-C, chymotrypsin nebo pepsin.
Optimalizace je provadéna na modelovych proteinech jako je
BSA, lysozym ¢i ovalbumin a na realnych vzorcich proteinti.

MODULACIA,METABOLIZMU FOSFOLIPIDOV
POLYNENASYTENYMI MASTNYMI KYSELINAMI
V NADOROVEJ TERAPII

MARTIN KELLO, JAROMIR MIKES,
RASTISLAV JENDZELOVSKY, JAN KOVAL
a PETER FEDOROCKO

Ustav biologvicky'ch a ekologickych vied, Prirodovedeckd
fakulta UPJS v Kosiciach, Slovensko

Aj napriek tomu, ze sa dosiahol znaény pokrok
v poznani mechanizmov karcinogenézy a aj v samotnej
liecbe, stale sa hladaji nové pristupy v snahe zvysit
terapeuticky efekt a znizit’ riziko lieCebného zasahu. Preto sa
sucasne s klasickymi postupmi (chemo- a radioterapia)
hladaji nové pristupy klie€be a prevencii nadorového
procesu. Fotodynamickd a nutricna terapia nadorov sa
ukazuju  ako jedny zrozvijatelnych a perspektivnych
pristupov do buduicnosti. Nedavny vyskum ukazal, ze zasah
$pecifickymi mastnymi kyselinami na nadorom postihnuty
organizmus znizuje rast tohto nadoru, indukuje apoptdézu
v nadorovych bunkich azvySuje odozvu nadoru na
chemoterapeutikd, ¢o modze byt slubnym prinosom
vyuzitelnym v stcasnej onkologii.

Progresivnym protinadorovym prostriedkom posledne;j
doby je  hypericin — fotodynamicky aktivna latka,
vyskytujica sa ako pigment v rastlinach rodu Hypericum sp.,
ktory stimuluje produkciu réznych reaktivnych foriem
kyslika, a tie st nasledne zodpovedné za poskodenie bunky.
Takto indukované poskodenie kon¢i, za urcitych podmienok,
apoptozou ako primarnou formou bunkovej smrti.

VnaSej stadii sme sledovali vplyv exogénnych
mastnych kyselin na modulaciu fosfolipidového metaboliz-
mu v kombinacii s fotodynamickou terapiou na réznych
bunkovych liniach. Celkovo dochadza v sledovanych
skupinach s kombinovanou terapiou k zvySeniu citlivosti
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nadorovych buniek voéi fotodynamickej terapii a narastu
poctu apoptickych buniek.

Stiidia bola uskutocnend za podpory grantov APVV (20-
003704) a VEGA (1/0240/08).

SYNTEZA A STUDIUM VLIVU ORIENTACE
A CHARAKTERU POLARNICH SPOJEK NA
FYZIKALNI VLASTNOSTI LOMENYCH
KAPALNYCH KRYSTALU

MICHAL KOHOUT?, ADAM HENKE?, .
JIRI SVOBODA’, VLADIMIRA NOVOTNA"
a MILADA GLOGAROVA"

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

michal kohout@email.cz

Studium lomenych kapalnych krystala stale patii mezi
intenzivné se rozvijejici oblast materialové chemie'. Cilem
prezentované prace bylo pfipravit nové typy nesymetrickych
lomenych kapalnych krystald (Obr. 1) a studovat jejich
mesomorfni chovani pomoci DSC, studiem textur a
rentgenostrukturni analyzou a dale pak fotochemickou
isomerizaci syntetizovanych derivati.

Budou diskutovany rozdily zplsobené zaménou
centralniho jadra, vliv substituce tohoto jadra, délky
postrannich fetézcu a orientace esterovych spojek na celkové
zmény v mesomorfnim chovani jednotlivych kapalnych
krystald v pfipravenych sériich novych latek. Bude
diskutovana moznost vyuziti reverzibilniho ,,pfepinani“ mezi
jednotlivymi isomery v oblasti molekularnich pfepinacd a
vliv zastoupeni jednotlivych isomeri na mesomorfni

chovani.
IS
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Obr. 1

Price byla podporovina Grantovou agenturou Ceské
republiky (projekt ¢. 202/05/0431), Ministerstvem Skolstvi,
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mladeze a telovychovy (projekt MSM 6046137301 a OC176)
a vnitinim granetem VSCHT Praha 0015110.
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DETEKCE SNP ASOCIOVANYCH S IBD —
GENETICKY ZAKLAD PREVALENCE
ONEMOCNENI, BEZPECNOSTI A EFEKTIVITY
FARMAKOTERAPIE
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Mezi nespecifické stievni zanéty (IBD) patii Crohnova
choroba (CD) a ulcerozni kolitida (UC). Onemocnéni jsou
chronicka s dosud neznamou etiologii, a proto chybi i
kauzalni terapie. Cilem farmakoterapie je zastavit akutni
pribéh choroby a udrzovat remisi pfiznakd. Vznik
onemocnéni je podminén souhrou genetickych predispozic a
faktorti prostfedi. Mezi geny uvadéné v souvislosti s CD a
UC patii ICAM-1, NOD2, CCR5 (cit."2). Vedle toho, fada
tzv. ,terapeutickych® genl ovliviiuje efektivitu farmakotera-
pie IBD. Jeden z nich kdduje thiopurin-S-methyltransferasu
(TMPT), ktera inaktivuje imunosupresivné pusobici
azathioprin (AZA). Polymorfismy v genu pro TMPT maji
odezvu ve struktufe enzymu, coZ ovlivituje jeho aktivitu’.
Zejména substituce G238C, G460A a A719G jsou spojeny s
vyskytem vaznych nezaddoucich ucinkd terapie AZA -
leukopenie. Aktivita mutantniho enzymu je nékolikanasobné
men$i v porovnani se standardnim proteinem. U pacientll
nesoucich mutantni formy enzymu se akumuluji aktivni
metabolity AZA, které puisobi toxicky®. Z tohoto diivodu je u
téchto jedincti potieba optimalizovat 1ééebnou davku s
ptihlédnutim k aktivit¢ enzymu. Dal$im polymorfismem, u
kterého je popsan vztah k bezpe€nosti terapie imuno-
supresivy [AZA a methotrexatem (MTX)], je gen pro enzym
methylentetrahydrofolatreduktasu (MTHFR)’. Tento enzym
se podili na udrzovani bunécné zasoby folati potiebnych pro
syntézu nukleotidii a také bunéénych mechanismt reparace
DNA. Nukleotidové substituce C677T a také A1298C vedou
ke sniZzeni aktivity enzymu, coz se projevi relativni vyssi
Uéinnosti imunosupresiv®. Detekce piitomnosti mutaci v
terapeutickych genech jsou voditkem pro optimalizaci
farmakoterapie a dilezitym determinantem ucinnosti a
bezpecnosti 1écby.

V této praci byla sledovana souvislost mezi
genetickymi polymorfismy metabolickych enzymi TPMT a
MTHFR a vyskytem nezadoucich uc¢inkii po podani AZA a
MTX. Pro stanoveni pfitomnosti mutantnich alel byly
pouzity metody PCR-REA a real-time PCR. Vysledky byly
vyhodnoceny y2—testem.
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V souboru bylo celkem 25 pacientt, kterym byl podavan
AZA. Z téchto pacientti 10 projevovalo intoleranci po podani
tohoto 1é¢iva (leukopenie). Dva pacienti s leukopenii byli
heterozygotni, jeden pro mutantni alelu TPMT*3B, druhy pro
alelu TPMT*3A. Mezi pacienty s normalni reakci (n=15)
nebyla nalezena zadna z mutantnich alel. Prokazali jsme
statistickou zavislost mezi pfitomnosti mutantniho genu TPMT
a vyskytem leukopenie po podani AZA (P=0,0437). Mutace
genu pro MTHFR se vyskytovaly u 8 jedinct s intoleranci na
AZA. Jejich vyskyt nebyl statisticky vyznamny v porovnani s
vyskytem u pacientii s normalni reakci na 1é¢ivo. V souboru
bylo také 10 pacienttl, kterym byl podavan MTX. U dvou z
nich byla popsana rezistence na lécivo, zadny neprojevoval
znamky intolerance a to i pfesto, ze v souboru se vyskytovali
jedinci hetero- i homozygotni pro mutantni alelu MTHFR
C677T 1 A1298C. Prokazali jsme statisticky vyznamnou
zavislost mezi vyskytem nezadoucich u¢inkd farmakoterapie
AZA a mutantnim genotypem v genu pro enzymy TPMT.
Nase studie neprokéazala souvislost mezi polymorfismy v genu
pro MTHFR a bezpecnosti farmakoterapie AZA a MTX. V
této studii ovSem nebyly zohlednény nékteré faktory jako
napiiklad soucasné podavani salicylati, prijem folatti z potravy
apod.>S.

Vztah G¢innosti a bezpecnosti farmakoterapie a vyskytu
polymorfismii v genech pro enzymy metabolizujici 1é¢iva je
znaéné komplikovany. I kdyz fada studii prokédzala vliv
mutantniho genu na hladinu aktivni latky, z klinickych dat
vyplyva, ze kromé zavislosti genotyp/fenotyp se zde uplatiluje
fada dalSich faktort, které mohou vliv genetického defektu
vyvazit.
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Cilem této prace je studium antioxidacnich
mechanismtt  Brassica napus pii obrannych reakcich
k houbovému patogenu Leptosphaeria maculans. L.
nejrozsitenéjsi patogen rostlin rodu Brassica, zejména B.
napus a B. rapa. Vzhledem kmoznym vlastnim
antioxida¢nim mechanismiim patogena je v této praci pouzit
elicitor izolovany z virulentniho izolatu L. maculans. Jako
elicitor byl vybran nativni filtrat média dle Friese po
kultivaci L. maculans. Elicitor je infiltrovan do déloznich
listh pomoci injekéni stiikacky. Po oSetfeni rostlin elicitorem
dochazi k nartistu aktivity NADPHoxidasy, ktera produkuje
superoxidovy radikal. Nasledn¢ dochédzi v bunce k nardstu
reaktivnich forem kysliku (ROS), které je nutno dale
jsou enzymaticka regulace ROS a neenzymaticka regulace
ROS. Mezi dulezité antioxidaéni enzymy patii katalasa,
guajakol dependentni peroxidasa, askorbatperoxidasa a
glutathionreduktasa. Aktivita téchto enzymul je stanovena
spektrofotometrickou metodou sledujici nartist produktu
nebo pokles substratu. Vysledky dokazuji tlohu guajakol
dependentni peroxidasy, askorbatperoxidasy a
glutathionreduktasy v obrané B. napus a vyznam katalasy
predevsim v momenté prvniho kontaktu rostliny s elicitorem.
Dalsi, neenzymaticky antioxida¢ni mechanismus, je pomér
oxidované a redukované formy kyseliny askorbové a
glutathionu. Hladina kyseliny askorbové je stanovena
pomoci enzymu askorbatoxidasy a hladina glutathionu je
stanovena  pomoci  glutathionreduktasy.  V rostlinach
oSettenych elicitorem dochazi ke zméné poméri oxidované a
redukované formy kyseliny askorbové a glutathionu. Elicitor
odvozeny z L. maculans indukuje akumulaci ROS a aktivaci
antioxida¢nich mechanisml v déloznich listech B. napus.

Tato prdce je podporovina granty MSMT ME 928 a GA CR
522/08/1581.

PARTICIPATION OF CYTOCHROMES P450 AND
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THE ANTICANCER DRUG ELLIPTICINE IN MICE
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Ellipticine is an alkaloid exhibiting significant
antineoplastic activities. It is used in therapy of breast cancer
and leukemia. Ellipticine forms covalent DNA adducts
mediated by cytochromes P450 (CYPs) and peroxidases. We
evaluated the role of hepatic and extra-hepatic metabolism of
ellipticine, using the HRN (Hepatic Cytochrome P450
Reductase Null) mouse model, in which NADPH:CYP
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reductase is deleted in hepatocytes, resulting in the loss of
essentially all hepatic CYP functions.

The DNA adduct pattern generated by ellipticine in
mice in vivo consisted of at least two adducts formed from
13-OH- and 12-OH-ellipticine. The highest total DNA
adduct levels were found in the liver. Ellipticine-DNA
adduct levels in the liver of HRN mice were up to 65% lower
relative to WT mice. The ratios of ellipticine-DNA adducts
in extra-hepatic organs between HRN and WT mice of up to
4.7 suggest that these organs can activate ellipticine and that
more ellipticine is available in the circulation. When hepatic
microsomes of both mouse strains were incubated with
ellipticine, ellipticine-DNA adduct levels with WT
microsomes were of up to 2.9-fold higher than those from
HRN mice. The levels of individual metabolites formed by
hepatic microsomes from both mouse lines were different; 9-
OH-ellipticine levels were only one sixth, while the amounts
of 13-OH- and 12-OH-ellipticine, were about one half in
incubations with HRN microsomes compared with the levels
in incubations with WT microsomes. The results found in
vitro and in vivo demonstrate that both CYP1A or 3A and
peroxidases participate in activation of ellipticine to reactive
species forming DNA adducts in the mouse model used in
this study.

Supported by the GACR (grants 203/06/0329 and
303/06/0928 and the Czech Ministry of Education (grants
MSM 0021620808 and 1M4635608802 — Center of targeted
therapeutics).

FORMYLACE DERIVATU (THIA)CALIX[4]ARENU

ONDREJ KUNDRAT? HANA DVORAKOVA®,
VACLAV EIGNER®, MICHAELA POJAROVA®,
IVANA CISAROVAY, JAN BUDKA?, IVAN STIBOR®
a PAVEL LHOTAK®

“Ustav organické chemie,” LaboratoF NMR spetroskopie, ©
Ustav chemie pevnych latek, VSCHT Praha, Technickd 5,
166 28 Praha 6; 4 Katedra anorganické chemie, PFF UK,
Hlavova 8, 128 43 Praha 2

kundrato@vscht.cz.

Thiacalix[4]areny substituované na hornim okraji
aldehydickymi skupinami mohou slouzit jako cenné
syntetické intermediaty pii designu a syntéze slozitjSich
supramolekularnich struktur. Tetraformyl-tetrapropoxythia-
calixaren byl pfipraven reakci odpovidajiciho
tetrabromderivatu s ferc-BuLi v THF (-78 °C) a nasledné
reakci s N-formylpiperidinem. Bohuzel, tento postup nelze
pouzit pro piipravu diformyl-dipropoxyderivati. Protoze
pfiméa formylace skeletu thiacalixarenu nebyla dosud
popsana, zaméfili jsme se na tento druh transformaci. Byl
proveden  systematicky  vyzkum = pifimé formylace
thiacalix[4]arenu a jeho dipropoxy- a tetrapropoxyderivatl
immobilizovanych ve tfech konformacich, a to konické,
Castetné konické a 1,3-alternujici. V  zavislosti na
konformaci vychoziho thiacalixarenu byla ziskana fada
unikatnich formylderivatd. Vibec poprvé byly syntetizovany
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derivaty s aldehydickymi skupinami v meta-polohach a také
zcela vyjimeény thiacalixaren, pfemostény methylenovou
spojkou. Vysledky rtznych pfimych formyla¢nich metod
jako Vilsmeier-Haackova (PhN(CH;)CHO, POCl;), Duffova
(urotropin, TFA) nebo Grossova metoda (Cl,CHOCHj;,
SnCly nebo TiCly) budou diskutovany. Vysledky téchto
reakci v calixarenové chemii poskytuji vyhradné jen para-
substituované aldehydy.

Tento vyzkum byl podpoien Grantovou agenturou Ceské
republiky (grant 104/07/1242).
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FERROCENOVE DIFOSFINY S PLANARNI
CHIRALITOU - LIGANDY PRO
ENANTIOSELEKTIVNI KATALYZU

MARTIN LAMAC, IVANA CISAROVA
a PETR STEPNICKA®

Univerzita Karlova v Praze, PFF, Katedra anorganické
chemie, Hlavova 2030, 128 40 Praha 2;
lamac@natur.cuni.cz, stepnic@natur.cuni.cz

V minulosti jsme popsali ptfipravu nékterych novych
ferrocenovych fosfinkarboxylovych kyselin a jejich amidu,
které se vyznaCovaly pfitomnosti planarni a centralni
chirality v molekule. Potencial téchto novych sloucenin jako
ligandi pro asymetrickou homogenni katalyzu byl
demonstrovan v palladiem katalyzované enantioselektivni
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allylové alkylaci, pfi které bylo dosazeno enantiomernich
prebytki az 90 % (cit."?).

Dal$im krokem v objastiovani role jednotlivych prvki
chirality a jejich vzadjemného spolupiisobeni ve vztahu ke
katalytickym procesim je nyni pfiprava fosfinkarboxylo-
vych kyselin odvozenych od dobfe znamého® 1,1
bis(difenylfosfino)-ferrocenu, dppf. Prvni derivat tohoto
typu, kyselina 1, byla pfipravena (ve formé racemické smési)
z 1,1'-dibromferrocenu a nasledné rozdélena na enantiomery
pfevedenim na piislusny ester 2 s chirdlnim cukernym
derivatem (diaceton-D-glukosou) a naslednou chromatogra-
fickou separaci diastereomerti.

Nase souCasnd prace je zaméfena na zkoumani
koordina¢nich vlastnosti racemického i opticky Ccistého
ligandu (se zamétfenim na komplexy palladnaté) a predevsim
na katalytické testy chiralnich latek v enantioselektivni

allylové alkylaci.
A

PPhy, O
@ 0
Fe Fe o}
PPh, PPhy O

1 2

§ _PPh,
COOH
0

Tato price je soucdsti projektii MSMT CR (LC06070
a MSM0021620857).
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VLIV MURAMYLDIPEPTIDU A LIPOPOLY-
SACHARIDU NA APOPTOZU A EXPRESI CD14
BOVINNICH NEUTROFILU MLECNE ZLAZY IN
VITRO

TEREZA LANGROVA™’, PETR SLAMA™,
MONIKA ZOUHAROVA?, ZBYSEK SLADEK™"
a DUSAN RYSANEK?®

‘Oddéleni imunologie, Vyzkumny ustav veterindrniho
lékarstvi, v.v.i., Hudcova 70, 621 00, Brno; bUstav
morfologie, fyziologie a genetiky zvirat, MZLU v Brné,
Zemedeélska 1, 613 00, Brno
xlangrov@node.mendelu.cz

Lipopolysacharid (LPS), slozka bunééné stény G- bakterii a
muramyldipeptid (MDP), nejmensi strukturdlni jednotka
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peptidoglykanu pfevazné G+ bakterii, maji schopnost
vyvolat ve tkani zanétlivou odpovéd’. Funkci neutrofilnich
granulocyti  (neutrofilll) je eliminace patogennich
mikroorganismti béhem inicialni faze akutniho zanétu, kdy
dochézi k migraci téchto bunék z krve do postizené tkané.
Pro zachovani homeostazy organu je nutna rezoluce, tedy
ukonceni zanétu. Proto podstupuji neutrofily programovanou
buné¢nou smrt, apoptézu. Apoptdza predstavuje fyziologicky
zpusob zaniku buiky, ktery je geneticky fizen, omezuje
poskozeni zanicené tkdn¢ a podporuje rezoluci zanétu.
Rezoluce se realizuje fagocytézou apoptotickych bunék
makrofagy, tim se zabrani uvolfiovani histotoxického obsahu
granuli mimo buiky. Prvnim krokem eliminace
apoptotickych neutrofilti je jejich identifikace makrofagy.
Pro rozpoznani apoptotickych neutrofild makrofagy jsou
dulezité biochemické zmény probihajici na povrchu
cytoplazmatické membrany bunék. Pfi studiu receptoru
CD14 béhem zanétlivé odpoveédi mlééné zlazy byl vysloven
predpoklad o jeho aktivni Gcasti v rezoluci zanétu, zejména o
uloze CDI14 jako tzv. eat me signdlu pro rozpoznani
apoptotickych neutrofilti makrofagy.

Cilem této studie bylo prokazat, do jaké miry se
bakterialni Cinitelé vyvolavajici zanétlivou odpovéd podileji
na ovlivnéni exprese CD14 na neutrofilech a na jejich
Zivotnosti.

Neutrofily byly ziskany lavazi mlécné zlazy b&hem
zanétlivé odpovédi. Lavaze mlécné Zlazy byly po zpracovani
inkubovany s MDP a LPS. Podily apoptotickych neutrofilti a
podily CD14+ neutrofili pak byly detegovany pritokovou
cytometrii po 30, 60, 120 a 300 minutach inkubace.

Béhem inkubace suspenze bunék dochazelo k narustu
podilu apoptotickych neutrofilti. Jejich kultivace s MDP a
LPS byla charakterizovana pozvolnéj$im zvySovanim podilu
apoptotickych neutrofilti oproti kontrole.

Podil CD14+ neutrofild u kontroly se udrzoval po
sledovanou dobu na piiblizné stejné Grovni. Po 30 minutach
inkubace bunék s MDP byl podil CD14+ neutrofilti oproti
kontrole statisticky vyznamné vyssi (P<0,01), po 120
minutach inkubace bunék s MDP byl tento podil opét
statisticky vyznamné vys$i (P<0,05). Po inkubaci s LPS
nebyly podily CD14+ neutrofild oproti kontrole statisticky
vyznamné odli$né. LPS je v predeslych studiich popsan jako
Cinitel svyS$$im  potencidlem moderovat vyznamné
biologické vlastnosti neutrofili. Toto zjisténi je proto
prekvapujici a nemame dosud uspokojivé vysvétleni pro
vy$si podily CD14+ neutrofilti po inkubaci s MDP. Proto by
méla byt i nadale vlivu MDP a LPS na expresi CD14
vénovana pozornost.

Porovnani podili CD14+ neutrofild béhem inkubace
s MDP a LPS ukazalo, ze exprese CD14 neutrofild mlééné
7lazy skotu je b&hem inkubace s MDP &asnéjsi. Uloha
receptoru CD14 béhem zanétlivé odpovedi je nezanedbatelna
a bude nutné v jeho studiu pokracovat.

Tato prdce vznikla za financni podpory vyzkumného zaméru
MZE 0002716201.
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MULTIPLE DEFECTS IN NEGATIVE REGULATION
OF PKB/AKT PATHWAY SENSITIZE CANCER
CELLS TO ANTI PROLIFERATIVE EFFECT OF NON
STEROIDAL ANTI INFLAMMATORY DRUGS

E. LINCOVA*""2 K. SOUCEK?, A. STARSiCHO\{A”"’,
Z. PERNICOVA™", A. HAMPL", and A. KOZUBIK*"

“Department of Cytokinetics, Institute of Biophysics AS CR,
Brno; bMasaryk University, Brno

Antitumorigenic  effects of non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) in prostate and colon cancer
are well established. However, mechanisms driving these
processes are not known in all details. It has been shown that
some effects of NSAIDs are independent of inhibition of
cyclooxygenase activity. Finding new biomolecular
mechanisms associated with effects of NSAIDs will
potentially lead to novel chemoprevention and treatment
strategies.

The PKB/Akt pathway, promoting  cellular
transformation and survival, is frequently hyperactivated in
human cancer. Studies investigating anti-cancer effects of
NSAIDs have shown modulation of the PKB/Akt pathway.
The inositoltrisphosphate phosphatases PTEN and SHIP2 are
critical enzymes in the negative control of PKB/Akt.

In our study, we observed significant differences in
sensitivity of prostate and colon cancer cell lines to
antiproliferative effects of NSAIDs. PTEN and SHIP2
negative LNCaP cells were the most sensitive to these
effects, as assessed by analysing the cell cycle profile and
expression of regulating proteins. Knockdown of SHIP2 in
PTEN negative cell lines resulted in higher sensitivity to
antiproliferative effects of NSAIDs. Our data suggest that
multiple defects in negative regulation of PKB/Akt pathway
may contribute to increased sensitivity to antiproliferative
effects of widely used drugs.

This work was supported by grant No. 204/07/0834 of Czech
Science  Foundation and by the Research Plan
AVOZ50040507 of AS CR.

STRUKTURNE-AKTIVNI STUDIE FRAGMENTU
PEPTIDU ,,COCAINE — AND AMPHETAMINE
REGULATED TRANSCRIPT%

JANA MAIXNEROYA”", DARJA BLOKE,SOVA,*‘,
BLANKA ZELEZNA® a LENKA MALETINSKA®

“Ustav organické chemie a biochemie AV CRv.v.i,
Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6; by, Lékarska fakulta
Univerzita Karlova, Katerinska 32, 121 08 Praha 2
maixnerova@uochb.cas.cz

Peptid CART (cocaine-and-amphetamine-regulated
transcript) je peptidovy neurotransmiter ovliviiujici piijem
potravy, sytost, stres, endokrinni regulace a jiné fyziologické
procesy. Byl objeven pied vice nez 10 lety, ale dosud se
nepodatilo identifikovat a izolovat receptor. V soucasné dobé

384

VIII Amerika 2008

jsme publikovali specifickou vazbu '*I-CART(61-102)
k feochromocytomalnim buiikdm PC12, nediferencovanym,
diferencovanym na neurony pomoci nervového rdstového
faktoru a k bun&&nym membranam PC12 (cit."). V nasi studii
jsme provadéli kompetitivni vazebné experimenty s peptidy
CART(61-102), CART(55-102) a di-jodovanym CART(61-
102). Vsechny tyto peptidy se vézaly k diferencovanym
bunkdm PC12 svys§i afinitou nez k nediferencovanym
buitkdm PC12 a to v nizkém nM rozmezi'.

Dale byly syntetizovany fragmenty peptidu CART tak,
aby odpovidaly strukturdlnim smyckdm mezi cysteiny
CART(61-102). Bylo testovano 14 fragmentd peptidu CART,
jejich vazebné afinity k nediferencovanym a diferencovanym
buiikam PC12 byly? v rozmezi 10 — 10 M.

Po intracerebrovetrikularnim podéani hladovym mysim
tyto fragmenty neinhibovaly pfijem potravy ani pii davce 4
nmol/mys. Nase vysledky ukazuji, Ze kompaktni struktura tfi
disulfidickych mustkt je nezbytna pro zachovani biologické
aktivity peptidu CART.

Tato prace je podporovana grantem 303/05/0614 a
vyzkumnym zameérem Z 4055 0506.
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ROLE OF Srs2 And Mus81/MMS4 IN PROCESSING
RECOMBINATION/REPLICATION
INTERMEDIATES

PETRA MATULOVA, VERONIKA ALV'I:MANNOVA,
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Laboratory of recombination and DNA repair, NCBR, Faculty
of Science, Masaryk University, Kamenice 5, 62500 Brno
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Homologous recombination (HR) is a process widespread in
nature and essential to maintain the integrity of the genome
via repair of DNA double-strand breaks (DSBs).

Several models were proposed to understand the mechanism
of double-strand break repair by HR, identify separate steps
and role of the individual proteins involved.

The Mus81/MMS4 complex is a DNA structure-
specific endonuclease involved in replication fork stability
and DNA repair. It seems from genetic experiments that
Mus81/MMS4 could interact with Srs2, a helicase which on
one hand prevents untimely recombination and on the other
hand is necessary for certain pathways of homologous
recombination.

In our study, we confirmed the interaction between
Mus81/MMS4 and Srs2. We then analyzed the stimulation of
Mus81/MMS4 nuclease activity by Srs2 and we found out
that this stimulation depends on the DNA subtrate involved
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in the reaction. Our experiments also indicate that the
interaction between Mus81/MMS4 and Srs2 is specific.

REFERENCE
1. FabreF., Chan A., Heyer W. D., Gangloff S.: Proc. Natl
Acad. Sci. U.S.A. 99, 16887 (2002).

PRIPRAVA TRANSGENNIHO LNU PRO
FYTOREMEDIACI TEZKYCH KOVU

JITKA NAJMANOVA™", PAVEL KOTRBA®,
MARTINA MACKOVA™® a TOMAS MACEK"™*

“Ustav  biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze,
Technicka 3, 166 28 Praha 6; bUstav organické chemie
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najmanoj@vscht.cz

Znecisténi pid a vod tézkymi kovy, zptisobeno pievazne
tézbou a spalovanim fosilnich paliv, je vyznamny ekologicky
problém. Rostliny mohou byt vyuzity pro odstranéni tézkych
kovii jejich akumulaci, stabilizaci ¢i chemickou pfeménou v
procesu zvaném fytoremediace. Rostliny disponuji nekolika
obrannymi mechanismy, které jim umoznuji vypofadat se se
stresem zpusobenym t&Zkymi kovy. Jeden z téchto mechanismua
zahrnuje produkci neproteinovych thiolti s vysokym obsahem
cysteinu (NPTs), které jsou schopné navazat vysoké mnozstvi
kovii a polokovil. Pfi obrané rostlin proti ohrozeni z okolniho
prostiedi hraje dtilezitou roli glutathion (GSH). Glutathion, nejen
Ze tvoti substrat pro glutathion-S-transferasu, zajist'ujici neutrali-
zaci potencialné toxickych xenobiotik', ale je také reduktantem
pro dehydroaskorbat’. Kromé toho je glutathion prekursorem
fytochelatini  (PCs), peptidd, které vazbou s t&Zkymi kovy
pomahaji rostliné tolerovat a ukladat pro ni vysoce toxické, t€zké
kovy. Glutathion je syntetizovan z jednotlivych aminokyselin ve
dvou, po sobé jdoucich, ATP-dependentnich reakcich. y-
glutamylcysteinsynthetasa  (y-ECS) katalyzuje tvorbu y-
glutamylcysteinu z cysteinu a glutamatu a glutationsynthetasa
(GS) piipojeni glycinu na vysledny produkt glutathion. Aktivita
v-ECS je regulovana zpétnou vazbou glutathionu a je zavisla na
dostupnosti  cysteinu, proto je reakce, katalyzovana timto
enzymem, povazovana za limitujici krok pfi absenci tézkych
kovii. V pfitomnosti t&Zkych kovil vSak regulace syntézy GSH
zaznamenava vyrazné zmény. Kadmium podporuje transkripci
genu pro y-ECS a zaroven deaktivuje GS. Z toho plyne, ze v
pritomnosti Cd se mize stat limitujicim krokem syntézy
glutathionu a PCs reakce katalyzovana GS.

Z vysledkd predchozich studii se zda byt pravdépodobné,
e se za podminek stresu na regulaci podili jak y-ECS tak GS®.
Cil nasi studie je exprimovat geny Saccharomyces cerevisiae
GSH1 pro y-ECS a GSH2 pro GS ve Inu (Linum usitatissimum),
ktery je jednoletou technickou rostlinou Siroce péstovanou
vmirmném klimatickém pasmu, abychom ziskali rostlinu
schopnou akumulovat kadmium a zarovenn odolavat vysSim
koncentracim Cd.

Koédujici sekvence y-ECS (GSHI1) a GS (GSH2) byly
klonovany z chromosomalni DNA kvasinky S. cerevisiae W303
pomoci PCR, vlozeny do plasmidu Impact Vector 1.1, a
nukleotidovd sekvence vloZenych fragmentd byla ovéfena
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sekvenaci DNA. Vlozené geny jsou ve vyslednych plasmidech
pIV1 and pIV2 ohraniCeny Rubisco-promotorem (RbcS) z
Asteraceous chrysanthemum a na 3'-konci RbcS-terminatorem
transkripce. Obé transkrip¢ni jednotky budou dale klonovany do
T-DNA agrobakterialniho plasmidu pro prenos do L.
usitatissimum.

Autori dékuji grantové podpore MSMT IM06030 a FRVS G4
1157/2008.
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VYVOJ A BIOLOGICKA CHARAKTERIZACE
CYTOKININOVYCI,-I ANTAGONISTU PUSOBICICH
NA RECEPTOROVE UROVNI
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Cytokininy jsou rostlinné hormony, které maji zadsadni
vyznam pro vyvoj a rust rostlin. V nasi laboratofi byly
pfipraveny nové cytokininové analogy, které kompetuji
s pfirozenymi cytokininy ve vazebném misté jejich receptort
a inhibuji in vivo efekt cytokinint. Tyto latky neaktivuji
cytokininovou signalni drahu a nevykazuji vlastni cytokinin-
ovou aktivitu v klasickych cytokininovych biotestech. Nové
anticytokininy testujeme pomoci rovnovazné dialyzy ve
vazebném testu s transgennim kmenem E. coli, ktery
exprimuje cytokininové receptory AHK3 a AHK4 (cit."),
dvou ze tfi znamych cytokininovych receptortt Arabidospsis
thaliana®. Inhibice vnimani cytokinind je ovéfovana v in vivo
testech s transgennimi  semenacky Arabidopsis, které
obsahuji reportérovy gen Ppgs:-GUS (cit.®). Anticytokinin-
ovy efekt pripravenych latek byl testovan také v klasickych
cytokininovych biotestech (kalusovy test, amarantovy test a
senescendéni test s listy pSenice). Pozorovali jsme i zajimavé
ucinky na vyvoj rostlin Arabidopsis, jako je napf. stimulace
rustu postrannich kofeni nebo zkracovani doby kliceni.
Vysledky naznacuji, Ze tyto latky by mohly najit vyuziti jako
modulatory endogenni hladiny cytokinint pfi studiu jejich
fyziologickych funkci nebo také jako ristové regulatory se
zajimavymi zeméd&lskymi aplikacemi. Nase laboratof se
dale zabyva vyvojem novych cytokininovych antagonistl
s cilem doséhnout vylepSenych in vivo G¢inkda.

Podporeno granty MSM 6198959216, GA CR 522/07/P197.
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STUDIUM KOMPLEXACI A SAMOSKLADBY
AMIDU A AMINU ODVOZENYCH OD ZLUCOVYCH
A STEROIDNICH KYSELIN

ZDENA NOVA;(OVA. BEATA JONSZTOVA
a PAVEL DRASAR
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zdena.novakova@vscht.cz

Je znama schopnost ZluCovych kyselin, zejména
substituovanych aromatickymi donory, vytvaret gely z orga-
nickych rozpoustddel a supramolekularni asociaty.

Cilem prace je syntéza amidd zlu€ovych kyselin a jejich
nasledné testovani na potencidlni gelatni a agregacni
schopnosti. Popsana piiprava' byla optimalizovana vyuzitim
kondenzagniho ¢inidla TOTU®. Reakce vychazeji z kyselin
lithocholové 1b a deoxycholové 1a. Reakci chranénych
kyselin 2a, 2b s aminy byly ziskany amidy 3a, 3b, které¢ byly
odchranény za vzniku hydroxylovanych amida 4a, 4b.
Analogické reakce byly provadény i skyselinou
dehydrocholovou 5 a etienovou 6.

Ziskané konjugaty jsou postupné testovany na
potencialni samoskladné, gelotvorné vlastnosti a komplexaci
s kovy (zinek, méd’ aj., cf. 7) m,j. pomoci UV/VIS, RLS,
CD, IC spektroskopie®. Dale je zkoumana moZnost redukce
amidové vazby’ pomoci ruznych ¢inidel
([(CH3OCH2CH20)2A1H2]N3, L1A1H4, BH3) a vlastnosti
ziskanych amind.

COOH

TOTU, N, N -diisopropylethylamin
CH,CI,

H  1a)R'=OH H  2a)R = OCHO
1b)R =H 2b)R" =H
- CONHR

NaOH/MeOH

Price byla podporovina projekty MSMT MSM6046137305,
1P040CD31.001, OC08043 (NPFM-II), 2B06024 NVP-II Suprafyt a
GA CR 203/06/0006 a grantem NATO CBP.EAP.CLG.982972.
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CILENE ZABIJENI RAKO}IINN)’{CH BUNEK
S PORUCHAMI V OPRAVE POSKOZENE DNA
POMOCI INHIBICE PARP-1

L. OPLUSTILOVA®, M. MISTRIiK" a J. BARTEK™"

“Laborator ristovych reguldtori, Univerzita Palackého

v Olomouci a Institut exprerimentdlni botaniky, Sechtiteli
11, 783 71 Olomouc; *Dénskd spolecnost boje proti
rakoviné, Institut biologie rakoviny, Strandboulevarden 49,
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Defekty v procesech opravy poskozené DNA jsou
Castym znakem riznych typl rakovin. Zasazeni zbyvajicich,
stale funkcnich drah, na nichz je oprava DNA zavisla,
predstavuje strategii pro selektivni zabijeni takovych bunck.
Inhibice poly(ADP-ribosa)polymerasy-1 (PARP-1),
klicového enzymu opravy jednofetézcovych zlomti DNA,
zabraiiuje Uspé$né opravé takovych 1ézi. V pribéhu
bunééného cyklu jsou jednofetézcové zlomy pievedeny na
dvoufetézcové zlomy DNA. Burky, které nejsou schopny
vyporadat se s akumulovanym genotoxickym stresem, jsou
odsouzeny k zastaveni bunééného cyklu a apoptoze.

Cilem nasi prace bylo otestovat genotypové rizné

rakovinné linie tlustého stfeva a kone€niku, ovarii, prsu,
prostaty a pankreatu na stav BRCA1 a Mrell, Rad50, Nbsl
(MRN komlex) proteind, nezbytnych pro funkéni opravu
dvoufetézcovych  zlomi  DNA  cestou  homologni
rekombinace (HR). Nasledné jsme zjist'ovali, zda deficience
téchto proteinti souvisi s citlivosti na PARP-1 inhibitor.
Nase vysledky ukazuji vyraznou citlivost na PARP-1
inhibitor u vSech testovanych BRCA1l deficitnich
rakovinnych linii. Kombinované defekty v BRCA1 a MRN
komplexu jesté¢ zvysily bunéfnou citlivost na PARP-1
inhibitor. Avsak buiky s pouhou deficienci vz MRN
komplexu nerespondovaly na PARP-1 inhibitor jednotné s
vysokou citlivosti. Nicméné kombinované pouziti PARP-1
inhibitoru a latky poskozujici DNA, camptothecinu, bylo pro
tyto buniky destruktivni.

Zjisténa data naznacuji, ze rakovinné buriky s defektem
v signalizaci poSkozeni DNA a/nebo v  HR mohou byt
uspésné cileny PARP-1 inhibitorem, ale s riznym pfistupem
v zavislosti na konkrétni poruse v  HR nebo signalizaci
poskozeni DNA. PARP-1 inhibitor jako samostatnd droga
pfedstavuje vyuzitelnou terapeutickou strategii pro fadu
rakovinnych bun€k nesoucich BRCA1 mutaci. Optimalni
zasazeni bunék s defektem v MRN komplexu muze na
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druhou stranu vyzadovat kombinaci PARP-1 inhibitoru s
dalsim, DNA poskozeni indukujicim, chemoterapeutikem.

Projekt byl podporen v ramci studentskych zahranicnich
mobilit z Rozvojového projektu MSMT a MSM 6198959216.

SELEKTIVNI TOXICITA OPTICKYCH ISOMERU
ALFA-HEXACHLORCYKLOHEXANU:
(ANTI-) ANDROGENNI UCINEK

NELA PAVLIKOVA®, PETR KLAN"
a LUDEK BLAHA®

‘RECETOX, Masarykova univerzita, Kamenice 3, 625 00
Brno; bUstav chemie, Masarykova univerzita, Kamenice 5,
625 00, Brno

pavlikova@recetox.muni.cz

Hexachlorcyklohexan (HCH) je organochlorovy
pesticid, v minulosti Siroce pouzivany. Hlavni slozky
technické smési HCH: a-HCH a B-HCH byly jako pesticid
neucinné, jsou vSak ze vSech HCH isomeri nejvice
perzistentni, a proto se dodnes vyrazn¢ podileji na
kontaminaci zivotniho prostfedi. a-HCH jsou pfisuzovany
uéinky neurotoxické a kancerogenni, nedavno byl popséan
také jeho endokrinni disruptivni efekt (tykajici se aktivity
androgenniho receptoru; AR). Prestoze o-HCH ma dvé
enantiomerické formy, vSechny toxikologické studie se u a-
HCH vztahuji pouze k racematu 1:1. Tato studie jako prvni
predklada srovnani u¢inku racematu o-HCH s jeho
jednotlivymi enantiomery. Separace enantiomeri byla
provedena pomoci semi-preparativni HPLC a jejich
(anti)androgenni efekt byl testovan za pouziti bunck
karcinomu prsu (linie MDA-kB2) stabilné transfekovanych
genem pro luciferazu pod transkripéni kontrolou androgenich
receptorit. Dosavadni vysledky ukazaly vyznamnou anti-
androgenni aktivitu racematu o-HCH (maximalni efekty v
nizkych ~ mikromolarnich ~ koncentracich).  Jednotlivé
enantiomery se nam podafilo UGspéSné separovat a jejich
uéinky na AR jsou aktualné studovany.

Vyzkum je podporovan grantem INCHEMBIOL MSM
0021622412.

PROTEINOVE INZENYRSTVi ENZYMfJ:
OPTIMALIZACE PRISTUPOVYCH CEST
VEDOUCICH DO AKTIVNIHO MiSTA

M. PAVLOVA®, M. KLVANA®, P. DVORAK?,
R. CHALOUPKOVA®, R. C. WADE', Y. NAGATA"
a J. DAMBORSKY"

“Loschmidtovy laboratore, Prirodovédecka fakulta,
Masarykova univerzita, Brno; bDepartment of Life Sciences,
Tohoku University, Sendai, Japonsko; “Molecular and
Cellular Modeling Group, EML Research, Heidelberg, SRN
Jiri@chemi.muni.cz, http://loschmidt.chemi.muni.cz/peg/
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Vysoka perzistence nékterych syntetickych latek mutize
byt zplisobena jejich obtiznou biologickou rozlozitelnosti,
tedy chybéjicim nebo nedostatecné vykonnym enzymem
nezbytnym pro katalyzu kritického kroku biochemické
drahy. Toto plati zejména pro nizkomolekularni
halogenované uhlovodiky, které po uvolnéni do Zzivotniho
prostiedi predstavuji vazné riziko pro ekosystém a lidské
zdravi. Halogenalkandehalogenasy (EC 3.8.1.5) jsou
mikrobidlni enzymy, které katalyzuji klicovou detoxifika¢ni
reakci halogenovanych uhlovodiki, jakou je hydrolytické
Stépeni vazby uhlik halogen na odpovidajici alkoholy a
halogenidové anionty. Diky této vlastnosti predstavuji
halogenalkandehalogenasy skupinu enzymt s velkym poten-
cidlem pro vyuziti v biodegradacich, bioremediacich a
biosensingu. Pres Sirokou substratovou specifitu halogen-
alkandehalogenas nardzime na problémy spojené s jejich
nizkou aktivitou a stabilitou. Halogenalkandehalogenasy se
tak stavaji vhodnym kandidatem pro proteinové inzenyrstvi
umoziiyjici modifikovat katalytické vlastnosti enzymut
cilenymi zménami v jejich strukture.

Cilem této prace bylo zvySeni katalytické ucinnosti
halogenalkandehalogenasy DhaA z padni  bakterie
Rhodoccocus sp. s vysoce perzistentnimi a toxickymi
slouceninami 1,2,3-trichlorpropanem a 1,2-dichlorethanem.
K navrhu mutaci jsme pouzili semi-racionalni pfistup, ktery
kombinuje racionalni design s fizenou evoluci. Pomoci
raciondlniho designu jsme identifikovali osm klicovych
aminokyselin I135, A145, A172, C176, W141, V245,1.246 a
Y273, které tvoii stény tunell spojujici povrch enzymu
sjeho vnofenym aktivnim mistem. Tyto kliové
aminokyseliny byly mutovany mistné cilenou mutagenezi a
saturacni mutagenezi. Mutantni knihovny ¢itajici 5300 klont
byly biochemicky testovany na mikrotitraénich desti¢kach a
51 pozitivnich kandidati bylo sekvenovano. Vysledky
sekvenace potvrdily 26 mutantnich variant, které byly dale
detailn¢ charakterizovany. Varianty DhaA obsahovaly ve
veétsiné piipadi substituce za velkd aromatickd rezidua.
Specifické kombinace mutaci ovliviiujici pristupové cesty
spojujici aktivni misto DhaA s povrchem vedly k 26-ti
nasobnému zlepSeni aktivity s 1,2,3-trichlorpropanem a 9-ti
nasobnému zlepsSeni aktivity s 1,2-dichlorethanem. ZvySena
aktivita je pravdépodobné zpiisobena prostorovym omezenim
ptistupu molekul vody do aktivniho mista DhaA vedouci ke
zvySené tvorbé aktivovaného komplexu. U mutantnich
variant nesouci zmény v pozicich C176 a Al172 doslo
soucasné k vyraznému zvySeni termostability, v nékterych
kombinacich az o 19 °C. Pozorovan byl rovnéz vyznamny
posun v substratovych specifitach jednotlivych mutantnich
proteint.

Vysledky nasi studie ukazuji na dualezitou roli
ptistupovych cest vedoucich do aktivniho mista enzymu.
Predpokladame, ze optimalizace ptistupovych cest miize byt
jednim z obecnych mechanismi adaptace enzymti na nové
chemické slouceniny uvolnéné c¢lovékem do Zivotniho
prostiedi, na zlepSeni katalytické aktivity enzymu, jejich
substratové specifity a stability.
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STUDIUM INTERAKCI PROTEINU 14-3-3 POMOCI
MS3D TECHNIKY
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Proteiny 14-3-3 patii mezi regulacni proteiny ucastnici
se Sirokého okruhu biologickych procesu interakei s vice nez
dvéma sty popsanych vazebnych partneri. Vazba do
komplexu je ve vétSin¢ piipadd podminéna nejprve
seskupenim proteini  14-3-3 do dimert a nasledné
rozpoznavanim vazebnych motivi klientnich molekul, které
jsou fosforylovany'. V kazdém roce se zvySuje mnoZstvi
publikovanych strukturnich modeld proteinovych komplexii
14-3-3 sriznymi partnery, které jsou vétSinou ziskané
technikami rentgenostrukturni analyzy nebo nuklearni
magnetické rezonance s vysokym rozlisenim**. Nedostatkem
téchto technik je skuteCnost, Ze ziskana data mohou
vzhledem k prostfedi proteinu v krystalu ¢i rozpoustédlech
kompatibilnich s NMR popisovat castecné arteficielni
strukturu proteinu, kterd nemusi odpovidat piirozené
konformaci in vivo. K ovéteni takovych strukturnich modelt
a zejména pro studium flexibilnich oblasti proteinti, které
nejsou v modelech pfesné definovany, bylo pouZzito pomérné
nové techniky MS3D, ktera kombinuje hmotnostné
spektrometrickou analyzu (MS) proteinovych komplexti po
pfedchozim kovalentnim zesiténi interagujicich partnert
v roztoku. Protoze sitovaci reakce probiha ve vodnych
roztocich, vysledky ziskané hmotnosti spektrometrii mapuji
vzdy strukturu proteint za fyziologickych podminek. Pomoci
tohoto pfistupu jsme jiz upfesnili polohu aminokyselin
ucastnicich se interakci mezi podjednotkami dimeru 14-3-3 a
prokazali jsme odlisnou konformaci N-terminalni casti
v homodimeru 14-3-3zeta oproti publikovanému modelu
(PDB: 1ibl).

Technikou MS3D byly nyni studovany interakce
dimeru  proteinu  14-3-3zeta  sregulatni  doménou
tyrosinhydroxylasy (TH1R) a nebo sdoménou RGS
(regulator G-signalnich proteini). 1D-SDS PAGE produktt
sitovaci  reakce sc¢inidlem  EDC (1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)  karbodiimid) prokazala tvorbu
kovalentnich dimerickych komplexi mezi 14-3-3zeta a
THIR a mezi 14-3-3zeta a RGS. Fosforylované analogy
obou substrati vykazuji v souladu s literaturou vyssi afinitu
k proteinu  14-3-3. Proteinové komplexy byly nasledné
identifikovany = MALDI-TOF ~MS  analyzou, kterd
jednoznaéné potvrdila proteinové slozeni kovalentnich
komplext. Pro pfesnou identifikaci aminokyselin, které se
ucastni interakci mezi obéma partnery v proteinovych
komplexech, byla pouzita technika LC-FTICR (Liquid
Chromatography - Ion Cyclotron Resonance with Fourrier
Transformation).
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Tato prdce byla financéné podporovina grantem GA CR
(303/06/0928), institucionalnim zamérem AV0Z50200510 a
vzkumnymi centry MSMT LC545 a LC7017.
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3D STOCHASTICKY MODEL VAPNIKOVEJ
SIGNALIZACIE V SRDCOVOM MYOCYTE
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Transdukcia  informacie  z bunkovej membrany
(sarkolema) k myofibrildam, pocas kontrakcie srdcového
svalu, je sprostredkovana prostrednictvom Ca>" iénov.
Akény potencidl, vzniknuty v sinusovom uzle pravej
predsiene, depolarizuje bunkovi membranu v srdcovom
myocyte, &o spdsobi pritok Ca®" i6nov z extracelularnych
zdrojov cez napitovo zavislé DHPR kanaly do dyadického
priestoru. Zvysenie koncentracie Ca>* tu indukuje otvorenie
vapnikovo zavislych ryanodinovych receptorov (RyR) na
membrane sarkoplazmatického retikula. Tento nelinedrny
proces sa nazyva vapnikom indukované uvolnenie vapnika
(CICR). Otvorenie RyR-ov spdsobi masivne uvolnenie Ca>"
zo SR do cytoplazmy, ¢o vedie ku kontrakcii bunky.
V prezentovanom modeli numericky simulujeme
stochasticki dynamiku vratkovania DHPR a RYR kanalov
po depolarizacii sarkolemy v 3D priestore dyadickej $tbiny,
pri¢om sme pouzili Monte Carlo algoritmus'. RyR-y s
spriahnuté v klastri o vel’kosti 1-49 RyR-ov, vo vzijomnej
vzdialenosti 28 nm medzi susednymi RyR-mi. DHPR kanaly
st ndhodne distribuované na rovine vzdialenej 12 nm od
membrany SR. Kazdy kanal je bodovym zdrojom Ca" i6nov
a interakcia medzi kanalmi je  sprostredkovana
prostrednictvom difizie Ca®* iénov, ktora je opisand
siborom ¢asovo zavislych parcidlnych diferencialnych
rovnic (PDEs). Pri ich rieSeni sme pouzili numericky solver
VLUGR3 (Vectorizable Local Uniform Grid Refinement?),
¢o nam umoznilo §tudovat’ priestorovu a ¢asovu evollciu
koncentracie Ca>*, Mg”" a ATP> v 3D priestore’.

Model ukazal postupné zosilnenie vapnikového pradu
70 SR (Igr), ako odpoved’ na spustaci prad s extracelularneho
prostredia. Po depolarizanom pulze s vySkou amplitudy 0
mV nastalo v kazdej bunke zosilnenie z 76 pA na 3,9 nA
(Isg), kde doménu tvoril klaster 49 RyR-ov a7 DHPR
kanalov. Ig; dosiahol po depolarizacii membrany maximalnu
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hodnotu za 4,5 ms anasledne bol za 10 ms signifikantne
redukovany na 0,6 nA, ako dosledok Ca*" inaktivacie RyR-
ov. Tento jednoduchy model 3D model dobre reprezentuje
experimentalne vysledky a komplexne zahriiuje podstatni
Cast’ fyzikalnych, fyzikalnochemickych, fyziologickych
a biochemickych procesov veducich ku kontrakcii bunky
myokardu.

Tato prdaca bola podporena grantom Univerzity Komenského
v Bratislave UK/139/2007, grantom Agentury na podporu
vyskumu a vyvoja 51-031104 a ESF FUNCDYB programom.
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Elektrochemické biosenzory mohou byt pouzity ke
stanoveni aflatoxind v nékolika smérech. Pravdépodobné
protilatek specifickych proti aflatoxinu a konjugatu
obsahujicimu aflatoxin kovalentné vazany na vhodnou
makromolekulu (nej¢astéji albumin). Samotny format méfeni
je pak kompetitivni. V nami prezentované studii je zvolen
odlisny pfistup zalozeny na schopnosti aflatoxini inhibovat
enzym acetylcholinesterasu (AChE). Mechanismus inhibice
neni sice jeSt¢ detailné popsan, ale predbézné studie
poukazuji na afinitu aflatoxind k AChE na vy$$i Grovni, nez
je uvadéno u umélych inhibitorti: nervové paralytickych latek
a organofosfatovych pesticidu.

V této studii popsany biosenzor vyuziva AChE jako
rekogniéni slozku a vlastni pfitomnost aflatoxini je
detegovana diky poklesu aktivity AChE. Schematické
znazornéni inhibice a elektrochemické sledovani aktivity
AChE je vyjadfeno pomoci dvou nasledujicich reakénich
rovnic:

X AChE / H,0
CH,COSCH,CHN'(CHy); — HSCH,CH,N"(CH,); + CH,COO™ + H*
aflatoxin

. +410 mV,-2e
2 HSCH,CH,N*(CH,); ———————— (CH,);N"CH,CH,S-SCH,CH,N"(CH,), + 2H"
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Prvni rovnice popisuje enzymové katalyzovanou
hydrolyzu acetylthiocholinu, druha pak oxidaci thiocholinu
na povrchu pracovni elektrody. Proud ziskany pii oxidaci
thiocholinu je vystupni veli¢inou.

Touto metodou byl stanoven aflatoxin Bl ve
standardech jakoz i v realnych vzorcich. Po optimalizaci bylo
mozno touto metodou stanovit aflatoxin B1 s limited detekce
4,8 ppb, kdyz zapocitame absolutni spotfebu vzorku 10 pl, je
mozno absolutné¢ detegovat 4,8 pg aflatoxinu BIl.
K testované metod¢ byla vyvinuta i fotometrickd varianta,
kde elektrochemicky proces je nahrazen reakci
s Ellmanovym cinidlem. Pfi pouziti 96 jamkovych titra¢nich
desticek byly zachovany dosazené analytické parametry.
K praktickému ovéfeni metody byly zvoleny potraviny
kontaminované plisni Aspergillus flavus ziskané od Narodni
referenéni laboratofe pro biomarkery mykotoxini a
mykotoxiny v potravinach a porovnany s HPLC analyzou.

Tato studie byla realizovana v ramci grantového projektu
Ministerstva priimyslu a obchodu CR: 24-1TP1/009.
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Komplexy ptechodnych kovi jsou pouzivany jak k
analyze struktury DNA, tak k vyvoji latek §tépicich DNA,
které jsou vyuzitelné jako potencidlni chemoterapeutika.
Charakteristickym rysem, spoleénym pro tyto komplexy je
jejich vysokéd afinita k dsDNA a ptfitomnost redoxné
aktivniho kovového iontu'. Do téchto komplexii Ize zafadit
ligand nebo vhodny kov tak, aby wvysledna struktura
vyhovovala individualnimu pouziti**.

Predkladana prace méla za cil zhodnotit aktivitu
vybranych  komplexti kovii na zadkladé chemicky
indukovaného nukleasového ¢inku na struktury plasmidové
dsDNA a porovnat aktivitu téchto latek bez a za pritomnosti
askorbatu jako redukéniho prostredi.

Byla testovana nukleasova aktivita komplexd: Cu(sal-
B-ala)(phen).H,O (komplex 1), [Co(sal-gly),]Co(H,O)s 2
H,O (komplex 2) a [Cu(pyr-B-ala)( HO)] 2 H,O (komplex
3), kde sal-B-ala a sal-gly jsou ligandy Schiffovych bazi
vzniklych kondenzaci salicylaldehydu s (-alaninem, resp.
glycinem, phen je doplikovy chelatovy N-ligand 1,10-
fenantrolin a pyr-f-ala dianion N-pyruviden-B-alaninu. Dale
byly testovany zelezité komplexy odvozené od N,N'-
bis(salicyliden)ethylendiaminu (salen) a N,N’-bis(salicyli-
den)-o-fenylendiaminu  (saloph) s doplikovymi  N-
donorovymi ligandy imidazolem (salen i) (komplex 4),
benzimidazolem (salen bi) (komplex 5), benztriazolem (salen
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bt) (komplex 6) a triazolem (salen t, saloph t) (komplexy 7 a
8) obecného slozeni [Fe(salen)L)], resp. [Fe(saloph)(L)].

Nukleasova aktivita téchto sloucenin byla hodnocena
na strukturach plasmidové DNA. Plsobenim chemickych
nukleas dochazelo ke Stépeni  fetézcl ptivodni
nadSroubovicové dsDNA (CCC forma) na otevienou
cirkularni formu DNA (OC forma) nebo na formu linearni
(L forma). Jednotlivé formy plasmidové DNA byly
identifikovany elektroforézou v agar6zovém gelu. V prvni
sérii pokust byla plasmidovda DNA inkubovéana v prostiedi
peroxidu vodiku pouze s testovanymi slouCeninami o
koncentraci 24 pM a 120 pM. V dalsich pokusech byl k této
reak¢ni smési pridan i askorbat podporujici reakci Fentonova
typu.

Silné nukleasova aktivita byla zjisténa u komplexu 1 a
to od 10 uM koncentrace; za pfitomnosti askorbatu dokonce
uz od 3 uM koncentrace. Schopnost podobnych komplext
s planarnimi doplikovymi ligandy oxidacné S§tépit DNA
prokazal i Reddy®. Jako chemicka nukleasa piisobi i komplex
2 a komplexy 5 a 7 v koncentraci 24 uM a 8 ve 120 uM
koncentraci. K rozstépeni fetézci DNA vedla také jeji
inkubace se 120 puM roztoky komplexii 6, 7 nebo 8
s askorbatem, ktery v tomto piipadé pusobil podle ocekavani
jako prooxidaéni &inidlo, jak prokazali i jini autofi>”.

Zejména vysoka nukleasova aktivita, zjisténa u
komplexu 1, je jistym pfislibem pro vyuziti této latky jako
potencidlniho protinddorového 1é¢iva, jehoz tucinek je
zaloZen na oxida¢nim §t&peni DNA nadorovych bungk®.
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Klistova encefalitida (KE) pfedstavuje vyznamnou
virovou neuroinfekci vyskytujici se napti¢ prakticky celou
Evropou a Asii. Pivodce tohoto onemocnéni, virus klistové
encefalitidy, je taxonomicky fazen spole¢né s fadou dalSich
nebezpecnych encefalickych vird do celedi Flaviviridae,
rodu Flavivirus. Mnoho zcela klicovych otazek spojenych
s biologii viru KE a patogenezi jim zplsobovaného
onemocnéni zistava stale nevyfeSeno. V soucasné dobé
existuje jen velmi malo experimentalnich dat, jez by
objastiovala slozitou interakci viru KE s bunikami centralni
nervové soustavy (CNS) hostitele, jeho priniku do mozku a
Sifeni v ramci CNS.

V nasi laboratofi jsme se zaméfili na studium interakce
viru KE s endotelovymi buiikami hematoencefalické bariéry
a bunikami neuralniho ptivodu. Experimenty byly provedeny
na modelu dospélé laboratorni mysi i v podminkach in vitro.
Kromé toho jsme sledovali roli hostitelského imunitniho
systtmu v patogenezi KE. Pozorovali jsme, ze virus
v okamziku vrcholici virémie zpisobuje desintegraci
hematoencefalické bariéry, jejiz integrita se po odeznéni
virémie navraci knormalu. Charakterizovali jsme fadu
strukturnich a ultrastrukturnich zmén neurdlnich bunék
indukovanych virovou infekci, veetné indukce apoptdzy.
Pomoci microarray technologie jsme studovali zmény
globalni genové exprese v infikovanych bunkach. Na
zakladé pokusit s my$Smi nesoucimi té€zkou kombinovanou
imunosupresi a diky technologii adoptivnich pfenost imunity
jsme zjistili, ze kcelkové fatdlnimu vysledku infekce
zna¢nou mérou prispivaji hostitelské CD8" T-lymfocyty
migrujici do CNS, pficemz diky tomu KE vykazuje znaky
imunopatologického onemocnéni.

POLYMORFISMUS V PROMOTOROVEJ OBLASTI
PSA GENU U PACIENTOV S KARCINOMOM
PROSTATY A BENIGNOU HYPERPLAZIOU
PROSTATY

MONIKA SIVONOVA?, TATIANA MATAKOVA?,
JOZEF HATOK®, DUSAN DOBROTA",
JAN KLIMENT ml.” a JAN KLIMENT®

a Ustav lekarskej biochémie, JLF UK, Mala Hora 4, 036 01
Martin, b Urologicka klinika MFN, Kollarova 2, 036 59
Martin

Prostaticky $pecificky antigén (PSA) je
najvyznamnej$im nadorovym markerom pre detekciu
a sledovanie karcindbmu prostaty. Gén kodujuci PSA je
lokalizovany na 19. chromozome, obsahuje 6-kb promoétor
v 5’oblasti, a obsahuje ARE oblasti (Androgen-Responsive
Elements), na ktoré sa viaze androgénovy receptor,
vysledkom ¢oho jeregulacia expresie PSA  génu.
V promédtorovej  ARE-I  oblasti v pozicii- 158  od
Startovacicho =~ miesta  transkripcie ~ bol  popisany
jednonukleotidovy polymorfizmus (A/G). Cielom nasej
Stadie bolo sledovanie potencialneho funkéného vyznamu
daného polymorfizmu vo vztahu ku karcindmu prostaty
ul71 pacientov s karcindm prostaty, 165 pacientov
s benignou hyperplaziou prostaty (BHP) a 75 zdravych



Chem. Listy 102, 365404 (2008)

jedincov. Pacienti s BHP s G/G genotypom PSA génu maju
1.43 — wvysSie riziko vzniku ochorenia v porovnani
s jedincami s genotypom A/A a A/G. V pripade pacientov
s karcindmom prostaty sa nezistil ziaden vztah medzi PSA
polymorfizmom v pozicii -158, rizikom vzniku karcinému
prostaty a hladinami PSA v sére.

Podporené  grantmi  Ministerstva  Skolstva  Slovenskej
republiky MVTS Bil/CR/SR/UK/06 a AV 4/0013/05.

PRODUKCE IL-10 LEUKOCYTY MLECNE ZLAZY
SKOTU PO STIMULACI LIPOPOLYSACHARIDEM
A MURAMYLDIPEPTIDEM

PETR SLAMA™", MONIKA ZOUHAROVA®,
VLADIMIR BABAK®, ZBYSEK SLADEK™’, TEREZA
LANGROVA™ a DUSAN RYSANEK"

“Ustav morfologie, fyziologie a genetiky zviat, MZLU
v Brné, Zemedélska 1, 613 00 Brno, bOddeleni imunologie a
‘Oddéleni bezpecnosti potravin a krmiv, Vyzkumny ustav
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Cytokiny jsou latky bilkovinné povahy, které kontroluji
prezivani, rast, diferenciaci a funkce bunék. Jejich
zajisténi homeostazy. Nekteré jsou zafazovany do skupiny
prozanétlivych cytokint (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a), jiné do
skupiny cytokinl protizanétlivych (IL-1ra, TGF-f, IL-10).
IL-10 (interleukin-10) je pleiotropni cytokin, ktery plni
vyznamné regulaéni funkce zprostfedkované jeho pusobenim
na lymfoidni a myeloidni bunky. IL-10 mé& kromé
vyuziti. Napf. pfi 1é¢bé melanomt, pfi transplantacich,
imunodeficiencich a parazitickych infekcich.

Cilem prace bylo zjistit, zda lipopolysacharid (LPS) a
muramyldipeptid (MDP), jako komponenty bunééné stény
G- a G+ bakterii, vyvolavaji produkci bovinniho IL-10.

Leukocyty ziskané po vyplachu mlécné zlazy
fyziologickym roztokem byly inkubovany jednu hodinu
s LPS nebo MDP v in vitro podminkach (RPMI medium, 37
°C a 5 % CO,). Poté byla semikvantitativné zjistovana
pritomnost IL-10 v ziskaném supernatantu sendvicovou
metodou ELISA.

Pii experimentech byl zjistén nardst produkce IL-10 pfi
pouziti obou zminénych imunogennich ¢initelt (LPS a MDP)
oproti kontrolnim vzorkiim (leukocyty v RPMI mediu),
pricemz vyssi produkce IL-10 byla zaznamenana pii pouziti
MDP.

Jak je zvysledki patrné, LPS a MDP vyvolavaji
produkci IL-10 u leukocytli mlééné zlazy skotu. Pti dal$im
studiu tohoto cytokinu by méla byt vénovana pozornost
tomu, jaké typy bovinnich leukocytl se nejvice podileji na
cytokinl je dilezitd z hlediska fizeni pribéhu zanétu. Pii
zanétu mlécné zlazy skotu muize mit vhodna modulace
tohoto procesu také nezanedbatelny ekonomicky dopad.
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Tato prace vznikla za financni podpory vyzkumného zameéru
MZE 0002716201.

NEPRIROZENE SUBSTRATY )
B-N-ACETYLHEXOSAMINIDAS: SYNTEZA
NOVYCH IMUNOAKTIVNICH GLYKOSIDU

KRISTYNA SLAMOVA™, PAVLA BOJAROVA?,
KAREL KRENEK?, RADEK GAZAK®,

KAREL BEZOUSKA®, SPENCER J. WILLIAMS®,
MARTINA MACKOVA? a VLADIMIR KREN?

“Centrum biokatalyzy a biotransformaci, MBU AV CR, 142
20 Praha 4, b Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT
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v Praze, 128 40 Praha 2; 9Bio21 Molecular Science and
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Fungalni -N-acetylhexosaminidasy (EC 3.2.1.52) jsou
glykosidasy s Sirokou substratovou specifitou a velkym
syntetickym potencidlem. Byly pouzity k syntéze novych
N-acetylgluko- a galaktosaminidii s vysokou imunologickou
aktivitou'. Tyto latky se vazi na CD69 receptor lidskych
pfirozenych tzv. zabijecskych (NK) bunék, ¢imz se spusti
signalni  kaskdda vedouci kaktivaci cytotoxickych
mechanismi®. Nase nejnov&jsi vysledky ukazuji, Ze vazba
aktivacnich molekul na receptor je zesilena pfitomnosti
negativné nabité skupiny.

Byla pfipravena sada sedmi derivatd p-nitrofenyl-2-
acetamido-2-deoxy-B-D-glukopyranosidu (Obr. 1). Pfiprave-
né glykosidy byly testovany jako ligandy aktivacnich
receptori CD69. Zatimco pfitomnost nabité skupiny na C-6
(sulfat, karboxylat) pfinesla znacné zesileni vazby ligandu na
receptor CD69 oproti nenabitému analogu, nabita skupina na
jiném uhliku cukerného skeletu neumoziiuje vazbu ligandu
na  receptor. Screening 24 fungélnich B-N-
acetylhexosaminidas z knihovny glykosidas Laboratofe
biotransformaci ukézal, ze glykosid 3 byl obecné nejlépe
akceptovanym substratem, zatimco latky 2 a 5 nebyly
Stépeny prakticky vibec. V soucasné dob¢ je nasim cilem
pripravit z téchto substrati transglykosylaci s B-N-
acetylhexosaminidasami ~ nové  vysoce  imunoaktivni

disacharidy.
O _on NO; O ome Nz HO oy NO,
g e " o NHac B 3 NHAc

NO: No; No; NOz
0805 Na* g oH : OH g oH
o Q 9 Q
HO' Na' 0,80’ o HO' HO’ o
H Yo H Na' 05
NHac 5 NHAG NHAc
4 7

6 NHSO;Na"

Obr.1. Modifikované substraty p-N-acetylhexosaminidas

Tato prace vznikla za podpory grantit IA4A 400200503
a MSMT LC06010.
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STUDIUM HOJENIA KOZNYCH RAN A EXPRESIE
GENOV SUVISIACICH Z HOJENIM NA MODELE
DIABETU MELLITUS TYPU 2 - POTKANOVI
ZUCKER DIABETIC FATTY (ZDF)

R. SLAVKOVSK\’{*‘"’, R. K(")HLERoyA",
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Komplikované diabetické defekty su tazko lieciteIné a
casto vedu k chronickym randm ¢i amputdciam dolnych
koncatin. Patogenéza  diabetickych  defektov  je
komplikovana. Jednym z pristupov ako porozumiet” tomuto
fenoménu je aj Studiom na experimentalnom zvieracom
modeli. Nami voleny model diabetes mellitus typu II (DM2),
potkan ZDF, ma geneticky podmienenti nachylnost’ k vyvoju
vyzivou a obezitou indukovaného DM2 kvéli recesivnej
mutacii leptinového receptoru a vyznaCuje sa mnohymi
parametrami zhodnymi s DM2 u ¢loveka. Ciel'om tejto prace
je zistit', aké st rozdiely v hojeni ran a v expresii vybranych
génov v rane medzi diabetickymi a zdravymi potkanmi ZDF.

Boli porovnané Styri skupiny zvierat: diabetické a
zdravé, oboch pohlavi. Zvieratdim boli na chrbte vytvorené
cirkularne excizné rany o priemere 2 cm, pravidelne bolo
pozorované hojenie (0, 3, 5, 7, 10ty defi) a v intervale 10 dni
po poskodeni boli odobraté vzorky regenerujiceho sa tkaniva
kvoli histologickym, biochemickym a molekularne-genetic-
kym analyzam.

V porovnani s kontrolnymi zvieratami u obéznych a
diabetickych zvierat bola pozorovana obmedzena pociato¢na
kontrakcia rany. VyraznejSie rozdiely v hojeni sme nasli
u samic ako u samcov. Samice mali vy$§i stupen obezity, ale
podstatne  niz§iu hladinu glukézy oproti samcom.
Diametralne rozdielny je vzhlad rany, u diabetickych je
sprevadzany nadmernou tvorbou chrasty as vizudlnymi
znakmi zépalu. Diabetické zvieratd maju tendenciu ranu
hojit’ reepitelizaciou, kontrolné zvieratd kontrakciou rany.
Velkost jaziev je po zahojeni zvySena u samcov 0 40% a u
samic az o 150% oproti kontrole. Technikou DNA array
a realtime-RT-PCR sme v rane u samcov pozorovali zvySent
expresiu prozaplového interleukinu 6, osteopontinu, rac2
podjednotky NADPH oxidazy a znizen expresiu
tropoelastinu. Obsah hydroxyprolinu, ukazovatel’a kolagénu,
bol vyrazne znizeny u samcov. ZvysSeny zapal u diabetickych
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zvierat bol pozorovany aj histologicky, kde bola pozorovana
zvys$ena infiltracia polymorfonuklearnych buniek.

Ukazuje sa, ze DM2 mé& vplyv na charakter
a mechanizmus hojenia, choré zvieratd maju zvysené
znamky zapalu, ktory pravdepodobne spomaluje hojenie.
Z danych vysledkov sa nam ukazuje, ze vysoky stupen
obezity ma vacsi vplyv na zhorSené hojenie ako vysoka
hyperglykémia.

SPEKTROFLUOROMETRICKA AI}JALYZA VAZBY
MITOCHONDRIALNEHO PROTEINU A
TELOMEROVEHO OLIGONUKLEOTIDU

EVA SMREKOVA?, MAREK SEBE§TAb,
JOZEF NOSEK", CUBOMIR TOMASKA®
a IVAN VALENT®

Katedra “fyzkdlnej a teoretickej chémie, "biochémie
a “genetiky, Universita Komenského, PrF, Mlynska dolina
CH-1 and B-1, 842 15 Bratislava, Slovensko

Prevedenie genetickych informacii kddovanych DNA
zavisi aj od pridavnych bunkovych komponentov, vratane
velkého poctu proteinov, ktoré regulujii ich vyssiu Struktaru,
pristupnost k DNA modifikujicim komplexom a faktory,
ktoré sa ziCastiiuju na génovej expresii. Protein viazici sa na
mitochondridlne teloméry (mtTBP) je vo  vizbe
s jednovlaknovou DNA a vykazuje preferenciu védzby na 5
koncovy telomérovy zvySok linearnej mitochondridlnej DNA
(mtDNA) kvasinky Candida parapsilosis'*. Pre detailnej$iu
charakterizaciu vlastnosti DNA-vdzby s proteinom mtTBP
bol skimany prirodzany typ mtTBP a dva mutantné typy
(mtTBP®E 3 mtTBPY*'") s poslednymi 51 nukleotidmi
(TELS51) 5 telomérového zvysku mtDNA kvasinky C.
parapsilosis.

Viazba DNA aproteinov bola skimand pomocou
techniky fluorescenéného zhaSania vzhladom na tzv.
stacking interakciu tryptofanového zvysku (Trp) s DNA
$piralou’. Pre tieto merania boli pouzité spektrofluorometre
FloroLog FL3-11 a Shimadzu RF-5301 PC.

Vysledky poukdzali na 30-45 % pokles intenzity
fluorescenéného emisného maxima tryptofanu v 343 nm po
60 min inkubéacie vpomere [DNA])/[mtTBP] = 0.6 pre
prirodzeny typ proteinu mt TBP a G28E mutantného
proteinu pri koncentracii 3 x 107 M. Mutantny typ W61L,
ktory obsahoval len jeden z dvoch Trp zvyskov, nevykazoval
fluorescencné zhasanie. Na rozdiel od HEPES pufra, PBS
pufor sposoboval posuny emisného maxima, ¢o poukazuje na

dolezitost vyberu spravneho pufra pre nasledujuce
fluorescenéné experimenty.
Dalsi vyskum bude zamerany na stanovenie

asociacnych konstant a popis kinetiky interakcie pri r6znych
podmienkach.

Tato prdaca je podporovana Howard Hughes Medical
Institute grant (55005622), the Fogarty International
Research Collaboration Award (2-R0O3-TW005654-04A1),
the Slovak grant agencies VEGA (1/2331/05, 1/3247/06) a
APVT (20-001604, LPP-0164-06).
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NEUROENDOCRINE DIFFERENTIATION
OF PROSTATE CANCER CELLS
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Prostate cancer is one of the most common cancers
among men especially in Western countries. Androgen—
independent neuroendocrine cells are minor type of prostate
epithelial cells found in both normal and cancer prostate
tissue. It has been shown that these cells can contribute to the
progression of prostate cancer. However, mechanism of this
process is not fully understood. Our purpose was to find
mechanism and characterize in more details neuroendocrine
differentiation (NED) induced by prolonged cultivation of
prostate cancer cell line in absence of androgens. NED was
confirmed by observing of the protein and mRNA levels of
well known neuroendocrine markers such as neuron-specific
enolase and beta III tubulin. Interestingly, an increased level
of specific NED markers was paralleled with changes in
expression of other differentiation markers such as
cytokeratin-18 and 19. Androgen ablation and NED
induction led to the massive GO0/G1 cell cycle arrest
associated with downregulation of cyclin D1 and p21 protein
expression and p27 upregulation. Our study indicates that
pathway leading to NED of prostate cancer cells is complex
process including also events characteristic for general
epithelial differentiation.

This work was supported by grants GA CR No. 204/07/0834
and 310/07/0961 and by the Research Plan AV0Z50040507
and AV0Z50040702 of AS CR.
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Zubni pulpa (ZP) stalé dentice se utvaii ve 12. tydnu a
ZP docasné dentice dokonce jiz v 8. tydnu embryonalniho
vyvoje. Od této doby je pomoci tvrdych zubni tkani
ohrani¢ena od okolniho vaziva a zachovava si strukturu
primitivniho vaziva. Cilem nasi prace je stanoveni fenotypu,
prolifera¢niho a diferenciaéniho potencialu, sledovani
morfologickych zmén a viability kmenovych bunék zubni
pulpy (KBZP) a kmenovych bunék periodoncia (PLSC)
kultivovanych in vitro. V experimentu bylo pouzito celkem
10 linii KBZP izolovanych z 3. molarti a 1. premolart a 1
linie PLSC. Bunky byly kultivovany v modifikovaném
médiu pro MKB obohaceném o ristové faktory (EGF,
PDGF), 2%FCS a ITS suplement. Pro fenotypizaci
v prutokovém cytometru (Cell Lab Quanta) jsme pouzili
primarni protilatky znacené fluorochromy FITC resp. PE.
DNA analyza byla provadéna znacenim PI. Pro stanoveni
kvantitativnich parametri a viability bun€k jsme pouzili
ptistroje Vi-Cell XR a Z2 Counter. Enzymatickou disociaci
celé zubni pulpy bylo izolovano v priméru 45 + 6 (10 — 108)
kmenovych bunék. Tyto jsme kultivovali ptes 50
populacnich zdvojeni (PD) v modifikovaném médiu pro
MKB. Analyza ukazala zvySeni casu potfebného pro
zdvojeni z pivodnich 12-50 hodin pro prvnich 43 PD na 60—
90 hodin po ptekroceni 55 PD. Viabilita kultivovanych
bunék byla dlouhodobé 96 = 3 %. V pribéhu dlouhodobé
kultivace KBZP jsme nepozorovali znamky degenerace
kultury ¢i znaky spontanni diferenciace bunék. DNA analyza
prokazala 42 + 5 % KBZP v SG, fazi bunééného cyklu.
Fenotypickd  analyza ~ KBZP  subodontoblastického
kompartmentu prokazala vysokou pozitivitu pro CD29,
CD44, CD90, sttedni pozitivitu CD16 a nizkou pozitivitu pro
CD11b,CD11¢,CD49a,c,d,e, CDI105, CDI17, CDI166.
Fenotypicka analyza KBZP perivaskularniho kompartmentu
prokazala vysokou pozitivitu pro CD29, CD44, CD90,
stiedni pozitivitu CD63, nizkou pozitivitu pro CD49a,c,d,e,
CD105, CDI146, CD166. KBZP ochotn¢ diferencovaly
v osteoblasty i chondroblasty a to jak pii 2D kultivacich
v monolayeru, tak pfi 3D kultivacich ve formeé
trojrozmérnych sferoidtl ¢i na nosi¢ich. Béhem dosavadnich
15 pasazi jsme pro studovanou buné¢nou populaci PLSC
zjistili tyto parametry: ptimér bun€k 15 pm (SD = 4,55 %),
37 populacnich zdvojeni za uplynulych 45 dni (2. az 15.
pasdz), primérna viabilita 95,2 %, plating efficiency (15.
pasaz) 78,2 %. Dle vysledkd pratokové cytometrie nami
kultivovana populace PLSC vykazovala vysokou pozitivitu
v mezenchymalnich znacich CD29, CD44, CD73, CD105 a
HLA1. Stfedni uroven pozitivity vykazoval znak CD90.
Nizkou expresi jsme zaznamenali u znaki CXCR4, CD235a
a HLA2, negativni expresi vykazovali CCR7 a CD45. DNA
analyza prokézala toto stabilni zastoupeni jednotlivych fazi
bunééného cyklu: Go/G; 64,1%, S 9,64%, G,/M 18,68%. Z
porovnani nasich vysledkt s dosud publikovanymi pracemi
vyplyvd, Ze nami sledovana populace PLSC vykazuje
fenotyp odpovidajici MKB. Jedna se o morfologicky
homogenni populaci s vyraznym proliferaénim potencialem a
se stabilnim projevem v kultivanich podminkach in vitro.
Do budoucna piipravujeme dal$i vyzkum PLSC a to zejména
v oblasti diferenciace ve 2D kulturach a na trojrozmérnych
nosicich.
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Kmenové buriky zubni pulpy a periodoncia predstavuji
vysoce potentni zdroj histokompatibilnich kmenovych bunék
pro bunéénou terapii a to nejen onemocnéni zubni pulpy a
periodoncia. Jejich Siroky diferenciacni potencial otevira
cestu vyuziti téchto bunek i v dalSich medicinskych oborech.

Prace byla podporena grantem IGA MZ NR 9182-3/07.
PR[’PRAYA, PURIFIKACE A CHARAKTERIZACE
NATIVNIHO KOMPLEXU CFP-10/ESAT-6

ONDREJ STANEK®, MARCELA SIMSOVA*"
a PETER SEBO*

“Mikrobiologicky iistav Akademie véd Ceské republiky,
Praha; bproteix s.r.o., Vestec

V posledni dobé opét stoupa pocet lidi nakazenych
tuberkul6zou a to nejen v rozvojovych zemi tfetiho svéta, ale
v disledku migrace také vzemich vyspélych. Kritickym
bodem v boji proti této zakeiné nemoci je vCasné a piesné
odhaleni latentni infekce bakterii Mycobacterium tuberculosis
(LTBI). V soucasné dob& pro tyto ucely nejpouzivanéjsi
Tuberkulinovy kozni test, zalozeny na stimulaci PPD (Purified
Protein Derivative), je v8ak nepfesny diky kiizovym reakcim
s antigeny environmentalnich mykobakterii a pouzivani BCG
vakciny. Tento nedostatek se podafilo vyfeSit unovych
diagnostickych testi pouzitim antigeni CFP-10 (10-kDa
culture filtrate protein) a ESAT-6 (6-kDa early secreted
antigenic target). Ty jsou kédovany v lokusu RD1 (Region of
Diference) pfitomném pouze u infekénich kmend. Pfipravili
jsme expresni vektory pro produkci volnych rekombinantnich
antigenii CFP-10, ESAT-6 a rovnéz jejich 1:1 komplexu CFP-
10/ESAT-6 v buiikdch E. coli. Pouzitim kmene E.coli
ArcticExpress DE3, exprimujiciho chaperony Cpn60 a Cpnl(
a kultivace za nizké teploty (10 °C) se podafilo dosahnout i
produkce rozpustného proteinu ESAT-6 a predejit jeho
precipitaci do inkluznich télisek. Komplex CFP-10/ESAT-6
byl stabilizovan jiz ko-produkeci antigenu CFP-10, ktery plnil
funkci chaperonu ESAT-6. Pfi izolaci antigend z biomasy bylo
vyuzito zahfati cytoplazmatické frakce na 70 °C po dobu
deseti minut s naslednou precipitaci denaturovanych balastnich
proteinti. Tvorba komplexu CFP-10/ESAT-6 izolovaného
pfimo z bunék, nebo pfipraveného smichanim byla ovéfena
pomoci nativni elektroforézy BN-PAGE a interakce protein-
protein byly charakterizovany pomoci CD spektroskopie a
rezonance povrchovych plazmonti.

VYUZITI DNA CIPU V DIAGNOSTICE A VYZKUMU
LEUKEMIi A LYMFOMU

KATERINA STANO KOZUBIK? BORIS TICHY %,
PETR KUGLIK b MICHAEL DOUBEK *,
JIRI MAYER® a SARKA POSPISILOVA?

“Centrum molekuldrni biologie a genové terapie, Interni
hematoonkologicka klinika, FN Brno a LF MU, Cernopolni
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VétSina nadorti je provazena abnormalitami genomu
nadorovych bunék jako jsou bodové mutace, delece a ampli-
fikace usekd DNA, ptipadné pfestavby chromozomu. Znalost
téchto aberaci ma velky vyznam pro ureni prognozy i vybér
terapeutického planu. Soucasné molekularné biologické a
cytogenetické postupy umoziujici detekci jedné nebo
nékolika zmén soucasné jsou proto postupné nahrazovany
novymi komplexnimi technologiemi, naptiklad ¢ipy DNA.

Cipy cilené na konkrétni onemocnéni mohou upfesnit
nejen diagnoézu, ale 1 prognoézu onemocnéni a v neposledni
fadé¢ pomoci odhalit regulacni drdhy vedouci k maligni
transformaci buriky. Na naSem pracovisti vyuzivame DNA
¢ipové technologie u hematoonkologickych onemocnéni,
zejména u chronické lymfocytarni leukémie (CLL) a u
lymfomu. Analyzujeme jak genomy nadorovych bunek po-
moci komparativni genomové hybridizace (array-CGH), tak i
expresi genil. Obé technologie vyuZzivaji oligonukleotidové
¢ipy a pfinaseji komplexni informace o zménach genomu a
jeho expresi na tirovni DNA i RNA véetné mikroRNA.

Pro analyzu zmén genomu nadorovych bunék jsme
vyuzili CGH ¢ipy (Human HD-CGH Microarray 4x44K)
obsahujici cca 44 000 oligonukleotidi o délce 60 bazi
navrzenych pro rovnomérné pokryti celého genomu.
Analyzovali jsme vzorky pacienti s CLL, které byly
cytogeneticky charakterizovany pomoci fluorescencni in-situ
hybridizace (FISH). Chromosomalni aberace byly nalezeny u
témet 90 % pacienttl s B-CLL. Mezi nejvyznamnéjsi zmény
a soucasné prognostické markery tohoto onemocnéni patii
delece 13q14 (geny RB1, miR-15 a miR-16), delece 11q22
(gen ATM), trizomie chromosomu 12 a delece/mutace
nadorového supresoru TP53 v lokusu 17p13. Pomoci CGH
¢ipti jsme detegovali vSechny cytogenetické aberace zjisténé
predchozim vysetfenim, navic jsme nalezli mnozstvi novych,
cilenym vysetfenim nezjisténych, zmén genomu. Potencialné
velky vyznam mé nov¢ identifikovany prognosticky marker
u CLL - kratkda delece na cytobandu 22qll u pacienti
s velmi §patnou progndzou.

Metodu profilovani genové exprese jsme vyuzili
predev§im pro subklasifikaci lymfomut. Vytvofili jsme
vlastni design expresniho DNA ¢ipu urc¢eného pro odliseni
folikularniho lymfomu od jinych malignich lymfomt a pro
jeho molekularni a klinickou subklasifikaci. Na zaklade
naSich poznatki i recentné publikovanych praci jsme vybrali
pfiblizné 3500 gent, u kterych se da predpokladat rozdilna
exprese u riznych lymfomovych subtypt.. Podafilo se ndm
identifikovat rozdily v genové expresi mezijednotlivymi
typy lymfomd i mezi subtypy jednotlivych diagnéz.
Vysledky ukazuji na velky potencial této metody pfi
stanoveni diagndzy a uptesnéni prognodzy lymfomi.

Cipové technologie maji v lékaiské diagnostice
nadéjnou budoucnost. Umoziiuji velmi efektivni vySetfeni
celého genomu a transkriptomu zjediného vzorku DNA
nebo RNA. Oteviraji tak cestu k uc¢inné a ¢asné diagnostice,
prognostice a nasledné 1é¢bé rakoviny.

Prace na tomto projektu je podporovana grantem 1GA MZ
CR NR/9293-3.
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STEROIDNI DERIVATY BIOLOGICKY AKTIVNICH
ALKOHOLU
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Cilem prace bylo pfipravit steroidni derivaty biologicky
aktivnich alkoholl. Za modelové piiklady biologicky
aktivnich latek jsme si zvolili syntetické bioanalogy
juvenilnich hormonti, tzv. juvenoidy', které ovliviiuji
morfologii a fyziologii vybranych druhtt hmyzu. Pouzité
postupy derivatizace lze ale aplikovat i na jiné biologicky
aktivni alkoholy.

Jiz dtive byly pfipraveny slouCeniny juvenoidi s
nékterymi mastnymi kyselinami® a sacharidy®. V této praci
jsme k derivatizaci pouzili v pfirod¢ se bézné vyskytujici
steroidy jako jsou cholova kyselina a stigmasterol. Zamétili
jsme se na pripravu konjugatl juvenoidi se steroidni
soucasti, ktera se sklada z jedné, ¢i vice steroidnich jednotek,
nicméné jedna z nich je vzdy fytosterolem, napt. struktury I,
Ialll, IV.

HI 1,2-trans; IV 1,2-cis

Derivatizace juvenoidli se provadi za ucelem cilené
upravy jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti. Pfedpoklada
se, ze tyto zmény budou mit za nasledek usnadnéni aplikace
latky do organismu a zajisti jeji protrahovany uéinek, nebot’
biologicky aktivni latka se bude ptisobenim hydrolytickych
enzymi a podminek prostfedi ze struktury postupné
uvolnovat. Dalsi vyhodou ptipravenych latek je skutecnost,
ze jejich odbouravanim nevznikaji s vyjimkou samotného
juvenoidu zadné toxické produkty. Ziskané struktury navic
predstavuji  zajimavé stavebni bloky pro vystavbu
supramolekul.

Pripravené derivaty je mozné povazovat za aplikaéni
formy analogti juvenilnich hormond a budou testovany na
vybranych druzich hmyzu.

Prace vznikla za financni podpory projektu 2B06024 (NPV
II, MSMT) a vyzkumného zaméru MSM 6046137305.
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EXPRESNI PBOFILOVANi SPINOCELULARNICH
KARCINOMU V OBLASTI HLAVY A KRKU
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Nas projekt je zaméfen na identifikaci specifickych
markerl v nadorové tkani s moznosti aplikace v medicinské
diagnostice. Spinocelularni karcinomy hlavy a krku (head
and neck squamous cell carcinoma — HNSCC) jsou zhoubné
epitelidlni novotvary vznikajici komplexnim procesem
maligni transformace bunek epitelti sliznic horni casti
dychaciho atraviciho systému. Jsou charakterizovany
zna¢nou lokalni agresivitou, Castymi recidivami a vysokou
frekvenci vyskytu mnohocetnych nadorti. HNSCC tvoii 85—
90 % vSech zhoubnych nadorti hlavy a krku. Kazdym rokem
je celosvétoveé registrovano 500 000 novych piipada
HNSCC, coz je fadi na 5. misto v ¢etnosti zhoubnych nadorti
¢lovéka. Nejcasteji se setkdvame s postizenim dutiny dstni
vcetné jazyka, hltanu a hrtanu. Klasicka 1é¢ba téchto nadort
se sklada z operativniho zakroku v kombinaci s radioterapii a
chemoterapii.

Rychly rozvoj ¢ipovych technologii v poslednich letech
umoznil paralelni analyzu exprese az nckolika desitek tisic
genll zaroven v jediném experimentu, coz predstavuje silny
nastroj pro onkologicky vyzkum. Pomoci mikro¢ipového
vyzkumu lidského transkriptomu byly objeveny nové
diagnostické a prognostické markery.

Vychozim materidlem pro naSe experimenty je
nadorova tkan, tkan prilehla k nadorové a tkan odpovidajici
histologicky normalni zdravé tkani ziskand z operaci
spinocelularnich karcinomi. Z divoda heterogenity HNSCC
vyuzivame laserové zachytné mikrodisekce (LCM), coz je
rychld a spolehliva metoda, kterd umoziuje izolaci cilovych
bunék z tkanového fezu pro jejich naslednou molekularni
analyzu. Ze vzorkl izolujeme celkovou RNA pomoci
RNeasy  Micro  kitu.  Ziskanou = RNA  nasledné
spektrofotometricky kvantifikujeme. Vedle koncentrace
RNA posuzujeme i jeji Cistotu. Integrita RNA je ovefovana
pomoci Agilent Bioanalyzeru 2100 a jeji mira je vyjadiena
jako hodnota RIN (RNA Integrity Number). Hodnoty RIN se
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vyrazné lisi pro vzorky ziskané po disekei a bez disekee, tedy
samotné tkanové fezy. Zkoumali jsme proto vliv disekce na
integritu  RNA. Vzorky s dostatenou koncentraci a
integritou RNA byly pfipraveny pro linearni amplifikaci,
reakci znaceni a naslednou hybridizaci na Cipy. Pro detekci
odpovidajici sady genti pouzivame Cipy Illumina a
Affymetrix. Nasledné porovnavame expresni profily
nadorové a normalni tkan€. VSechny vychozi tdaje (pacienti,
diagnosy, histologie) i nasledné ziskana data (LCM, izolace
RNA, hybridizace aj.) jsou shromazd’ovana v databazi.

Tato studie byla podporovana vyzkumnymi zaméry a granty
MSMT 1M6837805002 (Center for Applied Genomics),
MSMT NPVII-2B06106 a NB Project AC CZ
AV0Z50520514.

PRIPRAVA A AGREGACE PORFYRINU
SUBSTITUOVANYCH V MESO POLOZE
,»SACHARIDOVYMI* SUBSTITUENTY
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a PAVEL DRASAR®
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CR wi, Flemingovo namesti 2, 166 10, Praha 6
Ondrej.Simak@vscht.cz

Slouceniny, ve kterych je aktivni struktura (farmakofor,
chromofor ...) spojena s vektorem typu peptidového,
oligonukletidového, ¢ sacharidového' segmentu, vzbuzuji
stale vétSi zajem. Pouziti chiralniho polarniho vektoru
odvozeného od struktury sacharidu pfedurcuje takovou
supramolekularni strukturu jako mozny prostiedek pro
molekularni rozpoznavani v polarnim (napf. vodném)
prostiedi. Podobné slouceniny, odvozené od porfyrinu, jsou
diky svym unikatnim vlastnostem studovany mimo jiné i
jako senzibilizatory pro fotodynamickou terapii ¢i pro silné
interakce s DNA a nukleotidy”.

AcO  OAc

AcO  OAc

HO OH

Byly pfipraveny konjugaty se spojenim porfyrin-
sacharid, ve kterych je cukerny skelet pfipojen k makrocyklu
v meso poloze pomoci robustni, avSak flexibilni C-C vazby,
ktera je na rozdil od klasické O-glykosidické vazby odolna
vici hydrolytickému, potazmo enzymovému S$tépeni. Pro
jejich ptipravu byla vyuzita cesta zaloZena na jejich postupné
vystavbe z dipyrrolovych prekurzorg.

Zmény optickych vlastnosti zplsobené agregaci
pfipravenych porfyrini ve vétsi celky byly zkoumany
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UV/VIS a fluorescencni spektroskopii a diky indukci
chirality v agregatech ipomoci cirkularniho dichroismu.
Interpretaci ziskanych spekter s pomoci metod vypocetni
chemie (zejména DFT) byl studovan zpisob skladani
molekul v agregatech a jejich charakter.

Prdce byla podporovina projekty MSMT MSM6046137305,
1P040CD31.001, OC08043 (NPFM-II), 2B06024 NVP-II
Suprafyt a GA CR 203/06/0006 a grantem NATO
CBP.EAP.CLG.982972.
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STRUKTURA Na;AlF—Fe,0; A Na;AIF—FeO
TAVENIN: VIAC-JADROVE STUDIUM POMOCOU
VYSOKOTEPLOTNEJ NMR TECHNIKY
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Uvedené ststavy sa skiimali vramci vyskumu nedistot,
pritomnych v procese elektrolytickej vyroby hlinika Hall-
Héroultovym sposobom. Medzi nelistoty, ktoré negativne
ovplyviluju proces vyroby hlinika, patri aj zelezo. V procese
vyroby hlinika je pritomné bud’ vo forme jeho dvoj-, alebo
trojmocnych idnov, najmi vo forme oxidov (Fe"O, Fe™,0;)
alebo fluoridov (Fe"F,, Fe''F3). Zelezo, zlugeniny Zeleza,
negativne ovplyviluji proces vyroby hlinika. Reaguju
so zlozkami elektrolytu atym menia Strukturu elektrolytu
a taktiez znizuji pradovu udinnost’ procesu a kontaminuji
produkovany hlinik. Z tychto dévodov bolo potrebné
klasifikovat’ ulohu zeleza v mechanizme ubytku pridovej
ucinnosti, najmi o sa tyka oblasti cyklickych redukéno-
oxidac¢nych reakcii v elektrolyte.

Po prvy krat sa rozpustnost oboch oxidov zeleza
v kryolitovej tavenine Studovala pomocou vysokoteplotnej
NMR techniky. Uskutocnili sa merania rezonanc¢nych
signalov ’Al, ®Na a '°F izotopov v zavislosti od mnoZstva
skimanych oxidov, ako aj v zavislosti od doby trvania
experimentu, pri konstantnej teplote elektrolytu 1020 °C. Pri
oboch ststavach sa dokazal vznik oxofluorohlinitanovych,
ALOF¢* resp. ALO,F,%, komplexov. Pri analyze g izotopu
sa zistilo odlisSné spravanie sa skumanych oxidov
v kryolitovej tavenine. Pri sustave s dvojmocnym Zelezom sa
F sa dokazal vznik zliGeniny, obsahujiicej vo svojej
Struktare atomy Zeleza, ktora odchadza zo systému v parach.
Naopak, pri sustave s trojmocnym Zelezom vznikd stabilna
»Fe“ zluCenina, ktora ostdva pritomna v tavenine,
pravdepodobne vo forme FeFg’ ionu.
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SPIROCHET LYMSKE BORELIOZY
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Stale vétSim problémem soucasnosti jsou takzvané
emergentni nakazy (emerging diseases), mezi které patii i
klistaty prenaSend Lymsk4 boreliéza. Toto chronické
onemocnéni, postihujici kozni tkané, klouby, srdce a posléze
nervovy systém, je zpasobeno spirochetami Borrelia
burgdorferi.

U téchto bakterii byla dosud publikovana ptitomnost N-
glykosylace u tfech proteinll: membranovych proteinti OspA
a OspB' a bigikového proteinu FlaA%. Ani v jednom piipads
nebyla uréena struktura téchto glykant.

Pii snaze o zjisténi slozeni glykanti téchto boreliarnich
proteinti jsme vSak nebyli schopni prokazat ptitomnost
glykosylace ani u jednoho ztéchto proteinti, izolovanych
z borelii kultivovanych ve standardnich podminkach, zadnou
z pouzitych metod (Schiffovo barveni, barveni znacenymi
lektiny, lektinova afinitni chromatografie, enzymaticka
deglykosylace, hmotnostni spektrometrie). Naproti tomu jsou
ve vzorcich izolovanych z borelii pfitomny glykoproteiny o
vetsi molekulové hmotnosti. Nékteré znich jsou patrné
slozky kultiva¢niho média.
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NOVY LEKTIN BCLC Z LIDSKEHO PODMINENEHO
PATOGENU Burkholderia cenocepacia

ONDREJ §ULAK",, MONIA DELIA",
NIKOLA KOSTLANOVA'®, ANNE IMBERTY"
a MICHAELA WIMMEROVA®*

“Ndrodni centrum pro vyzkum biomolekul, Masarykova
Univerzita, Kotlarska 2, Brno; bCERMA V-CNRS, BP 53, F-
38041 Grenoble cedex 09, France; “Ustav biochemie,
Masarykova Univerzita, Kotlarska 2, Brno

Burkholderia cenocepacia je Gram negativni baktérie,
kterou lze nalézt prakticky vSude v prostiedi a je jednim
z patogenl tzv. Burkholderia cepacia komplexu (BCC).
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Velké problémy zplsobuje pacientim trpicim cystickou
fibrézou a chronickym granulomatdéznim onemocnénim.
Obecné nejveétsi komplikaci je tzv. Cepacia syndrom, rychle
postupujici plicni onemocnéni, vedouci ¢asto k respira¢nimu
selhdni s fatalnimi nésledky.

Lektiny jsou proteiny neimunitniho pavodu, které
mohou aglutinovat buiiky a precipitovat glykokonjugaty.
Tyto lektiny specificky rozpoznavaji cukerné zbytky
obsazené na povrchu bunéénych stén a membran, a tak méni
fysiologii ovliviiujici aglutinaci, mitézu a dal$i biochemické
zmény v buiice. Jejich specifita je obvykle definovana
monosacharidy a oligosacharidy, které jsou tak i nejlepsimi
pfirozenymi inhibitory. Zajem o studium lektint spociva v
jejich Siroké paleté vlastnosti a potencidlnich aplikaci
(zemédélstvi, farmakologie, imunologie, 1é¢ba rakovinového
bujeni atd.).

Hlavnim smyslem této studie je snaha porozumét
molekularnim  mechanismim,  zejména  protein  —
sacharidovym interakcim, které umoziuji patogenni bakterii
takto napadat, kolonizovat a ovliviiovat fysiopatologii jejich
hostitele.

V genomu B. cenocepacia byly nalezeny Ctyfi geny
kodujici  proteinové  homology lektinu PA-IIL z
Pseudomonas aeruginosa, ktery je jednim z virulentnich
faktorti tohoto patogenu'. Jeden znich, lektin BclC, byl
klonovan a pfipraven v rekombinantni formé. BclC je 28
kDa protein, ktery je schopen rozpoznavat D-manosylované
sacharidové struktury. Sekvenéni analyza déale ukdzala na
pfitomnost dvou oddélenych domén ve struktufe proteinu.
C-terminalni ¢ast, koduje lektinovou doménu, zatimco
N-terminalni ¢ast nema zadného znamého sekvencniho
homologa v soucasnych genomovych ¢i proteinovych
databazich. Ob&é domény byly také klonovany zvlast, coz
zjednodusuje dalsi strukturné — funkéni charakterizace.

Detailni funkéni studie pomoci Surface Plasmon
Resonance a mikrokalorimetrickych metod umoznily
charakterizovat vazebné vlastnosti (afinita, specifita) a
termodynamické parametry interakce lektinu s vybranymi
sacharidy.

Znalost afinity lektinu k riznym sacharidim,
podpofena zaroven i znalosti struktury proteinu mulze v
budoucnu poslouzit jako vychozi bod v designu novych a
ucinnych ligandovych analogl a inhibitorti. Takovéto studie
mohou napomoci k vytvofeni koncepce u¢inného boje proti
témto patogennim agens.

Tato prace byla podporovana Ministerstvem Skolstvi
(MSM0021622413), Grantovou agenturou CR (303/06/0570)
a francouzskou nadaci Vaincre la Mucoviscidose.
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HELQUAT: SNADNA PRIiPRAVA UNIKATNIHO
HELIKALNiHO DIKATIONTU

LOUIS ADRIAENSSENS?, LUKAS SEVERA?,
TEREZA SALOVA®, RADEK POHL?,

DAVID SAMAN?, IVANA CISAROVA",
LUBOMIR POSPIiSIL?, PETR SLAVICEK®

a FILIP TEPLY™*

“Ustav organické chemie a biochemie, AV CR, Flemingovo 2,
166 10 Praha, bkatedra anorganické chemie, PrF,
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N-Heteroaromatické kationty jsou latky se Sirokym
aplikaénim potencidlem. Katalyzatory fazového pienosu,
iontové kapaliny, molekuldrni zafizeni, latky pro nelinearni
optiku, barviva, DNA interkaldtory a ftada biologicky
aginnych struktur pochazi z této skupiny'. Helikalng chiralni

MN-heterohelicenia® patfi vtomto sméru  k obzvIAste
atraktivnim a dosud opomijenym species’.
SN 2X
g
7
PLN
I helquat
Vyvinuli  jsme  kratkou  syntézu  helikalniho
extendovaného diquatu (helquat), ktery je reprezentatem
originalni skupiny vodorozpustnych ~ neplanarnich

organickych dikationtd. Ttistupfiova syntéza Cistého vzorku
latky | 1ze snadno provést bez potieby chromatografické
separace. Syntéza vyuziva [2+2+2] cykloisomerizacni
strategie®, kter se ukazuje jako vhodna metoda pro piipravu
této slibné skupiny latek. Studovali jsme chovani pri
dvouelektronové redukci latky | a také kinetiku inverze
helixu. Pfiprava a vyuziti dalSich latek ztéto rodiny je
predmétem vyzkumu.

Podporovino UOCHB AV CR (vzkumny zdimér 74 055
0506).
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MODULACIA LOKALNEJ A GLOBALNEJ
DYNAMIKY FERRICYTOCHROMU ¢

N. TOMASKOVA, R. VARHAC a E. SEDLAK

Katedra biochémie, Prirodovedecka fakulta UPJS, Kosice,
Slovensko

Dynamika proteinov ovplyviiuje ako globalne (napr.
termodynamicku stabilitu) tak aj lokdlne (napr. aktivitu)
vlastnosti proteinov. Preto je dolezité najst vztah medzi
dynamikou atermodynamickymi vlastnostami proteinov.
Vitejto praci  sme  sledovali  lokdlnu  dynamiku
ferricytochromu ¢ prostrednictvom rychlosti  viazania
kyanidu na hémové zelezo. Zmenu jeho globalnej dynamiky
sme monitorovali prostrednictvom zmeny termodynamickej
stability v doésledku teplotnej a izotermalnej denaturacie. Ako

modulatory dynamiky proteinu boli pouzité idny
Hofmeisterovej série.
Ukéazali sme, ze zmena celkovej konformacne;j

dynamiky proteinu ma vyrazny vplyv na kinetické
a termodynamické parametre reprezentované rychlostnou
konstantou asociacie (k,) viazania kyanidu, teplotou topenia
(T,) aGibbsovou volnou energiou (AGp) izotermalnej
denaturacie. Z nasich vysledkov vyplyva, ze kozmotropné
iony zvySuji T, achaotropné idny naopak prispievaju k
znizovaniu T, ferricytochromu ¢ (Obrazok 1). Podobnym
sposobom sa prejavil G€inok idnov aj na hodnoty AGp kedy
sa tato hodnota menila z 36,8 kImol' (bez soli) na
53,4kImol’ (0,5M NaH,PO,, Obrazok 2). V pripade
silného chaotropného i6nu SCN’, sa AGp zredukovalo na
21,0 kJ mol™ (1,0 M KSCN). Hodnoty &, sa pohybovali od
0,051 M s (bez soli) do 2,08 M s™! (2,0 M KSCN, Obr. 3)
a korelovali so schopnostou pouzitych iénov destabilizovat’
Strukturu proteinu. Za zmienku stoji, Zze pritomnost’ i6nov
nijako neovplyviiovala nativnu konformaciu ferricytochromu
c pri laboratornej teplote a pH 6,0. Nase vysledky poukazali
na skutoCnost, Zze aniény Hofmeisterovej série efektivne
modifikuju dynamické vlastnosti ferricytochromu ¢ ako aj na

to, ze existuje Dblizky vztah medzi lokalnou
stabilitou/flexibilitou a globalnou stabilitou proteinu.
100
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Obr. 1 Zavislost’ T,, denaturacie ferricytochromu ¢ v pritomnosti
ro6znych idnov Hofmeisterovej série pozorované pri 396 nm v
50 mM kakodylate sodnom, pH 6,0
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Obr. 2 Zavislost’ AGp, ferricytochromu ¢ v pritomnosti réznych
idnov Hofmeisterovej série pozorované v 5 mM kakodylate sodnom,
pH 6,0, 24 °C
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Obr. 3 Zavislost’ &, viazania kyanidu do ferricytochromu ¢ v
pritomnosti roznych idonov Hofmeisterovej série pozorované pri
418 nm v 50 mM kakodylate sodnom, pH 6,0, 24 °C

EKDYSTEROIDY ZyYSUJi VYTEZEK
FOTOSYNTETICKE FIXACE CO,

ONDREJ UHLIK*”, MAREK KAMLAR™",
LADISLAV KOHOUT?, JURAJ HARMATHA®
a TOMAS MACEK®

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo
nam. 2, 166 10 Praha 6; byScHT v Praze, Fakulta
potravindiské a biochemické technologie, Ustav biochemie a
mikrobiologie, Technicka 3, 166 28 Praha 6
ondrej.uhlik@seznam.cz

Ekdysteroidy jsou nizkomolekularni latky steroidni
povahy, jejichz funkci je regulace celé fady fyziologickych
procesit u hmyzu, napf. svlékani, syntéza kutikuly nebo
embryonalni vyvoj. Nedostatek nebo piebytek téchto latek
v téle hmyzu mtize mit fatdlni nésledky. Ekdysteroidy jsou
ale hojné syntetizovany i v rostlinach. Jejich funkce ani
mechanismus pusobeni v téchto organismech vsak dosud
nebyl dostatetné prozkouman. Cilem této studie bylo
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izolovat vazebné bilkoviny ekdysteroidd a pfispét tak
k objasnéni funkce téchto latek v rostlinach.

Vychozim materidlem pro izolaci vazebnych bilkovin
byl Spenat, ktery obsahuje velké mnozstvi ekdysteroidd,
predev§im pak 20-hydroxyekdysonu. Tento steroid byl
navazan na nosi¢ a vazebné bilkoviny byly z rostlinného
materidlu  izolovany pomoci afinitni chromatografie.
Specificky navazané proteiny byly eluovany zménou pH,
elektroforeticky rozdéleny a nasledné identifikovany. Touto
metodou se podafilo izolovat dva proteiny odpovidajici malé
a velké podjednotce enzymu ribulosa-1,5-bisfosfatkarbo-
xylasa/oxygenasa (RuBisCO), nejrozsifenéjsiho enzymu
biosféry, ktery je zodpovédny za zabudovani oxidu
uhli¢itého do organické hmoty. Na rychlosti této reakce
zavisi vytézek celé¢ fotosyntézy. Protoze enzym RuBisCO
vykazoval afinitu k 20-hydroxyekdysonu, byl dale testovan
vliv tohoto steroidu na karboxylasovou aktivitu volného
enzymu. Tyto testy ukazaly, Ze je-li 20-hydroxyekdyson vici
enzymu v desetinasobném piebytku, dojde ke zvySeni
vytézku fixace CO, katalyzované enzymem RuBisCO o
13 %. Dalsi pfirodni ekdysteroidy ajugasteron C, polypodin
B nebo smésné ekdysteroidni frakce izolované z kofent
leuzey saflorové (Leuzea carthamoides) vykazovaly obdobny
ucinek jako 20-hydroxyekdyson — pokud byly pfidany do
reakeni smési, byl vytézek reakce vyssi o 10-13 %.

Tato studie predstavuje prvni pfipad, kdy byl popsan
regulacni ucinek ekdysteroidd v rostlindch. Zaroven tyto
vysledky reprezentuji objev nové skupiny regulacnich
molekul enzymu RuBisCO, jejichz pouziti by mohlo mit v
budoucnu velké vyuziti.

Tato prdace byla podporovina projekty 740550506,
MSM6046137305 a 1M06030.

KMENE ZELENEJ RIASY Scenedesmus quadricauda
REZISTENTNE K SELENU

D. UMYsoyA, M. HLAVOVA, L. DOUSKOVA,
M. VITOVA a V. ZACHLEDER

Mikrobiologicky iistav AV CR, 379 81 Tiebori

Selén je esencialny prvok potrebny v diéte mnohych
organizmov, vratane cloveka. Medzi jeho nedostatkom a
toxicitou je len velmi mald hranica. Toxicita selénu je
sposobena vznikom reaktivnych foriem kyslika (ROS), ktoré
poskodzuju DNA. V malych davkach vsak selén posobi
antioxida¢ne, protirakovinovo, imunostimulaéne a chemo-
preventivne. Stadie ukazuju, Ze sa podiela na detoxikécii
tazkych kovov a organickych karcinogénov v organizme a je
vo forme peroxiddz jednou z najaktivnejSich zloziek
antioxidacnej a antiradikalovej ochrany organizmu.

Scenedesmus quadricauda  je chlorokokalna
jednobunkovd riasa deliaca sa formou cenobii. Jej
dlhodobym kultivovanim v médiu s vysokou koncentraciou
selénu sa nam podarilo vyselektovat kmene odolné voci
roznym formam a koncentraciam selénu. Patentovali sme tri
kmene odolné voci vysokym koncentraciam selénu a to bud’
vo forme selenanu, selenicitanu alebo sti¢asne obom formam
selénu v médiu. Tieto kmene mézu byt vhodnym zdrojom
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organicky viazaného selénu pre vyrobu selénom obohatenej
biomasy.

Tento projekt bol podporeny grantom GA AV cislo
A600200701, projektom EUREKA cislo OE221 a vyskumnym
zamerom cislo AV0Z5020903.

CHITOSAN JAKO PRODRUG FORMA ISONIAZIDU

EVA VAVRIKOVA a JARMILA VINSOVA

Farmaceuticka fakulta UK, Heyrovského 1203, 500 05
Hradec Kralové

Polymerni slouceniny jsou v dne$ni dobé stale Castéji
vyuzivany jako vhodné biodegradabilni nosice 1éCiv.
Pouzivaji se k pomalému uvoliiovani G¢inné slozky tedy jako
depotni formy, ke zvySovani rozpustnosti a lepSi moznosti
cileného podani.

Chitosan patii mezi méné casté polykationtové
polysacharidy vyznacujici se vyjimenymi vlastnostmi, je
netoxicky, biokompatibilni a biodegradabilni'. Samotny
vykazuje antibakteridlni a protinadorovou  aktivitu,
v posledni dobé byla publikovana téz jeho antioxidacni
aktivita®. Tyto jeho vlastnosti zn&ho &ni velmi zajimavy
bioaktivni materidl pro farmaceutické a biomedicinské
odvétvi. Lze jej pouzit jako systém pro transport 1éCiv, jehoz
hlavnim aspektem je kontrolované uvoliiovani, cileni 1é¢iva a
prodlouzeni doby ptisobeni.

Nase prace se zabyva spojenim chitosanu a
antituberkulotika prvni volby isoniazidu, tedy vytvorenim
prodrug formy, ktera by byla dobfe rozpustna ve vodé a
méné hepatotoxickd nez samotny isoniazid. Pro spojeni
hydroxylové nebo aminové skupiny s isoniazidem byl vybran
O-karboxymethylovy® nebo N-sukcinylanhydridovy”* maistek.
K aktivaci byl pouzit N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-
ethylkarbodiimid. V prezentaci budou uvedeny hlavni
charakteristiky produktti, vyhodnoceni biologické aktivity a
popft. hepatotoxicity.
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Tato prace vznikla za podpory MSM 0021620822 a GAUK
76807/2007.
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CHARAKTERIZACIA VLASTNOSTI
MITOCHONDRIALNEHO HMG-BOX
OBSAHUJUCEHO PROTEINU CamtHMG1 Candida
albicans

KATARINA VISACKA®, JOZEF NOSEK”
a CUBOMIR TOMASKA®

“Katedra genetiky a *Katedra biochémie, Univerzita
Komenského, Prirodovedeckd fakulta, Mlynska dolina *B-1
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Molekuly mitochondridlnej DNA (mtDNA) su
zbalované do komplexov nazvanych mitochondridlne
nukleoidy. Tieto Struktury st vyzadované v stabilizicii,
udrziavani  a dedi¢nosti  mitochondridlnych  genomov.
Studovanie ich Struktary adynamiky moZe prispiet
k odhaleniu  molekularnych principov, ktoré reguluji
mitochondridlnu  dedi¢nost.  Hlavnym  proteinovym
komponentom mt-nukleoidov Saccharomyces cerevisiae je
Abf2p obsahujuci dve HMG-box domény umozhujice
mtDNA'.

viazanie  a zbalenie Analyzou gendémovej
sekvencie kvasinky Candida albicans bola zistena
pritomnost’  otvoreného Citacieho ramca kodujuceho

potencialny mitochondridlny protein CamtHMG1 obsahujuci
minimalne  jednu HMG-box doménu a N-koncovu
presekvenciu®. CamtHMG1 méZe reprezentovat’ alternativny
typ zbal'ovacieho proteinu, ktorého molekularno-biologické
vlastnosti sme sktimali.
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CHARAKTERIZACE VOSKOVYCH E,STERI?J
POMOCI MALDI-TOF HMOTNOSTN{
SPEKTROMETRIE

VLADIMIR VRKOSLAV, MILOSLAV SANDA
a JOSEF CVACKA

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i, Skupina
hmotnostni spektrometrie, Flemingovo 2, 166 10 Praha 6
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Voskové estery, estery vy$Sich mastnych kyselin a
vyssich alkohold, jsou produkovany témér vSemi rostlinami i
Zivotichy ve smésich s daldimi latkami s nizkou polaritou’.
Tyto smési (vosky) plni rizné funkce. Vosky tvori
ochrannou vrstvu povrchu téla rostlin a hmyzu. Nekteré
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druhy hmyzu (v€ely, ¢melaci) vytvareji pomoci specialnich
zlaz vosk, ktery vyuzivaji pro skladovani potravy nebo vyvoj
larev. Jsou obsazeny také v sekretech, kterymi si ptaci masti
pefi a savci srst, hlubokomoiské organismy je vyuzivaji jako
zasobarnu energie namisto triacylglyceridi. U ¢loveka hraji
dalezitou Glohu pti ochrané pokozky a slzného filmu oka.
Voskové estery nasli uplatnéni ve farmaceutickém,
kosmetickém, potravinafském  a elektrotechnickém
prumyslu. Zakladnim ptfedpokladem tsp&$ného vyzkumu a
vyuziti voskovych esterll je dostupnost spolehlivych metod
pro jejich analyzu. Nejvyuzivanégj$i metodou analyzy je
plynova chromatografie. Tato technika je vhodna pro
analyzu tckavéjsich voskovych esterd. Zastoupeni méné
tékavych voskovych esterl v ptirodnich smésich vsak timto
zpisobem odhalit nelze. Hlavnim cilem tohoto projektu je
najit vhodnou matrici a vyvinout metodu pro charakterizaci
pfirodnich smési voskovych esterti za vyuziti MALDI-TOF,
ktera umozni charakterizovat voskové estery i vySSich
moléarnich hmotnosti.

Kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (DHB) a jeji alkalické
soli (LiDHB, LiDHB, NaDHB, KDHB, RbDHB a CsDHB)
byly studovany jako potencialni matrice pro ionizaci
voskovych esterd. Tyto soli byly pfipraveny neutralizaci
DHB pfislusnymi uhli¢itany. Standardy voskovych esteri
poskytovali s matricemi LiDHB, NaDHB a KDHB
molekulové adukty [M+Li]", [M+Na]" a [M+K]". Energie
potiebnd k jejich tvorbé se vzrlstajicim protonovym c&islem
alkalického kovu rostla. Odpovidajici molekulové adukty
voskovych esterti pfi pouziti matric RbDHB a CsDHB
pozorovany nebyly. S DHB se tvotily také molekulové
adukty [M+Na]’, odekdvané adukty [M+H]" nebyly
pozorovany. Piirodni lithium obsahuje 5 % °Li a 95 % "Li.
isotopovy klastr, coz znesnadfiuje interpretaci MALDI
spektra komplexnich ptirodnich smési voskovych estert.
SLiDHB se ukazala byt nejvhodn&jsi ze studovanych matric
pro jednoduchost isotopového klastru a nejvyssi intenzitu
signalu poskytovanou pfi nizké intenzit¢ energie laseru. Pro
LiDHB byl optimalizovan zpiisob nanaeni matrice a vzorku
na terovou desku. Jako nejvhodnéjsi se ukazala metoda
dvou vrstev, kdy byl na povrchu teréové desky z vytvoren
povlak z 0,8 ul roztoku matrice (10 mg.ml™) a na n&j byl
davkovan stejny objem roztoku vzorku. Byl zjistén optimalni
molarni pomér vzorku:matrici — 1:100. Za téchto podminek
bylo dosazeno detek¢niho limitu v oblasti stovek fmol. Za
pouziti techniky fragmentace za zdrojem (PSD) byla méfena
fragmentacni spektra voskovych ester. Majoritni pik ve
spektru odpovida litnému aduktu kyseliny, kterd voskovy
ester tvori. Vyvinutda metoda byla otestovana na ftadé
ptirodnich smési voskovych esterd.

Tato prdce byla financovina z prostiediii AV CR -
startovaci projekt ¢. AV0Z40550506-1058.
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BIODEGRADACE PBDE POMOCiI KONSORCII
MIKROOGANISMU Z KALU COV, IDENTIFIKACE
PRODUKTU A MONITORING EKOTOXICITY

JANA ZLAMALIKOVA®, KATERINA DEMNEROVA?®,
MARTINA MACKOVA®, JANA HAJSLOVA®, JANA
PULKRABOVA" a HANA STIBOROVA®

aUstav biochemie a mikrobiologie, a bUstav chemie a
analyzy potravin, VSCHT v Praze, Technickd 3,

166 28 Praha 6

zlamalij@vscht.cz

Polybromované difenylethery (PBDE) se fadi mezi
bromované retardatory hotfeni (BFR). PBDE jsou znacné
lipofilni a perzistentni latky, které mohou byt
bioakumulovény v tukovych tkanich Zivych organismii'. Jsou
strukturné podobné polychlorovanym bifenylim (PCB) a
dichlordifenyltrichlormethanu (DDT), proto maji podobné
chemické vlastnosti®. Velké riziko vznikd piH jejich
spalovani, protoze mohou vznikat velmi toxické slouceniny
jako polybromované dibenzofurany (PBDF) a polybromo-
vané dibenzodioxiny (PBDD)’. Agkoli je jejich akutni
toxicita nizka, plsobi nize bromované kongenery jako
endokrinni disruptory, karcinogeny a neurotoxické latky.
Také dekabromdifenylether (BDE 209) je klasifikovan jako
mozny lidsky karcinogen a existuji zpravy o jeho
debrominaci na niZe bromované kongenery®. Proto jsme se
rozhodly studovat bioremediaci téchto latek.

V projektu se zabyvame biodegradaci PBDE ve
vzorcich kalti &istiren odpadnich vod (COV) jak za
aerobnich, tak za anaerobnich podminek. Kromé analyzy
obsahu PBDE jsou identifikovany meziprodukty degradace a
zména ekotoxicity. Mnozstvi PBDE je méfeno plynovou
chromatografii (GC/MS-NCI). Ekotoxicita je sledovana
pomoci tif testl: testu inhibice rustu kofene salatu
hlavkového ve vodném vyluhu; testu inhibice rustu kofene
salatu hlavkového kontaktnim testem; stanoveni inhibi¢niho
ucinku na svételnou emisi bakterie Vibrio fischeri.
K identifikaci vzniklych meziprodukti degradace vyuzivame
databaze relativnich  reten¢nich  ¢ast  (RRTgaupase)
vypoétenych pro 126 BDE kongenert’.

Po provedeném monitoringu kontaminace a ekotoxicity
15 kald a 13 sedimenti byly pro degrada¢ni pokusy vybrany
kal COV Hradec Kralové a kal COV Modice. Po 3 mésicich
kultivace byl zaznamenan ubytek PBDE u kultivace za
aerobnich podminek az o 30 %. Nov¢ vzniklé meziprodukty
byly identifikovany jako 4,4'-dibromdifenylether a
tribromovany kongener (koeluce BDE 34, 26, 29 a 32). V
prubéhu degradaéniho pokusu byla soucasné sledovana
ekotoxicita vzorki.

Autori dekuji Ing. Monice Stavélové za pomoc pri ziskani
vzorkii kontaminovanych kalii a sedimentii a za financni
podporu  projektii MSMT NPVII 2B06151, GA CR
104/08/P188 a MSM 6046137305.
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VYZI§UM BIO§YNTEZY SLOZOEI§ SAMéigH .
ZNACKOVACICH FEROMONU CMELAKU DRUHU
BOMBUS LUCORUM A BOMBUS LAPIDARIUS

PETR ZACEK™, ANNA LUXOVA?, JIRI KINDL?
a IRENA VALTEROVA®

“Ustav organické chemie a biochemie, AV CR, Flemingovo
nam. 2, 166 10 Praha 6; bKatedra analytické chemie, PFF
UK, Albertov 8, 128 40 Praha 2

zacek@uochb.cas.cz

Tato prace se zabyva studiem biosyntézy slozek
sam¢iho znackovaciho feromonu ¢meldkti druhG Bombus
lucorum a Bombus lapidarius. Strategie vyzkumu byla
zalozena na aplikaci deuterovanych mastnych kyselin o
rizné délce uhlikového fetézce do abdomenu. Oblast
aplikace byla zvolena na zaklad¢ predpokladu, ze jako
prekurzory feromonti pouZivaji ¢melaci mastné kyseliny'
uskladnéné ve formé acylglyceroli v tukovém télese
v abdomenu. Znackovaci feromon je produkovan a
uskladiiovan v cefalické Gasti labialni Zlazy®. Po 2—4-denni
inkubaci znadenych mastnych kyselin byly extrakty
labialnich zlaz a tukovych t€les obou druhti analyzovany
technikou dvourozmérné plynové chromatografie
s hmotnostni detekci. Analyzy extraktd téchto organd
potvrdily pfitomnost deuterovanych metabolitli vzniklych
z aplikovanych  znaCenych  kyselin. Byly nalezeny
slouceniny, které dokazuji, ze enzymaticky systém ¢melaka
byl schopen pouzit aplikované deuterované latky na syntézu
nékterych  slozek  feromonu.  Sloueniny  vzniklé
z aplikovanych latek: mono, di a triacylglyceroly,
ethylestery, alkoholy, uhlovodiky a rovnéz jejich homology
vzniklé prodlouzenim deuterovaného uhlikového fetézce
prislusné aplikované kyseliny. U vSech typt nalezenych
metabolitl byly rovnéz objeveny slouCeniny s nasycenym i
nenasycenym uhlikovym fetézcem. Vzniklé slouceniny
ukazuji na pfitomnost enzymi ve zkoumanych castech
¢melaciho té€la obou druhl — ethylesteras, desaturas, elongas,
reduktas a dekarboxylas.

Analyzy zaroven poskytly data o chovani
deuterovanych a castecné deuterovanych sloucenin ve
dvoudimenzionadlnim separacnim systému a o jejich
hmotnostnich spektrech.

Tato prace vznikla za financni podpory Ministerstva Skolstvi,
mladeze a télovychovy Ceské republiky (Cislo projektu:
2B06007) a Grantové agentury Akademie véd Ceské
republiky (Cisla projektii: A4055403 a Z40550506).
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UOGHB AV CR May 27, 2008

Invited Lecture Series

Topic: Geminal Fluorination

Theoretical Studies of the Schizophrenic Effects of
Geminal Fluorination on Organic Reactions:
Explanations and Predictions

Dolbier and coworkers have found that geminal fluorination has a large effect
on lowering the barrier to cis—frans isomerization of 1,2-dimethyl-
cyclopropane. Lemal and coworkers have shown that geminal fluorination
actually stabilizes [2.2.2]propellane toward ring opening. In order to
understand these very different effects of geminal fluorination, ab initio
calculations have been performed and, from the results, explanations
proposed and experimentally testable predictions made.

Speaker: Professor Wes Borden

Department of Chemistry
University of North Texas, Denton, Texas, USA

UOCHB AV CR

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v. v. i.
Flemingovo nam. 2, Praha 6

Lecture Hall 10:00 am

information: stara@uochb.cas.cz
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Novotného lavka 5

116 68 Praha 1

tel./fax: 222 220 184, redakce tel. 222 221 778
e-mail: chem.spol@csvts.cz
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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 EU,

pristup ke sluzbam a slevam poskytovanym ¢lenskymi organizacemi EuCheMS 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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60. JUBILEgNi SJEZD Asoc;lAci (“:ESK}’{CH ,
A SLOVENSKYCH CHEMICKYCH SPOLECNOSTI

Olomouc 1. — 4. zari 2008

Program:

Pondéli 1.9.

Moravské divadlo 15:00 — 22:00

Slavnostni zahajeni

J.-M. Lehn: From Supramolecular Chemistry to Constitutional Dynamic Chemistry
Vecer na uvitanou

Utery 2.9.

Regionalni centrum Olomouc 8:30 —16:00

Irena Valterova: Biosyntéza hmyzich feromonii

Lubor FiSera: 1,3-Dipolarne cykloadicie chirdlnych nitrénov a ich vyuZitie v syntéze
Prednasky v sekcich, minisymposia, soutéz ,,Cena SHIMADZU*

Umeélecké centrum Univerzity Palackého 16:30 — 23:00

Plakatova sdéleni

Vystava firem (Umélecké centrum Univerzity Palackého)

Setkdni u moravskych vin

Streda 3.9.

Regionalni centrum Olomouc 8:30 — 18:00
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Miloslav Frumar: Rychlé reversibilni zmény amorfni-krystalickd faze a nové materidly pro optické a elektrické

paméti vysoké hustoty

Karel Lemr: Hmotnostni spektrometrie — od elektrického vyboje k zobrazovani tkani
Prednasky v sekcich, minisymposia

Regionalni centrum Olomouc 19:00 — 22:00

VyhlaSeni vitézi plakdtovych sdéleni a spolecensky vecer, k tanci a poslechu hraje cimbalova muzika Poljanka

Ctvrtek 4.9.
Exkurze, vylety (www.ckpressburg.cz)

Terminy:

Uzavérka abstrakti je 15. 4. 2008.
Prijeti abstraktu je podminéno uhrazenim registracniho poplatku do 31. 5. 2008.

www.sjezd2008.upol.cz
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